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1 Uvod

11 Obsah predmétu patologie

Patologie (z feckého pathos — choroba a logos — nauka) je nauka o chorobnych pocho-
dech a zménach v lidském téle. Zkouma poskozené tkdné i jednotlivé organy a hodnoti
jejich vztah k pfiznakim nemoci pozorovanym zaziva; zajima se o pti¢inu onemocnéni
(etiologie) i 0 mechanismus, kterym k onemocnéni dochazi (patogeneze), o morfolo-
gické zmény bunék a orgdnii a o vyznam téchto zmén pro jejich funkei.

Patologickd fyziologie (patofyziologie) se zabyva zménénymi funkcemi poskoze-
ného organu nebo organismu. Patologie patfi mezi zdkladni lékarské obory. Poznatky
z patologie se uplatiuji ve vSech klinickych oborech, ale vyznamny je i jeji pfinos pti
stanoveni diagno6zy pacientt, kteti prichdzeji na klinicka pracovi$té. Patolog v nékte-
rych oborech (nefrologie, hepatologie) urcuje jiz z biopsie ledvin nebo jater druh one-
mocnéni, tzn. hotovou diagnézu (biopsie — mikroskopické vysetfeni tkani zivého téla).

Patologie se déli na ¢ast obecnou a specidlni. Obecna patologie pojednava o zaklad-
nich patologickych procesech v burice a ve tkanich. Pti vykladu specialni patologie se
uziva pojmi prevzatych z obecné ¢asti bez jejich opétovného vysvétlovani. Specialni
patologie popisuje poskozeni a chorobné stavy v urditych organech ¢i systémech orga-
nu (jako je obéhovy systém, travici systém atd.). Pfed vykladem vlastni problematiky
oboru patologie je nutné stru¢né osvétlit nékolik zakladnich pojmu z klinické praxe.
Pti vyS$etfovani pacientt si musi lékaf v§imat urcitych ptriznakd, symptomii. Soubor
soucasné se vyskytujicich ptiznaki tvoti syndrom.

Symptomy a syndromy maji sviij pivod v morfologickych ¢i funkénich zménach
tkdni a orgdnu, nékteré symptomy nesou jména vyznaénych patologti, napt. symptom
Virchowiiv (Virchow byl vyznamny némecky patolog svétového jména, ktery zil v le-
tech 1821-1902) - pti karcinomu zaludku jsou metastazy v jedné nebo nékolika lym-
fatickych uzlindch nad levou kli¢ni kosti.

Nefroticky syndrom (z feckého nephros - ledvina) se vyskytuje u nékterych one-
mocnéni ledvin. Syndrom tvofi nékolik symptomt: (1) proteinurie — bilkovina v modi,
(2) hypoproteinemie — snizeni mnozstvi bilkovin v krvi, (3) hyperlipemie - zvysené
mnozstvi lipida v krvi, (4) otoky.

Diagndza — znamend rozeznani a pojmenovani nemoci pacienta. Stanoveni dia-
gndzy provadi z funkénich zkousek klinicky lékat, z odebranych bunék a tkani pa-
cienta patolog.

Etiologie — nauka o pri¢indch vzniku nemoci.

Patogeneze — pojednava o vzniku a vyvoji nemoci.

Prognodza - pravdépodobny dalsi pribéh onemocnéni. Prognézu stanovi klinicky
1ékat, ale i patolog se vyjadtuje k priabéhu nemoci a jeji zavaznosti, napf. u naddoro-
vych onemocnéni.

Terapie znamena stanoveni lé¢by nemocného. Kauzalni terapie ovliviluje pri¢inu
onemocnéni. Symptomaticka terapie zmirnuje jednotlivé symptomy, nikoli pficinu
nemoci.
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1.2 Uplatnéni patologie v praxi

Na oddélenich patologie, ktera jsou ve vsech vétsich nemocnicich, se provadéji pitvy
zemfelych v daném zdravotnickém zafizeni, biopticka a cytologicka vysetteni. Uka-
zuje se, Ze v poslednich letech pocet pitev celosvétové klesd. Priciny poklesu souviseji
mj. také se zlepsujici se kvalitou vySetfovacich metod, nebot ty mnohdy vytesi dia-
gnostické nejasnosti vyskytujici se za zivota pacientii. V nékterych pripadech se k pitvé
z rtznych divodl zaporné stavéji pribuzni zemrelého. Kromé objektivniho zhodno-
ceni vech zkoumanych organt a potvrzeni ¢i doplnéni klinické diagnézy ma pitva
i kontrolni tlohu, zvlasté u pacientd, kteti se podrobili opera¢nimu vykonu a riznym
invazivnim vy$etfovacim postuptim. Naproti tomu pocet bioptickych a cytologickych
vySetfeni spiSe narusta.

1.3 Zakladni dokumenty na oddéleni patologie

U kazdého zemfelého pacienta, ktery je pitvan, se zhotovuje pitevni protokol. Stru¢nd
diagndza se hned po pitvé zaznamena do listu o prohlidce zem#elého. List musi byt vy-
staven kazdému zemtelému. Pitevni protokol stanovi kone¢nou klinicko-patologickou
diagndzu, ktera se skladd z nékolika ¢asti:

= hlavni onemocnéni (zdkladni onemocnéni)

= komplikace, které z této nemoci vyplyvaji, a dal$i zdvazna onemocnéni

= pric¢ina amrti

= vedlej$i onemocnéni

Patologické zmény v organech jsou popsany a dolozeny histologickym rozborem
vzorki tkani odebranych pfi pitvé (to oznacujeme jako nekroptické vysetieni — mikro-
skopické vysetteni tkani mrtvého téla). Patolog kazdy protokol zakon¢i posouzenim sho-
dy mezi klinickou diagnézou a patologickym néalezem, tedy tzv. klinicko-patologickou
epikrizou (Usudek o nemoci). Pfipady slozité, nejasné a zajimavé po odborné strance
se dale fesi na klinicko-patologickém seminafi.

Pro bioptické vysetteni je nutnd bioptickd pritvodka. Tkané, které se posilaji k vy-
Setfeni, doprovazi biopticka privodka s oznacenim zakladnich udaji o pacientovi,
véetné rodného ¢isla a zékladnich klinickych dat. Nezbytné je stru¢né sdéleni o klinic-
kém priibéhu onemocnéni pacienta a klinicka diagndza. Po prohlédnuti histologického
preparatu v mikroskopu patolog stanovi diagndzu. Ur¢i také kddové ¢islo diagnodzy
pro pocitacové zpracovani.

1.4 0dbér tkani pro bioptické vysetreni

Pocet pracovist, kterd odebiraji tkané pro bioptické vysetfeni, se stdle rozsifuje. Mo-

derni pristroje a vySetfovaci metody mohou pomérné presné lokalizovat chorobny

proces a pak bud operativnim zédkrokem, nebo pomoci specialnich nastroji je tkan

odnata. Tkané se ziskavaji riiznymi zptisoby:

= operace - vétsi Casti tkané, ¢asti organti nebo celé organy chirurg napred popise do
operacniho protokolu, popf. oznadi misto, které pozaduje vysetfit; makroskopic-
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ky popis se nasledné provede i na oddélenich patologie, kam jsou tkané odesilany;
organy a tkané se zméri, event. zvazi

= samovolné vyloucéeni - v nékterych pripadech dojde k vyloudeni tkani z dutych
organt téla; pacienti prichazeji s ¢astmi tkani, které vysly z téla pfirozenou cestou
(kasel, smrkéni, stolice, mo¢, krvéaceni z rodidel)

= probatorni excize (zkusmé vyriznuti) — pfi nejasném onemocnéni pomuze vynéti
¢asti loziska a jeho histologické zhodnoceni

= probatorni punkce (zkusmé nabodnuti), napt. ledvin, jater — punkce se provadi
$irsi jehlou, kterou se nabodne vysetfovana tkan; ¢ast tkané, ktera zastane v jehle,
se mikroskopicky hodnoti

»  kyretdz - vySkrab; kyretou se seskrabne sliznice a kousky tkdni z nékterych dutin
(napt. vyskrab délozni sliznice, zvukovodu, nosohltanu nebo chorobného loZiska
v kosti)

» endoskopickd excize - tyto odbéry se provadéji prevazné na endoskopickych pra-
covistich ve vétsich nemocnicich; pouzivaji se fibroskopy, které mohou velmi po-
drobné prozkoumat vétsinu travici trubice, dychacich cest, mo¢ovych cest a pomoci
pridatného zatizeni cilené odebrat zménénou ¢&ast sliznice (obr. 1)

amputace
resekce
exstirpace

punkéni materidl

DIAGNOZA = rozpoznani nemoci

odbérz cipku

kyretaz

Obr. 1 Neékteré zpusoby ziskdvini tkdni pro bioptické vysetteni
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1.5  Zpisoby zasilani a zpracovani tkani

Jak jiz bylo feceno, kazdy odebrany vzorek musi mit bioptickou privodku. V nékterych
pripadech se odebiraji nefixované tkané na specializovana vy$etfeni, napf. moleku-
larnébiologicka a cytogeneticka. Vzdy bychom méli dbat na to, aby pro histologické
vySetfeni byla uZita reprezentativni ¢ast odebrané tkané. Tkan se ihned po odbéru
ponoti do nddoby s fixa¢ni tekutinou. Na nadobé musi byt uvedeno jméno a pfijmenti
pacienta, oddéleni a klinika, které tkané odesilaji. Fixace ma zamezit rozkladu bunék
atkani. V kazdé buiice je totiz mnozstvi u¢innych enzymd, které po odumfeni bunky
zpusobuji jeji fermentativni rozklad.

Pro bézny zpusob fixace se pouziva 10% formalin, ktery se ptipravuje z formalde-
hydu. Do lékdren je dodévan ve 40% koncentraci. Zde se formaldehyd fedi vodou v po-
méru 1 : 9, takZe vznikd 4% formaldehyd, kterému se ¥ikd 10% formalin. Na ¢etnych
pracovistich se pouzivaji i koncentrovanéjsi roztoky. Formaldehyd drazdivé pachne
ajeho vypary jsou zdravi $kodlivé. Manipulace s formalinem by se méla provadét v di-
gestorich nebo v odvétravanych prostorach. Pro fixaci musi byt pouzito dostateéné
mnoZstvi fixa¢ni tekutiny. Optimalné se pozaduje deseti- az dvacetinasobek objemu
fixované tkané. Dtilezita zasada je, aby z téla odebrané tkané byly fixovany ihned. Za-
brani se tim oschnuti a autolyze, kterd v teplych mistnostech postupuje rychle. Mensi
castice tkdni se fixuji pomérné snadno v kratkém ¢asovém tseku. Do velkych organti
a tkani pronikd fixa¢ni tekutina pomalu a umoznuje autolyzu. Dbame, aby pH fixac-
niho roztoku bylo neutralni.

V nékterych pripadech je obtizné tuto zasadu dodrzet, ale ti, ktefi maji tyto véci
na starosti, musi védét, Ze spravné a dobfe fixovand tkan je zakladnim predpokladem
dobrého kone¢ného vysledku. Zdravotni¢ti pracovnici by si méli uvédomit, Ze fixaci
tkadri ztuhne v tom stavu, v jakém ji do nadoby ddme. Nadoba musi mit proto $iroké
hrdlo, aby se tkdné po fixaci daly bez vétsich obtizi vyjmout. Nékteré tkané jsou ob-
dareny vazivovym pouzdrem, kterym fixa¢ni tekutina pronika obtizné. Navic mohou
obsahovat takové mnozstvi tekutiny, Ze se ji fixa¢ni roztok znehodnoti. Sestra by méla
pozadat lékarte, aby roztiznutim velkého bloku tkané umoznil fixaci v hloubce. Men-
81, ploché ¢astice, které by se (volné ulozeny) mohly zkroutit, pred fixaci polozime na
kousek tuzsiho papiru.

Pro vySetfeni tkani elektronovym mikroskopem se uziva glutaraldehydova fixa-
ce. Aby se tkan dobre fixovala, musi byt rozdélena na malé kousky zhruba velikosti
1 mm’. Na rozdil od formalinu, ve kterém mohou byt tkané ulozeny i nékolik rokd,
glutaraldehydova fixace je omezena na hodiny (spravny zptisob zasildni a nékteré ne-
spravné zpusoby jsou uvedeny na obrazku 2).

Zasadou je, ze material musi byt uloZen do predem oznacené nddoby ihned. Jinak
se vystavujeme nebezpedi zimény materialu.

V situacich, kdy operujici lékat nema jistotu, o jaky patologicky proces jde, prova-
dime tzv. peroperaéni vysetieni. Pomoci kryostatu se tkan zmrazi, ¢imz se umozni
provést tenky fez mikrotomem. Patolog mutiZze prohlizet preparaty za nékolik minut
a vyslednou diagnoézu sdélit operatérovi.
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Obr. 2 Zasildni tkdni pro bioptickd vySetfeni: a - spravnd fixace, fixacni tekutiny je
dostatecné mnoZstvi, tkdn v ni plave, b, ¢, d - nespravnd fixace (b - fixacni tekutiny je
madlo, Cdst tkané neni ponofena, ¢ - tkdni je ptilepena ke sténé zkumavky mimo fixacni
tekutinu, d - zkumavka je pro tuto tkdn nevhodnd, fixacni tekutiny je mdlo)

1.6 Postup dalsiho zpracovani materialu

Po fixaci tkdni (zpravidla to byva 15-24 hodin, u mensich vzorku sta¢i kratsi doba)
formalinem se tkdné blokuji (ptikrojuji). Pi blokovani se vétsi ¢4sti tkani nebo orga-
ny zméfi a zvazi. Pfedev$im patologické zmény se podrobné popisi. Z vétsich kusi se
odebere nékolik mensich kouskt (bloku, velikosti asi 1,5 x 1 x 0,5 cm), které se dale
zpracovavaji ve specidlnim pristroji. Zde dochazi k odvodnéni tkani a nakonec k jejich
prosyceni roztavenym parafinem. Takové parafinové bloky se krdjeji mikrotomem na
velmi tenké platky tloustky 5-7 um (mikrometrt). Ty se natahuji na podlozni skla. Na
nich se tkan odparafinuje a pak barvi, vétSinou hematoxylinem-eozinem. Po obarveni
se preparaty uzaviraji (montuji) do kanadského balzamu a ptikryji se krycim skli¢-
kem. Preparat se ocisluje a muZe se prohlizet mikroskopem. Po vySetfeni se preparaty
zakladaji do archivu. Laboratorni prace vyzaduji vysokou kvalifikaci a odpovédnost
laborantek. Soustfedénost pri praci zabrani zdiméné materidlu, coz mtize mit nedo-
zirné dtisledky pro nemocné.

1.6.1  Imunohistologické a molekularnébiologické metody

Imunohistologické metody (obr. 3) pracuji na principu reakce antigenu s protilatkou.

Tyto metody se mohou uzit i na formalinem fixovanych tkanich. Antigen ve tkanich

reaguje s protilatkou, ktera je oznacena fluorochromem nebo napt. kfenovou peroxi-

dézou. Fluorochrom muzZeme pozorovat ve fluorescenénim mikroskopu. Vysledny
barevny efekt u protilatek s kfenovou peroxidazou mizeme pozorovat ve svételném
mikroskopu.

»  pfimd imunofluorescenéni metoda — tato metoda se nejéastéji pouziva na nativni
(formalinem nefixované) preparaty; na sklicko s fezem napipetujeme protilatku
oznacenou fluorochromem a vysledek barevné reakce pozorujeme ve fluorescen¢-
nim mikroskopu
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neprimd imunofluorescenéni metoda — pribéh je obdobny; primarni protilatka
neni znacend; teprve druha (sekundarni) protilatka, ktera reaguje s primarni pro-
tilatkou, je znacend fluorochromem ¢i kfenovou peroxidazou; tato metoda se po-
uziva u tkani fixovanych formalinem

avidin-biotinovd metoda - v soucasné dobé se bézné pouziva neprima avidin-
-biotinovd metoda; na sekunddrni protildtku s biotinem se navaze avidin oznaceny
kfenovou peroxidazou; vznikne avidin-biotinovy komplex; priikaz kfenové peroxi-
dézy se provadi nékolika zptsoby, napt. pomoci 3,3-diaminobenzidintetrachlo-
ridu; vysledna barevna reakce je stdla (na rozdil od imunofluorescen¢nich metod)
metoda in situ hybridizace - umoznuje identifikaci specifickych sekvenci nuk-
leovych kyselin in situ (v genech bunék histologickych ¢i cytologickych prepara-
tl); pouzivaji se znacené sondy, které se navazi (hybridizuji) s komplementdrnimi
useky DNA nebo RNA; metoda umozituje identifikovat napf. polohu genti na
chromozomu, geny vird, proteiny nebo onkogeny; sondy (sekvence nukleovych
kyselin) mohou byt znaceny fluorochromem a pozorovani pak providime pomoci
fluorescen¢niho mikroskopu; tato metoda se nazyva fluorescenéni hybridizace in
situ (FISH)

polymerdzovd fetézovd reakce (PCR) - metoda umoznuje klonovani fragmen-
td DNA a jejich identifikaci napt. elektroforézou; klonovani (mnozeni) probihd
v tzv. termocyklerech; po rozpleteni dvousroubovice DNA se pouzivaji primery
(umeéle pripravené kratké oligonukleotidové fetézce, které obsahuji zhruba
18-30 bazi); primery, nukleotidy a DNA polymeraza vytvofi na matricovych fe-
tézcich DNA fetézec novy; opakovanym odstépenim téchto fetézcti s naslednou
novou polymeraci dochazi k vytvoreni velkého mnozstvi fragmenttt DNA defino-
vané délky (obvykle desitky az tisice nukleotidit), které prokazujeme vys$e uvedenou
elektroforézou, Southernovou hybridizaci a stanovenim sekvence DNA

Obr. 3 Schematické zndzornéni imunohistologickych metod: a - pfimad imunofluo-
rescencni reakce, b - neptimd imunofluorescencni metoda, ¢ - avidin-biotinovd metoda

(ABC metoda) (UV - po ozdteni ultrafialovym zdtenim dochdzi k fluorescenci protildt-

kou oznaceného mista, 1 - primdrni protildtka znacend fluorochromem, a — antigen,
2 - sekunddrni protildtka znacend fluorochromem po ozdteni ultrafialovym svétlem
fluoreskuje, 3 — sekunddrni protildtka je znalend biotinem, ktery md silnou afinitu
k avidinu, 4 - na avidin-biotinovy komplex je navizdina kienovd peroxiddza [prdazdné
krouzky], kterou v fezech prokazujeme)
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Ve vétsich ustavech patologie vznikaji oddéleni molekularni biologie a cytogenetic-
ka oddéleni. Zde se vySetiuji predevsim nadorové tkané. Vysledky vysetfeni pomahaji
nejen v diagnostice, ale i v terapii.

1.7 (ytologické vysetreni

Vyznam cytologickych vySetfeni ma vzestupnou tendenci. Od pocitani krvinek v pe-
riferni krvi v neddvné minulosti se pfeslo k odbéru bunék a skupin bunék témér ze
vSech organti a tkdni.

Velmi $etrny odbér bunék nebo malych ¢astecek tkané se provadi pomoci tenko-
jehlové aspiracni metody. Moderni zobrazovaci metody dovoluji odbér pomoci této
jehly i z hluboko ulozenych tkani a organda.

Cytologicka metoda ma tu vyhodu, ze malo zatéZuje pacienta, miZe se provadét
ambulantné a vysledek vysSetfeni se dozvime tyZ den. Metoda neni zavisld na naklad-
ném pristrojovém vybaveni (azZ na mikroskop). Pro cytologické vysetfeni odebirame
bunky nebo skupinky bunék, napf. nabodnutim tenkou jehlou a jejich nasatim do
jehly ¢i sttikacky, otiskem tkané na podlozni sklicko. Vétsi mnozstvi tekutin zpraco-
vavame v tzv. sedimentacnich komiirkdch (obr. 4). Vlivem gravitace klesnou rozpty-
lené bunky v tekutiné na podlozni sklo. Jesté vyhodnéjsi je pouziti cytocentrifugy. Na
principu centrifugy jsou zaloZeny pfistroje znamé pod nazvem ,,Cytospin®, které jsou
v soucasné dobé velmi rozsirené v cytologickych laboratorich. Pro znazornéni bunék
se pouziva Giemsovo barveni. V gynekologické cytologické praxi uzivame barveni
podle Papanicolaoua.

Obr. 4 Sedimentacni komiirka. Buniky v tekutiné klesaji na podlozni sklo, které tvori
dno komiirky.

1.8 Mikroskopy a priitokova cytometrie

Mikroskopy jsou pristroje, které patolog pouziva kazdodenné. I na jejich kvalité zavisi
presna a spravnd diagnéza. Vétsinou jsou k dispozici tfi typy mikroskopt: svételny,
elektronovy transmisni a fluorescencni. Ten se vyrabi bud jako samostatny pfistroj,
nebo soucasné spolu se svételnym mikroskopem. Patolog obcas pouzivé i polariza¢ni
mikroskop, stereoskopicky mikroskop, mikroskop s fdzovym kontrastem a konfokalni
mikroskop, coz je zvlastni typ fluorescen¢niho mikroskopu.
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