Zdravotné Jihoc¢eska univerzita

‘.‘ socialni fakulta v Ceskych Budgjovicich

Faculty of Health University of South Bohemia
‘. and Social Sciences in Ceské Budé&jovice

Histologické vysetreni mozku na Alzheimerovu chorobu

BAKALARSKA PRACE

Studijni program:

SPECIALIZACE VE ZDRAVOTNICTVi / ZDRAVOTNI
LABORANT

Autor: Kristyna Havelkova

Vedouci prace: Ing. Tomas Nix, Ph.D.

Ceské Budéjovice 2018



Prohlaseni

Prohlasuji, Ze svoji bakaldiskou praci s nazvem ,Histologické vySetfeni mozku na
Alzheimerovu chorobu® jsem vypracovala samostatné pouze s pouzitim pramenid a

literatury uvedenych v seznamu citované literatury.

Prohlasuji, Ze v souladu s § 47b zdkona ¢. 111/1998 Sb. v platném znéni souhlasim se
zvetejnénim své bakalafské prace, a to - v nezkracené podob& — v upravé vzniklé
vypusténim vyznacenych ¢asti archivovanych fakultou — elektronickou cestou ve vetfejné
pfistupné &asti databize STAG provozované JihoGeskou univerzitou v Ceskych
Budé&jovicich na jejich internetovych strankach, a to se zachovanim mého autorského
prava k odevzdanému textu této kvalifikani prace. Souhlasim dale s tim, aby toutéz
elektronickou cestou byly v souladu s uvedenym ustanovenim zakona ¢. 111/1998 Sb.
zvefejnény posudky Skolitele a oponentl prace 1 zdznam o pribéhu a vysledku obhajoby
bakalarské prace. RovnéZ souhlasim s porovnanim textu mé kvalifikaéni prace
s databazi kvalifika¢nich praci Theses.cz provozovanou Narodnim registrem

vysokoskolskych kvalifikacnich praci a systémem na odhalovani plagiatt.

V Ceskych Budgjovicich dne e
Kristyna Havelkova



Podékovani

Réada bych zde podc¢kovala vedoucimu bakalaiské prace, Ing. Tomasi Nixovi, Ph.D.
za jeho rady a Cas, ktery mi vénoval pii feSeni dané problematiky. Déle chci také
podékovat celému kolektivu Oddéleni patologie v Jindiichové Hradci za poskytnuti

informaci, vzorkl pro testovani a za moznost provadét vyzkum v jejich laboratofi.



Histologické vySetifeni mozku na Alzheimerovu chorobu

Abstrakt

Ve své bakalarské praci se zabyvam histologickym vySetfenim mozku na Alzheimerovu
chorobu. Vyzkum jsem provadéla na Oddé€leni patologie v Nemocnici Jindfichtv

Hradec a.s. Prace je rozdélena do dvou ¢asti — teoreticka a prakticka cast.

V teoretické Casti se zabyvam tim, co je vlastn¢ histologie a histologické vySetieni,
histologickou stavbou nervového systému a piedevsim mozku. Dale se zabyvam
Alzheimerovou chorobou, jejim popisem, druhy, ptiznaky, terapii a prevenci. Také zde
zmitji Ceskou alzheimerovskou spolegnost a myty o Alzheimerové chorobé. Na zavér

teoretické Casti uvadim ptiklady jinych demenci.

V praktické ¢asti jsem provadéla histologické vySetfeni mozku metodami Impregnace
nervovych vldken podle Palmgrena a Prikaz senilnich draz podle A. v. Braumiihla —
na zmrazenych fezech. Tyto dvé metody slouzi k obarveni nervovych struktur (vcetné
druz, které jsou typické pro Alzheimerovu chorobu), diky ¢emuz lze potvrdit ¢i vyvratit
toto onemocnéni. Dadle jsem provedla zdkladni barveni Hematoxylin-eosinem. Témto
barvenim ptedchdzelo zpracovéani biologického materidlu jako je fixace, pfikrojeni,
zabaleni, zalévani do parafinu, krajeni a napinani preparatu na podlozni sklo. Po barveni
se preparat zamontoval pod kryci sklo a nasledné jsme provedly vyhodnoceni pomoci

mikroskopu.

Cilem mé bakalaiské prace bylo napsat odbornou resersi na dané téma, popsat zpracovani
mozku Vv histologické laboratofi, provést metody, které jsou typické pro prikaz
Alzheimerovy choroby u zemfelych osob, vyhodnotit a porovnat preparaty zdravého

a nemocného mozku.
Klicova slova

Alzheimerova choroba; mozek; histologie; impregnace; Palmgren, Braunmiihl,

hematoxylin-eosin



Histological examination of the brain for the Alzheimer’s disease

Abstract

In my bachelor thesis I deal with histological examination of the brain for the Alzheimer’s
disease. | conducted the research at the Department of pathology at the hospital

in Jindfichiv Hradec. The thesis is divided into two parts — theoretical and practical part.

In the theoretical part | deal with this, what is actually histology and histological
examination, histological structure of the nervous system and especially the brain. I also
deal with Alzheimer’s disease, its description, types, symptoms, therapy and prevention.
| also mention the Czech Alzheimer Society and myths about Alzheimer’s disease.

At the end of the theoretical part, | give the examples of other dementias.

In the practical part | performed the histological examination of the brain using methods
of Impregnation of nerve fibers by Palmgren and Proof of senile druses
by A. v. Braunmiihl — on frozen sections. These two methods serve to stain the nerve
structures (including the druses which are typical for Alzheimer’s disease) which can
confirm or deny this disease. | also did a basic staining with Hematoxylin-eosin. This
staining was preceded by the processing of biological material such as fixation, trimming
(with scalpel), packing, embedding in paraffin, slicing and stretching of the preparation
on the slide glass. After staining, the preparation was mounted under the cover glass

and then we performed evaluation using a microscope.

The aim of my bachelor thesis was to write a research on a given topic, to describe
the processing of the brain in the histological laboratory, to perform methods that are
typical for Alzheimer’s disease for deceased persons, to evaluate and compare

the preparations of the healthy and diseased brain.
Key words

Alzheimer’s disease; brain; histology; impregnation; Palmgren; Braunmiihl;

hematoxylin-eosin
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Uvod

Alzheimerova choroba poskozuje mozek a poruSuje kognitivni funkce — mysleni, pamét,
usudek. Je nejCastéjsi pricinou demence, kvuli které je nemocny odkazan na pomoci
jiného Cloveka. Alzheimerovu nemoc poprvé popsal némecky Iékat Alois Alzheimer
Vv roce 1907, v té dob¢ to byla vzacna nemoc. Nyni se demence vyskytuje u vice nez sedmi

miliént obyvatel Evropy.

V této praci jsem se zabyvala histologickym vySetfenim mozku na tuto chorobu, které
jsem provedla metodami Impregnace nervovych vlaken v parafinovych fezech podle
Palmgrena a Priikaz senilnich draz podle A. v. Braumiihla — na zmrazenych fezech. Také
jsem vzorky obarvila zakladnim barvenim Hematoxylin-eosinem. Vyhotovené preparaty
jsme poté vyhodnotily pomoci mikroskopu. Vysledky jsem zpracovala formou fotek

a popisu preparatu.



1 Teoreticka ¢ast

1.1 Histologie

Histologie se zabyva studiem tkani, které jsou slozeny z buné¢k stejného plivodu, stavby
a funkce (Slipka, 2014). Histologie se rozviji od té doby, kdy byl vynalezen mikroskop.
Mikroskop je piistroj, kterym miizeme pozorovat mikroskopickou stavbu organismil.
Mikroskopy se postupné stale zdokonaluji. Existuji svételné mikroskopy (mohou
zvétSovat témeét 2 000ndsobn¢) a elektronové mikroskopy (mohou zvétSovat
az 200 000nasobn¢) (Vacek, 1995a). Také se vyuziva fluorescencni mikroskopie, které
vyuziva fluorescencni barviva (fluorochrom). Vysokoenergetické UV zafeni je pohlceno

fluorochromem a vyzateno jako viditelné svétlo (Vajner et al., 2010).

Poznévani mikroskopické stavby organismli nebylo zavislé jen na zdokonalovani
mikroskopu, ale i na rozvijeni histologické techniky. Tato technika se zabyva predevsim
ptipravou tzv. histologickych preparati. Aby vznikl histologicky preparat, musi se
pfedmeét, ktery chceme pozorovat ve svételném mikroskopu, nejdiive zpracovat tak, aby
byl dostatecné tenky a prusvitny. Ze zacatku se histologické preparaty ptipravovaly
prostymi metodami (napf. rozmélnénim zivocisné tkdn€¢ mezi dvéma sklicky). Nyni se
preparaty pro svételny mikroskop zhotovuji krajenim tenkych fezti na ptistroji, ktery se
nazyva mikrotom. Rezy jsou silné 6-10 um (Vacek, 1995a). Tyto fezy se poté
odparafinuji, zavodni, obarvi nékterou z metod histologické techniky a zamontuji se mezi
podlozni a kryci skli¢ko (Brychtova, Hlobilkova, 2008). Pro elektronovy mikroskop musi
byt fezy jesté tenci, fezy se kraji na ultramikrotomu a jsou silné 60-70 nm. Hlavnim
ukolem zdravotniho laboranta (v histologické laboratofi) je zhotovovani téchto preparatl

(Vacek, 1995a).

Histologie ma velky vyznam v Iékarstvi. MiiZe se sledovat mikroskopicka stavba lidského
téla, coz poméaha pochopit spravné funkce organismu. Diky tomu Ize odlisit chorobné

stavy (patologické) od normalnich stavii (fyziologickych) (Vacek, 1995a).

Histologické vySetieni je jedna z dilezitych klinickych metod. Diky histologii se mlze
z tzv. probatorni excize (vyfiznuty kousek tkang) zjistit, zda pacient ma néjaky nador

nebo jiny proces. Hraje tedy dilezitou roli v diagnostice a pfi lécbe (Vacek, 1995a).

Histologické vySetieni se také vyuziva v patologicko-anatomickych ustavech, které patii
k 1ékatskym fakultdm, a na oddélenich patologické anatomie, které patii k nemocnicim.
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Zde 1¢kafi stanovuji priciny umrti, a to jak pouhym okem, tak i pravé histologickymi

metodami (Vacek, 1995a).

Dale se histologie vyuZziva ve farmaceutickém priimyslu. Zde se zkouma, jestli 1éky, které
maji byt dany k vefejnému pouziti, neobsahuji skodlivé ptimési. Lék se da pokusnym
zviratim, které se po urcité dob¢ usmrti a jejich organy se histologicky vysetii (Vacek,

1995a).

Histologicky se da zkoumat nejen stavba zivocisSného téla, ale i1 t€la rostlinného.
V I€kaftstvi je dulezité zkoumani mikroskopické stavby lidského téla. Lidsky organismus
je slozen z mnoha orgénd, ty jsou sloZeny z tkani a tkané z bunék. Nékteré tkané jsou

sloZené 1 z Zivé hmoty, kterd nema bunécnou strukturu (Vacek, 1995a).
Rozdéleni histologie podle slozek lidského téla, kterymi se zabyva:

e Cytologie (nauka o sloZeni bunky)
e Nauka o slozeni tkani (histologie v uzsim slova smyslu)

e Mikroskopické anatomie (nauka o mikroskopickém slozeni orgénit) (Liillmann-

Rauch, 2012)
1.2  Nervova tkar
1.2.1 Nervova buiika (neuron)

Nervové buiikky maji riizny tvar a velikost se pohybuje v rozmezi 5 pm az 150 pm. Jadro
je kulovité, m&chytkovité a obalené zietelnym obalem, méa malo chromatinu a diky tomu
ma v mikroskopu zietelné viditelné jadérko. Cytoplazma obsahuje mitochondrie, Golgiho
komplex, Nisslova téliska, neurofibrily a pigment (Vacek, 1995a). Neurony jsou slozeny
z perikaryonu (bunécného téla) a z vybézkl (Slipka, 2014). Tyto vybézky jsou dvojiho
typu, a to dendrity a neurity (axony). Dendrity vedou nervové vzruchy od obvodu k télu
neuronu (dostiedive). Neurit vede nervové vzruchy od téla neuronu (odstredive) (Vacek

1995a; Kiivankova, Hradova, 2009).
Typy nervovych bunék:

e Bipolarni buiiky — maji jeden dendrit a jeden neurit.
e Pseudounipolarni bunky — z t€la této buniky vychézi jen jeden vybézek, ktery se

v urcité vzdalenosti déli na dvé raménka (neuritické a dendritické).
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e Multipolarni buniky — maji hodné dendritt a jeden neurit. (Vacek, 1995a).
e Unipoléarni bunky — maji pouze dendrit (Orel, 2015).

1.2.2 Nervova viakna

Nervova vlakna jsou dlouhé vybézky nervovych bunék. Nervové vlakno mize byt holé
nebo muze byt obaleno pochvou, a to bud’ myelinovou nebo Schwannovou (Vacek,

1995a).
1.2.3 Neuroglie

Funkce neuroglie je piedev§im podpilirna (tvofi oporu pro neurony a nervova vlakna),
dale se ucastni latkové vymény nervové tkané, chorobnych procesu a §ifeni nervovych
vzruchil (Vacek, 1995a). Tvofi vice nez polovinu objemu nervové tkané a jejich pocet je

nékolikandsobné vétsi nez pocet neuronti (Orel, 2015).

e Makroglie — fadi se sem hlavné astrocyty, coZ jsou buiiky s velkym mnoZstvim
vybézku, které se hvézdicovité veétvi.

e Oligodendroglie — jsou buiky mensi nez makroglie, maji kulovité jadro a maly
pocet vybezki, které se vétvi jen malo nebo viibec.

e Mikroglie — sklada se z malych, vietenovitych bunék, které maji podlouhlé jadro,

malo cytoplazmy a n€kolik bohaté se vétvicich tenkych vybézkt (Vacek, 1995a).
1.3 Nervovy systém

Nervovy systém se déli na centralni nervovy systém (CNS) a periferni nervovy systém
(PNS) (Klika et al., 1986). Do CNS patii mozek, mozeéek a micha. Do PNS se fadi
periferni nervy, nervova ganglia a obvodova nervova zakonceni. CNS a PNS tvofi jeden

funkéni celek (Vacek, 1995a).

Mozek a micha se skladaji z bilé a Sedé¢ hmoty, coz jsou nervové tkané (Vacek, 1995a).
Bil4d hmota obsahuje velké mnozstvi myelinizovanych nervovych vldken, které zptisobuji
nazloutle bilou barvu bilé hmoty (Liillmann-Rauch, 2012). Mezi nervovymi vlakny se
vyskytuje malé mnozstvi neurogliovych bunék a jejich vybezki a také se zde nachazi
fidka sit’ krevnich vlase¢nic. Sedd hmota obsahuje velké mnoZstvi nervovych bunék,
nervova vldkna bez myelinovych pochev, nervova vldkna s tenkou myelinovou pochvou
a neuroglie. Sedortizové barva $edé hmoty je zptisobena pfitomnosti bohaté sité krevnich

vlasecnic a ¢etnych nervovych bunék (Vacek, 1995a).
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1.3.1 Centralni nervovy systém
1.3.1.1 Mozek

Lidsky mozek ma hmotnost kolem 1400 grami. Vyuziva az 20 % z celkového mnozstvi

pfijimaného kysliku (Pfeiffer, 2007).

Bild hmota je uvniti mozku, Sedd hmota je na povrchu (kira) a také uvniti. Uvnitf tvoii
Seda hmota rizné velka loziska (jadra) (Martinek, Vacek, 2009). Jadra se skladaji z riizné
velkych multipolarnich nervovych buné€k a jejich vybézkl a z neuroglie. Néktera jadra
jsou na pohled tmavé zbarvena, a to diky pfitomnosti nervovych buné¢k, které maji

Vv cytoplazmé zlutohnédy nebo cervenohnédy pigment (Vacek, 1995a).

Histologicka stavba mozkové kury je velmi slozitd, neni ve vSech mistech stejna
a odpovida jeji dalezité funkci, coz je fizeni a kontrolovani vSech zivotnich déja, které
probihaji v organismu. Ovlada vyssi nervovou €innost — citéni, mySleni a vili (Vacek,

1995a).

V histologii se k barveni kliry vyuzivaji specialni metody, zejména barveni toluidinovou
modii nebo thioninem (Nisslovo barveni), barveni na myelin a impregna¢ni metody.
Pti pouziti Nisslova barveni Ize sledovat tvar a velikost bungk, jejich hustota a usporadani
ve vrstvy. Pfi barveni na myelin 1ze pozorovat vlakna s myelinovou pochvou, jejich pocet,
tloustku, uspotadani ve svazky a prouzky a rizné rozdily v mistni tpravé vlaken. Metody
impregnacni se vyuzivaji pro sledovani jemnych rozvétveni vybézkl nervovych bunck

a vztahy mezi nimi (Vacek, 1995a).

Mozkova kura se déli na izokortex a alokortex (Martinek, Vacek, 2009). Izokortex se
vyviji z jednotného zadkladu uspotadanim bunék do Sesti vrstev. Pokryva hemisféry
mozku. Rika se mu také neokortex, protoZe je vyvojové mladsi. V nékterych oblastech
ktry pfevlada rozvoj jedné vrstvy na tkor vrstev ostatnich. Vrstvy se zna¢i smérem od
povrchu do hloubky kury fimskymi €islicemi 1. az VI. AZ 11/12 mozkové kiry patii
k izokortexu, zbytek je alokortex. To je vyvojové starsi kiira. Alokortex obsahuje ¢ichové
oblasti (tato ¢ast se jmenuje paleokortex), oblasti psychickych a emocnich funkci
a nekterych forem paméti (archikortex). Struktura alokortexu je jednotnéjsi a jednodussi

nez izokortexu. Bunééné vrstvy se nevytvaii uplné¢ (Vacek, 1995a).
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Hlavni typy multipolarnich nervovych bunék, vyskytujici se v kiife mozku:
e Pyramidové bunky (obr. 1)

Tyto buniky maji tvar pyramid. Z vrcholu téchto bunék je hlavni dendrit (jde k povrchu
kury), po stranach téla buiiky jsou vedlejsi dendrity, ze stfedu téla vychazi neurit, ktery
jde do bilé hmoty. Vyskytuji se predevsim ve IIl. a V. vrstvé kliry (Vacek, 1995a).

Obr. 1: Pyramidova buiika mozkové kiry. (Zdroj: Vacek — 1995a)
a — télo bunky

b — neurit

¢ — hlavni dendrit

d — vedlejsi dendrit
e Zrnkovité bunky

Tyto bunky jsou malé. Témeér celé télo bunék vypliuje jadro, protoze maji malo
cytoplazmy. Maji dendrity, které jsou kratké a hojné ketickovité se vétvici a konci

v blizkosti buiiky. Nachézeji se hlavné ve II. a IV. vrstvé kiiry (Vacek, 1995a).

14



e Vfetenovité bunky (obr. 2)

Tyto buniky jsou podlouhlé, vietenovité a maji ovoidni jadro. Z konce bun€k vychézi
dlouh¢ dendrity. Horni dendrit dosahuje az k I. vrstvé kiry, dolni jde smérem dovnitf
a vétvi se uvniti VL. vrstvy. Neurity jsou po strandch bunék a vchéazi do bilé hmoty.

Nachazeji se hlavné v VI. vrstvé (Vacek, 1995a).

Obr. 2: Vietenovité buniky VI. Vrstvy. (Zdroj: Vacek — 1995a)

V kiife se nevyskytuji jen tyto tfi druhy bunék, ale i dalsi druhy, které maji rozmanity
tvar, velikost 1 ¢lenitost vybézka. Jsou jen v nékterych Castech kiry a jsou vétSinou
pojmenovany podle védcu, kteii je popsali. Spolecné je pojmenovavame jako specialni

bunky kiry (Vacek, 1995a).
Vrstvy mozkové kury (obr. 3):
e |. vrstva — molekularni

Tato vrstva obsahuje jen velmi malo bunék, které vétsSinou patii k neuroglii (Martinek,
Vacek, 2009). Dale se zde nachazeji horizontalni a hruskovité buriky Cajalovy, které jsou
malé a jejich vybézky jdou soubézné s povrchem kiry. Také se zde vyskytuji sité
kone¢nych rozvétveni dendritii nervovych bungk, které jsou ulozeny hloubéji, a neuritd,

které ptichazeji do této ¢asti z jinych ¢asti mozku (Vacek, 1995a).
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e |l. vrstva — zevni vrstva jadrova (granularni)

V této vrstvé se nachazi malé pyramidové bunky (zrnité buiky). Neurit dosahuje

do I. vrstvy nebo do vrstev uloZenych hloubéji (II1. az VI.) (Klika et al., 1986).

e |ll. vrstva — zevni vrstva pyramidova

Obsahuje pyramidové bunky, jejichz velikost se od povrchu smérem do hloubky zvétsuje
(malé jsou v povrchovych ¢astech, pod nimi jsou vétsi buiiky a nejveétsi jsou na rozhrani

I11. a VI. vrstvy) (Klika et al., 1986; Vacek, 1995a).
e |V.vrstva — vnitini vrstva jadrova (granularni)

Obsahuje husté nakupené zrnkovité bunky, které jsou malé. Tato vrstva je podobna

I1. vrstveé (Klika et al., 1986; Vacek, 1995a).
e V. vrstva — vnitini vrstva pyramidova

Obsahuje nepocetné pyramidové buriky velké velikosti. Jejich neurity jdou do bilé hmoty
(Klika et al., 1986; Vacek, 1995a).

e VI. vrstva — multiformni

Obsahuje predevsim vietenovité buiky, které jsou postavené kolmo k povrchu a jejich
neurity smétuji do bilé hmoty. Na hranici této vrstvy s bilou hmotou (ve spodni ¢ésti) se
vyskytuji mezi buiikami svazky nervovych vladken s myelinovou pochvou. Diky tomu ma
tato vrstva Zihany vzhled. V této vrstvé se nachazeji také Martinottiho bunky, které maji
vietenovity nebo hvézdicovity tvar, kratké dendrity a dlouhy neurit, ktery smétuje

do molekuléarni vrstvy (L. vrstvy) (Vacek, 1995a).

Tato Sestivrstevnd stavba kliry neni ve vSech mistech kiiry stejna (1isi se tloust’kou vrstev,
charakterem, uspotadanim i hustotou bun¢k a funkci). Prakticky to bylo zjisténo tak, ze
pii poruSeni nekterych casti kiiry zptisobi poruchu nebo az ztratu ptislusnych funkci

(Vacek, 1995a).

V kiife nejsou pouze bunky, ale 1 nervova vlakna, kterd maji siln€j$i myelinovou pochvu.

Sledovani téchto vlaken umoziluje barveni na myelin (Vacek, 1995a).
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Obr. 3: Schéma mozkové kury. (Zdroj: Vacek, 1995a)

a — preparat zhotoveny impregnaci, b — preparat barveni podle Nissla, ¢ — preparat
barveny na myelin; I — molekularni vrstva, II — zevni vrstva jadrova, III — zevni vrstva
pyramidova, IV — vnitini vrstva jadrova, V — vnitini vrstva pyramidova, VI — multiformni

vrstva
1.3.1.2 Mozecek

Mozecek se nachazi v zadni lebe¢ni jamé nad prodlouzenou michou a Varolovym mostem
(Vacek, 1995a; Cihak, 2016). Mozedek se sklada z povrchové vrstvy $edé hmoty (kira)
a z bilé hmoty, kterd je uvnitt (dfen). V bilé hmot€ jsou uloZena loziska Sed¢ hmoty
(mozeckovéa jadra). Na fezu mé& mozecek vzhled stromecku (dfen mozecku se

stromeckovité vétvi) (Vacek, 1995a).
Vrstvy kiiry mozecku:
e Molekularni vrstva

Tato vrstva obsahuje jen velmi malo bunék. Nachazeji se zde nervova vlakna, malé
nervové a neurogliové bunky (Vacek, 1995a). Vyskytuji se zde nejen malé nervové buiiky
hvézdicovitého tvaru, ale i vétsi buiky kosickové (Klika et al., 1986). Buiky
hvézdicovitého tvaru maji bohat¢ se vétvici vybézky a kosi¢kové bunky jsou ulozeny

hloubéji v této vrstvé (Vacek, 1995a).
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e Vrstva Purkynovych bunék

Tato vrstva obsahuje jednu vrstvu velkych nervovych bunék, tzv. Purkynovych bunék
(Klika, et al., 1986). Tyto bunky jsou hruskovité, maji zizeny konec (dendrit), ktery
smétuje do molekuldrni vrstvy a vétvi se do dvou silngjSich ramének. Raménka jdou
k povrchu a paroznaté se rozvétvuji. Z Purkynovych bunék jde dlouhy dendrit do bilé

hmoty a k nize ulozenym jadrim (Vacek, 1995a).
e Zrnita vrstva

Tato vrstva obsahuje velké mnozstvi malych multipolarnich zrnkovitych bunék
predevsim s kratkymi dendrity, které se drapkovité vétvi (Martinek, Vacek, 2009). Jejich
neurity smétuji k povrchu do molekularni vrstvy, kde se vétvi na dvé raménka ve tvaru
pismene T. Dale se zde vyskytuji vétSi zrnkovité buiiky, které maji kratké dendrity
aneurity vétvici se uz v zrité vrstvé. Také jsou v zrnité vrstvé neurogliové bunky

(predevsim astrocyty s kratkymi vybézky) (Vacek, 1995a).

Ve dfeni (bilé hmot¢) mozecku se nachdzeji nervova vldkna s myelinovou pochvou
a neuroglie. Vyskytuji se zde neurity Purkynovych bunék a nervova vlakna z jinych ¢asti
Sedych hmot. Do téchto vlaken se fadi mechova a $plhava vlakna (Klika et al., 1986;
Vacek, 1995a).

Funkce mozecku je koordinace ¢innosti kosterniho svalstva a udrZzovani rovnovéahy téla

(Klika et al., 1986; Vacek, 1995a).
1.3.1.3 Micha

Micha je tvofena sloupcem Sedé hmoty, ktery je obalen bilou hmotou. Uprostied Sedé
hmoty je centrdlni miSni kandlek (Vacek, 1995a). Sloupec Sedé hmoty ma na prifezu

motylovity tvar, na ném lze vidét pfedni a zadni miSni rohy (Liillmann-Rauch, 2012).

Podle prufezii michy lze rozeznat, o jakou c¢ast michy jde (kréni, hrudni, bederni
a kfizovd), a to diky rozdilnému poméru Sedé a bilé hmoty v téchto ¢astech (Vacek,

1995a).

V Sedé hmoté¢ se nachazeji rzné velké multipolarni nervové bunky, nervova vlakna

s tenkou myelinovou pochvou, neuroglie a sité krevnich vlasecnic (Vacek, 1995a).
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1.3.1.4 Mozkomisni obaly

Mozek a michu obklopuji vazivové blany (pleny, meningy). Tyto pleny se nazyvaji dura
mater (tvrd4 plena), arachnoidea (pavucnice) a pia mater (mekka plena). Tvrda plena
tvorici zevni obal se sklada z hustého kolagenniho vaziva s elastickymi vldkny, cévami
a nervy (Vacek, 1995a; Kiivankova, Hradova, 2009). Pavucnice je tvofena z jemné sité
kolagennich a retikularnich vlaken (Klika et al., 1986). Mé&kka plena se sklada ze snopcii
kolagennich vlaken a z vazivovych bunék, obsahuje velké mnozstvi krevnich cév a nervi

(Vacek, 1995a).
1.3.2 Periferni nervovy systém
1.3.2.1 Periferni nervy

Periferni nervy jsou svazky nervovych vléken, které jsou obaleny pochvami (Vacek,

1995a). Umoziiuji komunikaci mezi CNS, orgény a receptory (Vajner, 2012).
1.3.2.2 Nervova ganglia

Nervova ganglia obsahuji nervové buiiky, vldkna, neurogliové buiiky a vaziva (Vacek,
1995a).

1.3.2.3 Obvodova (periferni) nervovd zakonceni

e Zakonceni hybna (motorickd) — rozvétveni na koncich motorickych neuritt
v efektorech (vykonnych orgéanech), jako je naptiklad sval.
e Zakonceni citlivad (senzitivni) — zachycuji podnéty z vnitinitho nebo vnéjs$iho

prostiedi (Vacek, 1995a).
1.4 Alzheimerova choroba

1.4.1 Alois Alzheimer

Alois Alzheimer se narodil se 14. ¢ervna 1864 notafi Eduardovi Alzheimerovi a Theresii
v Marktbreitu. Stfedni Skolu ukoncil maturitou roku 1883 v Aschaffenburgu. Pfi svém
studiu na univerzitach v Berling, Tiibingenu a Wiirzburgu napsal dilomovou praci ,,Uber
die Ohrschmalzdriisen* (O ceruminalnich zlazach). V této diplomové praci se objevovaly

histologické obrazky (Koukolik, Jirak, 1998).
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Ozenil se v dubnu 1894 s Nathalii Geisenheimerovou, rozenou Wallersteinovou a mél

s ni 3 déti (Koukolik, Jirak, 1998).

Roku 1906 Alzheimer referoval na 37. schiizi jihonémeckych psychiatri v Tiibingenu
0 jedenapadesatileté pani, ktera trpéla znamkami demence (Koukolik, Jirak, 1998).
Predndska se jmenovala , Uber eine eigenartige Erkrankung der Hirnrinde"
(O svérazném onemocnéni mozkové kiry). Pripad byl publikovan v roce 1907. Tato

publikace je zdkladnim kamenem pojmu Alzheimerovy nemoci (Koukolik, Jirdk, 1998,
s. 11).

Od 16. cervence 1912 byl Alzheimer feditelem Psychiatrické a neurologické kliniky
Slezské univerzity Friedricha Viléma v Breslau (Koukolik, Jirak, 1998).

Alzheimer zemfel 19. prosince 1915 na ledvinové selhani (Koukolik, Jirak, 1998).

1.4.2 Popis onemocnéni

vvvvvvvv

demenci (Pidrman, 2007). Nemoc se objevuje jiz ve v€ku kolem 60 let (Macék,
Macékova, 2004). Samostatné¢ se vyskytuje v 50 % vSech demenci, dalsi podil je
v kombinaci s jinymi p¥i¢inami. Casto se vyskytuje tzv. smiSena (alzheimerovsko-
vaskularni) forma demence. U této formy se na rozvoji demence podili nejen
Alzheimerova choroba, ale i cévni zmény na mozku. Déle existuje forma demence,
pfi které se prekryva Alzheimerova choroba a demence s Lewyho télisky (n¢kdy se této
formé tika Lewy body varianta Alzheimerovy choroby). Také dochazi k piekryvani

Alzheimerovy choroby s Parkinsonovou chorobou (Jirak et al., 2009).

Alzheimerova choroba je zavazné neurodegenerativni onemocnéni, které¢ vede k ubytku
nekterych neuront (nervovych bunék) a v disledku toho dochazi k mozkové atrofii
(ubytku tkané) (Jirak et al., 2009). Alzheimerova choroba postihuje Sedou kiiru mozkovou
(Pidrman, 2007).

U pacienti s Alzheimerovou chorobou se v mozkové tkani uklada beta-amyloid
(chorobné vznikla bilkovina) do prostor mimo nervové builkky a dochazi k poskozeni
neuront (Jirak et al., 2009; Vranova, 2013). Beta-amyloid se za¢ina ukladat 10-20 let

vvvvvv

(Hansson, 2017). Beta-amyloid tvoii krystalky (drazy). Kolem draz dochazi k dal$im
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neurodegenerativnim déjim. Vznikaji tak neuritické plaky. Tyto plaky zptsobuji funkéni
postizeni mozku. Toto postizeni zavisi na mnozstvi plaki (¢im vice je plakll v urcité
oblasti, tim vice je tato oblast mozku postizena). Beta-amyloid vznika z amyloidového
prekurzorového proteinu. Tento protein je za normalnich okolnosti v mozkovych
bunkach, je télu vlastni a nezbytny. Je Stépen enzymem alfa-sekretdzou na kratké
rozpustné fragmenty, které maji svilj zatim ne zcela jasny fyziologicky vyznam (zfejmé
se podileji na plasticité nervovych bun¢k a chrani je pied posSkozenim). Za patologickych
podminek je amyloidovy prekurzorovy protein St€épen enzymy beta- a gama-sekretazami,
které vytvareji delsi fragmenty nez za normalnich okolnosti. Tyto delsi fragmenty nejsou
rozpustné, neplni fyziologické tkoly, srazi se a spojuji se navzajem v dlouhé fetézce

(polymeruji) — tak vznika beta-amyloid (Jirak et al., 2009).

Ptimo v neuronech dochazi k degeneraci tau-proteinu. Takto zménény tau-protein vytvari
vldkna tvaru dvousSroubovice a diky nim vznikaji Gtvary, které se nazyvaji neurofibrilarni

klubka. Neurony s témito klubky neplni svou funkci a zanikaji (Jirak et al., 2009).

Pfi této nemoci byvaji poruseny i funkce neurotransmitert (latek, které pfenéseji nervové
vzruchy mezi nervovymi buiikami). Jako prvni byva porusen acetylcholinergni systém,
ktery za normalnich stavii slouzi k pfenaSeni vzrucht, jez jsou dilezité pro pamét’, dalsi
poznavaci funkce a nervosvalovy pienos. Dale byva poSkozen napiiklad systém
excitacnich aminokyselin. Toto poskozeni zplsobuje neschopnost se naucit nové véci

a zapamatovat si nové informace (Jirak et al., 2009).
1.4.3 Genetické faktory

V desetinach procenta aZz nékolika procentech se Alzheimerova choroba vyskytuje
dédicné. Tvorba a uklddani beta-amyloidu je zpiisobena genetickymi mutacemi
na chromozomu 21, 14 a 1. DalSimi genetickymi faktory mohou byt rtizné genetické
polymorfizmy, tzn. ze geneticky zakddovand bilkovina se mize vyskytovat v n¢kolika
malo odlisnych formach. Takovou latkou je napiiklad apolipoprotein E epsilon 4, ktera
se u nemocnych vyskytuje Castéji nez u zdravych jedinci, ale neni Upln€ nezbytna
ke vzniku této nemoci (Jirak et al., 2009). VétSina piipada této choroby vSak nema

genetické podminéni (Kalvach, 2004).
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1.4.4 Klinicky obraz onemocnéni

Demence se rozviji pomalu. Ze zacatku jsou lehce postizeny pozndvaci funkce. Mezi
prvni ptiznaky se fadi poruchy kratkodobé paméti, poruchy vstipivosti paméti
a epizodické paméti. Jak se demence rozviji, tak pomérné brzo dochéazi k porucham
orientace v prostoru. Nejdiive nemocni bloudi v mistech, které jsou dal od jejich bydliste
a které nenavstévovali moc Casto. Pozd¢ji bloudi i v mistech, které znaji a jsou v blizkosti
jejich bydlisté. V tézkych fazich choroby bloudi i ve svém byté. Pacientlim se také stava,
Ze se Spatn¢ orientuji v Case, napiiklad jdou nakoupit v noci. U nemocnych se postupné
snizuje az zanika logické uvazovani a soudnost. V tézkych stadiich choroby si nemocni
nic nového nezapamatuji, jsou kompletné dezorientovani (tento stav se nazyva
amnestickd dezorientace). Béhem vyvoje Alzheimerovy choroby nemocni zapominaji

jména i tvafe, pojmy, snizuje se slovni zasoba (Jirak et al., 2009).

Ve Spojenych statech americkych byla provedena studie, ktera zkoumala, jak
Alzheimerova choroba ovliviiuje ¢teni nahlas. Bylo porovnavano ¢teni 12 $panélsko-
anglicky mluvicich pacienti s Alzheimerovou chorobou s 19 zdravymi lidmi. Ukolem
bylo ¢teni v anglicting, c¢teni ve Spanélsting, Cteni  vétSiny v anglictingé
se zakomponovanim 6 Spanélskych slov a ¢teni  vétSiny ve  Spanélsting
se zakomponovanim 6 anglickych slov. Béhem ¢teni doslo k chybam v zdméné jazykt
(napf. misto ,,the* pacienti precetli ,,la*) a k chybam v daném jazyce (napf. misto ,,the*
pacienti piecetli ,their*). Pacienti d€lali vice chyb a méné se opravovali nez zdravi
jedinci, predevSim pii Cteni ¢asti v nedominantnim jazyku, které byly zakomponovany
do dominantniho jazyka. Pacienti d€lali chyby i ve ¢teni v jednom jazyku vice nez zdravi

jedinci, ale nezalezelo, zda Cetli anglicky nebo $panélsky (Gollan et al., 2017).
Alzheimerova choroba ma 3 stadia:

e Lehkd demence — pacient trpi poruchami paméti, kdy si nemocny tyto poruchy
uvédomuje a tyto poruchy jsou meéfitelné testovacimi metodami. Nemocny si
nedokdze zapamatovat nové informace. Muze se vyskytnout dezorientace
Vv prostoru, piedev§im v mistech, které¢ jsou dale od bydlist€ nemocného
a v mistech, které nemocny nenavstévuje Casto. U pacienta se mohou vyskytnout
1 zmény nalady aZ deprese, a to v disledku uvédomovani si ztraceni paméti (Jirdk

et al., 2009).
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e Stfedni demence — pii této form¢ Alzheimerovy nemoci dochazi k vyraznym
porucham paméti, vyskytuje se ¢asto dezorientace v prostoru i ¢ase (Jirak et al.,
2009).

e Tézkd demence — dochazi k velmi téZzkym poruchdm paméti. Pacient si
nezapamatuje zadné nové informace, je velmi dezorientovan v prostoru i case,

Casto nepoznava ani své piibuzné a znamé (Jirak et al., 2009).

Pti Alzheimerové chorobé dochazi ke smrti pacienta pfiblizné po 7 az 10 letech
od vyskytu prvnich piiznakt. Doba pfeziti mize byt i kratsi, ale i delsi. Pfedpoklada se,
7e s vyvojem novych lé¢ebnych postupt se bude doba pteziti prodluzovat (Jirak et al.,
2009).

1.4.5 Druhy Alzheimerovy choroby
1.45.1 Rany vyskyt Alzheimerovy choroby (presenilni)

Alzheimerova choroba se objevuje u lidi jiz pted pétasedesatym rokem zivota (Pfeiffer,
2007). Je to vzacny druh (asi 5 % ze vSech nemocnych), obvykle je to dédicnd forma
tohoto onemocnéni. Progrese nemoci je pfi tomto typu rychlejsi nez u druhého typu

(Kosik, Bowman, 2016).
1.45.2 Pozdni vyskyt Alzheimerovy choroby (senilni)

Tato forma Alzheimerovy choroby se objevuje u lidi po pétaSedesatém roku zivota
(Pfeiffer, 2007). Tvoii zbylych 95 % ze vS§ech nemocnych. Genetika miiZze zvySovat riziko
rozvoje této nemoci, ale rozvoj tohoto druhu se da ovlivnit Zivotnim stylem (Kosik,

Bowman, 2016).
1.45.3 Velmi pozdni forma Alzheimerovy choroby

Tato forma se objevuje az po 85. roku véku nemocného (Preiss, Piikrylova Kucerova,
2006).

1.4.6 Makroskopické zmény u Alzheimerovy choroby

Pti Alzheimerové chorobé byva mozek atroficky, tato atrofie postihuje hlavné frontélni,

temporalni a parietalni lalok (Macak, Macakova, 2004).
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Pti Alzheimerové chorobé se snizuje hmotnost i1 velikost mozku, tloustka mozkové kiry
U presenilnich onemocnéni, u nichz mize hmotnost mozku klesnout o 200 az 300 g
(az na hmotnost 900 g i mén¢). Makroskopicky ndlez na mozku je ptfi pozdni formé
Alzheimerovy choroby casto nendpadny, atrofie muze byt piekryta otokem.
(hlavné€ v temenni a spankové ktife). U vyvinuté demence frontalniho typu se vyskytu;ji

atrofie zvlasté perfrontalni oblasti (Koukolik, Jirak, 1998).

Pti hodnoceni nalezli vypocetni tomografie a magnetické rezonance je nutné vzit v ivahu,
ze makroskopicky néalez mozku u stejné starych lidi s Alzheimerovou chorobou

a ,.klinicky normaln¢ starnoucich” je ve 40 % shodny (Koukolik, Jirak, 1998).

1.4.7 Mikroskopické zmény u Alzheimerovy choroby
1.4.7.1 Neurony

V cytoplazmé neuronil se vyskytuji neurofibrily, které mohou (ale nemusi) klubickovité
obtaCet jadra. V cytoplazmé¢ nékterych neuronti se nachdzeji granulovakuoléarni
(Hiraniho) téliska, coz jsou vakuoly velké 3—-5 pm a obsahuji jemné granulovany utvar

(Macak, Macakova, 2004).
Pii Alzheimerové chorobé dochazi ke zmenSovani neuront (Koukolik, Jirak, 1998).

Snizeni po¢tu neuront pti Alzheimerové chorobé je vyraznéjsi nez u klinického starnuti
(naptiklad ve spankové kiife je to az od 40-78 %). Velmi vyrazny pokles poctu neuronti

je v entoridlni kife. Zde neurony mizi tmérné s poSkozovanim kognitivnich funkci.

ey e

Dale dochazi ke zmé&nam dendritickych systému vcetné synapsi a tyto zmény odpovidaji
mife poSkozeni kognitivnich funkci. Pocet synapsi se postupné snizuje, ale jejich
poskozeni neni rovnomérné. Lisi se v riznych mistech mozkové kiliry, naptiklad celni
kira je postizena vice nez tylni (Koukolik, Jirak, 1998).

Mechanismus zaniku neurontl neni zcela jasny. Je mozné, Ze se na ném podileji odchylky
¢innosti urcitych gend a jejich bilkovinnych produktti, které spoustéji programovanou
bunécnou smrt (apoptézu), tvorbu neurondlnich klubek a oxidativni stres (Koukolik,

Jirak, 1998).
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1.4.7.2 Senilni plaky (druzy)

Jsou to kulovité ttvary vzniklé dystrofickou zménou neuritickych vybézku, jejich
velikost se pohybuje v rozmezi 10-200 um. V jejich centru se vyskytuje beta-amyloid
(Koukolik, Jirak, 1998).

Jejich nalez v mozkové tkani neni specificky pro Alzheimerovu chorobu, ale vyskytuje

se i u star$ich osob. Vyznamny je nalez plaku v neokortexu (Macak, Macakova, 2004).

8 druhti senilnich plakti a patogeneticky blizkych struktur (podle pfitomnosti neuriti

a amyloidu):

e Klasické neuritické plaky — obsahuji amyloidové jadro s neurity, ve kterych jsou
parova spiralni vlakna.

e _Vyhotelé“ (burn out) plaky (jaderné plaky — core) - jsou tvofené hrudkami
amyloidu.

e Plaky, které se vyskytuji u klinického starnuti, obsahuji amyloidové jadro
a dystrofické neurity. Parova spiralni vlakna zde chybi.

e Difuzni plaky = preamyloidovy vyvojovy stupeii plak — neobsahuji neurity.

e Difuzni plaky v molekuldrni vrstvé — v nich se nachéazeji dystrofické neurony,
které obsahuji ubikvintin.

e Volné neurity — jsou dystrofické a obsahuji ubikvintin.

e Volné neurity — jsou dystrofické a s obsahuji parova spiralni vldkna.

e Neuropilova vldkna — jsou neurity, které obsahuji parovad spirdlni vlakna,
nachazeji se v prostorach mimo plaky a jsou typické pro Alzheimerovu chorobu

(Koukolik, Jirak, 1998).
1.4.7.3 Newurondlni klubka

Neuronalni klubka objevil Alzheimer. Jsou to vlastné zmény neurofibril. Pii barveni
metodou ,,Impregnace solemi stiibra® maji vzhled chumace hrubsich vldken (tenisové

rakety), ktery prostupuje cytoplazmou neuronu (Koukolik, Jirak, 1998).

Déle se mikroskopicky miize hodnotit naptiklad amyloidovy B-protein, ktery se
pii Alzheimerové chorobé ukldda do jader senilnich druz a do stén tepének. Potom

naptiklad apolipoprotein E, glie, zanétlivé mechanismy atd. (Koukolik, Jirak, 1998).
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1.4.8 Priznaky Alzheimerovy choroby

Ptiznaky se vyvijeji pomalu, postupné a plizivé. Ze zacatku se téZko rozeznava, zda ma
jedinec Alzheimerovu chorobu nebo jen klinicky (normaln¢) stdrne (Koukolik, Jirak,

1998).

Jako prvni pfiznak se objevuje porucha recentni epizodické paméti, kdy pacient zapomina
kazdodenni udalosti (napf. ,,Co jsem mél k snidani?*). V prvnich stadiich onemocnéni
byva kratkodoba pamét zachovana. DalSim vyvojem Alzheimerovy choroby dochazi
K porucham slovni paméti. V mirném stadiu choroby se vyskytuje porucha vybavovani
nové ulozenych informaci a schopnost si pod tlakem vybavit a fict n€jaké slovo. Jazyk
byva uchovan, fe¢ je plynula, ale obsahové prazdna. Postupné nemocni jedinci zacinaji
bloudit i v mistech, které velmi dobie znali. Casem nedokaZi planovat i jednoduché
¢innosti. Ve 40 % ptipadi se objevuji deprese, halucinace a agresivita. Tyto poruchy
nechtéji (Koukolik, Jirdk, 1998). Pacienti, ktefi si svou diagnézu uvédomuji, jsou méné
spokojeni s kazdodennim Zivotem, zakladnim fungovanim a fyzickou pohodou
nez pacienti, ktefi o své diagnoze nevi. Pacienti, ktefi cekaji, ze se jejich stav bude
zhorSovat, mivaji vétsi deprese, stres, nizsi kvalitu kazdodenniho zivota a jiné kognitivni

potize (Stites et al., 2017).

Pii pfechodu z mirné formy do téZ§i formy Alzheimerovy choroby se ¢asto objevuji

deprese (které Casto nepietrvavaji) a poruchy spanku (Koukolik, Jirak, 1998).

V pozdnich stadiich nemoci pacienti ztraceji schopnost komunikovat s okolim, udrzovat
o¢ni kontakt, nepoznavaji své blizké, neudrzi se vsed¢, trpi inkontinenci a ptestavaji

mluvit. Néktefi pacienti pii této nemoci hubnou (Koukolik, Jirak, 1998).
Na tuto chorobu umiraji muzi dfive nez zeny (Koukolik, Jirak, 1998).
1.49 Terapie

Alzheimerova choroba se neda vylécit, 1ze jen vhodnou 1écbou zpomalit jeji pribéh

arozvoj a zlepsit kvalitu Zivota nemocnych (Jirak et al., 2009).
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1.4.9.1 Biologicka lécba
e Kognitivni farmakoterapie

Pti lehkych a stfednich forméach Alzheimerovy choroby se k 1é¢bé vyuzivaji inhibitory
acetylcholinesteraz. Acetylcholinesterazy jsou enzymy, které odbourdvaji acetylcholin
(neurotransmiter), kterého je pifi Alzheimerové chorobé nedostatek. Diky témto
inhibitoriim dochazi ke zvySeni mnozstvi acetylcholinu v mozku a tim se zlepSuje pamét’
(acetylcholin ma pozitivni G¢inek na pamét). V Ceské republice se asto pouZivaji
piedevsim 3 inhibitory acetylcholinesteraz — donepezil, rivastigmin a galantamin (Jirak

et al., 2009).

Pii téz8ich formdch choroby se vyuziva latka nazyvand memantin. Tento 1€k chrani
nervovou bunku pted nékterymi $kodlivinami a zlepSuje schopnost uceni (Jirdk et al.,
2009).

Pti terapii lehké a stiedni formy Alzheimerovy nemoci nelze fict, ktery z vyse popsanych
1€k je nejlepsi. Lék se vybird podle zpisobu aplikace, kterd pacientovi vyhovuje, déle

podle snasenlivosti téchto 1€kl u pacienta a podle nakladt (Dreher, 2017).

Stale se hledaji nové moZnosti 1é€by a léky. Naptiklad ve Spojenych statech americkych
vyvinuli skupinu rozpustnych moduldtori gama-sekretdz. Jeden z objevenych
modulétort, tzv. SGSM-36, snizuje hladiny beta-amyloidu. Testy byly zatim provedeny
jen na mysich a bunécnych modelech. Tento 1€k vypadad vhodné pro dalsi klinicky vyvoj

(Ogan, 2017).

Jako dalsi, spiSe dopliikové, léky se vyuzivaji latky, které ni¢i nadbyte€né mnoZstvi
kyslikovych radikali. Nadbyte¢né mnozstvi radikdli se vaZe na nervové bunky
a poskozuje je. Mezi latky likvidujici kyslikové radikaly patii naptiklad betakaroten,
vitamin C a E, retinol, selen atd. (Jirak et al., 2009).

Déle se pouzivaji nootropni farmaka, které zlepSuji mozkovou latkovou preménu, vyuziti
glukozy a jinych Zivin a piisobi proti nedostatku kysliku. Mezi tyto latky patii naptiklad
piracetam, pyritinol, atd. (Jirdk et al., 2009). Vyuziva se i extrakt z Ginkgo biloby (Jinanu
dvojlalo¢natého) (Raboch, Pavlovsky, 2012).
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e Nekognitivni farmakoterapie

Tato terapie slouzi ke zlepSeni stavii, jako je porucha chovani, zména nalady a porucha
spanku. Pouzivaji se antipsychotika II. generace (nemaji témét zadné vedlejsi ucinky),

antidepresiva (1éky proti depresim) a Iéky proti tizkosti (anxiolytika) (Jirak et al., 2009).
1.4.9.2 Nebiologicka lécha

Je dulezité délat s pacienty bézné kazdodenni aktivity, udrzovat je v kontaktu s lidmi, 1ze
také pouzit napt. muzikoterapie. Nemocni by méli mit dobfe Citelné a prehledné kalendaie
a oznaceni mistnosti. S pacienty se ma trénovat jejich pamét a je také mozné vyuzit
kanisterapii, kdy se pacienti staraji o psa a tim si také procvicuji mozek. Dale se musi

procvicovat somatické funkce (Koukolik, Jirak, 1998).

V Ceské republice jsou tzv. Alzheimer centra (naptiklad v Ceskych Bud&jovicich, Jihlavé
atd.), kde jsou pacienti ubytovani a oSetiovatelé se o n¢ staraji a oddaluji tim zhorSovani

nemoci (Alzheimercentrum, © 2017).

1.4.10 Prevence

vvvvvv

a obezita ni¢i cévy a zvysuji riziko vzniku demence.

e Fyzicka aktivita

e Zdravy jidelnicek

e Cviceni mozku — kdyZ se u¢ime novym vécem, tak vznikaji nové mozkové buiky
a posiluji se nervova spojeni.

e Spolecenské aktivity — diky témto aktivitam dochéazi ke stimulaci mozkovych
rezerv a snizuji tim riziko vzniku demence a depresi (Ceska alzheimerovska

spolecnost, 0.p.s., © 2015).
1.4.11 Ceskd alzheimerovskd spolecnost

Spolecnost byla zaloZena v roce 1997 na zakladé pocitu profesionald i rodin nemocnych,
ze se u nds demencim dostatecné nevénuje. Diky této spoleCnosti jsou od roku 2002
pojistovnou hrazena kognitiva (Iéky na zlepSeni vnimani, uceni a paméti) (Jirak et al.,

2009).
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Pracovnici Ceské alzheimerovské spoleénosti poskytuji (osobné i telefonicky) zakladni

informace tykajici se demenci, sjednavaji osobni schlizky a konzultace (Jirak et al., 2009).

Spolecnost také vydava razné letdky a brozury, kterymi informuje vefejnost o této

problematice (Jirak et al., 2009).

Internetova stranka spole¢nosti, www.alzheimer.cz, poskytuje zakladni informace

o ¢innosti Ceské alzheimerovské spoleGnosti a o problematice demenci (Jirdk et al.,

2009).
1.4.12 Mpyty o Alzheimerové chorobé

e POKUD BUDU ZIT DOSTATECNE DLOUHO, DOSTANU
ALZHEIMEROVU CHOROBU.

Existuje mnoho lidi, které Alzheimer viibec nepostihuje. U mnoho lidi, kteti umfeli
ve veku kolem 100 let a byli pitvani, bylo zjiSténo, Ze méli po€et bunck jako u zdravého
¢lovéka a béhem zivota nikdy netrpéli ztratami paméti ani zménou osobnosti (Kosik,

Bowman, 2016).

e JESTLIZE SE V NASI RODINE OBJEVILA ALZHEIMEROVA CHOROBA,
NAKONEC JI DOSTANU, AT PROTI TOMU DELAM COKOLIV.

Zd&deéné geny ovliviiyji rozvoj této nemoci, ale neni vzdy jisté, Zze kdyZz urcity gen
neseme, onemocnime. Po 65 roce Zivota stoupa riziko vzniku tohoto onemocnéni kazdych
5 let dvakrat, to znamena, Ze po 85 roce zivota je riziko vzniku této nemoci az 50%

(Kosik, Bowman, 2016).

Jedinec, ktery nese 1 gen ApoOE4 (apolipoprotein E 4) ma 50% riziko vzniku
Alzheimerovy choroby uz ve véku 75 let. Kdyz ma jedinec tyto geny 2, pak je 50% riziko
jiz ve véku 65 let. To ale nemusi byt vzdy pravda. Clovék mize kromé genu ApoE4 nést
jesté 1 jiné geny, které riziko nemoci snizuji. Také lze gen ApoE4 potlacit spravnou
zivotospravou, fyzickou aktivitou i intelektudlné obohacujicimi Cinnostmi (Kosik,
Bowman, 2016).

Miuzou se ale vyskytnout i geny, které nelze potlacit ni¢im, napt. gen PSEN1 —

presenilin 1. Kdyz clovek nese prave tento gen, mtize Alzheimerovou chorobou trpét jiz
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ve 45 letech. Moznost zdédéni toho genu je 50%. Alzheimerova choroba se rozvine jiz

Vv brzkém véku a jeji rozvoj uz nelze nijak ovlivnit (Kosik, Bowman, 2016).

e NEPOTREBUJU SE STRACHOVAT ALZHEIMEROVY CHOROBY,
PROTOZE JINIKDO V NASI RODINE NEMA.

U kazdého c¢lovéka je jisté riziko vzniku Alzheimerovy choroby. VéEtsina pacienti, ktefi
touto nemoci onemocnéli, nema v genetickych testech zddné Alzheimerovské geny.
Existuji 1 dalsi faktory, které zvysuji riziko vzniku této choroby. Témi faktory je vice
prodélanych otfest mozku, vysoky krevni tlak, jiné zdravotni problémy a nespravny
zivotni styl (Kosik, Bowman, 2016). Dal$im rizikovym faktorem je obezita zptisobena
vysokym obsahem tukti (Sah et al., 2017).

1.5 Jiné demence
15.1 Vaskularni (multiinfarktova) demence

Pti této demenci dochdzi k ztvrdnuti, zablokovani a prosakovani cév. Takové cévy nejsou
schopny zasobovat postizené ¢asti mozku krvi a kviili tomu odumiraji mozkové burnky.
Tuto demenci vétSinou zptisobuji malé mozkové mrtvice, o kterych nemocny vibec nevi.
Muze ji ale zpusobit i jedna velkd mozkova mrtvice, kdyz zastihne oblasti dulezité

pro pamét’ (Kosik, Bowman, 2016).
Symptomy:

e Zmatenost
e Problém s udrzenim pozornosti

e ObtiZze nebo neschopnost planovani a rozhodovani

e Neklid
e Nervozita
e Deprese

e Ztrata paméti (Kosik, Bowman, 2016)
1.5.2 Demence s Lewyho télisky

Tato demence je neurodegenerativni onemocnéni na hranici Parkinsonovy choroby
a Alzheimerovy nemoci. Je pojmenovand po MUDr. Friedrichovi Heinrichu Lewym.

Lewy byl némecky neurolog a internista (Jirak et al., 2009).
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Lewyho téliska jsou kulovita téliska v neuronech, jsou to vlastné mikroskopické,
abnormalni shluky bilkoviny, kterd je v celé mozkové kuie a kviili ni mozkové bunky

degeneruji (Kosik, 2016).

Tato demence se vyskytuje velmi ¢asto, az v 10-20 % vSech demenci. Zacina nejcastéji
v 75-80 letech. U pacienti dochazi ¢asto k zaméné této demence s Alzheimerovou
chorobou, proto nebyva za Zivota Casto diagnostikovana (jen ve 4 %). VétSinou se zjisti,

ze pacient trpél demenci s Lewyho télisky, az pii pitvé (Jirak et al., 2009).
Symptomy:

e Problémy s chiizi a rovnovahou
e Halucinace

e Zavraté

e Poruchy spanku

e Dalsi poruchy nervového systému (Kosik, Bowman, 2016)
1.5.3 Parkinsonova choroba

Toto neurodegenerativni onemocnéni postihuje vétSinou mozkovy kmen. V pozdéjsich
stadiich a pfi vzniku onemocnéni ve vysSim véku jsou poskozeny i jiné ¢asti mozku.
Parkinsonova choroba je nékdy tézko odlisitelna od demence s Lewyho télisky, nékdy
dochdzi ke kombinaci Parkinsonovy choroby s Alzheimerovou chorobou
a (nebo) s vaskularnim onemocnénim mozku. Tato choroba obvykle vypukne kolem

58-60 let. Vyskytuje se asi v 0,2 % populace (Jirak et al., 2009).
Symptomy:

o Ttes

e Svalové ztuhlost

e SniZeni aZ neschopnost hybnosti

e Poruchy rovnovéhy a chlize

e [Lehké poruchy kognitivnich funkci
e Deprese, uzkost, zdchvaty paniky

e Monotonni fec

e Sehnuté schoulené drzeni téla a koncetin
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e Poruchy spanku

e Zavraté

e Zicpa

e Sexualni dysfunkce
e ZvysSend Unavnost

e Ztrata Cichu, mimiky
e Mastna kiize

e Potize s polykanim (Jirdk et al., 2009)
1.5.4 Frontotemporadalni lobdrni demence

Vyskytuje se v 10 % vSech demenci. Objevuje se kolem 45-65 lety. Nemoc trva
od 2 do 20 let, v praméru 8 let (Jirak et al., 2009). Postihuje Celni a spankové mozkové
laloky. Zpusobuje zménu osobnosti, chovani a poruchy fe¢i (Kosik, Bowmna, 2016).
Vyvoj této demence je postupny, nenapadny, plizivy, ptiznaky se postupné zhorsuji, jak
se zmen3uji oblasti mozku (Jirdk et al., 2009). Pacienti se stavaji impulzivni. Casto se
nevhodné a nutkavé chovaji a nemaji dostatek empatie k ostatnim lidem. Projevuje se

ni¢im nebrzdéna aktivita, napiiklad zacinaji malovat (Kosik, Bowman, 2016).
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2 Cile a hypotézy

Cilem mé bakalaiské prace bylo seznamit se s onemocnénim Alzheimerova choroba,
popsat tuto nemoc, jeji pri¢iny, prubéh a lécbu, dale popsat zpracovani mozku
V histologické laboratofi — pfijem materidlu a metody vysetieni, vyzkouset si metodu
Impregnace nervovych vldken podle Palmgrena a Prikaz senilnich driz podle
A. v. Braunmiihla — na zmrazenych fezech, a nakonec vyhodnotit zhotovené preparaty

a porovnat mozek nemocného a zdravého ¢loveka.
Hypotéza €. 1:

Domnivam se, ze i v parafinovych blockach, které byly vyhotoveny v roce 2013 a 2016
a u kterych byla Alzheimerova choroba prokazana, zhotovim dostate¢né kvalitni
preparaty na to, abych obarvila a objevila struktury, které jsou typické pro Alzheimerovu

chorobu (senilni druzy, Alzheimerovy zmény fibril).
Hypotéza €. 2:

Domnivam se, Ze v preparatech zdravého mozku neobjevim zadné struktury, které jsou

typické pro Alzheimerovu chorobu (senilni driizy, Alzheimerovy zmény fibril).
Hypotéza ¢. 3:

Domnivam se, ze v preparatech z blockti mozku pti Alzheimerové chorobé obarvenych
metodou Impregnace nervovych vlaken podle Palmgrena, ktera je typickd pro prikaz

zmén fibril, objevim 1 senilni drazy.
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3 Metodika

3.1 Informace o pracovisti

Vyzkumna cast bakalaiské prace byla vykonana na Oddéleni patologie v Nemocnici
Jindfichtv Hradec a.s., U Nemocnice 380/III, Jindfichtiv Hradec 37738 pod vedenim
vedouci laborantky Pavliny Chyskové a prim. MUDr. Dany Cempirkové.

Oddéleni  patologie  provadi  biopticka,  cytologicka, = imunofluorescen¢ni
a imunohistochemicka vySetfeni pro vSechna lizkova odd€leni nemocnice a pro ordinace
soukromych 1ékatti, ktefi o tato vySetfeni maji zajem. Pitvy a nasledna nekropticka

vySetieni provadi laboratot pouze pro nemocnici (Chyskova, 2017).

Oddéleni patologie v Jindrichove Hradci je akreditoviano k uskutecniovani vzdélavaciho

programu pro obor specializacniho vzdeélavani PATOLOGIE (Chyskova, 2017, s. 5).

Oddéleni je drzitelem Osvedceni o registraci a je evidovano v Registru klinickych
laboratori Narodniho autorizacniho stiediska pro klinické laboratore pri Ceské lékaiské
spolecnosti Jana Evangelisty Purkyné a je zapojeno do programu zvysovani kvality

ve zdravotnictvi garantovaném MZ CR (Chyskova, 2017, s. 6).

Dne 21. 7. 2011 obdrzelo oddéleni patologie Osvédceni o splneni podminek Auditu 1
pro registrované odbornosti 807 823 — Laborator patologie, dne 10. 7. 2012 splnilo
oddeleni patologie i podminky Auditu Il pro registrované odbornosti 807 823 —
Laborator patologie. Dne 10. 7. 2014 uspésné absolvovala laborator i Dozorovy audit A,
tim byla prodlouzena platnost Auditu 1. V lednu 2016 pozZadala laborator o provedeni
Dozorového auditu B (Chyskova, 2017, s. 6).

Od roku 2014 je laborator zapojena do programu externiho hodnoceni kvality, ktery
zajistuje spolecnost SEKK (Chyskova, 2017, s. 6).

3.2 Vyzkumny material

K vysetieni jsem méla k dispozici 1 parafinovy blo¢ek hipokampu od pani zemielé v roce
2013, ktera trpéla Alzheimerovou chorobou, dale 2 parafinové blocky mozkové kiry
frontalniho laloku a hotové preparaty mozkové kiry frontdlniho laloku obarveného
metodou Prikaz senilnich draz podle A. v. Braunmiihla od pana zemielého v roce 2016,

ktery trpél Alzheimerovou chorobou, 1 blo¢ek a 1 vzorek mozkové kiry frontalniho
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laloku a 1 blocek hipokampu od osoby zemfielé v roce 2018, ktera Alzheimerovou
chorobou netrpéla. Vyzkumny material mi poskytlo Oddéleni patologie Jindfichtv

Hradec.
3.3 Odbér materialu pro histologické vysetieni

Material se ziskava bud’ ze zivého pacienta béhem operace (tzv. biopsie) nebo

ze zemiel¢ho pacienta pii pitveé (tzv. nekropsie) (Vacek, 1995b).
Mezi biopsie patii naptiklad:

e Probatorni excize — vyfiznuti vzorku

e Probatorni punkce — nasati malého mnozstvi tkan¢ stiikackou s dutou jehlou

o Kyretaz — seSkrabnuti ¢asti tkané pomoci kyrety (specialni 1zice, klicka) (Vacek,
1995b; Lékarska fakulta Masarykovy univerzity, © 2018).

Odebrany material musi byt okamzité fixovan (viz kapitola Fixace — déale) a musi byt
spravné oznacen, jak na nadobé, tak i na pravodnim listu. Privodni list by mél obsahovat
odesilatele, jméno a piijmeni pacienta, rodné Cislo (Cislo pojisténce, datum narozeni),
adresu trvalého bydlisté pacienta (u hospitalizovanych pacientll i umisténi pacienta), ¢islo
zdravotni pojistovny, klinickou diagnézu, dobu trvani nemoci ¢i potizi, informace
0 dosavadni 1écbe, misto odbéru vzorku, druh fixacni tekutiny, udaje o dobé mezi
odbérem a fixaci vzorku, pfedchozi histologicka vySetfeni, datum odbéru (popft. Cas),
razitko odesilajiciho oddéleni, jméno a podpis Iékare. Na nadobé s materidlem musi byt
uvedeno jméno a piijmeni pacienta, rodné Cislo, plivod materidlu a zasilajici oddéleni

(Vacek, 1955b; Chyskova, 2017).

Pti odbéru reprezentativniho vzorku je dalezité zabranit mechanickému zhmozdéni tkané.
K poskozeni vzorku dochazi také pusobenim vysoké teploty, vysychanim
a oplachovanim vodou. Materidl ve fixacni tekutiné se nema ukladat do lednice, protoZe
nizkou teplotou se doba fixace prodluZzuje. Nejlépe se vzorek tkané fixuje pfi laboratorni
teploté (cca 24 hodin). Je nutné k vySetteni zasilat veskery odebrany material (Chyskova,

2017).

Specialnim typem biopsie je peroperacni biopsie, kterd se provadi béhem operace kviili
rychlému ureni diagnézy pii operaci ze zmrazenych fezli. Material je do laboratoie

zasilan bez fixacni tekutiny. Vzorek se zpracovava na kryostatu. Vzdy se ale musi
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material vySetfit i klasickym zplisobem (z parafinovych blocki). Toto vySetieni musi byt
hlaseno telefonicky predem. Oznaceni privodniho listu a odbérové nadoby je stejné jako
u klasické biopsie, pouze musi byt navic uvedeno telefonni ¢islo, na které se z laboratoie

hlasi vysledek vysetieni (Chyskova, 2017).

Mozek se pii pitvé odebira cely, vlozi se do nadoby s fixacni tekutinou (formolem)

a necha se fixovat nékolik dni.
3.4  Prijem materialu v laboratoii

Ptijem histologického materialu probihd na Oddé¢leni patologie v Jindfichové Hradci
od 7:00 do 15:00. Laborant, ktery material pfijima, musi zkontrolovat tidaje na zadance
a na odbérové nadobe. Pokud se nalezne vétsi neshoda (napft. Spatné oznaceni materialu),
materidl je nutné odeslat zpét odesilateli k opravé. Mensi neshody lze vytidit telefonicky

(Chyskova, 2017).
3.4.1 Prijem tél zemielych

Oddéleni patologie v Jindfichové Hradci piijimd pouze téla osob, které zemiely

na nékterém z oddéleni Nemocnice Jindfichiv Hradec, a.s. (Chyskova, 2017).

T¢lo zemielého musi byt fadné oznaceno identifikacnimi Gdaji (tj. jménem, piijmenim,
datem narozeni, datem a Casem Umrti, oddéleni, misto umrti) a to na dvou rtiznych
mistech — na dolni koncetiné (nédplast s udaji nebo pfimo na kizi nesmazatelnym fixem)
a na pazi (identifikacni naramek sudaji pfimo z oddéleni nebo piimo na kizi
nesmazatelnym fixem). T¢la zemielych novorozencii musi byt opatfena nalepkou
s identifikacnimi idaji. Zavedené¢ katétry a drény se pouze odsttihnou a fixuji leukoplasti,
nesmi se odstranovat. Pokud je télo znecisténé a nedoslo k nasilné smrti, musi se ocistit

(Chyskova, 2017).

T¢la pfijima sanitaf. Dvé hodiny od smrti ziistava télo na odd€leni a poté je sanitdfem
dopraveno na patologii. Pii pfevozu zemielych osob na oddéleni patologie je dulezité
spravné vyplnit podle elektronickych vzorli z nemocni¢niho informacniho systému

Priivodni list k pitvé zemftelého a List o prohlidce zemtelého (ChySkova, 2017).

Materidl ze zemfielych osob se ziskava pii pitve.
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3.5 Fixace materidalu

Fixace slouzi ke znemoznéni samovolného rozkladu tkéni (autolyze) tim, ze fixacni
prosttedky rychle vysrazi (denaturuji) bilkoviny protoplazmy bunék a tkéni. Fixacni
prostiedky musi zachovat co nejlépe stav bun¢k a tkani, barvitelnost tkan¢ a musi rychle

pronikat do tkani (Vacek, 1995b; Liillmann-Rauch, 2012).
3.5.1 Fyzikalni fixacni prostiedky

Tato fixace se v histologii piili§ nevyuziva. Mezi tyto fixacni prostiedky patii napiiklad
fixace varem. Pfi této fixaci se malé kousky tkan¢ vaii ve 40% formolu 1 aZ 2 minuty.

Tato fixace neni dokonala a dochazi v ni k poskozeni struktury tkané (Vacek, 1995b).

Dalsim typem fyzikalni fixace je vysuSeni za nizké teploty. Pfi této fixaci se malé kousky

tkané zmrazi a soucasn¢ vysusi ve vakuu pfti teploté -60°C (Vacek, 1995b).
3.5.2 Chemické fixacni prostiedky

Tato fixace se vyuziva v histologii nejcastéji, protoze se pomérné snadno pripravuje
a provadi. Pouzivaji se roztoky jedné nebo vice chemickych sloucenin, tzv. fixacni
tekutina. Pfi fixaci je dilezité, aby vytiznuty kousek tkané nebyl pfili§ velky. Pokud se
odebira cely orgdn, musi se alespon zajistit dostatecné mnozstvi fixacni tekutiny a vlozit
do dostatecn¢ velké nadoby, aby se organ nestlacil. Tkan musi byt do fixacni tekutiny
vloZena co nejdiive po odbéru. Fixacni tekutiny musi byt 20x az 50x vice, nez je objem

tkané (Vacek, 1995b).

Nejcastéjsi fixacni tekutinou je formol, ktery se do laboratofe dodava jako 40% vodny
roztok. K fixaci se pouziva 10% formol, a proto je nutné dodavany formol pied pouzitim
natedit. Je pomérn€ levny a jeho pfiprava k fixaci je rychld a jednoducha. Formol je
bezbarva kapalina drazdivého zapachu, kterd pii styku s kizi zptsobuje ztvrdnuti
pokozky a muze zpusobit i ekzém, proto je nutné pouzivat pii manipulaci s formolem

rukavice (Vacek, 1995b; Brychtova, Hlobilkova, 2008; Liillmann-Rauch, 2012).

Doba fixace formolem je 24 az 48 hodin, ale mize se v ném tkan nechat i delsi dobu, aniz
by doslo k prefixovani. Mozek se ve formolu fixuje n¢kolik dni a poté se pied ptikrojenim

vypere Vv tekouci vod¢ (Bancroft, 1975; Vacek, 1995b).
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3.6  Prikrojeni, zabaleni

Mozek po fixaci a vyprani doktor pfikroji na lamely cca 1 cm velké a vybere
reprezentativni vzorky, které se pak dale zpracovavaji. Tyto vzorky se vlozi do krabicky,
ktera se popiSe ptislusSnym cislem vzorku. Do krabicky se také da listeCek s Cislem
vzorku. Toto dvoji oznaceni slouzi ke kontrole spravnosti. Pokud by doslo ke smyti ¢isla
vzorku na krabicce, je v krabicce jesté listecek. Krabicka se zavie vickem a vlozi se jeste
do formolu do té doby, nez se vzorky vlozi do tkanového procesoru, coz se provadi

pied koncem smény.
3.7 Zalévani do parafinu

Zalévani do parafinu se vyuziva k prosyceni odvodnéné tkadné rozehfatym parafinem
pfi teploté 56 az 58°C. Parafinem se vyplni i mikroskopické Stérbiny ve tkédni a umozni
tak krajeni tkan€ na tenké fezy (cca 5 pm). Tato metoda se vyuziva nejcasteji, protoze je

snadna, rychla a parafin je snadno dostupny (Vacek, 1995b).
3.7.1 Odvodnéni

Provadi se stoupajici fadou alkoholll (etanoll). Nejprve se vzorky vkladaji do 70%
alkoholu, poté do 80% alkoholu, 96% alkoholu a nakonec do absolutniho alkoholu,
ve kterych se nechavaji vétsinou po dobu 1 hodiny (Vacek, 1995b).

3.7.2 Prosyceni tkané tekutinou rozpoustéjici parafin

Po odvodnéni je potieba etanol ve vzorku nahradit latkou rozpustnou v parafinu

(napft. xylenem) (Lillmann-Rauch, 2012).
3.7.3 Prosyceni tkané parafinem
Po prosyceni xylenem se vzorek prenese do tekutého parafinu (Vacek, 1995b).

Tyto 3 kroky zalévani se v této dobé provadi v tkanovém procesoru (autotechnikonu),

ktery je provede automaticky podle zvoleného programu.

Na odd¢leni patologie v Jindiichové Hradci se pouziva RVG/1 - Vakuovy tkanovy

procesor pro Histologii.
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3.7.4 Viastni zaliti

K zaliti do parafinu se na Oddéleni patologie v Jindfichové Hradci pouZzivé zalévaci linka.
Do kovové krabicky se vlozi vzorek tkan€, zalije se horkym tekutym parafinem, ptikryje
se plastovou krabickou, ktera je popsana ¢islem vzorku, a jesté se zalije parafinem. Takto
zalité vzorky se polozi na chladici desku. Po ztuhnuti a vychladnuti se plastova krabicka
S parafinem a vzorkem vyloupne z kovové krabicky a tim vznika parafinovy blocek, ktery

se nasledné kraji.
3.8 Krdjeni prepardtu a napindani na podlozni sklo

Pro krajeni preparatl se vyuziva pfistroj nazyvany mikrotom (Orel, Prochazka, 2017).
Pro barveni hematoxylinem-eosinem a impregnaci podle Palmgrena jsem vyuzivala
mikrotom sankovy a pro Prikaz senilnich driz podle A. v. Braunmiihla jsem vyuzivala

mikrotom zmrazovaci (kryostat).
3.8.1 Mikrotom sdiikovy

Parafinové bloky se na odd¢leni patologie v Jindfichové Hradci kraji na mikrotomu

sankovém.

Niz je upevnén na sanich, které se pohybuji po kluzké plose litinového podstavce,
svorkou. Tato svorka umoziiuje ménit sklon noze ke sméru fezu a sklon noze k roviné
fezu. Nosi¢ s neapolskou svorkou je nasazen na mikrometrickém Sroubu a slouzi
K upevnéni blo¢ku. Mikrometricky sroub ma na dolnim konci hlavici se stupnici a packou
k otaceni mikroSroubem. Hlavici se nastavuje mikroSroub na ur€ity pocet mikrometr,
0 ktery se mikroSroub pootoc¢i pohybem packy a nosi¢ s blockem se posouva nahoru. Nz
je veden v roving proti blocku a po kazdém fezu se mikrosroubem posouva do vysky
0 nastaveny poc¢et mikrometra proti blocku. Neapolskou svorkou 1ze pohybovat po svislé
ose pomoci Sroubu pro hruby posun a lze ji také pohybovat ve dvou smérech k sobé

kolmych, ¢imz l1ze spravné nastavit blo¢ek vzhledem k nozi (Vacek, 1995b).

Po ukrojeni se fezy napnou na podlozni sklo natfené kamencovou zelatinou. Toto
napinani se provadi tak, Ze se na hladinu teplé destilované vody s zelatinou pokladou
nakrajené fezy a pomoci preparacni jehly se pfipevni k podloZznimu sklu. NataZzené
preparaty se poté uhladi navlhéenym savym papirem a vlozi se na 45 minut do termostatu.

Poté se barvi (Vacek, 1995b; Orel, Prochazka, 2017).
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3.8.2 Mikrotom zmrazovaci (kryostat)

Ve zmrazovacim mikrotomu lze krajet tkan nefixovand i fixovand, ale nezalita.
Ve zmrazovacim mikrotomu se tkan zmrazi a poté se kraji (Orel, Prochazka, 2017).
Kryostat je slozen z upraveného rota¢niho mikrotomu, ktery je v boxu s nizkou teplotou
(0°C az -30°C), ktera je udrzovana chladicim kompresorem. U noze je desticka, ktera
zabranuje sbalovani fez. Chladi se i blo¢ek i niz. Krajeni se ovlada pakou z venku,
kterou se otaci. Kryostat ma nahote sklenéné okno, které slouzi k pozorovani krajeni
(Vacek, 1995b). Nakrajen¢ fezy se obtisknou na podlozni sklicko, poté se barvi (R0SS,
Pawlina, 2006).

3.9 Barveni

vvvvvv

Pouzivaji se bazicka (kationtova) a kysela (aniontova) barviva. Bazicka barviva se vazou
na aniontové slozky a kysela barviva se vazou na kationtové slozky. Bazicka barviva se
vyuzivaji predevsim k barveni jader a kysela barviva pfedev§im k barveni cytoplazmy

(Lallmann-Rauch, 2012).

3.9.1 Hematoxylin-eosin

Barveni hematoxylin—eosinem patii mezi zakladni barveni v histologii.
3.9.1.1 Princip metody

Hematoxylin (zasadité barvivo) barvi jadra, eosin (kyselé barvivo) barvi cytoplasmu.
V laboratofi na oddéleni patologie v Jindfichové Hradci se pouZiva pro barveni vétSiny
preparatu Weigertliv Zelezity hematoxylin, ve kterém je jako oxida¢ni ¢inidlo chlorid
zelezity s kyselinou chlorovodikovou. Piebytecné barvivo se ztezli odstrafiuje

diferenciaci (ChySkova, Simonidesova, 2012).
3.9.1.2 Roztoky a jejich priprava

o Weigertlv Zelezity hematoxylin

o Hematoxylin I — 10 g hematoxylinu rozpustit v 1000 ml 96%
alkoholu
o Hematoxylin Il — 15 g chloridu zelezitého rozpustit v 1000 ml

destilované vody a po rozpusténi pifidat 10 ml kyseliny
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chlorovodikové o specifické vaze 0,125 (25 ml destilované vody +
12 ml koncentrované kyseliny chlorovodikové)
o Barvici roztok hematoxylinu — hematoxylin I a II se smicha v poméru
1:1
e Eosin 0,5% - 0,5 g eosinu rozpustit v trosce vody a doplnit do 100 ml 96%
alkoholem
e Aceton — xylen — aceton a xylen dodany v originalnim baleni smichat
V poméru 1:1
e Karbol — xylen — krystalicky fenol umistit do termostatu (pfi zahi'ati na 56 °C
zkapalni). Zkapalnény fenol smichat se xylenem v poméru 1:7 (1 dil fenolu,
7 dili xylenu).
e Destilovana voda, vodovodni voda
e 96%, 80%, 70% alkohol
e Xylen
e Kysely alkohol (Chyskova, Simonidesova, 2012)

3.9.1.3 Pomiicky

Pfi tomto barveni se vyuziva barvici fada (plastové kyvety), gdza na otirani preparati,
stojan na preparaty a stopky. K montovani preparatii se vyuzivaji kryci sklicka, géza

na otirani a montovaci médium.
3.9.1.4 Postup barveni

K barveni se pouziva tkan fixovana formolem a zalita do parafinu. Na oddéleni patologie

v Jindtichové Hradci se vyuziva barvici fada (obr. 4 a obr. 5).
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Obr. 5: Barvici, odvodinovaci a projasiovaci fada. (Zdroj: Kristyna Havelkova)

1. Odparafinovani
a. Vlozit do xylenu na 5 minut.
b. Vlozit do dal§iho xylenu na 5 minut.
c. Opléchnout v 96% alkoholu 3x (vzdy oplachovat ve 3 96% alkoholech).
d. Oplachnout v 80% alkoholu.
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e. Oplachnout v 70% alkoholu.
Opléchnout v destilované vodé.
Vlozit do Weigertova zZelezit¢ho hematoxylinu na 5 minut.
Oplachnout 3x vodovodni vodou.
Kratce diferencovat 2,5% kyselym alkoholem.
Prat ve vodovodni vodé do zmodrani (5 az 10 minut).
Otfit okoli preparatu a prebytecné fezy.

Vlozit do eosinu na 1 minutu.

© oo N o g bk~ WD

4x oplachnout v 96% alkoholu.

[EEN
o

. Odvodnéni a projasnéni
a. 2x oplachnout v aceton — xylenu, do tfetiho aceton — xylenu vlozit
na 2 minuty.
b. Vlozit do karbol — xylenu na 2 minuty.
C. 2x oplachnout vxylenu, ve tfetim xylenu preparaty ponechat
do zamontovani.
11. Zamontovat preparaty pod kryci sklo do montovaciho média (Chyskova,
Simonidesova, 2012).

3.9.1.5 Vysledek barveni

Jadra a chrupavka se zbarvi modfe, kolagenni vazivo rGzové a svalstvo Cervené

(Chyskova, Simonidesova, 2012).
3.9.2 Impregnace nervovych vlaken v parafinovych i'ezech podle Palmgrena
3.9.2.1 Princip metody:

Tkan se impregnuje roztoky soli stiibra. Zndzornéni struktury nervovych vléken je
zpusobeno redukci na kovové stiibro pomoci redukénich ¢inidel (ChySkova,

Simonidesova, 2012).
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3.9.2.2 Roztoky a jejich priprava

Roztok A
o Redestilovana voda
Roztok B
o 1% HNOs (kyselina dusi¢nd) — 1,5 g HNOz rozpustit ve 100 ml
redestilované vody.
Roztok C
o Roztok glycinu — 1 g glycinu smichat s 20 ml redestilované vody.
Roztok D
o Smichat 25 ml 40% formolu s 75 ml redestilované vody a ptidat 6 kapek
roztoku B.
Roztok E = impregnacni roztok
o Smichat 15 g AgNO3z (dusi¢nanu stiibrného) s 10 g KNO3 (dusi¢nanu
draselného) a se 100 ml redestilované vody. Pfidat 1 ml roztoku C.
Roztok F = redukéni lazen
o Smichat 2 g pyrogalolu s 90 ml redestilované vody. Pfidat 110 ml
absolutniho alkoholu a 0,4 ml roztoku B.
Roztok G = tonovaci lazen
o Smichat 0,5 g chloridu zlatitého se 100 ml redestilované vody a ptidat 3
kapky kyseliny octové ledové.
Roztok H = zesilovaci lazen
o Smichat 100 ml 50% alkoholu se 2 kapkami anilinového oleje.
Roztok I = fixacni lazen
o 5% sirnatan sodny — smichat 5 g NaS203 (thiosiranu sodného) se 100 ml
redestilované vody.
Xylen
96%, 80%, 70% alkohol
Aceton-xylen
Karbol-xylen

Vodovodni voda (Chyskova, Simonidesova, 2012)
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3.9.2.3 Pomicky

Pfi tomto barveni se vyuzivad odparafinovaci fada (jako pti barveni Hematoxylin-
eosinem). Dale se pouzivaji kadinky, odmérné valce, teplomér, sklenéné kyvety, vafic,
vahy, termostat, pipeta, Pasteurovy pipety, gdza na otirani preparatii, stojan na preparaty
a stopky. Na odvodnéni a projasnéni se vyuziva barvici fada jako pfi barveni
Hematoxylinem-eosinem (preparaty se ale nevkladaji do eosinu a alkohold, vkladaji se
az do aceton-xylenu). K montovani preparatu se pouzivaji kryci sklicka, gaza na otfeni

a montovaci médium (kanadsky balzam).
3.9.2.4 Postup barveni

Pti tomto barveni je velmi diilezité pouzivat dokonale Cisté laboratorni sklo i chemikalie.

Voda se pouziva redestilovana (Chyskova, Simonidesova, 2012).

1. Odparafinovéni
a. Vlozit do xylenu na 5 minut.
b. Vlozit do dal§iho xylenu na 5 minut.
c. Oplachnout v 96% alkoholu 3x (vZdy oplachovat ve 3 96% alkoholech).
d. Oplachnout v 80% alkoholu.
e. Oplachnout v 70% alkoholu.
2. Vlozit preparaty do roztoku D na 5 minut.
3. Prat v 3x ménéné redestilované vodé, vzdy 5 minut.
4. Piedehrat impregnacni roztok E na teplotu 43°C. Do takto predehiatého roztoku
vlozit vyprané preparaty a vloZzit jej i s preparaty do termostatu na 15 minut.
5. Predehtat roztok F na teplotu 43°C. Vyjmout preparaty z roztoku E a nechat jej
volné ze sklicka ztéci. Preparaty vloZit do pfedehiatého roztoku F na 1 minutu.
6. Oplachnout preparaty v 50% alkoholu.
7. Prat preparaty v 3x ménéné redestilované vodég, peclivé otfit skla a okoli
preparatu.
8. Pokud je to tieba, mize se opakovat celd procedura od bodu 2. Druhd impregnace
se provadi krat$i dobu.
9. Toénovat prepardty vroztoku G tak dlouho, az je svétlehnédy ton zbarveni
stejnomerné zeslaben (béhem nékolika minut).
10. Ptenést preparaty do roztoku H asi na 15 sekund — sklem pohybovat.

11. Prat v tekouci vodé asi 30 sekund.
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12. Pokud je to potieba, mize se tonovani zopakovat (bod 9).
13. Fixovat preparaty v roztoku | 3 sekundy — sklem pohybovat.
14. Prat preparaty v tekouci vod¢ asi 30 sekund.
15. Odvodnéni a projasnéni
a. Vlozit preparaty do 96% alkoholu na 2 minuty.
b. Vlozit preparaty 3x do aceton-xylenu, vzdy na 2 minuty.
€. Vlozit preparaty do karbol-xylenu na 2 minuty.
d. Vlozit preparaty 3x do xylenu, vzdy na 2 minuty.
16. Zamontovat preparaty pod kryci sklo do kanadského balzamu. (Chyskova,
Simonidesova, 2012)

3.9.2.5 Vysledek barveni

Nervova vlakna a neurofibrily se barvi ¢erné az cernohnédé, ostatni tkan se barvi riizoveé

Sed¢ az fialoveé Sedé (Chyskova, Simonidesova, 2012).
3.9.3 Priikaz senilnich druz podle A. v. Braunmiihla — na zmrazenych rezech

Pti tomto barveni se tkan nezaléva do parafinu. Po pfikrojeni se vzorky pofadné vyperou

a osusi a poté se kraji na zmrazovacim mikrotomu a poté se barvi.
3.9.3.1 Princip metody

Metoda slouzi ke znazornéni vlaknéni driz, znadzornéni gangliovych bunék (s vybézky

a intracelularnimi fibrilami) a makroglie (Chyskova, Simonidesova, 2012).

3.9.3.2 Roztoky a jejich priprava

Roztok A = impregnacni roztok

o 20% vodny roztok dusi¢nanu sttibrného

Roztok B = ¢pavkova voda

o Smichat 80 ml destilované vody s 16 kapkami ¢pavku (amoniaku).

Roztok C = redukéni roztok
o Smichat 20 ml neutralniho formaldehydu 40% s 80 ml vodovodni vody.

Roztok D = tonovaci lazen

o Smichat 100 ml destilované vody s 20 kapkami 1% vodného roztoku

chloridu zlatitého (svétlého).
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e Roztok E = ustalovaci lazen
o 5% roztok sirnatanu sodného ve 40% alkoholu
e Destilovana a vodovodni voda
e 96% alkohol
e Aceton-xylen
e Karbol-xylen

e Xylen (Chyskova, Simonidesova, 2012)
3.9.3.3 Pomiicky

Pfi tomto barveni se pouzivaji sklenéné kyvety, pipeta, Pasteurovy pipety, kadinky
a vari¢. K montovani preparatu se pouzivaji kryci sklicka, gaza na otfeni a montovaci

médium (kanadsky balzdm).
3.9.3.4 Postup barveni

Pfi tomto barveni je velice dulezity bod 4, protoze pfili§ dlouhé prani v roztoku B

neprospiva impregnaci a zeslabuje vysledek (Chyskova, Simonidesova, 2012).

Pokud se chce potlacit impregnace gangliovych bunék a jejich vybézkt a zdiraznit senilni
druzy, pouZzije se pro impregnaci misto 20% vodného roztoku dusi¢nanu stiibrného pouze
2% vodni roztok. Potom se gangliové bunky impregnuji jako stiny, jemné vybézky
gangliovych bunék se neimpregnuji a tim kontrastnéji vystoupi plstovitd sit’ driz

(Chyskova, Simonidesova, 2012).

1. Zmrazené fezy 10 az 20 pm silné vlozit do 40% alkoholu.

2. Rez pienést do destilované vody, kde se dokonale bez zihybu vypne. Takto
vypnuty fez natdhnout na podloZni sklicko se zaschlou kamencovou Zelatinou
a nechat zaschnout. Preparat prenést do nové destilované vody na 5 minut.

3. Piedehrat roztok A na teplotu 50 az 60°C a impregnovat v ném vyprané preparaty
30 minut.

4. Prenést preparaty, které dostanou hnédou barvu, do roztoku B na 5 az 10 sekund,
kde se barva zméni na Zlutou.

5. Poté preparaty protdhnout destilovanou vodou a redukovat v roztoku C 1 az 3
sekundy. U piili$ starého preparatu oplach vodou vynechat.

6. Prenést preparaty rychle zpét do roztoku B na 10 az 20 sekund a poté redukovat
roztokem C 5 minut (bez oplachu vodou).
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7. Preparaty vyprat v destilované vod¢ asi 10 minut a zlatit v roztoku D tak dlouho,
nez se hnédoseda barva fezli zméni na Sedofialovou (asi 10 minut).
8. Vyprat preparaty v destilované vode¢.
9. Vlozit preparaty do roztoku E na 5 minut pro ustaleni impregnace.
10. Dobte vyprat preparaty v destilované vode.
11. Odvodnéni a projasnéni
a. 4x oplachnout v 96% alkoholu.
b. 2x oplachnout v aceton — xylenu, do tfetiho aceton — xylenu vlozit
na 2 minuty.
c. Vlozit do karbol — xylenu na 2 minuty.
d. 2x oplachnout v xylenu, ve tfetim xylenu preparaty ponechat
do zamontovani.
12. Zamontovat preparaty pod kryci sklo do kanadského balzamu (Chyskova,
Simonidesova, 2012).

3.9.3.5 Vysledek barveni

Vldknéni draz se barvi Cerné, zndzornény jsou i gangliové buinky s vybézky
a intracelularnimi fibrilami a makroglie. Pozadi je téméf bezbarvé (Chyskova,

Simonidesova, 2012).
3.10 Mikroskopovani
3.10.1 Svételny mikroskop

Je to pfistroj, ktery umoziiuje zvétSeni pozorovanych piedméti (Rosina, 2013).
Rozlisovaci schopnost nejlepsich svételnych mikroskopii je zhruba 0,2 um (Orel,
Prochazka, 2017, s. 76). RozliSovaci schopnost je nejmensi vzdalenost 2 bodd, které 1ze
rozliSit (Schindler, 2014). ZvétSeni mikroskopu je soucin Uhlového zvétSeni okularu

a pricného zvétseni objektivu (Vacek, 1995b).
3.10.1.1 Mechanicka cast

Tuto ¢ast mikroskopu tvoii stativ (kovovy stojan), k némuz je pfipojen stolek mikroskopu
a nosi¢ tubusu (na ném je tubus). U dolniho konce tubusu je revolverovy ménic objektiva,
V hornim konci je okuldr. Pii zaostfovani se pohybuje tubus nahoru nebo dolli

S pastorkem po ozubené tyC¢i pro hrubé zaostfeni nebo mikrometrickym Sroubem
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pro jemné zaostieni. Pod revolverovym méni¢em je pohyblivé pfipojen dalsi kotouc
S otvory pro naSroubovani objektivi. VEtsi mikroskopy maji kiizovy stolek, na ktery se

davaji preparaty. Na tomto stolku Ize posouvat preparat ve dvou smérech (Vacek, 1995b).
3.10.1.2 Osvétlovaci zarizeni

Osvétlovaci zafizeni tvofi zdroj svétla (mikroskopicka lampa se zarovkou, ve starSich
mikroskopech zrcatko), kolektor (soustted’'uje paprsky svétla) a kondenzor (patii také

k optické ¢asti mikroskopu) (Rosina, 2013; Vacek, 1995b).
3.10.1.3 Opticka cast

Optickou ¢ast tvofi kondenzor, objektivy a okulary. To jsou soustavy Cocek, jejichz
kombinaci se odstraiiuji hlavni optické vady — vadu sférickou (kulovou) a vadu
chromatickou (barevnou) (Vacek, 1995b). Sféricka vada je zptisobena tim, zZe rovnobézny
svazek paprskl se nesoustfedi do jednoho bodu. Lze ji odstranit kombinaci vypouklé
a vyduté ¢ocky. Chromaticka vada je zplisobena priichodem bilého svétla cockou, které
se rozklada. Lame se do ohnisek na jednotlivé zakladni barvy. Cerveni paprsky se lamou
nejméné (ohnisko je déale od Cocky), nejvice se lame svétlo fialové (ohnisko je blizko
u ¢ocky). Lze ji odstranit kombinaci spojnych ¢ocek a rozptylek (Benes, 2015; Vacek
1995b).

Objektivy vytvareji skuteény, pfevraceny a zvétSeny obraz predmétu. Vyuzivaji se suché

a imerzni objektivy (Vacek, 1995b).

Dnes se Casto vyuZzivaji mikroskopy binokularni, diky nimZ mizeme preparat pozorovat

obéma ocima. Tento mikroskop tedy ma 2 okulary (Vacek, 1995b).
3.10.2 Postup mikroskopovani

e Nejprve se pomoci Sroubt vycentruje osvétleni.

e Poté se na stolek mikroskopu polozi preparat a uchyti se svorkami.

e Dale se provede hrubé zaosttfeni — hledi se pfitom ze strany na preparat, ktery se
posune do polohy, kdy se objektiv témét dotkne kryciho sklicka.

e Poté se provede zaostfeni makroSroubem tak, aby se nalezl obraz a jemnym
zaostfenim mikroSroubem se obraz doostfi.

e Nejprve se pozoruje nejslabsim objektivem, pak silnéjSim a nakonec nejsilnéjSim.
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e Po ukonceni ¢innosti se objektiv nejprve zdvihne do nejvyssi polohy a poté se

preparat odstrani.

Po skonceni mikroskopovani se musi mikroskop chranit pted prachem a musi se ocistit

(Vacek, 1995b).
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4 Vysledky

Obr. 6: Mozkova kira frontalniho laloku zdravého mozku obarvend Hematoxylinem-

eosinem (zvétSeni: 5x). (Zdroj: Kristyna Havelkova)

Na tomto preparatu (obr. 6) je zachycena mozkova kiira frontalniho laloku zdravého
mozku obarvena Hematoxylin-eosinem a zvétSena 5x. Je zde vidét vSech 6 vrstev ktiry —
I. vrstva molekularni, II. zevni vrstva jadrova, III. zevni vrstva pyramidova, IV. vnitini
vrstva jadrova, V. vnitini vrstva pyramidova a VI. vrstva multiformni. VSechny bunky

jsou normalni, beze zmén.
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Obr. 7: Mozkova kura frontalniho laloku zdravého mozku obarvena metodou Prikaz

senilnich druz podle A. v. Braunmiihla — na zmrazenych fezech (zvétSeni: 10x). (Zdroj:

Kristyna Havelkova)

Na tomto preparatu (obr. 7) je zachycena mozkova kiira frontalniho laloku zdravého
mozku obarvend metodou Prikaz senilnich draz podle A. v. Braunmiihla -
na zmrazenych fezech a zvétSend 10x. Jsou zde vidét nervové buiiky, které jsou normalni,
beze zmén. Neuropil (¢ast Sedé hmoty mozkové, ktera vypliuje prostory mezi perikaryi

a cévami) je bez ptritomnosti senilnich druz.
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Obr. 8: Mozkova kiira frontalniho laloku pii Alzheimerové chorob& — barveni

Hematoxylin-eosinem (zvétSeni: 5x). (Zdroj: Kristyna Havelkova)

Na tomto preparatu (obr. 8) je zachycena mozkova kira frontdlniho laloku
pii Alzheimerové chorobé obarvena Hematoxylin-eosinem zvétSend 5x. Je zde vidét,
ze jednotlivé vrstvy mozkové kiry (I. vrstva molekularni, II. zevni vrstva jadrova,
I1l. zevni vrstva pyramidova, IV. vnitini vrstva jadrovéa a V. vnitini vrstva pyramidova;
VI. vrstva multiformni na tomto preparatu viditelnd neni) jsou profidlé a lehce
dezorganizované, s ubytkem gangliovych bunék (pyramidovych buné€k), které jsou

zmensené, a Se zmozenim glie.
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Obr. 9: Mozkova kura frontalniho laloku pii Alzheimerové chorobé — barveni

Hematoxylin-eosinem (zvétSeni: 20x). (Zdroj: Kristyna Havelkova)

Na tomto preparatu (obr. 9) je zachycena mozkova kira frontdlniho laloku
pii Alzheimerové chorobé obarvend Hematoxylin-eosinem zvétSend 20x. Je zde vidét,
ze gangliové bunky jsou zmensené (a jejich pocet je nizsi) s vétSim mnozstvim
lipofuscinu (zluto-hnédych pigmentovych granuli sloZzenych z lipidi) v cytoplazmé
téchto bunck (tyto gangliové builkky jsou na obr. 9 oznafeny Cervenymi Sipkami).
Lipofuscin je fagocytovany i v cytoplazmé glie. Dale jsou zde patrné rozsifené

perivaskularni prostory s depozity lipofuscinu (viz oznaceni ¢ernou Sipkou na obr. 9).
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Obr. 10: Mozkova kira frontalniho laloku pti Alzheimerové chorobé — Pritkaz senilnich
druz podle A. v. Braunmiihla — na zmrazenych fezech (zvétSeni: 10x). (Zdroj: Kristyna

Havelkova)

Obr. 11: Mozkova kura frontalniho laloku pfi Alzheimerové chorobé — Priikaz senilnich
driiz podle A. v. Braunmiihla — na zmrazenych fezech (zvétSeni: 20x). (Zdroj: Kristyna

Havelkova)
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Na tomto preparatu (obr. 10 a obr. 11) je zachycena mozkova kiira frontalniho laloku
pfi Alzheimerové chorobé obarvena metodou Prikaz senilnich driz podle
A. V. Braunmiihla — na zmraznych fezech. Na obr. 10 je tento preparat zvétsSeny 10x
anaobr. 11 je zvétSeny 20x. Na téchto fotkach jsou vidét senilni drizy, které se jevi jako
zmét drobnych vldken v neuropilu kiry frontdlniho laloku s dobfe patrnym centralnim

ter¢ikem:.
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Obr. 12: Mozkova kira frontdlniho laloku pfi Alzheimerové chorobé — Impregnace

nervovych vldken podle Palmgrena (zvétSeni: 20x). (Zdroj: Kristyna Havelkova)

Na tomto preparatu (obr. 12) je zachycena mozkova kura frontalniho laloku
pii Alzheimerové chorobé obarvend metodou Impregnace nervovych vlaken podle
Palmgrena zvétSend 20x. Je zde vidét senilni druza (viz. oznadeni Cernou Sipkou
na obr. 12), coz je oblackovity neostfe ohrani¢eny utvar v neuropilu kiry frontalniho

laloku s centralnim teréikem. Druzy mohou byt az 100 pm velké.
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Obr. 13: Hipokampus zdravého mozku — barveni Hematoxylin-eosinem (zvétSeni: 10x).
(Zdroj: Kristyna Havelkova)

Na tomto preparatu (obr. 13) je zachycen hipokampus zdravého mozku obarveny
Hematoxylin-eosinem zvétSeny 10x. Jsou zde vidét pyramidové bunky piiméfeného

charakteru v normalnim poctu.
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Obr. 14: Hipokampus zdravého mozku — Impregnace nervovych vldken podle Palmgrena

(zvétseni: 20x). (Zdroj: Kristyna Havelkova)

Na tomto preparatu (obr. 14) je zachycen hipokampus zdravého mozku obarveny
metodou Impregnace nervovych vldken podle Palmgrena zvétseny 20x. Jsou zde vidét

nervové bunky, které jsou normalni, beze zmén.
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Obr. 15: Hipokampus pii Alzheimerové chorobé — barveni Hematoxylin-eosinem

(zvétSeni: 40x). (Zdroj: Kristyna Havelkova)

Na tomto preparatu (obr. 15) je zachycen hipokampus pii Alzheimerové chorobé
obarveny Hematoxylin-eosinem zvétSeny 40x. Jsou zde vidét gangliové bunky
S degenerativnimi zménami — Alzheimerovymi zménami fibril. Jde o ndpadné silna

413

»specend™ vldkna (viz oznaceni Cernou Sipkou na obr. 15) v perikaryu atrofickych

neurontl (neurofibrillary tangels — neurofibrilarni klubka).
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Obr. 16: Hipokampus pii Alzheimerové chorobé — Impregnace nervovych vladken podle

Palmgrena (zvétSeni: 20x). (Zdroj: Kristyna Havelkova)

Na tomto preparatu (obr. 16) je zachycen hipokampus pii Alzheimeroveé chorobé
obarveny metodou Impregnace nervovych vldken podle Palmgrena zvétseny 20x. Touto
metodou se degenerativni zmény — Alzheimerovy zmény fibril zvyrazni, jsou Iépe
viditelné jako cernd ,specend* vldkna v perikaryu (viz oznaceni Cernymi Sipkami
na obr. 16).

61



5 Diskuze

Ve své bakalarské praci se zabyvam histologickym vysetfenim mozku na Alzheimerovu
chorobu. Jako material jsem pouzivala parafinové blocky mozkové kiry frontalniho
laloku a hipokampu zemielych osob, které trpély Alzheimerovou chorobou, z roku 2013
a 2016 (nemohla jsem pouzit Cerstvé vzorky, protoze se jiz neprovadi tolik pitev jako
diive a v dobé mého vyzkumu jsem neméla k dispozici zadny mozek s Alzheimerovou
chorobou). Dalsim materialem byl vzorek mozkové kury frontalniho laloku a hipokampu
zemielé osoby z roku 2018. Z téchto vzorkd jsem ud¢lala parafinové blocky. Ze vSech
parafinovych blo¢kli jsem nakrdjela tenké fezy na mikrotomu a napnula na podlozni sklo.
Takto pfipravené preparaty jsem poté obarvila Hematoxylin-eosinem a provedla jsem
metodu Impregnace nervovych vlaken podle Palmgrena. Jeden vzorek Cerstvé zdravé
mozkové kiiry jsem zpracovala na kryostatu a obarvila metodou Pritkkaz senilnich driuz
podle A. v. Braunmiihla. Tuto metodu jsem provedla pouze ze zdravého mozku, protoze
z parafinovych blockd, které se uchovavaji v archivu, jiz tato metoda pouzit nelze. Abych
mohla porovnat preparaty zdravého a nemocného mozku obarvené touto metodou, méla

jsem Kk dispozici jiz hotové preparaty, které se v archivu také skladuji.

Laboratorni vyzkum jsem provadéla na Oddéleni patologie vV Nemocnici Jindfichiiv

Hradec a.s.
Hypotéza €. 1:

V 1. hypotéze jsem piedpokladala, ze i v parafinovych blo¢kach z roku 2013 a 2016,
u kterych byla Alzheimerova choroba prokazana, zhotovim dostate¢né kvalitni preparaty
na to, abych obarvila a objevila struktury, které jsou typické pro tuto nemoc (senilni

driizy, Alzheimerovy zmény fibril).

Tato hypotéza se mi potvrdila. Ve vSech preparatech, které jsem zhotovila z téchto
parafinovych bloc¢ki, jsem objevila struktury typické pro Alzheimerovu chorobu (senilni

drizy, Alzheimerovy zmény fibril).
Hypotéza ¢. 2:

Ve 2. hypotéze jsem predpokladala, ze v preparatech zdravého mozku neobjevim zadné
struktury, které jsou typické pro Alzheimerovu chorobu (senilni drazy, Alzheimerovy

zmeény fibril).
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Tato hypotéza se mi také potvrdila. Ve vSech preparatech zdravého mozku, které jsem

zhotovila, jsem neobjevila zadny patologicky nalez.
Hypotéza €. 3:

Ve 3. hypotéze jsem ptredpokladala, ze v preparatech z parafinovych blo¢kli mozku
pti Alzheimerové chorobé obarvenych metodou Impregnace nervovych vldken podle

Palmgrena, které je typicke pro prikaz zmén fibril, objevim i senilni druzy.

Tato hypotéza se potvrdila také, coz dokazuje obr. 12 (viz Vysledky). I v preparatech
obarvenych metodou podle Palmgrena lze vidét nejen Alzheimerovy zmény fibril,

ale i senilni drazy.
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6 Zavér

Cilem mé bakalaiské prace bylo seznamit se s onemocnénim Alzheimerova choroba,
popsat tuto nemoc, jeji pri¢iny, prubéh a lécbu, dale popsat zpracovani mozku
V histologické laboratofi — pfijem materidlu a metody vySetieni, vyzkouset si metodu
Impregnace nervovych vldken podle Palmgrena a Prikaz senilnich driz podle
A. v. Braunmiihla — na zmrazenych fezech, a nakonec vyhodnotit zhotovené preparaty

a porovnat mozek nemocného a zdravého ¢loveéka. VSechny dané cile byly splnény.

V preparatech mozkové kury frontalniho laloku (od zemielych osob, které trpély
Alzheimerovou chorobou) obarvenych Hematoxylin-eosinem jsem  objevila
dezorganizaci vrstev mozkové kury, které byly protfidlé, s ubytkem gangliovych bunék,
které byly zmensSené, a se zmnozenim glie. Pti vét§im zvétSeni jsem objevila gangliové
buiiky s vétSim mnoZstvim lipofuscinu v cytoplazmé bunék a rozsifené perivaskularni

prostory s depozity lipofuscinu.

V preparatech této nemocné kiry obarvenych metodami Impregnace nervovych vlaken
podle Palmgrena a Priikaz senilnich druz podle A. v. Braunmiihla jsem objevila senilni

druzy.

V preparatech zdravé klry obarvenych Hematoxylin-eosinem a metodou Prikaz
senilnich druz podle A. v. Braunmiihla jsem neobjevila Zadny patologicky nalez. VSechny

buniky byly normalni, beze zmén a v normalnim poctu.

V preparatech hipokampu pfi Alzheimerové chorobé obarvenych Hematoxylin-eosinem
a metodou Impregnace nervovych vldken podle Palmgrena jsem nalezla degenerativni
zmény — Alzheimerovy zmény fibril, které se jevi jako silna ,,specenad* vlakna (metodou

podle Palmgrena se tyto zmény zvyraznily).

V preparatech hipokampu zdravého mozku obarvenych Hematoxylin-eosinem a metodou
Impregnace nervovych vlaken podle Palmgrena jsem objevila normdlni nalez — bunky

pfiméteného charakteru v normalnim poctu a beze zmén.

V této bakalarské praci jsem dokazala, ze v preparatech mozku s Alzheimerovou
chorobou se vyskytuji struktury typické pro tuto nemoc (senilni driizy, Alzheimerovy

zmeny fibril) a v preparatech zdravého mozku se tyto zmeény nevyskytuji.
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Seznam zkratek

um — mikrometr

a.s. — akciova spolecnost
Atd. — a tak dale
Cca—circa

CNS — centralni nervovy systém

W

C. - ¢islo
g-—gram
ml — mililitr

Napft. — napriklad

nm — nanometr

0.p.S. — obecn¢ prospésna spolecnost
Obr. — obrazek

PNS — periferni nervovy systém
Popt. — poptipadé

Prim. — primar(ka)

S. —strana

Tj.—toje

Tzn. — to znamena

Tzv. — takzvany, takzvané
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