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SEZNAM ZKRATEK

AM L, alcianova modf

AMP L. alcidnova modf + PAS

DNA .. deoxyribonukleova kyselina
ETT oo epitheloid trophoblastic tumor
FISH oo fluorescencni in situ hybridizace
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PSTT oo placental site trophoblastic tumor
PTH perzistujici trofoblastické invaze
STR e, short tandem repeats

SUP oo Siklav Gstav patologie

TH e trofoblastickd invaze
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UVOD
Histologické odliSeni ¢asného hydropického abortu a molarni gravidity je obtizné a
muze vyzadovat pouziti metod molekularni genetiky. Nespravna vcasna diagnostika mtize

vést k prodlevé umoziiujici rozvoj trofoblastové nemoci.

V minulosti prob¢hly studie zkoumajici DNA, proteiny ¢i se prave specializovaly na
analyzu mukopolysacharidi nebo jejich asti. Cast téchto vyzkumt vyznamné piispéla k di-
agnostice. Nepochybn¢ vSak zlstava prostor pro dalsi vyzkum. Tato prace vznikla v ndvaz-
nosti na praci z roku 1992 (pod vedenim Saula Sustera), zkoumajici sulfatové mukosub-

stance.

Teoretickou ¢ast tvoii stru¢né shrnuti a ptiblizeni problematiky. V praktické casti se
zaméfim na samotny proces analyzy v laboratofi, jednotlivé metody a nasledné na priukaz
kyselych mukopolysacharidi a jejich pfipadné charakteristiky pomoci imunohistochemic-

kych protilatek.

V ptipad¢ pozitivnich vysledki tento pilotni projekt mize byt podkladem pro vétsi

studii v budoucnosti.
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TEORETICKA CAST

1 PLACENTA

1.1 Vznik a vyvoj

Ve vejcovodu se cCerstvé oplozené vajicko (vznika nova diploidni zygota Spoje-
nim dvou haploidnich sad chromozomii) za¢ne po nékolika hodinach mitoticky délit (neboli
ryhovat) diky délicimu télisku obsazenému v kr¢ku spermie. Timto procesem vznika tzv.
morula (asi 3 dny po oplozeni) putujici nasledné do délohy (kam doputuje kolem 4. — 6. dne
po oplozeni). Béhem 6. dne vyvoje zarodku dochézi k nidaci (= uhnizdéni). V déloze se za-
¢ina zona pellucida na povrchu moruly stavat propustnéjs$i a dochazi k nasavani vody za
vzniku velkych mezibunéénych prostor, kdy se timto jevem stava z moruly blastocysta (zona
pellucida zanika). Blastocysta je po obvodu ohranic¢ena trofoblastem, na jehoZ ¢asti vnitini
stény ulpiva embryoblast (slozen z pluripotentnich bunék) a zbytek dutiny je vyplnén teku-
tinou. Embryoblast tvofi zdklad embrya (zarode¢né listy, ze kterych béhem organogeneze
vznikaji na konci 2. mésice jednotlivé organy) a amnionu (= blana; vak vyplnény plodovou
vodou). Trofoblast tvoii zase zéklad chorionu (zdrode¢ného obalu), ze kterého pozdéji
vznika placenta. Trofoblast pronika do decidua basalis (t¢hotensky pfeménéna délozni sliz-
nice), ni¢i endotel a matetska krev se dostava do kontaktu s choriem. Bunky trofoblastu nej-
prve tvofi sit’, pozd&ji se proliferuji do sloupku dvou vrstev, a sice do cytotrofoblastu (poz-
déji zanika) krytym syncytiotrofoblastem. Do téchto sloupki vrista extraembryonalni me-
zoderm, jehoz vaskularizaci krvi plodu se tvofi choriové klky. Klky se rozvétvuji, od velkych
vétvi aa. umbilicalis (tepny pupecniku, obsahuje odkyslicenou krev) az po kapilary v termi-
nalnich klcich, kde se krev okyslicuje a pokracuje do v. umbilicalis (zila pupec¢niku). Krev
plodu se s krvi matky nemisi. Casem choriové klky atrofuji a mizi tak z velké ¢asti povrchu
choria, naopak smérem k decidua basalis hypertrofuji a tvofi placentu. Ta prorasta az do
¢asti myometria, ¢imz je zajisténo dostatené zdsobeni matefskou krvi. Vyvoj placenty kon¢i

ve 12. tydnu t€hotenstvi, piesto roste az do 36. — 38. tydne téhotenstvi. (1) (2)
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1.2 Funkce

Placenta plni hned nékolik funkci. Zasobuje plod zivinami a kyslikem, naopak od-
vadi i metabolity plodu, dale funguje jako bariéra proti infekénim agens a tvofi se zde velké

mnozstvi hormond a enzymii nezbytnych pro fyziologicky prubéh téhotenstvi. (2)

1.2.1 Hormonalni funkce

1.2.1.1 Lidsky choriovy gonadotropin (hCG)

Biochemicky se jedna o glykoprotein slozeny ze dvou fetézcii aminokyselin (po-
dobna struktura jako luteiniza¢ni hormon). Je produkovan trofoblastem, konkrétnéji syncy-
tiotrofoblastem, a ma za tikol zabranit degradaci Zlutého téliska ( lat. corpus luteum). Uplat-
nuje se pii vyvoji gonad, nadledvin a zevniho genitalu plodu. Na zakladé detekce hCG v
moci funguji bézné€ dostupné jednorazové téhotenské testy. Fyziologicky nabyva hCG nej-

vyssich koncentraci 8-11 tyden téhotenstvi. (1)

1.2.1.2 Lidsky placentarni laktogen (hPL)

Peptid strukturou podobny ristovému hormonu. Vznika v syncytiotrofoblastu a jeho
role neni zcela jasna. Pravdépodobné spousti proces lipolyzy tukovych zasob matky za
vzniku volnych mastnych kyselin a glycerolu. Glycerol se dale metabolizuje na glukozu,

kterou plod mize dobie vyuzit jako zdroj energie. (1)

1.2.1.3 Progesteron

Steroidni hormon vznikajici z cholesterolu. Koncentrace progesteronu béhem tého-
tenstvi stale stoupd a je nezbytny pro jeho udrZeni tim, Ze brani navozeni menstrua¢niho
cyklu a pred¢asnym kontrakcim, které by mohly vést ke spontannimu potratu, naopak dava
impulz pro vyvoj mlééné zlazy, zvySuje tvorbu hlenu v déloznim hrdle (téz by kvili jejich
chybéni mohlo dojit k potratu). Z po¢atku se jedna o produkt Zlutého téliska, kolem 12. tydne

prebira produkci progesteronu plné funkéni placenta. (1)

1.2.1.4 Estrogeny

estriol a 17-beta-estradiol. Dehydroepindrosteron vznika v kiize nadledvin plodu (od 12.
tydne). V podstaté se jedna o prekruzor, ktery je v jatrech plodu nasledné hydroxylovan a ve
finale pasobenim placentarni sulfatazy preménovan na estriol, ktery se uvoliiuje do krve
matky, proto se diive stanoveni estriolu v krvi/mo¢i matky pouzivalo jako ukazatel funkce

placenty. (1)
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1.2.2 Enzymatické funkce
Ze skaly enzymd, které placenta produkuje, ma pomérn€ zajimavy diagnosticky vy-

znam prikaz histaminazy. Snizené hodnoty histamindzy prokazuji potrat, naopak extrémné
zvySené hodnoty se objevuji pfi tumorech trofoblastu. Histaminaza spole¢né s monoamino-
oxidazou a angiotonazou (jejichz substraty jsou aminy: histamin, adrenalin a angiotonin)
maji pravdépodobné uréitou ochranou funkci v organismu matky. Z hlediska stanoveni lze
povaZzovat za zajimavy enzym oxytocinaza u kterého vime, ze s délkou fyziologického tého-
tenstvi stoupa a tésné pred porodem dosahuje nejvyssich hodnot. Pti patologickém téhoten-

stvi slouzi jeho stanoveni spiSe k ur¢ovani prognozy. (1)

1.2.3 Placentarni transport
Transport latek placentarni bariérou ovliviluje: priitok krve placentou, uspofddani ma-

ternofetalni cirkulce aneb povrchova plocha dostupna pro transfer, rozdil koncentraci
V obéhu matky a plodu, tloustka placentarni membrany a hlavné fyzikalné-chemické vlast-
nosti konkrétni latky (prostorovéa konfigurace, molekulovd hmotnost, stupen ionizace, roz-
pustnost, elektricky naboj atd.). ,, Pro nékteré latky existuje v placenté specificky, usnadnény
transport, umoznujici rychlejsi vstiebavani nez by to odpovidalo koncentracnimu gradi-
entu. “® Mechanizmy transportu latek: prosta diftze (dychaci plyny, voda), facilitovana di-
faze (glukoza, laktat), pinocytoza (imunoglobuliny, fosfolipidy, lipoproteiny), aktivni trans-
port (aminokyseliny, n¢které ionty), prinik paracelularnimi otvory, metabolicka konverze

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

1.3.1 Makroskopicka stavba
Makroskopicky se jedna o miskovity, bohaté krevné zdsobeny organ tmavé barvy, S

houbovitou konzistenci. Nabyva hmotnosti asi 500 g, v priméru dosahuje délky 15 — 20 cm
0 tloust'ce 3 cm. Organ je kryty blanou (amniem) vybihajici v pupeénik, ktery dosahuje délky
zhruba 50 cm. (1) (4)

1.3.2 Histologicka stavba.
Histologicka stavba je rozd€lena na tzv. fetalni (plodovou) Cast a materndlni (matef-

skou) cast:

e Maternalni ¢ast (vznikla z d€lozni sliznice) jsou v podstaté velké krevni prostory (in-
tervilozni prostor) a decidualni sliznice endometria — objemné buiiky se svétlou cy-

toplazmou a velkymi jadry (mohou byt i dvoujaderné).
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Fetalni ¢ast se sklada z choriové plotny z niz vyristaji klky. Syncytiotrofoblast pied-
stavuje vyrazné bazofilni (tmavé) bunky s velkym mnozstvim ribosomt a jader, na
tuto vrstvu naléha nesouvisla vrstva svétlych kubickych bunék s kulatym jadrem a
chromofobni cytoplazmou, oznacujeme tuto vrstvu jako cytotrofoblast (téz
Langhansovy buriky). Pod témito bufikami se nachazi mezenchym obsahujici primi-

tivni makrofagy (Hofbauerovy buiiky), v mikroskopu svétla ¢ast obsahujici cévy.

1) 4
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2 CASNY HYDROPICKY ABORTUS
Dle zakona ¢. 372/2011 § 82 Sh., o zdravotnickych sluzbach, se plodem po potratu

rozumi plod, ktery po uplném vypuzeni nebo vynéti z téla matfina neprojevuje ani jednu ze
znamek zivota a soucasné jeho porodni hmotnost je nizsi nez 500 g, a pokud ji nelze zjistit,
jestlize je té¢hotenstvi kratsi nez 22 tydny. Biologickymi zbytky potratu se pfedevs§im rozumi

placenta a t¢hotenska sliznice.

Potrat (latinsky abortus) mizeme rozdé€lit podle riznych hledisek. A to z hlediska
trvani t¢hotenstvi na ¢asny (tj. ukonceni téhotenstvi do 12 tydne) a pozdni, dale z hlediska
prubéhu na spontanni (dochazi k vypuzeni z t€la) a zamlkly (plod v téle zlstava, ale nejevi
znamky zivota) nebo dle pfi¢iny na samovolny (neni vyvolan zadnym zevnim zasahem) a

indukovany (= interrupce; umélé preruseni téhotenstvi). (5) (6)

Hydrops (neboli vodnatelnost) plodu je hromadéni tekutiny v télnich dutinach plodu

(ale z pravidla i placenty), které vznika jako disledek nejriiznéjsich onemocnéni.
Edém vzniké na podkladé:
1. Zvyseného hydrostatického tlaku v kapilarach:

o méstnavée srdecni selhani pfi: t€zké fetalni anémii, strukturalni srde¢ni

vadg, arytmii
o obstrukce zilniho navratu k srdci

o portalni hypertenze pii1 obstrukci jaternich sinusoid extramedularni

hematopoezou
2. Snizeného onkotického tlaku plazmy:

o SniZena syntéza albuminu fetalnimi jatry mize byt disledkem hypo-
perfuze jater, pfetizeni jater pti zvySené extramedularni hematopoeze,

poskozeni infekci
3. Zvysené propustnosti kapilar:
o poskozeni endotelu pfi generalizovanych infekcich

4. SniZeného odtoku lymfy
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Pri¢iny vzniku téchto zmén mizeme klasifikovat jako imunitni a neimunitni. (7)

2.1 Imunitni pri¢iny hydropsu plodu

Pfi¢inou imunitniho hydropsu je hemolytické¢ onemocnéni novorozence (HON), kdy
organismus matky po pfedchozi imunizaci vytvari Ig G protilatky pronikajic pfes placentu.
Tyto protilatky napadaji erytrocyty plodu a dochézi tak k rozvoji hemolytické anémie plodu.
S nedostatecnou oxygenaci tkani plodu dochazi k uplatiiovani kompenzatornich mecha-
nismil. Dochazi k vyplavovani mladsich vyvojovych forem erytrocytl (erytroblastdza), roz-
voji extramedularni hematopoézy a zvySeni srdecniho vydeje. Disledkem je méstnavé sr-
decni selhani s naslednym generalizovanym edémem. Pfi¢inou imunizace matky je predeslé
setkani s inkompatibilni krvi. Nejcastéji dochéazi k imunizaci v Rh systému a jejich antige-
niim, ale mohou imunizovat i jiné erytrocytarni antigeny napt. Kell nebo Lewis (méné Cast¢).
Imunizace probihé naptiklad pti porodu/potratu prvniho ditéte za pfedpokladu, Ze matka je
RhD-negativni a plod RhD-pozitivni (v tomto pfipadé nastava riziko u dalSich gravidit), dale
pfi invazivnich porodnickych vySetfovacich metodach, predeslych transfuzich matky (Kell)

nebo pfi i.v narkomanii. Dnes se jako prevence aplikuje v§em rodickdm Anti RhD imuno-

globulin. (7)

2.2 Neimunitni pFi¢iny hydropsu plodu
Pti¢iny neimunitniho hydropsu jsou velice rozmanité a ne vZdy lze pficina ptesné

stanovit (tzv. idiopaticky hydrops). (7)

Mezi hematologické pfi¢iny miZeme zatadit homozygotni a thalasemii, hemolytické
anémie, syndrom feto-fetalni transfuze dvojc¢at (TTTS) — kdy z monochorialni placenty do-
chazi k disbalanci krevni sit¢ mezi plody. (7)

Kardiovaskularni pfi¢iny byvaji strukturalni srdecni vady (napt. Ebsteinova malfor-
mace, predCasny uzaveér foramen ovale aj.), nestrukturalni srde¢ni vady, cévni malformace
S propojenim Zilniho a arteridlniho ob&hu, supraventrikuldrni tachyarytmie plodu, nadory
srdce (thabdomyom), acardius (tj. parazitické samostatné nezivotaschopné dvojce, Zijici
Z obéhu zivotaschopného plodu) nebo bradykardie pti komplexnich srdecnich malformacich

(napt. defekt AV septa). (7)

Dalsi pti¢inou hydropsu plodu mohou byt tzv. TORCH (intrauterinni) infekce. Mezi

tyto infekce patfi toxoplazmoéza, rubeola, cytomegalovirova infekce, herpes siplex, ale také
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napf. pata nemoc, za kterou je odpovédny lidsky parvovirus B19. Virus prochazi transpla-
centarn¢, napada erytrocytarni prekruzory plodu, coz mize vést az k potratu. Dal§im infek¢-
nim onemocnénim ohrozujici plod je syfilis. Treponema pallidum ma taktéz schopnost pro-
chazet placentou a poSkozovat plod. V piipad¢€ pozitivniho screeningového vysetteni té¢hotné

1ékat indikuje 1é¢bu penicilinem, aby piedesel piipadnému pienosu spirochety na plod. (7)

Metabolickych vad spojovanych s hydropsem existuje cela fada. Jednou z nich je na-
ptiklad Gaucherova choroba. Jedna se o autosomalné recesivni onemocnéni, kterd ma za
nasledek nedostatecnou aktivitou nékterého z lysosomalniho enzymu a dale ukladani nede-

gradovaného substratu v lysozomech riznych tkani a organt. (8)

Hydrops plodu mohou zpiisobit taktéZ tumory a pseudotumory dutiny bti$ni a hrudni.
Piikladem muze byt: brani¢ni hernie (kyla), polycystické ledviny, kongenitalni nadory (neu-

roblastom), aj. (7)

Chromozomalni aberace a genetickd onemocnéni mohou mit téz za nasledek hyd-
rops. Mezi aberace patii trisomie nebo Turneriiv syndrom. Do onemocnéni bychom mohli

zatadit tuberdzni sklerézu (TSC) nebo napiiklad chondrodysplazii. (7)
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3 GESTACNI TROFOBLASTICKA NEMOC

Gestacni trofoblastickou nemoc je stav, kdy se trofoblast vymyka normalnimu ristu
bez reakce na kontrolni mechanismy. V téhotenstvi trofoblast fyziologicky (a kontrolovan¢)
velice rychle roste a pronika do deciduy, s moznosti infiltrace do plic a dalSich organti. Po
ukonceni téhotenstvi (porod, potrat, gravidis extrauterina) trofoblastova invaze (TI) regre-
duje beéhem né¢kolika dnl. Referenéni mez pro fyziologicky Ustup invaze se povazuje doba
30 dnu, kdy uplynutim této doby doprovazené pomalym poklesem hCG, hovoiime o perzis-

tujici (téz pietrvavajici) trofoblastické invazi (PTI). (9)

Gestacni trofoblastickou nemoc klasifikujeme dle WHO od r. 1984 na 11 klinickych
jasn¢ histopatologicky a cytogeneticky definovanych klinickych jednotek. Témito jednot-
kami jsou: trofoblasticka invaze (TI), perzistujici trofoblasticka invaze (PTI), mola hydati-
dosa partialis (MHP), mola hydatidsa complenta (MHC), mola proliferanc (MP), choriokar-
cinom (CH), choriokarcinom syncytiotrofoblasticky (CH-Syn), choriokarcinom cytotrofob-
lasticky (CH-Cyt), choriokarcinom disociovany (CH-Dis), choriokarcinom nediferencovany

(CH-Ned), perzistujici trofoblasticka nemoc (PTN). (10)

Perzistujici trofoblasticka nemoc (PTN) oznacuje stav, kdy po odsati dutiny délozni
neklesa nebo naopak stoupa hodnota hCG v organismu, coz znaci stalou pritomnost bun¢k
trofoblastu v organismu. Muze se jednat o rezidua moly v déloze (nedostate¢né odstranéni)

nebo i o invazivni molu ¢i choriokarcinom. (7)

3.1 Mola hydatidosa
Jednotlivé druhy se od sebe lisi klinickymi projevy, histologickymi zménami, cyto-

geneticky i1 prognozou. (10)

Diagnostika hydatidoznich mol mize byt provadéna pouze na zakladé morfologic-

kého zhodnoceni za piedpokladu, Ze jsou dobfe patrné charakteristické zmény. (11)

3.1.1 Mola hydatidosa partialis (MHP)
Parcialni (téz ¢aste€na ¢i inkompletni) mola vznika patologickou fertilizaci vajicka,

kdy je jedno vajicko oplodnéno bud’ dvéma spermiemi, nebo jednou diploidni spermii.
V obou ptipadech vznika triploidni mola hydatidosa partialis 69XXY nebo 69XXX, kdy po-
mér genetické informace matka a otec je 1 : 2. PfiCina tohoto jevu zatim znama neni. Namé-
fené hodnoty hCG nabyvaji z pravidla hodnot jako pii fyziologickém téhotenstvi. Malfor-

mované embryo se zaklada, nasledné samovolné odumird béhem prvniho trimestru (KO:
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zamlkly potrat). Skute¢ny pocet MHP dalece prevysuje pocet diagnostikovanych. MHP po-

vétsinou kondi jako potraty, které nejsou Vv histologické laboratofi vySetiovany. (9)

Z histologického hlediska se trofoblast proliferuje fokalné, nenalézame zadné bu-
nécné atypie. KIKy jsou vaskularizované, kdy ¢ast z nich je edemat6zné zvétSena a Cast je
normalnich (tedy vyskyt dvou typl/populaci). Diagn6za se stanovuje histopatologickym a
cytogenetickym vySetfenim. Obecné triploidie jsou jednou z nejcastéjsich chromozomalnich

aberaci, tudiz i nejcastéjsi aberaci vySetfovanou u ¢asnych potrati. (7)

Terapie spociva ve vyprazdnéni délozni dutiny (vakuumexhausci), revize dutiny dé-

lozni (kyretaz) a dale sledovani poklesu hladiny hCG (kazdy tyden) do negativity. (10)

Zhruba u 0,5 — 5% pacientek s parcialni molou vznika perzistujici trofoblasticka ne-
moc. MHP vsak prakticky nemalignizuje. (9)

makroskopicky
F \ 4

Obrazek 1: Placenta MHP

N A ;o " A

Zdroj: https://webpath.medutah.eu/PLACH LPLAC6.htmI

3.1.2 Mola hydatidosa completa (MHC)
Uplna hydatidozni mola vznika patologickou fertilizaci vaji¢ka, kdy viechny chro-

mozomy pochézeji od otce. Existuji dvé cesty vzniku tohoto onemocnéni. Bud’ dochézi
K oplodnéni tzv. prazdného vajicka (empty egg) dvéma spermiemi nebo je prazdné vaji¢ko
oplodnéno haploidni spermii, ktera se endoreduplikuje. Ve vysledku vznikne diploidni sada

chromozomti 46XX nebo 46XY (matka a otec je 0 : 2). Oproti parcialni mole naméfime
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hodnoty hCG extrémné zvySené. Plod vzdy chybi. K odhaleni kompletni moly (pfi dnesni
dostupnosti UZ vysetfeni) dochazi jiz v prvnim trimestru, kdy nalézame cetné echogenni
odrazy od hrozni¢ki moly (tzv. ,,sné¢zna bouie®). Klinické znaky se objevuji az pocatkem
druhého trimestru, tudiz se dnes s nimi téméi nesetkame. Histopatologicka diagnostika se
timto ¢asnym zachytem lehce ztizila tim, Ze histologické znaky nejsou jiz v prvnim trimestru

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

U casné kompletni moly (diagnostika v prvnim trimestru) nalézame ve stromatu klka
mirny edém (bez patrnych praznych prostor), stroma je hypercelularni s bazofilnim nade-
chem a karyorhexi (tzn. rozpad jader). Trofoblast proliferuje fokaln¢ nebo difuzné. Pti poz-
d¢jsi diagnostice placenta vypada jako trs hroznii. Nalézame vyrazné endematdzni, avasku-
larni klky, kdy n€které z nich v sob& ukryvaji prazdné prostory. Trofoblast proliferuje di-

fazné po obvodu klkii a 1ze pozorovat i bunécné atypie. (7)

Terapie je stejna jako u MHP. Komplikace perzistujici trofoblastické nemoci se vy-

skytuje u 15 —20% zen s MHC. Zhruba u 2% ptipadid mola malignizuje. (7)

3.1.3 Mola invasiva (proliferanc, destruens)
Invazivni molou se muze stat parcialni i kompletni mola. Jde o agresivni nenadorové

onemocnéni S vlastnostmi jako maligni nddor. Vyznacuje se enormni proliferaci bunék tro-
foblastu (vzestup hCG), které pronikaji do myometria a cév. Mohou putovat do pochvy, plic

¢i mozku, kde regreduji. K malignizaci dojit mize, avSak 1éCitelnost je stoprocentni. (7) (9)

Histologickou diagnézu lze stanovit pouze z resekatu postizeného organu (napf.
plic), coz neni béZny postup. Proto se zahajuje 1écba chemoterapii 1 bez histologického po-

tvrzeni invazivni moly. (7)
3.2 Gestacéni trofoblastické neoplazie

3.2.1 Choriokarcinom
Jde 0 maligni epitelovy nador vychazejici z bunék trofoblastu. (13)

,Historicky byl prvnim solidnim nadorem s metastazami, ktery byl vylécen chemote-
rapii. “ ¥ Jednalo se o vyzkum z roku 1956, kdy byl na tomto druhu nadoru zkouman ti¢inek

metothrexatové terapie. (14)
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U zhruba 50 % pfiipadi ptedchéazi choriokarcinomu MHC, u 25 % ptedchazi fyzio-
logické teéhotenstvi zakoncené porodem a ve 25 % predchazi t€hotenstvi zakonéené potra-
tem. Vzacné choriokarcinomu pfedchazi mimodélozni té¢hotenstvi. Choriokarcinom me-
tastazuje nejcastéji do plic, pochvy a mozku za pomoci hematogenni cesty. Piiznaky mohou
byt riiznorodé, podle mista vyskytu metastaz (napt. dusnost, nepravidelné krvaceni z d€lozni
dutiny ¢i krvaceni do mozku). Vznika s odstupem jednoho mésice, az dvou let od ukonéeni

predeslého te€hotenstvi. Hladiny hCG jsou vzdy extrémné zvysené. (10) (9)

Makroskopicky nalézame v déloze loZisko pfipominajici uzel, avSak u 20 % ptipad

1ze nalézt pouze metastazy, z divodu nekrotického rozpadu loziska. (7)

Histologicky choriokarcinom netvoti choriové klky, loziska byvaji prokrvacena a
provazi je zna¢nda nekréza. V mikroskopu mizeme nalézt dva druhy atypickych nadorovych
bun¢k syncitiotrofoblastu a cytotrofoblastu. Jelikoz se jedna o epitelovy karcinom, lze ho

prokazat imunohistochemickym stanovenim na cytokeratiny (pozitivni reakce) (7)

Léci se chemoterapii, u rezistence na chemoterapii ptipadné jinych komplikaci se
indikuje chirurgicka 1é¢ba. Chemoterapie je individualizovana podle WHO skoére do ctyf tiid
podle: véku, ukonceni piedchazejiciho téhotenstvi, intervalu od ukonceni piedchoziho tého-
tenstvi, predléCebné hladiny hCG, poctu metastaz, lokalizace metastdz, rozméru nejvetsiho

nadoru v¢etné délohy a predchozi terapie. (10)

3.2.2 Placental site trophoblastic tumor (PSTT)
Vzacny typ nadorového onemocnéni (pattici do skupiny gestacni trofoblastické ne-

oplazie) vychazejici z intermedialniho trofoblastu infiltrujici myometrium. Nejcastéji posti-
huje Zeny starsi 35 let. Na rozdil od choriokarcinomu méfime nizké hladiny hCG, coz neni
charakteristické pro malignitu. Tento typ nadoru byva povétSinou benigniho charakteru, ale
muze vykazovat i agresivné maligni chovani se zakladanim metastaz. Roste velmi pomalu.
Nejcastéjsim vyskytem metastaz jsou plice a jako u jediného nadorového onemocnéni z této
skupiny metastazuje do lymfatickych uzlin. Diagnostika je provadéna za pomoci imunohis-
tochemickych metod, kdy bunky vykazuji pozitivitu na humani placentarni laktogen a
ostatni extravilozni trofoblastické markery. Tento typ nddoru byvé indikaci k chirurgické
1é¢bé. Pokud se metastaticka loZiska nachdzi v ptistupné lokalité, indikuje se extripace. I tak
je po operaci indikovana kombinovana chemoterapeuticka 1écba, z diivodu pomérné vysoké

chemorezistence této maligni varianty. (9) (15)
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3.2.3 Epithelioid trophoblastic tumor (ETT)
Raritn¢ se vyskytujici nador. Klinické znaky se shoduji s PSTT, avsak z hlediska

histopatologie se li§i. Metastazuje zhruba ve teting ptipadd. (9)

Mikroskopicky byva nador sloZen z relativné jednotné populace mononuklearnich
intermediarnich trofoblastickych bun¢k tvoficich hnizda obklopend rozsahlou nekrézou.
Ristovy vzorec ETT pfipomina trofoblasticky tumor v misté placenty v mnohem vétsi mire

nez choriokarcinom, ktery je charakterizovan dimorfni populaci trofoblastu. (16)
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4 VYSETROVACI METODY UZiVANE K DIAGNOSTICE
MHP

4.1 Imunohistochemicka analyza proteinu p57

Jaderny protein p57kip2 patii do skupiny inhibitori kinaz buné¢ného cyklu. Piesnéji
se jedna o produkt otcovsky otisténého, matefsky exprimovaného genu CDKN1C, cyklin-
dependentni inhibitor kindzy lokalizovany na chromozomu 11p15.5. Pii interpretaci vy-
sledkii imunohistologického vySetieni proteinu p57, Se posuzuje exprese jaderné pozitivity
Vv cytotrofoblastu, ve stromalnich buiikach, ale i v intermedidlnim trofoblastu i v matetské
decidue. Pozitivita jader intermedialniho trofoblastu a decidui slouzi jako vnitini pozitivni
kontrola. Ukazalo se, Ze kvuli absenci maternalniho podilu genetické informace u MHC, je
exprese pS7 v buiikav¢h stromatu a cytotrofoblastu velmi omezena nebo se viibec nenachazi.
Naproti tomu u MHP a nemolarnich abort je maternalni ¢ast piitomna a expresi p57 v técho
typech bunék nalézame. Pro odliSeni MHP a nemolarni gravidity je zapotiebi uziti jinych

metod. (11) (17) (18)

4.2 Cytogenetické metody

Metody maji za ukol odhalit triploidii a zaroven urcit, zda prevazuje geneticka infor-
mace matky ¢i otce. ,, Nevyhodou téchto vysetieni jsou jejich naroky na kvalitu dodaného
vzorku. Ne vzdy se ze zaslaného materialu podaii DNA izolovat. K izolaci DNA se nejlépe
hodi cerstva tkan, tedy takova, kterd nebyla fixovana v médiu.* % Ptevazuje-li otcovska
¢ast, jedna se o MHP. Pokud pfevazuje matetské geneticka informace, jde o nemolarni gra-

viditu.

Nejlepsi diagnostiku poskytuje STR genotypizace DNA metodou PCR. Diky krat-
kym tandemovym repeticim (neboli mikrosatelitim) nachéazejicich se podél celého genomu,
Ize odlisit podil maternalni a paternalni sady chromozomu. U metod FISH (fluorescenéni in
situ hybridizace), prutokové cytometrie ¢i vySetieni karyotypu odliSit maternalni a paternalni
¢ast genetické informace nelze. U nespecifickych diploidnich vzorkl nelze odlisit ranou
formu MHC od nemolarnich gravidit (morfologicky mohou byt v rané fazi prakticky neod-
lisitelné) a stejné tak u triploidnich vzorkl nelze odlisit, zda Se jednd o MHP ¢i nemolarni

triploidii. Z tohoto divody tyto metody nejsou pro diagnostiku vhodné. (11) (20) (21)
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PRAKTICKA CAST

5 CIL A UKOLY PRACE
Zjistit, zda lze vyuzit k odliSeni molarni a ne-moléarni gravidity nékteré histoche-
mické metody a dosud za timto uc¢elem nestudované imunohistochemické protilatky na za-

klad¢ analyzy mukopolysacharidi v tkanovych fezech.
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6 VYZKUMNE PROBLEMY/OTAZKY

1) Je sloZeni popiipadé mnozstvi mukopolysacharidi v choriovych kicich placenty

¢asného hydropického abortu a placenty parcialni moly skute¢né odlisSné?

2) Dokazi vybrané metody tuto piipadnou odlisnost interpretovat?
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7 CHARAKTERISTIKA SLEDOVANEHO SOUBORU

Z archivovanych parafinovych tkanovych blockt Siklova Gstavu patologie bylo vy-
brano 7 blocku placent ¢asného hydropického abortu, 2 blocky placent abortu s prokazanou
parcialni molou. Posledni blo¢ek byl nami zhotoven téz parafinovou technikou z fyziolo-
gické placenty (kontrolni vzorek). Z kazdého blocku vzniklo osm skli¢ek zpracovanych

osmi riznymi metodami.
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8 METODIKA PRACE

8.1 Prikrojeni
Probihé po pfijeti nativniho nebo fixovaného materidlu do histologické laboratofe na
ptikrajovacim stole opatfenym: digestoii, umyvadlem, diktafonem (piipadn¢ fotoaparatem)

a potfebnym vybavenim typu skalpel, tuz, tkanové blocky apod.

Lékar nadiktuje ¢islo vzoru, identifikaci pacienta a typ materialu. Nejprve si organ
zorientuje a provede (makro)popis, tzn. rozméry, zabarveni, viditelné zmény, konzistence
apod. Nasledné se vyberou mista pro piikrojeni. Rez by mél byt veden tak, aby vzorek ob-
sahoval vSechny pfitomné vrstvy tkané€. Takto zhotoveny vzorek laborant uzavira do ptislus-
nych biokazet, obsahujici ¢islo biopsie a ¢islo pacienta. Pocet kazet, jejich oznaeni a pocet
vzorkd v kazeté musi odpovidat idajim zapsanych laborantem na zadni strané zadanky.

Tyto biokazety putuji k dalSimu zpracovani do autotechnikonu.

Zbytek materialu se v laboratoii uchovava ve fixacni tekutin€ do doby stanoveni fi-

nalni diagnézy.

8.2 Odvodnéni tkani a prosyceni parafinem

Probiha v autotechnikonu, kdy se biokazety vkladaji do kovového kosiku, ve kterém
piistrojem putuji. Ptistroj koSik pfemist'uje v urcitych ¢asovych intervalech do alkoholovych
lazni. Lazn€ jsou sefazené vzestupné dle koncentrace alkoholu, aby doslo k fadnému odvod-
néni tkani a moZnosti tak prosyceni tkané parafinem, ktery je s vodou nemisitelny. Zacina
V 60 % ethanolu, déle jde do 70 %, 80 % a 96 % ethanolu, pokracuje laznémi s acetonem, s
acetonem smichanym s Xylenem, xylenem a v zavéru rozehtatym parafinem. Po tomto pro-
cesu se kosik s kazetami vyjme z pfistroje ven, kazety se vyskladaji na teplou desku a ote-

viou.

8.3 Zalévani do parafinu

K zalévani se pouziva zalévallci parafinova linka (,,zalévadlo®). Zde jsou k dispo-
zici kovové ,,formic¢ky* na jejiz dno se nalije pomoci ,,zalévadla“ malé mnozstvi parafinu
(aby nedoslo k ptilepeni tkdn€ ke dnu této formicky). Na tuto vrstvu se poklada pomoci za-
hraté pinzety vzorek tkan¢ z kazety a cela ,,formicka“ se presune na chladici desku k utuh-
nuti. Nasledn¢ se na ,,formic¢ku‘ nasadi pavodni oznafena plastova biokazetu a celé se to

zalije aZ po okraj biokazety. Necha se to celé opét zatuhnout na chladici podloZce, naceZ se
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pak odloupne kovova ,,formicka“ a vznikly blocek se uchovava v chladu do dalsiho zpraco-

vani.

8.4 Krajeni na safnlkovém mikrotomu

Sankovy mikrotom slouzi ke krajeni tenkych fezl, které se ihned po ukrojeni ukot-
vuji na podlozni sklicka. Pro vétSinu histochemickych barveni se kraji fezy o tloust’ce 2 — 4
um a nanasi se na klasicka podlozni sklicka. Co se imunohistochemickych metod tyce, kraji
se fezy tlusté 1 um a fezy se nanaseji na specialni podlozni sklicka znacky TOMO. Postupuje
se tak, ze se do pfistroje vlozi ziletka a do neapolské svorky blocek, dale se pomoci Sroubu
nastavi pozadovana tloustka fezu. Za pomoci makroSroubu se svorka se stolkem posune pod
ziletku a okraji horni ¢ast parafinu bez tkané. Nasledné se pohybuje pouze mikroSroubem
posouvajici stolek o vzdalenost, jeZ se na zadatku nastavila. Rezy se opatrné sjimaji ze Zi-
letky a pokladaji se na studenou vodni hladinu. Na té se pomoci preparacnich jehel fezy
rovnaji, orientuji a natahuji. Za pomoci podlozniho skla se fezy pienesou do teplé vody (o
teploté asi 48 °C), nechaji se finalné napnout, pomoci prepara¢nich jehel se fez uchyti k pod-

loZznimu skli¢ku a tahem sklicka z vodni hladiny fez ke skli¢ku pfilne.

U imunohistochemickych metod se nesmi zapomenout na TOMO sklicka ptikrojit a
natahnout pozitivni tkaiiova kontrola (definovana pro ptisluSnou metodu), aby bylo patrné,

zda reakce opravdu probéhla spravné (poptipadg, jak se ma pozitivita projevovat).

8.5 Histochemické barveni

Barveni, pouzita za Gi€elem této prace jsou vodné roztoky (tudiZ s parafinem nemisi-
telnd), sklicka proto musi byt pfed zahdjenim jakéhokoliv z nasledujicich barveni odvodnéna
do destilované vody, coz znamena, Ze sklicka putuji (bud’ manualné v kyvetach, nebo laznich
Vv tzv. barvicim automatu, ktery po nastavenych ¢asech automaticky presouva sklicka z jedné
lazn€ do druhé) do systému lazni obsahujici sestupnou fadu alkoholti, kde musi stravit defi-
novany ¢as. Zacina se v xylenovych laznich, dale v acetonovych laznich, nasledné v fadé
lazni pocinajicich 96 % ethanolem, pokracujic 80 % a 70% ethanolem, konce destilovanou

vodou.

8.5.1 Hematoxylin-eozin (HE)
Jedna se o zakladni piehledné barveni pouzivané v kazdé laboratofi. V provozu jej

provadi barvici automat.
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8.5.1.1 Priprava roztokii

Na 2 litry roztoku Gillova hematoxylinu se navazi: 8 g hematoxylinu, 0,8 g jodi¢nanu
sodného a 70,4 g siranu hlinitého. Kazda navazka se rozpusti v destilované vodé (celkovy
objem ¢ini 1420 ml destilované vody) zvlast’ a jednotlivé roztoky se smichaji v jeden. Na-
sledn¢ se piida 500 ml ethylenglykolu. Roztok se promicha a nakonec se piida 80 ml ledové

kyseliny octové.

Pro piipravu roztoku Eosinu se navazi 10 g Eosinu - zlutavého rozpustného ve vodé
a5 g dvojchromanu draselného. Navazky rozpustime v 800 ml destilované vody. Po rozpus-
téni se prida 100 ml nasyceného roztoku kyseliny pikrové a 100 ml ¢istého/absolutniho al-

koholu.

8.5.1.2 Postup samotného barveni HE

Odparafinovana sklicka se vnofi na 7 min do roztoku Gillova hematoxylinu. Dale se
sklicka nechaji diferencovat v kyselém alkoholu. Sklicka v kyveté se vlozi pod slaby proud
vody a nechaji se par minut proprat (,,modrat™). Sklicka premistime na 1 min do roztoku

Eosinu a nakonec oplachneme destilovanou vodou.

8.5.2 Toluidinova modi (TM)

8.5.2.1 Priprava roztoku toluidinové modri
Pro piipravu 200 ml toluidinové modii se navazi 0,2 g toluidinové modfi, kterd se

rozpusti ve 200 ml destilované vody. Vznikly roztok se ptefiltruje do zasobni lahve.

8.5.2.2 Postup samotného barveni TM
Odparafinovana sklicka se pokapaji 0,1 % roztokem toluidinové modii, ktery se ne-

ché plisobit 20 min. Po uplynuti této doby se skli¢ka oplachnou v destilované vod¢.

8.5.3 Alcianova modi (AM)
Pouzité roztoky jsou naro¢né na piipravu, proto si jej laboratof objednava hotové.

Odparafinovana sklicka se pokapaji roztokem alcianové modii (pH = 2,5), ktery se
nechd puasobit po dobu 45 min. Nésleduje oplach v kyveté obsahujici destilovanou vodu.
Sklicka se pokapou jadrovou cerveni, kterd se necha plisobit asi 2 min. Sklicka se opé&t

oplachnou v destilované vodg.
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8.5.4 Alcianova modi + PAS (AMP)

8.5.4.1 Priprava roztokii
Roztok kyseliny jodisté se pfipravi navazenim 0,5 g kyseliny jodisté. Navazka se

rozpusti ve 100 ml destilované vody.

Schiffovo ¢inidlo a alcianova modf jsou roztoky dodavané jiz ptipravené k piimému

pouziti. Pfiprava Gillova hematoxylinu viz. vyse.

8.5.4.2 Postup samotného barveni AMP

Odparafinovana sklicka se pokapou roztokem alcianové modfi, ktera se necha 30 min
pusobit. Nasleduje oplach v destilované vodé. Dale se nakape piipraveny roztok kyseliny
jodisté a necha se 5 min ucinkovat. Po té opét oplachneme v destilované vod¢ a nakapeme
na 5 min Schiffovo ¢inidlo. Sklicka se naskladaji do kyvety a nechaji se prat 15 min pod
tekouci vodou. Nakonec se jadra dobarvuji Gillovym hematoxylinem (ptsobi 7 min), nakape

se na sklicka diferenciacni roztok a opét se nechaji prat pod tekouci vodou.

8.6 Imunohistochemické zpracovani

Obecnym postup zpracovani za¢ina odparafinovanim skli¢ek a nasledné k tzv. opti-
malizaci prezentace antigenu (dé&j, pfi kterém dojde k obnazeni vyhleddvaného antigenu ve
tkani) — ne vSechny protilatky tento proces vyzaduji. Dal§im krokem je blokace aktivity en-
dogennich enzymi, kterd nam zajisti, Ze s nasi enzymatickou znackou (nejcastéji se pouziva
enzym peroxidaza, kterd se nachdzi i bézn¢ ve tkanich) nebude falesné pozitivné sledovana
tkan reagovat. Ve tietim kroku blokujeme pozadi (avidin a biotin), kdy vysycenim tkan¢
bilkovinami piedchdzime nespecifickému vychytavani specifické protilatky (bez tohoto
kroku nam po obarveni na skli¢ku zistava nespecificka pozitivni reakce pozadi). Nasledné
se dle pokynii vyrobce natedi ptislusna primarni protilatka, ktera se na sklicku nechd inku-
bovat. Pak dochézi k promyti fosfatovym pufrem. Nésledné se ptikape sekundarni protilatka
a po uplynuti inkubac¢ni doby opét dochazi k oplachu roztokem fosfatového pufru. Pak uz
zbyva komplex detekovat a vizualizovat, coz se provadi substratem z peroxidu vodiku a 3,3-
diaminobenzidin tetrachlorid (= DAB) chromogenu, coz se projevi vznikem hnédého zabar-
veni. Zbytek tkané se tzv. kontrastuje. K tomu se pouziva 5% roztok modré skalice na 10

min a jadra bun¢k se dobarvuji Gillovym hematoxylinem v barvicim automatu.

Imunohistochemické zpracovani probihalo v ptistroji BenchMark Ultra — Ventana,

ktery pracoval s ptfislusnymi sety od vyrobce. V termostatu vytemperovana sklicka na 60°C
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se vkladaji do horni ¢asti pfistroje, kde se nachazi Supliky pro vkladani skel. Nad skly se
pohybuje oto¢ny karusel s detekénim a vyvolavacim systémem, proteaza, ampifikacni set a
dispenzery s protilatkami. Veskeré procesy pfistroje jsou viditelné v PC. Pfistroj si fezy od-
parafinuje. VSe si davkuje sdm dle nastaveného protokolu. V dolni €asti pfistroje se nachazi

zéasobni roztoky pufrti, promyvacich roztoki a oleje.

Obrdazek 2: Pristroj BenchMark Ultra — Ventana

Zdroj: viastni — SUP Lochotin

8.7 Odvodnéni a montovani (pfipravkem Pertex)
Odvodnéni a montovani je zavérem procesu zpracovavani histologického preparatu
(at’ uz zhotoveného histochemickou nebo imunohistochemickou cestou), ktery dava za vznik

sklicko ptedkladané 1ékafi pro urceni diagndzy.

Odvodnéni probiha opét putovanim sklicek v systému alkoholovych l1azni. Provadi
se bud’ manualn¢, nebo piistrojoveé v barvicim automatu. Opét se zac¢ina v 70% ethanolu,

pokracuje se v 80% a 96% ethanolu, nasleduji 1azné s acetonem a nakonec s xylenem.

Pro montéz skli¢ek pfi nasi praci byl vyuzit komeréné dodavany pripravek Pertex (s

vodou nemisitelné médium — proto se sklicka musela odvodnit). Montaz se opét provadi bud’
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manualné, nebo jej vykondva montovaci automat. Na podlozni sklicko s odvodnénym pre-
paratem se nanese montovaci médium (Pertex) a pfilozi se kryci sklicko tak, aby nevznikly

bubliny mezi krycim sklickem a preparatem.

8.8 Svételny mikroskop
Samotna analyza vzorku se provadi pozorovanim preparatu ve svételném mikro-
skopu a provadi jej 1ékat. Mikroskop je opatfeny svételnym zdrojem, stoleCkem s tichyty na

preparat, revolverovou hlavici s objektivy a v horni ¢asti okularem (zvétSeni x10).

Na vybér mame nékolik typt objektivil liSicich se zvétSenim. Maximalni zvétseni je
az tisicinasobné a docilime jej pomoci imerzniho objektivu (zvétseni x100). Chceme-li po-
uzit imerzni objektiv, je tfeba pokapat preparat imerznim olejem, ktery ma za ukol zabranit

rozptylu paprski svétla.
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9 ANALYZA A INTERPRETACE VYSLEDKU

Analyza vzorkt byla provedena pomoci svételného mikroskopu, kdy se na jednotli-
vych sklickach prokazovala pozitivita kyselych mukopolysacharidi v choriovych klcich pla-
centy. V piipadé pozitivity se hodnotila intenzita zabarveni (pro histochemické metody)/ex-
prese (pro imunohistochemické metody) a pozitivni ¢ast (= kolik procent z choriovych klka
vykazuji pozitivitu na kyselé mukopolysacharidy z celkového poctu sledovanych klku).
Hodnoceni miry a intenzity zabarveni/exprese skel je subjektivni, z toho diivodu hodnoceni

provadeli 3 1idé nezavisle na sob¢.
9.1 Priikaz pozitivity jednotlivych metod

9.1.1 Vysledek barveni hematoxylin-eosin
Jedna se o zékladni piehledné barveni, které spise nez k prikazu slouzi k vizualizaci

tkané. Kyselé mukopolysacharidy zde prokazat nelze.

Obrazek 3: Vysledek barveni HE

R4

Jadra - modra, kolagen - tfestiové Cerveny, hyalin - rizovy, fibrin - ¢erveny, svalovina - ri-

zovo-cervend, chrupavka - modra.

36



9.1.2 Vysledek barveni toluidinovou modri

Obrazek 4: Vysledek barveni TM

e

A A
tni - SUP

Zdroj vias

Bunééna jadra a cytoplazma - tmavomodie (ortochromaticky), kyselé mukopolysachradiy -

metachromaticky, tzn. rozdilny odstin modré oproti odstinu pouzitého barviva
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9.1.3 Vysledek barveni alciAnovou mod¥i

Obrazek 5: Vysledek barveni AM
DK !

- .

‘trofoblast

) ) ,_..'\I ) \."",. .
Zdroj viastni - SUP

Kyselé mukopolysachridy - modte, jadra bunék — cervené
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9.14 Vysledek barveni PAS reakce + alcidnova modr

Obrazek 6: Vysledek barveni AMP

4

v o
- ey

)
SUP

Zdro} vlastnz -

Kyselé mukopolysacharidy — modie, ostatni polysacharidy rizovocervené
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9.1.5 Imunohistochemicky vysledek pozitivni reakce

Obrazek T: Vysledek imunohistochemického barveni MUC-4

-

Zdré)' viastni - SUP

Ptiklad pozitivni exprese. Hnéda srazenina v misté vazby antigenu s protilatkou v cyto-
plazmé bun¢k. Tento mechanizmus vyuZzivaji v§echny imunohistochemické metody, bez

ohledu na antigen, ¢i detekéni systém.

9.2 Analyza vzorki

Vysledky jsou zpracovany v nasledujicich tabulkach. Kazda tabulka odpovida jed-
nomu vzorku. Tabulka je ¢lenéna do vice ¢asti, a to dle odvétvi metod (histochemie/imuno-
histochemie) a dle hodnoticiho (MUDr. Ondrej Ondi¢ PhD.[1] /Monika Vondfickova [2]
/Denisa Boskova [3]). Kazdy hodnotici hodnoti intenzitu/expresi a zastoupeni pozitivnich

choriovych klki.

40



Tabulka 1: Vzorek ¢. 16706/R8 - Fyziologicka placenta

HISTOCHEMIE

Hodnotici 1 Hodnotici 2 Hodnotici 3
Metoda | Intenzita Pozitivai Intenzita Poritivai Intenzita Pozitivai
cast [%0] ¢ast [%0] cast [%0]
HE Neg. 0 Neg. 0 Neg. 0
™ Neg. 0 Neg. 0 Neg. 0
AM Neg. 0 Neg. 0 Neg. 0
AMP Neg. 0 Neg. 0 Neg. 0
IMUNOHISTOCHEMIE
Hodnotici 1 Hodnotici 2 Hodnotici 3
Metoda Exprese Pozitivni Exprese Pozitivni Exprese Pozitivni
cast [%0] ¢ast [%0] cast [%0]
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

41




Tabulka 2: Vzorek ¢. 9149 - Placenta casného hydropického abortu

HISTOCHEMIE

Hodnotici 1 Hodnotici 2 Hodnotici 3
Metoda | Intenzita Pozitivai Intenzita Poritivai Intenzita Pozitivai
cast [%0] ¢ast [%0] cast [%0]
HE Neg. 0 Neg. 0 Neg. 0
™™ + 80 ++ 70 ++ 70
AM +++ 100 +++ 95 +++ 80
AMP ++ 90 ++ 90 ++ 95
IMUNOHISTOCHEMIE
Hodnotici 1 Hodnotici 2 Hodnotici 3
Metoda Exprese Pozitivni Exprese Pozitivni Exprese Pozitivni
cast [%0] ¢ast [%0] cast [%0]
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 ¢. 9485 - Placenta ¢asného hydropického abortu

HISTOCHEMIE

Hodnotici 1 Hodnotici 2 Hodnotici 3
Metoda | Intenzita Pozitivai Intenzita Poritivai Intenzita Pozitivai
cast [%0] ¢ast [%0] cast [%0]
HE Neg. 0 Neg. 0 Neg. 0
™™ + 10 + 15 + 30
AM + 90 ++ 75 ++ 70
AMP + 90 ++ 75 ++ 70
IMUNOHISTOCHEMIE
Hodnetici 1 Hodnotici 2 Hodnotici 3
Metoda Exprese Pozitivni Exprese Pozitivni Exprese Pozitivni
cast [%0] ¢ast [%0] cast [%0]
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 ¢. 9488/A4 - Placenta casného hydropického abortu

HISTOCHEMIE
Hodnotici 1 Hodnotici 2 Hodnotici 3
Metoda | Intenzita Pozitivai Intenzita Poritivai Intenzita Pozitivai
cast [%0] ¢ast [%0] cast [%0]
HE Neg. 0 Neg. 0 Neg. 0
™ + ) + 20 ++ 30
AM + 70 ++ 65 ++ 60
AMP + 70 ++ 70 ++ 75
IMUNOHISTOCHEMIE
Hodnotici 1 Hodnotici 2 Hodnotici 3
Metoda Exprese Pozitivni Exprese Pozitivni Exprese Pozitivni
cast [%0] ¢ast [%0] cast [%0]
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 ¢. 9488/B - Placenta casného hydropického abortu

HISTOCHEMIE

Hodnotici 1 Hodnotici 2 Hodnotici 3
Metoda | Intenzita Pozitivai Intenzita Pozitivai Intenzita Pozitivai
cast [%0] ¢ast [%0] cast [%0]
HE Neg. 0 Neg. 0 Neg. 0
™™ + 1 + 10 ++ 5
AM + 70 ++ 65 ++ 60
AMP + 70 + 75 + 70
IMUNOHISTOCHEMIE
Hodnotici 1 Hodnotici 2 Hodnotici 3
Metoda Exprese Pozitivni Exprese Pozitivni Exprese Pozitivni
cast [%0] ¢ast [%0] cast [%0]
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 ¢. 9488/C - Placenta ¢asného hydropického abortu

HISTOCHEMIE

Hodnotici 1 Hodnotici 2 Hodnotici 3
Metoda | Intenzita Pozitivai Intenzita Poritivai Intenzita Poritivai
cast [%0] ¢ast [%0] cast [%0]
HE Neg. 0 Neg. 0 Neg. 0
™ Neg. 0 + 3 ++ 1
AM + 50 + 60 ++ 50
AMP + 30 + 25 + 20
IMUNOHISTOCHEMIE
Hodnotici 1 Hodnotici 2 Hodnotici 3
Metoda Exprese Pozitivni Exprese Pozitivni Exprese Pozitivni
cast [%0] ¢ast [%0] cast [%0]
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 ¢. 5585/R2 - Placenta ¢asného hydropického abortu

HISTOCHEMIE

Hodnotici 1 Hodnotici 2 Hodnotici 3
Metoda | Intenzita Pozitivai Intenzita Poritivai Intenzita Pozitivai
cast [%0] ¢ast [%0] cast [%0]
HE Neg. 0 Neg. 0 Neg. 0
™™ + 10 + 3) + 3
AM + 30 ++ 40 ++ 50
AMP + 40 + 60 + 60
IMUNOHISTOCHEMIE
Hodnotici 1 Hodnotici 2 Hodnotici 3
Metoda Exprese Pozitivni Exprese Pozitivni Exprese Pozitivni
cast [%0] ¢ast [%0] cast [%0]
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 ¢. 5585/R7 - Placenta ¢asného hydropického abortu

HISTOCHEMIE
Hodnotici 1 Hodnotici 2 Hodnotici 3
Metoda | Intenzita Pozitivni Intenzita Poritivai Intenzita Pozitivai
cast [%0] ¢ast [%0] cast [%0]
HE Neg. 0 Neg. 0 Neg. 0
™ + 30 ++ 25 +++ 15
AM ++ 70 ++ 60 ++ 55
AMP + 40 ++ 40 ++ 35
IMUNOHISTOCHEMIE
Hodnotici 1 Hodnotici 2 Hodnotici 3
Metoda Exprese Pozitivni Exprese Pozitivni Exprese Pozitivni
cast [%0] ¢ast [%0] cast [%0]
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 ¢. 189/R2 - Placenta s prokazanou parcialni molou

HISTOCHEMIE
Hodnotici 1 Hodnotici 2 Hodnotici 3
Metoda | Intenzita Pozitivai Intenzita Poritivai Intenzita Pozitivai
cast [%0] ¢ast [%0] cast [%0]
HE Neg. 0 Neg. 0 Neg. 0
™ + 50 ++ 70 ++ 55
AM + 80 ++ 75 + 70
AMP + 80 ++ 60 ++ 80
IMUNOHISTOCHEMIE
Hodnotici 1 Hodnotici 2 Hodnotici 3
Metoda Exprese Pozitivni Exprese Pozitivni Exprese Pozitivni
cast [%0] ¢ast [%0] cast [%0]
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

Komentar k tabulce €. 9:

Po spole¢né konzultaci jsme vyhodnotili velice slabou pozitivitu MUC-4.
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Tabulka 10: Vzorek ¢. 189/R12 - Placenta s prokazanou parcialni molou

HISTOCHEMIE

Hodnotici 1 Hodnotici 2 Hodnotici 3
Metoda | Intenzita Pozitivai Intenzita Poritivai Intenzita Pozitivni
cast [%0] ¢ast [%0] cast [%0]
HE Neg. 0 Neg. 0 Neg. 0
™™ + 15 + 10 + 15
AM + 30 + 45 ++ 40
AMP + 30 + 45 + 25
IMUNOHISTOCHEMIE
Hodnotici 1 Hodnotici 2 Hodnotici 3
Metoda Exprese Pozitivni Exprese Pozitivni Exprese Pozitivni
cast [%0] ¢ast [%0] cast [%0]
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

Komentar k tabulce ¢. 10:

U metody MUC-4 se vyskytovala zna¢na pozitivita v oblasti syntitiotrofoblastu. Uvnitt

choriovych klki v8ak nikoliv (viz. nasledujici obrazek ¢. 8)
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Obrazek 8: Zvilastni typ pozitivity vzorku 189/R12 (MUC-4)
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DISKUZE

Vyzkum byl inspirovan praci SAUL SUSTER, M.D. and MORTON J. ROBINSON,
M.D. z roku 1992, kdy byla provadéna analyza mukopolysacharidl v parafinovych fezech
pro odliseni téchto dvou stavii. Pokusila jsem se na jejich praci podobném duchu navazat.
Ve svém vyzkumu pouzivaji metody hematoxylin-eosin, PAS s pouzitim diastazy i bez ni a

barveni alcidnovou modfi pfi pH 1,2 a 2,5 s pouzitim hyaluronidazy i bez ni.

Préce zacala studiem rtiznych metod, pomoci kterych by bylo mozné kysel¢ muko-
polysacharidy v parafinovych fezech prokazat. Po konzultaci jsme vybrali prave tyto pouzité
metody. VyzkousSeli jsme k prikazu mukopolysacharidi i metodu methylenové modfi, ale
bohuzel se ukazala jako nevhodna. Pro prikaz kyselych mukopolysacharidu se z hlediska

histochemie ukazala jako nejvhodnéjsi metoda s alcianovou modfi.

Vysledky barveni AMP potvrdily, Ze mukosubstance uvniti choriovych klki hydro-
pického abortu a parcialni moly, maji skutecné kyselou povahu. Vyjma fyziologické pla-
centy, kterd v naSem piipad¢ poslouzila jako negativni kontrola, se ndm podafil odhalit vy-

soky vyskyt mukopolysacharidl uvniti choriovych klk.

Z diivodu malého poctu pouzitych parafinovych blockl placent s prokézanou parci-

alni molou, vysledky nejsou vhodné k dal$imu statistickému zpracovani.

U jednoho ze dvou vzorki parcialni moly jsme zachytili velice slabou expresi MUC-
4 v buiikéach trofoblastu. U druhého vzorku parcialni moly jsme pozorovali zvlastni typ po-
zitivity v oblasti syntitiotrofoblastu. Lze tedy fici, Ze je mozné v nékterych pfipadech parci-
alni moly tento mukopolysacharid detekovat. Pro praktickou diagnostickou aplikaci by bylo

potieba tuto skutecnost jesté vice prozkoumat.

U vzorkil hydropickych abortli se ndm piesnou charakteristiku mukopolysacharida
uvnitf choriovych klka placenty, pomoci vybranych imunohistochemickych protilatek, pro-
kazat nepodafilo. Z vysledki je patrné, Ze z analyzovanych mukopolysacharidi se uvnitt

choriovych klkti nevyskytuje ani jeden.

Nepodaftilo se nam ani prokazat, Ze by pouZité metody dokéazaly odhalit néjaky rozdil
V intenzité/expresi pozitivity, mnozstvim zastoupeni nebo v odlisSném sloZeni kyselych

mukopolysacharidi ve tkani parcidlni moly a ¢asného hydropického abortu.
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ZAVER
Z4dna z pouzitych metod neni vhodna k odlieni parcialni moly a hydropického

abortu.
Potvrdili jsme pfitomnost kyselych mukopolysacharidii v klcich placenty.

Histochemické barveni nejvhodné;jsi k detekci mukopolysacharidii je barveni alcia-

novou modii.

Necekana pozitivni exprese MUC-4 v bunkach trofoblastu placenty s parcialni mo-

lou by mohla byt pfedmétem dalsiho cileného zkoumani.
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PRILOHY

Piiloha A — Pracovni postup SUP HE

Zdroj: PPZ/SUP/Hematoxylin-eosin




Priloha B — Pracovni postup TM

Sigma-Aldrich
1.15930.0025
Mikroskopie
Toluidinova mod¥ O (C.1I. 52040)

pro mikroskopii Certistain®

- Zdravotnicky prostfedek pro diagnostiku in vitro c €

pro barveni jader a vizualizaci metachromasie v histologickych fezech

Toto barvwo LToluidinova modr O (C.1. 52040) - pro mikroskopii Certistain®”
se pouzwa k buné&éné diagnostice v oblasti humanni mediciny a slouzi k
Gcelim histologického vysen'em materidlu vzorkd lidského puvodu Jedna
se o suché barvivo pouzivané k pripravé barviciho roztoku, ktery v pfipadé
pouZiti spoleéné s jinymi vyrobky pro diagnostiku in vitro z naseho portfolia
(fixace nebo v pripadé potFeby zaliti, barveni vySe uvedenym roztokem to-
luidinové modfi O, kontrastniho barveni, montovani) umoziiuje vyhodnoceni
cilovych struktur v matenélech

histologickych vzorkd pro diagnostické Gdely.

Princip
Toluidinové modF O patii mezi thiazinova barviva, ktera jsou zviasté vhodnd
pro barveni jader v histologickém materialu.

Toluidinovou modF O Ize pouZit k prikazu metachromasle, typické pro husté
uspomdane struktury (s mezerami méné neZ 0,4 nm) negativnich valenci ve

Prukaz fze provadét se zredénym barvicim roztokem obsahuiicim pouze
monomery barviva, které se vaze na jednoduché vazby negatwmch valend.
Metachromatické barveni je typické pro mukosubstance, zejména sulfonovane
mukopolysacharidy, chrupavky, cylindrické buiiky a granule mastocytdi

Material vzorku

Jako vychozi material se pouzivaji fezy tkané zalité v parafinu (parafinové
fezy o tloustce 3-5 pym).

Cinidla
Kat. €. Toluidinové modi O (C.I. 52040) 25g
1.15930.0025 pro mikroskopii Certistain®

C. kodu barvy (C.1.): 52040
Néazev kédu barvy: Bazickd modf 17

Priprava vzorkil
Odbér vzorku musi provést kvalifikovany personal.

Se viemi vzorky je nutne naklddat za pouzm nejmodernéjsi technologie.
Véechny vzorky museji byt }asné oznacen
K odbé&ru vzorkl a jejich pripravé je nutné pouzft vhodné nastroje.

Skli¢ko s parafinovym fezem

Destilovand voda 1 min

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

Destilovana voda 1 min

Montovéani pomoci glycerolu

nebo pro trvalé prepardty:
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 zvihéend sklitka napf. pomaci roztoku
Enteflan® novy a nasadte kryci sklitko.

Po dehydrataci (vzestupnou alkoholovou fadou) a proditéni xylenem lze
histologické vzorky montovat za pauim bezvodych montovacich pripravkd
(napf. DPX nové nebo Entellan® novy) a kryciho sklicka a poté uskladnit.
Pii analyze obarvenych preparatd pod mikroskopem pfi vice nez 40nasob-
ném zvétieni se doporucuje pouzivat imerzni olej.

Vysledek
Bunééna jadra tmavomodra
Tkan modra

Postup ~ metachromasie

Barveni v barvici komiirce

Histologicka sklitka zbavte obvykiym zplisobem parafinu a rehydratujte je
sestupnou alkoholovou fadou.

Sklicka je tfeba po jednotlivych krocich barveni nechat dobfe okapat, timto
opatfenim se zabrani jakékoli zbytetné zkiiZené kontaminaci roztokdi.
Uvedené ¢asy by mély byt dodrZeny, aby byl zaruéen optimaini vysledek
barveni.

Skli¢ko s parafinovym fezem

Destilovand voda 1 min
Toluidinova modf O roztok 0,1% ¥ 1~2 min
Destilovana voda 1 min

Montujte s glycerolem a krycim sklickem (ut&snéte bezbarvym lakem na
nehty)

nebo pro trvalé preparéty:

DodrZujte pokyny vyrobce tykajici se aplikace/pouiti. Ethanol 95 % 1 min
Rezy zbavte parafinu a rehydratujte obvykiym zplisobem. Ethanol 95 % 1 min
P¥iprava &inidla Ethanol 100 % 1 min
Toluidinova modF O roztok 0,1 % Ethanol 100 % 1 min
Na pifpravu pfiblizn& 100 ml smésného roztoku: Xylen 1 min
Toluidinovd modF O (C.I. 52040) Certistain® 0,1g Xylen 1 min
Destilovana voda 100 mi Namontujte na xylenem zvih&ena sklitka napi. pomoci roztoku

rozpustte a prefiltrujte

Cerstv& pipraveny barvici roztok by se pfed pouZitim mél pFefiltrovat.

Postup - barveni jader / prehledné barveni

Barveni v barvici komiirce

Histologicka sklitka zbavte obvykiym zpfisobem parafinu a

rehydratujte je sestupnou alkoholovou fadou.

Sklicka Jje tfeba po jednotlivych krocich barveni nechat dobie okapat; timto

opatfenim se zabrani jakékali zbytedné zkfiZené kontaminaci roztokd.

gveder;e &asy by mély byt dodrZeny, aby byl zaru€en optimalni vysledek
arveni.

Entellan® novy a nasadte kryci sklicko.

1 pebo: Toluidinovd modf O roztok 0,01 % 5-10 min

Po dehydrataci (vzestupnou alkoholovou fadou) a procisténi xylenem Ize
histologické vzorky montovat za poufiti bezvodych montovacich pFipravkd
(napf. DPX nové nebo Entellan® novy) a kryciho skli¢ka a poté uskladnit.
Pfi analyze obarvenych preparétd pod mnkmskopem pfi vice neZ 40ndsob-
ném zvétSeni se doporutuje pouZivat imerzni olej.

Vysledek
Bunétna jadra a cytoplazma ortochromatickd modré
R&zné kyselé uhlohydraty* metachromaticka riizova a Cervend nebo

fialova

* Metachromatické Jjsou pojivove tkané, muciny, bazické 1atky chrupavky,
granule mastocytu, mnohé epitelidini muciny.



Technickepoznamky

l'ouzwty mikroskop by mé! spliiovat poZadavky zdravotnické diagnostické

Pri pouiivam hlstopmcesoru a automatizovanych barvicich systemu dodr-
|Zujte prosim ndvod k pouZiti poskytnuty dodavatelem systemu a softwaru.
| Cerstvé pripraveny barvici roztok by se pied pouZitim mé! pfefiltrovat.
| Pfed uloZenim odstraiite piebytek imerzniho oleje.

Di sl
Stanoveni d;agmz mize provadet pouze opravnény a zaskoleny personal.
Je nutné po platné nc ury.

Dal&i testy je nutné vybu-at a pouzlvat 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® skladujte pfi
teploté +5az +30°C.

Doba pouzZiteinosti

Tolu;dmovou modi O (C 1. 52040) - pro mikroskopii Certistain® Ize pouZivat
aZ do uplynuti uvedené doby pouzitelnosti.

Po prvnim otevieni lahviZky ize obsah pouzivat aZ do uplynutl uvedené doby
pouzitelnosti, je-li skladovan pii teploté +5az +30 °C.

Lahvicky museji byt vidy tésné uzaviené.

DalSi pokyny

Pouze pro profeslonélni pouiuti

Aby nedochdzelo k chybdm, smi aplikaci provad&t pouze kvalifikovany
personal.

Je nutno dodr¥ovat vnitrostatni smémice tykajici se bezpetnosti prace a
zajisténi kvality.

Je nutno pouZivat standardné vybavené mikroskopy.

Ochrana pFed infekci

Je nutno pfijmout G&inna opatfeni na ochranu pred infekci v souladu s labora-
1 tornimi smérnicemi.

Pokyny ohledné likvidace

Baleni musi byt zlikvidovéno v souladu se stavajicimi smé&rnicemi tykajicimi
se likvidace.

Pouzité roztoky a roztoky po uplynuti doby pouzitelnostn je nutno likvidovat
jako zvi&stni odpad v souladu s mistnimi smé&rnicemi. Informace ohledné
likvidace Ize ziskat pod rychlym odkazem -Hints for Disposal of Microsco-
py Products™ (Tipy pro likvidaci vyrobkd pro mlkroskopli) na adrese www.
microscopy-| products.com. V rdmci EU plati stavajici prisluéné NARIZENI
(ES) c 1272/2008 o klasifikaci, oznaCovani a baleni |atek a smési, ménici
a ruici smé&mice 67/548/EHS a 1999/45/ES a ménici nafizeni (ES) &.
1907/2006.

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

Kat. ¢. 1.15930.0025

Ridte se prosim kiasifikacemi rizik vytisknutymi na $titku a informacemi
uvedenyml v bezpeénostnim liste.
Bezpecnostni list je dostupny na internetovych strénkéch a na pozadani.

Zdroj viastni

Hlavni sloZky vyrobku
Kat. &. 1.15930.0025
C.1. 52040
CisHiCIN;S
M = 305,84 g/mol
Jiné vyrobky pro IVD
Kat. & 100362  Souprava pro stiibfeni podle von Kossa 1 sada
pro detekci mikrokalcifikace
Kat. & 100496 Formaldehydovy roztok 4 %, pufrovany, 350 ml a
pH 6,9 (cca 10 % roztok formalinu) 700 mi (v
pro histologil lahviéce s
Sirokym
hrdlem),
51,101,
101
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
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Piiloha C — Pracovni postup SUP AM

PPZ/SUP/023/VERZE 04

Pracovni postup zkraceny SUP/023/04

Barveni alcianovou modfi

Dnem 1.6.2014 vstoupil v platnost novy nazev KL ,Sikliv tstav patologie®, zkratkou ,$UP*, ve formé
bez diakritiky (uzivané v koédovani RD) ,SUP“. Tyto ndzvy a zkratky nahrazuji dfivéjsi ,Siklav
patologicko-anatomicky ustav®, ,SPAU“ a ,SPAU“. Je pokraovano v dosavadnim ¢&islovani verzi
dokumentd, prvni polozka kédu se véak méni ze ,SPAU” na ,,SUP“. Verze dokumentii 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

Kontaktai osoba: Doc. MUDr. Ondfej Daum, Garant: Doc. MUDr. Ondfej Daum,
PhD. PhD.

Rozsah pusobnosti: SUP FN Plzefi/Zdravotni laboranti

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

Ucel:

Priikaz kyselych mukopolysacharidli v parafinovych fezech

Postup:

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

. dobarvit jadra 2 min jadrovou cerveni

. oplachnout v deionizované vodé

. odvodnit, projasnit

. montovat

N O AWM

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

Vysledek barveni:
kyselé mukopolysacharidy — modre
jadra bunék — ¢ervené

Pfiprava roztoku:
Alcidanova modr' pH = 2,5:
Pouzivame hotovy roztok od firmy Merck

Jadrova Gerveri:
viz PEZ Prikaz bunéénych jad

VSechny casy a teploty uvadéné v PPZ jsou pouze orientacni a dileZita je kontrola pod mikroskopem, nebot’ barveni kazdé
tkané je individuélni.

Overil: Spravce dokumentl: Vedouci ZT/datum: Schvalil/datum:
Miloslava Mrackova Miloslava Mrackova, kl.2740 Doc. MUDr. Ondrej Daum, Prim. MUDr. Petr Muken$nabl,
Ph.D./9.9. 2016 Ph.D./9.9.2016

Strana 1 (celkem 1)
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Piiloha D — Pracovni postup SUP AMP

é"’:’g" =& 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 ,,SlkIuv ustav patologie®, zkratkou ,,SUP“ ve forme
bez diakritiky (uzivané v koédovani RD) ,,SUP“. Tyto nazvy a zkratky nahrazuji dFivéjsi #Sikltv
patologicko-anatomicky ustav®, ,SPAU“ a ,SPAU“. Je pokrac¢ovano v dosavadnim ¢islovani verzi
dokumentu, prvni polozka kédu se vSak méni ze ,SPAU“ na ,SUP“. Verze dokumentd 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

‘ ; Doc. MUDr. Ondrej Daum, . Doc. MUDr. Ondfej Daum,
Kontaktni osoba: PhD. Garant: PhD.
Rozsah plsobnosti: SUP FN Pizef/Zdravotni laboranti

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

Ugel:
Prikaz mukopolysacharidli 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:
kysele mukopolysacharidy modfe, ostatni polysacharidy rizovécervené

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

Schiffovo ¢inidlo:
Kupujeme od firmy Merck

Gilliiv hematoxylin:
viz PPZ Barvent Hematoxylin - Eosin

Alcianové modr pH 2,5:
Kupujeme od firmy Merck

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

tkéané je individuéini.
Overil: Spravce dokumentl: Vedouci ZT/datum: Schvalil/datum:
Miloslava Mrackova Miloslava Mrackova, k1.2740 Doc. MUDr. Ondfej Daum, Prim. MUDr. Petr Mukengnabl,
Ph.D./9.9. 2016 Ph.D./9.9.2016
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Priloha E — Datasheet k metodé MUC-1

——

MUC-17
Koncentrovana a predred&na monoklondini
protildtka 901-319-111318

Katalogové ¢islo: CM 319B PM 319 AA
Popis: 0,5 mL, konc. 6,0 mL, RTU
Redéni: 1:100 Ready-to-use
Redidlo: Renoirova Cerveri N/A

Zamy$lené pouZiti

Pro diagnostické pouZiti in vitro

MUC-1 [695] je myS$i monoklondlni protildtka, kterd je ur€ena pro
laboratorni pouziti pfi kvalitativni identifikaci proteinu  MUC-1
imunohistochemii (IHC) v lidskych tkénich fixovanych ve formalinu
(FFPE). Klinickd interpretace jakéhokoliv zabarveni nebo jeho
nepfitomnosti by méla byt doplnéna morfologickymi studiemi s
pouZitim vhodnych kontrol a méla by byt vyhodnocena v kontextu
klinické anamnézy pacienta a dalSich diagnostickych testl
kvalifikovanym patologem. '

Souhrn a vysvétleni:

MUC-1 je mucinovy glykoprotein s velkym bun&nym povrchem
exprimovany v&tsinou glanduldrnich a duktalnich epitelidinich bunék a
nékterych linii hematopoetickych bunék. MUC-1 mucin (Cancer Antigen
15-3) je vylu€ovan z nédorovych bunék. Apoprotein mucinu MUC-1
obsahuje transmembrénovou doménu, cytoplazmatickou doménu a
doménu bohatou na extraceluldrni sacharidy. Predpokladd se, Ze
abnormalni nadm&rnd exprese MUC-1 v rakovinovych bufikdch pispiva
k jejich agresivnimu rlistu, ale molekuldrni mechanismy spojené s timto
(i€inkem jsou stale nejasné, MUC-1 barvi bun&&né membrény, ale také
cytoplazmu vétSiny typd epitelovych bunék. Je exprimovén na vétsingé
sekreéniho epitelu, véetnd mléné Zlazy a nékterych hematopoetickych
bungk. Je hojné exprimovén v laktujicich miécnych Zldzach a nadmérné
exprimovéan v> 90% karcinomech prsu a metastazach. Vyjimkou je, Ze
mucindzni karcinomy jsou vyznamné méné reaktivni s MUC-1.
Aberantni cytoplazmatickéd a membranova lokalizace exprese MUC-1
byla spojena se 3patnym vysledkem pacienta. Adenokarcinomy jsou
obecné pozitivni a spinoceluldmi karcinomy a neepitelidlni malignity
negativni. Vysoké karcinomy prostaty byly negativni, na rozdil od téch s
nizkym stupn&m, Rakovina mocového méchyre a ledvin byla bud’ siiné
pozitivni, nebo negativni. Hepatoceluldrni karcinomy jsou negativni, ale
cholangiogenni karcinomy jsou pozitivni,

Princip procedury:

Detekce antigenu v tkdnich a bufikdch je vicestupiiovy
imunohistochemicky proces. Potate¢ni krok véaze primdrni protildtku na
jeji specificky epitop. Po oznaeni antigenu primarn protilatkou se pfida
enzymem znadeny polymer, ktery se vaZe na primarni protilatku. Tato
detekce navézané protilatky je doloZena kolorimetrickou reakcf,

Zdraj: My3i monoklondla

Druhové reaktivita: Clovék; jiné nebyly testovany

Kion: 695

Isotyp: IgG1

Koncentrace proteinu: Koncentraci IgG specifickou pro $arZi si
vyzédejte u vyrobce.

Epitop/Antigen: MUC-1

Bun&cné lokalizace: Cytoplasmatickd/bunétna membrana

Pozitivni kontrola tkané: Plice

Znamé aplikace:

Imunohistochemie (tkéné fixované formalinem a zalité do

parafinu)

Dodéno jako: Pufr s nosi¢em proteinu a konzervacnim Cinidlem
Skladovani a stabilita:

Skladujte pfi 2°C aZ 8°C. Produkt je stabilni do doby expirace vytisténé na
obale, pokud je skladovan podle predepsanych podminek. NepouZivejte po
datu expirace. Redéné ¢inidlo okamzité spotfebuite; jakékoli zbyvajici
ginidlo by mélo byt skladovano pfi 2°C aZ 8°C.

d Biocare Medical
60 Berry Drive
Pacheco, CA 94553
USA
Tel: 800-799-9499 |

[ C€

ww.biocare.net 1

Doporuéeni protokolu (intelliPATH FLX® a manuélni pouZiti):
Blokovani peroxidasy: Blokujte po dobu 5 minut s Perozidazed 1.

PredoSetfenf: Odmaskujte antigen pomoci Diva Decloaker dle ndvodu
k pouiti e
Blokovéni proteind (voliteiné): Inkubujte po dobu 5-10 minut pfi RT
s Background Punisher.
Primarni protilatka: Inkubujte po dobu 30-60 minut pfi RT.
Sonda: N/A
Polymer; Inkubujte po dobu 30 minut pfi RT s polymerem
konjugovanym se sekundérni protilatkou.
Chromogen: Inkubujte 5 minut pfi RT pomocf Biocare’s DAB — nebo —
Inkubujte 5-7 minut pfi RT pomoci Warp Red.
Kontrastni barveni
Kontrastni barveni hematoxylinem. Oplachnéte deionizovanou vodou.
Aplikujte Tacha's Bluing Solution 1 minutu. Oplachnéte deionizovanou
vodou.
Technicka poznamka:
Tato protildtka uréena pro intelliPATH FLX a manuini pouZiti byla
standardizovdna pomoci MACH 2 detection system. Pro omyvad kroky
it TES.
Limitace:
Optimélni Fedéni protilatky a protokoly pro konkrétni aplikaci se mohou
li§it. Tyto zahrnuji, ale nejsou omezeny na fixaci, metodu tepelného
odmaskovéni, inkubadni &asy, tlouStku tkéfiového fezu a pouzitou
detekéni soupravu. Vzhledem k vynikajici citlivosti t&chto jedine¢nych
reagencii nejsou doporudené inkubagni &asy a titry uvedené v jinych
detekénich systémech poufitelné, protofe vysledky se mohou lisit.
Doporuceni a protokoly jsou zalozeny na vyhradnim pouZiti produktd
Biocare. V konetném disledku je odpovédnosti zkouSejiciho urcit
optimaIn{ 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.org). 2011
Opatfeni:
1, Tato protilatka obsahuje méné neZ 0,1% azidu sodného. Koncentrace
nizé nez 0,1% nepredstavuji nebezpe¢né mnozstvi podle US 29 CFR
1910.1200, OSHA Hazard communication a EC Directive 91/155 / EC.
Azid sodny (NaN3), ktery se pouzivé jako konzervacni latka, je toxicky
pii pofiti, Azid sodny méZe reagovat s olovénym a médénym potrubim
za vzniku vysoce vybudnych azidd kovl. PH likvidaci propléchnéte
velkym mnoZstvim vody, abyste zabrénili usazovani azidu v potrubi.
(Centrum pro kontrolu nemoci, 1976, Nérodni institut bezpenosti a
ochrany zdravi pfi préaci, 1976) (7)
2. Vzorky, pred fixaci a po fixaci, a vSechny materidly, které jsou jim
vystaveny, by mély byt zpracovany tak, jako potencidiné infekéni a
likvidovat s nalezitymi opatfenimi. Nepipetujté reagencie Usty a zamezte
kontaktu kéiZe a sliznic s reagencemi a vzorky. Pokud reagenty nebo
vzorky prijdou do styku s citlivymi oblastmi, omyjte je velkym mnoZstvim
vody. (8
3, Mikrobialni kontaminace &inidel mdize vést ke zvySeni nespecifického
barveni,
4, Inkubalni doby nebo teploty jiné nei uvedené mohou zplsobit
chybné vysledky. Tuto zménu musi uZivatel ovéfit.
5, Nepouivejte &inidlo po uplynuti doby pouZitelnosti vyznacené na
lahvicce.
6. Karta SDS je k dispozici na vyZzadan( a je umisténa na adrese
http://biocare.net.
EMERGO EUROPE
Prinsessegracht 20
2514 AP The Hague
The Netherlands
Fax; 926-603-8080




MUC-1
Koncentrovand a predredénd monoklondinf
protilitka 901-319-111318

Odstraiiovani problémi:

Dodrzujte doporueni protokolu specifického pro protilatky podle
dodaného listu. Pokud dojde k atypickym vysledk@im, obratte se na
technickou podporu spole¢nosti Biocare na €isle 1-800-542-2002.

Reference:

1. Rakha EA, ef al. Expression of mucins (MUC1, MUC2, MUC3, MUC4,
MUCS5AC and MUC6) and their prognostic significance in human breast
cancer. Mod Pathol. 2005 Oct; 18(10):1295-304.

2, Chauhan SC, et al. Aberrant expression of MUC4 in ovarian carcinoma:
diagnostic significance alone and in combination with MUC1 and MUC16
(CA125), Mod Pathol. 2006 Oct; 19(10):1386-94.

3. Nassar H, et al. Pathogenesis of invasive micropapillary carcinoma:
role of MUC1 glycoprotein. Mod Pathol. 2004 Sep;17(9):1045-50.

4. Langner C, et al, Expression of MUC1 (EMA) and E-cadherin in renal
cell carcinoma: a systematic immunohistochemical analysis of 188
cases. Mod Pathol. 2004 Feb;17(2):180-8.

5. Khoury T, et al Inclusion of MUCL (Ma695) in a panel of
immunohistochemical markers is useful for distinguishing between
endocervical and endometrial mucinous adenccarcinoma. BMC Clin
Pathol. 2006 Jan 12;6(1):1.

6. Ohno T, et al. Prognostic significance of combined expression of
MUGI and adhesion molecules in advanced gastric cancer. Eur J Cancer.
2006 Jan;42(2):256-63.

7. Center for Disease Control Manual. Guide: Safety Management, NO.
CDC-22, Atlanta, GA. April 30, 1976 "Decontamination of Laboratory
Sink Drains to Remove Azide Salts."

8. Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI). Protection of
Laboratory Workers from Occupationally Acquired Infections; Approved
Guideline-Fourth Edition CLSI document M29-A4 Wayne, PA 2014,

d Biocare Medical

60 Berry Drive Ce
Pacheco, CA 94553
USA Rev: 062117

Tel: 800-793-9439 | www.biocare.net | Fax: 925-603-8080

Zdroj vlastni
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Priloha F — Datasheet k metodé MUC-2

Z ETA Corporation IVD Datovy list rey 122017)

MUC-2 (klon Ccp58)

MySi Monoklonaini protilatka
Specificita: ¢lovék, jind neni znama
Imunogen: Synteticky peptid reprezentujici oblast na Muc-2 glykoproteinu
Trida ig: IgG1
Skladovani: Vialku skladujte pfi 4°C. Pfi skladovani mezi 2-8°C, je protilatka stabilni 24 mésicil
Barvici postupy: Pouzivejte fezy fixované formalinem a zalité do parafinu. Podminky odmaskovani: Doporuguje
se predb&zné oSetfeni deperafinizované tkané tepeln& indukovanym odmaskovanim epitopu. Metody detekce:
Polymerni anti-my3i / krali¢i Ig detekéni systém. Pracovni fedéni: 1: 100; Pozitivni kontrola: karcinom tlustého streva.
Buné&na lokalizace: bunétna membrana. Ucel pouZiti: Diagnostika in vitro (IVD).
Popis: Sekretované epitelidini muciny jsou velké makromholekuly, které vykazuji extrémni polydisperzitu. Mucin 2 je
hlavni stfevni mucin. O-glykany jsou pfipojeny k MUC2 v potenciéin& riiznorodém uspoféadani, coz je zasadni pro

jejich interakci s endogennimi a exogennimi lektiny.

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

l Lidsky adenokarcinom tlusté ho stieva fixovany ve for}ria/inu barveny énti—MC—Z protifatkou za pouz iti
| peroxidazové ho konjugatu a DAB chromogenu. Vsimnéte si cytoplazmatické ho barveni nadorovych bunék

Kat. #Z2151 (1.0 mi)

ZETA Corporation Emergo Europe B.V.
65N 1 A‘ile‘ Ste 202C ( E m 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 viastni



Priloha G — Datasheet k metodé MUC-4

Muciny jsou skupinou glykoproteini s vysokou molekulovou hmotnost, které se
sklddaji 2 mucinového jédrového proteinu a O-vdzanych sacharldﬂ Mucm 4

mucin vézany na anu, je lidsky h |
komplexu (SMC). Protein mucinu 4 sestévé z Mu:lnu 4, velké podjednotky typu
amino mucinu a Mucin 4, tr ky obsahujic tfi domény

podobné EGF. Gen Mucin 4 je pfevaZujicim mucinovym genem exprimovanym v
norméinim urotheliu a je také exprimovan v nékolika normalnich tkanich, jako je
pridusnice, plice a varlata. Dysregulace Mucinu 4 vede k vysokym hladindm
exprese v nadorech pankreatu a nddorovych bun&nych liniich. Indukce Mucinu 4

vk kyselinou ~all-tr i je Fedk
prostiednictvim slgnélnl dréhy receptoru kyseliny retmové TGF 2 slouzi jako
idtor této regul exprese. Alternativni sestiih na 3'-konci

genu pro Mucin 4 generuje alespoii 12 sestfihovych variant, které jsou
charakterizovany jako dva odli$né typy, sekreéni typ a typ spojeny = bra
Protein mucinu 4 plsobf jako h imerni p ¥ ina

vytvafi tlusté sliznice v nemocném stfednim uchu. Mucin4(8G7): sc-53945. Westernblot analyza Mucin 4 (8G7): sc-53945, Imunoperoxidézové barveni
exprese Mucinu 4v PANC-1 (A), CD-18/HPAF (B)a  formalinem fixované, parafinem zallté tkéné lidského
Colo357 (C) bufiky ukazu]f glykosylaci. Obrézek 7
poskytl Dr. Surinder Batra, University of Nebraska epitelidlnich bungk (A). Imunoperoxidazové barveni
Medical Center. thin lidského slepého stieva fixované formalinem,
2alité do parafinu, znzorfiujicim membranové a
cytoplazmatické barvenf Hiszovych bungk ().

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

Mucin 4 (8G7) je my3i monoklondlni protilatky proto syntetickému

peptidu (STGDTTPLPVTDTSSV) proti tandemovym repeticim mucinu 4

lidského pévodu.

2.Jonckheere, N., etal.2012. The MucinMUC4 and its membrane partner
ErbB2 regulate biological properties of human CAPAN-2 pancreatic cancer

Kazda vialka obsahuje 100 pg Gy v1,0ml PBS s<0,1% azidusodnéhoa cells via different signalling pathways. PLoS ONE 7: 32232.

0,1% gelatinu. 3, Skrypek, N., et al. 2013. The MUC4 mucin mediates gemcitabineresist-

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 blotovani (poZateéni fed&ni 1: 200, novel immunohistochemical panel detecting duodenal mucosal invasion by
1 rozsah fedéni 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)],

| | imunofluorescence (vychozi fedéni 1:50, rozsah Fedéni 1: 50-1: s
500) 2 imunohistochemie (véetné Castf zapusténych do parafinu)
{wychozi Fedéni 1:50, rozsah fedéni 1: 50-1). : 500).

Vhodné pro pouiti jako kontrolni protildtka pro siRNA mucin 4
{h): sc-43163, mRNA pro shRNA Plasmid (h): sc-43163-SH a mucin
4 shRNA (h) Lentivirové &astice: sc-43163-V.

{ Molekulové h glykosylovaného mucinu 4: 980 kDa.
! Molekulové hmotnost Mucmu 4 850 kDa.
|

5. Kurisaki-Arakawa, A., et 2l. 2014. Deeply located low-grade fibromyxoid
sarcomawith FUS-CREB3L2 genefusionina 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, NFB and RalB signaling pathways. Biochim. Biophys.
Acta 1849: 1375-1384.

7. Righi, A, etal. 2015. Sclerosingepithelioid fibrosarcoma of the thigh:
report of 2 cases with synchronous bone metastases. Virchows Arch.

Molekulovd hmotnost mucinu 4 a7 80 kDa. 467:339-344.

Pozitivni kontroly: lyzét 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. 292: 11078-110S0.

Skladu;te pfi 4°C, ¥*NEZMRAZUITE**. Stabilni po dobu jednoho
roku od zaslani. Neni nebezpe&ny. MSDS nenf vyZadovan.

Zdroj viastni



Priloha H — Datasheet k metodé MUC-6

Primarni protilitka p¥ipravens k pouziti Bond™
Muc-6 Glycoprotein (CLHS)
Kat. &.: PA0053

Ur&ené pouziti

Tato reagencie je uréena k diagnostickému pouZitf in vitro.

Monoklonalni protilétka Muc-6 Glycoprotein (CLHS) je uréena k pouziti pfi kvalitativnim stanoveni glykoproteinu Muc-6 svételnou
mikroskopil ve tkéni fixované formalinem a zalité do parafinu imunohistochemickym barvenim pomoci automatického systému BOND
system (zahmujiciho systémy Leica BOND-MAX system a Leica BOND-III system).

Kiinickou interpretaci jakéhokoliv barveni nebo jeho nepfitomnosti je nutné doplnit morfologickym vy&etfenim s pouzitim spravnych
Kontrol 2 zhodnotit je musf kvalifikovany patolog v kontextu s klinickou anamnézou pacienta a jinymi diagnostickymi testy.

Souhrn a vysvétleni

Imunchistochemické techniky Ize pouzit k prikazu pFitomnosti antigents ve tkéni a v burikéch (viz Pouziti reagencii BOND" v uzivatelské
dokumentaci BOND). Primami protilatka Muc-6 Glycoprotein (CLHS) je produkt pripraveny k pouZiti, 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-5 Glycoprotein (CLHS) na fezu, a poté se tato vazba vizualizuje pomoci reagencii dodanych v detekénim systému. Pouziti téchto
produktis v kombinaci s automatickym systémem BOND system (zahmujicim systémy Leica BOND-MAX system a Leica BOND-Iil system)
snizuje moznost lidské chyby ainherentni variability v disledku fedéni jednotlivych reagencii, manuiniho pipetovani a pouZiti reagencil.

Dodé&vané reagencie

Muc-6 Glycoprotein (CLH5)je my&i monoklonini protilatka proti lidskym antigentm vyrabéna jako supernatantz tkafiové kultury a dodévana
ve fyziologickém roztoku pufrovaném Tris s prer jicim proteinem, obsahujici jako konzervaéni prostfedek 0,35% ProClin™ 950.
Celkovy objem =7 ml.

Kion
CLHS.
Imunogen »

Synteticky peptid v tandemu opakované sekvence Muc-8 purifikovany HPLC (vysokotlaka kapalinova chromografie).
Specificita i

Lidsky glykoprotein Muc-6.

Trida Ig

1gG1.

tl

Koncentrace celkového proteinu

Pfiblizné 10 mg/ml.

Koncentrace protilatek

0,75 mg/l nebo vy33(, stanovena metodou ELISA.

Redéni a michéni

Primarni protilatka Muc-6 Glycoprotein (CLHS) je optimaing r k pouziti v systému BOND system (zahrnujicim systémy Leica
BOND-MAX system a Leica BOND-III system). Rekonstituce, michani, fedéni ani titrace této reagencie nejsou nutné.

Potfebny material, ktery neni soutasti dodavky

Uplny seznam materiéliipotfebnychke zpracovénivzorkua Kkimunohistochemickému barveni pomoci systému BOND system (zahrnujiciho
systémy Leica BOND-MAX system a Leica BOND-ll system) je uveden vbodé ,Pouziti reagencii BOND"v uzivatelské dokumentaci BOND.

Uchovavani a stabllita
Uchovéveijte pfi teploté 2-8 °C. Nepouzivejte po uplynuti data pouzitelnosti uvedeného na &titku obalu.
Znamky signali i inaci a/nebo bilitu ilatky Muc-8 Glycoprotein (CLHS) jsou: zkalenf roztoku, vznik zépachu

a pfitomnost prec‘ipilétu,
Okamzitd po pouzitl vratte do prostredi s teplotou 2-8 °C.

Podminky uchovavani jiné nez vyse uvedené musi uZivatel oveiit'.

Bezpetnostni opatfeni

Tento produkt je uréen pouze pro diagnostické pouiti in vitro.

Koncentrace pipravku ProClin™ 950 je 0,35 %. Obsahuje aktivni slozku 2-methyl-4-isothiazolin-3-one a mize 2zpUsobit podrazdéni

kiize, o, sliznic a hornich cest dychacich. Pfi manipulaci s reagenciemi p zivejte rukavice k 1 pouZitl.
+  Vytisk bezpe€nostnino materiglovéno listu Zziskate od mistniho distributora nebo oblastni kanceléfe spoleénosti Leica Biosystems,
nebo mizete navétivit webové stranky Leica Biosy : www.LeicaBi com g

Se vzorky, pred fixaci i po fixaci, a se vSemi materialy, Které s nimi prisly do kontaktu, je nutno zachazet, jako by mohly pfenaset
infekei, a zlikvidovat je s pouitim pfislusnych bezpeénostnich opatfeni2. Nikdy reagencie nepipetujte Usty a zabrafite kontaktu
reagencif a vzorkl s kiZi a sliznicemi. Pokud se reagencie nebo vzorky dostanou do kontaktu s citlivymi oblastmi, omyjte je velkym
mnozstvim vody. Vyhledeite Iékafskou pomoc.
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Udaje o likvidaci jakychkoli potenciéing toxickych komponent prostudujte ve federainich, statnich nebo mistnich nafizenich.

Minimalizujte mikrobidini kontaminaci reagencii, mohlo by dojit ke zvy$eni vyskytu nespecifického barveni.

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

Néavod k pouZziti

Primérni protilatka Muc-6 Glycoprotein (CLH5) byla vyvinuta k pouziti v automatickém systému BOND system (zahrnujicim systémy
Leica BOND-MAX system a Leica BOND-III system) v kombinaci se soupravou Bond Polymer Refine Detection. Protokol doporu¢eného
barveni primarni protilatky Muc-8 Glycoprotein (CLHS5) je imunohistochemicky protokol F, Teplem indukované ziskéani epitopu se
doporutuje s pouzitim roztoku Bond Epitope Retrieval Solution 2 po dobu 20 minut. Vezméte na védomi, Ze primami protilatka Muc-6

Glycoprotein (CLH5) (PAOOS:) muze posky P vy Y, pokud se cykly provadbjl s pouimm Jinych protokold,
nez je specifikovany i y p! F, obzvlasté u pr kde se p idovy krok provadi po pfidani
primarni protilatky. UZivatelé musi plnd lid Sechny pr y podle p pl dané lab fe.

Ocgekavané vys|edky

Nox kadné

Klon CLH5 detekoval Muc-6 glykoprotein v cytoplazmé bazélnich Zaludeénich 2l4z a v epitelu Zluéniku. (Celkovy pocet vy$etfenych
normalnich tkani = 122.)

Nédorové tkéné

Klon CLH5 obarvil 23/24 chronickych povrchovych gastritid, 3/27 nadortl Zaludku (véetné 2/6 tubuldmich adenokarcinomu, 1/6

mucindznich adenokarcinomd, 0/6 karcinomt bunék typu pedetniho prstenu, 0/6 nediferencovanych karcinomu a 0/3 adenokarcinomd), 1/4

hepatocelulérnich karcinomu, 1/2 karcinom( endometria a 1/1 stfevni metaplaze. Barveni nebylo zjidténo v riznych dalsich vysetiovanych

abnormalnich tkénich véelné nadord stfev (0/9), nadoru 8titné 2lazy (0/5), nadord prsu (0/5), metastazujicich nédor (0/5), nadort mozku
< (0/4), nédorts plic (0/4), nadord jicnu (0/3), lymfom( (0/3), nadort ovaria (0/3), nddords nadiedvinek (0/2), nddord mo&ového méchyie

(0/2), nadorti kosti (0/2), nadorti ledvin (0/2), nador( hlavy a krku (0/2), nadort prostaty (0/2), nador( slinné 2lazy (0/2), seminomii (0/2),

nadorti 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.) y
uc-6 Glycoprotein (CLHS) se doporu&uje k detekei glykoproteinu Muc-8 v nol ich a neoplastickych tkanich, jako
8k ke opatologii s pouZiti cky stochemickych natérd.

Omezenl specificka pro tento produkt

Protilatka Muc-6 Glycoprotein (CLH5) byla spole&nosti Leica Biosystems optimalizovana pro pouZiti se soupravou Bond Polymer

Refine Detection a s pomocnymi reagenciemi BOND, UZivatelé, ktefi se pfi vysetieni odchyli od doporuéeného postupu, musi za téchto
okolnosti pfijmout odpovédnost za interpretaci vysledky u pacienta. Doby uvedené v protokolu se mohou lisit v dsledku odchylek pfi
fixaci tkani a ucinnosti pfi zvyraznéni antigenu a musi byt stanoveny empiricky. Pfi optimalizaci podminek pfi ziskévéni a dob v protokolu
musi byt pouZity reagencie pro negativni kontrolu.

Reseni problému

Napravna opatfeni jsou uvedena v odkaze 3.

S hlddenim neobvyklého barveni kontaktujte mistniho distributora nebo oblastni kancelaf spoleénosti Leica Biosystems,

Dalsi informace

Dalsi informace o imunobarveni reagenciemi BOND naleznete pod néazvy Princip testu, Potfebné materialy, Pfiprava vzorku, Kontrola
kvality, Ovéfeni testd, Interpretace barveni, Vysvétleni symboll na titcich a Obecna omezeni v uZivatelské dokumentaci BOND, v bodé
Pouziti reagencii BOND",
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Priloha I — Povoleni sbéru informaci ve FN Plzen
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Monika Hrebcova

Studentka oboru Zdravotni laborant
Fakulta zdravotnickych studii, Katedra zéchranérstvi, diagnostickych obor(i a vefejného zdravotnictvi
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Povoleni sbéru informaci ve FN Plzen

Na zakladé Vasi zadosti Vam jménem Utvaru naméstkyné pro osetiovatelskou péti FN Plzei udéluji
souhlas se sb&rem a zpracovanim anonymizovanych dat z vysledk(i laboratornich vySetieni,
pouzivanych v Siklové tstavu patologie (SUP) FN Plzefi. Tento souhlas je vydavan, pfi spinéni nize
uvedenych podminek, v souvislosti s vypracovani Vasi bakalafské prace s nazvem ,OdliSeni parcialni
moly od éasného hydropického abortu pomoci histochemickych a imunohistochemickych metod”.

Podminky, za kterych Vam bude umoznéna realizace VaSeho Setfeni ve FN Plzef:

Vrchni zdravotni laborantka SUP souhlasi s Vasim postupem.

Osobné povedete svoje Setfeni.

Vase Setfeni nenarusi chod pracovisté ve smysiu provozniho zajisténi dle platnych smérnic
FN Pizef, ochrany dat pacientll a dodrzovani Hygienického planu FN Plzen. Vase Setfeni
bude provedeno za dodrZeni vSech legislativnich norem. zejména s ohledem na platnost
zakona &._372/2011 Sh., o zdravotnich sluZbach a podminkéach jejich poskytovani, v platném
znéni.

Udaje ze zdravotnické dokumentace pacientl, pokud budou uvedeny ve Vasi bakalarské
préaci, musi byt anonymizovéany.

Shér informaci budete provadét v dobé své, Skolou schvélené, odborné praxe na SUP,
pod piimym vedenim oprdvnéného zdravotnického pracovnika, kterym je pan MUDr.
Ondié¢ Ondrej, Ph.D., Iékai SUP FN Plzeri.

Po zpracovani Vami zjisténych udajii poskytnete zdravotnickému oddéleni / klinice &i organizaénimu
celku FN Plzefi zavéry Vaseho Setfeni, pokud o né projevi oprévnény pracovnik ZOK / OC zajem a
budete se aktivng podilet na pripadné prezentaci vysledk( Vadeho Setfeni na vzdélavacich akcich

pofadanych FN Plzefi.

Toto povoleni nezaklada povinnost zdravotnickych pracovnikdi s Vami spolupracovat, pokud by
spoluprace s Vami narusovala pinéni pracovnich povinnosti zaméstnancii. Spoluprace zaméstnancl

FN Plzefi na Vasem $etfeni je dobrovolna.

Preji Vam hodné tspéchl pfi studiu.

Mgr. Bc. Svétluse Chabrovd
manazerka pro vzdélavani a vyuku NELZP
zdstupkyné ndméstkyné pro os. péci

Utvar ndméstkyné pro o3, péci FN Plzeri
tel.. 377 103 204, 377 402 207

e-mail: chabrovas
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nplzen.cz



