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Souhrn:

Tato bakalaiskd prace je zaméfena na charakterizaci hlenovych substanci
v choriovych klcich placenty. Z archivniho materialu Siklova tistavu patologie v Plzni bylo
vybrano 9 parafinovych blo¢ki placent s onemocnénim choriovych klkt. Desaty parafinovy
blocek byl zhotoven z fyziologické placenty. Z blocki byly vytvotreny parafinové fezy, které
byly zpracovany c¢tyfmi histochemickymi metodami. Tii ztéchto metod potvrdily
ptritomnost kyselych mukopolysacharidii uvnitt choriovych klkii sledovaného souboru.
Metoda Hematoxylin—Eosin umoznila vzorky piehledné obarvit. Imunohistochemickymi
metodami byla sledovéana ptitomnost glykoproteint MUC-1, MUC-2, MUC—4 a MUC—6.
Vyskyt sekretovanych (gelotvornych) mucint MUC-2 a MUC—6 nebyl prokézan u zddného
ze zpracovanych vzorki. Membranové vazany mucin MUC-1 také nevykazoval pozitivitu.
U mucinu MUC-4, jako jediného z vySetfovanych mucinti byla prokazana velice slaba

exprese uvniti choriovych klki.
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Summary:

This bachelor thesis is focused on the characterization of mucus substances in the
chorionic villi of the placenta. 9 paraffin blocks of placenta with chorionic villi disease were
selected from the archival material of the Sikl‘s Institute of Pathology in Pilsen. The tenth
paraffin block was made of physiological placenta. Paraffin sections were made from the
blocks and processed by four histochemical methods. Three of these methods confirmed the
presence of acidic mucopolysaccharides within the chorionic villi of the study group. The
Hematoxylin—Eosin method made it possible to stain the samples clearly. The presence of
glycoproteins MUC-1, MUC-2, MUC—4 and MUC-6 were monitored by immunohistoche-
mical methods. The presence of secreted (gelling) mucins MUC-2 and MUC-6 were not
detected in any of the processed samples. Membrane-bound mucin MUC-1 also did not show
positivity. MUC—4 mucin, as the only mucin investigated, showed very weak expression

within the chorionic villi.
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Toto téma bakalaiské prace jsem si vybrala, protoze mé obor histologie zajima.
Chtéla jsem se dozvédéet vice informaci o placenté a o hlenovych substancich obsazenych
Vv choriovych klcich hydropicky zménénych placent, které byly naposledy zkoumany pied
28 lety. Proto cilem bylo vyuzit histochemické metody k potvrzeni pfitomnosti kyselych
mukopolysacharidii uvnitt choriovych klkii a imunohistochemické metody k zpiesnéni

histologického popisu klkl v rdmci obecné patologie.
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UVOD
Téma této bakalaiské prace je zaméfeno na charakterizaci mukosubstanci

obsazenych v choriovych klcich placent, u kterych byl histologicky potvrzen edém.

Mukosubstance tvoti zakladni hmotu, ktera se zdsadnim zptisobem podili na stupni
hydratace mezibunééné hmoty. Kyselé mukopolysacharidy (glykosaminoglykany) maji
schopnost vazat velké mnozstvi vody, diky kterému zaujimaji znacny prostor. Patologické
hromadéni mukopolysacharidii ve tkdnich zplsobuje zvétSeni organti nebo jejich casti.
Muciny jsou produkovany riznymi sekre¢nimi epitelidlnimi buiikami a jsou hlavni slozkou
jakékoli mukozni sekrece. Tvofi ochrannou fyzikalni bariéru a pomahaji zvlhcovat povrch

tkani. Jejich nadmérna exprese hraje vyznamnou roli pfi patologickych stavech.

Tato bakalarska prace se sklada z teoretické a praktické Casti. Teoretickd Cést se
zabyva vSeobecnymi informacemi o placenté. Podrobné popisuje jeji vyvoj, stavbu, krevni
ob¢h a funkci. Nasledujici kapitola se zamétuje na onemocnéni choriovych klku, u kterych
je charakteristické, Ze se placentarni klky stavaji hydropickymi. Dalsi kapitola se vénuje
pupecniku, ktery je rutinné zpracovavan spole¢né s fyziologickou placentou. Posledni
kapitola teoretické Casti rozdéluje mukosubstance do dvou podkapitol, které charakterizuji
jejich biochemicke sloZeni a biologickou funkei. V praktické ¢asti je popsan pracovni postup
histochemickych a imunohistochemickych metod. Vysledky jsou zpracovany v podobé

tabulek a fotografii.

Cilem bakalaiské prace je biochemickd a biologicka charakteristika mukosubstanci
v choriovych klcich placenty z deseti parafinovych blokti archivniho materidlu Siklova
ustavu patologie. DalSim cilem bakalafské prace je vyuziti histochemickych
a imunohistochemickych metod ke sledovéani pfitomnosti mukosubstanci v choriovych

klcich placenty a nasledném zpiesnéni histologického popisu klkil v rdmci obecné patologie.
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TEORETICKA CAST

1 PLACENTA

1.1 Vyvoj placenty

Na zacatku implantace je endometrium V sekre¢ni fazi a jeho tloustka je asi 6 mm.
Sliznice je dobie prokrvena a tkanovou tekutinou prosakla. Zlazky sliznice hojné produkuji
hlenovity sekret. Do piedni nebo zadni délozni stény v horni tietin€ téla délohy se implantuje
blastocysta. Po uhnizdéni blastocysty do endometria matky zafind vyvoj placenty.
Na povrchu blastocysty se nachazi vnéjsi bunétna vrstva, ktera se nazyva trofoblast.
Trofoblast je zdrojem extraembryonalnich struktur. Blastocysta se sklada také z vnitini
bunééné vrstvy, jenz je pifipojena k embryonalnimu (implantacnimu) polu a vyviji se

ve vlastni embryo. (1)

1.1.1 Zmény v trofoblastu
Trofoblast se diferencuje na tfi morfologicky i1 funkéné odlisné €ésti. Vnitini vrstva

se nazyva cytotrofoblast a vnéjsi vrstva syncytiotrofoblast. Vrstva, kterd pfedstavuje prechod

mezi cytotrofoblastem a syncytiotrofoblastem se nazyva intermedialni trofoblast. (1)

Cytotrofoblast tvoti Langhansovy buriky, coz jsou kubické burnky s kulatym jadrem
a chromofobni cytoplazmou. Buiiky cytotrofoblastu se vyznacuji vysokou proliferacni

aktivitou. (1; 2)

Intermedidlni trofoblast je tvofen bunkami variabilniho tvaru s vétSim tmavym
jadrem, vakualizovanou cytoplazmou a typickym jadérkem. Tyto buiiky jsou vétsi nez

cytotrofoblastové. Také mohou mit vice jader, ale pfevazné maji jedno jadro. (1; 2)

Syncytiotrofoblast vznika z bunék cytotrofoblastu. Vlivem dostateéného vybaveni
bunéénych organel dochézi ke splynuti bunék, rozrusi se bunééné membrany a vznika
mnohojadernad cytoplazma (syncytium). Syncytiotrofoblast rozrusuje zlazy, cévy a tkané
sliznice pomoci proteolytickych enzymi. VyZzivné latky, které vznikly z naruSené sliznice

vyzivuji buiiky embrya. (1)
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1.1.2 Vyvoj choriovych klkii
Trofoblast nejdiive vytvoii sit’ bunék. Vzniklé bunky se pozdéji fadi do sloupki

cytotrofoblastu, ktery je kryty syncytiotrofoblastem a vytvoti zaklady budoucich choriovych
klk® — tzv. primarnich choriovych klkia. (1; 3; 4)

Okolo 10.-12. dne vyvoje se zacinaji zjevovat v syncytiotrofoblastu vakuoly. Tyto
vzniklé vakuoly splyvaji do dutinek neboli lakun, které se propojuji a vytvaieji prostorovou
sit’. Vznikla prostorova sit’ je zakladem intervildznich prostor. Matei'ska krev je doddvana
do placenty spiralnimi tepnami v déloze. Z porusenych kapilar sliznice zacina proudit
matefska krev do intervildéznich prostor a vznika uteroplacentarni ob¢h. 14. den po oplodnéni
zatne do cytotrofoblastu primarnich choriovych klkd vrustat mezoderm, a tak vzniknou

sekundarni choriové klky. (1; 3)

Ve tietim tydnu vyvoje se zadinaji v choriovych klcich vyvijet extraembryonalni
cévy. Mezodermalni bunky v jadru klku se zacinaji diferencovat do krevnich bun¢k a malych
krevnich cév, které vytvori kapilarni systém. Choriové klky obsahujici kapilary se nazyvaji
terciarni klky. Pfitomnost téchto kapilar vytvaii predpoklady pro vyménu latek mezi
matefskou a fetalni krvi. Krev matky v interviloznich prostorech omyva povrch choriovych
klki. Krev plodu v kapilarach tercialnich klka se okyslicuje pies cévy v tzv. zarode¢ném

stvolu. (1; 4)

Obrazek 1: Vyvoj kiku

Syncytiotrofoblast Mezoderm Kapilarni systém

A Primarni klk B Sekundarni klk C Tercialni klk

Zdroj: (3)

A. Pricny tez primarniho Klku ukazujici jadro cytotrofoblastickych bun¢k pokryty
vrstvou syncytia. (3)

B. Priény fez sekundarniho klku. Mezoderm je pokryt jedinou vrstvou
cytotrofoblastickych bunék, ktera je pokryta syncytiem. (3)

C. Pri¢ny fez tercialniho klku, ktery obsahuje kapilarni systém. (3)
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Na zacatku druhého mésice je trofoblast charakterizovan velkym poctem
sekundarnich a terciarnich klkd, které mu davaji vzhled. Kmenové (kotvici, aponové) klky
vznikaji z pFirtistani bunéénych sloupci cytotrofoblastu k decidua basalis. Bunééné sloupce
cytotrofoblastu se nachazi na volnych okrajich terminalnich choriovych klkt. Uponové klky

se rozprostiraji od mezodermu choriové desky k cytotrofoblastovému obalu. (1; 3; 4)

Povrch klka tvofi syncytium, spoc¢ivajici na vrstvé cytotrofoblastovych bunck, které
pokryvaji vaskularni mezoderm. Jak téhotenstvi postupuje, klky smérem k decidua basalis
stale rostou a rozSifuji se, coz vede k chorionu frondosum (husty chorion). Klky
na embryondlni stran¢ degeneruji a do tfetiho mésice je tato strana chorionu, nyni znama
jako choriové leve, hladkd s velkym mnozstvim lipidi a glykogenu. Chorion frondosum

spolu s decidua basalis tvoii placentu. (3; 4)
Obrazek 2: Struktura klku v ruznych fazich vyvoje.

Decidua

Cytotrofoblastovy obal /

Intervilozni
prostor

Krevni cévy %

A (" Cytotrofoblast
A Extraembryonalni Syneytium  Choriovd B ~
mezoderm Fa e -

cévy

Zdroj: (3)

A. Béhem ¢tvrtého tydne. Extraembryonalni mezoderm pronika kmenovymi klky
ve sméru decidualni desky. (3)

B. Béhem c¢tvrtého mésice. V mnoha malych klcich je sténa kapildr v pfimém
kontaktu se syncytiem. (3)

1.1.3 Dozravani a diferenciace choriovych klki
Po celém obvodé choriové blany vyristaji tercialni choriové klky. Tercialni choriové

klky, také nazyvané mezenchymové klky jsou charakteristické tim, Ze maji vaskularizované
mezenchymové stroma, jednu vrstvu cytotrofoblastu a na povrchu vrstvu syncyciotrofob-
lastu. (1)
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DalSim typem klkt jsou nezralé klky obsahujici cévy, které jsou umistény blizko
jejich stfedu. Piiblizné od 7. do 8. tydne t€hotenstvi jsou nezralé intermedidlni klky umistény
mezi kmenové a mezenchymalni klky. Tyto ¢asn¢ nezralé¢ intermedialni klky se pozdéji
vyvinou v kmenové klky s vice extracelularni matrici, kolagennim stromatem, diferenciaci

myofibroblastii a bun¢k hladkého svalstva kolem centralnich cév. (5; 6)

Kmenovy Klk (villus ancorans) prochazi celou hloubkou placenty a diky trofoblastu
se pripojuje k decidudlni ploténce matetské Casti placenty. Do meziklkovych prostor

vyrustaji z kmenovych klku volné vybézky, ze kterych vznikaji volné klky. (1; 5)

Volny klk (villus liber) je obvykle roz¢lenény na vétvicky. Povrch klku zahrnuje
vrstvicku syncytiotrofoblastu, pod nim se vyjimeéné nachazi Langhansovy bunky
cytotrofoblastu, které slouzi k obnové. Jadro klku je tvofeno fidkym kolagennim
az rosolovitym vazivem a také obsahuje mnohonasobna kolagenni vldkna, fibroblasty,

myofibroblasty a specializované makrofagy (Hofbauerovy buriky). (5)

Déle se kmenové klky vétvi ve zralé intermedialni klky, které jsou sidlem
endokrinnich a metabolickych funkci placenty. Vlase¢nice ve zralém klku jsou pod vrstvou
syncytiotrofoblastu. Terminalni klky jsou mistem nejefektivnéj$i vymény krevnich plynt

mezi krevnim ob&hem matky a plodu. (1; 5)

1.2 Stavba placenty
Placenta ma diskoidni tvar o priméru 15 az 25 cm, jeji tloustka je pfiblizné 3 cm
a vaha asi 500 az 600 g. Pfi narozeni je odtrzena z dé€loZni stény a pfiblizné¢ 30 minut

po narozeni ditéte je vyloucena z délozni dutiny. (3)

Tento orgén zajistuje vymeénu zivin a plynit mezi matetskym a fetdlnim prostorem.
V devatém tydnu vyvoje plodu se jeho naroky na nutricni a dalsi faktory postupné zvysSuji,
coz zpusobuje velké zmény v placenté. Zvétsuje se povrch mezi mateiskymi a fetalnimi
komponentami. S rostouci produkci plodové vody se méni i dispozice plodovych membran.
Pomér mezi hmotnosti plodu k hmotnosti placenty klesa postupem tehotenstvi. Placenta
muze regulovat rast plodu a vyvoj mozku plodu. Placenta se vyviji v Symbidze mezi tkdnémi
plodu a tkdnémi matky. Proto se d€li na dvé Casti. Fetalni ¢ast (pars fetalis placentae),
ktera vznika z trofoblastu a extraembryonalniho mezodermu (chorionicka deska) a matetska

Cast (pars materna placentae) je tvoiena z decidua basalis (3; 7; 8)
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Plodovou plochu placenty tvoii choriova ploténka (lamina chorionica), choriové
klIky a jednovrstevny kubicky amniovy epitel. Choriova plotna je tvofena vazivem,
ve kterém se rozvétvuji pupe¢nikové cévy do periferie placenty. Povrch je kryt lesklou
modroSedou blanou — amniem, na kterou se upina pupecnik. Povrch amniové dutiny

na prevracené strané k plodu je kryt amniovym epitelem. (1; 4; 7)

Matefska Cast placenty je tvofena bazalni destickou (decidua basalis), ktera je
slozena z velkych decidudlnich bun¢k nepravidelného ovéalného tvaru. Vznikd z ni
decidualni plotna (lamina decidualis), ktera slouZi jako podklad. Decidualni buiiky obsahuji
mnoho enzymt, jako jsou nespecificka esteraza a kysela fosfataza. Z decidualni ploténky
smérem k plodové Casti vyrustaji trofoblastem pokryta decidualni septa, které neproristaji

az k choriové ploténce, ¢imz oddéluji placentu na okrsky zvané kotyledony. (4; 2; 5)

Kotyledon je funk¢ni a obeéhovou jednotkou placenty. Kazda placenta mé okolo 120
az 240 kotyledonii. Jeden kotyledon se skladda z10-20 lobult, které ptredstavuji

makroskopicky viditelnou, morfologickou jednotku placenty. (2; 4)

1.3 Obéh krve v placenté
Placenta je jedine¢ny cévni organ, ktery piijima krevni zasoby z matefského, ale také
z fetalniho systému, a proto ma dva oddélené krevni obehové systémy: matetsko-placentarni

(uteroplacentarni) krevni obéh a fetalné-placentarni (fetoplacentarni) krevni obéh. (9)

Fetalné-placentarni obéh umoZiuje parovym pupeCnim tepndm pienaSet
odkysli¢enou a zivinami vycerpanou fetalni krev z téla plodu do placenty. Pupec¢ni tepny se
déli do placentarnich arterii, které se v choriové ploténce vétvi az do vlasecnicové sité, ktera
zabihd az do tercidlnich choriovych klka. V kapilarach se krev okyslici a prechazi
do vendznich cév, postupné se spojujicich v jednu pupecnikovou zilu. Po vyméné kysliku
a zivin odvadi pupecni zila Cerstvou okysli€enou a na Ziviny bohatou krev cirkulujici zpét

do fetalniho systémového ob¢hu. (2; 4; 5; 9)

Uteroplacentarni obéh za¢inad krvi matky, kterd tryskd otvory v bazéalni ploténce
z decidudlnich spiralnich tepen do prostoru mezi klky, které omyva. Matetsko-placentarni
krevni tok je pohdnén matefskym arteridlnim tlakem, protoZe uteroplacentdrni cévy se
dokazi ptizplisobit masivnimu zvySeni déloZzniho pritoku krve v prib&hu téhotenstvi.
Béhem téhotenstvi se objem krve matky postupné zvySuje a dosahuje maxima piiblizné

ve 32. az 34. tydnu a poté zlstava relativné konstantni az do porodu. (2; 9)
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V terminu porodu je pritok krve matky do placenty pfiblizn¢ 600—700 ml/min.
Odhaduje se, Ze povrch syncytiotrofoblastil je pfiblizné 12 m? a délka fetalnich kapilér plné
vyvinuté¢ placenty je pfiblizné 320 kilometri v terminu porodu. V placenté¢ nedochazi

k prolinani krve matky a plodu. (9)

1.4 Funkce placenty

Hlavni funkci placenty je vyména metabolickych a plynnych produkti mezi
matefskym a fetdlnim krevnim obéhem a produkce hormonti. V dobé¢, kdy plod nema plné
rozvinuty imunitni systém tvoii placenta bariéru proti infekénim agens pomoci matetskych

imunoglobulint, které zprostfedkovava pro plod. (3; 4)

Placenta zajistuje pomoc pii odstraiovani odpadnich produktti z plodu k matce.
Krom¢ toho hraje diileZitou roli pii syntéze hormond, peptida a steroidii, které jsou zivotné
dalezité pro uspesné téhotenstvi. Placenta poskytuje spojeni mezi ob¢hy dvou odlisnych

jedinc, ale také funguje jako bariéra chranici plod pied xenobiotiky v mateiské krvi. (10)

1.4.1 Placentarni transport
Vyména plyni

Vymeéna krevnich plynt, jako je kyslik, oxid uhli¢ity, oxid uhelnaty se provadi
jednoduchou difuzi na zékladé koncentraéniho spadu. Pfenos snadno rozpustného oxidu
uhli¢itého je snadn&jsi ve srovnani s kyslikem. Gradient parcidlniho napéti mezi plodem
a matkou usnadiiuje transport kysliku ptes placentdrni membranu. Rozdil ve vlastnostech
dospélého a fetalniho hemoglobinu trvale udrzuje gradient. Plod extrahuje 20 az 30 ml
kysliku za minutu z matetského ob¢hu, a dokonce i kratkodobé preruSeni dodavky kysliku
je pro plod smrtelné. (3; 4; 11)
Vyména Zivin a elektrolyti

Vymeéna zivin a elektrolytl, jako jsou aminokyseliny, volné mastné kyseliny,
sacharidy, glukéza a vitaminy probiha rychle a zvysuje se s postupujicim t€hotenstvim. (3;
4)

Ptes placentarni membranu se transportuji ve vodé rozpustné vitaminy a esencialni
aminokyseliny aktivné, a to pomoci specifickych enzymt vyzadujicich energii. Pfenos
makromolekularnich latek (lipoproteiny, fosfolipidy, globuliny) probiha pomoci pinocytozy.
Vlivem osmotického a hydrostatického tlaku pfestupuje voda pies placentu volné pomoci

difuze. Draslik a vapnik jsou transportovany aktivné. Sodik je pravdépodobné regulovan
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enzymaticky, coz objasiiuje, pro¢ je v plazm¢ matky niz§i koncentrace sodiku nez
ve venozni plazmé plodu. Krev matky také obsahuje nizsi koncentrace aminovych kyselin
nez v krvi plodu, coz vypovida o aktivnim transportu proti gradientu. V malém mnozstvi
prestupuji placentou volné mastné kyseliny. Plod si vytvaii vlastni fetdlni tuky a sérové
proteiny, a proto neni potieba, aby proteiny piechazely od matky. Vyjimkou jsou
imunoglobuliny. (4)

Pienos 1éki

Distribuce z matetského obéhu do placenty je prvnim krokem pienosu 1é¢iva pies
placentu a je primarni funkci krevniho toku dé€lohy a propustnosti placentarni membrany.
Ptenos placenty pro konkrétni 1é¢ivo 1ze obecné oznacit bud’ jako omezend propustnost
(hydrofilni 1é¢iva), omezena prutokova rychlost (lipofilni 1é¢iva), nebo oboji. LéCiva maji
vétsinou malou molekulu a jsou relativné rozpustna v tucich. Rychlost ptestupu 1éka zavisi
na molekulové hmotnosti, rozpustnosti ionizovanych molekul v tuku a tloust’ce trofoblastu.

(4; 10)

Léky s molekulovou hmotnosti> 500 Da maji Casto netplny pfenos pies placentu.
Léky s molekulovou hmotnosti> 1 000 Da ptechazeji velmi $patné. Naptiklad razné
hepariny (rozmezi molekulové hmotnosti 3000 —15 000 Da) se diky své relativné vysoké
molekulové hmotnosti nepfenaseji pres placentu. VéEtSina 1é¢iv ma molekulovou hmotnost

<500 Da, a proto velikost jen ziidka omezuje rychlost pfenosu 1é¢iv placentou. (10)

Rozpustnost v tucich je také dulezitym faktorem urCujicim pfenos léciva
pres biologickou membranu. Léciva, kterd jsou rozpustna v tucich, snadno projdou

placentou, zatimco hydrofilngjsim 1é¢iviim je obecné branéno. (10)

Primérna vymeénna plocha (plocha klka) se pohybuje ve 28 tydnu téhotenstvi od 3,4
m? do 12,6 m? v dobé& terminu porodu, proto s postupujicim t&hotenstvim prestupuji 1éky
placentu rychleji. (4; 10)
1.4.2 Placentarni bariéra

Placenta je jedinym organem spojujicim dva rizné jedince, matku a plod. Lidska
placenta je povazovana za hemochorialni tj., matetska krev v interveniloznich prostorech je

oddélena od krve plodu choriovymi klky. (9)

Funkce hematoplacentarni bariéry spociva v regulaci pienosu materidlu mezi

matefskym a fetdlnim obéhem. Placentdrni membrana neni skute¢nou bariérou, protoze pies
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ni volné prochazi mnoho latek. Placentou prochazeji jen nékteré latky, jinym latkdm neni
prichod umoznén i pfi stejné velikosti molekuly, tzn. ze je placentarni bariéra selektivné

propustna. (9; 12; 13)

Placentarni membrana se zpocatku sklada ze Ctyt vrstev, které jsou endotelidlni
vystelka cév plodu, pojivova tkan v jadie klkid, cytotrofoblasticka vrstva a vrstva
syncytiotrofoblastu. Od c¢tvrtého meésice se placentarni membrana ztenCuje, protoze
endotelidlni vystelka cév je v tésném kontaktu s membranou trofoblastu, coz znacné zvySuje

rychlost vymény dychacich plynu a Zivin. (3)

Primérna tloustka bariéry se pohybuje od prvniho trimestru okolo 20 az 30 pum
a do tietiho trimestru 0d 2 do 4 um. V terminu porodu se primérna plocha pohybuje piiblizné

okolo 11 m? a rychlost priitoku krve placentou je piiblizné 450 ml/min. (12)

1.4.3 Prenos materskych protilatek
Pro fyziologicky vyvoj tchotenstvi je velmi dilezity stav imunitni tolerance

v tehotenstvi. Plod a placenta musi byt povazovany za dostatecné cizi (heterologni)

i dostate¢né vlastni (autologni) bilkovinnou substanci. (7)

Placentarni syncytiotrofoblast mé nejvétsi podil na vytvoteni ptiznivého imunologic-
kého prostiedi, protoze syncytiotrofoblastova membrana je vystavena pozornosti krvi matky.
Mateiska krev obsahuje protilatky, buiiky imunitniho systému a biologicky aktivni latky,
které maji schopnost posSkozovat buiiky plodu, na kterych se nachazeji otcovské aloantigeny.
Molekuly, jenZ nemaji z imunologického hlediska schopnost poskodit buiiky plodu, mohou

obousmérné prostupovat membranou. (4)

Povrch placenty je kryt buitkami vilézniho trofoblastu, které rostou do déloznich
arterii, nahrazuji endotelové builky matky a obstaravaji latkovou vymeénu mezi fetalni
cirkulaci a matetskou krvi v intervil6znim prostoru. Tyto buniky také produkuji placentarni
hormony (choriovy gonadotropin) a dalsi latky (prostaglandiny), a proto se podileji

s bunkami imunitniho systému z mat¢iny délohy na vzajemné spolupraci. (4)

Matka nesmi byt senzibilovana antigeny ze strany plodu, a proto placenta pouziva
mnoho mechanismul vii¢i imunitnim reakcim matky proti antigenné odlisnému plodu. Jeden
z mechanismu je vylu¢ovani neurokininu B. Jedna se o stejny mechanismus, ktery vyuzivaji
paraziti, aby jejich imunitni systém nebyl detekovatelny v hostitelském organismu. Dalsi

mechanismus, ktery placenta pouziva je pfitomnost malych lymfatickych supresorovych
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bun¢k ve fetdlnim zarodku. Tyto burniky inhibuji matefské cytotoxické T-bunky. Aktivni
transport protilatek je dalsi imunologickou funkci placenty. Vyhradné protilatky typu IgG

ptrechazeji placentou, protoZe placentarni bariéra neni zcela nepropustna. (7)

Imunologicka kompetence se zafind rozvijet pozd¢ v prvnim trimestru, kdy plod
tvoii vSechny slozky komplementu. Imunoglobulin G se za¢ina transportovat z matky
na plod pfiblizn€ ve 14. tydnu. Plod timto zplisobem ziskava pasivni imunitu proti riznym

infekénim chorobam. Novorozenci zaéinaji produkovat vlastni IgG. (3)

144 Produkce hormont
Placenta funguje jako endokrinni Zlaza, ktera produkuje hormony. Placentarni

hormony jsou vylu¢ovany hlavné syncytiotrofoblastem, vysoce a piisné regulovanym
zpusobem. Hlavnimi placentarnimi hormony placenty jsou estrogeny, progesteron, choriovy
gonadotropin a placentarni laktogen. Tyto hormony jsou secerovany do krevniho ob&hu
matky. Dal$imi hormony jsou choriovy kortikotropin, choriovy thyreotropin a relaxin, coz
je hormon uvolilyjici panevni vazivo. Ve spolupraci placenty a fetdlnimi orgdny vznikaji
nékteré hormony, napft. estrogeny, a proto je na placentu a plod pohlizeno jako na funkéni
fetoplacentarni jednotku. (4; 7; 11)

Progesteron je nepostradatelny hormon pro udrzeni gravidity a tvofi se od zacatku
te¢hotenstvi ve zlutém télisku (corpus luteum). Koncem prvniho trimestru ptebira placenta
tvorbu progesteronu od zlutého téliska. Produkce progesteronu je zavisla na ptisunu
cholesterolu matky. Hladina progesteronu béhem téhotenstvi stoupa. Nejdulezitejsi llohou
progesteronu je udrzovat sliznici endometria matky v prubéhu gravidity adekvatné
zménénou. Také zabrafuje nastupu predcasného porodu sniZzenim kontraktility a drazdivosti

myometria. (4; 11; 14)

Kromé progesteronu produkuje placenta rostouci mnozstvi estrogennich hormonti,
pfevazné estriolu. Placentarni estrogeny jsou skupinou ¢tyt rtiznych steroidnich hormont:
estron (E1), 17B-estradiol (E2), estriol (E3) a estetrol (E4). Estrogeny stimuluji rist délohy
a vyvoj] mléénych zldz. Béhem prvnich tydnt téhotenstvi jsou estrogeny produkovany

Zlutym téliskem, od 3. mésice gravidity provadi syntézu téchto steroidi placenta. (7; 11; 14)

Krevni hladiny vSech estrogenil se béhem téhotenstvi zvySuji v matetské plazmé,
ale nejvétsiho vzestupu koncentrace doznava estriol. 90 % celkové produkce estriolu pochazi

z kary nadledvin plodu. Substratem pro jeho tvorbu je dehydroepiandrosteron (DHEA).
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Volny estriol uvoliiovany do krevniho obéhu matky se tvoii ptisobenim sulfatazy placenty.

Estriol je nejhojnéjsi estrogen v moci. Jeho hlavni funkci je podle vSeho zvyseni

uteroplacentarniho pratoku krve. (11; 14)

Estradiol je v téhotenstvi nejhojnéjSim estrogenem, ktery podporuje implantaci
embryi, stimuluje rist a diferenciaci endometria. Dalsi funkci estradiolu je také stimulace

proliferace mlééného epitelu. (11)

Estetrol je jedinecny steroid v lidském tehotenstvi, ktery je produkovéan vyhradné
fetalnimi jatry. Je detekovatelny jiz devaty tyden tehotenstvi. Biosyntéza estrogenl je
regulovdna riiznymi mechanismy, véetné dostupnosti substratu a exprese nebo aktivity

enzymu zapojenych do jejich syntézy. (11)

Trofoblast produkuje také lidsky choriovy gonadotropin (hCG). Lidsky chorio-
matka moc¢i a v ranych fazich téhotenstvi se jeho pfitomnost pouziva jako indikator
t€hotenstvi. Od 8. dne po oplodnéni je hCG detekovatelny v matetském séru a jeho hladina
vrcholi v 10. tydnu téhotenstvi, poté pomalu klesa az do konce t€hotenstvi. Detekovatelny

jei7az 14 dni po porodu. (3; 7; 11)

HCG patii do skupiny hormonti glykoproteinti a sklada se ze dvou fetézci
aminovych kyselin (a a B). Jeho chemicka struktura je podobnd luteinizaénimu hormonu
(LH) a folikulostimula¢nimu hormonu (FSH). HCG také podporuje in vitro diferenciaci

lidskych cytotrofoblastii do syncytiotrofoblastii aktivaci receptoru LH — HCG. (11)

Choriovy gonadotropin také zajist'uje, Ze Zluté télisko nezanikd, a naopak se zvétsSuje
a stupnuje se tvorba progesteronu a estrogenti. HCG indukuje relaxacni ucinek v lidské
myometrické tkani, coZ naznacuje ptimy pfinos tohoto hormonu pro udrzeni délozniho klidu
béhem tehotenstvi. HCG produkovany cytotrofoblasty je dilezity pro imunotoleranci,
protoze potlacuje matefsky imunologicky systém a pfitahuje T regulacni lymfocyty (Treg),

coz vede ke zvySenému poctu Treg na rozhrani plodu a matky. (4; 11; 14)

Dal$im hormonem produkovanym placentou je humdénni placentarni laktogen.
Lidsky placentarni laktogen (hPL), znamy jako lidsky chorionicky somatomammotropin, je
polypeptidovy hormon kédovany shlukem péti gent lokalizovanych na chromozomu 17.
Tento hormon je pfevazné tvofen syncytiotrofoblastem. Od druhého tydne téhotenstvi je
v placenté detekovan. Tteti az Sesty tyden se uvoliiuje hlavné do matefského ob&hu, ackoli
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je také pfitomen v ob&¢hu plodu. Az do konce téhotenstvi se jeho hladina vyrazné zvySuje

a mizi po porodu placenty. (11)

Hlavnimi funkcemi hPL je regulace matetského metabolismu lipidii a sacharidt, coz
je dulezité pro energetickou rovnovahu mezi matkou a plodem. Z tukovych rezerv matky
ziskava volné mastné kyseliny. Ty mohou byt pouzity jako zdroj energie produkci ketolatek,
které funguji jako palivo pro plod. Plod mize vyuzit jako zdroj energie i matetskou krevni
glukozu. Tim ¢ini matku ponékud diabetogenni. Podporuje také vyvoj prsou pro produkci

mléka, protoze ma laktogenni a rast podporujici vlastnosti. (7; 11)
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2 ONEMOCNENI CHORIOVYCH KLKU

2.1 Gestacni trofoblasticka nemoc

Gestacni trofoblastickd nemoc (GTD) definuje spektrum proliferativnich poruch
trofoblastického epitelu placenty a vzdy se vyskytuje v souvislosti s téhotenstvim.
Po fyziologické implantaci se trofoblast velmi rychle ponoii do délozni sliznice, ¢imz se
vytvori placenta. Tento rust je fizen télem a buiiky cytotrofoblastu a syncyciotrofoblastu
zacnou pronikat nejen do délozni sliznice, ale i do cév, diky kterym se mohou sifit i do plic
a dalsich organti. Tato trofoblastickd invaze je fyziologicky stav béhem kazdého téhotenstvi
a spontanné ustupuje béhem nékolika dnl po ukonceni téhotenstvi (porod, potrat). B€hem
kazdého téhotenstvi miizeme v krvi detekovat t€hotensky hormon hCG (lidsky choriovy
gonadotropin). Trofoblast regreduje béhem n¢kolika dnti po ukonceni t€hotenstvi (porodem
¢i potratem). Za hranici normy pro spontanni ustup hCG svéd¢icim pro regresi trofoblastu
se povazujeme 30 dni. Jestlize se trofoblast vymyka normalnimu rdstu a jeho kontrolnim
mechanismiim, mizeme zpozorovat pietrvavajici a postupné se zvysujici hladinu hCG,

Ktera nam ukazuje prvni patologické priznaky. (15; 16)

Gestacni trofoblastické onemocnéni prezentuje spektrum 1ézi do benignich
po maligni formy. Benigni forma GTD se déli na kompletni hydatidozni molu a parcialni
hydatid6zni molu. Zhoubna forma, tzv Gestacni trofoblasticka neoplazie zahrnuje invazivni
moly, gestacni choriokarcinom, placentarni trofoblastické tumory a epiteloidni trofoblas-

tické tumory. (17)

Vyskyt gestacni trofoblastické choroby se liSi podle geografického rozlozeni.
Nejvyssi hlaSend nemocnost byla 1/125 zivé narozenych déti na Tchaj-wanu. Naopak, nizka
incidence byla zaznamenana v Japonsku a jihovychodni Asii (2/1000 t&hotenstvi),

ve Spojenych statech (1/1500) a v Evropé (1/1000). (15)

2.1.1 Hydatidézni mola

Hydatidozni moly (HM) jsou typicky diagnostikovany béhem prvniho trimestru.
NejcastéjSim ptiznakem je abnormalni krvaceni. Mezi dalsi klasické pfiznaky a symptomy
patii zvétSeni dclohy, chybéjici srdecni o0zvy plodu, cystické zvétSeni vajecnikd,
t€hotenstvim vyvoland hypertenze v prvnim trimestru a abnormalné vysoka hladina hCG.
(18)
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Parcialni a kompletni hydatidozni moly jsou odlisna onemocnéni. V obou piipadech
se placentarni klky stavaji edemat6znimi a vytvareji malé hroznovité (hydatidozni) struktury
v dtsledku poruchy gametogeneze nebo oplozeni. Pies cytogenetické, patologické a klinické

rozdily je 1é¢ba pacienti s kompletnimi a parcialnimi moly podobna. (18)

U kompletni moly je rozsah hydropickych klkt a trofoblastické proliferace obecné
vy$$i, nez rozsah pozorovany u parcidlni moly nebo hydropickych potratii. Cytologické
atypie a Casté mitozy jsou Casto pozorovany v trofoblastu kompletnich mol. Hladiny hCG

v séru jsou obvykle vy$si u pacientl s kompletni molou nez u parcialni moly. (18)

Mola hydatidosa partialis (MHP — parcialni hydatidozni mola) ma obvykle
kompletni trizomii odvozenou ze dvou otcovskych a jedné matetské haploidni sady
chromozomtl. VétSina ma karyotyp 69 XXX nebo 69 XXY odvozeny z haploidniho vajicka
bud’ s reduplikaci otcovské haploidni sady z jediné spermie, nebo méné casto

z dispermického oplodnéni. Trizomie s karyotypem XYY je pozorovana ziidka. (16; 18)

Parcialni moly obvykle vykazuji dvé populace klkii (velké hydropické klky a malé
fibrotické klky) s nepravidelnymi vroubkovanymi obrysy, trofoblastickymi inkluzemi

ve stromatu a mén¢ trofoblastickou hyperplazii nez u kompletnich mol. (19)

Fetalni krevni cévy a jaderné Cervené krvinky jsou Casto pfitomny, ale vétSina
parcialnich mol je avaskularni. Mala ¢ast, asi 20 %, mize vykazovat abnormalni krevni cévy.
Tyto abnormalni cévy jsou povazovany za relativné specifické pro parcialni moly. Obvykle

jsou prazdné, coz naznacuje smrt plodu. (17; 18)

Pomocnou technikou v diagnostice parcialnich mol je imunocytochemické vysetieni
exprese antigenu p57. Dokdze ve vétSiné pripadi odlisit kompletni hydatidéozni molu
od parcialni hydatidozni moly. Tkan parcialni moly prezentuje obvykle silnou jadernou
expresi v cytotrofoblastu, intermediarnim trofoblastu a decidualni ploténce. Takto v§ak nelze

odlisit parcialni hydatidézni moly od hydropickych spontannich potratt. (17; 18)

Mola hydatidosa completa (MHC — tiplna hydatid6zni mola) vznika patologickym
spojenim vajicka a spermie, kde vS§echny chromozomy pochézi jen z otcovského genomu.
To znamena, Ze dojde k oplodnéni prazdného vajicka, které nemé Zaddné chromozomy dvéma
spermiemi (23X + 23X nebo 23X + 23Y). Karyotyp 46, XX je nejbéznéjsi. Vybava, jenz
obsahuje pouze otcovské chromozomy neumoziiuje vyvoj embrya a placenta se nevyviji.
(16; 18)
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Mikroskopicky jsou kompletni moly charakterizovany zvétSenymi hydropickymi
choriovymi klky s pozoruhodnou obvodovou trofoblastickou hyperplazii, tvorbou
prazdnych prostor, tzv. cisteren Vv nékterych Kklcich, trofoblastickymi inkluzemi
a cytologickymi atypiemi. Rovnéz byla popsana rand forma kompletnich mol vykazujici
méné rozvinuté, ale charakteristické rysy. Imunohistochemicky je negativni exprese

antigenu p57. (19)

2.1.2 Gestacni trofoblasticka neoplazie

Gestacni trofoblasticka neoplazie (GTN) se obvykle vyskytuje po molarnim
(postmolarnim) té€hotenstvi. GTN vSak muze nasledovat po jakémkoli typu piedchoziho
téhotenstvi, vcéetn¢ nonmolarniho potratu, mimodélozniho tehotenstvi a tehotenstvi

v terminu. (17; 18)

Invazivni mola popisuje stav, kdy kompletni nebo parcialni hydatidézni mola
napadne myometrium. Tento typ moly lze diagnostikovat pouze po hysterektomii.
Histologicky jsou postmolarni a nemoldrni choriokarcinomy charakterizovany invazi
do myometria. Na rozdil od invazivni hydati6zni moly neobsahuji choriové klky, abnormalni

syncytiotrofoblast a cytotrofoblast. (16; 17)

Gestacni trofoblastické nadory predstavuji Siroké spektrum novotvart, které maji
ptivod predev§im v déloze a vzacné i1 na jinych mistech v Zenském pohlavnim systému

a na vzdalenych mistech, které mohou byt napiiklad plice. (17; 18)

Choriokarcinom je nejcastéj$i maligni gestaéni trofoblasticky novotvar,
jenz zahrnuje intermediarni trofoblast, cytotrofoblast a syncytiotrofoblast bez choriovych
klkt. Cytologické zvlastnosti jsou béZné a vétSina piipadli ma vysoky mitoticky pocet.
Charakteristickym klinickym nélezem je vaginalni krvaceni a vyrazné zvySeni sérového

hCG. (18)

Trofoblasticky tumor v misté placenty je histologicky charakterizovan nepfitomnosti
klk, proliferaci intermediarnich trofoblastovych bunék, bez bunék syncytiotrofoblastii
a nizkym poctem mitotickych bunék. Tyto nadory vylucuji relativné niz§i hladiny hCG,
protoze syncytiotrofoblastové bunky chybi. Ac¢koli se buiiky barvi pozitivné na lidsky
placentarni laktogen, pfitomnost tohoto hormonu v séru neni spolehlivym nadorovym

markerem. (18)
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Epiteloidni trofoblastické tumory jsou velmi vzacné a nejCastéji histologicky
diagnostikované kyretdzi nebo cervikalni biopsii. Mikroskopicky tento nddor obsahuje

intermediarni trofoblastické buriky s ¢astou eozinofilni az jasnou cytoplazmou. (18)
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3 PUPECNIK

Pupecnik ptedstavuje spojujici provazec, ktery propojuje plod s matkou. Pupeéni
snira je mekka, klikata $nura s hladkym vnéj§im obalem modravé Sedé barvy. Tento obal
se nazyva amnion. Pupecni $nitira se rozklada od pupku plodu do stiedu placenty. Jeji délka

se pohybuje od 50 cm do 60 cm, o praméru asi 1 cm. (4; 20)

Pupecnik se sklada z Whartonova rosolu, ktery obsahuje mukopolysacharidy,
fibroblasty a makrofagy. Take je tvofen tfemi cévami: dvé parové pupecnikové tepny a jedna

neparova pupecni zila. (20)

Pupeénik se na placentu nej¢astéji upina centralné (insertio centralis, paracentralis),
ziidka muZze byt upnut i excentricky, v oblasti hrany placenty (insertio marginalis,
paramarginalis). (7)

3.1.1 Stavba pupeéniku
Prevazna ¢ast pupecni $idry se skladd z Whartonova rosolu. Pupec¢ni vaskulatura ma
vSak n€kolik vrstev hladkého svalstva riznych kompozic a tlousték. Stény pupecnich cév

se skladaji pfevazné ze tii vrstev: tunica externa, tunica media a tunica interna. (20)

Tunica externa

Tunica externa je také oznaCovand jako tunica adventitia. Je to vné&j$i vrstva
pupecnich cév, ktera se sklada z vlaknité a elastické pojivové tkané s riznym mnozstvim
kolagenu a elastickych vlaken. Pojivova tkan této vrstvy je pomérné hustéd v blizkosti tunica
media. Tunica externa pupecnich tepen ma hust$i pojivovou tkan ve srovnani s pupecni

Zilou. (20)

Tunica media

Tato Cast je mezivrstva ve stén¢ pupecnich cév. Predstavuje svalovou vétSinu cév
a sklada se hlavné z hladkého svalstva. Zodpovida za zménu priméru a poskytuje
konstrukéni podporu pro pupecni cévy. Prispiva tak predev§im k regulaci pritoku krve
a krevniho tlaku. Obvykle ptfedstavuje nejsiln€jsi vrstvu uvnitt cévni stény. Je mnohem
siln€j8i v pupecnich tepnach ve srovnani s pupecni Zilou. Kromé toho tunica média
pupecnich tepen obsahuje vnitini a vn¢j$i elastické membrany, kterych je ve sténé¢ pupecni

zily malo nebo uplné chybi. (20)
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Tunica interna

Také nazyvana jako tunica intima, je nejvnitin€jsi vrstva pupecni vaskulatury. Sklada
se z jednoduchého dlazdicového epitelu, ktery se nachazi na membrané z pojivové tkané
bohaté na elasticka vlakna. Tyto vrstvy dohromady tvoii endotel pupecnich cév. Tunica
interna pupecni zily obsahuje ventily, které udavaji smér pritoku krve v jednom sméru
a zabranuji jeho proudéni v opa¢ném sméru. Tyto ventily chybi ve stén¢ pupecnich tepen.
(20)
3.1.2 Funkce pupe¢ni Sniiry

Umbilikélni (pupecnikovd) véna slouzi k ptenosu okyslic¢ené a zivinami obohacené
krve, z placenty do téla plodu. Pupecni zila se obvykle nachazi v poloze 12 hodin. Kdyz je
otocena k pupku plodu je rozpoznatelna podle tenci stény a vétSiho lumenu ve srovnani
s tepnami. Krev protékajici umbilikdlni Zzilou vstupuje do plodu pupecnim prstencem

a prochazi ductus venosus pied vstupem do dolni duté zily. (1; 7; 21)

Ob¢ pupecnikové tepny prendseji odkyslicenou fetdlni krev, obsahujici odpadni
produkty z vnitinich iliakalnich tepen zpét do placenty. K vyméné téchto latek dochazi
v interveniloznich prostorech placenty mezi zdsobami krve matky a plodu. Mezi pupecnimi
tepnami mohou vznikat pfi¢né mezitepenné spojky, které se nazyvaji Hyrtlova anastoméza.
Primérni funkci Hartlovy anastomoézy je vyrovnat pritok krve a tlak mezi pupecnimi

a placentarnimi tepnami. (20; 21)

Whartonliv rosol, obklopujici pupecni cévy poskytuje odolnost vici stladeni
a krouceni, coz umoziuje pokracujici pritok krve pohybem plodu. (21)

3.1.3 Inervace pupe¢niku

) 4

Pupecni $nira postradd vnitini a vnéjsi inervace ve vSech fazich embryonalniho
vyvoje. Za regulaci napéti hladkého svalstva v pupecni vaskulaturé jsou zodpovédné
vazoaktivni latky, které jsou vyluCované lokaln¢ uvniti pupecni stény nebo pienasené
cirkulaci plodu. Naptiklad oxid dusny a prostacyklin hraji zasadni roli pfi udrzovani nizké

vaskularni rezistence v pupecni a placentarni cirkulaci. (20)
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4 MUKOSUBSTANCE

Glykosaminoglykany, proteoglykany a glykoproteiny tvofi zakladni hmotu, ktera se
zasadnim zptisobem ucastni na stupni hydratace mezibunééné hmoty. Hydratace ma vliv na
mechanickou pevnost tkani. Tato matrix zapliiuje prostor mezi buiikami pojiva a vazivem.
Jejich struktura se se oznacCuje jako amorfni (beztvard) substance, protoze v optickém

mikroskopu se se dale nerozlisuje. (5)

4.1 Glykosaminoglykany (mukopolysacharidy)

Glykosaminoglykany (GAG) jsou sestaveny zfetézci slozenych sacharida
obsahujici aminosacharidy a kyselinu uranovou. VSechny GAG s vyjimkou kyseliny
hyaluronové obsahuji sulfatové skupiny, které jsou vazané bud’ jako N-sulfat (heparin,
heparansulfat) nebo jako O-estery. Vétsina polysacharidu této skupiny je esterifikovana
kyselinou sirovou, ktera posili jejich kyselou povahu. Maji schopnost vazat velké mnoZzstvi
vody, diky které zaujimaji znac¢ny prostor, a tim plsobi jako vyplné a maziva pro jiné
struktury. | v nizkych koncentraci mohou vytvaret gel. Pfitomnost dlouhych fetézci GAG
a schopnost vytvofit gel umoznuje proteoglykantim ptisobit jako sito, které omezuje prichod
velkych makromolekul pies extracelularni matrix. Zastupci GAG jsou kyselina hyaluronova,

chondroitinsulfat, keratansulfat I a II, heparin, heparansulfat a dermatansulfat. (22)

N 24

form¢& zvana hyaluronat. Kyselina hyaluronova vznik4 piisobenim enzymu hyaluronat-
syntazy v mezibunéném prostoru. Tento enzym se nachdzi v buné¢né membrané¢ mnoha
bunck. Mimotadné hydrofilni latka vaZe zna¢né mnoZstvi vody, a tim umoziuje difuzi latek

vazivem, piesun bunék, objem a vazkost vaziva. (5; 23)

V embryonalnich tkanich se vyskytuje vysoky obsah kyseliny hyaluronové, kterd ma
zaroven diileZitou roli v morfogenezi a hojeni ran, protoZze umoziiuje migraci bunék. Dale
se vyskytuje téméf ve vSech typech pojiv, v rosolovitém vazivu (pupecnik), synovialni teku-

tin¢ (klouby), fidkém kolagennim vazivu a v chrupavkach. (5; 22)

Stlacitelnost v chrupavce je ovlivnéna vysokou koncentraci kyseliny hyaluronové
a chondroitinsulfatu, ktery se vyskytuje v endochondralni kosti v mist€ jeji kalcifikace.
Chondroitinsulfat je pfitomen i uvnitf nékterych neuront, kde zajistuje endoskeletarni
strukturu a napomaha udrzeni jejich tvaru. Také se nachazi ve vazivu srdecnich chlopni,

cévni sténé a kuzi. (5; 22)
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V rohovce mezi kolagennimi vlakny se nachazi keratansulfat a dermatansulfat.
Dermatansulfat se také nachazi v kazi, §lachach, vazivu cévni stény, srdec¢nich chlopni
a v bélimé, kde se podili na zachovani celkového tvaru oka. Keratansulfat se vyskytuje
v kostech a chrupavce. Heparansulfat se nachazi v granulich zirnych bun¢k, jatrech, plicich,
a v kazi. (5; 22)

Mukopolysacharidy jsou $tépeny exoglykosiddzami, endoglykosiddazami i sulfata-
zami. Syntéza za pomoci specifickych enzymut (glykosyltransferdz a sulfotransferdz)
a odbouravani pomoci lysosomalnich hydrolaz probiha zaroven. Genetickym nedostatkem
téchto enzymii vznikaji mukoplysacharidozy. U této skupiny onemocnéni dochéazi pouze
k ¢aste¢nému odbourani kyselych mukopolysacharidi, které se potom hromadi v organech

a jejich fragmenty jsou vylu¢ovany moéi. (22; 24)

GAG se mohou stiadat v mezenchymalnich tkanich, coz vede ke kostnim zménam.
Dale se mohou hromadit bud’ ve vnitini tkani nebo v nervové tkani. Hromadéni ve vnitini
tkani vede k organomegalii a hromadéni v nervové tkani, mize vést k progresivni mentalni

retardaci. (24)

4.1.1 Proteoglykany
Hlavni slozkou proteoglykanti jsou sulfonované glykosaminoglykany (GAG, kyselé

mukopolysacharidy) a stavaji se tak dulezitou stavebni soucasti pojivové tkané.
Proteoglykany jsou syntetizovany v granuldrnim endoplazmatickém retikulu, vyzravaji
Vv Golgiho apardtu a exocytdézou jsou vyluCovany ven zbunky. V Golgiho aparatu

se ptipojuji postranni fetézce GAG. (22; 23)

Nejlépe studovany zastupce proteoglykanli je agrekan. Na proteinovém jadie
agrekanu jsou navazané chondroitinsulfat a keratansulfat. Spojenim agrekanu a hyaluronanu
pomoci spojovaciho proteinu vznikne komplex, ktery vypliuje prostor mezi kolagennimi

vlakny a bunkami chrupavky. (23)

4.2 Glykoproteiny (mukoproteiny)

Glykoproteiny jsou proteiny obsahujici sacharidy v riznych mnozstvich. Oligosa-
charidové fetézce jsou kratké nebo dlouhé (az 15 monosacharidovych jednotek) vétve nebo
nevétvené fetézce sacharidii pfipojenych k proteiniim. Sacharidy se na proteiny pfipojuji
dvéma zpiisoby. Prvni zplisob nazyvajici se glykosylace je enzymovy a neenzymovy zptisob

pfipojeni sacharidli na proteiny Se nazyva glykace. (25)
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Glykoproteiny mohou byt podle charakteru vazby mezi polypeptidovymi
a oligosacharidovymi fetézci rozdéleny do nekolika tiid. Prvni t¥idu tvofi glykoproteiny
obsahujici N-glykosidovou vazbu mezi asparaginem a N-acetylglukosaminem. Druhou tiidu
tvofi glykoproteiny obsahujici O-glykosidovou vazbu mezi fetézcem serinu nebo threoninu
a monosacharidem, jako je N-acetylgalaktosamin. O-glykosidova vazba se vyskytuje
v mucinech. Existuji i dal$i mensi tiidy glykoproteint. (25)
4.2.1 Mucin6zni Zlazy

Mucindzni zlazy jsou exokrinni zlazy, které vydavaji sekret merokrinnim zptisobem,
coz je nejobvyklejsi zplsob vydeje proteinii nebo glykoproteint. Tento zplisob zahrnuje
typickou exocytézu, uvolnovani obsahu ze sekre¢nich granul nebo vackl ohrani¢enych
membranou. Vyska bunék se u merokrinni sekrece neméni. Molekuly a ionty jsou

transportovany pres membranu za spotieby energie. Na zdklad¢ osmozy je nésleduje voda.

(23)

Exokrinni Zlazy se vyvijeji z kryciho epitelu, se kterym ziistavaji spojeny tubul6znim
vyvodem, ktery dopravuje sekre¢ni produkt na misto uziti. Epitely exokrinnich zlaz jsou
uspotradany jako souvisly systém mnoha malych sekre¢nich oddilt a vyvodii odvadéjicich
sekret ze Zlazy. Sekrecni jednotky v exokrinnich Zlazach jsou podporovany vazivovou tkéni.
(23)

4.2.2 Mucin6zni bunky

Mucinézni buiiky maji cylindricky tvar a jejich jadro, které je pficné oplostélé se
nachazi v bazéalni ¢asti. Obsahuji drsné endoplazmatické retikulum a Golgiho komplex.
Sekre¢ni granula, jenZ se nachazi v apikélni cytoplazmé& mucindéznich bunék obsahuji silné
glykosylované proteiny zvané muciny. Poté, co se muciny uvolni z bunky, hydratuji
a vytvoii vrstvu hlenu. Sekre¢ni granula se barvi eosinem velmi slabég, protoZze hydrofilni
muciny jsou obvykle vyplavovany béhem rutinni ptipravy histologickych preparati.
Ve vyvijejicich se mucinogennich granulich vSak zlstava dostatek oligosacharidi,
coz umoznuje PAS metodou obarvit mucinozni buiiky. (23)

4.2.3 Muciny
Muciny jsou velké glykoproteiny s vysokym obsahem O-vazanych oligosacharida

a pritomnosti repetitivnich aminokyselinovych sekvenci (tandemové repetice). Tyto
tandemové repetice jsou bohaté na serin, threonin a prolin. Zakladem pro nataZenou

strukturu mucinti je vysoky obsah O-glykani. Muciny mimo jiné obsahuji mnoho
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N-glykanovych fetézcti. Proteinovy fragment mucinu (apomucin) tvoii 20 % a sacharidova

slozka mucini obvykle tvofi vice nez 50 % jejich suché hmoty. (25; 26)

Muciny jsou produkovany rtznymi sekreénimi epitelidlnimi bunkami (véetné
endotelidlnich bunék) a leukocyty. Hlavnimi producenty mucini jsou poharkové bunky

a slizni¢ni bunky v povrchovém epitelu a zlazach gastrointestinalniho traktu. (26)

V lidském organismu se nachazi neutrdlni a kyselé muciny. Neutradlni muciny jsou
obsazeny v Brunnerovych zlazach, epitelu prostaty a na povrchu epitelu zaludku. Kyselé
muciny se d€li na sialomuciny a sulfomuciny, které se nachdzi ve slizni¢nich zlazach
bronchul. Sialomuciny obsahujici sialovou kyselinu se nachazi v submukodznich zlazach
pradusek, slinnych zlazach a pohéarkovych bunkéach. Obsahuji velké mnozstvi zaporné
nabitych kyselych skupin. K barveni kyselych mucinti se pouzivaji kladn¢ nabita barviva,

které jsou alcianova modf a mucikarmin. Neutralni muciny se barvi PAS reakei. (27)

Existuji tfi podrodiny mucind. Membranové vazané/transmembranové muciny,
které jsou napiiklad MUC1, MUC4, MUC16, sekretované (gelotvorné), coz mohou byt
MUC2, MUC5AC, MUCS6 a ptikladem rozpustnych (negelotvornych) mucint jsou MUC?7,
MUC8, MUC9, MUC20. Stoji za zminku, ze MUC1, MUC4 a MUCI16 se vyvinuly
z odliSnych ptedku a také to, ze transmembranové muciny se skladaji z riznych podskupin

na zékladg jejich genetického pozadi. (26)

Muciny jsou hlavni slozkou jakékoli mukdzni sekrece a poskytuji hlenu jeho
biofyzikalni a chemické vlastnosti. Sekretované muciny se nachazeji v hlenu, ktery je
pritomny v sekretech respira¢niho, gastrointestinalniho a reprodukéniho traktu. Hlen
(mucus) Casto tvoii gel a ma vysokou viskozitu. Je tvofen z 5 % mucinti a 94 % vody. Smés

riznych molekul, elektroliti a zbytkd bunék je také soucéasti hlenu. (25)

Muciny tvofi ochrannou fyzikalni bariéru na epitelialnich povrSich a pomahaji je
zvlhcovat. Muciny také hraji roli i v patologickych stavech. Muciny miZou pfispivat

ke zvySené bunécné pohyblivosti a schopnosti invaze, coz je kli¢ové pro vznik nadoru. (26)

Muciny mohou maskovat urcité povrchové antigeny. Této funkce vyuzivaji nadorové
bunky, které tvofi nadmérné mnozstvi mucind a tim jsou chranény pfed imunitni kontrolou.
Muciny také obsahuji specifické, nddorové, sacharidové a peptidové epitopy (epitop je misto
na antigenu rozpoznavané protilatkou). Nékteré z téchto epitopit mohou stimulovat imunitni

odpovéd’ proti nadorovym buikam. (25)
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Mucin 1 je transmembranovy glykoprotein a je nejsnaze rozpoznatelnym ¢lenem
rodiny mucini. MUCI, nejlépe charakterizovany transmembranovy mucin, obsahuje rizny
pocet vysoce glykosylovanych tandemovych repetic, extracelularni doménu, transmembra-
novou doménu a cytoplazmaticky konec. Ma se také za to, ze MUCI se miize samovolné
Stépit na dva peptidové segmenty: del§i N-terminalni podjednotku, ktery je extracelularni
(MUC1-N) a kratsi C-terminalni podjednotku, kterd zahrnuje slozky transmembranovou

doménu a cytoplazmaticky konec. (28)

Za normalnich podminek MUCI1 pokryva povrch vSech epitelidlnich bun¢k a tvoii
ochrannou bariéru pies povrch sliznice a chrani buniky ve zdravich tkénich pied extrémnimi
podminkami prostiedi. V nadorovych buinikach ma intracelularni signaliza¢ni funkci a hraje
vyznamnou roli pti vzniku nadort. Podili se také na lubrikaci, hydrataci bunééného povrchu
a ochran€ pred degradacnimi enzymy. V epitelu Ustni sliznice MUCI1 spolu s MUC5B
a MUCT7 vykazuje antimikrobialni u¢inky. (28)

MUCI je béZné€ nadmérné exprimovan u riznych epitelialnich adenokarcinomd, jako
je karcinom plic, jater, tlustého stfeva, prsu, slinivky a vaje¢nikl. Jde o dobie znamy
a zivotn¢ dulezity onkogen, ktery reguluje rizné znaky karcinomi (bunécny rust, proliferaci,

metastazy, apoptozu, vyvojové procesy) tim, ze se ucastni raznych signalnich drah. (28)

MUCI1 muize hrat bud’ prozanétlivou, nebo protizanétlivou roli u riiznych karcinomut
vyvolanych infekei. Naptiklad u roztrouSené sklerdzy hraje MUCI protizanétlivou roli
a inhibuje odpovéd’ dendritickych bunék, ktera je nezbytnd pro vznik zanétu. AvSak ve své
prozanétlivé roli mize zménénd forma MUCI vytvofit specifické vzajemné pusobeni
s dendritickymi bunfikami a makrofagy, a tim podporuje tnik karcinomu z imunitniho
systétmu. Zménéna glykosylace MUCI1 také podporuje chronické zanétlivé stavy,

které vedou k maligni transformaci a vzniku karcinomu. (28)

MUCI1 muze vést ke vzniku 1ékové rezistence béhem lécby zhoubnych nadort,
protoze je béZn€ nadmérné exprimovan u riznych epitelidlnich karcinomi. Lékova
rezistence zprosttedkovanda MUCI1 nastava z velké casti prostfednictvim regulace
glykolytického metabolismu s urcitou regulaci dalSich specifickych drah. ZvySeni piijmu
glukézy miize zplsobit, ze naddorové tkané budou méné citlivé na zvySené koncentrace

1éciva. (28)
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MUCI se casto pouziva jako terapeuticky marker kvuli jeho nadmérné expresi
v riznych epitelidlnich buiikach. Jeho extraceluldrni doména podobna receptoru se miize
uvolnit do vnéjsiho prostfedi a ptsobit jako ndvnada pro sliznicni patogeny, které¢ snimaji
vnéjsi prostiedi. MUCI je také dobie zavedeny a uziteCny biomarker pro ¢asnou detekci
karcinomu zaludku. U karcinomu pankreatu mize byt MUC1 detekovan v riznych stadiich

a muze indikovat zahajeni a progresi s dobrou diagnostickou piesnosti. (28)

Mucin 2 je klicovy protein pro tvorbu hlenu, jenz chrani epitelialni povrchy. MUC2
je hlavni sekre¢ni glykoprotein hojné se vyskytujici ve stievnim a dychacim traktu. Jeho
exprese je spoleCnym rysem vSech mucindznich karcinomit odvozenych z riiznych orgéan,
vcetné prsu, tlustého stfeva a prostaty, kde muize plisobit jako potencialni prognosticky

indikator. (29)

V tenkém a tlustém stieveé se nachazi hlen, ktery je vylu¢ovany poharovymi bunikami
se skladd prevazné ze sit€¢ viskoézniho, propustného, gelotvorného mucinu MUC?2,
ktery poskytuje obranu v prvni linii proti endogennim a exogennim drazdivym latkam,
umoznuje mikrobidlnimu uchyceni a piepravu zivin. V gastrointestindlni sliznici jsou dvé
vrstvy hlenového gelu, vnitini pevné pfilnajici a vnéj$i volng&ji pfilnajici vrstva. Obé
se skladaji pfevazné z glykoproteinu MUC2. Vnitini vrstva hlenu je nepropustna vuci
bakteriim a udrZuje bakterie ve vzdalenosti od epitelidlni bunky. Dvouvrstva organizace
hlenu je pravdépodobné ndpomocnd pro vyvazeny a symbioticky vztah mezi hostitelem
a bakteriemi. Lidska dospéla stievni mikrobiota se nachazi ve vnéjsi volné piilnajici vrstveé
hlenu. (30; 31)

Mucin 4 je transmembranovy glykoprotein exprimovan epitelem tubularnich
organt, jako jsou plice, tlusté stfevo, dé€lozni cipek, rohovka, prostata, stfedni ucho
a Eustachova trubice. Funkéni iloha MUC4 v§ak byla nejlépe studovana u malignit organt,

které normaln¢ postradaji expresi MUC4. (32)

MUCH4 je prvni mucin, ktery se nachdzi v plicich, jiz v pilce sedmého tydne
téhotenstvi v embryonalnich dychacich cestaich. Exprese MUC4 je zachovdna az
do dospélosti. MUC4 inhibuje proliferaci bunék karcinomu plic tim, Ze reguluje proteiny
bunééného cyklu, jako jsou Cyclin A a Cyclin D1. MUC4 tak vyznamn¢ inhibuje

metastaticky potencial bunék karcinomu plic. (32)
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U epitelidlnich malignit je zménéna exprese mucinu vyznamné Spojena S vyvojem
nadoru. Ve tkanich postradajicich expresi MUC4 (vaje¢nik a prsa) je exprese MUC4
pozorovana po nastupu karcinomu a poskytuje Spatnou prognézu. Vysoka hladina exprese
MUC4 se také vyskytuje v nadorech slinivky bfisni a diferencovanych liniich nadorovych

buné¢k pankreatu. Jeho hladina v normalnim pankreatu je nezjistitelna. (32; 33)

Mucin 6 je gelotvorny glykoprotein, ktery je jako jediny mucin produkovan bunikami
duodenalnich Briinerovych zldz. Také se nachazi v pankreatu, endocervixu a zlu¢niku.
Primarni funkci MUC6 je ochrana zranitelnych epitelialnich povrchii pred Skodlivymi
ucinky neustalého vystaveni endogennich nebo proteolytickych latek, jako jsou proteazy
(zaludek, semenné vacky, délozni sliznice, endocervix a slinivka bii$ni), kyseliny (zaludek

a dvanactnik) a zlu¢ (Zlu¢nik a zlu¢ovody). (34; 35)

Funkce MUCS6 je spolu s MUCSAC hlavni slozkou ochranné vrstvy zalude¢niho
povrchu. Exprese MUC6 je nizs$i u stfevnich karcinomd zaludku nez u adenomi
nebo normalni sliznice, coz naznacuje, Ze snizena exprese MUC6 muze prispét k maligni
transformaci zalude¢nich epitelialnich buné¢k. MUC6 se nachazi v adenokarcinomech
délozniho Ccipku. Také je nadmérné exprimovan pii benignim onemocnéni prsu

a v karcinomu prsu. (35)
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PRAKTICKA CAST

5 CIL A UKOLY PRACE

5.1 Hlavni cil

Cilem bakalaiské prace je biochemické a biologicka charakteristika mukosubstanci
v choriovych klcich placenty z deseti parafinovych blokd archivniho materialu Siklova

ustavu patologie.

Cilem bakalaiské prace je vyuziti histochemickych a imunohistochemickych metod
ke sledovani pfitomnosti mukosubstanci v choriovych klcich placenty a nasledném

zptesnéni histologického popisu klkti v ramci obecné patologie.
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6 VYZKUMNE PROBLEMY/OTAZKY

6.1 Vyzkumné problémy
Ptitomnost hlenovych substanci v choriovych klcich placenty byla histochemicky

potvrzena pred 28 lety. Blize vSak programové studovana nebyla.

6.2 Vyzkumné otazky

Nachazi se v sledovaném souboru vzorkt glykoproteiny MUC-1, MUC-2, MUC—4
nebo MUC-6?

Obsahuji vybrané vzorky placent kyselé mukopolysacharidy?
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7 CHARAKTERISTIKA SLEDOVANEHO SOUBORU

Z archivniho materidlu Siklova tGstavu patologie ve FN Plzeii byly vybrany
parafinové bloky, které zahrnovaly 7 parafinovych blockii placent ¢asného hydropického
abortu a 2 bloc¢ky placent s prokazanou parcialni molou. Z fyziologické placenty, ktera byla

poskytnuta zafixovana ve formolu byl vytvoien také parafinovy blocek.

Vzorek ¢. 16706 — Fyziologickd placenta

Vzorek ¢. 9149 — Placenta casného hydropického abortu
Vzorek ¢. 9485 — Placenta casného hydropického abortu
Vzorek ¢. 9488/A — Placenta ¢asného hydropického abortu
Vzorek ¢. 9488/B — Placenta ¢asného hydropického abortu
Vzorek ¢. 9488/C — Placenta casného hydropického abortu
Vzorek ¢. 5585/R2 — Placenta casného hydropického abortu
Vzorek ¢. 5585/R7 — Placenta casného hydropického abortu
Vzorek ¢. 189/R2 — Placenta s prokdzanou parcidalni molou

Vzorek ¢. 189/R12 — Placenta s prokdzanou parcidlni molou
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8 METODIKA PRACE

S vyuzitim histochemickych a imunohistochemickych metod se da sledovat pfitom-

nost mukosubstanci v choriovych klcich placenty.

8.1 Prikrajovani materidlu
Z Siklova tstavu patologie byla poskytnuta celd fyziologick4 placenta zafixovana
ve formolu. Fixace zabranila autolyze (rozkladu tkan¢) a zachovala strukturu bun¢k a tkani

pro histologické zpracovani.

Proces prikrajovani umoznil z tkané pripravit vzorky, které méli spravnou velikost
a prezentovaly celkovou tkan. Tento proces probihal na pfikrajovacim stanovisti. Z celé
fyziologické placenty bylo odebrano 11 vzorkd, jenZ obsahovaly 1 fyziologicky pupecnik.
Vzorky byly néasledné vlozeny do bioptickych kazet, na kterych bylo uvedeno c¢islo vzorku.

Obrazek 3: Prikrajovaci pracovisté

Zdroj: viastni

8.2 Odvodnéni a prosyceni tkanového vzorku
Tkanové vzorky v histologické kazeté byly naskladany do kovového kose, ktery byl
zaveéSen do tkanového automatu (autotechnikonu) nad zasobniky tekutin. Autotechnikon

umoznil odvodnéni, projasnéni a prosyceni vzorkl parafinem.

V autotechnikonu nejprve dochazelo k dofixovani dvéma laznémi 4% pufrovaného
formolu. Nasledovalo odvodnéni tkané vzestupnou fadou Etyt 1azni ethanolt. Koncentrace

postupné stoupala (70%, 80%, 96%, 96%) proto, aby nedoslo ke smrsténi tkané, coz by
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v opa¢ném pripadé¢ nastalo. Jednou lazni acetonu byl z tkan¢ odstranén piebytecny ethanol

a voda. Tkan byla nasledné dvéma laznémi prosycena xylenem.

Zavérecnou fazi v autotechnikonu bylo prosyceni tkan¢ parafinem, ktery byl
rozehfaty pii teploté 56 °C az 58 °C. Parafin vyplnil v§echny mikroskopické $térbiny v tkani.
Vysledkem byly tkanové vzorky, které byly piipraveny k vlastnimu zaliti do parafinu.

8.3 Zaliti do parafinu

Pted zalitim do parafinu byly z autotechnikonu vyjmuty histologické kazetky, které
obsahovaly 11 vzorki tkané z fyziologické placenty. Dilezité bylo, aby se vySetfovana tkan
nepftilepila ke spodni ¢asti kazetky a nezatuhla, proto az do zaliti byla nahfivana na vyhiivané

desce.

Zalévani blo¢ka bylo provedeno na parafinové zalévaci lince, ktera vysokou teplotou
udrzovala parafin v tekutém stavu. Nejprve byla oteviena histologicka kazetka, z které bylo
mozno piemistit vzorek tkané. Do kovové zalévaci formicky byl nalit parafin,
ktery formi¢ku jen z ¢asti naplnil. Pomoci vyhtaté pinzety byl rychle pfenesen vzorek tkané
do parafinu na dno kovové formic¢ky. Na vyhiaté ¢asti parafinové linky byl vzorek dale
orientovan, coz bylo dulezité pro naslednou mikroskopickou analyzu. Na studené ¢asti

zalévaciho pfistroje tkan ptituhnula ke spodni ¢asti kovové formicky.

Na zalévaci formic¢ku byla nasazena spodni ¢ast kazetky, ktera obsahovala popisnou
¢ast, kde bylo uvedeno ¢islo vzorku. Tekuty parafin nasledné doplnil histologickou kazetku
az po okraj. Poté se formicka pfenesla na chladici ¢ast zalévaci linky, kde se tuhnuti parafinu
velmi urychlilo. Vychlazeny blo¢ek byl vyjmut zkovové formicky a byl ocistén
od piebytecného parafinu. Vysledkem byl parafinovy blocek, z kterého byly nasledné

pfipraveny parafinové fezy

8.4 Krajeni parafinovych bloc¢ki

Pied krajenim bylo dulezité, aby parafinové blocky byly vychlazené, a proto byly
vlozeny na chladici desku, ktera blo¢ky udrzovala studené béhem celého procesu krajeni.
Parafinové bloky byly krajeny na sankovém mikrotomu. Pro histochemické barveni byly

krajeny fezy o tloust'ce 2-4 um a pro imunohistochemické 1 um tenké.

Prvnim krokem krajeni bylo pfipevnéni vychlazeného parafinového bloku do svorek

na sankovém mikrotomu. Pod svorkami, které uchycovaly blok se nachazely neapolské
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svorky, jejichz ukolem bylo vyrovnavani polohy blocku. Mikrometrickym Sroubem bylo
mozno bloc¢ek posouvat svisle. Pozadovana tloustka fezu byla nastavena na mikrometrické
stupnici. Parafinovy blok byl krajen mikrotomovovym nozem. Po kazdém fezu byla pomoci
Sroubu zvednuta svorka s parafinovym blo¢kem ve svislém sméru o pozadovany pocet

mikrometra.

Z kazdych vybranych parafinovych bloku, které obsahovaly placenty casného
hydropického abortu a placenty s prokazanou parcialni molou byly zhotoveny 4 fezy
pro histochemické barveni a 4 fezy pro imunohistochemické barveni. Z kazdého z 11 blokt
fyziologické placenty byl vytvoren jeden fez pro histochemické barveni Hematoxilin —
Eosin. Na zaklad¢ barveni a kvality fezu, jenz se odvijela od kvality pfikrojené vySetfované

tkan¢ byl vybran vzorek, ze kterého se nasledné provadéely dalsi diagnostické metody.

8.5 Napinani parafinovych fezii

Ukrojené parafinové fezy byly preneseny na studenou hladinu destilované vody
uvnitt Petriho misky. Na studené vodé byly fezy vypinany a rovnany. Nasledné pomoci
podloznich skli¢ek byly fezy pteneseny na hladinu teplé destilované vody ve vodni lazni,

ktera byla vyhiata na teplotu 47—49°C. Uginkem teplé vody doslo k finalnimu napnuti fez.

Pro histochemické barveni byly pouzity podlozni sklicka od znacky UniMark
a pro imunohistochemii specialni skla (TOMO), ktera byla pokryta adhezivni vrstvou.
Pod Stitkem na kazdém specialnim sklicku byla nataZena pozitivni tkanova kontrola,

ktera byla odlisna pro kazdou protilatku.

Na podlozni sklicka, kterd byla popsana histochemickou nebo imunohistochemickou
metodou a ¢islem tkanového vzorku byly nataZeny parafinové fezy pomoci preparacnich

jehel (,,patradel*) jednoduchym vytaZenim z vody.

8.6 Odparafinovani tkaniovych feza

Parafinové fezy bylo nutno pied kazdym barvenim odparafinovat, protoze parafin

neni rozpustny ve vod¢ a barviva byla pouzita jako vodny roztok.

Prvnim krokem bylo nékolik 1azni xylenu. Nasledovala sestupna fada alkoholti (96%,

96%, 80%, 70%) a voda. Po tomto procesu byly fezy pfipraveny k barveni.
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8.7 Barveni

8.7.1 Histochemické barveni
Hematoxylin-Eosin

,, Barveni hematoxylin-eosinem (H&E) je zdikladni prehledné barveni uzivané

V histologii, které umoznuje ziskani vieobecnych informaci o prepardtu.* (27, str. 43)

Prvnim krokem barveni bylo odparafinovani fezii do 70% alkoholu. Poté byly
odparafinované fezy ponoieny do roztoku Gillova hematoxylinu na 7 minut. Nasledné byly
fezy diferenciovany v kyselém alkoholu. Diferenciované fezy byly prany pod tekouci vodu,
aby jadra zmodrala. Poté byly fezy ponoieny do roztoku Eosinu, kde byly dobarvovany 1
minutu. Po oplachu v destilované vodé byly tezy piipraveny na proces odvodnéni,
projasnéni a montovani. Cely postup barveni byl proveden v barvicim automatu

od spolecnosti bamed s.r.0. Podrobnéjsi popis piipravy roztoku se nachazi v ptiloze 1.

Toluidinova mod¥

Toluidinovd modf je barvivo, které lze pouzit k prikazu metachromasie.
Metachromatické barventi je typické pro mukosubstance, zejména sulfonované mukopolysa-
charidy. Prvnim krokem pfipravy pfiblizné¢ 100 ml roztoku toluidinové modii o koncentraci
0,1 % bylo navazeni 0,1 g toluidinové modfi. Navazka byla nasledné rozpusténa ve 100 mi

destilované vody a pomoci filtracniho papiru ptefiltrovana.

Postup metachromatického barveni zacal ponofenim odparafinovanych tkanovych
fezi placenty do destilované vody po dobu 1 minuty. Poté byl na sklicko nakapan roztok
toluidinové modfi na 1-2 minuty. Nasledoval opét oplach v destilované vodg, ktery trval 1
minutu. Poslednimi kroky bylo odvodnéni, projasnéni a montovani. Podrobnéjsi popis

ptipravy roztokl se nachazi v ptiloze 2.

Alcianova modr

Ugelem tohoto barveni je prikaz kyselych mukopolysacharidéi v parafinovych
fezech. Prvnim krokem v tomto barveni bylo odparafinovani fezti do deionizované vody.
Poté byl roztok alcianové modii, ktera méla pH 2,5 nakapan na skli¢ko po dobu 45 minut.
Nasledoval oplach v deionizované vodé a dobarveni jader jadrovou Cerveni, ktera byla
na sklicku ponechana 2 minuty. Dal§im krokem byl oplach v deionizované vodé, diky
kterému byly fezy pfipraveny na odvodnéni, projasnéni a montovani. Podrobngjsi popis

pfipravy roztoku se nachézi v ptiloze 3.
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PAS reakce + alcidnova mod¥

Ugelem tohoto barveni je prikaz mukopolysacharidii v parafinovych fezech. Postup
tohoto barveni za¢al odparafinovanim fezi do deionizované vody. Poté byl roztok alcianové
modii nakapan na fez po dobu 30 minut. V dal§im kroku bylo skli¢ko oplachnuto
v deionizované vodé. Rez byl dobarven PAS metodou a to tak, Ze se 0,5% roztok kyseliny
jodisté na 5 minut nakapal na sklicko. Nasledoval oplach v deoniziované vod¢ a Schiffovo
¢inidlo. Po 5 minutach se sklicko dalo prat pod tekouci vodu na 15 minut. Poté byl fez
dobarven Gillovym hematoxylinem. Po 7 minutach se fez diferencoval v kyselém alkoholu.
Sklicko se vlozilo prat pod tekouci vodu. Poslednimi kroky bylo odvodnéni, projasnéni

a montovani. Podrobnéjsi popis piipravy roztokti se nachazi v ptiloze 4.

8.7.2 Imunohistochemické barveni
., Imunohistochemické barveni slouzi k identifikaci tkanovych antigenii pomoci spe-

3

cifické vazby antigenu s protilatkou s naslednou vizualizaci komplexu antigen—protilatka. *

(27, str. 99)

Imunohistochemické barveni bylo provedeno na pfistroji BenchMark Ultra—Ven-
tana, ktery fezy sam odparafinoval. Principem imunohistochemického barveni na pfistroji
BenchMark Ultra — Ventana je vyuziti specifickych primarnich protilatek, které se navazi
na lokalizované antigeny. Specialni sklicka TOMO, na kterych byly natazeny fezy tkané
a pozitivni tkanové kontroly se vlozily do termostatu, kde se pfi teploté 60 °C nechala ususit.
Po ususeni byly fezy pfipraveny pro imunohistochemické barveni a dobarvovani jader

V barvicim pfistroji.

Na vySetfeni mucini v tkdnovych fezech placenty byli pouzity monoklonalni
protilatky MUC-1, MUC-2, MUC—4 a MUC-6. Komplex antigen — protilatka byl
vizualizovan pomoci substratu, ktery se sklada z peroxidu vodiku a 3,3—diaminobenzidin
tetrachlorid chromogenu. Pozitivni reakce se projevila vznikem hnéd¢ zbarvené srazeniny.
Pro dobarveni jader v barvicim pfistroji se pouzil Gilliv hematoxylin. Takto obarvené

tkanové tezy byly pfipraveny na odvodnéni a montovani v montovacim piistroji.
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Obrazek 4: Pristroj BenchMark Ultra — Ventana

Zdroj: viastni

8.8 Montovani obarvenych fezu

Montovani obarvenych fezii do vodou nemisitelného montovaciho media (Pertex)
bylo provedeno pro histochemické metody i pro imunohistochemické metody v montovacim
automatu od spolecnosti bamed s.r.o. Nasledné prohlizeni a vyhodnoceni zhotovenych

histologickych preparati bylo provedeno pod svételnym mikroskopem.
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9 ANALYZA A INTERPRETACE VYSLEDKU

9.1 Histochemické barveni

V tabulkach jsou uvedeny vysledky vSech provedenych histochemickych barveni.
Intenzita zabarveni byla hodnocena podle stupné barevnosti mukopolysacharidii uvnitf
choriovych klkt placenty. Pozitivni ¢ast ukazuje procentudlni zastoupeni choriovych klkt

pozitivnich na dané barveni z celkového poctu klkii. Vysledky byly posuzovany samostatné

tfemi hodnoticimi.

9.1.1 Hematoxylin — Eosin

V tabulce jsou znazornény vysledky barveni Hematoxylin — Eosin. VSechny

vysledky jsou negativni, protoze tato metoda neznazornuje mukopolysacharidy.

Tabulka 1: Barveni Hematoxylin — Eosin

HEMATOXYLIN — EOSIN

e ware] s [_HOONOTIL_|_FOBNOTCE T HOONOTIT
RIALU y g o
VZORKU | INTENZITA EAST [%] INTENZITA CAST [%] INTENZITA EAST [%]
Fyziologickd| ) co06/rs | N 0 N 0 N 0
placenta €8 €8 €e.
9149 Neg. 0 Neg. 0 Neg. 0
9485 Neg. 0 Neg. 0 Neg. 0
9488/A Neg. 0 Neg. 0 Neg. 0
Placenta
casného
hydropic- 9488/B Neg. 0 Neg. 0 Neg. 0
kého abortu
9488/C Neg. 0 Neg. 0 Neg. 0
5585/R2 Neg. 0 Neg. 0 Neg. 0
5585/R7 Neg. 0 Neg. 0 Neg. 0
Placenta | 00 /R2 N 0 N 0 N 0
s prokaza- €8 €8 €e.
nou parci-
slni molou | 189/R12 Neg. 0 Neg. 0 Neg. 0

Zdroj: viastni
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Obrazek 5: Vzorek ¢. 16706/R8 — Fyziologicka placenta

Zdroj: vlastni

Vysledkem barveni Hematoxylin — Eosin jsou jadra modra, kolagen rizovy, hyalin

razovy, fibrin Cerveny, svalovina rizovocervena a chrupavka modra.
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9.1.2 Toluidinova modr
V tabulce jsou znazornény vysledky histochemického barveni. Je zde zaznamenana

intenzita zabarveni mukopolysacharidii a procentudlni zastoupeni pozitivnich choriovych

klk.

Z tabulky je patrné, ze vzorek ¢. 9149 — placenta ¢asného hydropického abortu

vykazoval nejvétsi pozitivitu obarvenych kyselych mukopolysacharidi uvniti v choriovych

Klkd. Vzorek ¢. 16706/R8 — fyziologicka placenta vykazoval nulovou pozitivitu.

Tabulka 2: Barveni Toluidinovou modii

TOLUIDINOVA MODR

1vP MATE-l €isLo HODNOT(I)CI 1 i HODNOT(I)CI 2 i HODNOT(I)CI 3 i
i POZITIVNI POZITIVNI POZITIVNI
RIALU VZORK . oo g
ORKU | INTENZITA EAST [%] INTENZITA EAST [%] INTENZITA EAST [%]
Fyziologicka
placenta 16706/R8 Neg. 0 Neg. 0 Neg. 0
9149 + 80 ++ 70 ++ 70
9485 + 10 + 15 + 30
9488/A + 5 + 20 ++ 30
Placenta
casneh.o 9488/B + 1 + 10 ++ 5
hydropic-
kého abortu
9488/C Neg. 0 + 3 + 1
5585/R2 + 10 + 5 + 3
5585/R7 + 30 ++ 25 +++ 15
Placenta
s prokaza- 189/R2 + 50 ++ 70 ++ 55
nou parci-
alni molou | 189/R12 + 15 + 10 + 15

Zdroj: viastni
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Obrazek 6: Vzorek ¢. 9149 — Placenta casného hydropického abortu

Zdroj: vlastni

Vysledkem barveni Toluidinovou modfi jsou bunéénd jadra a cytoplazma
ortochromaticky modra. Rizné kyselé uhlohydraty (muciny, bazické latky a pojivové tkang)

jsou metachromaticky rizové az ¢ervené nebo fialové.
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9.1.3 Alcianova mod¥y

V tabulce jsou znazornény vysledky histochemického barveni. Je zde zaznamenana

intenzita zabarveni mukopolysacharidii a procentudlni zastoupeni pozitivnich choriovych

klk.

Stejné jako u piedeslého barveni je z tabulky patrné, ze vzorek ¢. 9149 — placenta

¢asného

mukopolysacharidl uvniti v choriovych klki. Vzorek ¢. 16706/R8 — fyziologicka placenta

vykazoval nulovou pozitivitu.

Tabulka 3: Barveni alcianovou modii

hydropického abortu vykazoval nejvetsi

pozitivitu obarvenych kyselych

ALCIANOVA MODR
o | co [ HONOTIA T _HoomoTi2 "1 _Wommorits
RIALU |VZORKU g s g
INTENZITA EAST [%] INTENZITA CAST [%] INTENZITA CAST [%]
Fyziologicka | 16706/R
placenta 3 Neg. 0 Neg. 0 Neg. 0
9149 +++ 100 +++ 95 +++ 80
9485 + 90 ++ 75 ++ 70
9488/A + 70 ++ 65 ++ 60
Placenta Cas-
ného hydro- | -5 \eq/p + 70 -+ 65 ++ 60
pického
abortu
9488/C + 50 + 60 + 50
5585/R2 + 30 ++ 40 ++ 50
5585/R7 ++ 70 ++ 60 ++ 55
Pl
ac?nta 189/R2 + 80 ++ 75 + 70
s prokazanou
parcialni mo-
lou 189/R12 + 30 + 45 ++ 40

Zdroj: viastni
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Obrazek 7: Vzorek ¢. 9149 — Placenta casného hydropického abortu

»

Zdroj: vlastni

Vysledkem barveni alcidnova modr jsou jadra Cervena a kyselé mukopolysacharidy

modie zbarvena.
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9.1.4 PAS reakce + alcianova modr
V tabulce jsou znazornény vysledky histochemického barveni. Je zde zaznamenana

intenzita zabarveni mukopolysacharidii a procentudlni zastoupeni pozitivnich choriovych

klk.

Stejné jako u piedeslého barveni je z tabulky patrné, ze vzorek ¢. 9149 — placenta

¢asného

hydropického abortu vykazoval nejvetsi

pozitivitu obarvenych kyselych

mukopolysacharidl uvniti v choriovych klki. Vzorek ¢. 16706/R8 — fyziologicka placenta

vykazoval nulovou pozitivitu.

Tabulka 4: Barveni PAS reakce + alcianova modr

PAS REAKCE + ALCIANOVA MODR

1vP MATE-|  €isLo HODNOTICI 1 i HODNOTICI 2 _ HODNOTICI 3 i
i POZITIVNI POZITIVNI POZITIVNI
RIALU VZORKU p L by
INTENZITA EAST [%] INTENZITA EAST [%] INTENZITA EAST [%]
Fyziologicka
placenta 16706/R8 Neg. 0 Neg. 0 Neg. 0
9149 ++ 90 ++ 90 ++ 95
9485 + 90 ++ 75 ++ 70
9488/A + 70 ++ 70 ++ 75
Placenta
Casného | g 08/8 + 70 + 85 + 70
hydropic-
kého abortu
9488/C + 30 + 25 + 20
5585/R2 + 40 + 60 + 60
5585/R7 + 40 ++ 40 ++ 35
Placenta
s prokéza- 189/R2 + 80 ++ 60 ++ 80
nou parci-
alnimolou | 189/R12 + 30 + 45 + 25

Zdroj: viastni
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Obrazek 8: Vzorek ¢. 9485 — Placenta casného hy.

- - »

dropického abortu

- v 1

Zdroj: vlastni

Vysledkem barveni PAS+ alcianovd modré jsou kyselé mukopolysacharidy modie

a ostatni polysacharidy rizovocerveng.
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9.2 Imunohistochemické barveni

V tabulkach jsou uvedeny vysledky vsech provedenych imunohistochemickych
barveni, hodnocenych pomoci mikroskopu. Mira exprese antigenu byla hodnocena podle
stupné barevnosti vzniklé sraZeniny uvniti choriovych klkt placenty. Pozitivni ¢ast ukazuje
procentudlni zastoupeni choriovych klki pozitivnich na danou protilatku z celkového poctu

klkt. Vysledky byly posuzovany samostatné tfemi hodnoticimi.

9.21 MUC-1
V tabulce jsou znazornény vysledky imunohistochemického barveni S pouzitou

protilatkou MUC-1. Je zde zaznamenana mira exprese antigenu MUC-1 a procentualni
zastoupeni pozitivnich choriovych klki. Zadny ze zkoumanych vzorkd nevykazoval

pozitivitu.

Tabulka 5: Imunohistochemické barveni MUC-1

MUC-1
1vp maTE-|  CisLo HODNOT(I)CI 1 _ HODNOT(I)CI 2 _ HODNOT(I)CI 3 _
i POZITIVNI POZITIVNI POZITIVNI
RIALU VZORK < L Yo
ORKU EXPRESE EAST [%] EXPRESE CAST [%] EXPRESE EAST [%]
Fyziologickd| \ co06/rs | N 0 N 0 N 0
placenta €8 €8 €e.
9149 Neg. 0 Neg. 0 Neg. 0
9485 Neg. 0 Neg. 0 Neg. 0
9488/A Neg. 0 Neg. 0 Neg. 0
Placenta
¢asného
hydropic- 9488/B Neg. 0 Neg. 0 Neg. 0
kého abortu
9488/C Neg. 0 Neg. 0 Neg. 0
5585/R2 Neg. 0 Neg. 0 Neg. 0
5585/R7 Neg. 0 Neg. 0 Neg. 0
Placenta | 0o/r2 N 0 N 0 N 0
s prokaza- €8 €8 €e.
nou parci-
4lni molou | 189/R12 Neg. 0 Neg. 0 Neg. 0

Zdroj: viastni
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9.2.2 MUC-2
V tabulce jsou znazornény vysledky imunohistochemického barveni s pouzitou

protilatkou MUC-2. Je zde zaznamenand mira exprese antigenu MUC-2 a procentudlni
zastoupeni pozitivnich choriovych klké. Zadny ze zkoumanych vzorkdi nevykazoval

pozitivitu.

Tabulka 6: Imunohistochemické barveni MUC-2

MUC-2
1vP MATE-l  €EisLo HODNOTLCI 1 i HODNOTLCI 2 i HODNOT(I)CI 3 i
i POZITIVNI POZITIVNI POZITIVNI
RIALU VZORK Y . o
ORKU EXPRESE EAST [%] EXPRESE EAST [%] EXPRESE EAST [%]
Fyziologicka
placenta 16706/R8 Neg. 0 Neg. 0 Neg. 0
9149 Neg. 0 Neg. 0 Neg. 0
9485 Neg. 0 Neg. 0 Neg. 0
9488/A Neg. 0 Neg. 0 Neg. 0
Placenta
casného
hydropic- 9488/B Neg. 0 Neg. 0 Neg. 0
kého abortu
9488/C Neg. 0 Neg. 0 Neg. 0
5585/R2 Neg. 0 Neg. 0 Neg. 0
5585/R7 Neg. 0 Neg. 0 Neg. 0
Placenta
s prokaza- 189/R2 Neg. 0 Neg. 0 Neg. 0
nou parci-
4lni molou 189/R12 Neg. 0 Neg. 0 Neg. 0

Zdroj: viastni
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9.23 MUC-H4
V tabulce jsou znézornény vysledky imunohistochemického barveni s pouzitou

protilatkou MUC—4. Je zde zaznamenand mira exprese antigenu MUC—4 a procentualni
zastoupeni pozitivnich choriovych klka.
Z tabulky je patrné, ze vzorek ¢. 189/R2 — placenta s prokazanou parcialni molou

vykazoval velice slabou pozitivitu MUC-4 uvnitt choriovych klki.

Tabulka 7: Imunohistochemické barveni MUC-4

MUC-4
TvP MATE-l  €isLo HODNOT(I)CI 1 i HODNOT(I)CI 2 i HODNOT(I)CI 3 i
i POZITIVNI POZITIVNI POZITIVNI
RIALU VZORK Y L L
ORKU EXPRESE EAST [%] EXPRESE CAST [%] EXPRESE EAST [%]
Fyziologicka
placenta 16706/R8 Neg. 0 Neg. 0 Neg. 0
9149 Neg. 0 Neg. 0 Neg. 0
9485 Neg. 0 Neg. 0 Neg. 0
9488/A Neg. 0 Neg. 0 Neg. 0
Placenta
casného
hydropic- 9488/B Neg. 0 Neg. 0 Neg. 0
kého abortu
9488/C Neg. 0 Neg. 0 Neg. 0
5585/R2 Neg. 0 Neg. 0 Neg. 0
5585/R7 Neg. 0 Neg. 0 Neg. 0
Placenta 189/R2 3 3 3
s prokaza- /R * * *
nou parci-
alni molou | 189/R12 Neg. 0 Neg. 0 Neg. 0

Zdroj: viastni
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Obrazek 9: Vzorek ¢. 189/R2 — Placenta s prokdazanou parcialni molou
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Zdroj: vlastni

Obrazek 10: Vzorek ¢. 189/R12 — Placenta s prokdzanou parcialni molou

Zdroj: vlastni

Vzorek ¢. 189/R12 — placenta s prokazanou parcialni molou vykazoval pozitivitu
MUC-4 v oblasti trofoblastu.

60



9.24 MUC-6
V tabulce jsou znazornény vysledky imunohistochemického barveni s pouzitou

protilatkou MUC—-6. Je zde zaznamenand mira exprese antigenu MUC—6 a procentudlni
zastoupeni pozitivnich choriovych klké. Zadny ze zkoumanych vzorkdi nevykazoval

pozitivitu.

Tabulka 8: Imunohistochemické barveni MUC—6

MUC-6
1Y MATE-l  €isLo HODNOT;CI 1 i HODNOTLCI 2 i HODNOT‘IDCI 3 i
i POZITIVNI POZITIVNI POZITIVNI
RIALU VZORK Y L Y.
ORKU | EXPRESE CAST [%] EXPRESE EAST [%] EXPRESE EAST [%]
Fyziologicka 16706/R8 N 0 N 0 N 0
placenta / €8 €8 €8
9149 Neg. 0 Neg. 0 Neg. 0
9485 Neg. 0 Neg. 0 Neg. 0
9488/A Neg. 0 Neg. 0 Neg. 0
Placenta
casného
hydropic- 9488/B Neg. 0 Neg. 0 Neg. 0
kého abortu
9488/C Neg. 0 Neg. 0 Neg. 0
5585/R2 Neg. 0 Neg. 0 Neg. 0
5585/R7 Neg. 0 Neg. 0 Neg. 0
Placenta 189/R2 N 0 N 0 N 0
s prokaza- / €e. €e- €e.
nou parci-
alni molou 189/R12 Neg 0 Neg 0 Neg 0

Zdroj: vlastn{
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DISKUZE

Tato bakalafska prace navazuje na studii Sustera a Robinsona z roku 1992. Ti, jako
prvni, provedli pokus histochemické -charakterizace mukosubstanci v patologicky
zménénych placentach. Vysledkem jejich studie bylo zjisténi, ze edém klkt zphsobuje
akumulace siln¢ sulfatovanych mukosubstanci a tim vyvratili tvrzeni, Ze hydropické klky

souvisi s hemodynamickymi zménami zpsobenymi akumulaci vody.

Hlavni cil této bakalai'ské prace se zaméfoval na charakterizaci hlenovych substanci
obsazenych v choriovych klcich placenty. Klicové pro tento vyzkum bylo vybrat placenty,
které obsahovaly hydropické choriové klky. Vybrany sledovany soubor zahrnoval 7 blocka
placent ¢asné¢ho hydropického abortu a 2 blocky placent s prokdzanou parcialni molou,
u kterych hydropicka degenerace klkt predstavuje bézny histologicky nalez. John Soper
ve svém ¢lanku uvadi, ze parcialni moly a hydropické aborty vykazuji hydropické klky
a trofoblastickou proliferaci.

Jako prvni v naSem vyzkumu bylo provedeno histochemické barveni u zkoumanych
vzorki. Pouzili jsme ¢tyfi histochemické metody, u kterych byla sledovana intenzita barveni
a procento choriovych klki obsahujicich kyselé mukolatky. Prvni metoda Hematoxylin—
Eosin slouzila pro vizualizaci vybranych fezl z kazdého vzorku. Dalsi barveni bylo barveni
toluidinovou modfi, kterd obarvila kyselé mukopolysacharidy metachromaticky fialové.
Nasledovalo barveni alcianovou modii, ktera méla pH 2,5. Toto barveni obarvilo kyselé
mukopolysacharidy modfe. Suster a Robinson ve své studii také uvadéji barveni alcidnovou
modfi pii pH 1,2 a 2,5, ktera davala najevo silnou, difuzni pozitivitu mezibuné¢né matrix
uvniti placentarnich klkd. Alcianova modi + PAS reakce, posledni z provedenych barveni
barvi kyselé mukopolysacharidy také modie. Vysledky histochemickych analyz, kromé
ptehledného barveni Hematoxylin—Eosin potvrzuji ptitomnost kyselych mukopolysacharidi

uvnitt choriovych klka placenty u vSech nasich zkoumanych patologickych piipadu.

Jako dalsi bylo provedeno imunohistochemické barveni. Byly pouzity Cctyfi
protilatky, u kterych byla sledovana mira exprese antigeni MUC-1, MUC-2, MUC-4,
MUC-6 a pozitivni ¢ast, kterd zahrnuje procentudlni zastoupeni choriovych klki pozitivnich
na danou protildtku z celkového poctu klki. U zkoumanych vzorki nebyla potvrzena
pfitomnost téchto sledovanych mucinu ve stromatu klku. ZvlaStnosti a ne¢ekanym nalezem

je jeden vzorek parcialni moly, ktery vykazoval velice slabou loziskovovu pozitivitu
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MUC-4 a jeden vzorek s jednoznacnou pozitivni expresi MUC—4 Vv trofoblastu choriovych
klkd.

Cilem této bakalafské prace bylo vyuzit histochemické a imunohistochemické
metody ke sledovani piitomnosti mukosubstanci v choriovych klcich placenty a nasledném
zptesnéni histologického popisu klkli v rdmci obecné patologie. Nami ziskané vysledky
potvrdily pfitomnost kyselych mukopolysacharidi uvnitt choriovych klkti placenty.
Ptitomnost glykoproteint MUC-1, MUC-2, MUC—-6 nevykazoval zadny ze zkoumanych
vzorkt. Glykoprotein MUC—4 byl jednozna¢né prokazan u jednoho ze vzorki parcialni

moly.

Nase vysledky mohou poslouzit pro dalsi navazujici studie, které se také budou
zabyvat zptfesnénim histologického popisu hydropicky zménénych choriovych klki
Vv placenté a mohou byt doplnény o dalsi glykoproteiny jako jsou napiiklad gelotvorné
MUCS5AC nebo MUC5B.
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ZAVER
Téma této bakalaiské prace bylo zaméfeno na charakterizaci mukosubstanci

obsazenych v choriovych klcich placent, u kterych bylo potvrzeno, Ze se placentarni klky

stavaji hydropickymi.

Teoreticka Cast se vénovala obecnym informacim o placenté a mukosubstancich,
které¢ jsou zde rozdéleny do dvou podkapitol. Prakticka ¢ast popisuje pracovni postup
histochemickych a imunohistochemickych metod. Vysledky byly zpracovany do tabulek

a fotografii.

Zaveérem lze fici, ze vysledky histochemickych metod prokazaly, ze hlenové
substance hromadici se v hydropickych klcich placent ptedstavuji kyselé mukopolysacha-
ridy, a to ve vSech zkoumanych patologickych vzorcich. Vysledky imunohistochemickych
metod ukazaly, ze vySetiované muciny MUC-1, MUC-2, MUC-6 nejsou exprimovany
v choriovych klcich hydropicky zménénych placent ve sledovaném souboru vzorkd.
MUC-4 vykazoval mirnou expresi uvnitt choriovych klkd v jednom ze dvou zkouma-
nych vzorkl parcialni moly, coZ predstavuje spiSe vyjimku neZ vyznamny nalez. MUC—4
také vykazoval zvlastni typ pozitivity v oblasti trofoblastu, a to u druhého vzorku parcialni

moly. Uvnitf choriovych klkl vSak pozitivita prokdzana nebyla.
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PRILOHY

Piiloha 1 — Pracovni postup barveni Hematoxylin — Eosin

Zdroj: Siklitv vistav patologie FN Plzeri




Piiloha 2 — Pracovni postup barveni Toluidinovou modii

1.15930.0025
Mikroskopie

Toluidinova modr O (C.I. 52040)

pro mikroskopii Certistain®

- Zdravotnicky prostiedek pro diagnostiku in vitro c €

pro barveni jader a vizualizaci metachromasie v histologickych fezech

Toto barvivo ,Toluidinovd modr O (C.I. 52040) - pro m|kroskopu Certistain®”
se pouzva k buné&éné diagnostice v oblasti huménm mediciny a slouzi k
G&ellim histologického vySetfeni materidlu vzorkd lidského puvodu. Jednd
se o suché barvivo pouzivané k pfipravé barviciho roztoku, ktery v piipadé
pouZiti spolené s jinymi vyrobKy pro diagnostiku in vitro z naSeho portfolia
(fixace nebo v pfipadé potreby zaliti, barveni vySe uvedenym roztokem to-
luidinové modfi O, kontrastniho barveni, montovani) umozfiuje vyhodnoceni
cilovych struktur v matenalech

histologickych vzorkd pro diagnostické Gcely.

Princip

Toluidinové modF O patfi mezi thiazinova barviva, kterd jsou zviasté vhodnd

pro barveni jader v histologickém materidlu.

Toluidinovou modF O Ize pouZit k pritkazu metachromasie, typické pro hust®

usporadané struktury (s mezerami méné nez 0,4 nm) negativnich valenci ve
| tkani.

Priikaz Ize provadét se zFedém}m barvicim roztokem obsahujicim pouze

monomery barviva, které se vaze na jednoduché vazby negativnich valenci.

Metachromatické barveni je typické pro ance, zejména sulf é
mukopolysacharidy, chrupavky, cylindrické buriky a granule mastocyt

Material vzorku

Jako vychozi materidl se pouZivaji fezy tkané zalité v parafinu (parafinové
fezy o tloudtce 3-5 pm).

Cinidla
Kat. &. Toluidinové modr O (C.1. 52040) 25¢
1.15930.0025 pro mikroskopii Certistain®

€. kédu barvy (C.1.): 52040
Nazev kédu barvy: Bazickd modi 17

Priprava vzorkd
Odbér vzorku musi provést kvalifikovany persondl.
Se vSemi vzorky je nutne T za pouZiti ¢ dernéjsi technologie.

Skli¢ko s parafinovym fezem

Destilovand voda 1 min

Toluidinova modi O roztok 0,1 % 10 - 20 min

Destilovand voda 1 min

Montovani pomoci glycerolu

nebo pro trvalé preparaty:
Ethanol 95 % 1 min
Ethanol 95 % 1 min
Ethanol 100 % 1 min
Ethanol 100 % 1 min
Xylen 1 min
Xylen 1 min
Namontujte na xylenem zvihéena sklicka napf. pomoci roztoku
Entellan® novy a nasadte kryci sklicko.

Po dehydrataci (vzestupnou alkoholovou fadou) a procisténi xylenem Ize
histologické vzorky montovat za pouzrt: bezvodych montovacich pfipravkd
(napf. DPX nové nebo Entellan® novy) a kryciho sklika a poté uskladnit.
P¥i analyze obarvenych preparat pod mikroskopem pii vice neZ 40ndsob-
ném zvétSeni se doporucuje pouzivat imerzni olej.

Vysledek
Bunééna jadra tmavomodrd
Tkan modré

Postup —~ metachromasie
Barveni v barvici komiirce

Histologicka skiitka zbavte obvykiym zpfisobem parafinu a rehydratuite je
sestupnou alkcholovou Fadou.

Skiitka je tfeba po jednotlivych krocich barveni nechat dobfe okapat; timto
opatfenim se zabrani jakékoli zbyteéné zkiiZzené kontaminaci roztokd.

Uvedené &asy by mély byt dodrZeny, aby byl zarucen optimaini vysledek
barveni.

Skligko s parafinovym fezem

Destilovand voda 1 min
Toluidinovd modF O roztok 0,1% 1-2 min
Destilovana voda 1 min

Montujte s glycerolem a krycim sklitkem (utésnéte bezbarvym lakem na
nehty)

Véechny vzorky | museji byt jasné oznacené. nebo pro trvalé prepardty:
K odbéru vzorkd a jejich piipravé je nutné pouZit vhodné nastroje. T
DodrZujte pokyny vyrobce tykajici se apllkace[pouim Ethanol 95 % ST
Rezy zbavte parafinu a rehydratujte obvyklym zpisobem. Ethanol 95 % 1 min
P‘ﬁprava Einidla Ethanol 100 % 1 min
Toluidinova modf O roztok 0,1 % Ethanol 100 % 1 min
Na pfipravu pfiblizné& 100 mi smésného roztoku: Xylen 1 min
Toluidinovd modf O (C.I. 52040) Certistain® 0,1g Xylen 1 min
Destilovana voda 100 mi Namontujte na xylenem zvihéena skli¢ka napf. pomoci roztoku

rozpustte a prefiltrujte

Cerstvé& pHipraveny barvici roztok by se pfed pouzitim mé&l prefiltrovat.

Postup - barveni jader / pfehledné barveni

Barveni v barvici komiirce

Histologicka skiitka zbavte obvyklym zplisobem parafinu a

rehydratujte je sestupnou alkoholovou fadou.

Sklicka je tieba po_ jednothvych krocich barveni nechat dobie okapat; timto

opatfenim se zabrani jakékoli zbyteéné zkfiZzené kontaminaci roztoku.

Lblveder;e &asy by mé&ly byt dodrZeny, aby byl zaru€en optimaini vysledek
arveni.

Zdroj: Sikhiv uistav patologie FN Plzeii

Entellan® novy a nasadte kryci sklicko.

) nebo: Toluidinovd modF O roztok 0,01 % 5-10 min

Po dehydrataci (vzestupnou alkoholovou fadou) a prodisténi xylenem lze
histologické vzorky montovat za pouziti bezvodych montovacich pfipravkd
(napf. DPX nové nebo Entellan® novy) a kryciho sklicka a poté uskladnit.
PHi analyze obarvenych preparétu pod mikroskopem pri vice nez 40ndsob-
ném zvétieni se doporuduje pouzivat imerzni olej.

Vysledek

Buné&tné jadra a cytoplazma ortochromatickd modré

R{zné kyselé uhlohydraty* metachromaticka riizové az Cervend nebo
fialova

* Metachromatické Jjsou pojivové tkané, muciny, bazické latky chrupavky,
granule mastacytt, mnohé epitelidini muciny.



‘l’ecﬁ'ﬂ?:kﬁoznémky

Pouzity mikroskop by mé! splfiovat poZadavky zdravotnické diagnostické
I=boratofe.

P pouZivani histoprocesorll a automatizovanych barvicich systémi dodr-
Zujte prosim ndvod k pouZiti poskytnuty dodavatelem systému a softwaru.
' Cerstvé pripraveny barvici roztok by se pred pouZitim mé! prefiltrovat.
Pred uloZenim odstraiite prebytek imerzniho oleje.

Diagnostika

Stanoveni diagndz miiZe provadét pouze opravnény a zaskoleny persondl.
Je nutné pouZivat platné nomenkiatury.

Dal& testy je nutné vybirat a pouZivat na zakladé uznanych metod.

Pro zamezeni nespravnym vysledkim by se u kaZdé aplikace mély provadét
vhodné kontroly.

Skladovani
Toluidinovou modf O (C.I. 52040) - pro mikroskopii Certistain® skiadujte pfi
teploté +5aZ +30°C.

Doba pouzZitelnosti

Toluidinovou modf O (C.I. 52040) - pro mikroskopii Certistain® Ize pouZivat
a% do uplynuti uvedené doby pouZitelnosti.

Po prvnim otevieni lahvicky Ize obsah pouZivat aZ do uplynuti uvedené doby
pouzitelnosti, je-li skiadovan pfi teploté +5az +30°C.

Lahvicky musejf byt vzdy t&sné uzaviené.

Dalsi pokyny

Pouze pro profesionaini pouZiti.

Aby nedochdzelo k chybdm, smi aplikaci provadét pouze kvalifikovany
personal.

Je nutno dodrZovat vnitrostatni smérnice tykajici se bezpetnosti price a
zajisténi kvality.

Je nutno pouzivat standardné vybavené mikroskopy.

Ochrana pred infekci

Je nutno prijmout G&innd opatfeni na ochranu pred infekei v souladu s labora-
. tornimi smérnicemi.

Pokyny ohledné likvidace

Baleni musf byt zlikvidovéno v souladu se stavajicimi smémicemi tykajicimi
se likvidace.

Pouzité roztoky a roztoky po uplynuti doby pouZitelnosti je nutno likvidovat
jako zviastni odpad v souladu s mistnimi smé&rniceml. Informace ohledn&
likvidace Ize ziskat pod rychlym odkazem ,Hints for Disposal of Microsco-
py Products™ (Tipy pro likvidaci vyrobk{ pro mikroskopii) na adrese www.
microscopy-products.com. V ramci EU plati stavajici prislusné NARIZENI
(ES) &. 1272/2008 o kiasifikaci, oznaovani a baleni latek a smési, ménici
a rudici smérnice 67/548/EHS a 1999/45/ES a ménici nafizeni (ES) &
1907/2006.

Pomocna &inidla

Kat. & 100974  Ethanol denaturovany T4 251
cca 1 % methylethylketonem
pro analyzu EMSURE®
Kat. €. 103699 Imerzni olej podie ISO 8036 100 mi
pro mikroskopii kapaci
lahvicka
Kat. & 104095  Glycerol 250 ml
pro fluorescenéni mikroskopil
Kat. & 104699  Imerzni olej 100mi
pro mikroskopii kapaci
lahvicka,
100 mi,
500 mi
Kat. & 107161  Entellan® novy 100 ml,
rychlé zalévaci médium 500 mi,
pro mikroskopii 1t
Kat. &. 108298  Xylen (isomericka smés) 41
pro histologii
Klasifikace rizik

Kat. ¢. 1.15930.0025

Ridte se prosim kiasifikacemi rizik vytisknutymi na $titku a informacemi
uvedenymi v bezpelnostnim listé.

Bezpednostni list je dostupny na internetovych strankach a na pozadani.

Zdroj: Sikhiv vistav patologie FN Plzeii

Hlavni sloZky vyrobku
Kat. €. 1.15930.0025
C.I. 52040
CysHi6CINSS
M = 305,84 g/mol
Jiné vyrobky pro IVD
Kat. & 100362 Souprava pro stiibfeni podie von Kossa 1 sada
pro detekei mikrokalcifikace
Kat. & 100496 Formaldehydovy roztok 4 %, pufrovany, 350 mia
pH 6,9 (cca 10 % roztok formalinu) 700 ml (v
pro histologii lahvi¢ce s
Sirokym
hrdlem),
51,101,
0l
Titripac®
Kat. & 105175  Roztok hematoxylinu, modifikovén podie 500 mi,
Gilla II pro mikroskopii 2,51
Kat. & 115161  Histosec® pastilky (bez DMSO) 10 kg
bod tuhnuti 56-58 °C, zalévaci médium (4x2,5
pro histologii kg), 25 kg
Kat. & 117081  Roztok eosinu Y 1 %, alkoholovy 11

pro mikroskopii

Bibliografie

1. Romeis - Mikroskopische Technik, Editors: Mulisch, Maria, Welsch, Ulrich,
2015, Springer-Verlag Berlin Heidelberg

2. Theory and Practice of Histological Technigues, John D Bancroft and
Marilyn Gamble, 6th Edition

3. Conn's Biological Stains: A Handbook of Dyes, Stains and Fluorochromes
for Use in Biology and Medicine, 10th Edition, (ed. Horobin, R.W. and
Kiernan, J.A). Bios, 2002

Viz névod k pouZiti Vyrobce Katalogové Kod SarZe
&islo
Pozor, proftéte si Spotiebujte do Teplotni
pripojené dokumenty RRRR-MM-DD omezeni

Stav: 2019-08-12 2

Merck KGaA, 64271 Darmstadt, Némecke
Tel. +49(0)6151 72-2440
WWW.MICroSCopY-| oM

EMD Millipore Corporation, 400 Summit Drive
Burlington MA 01803, USA, Tel. +1-978-715-4321
Sigma-Aldrich Canada Co. or Millipore (Canada) Ltd.
2149 Winston Park, Dr. Oakville, Ontario, L6H 618
Phone: +1 800-565-1400



Priloha 3 — Pracovni postup barveni alciAnovou mod¥ii

£ FAKULTN[ NEMOCNICE PLZEN PPZISUP/023/VERZE 04

Pracovni postup zkraceny SUP/023/04

Barveni alcianovou modfi

Dnem 1.6.2014 vstoupil v platnost novy nazev KL ,Siklav ustav patologie®, zkratkou ,SUP*, ve formé
bez diakritiky (uZzivané v kédovani RD) ,SUP“. Tyto nazvy a zkratky nahrazuji dfivéjsi ,Siklav
patologicko-anatomicky ustav, ,SPAU“ a ,SPAU“. Je pokragovano v dosavadnim &islovani verzi
dokumentu, prvni polozka kédu se véak méni ze ,SPAU” na ,,SUP*. Verze dokumentl vydané pred
1.6.2014 jsou tedy oznaceny lokalizaci ,,SPAU*, verze vydané po tomto datu lokalizaci ,,SUP*.

Uginnost od: 16.9. 2016 Revize: 1x za 2 roky

. K Doc. MUDr, Ondrej Daum, . Doc. MUDr. Ondfej Daum,
Kontaktni osoba: PHD. Garant: PhD.
Rozsah pusobnosti: SUP FN Pizefi/Zdravotni laboranti

Po vytisténi je dokument platny jen po oznaceni razitkem spravce dokumenti ,Kopie platna do:*,
jinak se jedna o nefizeny dokument.

Ugel:

Priikaz kyselych mukopolysacharidii v parafinovych fezech

Postup:

odparafinovat do deionizované vody
roztok alcianové modii pH=2,5 na 45 min
oplachnout v deionizované vodé

dobarvit jadra 2 min jadrovou cerveni
oplachnout v deionizované vodé
odvodnit, projasnit

montovat

SO NGRSy

Body €. 1-3 a 6 Ize provést v barvicim automatu

Vysledek barveni:
kyselé mukopolysacharidy — modie
jadra bunék — Cervené

Priprava roztok:
Alcianova modr pH = 2,5:
Pouzivame hotovy roztok od firmy Merck

Jadrova cervern:
viz ]

VSechny ¢asy a teploty uvadéné v PPZ jsou pouze orientaéni a duleZité je kontrola pod mikroskopem, nebot’ barveni kazdé
tkédné je individualni.

Oveil: Spravce dokumentu: Vedouci ZT/datum: Schvalil/datum:
Miloslava Mrackova Miloslava Mrackova, kl.2740 Doc. MUDr. Ondfej Daum, Prim. MUDr. Petr Mukensnabl,
Ph.D./9.9. 2016 Ph.D./9.9.2016

Strana 1 (celkem 1)

Zdroj: Siklitv vistav patologie FN Plzeri



Priloha 4 — Pracovni postup barveni PAS reakce + alciAnova modr

ZEE Z FAKULTNI NEMOCNICE PLZEN PPZ/SUP/020/VERZE 04

Pracovni postup zkraceny SUR/620/04~

PAS reakce + alcianova modf

Dnem 1.6.2014 vstoupil v platnost novy nazev KL »Siklav ustav patologie®, zkratkou ,,SUP, ve forme
bez diakritiky (uzivané v kédovani RD) ,SUP“. Tyto nazvy a zkratky nahrazuji dFivéjsi ,Siklav
patologlcko-anatomlcky ustav®, ,SPAU“ a ,SPAU“. Je pokratovano v dosavadnim &islovani verzi
dokumentu, prvni polozka kédu se vSak méni ze ,,SPAU“ na ,SUP*. Verze dokumentii vydané pied

1.6.2014 jsou tedy oznaceny lokalizaci ,,SPAU, verze vydané po tomto datu lokalizaci ,,SUP*.

Uginnost od: 16. 9. 2016 Revize: 1x za 2 roky

Kohtakin osobas Doc. MUDr. Ondiej Daum, Garant: Doc. MUDr. Ondfej Daum,
PhD. PhD.

Rozsah pusobnosti: SUP FN Plzef/Zdravotni laboranti

Po vytisténi je dokument platny jen po oznaéeni razitkem spravce dokumentu ,Kopie platna do:*,
jinak se jedna o nefizeny dokument.

Ugel:
Priikaz mukopolysacharidl v parafinovych fezech

Postup:

1. odparafinovat do deionizované vody
2. roztok alcidnové modfi na 30 min

3. oplachnout v deionizované vodé

4. 0,5% roztok kyseliny jodisté na 5 min
5. oplachnout v deionizované vodé

6. Schiffovo ¢inidlo na 5 min

7. vyprat pod tekouci vodou 15 min

8. dobarvit jadra Gillovym hematoxylinem (7 min), oddiferencovat, vyprat ve vodé
9. odvodnit, projasnit

10. montovat

Cely postup barveni se provede v barvicim automatu — program ¢. 9

Vysledek barveni:
kyselé mukopolysacharidy modfe, ostatni polysacharidy rlizovécervené

Priprava roztok:
0,5% roztok kyseliny jodisté:
0,5 g kyseliny jodisté na 100 ml deionizované vody

Schiffovo ¢inidlo:
Kupujeme od firmy Merck

Gilliv hematoxylin:
viz Ve 1atoxylin — Eosin

Alcidnovéa modr pH 2,5:
Kupujeme od firmy Merck

Vsechny casy a teploty uvadéné v PPZ jsou pouze orientadni a dilezits je kontrola pod mikroskopem, nebot’ barveni kazdé
tkéné je individuélni,

Overil: Spravce dokumentu: Vedouci ZT/datum: Schvalil/datum:
Miloslava Mrackova Miloslava Mrackova, kl.2740 Doc. MUDr. Ondfej Daum, Prim. MUDr. Petr Mukensnabl,
Ph.D./9.9. 2016 Ph.D./9.9.2016

Strana 1 (celkem 1)

Zdroj: Siklivv tistav patologie FN Plzeri



Priloha 5 — Pracovni postup pro protilitku MUC-1

Zdroj:

‘Muc-1¢#
Koncentrované a predredéna monoklonalni
protildtka 901-319-111318

Katalogové é&islo: CM 3198 PM 319 AA
Popis: 0,5 mL, konc. 6,0 mL, RTU
Redéni: 1:100 Ready-to-use
Redidlo: Renoirova gervefi N/A
Zamyslené pouZiti

Pro diagnostické pouZitf in vitro

MUC-1 [695] je mysi monoklonalni protildtka, kterd je urlena pro
laboratorni pouZiti pfi kvalitativni identifikaci proteinu  MUC-1
imunohistochemii (IHC) v lidskych tkénich fixovanych ve formalinu
(FFPE). Klinické interpretace jakéhokoliv zabarveni nebo jeho
nepfitomnosti by méla byt doplinéna morfologickymi studiemi s
pouzitim vhodnych kontrol @ méla by byt vyhodnocena v kontextu
Kinické anamnézy pacienta a daldich diagnostickych testl
kvalifikovanym patologem. ?

Souhrn a vysvétieni:

MUC-1 je mucinovy glykoprotein s velkym bun&Cnym povrchem
exprimovany vétéinou glandulérnich a duktalnich epitelidinich bunék a
nékterych linii hematopoetickych bunék. MUC-1 mucin (Cancer Antigen
15-3) je vyluCovan z nadorovych bunék. Apoprotein mucinu MUC-1
obsahuje transmembranovou doménu, cytoplazmatickou doménu a
doménu bohatou na extraceluldrni sacharidy. Predpoklddd se, Ze
abnormélni nadmémé exprese MUC-1 v rakovinovych buiikéch pfispiva
k jejich agresivnimu rfistu, ale molekulérni mechanismy spojené 9 timto
(i€éinkem jsou stale nejasné. MUC-1 barvi bun&&né membrany, ale také
cytoplazmu vétéiny typdl epitelovych bunk. Je exprimovan na v&tSiné
sekretniho epitelu, véetné mlééné Zlazy a nékterych hematopoetickych
bunk. Je hojné exprimovén v laktujicich mléénych Zlazéch a nadmérmé
exprimovan v> 90% karcinomech prsu a metastazach. Vyjimkou je, Ze
mucinézni karcinomy jsou vyznamn& méné reaktivni s MUC-1.
Aberantni cytoplazmatickd a membrénova lokalizace exprese MUC-1
byla spojena se &patnym vysledkem pacienta. Adenokarcinomy jsou
obecné pozitivni a spinoceluldmi karcinomy a neepitelidini malignity
negativni, Vysoké karcinomy prostaty byly negativni, na rozdil od téch s
nizkym stupndm. Rakovina mocového méchyFe a ledvin byla bud siln&
pozitivnf, nebo negativni. Hepatocelularni karcinomy jsou negativni, ale
cholangiogennf karcinomy jsou pozitivni.

Princip procedury:

Detekce antigenu v tkénich a buiikich je vicestupfiovy
imunohistochemicky proces. Potateéni krok vaZe primarni protilétku na
jeji specificky epitop. Po oznaéeni antigenu primémi protildtkou se prida
enzymem znateny polymer, ktery se vaze na primami protilétku. Tato
detekce navédzané protilétky je doloZena kolorimetrickou reakci.

Zdroj: My3i monoklonéla

Druhova reaktivita: Clov&k; jiné nebyly testovany

Klon: 695

Isotyp: IgG1

Koncentrace proteinu: Koncentraci IgG specifickou pro Sarii si
vyZadejte u vyrobce.

Epitop/Antigen: MUC-1

Buné&éné lokalizace: Cytoplasmatické/bunéénd membréna

Pozitivni kontrola tkané: Plice

Znamé aplikace:

Imunohistochemie (tkdné fixované formalinem a zalité do

parafinu)

Dodano jako: Pufr s nositem proteinu a konzervacnfm &inidlem
Skladovani a stabilita:

Skladujte pfi 2°C a# 8°C. Produkt je stabilnf do doby expirace wytisténé na
obale, pokud je skiadovén podle predepsanych podminek. NepouZivejte po
datu expirace. Red&né Cinidlo okamZité spotiebuite; jakékoli zbyvajici
&nidlo by mélo byt skladovano pfi 2°C aZ 8°C.

d Biocare Medical
60 Berry Drive
Pacheco, CA 94553
USA

Tel: 800-799-9499 | www.biocare.net |
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= CE

oporugeni protol intelliPATH FLX® a manuéini pouZiti):
Blokovani peroxidasy: Blokujte po dobu 5 minut s Perozidazed 1.
PredoSetFeni: Odmaskujte antigen pomoci Diva Decloaker dle névodu
k pouzit e
Blokovéni proteiné (volitelné): Inkubujte po dobu 5-10 minut pfi RT
s Background Punisher.
Primarni protilatka: Inkubujte po dobu 30-60 minut pfi RT.
Sonda: N/A
Palymer: Inkubujte po dobu 30 minut pfi RT s polymerem
konjugovanym se sekundarni protilétkou.
Chromogen: Inkubujte 5 minut pfi RT pomoci Biocare’s DAB — nebo —
Inkubujte 5-7 minut pfi RT pomoci Warp Red.
Kontrastni barveni
Kontrastni barveni hematoxylinem. Opldchnéte deionizovanou vodou.
Aplikujte Tacha's Bluing Solution 1 minutu. Opléachnéte deionizovanou
vodou.

" Technicka poznamka:

Tato protilétka uréend pro intelliPATH FLX a manuéinf pouZiti byla
standardizovéna pomoci MACH 2 detection system. Pro omyvad kroky
vijte TBS.

Limitace:

Optimaini fedénf protilétky a protokoly pro konkrétnf aplikaci se mohou
li§it. Tyto zahmuji, ale nejsou omezeny na fixaci, metodu tepelného
odmaskovéni, inkubacni Casy, touStku tkafiového Fezu a pouZitou
detekéni soupravu, Vzhledem k vynikajici citlivosti téchto jedinetnych
reagencii nejsou doporugené inkubacni Casy a titry uvedené v jinych
detekénich systémech pouZitelné, protoZe vysledky se mohou ligit.
Doporueni a protokoly jsou zaloZeny na vyhradnim pouZiti produktt
Biocare. V koneéném ddsledku je odpovédnosti zkouejiciho urcit
optimaIni podminky.

Kontrola kvality:

Nahlédnéte do CLSI Quality Standards for Design and Implementation
of Immunohistochemistry Assays; Approved Guideline-Second edition
(1/LA28-A2) CLSI Wayne, PA USA (www.clsi.crg). 2011

Opatieni:

1. Tato protilstka obsahuje méné neZ 0,1% azidu sodného. Koncentrace
niz& nez 0,1% nepredstavuji nebezpetné mnozstvi podie US 29 CFR
19101200, OSHA Hazard communication a EC Directive 91/155 / EC.
Azid sodny (NaN3), ktery se pouZivd jako konzervatni latka, je toxicky
phi pofiti. Azid sodny mZe reagovat s olovénym a mé&dénym potrubim
za vzniku vysoce vybusnych aziddi kovd. Pfi likvidaci proplachnéte
velkym mnozstvim vody, abyste zabranili usazovéni azidu v potrubi.
(Centrum pro_kontrolu nemoci, 1976, Nérodni institut bezpetnosti a
ochrany zdravi pfi préci, 1976) (7)

2. Vzorky, pred fixaci a po fixaci, a véechny materidly, které jsou jim
vystaveny, by mély byt zpracovany tak, jako potenciding infekéni a
likvidovat s naleZitymi opatfenimi. Nepipetujté'reagencie Usty a zamezte
kontaktu kiiZe a sliznic s reagencemi a vzorky. Pokud reagenty nebo
vzorky piijdou do styku s citlivymi oblastmi, omyjte je velkym mnozstvim
vody. (8)

3. Mikrobidlnf kontaminace &nidel miize vést ke zvydeni nespecifického
barveni.

4. Tnkubaéni doby nebo teploty jiné nez uvedené mohou zplisobit
chybné vysledky. Tuto zménu musi uzivatel ovéfit.

5, NepouZivejte Cinidlo po uplynuti doby pouZitelnosti vyznatené na
lahvi¢ce.

6. Karta SDS je k dispozici na vyz&déni a je umisténa na adrese
http://biocare.net.

EMERGO EUROPE
Prinsessegracht 20
2514 AP The Hague
The Netherfands
Fax: 925-603-8080



Priloha 6 — Pracovni postup pro protilitku MUC-2

Z ETA CO rporation IVvD DatOV)’/ list (Rev 122017)

MUC-2 (klon Ccp58)

MysSi Monoklonalni protilatka
Specificita:  ¢lovék, jina neni znama
Imunogen: Synteticky peptid reprezentujici oblast na Muc-2 glykoproteinu
Trida ig: 1gG1
Skladovani: Vialku skladujte pfi 4°C. Pfi skladovani mezi 2-8°C, je protilatka stabilni 24 mésich
Barvici postupy: Pouifvejte fezy fixované formalinem a zalité do parafinu. Podminky odmaskovani: Doporuduje
se pfedb&zné oSetfeni deperafinizované tkan& tepelné indukovanym odmaskovanim epitopu. Metody detekce:

Polymerni anti-mysi / krali€i Ig detek&ni systém. Pracovni fedéni: 1: 100; Pozitivni kontrola: karcinom tlustého stfeva.
Buné&éna lokalizace: buné&na membrana. Uel pouZiti: Diagnostika in vitro (1VD).

Popis: Sekretované epitelialni muciny jsou velké makrom“olekuly, které vykazuji extrémni polydisperzitu. Mucin 2 je
hlavni stfevni mucin. O-glykany jsou pfipojeny k MUC2 v potenciain& riiznorodém uspoiadani, coz je zésadni pro
jejich interakci s endogennimi a exogennimi lektiny.

Dodané jako: Purifikovana protilatka s 0,2% BSA a 15mM azidem sodnym.
At

Lidsky adenokarcinom tlusté ho steva fixo vany ve formalinu barveny Evnt/—UC-Z protifatkou za pouz iti
peroxidazové ho konjugatu a DAB chromogenu. Vsimnéte si cytoplazmatické ho barveni nddorowych bunék

Kat. #22151 (1.0 ml)

ZETA Corporation Emergo Europe B.V.
65.N 1% Ave, Ste 202C ( € Prinsessegracht 20
Arcadia, CA 91006, USA 2514 AP The Hague
Tel: (626) 355-2053 I The Netherlands

http:/fwww.zeta-corp.com Tel: +31 70 345 8570

Zeta Corporation

Zdroj: Siklivv tistav patologie FN Plzeri



Priloha 7 — Pracovni postup pro protilatku MUC—4

L - 1 SIS
Muciny jsou skupinou glykoproteini s vysokou molekulovou hmotnost, které s
sklddaji z mucinového jédrového proteinu a O-vdzanych sacharidi. Mucin 4,
mucin vézany na membrdnu, je lidsky homolog potkaniho sialomucinového
komplexu (SMC). Protein mucinu 4 sestavé z Mucinu 4, velké podjednotky typu

amino mucinu a Mucin 4, t dj tfi domény
podobné EGF. Gen Mucin 4 je pfevaiujicim mucinovym genem exprimovanym v
normalnim } a je také an v nékolika h tkanich, jako je
prudusnice, plice a varlata. Dysregulace Mucinu 4 vede k vysokym hladindm
exprese v ndorech pank a nadorovych ych liniich. Indukce Mucinu 4
v karcinomu pankreatu kyseli -t i je zprostfedk
prostfednictvim signdini dréhy receptoru kyseliny retinové, TGF-2 slouii jako
prozatimni medidtor této regulované exprese. Alternativni sestfih na 3'-konci
genu pro Mucin 4 generuje alespori 12 sestfihovych variant, které jsou
charakterizovany jako dva odli¥né typy, sekreénf typ a typ spojeny s
Protein mucinu 4 pisobf jako h i povrchovy glykopi a
vytvati tlusté sliznice v nemocném stfednim uchu. Mucin4 (8G7):sc-53945. Westernblot analjza Mucin 4 (8G7): sc-53945, Imunoperoxiddzové barveni
exprese Mucinu 4 v PANC-1 (A), CD-18/HPAF (B) a formalinem fixované, parafinem zalité tkdn& lidského
Colo357 (€) bufiky lykosylacl. Obrézek dychacich
poskyt! Dr. Surinder Batra, University of Nebraska itelidinich bundk (A, barven!
Medical Center. ého stfeva fixované formall

zlité do parafinu, znzorAuicim membrénové a
cytoplazmatické barven! Hszovyeh bunék (8),

s 1. Chaturvedi, P, etal.2008. MUC4 Mucininteracts withandstabilizesthe
HER2 oncoprotein in human pancreatic cancer cells. Cancer Res. 68:
2065-2070.

Mucin 4 {8G7) je my3i monoklondlIni protiltky proto syntetickému
peptidu (STGDTTPLPVTDTSSV) proti tandemovym repeticim mucinu 4
lidského pavodu.

2. Jonckheere, N., etal.2012. The MucinMUC4anditsmembrane partner

J R JK ‘ = ErbB2 regulate biological properties of human CAPAN-2 pancreatic cancer
KaZdé vialka obsahuje 100 yg IgG; v1,0 ml PBS s<0,1% azidu sodnéhoa cells via different signalling pathyvays‘ PLOSONE7: e32232.
0,1% gelatinu. 3, Skrypek, N., etal. 2013. The MUC4 mucin mediates gemcitabine resist-

ance of human pancreatic cancer cells via the concentrative nucleoside
transporter family. Oncogene 32:1714-1723.

Mucin 4 (8G7) se doporutuje pro detekci mucinu 4 lidského 4. Sopha, S.C., et al. 2013. Diagnostic and therapeutic implications of a
plvodu pomoci Western blotovéni (pocate¢ni Fedéni 1: 200, . novel immunohistochemical panel detecting duodenal mucosal invasion by
rozsah fedénf 1: 100-1: 1000), imunoprecipitace [1-2 ug na 100- pancreatic ductal adenocarcinoma. Int. J. Clin. Exp. Pathol. 6:2476-2486.

500 ug celkového proteinu (1 ml bunééného lyzatu)],
imunafluorescence (wychozi fedéni 1:50, rozsah fedéni 1: 50-1: =
500) a imunohistochemie (vEetné &asti zapusténych do parafinu)
(wyjichozi Fedénl 1:50, rozsah fedéni 1: 50-1). : 500).

| Vhodné pro pougitf jako kontrolnf protilétka pro siRNA mucin 4

| (h): sc-43163, mRNA pro shRNA Plasmid (h): sc-43163-SH a mucin

[ 4 shRNA (h) Lentivirové Edstice: sc-43163-V.

S. Kurisaki-Arakawa, A., et al. 2014. Deeply located low-grade fibromyxoid
sarcomawith FUS-CREB3L2 gene fusion ina 5-year-old boy withreview
of literature. Diagn. Pathol. 9: 163.

6. Vasseur, R,, et al. 2015, The Mucin MUC4 is a transcriptional and post-
transcriptional target of K-Ras oncogene in pancreatic cancer. Implication
of MAPK/AP-1, NFxB and RalB signaling paﬂ'm‘. Biochim. Biophys.
Acta 1849: 1375-1384.

Molekulova h fykosyl ého mucinu 4: 980 kDa. e 5 e n r

% S 7. Righi, A, etal.2015.Sclerosing epithelioid fibrosarcoma of the thigh:
Motekiovaltehrc MSERiit 200 kD2 report of 2 cases with synchronous bone metastases. Virchows Arch.
Molekulové hmotnost mucinu 4 az 80 kDa. 467: 339-344.

Pozitivni kontroly: lyzat MCF7 celych bunék: sc-2206 nebo lyzat
celych bunék HUV-EC-C: sc-364180.

8. Taniguchi, T., et al. 2017. N-glycosylation affects the stability and barrier
function of the MUC16 mucin. J. Biol. Chem. 282: 11073-11020.

S!adu;te pii 4°C, **NEZMRAZUJTE**. Stabilni po dobu jednoho
roku od zasléni, Nenf nebezpe&ny. MSDS nenf vy?adovén. CONJUGATES |

Santa Cruz Biotechnology, Inc. 1.800.457.3801 831.457.3800 fax 831.457.3801 Europ:

Zdroj: Siklitv vistav patologie FN Plzeri



Priloha 8 — Pracovni postup pro protilaitku MUC-6

Primérni protilatka piipravena k pouziti Bond™
Muc-6 Glycoprotein (CLHS)
Kat. &.: PA0053

Urgené pouziti
Tato ie je urena k di i pouziti in vifro.
glni protilatka Muc-6 Glycoprotein (CLHS) je uréena k pouziti pfi itativnir i glykoproteinu Muc-8
mikroskopil ve tkéni fixované formalinem a zalité do parafinu imunohistochemickym barvenim pomoci automatického systému BOND
system (zzhmujiciho systémy Leica BOND-MAX system a Leica BOND-III system).
Kiinickou interpretaci jakéhokoliv barveni nebo jeho nepfitomnosti je nutné doplnit icky s pouzitim spi
Kontrol 2 zhodnotit je musi kvalifikovany patolog v kontextu s Klinickou anamnézou pacienta a jinymi diagnostickymi testy.

Souhrn a vysvétleni

Imunohistochemickeé techniky lze pouzit k pritkazu pfitomnosti antigend ve tkéni a v bufikach (viz Pouziti reagencii BOND" v uZivatelské
dokumentaci BOND). Primarni protilétka Muc-6 protein (CLH5) je produkt pfi y k poutiti, ktery byl specificky optimalizovén pro
pouziti se soupravou Bond Polymer Refine Detection. Prikazu glykoproteinu Muc-6 se dosahne tim, Ze se nejprve umozni vazba protilatky
Muc-6 Glycoprotein (CLHS) na fezu, a poté se tato vazba vizualizuje pomocl reagencif dodanych v detekénim systému. Pouziti téchto

produktds v kombinaci s y BOND system jicim systémy Leica BOND-MAX system a Leica BOND-Ill system)
Snizuj Znost IiQSké chyby ai variability v disledku fedéni jednotlivych reagencii, manualniho pipetovani a pouiti reagencii.
Dodéavané reagencie
Muc-6 in (CLH5) je mysi il i ym antigentim vyrabéna jako sup! tkafové y
ve fyzi i roztoku pi Tris s pfenasejicim p i , ob: jici jako ke cni 0,35% ProClin™ 950.
Celkovy cbjem =7 ml.
Klon
CLHS.
Imunogen &
Synteticky peptid v tandemu é sek Muc-8 purifi y HPLC p
Specificita o
Lidsky glykoprotein Muc-6.
Tildalg
1gG1.
K
pr
Priblizn& 10 mg/ml.

Koncentrace protilatek
0,75 mg/l nebo vy3si, stanovend metodou ELISA.
Red&ni a michéni

Primérni protilatka Muc-6 Glycoprotein (CLHS) je optiméing nafedéns k poutziti v systému BOND system (zahrnujicim systémy Leica
BOND-MAX system a Leica BOND-IIl system). Rekonstituce, michani, Fedéni ani titrace této reagencie nejsou nutné.

Potfebny ial, ktery nenf asti y
Uplny seznam materiél(ip )] i i é venip OND jicihy
systémy Leica BOND-MAX sy Leica BOND-III i vbodé ,Pousiti reagencii BOND" v uzivatelské dokumentaci BOND.

" Uchovavani a stabilita

Uchovaveite pfi teploté 2-8 °C. NepouZivejte po uplynuti data pouzitelnosti uvedeného na Stitku obalu.
Znamky lizujici linaci a/nebo ilitu protilatiky Muc-8 Glycoprotein (CLHS) jsou: zkaleni roztoku, vznik zépachu
a pritomnost precipitatu.

Okamzitd po pouziti vratle do prostredi s teplotou 2-8 2GS

Podminky uchovavani jiné nez vyse uvedené musi uZivatel ovefit!.

Bezpe&nostni opatfeni

Tento produkt je uréen pouze pro diagnostické pouzili in vitro.

Koncentrace pifpravku ProClin™ 950 je 0,35 %. Obsahuje aktivni slozku 2-methyl-4-isothiazolin-3-one a mize zplisobit podrazdéni
kiZe, o¢i, sliznic a homich cest dy ich. Pfi i is iemi pi jte rukavice k j ému pouziti.

Vytisk bezpetnostnino materidlového listu ziskate od mistniho distributora nebo oblastni i Leica
nebo miZete navativit webové stranky Leica Bi www.LeicaBi com

Se vzorky, pred fixaci i po fixaci, a se vsemi materialy, které s nimi pfisly do kontakty, je nutno zachazet, jako by mohly prenaset
infeke, a zlikvi je s pouzitim pf Y opatfeni2. Nikdy reagencie nepipetujte Usty a zabrafte kontaktu
reagencif a vzorki s kiizi a sliznicemi. Pokud se reagencie nebo vzorky dostanou do kontaktu s citlivymi oblastmi, omyjte je velkjm
mnozstvim vody. Vyhledejte ékafskou pomoc.

PA053
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Udaje o likvidaci jakychkoli potenciaing toxickych jte ve ich, statnich nebo mistnich nafizenich.
Minimalizujte mikrobidini kontaminaci reagencii, mohlo by dopl ke zvydeni vyskytu nespecifického barvenl.

Ziskévani, inkubaéni doby nebo teploty jiné ne specifikované mohou vést k chybnym vysledkim. Véechny takové zmény musi byt
uzivatelem validovany.

Navod k pouZiti

Prim&mli protilatka Muc-8 Glycoprotein (CLHS) byla vyvinuta k pouziti v automatickém systému BOND system (zahrnujicim systémy
Leica BOND-MAX system a Leica BOND-II system) v kembinaci se soupravou Bond Polymer Refine Detection. Protokol doporu¢eného
barveni primarni protilatky Muc-6 in {CLHS) je imunchi icky protokol F. Teplem indukované ziskéni epitopu se
doporuduje s pouzitim roztoku Bond Epllope Retrieval Solution 2 po dobu 20 minut. Vezméte na v&domi, Ze primarni protilatka Muc-6

Glycoprotein (CLHs) (PAW53) maze poskytnout suboptimaini vysledky, pokud se cykly provadéji s pouzitim Jinych protokold,
B nezje i y protokol F, up kde se pt y krok provadi po pfidani

primami il Zi musi piné vechny podie postupi dnn6 laboratofe.

Otekavané vysledky

Norméini tkéné

Kion CLH5 Muc-6 in v pl ich Zaludednich 214z a v epitelu Zlugniku. (Celkovy pocet vyetienych

normélinich tkani = 122.)

Nédorové tkané

Klon CLHS obarvil 23/24 chronlckych pcvrchovych gasmnd 3/27 nadorl Zaludku (vce!né 2/6 |ubulam|ch adenokarcinomd, 1/6

mucinéznict prstenu, 0/6 ua0/’ , 114
i 1/ karcinomi iaa1/1 stfevni Barveni nebylozustenc A ruznych dalsich vysstfovanyrh

abnormalnich tkénich véetné nédoru stfev (0/9), néadorl $titné 2lazy (0/5), nédord prsu (0/5), dort (0/5),

A (0/4), nédort1 plic (0/4), nédort jicnu (0/3), lymfomd (0/3), nédord ovaria (0/3), nadord nadledvinek (0/2), nadaru mogového méchyie

: (0/2), nadorts kosti (0/2), nédorti ledvin (0/2), nddor( hlavy a krku (0/2), nador(: prostaty (0/2), nadoris slinné 21azy (0/2), seminomu (0/2),
nédorli déloZniho hrdla (0/2), nadoru pankreatu (0/1), hyperplazie prostaty (0/1), nadoru jazyka (0/1) a melanomu (0/1). (Celkovy podet
vysetfenych abnormalnich tkani = 121.) ¥
Muc-6 Glycoprotein (CLHS) se doporuguje k detekci glykoproteinu Muc-6 v normélnich a neoplastickych tkanich, jako

doplnék ke konvenéni histopatologii s pouzitim neimunologickych histochemickych natérd.
Omezeni specificka pro tento produkt
Protilétka Muc-6 Glycop (CLHS5) byla Leica pro pouZiti se soupravou Bond Polymer
Refine Detection a s pomocnymi reagenciemi BOND. UZivatelé, ktefi se pii vySetieni odchyli od doporuéeného postupu, musi za téchto
okolnosti pfijmout odpovédnost za interpretaci vysledki: u pacienta. Doby uvedené v prolokolu se mohou lidit v dusledku odchylek pfi
fixaci tkani a Ucinnosti pfi zvyraznéni antigenu a musi byt y iricky. PHi pfi ziskavani a dob v protokolu
musi byt pouzity reagencie pro negativni kontrolu.

Resenf problému

Népravné opatieni jsou uvedena v odkaze 3.

S hlasenim ého barveni jite mistniho distri nebo oblastni kanceld spoleénosti Leica Biosystems.
Dal3i informace

Dalsi informace o imunobarveni reagenciemi BOND naleznete pod n&zvy Princip testu, Potfebné materidly, Pfiprava vzorku, Kontrola
| kvality, Ovafent testd, Interpretace barveni, Vysvétleni symbolii na $titcich a Obecna omezeni v uzivatelské dokumentaci BOND, v bodé
| JPouziti reagencii BOND".

Literatura
. Clinical Laboratory Improvement Amendments of 1988, Final Rule 57 FR 7163 February 28, 1992.
Vilianova PA. National Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS). Protection of laboratory workers from infectious
diseases transmitted by blood and tissue; proposed guideline. 1991; 7(9). Order code M29-P.
Bancroft JD and Stevens A. Theory and Practice of Histological Techniques. 4th Edition. Churchill Livingstone, New York. 1996.
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Piiloha 9 — Souhlas s poskytovanim informaci

e = FAKULTNI NEMOCNICE PLZEN
A S — -
— . mmwUtvar naméstka pro osetiovatelskou péci
— e Edvards Benude 13, 305 99 Plzeh - Bory
— _—— w— alej Svobody 80, 304 60 Pized - Lochot
FAKULTW NEMOCWCE NIEN 1O D0GEIB0G tel- 377 401 111, 377 103 111
Vazena pani
Denisa Boskova

Studentka oboru Zdravotni laborant
Fakulta zdravotnickych studii - Katedra zachranarstvi, diagnostickych obort a verejného zdravotnictvi

Zapadoceska univerzita v Plzni

Povoleni sbéru informaci ve FN Plzer

Na zéakladé Vadi Zadosti Vam jménem Utvaru naméstkyné pro odetfovatelskou pé&i FN Plzefi udéluji
souhlas sanalyzou / zpracovanim anonymizovanych dat z vysledkd laboratornich metod,
pouzivanych na pracovisti Siklova ustavu patologie (SUP) FN Plzeri. Tento souhlas je vydavan, pfi
spinéni nize uvedenych podminek, v souvislosti s vypracovani Vasi bakalafské prace s nazvem
.Charakterizace hlenovych substanci pfitomnych v choriovych kicich placenty”.

Podminky, za kterych Vam bude umoZnéna realizace Vaseho Setfeni ve FN Plzefi:

. Vrchni zdravotni laborantka SUP souhlasi s Vadim postupem.
. Osobné povedete svoje Setfeni.
. Vase Seffeni nenarusi chod pracovisté ve smyslu provozniho zajisténi dle platnych smérmnic

FN Plzef, ochrany dat pacienti a dodrZzovani Hygienického planu FN Plzefi. Vase Setfeni
bude provedeno za dodrzeni vSech legislativnich _norem, zejména s ohledem na

Dplatnost zdkona €. 372/2011 Sb., o zdravotnich sluZzbach a podminkach jejich poskytovani,

v platném znéni.

. Udaje ze zdravotnické dokumentace pacientl, pokud budou uvedeny ve Vadi bakalafské
praci, musf byt anonymizovany.
. Sbér informaci budete provadét v dobé Vasi, kolou schvalené odbomé praxe na SUP a pod

piimym vedenim opravnéného zdravotnického pracovnika, kterym je pan MUDr. Ondi¢
Ondrej, Ph.D., lékai SUP FN Plzeri.

Po zpracovani Vami zjist&nych Gdaji poskytnete zdravotnickému oddélen( / klinice &i organizaénimu
celku FN Plzen zavéry Vaseho Setfeni, pokud o né projevi opravnény pracovnik ZOK / OC zajem a
budete se aktivné podilet na pfipadné prezentaci vysledki Vaseho Setfeni na vzdélavacich akcich

pofadanych FN Plzefi.

Toto povoleni nezaklada povinnost zdravotnickych pracovniki s Vami spolupracovat, pokud by
spoluprace s Vami naruSovala plnéni pracovnich povinnosti zaméstnancl. Spoluprace zaméstnancl
FN Plzen na Vasem Setfeni je dobrovolna.

Pteji Vam hodné spéch pfi studiu.
Mgr. Be. Svétiule Chabrovd

manoerko pro vz délovoni o vyuku NELZP
zostupkyné noméstkyné pro os. pédi

Utvor néméstkyné pro of. pédi FN Pizen

tel. 377103 204, 377 402 207
e-moil: chobrovos@fnplzen.cz

18. 2. 2020
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