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Poskozeni tkaniovych vzorki pri zpracovani tkaiovym automatem

Abstrakt

Tato prace se zabyva zpracovanim tkani v karuselovém tkanovém procesoru a fesi
problematiku poSkozeni tkani, které mohou nastat pii nespravném dodrzovani
zakladniho postupu V laboratofi a zachazeni tkani v procesoru. Zame¢fila jsem se na
nekolik hypotéz, které se v této praci budu snazit objasnit a docilit spravného vysledku.
Cilem prace je prokazat provedenymi pokusy, ve které fazi zpracovani tkanovych
vzorkd v karuselovém procesoru muze dojit k zdvaznému poskozeni tkani. K feSeni
hypotéz jsem si vybrala nékolik tkdnovych vzorki. Pouzity byly vzorky z klinickych
pracovist a vlozeny do nadobek s fixacni tekutinou, tak jak je vedeno v béznych
podminkach praxe, tim padem je vyloucena moZznost, Ze mohlo dojit k poSkozeni tkané
jiz ve fixacni tekuting. K fad¢é pokusti byly pozity tzv. zbytkové materidly tkéani, ze
kterych se zhotovily tkanové bloky a vlozeny do karuselového autotechnikonu znacky
Histomaster DDM — P800, ktery ma jasné stanoveny zakladni program pro nasi
laboratot. V feSeni pokusl bylo pouzito postupu k docileni a k zjiSténi problému, kde
muze dochazet k poskozeni tkanovych vzorki. K poSkozeni tkanovych vzorkit mize
dochazet napt. jsou-li vynechany nékteré faze, zaména fazi, vysychani ¢i zkracena nebo
naopak prodlouzené doba vzorku v karuselovém procesoru. Provedenym vyzkumem se
zjistilo, Ze za poskozeni tkani miZe vysychani vzorku prosyceného acetonem. Hlavnim

zjisténim, Ze poskodit tkan¢ je velmi obtiZzné a spravné fixovana tkan je velmi odolna.
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Damage to Tissue Specimen During Processing in Tissue Automat

Abstract

This work is engaging with processing of tissues in the Carusel tissue processor and
sloves problems of tissues damage, which can set in at incorrect keeping of a process in
a laboratory and a treatment of tissues in the process. | concentrated on many hypotesis.
which i will try to explain and achive a right results in this work. The goal of this
bachelor is ploving by the executed attemps, in which phase of the processing of the
tissue samples in the Carusel processor it can happen important damage of the tissues. |
chose some tissues samples. The samples were used to use from clinical workplaces and
they put in to cells with a fixation liquid, as it is guied intender conditions of a practice,
so there is a already in the fixaton liquid. Left-over materials of tissue used to lines from
which tissue block manufactured and took to the Carusal autotechnic by a mark
Histamster DDM-P800, which has clearly specified a basic program for the our
laboratory. In a solution of experiment used a procedur to a detection and a achivement
of problems, where many occer to the damage of the tissue samples. To the damage of
the tissue samples. To the damage of the tissue samples may occur for example: if some
phases imitted, confusion of the phases, drying out or abridgment or the contrary an
extanded time of the samples in the Carusel processor. It discovered, that the tissue
damage could cause the drying out by saturated aceton by the experiment. The main
discovery is, that the damage of the tissue is very pestilentialamd the right fixed tissue is

very resistant.
Kay words

Carusel processor; samples; fixed tissue; experiments; autotechnic.
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Uvod

Bioptické vysetfeni, tj. kompletni posouzeni vzork odebranych pacientovi ma i pies
rozvoj dalSich vySetfovacich metod nadéale dulezitou roli pifi stanoveni diagndzy.
Vyznam tohoto vySetieni se v souCasné dobé naopak zvySuje v souvislosti
s individualizaci 1é¢by, nebot’ z odebraného zpracovaného vzorku je mozné provést

dalsi dopliujici vysetfeni molekularné-geneticka, a to 1 zpétné po vice letech.

Odbér vzorku neni vzdy jednoduchou zalezitosti, mize byt pro pacienta zatézujici a
odbér nékdy nelze opakovat. Je proto mimotadné dilezité, aby pti zpracovani vzorku

nedoslo k jeho poskozeni ¢i dokonce znehodnoceni.

Prvnim krokem ve zpracovani fixovaného tkanového vzorku je prosyceni tkané
parafinem, ktery nahradi vodu obsaZenou plvodné ve tkani. Tento proces probiha
v autotechnikonu (tkanové procesoru) a je v podstaté neopakovatelny, chyby které zde

vzniknou, jsou proto vét§inou nevratné.

Technika zpracovani vzorku v autotechnikonu je detailné rozpracovana a postupuje se
dle mezinarodné stanovenych standardf, coz by mélo zarucit bezchybné zpracovani
tkani. 1 pfi peclivém dodrzovani stanovenych postupli dochdzi bohuzel nékdy

Kk poskozeni tkani, n€kdy i nevratnému.

Existuje zavazny typ poSkozeni tkané, ktery nasledné hodnoceni mikroskopickych zmén
velmi ztézuje ¢i piimo znemoziiuje a cCasto znemoziuje 1 dopliujici vySetfeni
imunohistochemickd a molekularné-genetickd. Pti tomto poskozeni dochazi ke
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»ztvrdnuti® tkan¢€ obsazené v parafinovém bloku, krajeni fezii je pak proto obtizné, fezy
jsou potrhané a silné¢ a nedrzi na podloznim sklicku, na nabarvenych preparatech je
puvodni struktura obtiZzné rozpoznatelna, v krajnich ptipadech zcela setfend a
nehodnotitelna, jednoznanou diagndézu obvykle nelze stanovit. K tomuto typu
poSkozeni dochdzi naStésti vyjimecné, doSlo k nému vSak opakované v riznych
laboratotich, vcetné té v které pracuji. K tomuto poSkozeni tkani v nasi laboratoti doslo
v roce 2013 a 2015, obrazky preparati zhotovenych z poskozenych tkani jsou uvedeny

nize.

V dostupné literatufe ani z informaci ziskanych od kolegii jsme nenalezli jednoznacné

vysvétleni, ¢im je dany typ poskozeni zptsoben. Faktem je, Ze pfi rutinnim provozu,



neni mozné detailn¢ patrat, jak k poskozeni doslo. Obvykly postup je, ze se provede

technicka kontrola tkanového procesoru a vymeéni se pouzivané chemikalie.

Ugelem této prace bylo pokusit se objasnit, pfi kterém kroku pii zpracovani tkéani
v tkanovém karuselovém procesoru by mohlo k tomuto nevratnému poskozeni tkani
dojit a proces zamérn¢ napodobit. Byly stanoveny dvé mozné hypotézy vysvétlujici

poskozeni, ob¢ byly sérii pokust ovéieny.



Postup pri zpracovani bioptickych vzorki
V ¢asti vénujici se vlastni praci se odvolavam na fadu pojmu a postupii tykajicich se
zpracovani bioptickych vzorkli. Dovoluji si je v nasledujicim textu struéné vysvétlit.

Uvadim zde i udaje o laboratofi, v niZ pracuji a kde byla prakticka ¢ast prace provedena.

Histologicka laboratof Patologicko-anatomického oddéleni ON Piibram a.s.

Nase histologicka laboratoi je soucasti Patologicko-anatomického oddéleni Oblastni
nemocnice Pfibram a.s.. Laboratof se zabyva zpracovanim vzorkl bioptickych vcetné
peroperacnich vysetfeni, dale vzorki nekroptickych (tkanové vzorky odebrané z téla
zemielého pii pitvé) a vzorkd cytologickych. Prostorové usporadani, technické a
personalni vybaveni splituje pozadovana kriteria pro akreditaci (laboratof splnila
pozadavky NASKLu a ziskala osvéd¢eni o splnéni podminek Auditu II dle pozadavkl
NASKLu.

Laboratof pfijima vzorky jak z nemocnice, jejiz je soucasti (Oblastni nemocnice

Pfibram a.s.), tak i ze soukromych ordinaci 1ékait ze spadové oblasti Pfibramska.

Laboratotf provadi bioptickd vySetfeni vSech organovych soustav. NaSe laboratof neni
vybavena prostfedky pro imunohistochemickd vySetfeni. Ty jsou provadény na
specialisovanych pracovistich spole¢né s molekularné-genetickymi vysetfenimi, pokud

jsou nutna pro stanoveni diagnosy.

Histologie

Histologie je védni obor zabyvajici se mikroskopickou stavbou organismu. Histologie
prispéla a ptispiva k poznani mikroskopické stavby tkani, které tvoii organy a tim
pfispéla a pfispiva k pochopeni jejich funkce. Dokonald znalost normalni

mikroskopické struktury tkané umoziuje rozpoznat patologické zmény (Vacek, 1996).

Histologické vySetieni od pacienti odebranych vzorka tkané (bioptické vySetieni) bylo
a zustava dulezitou soucasti laboratorniho vySetfeni a jeho vyznam se stile zvySuje

V souvislosti se zavadénim novych metod. Vysledek bioptického vySetfeni je povaZzovan
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za jednoznacny, pro stanoveni diagnosy rozhodujici a ¢asto jiz dal§imi metodami neni

ovérovan.

Zakladni postupy p¥i tvorbé histologickych prepardtu

Prachod vzorku laboratofi

1. Odbéru vzorkl probihd na jednotlivych odd€lenich ON Ptibram a.s., piipadné
V soukromych ordinacich. Odebrany material je v piipad¢ bioptického vzorku
(vySetfeni cytologicka a nekrotickd ponechavam stranou) je odebirajicim
lékafem umistén do nadobky s pufrovanym 4% formaldehydem. Nadobka musi
byt oznaCena jménem, piijmenim a rodnym Ccislem pacienta. Ke kazdému
odebranému vzorku musi byt vyplnén privodni list k bioptickému vySetieni —
ten musi obsahovat zdkladni tdaje o pacientovi, jméno lékate pozadujiciho

vySetfeni, adresu jeho pracovisté a dalsi tidaje tykajici se onemocnéni pacienta a

specialnich pozadavku 1ékate (Laboratorni ptirucka).

2. Doruceni vzorki je zalezitosti odebirajiciho pracovisté (povéiend osoba, sanitni

vz, posta).

3. Pfijem vzorki. Pfi pfijeti vzorkti je provedena kontrola souhlasu udajii na
nadobce s materidlem a na priivodnim listu, kontrola toho, zda nadobka opravdu

obsahuje material — vzorek.

4. Po ptijeti vzorku je tomuto pfidéleno jedine¢né, nezaménitelné Cislo vySetieni.
Timto c¢islem je oznaCena nadobka se vzorkem i bioptickd privodka. Pod
pfidélenym Ccislem je u€inén zdznam do piijmové knihy biotickych vySetteni a

do LIS.

5. Piikrojeni. Jde o zpracovani piijatého materidlu: Materidl je makroskopicky
posouzen a popsan, rozhodne se o odbéru reprezentativnich Casti. Tyto odebrané
reprezentativni ¢asti materidlu se oznacuji jako tkanové blocky. Tloustka
tkanovych bloki je obvykle 2-3 mm, tvar zavisi na druhu zpracovavané tkang,
je-li puvodni vzorek velky jsou odebirany ¢asti o rozmérech cca 10x10 mm.

Podrobna metodika odbéru tkanovych blokt je slozita.
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Kazdy zhotoveny tkanovy blok je uloZzen do plastové krabicky (kazety) s pevné
uzaviratelnym vickem. Na casti kazety ktomu urCené se kazeta oznaci

pridélenym jedine¢nym ¢islem bioptického vySetfeni.

V pribehu prikrojeni je odebrany vzorek doprovazen privodkou (pii piikrojeni
se znovu kontroluji tidaje na nadobce a na pruvodce). V dalsi fazi zpracovani
vzorkll tyto prochazeji laboratofi jiz pouze pod pfidélenym cislem, privodka se

ptifadi, az ke zhotovenym preparatim.

Prosyceni tkanovych blokti parafinem. V tomto kroku je voda obsazena ve tkani
(resp. jiz fixacni tekutina) nahrazena parafinem, principem procesu je, Ze voda je
nejprve nahrazena alkoholem, alkohol acetonem, aceton xylenem, Xxylen

rozpusténym parafinovym voskem.

Proces probihd obvykle automaticky vtzv. tkanovych automatech
(autotechnikonech, tissue procesor). Tato faze zpracovani je velmi citliva,

poskozeni tkané, pokud k nému dojde, byva nevratné.

Zhotoveni parafinovych blockt tzv. zalévani. Proces probiha v tzv. parafinové
lince. Tkéanové blo¢ky prosycené parafinem jsou vynaty s kazety a umistény do
kovové formicky, na tuto formic¢ku se pfilozi shora kazeta (taZ ve které byl
vzorek umistén, tedy oznacena Cislem bioptického vySetieni). Kazeta i formicka
se nasledné¢ vyplni rozpusténym parafinovym voskem. Po zatuhnuti parafinu je
kovova odstranéna, kazeta vyplnéna parafinem a na ni nasedajici tkanovy bloc¢ek

Vv bloku parafinu se oznacuji jako parafinové blocky.

Krajeni parafinovych blokii. Pii tomto kroku jsou ze tkané zalité v parafinu
zhotoveny tenké fezy (2-3 pum silné). Tyto fezy obsahujici tkdn prosycenou
parafinem a okolni parafin bloku se zachyti na podlozni sklicko. Ke krajeni
slouzi pfistroje oznacované jako mikrotomy. Podlozni sklicko, na némz je ez
zachycen musi byt oznaceno jedinecnym ¢islem bioptického vySetteni. Krajejici
laborantka je povinna kontrolovat cislo krajeného blocku a ¢islo podlozniho

skli¢ka (z parafinového blocku se obvykle zhotovuje vice fezt).

Podlozni sklicko s nalepenym parafinovym fezem se oznacuje jako parafinovy

rez.
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9.

10.

11.

12.

Fixace

Barveni. Zhotovené parafinové fezy jsou nabarveny. V principu dochdzi nejprve
k odparafinovani fezt (parafin prosycujici tkan je nahrazen vodou, jde o opacny
postup nez pii zhotovovani parafinového bloku), poté je provedeno vlastni
barveni, z nabarvenych preparati je nasledn¢ odstranéna voda a je nahrazena
xylenem. Vzdy se provani zdkladni barveni HE, v ptipad¢ potieby je Cast

parafinovych fezl barvena jinou metodou barveni.

Zakladni barveni se provadi v barvicim automatu (ru¢ni barveni je ovSem

mozné).

Montovani. Pfi tomto kroku je nabarveny fez ptekryt krycim sklickem, pfilnuti
sklicka ke tkanovému fezu je zajiStétno montovacim médiem (misto diive
pouzivaného kanadského balzamu se dnes pouzivaji média synteticka, v nasi
laboratofi konkrétné Neo-mount® firmy Merck. Zakrytim nabarveného fezu

krycim skli¢kem vznika hotovy nabarveny histologicky preparat.

Odecitani. Timto pojmem je minéno prohlédnuti a hodnoceni preparati pod
mikroskopem se stanovenim diagnostického zavéru. K odecitani jsou preparaty

umistény do tzv. ,,dekli* a jsou pfipojeny privodni listy.

Archivace. Zhotovené preparaty se uchovavaji po dobu péti let, zhotovené

parafinové blocky se uchovavaji trvale.

K vySe uvedenym pojmim uvadim dal$i podrobnosti.

Fixace je dilezity proces pii zpracovani vzorkd. Pifi fixaci dochazi k zabranéni
znehodnoceni samotného vzorku autolytickymi procesy. Autolyza nastava po smirti
organismu pusobenim bunécnych enzymii. Autolyza je proces, ktery méni strukturu
bunék a ma vliv na jejich barvitelnost. Zmény bunky mohou zpisobit i jiné vlivy nez

autolyza, jde zejména o pusobeni bakterii a plisni (Jirkovska, 2006).

Fixacni prostfedky musi spliiovat n€kolik podminek. Tyto prostiedky musi rychle
pronikat do tkan¢, zaroven musi co nejlépe zachovat strukturu tkdni a musi umoznit

barvitelnost tkané.
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Existuji dva druhy fixace, fyzikalni a chemicka fixace:

Fyzikalni metody fixace

Fyzikalni metody nejsou v histologii moc rozsifené. Jsou narocné na vybaveni a velmi
Casto dochazi k poskozeni struktury tkané. Nejcasteji pouzivanou fyzikalni metodou je
tzv. freezing-drying (vysouseni za mrazu). Tato metoda je vhodna pro prikaz lipidi,

enzymu ¢i pii imunohistochemickém vysetieni vzorku (Jirkovska, 2006).

Pomérné novou fyzikalni metodou je pouziti mikrovinného zéfeni. Tento fizeny proces

je velmi Setrny ke tkani a zachovava i barvitelnost (Jirkovska, 2006).

Fyzikalni metody jsou pouzivany hlavné pro vySetfeni peropera¢nich biopsii, kde je
nutné stanovit diagnoézu v co nejkrats$im Case a rychla fixace fyzikalni metodou je tedy

velmi vhodnaé.

Chemické metody fixace

Chemické metody fixace jsou velmi pouZivané a to zejména z ditvodu nizké ceny a
jednoduchosti. Fixuje se roztokem jedné, nebo nékolika chemickych sloucenin, tzv.
fixacni tekutinou. MozZnou nevyhodou je délka fixace, ktera je zavisla na mnoha
faktorech. Velikosti tkanového vzorku, teploté¢ fixace, mnozstvi fixacni tekutiny
(Vacek, 1996). Nejvyhodnéjsi doba fixace pro bézné zpracovani vzorkt je 24 hodin
(Jirkovska, 2006).

Druhy fixa¢nich tekutin:
Formol

Formol je nejpouzivanéjsi fixa¢ni tekutina. PouZziva se nejéast&ji v koncentraci 10%
(4% formaldehyd). V laboratofi se uchovava v lahvich zhnédého skla s vrstvou
uhli¢itanu vapenatého, na svétle se rozklada na kyselinu mravenci, ktera ma neptiznivé
ucinky na fixaci tkan¢ (Vacek, 1996). Formol se fedi budto vodou z vodovodu,
fyziologickym roztokem — slany formol, nebo pufrem — naraznikovy formol, v hodny

zejména pro fixaci tkané pii imunohistochemickych vysettenich (Jirkovska, 2006).
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V soucasné dob¢ se jiz prakticky vyhradné pouzivaji komeréné dodavané nadobky na
vzorky jiz obsahujici pufrovany formol. Tim je fixace formaldehydem do zna¢né miry

standardizovana.

Formol miizeme pouzit i ve smési s jinymi latkami. Smichanim chloridu véapenatého
s formolem vznikne tzv. Bakerova tekutina ktera je vhodna na fixaci tkané pii prukazu
lipidd. V neurohistologii se jako fixacni tekutina pouziva bromformol. Ten vznika

smiSenim bromidu amonného s formolem (Jirkovska, 2006).

Kyselina pikrova

Pouziti kyseliny pikrové v roztocich fixacnich tekutin je vyhodné, zachovava strukturu
polysacharidt. Nejcastéji pouzivané fixacni tekutiny s obsahem kyseliny pikrové jsou
tekutina Bouinova a Pateelsova. Tyto tekutiny nejsou vhodné pro pouziti u krevnatych
tkani. Zarovein brani prosyceni tkdni celoidinem a tkdné prosycené Bouinovou tekutinou
se nesmi propirat ve vod¢. Pti kontaktu s vodou by doslo ke zbobtndni vaziva a tim i

k znehodnoceni vySetiované tkané (Vacek, 1996).

Slouceniny tézkych kovtu

Mezi fixaéni tekutiny se sublimatem patii Susa, Zenkerova tekutina, Hellyho tekutina.
Tyto tekutiny jsou nevyhodné, protoze bcéhem fixace vznikaji tzv. sublimatoveé
srazeniny, které je nasledn¢é nutné odstranit jodovanim (Vacek, 1996). Tento proces

prodluZuje ¢as pfi zpracovani vzorku.

Alkoholy, aceton

Mezi dalsi fixaéni tekutiny miizeme zaradit metylalkohol, ten je castéji vyuzivan
Vv cytologii jako fixacni prostfedek pifi barveni MayGriinwald-Giemsa. Pfi vySetfeni
vzorklli na enzymovou aktivitu se pouziva jako fixativum vychlazeny aceton, ktery
nesnizuje aktivitu vySetfovanych enzyma (Jirkovska, 2006). Jako fixacni tekutina se

muzZe pouzit i alkohol, nej¢astéji absolutni alkohol.
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Prosycovaci média a zalévaci média

Aby se tkan dala krajet a mohl se utvofit histologicky preparat, je nutné tkan upravit.
Tkan je nutné prosytit zalévacim médiem, do kterého tkan bude zalita. Tkan, ktera
nebyla prosycena zalévacim médiem, neni mozno zalit tak, aby se dala bez poSkozeni

dale zpracovat.
Zalévaci média rozd€lujeme na rozpustna a nerozpustna ve vod¢.

Meédia rozpustna ve vodé

Mezi média rozpustné ve vod¢ patii Zelatina, celodal a syntetické vosky rozpustné ve
vod¢. Tyto média jsou vyhodna. Tkan vzorki se nemusi odvodiovat. Vyuziva se toho,
ze vzorky fixované formolem se pied prosycenim zalévacim médiem vypiraji ve vode¢.
M¢édia misici se s vodou jsou tedy pouzivany ve vzristajicich koncentracich, dokud
nedojde k uplnému prosyceni tkan¢. Po prosyceni vzorkt dojde K jeho zaliti do zalévaci

komurky, ktera je vyplnéna nadbytkem zalévaciho média (Jirkovska, 2006).

Média nerozpustna ve vodé

Mezi média nerozpustna ve vodé patii nejastéji pouzivany parafin, dale celoidin a ve
vod¢é nerozpustné pryskyfice. Vzorky pii tomto procesu musi byt nejprve odvodnény,
nasledné prosyceny intermédiem, které umozni prosyceni tkané samotnym zalévacim
médiem. Jako intermédia jsou pouzivany organicka rozpoustédla, napf. xylen, benzen,
toluen. Tyto organicka rozpoustédla vytlacuji z tkanovych vzorki vodu a zaroven jsou
misitelnd s vlastnim zalévacim médiem. Po prosyceni vzorku ldznémi média
nerozpustného ve vodé se vzorek zaléva do nadbytku média do zalévaci komirky
(Vacek, 1996).

Odvodiiovaci a zalévaci automaty

V laboratofich je nejcastéji uzivano postupu prosycovani a zalévani tkani do médii
nerozpustnych ve vodé. Tento proces je Casové ndro¢ny, ale lze ho jednoduse
automatizovat. K automatizaci se pouziva tkanovych automati tzv. autotechnikonti.
Jsou tii zakladni druhy autotechnikonii karuselovy, linearni a piecerpavaci tkanovy

automat.
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U karuselového typu autotechnikonu se tkané ulozi do kosikd, které jsou ptipojeny ke
karuselu, ty se ponoiuji do jednotlivych lazni ulozenych pod karuselem. Po uplynuti
doby v jednotlivych laznich karusel vyzvedne koSiky a posune je do dalSich lazni

(Jirkovska, 2006).

U linearniho typu autotechnikonu jsou jednotlivé roztoky fazeny za sebou. Vzorky jsou

pohyblivym ramenem piendseny z jedné lazn¢ do druhé.

U pieCerpavaciho typu tkanového automatu jsou roztoky pieCerpavany do komory
s ulozenymi tkanovymi vzorky, komora se vzorky se po uplynuti ¢asového limitu

vyprazdni a je do ni pfeCerpana jina reagencie.

Pro rychlejsi prosyceni vzorkil zalévacim médiem je mozné pouzit vakuum, zvysené

teploty ¢i infracerveného zateni.

Krajeni
Ke krajeni parafinovych bloki se pouzivaji dva druhy specialnich zafizeni tzv.

mikrotomu. Sankovy mikrotom nebo rotaéni mikrotom.

Sankovy mikrotom

Sankovy mikrotom ma pevnou zdkladnu, po které se na kolejnicich pohybuji tzv. sané.
Na zakladné se nachazi neapolské svorka, kterd slouzi k uchyceni parafinového blocku.
Na podstavci je téZ umistén mikrometricky Sroub slouzici k pfesnému nastaveni
tloustky fezu. Pohybujici se sané¢ jsou vybaveny svorkami pro uchyceni budto
mikrotomového noze, nebo drzaku na mikrotomové Ziletky. Ostii mikrotomového noze

je chranéno krytem (Vacek, 1996).

Rotaéni mikrotom

U rota¢niho mikrotomu je vybaveni samotného mikrotomu stejné. Sklada se z pevného
podstavce s mikrometrickym Sroubem, neapolskou svorkou a setrva¢nikovym kolem.
Svorka mikrotomového noZe je umisténa na pevno. Pohybuje se vlastni neapolska
svorka supevnénym parafinovym blo¢kem. V soucasné dobé jsou k dispozici i

mikrotomy s motorizovanym pohonem (Jirkovska, 2006).
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Po ukrojeni, se fez pienese do vodni lazn€ a nésledné je napnut na podlozni sklo.

Preparaty jsou pfed samotnym barvenim suSeny v susarné ¢i termostatu.

Barveni

Tkéanové tezy se po ukrojeni a fadném ususeni barvi. Neobarvené fezy jsou v bézné
mikroskopii nehodnotitelné. Kazdé slozka bunky ma tu vlastnost, ze je schopna na sebe
navazat jiny druh barviva. To znamena4, Ze se jednotlivé typy struktur od sebe daji velmi

jednoduse odlisit (Vacek, 1996).

Druhy barviv:

Barviva zésaditd (bazickd) barvi chromatinové struktury jadra a bazofilni granula.
Pokud se tkan barvi bazickymi barvivy, je tzv. bazofilni. Nejpouzivanéj§im bazickym

barvivem je hematoxylin (Vacek, 1996)

Barviva kysela barvi cytoplazmu bunék, eozinofilni granula, koloid §titné zlazy a dalsi
struktury. Pokud se tkan barvi kyselymi barvivy, je eozinofilni, protoZe nejcastéji

pouzivané kyselé barvivo je eozin (Vacek, 1996).

Neutrofilie nastava u tkanovych struktur v pfipad¢, Ze se barvi obéma barvivy naraz. Jak
bazickymi, tak kyselymi, jedna se napiiklad o granula neutrofilnich leukocytl

(Vacek, 1996).

Rozdéleni barvicich metod:

Zakladni barveni

Zakladni histologické barvici metody jsou ty, které znazoriiuji zakladni struktury
jednotlivych bun¢k. Jedna napf. o barveni Hematoxylin-Eozin, Weigert van Gieson,

Azan, barveni Massonovymi trichromy — zeleny, modry a zluty a dalsi (Vacek,1996).

NejcCastéji pouzivanym zakladnim barvenim je barveni HE, toto barveni také bylo

pouzito jako jediné v této praci.
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Hematoxylin (organické barvivo ziskavané z kmene stromu pivodem z Jizni Ameriky)
vytvaii po oxidaci v tzv. hematein komplex s ionty kovi (oznacovana jako moftidla).
Tim vznikne vlastni barvivo, Které se selektivné vaze na DNA jadra buiiky a znazornuje
strukturu chromatinu, vcetn¢ jadérka. Dle zpiisobu oxidace (pouzitého oxidacniho
¢inidla) a moftidla se rozliSuje fada typt hematoxylini (napt. Mayertv, Harrisiv,
Weigertiv). U hematoxylinu dle Gilla je jako moftidlo pouzit siran hlinity, jako oxida¢ni
¢inidlo jodi¢nan sodny. Gillav hematoxylin patii mezi tzv. progresivné barvici
hematoxyliny, tj. pii pasobeni nedochazi k piebarveni a neni nutné nasledujici
odstranéni ptebarveni diferenciacnim roztokem (kysely alkohol). V laboratofi pouziva-

me komer¢né dodévany roztok od firmy Merck.

Eosin je organické barvivo, ktery barvi s rliznou intenzitou bilkoviny cytoplazmy i

mezibunééné hmoty.

Vysledek barveni HE:

Jadra bun€k - chromatin jader se barvi v riznych odstinech tmavo modrosedé¢ barvy
Cytoplazma — odstiny rizové barvy

Kolagenni vazivo - svétle razoveé

Svalovina - syté rizovocervena

Hlen - modroseda barva

Specialni barvici metody

Jsou zaméfeny na znazornéni urcité tkanové struktury, mikroorganismy, ¢i chemické
latky, ostatni tkanové struktury se pii téchto typech barveni zobrazuji Casto jen

stinovite, vzdy se proto provadi zaroven s nékterym barvenim zakladnim.

Do specialnich barvicich metod fadime barveni na struktury bakterii (Gramovo barveni,
barveni Ziehl-Neelsen nebo barveni dle Lofflera) ¢i barveni na znazornéni amyloidu
(barveni kongo cerveni). Dale do této skupiny patii barveni zaméfend na
neurohistologicka vysetieni, prikaz polysacharidu, lipidd, enzyma a spousta dalSich
druhd barveni (Vacek, 1996).
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Montovani iezii

Po obarveni fezli se fezy montuji mezi média, které umoziuji jejich prohlizeni pod
mikroskopem, a kryci sklo. Jedna se o média prithledna s vysokym indexem lomu svétla
a zaroven latky, které neposkozuji zbarveni tkané. Stejné jako zalévaci média

rozliSujeme 1 montovaci média rozpustna a nerozpustna ve vodé.

Montovaci media rozpustna ve vod¢ se pied pouzitim neodvodiiuji a jednd se napiiklad
o glycerin, zelatinu ¢i Apathyho sirup. Tyto média se pouZzivaji pti prukazu latek, které

by mohla poskodit organicka rozpoustédla napt. lipida (Vacek, 1996).

Mezi média nerozpustnd ve vod¢ patii kanadsky balzam, cedrovy olej ¢i syntetické
pryskyfice. Tyto media se mohou pouzit, pouze pokud se tkan nejprve odvodni po
obarveni vzestupnou fadou alkoholli a nasledné prosyti xylenem. Tyto média se

Vv xylenu rozpoustéji (Vacek, 1996).
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Charakter poskozeni tkani
Poskozeni tkéané, jehoz pfiinu se pokouSime v praci vysvétlit, doklddame snimky
preparati zhotovenych ze tkani, které byly poSkozeny v roce 2013 a 2015. Byly

zhotoveny nové preparaty z archivovanych parafinovych bloki.

Jednalo se 0 nasledujici tkané: endoskopické biopsie zazivaciho traktu, kozni excise a
varle s tumorem. Obecné se na preparatech zhotovenych z poskozenych tkani projevuji
nasledujici zmény: Tkan se pii krajeni trha a fez je sloZen z fady casti, Casto ptes sebe
pfelozenych, nelze ukrojit tenky fez, tam kde lze tkan prohlédnout jsou buiky
»SVIaStélé®, protazené, ztraci se jejich vzajemnd koheze. Detaily cytoplasmy nelze
rozeznat, barvi se zcela stejnorodé. Nejvyznamnéj$i zmeény se bohuzel tykaji jader —
jadra jsou ,,svrastéla®, casto az nitkovité protazend, jadra jsou hyperchromaticka, tj.
chromatin je shlukly, jadra jsou piebarvend, nelze rozpoznat jednotlivé detaily, véetné
jadérek, eventudlné mitdz, jiz vibec nelze rozeznat mitdzy atypické. Toto poskozeni
jader je zvlast zavazné, nebot’ na posouzeni jadernych charakteristik je diagnosticky

proces zaloZen z valné ¢asti.

Obr. 1 — Archivni preparat — pigmentovy névus, poskozeni tkané pii zpracovani (zvétseno 200x)
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Obr. 2 — Archivni preparat — tlusté stfevo, poskozeni tkané pti zpracovani (zvétseno 200x)

(zvétseno 200X)

ve

¢ pii zpracovani

Skozeni tkan

¢. 3 — Archivni preparat — varle, po
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Pro srovnani uveden vzhled vybranych typi tkani pfi absenci poSkozeni. Kritéria, podle
nichz byly tkdn€¢ vybrany, jsou uvedena v ndasledujici kapitole “Metodicky postup

k ovéteni hypotéz”.

Pigmentovy névus

Spravné by mélo byt uvedeno, Ze jde o kozni excisi se zastizenym pigmentovym névem.
Ve zhotovenych preparatech je tedy zachycena kiize viceméné normalni histologické
struktury: Epidermis tvofena vicevrstevnym dlazdicovym epitelem s keratinisaci
(sestava z nékolika vrstev buné€k, které jsou nad bazalni membranou nizce cylindrické,
smérem k povrchu se oplostuji — vytvareji vrstvu zdrodecnou tvorenou buiikami zhruba
kubickymi spojenymi mustky —tzv. stratum spinosum, zcela na povrchu jsou bunky
oplostélé s keratinisaci — tzv. stratum corneum. Mezi bunikami bazalni vrstvy jsou
ojedinéle ptitomny melanocyty, buiiky produkujici pigment melanin, ktery je v podobé
jemnych zrnek patrny ve svétlé cytoplasmé. Ve Skafe jsou pfitomna adnexa kozni —

chlupy, mazové zlazky, potni zlazky (Kazakov et al., 2012).

Vlastni névus je tvofen hnizdy (skupinkami) névovych bunék. Tyto bunky maji
polygonalni tvar a pfipominaji buiiky epitelové (jsou tzv. epiteloidniho vzhledu).
Cytoplasma je svétla, resp. bledé¢ zbarvend eosinofilni (riZova). Jadra bunck jsou
uniformni, okrouhld az mirné¢ ovalnd mensi, obvykle maji zfetelna jadérka. Smérem od
epidermis (do hloubky) se névové bunky stavaji menSimi a maji men$i tmavéji se

barvici jadra bez zietelnych jadérek (McKee et al., 2005).
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Obr. &. 4 — Pigmentovy névus (zvétseno 200x)

Adenomovy polyp tlustého stireva

Architektonicky vykazuje adenomovy polyp uspotfddani do podoby tubulli a misty
papilarnich struktur, jde o tzv. adenom tubopapilarni. Cytologicky je tvofen epitelem
sestavajicim z vysokych cylindrickych bun¢k a tmavou bazofilni cytoplasmou, jadra
jsou ovalna s hrubou strukturou chromatinu a vétSinou zietelnymi jadérky. Jadra jsou
umisténa v riznych urovnich, pfitomny jsou mitdzy. Jde o tzv. tubupapildrni adenom

s dysplasii nizkého stupné (WHO klasifikace, 2010).
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Obr. &. 5 — Adenomovy polyp (zvétée 200x) .
Placenta

Placenta je komplexni organ s velmi slozitou histologickou strukturou, pii bioptickém
vySetfeni jsou tkanové vzorky odebirany z vice mist, aby byly zastizeny a vysetfeny
jednotlivé soucasti placenty (pupe¢nik v nékolika etazich, choriova ploténka, plodové
obaly a misto jejich odstupu z placenty, centralni ¢ast placenty, basalni ploténka). Pro
ucely prace byly tkanové bloky odebirany z povrchové ¢asti placenty, zastizena je

Vv nich tedy choriova ploténka s ptilehlou ¢asti horni ¢asti placenty.

V odebranych vzorcich je zastizena choriova ploténka krytd na povrchu amniem —
tvofeno jednou vrstvou kubickych bunck, vlastni ploténka je tvofena mesodermdlni
tkani (fidka vazivova tkan) s cetnymi cévami (rozliSeni zil a tepen zde neni mozné na
ptislusny typ lze usoudit jen ze vzajemné polohy). Na spodni plose ploténky jsou

ostrivky ¢i souvislé useky fibrinoidu (Langhansova).

Horni vrstva placenty je tvofena choriovymi klky. Jejich struktura odpovida zralé
placenté¢ (uzita byla placenta zralého plodu), cévy klka (pocet v jednom klku

nepiesahuje 5) jsou umistény tésné pod povrchem klku, kryt klku tvofi tenkd vrstva
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syncytiotrofoblastu, misty jsou patrny syncytiotrofoblastické uzly (masivni
nahromadéni jader syncytiotrofoblastu). Stroma klku tvoii fidkd vazivova tkan

(Ernst et al., 2015).

Obr. &. 6 — Placenta (zvétseno 200x)

Varle

Varle je komplexni organ, se slozitou strukturou. V bioptické laboratofi jsou
vySetfovany piipady, kdy je varle odebrano z divodi postizeni zavaznym patologickym
procesem, nejcastéji nadorovym. Varle, z jehoz tkdné byly zhotoveny pouzité tkanové

bloky, bylo postizeno germinalnim nadorem — seminomem klasického typu.

Tkanové bloky byly zhotoveny z ¢asti varlete nadorem nepostizené (dle postupu lege

artis musi byt novotvar varlete vySetien kompletn¢).

Tkanové bloky byly zhotoveny tak, ze byl zastizen zevni obal varlete (tunica
albuginea), a pod nim se nachézejici tkan varlete sestavajici s tzv. stocenych kanalkt

(canaliculi seminiferi contorti).
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Tunica albuginea je silnd blana tvofend hutnym kolagennim vazivem, jen s malym
poctem bunck. Semenotvorné kandlky maji v priméru 0,15 az 0,25 mm, sténa je
tvofena tenkou vazivovou blankou. Vystelku tvoii vrstva podpirnych Sertoliho bunék,
Stihlych, na sténu kanalku vSak nasedajicich rozSifenou nozkou, cytoplasma je svétla
(obsahuje lipidy). Jadra Sertoliho bun€k jsou ovalnd dlouhd osa je kolma ke sténé
kandlku, jadernd membrana je zfetelnd chromatin chudy, jadro ma méchyikovity
vzhled, jadérka jsou patrnd. Mezi Sertoliho buiikami se nachazi semenotvornd tkan
sestavajici z fady bun€k vznikajicich postupnym délenim zarodecné kmenové burky,
termindlnim stddiem déleni jsou spermie patrné v lumen kanélku. Pro detailni popis
riznych typt bunék odkazujeme na uvedenou literaturu (Wolf, 1966, Vacek 1996,
Hes et al., 2007). Ve tkani mezi kanalky se nachazeji jednotlivé i ve skupinkach bunky
Leydigovy. Bunétnd té€la maji polygonalni obrysy, cytoplasma je siln¢ eosinofilni

zéasluhou pritomnosti tyCinkovity krystaloidnich utvarti (krystaloidy Reinkeho). Jadra

okrouhla, s hrubym chromatinem a napadnymi jadérky. Buiky produkuji testosteron.
(Wolf 1966, Vacek 1996)

Obr. €. 7 — Varle (zvétseno 200x)
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Mozné priciny poskozeni tkani — vypracované hypotézy

Pro vysvétleni poskozeni vzorkii byly stanoveny nasledujici dvé hypotézy:

1. V literatuie (Vacek, 1996) je uvedeno, Ze poskozeni vzorkl piipominajici poSkozeni,

které se prace snazi vysvétlit, mize byt zptisobeno Spatnym odvodnénim tkéané€.

2. Charakter poSkozeni vzorkl vzbuzuje podezieni na to, ze poSkozeni je zplisobeno
»Vyschnutim* tkang, ke kterému by mohlo dojit pfi pferuSeni plynulosti piesunu
tkanovych vzorkGh mezi jednotlivymi laznémi s reagenciemi pifi zpracovani
v karuselovém tkanovém automatu — viz popis Cinnosti tkanového karuselového

automatu uvedeny nize.

Pii ovéfovani hypotéz jsme se snazili dosahnout takového poskozeni tkani, aby bylo
srovnatelné ¢i totozné s poSkozenim tkani K némuz v praxi doslo. Jako srovnavaci

material byly pouZzity archivni blo¢ky poSkozenych tkani (viz vyse).
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Metodicky postup K ovéreni hypotéz

Postupovéno bylo v nasledujicich krocich:

Vybér vzorkii

Puvod vzorka

Pouzity byly tkanové vzorky dodavané na oddé€leni z klinickych pracovist, abychom se
co nejvice priblizili podminkdm z bézné praxe. Zaslané vzorky byly odebirajicim
Iékafem vloZzeny do komeréné dodavanych nadobek jiz obsahujicich fixa¢ni tekutinu —
4% pufrovany formaldehyd. Pouzitim téchto nadobek je zajisténo, ze fixace probiha
standardné¢ u vSech vzorkl a je tak vylouceno, Ze k pfipadnému poskozeni tkdn¢ mohla

prispet nespravna fixace.

Ke zhotoveni tkanovych blokl pro ucely této prace byl pouzit tzv. zbytkovy material —
tj. material, ktery zistava po provedeném diagnostickém vySetfeni. Zhotovené tkanové
bloky byly pfed umisténim do karuselového autotechnikonu skladovany za standardnich

podminek v pufrovaném formaldehydu.

Vybrané tkané

Z technickych a c¢asovych divodi nebylo mozno ovéfovat poskozeni vSech

vySetiovanych typil tkani. Vybrany byly proto nasledujici 4 druhy tkanovych vzorki:

1. Pigmentovy névus — Zvolen byl ztoho divodu, ze jde o bé&Zzny vzorek, jehoz
vySetieni v laboratofi je kazdodenni zalezitosti, k dispozici téz byly archivni blocky a z
nich zhotovené preparaty, u nichz doslo k poskozeni, jehoZ pfi¢inu se tato prace snazi

zjistit.

Nevyhodou zvoleného vzorku je, Ze z jedné zaslané excise nebylo mozno zhotovit

potiebny pocet tkanovych blokl a muselo byt pouzito vice excisi.
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2. Adenomovy polyp tlustého stieva — Zvolen byl z toho divodu, Ze jde o bézny vzorek,
jehoz vySetteni v laboratoii je kazdodenni zalezitosti, k dispozici téz byly archivni
blocky a z nich zhotovené preparaty, u nichz doslo k poskozeni, jehoz pfi¢inu se tato

prace snazi zjistit.

Pouzit byl vétsi polyp, rozdélen byl na drobné Castice, jejichz velikost odpovida bézné
zasilanym endoskopickym vzorkiim (1-2 mm v praméru velké). Pouzity material je tedy

zcela stejnorody.

3. Placenta — Zvolena byla proto, ze jde o bézny material, velikost umoznila zhotoveni
vzorku z jediné odebrané placenty (vylouceni individualnich rozdilt), placenta je navic
tkan, kterd se vzhledem ke své ,,houbovitosti dobie zpracovava a snadno se zhotovuji
histologické preparaty. Nevyhodou je, Ze nebyl k dispozici archivni poSkozeny

material.

4. Varle — Pro tkan varlete plati totéz, co je uvedeno u placenty. Navic byly k dispozici

archivni blocky, u nichz doslo k poskozeni, jehoz pfi¢inu se tato prace snazi vysvétlit.

Piiprava tkaiiovych blokii (piikrojeni)

1. Pigmentovy névus

Z jedné kozni excise nebylo mozno zhotovit potiebny pocet tkanovych blocka, které by
byli pouzity k ovéfeni naSich ptedpokladli. Pouzity byly proto Ctyfi kozni excise
splitujici nasledujici podminky: Pigmentové névy v koZnich excisich ¢lunkovitého tvaru
s delsim rozmérem okolo 10 mm, s krat§im do 5 mm. Vytvofeny byly blo¢ky tkané

silné asi 1,5 mm, fezy vedeny kolmo na delsi osu excise ¢lunkovitého tvaru.
2. Adenomovy polyp

K vytvoteni tkanovych blokli byl pouzit adenomovy polyp o velikosti asi 20x20x15

mm. Z ného ,,ustipnuty* ¢astice o velikosti 2-3 mm v priméru velké. Tento postup zcela

napodobuje odbér vzorku pii endoskopickych vysetienich.
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3. Placenta

K vytvoreni tkanovych blokii byla pouzita jedna placenta, ze které byli nakrajeny 1,5-2
mm silné kousky tkané. Tkan byla odebrana z povrchové casti placenty, vétSinou je

zastizena i choriova ploténka.
4. Varle

Na nasem odd¢leni neni mozno ziskat tkan varlete bez patologickych zmén — zdravé
varle je odebirano jen zcela vyjimeéné obvykle v souvislosti se zménou pohlavi. U
varlete postizeného zanétem je struktura tkané¢ obvykle zcela zniCena, u varlete
odebraného v souvislosti s traumatem je rovnéz struktura obvykle zcela setfena
mechanickym poskozenim a prokrvacenim. Pouzito bylo proto odebrané varle postizené
nadorem. Pro vytvotfeni zkuSebnich tkanovych blokti vSak byla pouzita tkan varlete
mimo pfitomny novotvar. Vybran byl ptipad, kde tumor zaujimal jen mensi ¢ast objemu
varlete (vlastni nador nemohl byt pouzit pro ucely této prace, nebot’ dle postupu lege
artis musi byt zpracovan prakticky kompletné). Odebrané tkanové vzorky byli opét silné
cca 1,5-2 mm, zachycen byl zevni obal varlete (tunica albuginea) a vlastni tkai varlete

pod ni.

Protoze dalsi zpracovani zhotovenych tkanovych blokli nemohlo byt provedeno
soucasné, byly vSechny zhotovené tkanové bloky do doby zpracovani v tkanovém
automatu umistény v neutralnim pufrovaném formaldehydu. Délka fixace se tedy u
jednotlivych vzorku lisila. Dle dostupnych informaci vSak délka fixace v neutralnim

pufrovaném formaldehydu kvalitu tkan€ neovliviiuje.

Zpracovani tkanovych blokii v tkaniovém automatu
Rezim pohybu vzorkl Vv karuselovém tkanovém automatu byl ménén tak, aby bylo

mozno ovétit stanovené hypotézy. Podrobné proto rozvedeno nizZe.
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Zalévani tkariovych blokii do parafinu (zhotoveni parafinovych blokii)

Zalévani bylo provedeno vzdy po zpracovani vzorkd v karuselovém tkanovém
automatu. Zhotovené parafinové bloky byly ulozeny za standardnich podminek do doby
krajeni preparati. Kvalita parafinovych bloki se ¢asem neméni, uchovavany mohou byt

po desitky let, aniz by to ovlivnilo moznost zhotovovani preparatt a jejich kvalitu.

Zhotoveni preparatii

Krajeni

Vsechny parafinové bloky pouzité pro ucely této prace byly krajeny za standardnich
podminek (akreditovany PATPB/SP/006 — Kréjeni parafinovych blocki) na sankovém
mikrotomu (Hyrax S30), nastavena tloustka fezu 2-3 um. Krajeni vSech blokd
provedeno souhrnné, v jednom dni. Krajeni provadéla jedna laborantka. Vyse uvedeny

postup zarucil standardni podminky zhotoveni vSech fezq.

Barveni

Barveni vSech fezli prob¢hlo soucasné v barvicim automatu TST 44, program na
barveni HE. Pouzit hematoxylin v modifikaci dle Gilla 11l (tripple strenght), eosin
pouzit Zlutavy, v alkoholovém roztoku. Jde o barveni na odd¢leni rutiné pouzivané
(akreditovany PATPB/PIB/001). To Ze probéhlo soucasné u vSech zhotovenych fezi

vyloucilo moZznost ovlivnéni vysledku kolisajici kvalitou barvicich roztok.

Postup barveni dle pracovni barvivi instrukce je nasledujici:

1. lazen xylenu 10 minut
2. lazen xylenu 10 minut
3. lazen xylenu 10 minut
4. lazen xylenu 10 minut
5. lazen acetonu 30 vtefin
6. lazen 96% alkoholu 30 vtefin
7. lazen 80% alkoholu 30 vtefin
8. lazen 70% alkoholu 30 vtetin
9. destilovana voda 1 minuta
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10. roztok HE — GILL 1l 5 minut

11. tekouci voda 10 minut
12. ¢pavkova voda 5 vtefin
13. tekouci voda 15 minut
14. lazen 70% alkoholu 30 vtefin
15. barvici roztok eozinu 1 minuta 20 vtefin
16. tekouci voda 30 vtefin
17. lazen 96% alkoholu 1 minuta
18. lazen 96% alkoholu 1 minuta
19. lazen 96% alkoholu 30 vtefin
20. lazen acetonu 1 minuta
21. lazen xylenu 1 minuta
22. lazen xylenu 1 minuta

23. lazen netoxické nahrazky xylenu 1 minuta

Montovani

Montovani preparati provedeno rucéné standardnim zplGsobem, pouzito montovaci
medium Neo-mount. Montovani vSech preparati provedeno jednou laborantkou,

souhrnné.

Hodnoceni preparati
Preparaty prohlizeny na mikroskopu Nikon ES500i s digitalni kamerou, snimky
zhotoveny na témze mikroskopu v programu NIS — Elements F. Preparaty hodnoceny

autorkou prace ve spolupraci s vedoucim préce.
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Pokusy k ovéieni hypotéz
Kovéfeni nasich hypotéz byl pouzit karuselovy tkanovy automat Histomaster
DDM-P800.

Karuselovy tkanovy automat pracuje nasledujicim zptisobem:

Pii otaceni vika karuselu je ko$ s tkanovymi vzorky pfesunovan mezi jednotlivymi
nadobami s reagenciemi. Viko karuselu se zdvésem na ko$ s tkanovymi vzorky tedy
vykonava kombinaci dvou pohybu: po ukonceni pobytu vzorkli vldzni se zvedne
(vertikalni pohyb) a pootoci (horizontalni pohyb), nasledné klesne (vertikalni pohyb).
Ptredevsim horizontalni pohyb musi byt presny a dodrzet vzdalenost mezi nadobami
S reagenciemi, pii zahdjeni sestupu musi byt osa zdvésu totozna s osou nadobky
s reagencii. Vychyleni zpisobi, ze ko$ pfi sestupu narazi na okraj nadobky. V kazdé
nadobé setrva tkanovy ko§ po pfedem nastavenou dobu. V pribéhu pobytu kose
v naddob¢ s reagencii dochazi v kratkych intervalech k jeho zvednuti a néslednému
poklesu v rozsahu asi 1 cm, tim je tekutina v ko$i udrzovana v pohybu, a tim je zlepSen

prinik pouzitych reagencii do tkané.

Pohyb ramene je komplikovany a v praxi bylo opakované zjiSténo, Zze muze dojit
k zaseknuti ramene pifi ota¢ivém pohybu. Pohyb ramene se né€kdy neobnovi a ko$
s tkanovymi vzorky zdstava viset v n¢které lazni, pfipadné do lazné Caste¢né ponofen.
Miize ovSem dojit k obnoveni pohybu ramene karuselu po urCité dobé zaseknuti —
v tomto ptipad¢ je cyklus dokoncen a porucha tak neni zaznamenana (zpracovani tkéani
trva cca 12 hodin a pfistroj pracuje bez dohledu v noénich hodinach). Tkané ovsem

mohou byt pobytem mimo 1azné ,,vysuSeny* a poskozeny.

Pfistroj mé 12 pozic s nddobami naplnénymi reagenciemi, v poslednich 3 pozicich jde o
nadoby naplnéné rozpusténym parafinovym voskem. Pohyb kosu s tkanovymi vzorky
probihd ve sméru hodinovych rucicek a tkané prochazi postupné mezi nize uvedenymi

reagenciemi.

Pii pobytu vzorku v lazni se vzorky vzdy zbavi reagencie z piedchozi 1azn¢ a jsou
prosyceny reagencii dané lazn¢. Pied zapocetim zpracovani neobsahuji vzorky

samoziejme reagencie, ale vodu.
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Zakladni program karuselového tkanového automatu Histomaster DDM-P800

- prva pozice 80% alkohol (resp.lihobenzin)
96% alkohol (resp. lihobenzin)
96% alkohol (resp. lihobenzin)
96% alkohol (resp. lihobenzin)

96% alkohol (resp. lihobenzin)

- druha pozice

- tieti pozice

- Ctvrta pozice

- pata pozice

- Sestapozice aceton
- sedmapozice xylen
- osmapozice xylen
- devatapozice parafin
- desatapozice parafin
- jedenacta pozice ... parafin

Zakladni program zpracovani tkdni v nasi laboratofi je 12 hodinovy. Kosik s tkanovymi
vzorky je vkazdé lazni sreagencii po dobu 1 hodiny. V posledni lazni parafinu

zustavaji vzorky do doby ukonceni programu laborantkou a jejich zalitim do parafinu.

Uvedeny pocet jedenacti pozic nesouhlasi scelkovym poc¢tem 12ti pozic
z nasledujiciho divodu: Do tkanového automatu se soucasné zavéSuji dva koSiky
s tkatlovymi vzorky, jeden je proto o pozici pfed druhym. Rozdil mezi obéma kosi je
Vv tom, Ze jeden je hodinu navic v prvém alkoholu (80% alkohol). Casovy rozdil jedné
hodiny pobytu navic v 80% alkoholu nema zadny vliv na vyslednou kvalitu v parafinu
zalitych tkani (ovéteno dlouholetou praxi, uvadéno vyrobci autotechnikond, uvadéno

Vv dostupné literatuie). PouZiti jedendcti pozic v této praci bylo tedy dostacujici.

Ovéi'eni hypotézy ¢. 1
K odvodnéni tkanovych vzorki slouzi alkohol, ktery nahradi ve tkdni pfitomnou vodu.
Pti dalSich krocich je alkohol nahrazovan dalSimi reagenciemi, aZz se nakonec tkan

prosyti parafinem.

Reagencie jiné nez alkohol vodu z tkanovych vzorkl neodstranuji, nebot’ se s vodou

nemisi (Caste¢né se misi aceton).
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Pokud by bylo zkoumané poskozeni tkani zplisobeno $patnym odvodnénim, mélo by

vzniknout (byt napodobeno) vynechanim vsech ¢i nékterych lazni alkoholt.
Ovéteni toho predpokladu bylo provedeno nasledovné:

Pokus ¢. 1: Pifi pokusu byly vynechany &tyfi prvni alkoholy — vzorek byl umistén
rovnou do posledni alkoholové pozice s 96% alkoholem (pted lazni

s acetonem).

Vysledek: K poskozeni tkéni nedoSlo, zhotovené parafinové bloky se krajely bez
problému. Standardné zhotovené a nabarvené preparaty mély odpovidajici kvalitu, pii
vSech pouzitych zvétSenich v mikroskopu bylo mozno hodnotit veskeré struktury

cytoplasmy i jader nutné ke stanoveni diagnosy. (Obr. ¢. 12-19 v galerii obrazk)

Pokus €. 2: Vynechany vSechny lazné s alkoholem, vzorky byly umistény rovnou do

lazné s acetonem.

[ 24

by se projevilo na kvalité preparatt. (Obr. ¢. 20-27 v galerii obrazki)

Zaveér: Vynechani prichodu tkani alkoholem, tj. odvodnéni tkani, nevysvétluje to
poskozeni tkani, Kjehoz vysvétleni je zaméfena tato prace. Hypotéza ¢. 1 nebyla
potvrzena. K odvodnéni tkané ziejmé staci pobyt v acetonu, resp. nedostatecné

odvodnéni nevede k zavaznému poskozeni tkang.

Ovéreni hypotézy C. 2
Ptedpoklad, Ze poSkozeni tkdné bylo zplsobeno tim, Ze pfesun mezi laznémi nebyl
plynuly, ale byl pieruSen tak, ze vzorek ziistal mimo l4zen, na vzduchu, byl ovéfen sérii

7 pokust, které probehly nasledovng:

v

Pokus ¢. 1: Kazety s tkanovymi vzorky byly umistény do prvé pozice a ponechany
stanovenou dobu jedné hodiny v lazni s reagenci (80% alkoholem). Po
hodin€, kdy mél byt vzorek pfemistén pii pootoceni ramene do druhé
pozice, byl autotechnikon zastaven, kazety se vzorky vyjmuty a ponechany

1 hodinu na vzduchu. Po hoding ,,vysychani“ byly kazety s tkanovymi
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Pokus ¢&. 2:

Pokus €. 3:

Pokus ¢. 4:

vzorky znovu umistény do autotechnikonu, a to do tieti pozice (96%
alkoholu). Dale vzorek prochazel standardnim zpisobem az do 1azné

S parafinem.

Vzorky tedy misto pobytu ve druhé lazni s reagencii po dobu jedné hodiny
,,vysychaly“, lazen ¢. 2 byla tedy ,,pfeskocena” (Obr. ¢. 28-35 v galerii

obrazki).

Kazety s tkanovymi vzorky prosly prvou a druhou pozici, poté byl
autotechnikon zastaven, kazety se vzorky vyjmuty a ponechany 1 hodinu
na vzduchu. Po hodiné ,,vysychani® byly kazety s tkdniovymi vzorky
znovu umistény do autotechnikonu, a to do &tvrté pozice. Déle vzorek

prochazel standardnim zpiisobem

Vzorky tedy misto pobytu ve tieti lazni S reagencii (96% alkoholem) po
dobu jedné hodiny ,,vysychaly®, lazen ¢. 3 byla tedy ,,pfeskocena* (Obr.
¢. 36-43 v galerii obrazku).

Kazety s tkanovymi vzorky prosly prvou, druhou a tieti pozici, poté byl
autotechnikon zastaven, kazety se vzorky vyjmuty a ponechany 1 hodinu
na vzduchu. Po hoding€ ,,vysychani* byly kazety s tkdnovymi vzorky
znovu umistény do autotechnikonu, a to do paté pozice. Déale vzorek

prochazel standardnim zpisobem

Vzorky tedy misto pobytu ve ¢tvrté lazni s reagencii (96% alkoholem) po
dobu jedné hodiny ,,vysychaly®, lazen ¢. 4 byla tedy ,,pifeskocena‘ (Obr.
¢. 44-51 v galerii obrazkt).

Kazety s tkanovymi vzorky prosly prvou, druhou, tfeti a Ctvrtou pozici,
poté byl autotechnikon zastaven, kazety se vzorky vyjmuty a ponechany
1 hodinu na vzduchu. Po hodiné ,,vysychdni* byly kazety s tkanovymi
vzorky znovu umistény do autotechnikonu, a to do Sesté pozice. Dale

vzorek prochézel standardnim zpisobem
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Pokus ¢. 5:

Pokus ¢. 6:

Pokus ¢. 7:

Vzorky tedy misto pobytu v paté lazni s reagencii (96% alkoholem) po
dobu jedné hodiny ,,vysychaly®, lazen ¢. 5 byla tedy ,,pfeskoc¢ena* (Obr.
¢. 52-59 v galerii obrazk).

Kazety s tkanovymi vzorky prosly standardni zptisobem do paté pozice,
poté byl tkanovy procesor zastaven, kazety vyjmuty a ponechdny po
dobu 1 hodiny na vzduchu. Po hodiné byly kazety s tkanovymi vzorky
znovu umistény do autotechnikonu a to do sedmé pozice. Déle vzorek

prochazel standardnim zpiisobem.

Vzorky tedy misto pobytu v Sesté ldzni s reagencii (acetonem) po dobu
jedné hodiny ,,vysychaly*, lazen €. 6 byla tedy ,,pfeskocena‘ (Obr. ¢. 60-

67 v galerii obrazki).

Kazety s tkdnovymi vzorky prosly standardni zplisobem do Sesté pozice
(lazen s acetonem), poté byl tkanovy procesor zastaven, kazety vyjmuty
a ponechany po dobu 1 hodiny na vzduchu. Po hoding ,,vysychani* byly
kazety s tkanovymi vzorky znovu umistény do autotechnikonu a to do
osmé pozice (lazen s Xylenem). Dale vzorek prochazel standardnim

zptisobem.

Vzorky tedy misto pobytu v sedmé 14zni s reagencii (xylenem) po dobu
jedné hodiny ,,vysychaly®, lazen ¢. 7 byla tedy ,,pfeskocena‘ (Obr. ¢. 68-

75 v galerii obrazku).

Kazety s tkanovymi vzorky prosly standardni zpisobem do sedmé
pozice, poté byl tkaflovy procesor zastaven, kazety vyjmuty a ponechany
po dobu 1 hodiny na vzduchu. Po hodiné¢ byly kazety s tkanovymi
vzorky znovu umistény do autotechnikonu a to do devaté pozice. Dale

vzorek prochéazel standardnim zpisobem.

Vzorky tedy misto pobytu v osmé lazni s reagencii (Xylenem) po dobu
jedné hodiny ,,vysychaly*, lazen ¢. 8 byla tedy ,,pfeskocena“ (Obr. ¢. 76-

83 v galerii obrazku).
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Doba vysychani vzorkli mohla byt pfi vySe uvedeném uspotadani pokust zvolena
libovolné, doba jedné hodiny se vSak zdala byt nejvhodnéjsi. Zaseknuti ramene
karuselového autotechnikonu, které by vysvétlovalo ,,vyschnuti by pravdépodobné

trvalo (pfi nasledném obnoveni pohybu) nejspise jednu hodinu.

Vysledky pokusii:

Pti pokusech ¢. 1,2,3,4,5 a 7 nedoslo k vyrazn€jSimu poskozeni tkani, ze zhotovenych
parafinovych blokli bylo mozno nakrijet tenké fezy. Ty pevné drzely na sklicku, nebyly
problémy s barvenim fezl v barvicim automatu ani pii montovani. Pfi prohlizeni
preparati pod mikroskopem bylo mozno hodnotit mikroskopické struktury bez
problémt pii vSech zvétSenich. Fotografie zhotovenych preparatl jsou umistény ve

fotogalerii.

Pii pokusu ¢. 6 (vzorek vysychal po dobu jedné hodiny, po té co opustil lazen
s acetonem) doSlo kzavaznému poskozeni tkéni, které je zcela srovnatelné
S poskozenim patrnym na archivnim materialu: Parafinové blocky nesly dobte krajet,
fezy se trhaly, nedrzely na sklicku, neSlo ukrojit tenky fez. Pfi montovani bylo
problémem vyvarovat se vzniku bublin. Pfi hodnoceni pod mikroskopem shledan

shodny obraz jako v preparatech archivnich.
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Obr. &. 9 — Adenomovy polyp tlustého stieva, poskozena tkaf (zvétseno 400x)
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Obr. ¢. 10 Placenta, poskozena tkan (zvétseno 400x)

Obr. €. 11 — Varle, poskozena tkan (zvétseno 400x)
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Zaveér: Z vyse uvedeného je ziejmé, ze poskozeni patrné na archivnim materialu lze
imitovat tim, Ze tkanové bloky jsou po prosyceni acetonem ponechany na vzduchu
(,,vysychaji). Provedené pokusy prokazaly platnost hypotézy ¢. 2. K poskozeni

evidentné staci, je-li doba vysychani jedna hodina.

Ze zéavéru je ziejmé, ze bylo dosazeno cile, ktery si prace stanovila, tj. vysvétlit
poskozeni vzorkid, které se v praxi vyskytuje. Vysvétleni je mozno povaZovat za

spravné, nebot” se poskozeni tkani podatilo pokusem napodobit.

Ke stanoveni doby nutné ke vzniku poskozeni tkani byla prace rozSifena o dva dalsi
pokusy, pii nichz byla doba ,,vysychani® tkanovych blokl (po lazni s acetonem)
zkrécena na 30 a 15 minut. Pii prvém pokusu (,,vysychani“ po dobu 30 minut) zji§téno,
ze doslo k poskozeni vSech ctyt typl tkdné€ (Obr. €. 84-95 v galerii obrazkl). Pfi druhém
pokusu (,,vysychani“ po dobu 15 minut) doslo k poskozeni tkan¢ placenty a varlete,
poskozeni tkani pigmentového névu a adenomu tlustého stfeva bylo nevyrazné (Obr. €.

96-107 v galerii obrazki)
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Zavér
Provedenymi pokusy se podatilo prokazat, ve které fazi zpracovani tkdnovych vzorkt
Vv karuselovém tkaiiovém procesoru mize dojit k zdvaznému poskozeni tkani, se kterym

se laboratofe v praxi setkavaji, naStésti jen velmi vzacné.

Je ziejmé, Ze pii poSkozeni tkan¢ hraje rozhodujici roli aceton — K poSkozeni tkani pii
uzitém usporadani pokusi vedlo vyhradné vyschnuti tkan¢ po prosyceni tkdné touto

latkou.

Prace prokazala, Zze k poSkozeni uzitych ¢tyf druht tkéni staci doba ,,vysychani® 30
minut, u dvou z nich (placenta, varle) pak 15 minut po prosyceni tkani acetonem. Je

tedy ziejmé, Ze citlivost riznych tkéani se lisi.

Zjisténi, ze za poskozeni tkani je zodpovédné ,vysychani“ vzorkd prosycenych
acetonem vede k domnénce, ze k méné vyraznému poskozeni muze dojit u vzorku
umisténych v horni vrstvé kazet v koSiku karuselového tkanového automatu. Tyto
vzorky se mohou octnout tésné¢ nad hladinou reagencie. Nevyschnou uplné, ale
k poskozeni muze dojit. To by mohlo vysvétlit obfas pozorovanou nizsi kvalitu

zpracovani ¢asti vzorkl, zvlaste u citlivejSich tkdni (viz vyse).

Protoze uziti acetonu pii zpracovani tkani neni nezbytné, zdd se byt nejjednodussi
prevenci vzniku poSkozeni tkdni jeho vyfazeni a ndhrada xylenem. Neexistuje vSak

jednoznacny konsensus, zda kvalita preparatt je shodna pii a bez pouziti acetonu.

Piekvapujicim zjiSténim bylo, Ze poskodit tkdné je velmi obtizné a potvrzuje se, Ze

fadné formaldehydem fixovana tkan je velmi odolna.

Jsem si védoma, Ze pokusy nezahrnuly vSechny moZzné kombinace, a poSkozeni tkani

tak mtze byt dasledkem i jinych vlivi.
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Obr. ¢. 13 - Ovéteni hypotézy €. 1, Pokus ¢. 1 — Pigmentovy névus (zvétseno 200x)
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¢. 18 — Ovéfeni hypotézy €. 1, Pokus ¢. 1 - Varle (zvétSeno 100x)
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Obr. ¢.21 — Ovéteni hypotézy €. 1, Pokus €. 2- Pigmentovy névus (zvétseno 200x)
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Obr. €. 23 - Ovéfeni hypotézy €. 1, Pokus ¢. 2 — Adenomovy polyp (zvéteno OOX)
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Obr. ¢&. 24 — Ovéfeni hypotézy €. 1, Pokus ¢. 2 - Placenta (zvétSeno 100x)
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Obr. ¢. 27 — Ovéfen

55



~ 1 o

otézy ¢. 2, Po

Obr. ¢. 28 — Ovéteni hyp

Obr. €. 29 — Ovéfeni hypotézy €. 2, Pokus €. 1 - Pigmentovy névus (zvétSeno 200x)
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Obr. €. 35 — Ovéieni hypotézy €. 2, Pokus €. 1 - Varle (zvétSeno 200x)
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Obr. €. 39 — Ovéfeni hypotézy €. 2, Pokus ¢. 2 Adenomovy polyp (zvétseno 200x)
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Obr. €. 41 — Ovéteni ypotézy ¢. 2, Pokus €. 2 - Placenta (zvétseno 200x)

62



Pokus €. 2 - Varle (zvétSeno 100x)

B

2

Obr. ¢. 42 — Ovéfeni hypotézy ¢.

Obr. ¢. 43 — Ovafeni hypotézy ¢. 2, Pokus €. 2 - Varle (zvétSeno 200x)

63



100|m|

& - ~N
Obr. €. 45 — Ovéfeni hypotézy €. 2, Pokus €. 3 - Plgmentovy névus (zvétseno 200x)
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Obr. &. 47 — Ovéteni hypotézy ¢. 2, Pokus €. 3 - Adenomovy polyp (zvétSeno 200x)
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Obr. €. 49 — Ovéfeni hypotézy €. 2, Pokus €. 3 - Placenta (zvétSeno 200x)
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Obr. ¢. 51 — Ovéfeni hypotézy ¢. 2, Pokus €. 3 - Varle (zvétSeno 200x)
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Obr. &. 53 — Ovéteni hypotézy ¢. 2, Pokus €. 4 - Pigmentovy névus (zvétseno 200x)
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Obr. ¢. 60 — Ovéfeni hypotézy €. 2, Pokus €. 5 - Pigmentovy névus (zvétseno 100X)
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Obr. €. 61 — Ovéfeni hypotézy €. 2, Pokus €. 5 - Pigmentovy névus (zvétseno 200x)
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Obr. €. 65 — Ovéfeni hypotézy €. 2, Pokus €. 5 - Placenta (zvétSeno 200x)
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Obr. ¢. 68 — Ovéteni hypotézy €. 2, Pokus €. 6 - Pigmentovy névus (zvétSeno 100x)
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Obr. €. 75 — Ovéfeni hypotézy €. 2, Pokus €. 6 - Varle (zvétSeno 200x)
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s ¢. 7 - Pigmentovy névus (zvétSeno 100x)

Obr. ¢. 76 — Ovéteni hypotézy €. 2, Poku
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Obr. ¢. 82 — Ovéteni hypotézy €. 2, Pokus €. 7 - Varle (zvétSeno 100x)

Obr. ¢. 83 — Ovéteni hypotézy €. 2, Pokus €. 1 - Varle (zvétseno 200x)
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Obr. ¢. 85 — Poskozena tkan po 30 minutovém vysychani — Pigmentovy névus (zvétseno 200x)
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Obr. ¢. 87 — Poskozena tkan po 30 minutovém vysychani — Adenomovy polyp (zvétseno 100x)
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Obr. ¢. 88 — Poskozena tkan po 30 minutovém vysychani — Adenomovy polyp (zvétSeno 200x)

Obr. €. 89 — Poskozena tkan po 30

) g 3 .

ém vysychani — Adenomovy polyp (zvétSeno 400x)

-

minutov
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Obr. €. 91 — Poskozena tkan po 30 minutovém vysychani — Placenta (zvétSeno 200x)
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Obr. €. 93 — Poskozena tkan po 30 minutovém vysychani — Varle (zvétSeno 100x)
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Obr. €. 95 — Poskozena tkan po 30 minutovém vysychani — Varle (zvétSeno 400x)
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Obr. €. 97 — Poskozena tkan po 15 minutovém vysychani — Pigmentovy névus (zvétseno 200x)
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Pigmentovy névus (zvétseno 400x)

Obr. ¢. 98 — Poskozena tkan po 15 minutovém vysychani —

LT, s

Obr. ¢. 99 —

Poskozena tkan po 15 minutovém vysychani — Adenomovy polyp (zvétseno 100x)
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Obr. ¢. 101 — Poskozena tkaii po 15 minutovém vysychani — Adenomovy polyp (zvétseno 400x)
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Obr. ¢. 102 — Poskozena tkan po 15 minutovém vysychani — Placenta (zvétseno 100x)
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Obr. ¢. 103 — Poskozena tkan po 15 minutovém vysychani — Placenta (zvétseno 200x)
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Obr. ¢. 105 — Poskozena tkan po 15 minutovém vysychani — Varle (zvétSeno 100x)
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Obr. ¢. 106 — Poskozena tkan po 15 minutovém vysychani — Varle (zvétseno 200x)

——

Obr. &. 107 — Poskozena tkafi po 15 minutovém vysychani — Varle (zvétseno 400X)
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