Histochemie a imunohistochemie, elektronova mikroskopie

Ptiprava histologickych preparatl pro vysetieni svételnym mikroskopem je sled pracovnich Ukond
v laboratofi, které maji za cil vytvofit co nejlépe hodnotitelny histologicky preparat s vyraznénim
pozadovanych struktur. Termin histologicky preparat ma svdj pavod v terminu ,histologie”, ktery
podobné jako patologie pochdzi z feCtiny a opét se jednad o sloZeninu slov histos = tkan a logos =
nauka. To znamena, Ze histologie je védni disciplina, kterd se zabyva studiem mikroskopické stavby
zivocisnych a rostlinnych tkani a organli mnohobunécnych organizmi. V lékafstvi se histologie

pouziva pro popis zmén tkani v disledku onemocnéni nebo smrti.

V nejobecnéjsim schématu prochazi vzorek tkané témito kroky: fixace, zaliti, krajeni, barveni. Tkan po
odbéru prochdazi zménami, které méni jeji vlastnosti. Cilem fixace je proto zachovat stav bunék a
tkani co mozna nejvérnéji. Nejbéznéjsi metodou je chemicka fixace formolem, ktery stabilizuje
bilkoviny. Druhou moznosti jak fixovat tkané je jejich hluboké zmrazeni, které vsak ptichazi v ivahu
pouze u nékterych typl preparatl, jako napf. ledviny. Pokud je vzorek dostate¢né prosycen
formolem zaléva se do tekutého parafinu. Parafin prostoupi tkdn a po jeho zatvrdnuti je tak
pfipravena ke krajeni na tenké Fezy. Tkan zalitd do parafinu se nazyva blok nebo blocek. Pfed
vlastnim krajenim je blok umistén do specidlniho pfistroje - mikrotomu, ktery je vybaven ostrym
noZem. Pomoci néj dochdzi k fezani bloku na tenké platky, které jsou natahovany na podloini
mikroskopické sklicko. Pfed vlastnim barvenim se samoziejmé musi z preparatu odstranit parafin, a

to plisobenim xylenu, ktery rozpousti a vyplavuje tuky.

Vlastni barveni je nejnarocnéjsim ukonem v histologické technice. Je nutné znat nejen principy
ucinku barviv, ale musime védét, které struktury v histologickém preparatu chceme zvyraznit. Na
zakladé toho volime typ barveni. V obecné roviné lIze fici, Ze rozliSujeme dva zakladni typy barveni
histologickych preparatl. Prvni bychom mohli nazvat nespecificky, kdy se nabarvi cely preparat, popf.
se zvyrazni pouze jadro a zbytek bunky. Ktomuto barveni se pouZivaji barviva jako hematoxylin,
popf. hematoxylin-eozin. Druhym typem barveni je specificky a pfi ném se pouZzivaji specialni barviva,
ktera reaguji s urcitymi strukturami v tkani. Barviva, resp. barveni jsou vétSinou nazyvany podle svého
objevitele. Tak mame napft. barveni dle Massona, dle Goldnera nebo van Giesona. Vedle specifickych
histologickych struktur je na Ustavu klinické a molekuldrni patologie také provadéna histochemie, co?
znamenad prukaz urcitych chemickych prvk( nebo sloucenin v tkani. Z nejvyznamnéjsich metod je
mozZno jmenovat napf. PAS reakci na detekci sacharidd nebo barveni Sudanovou cerni a zvyraznéni

tuka.

Na Ustavu klinické a molekularni patologie je k dispozici iroky vybér rdznych typd barviv a Ize Fici, ze

Ize zvyraznit kaZzdou klinicky vyznamnou ¢ast tkané.



Druhou vyznamnou ¢&innosti provadénou na Ustavu klinické a molekuldrni patologie je
imunohistochemie. Princip pfipravy mikroskopickych preparatl je v podstaté obdobny jako u
histochemického zpracovani, ale ma v nékterych ptipadech drobné modifikace. Imunohistochemicky
detekujeme pouze bilkoviny. Jednd se o metodu, kterd dokdze urcit mnozstvi a lokalizaci
pozadovaného proteinu nejen v rdmci burky, ale i v ramci sledované tkané. Principem metody je
vazba mezi sledovanym proteinem, ktery funguje jako antigen a protilatkou. Vzhledem k tomu, Ze
vazba protein-protilatka je prisné specifickd je i imunohistochemie mimoradné presna. Pravdou je, ze
podminky, za kterych dojde k vazbé mezi proteinem a protildtkou se lisi v zavislosti na proteinu a je
tfeba je optimalizovat, aby nedochazelo k faleSnym vysledkim. Po vazbé protilatky na protein je
nasledné vznikly komplex vizualizovan bud fluorescencné, ale ve vétsiné pripadl enzymaticky a je
mozno jej sledovat pod mikroskopem. V idealnim pripadé jsou na tkanovém tezu vidét okrsky
s pfitomnosti sledovaného proteinu (hnédé zabarveni — pozitivita) a okrsky ve kterych se protein

nevyskytuje (modré zabarveni — negativita).

Co se tyce histologickych vysetfeni, kdy je potfeba, aby patolog rozeznal jednotlivé komponenty
tkani, provadi se na Ustavu klinické a molekuldrni patologie celkem asi 51 barvicich postup(, které
odlisi 18 rGznych histologickych a cytologickych struktur. Zakladnim je barveni hematoxylin-eozinem
(HE), ktery barvi cely fez. Toto barveni se provadi u vétsiny histologickych preparatl a nasleduji
specializovana barveni podle poZadavkl lékare. Napt. pfi poZadavku na barveni pigmentl a
anorganickych latek prichazeji v ivahu tyto typy barveni: lipofuscin dle Schmorla, prikaz melaninu
dle Massona (Fontana), béleni melaninu peroxidem vodiku, metoda Pearls na prikaz Zeleza, metoda
Fouchet — prikaz bilirubinu, metoda dle von Kossa — prlikaz vapniku, metoda dle Okamota — prikaz

médi.

Pro imunohistochemicka vysetfeni ma Ustav klinické a molekularni patologie k dispozici 350
komercné doddvanych protilatek. To znamend, Ze m(Ze detekovat az 350 riznych protein(, z nichz
nékteré z nich maji mimoradny diagnosticky a prognosticky vyznam. Pritomnost nékterych proteint
umozni odhalit napf. pdivod nadoru, a tim lépe nastavit lé¢bu. Ustav klinické a molekularni patologie
je referentnim pracovistém pro vysetfeni pfitomnosti proteinu HER2/neu. Jedna se o receptorovy
protein, ktery se nachazi v membrandach bunék. V ramci pracovisté je vySetfovana jeho pfitomnost a
mnozstvi u bunék nadorl mlécné Zlazy. Jeho vysoké zastoupeni znaci horsi prognozu a indikuje
pacientku k nasazeni cilené biologické |écbé. Mezi 350 vySetfujicimi proteiny jsou ty, které se
nachdzeji jak na povrchu bunék, tak proteiny intracelularni a jaderné. PovétsSinou se jedna o proteiny,
které jsou soucasti tzv. intraceluldrnich signalnich drah. To jsou sloZité kaskady procesl uvniti kazdé
buniky a pfi jejich naruseni dochazi napt. ke vzniku a rozvoji nddorového onemocnéni. Proto je také
ovliviiovani téchto drah jednim ze zakladnich lé¢ebnych postupl. Ro¢né se na Ustavu provede kolem

6 500 imunovysetfeni z 29 000 biopsii.



Elektronova mikroskopie (ELMI) je metoda ke sledovani bud’ ultrastrukturalnich soucasti tkani nebo
bunék (transmisni-prozarovaci ELMI, TEM) nebo k prohlizeni povrch( (rastrovaci — scanovaci ELMI,
REM). Princip ELMI je v podstaté shodny s mikroskopii svételnou, jen se misto svazkl foton( vyuZiva
paprsek elektrond (odtud nazev) a misto klasickych optickych CocCek se vyuZiva systém cocek
elektromagnetickych. Zasadni rozdil mezi pozorovanim svételnym a ELMI je, Ze u ELMI je vzorek
umistén ve vakuu, coZ vyplyva z povahy proudu elektront. Dalsim rozdilem, je Ze pfi transmisni ELMI
musi byt fezy mnohem tenci (az 100x) nez fezy pro svételnou mikroskopii. Toho se dociluje krajenim
preparatu, zalitém ve specidlnich pryskyficich, na tzv. ultramikrotomech. Poslednim vyznamnym
rozdilem je, Ze prepardty pro ELMI se nebarvi. Dochazi pouze k jejich pokoveni (zlato, polonium,
tézké kovy), ¢imz se zvysi kontrast struktur (TEM), popf. se zlepsi schopnost povrchll odrazet

Vv

mikroskopii, proto se ELMI vyuziva pouze pro specializované vysetfeni a diagnostické postupy.

Na Ustavu klinické a molekularni patologie se vy3etfeni transmisni elektronovou mikroskopii pouZiva
zejména pro zpresnéni diagnostiky onemocnéni ledvin. V kombinaci s dalSimi mikroskopickymi
technikami umoZnuje rozpoznat strukturdlni zmény ledvinovych klubi¢ek (glomerulll) pfFi tzv.
glomerulopatiich, které predstavuji nejvétsi ¢ast chorob v nefrologii a tvofi jednu z hlavnich pficin
chronického selhani ledvin. Spravna interpretace ELMI snimku vyrazné zpresfiuje diagnozu, a vytvari
tim i zakladni pfedpoklad pro 1é¢bu. V omezené mife se ELMI vyuZiva k popisu zmén morfologického
obrazu kostni dfené nebo pro studium fasinek v dychacich cestdch. Rocné se na ustavu provede

kolem 70 elektronmikroskopickych vysetreni.
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obr. 1 Barveni kosti dle Goldnera (Cervena-spongiozni kost, zelena- kompaktni kost)



obr. 4 Pohled do imunohistochemické laboratore



obr. 5 Pohled do imunohistochemické laboratofe (vlevo automaty k barveni mikroskopickych
preparatd)

obr. 6 Pohled do mikroskopické laboratore



