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Souhrn: 

Tato práce se zabývá analýzou mukopolysacharidů v klcích placenty za pomoci histoche-

mických a imunohistochemickcých metod. Potvrdila se přítomnost kyselých mukopolysa-

charidů v parafínových řezech. Některé metody se ukázaly pro řešení této problematiky jako 

nevhodné, zatímco jiné by se v budoucnu mohly stát předmětem dalšího zkoumání. 
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This thesis is about analysis mucosubstances in placental villi using histochemical and 

imunohistochemical methods. The presence of acidic mucopolysaccharides in paraffin sec-

tions was confirmed. Some of the methods proved inappropriate to solve this issue while 

other methods could be the subject of further research.  
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ÚVOD 

Histologické odlišení časného hydropického abortu a molární gravidity je obtížné a 

může vyžadovat použití metod molekulární genetiky. Nesprávná včasná diagnostika může 

vést k prodlevě  umožňujíci rozvoj trofoblastové nemoci. 

V minulosti proběhly studie zkoumající DNA, proteiny či se právě specializovaly na 

analýzu mukopolysacharidů nebo jejich částí. Část těchto výzkumů významně přispěla k di-

agnostice. Nepochybně však zůstává prostor pro další výzkum. Tato práce vznikla v návaz-

nosti na práci z roku 1992 (pod vedením Saula Sustera), zkoumající sulfátové mukosub-

stance.  

Teoretickou část tvoří stručné shrnutí a přiblížení problematiky. V praktické části se 

zaměřím na samotný proces analýzy v laboratoři, jednotlivé metody a následně na průkaz 

kyselých mukopolysacharidů a jejich případné charakteristiky pomocí imunohistochemic-

kých protilátek.  

V případě pozitivních výsledků tento pilotní projekt může být podkladem pro větší 

studii v budoucnosti.  
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TEORETICKÁ ČÁST 

1 PLACENTA 

1.1 Vznik a vývoj  

Ve vejcovodu se čerstvě oplozené vajíčko (vzniká nová diploidní zygota spoje-

ním dvou haploidních sad chromozomů) začne po několika hodinách mitoticky dělit (neboli 

rýhovat) díky dělícímu tělísku obsaženému v krčku spermie. Tímto procesem vzniká tzv. 

morula (asi 3 dny po oplození) putující následně do dělohy (kam doputuje kolem 4. – 6. dne 

po oplození). Během 6. dne vývoje zárodku dochází k nidaci (= uhnízdění). V děloze se za-

číná zona pellucida na povrchu moruly stávat propustnější a dochází k nasávání vody za 

vzniku velkých mezibuněčných prostor, kdy se tímto jevem stává z moruly blastocysta (zona 

pellucida zaniká). Blastocysta je po obvodu ohraničena trofoblastem, na jehož části vnitřní 

stěny ulpívá embryoblast (složen z pluripotentních buněk) a zbytek dutiny je vyplněn teku-

tinou. Embryoblast tvoří základ embrya (zárodečné listy, ze kterých během organogeneze 

vznikají na konci 2. měsíce jednotlivé orgány) a amnionu (= blána; vak vyplněný plodovou 

vodou). Trofoblast tvoří zase základ chorionu (zárodečného obalu), ze kterého později 

vzniká placenta. Trofoblast proniká do decidua basalis (těhotensky přeměněná děložní sliz-

nice), ničí endotel a mateřská krev se dostává do kontaktu s choriem. Buňky trofoblastu nej-

prve tvoří síť, později se proliferují do sloupků dvou vrstev, a sice do cytotrofoblastu (poz-

ději zaniká) krytým  syncytiotrofoblastem.  Do těchto sloupků vrůstá extraembryonální me-

zoderm, jehož vaskularizací krví plodu se tvoří choriové klky. Klky se rozvětvují, od velkých 

větví aa. umbilicalis (tepny pupečníku, obsahuje odkysličenou krev) až po kapiláry v termi-

nálních klcích, kde se krev okysličuje a pokračuje do v. umbilicalis (žíla pupečníku). Krev 

plodu se s krví matky nemísí. Časem choriové klky atrofují a mizí tak z velké části povrchu 

choria, naopak směrem k decidua basalis hypertrofují a tvoří placentu. Ta prorůstá až do 

části myometria, čímž je zajištěno dostatečné zásobení mateřskou krví. Vývoj placenty končí 

ve 12. týdnu těhotenství, přesto roste až do 36. – 38. týdne těhotenství. (1) (2) 
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1.2 Funkce 

Placenta plní hned několik funkcí. Zásobuje plod živinami a kyslíkem, naopak od-

vádí i metabolity plodu, dále funguje jako bariéra proti infekčním agens a tvoří se zde velké 

množství hormonů a enzymů nezbytných pro fyziologický průběh těhotenství. (2) 

1.2.1 Hormonální funkce  

1.2.1.1 Lidský choriový gonadotropin (hCG) 

Biochemicky se jedná o glykoprotein složený ze dvou řetězců aminokyselin (po-

dobná struktura jako luteinizační hormon). Je produkován trofoblastem, konkrétněji syncy-

tiotrofoblastem, a má za úkol zabránit degradaci žlutého tělíska ( lat. corpus luteum). Uplat-

ňuje se při vývoji gonád, nadledvin a zevního genitálu plodu. Na základě detekce hCG v 

moči fungují běžně dostupné jednorázové těhotenské testy. Fyziologicky nabývá hCG nej-

vyšších koncentrací 8-11 týden těhotenství. (1) 

1.2.1.2 Lidský placentární laktogen (hPL) 

Peptid strukturou podobný růstovému hormonu. Vzniká v syncytiotrofoblastu a jeho 

role není zcela jasná. Pravděpodobně spouští proces lipolýzy tukových zásob matky za 

vzniku volných mastných kyselin a glycerolu. Glycerol se dále metabolizuje na glukózu, 

kterou plod může dobře využít jako zdroj energie. (1) 

1.2.1.3 Progesteron 

Steroidní hormon vznikající z cholesterolu. Koncentrace progesteronu během těho-

tenství stále stoupá a je nezbytný pro jeho udržení tím, že brání navození menstruačního 

cyklu a předčasným kontrakcím, které by mohly vést ke spontánnímu potratu, naopak dává 

impulz pro vývoj mléčné žlázy, zvyšuje tvorbu hlenu v děložním hrdle (též by kvůli jejich 

chybění mohlo dojít k potratu). Z počátku se jedná o produkt žlutého tělíska, kolem 12. týdne 

přebírá produkci progesteronu plně funkční placenta. (1) 

1.2.1.4 Estrogeny 

Jedná se o skupinu steroidních hormonů, mezi kterými jsou nejdůležitější: estron, 

estriol a 17-beta-estradiol. Dehydroepindrosteron vzniká v kůže nadledvin plodu (od 12. 

týdne). V podstatě se jedná o prekruzor, který je v játrech plodu následně hydroxylován a ve 

finále působením placentární sulfatázy přeměňován na estriol, který se uvolňuje do krve 

matky, proto se dříve stanovení estriolu v krvi/moči matky používalo jako ukazatel funkce 

placenty.  (1) 
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1.2.2 Enzymatické funkce 

Ze škály enzymů, které placenta produkuje, má poměrně zajímavý diagnostický vý-

znam průkaz histaminázy. Snížené hodnoty histaminázy prokazují potrat, naopak extrémně 

zvýšené hodnoty se objevují při tumorech trofoblastu. Histamináza společně s monoamino-

oxidázou a angiotonázou (jejichž substráty jsou aminy: histamin, adrenalin a angiotonin) 

mají pravděpodobně určitou ochranou funkci v organismu matky. Z hlediska stanovení lze 

považovat za zajímavý enzym oxytocináza u kterého víme, že s délkou fyziologického těho-

tenství stoupá a těsně před porodem dosahuje nejvyšších hodnot. Při patologickém těhoten-

ství slouží jeho stanovení spíše k určování prognózy. (1)  

1.2.3 Placentární transport    

Transport látek placentární bariérou ovlivňuje: průtok krve placentou, uspořádání ma-

ternofetální cirkulce aneb povrchová plocha dostupná pro transfer, rozdíl koncentrací 

v oběhu matky a plodu, tloušťka placentární membrány a hlavně fyzikálně-chemické vlast-

nosti konkrétní látky (prostorová konfigurace, molekulová hmotnost, stupeň ionizace, roz-

pustnost, elektrický náboj atd.). „Pro některé látky existuje v placentě specifický, usnadněný 

transport, umožňující rychlejší vstřebávání než by to odpovídalo koncentračnímu gradi-

entu.“ (3) Mechanizmy transportu látek: prostá difúze (dýchací plyny, voda), facilitovaná di-

fúze (glukóza, laktát), pinocytóza (imunoglobuliny, fosfolipidy, lipoproteiny), aktivní trans-

port (aminokyseliny, některé ionty), průnik paracelulárními otvory, metabolická konverze 

(glukuronidizace, sulfurace, acetylace, konjugace glutathionu).  (1) 

1.3 Stavba 

1.3.1 Makroskopická stavba 

Makroskopicky se jedná o miskovitý, bohatě krevně zásobený orgán tmavé barvy, s 

houbovitou konzistencí. Nabývá hmotnosti asi 500 g, v průměru dosahuje délky 15 – 20 cm 

o tloušťce 3 cm. Orgán je krytý blánou (amniem) vybíhající v pupečník, který dosahuje délky 

zhruba 50 cm. (1) (4) 

1.3.2 Histologická stavba.   

 Histologická stavba je rozdělena na tzv. fetální (plodovou) část a maternální (mateř-

skou) část: 

 Maternální část (vzniklá z děložní sliznice) jsou v podstatě velké krevní prostory (in-

tervilózní prostor) a deciduální sliznice endometria – objemné buňky se světlou cy-

toplazmou a velkými jádry (mohou být i dvoujaderné).  
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 Fetální část se skládá z choriové plotny z níž vyrůstají klky. Syncytiotrofoblast před-

stavuje výrazné bazofilní (tmavé) buňky s velkým množstvím ribosomů a jader, na 

tuto vrstvu naléhá nesouvislá vrstva světlých kubických buněk s kulatým jádrem a 

chromofobní cytoplazmou, označujeme tuto vrstvu jako cytotrofoblast (též 

Langhansovy buňky). Pod těmito buňkami se nachází mezenchym obsahující primi-

tivní makrofágy (Hofbauerovy buňky), v mikroskopu světlá část obsahující cévy. 

(1) (4)
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2 ČASNÝ HYDROPICKÝ ABORTUS 

Dle zákona č. 372/2011 § 82  Sb., o zdravotnických službách, se plodem po potratu 

rozumí plod, který po úplném vypuzení nebo vynětí z těla matčina neprojevuje ani jednu ze 

známek života a současně jeho porodní hmotnost je nižší než 500 g, a pokud ji nelze zjistit, 

jestliže je těhotenství kratší než 22 týdny. Biologickými zbytky potratu se především rozumí 

placenta a těhotenská sliznice. 

Potrat (latinsky abortus) můžeme rozdělit podle různých hledisek. A to z hlediska 

trvání těhotenství na časný (tj. ukončení těhotenství do 12 týdne) a pozdní, dále z hlediska 

průběhu na spontánní (dochází k vypuzení z těla) a zamlklý (plod v těle zůstává, ale nejeví 

známky života) nebo dle příčiny na samovolný (není vyvolán žádným zevním zásahem) a 

indukovaný (= interrupce; umělé přerušení těhotenství). (5) (6) 

Hydrops (neboli vodnatelnost) plodu je hromadění tekutiny v tělních dutinách plodu 

(ale z pravidla i placenty), které vzniká jako důsledek nejrůznějších onemocnění.  

Edém vzniká na podkladě: 

1. Zvýšeného hydrostatického tlaku v kapilárách: 

o městnavé srdeční selhání při: těžké fetální anémii, strukturální srdeční 

vadě, arytmii 

o obstrukce žilního návratu k srdci 

o portální hypertenze při obstrukci jaterních sinusoid extramedulární 

hematopoezou  

2. Sníženého onkotického tlaku plazmy:  

o snížená syntéza albuminu fetálními játry může být důsledkem hypo-

perfuze jater, přetížení jater při zvýšené extramedulární hematopoeze, 

poškození infekcí 

3. Zvýšené propustnosti kapilár: 

o poškození endotelu při generalizovaných infekcích  

4. Sníženého odtoku lymfy  
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Příčiny vzniku těchto změn můžeme klasifikovat jako imunitní a neimunitní.  (7) 

2.1 Imunitní příčiny hydropsu plodu 

Příčinou imunitního hydropsu je hemolytické onemocnění novorozence (HON), kdy 

organismus matky po předchozí imunizaci vytváří Ig G protilátky pronikajíc přes placentu. 

Tyto protilátky napadají erytrocyty plodu a dochází tak k rozvoji hemolytické anémie plodu. 

S nedostatečnou oxygenací tkání plodu dochází k uplatňování kompenzatorních mecha-

nismů. Dochází k vyplavování mladších vývojových forem erytrocytů (erytroblastóza), roz-

voji extramedulární hematopoézy a zvýšení srdečního výdeje. Důsledkem je městnavé sr-

deční selhání s následným generalizovaným edémem. Příčinou imunizace matky je předešlé 

setkání s inkompatibilní krví. Nejčastěji dochází k imunizaci v Rh systému a jejich antige-

nům, ale mohou imunizovat i jiné erytrocytární antigeny např. Kell nebo Lewis (méně časté). 

Imunizace probíhá například při porodu/potratu prvního dítěte za předpokladu, že matka je 

RhD-negativní a plod RhD-pozitivní (v tomto případě nastává riziko u dalších gravidit), dále 

při invazivních porodnických vyšetřovacích metodách, předešlých transfúzích matky (Kell) 

nebo při i.v narkomanii. Dnes se jako prevence aplikuje všem rodičkám Anti RhD imuno-

globulin. (7) 

2.2 Neimunitní příčiny hydropsu plodu 

Příčiny neimunitního hydropsu jsou velice rozmanité a ne vždy lze příčina přesně 

stanovit (tzv. idiopatický hydrops). (7) 

Mezi hematologické příčiny můžeme zařadit homozygotní α thalasemii, hemolytické 

anémie, syndrom feto-fetální transfúze dvojčat (TTTS) – kdy z monochoriální placenty do-

chází k disbalanci krevní sítě mezi plody. (7) 

Kardiovaskulární příčiny bývají strukturální srdeční vady (např. Ebsteinova malfor-

mace, předčasný uzávěr foramen ovale aj.), nestrukturální srdeční vady, cévní malformace 

s propojením žilního a arteriálního oběhu, supraventrikulární tachyarytmie plodu, nádory 

srdce (rhabdomyom), acardius (tj. parazitické samostatně neživotaschopné dvojče, žijící 

z oběhu životaschopného plodu) nebo bradykardie při komplexních srdečních malformacích 

(např. defekt AV septa). (7) 

Další příčinou hydropsu plodu mohou být tzv. TORCH (intrauterinní) infekce. Mezi 

tyto infekce patří toxoplazmóza, rubeola, cytomegalovirová infekce, herpes siplex, ale také 
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např. pátá nemoc, za kterou je odpovědný lidský parvovirus B19. Virus prochází transpla-

centárně, napadá erytrocytární prekruzory plodu, což může vést až k potratu. Dalším infekč-

ním onemocněním ohrožující plod je syfilis. Treponema pallidum má taktéž schopnost pro-

cházet placentou a poškozovat plod. V případě pozitivního screeningového vyšetření těhotné 

lékař indikuje léčbu penicilinem, aby předešel případnému přenosu spirochety na plod. (7) 

Metabolických vad spojovaných s hydropsem existuje celá řada. Jednou z nich je na-

příklad Gaucherova choroba. Jedná se o autosomálně recesivní onemocnění, která má za 

následek nedostatečnou aktivitou některého z lysosomálního enzymu a dále ukládání nede-

gradovaného substrátu v lysozomech různých tkání a orgánů. (8) 

Hydrops plodu mohou způsobit taktéž tumory a pseudotumory dutiny břišní a hrudní. 

Příkladem může být: brániční hernie (kýla), polycystické ledviny, kongenitální nádory (neu-

roblastom), aj. (7) 

Chromozomální aberace a genetická onemocnění mohou mít též za následek hyd-

rops. Mezi aberace patří trisomie nebo Turnerův syndrom. Do onemocnění bychom mohli 

zařadit tuberózní sklerózu (TSC) nebo například chondrodysplazii. (7) 

 



 

21 

 

3 GESTAČNÍ TROFOBLASTICKÁ NEMOC 

Gestační trofoblastickou nemoc je stav, kdy se trofoblast vymyká normálnímu růstu 

bez reakce na kontrolní mechanismy. V těhotenství trofoblast fyziologicky (a kontrolovaně) 

velice rychle roste a proniká do deciduy, s možností infiltrace do plic a dalších orgánů. Po 

ukončení těhotenství (porod, potrat, gravidis extrauterina) trofoblastová invaze (TI) regre-

duje během několika dnů. Referenční mez pro fyziologický ústup invaze se považuje doba 

30 dnů, kdy uplynutím této doby doprovázené pomalým poklesem hCG, hovoříme o perzis-

tující (též přetrvávající) trofoblastické invazi (PTI). (9) 

Gestační trofoblastickou nemoc klasifikujeme dle WHO od r. 1984 na 11 klinických 

jasně histopatologicky a cytogeneticky definovaných klinických jednotek.  Těmito jednot-

kami jsou: trofoblastická invaze (TI), perzistující trofoblastická invaze (PTI), mola hydati-

dosa partialis (MHP), mola hydatidsa complenta (MHC), mola proliferanc (MP), choriokar-

cinom (CH), choriokarcinom syncytiotrofoblastický (CH-Syn), choriokarcinom cytotrofob-

lastický (CH-Cyt), choriokarcinom disociovaný (CH-Dis), choriokarcinom nediferencovaný 

(CH-Ned), perzistující trofoblastická nemoc (PTN). (10) 

Perzistující trofoblastická nemoc (PTN) označuje stav, kdy po odsátí dutiny děložní 

neklesá nebo naopak stoupá hodnota hCG v organismu, což značí stálou přítomnost buněk 

trofoblastu v organismu. Může se jednat o rezidua moly v děloze (nedostatečné odstranění) 

nebo i o invazivní molu či choriokarcinom. (7)  

3.1 Mola hydatidosa 

Jednotlivé druhy se od sebe liší klinickými projevy, histologickými změnami, cyto-

geneticky i prognózou. (10)  

Diagnostika hydatidózních mol může být prováděna pouze na základě morfologic-

kého zhodnocení za předpokladu, že jsou dobře patrné charakteristické změny. (11) 

3.1.1 Mola hydatidosa partialis (MHP) 

Parciální (též částečná či inkompletní) mola vzniká patologickou fertilizací vajíčka, 

kdy je jedno vajíčko oplodněno buď dvěma spermiemi, nebo jednou diploidní spermií. 

V obou případech vzniká triploidní mola hydatidosa partialis 69XXY nebo 69XXX, kdy po-

měr genetické informace matka a otec je 1 : 2. Příčina tohoto jevu zatím známá není. Namě-

řené hodnoty hCG nabývají z pravidla hodnot jako při fyziologickém těhotenství. Malfor-

mované embryo se zakládá, následně samovolně odumírá během prvního trimestru (KO: 
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zamlklý potrat). Skutečný počet MHP dalece převyšuje počet diagnostikovaných. MHP po-

většinou končí jako potraty, které nejsou v histologické laboratoři vyšetřovány. (9) 

Z histologického hlediska se trofoblast proliferuje fokálně, nenalézáme žádné bu-

něčné atypie. Klky jsou vaskularizované, kdy část z nich je edematózně zvětšená a část je 

normálních (tedy výskyt dvou typů/populací). Diagnóza se stanovuje histopatologickým a 

cytogenetickým vyšetřením. Obecně triploidie jsou jednou z nejčastějších chromozomálních 

aberací, tudíž i nejčastější aberací vyšetřovanou u časných potratů. (7) 

Terapie spočívá ve vyprázdnění děložní dutiny (vakuumexhauscí), revize dutiny dě-

ložní (kyretáž) a dále sledování poklesu hladiny hCG (každý týden) do negativity. (10) 

Zhruba u 0,5 – 5% pacientek s parciální molou vzniká perzistující trofoblastická ne-

moc. MHP však prakticky nemalignizuje. (9) 

Obrázek 1: Placenta MHP makroskopicky 

Zdroj: https://webpath.med.utah.edu/PLACHTML/PLAC066.html 

3.1.2 Mola hydatidosa completa (MHC) 

Úplná hydatidózní mola vzniká patologickou fertilizací vajíčka, kdy všechny chro-

mozomy pocházejí od otce. Existují dvě cesty vzniku tohoto onemocnění. Buď dochází 

k oplodnění tzv. prázdného vajíčka (empty egg) dvěma spermiemi nebo je prázdné vajíčko 

oplodněno haploidní spermií, která se endoreduplikuje. Ve výsledku vznikne diploidní sada 

chromozomů 46XX nebo 46XY (matka a otec je 0 : 2). Oproti parciální mole naměříme 
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hodnoty hCG extrémně zvýšené. Plod vždy chybí. K odhalení kompletní moly (při dnešní 

dostupnosti UZ vyšetření) dochází již v prvním trimestru, kdy nalézáme četné echogenní 

odrazy od hrozníčků moly (tzv. ,,sněžná bouře“). Klinické znaky se objevují až počátkem 

druhého trimestru, tudíž se dnes s nimi téměř nesetkáme. Histopatologická diagnostika se 

tímto časným záchytem lehce ztížila tím, že histologické znaky nejsou již v prvním trimestru 

tak zřetelné, jako by byly ve druhém trimestru. (9) (12) 

U časné kompletní moly (diagnostika v prvním trimestru) nalézáme ve stromatu klků 

mírný edém (bez patrných prázných prostor), stroma je hypercelulární s bazofilním náde-

chem a karyorhexí (tzn. rozpad jader). Trofoblast proliferuje fokálně nebo difúzně. Při poz-

dější diagnostice placenta vypadá jako trs hroznů. Nalézáme výrazně endematózní, avasku-

lární klky, kdy některé z nich v sobě ukrývají prázdné prostory. Trofoblast proliferuje di-

fúzně po obvodu klků a lze pozorovat i buněčné atypie. (7) 

Terapie je stejná jako u MHP. Komplikace perzistující trofoblastické nemoci se vy-

skytuje u 15 – 20% žen s MHC. Zhruba u 2% případů mola malignizuje.  (7) 

3.1.3 Mola invasiva (proliferanc, destruens) 

Invazivní molou se může stát parciální i kompletní mola. Jde o agresivní nenádorové 

onemocnění s vlastnostmi jako maligní nádor. Vyznačuje se enormní proliferací buněk tro-

foblastu (vzestup hCG), které pronikají do myometria a cév. Mohou putovat do pochvy, plic 

či mozku, kde regredují. K malignizaci dojít může, avšak léčitelnost je stoprocentní. (7) (9) 

Histologickou diagnózu lze stanovit pouze z resekátu postiženého orgánu (např. 

plic), což není běžný postup. Proto se zahajuje léčba chemoterapií i bez histologického po-

tvrzení invazivní moly. (7) 

3.2 Gestační trofoblastické neoplazie 

3.2.1 Choriokarcinom 

Jde o maligní epitelový nádor vycházející z buněk trofoblastu. (13) 

„Historicky byl prvním solidním nádorem s metastázami, který byl vyléčen chemote-

rapií.“ (13) Jednalo se o výzkum z roku 1956, kdy byl na tomto druhu nádoru zkoumán účinek 

metothrexátové terapie. (14) 
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 U zhruba 50 % případů předchází choriokarcinomu MHC, u 25 % předchází fyzio-

logické těhotenství zakončené porodem a ve 25 % předchází těhotenství zakončené potra-

tem. Vzácně choriokarcinomu předchází mimoděložní těhotenství. Choriokarcinom me-

tastazuje nejčastěji do plic, pochvy a mozku za pomoci hematogenní cesty.  Příznaky mohou 

být různorodé, podle místa výskytu metastáz (např. dušnost, nepravidelné krvácení z děložní 

dutiny či krvácení do mozku). Vzniká s odstupem jednoho měsíce, až dvou let od ukončení 

předešlého těhotenství. Hladiny hCG jsou vždy extrémně zvýšené. (10) (9)  

Makroskopicky nalézáme v děloze ložisko připomínající uzel, avšak u 20 % případů 

lze nalézt pouze metastázy, z důvodu nekrotického rozpadu ložiska. (7) 

Histologicky choriokarcinom netvoří choriové klky, ložiska bývají prokrvácená a 

provází je značná nekróza. V mikroskopu můžeme nalézt dva druhy atypických nádorových 

buněk syncitiotrofoblastu a cytotrofoblastu. Jelikož se jedná o epitelový karcinom, lze ho 

prokázat imunohistochemickým stanovením na cytokeratiny (pozitivní reakce) (7) 

Léčí se chemoterapií, u rezistence na chemoterapii případně jiných komplikací se 

indikuje chirurgická léčba. Chemoterapie je individualizována podle WHO skóre do čtyř tříd 

podle: věku, ukončení předcházejícího těhotenství, intervalu od ukončení předchozího těho-

tenství, předléčebné hladiny hCG, počtu metastáz, lokalizace metastáz, rozměru největšího 

nádoru včetně dělohy a předchozí terapie. (10) 

3.2.2 Placental site trophoblastic tumor (PSTT) 

Vzácný typ nádorového onemocnění (patřící do skupiny gestační trofoblastické ne-

oplazie) vycházející z intermediálního trofoblastu infiltrující myometrium. Nejčastěji posti-

huje ženy starší 35 let. Na rozdíl od choriokarcinomu měříme nízké hladiny hCG, což není 

charakteristické pro malignitu. Tento typ nádoru bývá povětšinou benigního charakteru, ale 

může vykazovat i agresivně maligní chování se zakládáním metastáz. Roste velmi pomalu. 

Nejčastějším výskytem metastáz jsou plíce a jako u jediného nádorového onemocnění z této 

skupiny metastazuje do lymfatických uzlin. Diagnostika je prováděna za pomoci imunohis-

tochemických metod, kdy buňky vykazují pozitivitu na humání placentární laktogen a 

ostatní extravilózní trofoblastické markery. Tento typ nádoru bývá indikací k chirurgické 

léčbě. Pokud se metastatická ložiska nachází v přístupné lokalitě, indikuje se extripace. I tak 

je po operaci indikována kombinovaná chemoterapeutická léčba, z důvodu poměrně vysoké 

chemorezistence této maligní varianty. (9) (15) 
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3.2.3 Epithelioid trophoblastic tumor (ETT) 

Raritně se vyskytující nádor. Klinické znaky se shodují s PSTT, avšak z hlediska 

histopatologie se liší. Metastazuje zhruba ve třetině případů.  (9) 

Mikroskopicky bývá nádor složen z relativně jednotné populace mononukleárních 

intermediárních trofoblastických buněk tvořících hnízda obklopená rozsáhlou nekrózou. 

Růstový vzorec ETT připomíná trofoblastický tumor v místě placenty v mnohem větší míře 

než choriokarcinom, který je charakterizován dimorfní populací trofoblastu. (16) 
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4 VYŠETŘOVACÍ METODY UŽÍVANÉ K DIAGNOSTICE 

MHP 

4.1 Imunohistochemická analýza proteinu p57 

Jaderný protein p57kip2 patří do skupiny inhibitorů kináz buněčného cyklu. Přesněji 

se jedná o produkt otcovsky otištěného, mateřsky exprimovaného genu CDKN1C, cyklin-

dependentní inhibitor kinázy lokalizovaný na chromozomu 11p15.5. Při interpretaci vý-

sledků imunohistologického vyšetření proteinu p57, se posuzuje exprese jaderné pozitivity 

v cytotrofoblastu, ve stromálních buňkách, ale i v intermediálním trofoblastu i v mateřské 

decidue. Pozitivita jader intermediálního trofoblastu a decidui slouží jako vnitřní pozitivní 

kontrola. Ukázalo se, že kvůli absenci maternálního podílu genetické informace u MHC, je 

exprese p57 v buňkávćh stromatu a cytotrofoblastu velmi omezená nebo se vůbec nenachází. 

Naproti tomu u MHP a nemolárních abortů je  maternální část přítomna a expresi p57 v těcho 

typech buněk nalézáme. Pro odlišení MHP a nemolární gravidity je zapotřebí užití jiných 

metod. (11) (17) (18) 

4.2 Cytogenetické metody  

Metody mají za úkol odhalit triploidii a zároveň určit, zda převažuje genetická infor-

mace matky či otce. „Nevýhodou těchto vyšetření jsou jejich nároky na kvalitu dodaného 

vzorku. Ne vždy se ze zaslaného materiálu podaří DNA izolovat. K izolaci DNA se nejlépe 

hodí čerstvá tkáň, tedy taková, která nebyla fixována v médiu.“ (19)  Převažuje-li otcovská 

část, jedná se o MHP. Pokud převažuje mateřská genetická informace, jde o nemolární gra-

viditu.  

Nejlepší diagnostiku poskytuje STR genotypizace DNA metodou PCR. Díky krát-

kým tandemovým repeticím (neboli mikrosatelitům) nacházejících se podél celého genomu, 

lze odlišit podíl maternální a paternální sady chromozomů. U metod FISH (fluorescenční in 

situ hybridizace), průtokové cytometrie či vyšetření karyotypu odlišit maternální a paternální 

část genetické informace nelze. U nespecifických diploidních vzorků nelze odlišit ranou 

formu MHC od nemolárních gravidit (morfologicky mohou být v rané fázi prakticky neod-

lišitelné) a stejně tak u triploidních vzorků nelze odlišit, zda se jedná o MHP či nemolární 

triploidii. Z tohoto důvody tyto metody nejsou pro diagnostiku vhodné. (11) (20) (21) 
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PRAKTICKÁ ČÁST 

5 CÍL A ÚKOLY PRÁCE 

Zjistit, zda lze využít k odlišení molární a ne-molární gravidity některé histoche-

mické metody a dosud za tímto účelem nestudované imunohistochemické protilátky na zá-

kladě analýzy mukopolysacharidů v tkáňových řezech.   
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6 VÝZKUMNÉ PROBLÉMY/OTÁZKY 

1) Je složení popřípadě množství mukopolysacharidů v choriových klcích placenty 

časného hydropického abortu a placenty parciální moly skutečně odlišné? 

2) Dokáží vybrané metody tuto případnou odlišnost interpretovat? 
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7 CHARAKTERISTIKA SLEDOVANÉHO SOUBORU 

Z archivovaných parafínových tkáňových bločků Šiklova ústavu patologie bylo vy-

bráno 7 bločků placent časného hydropického abortu, 2 bločky placent abortu s prokázanou 

parciální molou. Poslední bloček byl námi zhotoven též parafínovou technikou z fyziolo-

gické placenty (kontrolní vzorek). Z každého bločku vzniklo osm sklíček zpracovaných 

osmi různými metodami. 
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8 METODIKA PRÁCE 

8.1 Přikrojení  

Probíhá po přijetí nativního nebo fixovaného materiálu do histologické laboratoře na 

přikrajovacím stole opatřeným: digestoří, umyvadlem, diktafonem (případně fotoaparátem) 

a potřebným vybavením typu skalpel, tuž, tkáňové bločky apod.  

Lékař nadiktuje číslo vzoru, identifikaci pacienta a typ materiálu. Nejprve si orgán 

zorientuje a provede (makro)popis, tzn. rozměry, zabarvení, viditelné změny, konzistence 

apod. Následně se vyberou místa pro přikrojení. Řez by měl být veden tak, aby vzorek ob-

sahoval všechny přítomné vrstvy tkáně. Takto zhotovený vzorek laborant uzavírá do přísluš-

ných biokazet, obsahující číslo biopsie a číslo pacienta. Počet kazet, jejich označení a počet 

vzorků v kazetě musí odpovídat údajům zapsaných laborantem na zadní straně žádanky. 

Tyto biokazety putují k dalšímu zpracování do autotechnikonu.  

Zbytek materiálu se v laboratoři uchovává ve fixační tekutině do doby stanovení fi-

nální diagnózy.  

8.2 Odvodnění tkání a prosycení parafínem 

Probíhá v autotechnikonu, kdy se biokazety vkládají do kovového košíku, ve kterém 

přístrojem putují. Přístroj košík přemisťuje v určitých časových intervalech do alkoholových 

lázní. Lázně jsou seřazené vzestupně dle koncentrace alkoholu, aby došlo k řádnému odvod-

nění tkání a možnosti tak prosycení tkáně parafínem, který je s vodou nemísitelný. Začíná 

v 60 % ethanolu, dále jde do 70 %, 80 % a 96 % ethanolu, pokračuje lázněmi s acetonem, s 

acetonem smíchaným s xylenem, xylenem a v závěru rozehřátým parafínem. Po tomto pro-

cesu se košík s kazetami vyjme z přístroje ven, kazety se vyskládají na teplou desku a ote-

vřou. 

8.3 Zalévání do parafínu 

K zalévání se používá zaléva11cí parafínová linka („zalévadlo“). Zde jsou k dispo-

zici kovové „formičky“ na jejíž dno se nalije pomocí „zalévadla“ malé množství parafínu 

(aby nedošlo k přilepení tkáně ke dnu této formičky). Na tuto vrstvu se pokládá pomocí za-

hřáté pinzety vzorek tkáně z kazety a celá „formička“ se přesune na chladící desku k utuh-

nutí. Následně se na „formičku“ nasadí původní označená plastová biokazetu a celé se to 

zalije až po okraj biokazety. Nechá se to celé opět zatuhnout na chladící podložce, načež se 
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pak odloupne kovová „formička“ a vzniklý bloček se uchovává v chladu do dalšího zpraco-

vání.  

8.4 Krájení na sáňkovém mikrotomu 

Sáňkový mikrotom slouží ke krájení tenkých řezů, které se ihned po ukrojení ukot-

vují na podložní sklíčka. Pro většinu histochemických barvení se krájí řezy o tloušťce 2 – 4 

µm a nanáší se na klasická podložní sklíčka. Co se imunohistochemických metod týče, krájí 

se řezy tlusté 1 µm a řezy se nanášejí na speciální podložní sklíčka značky TOMO. Postupuje 

se tak, že se do přístroje vloží žiletka a do neapolské svorky bloček, dále se pomocí šroubu 

nastaví požadovaná tloušťka řezu. Za pomoci makrošroubu se svorka se stolkem posune pod 

žiletku a okrájí horní část parafínu bez tkáně. Následně se pohybuje pouze mikrošroubem 

posouvající stolek o vzdálenost, jež se na začátku nastavila. Řezy se opatrně sjímají ze ži-

letky a pokládají se na studenou vodní hladinu. Na té se pomocí preparačních jehel řezy 

rovnají, orientují a natahují. Za pomoci podložního skla se řezy přenesou do teplé vody (o 

teplotě asi 48 °C), nechají se finálně napnout, pomocí preparačních jehel se řez uchytí k pod-

ložnímu sklíčku a tahem sklíčka z vodní hladiny řez ke sklíčku přilne.  

U imunohistochemických metod se nesmí zapomenout na TOMO sklíčka přikrojit a 

natáhnout pozitivní tkáňová kontrola (definovaná pro příslušnou metodu), aby bylo patrné, 

zda reakce opravdu proběhla správně (popřípadě, jak se má pozitivita projevovat). 

8.5 Histochemické barvení 

Barvení, použita za účelem této práce jsou vodné roztoky (tudíž s parafínem nemísi-

telná), sklíčka proto musí být před zahájením jakéhokoliv z následujících barvení odvodněna 

do destilované vody, což znamená, že sklíčka putují (buď manuálně v kyvetách, nebo lázních 

v tzv. barvícím automatu, který po nastavených časech automaticky přesouvá sklíčka z jedné 

lázně do druhé) do systému lázní obsahující sestupnou řadu alkoholů, kde musí strávit defi-

novaný čas. Začíná se v xylenových lázních, dále v acetonových lázních, následně v řadě 

lázní počínajících 96 % ethanolem, pokračujíc 80 % a 70% ethanolem, konče destilovanou 

vodou.  

8.5.1 Hematoxylin-eozin (HE) 

Jedná se o základní přehledné barvení používané v každé laboratoři. V provozu jej 

provádí barvicí automat. 
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8.5.1.1 Příprava roztoků 

Na 2 litry roztoku Gillova hematoxylinu se naváží: 8 g hematoxylinu, 0,8 g jodičnanu 

sodného a 70,4 g síranu hlinitého. Každá navážka se rozpustí v destilované vodě (celkový 

objem činí 1420 ml destilované vody) zvlášť a jednotlivé roztoky se smíchají v jeden. Ná-

sledně se přidá 500 ml ethylenglykolu. Roztok se promíchá a nakonec se přidá 80 ml ledové 

kyseliny octové. 

Pro přípravu roztoku Eosinu se naváží 10 g Eosinu - žlutavého rozpustného ve vodě 

a 5 g dvojchromanu draselného. Navážky rozpustíme v 800 ml destilované vody. Po rozpuš-

tění se přidá 100 ml nasyceného roztoku kyseliny pikrové a 100 ml čistého/absolutního al-

koholu. 

8.5.1.2 Postup samotného barvení HE 

Odparafínovaná sklíčka se vnoří na 7 min do roztoku Gillova hematoxylinu. Dále se 

sklíčka nechají diferencovat v kyselém alkoholu. Sklíčka v kyvetě se vloží pod slabý proud 

vody a nechají se pár minut proprat („modrat“). Sklíčka přemístíme na 1 min do roztoku 

Eosinu a nakonec opláchneme destilovanou vodou. 

8.5.2 Toluidinová modř (TM) 

8.5.2.1 Příprava roztoku toluidinové modři  

Pro přípravu 200 ml toluidinové modři se naváží 0,2 g toluidinové modři, která se 

rozpustí ve 200 ml destilované vody. Vzniklý roztok se přefiltruje do zásobní lahve. 

8.5.2.2 Postup samotného barvení TM 

Odparafínovaná sklíčka se pokapají 0,1 % roztokem toluidinové modři, který se ne-

chá působit 20 min. Po uplynutí této doby se sklíčka opláchnou v destilované vodě. 

8.5.3 Alciánová modř (AM) 

Použité roztoky jsou náročné na přípravu, proto si jej laboratoř objednává hotové.  

Odparafínovaná sklíčka se pokapají roztokem alciánové modři (pH = 2,5), který se 

nechá působit po dobu 45 min. Následuje oplach v kyvetě obsahující destilovanou vodu. 

Sklíčka se pokapou jádrovou červení, která se nechá působit asi 2 min. Sklíčka se opět 

opláchnou v destilované vodě.    
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8.5.4 Alciánová modř + PAS (AMP) 

8.5.4.1 Příprava roztoků  

Roztok kyseliny jodisté se připraví navážením 0,5 g kyseliny jodisté. Navážka se 

rozpustí ve 100 ml destilované vody.  

Schiffovo činidlo  a alciánová modř jsou roztoky dodávané již připravené k přímému 

použití. Příprava Gillova hematoxylinu viz. výše. 

8.5.4.2 Postup samotného barvení AMP 

Odparafínovaná sklíčka se pokapou roztokem alciánové modři, která se nechá 30 min 

působit. Následuje oplach v destilované vodě. Dále se nakape připravený roztok kyseliny 

jodisté a nechá se 5 min účinkovat. Po té opět opláchneme v destilované vodě a nakapeme 

na 5 min Schiffovo činidlo. Sklíčka se naskládají do kyvety a nechají se prát 15 min pod 

tekoucí vodou. Nakonec se jádra dobarvují Gillovým hematoxylinem (působí 7 min), nakape 

se na sklíčka diferenciační roztok a opět se nechají prát pod tekoucí vodou. 

8.6 Imunohistochemické zpracování 

Obecným postup zpracování začíná odparafinováním sklíček a následně k tzv. opti-

malizací prezentace antigenu (děj, při kterém dojde k obnažení vyhledávaného antigenu ve 

tkáni) – ne všechny protilátky tento proces vyžadují. Dalším krokem je blokace aktivity en-

dogenních enzymů, která nám zajistí, že s naší enzymatickou značkou (nejčastěji se používá 

enzym peroxidáza, která se nachází i běžně ve tkáních) nebude falešně pozitivně sledovaná 

tkáň reagovat. Ve třetím kroku blokujeme pozadí (avidin a biotin), kdy vysycením tkáně 

bílkovinami předcházíme nespecifickému vychytávání specifické protilátky (bez tohoto 

kroku nám po obarvení na sklíčku zůstává nespecifická pozitivní reakce pozadí). Následně 

se dle pokynů výrobce naředí příslušná primární protilátka, která se na sklíčku nechá inku-

bovat. Pak dochází k promytí fosfátovým pufrem. Následně se přikape sekundární protilátka 

a po uplynutí inkubační doby opět dochází k oplachu roztokem fosfátového pufru. Pak už 

zbývá komplex detekovat a vizualizovat, což se provádí substrátem z peroxidu vodíku a 3,3-

diaminobenzidin tetrachlorid (= DAB) chromogenu, což se projeví vznikem hnědého zabar-

vení. Zbytek tkáně se tzv. kontrastuje. K tomu se používá 5% roztok modré skalice na 10 

min a jádra buněk se dobarvují Gillovým hematoxylinem v barvícím automatu. 

Imunohistochemické zpracování probíhalo v přístroji BenchMark Ultra – Ventana, 

který pracoval s příslušnými sety od výrobce. V termostatu vytemperovaná sklíčka na 60°C  
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se vkládají do horní části přístroje, kde se nachází šuplíky pro vkládání skel. Nad skly se 

pohybuje otočný karusel s detekčním a vyvolávacím systémem, proteáza, ampifikační set a 

dispenzery s protilátkami. Veškeré procesy přístroje jsou viditelné v PC. Přístroj si řezy od-

parafínuje. Vše si dávkuje sám dle nastaveného protokolu. V dolní části přístroje se nachází 

zásobní roztoky pufrů, promývacích roztoků a oleje.  

Zdroj: vlastní – ŠÚP Lochotín 

8.7 Odvodnění a montování (přípravkem Pertex) 

Odvodnění a montování je závěrem procesu zpracovávání histologického preparátu 

(ať už zhotoveného histochemickou nebo imunohistochemickou cestou), který dává za vznik 

sklíčko předkládané lékaři pro určení diagnózy.  

Odvodnění probíhá opět putováním sklíček v systému alkoholových lázní. Provádí 

se buď manuálně, nebo přístrojově v barvicím automatu. Opět se začíná v 70% ethanolu, 

pokračuje se v 80% a 96% ethanolu, následují lázně s acetonem a nakonec s xylenem.  

Pro montáž sklíček při naší práci byl využit komerčně dodávaný přípravek Pertex (s 

vodou nemísitelné médium – proto se sklíčka musela odvodnit). Montáž se opět provádí buď 

Obrázek 2: Přístroj BenchMark Ultra – Ventana 
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manuálně, nebo jej vykonává montovací automat. Na podložní sklíčko s odvodněným pre-

parátem se nanese montovací médium (Pertex) a přiloží se krycí sklíčko tak, aby nevznikly 

bubliny mezi krycím sklíčkem a preparátem. 

8.8 Světelný mikroskop 

Samotná analýza vzorku se provádí pozorováním preparátu ve světelném mikro-

skopu a provádí jej lékař. Mikroskop je opatřený světelným zdrojem, stolečkem s úchyty na 

preparát, revolverovou hlavicí s objektivy a v horní části okulárem (zvětšení x10).  

Na výběr máme několik typů objektivů lišících se zvětšením. Maximální zvětšení je 

až tisícinásobné a docílíme jej pomocí imerzního objektivu (zvětšení x100). Chceme-li po-

užít imerzní objektiv, je třeba pokapat preparát imerzním olejem, který má za úkol zabránit 

rozptylu paprsků světla.  
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9 ANALÝZA A INTERPRETACE VÝSLEDKŮ 

Analýza vzorků byla provedena pomocí světelného mikroskopu, kdy se na jednotli-

vých sklíčkách prokazovala pozitivita kyselých mukopolysacharidů v choriových klcích pla-

centy. V případě pozitivity se hodnotila intenzita zabarvení (pro histochemické metody)/ex-

prese (pro imunohistochemické metody) a pozitivní část (= kolik procent z choriových klků 

vykazují pozitivitu na kyselé mukopolysacharidy z celkového počtu sledovaných klků). 

Hodnocení míry a intenzity zabarvení/exprese skel je subjektivní, z toho důvodu hodnocení 

prováděli 3 lidé nezávisle na sobě.  

9.1 Průkaz pozitivity jednotlivých metod 

9.1.1 Výsledek barvení hematoxylin-eosin 

Jedná se o základní přehledné barvení, které spíše než k průkazu slouží k vizualizaci 

tkáně. Kyselé mukopolysacharidy zde prokázat nelze. 

Zdroj vlastní - ŠÚP 

Jádra - modrá, kolagen - třešňově červený, hyalin - růžový, fibrin - červený, svalovina - rů-

žovo-červená, chrupavka - modrá. 

Obrázek 3: Výsledek barvení HE 
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9.1.2 Výsledek barvení toluidinovou modří 

 

Zdroj vlastní - ŠÚP 

Buněčná jádra a cytoplazma - tmavomodře (ortochromaticky), kyselé mukopolysachradiy - 

metachromaticky, tzn. rozdílný odstín modré oproti odstínu použitého barviva  

Obrázek 4: Výsledek barvení TM 
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9.1.3 Výsledek barvení alciánovou modří 

 

Zdroj vlastní - ŠÚP 

Kyselé mukopolysachridy - modře, jádra buněk – červeně  

Obrázek 5: Výsledek barvení AM 
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9.1.4 Výsledek barvení PAS reakce + alciánová modř 

Zdroj vlastní - ŠÚP 

Kyselé mukopolysacharidy – modře, ostatní polysacharidy růžovočerveně  

Obrázek 6: Výsledek barvení AMP 
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9.1.5 Imunohistochemický výsledek pozitivní reakce  

Zdroj vlastní - ŠÚP 

Příklad pozitivní exprese. Hnědá sraženina v místě vazby antigenu s protilátkou v cyto-

plazmě buněk. Tento mechanizmus využívají všechny imunohistochemické metody, bez 

ohledu na antigen, či detekční systém. 

 

9.2 Analýza vzorků 

Výsledky jsou zpracovány v následujících tabulkách. Každá tabulka odpovídá jed-

nomu vzorku. Tabulka je členěna do více částí, a to dle odvětví metod (histochemie/imuno-

histochemie) a dle hodnotícího (MUDr. Ondrej Ondič PhD.[1] /Monika Vondřičková [2] 

/Denisa Bošková [3]). Každý hodnotící hodnotí intenzitu/expresi a zastoupení pozitivních 

choriových klků. 

Obrázek 7: Výsledek imunohistochemického barvení MUC-4 
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Tabulka 1: Vzorek č. 16706/R8 - Fyziologická placenta 

HISTOCHEMIE 

 Hodnotící 1 Hodnotící 2 Hodnotící 3 

Metoda Intenzita  
Pozitivní 

část [%] 
Intenzita  

Pozitivní 

část [%] 
Intenzita  

Pozitivní 

část [%] 

HE Neg. 0 Neg. 0 Neg. 0 

TM Neg. 0 Neg. 0 Neg. 0 

AM Neg. 0 Neg. 0 Neg. 0 

AMP Neg. 0 Neg. 0 Neg. 0 

 

IMUNOHISTOCHEMIE 

 Hodnotící 1 Hodnotící 2 Hodnotící 3 

Metoda Exprese 
Pozitivní 

část [%] 
Exprese 

Pozitivní 

část [%] 
Exprese 

Pozitivní 

část [%] 

MUC-1 Neg. 0 Neg. 0 Neg. 0 

MUC-2 Neg. 0 Neg. 0 Neg. 0 

MUC-4 Neg. 0 Neg. 0 Neg. 0 

MUC-6 Neg. 0 Neg. 0 Neg. 0 
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Tabulka 2: Vzorek č. 9149 - Placenta časného hydropického abortu 

HISTOCHEMIE 

 Hodnotící 1 Hodnotící 2 Hodnotící 3 

Metoda Intenzita  
Pozitivní 

část [%] 
Intenzita  

Pozitivní 

část [%] 
Intenzita  

Pozitivní 

část [%] 

HE Neg. 0 Neg. 0 Neg. 0 

TM + 80 ++ 70 ++ 70 

AM +++ 100 +++ 95 +++ 80 

AMP ++ 90 ++ 90 ++ 95 

 

IMUNOHISTOCHEMIE 

 Hodnotící 1 Hodnotící 2 Hodnotící 3 

Metoda Exprese 
Pozitivní 

část [%] 
Exprese 

Pozitivní 

část [%] 
Exprese 

Pozitivní 

část [%] 

MUC-1 Neg. 0 Neg. 0 Neg. 0 

MUC-2 Neg. 0 Neg. 0 Neg. 0 

MUC-4 Neg. 0 Neg. 0 Neg. 0 

MUC-6 Neg. 0 Neg. 0 Neg. 0 
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Tabulka 3: Vzorek č. 9485 - Placenta časného hydropického abortu 

HISTOCHEMIE 

 Hodnotící 1 Hodnotící 2 Hodnotící 3 

Metoda Intenzita  
Pozitivní 

část [%] 
Intenzita  

Pozitivní 

část [%] 
Intenzita  

Pozitivní 

část [%] 

HE Neg. 0 Neg. 0 Neg. 0 

TM + 10 + 15 + 30 

AM + 90 ++ 75 ++ 70 

AMP + 90 ++ 75 ++ 70 

 

IMUNOHISTOCHEMIE 

 Hodnotící 1 Hodnotící 2 Hodnotící 3 

Metoda Exprese 
Pozitivní 

část [%] 
Exprese 

Pozitivní 

část [%] 
Exprese 

Pozitivní 

část [%] 

MUC-1 Neg. 0 Neg. 0 Neg. 0 

MUC-2 Neg. 0 Neg. 0 Neg. 0 

MUC-4 Neg. 0 Neg. 0 Neg. 0 

MUC-6 Neg. 0 Neg. 0 Neg. 0 
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Tabulka 4: Vzorek č. 9488/A - Placenta časného hydropického abortu 

HISTOCHEMIE 

 Hodnotící 1 Hodnotící 2 Hodnotící 3 

Metoda Intenzita  
Pozitivní 

část [%] 
Intenzita  

Pozitivní 

část [%] 
Intenzita  

Pozitivní 

část [%] 

HE Neg. 0 Neg. 0 Neg. 0 

TM + 5 + 20 ++ 30 

AM + 70 ++ 65 ++ 60 

AMP + 70 ++ 70 ++ 75 

 

IMUNOHISTOCHEMIE 

 Hodnotící 1 Hodnotící 2 Hodnotící 3 

Metoda Exprese 
Pozitivní 

část [%] 
Exprese 

Pozitivní 

část [%] 
Exprese 

Pozitivní 

část [%] 

MUC-1 Neg. 0 Neg. 0 Neg. 0 

MUC-2 Neg. 0 Neg. 0 Neg. 0 

MUC-4 Neg. 0 Neg. 0 Neg. 0 

MUC-6 Neg. 0 Neg. 0 Neg. 0 
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Tabulka 5: Vzorek č. 9488/B - Placenta časného hydropického abortu 

HISTOCHEMIE 

 Hodnotící 1 Hodnotící 2 Hodnotící 3 

Metoda Intenzita  
Pozitivní 

část [%] 
Intenzita  

Pozitivní 

část [%] 
Intenzita  

Pozitivní 

část [%] 

HE Neg. 0 Neg. 0 Neg. 0 

TM + 1 + 10 ++ 5 

AM + 70 ++ 65 ++ 60 

AMP + 70 + 75 + 70 

 

IMUNOHISTOCHEMIE 

 Hodnotící 1 Hodnotící 2 Hodnotící 3 

Metoda Exprese 
Pozitivní 

část [%] 
Exprese 

Pozitivní 

část [%] 
Exprese 

Pozitivní 

část [%] 

MUC-1 Neg. 0 Neg. 0 Neg. 0 

MUC-2 Neg. 0 Neg. 0 Neg. 0 

MUC-4 Neg. 0 Neg. 0 Neg. 0 

MUC-6 Neg. 0 Neg. 0 Neg. 0 
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Tabulka 6: Vzorek č. 9488/C - Placenta časného hydropického abortu 

HISTOCHEMIE 

 Hodnotící 1 Hodnotící 2 Hodnotící 3 

Metoda Intenzita  
Pozitivní 

část [%] 
Intenzita  

Pozitivní 

část [%] 
Intenzita  

Pozitivní 

část [%] 

HE Neg. 0 Neg. 0 Neg. 0 

TM Neg. 0 + 3 ++ 1 

AM + 50 + 60 ++ 50 

AMP + 30 + 25 + 20 

 

IMUNOHISTOCHEMIE 

 Hodnotící 1 Hodnotící 2 Hodnotící 3 

Metoda Exprese 
Pozitivní 

část [%] 
Exprese 

Pozitivní 

část [%] 
Exprese 

Pozitivní 

část [%] 

MUC-1 Neg. 0 Neg. 0 Neg. 0 

MUC-2 Neg. 0 Neg. 0 Neg. 0 

MUC-4 Neg. 0 Neg. 0 Neg. 0 

MUC-6 Neg. 0 Neg. 0 Neg. 0 
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Tabulka 7: Vzorek č. 5585/R2 - Placenta časného hydropického abortu 

HISTOCHEMIE 

 Hodnotící 1 Hodnotící 2 Hodnotící 3 

Metoda Intenzita  
Pozitivní 

část [%] 
Intenzita  

Pozitivní 

část [%] 
Intenzita  

Pozitivní 

část [%] 

HE Neg. 0 Neg. 0 Neg. 0 

TM + 10 + 5 + 3 

AM + 30 ++ 40 ++ 50 

AMP + 40 + 60 + 60 

 

IMUNOHISTOCHEMIE 

 Hodnotící 1 Hodnotící 2 Hodnotící 3 

Metoda Exprese 
Pozitivní 

část [%] 
Exprese 

Pozitivní 

část [%] 
Exprese 

Pozitivní 

část [%] 

MUC-1 Neg. 0 Neg. 0 Neg. 0 

MUC-2 Neg. 0 Neg. 0 Neg. 0 

MUC-4 Neg. 0 Neg. 0 Neg. 0 

MUC-6 Neg. 0 Neg. 0 Neg. 0 
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Tabulka 8: Vzorek č. 5585/R7 - Placenta časného hydropického abortu 

HISTOCHEMIE 

 Hodnotící 1 Hodnotící 2 Hodnotící 3 

Metoda Intenzita  
Pozitivní 

část [%] 
Intenzita  

Pozitivní 

část [%] 
Intenzita  

Pozitivní 

část [%] 

HE Neg. 0 Neg. 0 Neg. 0 

TM + 30 ++ 25 +++ 15 

AM ++ 70 ++ 60 ++ 55 

AMP + 40 ++ 40 ++ 35 

 

IMUNOHISTOCHEMIE 

 Hodnotící 1 Hodnotící 2 Hodnotící 3 

Metoda Exprese 
Pozitivní 

část [%] 
Exprese 

Pozitivní 

část [%] 
Exprese 

Pozitivní 

část [%] 

MUC-1 Neg. 0 Neg. 0 Neg. 0 

MUC-2 Neg. 0 Neg. 0 Neg. 0 

MUC-4 Neg. 0 Neg. 0 Neg. 0 

MUC-6 Neg. 0 Neg. 0 Neg. 0 
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Tabulka 9: Vzorek č. 189/R2 - Placenta s prokázanou parciální molou 

HISTOCHEMIE 

 Hodnotící 1 Hodnotící 2 Hodnotící 3 

Metoda Intenzita  
Pozitivní 

část [%] 
Intenzita  

Pozitivní 

část [%] 
Intenzita  

Pozitivní 

část [%] 

HE Neg. 0 Neg. 0 Neg. 0 

TM + 50 ++ 70 ++ 55 

AM + 80 ++ 75 + 70 

AMP + 80 ++ 60 ++ 80 

 

IMUNOHISTOCHEMIE 

 Hodnotící 1 Hodnotící 2 Hodnotící 3 

Metoda Exprese 
Pozitivní 

část [%] 
Exprese 

Pozitivní 

část [%] 
Exprese 

Pozitivní 

část [%] 

MUC-1 Neg. 0 Neg. 0 Neg. 0 

MUC-2 Neg. 0 Neg. 0 Neg. 0 

MUC-4 + 3 + 3 + 3 

MUC-6 Neg. 0 Neg. 0 Neg. 0 

 

Komentář k tabulce č. 9:  

  Po společné konzultaci jsme vyhodnotili velice slabou pozitivitu MUC-4. 
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Tabulka 10: Vzorek č. 189/R12 - Placenta s prokázanou parciální molou 

HISTOCHEMIE 

 Hodnotící 1 Hodnotící 2 Hodnotící 3 

Metoda Intenzita  
Pozitivní 

část [%] 
Intenzita  

Pozitivní 

část [%] 
Intenzita  

Pozitivní 

část [%] 

HE Neg. 0 Neg. 0 Neg. 0 

TM + 15 + 10 + 15 

AM + 30 + 45 ++ 40 

AMP + 30 + 45 + 25 

 

IMUNOHISTOCHEMIE 

 Hodnotící 1 Hodnotící 2 Hodnotící 3 

Metoda Exprese 
Pozitivní 

část [%] 
Exprese 

Pozitivní 

část [%] 
Exprese 

Pozitivní 

část [%] 

MUC-1 Neg. 0 Neg. 0 Neg. 0 

MUC-2 Neg. 0 Neg. 0 Neg. 0 

MUC-4 Neg. 0 Neg. 0 Neg. 0 

MUC-6 Neg. 0 Neg. 0 Neg. 0 

 

Komentář k tabulce č. 10:  

U metody MUC-4 se vyskytovala značná pozitivita v oblasti syntitiotrofoblastu. Uvnitř 

choriových klků však nikoliv (viz. následující obrázek č. 8) 
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Zdroj vlastní - ŠÚP 

Obrázek 8: Zvláštní typ pozitivity vzorku 189/R12 (MUC-4) 
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DISKUZE 

Výzkum byl inspirován prací SAUL SUSTER, M.D. and MORTON J. ROBINSON, 

M.D. z roku 1992, kdy byla prováděna analýza mukopolysacharidů v parafínových řezech 

pro odlišení těchto dvou stavů. Pokusila jsem se na jejich práci podobném duchu navázat. 

Ve svém výzkumu používají metody hematoxylin-eosin, PAS s použitím diastázy i bez ní a 

barvení alciánovou modří při pH 1,2 a 2,5 s použitím hyaluronidázy i bez ní.  

Práce začala studiem různých metod, pomocí kterých by bylo možné kyselé muko-

polysacharidy v parafínových řezech prokázat. Po konzultaci jsme vybrali právě tyto použité 

metody. Vyzkoušeli jsme k průkazu mukopolysacharidů i metodu methylenové modři, ale 

bohužel se ukázala jako nevhodná. Pro průkaz kyselých mukopolysacharidů se z hlediska 

histochemie ukázala jako nejvhodnější metoda s alciánovou modří.  

 Výsledky barvení AMP potvrdily, že mukosubstance uvnitř choriových klků hydro-

pického abortu a parciální moly, mají skutečně kyselou povahu. Vyjma fyziologické pla-

centy, která v našem případě posloužila jako negativní kontrola, se nám podařil odhalit vy-

soký výskyt mukopolysacharidů uvnitř choriových klků.  

Z důvodu malého počtu použitých parafinových bločků placent s prokázanou parci-

ální molou, výsledky nejsou vhodné k dalšímu statistickému zpracování.  

U jednoho ze dvou vzorků parciální moly jsme zachytili velice slabou expresi MUC-

4 v buňkách trofoblastu. U druhého vzorku parciální moly jsme pozorovali zvláštní typ po-

zitivity v oblasti syntitiotrofoblastu. Lze tedy říci, že je možné v některých případech parci-

ální moly tento mukopolysacharid detekovat. Pro praktickou diagnostickou aplikaci by bylo 

potřeba tuto skutečnost ještě více prozkoumat.  

U vzorků hydropických abortů se nám přesnou charakteristiku mukopolysacharidů 

uvnitř choriových klků placenty, pomocí vybraných imunohistochemických protilátek, pro-

kázat nepodařilo. Z výsledků je patrné, že z analyzovaných mukopolysacharidů se uvnitř 

choriových klků nevyskytuje ani jeden.  

Nepodařilo se nám ani prokázat, že by použité metody dokázaly odhalit nějaký rozdíl 

v intenzitě/expresi pozitivity, množstvím zastoupení nebo v odlišném složení kyselých 

mukopolysacharidů ve tkáni parciální moly a časného hydropického abortu.  
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ZÁVĚR 

Žádná z použitých metod není vhodná k odlišení parciální moly a hydropického 

abortu. 

Potvrdili jsme přítomnost kyselých mukopolysacharidů v klcích placenty. 

Histochemické barvení nejvhodnější k detekci mukopolysacharidů je barvení alciá-

novou modří. 

Nečekaná pozitivní exprese MUC-4 v buňkách trofoblastu placenty s parciální mo-

lou by mohla být předmětem dalšího cíleného zkoumání. 

. 
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Příloha A – Pracovní postup ŠÚP HE 

 

Zdroj: PPZ/SUP/Hematoxylin-eosin  
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Zdroj: PPZ/SUP/Alciánová modř  
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