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ABSTRAKT
Cilem bakalafské prace s ndzvem ,Mlécna zldza a jeji normalni histologicka
stavba v porovnani s patologii karcinomu” je pfibliZeni problematiky rakoviny

prsu, ktera je v Ceské republice diagnostikovéana stale Castéj.

V teoretické casti se pojednava o anatomické stavbé mlécné Zlazy,
Dale je popsan proces kancerogeneze, obecné rozdéleni a klasifikace karcinomti
a popis studovaného typu zhoubného nddoru. Cast prace je také vénovana
diagnostice, zde je zminéno vSe od prevence az po objeveni problému pomoci

riiznych metod.

Prakticka ¢ast podrobné popisuje pfipravy preparatii jak zdravé mlécné zlazy,
tak i patologického karcinomu. Vénuje se zdkladnim histologickym barvicim
metoddm — Hematoxylin-eosin, AZAN a zeleny trichrom, dle kterych lze poté
porovnavat zdravé a nemocné burnky a rtzné typy tkani. V praci je vse

fotograficky zdokumentovano a popsano.

Klic¢ova slova

Rakovina prsu, anatomie a histologie mlécné Zlazy, karcinomy, diagnostika,

metody barveni.



ABSTRACT

The Aim of the Bachelor thesis called , The mammary gland and its normal
histological structure compared to the pathology of carcinoma” is the approach
of breast cancer, which is diagnostic more and more frequently in Czech

Republic.

The theoretical part deals with the anatomical structure of the mammary
gland, the histological structure and the secretion of milk, which is the most
important function of this gland. There is also described the process of
carcinogenesis, general classification of carcinomas and description of the type of
malignant tumor studied. Part of the work is also devoted to diagnostics, where
is mentioned everything, from prevention to the discovery of the problem by

using different methods.

The practical part describes in detail the preparation of slides of both healthy
mammary gland and pathological carcinoma. It deals with basic histological
staining methods - Hematoxylin-eosin, AZAN and green trichrome, according to
which healthy and diseased cells can be compared and different types of tissues.

Everything is photographed and described.

Keywords

Breast cancer, anatomy and histology of the mammary gland, carcinomas,

diagnostics, staining methods.
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V dnesni dobé patfi mezi tfeti nejcastéjsi pricinu umrti rakovina, hned za
srdeénimi a mozkovymi pfihodami. Ve svété, a dnes i v Ceské republice, je

nejcetnéji diagnostikovana rakovina plic, a také rakovina mlécné Zlazy.

Nejcastéjsim zhoubnym nddorovym onemocnénim u zen je karcinom mlécéné
7lazy, laicky feceno rakovina prsu. Ro¢né v Ceské republice piibude kolem
sedmi tisic nové hlasenych piipadii. Statistické tidaje dle UZIS z roku 2016 fikaji,
Ze bylo evidovano 7220 nové nemocnych Zen. Lécba karcinomu prsu je hlavné
v ranych stadiich velice uspésnd, ale i presto je umrtnost vysokd. Mortalita
v tomto roce byla u 1685 Zen a u 12 muzt. Pfi¢inou toho onemocnéni jsou
dispozi¢ni faktory (napf.: genetika, osobni anamnéza...) i zivotni styl (napf.:

bydlisté, navykové latky...), které téz ovliviiuji miru onemocnéni. [1]

Na pfedni strané hrudniku mame ve vyvyseni zvaném prs uloZzenou mlécnou
zlazu. Tato Zlaza se vyviji u Zen v prabéhu dospivani. Tvofi dlileZity sekret, jehoZ

slozeni je diilezitou soucasti vyzivy kojence.

Cilem préce je porovnani histologické struktury s patologii karcinomu mlécné
zlazy. Na zacatku prace provadim jeji anatomicky a histologicky rozbor, popisuji
déleni karcinomti a kancerogenezi. Dale se zamétuji na prevenci a diagnostiku
nadorovych onemocnéni. Také se v kratkosti zminuji o vyznamu matefského
mléka. Praktickd c¢ast pojednava o pripravé vzorkli, metodach barveni a jejich

porovnani.



2 CILE PRACE

V mé bakalarskeé praci s nazvem ,Mlécna zlaza a jeji normalni histologicka

vvvvvv

priprava histologickych preparatt a jejich nasledné porovnani.

V teoretické casti je moji snahou pfiblizit ¢tenafi soucasnou problematiku
rakoviny prsu, kterd postihuje Zeny i muze. Prvotnim cilem je charakteristika
zakladni struktury prsu, objasnéni vzniku nadoru a jeho diagnostika. Nedilnou
soucasti je i prevence a mozZnosti 1écby. V praktické casti podrobné popisuji
jednotlivé dil¢i kroky, které vedou ke zhotoveni histologickych preparatti. Mezi
tyto procesy patfi odbér tkdné, tvorba parafinovych blockti a jejich krajeni na
mikrotomech. Abychom mohli vzorky zdravé tkdné dobfe rozeznat od téch
patologickych, tak je potfeba pouzit spravné barvici metody. Hematoxylin-eosin
patfi mezi zdkladni a nejvice vyuZivané metody pro zviditelnéni zakladnich
bunécnych sloZek. DalSimi technikami barveni jsou AZAN a Massontiv zeleny
trichrom. Vysledkem prace by mély byt zhotovené obarvené preparaty, u kterych

je mozno od sebe odlisit jednotlivé struktury pomoci svételného mikroskopu.
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3 PREHLED SOUCASNEHO STAVU

3.1 Prs ajeho anatomie

Na predni ploSe hrudni stény ve vysi tretiho az Sestého zebra mame atypické
vyvysSeni tzv. prs (mamma). Uvnitf prsu se nachdzi nase nejvétsi kozni zlaza
mlécna zlaza (glandula mammae). Je to parovy organ lalo¢natého typu uloZeny
v tukovém polstari, ktery pravé podminuje toto vyklenuti. RozliSujeme
premammarni tukovy a retromammarni tukovy polstar. Prso zakoncuje dvorec

s bradavkou. [2, 3]

3.1.1 Vyvoj mlécné zlazy

V patém tydnu embryondlniho vyvoje se u savcili, véetné clovéka, vytvari
zdklad podobny apokrinnim zlazdm tzv. mlécna lista. Jde o zahustény pruh
epitelu probihajici v axiloinguindlni céare, ktery zvelké casti zanika. Pouze
u clovéka a primat se pektoralné zacne vyvijet mlécna Zlaza. Tento pruh se
v dalSich tydnech vyvoje rozrista a vétvi. Vytvareji se zprvu nefunkéni Zlazové
vyvody. K rozvoji jejich funkce dochazi az v téhotenstvi. Teprve po narozeni se

vytvori prsni bradavka a dvorec. [2, 3]

U déti je mlééna zlaza nepatrnd a nachdzi se v podkozi hrudni krajiny, u Zen
prochézi nékolika vyvojovymi a tvarovymi stupni, které se postupné stridaji.
Tato obdobi prichdzi v puberté, u Zen poté jesté dale v gravidité, pri kojeni
a v pfechodu. Zprvu plochy prs miskovitého tvaru (mamma disciformis)
prechazi v polokruhovity tvar (mamma spheroidea), ktery je vystfidan
hruskovitym prsem (mamma piriformis), pod kterym se zacind délat ryha.
Ve star$im véku dochazi ke ztraté tuku, zlaza involuje a prso ochabuje (mamma

pendula). [2]

Na povrchu prsu mame tenky typ kiize. Pod ni prosvitaji kozni zily

a poukazuji na bohatou inervaci. Ktize se sbiha do vrcholu zvany dvorec (areola
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mammae), jehoz primér je 3-5 cm a v téhotenstvi se zvétSuje aZna 7 cm. S vékem
se ruzovy dvorec ztmavuje do hnéda diky pribyvajici pigmentaci. Na jeho
obvodu jsou malé hrbolky, kam zasahuji zldzky, a uprostfed areoly je prsni
bradavka (papilla mammae). Na papile je 15-20 otvirki (area cribriformis
papillae), kam tusti hlavni mlékovody (ductuli lactiferi). Pfi kojeni chrani
bradavku sekret mazovych zlazek. Mazové zlazky jsou v této oblasti velmi
pocetné. Jejich kratké vyvody usti pfimo na povrch kiize, protoze zde nejsou
vlasové folikuly. Ve dvorci mame hladkou svalovinu probihajici paprscité
a u bradavky spirdlovité. V téchto mistech se svalovina upind do kiize
a na dotekové podrazdéni reaguje smrsténim dvorce a vyzdvihnutim bradavky.

[2, 3]

3.1.2 Cévni zasobeni

Prs je zasoben okolnimi artériemi. Z a. thoratica interna jdou 2-3 vétve
rr. mammarii mediales, z a. thoracica lateralis vede rr. mammarii laterales
a z aa. intercostales posteriores jde v rozsahu Zlazy rr. mammarii laterales. Tyto
cévy prostupuji prs paprséité smérem k bradavce. Zily jako v. thoracica interna,
v. thor. lateralis a vv. intercostales sbiraji krev z kruhovité sité dvorce. Nervy tu
mame senzitivni, jako nn. intercostales a nn. supraclaviculares a autonomni

nervy, které jdou perivaskuldrné az ke zlazovym bunkam. [2]

3.1.3 Mizni systém

V prsu mame mnoho lymfatickych cév, které zacinaji v okoli bradavky
a prsniho dvorce, tvofi pleten tzv. subareolarni plexus. Ten dale sbird a odvadi
lymfu (mizu) do regiondlnich parasterndlnich uzlin hrudniku, do axilarnich
uzlin a mohou se dostat i do supraklavikuldrnich uzlin. Axildrni uzliny byvaji pfi
patologickych ndlezech zasaZeny metastazemi jako prvni. Znalost umisténi je
proto dutlezitd, zvlasté pfi ablaci prsu, kdy je nutno odebrat i nejblizsi spadové

lymfatické uzliny. [2]
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3.2 Histologicka stavba

Tvorba mlécné zldzy zacind tzv. mlécnou listou, coz je ztluStély pruh
epidermis. V7. tydnu embryondlniho vyvoje prochazi tato liSta od axily na
vnitfni plochu stehna. Vétsina této liSty vymizi, ale v oblasti hrudniku z{istava.
Zde buji a prostupuje hluboko do mesenchymu, kde vytvari 16-24 epitelovych
¢eptl, z nichz vznikaji malé solidni pupeny. Pfed porodem tyto ¢epy luminisuji
a tvori mlékovody (ductuli lactiferi) a pupeny se pfeménuji ve zldzové laltcky.
Zprvu se ductuli lactiferi rozeviraji do malé epitelové jamky, ta se po porodu,

diky proliferaci spodniho mesenchymu, vyklenuje v bradavku. [4]

Histologicka struktura a vzhled mlécné Zlazy zavisi na jeji funkénosti a véku
pacienta. Mlécna Zlaza je tvofena z 15 aZ 20 tuboalveolarnich Zlaz (lalokt). Lobi
jsou oddéleny interlobularnimi septy z tukové tkané a hustého neusporadaného
kolagenniho vaziva. Ty se upinaji jako Cooperovy vazy do pfiléhajici dermis
(Skara). Vsechny laloky maji svou osu tzv. mlékovod (lobarni vyvod) — ductus
lactiferus, ten ma 2-4,5 cm a sméfuje k bradavce, kde se zvétSuje v sinus
lactiferus. V bradavkové ¢asti dochazi ke zuzeni a k vyusténi na jeji povrch 15-20

otvory o praméru 0,5 mm, které nazyvame porus lactiferus. [5, 6]

Lobarni vyvod je vyplnén dvouvrstevnym kubickym ¢i cylindrickym
epitelem. Vicevrstevny dlazdicovy epitel pokryva sinus i porus lactiferus
bradavky. Ductus lactiferus se ¢leni na interlobuldrni vyvody s jednovrstevnym
kubickym epitelem. VSechny zminéné epitely spocivaji na laminé basalis, ktera

je obklopena souvislou vrstvou myoepitelovych bunék. [5, 6]

V détském véku, jesté pred procesem dospivani, tvofi nasi mlécénou zldzu
pouze ductus lactiferus a nékolik interlobuldrnich vyvodua. V puberté, kdy
dochazi k hormonalnim a fyzickym zménam v téle, se tyto vyvody dale vétvi.

Z interlobularnich vyvodu se vyviji intralobularni a ty jsou zakladem lobuld.
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Dale dochazi k hromadéni kolagenniho vaziva a tukové tkané, ¢imz se prs
zvétsuje. Cely tento proces je ovlivnén zvySenou hladinou estrogennich

hormont. [5, 6]

V dospélosti je zZenské prso charakteristické cetnymi laloky, ve kterych se
nachdzi fidké kolagenni vazivo s obsahem plasmatickych bunék a lymfocyt.
Kazdy zlobult je oddélen hustsim vazivem s hrubsimi svazky kolagennich
vldken. V premenstrudlni fdzi menstruace se hydratuje vazivo a tim se i zvétsuje

prso. [6]

Béhem gravidity probihd na koncich termindlnich intralobuldrnich vyvodi
proliferace bun€k a vznikaji alveoly. Ty maji kulovity tvar a jsou vyplnény
kubickym epitelem. Sféricky posazené epitelové buriky se poté v obdobi laktace
preménuji na aktivné sekrecni buriky a ty ve své cytoplasmé obsahuji organely,
jako napf. Golgiho komplex, mitochondrie, endoplazmatické retikulum ci
lysozomy. Mezi sekrecnimi burikami a bazdlni laminou byva ¢étyfi az Sest
myoepitelovych bunék, které obklopuji jednotlivé alveoly. V lobulech je
redukovano fidké kolagenni vazivo a je nahrazeno sekreénim parenchymem.
V téhotenstvi dochazi k produkci hormonti se synergickym ucinkem (estrogen,
prolaktin, choriovy gonadotropni hormon atd.), které podporuji rtist mlécné

#lazy. [5, 6]

Poté nastdva obdobi laktace, kdy je epitelovymi burtkkami alveol
produkovano mléko. To bylo v pritbéhu téhotenstvi shromazdovano v luminu
ductus lactiferi a luminu alveoll. V cytoplasmé sekrecnich bunék pfibyva
Golgiho komplexu, endoplasmatického retikula, ale také tukovych kapének
s neutralnimi triglyceridy. Dale se tu objevuji sekrecni vesikuly s agregacnimi
proteiny, jako je napf. kasein ¢i a-laktoalbumin, které jsou pro novorozence

zdrojem aminokyselin. Dilezité jsou i cukry, jako napf. laktoza. Ta je hlavnim
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zdrojem energie a ma velky vyznam pro osmoticky gradient, ktery je nezbytny
pro vylucovéani vody a Ca?* do lumina alveolu. Vesikuly se uvoltiuji ekkrinnim
zptisobem. Na konci gravidity dochazi k hromadéni plasmatickych bunék
ve vazivu vokoli sekrecnich alveold. Tyto bunky produkuji hlavné
imunoglobulin IgA, ktery se dostava do sekrecnich alveolti a pfidava se

k sekretu. [5, 6]

R i 3 mn‘;oqo{-leao/vv'\ bu:;ko\ ;_—
Obrizek 1- Sekrece v mlécné Zldze [vlastni zdroj].

Po narozeni ditéte se vylucuje pod vlivem prolaktinu primdrni sekret zvany
kolostrum neboli také mlezivo. Je to nazloutla tekutina zasaditého charakteru,
bohata na soli, bilkoviny a vitamin A. Ddle ma snizené mnozstvi cukri, tuk
a drasliku nez obsahuje samotné mléko. Imunoglobuliny IgA v sekretu zajistuji

novorozenci pasivni ziskanou imunitu. [5, 6]

V obdobi, kdy Zena piestane kojit, kon¢i i obdobi laktace a alveoly mlécné
zlazy degeneruji. Mnohé sekrecni bunky jsou fagocytovany makrofagy.

Pietrvava pouze bazalni lamina s myoepitelovymi burikami. [6]
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Priblizné kolem padesatého roku Zivota dochdzi u Zen k menopauze spojené
s involuci mlécné Zlazy a se zmensovanim sekrecnich oddilti, vaziva i nékterych

vyvodt. [6]

Prsni bradavka je konického tvaru a stejné jako okolni kiize je pokryta
vicevrstevnym dlazdicovym epitelem. Skldd4 se z vaziva s hladkou svalovinou,
ktera na konci bradavky probiha paralelné s mlékovody a v hlubSich vrstvach
probiha cirkuldrné kolem nich. Pfi kontrakci hladké svaloviny dochazi k erekci
bradavky. Areola mammae je oblast kolem bradavky s mazovymi Zlazami
a senzitivnimi nervy. V epidermis areoly se nachazi melanocyty, které v obdobi

gravidity hromadi melanin a zptsobuji tim jeji tmavsi zabarvent. [5, 6]

3.3 Patologie mlécné zlazy

Zdravé bunky naseho téla tvorici tkdné maji urcity tvar, funkci a podléhaji
kontrolnim mechanismtim. Novotvar, ¢asto nazyvany jako nador neboli také
neoplazma, ¢i latinsky tumor, vznikd nahodnymi zménami pti bunééném déleni.
Tyto tzv. mutace zpusobuji abnormalni chovani bunék, které ztraci svij tvar,
rostou a nekontrolovatelné se déli na ukor zdravé tkané. Nadory poskozuiji
a svym rozpinanim stlacuji tkan. Muaze dojit i k priichodu pfes bariéry organt
a tim ke vzniku metastdz. Metastaze jsou kolonie osidlujici tkané vzdalené od

priméarniho loziska. [7]

3.3.1 Kancerogeneze

Kancerogeneze je tedy proces, pfi kterém dojde k mutaci zdravé bunky
na bunikku neoplastickou. Tento déj je ovliviiovdn mnoha réiznymi faktory
a vicestuptiovymi procesy. Radime sem fyzikalni, chemické, biologické
a konstitucni faktory, které vyvolaji mutaci DNA, ta mtze zptisobit aktivaci
protoonkogenti ¢i inaktivaci supresorti. V téle se nachazi zvlastni druh

opravnych mechanismt, které jsou svou funkci schopny mutovanou DNA
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opravit. KdyZ vsSak nefunguji, muZe dojit k apoptdze bunék, ¢i ke vzniku

karcinomu. [8]

Mezi fyzikalni faktory patfi vSechny druhy ionizujiciho zafeni a UV zéfeni.
Chemické mutageny naruSujicc DNA délime na piimé karcinogeny
a prokarcinogeny. Latky acylacni, jako je dymethylsulfat, a latky alkylacni, jako
jsou rtizna cytostatika, fadime mezi pfimé. Prokarcinogeny jsou napt. aromatické
uhlovodiky, produkty plisni ¢i asbest. Tyto latky se pomoci enzymui cytochromu
p450 preménuji na intermedialni a poté na terminalni karcinogeny. Mezi tyto
enzymy patfi monooxigenasy ¢i hydroxylasy. Biologickymi faktory jsou viry.
Castym piikladem onkogenniho DNA viru je HPV (lidsky papilomavirus) & EBV
(virus Epsteina—Barrové). Retroviry jsou RNA viry sreverzni transkriptazou,
pomoci které je poté vir pfepsan do molekuly DNA a ta je zapojena do genomu.
Posledni skupinou jsou konstitu¢ni karcinogeny, kam radime protoonkogeny
a supresory. Nase somatické buriky obsahuji kolem sta odliSnych protookogenti,
jez podnécuji bunécnou proliferaci a tlumi diferenciaci. Onkogeny jsou potom
mutované formy, které vznikly aktivaci téchto genti riznymi jedno-alelovymi
mutacemi, jako jsou transdukce, amplifikace ¢ chromozomalni prestavba.
Ty poté zptisobuji tvorbu nadmérného mnozZstvi proteinu regulujiciho rust.
Naopak TSG — tumor supresorové geny (antionkogeny ¢i supresory) ptispivaji
k bunécéné diferenciaci, k apoptoze a inhibuji proliferaci. Zde pfi rezistentni
mutaci obou alel dochdzi k jejich inaktivaci. Alely tumorovych supresora se

mohou na rozdil od onkogenti prendset dédi¢né z generace na generaci. [8, 9, 10]

Za normalnich podminek je bunécny cyklus fizen rovnovahou mezi
stimulacnimi a inhibi¢nimi signaly. U nadorovych bunék dochazi k ovlivnéni
signalnich drah a tim i k jejich reorganizaci. Dtilezitym mechanismem burnky je
apoptoza neboli programovana bunééna smrt. Pfi mutaci vyse uvedenych genti

muiize dojit k naruseni az ztraté této schopnosti. Dals$im mechanizmem jsou
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chromosomalni telomery, které ovliviiuji opakovatelnost déleni bunék. Pouze
nadorové buriky v sobé obsahuji aktivni mechanizmus TERT, coZ je proteinova
kompartmenta telomerdzy. Ta neustdle obnovuje telomery a tim téz udrzuje

nekonecnou proliferaci bunék. [7, 9]

Za mnohostupniovy proces karcinogeneze, jak je uveden vySe, jsou tedy
zodpovédné genetické mutace a epigenetické zmeény, které ovliviiuji fadu
mechanizmt. Prvni kratkodobou fazi je iniciace, kde dochéazi k primdrni
genetické mutaci daného genu a pomalu vznikd nador. Nasledujici proces se
nazyva promoce. Tato ¢ast kancerogeneze je dlouhodobd, mtize trvat az desitky
let a vede k ristu a intenzivnéjSimu déleni. Progrese je konecna faze, kdy benigni
nador prechdzi v maligni, ktery pronika skrze dalsi tkané a tvorfi metastaze.
Dochazi k tomu nakupenim dalSich genovych mutaci a epigenetickych zmén.

[9, 10]

3.3.2 Obecné rozdéleni nadoru

Dle nebezpecnosti délime nadory na nezhoubné (benigni) a zhoubné
(maligni). Benigni tumory se tolik nelisi od ptivodni tkané a nemetastazuji do
okoli. Rostou pomaleji a expanzivné, jsou ohranicené a casto i opouzdrené.
Naopak buriky zhoubnych nddorti jsou neohranicené a jsou schopné rychle rust
a migrovat do dalsich tkani krevni nebo lymfatickou cestou. Tam poté zakladaji
dcefind loziska (metastaze), kterd jsou mnohem nebezpecnéjsi nez primdrni
nador a vedou ke komplikacim, pfipadné aZ ke smrti pacienta.

Daéle se nadory déli do péti skupin podle mista vzniku. Obecné karcinom
vznika z epitelové tkané, sarkom z pojivové tkané, blastom se tvori v nervové
tkani, lymfom je nddor z lymfocytti a leukémie je onemocnéni bilych krvinek

kostni dfené. [7]
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3.3.3 Histopatologie karcinomu mlécné zlazy

Strucna klasifikace nddorti prsu se rozdéluje na dvé hlavni skupiny. Prvni jsou
neinvazivni karcinomy in situ, rostouci pfevazné v misté svého vzniku, kde
mohou zptisobit pozdéjsi opakovani tvorby nadoru, ale netvofi metastaze.
Druhym typem jsou invazivni karcinomy, které maji schopnost prorustat do
okolnich tkani, dostavat se do lymfatickych cest a krevniho obéhu a tim se Sifit
a tvofit metastdze. Déle se déli dle toho, jestli tumorova tkan imituje spiSe
duktalni nebo lobuldrni bunky. Dftlezité je také rozliSovat silu, tzv. grade
neboli diferenciace. Nadory, které jsou méné invazivni, rostou pomaleji a jsou
dobre rozliSitelné, se oznacuji jako grade 1. tumory, které rychle proliferuji,
prorustaji do tkdni, metastazuji a jsou Spatné diferencovatelné, se oznacuji jako

grade 3. [11, 14]

Intraduktalni karcinom in situ — DCIS roste uvnitf vyvodu a mtize zptisobit
nekrézu epitelii, ¢i dokonce i cely ductus zaplnit nddorovymi burikami. Ve
vétsiné pripadti ho zachyti mamograficky screening jako mikrokalcifikace.
Lobuldrni karcinom in situ — LCIS je nejcastéji premenopausalni a nejde ho
mamograficky detekovat. Proliferace nadorovych bunék se soustfeduje

v lalticcich. [11]

Invazivni duktdlni karcinom patfi k nejéastéjsSim formam karcinomu prsu.
Tvori tuhé neostfe ohranicené lozisko soudrznych bunék pfirostlé k okolnim
strukturam. V nékterych pfipadech mtiZe dojit i k deviaci ¢i retrakci bradavky.
Metastaze se nejcastéji tvori v LU axil a v kostech. Invazivni lobuldrni karcinom
se objevuje jen v 10 % pripadti nadort. Je nendpadny, drobny, casto oboustranny,
Spatné se odliSuje od metastdz a $ifi se do vzdalenych casti téla, jako je naptiklad
déloha nebo mozek. Jsou to malé nesoudrzné burky kulatého tvaru rostouci

v fadcich & oddélend. [11]
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Vedle téchto ¢tyf hlavnich a zakladnich typu existuje jesté mnoho jinych
podtypt, které jsou spiSe ojedinélé. Mezi vzacné invazivni karcinomy patfi napf.
meduldrni karcinom, svétlobunéény karcinom, mucinézni karcinom, apokrinni

karcinom a dalsi. [14]

3.4 SloZeni matefského mléka

Matefské mléko je zdkladem vyzivy novorozenct a kojenct. Jeho slozeni ma
velky vyznam pro spravny vyvoj a ochranu ditéte, avSak neni konstantni, méni
se nejen béhem laktace, ale i béhem kojeni a celého dne. Matefské mléko se zacina
tvorit v poslednich tydnech pred porodem. Na pocatku je to hustd sametoveé
zluta tekutina zvanda kolostrum (mlezivo), kterd se tvofi v prvnich dnech po
porodu. Od zralého mléka se lisi vétSim obsahem bilkovin a soli. Mlezivo
obsahuje méné tukd a sacharidi a ma nizsi energetickou hodnotu. V druhém
tydnu po porodu se vytvaii tzv. pfechodné mléko, kde uz je snizeny obsah
bilkovin a pribyvaji tuky a sacharidy. Zralé matefské mléko se tvori asi tfi tydny

po porodu a mé vyssi energeticky obsah. [12]

Bilkoviny matefského mléka jsou bohaté na obranné latky, jako je sekrec¢ni
imunoglobulin A, lysozym a laktoferin. Dalsi bilkovinou je a-laktalbumin,
ktery se ziskdva izolaci ze syrovatek a obsahuje mnoho esencidlnich
aminokyselin. Nedilnou soucasti je téz kasein, ktery s a-laktalbuminem

zpuisobuji leh¢i stravitelnost oproti kravskému mléku. [12]

Tuky jsou velice proménlivou slozkou matefského mléka. K jejich zvySeni
dochazi v obdobi laktace, ale mnozstvi se méni i béhem dne. Na konci jednoho
kojeni je asi 5x vice tuku, nez bylo na zacatku. Tuky jsou zdrojem energie,
esencidlnich mastnych kyselin (kys. linolové, linolenové, arachidonové...)

a vitaminti rozpustnych v tucich (A, D...). Vyskyt jednotlivych mastnych kyselin
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zavisi na kazdodennim jidelnicku matky. Zakladnim lipidem matefského mléka

jsou triacylglyceroly. [12]

vvvvv

az 40 % energie. Ma velky vyznam pro rast stfevni flory, kde usnadnuje
vstfebavani vapniku a Zeleza. Snizuje pH stolice a omezuje rtist Escherichie Coli.
Laktdéza obsahuje monosacharid galaktozu, ktera je nezbytna pro vyvoj mozku.
Dale jsou zde oligosacharidy, které se vazou na laktézu a podporuji rtst

bifidobakterii. [12]

Matefské mléko je téz bohaté na vitaminy. Dulezity v kolostru je vitamin K,
ktery slouzi k prevenci pfed HON (hemolytické onemocnéni novorozence).
Dale obsahuji vitamin A a D. Vitaminy rozpustné ve vodé (B, C...) zavisi na
stravovani matky. Posledni slozky mléka jsou mineralni latky, jako je draslik,
vapnik, sodik, chlor, fosfor, a také stopové prvky, jako je Zelezo, zinek, jod, méd

atd. [12]

3.5 Prevence

NejcastéjsSim nddorovym onemocnénim u Zen je karcinom prsu. Incidence
tohoto problému neustdle roste, a je proto nezbytné, aby Zeny, zejména ve

sttednim véku, dochdzely na pravidelné kontroly.

3.5.1 Samovysetieni pohmatem

Palpace je nejjednodussi vySetteni, které si Zena miize provadét v pohodli
domova. Toto samovysetfeni vlastnich prstit napomdahd k zachyceni ¢asného
stadia rakoviny prsu. Pohmatem lze totiz rozeznat i bulku o velikosti 20 mm.
Zeny, které s touto metodou za¢inaji nové, by ji mély praktikovat kazdy den,
alespont po dobu jednoho mésice, aby sva prsa detailné poznaly. Poté jiz staci

vykonavat palpaci v pravidelnych intervalech jednou za mésic. Nejlepsi je
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provadét samovysetfeni v obdobi po skonceni menstruace, kdy jsou prsa

uvolnéna a neboli. [13, 14, 15]

Prvnim dtlezitym krokem je pozorovani prsou v zrcadle, zdali nedoslo
k n&jaké viditelné zméné a poté prejit k dalSim fazim. Techniky pohmatu jsou
rtizné a je dobré je st¥idat nebo délat véechny naraz. Zeny se vysettuji bud v sedé,
v leZe ¢i ve stoje. Praktikuji se krouzivé ¢i vertikdlni pohyby konecky prstti
v okoli bradavky a nasledné po celém prsu. Nesmi se zapominat i na palpaci pod
kli¢ni kosti a v podpazi, kde nadory metastazuji do lymfatickych uzlin. Diilezité
ale je, ze samovysetfeni nikdy nemtize nahradit mamograficky screening.

[13, 14, 15]

3.5.2 Pficiny rakoviny prsu

Pri¢iny tvorby nadoru prsu nejsou zatim znamy, a proto neni dosud mozné
predchazet jeho vzniku. Rizikové faktory mutizeme rozdélit do dvou hlavnich
skupin, a to na dispozi¢ni faktory a faktory ovlivnitelné zménou Zivotniho stylu.
Mezi dispozic¢ni a neovlivnitelna rizika se fadi osobni anamnéza (vek, vyska, tlak,
...), hormonalni a gynekologické faktory (menarche, antikoncepce, vék prvniho
porodu a jejich pocet, kojeni, vék menopauzy, ...) a genetické faktory (dédic¢nost).
Zvysené riziko maji Zeny, které zdédily mutaci v genech BRCAl a BRCA2.
Druhou skupinou jsou parametry, které mohou byt aktivnim pfistupem
ovlivnitelné. Mezi hlavni zmény v zivotnim stylu Zeny by mélo patfit omezeni
Skodlivych navyka (koufeni, alkohol, strava, ...), zvySeni fyzické aktivity

a sniZeni stresového vypéti. [13, 14]

Odlisnosti se projevujiiu jednotlivych etnickych skupin. U ¢ernosské a asijské
populace je riziko vyrazné nizsi nez u populace bélosské. Jedinym dosavadnim
feSenim jsou proto preventivni kontroly, pfi kterych je mozné detekovat casny
zachyt, a tim zvysit efektivitu lécby. Bezpriznakové Zeny maji od 45 let narok

na jedno preventivni screeningové mamografické vySetfeni za dva roky.
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Na toto vySetfeni dostanou zddanku od svého lékarfe a cely proces je hrazen

pojistovnou. [13]

3.5.3 Mamograficky screening

Jiz v 80. letech minulého stoleti bylo toto vySetfeni zavedeno a zkouseno ve
Skandinavskych zemich, kde mélo veliky tspéch. V Ceské republice byl
screening prsu zahajen v zafi roku 2002. Jde o plosné vySetieni populace s cilem
zachytit co nejcasnéjsi stadia onemocnéni, kdy pacient jesté nema Zadné

piiznaky. Uéelem je snizeni morbidity a mortality na karcinom prsu. [15]

Mamografické vySetfeni se provadi pomoci Spickovych pfistroji, béhem
kterého je zené vestoje snimkovan kazdy prs ve dvou smérech. Pro kvalitni
snimek je potfeba prso stlacit mezi podlozku a kompresni desku tak, aby se jeho
tkan maximalné rozprostfela. Tento proces mtize byt zZené nepiijemny i mirné

bolestivy. Snimek je ndsledné vyhodnocen dvéma lékafti. [15, 16]

Obrazek 2 - Mamograficky pristroj vlevo a screeningovy snimek prsu vpravo
[vlastni zdroj].
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Bioptické vysetfeni nastava v pfipadé, ze se na mamografu objevi podeziely
nalez. Existuje nékolik typti biopsii, mezi nimiz se voli dle patologického nélezu.
Nejcastéjsi je odbér core-cut biopsie (CCB), ktera probiha pod ultrazvukem
nebo pod mamografem. [15]

Kazdy vSedni den se provadi tenkojehlé biopsie, kam se fadi diagnosticka
punkce nejasnych lozisek, které jsou na Spatné detekovatelnych mistech. Dalsi

z metod je punkcni biopsie k vySetfeni cyst a kolekci tekutin. [15]

Jen néktera pracovisté, jako je napf. prazské Mammacentrum na Pankraci,
provadi specidlni stereotaktickou vakuovou biopsii (SVAB). VySetfeni probiha
pod tlakem (stlaceny prs) a za vakua. Slouzi hlavné k rozeznavani a zkoumani
drobnych mikrokalcifikaci (usazenin vapniku). Zde se odebiraji silnéjsi valecky
tkané, které se pak odesilaji na histologicka vySetfeni do specidlnich laboratofi.
Tam se poté s velkou presnosti muize urcit, jestli se jedna o zhoubné ¢i nezhoubné

onemocnéni. [15]

Obrazek 3 - Vlevo pristroj na stereotaktickou vakuovou biopsii, vpravo specidlni
bioptickd jehla [vlastni zdroj].

24



Obrazek 4 - Vlevo fotografie z vakuové biopsie pod mamografem a vpravo odebrané
vdlecky tkané [vlastni zdroj].
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Obrazek 5 — Mamograficky snimek s vyznacenou mikrokalcifikaci [vlastni zdroj].
Pacientkam, kterym byl objeven ndlez na odstranéni, je pfed operaci nador
oznacen tak, aby ho pak chirurg snaze nasel. Oznaceni se provadi uhlikem,

dratkem ¢i lokalizacnimi klipy. [15]
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3.6 Lécba rakoviny prsu obecné

Rakovina prsu patfi k nejcastéjsSimu nadorovému onemocnéni Zen. Lécba této
nemoci je dlouhodoba a velice ndro¢nd. Postihuje jak télesnou, tak i psychickou

vvvvvv

terapie, ktery tspésné ukonci problém za co nejkratsi dobu.

Mezi nejcastéjsi lééebné postupy patii chirurgicky zakrok. Jeho vybér zavisi
na velikosti a umisténi naddoru v prsu. Muze jit o vyjmuti celého loziska
i s okrajem okolni neporusené tkané nebo o odnéti éasti prsu snadorem.
NejcitlivéjSim a casto nepfijatelnym zdkrokem pro pacientku je mastektomie
neboli chirurgické odebrani celého prsu. Naslednou moZnou lécbou je
radioterapie. Tato technika se pouziva nejvice po vyse uvedenych chirurgickych
zdkrocich. Obcas je ale nddor uz tak velky, Ze ho neni mozné odoperovat,
a tak se prvné vyuziva radioterapie. Ta vede ke zmenSeni loZiska a tim i
k nasledné mozZnosti operace. Lécba se provadi pomoci korpuskularniho
¢i elektromagnetického zareni. Pfedeslé dvé metody se zamétuji lokalné na jedno
misto, kdyz ale dojde u maligniho nadoru k jeho rozsifeni a tvorbé metastaz, je
potieba uziti systémové lécby. Tato metoda ma nékolik moznosti. Mezi prvni
patfi chemoterapie pomoci cytostatik. Jde o chemické latky, které jsou schopné
ovlivnit bunééné déleni. Tato vlastnost je vyhodnd pro naruseni a nasledné
odumirani nadorovych bun€k, ale zaroven pusobi stejné i na buriky zdraveé,
a proto dochazi k mnoha vedlejsim projeviim organismu. Do systémové terapie
fadime i lécbu hormondlni, ktera ovliviiuje nddory stimulaci hormonti
napomahajicim jejich riistu. Mezi hlavni hormony podporujici nddorové bujeni
patfi estrogeny. Posledni metodou, kterd patfi do této skupiny, je lécba
biologickymi léky. Ty jsou zaméfeny predevsim na genetickou vybavu a vyvoj

nadorovych bunék v téle. [17]
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Nadory prsu a rakovina je onemocnéni postihujici vSechny oblasti naseho
kazdodenniho Zivota. V poslednich letech se proto vymysleji a zkousi nové
anové metody, jak predejit tomuto onemocnéni a jak ho 1é¢it. Mezi jednu z metod

patfi napfiklad i mikrovlnna hypertermie.
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4 METODIKA

Zhotoveni histologického preparatu se vyuziva jak k védeckym tuceltim,
tak i ke stanoveni nemoci. Procesti a postupt, které vedou ke zpracovani vzorkd,

je mnoho a vSe se odviji od druhu materialu.

4.1 Odbeér histologického materialu
Material na histologické vysetteni se ziskava dvéma zptisoby. Prvnim je castéji
provadéna biopsie, coz je odbér zivé tkané, a druhy zptisob je nekropsie,

kdy se vzorek odebira pfi pitvé z mrtvého organismu. [18]

Odbér mtize probihat riznymi metodami. Pfikladem je tfeba excize (odfiznuti
tkané), endoskopie, punkce, vytéry a mnoho dalSich. VSechny tyto procesy
provadi lékar. Po odebrani tkané se musi vzorek okamZité fixovat, aby nedoslo

k jeho znehodnoceni. [18]

Zdravé a gravidni vzorky mlééné Zlazy mi opatfil vedouci mé bakalarské

prace MUDr. Becke v Ustavu histologie a embryologie 2.LF UK v Praze.

Patologické vzorky pro mou bakalarskou praci jsem ziskala na pracovisti
Mammacentrum Budéjovicka. Toto centrum se zabyva dnes jiZz nejbéznéjSim
procesem prevence i diagnostiky rakoviny mlééné Zldzy pomoci
mamografického screeningu. Vzorky byly pacientce odebrany bioptickou jehlou
(punkci), vloZeny do bioptickych kazetek a okamZité fixovany v lahvickach s 10%

formolem.
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Obriazek 6 - Odebrany patologicky vzorek fixovany v lahvicce s 10% formolem
[vlastni zdroj].

Fixace je jemna rychla Setrna denaturace bilkovin v cytoplasmé bunék a vede
k zabranéni okamZitého rozkladu tkané vlastnimi enzymy, jinak zvaného
autolyza. Jde o rychlé ponoteni vzorku do fixa¢niho ¢inidla, které zachova
neporusené struktury a poskytne tim moznost dalsiho zpracovani. Mame
mnoho moznosti fixaci, a proto je rozd€lujeme na fyzikalni, chemické a jejich
mozné kombinace. Mezi fyzikdlni fadime fixace pfi vysokych ¢i nizkych
teplotach, jako je napfiklad kryotechnika rychlého zmrazeni. Chemickeé fixace se
provadi pomoci fixa¢nich tekutin. Nejbéznéji pouzivanou je 10% formol, ktery je
smichan ze 36-38% formaldehydu a kohoutkové vody. Dal$imi tekutinami
mohou byt Bromformol, Bakerova tekutina, Bouinova tekutina a jiné. Takto
fixovany a spravné oznaceny material se béhem 24-48 hodin transportuje do

laboratofe k dalSimu zpracovani. [18, 19]
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4.2 Zpracovani histologického materialu

Abychom mohli vytvofit histologicky preparat, je potfeba si material pfipravit
tak, aby se dal nakrajet pomoci mikrotomu na tenké fezy o priiméru asi 5-8 pm.
Preparaty byly zhotoveny v laboratofi Ustavu histologie a embryologie 1.LF UK

v Praze.

4,21 Proces zalévani do bloéku

Fixované vzorky neni mozné jen tak nakrajet, musi se prevést do zalévaciho
média. Nejpouzivanéjsim zalévacim médiem, nemisitelnym s vodou, je parafin.
Pro elektronovou mikroskopii se materidl zaléva do umélych pryskyftic. Tvrdé
tkané, jako jsou chrupavky, kosti a zuby, se nejcastéji zalévaji do celoidinu pfi
pokojové teploté. Zalévani tkani za tiCelem jejich zakrojeni md, od fixace aZ po
vytvoreni parafinového blocku, nékolik dutleZitych krokt. Prvni fazi bylo
promyti vzorku vodou od fixa¢niho ¢inidla, které probihalo pfiblizné 30 minut.
Poté bylo nutno vzorek zbavit vody takzvanym odvodnénim vzestupnou fadou
alkoholt. Zde se postupné a pomalu nahrazovala voda v tkanich za 100% alkohol
(ethanol). Nas proces probihal vzdy ve dvou laznich, po 60 minutach a to v 70%
alkoholu, poté v 80% alkoholu, 90% a 96% alkoholu a nakonec se provedly tfi po
sobé jdouci 45 minutové lazné ve 100% alkoholu. V tomto momenté byl vzorek
odvodnén a preslo se k dalsimu kroku. Tim bylo prosycovani tkané latkou
rozpoustéjici parafin. Zde se normalné pouzivaji latky s nizsim ¢i vy$sim bodem
varu, které jsou misitelné s alkoholem a zaroven se v nich rozpousti parafin. Mezi
tato média radime nejcastéji benzen, xylen, toluen ¢i tfeba cedrovy olej. V mé
préaci jsme prosycovali tkdn benzenem. Pouzili jsme tfi ldzné benzenu po
15 minutdch. Dalsi fazi bylo prosyceni parafinem a pak samotné zaliti.
Na prosyceni jsme si pripravili lazen zkvalitnéného parafinu, kterou jsme
udrZzovali primérné osm hodin v termostatu pri 58 °C. Teplota 56-58 °C je

dtilezita proto, aby parafin netuhnul a dobfe prostupoval tkanémi. Tento proces
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jsme opakovali tfikrat s parafinem I, II, III. Poslednim krokem bylo vlastni zaliti
vzorku do specialnich komurek rozehfatym padesati osmi stupriovym
parafinem. Vzali jsme si zalévaci vanicku, do ni jsme kapli trochu rozehfatého
parafinu, vlozili jsme vzorek a doplnili jsme ji parafinem po okraj. Poté jsme to
nechali ztuhnout pfi pokojové teploté a k jedné hrané jsme pfitmelili dfevény

nosic. Tim vznikl tzv. parafinovy blocek. [18, 19]

4.2.2 Krajeni fezi na mikrotomu

Mikrotom je pristroj na krdjeni tenkych fezli, ze kterych se poté vyrobi
histologické preparaty kbarveni a pozorovani v mikroskopu. Mame dva
zakladni typy mikrotomt, a to sarikkovy a rotacni. Tyto pfistroje se liSi nejen
stavbou, ale i metodou krdjeni. Sartkovy mikrotom pracuje na tom principu,
Ze se pohybuje drzadkem noZe, ktery krdji fezy z pevné pripevnéného blocku.
Rotacni mikrotom funguje tak, Ze se toc¢i kolem, které neustale pohybuje blockem
a ten se prikrajuje o pevné uchyceny ntiz. Tloustka fez(i na téchto mikrotomech
se pohybuje kolem 5-10 um. Mikrotomové noze byvaji velice ostré a kiehké, je
proto dtilezité pracovat s nimi opatrné, aby nedoslo k jejich poskozeni. Mékké
tkané, které nejsou zality v parafinu, ale v Zelatiné, se kraji také tak. Nékteré
tkané se zmrazi kapalnym oxidem uhli¢itym a poté se kraji na kryostatu pomoci
tissue-tek média (zmrazovaci mikroskop). Pro elektronovou mikroskopii je
potieba velice tenkych fezti kolem 60-70 nm. Takto tenké fezy se kraji na
ultramikrotonu. Pfi krajeni se musi ddvat pozor na zakladni chyby, které mohou
fez zcela znehodnotit. Mezi né patfi napriklad srolovani fezu do rulicky, drobeni

¢i potrhani fezu, ulpéni fezu na nozi a jiné. [18, 19]

Kréjeni nasich vzorka probihalo na rotaénim mikrotomu. Parafinovy blocek
jsme si upevnili do drzdku a zacali jsme tocit kolem. Prvné jsme nékolika fezy
odstraniovali pfebytecny parafin, dokud jsme vfezu neméli obsaZen cely

preparat. Poté jsme si nastavili tloustku fezu na 5 um a zacali jsme krajet.
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Ukrojeny parafinovy fez jsme si pomoci stétecku pfenesli na cisté podlozni
sklicko s vrstvou bilku. Pro napnuti fezu jsme okamzité ptikapli par kapek vody
a opatrné jsme vyrovnali fez na stied sklicka tak, aby se neposkodil. Rezy se poté

nechaly na ohfivaci ploténce vypnout, ususit a byly pfipraveny k barveni.

Obrizek 7 — Rotacni mikrotom v praxi [vlastni zdroj].

4.3 Barveni histologickych preparata

Zhotovené fezy jsou ve vétsiné piipadii bezbarvé a ve svételném mikroskopu
se poté nedaji jeho jednotlivé struktury rozeznat. Preparaty je proto dobré
obarvit, a to i vice barvami, jelikoZ rtizné ¢asti bunék a tkani k nim maji odliSnou
afinitu. Barviva miiZeme mit pfirodni i synteticka, ale hlavni déleni je na barviva
bazickd (kationtova) a kysela (aniontovd). Kationtova barviva maji na své

barevné casti kladny naboj a ten reaguje saniontovymi strukturami bunék
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a tkani. Sem patfi napiiklad hematoxylin, toluidinovda a metylenova modyr,
které barvi basofilni struktury, jako je jadro, ribozomy ¢i GER. Kysela barviva se
vyznacuji zapornym nabojem na barevné casti a reakci s kationtovymi
skupinami. Mezi aniontovd barviva fadime eozin, anilinovou modf,
pikrofuchsin, oranz G a dal$i. Barvi se eosinofilni struktury, jako jsou lysozomy
a mitochondrie. Nejcastéji se z bazickych vyuziva hematoxylin a z kyselych se
nejvice barvi eosinem. NaSe zdravé i patologické preparaty jsme do mé
bakalaiské prace obarvovali metodami Hematoxylin-eosin, Azan a Massontv

zeleny trichrom. [18, 19]

Pfed samotnym barvenim jakéhokoli druhu je nutné zhotovené fezy
deparafinovat, neboli je zbavit parafinu. Tento proces je diileZity, protoZe parafin
je s vodou nemisitelny a tim i s nas§imi barvami, protoze ty jsou rozpustné prave
ve vodé ¢i alkoholu. My jsme provedli deparafinaci ponofenim preparati na
5 minut do lazné xylenu I a poté na dalsich 5 minut do xylenu IL. Poté jsme fez
zavodnili (rehydratovali) sestupnou fadou alkoholti, kdy jsme dali fezy do prvni
lazné se 100% alkoholem na 5 minut a poté znovu, tentokrat s 96% alkoholem.
Nakonec jsme preparaty tzv. proprali v tekouci vodé a po 5 minutach jsme je

oplachli destilovanou vodou. [18, 19]

Obrizek 8 - Lazné procesu deparafinace pred samotnym barvenim [vlastni zdroj].
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4.3.1 Metoda Hematoxylin-eosin

Pfi této metodé jsme postupovali tak, Ze jsme deparafinované fezy ponofili do
nové koupeného a prefiltrovaného roztoku Harrisova hematoxylinu
na 4-5 min. Poté jsme je proprali v tekouci vodé po dobu 5 minut a oplachli je
v destilované vodé¢, aby se nam jednotlivé roztoky nefedily. Skla jsme otfeli
hadfikem tak, abychom se nedotkli a neposkodili fez. Dale jsme fez
diferenciovali rychlym smocenim v kyselém alkoholu (HCI) a opét nechali fezy
5 minut proprat v tekouci vodé a oplachli v destilované vodeé. Jadra bunék se ndm
tu jemné zabarvila do cerna. Poté jsme fezy narychlo namocili do 2% roztoku
hydrogenuhlicitanu sodného (NaHC05) a opakovali proces
S5minutového promyti ve vodé a oplach v destilované vodeé. V této casti uZ nam
jadra bunék zmodrala. Dale jsme ponofili fezy do 1% roztoku eosinu
na 3-5 minut — dle stafi roztoku. Nakonec jsme uz nic neprali pod tekouci vodou,
jen jsme fezy omyli v nékolika kyvetach s vodou a s destilovanou vodou. Poté se
provedlo odvodnéni vzestupnou fadou alokoholli, kdy jsme fezy osusili
hadfikem, namocili je do 96% alkoholu, opét otfeli a namocili do 100% alkoholu.
Projasnéni se provedlo vzdy po 5 minutdch v ladznich karboxylenu, xylenu I

a xylenu IL [19, 20, 21]

Vysledkem barveni bylo, Ze se ndm jadra bunék a pfipadné chrupavky
obarvily modre, kolagenni vaziva se obarvila rtizové a svalstvo i erytrocyty

Cervene. [21]
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Obrazek 9 — Po sobé jdouci lazné p7i barveni metodou Hematoxylin-eosin
[vlastni zdroj].

4.3.2 Metoda barveni AZAN

K této metodé barveni jsme si museli pfipravit roztok azokarminu. Ve 100 ml
destilované vody jsme rozpustili 0,10 g azokarminu G. Kratce jsme roztok
povarili a po zchladnuti ho zfiltrovali. K okyseleni jsme pfidali 1 ml kyseliny
octové. U tohoto roztoku velice zaleZi na kvalité a stafi karminu, jinak se
struktury obarvi Spatné. Ddle jsme si namichali roztok na barveni anilinovou
modii — oranz G. Ve 100 ml destilované vody jsme rozpustili 0,50 g anilinové
modfe, 2 g oranze G a 1 g kyseliny fosfowolframové. Roztok jsme okyselili 8 ml
ledové kyseliny octové, poté jsme smés svafili a po zchladnuti zfiltrovali. Pfed

pouZitim jsme roztok jesté fedili 1:1 s destilovanou vodou. [21]

Fixované a deparafinované fezy jsme barvili metodou AZAN nasledujicim
zplisobem. Nejprve jsme preparaty ponofili na 20 minut pfi 58 °C do roztoku
azokarminu. Po vychladnuti jsme fezy oplachli destilovanou vodou
a diferencovali je v anilinovém alkoholu. To probihalo v rozmezi 20-60 s, vSe
zaleZzelo na cerveném zabarveni jader, které se v pribéhu kontrolovalo

v mikroskopu. Po dostatetném zcervenani se diferenciovani prerusilo
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namocenim fezli do kyselého alkoholu (1 ml ledové kyseliny octové v 96%
alkoholu). Posléze se opét fezy omyly destilovanou vodou a namocily se
na 20 sdo 5% kyseliny wolframové. Nasledovalo oplachnuti vodou
a destilovanou vodou a kontrola v mikroskopu. Dale jsme vSechny fezy ponofili
na 5 minut do roztoku anilinové modfi — oranZi G, poté je oplachli a naposledy
zkontrolovali v mikroskopu. Nakonec jsme provedli odvodnéni a projasnéni

preparatti stejné jako u pfedchoziho barveni. [21]

Vysledkem barveni byla jadra obarvena cervenym karminem, svalstvo

Cerveng, erytrocyty oranZoveé a kolagenni vazivo modre. [21]

Obrdzek 10 — Proces barveni metodou AZAN az po projasnéni xylenem
[vlastni zdroj].

4.3.3 Metoda barveni Massonovym zelenym trichromem

Pro toto barveni jsme si nejprve museli pfipravit roztoky, aby se nam fezy
spravné obarvily. Weigertiiv Zelezity hematoxilin byl smichan slitim sloZek
A + B (roztok A —1 g hematoxilinu s 96 % alkoholem a roztok B - 0,6 g chloridu

zelezitého, 0,75 ml kyseliny chlorovodikové a 95 ml destilované vody). Pfed
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pouzitim se vytvoril roztok AB fedénim 1 : 1, ktery nevydrzi déle nez dva dny.
Dal$im roztokem byla cerven, kterou jsme smichali z cervenych smésia + b + ¢
a destilované vody. Slozka a obsahovala 1 g ponceau de xylidine ve 100 ml
destilky, smés b byla smichana z1 g kyselého fuchsinu a 100 ml destilky
ana slozku c byl pouZit1g oranzi G a 100 ml destilky. Roztoky g, b, c jsme zahtali
ve vodni lazni, prefiltrovali a po zchladnuti jsme do kazdého pridali 1 ml kys.
octové. Nakonec jsme smichali po 15 ml slozky a, b, ¢ + 40 ml destilky a vznikl
nam roztok cervené. Roztok svétlé zelené na obarveni kolagennich vlaken jsme

pripravili ze 2 g svétlé zelené ve 100 ml 2% kyseliné octové.

Samotny postup barveni byl nasledujici. Deparafinované fezy jsme namocili
na 3 minuty do Harrisova hematoxylinu (roztok AB). IV{ezy jsme promyli 5 minut
v tekouci vodé, oplachli v destilované vodé a zkontrolovali v mikroskopu sytost
obarvenych jader. Poté jsme preparaty diferenciovali namocenim v kyselém
alkoholu. Déle se promyly 5 minut vodou a oplachly destilovanou vodou.
Nasledovala zase kontrola v mikroskopu, zdali jddra zesvétlala. V dalsim kroku
jsme postupné po jednom barvili fezy na 4 minuty v roztoku cervené. Pak jsme
preparaty proplachli ve dvou laznich vody a sledovali v mikroskopu, jak se
obarvilo svalstvo. Po barveni nastala faze mofeni, kdy se fezy namocily na par
sekund do 1% kyseliny fosfowolframové, ktera vyjasni cerven a odbarvi vazivo.
Nasledoval rychly proplach ve vodé a ponofeni preparatii na 5 s do roztoku
svétlé zelené. Potom se promyly v né€kolika laznich vody a zkontrolovali jsme je
v mikroskopu, jak moc se obarvila kolagenni vlakna. Nakonec se fezy odvodnily

a projasnily stejné jako u predeslych metod barveni. [19, 21]

Vysledek barveni byl nakonec takovy, Ze modfe az hnédocerné se obarvila

jadra. Svalstvo bylo do cervena, erytrocyty oranzové a kolagenni vazivo zelené.

[21]
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Obrazek 11— Postup lazni pfi barveni Massonovym zelenym trichromem
[vlastni zdroj].

4.4 Montovani preparatt

Pro dokonceni obarvenych preparatli uz zbyva je jen zamontovat tak,
aby nedoslo kjejich poSkozeni. To se provadi pfilepenim kryciho sklicka na
obarveny fez. Mame rtizné druhy montovacich lepidel. Hlavni déleni je dle
rozpustnosti ve vodé. Mezi média ve vodé nerozpustna fadime kanadsky
balzam, cedrovy olej ¢i syntetické pryskyfice. Lepidla misitelna s vodou jsou
napriklad glycerin a Apathyho sirup. Nase fezy jsme montovali pomoci média
syntetické pryskyfice s nazvem DePeX. Na lehce hadfikem osuSené podloZni
sklo s preparatem jsme kapli kapku DePeXu a na stfed jsme pfilozili kryci
sklicko. Dtilezité bylo davat pozor, aby se nam pfi montovani nedostaly mezi

skla vzduchové bubliny. [18]
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5 VYSLEDKY

Preparaty byly zdokumentovany pomoci mikroskopu Olympus BX53
a snimany kamerou ProgRes C5 od spole¢nosti Jenoptik (Germany). Upravy

fotografii probihaly pomoci programu NIS - Elements verze 4.13 .

5.1 Mamma v klidu

Obrazek 12 — Mamma v klidu, zvétseno 4x, barveno Hematoxylin-eosin
[vlastni zdroj].

1-Malé laltacky mlécné zlazy
2 — Interlobuldrni vazivo — husté kolagenni vazivo neusporadané

3 — Tukové vazivo
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Obrazek 13 — Mamma v klidu, zvétseno 4x, barveni AZAN [vlastni zdroj].

1 - Intralobularni vyvody vystlany jednovrstevnym kubickym epitelem
2 — Intralobularni vazivo - fidké kolagenni vazivo
3 — Univakuolarni tukové burky

4 - Venula
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Obrazek 14 — Mamma v klidu, zvétseni 20x, barveni Massonovy zeleny trichriom
[vlastni zdroj].

1-Neékolik intralobularnich vyvodd, které jsou zdkladem laltickti

2 - Silna kolagenni vlakna hustého kolagenniho vaziva (zelena vlakna)
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Obrazek 15 — Mamma v klidu, zvétseni 20x, barveni Hematoxylin-eosin
[vlastni zdroj].

1 - Intralobuldrni vazivo
2 — Intralobularni vyvod, které se dale vétvi do termindlnich vyvodi

3 — Termindlni intralobularni vyvody
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Obrizek 16 — Detail jednoho laliicku mlécné zZldzy v klidu, zvétseni 40x, barveni
Massoniiv zeleny trichrom [vlastni zdroj].

1 - Intralobuldrni vyvod

2 — Jadra rtznych bunék fidkého kolagenniho vaziva (pfevazuji fibroblasty a
fibrocyty)

3 —Kapilara

4 — Plasmaticka burika
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Obrazek 17 — Mlécna zlaza v priibéhu laktace, zvétseni 4x, barveni Hematoxylin-
eosin [vlastni zdroj].

1- Velké a rozsifené laltcky
2 - Uzka a tenka septa interlobuldrniho vaziva mezi lalticky
3 — Zredukované tukové vazivo

4 — Interlobuldrni vyvod obsahujici sekret

44



Obrizek 18 — Mamma v obdobi laktace, zvétseni 20x, barveni AZAN [vlastni zdroj].

1 - Velké rozsifené laltacky
2 — Uzka septa z hustého kolagenniho vaziva oddélujici jednotlivé laltcky
3 — Véna s formovanymi krevnimi elementy

4 — Intralobularni vyvody
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Obrazek 19 — Mamma laktujici, zvétseni 20x, barveni Hematoxylin-eosin
[vlastni zdroj].

1- Lalticky
2 — Interlobuldrni vyvod obsahujici sekret
3 — Venula

4 — Sekrecni alveoly
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Obrazek 20 — Mlécna Zlaza v obdobi laktace — detail z jednoho laliicku, zvétseni 40x,
barveni Massoniiv zeleny trichrom [vlastni zdroj].

1-Sekrecni alveoly vystlany sekre¢nimi burikami
2 — Mala venula — oranzovohnédé erytrocyty

3 —Jadro myoepitelové buriky
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Obrazek 21 — Detail z jednoho laliicku mlécné Zldzy, zvétseni 40x, barveni Massoniiv
zeleny trichrom [vlastni zdroj].

1-Sekre¢ni alveoly
2 — Tti plazmatické bunky produkujici sekre¢ni imunoglobuliny
3 - Myoepitelové buriky (vidime dobfe jejich jadra, kontrakce jejich vybéZzku

napomaha rychlejSimu uvolnéni sekretu).
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5.3 Duktalni karcinom mlécné zlazy

Obrizek 22 — Karcinom mlécné Zlazy, zvétseni 4x, barveni hematoxylin-eosin
[vlastni zdroj].

1 - Lalacek
2 — Tukové vazivo
3 — Interlobuldrni vyvod

4 — Intralobulérni vyvody se zcela uzavienym luminem
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Obrazek 23 — Karcinom mlécné zldzy, zvétseni 4x, barveni Massontiv zeleny
trichrom [vlastni zdroj].

1 - Interlobuldrni vyvod obsahujici sekret

2 — Intralobularni vyvod s ¢astecné uzavienym luminem
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Obrazek 24 — Karcinom mlécné Zldzy, zvétseni 20x, barveni Hematoxylin-eosin
[vlastni zdroj].

1 — Obrovska nekontrolovatelna proliferace bunék, které vypliuji kompletné
lumen vyvodu. Vyrazné viditelné mitotickeé figury.

2 — Intralobularni fidké kolagenni vazivo.
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Obrizek 25 — Detail z intralobuldrniho vyjvodu, zvétseni 40x, barveni Hematoxylin-
eosin [vlastni zdroj].

1 — Typické karcinomové burniky plachtovitého tvaru maji vyrazné zvétseny
nukleocytoplasmaticky pomér — tzv. vidime velka jadra v téchto burikach

2 - Ridké kolagenni vazivo
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Obrizek 26 — Karcinom mlécné Zldazy, zvétseni 10x, barveni AZAN [vlastni zdroj].

1- Céstecné uzavieny lumen v intralobularnich vyvodech s nddorové zménénym
epitelem s dysplastickymi zménami
2 — Castecné zachovany sekret ve vyvodech

3 — Tukové buriky
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6 DISKUZE

Ndadorova onemocnéni jsou i v dnesni dobé s nasimi znalostmi lidského téla
a technologiemi, které mame, velice slozitd onemocnéni. Denné na né umiraji lidé
po celém svété. Namét této bakalarské prace se proto zameétuje na jeden z mnoha

typti téchto onemocnéni a tim je problematika karcinomtt mlécné zlazy.

Ucelem préce bylo pfibliZeni a popsani histologické struktury mlééné Zlazy,
porozuméni jejimu vyvoji a funkci, ale hlavnim cilem bylo zhotovit a porovnat
mezi sebou zdravé a patologické preparaty. V kapitole Metodika jsou podrobné
popsany histologické techniky, které byly ke splnéni tohoto cile vyuZity.
Po jemném a Setrném zpracovani vzorkli zdravé mlécné zldzy, mlécné zlazy
v gravidité a patologické zlazy, vznikly tenké fezy na podloznim skle. Dale bylo
barevné oddélily. VSechny obarvené vzorky byly pozorovany pomoci svételného
mikroskopu pfi rtznych zvétSenich, pak z nich byly vybirany ty preparaty,

kde byly nejvice zfetelné tkanové struktury.

Na tuto préci byla nejprve zvolena metoda barveni Hematoxylin — eosin.
Tato technika se fadi k zdkladnim a pfehlednym barvicim metoddm bézné
vyuzivanym v histologickych i patologickych laboratofich. U zdravé mlécné
zlazy na obrazcich 12 a 15 byl zfetelné viditelny kontrast tohoto barveni, kdy jadra
bunék se zde obarvila modrofialové, svalstvo a pfipadné erytrocyty cervené
a kolagenni vazivo rizové. Stejné vysledky se projevily i u barveni gravidnich
preparatti, tedy na obrazcich 17, 19, i u patologickych vzorkt na obrazcich 22, 24
a25.

Existuje mnoho dalSich barvicich technik, které napomahaji k Sirsi specifikaci
tkanovych struktur. Pro tuto praci byla vybrdna specidlni metoda AZAN

a Massontv zeleny trichrom. Metodou AZAN byla ve vSech tfech typech
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preparati na obréazcich 13, 18, 26 zvyraznéna karminovou cerveni jadra,
kolagenni vaziva se obarvila modre, svalstvo Cervené a pfipadné erytrocyty
oranzoveé. Posledni jiz zminénou barvici metodou byl Massontiv zeleny trichrom,
ktery byl pouzit hlavné pro zménu a oziveni barevného zobrazeni. Na obrazcich
zdravé mlécné zlazy 14 a 16, byl dobie zietelny kontrast barev, kde zelené
se obarvila kolagenni vldkna, cervené svalova vlakna a jadra bunék byla
hnédocernd. Na obrazku 20 u mlécné zlazy v obdobi laktace byly zfetelné vidét

oranzové erytrocyty, které svéd¢i o jejim dobrém prokrveni.

Na patologickych vzorcich, které na tuto praci poskytla jedna
z histopatologickych laboratofi v Praze, byl sledovan invazivni duktdlni
karcinom grade 1 (viz obrazky 22-26). Tento tumor je nejbéznéji detekovatelnym
typem z invazivnich karcinomti. Na obrazcich 15 a 16 byla vidéna normalni
histologickd stavba intralobuldarnich vyvoda tvofenych jednovrstevnym
¢i dvouvrstevnym kubickym epitelem. Na porovnani k tomu byly patologické
obrazky 23 a 26, na kterych byl sledovan téz v intralobuldrnich vyvodech
Castecné uzavieny lumen snddorové zménénym epitelem s dysplastickymi
zménami. Na obrazcich 22, 24 a 25 byl poté pozorovan zcela uzavieny lumen
intralobularniho vyvodu, a to z divodu nekontrolovatelného déleni bunék.
Na obrazku 25 pfi mikroskopickém zvétSeni 40x bylo dobrfe vidét bunky
s velkymi jadry, kde jadro k cytoplazmé bylo v poméru 1:1. Déle zde byly
viditelné bunky zvlastniho plachtovitého tvaru, které jsou typické pro prsni

karcinomy.

Onemocnéni tohoto typu je nebezpecné predevsim z toho diavodu, Ze nador
na svém pocatku nemusi vykazovat Zadné pfiznaky. Pacient zprvu nepozoruje
zmény a ptipada si zdravy. Casto se na nemoc pfijde az v pozdéjsich stadiich,
kdy se nddor projevi viditelné. Dal$im prozatim nevyfeSenym problémem jsou

priéiny vzniku novotvaru, které nejsou doposud zcela zndmy. Existuje ale mnoho
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rizikovych faktorti, kterym lze pfedchazet, a tim se i vyvarovat vzniku nadoru

(viz kapitola Prevence).

Jedinou ucinnou prevenci je vSak vcasna diagnostika. Nejvice ohroZenou
skupinou jsou Zeny od 45. roku a vys. Jejich prakticky lékaf ¢i gynekolog jim
vystavi zaddanku na preventivni mamograficky screening. Toto vySetfeni je
jednou za dva roky hrazeno pojiStovnou a patfi mezi nejucinnéjsi metody

zachytu karcinomu.

Nador se ovsem vyskytuje i u Zen nizsiho véku, které mohou mit zdédéné geny
s mutaci. Ve vétsiné téchto pfipadii je odhaleno az pozdnéjsi stadium nemoci.
Dtivodem je, Ze mladé zZeny nemaji moznost odborného preventivniho vysetteni.
Jedinou metodou, jak mohou onemocnéni predchazet, je samovysetfeni. Jedna se
o nékolik postupti prohmatdni svych prsou v riznych polohach. Po nalezeni
jakékoliv nesrovnalosti mtize pacientka pozadat o odborné vysSetfeni
ultrazvukem. Mamograficky screening se u mladych Zen nedoporucuje

z hlediska radiac¢ni zatéze.

Po mamografickém vySetfeni, biopsii a uréeni typu karcinomu prsu je na radé
lécba. Nadorova onemocnéni obecné jsou casto téZce lécitelnd, vse ale zavisi
na jejich rozsahu. Jedna-li se o lokdalni (benigni) karcinom v prsu, tak je jeho lécba
snazsi nez u malignich naddort, které metastazuji do celého téla. Vedle klasickych
postupti 1écby (viz kapitola Lécba rakoviny prsu obecné) se vede fada klinickych
studii, kde se odbornici snazi pfijit na nové zptsoby lécby. Pfikladem mohou byt
jak rtizné slozky jedt rostlin a zvifat, tak i vyuZziti riznych novych technologii

¢i vylepSovani téch starych.
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7 ZAVER
Bakalarské prace s nazvem ,Mlécna Zlaza a jeji normalni histologicka stavba
v porovnani s patologii karcinomu” se zabyvala celosvétovym problémem

postihujicim pfedevsim zenskou populaci, a to rakovinou prsu.

V teoretické casti byla pfiblizena anatomie prsu. Déle byla popsana
histologickd stavba a proces vyvoje mlécné zlazy do podoby jakou maji dospélé
Zeny. V patologii bylo obecné pojednavano o rizikovych faktorech a vzniku
nadorovych bunék procesem kancerogeneze. Zminéna byla téZ Kklasifikace
karcinom®t mammy. Nasledujici kapitoly se zaméfovaly na sloZeni matefskéeho
mléka, na prevenci a véasnou diagnostiku a v zavéru této ¢asti i na moznou léc¢bu

tohoto onemocnéni.

Cilem praktické casti bylo popsani metod tvorby histologického preparatu
od odbéru aZ po montovani. Dilezitym krokem bylo zvolit si spravné barveni,
které poté prehledné vyznacilo pozorované struktury. Diky tomu bylo mozno
lépe odlisit a porovnat zmény mezi zdravou a patologickou strukturou mlécné
zlazy. Tyto rozdily jsou prokazovany na fotografiich ze svételného mikroskopu

v kapitole Vysledky.

Tato prace by mohla pomoci lidem k pochopeni, co je to rakovina prsu
a jak nepodceniovat prevenci. Dale by mohla slouzit k porozuméni vyvoje
a stavby mlécné zlazy v prsu. Zaroven by méla poskytovat navod na zhotoveni

histologického preparatu.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

BRCAI, BRCA2

CCB

Cytochrom p450

DNA

DCIS

DePeX

EBV

GER

HPV

HON

HCL

LCIS

LU

NaHCO;

RNA

SVAB

Zastupce tumor supresorové geny

Standartni bioptickd metoda k odebrani tkané

Hematoproteinovy enzym

Deoxyribonukleova kyselina

Duktalni karcinom in situ (na misté)

Bezvodé montovaci médium

Epstein-Barrové virus

Granularni (drsné) endoplazmatické retikulum

Lidsky papilomavirus

Hemolytické onemocnéni novorozencti

Kyselina chlorovodikova

Lobularni karcinom in situ

Lymfatické uzliny

Hydrogenuhliéitan sodny neboli jedla soda

Ribonukleova kyselina

Specidlni stereotaktickou vakuovou biopsii
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TSG

TERT

uv

Tumor supresorové geny

Enzym - telomerdzova reverzni transkriptaza

Ultrafialové zareni
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