Zakladni provoz

Zakladem zpracovani tkané v dnesni dobé je metoda FFPE (formalin fixed paraffin
embeded). Pri tomto zplsobu zpracovani je hodnocena tkan fixovana formalinem a
nasledné odvodnéna a prosycena parafinem. Tato tkan je zalita do parafinovych blok a
z nich jsou zhotovovany tkanové rezy, které jsou opétovné zavodnény a vzdy nejprve
obarveny zakladnim barvenim. Vzniklé parafinové bloky je mozné uchovavat (s
minimalnim ovlivnénim kvality obsazené tkané) po mnoho let a Ize na né aplikovat
pripadné dalsi potrebné testy i dodatecné, s velkym casovym odstupem. Jde o metodu
zpracovani, ktera je pouzivana celosvétoveé, po mnoho desetileti a je dostupna vybavenim
i financné. | tento zpUsob fixace tkané a pripravy tkané ale ma parametry, které je
potreba dodrzovat.

Zakladnim barvenim histologickych rez( je barveni hematoxylin-eozin (HE) a jeho
modifikace. Pfi tomto barveni se bazické oblasti tkanée (typicky jadra) barvi
hematoxylinem (modra az modrofialova barva) a eozinofilni oblasti (typicky cytoplazma a
obecné oblasti bohaté na bilkoviny) barvi v odstinech riizové.

Preparaty obarvené zakladnim barvenim (HE) jsou predkladany lékafri a ten, po jejich
zhodnoceni a identifikaci hlavnich oblasti zajmu zadava pozadavky na pokrocilé metody.

Fixace

Zpracovani biologického materialu zacina jeho fixaci, ktera slouzi k zachovani zakladnich
morfologickych znak( tkané. Zaroven vhodna fixace zachovava vlastnosti tkani pro dalsi
specializovana vysetreni. Jde zejména o imunohistochemické vysetieni a metody
molekularni patologie. Jsou rlzné metody fixace setkani: nejrozsirené;si je fixace
formalinem. Formalin je vodny roztok formaldehydu. Na pracovistich patologie se bézné
pouziva 10 % roztok formalinu, ktery obsahuje 4 % formaldehydu. Formalin je Siroce
dostupny a umoznuje vyse zminéné potiebné zachovani tkanovych vlastnosti pro
morfologicka i specializovana vysetreni.

Pri formalinové fixaci plati urcité pravidla pro vhodnou fixaci. Mezi tato pravidla patfi, Zze
fixacniho roztoku ma byt vyrazny nadbytek oproti fixované tkani (10 az 20 nasobek) a
tkan ma byt vlozena do fixa¢niho roztoku okamzité po odbéru (aby doba autolyzy byla
co nejkratsi). Tkan ma byt v nadobé volné, tak aby byla ze vsech stran omyvana fixacnim
roztokem. Nadoba obsahujici tkan a fixacni roztok nema byt vystavena vyraznym
tepelnym zménam (tzn. nesmi premrznout ani byt vystavena extrémnimu slunecnimu
zareni). Fixace ma trvat 24 az 48 hod., na priivodce by vzdy mél byt uveden Udaj o Case,
kdy byl material do fixativa vlozen.

Prikrajovani

Prikrajovani nebo také blokovani je dalsim krokem zpracovani biologického materialu. V
tomto kroku je biologicky material pfipravovan do plastovych kazet, ve kterych dale
dochézi k prosycovani tkanovych vzorkd parafinem. V pfipadé Ze se jedna o malé vzorky,
napr. endobiopsie (vzorky ziskané pri endoskopickych vysetfenich napf. pri gastroskopii,



koloskopii, bronchoskopii Ci jehlové biopsie) je do kapsle vkladan veskery material. vV
pripadé Ze se jedna o vzorky vétsi jako jsou excize (typicky kozni nebo slizni¢ni excize) a
nebo resekaty, je nutné tyto vzorky pred dalsim zpracovanim rozdélit na casti o velikosti
zhruba 1 x 1 x 0,5 cm. Takto velké casti tkané je mozné dale kvalitné prosytit parafinem. V
pfipadé Ze je nutné tkanovy vzorek rezat, velmi Casto je resekcni plocha Ci resekéni plochy
oznaceny tusi. Takto se jednoznacné odlisi resekéni chirurgicka linie (linie s tusi) od fezu,
ktery provedl patolog (bez tuse). Pokud je nutné tkan takto rozdélit, je vzdy potreba pfi
zpracovani myslet na to, jaké informace chceme nasledné ziskat. Tzn. ze pouzivame
standardizovana schémata jakymi se dané organy a resekaty zpracovavaji, a to predevsim
s ohledem na onkologickou problematiku. Typicky se material zpracovava tak, aby z
tkanového rezu mohla byt domérena napf. celkova velikost nadoru a dale typicky
hloubka invaze v pripadé sliznicnich afekci a vzdalenost nadoru k chirurgické resekéni
linii.

Obecné také plati ze ¢cim méné je vidét makroskopicky (napfr. resekaty od pacient(i po
prodélané 1écbé, s regresi nadoru), tim vice tkanovych blok{ se pripravuje. Neni tak
vyjimkou Ze napf. z jednoho resekatu vznikne 30 ale i 50 nebo 70 tkanovych blokd. Jsou i
vzorky, které se zpracovavaji v celém rozsahu jako napf. prostata s nadorem a dale vzorky
které podléhaji zvlastnim rezimu jako je napfiklad zpracovani sentinelové mizni uzliny
(zpracovani v celém rozsahu, s blokovanim po 1 mm tkané) nebo sliznicni excize
adenomd traviciho traktu (které se rovnéz zpracovavaji v celém rozsahu pfi velmi jemném
blokovani).

V prabéhu prikrajovani je veskery makroskopické nalez zapisovan, standardné jsou
uvadény rozméry vzorku, rozmeéry zachycené afekce a popfipadé dalsi makroskopicky
napadné znaky (krvaceni, nekrdzy apod.). V prabéhu prikrajovani se také vyuzivaji
schématické nakresy a v pripadé obtiznéjsich vzorkl se doplnuje i makrofotografie.
ZpUsob prikrojeni je dale podrobné zapisovan (napf. které bloky pochazeji z resekéni
linie, které z nadoru a nebo naopak z nadorem nepostizené oblasti).

Prosycovani
Po zhotoveni tkanovych blokd jsou tyto v uzavrenych plastovych kapslich postoupeny

k dalSimu kroku. V tomto kroku procesu jsou tkané postupné odvodnovany pomoci lazni
ve vzestupné alkoholové rfadé, nasledné mohl mize byt tkan prosycena parafinem. V
dnesni dobé jiz tento krok obstaravaji automaty, nazyvané autotechnikony, které
automaticky dle nastaveného programu (napf. tkané s vysokym obsahem tukové
komponenty jako je typicky prsni Zlaza, vyzaduji zvlastni, intenzivnéjsi program),
premistuji koSe s plastovymi kapslemi, které obsahuji tkanové vzorky, z jedné lazné do
druhé. Vyslednym krokem tohoto procesu je tkan prosycena parafinem.

Zalévani

V tomto kroku procesu je tkanovy vzorek vyjmut z plastové kapsle a je zalit horkym
parafinem. Jedna Cast kapsle (ktera je oznacCena biotickym cislem) slouZi jako zaklad (dno)
tkanového bloku. Pfi zalévani je potreba dodrzet takovou orientaci tkané, aby nasledné
zhotoveny histologicky rez splnoval pozadavky, které jsou ocekavany s ohledem na
vytvoreni (prikrojeni) daného bloku. Prfi zalévani jsou tedy pouzivany i poznamky jako



napf. zaliti na hranu v pripadé Ze je slizni¢ni vzorek v kapsli orientovan na plochu, aby se
tkan dobre vyrovnala, ale nasledné pozadujeme, aby tkanovy rez byl krajen kolmo, tedy
tak, aby v rezu byly obsazeny vsechny vrstvy stény daného organu.

Pri zalévani laborantky pracuji s odliSnymi teplotami: Tkanovy vzorek je zalévan horkym
parafinem, ktery je tekuty, soucasti zalévaci linky je vSak i chlazena plocha, na niz vznikne
parafinovy blok, ktery obsahuje tkanovy vzorek. Vysledkem tohoto kroku je tedy
standardni parafinovy blok, ktery obsahuje tkanovy vzorek.

Krajeni

V prabéhu krajeni laborantky na specializovanych zafizenich nazyvanych mikrotomy
zhotovuji z parafinovych blokd, které obsahuji tkanovy vzorek tkanové (histologické) rezy.
Mikrotomy maji nastavitelnou tloustku rezu, ktera se pohybuje od 1 um az po napfr. 7
um. Tkanovy blok je upnut do mikrotomu a specialni nGz (ziletka), kterou laborantka
ovlada bud’ pfimo (sankovy mikrotom) nebo otaci kotoucem a tim ovlada Ziletku (rotacni
mikrotom). Zhotoveny tkanovy rez prenasi laborantka na podlozni sklicko. Na rdznych
pracovistich jsou vyuzivany rizné postupy tohoto prenosu: Tkanové rezy se napriklad
mohou nechat napnout na vodni hlading, na nasem pracovisti laborantky vyuzivaji kapku
zelatiny, ktera je na podloznim sklicku a na tuto kapku prenasi zhotovene tkanove rezy.
Na ploténce pak dochazi k prischnuti fezu na podlozni sklicko. Vysledkem tohoto kroku
jsou neobarvené parafinové tkanové rezy napnuté na podlozni sklicko.

Barveni

Zakladnim barvenim pouzivanym na pracovistich patologie je hematoxylin eozin.

Z kazdého tkanového bloku musi byt zhotoven nejméné jeden fez, ktery je nejprve
obarven hematoxylin eozinem. Barveni mize probihat bud’ ru¢né anebo se dnesni dobé
stale Castéji pouzivaji barvici automaty, ¢asto v kombinaci i s automaty montovacimi.
Barvici automat nejprve musi tkanovy rez zbavit parafinu a opét ho zavodnit (sestupna
alkoholova rada) a teprve poté je tkan schopna prijmout barviva (hematoxylin eozin).
Hematoxylin je barvivo bazofilni, které barvi bunécna jadra. Jeho barva je modra az
modrofialova. Eozin je barvivo kyselé (eozinofilni), které barvi cytoplazmu bunék

v odstinech rGizové. Po obarveni jsou podlozni sklicka s tkanovymi fezy prekryta svrchni
vrstvou. Bud' se pouzivaji kryci sklicka nebo lepici félie. Podlozni sklicka se montuji
pomoci montovaciho média, folie se montuje pomoci chemické reakce do zavorky
(naleptani).

Vyslednym produktem tohoto kroku procesu jsou obarvena a za montovana skla
(preparaty), ktera jsou nasledné predana k odecteni Iékafri.

Cytologie
Cytologie je dalsi metodou pouzivanou pro bioptické vysetreni. Pfi tomto zpUsobu

ziskani biologického materialu je material aspirovan tenkou jehlou nebo ,setfen”
kartackem. Typicky jsou timto zplsobem vysetfovany povrchové ulozené organy jako
napf. stitna zlaza nebo slinné zlazy, duté organy dostupné endoskopickému vysetreni



(napf. stér z bronchu nebo Zlucovych cest), Siroce vyuzivan je stér bunék z délozniho
Cipku provadény v ramci gynekologického vysetfeni. Mozné je vyuzit i kombinaci metod,
kdy je endoskop zaveden do dutého organu (napf. bronchi nebo traviciho traktu) a pres
jeho sténu je tenkou jehlou aspirovan material z okolni tkané (napr. mizni uzliny
mediastina nebo pankreas).

Dalsi material ktery je mozné vysSetrovat cytologickou metodou je tekuty material télnich
tekutin jako jsou typicky vypotky, napfr. vypotek pohrudnicni ¢i vypotek v peritonealni
dutiné (ascites) nebo lavaze (bronchoalveolarni lavaz nebo napf. lavaz malé panve jako
soucast nékterych gynekologickych operaci). Tekuté materialy jsou zpracovany metodou
cytospinu, pfi které jsou ve specializované centrifuze sedimentovany bunky vypotku.

K barveni cytologickych ne-gynekologickych preparatl se standardné vyuziva barveni
May-Griinewald-Giemsa, k barveni gynekologickych cytologii se vyuziva barveni dle
Papanicolaua.

Oproti klasickému histologickému vysetreni je cytologické vySetfeni méné invazivni a Ize
ho v podstaté bez omezeni opakovat. Vzhledem k tomu, ze jsou vsak ziskavany jednotlive
buniky, je vysledek limitovan nemoznosti posoudit vztahy bunék ve tkani, tedy typicky
pfipadnou invazivitu procesu (invazi pres bazalni membranu).



