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SOUHRN

Bakalatska prace se zabyva histopatologickou diagnostikou tumort prsu s podrobnéjSim
zamé&fenim na peroperacni biopsie, jejich indikace, vyuziti, moZnosti a limitace. Prace je
rozdélena na teoretickou a praktickou ¢ast. V teoretické €asti je popsand anatomicka
struktura prsu, dale je upozornéno na rizikové faktory vzniku nadorového onemocnéni
a nasledn¢ probrana histopatologickd diagnostika rakoviny prsu. Prakticka ¢ast
pojednavd o zpracovani tkané¢ metodou peroperani biopsie, imunohistochemie
a barveni HE (hematoxylin - e0sin). Ze statistického zpracovani dat a z literatury byly
vyvozeny pozitivni 1 negativni aspekty peropera¢niho vySetfeni, nicméné s omezenym
rozsahem diagnostickych dat neni mozné ucinit celkové objektivni zhodnoceni

prospésnosti peroperacniho vySetteni 1ézi prsu.
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SUMMARY

The bachelor thesis deals with histopathological diagnostis of breast tumors with a more
focus on peroperative biopsies, their indications, utilization, possibilities
and limitations. The thesis is divided into theoretical and practical part. In the
theoretical part, the anatomical structure is described, as well as the risk factors of the
onset of cancer and the histopathological diagnosis of breast cancer is discussed. The
practical part then deals with the tissue processing by peroperative biopsy, the use of
immunohistochemistry and HE staining (hematoxylin- eosin). From the statistical data
analysis and the literature, both positive and negative aspects of intraoperative
consultation were derived. However, the diagnostic data were not sufficient to objective

determine the overall usefulness of intraoperative diagnosis.
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1 UVOD

Globaln¢ patii mezi nejcastéjsi a zivot ohrozujici malignity karcinom prsu, postihujici
predevSim zeny. Zhoubné novotvary klze jsou na prvnim mist¢ ve vyskytu nadorového
onemocnéni, na druhé pozici zebficku je umistén karcinom prsu, malignita vyskytujici se u
zen prevazné ve vyspélych zemich svéta [1]. Toto onemocnéni je spole¢nosti velmi vnimano,
a to pro vysokou incidenci a mortalitu a téz vzhledem k nakladné diagnostice i 1é¢ebné terapii.

VétSina tumort prsu je diagnostikovana radiologickymi zobrazovacimi metodami [2].

Histologie jako nauka o fyziologické stavbé a funkci bunék, tkéni, je relativné mlady
obor, zakladajici se na objevu optického mikroskopu v 16. stoleti. Védomosti, z ¢eho je
zivoCisné télo sestaveno na mikroskopické urovni, je zdkladem pro urceni diagndzy

a prognozy onemocnéni [3].

Tato prace ma za kol popsat dostupné moderni histopatologické diagnostiky tumori
prsu, se zaméfenim na tfi hlavni histologické techniky. Jsou jimi barveni hematoxylin — eosin
(HE), imunohistochemické barveni (IHC) a zpracovani peroperanich biopsii.
Pomoci imunohistochemického  vySetieni v definitivni  diagnostice lze  detekovat
mikrometastazy na zdklad¢ detekce bunécnych a tkanovych antigena specifickou protilatkou.
Popisuji také vyuziti molekularni genetiky, jejiz metody jsou aplikovany na specialnich

molekularné — genetickych pracovistich.

Na zacatku prace jsem uvedla popis a strukturu mlécné zlazy a dale se zminuji
o patologické klasifikaci nadorti prsu a urceni stddia onemocnéni, o vlivu genetickych a
negenetickych faktorii na vznik nadorového bujeni. V dusledku jasné genetické predispozice
vznikd 5 — 10 % vSech malignich nadorl, nejcastéji na podkladu mutace BRCA1 a BRCA2
geni[4].

V praci se blize zaméfuji na vySetfeni peroperacni biopsie, jejich indikaci, vyuziti,
moznosti a limitace. V ramci peroperacnich konzultaci pfi operaci prsu neni vySetfeni
zmrazenych fezll snadné, jelikoZ je zde velké mnoZzstvi tukové tkané Spatné zpracovatelné
zmrazovaci technikou. VySetfeni zmrazenych fezi 1ézi prsu je vSak velmi pifinosné u
hodnoceni resek¢énich okrajii, jelikoZz pacienta mize uSetfit pred dal$i narocnou operaci,
Vv praci byl hodnocen piinos vySeteni peroperacné u 7 % pacientek, kde se poté rozsifoval

chirurgicky vykon.



Vysetieni tkané ze zmrazenych fezl je povazovano za nejptesnej$i metodu pattici do
peroperacnich konzultaci. Tato metoda ma roli pfi tfidéni tkdni, diagnostice a fizeni postupu
probihajici operace, slouzi tedy pro urCeni peroperacni diagndézy nikoliv pro diagnozu
definitivni[5]. Peropera¢ni vySetfeni je limitovano rozsahem zpracovaného materialu a
kratkym Casem pottebnym pro stanoveni predbézné diagnodzy a urceni tak dal$iho prabéhu
operace.

Tkanové artefakty, zmény ve struktufe bunék nebo tkané vzniklé béhem operace ¢i
V laboratofi pii zpracovani, jsou zdrojem diagnostickych problému a v této praci jsou dale

popsany. Pecliva a spravna manipulace s tkdni minimalizuje jejich vznik.

4

V praktické ¢asti jsem se zaméfila na postup prace vyse uvedenych laboratornich
metod a porovnavala diagnosticka data primarnich, peroperacnich a definitivnich biopsii prsu.
Zamétila jsem se také na popsani problematiky sentinelové uzliny, ktera ma v diagnostice

metastdz dilezity prognosticky vyznam.

NejefektivnéjSim zplisobem detekce nddoru prsu je v soucasné dobé mamograficky
screening, ktery zachycuje spole¢né s klinickym vySetfenim minimalné 90 % vSech nadort v
populaci[4]. Dostupnost mamografického screeningu zavedeného od r. 2002 v Ceské
republice umoziiuje v€asny zachyt naddoru v raném stadiu onemocnéni. Nalezend loziska
podeziela z nadorovych struktur se oveii punkéni biopsii a histologicky vySetii na oddélenich
patologie, kde za pouziti metody biopsie sentinelové uzliny a stanoveni stadia onemocnéni, je
vybrana vhodna terapie pro pacientky, ¢imZ se zvysi jejich moznosti na del$i pieziti.
Onkologicka 1é¢ba je cilena pro individualniho pacienta a je sestavena podle jeho potieb

s ohledem na vysledky z laboratofi [4].



TEORETICKA CAST

2 HISTOLOGIE A ANATOMIE PRSU

Obor histologie se primarné zabyva morfologii bunck, tkani a organt, piipadné i jejich
funkci[6]. Anatomie studuje struktury organismd, jejich organy a tkan¢ jak z pohledu
makroskopického, tak i mikroskopického[7].

2.1 Stavba a vyvoj prsu

Fyziologie prsu

Podklad prsu (mammy) tvoii mlécné Zlaza (glandula mammaria) spolu s tukovou tkani
a vazivovym stromatem. Tukovy polStaf tvofi vrstvu premammarni a retromammarni.
Zlazové téleso je slozeno ze souboru 15-20 rozvétvenych tuboalveoldrnich 714z, které se
formuji v laloky (lobi mammae) a dale samostatné vyustuji na povrchu pravé nebo levé
bradavky (papilla mammae). Povrch prsu je chranén kuzi a cely prs je inervovan a cévné
zasoben[6, 7].

Zlazové téleso je tvofeno epitelovymi a stromalnimi buiikami[2]. Vétve vyvodniho
systétmu jsou oznacovany jako mlékovody (ductus lactiferi), jejichz sténa je tvofena
dvouvrstevnym epitelem[6]. Sekre¢ni useky drénované jednim terminalnim kanalkem jsou
oznacovany jako strukturalni a funkéni jednotka mlééné zlazy — lalicek (lobulus, v priméru
cca 0,5 mm)[2]. Lalicek spoleéné s terminalnim kanalkem prezentuji funkéni jednotku
mlécné zlazy, tj. terminalni dukto—lobularni jednotku (terminal ducto—lobular unit, TDLU)
Vviz. obrazek ¢.1. Tato jednotka je mistem vzniku vétSiny benignich i malignich epitelovych

nadord mlééné zlazy[6].

Mizni uzliny lymfatického systému slouzi jako filtr, ktery je nedilnou soucasti
imunity[7]. Vice jak 75 % lymfy je drenovano do axilarnich uzlin, které jsou rozdéleny podle
lokalizace a vztahu k pektoralnimu na tfi etaze, rezidualnich 5 — 25 % lymfy odtéka do

parasternalnich uzlin[8].



intralobularni

extralobularni lobulus

.

terminalni dukto-lobularni jednotka
(TDLU - terminal ducto-lobular unit)

Obrazek ¢.1: Anatomicka struktura prsu (upraveno z

http://editorial.glowm.com/resources/glowm/graphics/figures/v1/0270/002f.jpg)

Vyvoj prsu

Mléc¢na 7laza je ektodermového pivodu. V embryonalnim obdobi u savct, tedy i u
¢lovéka u obou pohlavi, vznika zdklad pro mlécnou zlazu, a to z mlécné liSty — silny pruh
epitelu sahajici od axily po tfislo (axiloinguindlni ¢ara). Toto misto ddva za vznik apokrinnim
zlazam jako je vyvojové i mlécna zldza. V pribchu postnatalniho obdobi mlécné vyvody
pomalu rostou, vétvi se, jsou vytvoreny terminalni konce, a v zavislosti tltumivych vlivi
muzskych pohlavnich hormontl testosteronu a androgent uz se dale muzskd mlécna zlaza

nevyviji (vyjimecné vznika gynekomastie — zvétSeni prsni zlazy u muzi).

V pribéhu menstruacniho cyklu, t€hotenstvi a v. menopauze se 1isi pomérové zastoupeni
strukturdlnich komponent prsu v zavislosti na hladiné¢ hormonti. Na poc¢atku puberty Zzenské
pohlavni hormony mohou za pozvolné zmnozeni vazivového stromatu, proliferaci systému
vyvodi a vytvatreni lalickt (lobulil). Az v prabéhu téhotenstvi dochéazi k plnému rozvoji
Zlazy, ktera se piestavuje k laktaci. Jiz v prvnim trimestru té¢hotenstvi za¢ina prestavba zlazy a
je hormonalné fizena zejména estrogeny, progesteronem a prolaktinem. Estrogeny ovliviiuji
proliferaci a diferenciaci epitelu zlazovych vyvodl. Progesteron a prolaktin maji za ukol fidit

proliferaci a diferenciaci sekre¢nich oddila z1azy[6].



3 NADORY PRSU

3.1 Karcinom prsu u Zen

Nejcastéjsim zhoubnym nddorem u Zen je karcinom prsu, ktery vzniké v anatomickych
strukturach mlééné zlazy, jeho vzniku ptfedchazi atypicka duktalni nebo lobularni hyperplazie

(rozliseni podle vzhledu bungk a jejich buné¢nych mitoz)[1].

3.2 Epidemiologie karcinomu prsu v Ceské republice

Epidemiologie se zabyvad studiem faktorti, které ovliviiuji zdravi a nemocnost
populace obyvatel, jejiz cilem je navrhnout postupy ke snizeni incidence a mortality na urcité
onemocnéni ve sledované populaci[2]. Nasledujici graf ¢.1 znazorniuje vyvoj hrubé incidence
(pocet novych ptipadi na 100 000 osob) a hrubé mortality (pocet umrti na diagné6zu na 100
000 osob) nadoru prsu v populaci Ceské republiky v letech 1977 — 2016. Incidence karcinomu
se zvysuje s vékem [9]. Od roku 2002 byl spustén organizovany mammaérni screening v CR.
AZ 95 % karcinomu je detekovano pomoci mamografického screnningu, a proto je v grafu
patrny vzrust kiivky incidence od roku 2002, ale nestoupa mortalita, jelikoz jsou nadory

odhaleny a Ié¢eny v ranych stadiich onemocnéni[4].

Casovy vyvoj hrubé incidence a mortality nadoru prsu v CR
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Graf &.1: Casovy vyvoj hrubé incidence a mortality nadoru prsu v CR; (Zdroj:
http://www.svod.cz/analyse.php?modul=incmor#[9])


http://www.svod.cz/analyse.php?modul=incmor

3.3 Etiologie

Karcinom prsu se fadi mezi tzv. hormonalné zavislé nadory. Kancerogenni u¢inky se
pripisuji zejména estrogentim, které indikuji expresi nékterych rastovych faktort a zifejme i
onkogent, jejichz produkty piisobi vyznamnym zpiisobem na proliferacni aktivitu bunék.
Tyto uCinky jsou Sriznymi antiproliferatnimi latkami za fyziologickych okolnosti
vV rovnovaze, kterd mlize byt ale narusena trvajici estrogenni stimulaci nebo U¢inky dalSich
kancerogennich faktorii, které mohou dale zpusobit rizné genetické abnormality. Disledkem
genetickych abnormalit je aktivace nékterych onkogend (myc, ras, HER-2/neu aj.) nebo
poskozeni tumor supresorovych gent (p53, Rb). Projevuje se to postupnou fenotypovou
zménou bunck, kterd se vyvine pies dysplastické zmény, atypické dysplastické zmény,

karcinom in situ az ke vzniku invazivniho karcinomu[1].
3.3.1 Rizikové faktory

a) NEGENETICKE RIZIKOVE FAKTORY

Jednoznaénym primarnim negenetickych faktorem je povazovan hormon estrogen[10].
Délka expozice estrogent, tj. ¢asnd menarche (pfed 12. rokem), pozdni menopauza (po 55.
roce veku), nuliparita ,,(bezdétnost), pozdni v€k prvni gravidity (po 35. roce) — zvySuje
riziko vzniku karcinomu[1]. Naopak diferenciaci epitelu prsni zlazy na zralé zlazové bunky
béhem prvni gravidity miiZzeme zatadit mezi protektivni faktory. Tyto buiiky po téhotenstvi
setrvavaji déle v G1-fazi, maji prodlouzeny bunétny cyklus, ktery neni tak nachylny ke
vzniku mutaci[10]. Hormonalni pfipravky jako je antikoncepce a nahradni hormonalni 1écba

Vv klimakteriu také mohou zvysovat riziko vzniku karcinomu prsu[4].

Rizikovym faktorem vzniku nadort jsou téz ucinky ionizujiciho zafeni (maligni
angiosarkomy po radioterapii karcinomu prsu), benigni chronickd onemocnéni prsni Zlazy,
vetsi télesnd hmotnost u premenopauzalnich Zen, koufeni, nadmérnéd konzumace alkoholu,

vliv chemickych kancerogenti (pesticidy)[1, 10].

b) GENETICKE RIZIKOVE FAKTORY

Na regulaci bunétného déleni se podileji onkogeny, které zvysuji, stimuluji bunétné
déleni. Jejich produkty jsou onkoproteiny. Dale jsou zodpovédné za regulaci tumor—

supresorové geny (antionkogeny), které maji antiproliferacni ucinek a potlacuji tak déleni



bunék. Daéle se na regulaci ucastni geny regulujici apoptozu. Poruchy v regulaci bunééného

cyklu mohou vést k nadorovému bujeni.

Mezi rizikové genetické faktory patii abnormality, jako jsou mutace supresorovych genil
BRCA-1, BRCA-2 a protoonkogenu erbB2 (HER-2/neu) vyskytujici se u hereditarniho

karcinomu prsu, nebo mutace genu TP53[10].

e HER-2/neu (erbB2)

Gen, ktery koduje velky transmembranovy glykoprotein, jenz je prokazatelné z velké
¢asti homologni k receptoru EGFR (epidermal growth factor receptor) a také k receptoru
pro ristovy faktor s tyrozinkindzovou aktivitou. Dnes je vyuZivan u metastazujicich
karcinomt s prokazatelnou zvySenou expresi HER—2/neu 1écebny ptipravek Herceptin
(trastuzumab), jakozto monoklondlni protilatka antiHER-2/neu, ktery prokazatelné

prodluzuje dobu pteziti[10].

e BRCA1aBRCA?

Oba genové produkty se podileji na opravé skod DNA v bunééném jadie béhem
G1/S—faze bunéného cyklu. BRCAL je rozlozen na 24 exonech a zabira pies 100Kb
DNA. BRCA2 se nachazi na 27 exonech, které se rozprostiraji pies 70 Kb DNA. Oba
proteiny spolupracuji s P53 a S RAD-51 pfi opravé skod DNA zplisobenych zafenim,
takZe pii neuplné funkci BRCA genli nejsou aktivni mechanismy oprav molekuly DNA a
muze to vést k vyssi pravdépodobnosti vzniku mutaci. V histologickém preparatu u
pacientek s mutaci BRCAL se vyskytuje vyssi pleomorfismus jader s vy$§im poctem mitdz
a snizena tvorba tubulti, oproti tomu nositel BRCA2 vykazuje pouze nizs§i tvorbu

tubula[10].

3.4 Druhy lécby

Lécba musi vzdy spliovat individualni potfeby a preference pacienta. Operace je primarni
1é&bou Easnych stadii malignity prsu a mnoho Zen se vylé&i pouze operaci. Uéelem zékroku je
uplné odstranéni primarniho nadoru s negativnimi okraji, coZ zmenSi riziko ptfipadného
opakovani tumoru. Mezi dopliiujici 1é€bu ndlezi radioterapie, chemoterapie a biologické
latky, které se snazi o zmenSeni rizika budouciho opakovani vyskytu nadoru a o sniZeni

morbidity a mortality souvisejici s tumorem prsu[11].

7



4 DIAGNOSTIKA RAKOVINY PRSU

K odhaleni nddorového onemocnéni prsu je podstatna celkova diagnostika pacienta, ktera
se sklada z klinického, laboratorniho a radiologického vySetfeni s vyuzitim zobrazovacich
a bioptickych metod. Diagnosticky proces je kliCovy pro vybér vhodné léCebné terapie

a stanoveni progn6zy onemocnéni[12].

Laboratorni diagnostika obsahuje hematologické a biochemické wvySetfeni spolecné
s vySetfenim nadorovych markert, histopatologické vySetfeni a molekularné biologické
vySetieni, které se specializuje pfedev§im na mutace gent BRCA-1 a BRCA-2. U nemocnych
S pozitivni rodinnou anamnézou a vyskytem karcinomu pted 30. rokem zivota je testovani

velmi dilezité [1, 12].

4.1 Klinické vySetieni

Zakladem diagnostického postupu je klinické vySetfeni, jehoz soucdsti musi byt
dikladnd rodinnd a osobni anamnéza, celkové fyzikalni vySetfeni s velkou pozornosti
zaméfenou na prsa a axilarni i kréni lymfatické uzliny[11]. Lékat vySetiuje prsni zlazy

pohledem — aspekce a pohmatem — palpace[1].

4.1.1 Klinické symptomy

Prvotni stddia karcinomu prsu, neinvazivnich ¢i jiz invazivnich, jsou casto
asymptomatickd. Pokud se jedna o nador vétSich rozméri,, mize se projevit jako hmatatelna
bulka, vétsinou nebolestiva. Mastodynie (bolest prsu) doprovazi €ast&ji benigni nadory, tyka

se pouze 5 % ptipada[11].

Konfigurace prsu miize tézZ poukazovat na ptitomnost nadoru, jeho zvétSeni, zmenSeni,
poptipad€ zvyraznéni Zilni pletené. Na bradavce mohou byt pfitomny povrchové zmény, jako
je Supinaténi, eroze a vtahovani kuze. Projevem pokrocilého stadia onemocnéni je
sangvinolentni vytok zbradavky, oplosténi bradavky nebo jeji vpaceni. K celkovym
projevim patii bolesti v kostech u metastatického postizeni skeletu, tbytek hmotnosti,

nechutenstvim aj.[1].



4.2 Radiologické vySetieni

Nedilnou soucasti diagnostického postupu tumorti prsu je vyuziti zobrazovacich metod.
Pievladajici postaveni z vySetfovacich metod patii metodé mamografie, jejiz vytéznost je
minimélné¢ 90 % ve spojeni s klinickym vySetfenim, a timto zplsobem je diagnostikovana
pfevazna vétSina nadorti prsu. Mamografické vySetfeni ma dilezity vyznam i pro véasnou
detekci recidivy, je vyuzitelny i u zen Sdenzni prsni tkani, silikonovymi implantaty
a pozitivnim nalezem v axilarnich uzlinach. Ultrasonografie ma vysokou senzitivitu (95 %)
a zatazuje se jako doplitkové vySetfeni po mamografii a pod jeji kontrolou lze provést cilené
bioptické vysetieni[1]. Také je vyznamnou screeningovou metodou u mladych zen s dédi¢nou

dispozici[10].

Pro posouzeni zmén v okoli maligniho naddoru a odhaleni metastatického poskozeni je
uzite¢na pocitacova tomografie (CT — computed tomography), magnetickd rezonance,

scintigrafie skeletu a PET (pozitronovad emisni tomografie) [11].

4.2.1 Mamografie a screening

Mamograficky screening je pravidelné a preventivni vySetfeni Zen bez ptiznakl
onemocnéni pro zvyseni kvality a délky jejich Zivota. V Ceské republice byl oficialné zahajen
v zaii roku 2002 pro zeny ve véku od 45 let, vySetieni je opakovano jednou za dva roky[13].
Cilem mamografického screeningu je detekovat rozvijejici se karcinom prsu v co
nejcasnéjSim stadiu, kde je snaze l1écCitelny. Efektivné zachycuje az 95 % vSech karcinomi
v populaci pro§lé screeningem. Umrtnost u Zen, které prosly screeningem, klesla o vice nez

40 %, kde je nejvetsi vytéznosti pro tuto metodu vékova oblast nad 50 let[4].

4.3 Histopatologické vySetieni

Histologicka klasifikace znamend zatazeni do skupiny nador se shodnou morfologii
bunék, vlastnostmi a chovanim k okolni tkani. Pfi pozitivnim klinickém ¢i radiologickém
nalezu je nutné histologické vySetfeni léze a jeji diagnosticka klasifikace. Nadory
klasifikujeme podle bunécného typu (na zakladé histologického vySetieni), podle
biologickych vlastnosti a podle anatomické lokalizace[12]. Dle recentniho vydani klasifikace
WHO (World Health Organization) je urcen ,,typing“ a ,,grading®, podle nejnovéjsi verze
TNM Kklasifikace histopatologicky ,,staging“[14].



Histopatolog ma za kol vyhodnotit:

e velikost nddoru mm

e vzdalenost tumoru od resek¢nich okrajti chirurgického fezu v mm

e histologicky typ nadoru = typizace, typing (pokud se sklada nador z vice lozisek, urcit
jejich typ a pomérné zastoupeni slozek)

e stupen diferenciace nadoru = grading

e typ Sifeni nadoru do okolni tkané (pfipadné ptitomnost perineuralniho $ifeni), velikost
intraduktalni komponenty v procentech, piipadnou invazi nadorovych bunék do
lymfatického a krevniho obéhu (lymfangioinvaze, angioinvaze)

e V pfipadé exenterace axily pocet vyjmutych uzlin a uzlin postizenych metastazami.

Stadium nadorového onemocnéni = staging, je urCeno patologem na zakladé vyse
uvedenych informacich o nadoru. Pfi rutinnim histologickém vySetieni se u 25 % pacientek
S negativnimi axilarnimi uzlinami az po prokrajeni a imunohistochemii prokézou okultni
metastazy, které mohou ovlivnit celkové pieziti u premenopauzalnich pacientek [14].
»Rating“ je stanoveni exprese receptorovych proteinti jako je hormonalni estrogenovy

a progesteronovy receptor, receptor HER2/neu a dale stanoveni markeru proliferace Ki67[14].

4.3.1 Déleni nadori prsu — typing

Zakladni rozdéleni nadorti z hlediska jejich biologickych vlastnosti je na benigni,

hrani¢ni malignity (prekancer6za) a maligni tumory.

Benigni nadory (nezhoubné) ohranicené, ziistdvaji na misté vzniku a netvoii vzdalené
metastazy. Pii ristu mohou utladovat jiné organy a nékteré mohou dojit k malignimu zvratu.
Z benignich tumord se nejcastéji vyskytuji epitelové papilomy a fibroadenomy smiSené
epitelo-mezenchymalni [12]. Na rozmezi benignich a malignich nadord rozliSujeme
atypickou hyperplazii (ADH), ktera patii mezi benigni onemocnéni se zvySenym rizikem

vzniku malignity.

Ptehledné rozdéleni nejcastéjSich benignich 1ézi:
a) Neproliferujici 1éze — epitelové metaplazie, cysty, papilom, fibroadenom, adendzy a
mirné a stiedni epitelidlni hyperplazie
b) Proliferujici Iéze bez atypii — t€zké epitelialni hyperplazie
¢) Proliferujici 1éze s atypiemi — atypicka duktalni hyperplazie[15].
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Maligni nédory (zhoubné) rostou velmi rychle a nekontrolovatelné, vytvareji
metastazy [12]. Stoupa incidence, ale nestoupa mortalita, protoze jsou dnes jiz odhalovany v

Casnéjsich stadiich rastu[13].

Nejcast¢jsi malignitou v prsu jsou karcinomy — zhoubné novotvary epitelového
puvodu, ostatni malignity jsou v§echny pomérné vzacné (mezenchymalni tumory — sarkomy,

vznikajici na podkladu pojivové tkang, napt. sval, kost) . [1].

Karcinom mizeme rozliSovat podle jeho ptivodu (nejcastéji na duktalni, ¢i lobularni) a
z hlediska invaze na karcinom in situ — neinvazivni, nebo na invazivni — maligni novotvar,
ktery prostupuje st€énami vyvodiu a sméfuje do tukové tkané[1l]. Vys$i incidenci maji
duktalni karcinomy (in situ ¢i invazivni) oproti lobularnim nebo smiSenym — duktalné

lobularnim formam nadora[16].

Malignity prsu:
a) Karcinomy — duktalni, lobularni, které tvoii pies 90 % tumort a dale specialni jako
jsou metaplastické, neuroendokrinni, papilarni, mucindzni a dalsi
b) Sarkomy jsou vzacné — nejcastéjsi je angiosarkom
€) SmiSené — phyllodes tumor / fyloidni tumor
d) Dalsi malignity pfedevsim hematologického charakteru

e) V ramci prsu je mozny vyskyt veskerych koznich malignit, vzacné metastazy [17]

4.3.2 Patogeneze — déleni na hereditarni a sporadické nadory

Vznik karcinomu prsu na podkladé dédi¢nych genetickych zmén se vyskytuje u 5 — 10 %
nemocnych zen. Tyto genetické zmény jsou zptisobeny mutacemi gentt BRCA1 nebo BRCA2,
které se dédi s autosomalné¢ dominantni dédicnosti. BRCA mutace vSeobecné zplisobuji
zvySené riziko vzniku karcinomu prsu, ovarii, kolorekta a prostaty[10]. U Zen pienaSecek
mutovaného genu je riziko vzniku nadorového onemocnéni velmi vysoké. Muzi pifenaSeci

jsou vice ohroZeni rizikem vzniku karcinomu prostaty nebo kolorekta[1].

Vyvoj karcinomu prsu je dlouhodoby vicestupnovy proces. Nadorova tkan o praméru
1 cm obsahuje 10° nadorovych bunék, které jsou vysledkem asi 30 zdvojeni. K riistu nadoru
a metastazovani slouzi aktivita stimulovanych stromalnich bunék, produkujicich proteolytické
enzymy a angiogenni faktory. Tyto mechanismy se uplatiuji u vétSiny sporadickych
nadoru[1].
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4.3.3 ICD-O Klasifikace a grading

K piesné identifikaci nddorového onemocnéni se pouziva mezinarodni klasifikace nadort
dle ICD-O (International classification of diseases in oncology), kterou poskytuje Svétova
zdravotnicka organizace (WHO — World Health Organization). Nador je urcen topografickym
a morfologickym kodem, napt. pro karcinom prsu je topograficky kod C50.X, kde X
upiesni jeho lokalizaci (pf. C50.2 — zhoubny novotvar, horni wvnitini kvadrant prsu).
Morfologicky kod (M — kod) popisuje ¢tyimi ¢islicemi histologicky typ nadoru a patou Cislici
biologické chovani nadoru (pf. M — 8500/3 — invazivni duktalni karcinom). Poslednim

krokem je stanoveni stupné diferenciace nadoru — grading[14].

e Grading

Vzhledem ke stupni diferenciace (vyzralosti) nadorovych bunék karcinomu prsu
stanovuje histopatolog grade (Gx, G1, G2, Gs), ktery slouzi jako dal$i podminka pfi vybirani
vhodného 1é¢ebného postupu. V soucasné dobé je grading urCovan Nottinghamskou
klasifikaci a skorovanim (modifikace metody dle Elstona a Ellise[18]), hodnoti se tvorba
tubulti, jaderna polymorfie a pocet mitdz, kde kazdé z téchto tii kritérii 1ze ohodnotit 1-3
body. Lze tedy fici, ze ¢im vice je nador diferencovangjsi (a jeho nadorové bunky jsou
podobné zdravym buiikdm), tim je grade nizsi a tim 1épe bude odpovidat na 1é€bu, a proto je

grading vyznamnou prognostickou a prediktivni informaci.

Vyhodnoceni gradingu[10]:
GX stupei diferenciace nemtize byt urcen
Gl  (3-5bodi) dobie diferencovany
G2 (6 — 7 bodu) stredné diferencovany
G3  (8—9Dbodu) spatné diferencovany

4.3.4 TNM Klasifikace a staging

TNM Kklasifikace zhoubnych novotvart se déli na klinickou, pfedopera¢ni c¢TNM,
ktera zahrnuje vysledky z klinického a radiologického vysetfeni, a dale se rozliSuje
patologickd, postoperacni pTNM klasifikace, ktera hodnoti primarni nadorové lozisko
(T — tumor), stav regionalnich lymfatickych uzlin (N — nodus), zaloZeni vzdalenych metastaz
(M — metastazy) a je tak podstatna pro posouzeni prognézy onemocnéni. Na zaklade

zachyceni a peclivém zhodnoceni téchto tii komponent je urceno klinické stadium
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onemocnéni — staging (stadium 0. — 1V.)[10]. Z hlediska nasazeni vhodného druhu lé¢ebného
postupu je velmi dualezité vyhodnotit, v jakém stadiu onemocnéni se pacientka nachazi[11].

Staging slouzi téZ vytvoifeni progndzy a porovnavani vysledku terapie[10].

4.3.5 Imunohistochemické vysetieni karcinomu prsu a molekularni klasifikace

Déle se hodnoti exprese receptorovych proteind, kterymi jsou estrogenovy receptor
(ER), progesteronovy receptor (PR), receptor pro lidsky epidermalni ristovy faktor (ErbB2 ¢i
HER2/neu) a prolifera¢ni index Ki67.

e Klasifikace na molekularni subtypy

Dle vyskytu specifickych receptord v nadorovych strukturach délime tumory na
pozitivni (ER+, PR+, HE2+)? a negativni (ER—, PR—, HER2-). Na zaklad& exprese téchto
receptort a parametri (Ki67 a grade) karcinomy klasifikujeme z hlediska klinicky pouzivané
histologické klasifikace na molekularni subtypy, jsou jimi: 1. luminalni A, 2. luminalni B —
HER2/neu negativni, 3. luminalni B — HER2/neu pozitivni, 4. HER2 pozitivni klasicky
(neexprimujici ER—a aPR) a 5. triple-negativni karcinom prsu (karcinom neexprimujici
receptory: ER—o0, PR a HER2)[19]. Poznamka: *!Pozitivita je stanovena u receptori ER a PR
(znaménko +) od 5 % pozitivnich jader nadorovych bunék. Pozitivita HER2/neu souhlasi s
membranovou pozitivitou receptord HER 3+ (HercepTest, Dako) ¢i 2+ (validovano FISH

vySetfenim).

Luminalnim typem A jsou tumory, které exprimuji receptory ER a PR a jsou bez
exprese receptoru HER2, zatimco lumindlni typ B je oznaceni pro tumory, které exprimuji
souCasn¢ ER, PR a bud i receptor HER2 a jsou oznaceny jako HER2 pozitivni nebo
V opa¢ném piipad¢ jako HER2 negativni. Agresivnéjs$i nddory bez exprese téchto tii receptort
(ER—, PR—, HER2-) jsou oznacovany jako ,triple-negative* a maji nejhorsi prognézu. Triple
negativni karcinomy prsu se vyskytuji u 10-17 % pacientek, nejcastéji u nosi¢ek mutace

BRCAL, a vétsina triple negativnich karcinomii vykazuje basal—like genotyp [20].

e Status hormonadlnich receptorii

Mezi rutinni imunohistochemické vySetfeni karcinomu prsu zaradime stanoveni
steroidnich hormonalnich receptori ER a PR, pro vybrani senzitivni hormonalni terapie.

Status hormonalnich receptorti je podminkou pro zah4jeni pocatku lIécby a je prediktivnim
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markerem odpovédi na hormonalni 1écbu. Az u 70 % pacientek s diagnostikovanym

karcinomem prsu, jsou exprimovany estrogenové nebo progesteronové receptory [21].

e Onkoprotein HER2/neu

HER2/neu (zkracené HER?2) je tyrozinkinazovy transmembranovy receptor vyskytujici se
u epitelidlnich bunék. Rodina receptorii epidermalniho ristového faktoru se sklada ze ctyt
bunécénych povrchovych receptori, zafadime sem EGFR (epidermal growth faktor receptor)
tzv. HER1, HER2/ neu (human epidermal growth factor receptor-2), HER3 (human
epidermal growth factor receptor-3) a HER4 (human epidermal growth factor receptor—4).
Vazba specifickych ristovych faktorti nebo ligandl na tfi z téchto receptorti zpisobuje, ze
interaguji nebo dimerizuji bud’ s receptorem stejného typu, nebo s jinym c¢lenem rodiny.
HER2 nereaguje pfimo s zddnym ligandem, proto je nazyvan jako "sirot¢i receptor". Misto
toho dimeruje s ligandem vazanym receptorem EGF, HER3 nebo HER4. Dimerizace
receptord aktivuje signalizaéni cesty uvnitt buiiky vedouci k bunéénému ristu, proliferaci a

preziti (pt. zablokovani apoptozy) [22].

V nadorovych buiikach se vyskytuji chromozomové aberace a genové mutace vlivem
nestabilniho genomu, kde diagnosticky vyznamnou mutaci je amplifikace genu HER2/neu
dlouhého raménka 17. chromozomu. Tato amplifikace HER2 genu koreluje s overexpresi jeho
proteinového produktu. HER2 pozitivni tumory (s nadmérnou expresi HER2) se chovaji
agresivngji s nepfiznivou prognozou, oproti tomu je zde moZnost dobrych vysledku na
anti-HER2/neu biologickou 1é¢bu trastuzumabem (Herceptin®), lapatinibem (Tyverb®) aj.
Gen HER? je amplifikovan pfiblizné u 20 % karcinomi prsu, to znamena, ze bunky téchto

nadori obsahuji extra kopie genu HER2[22].

K diagnostice HER2 se v prvé fadé vyuziva imunohistochemické vySetieni, v piipadé
slab8i pozitivity je nutné doplnit molekuldrné—genetické vySetfeni nadorovych bunék

metodou FISH (fluorescencni in situ hybridizace)[22].

Pokud je odhalen HER2 pozitivni karcinom na malém pracovisti, je nutné tuto skute¢nost
jesté ovéfit na jednom z osmi referenénich pracovist v CR (napt. Bioptické laboratof Plze).
Lécba je finan¢né nakladna a je urcena pro nadory imunohistochemicky siln€ pozitivni (3+)

nebo 2+ s FISH potvrzenou amplifikaci genu HER-2/neu [23].
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e Proliferacni marker Ki67

Marker Ki67 je jaderny protein exprimovan bunikami, které prochazeji bunécnym
d€lenim, proliferaci. U bun¢k v Gofazi (klidovy stav buiiky) se marker Ki67 nevyskytuje.
Pokud marker vykazuje nadmérnou expresi, poukazuje tedy na vyssi prolifera¢ni aktivitu

bun¢k nadoru, ktera koreluje s gradem a horsi prognézou.

4.3.6 Faktory prognostické a prediktivni

Vyznamné prognostické informace o pribéhu nemoci jsou poskytnuty patologickou
klasifikaci nadoru a axilarnich lymfatickych uzlin[11]. Prediktivni faktory souvisi s odpovédi
na 1écbu. U karcinomu prsu je veék pacientky v dobé stanoveni diagnézy a stadia onemocnéni
prognostickym a prediktivnim faktorem. Dal$imi faktory jsou grading, typing, status
hormondlnich receptort, mitoticky index, exprese receptoru HER2/neu, invaze do krevniho a

lymfatického systému a odpovéd’ na neoadjuvantni terapii[24].
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5 LABORATORNI HISTOPATOLOGICKE VYSETRENI

5.1 Zpracovani biologického materialu pro histologické vySetreni

Histologické vysetfeni se sklada zrozboru odebraného vzorku tkédné bud z zivého
organismu = biopsie, nebo je material odebran béhem pitvy z mrtvého organismu = nekropsie
(nebo z usmrceného experimentalniho zvifete)[25]. VySetfeni tkané pacienta se sklada z

nasledujicich Sesti useki, které jsou podstatou histologické techniky:

1) odbér vzorku

2) fixace vzorku

3) zalévani vzorku do média
4) krajeni fezt

5) barveni

6) montovani — vznik trvalého preparatu

Na zavér je do média uzavieny fez — trvaly histologicky preparat, hodnocen 1ékafem ve

svételném mikroskopu[26].

5.1.1 Odbér materialu

Pro histologické vySetieni je biologicky vzorek odebran I¢katem v nejkrat$i mozné
dobé a nejSetrnéji, aby nedoslo ke zhmozdéni tkani pacienta. Odbérova nadobka je vzdy
popsana Stitkem a spolu s informacemi na pritvodnim listu jsou pii pfevzeti histologickou

laboratofi patii¢né zkontrolovany a zaevidovany do systému laboratote [25].
e Bioptické metody

Mezi bioptické metody Vv diagnostice 1ézi prsu patii aspira¢ni tenkojehlové punkéni
biopsie = FNAB, FNAC (fine—needle aspiration biopsy or cytology), biopsie tlustou jehlou
(core—needle biopsy) a excizni biopsie (vyfiznuti)[10]. Odebrana tkan metodou FNAB je
nazyvana minibiopsie a oproti FNAC je zde mirné zptehlednéni struktury tkané docileno
vrstvenymi mikrofragmenty tkané€, avSak jakakoliv aspira¢ni biopsie zahrnuje cytologii,

nikoliv histologii a slouzi jako potvrzeni ¢i vyvraceni piipadné patologie[27].

Cilena biopsie tenkou jehlou (1 — 2 mm Sirokou) se provadi se za kontroly ultrazvuku

a stereotaktické mamografie, builkky tkané jsou odebrany bez zachovani histologické
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struktury. Aspirat je slozen z krve, tkaiiové tekutiny s bunécnou suspenzi pfipadné nepatrnymi
drobnymi kousky tkané. Pfi core biopsii se ziskavd zloziska trojrozmérny valec tkané
a vétSinou je tato technika pouzita pii vétSich tumorech[27, 28]. Core biopsie je preferovana
pied FNAB, protoze je spolehlivéjsi a snizuje pottebu dalSich biopsii. Core biopsie je uzitecna
pro hodnoceni cytologickych a architektonickych znakti a pro diagnostiku invazivniho
karcinomu[28]. Core cut biopsie 1ézi prsu je v souc¢asné dobé povazovana za nejpouzivanéjsi
predoperacni metodu a poskytuje oproti FNAC dostate¢né mnozstvi materialu pro diagnostiku

a zhodnoceni histologické struktury[29].
e Specifické poZadavky pro odbér excizi

Soucasti pripravy histologického materidlu klinickym lékafem je orientace vzorku,
musi byt jasné tfi body, aby byla jasna spravna topograficka orientace. Jedna se vétSinou o tfi
ruzné stehy, nebo koZzni povrch a dva odlisné stehy. Pti biopsii prsu musi byt vzorek
kompaktni, bez nafiznuti, aby bylo mozné se jasn¢ a zfetelné vyjadiit k okrajim excize.
Pokud je materidl rozdélen na vice vzorkdi, musi byt oznadeno misto pro vzajemnou
souvislost. Spravné excidovana axila by méla dorazit do laboratofe spolu s odd€lenou

sentinelovou lymfatickou uzlinou [30, 31].

5.1.2 Postup zpracovani histologického vyseti-eni

Ihned po odebrani biologického materidlu fixaci zabranime autolyze buiky vlastnimi
enzymy, a to bud fyzikdlnimi, nebo chemickymi metodami. Odebrana tkan se vlozi do

fixacniho roztoku nebo se zpracuje zmrazovaci smési [25].

K tomu abychom byli schopni nakréjet material na mikrotomu, je zapotiebi fixovany
vzorek nejprve prosytit zalévacim rozpustnym nebo nerozpustnym médiem. Pro praxi je
souhrnné nejvice vyuzivanym médiem parafin (teplota tani 52-58 °C) a to pro nizkou

nakladnost a jednoduchou recyklaci[25].

Pred mikroskopovanim je nutné obarvit tkanové fezy specialnim barvivem, abychom
byli schopni vzajemné odlisit jeho bunééné struktury[26]. Nejprve se jednalo o piirodni
barviva (indigo, Safran, hematoxylin), ktera se v optické mikroskopii pouzivaji od 2. poloviny
19. stoleti, ale s postupnym vyvojem chemického primyslu zacala pievaha vyuziti
syntetickych barviv[25]. Duvodem je nizs$i cena, standardizace a urychleni prace

Vv laboratofi[32].
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Mezi barvici metody patii nejzédkladnéj$i barveni hematoxylin—eosin (HE), dale
barveni podle Weigert—van Giesona a specialni barveni k rozliSeni pojivové tkané a
lipida[25]. Hematoxylin je pfirodni zasadité barvivo, izolované ze stromu Hematoxylon
campechianum, které barvi jadra bunék modrofialové. Schopnost obarvit struktury ziskava po
oxidaci, kdy vznikd tzv. hematein a naslednou reakci s moftidlem (soli hliniku, Zeleza).
Zatimco eozin ma acidofilni znaky a barvi cytoplazmu rizove, svaly a vazivo Cervené[31]

[32].

Proces montovani uzavira fez mezi podlozni a kryci sklicko a vznika tak trvaly
histologicky preparat [31]. BéZn¢ vyuzivanym médiem nerozpustnym ve vodé jsou syntetické

pryskyfice nebo kanadsky balzam, ktery je drazsi variantou[25].

Opticky mikroskop

Optickd mikroskopie se pouziva pro diagndzu jiz vice nez stoleti a je tak ,,zlatym
standardem* 1€katskych diagnéz. Opticky mikroskop vyuziva svétla ve viditelné oblasti
k zobrazeni objektil, které nejsou rozeznatelné lidskym okem s maximalnim rozliSenim 0,2 —
0,3 um (pfi zvétseni 1000x). Mikroskop se skladd z mechanické casti (stativ, stolek pro
umisténi preparatu, nosi¢ tubusu), optické Casti (okular, objektiv) a osvétlovaciho zatizeni

(zdroj svétla, kondenzor, clony)[25].

5.2 Imunohistochemické vySetireni tkani

Imunohistochemie je specialni histologickd technika, kterd spocivd v prokazani
konkrétniho antigenu (typicky proteinu) v histologickych preparatech pouZitim protilatky,
ktera se specificky vaze k tomuto antigenu. Oproti tomu imunocytochemie se zabyva dikazem
antigenu v bunéénych preparatech[33]. Imunohistochemické vySetieni byva casové

4

pracovni dny i déle[30].

Antigen (Ag) je molekula, ktera navozuje tvorbu jedné ¢i vice protilatek. Strukturné

mize byt antigenem polysacharid, protein a lipid [25].

Protilatky (Ab) jsou imunoglobulinové (Ig) proteiny produkované B-lymfocyty
V pfitomnosti antigenu. Imunoglobuliny se klasifikuji do péti hlavnich izotypt: IgA, IgD, IgE,

IgD a IGM, kazdy ma vlastni funkci v imunitnim systému[34].
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5.2.1 Vizualizace komplexu (znacdeni protilatek)

K zobrazeni komplexu antigen — protilatka se pouzivaji vizualiza¢ni znacky, jako jsou
fluorescenéni barviva (FITC — fluorescein izothiokyandt, rhodamin, Texas red a
phycoerythrin), vyuziva se enzymové znaceni (peroxidazy, alkalicka fosfataza), dale castice

koloidniho zlata aj. Vazba mezi antigenem a protilatkou je vysoce specificka a pevna[25].

5.2.2 Odbér a zpracovani materidlu pro imunohistochemii

Pro provedeni imunohistochemické reakce je nezbytné, aby epitop (vazebné misto Ag)
setrval pfistupny pro protilatku a aby se soucasné zachovala i jeho struktura. Nejb&znéji se
biologické vzorky pro imunohistochemii fixuji formaldehydem (10% formolem) a zalévaji do

parafinu[25].

Avsak tato fixace zplisobuje zesitovani proteinti, ¢im se stdvaji epitopy pro protilatky
znepiistupnény. Pro opraveni vazebnych mist se vyuzivd metody odmaskovani antigenu
tzv. antigen retrieval, které lze provést enzymaticky ¢asteCnym natravenim tkané proteazou
(pt. trypsin, pepsin). Pro praxi ma dnes vyznam odhaleni antigenu pisobenim zvysené teploty

za vyuziti mikrovinné trouby, vodni lazné€ nebo autoklavu[33].
5.2.3 Imunohistochemické metody prikazu

Prima metoda

Jedna se o nejjednodussi zplsob prokazani ptitomnosti antigenu ve tkéni, a to pomoci
primarni protilatky, kteréd je p/imo znacena fluoresceinem, enzymem nebo kovem. Podminkou
je dostatecné vysoka koncentrace antigenu ve studované tkani zejména pak v nativnich

fezech, jelikoZ pro parafinové fezy je tato metoda malo citliva[35].

Neprima metoda

Neptima dvojstupiiova metoda je nejbéznéji pouzivanou metodou, kterd je citliveéjsi.
Na neznaCenou primarni protilatku navazanou na antigen se napoji sekunddrni znacend
protilatka/y, ¢imz dojde k amplifikaci signdlu. Nepiimé trojstupfiovd metoda se sklada
z reakce primarni protilatky s antigenem, dale se pfida sekundéarni protilatka v nadbytku, ktera
se navaze na Fc fragmenty primarni protilatky a vytvaii tzv. mistek. Tietim krokem je pfidani
zna¢eného komplexu. Piikladem trojstupniovych metody je metoda PAP (peroxidaza—anti—

peroxidazovy komplex) nebo APAAP (alkalicka fosfataza anti—alkalicka fosfataza)[35].
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6 ZPRACOVANI PEROPERACNICH BIOPSII

Peroperacni vySetfeni je urgentni mikroskopické vySetieni tkdn¢€, které béhem operace

muze rozhodnout o jejim dalS$im prub&hu[30].

Historie prvnich provedenych zmrazenych fezii k urceni diagnézy saha do doby pied
vice nez sto lety z nemocnice Glasgow Western Infirmary r. 1882, nejednalo se ale o
peroperacni vySetfeni. Dale r. 1891, kdy doktor William H. Welch z John Hopkinsovi
Nemocnice (The Johns Hopkins Hospital) Gspé$né aplikoval mikrotom chlazeny oxidem

uhli¢itym na vySetieni prsni tkang, zatimco pacient lezel na operacnim sale[36].

6.1 Predoperacni lokalizace 1ézi prsu

Léze jsou pred samotnou operaci lokalizovany radiologem bud’ vlozenim dratku do
tkan¢ (metoda Frankovou jehlou) anebo injekci pigmentu (zivo¢isné uhli — carbo adsorbens
4%). Znaceni Frankovou jehlou je velmi vyuzivanou metodou K lokalizaci nehmatnych
lozisek.  Bezprostfedné pied zahajenim operace lékair pod kontrolou stereotaktické
mamografie nebo metodou volné ruky (freehand technique) pod kontrolou ultrazvukem
vpichne jehlu do prsni tkané a skrze jehlu ,,zakotvi* do loZiska dratek. Nevyhoda této metody
je, Zze se musi aplikovat v kratkém case pied zahdjenim operace. Dal§im omezenim metody
Frankovou jehlou je oznaceni pouze jednoho bodu loziska, mnohdy dochazi k ukotveni
koncového useku dratku pouze v blizkosti 1éze, kde u ptipadného vyskytu mikrokalcifikaci
mohou vzniknout nejasnosti ohledné umisténi konce lokaliza¢niho dratku a nejsou zde jasné
patrné hranice léze. Oproti tomu injekci pigmentu je oznaceno nékolik bodl bezpecnostniho
lemu kolem loZiska, ktery je posuzovan jako 10mm az 15mm pas sonograficky a
mamograficky ,,zdravé® okolni tkdné k minimalizovani rizika rezidudlni nadorové tkang.
Vyhodou tohoto zplisobu znaceni pigmentem je setrvani barvy na pivodnim oznaceném
misté, provedeni neni omezeno Casem ani vyznamnéj$i fagocytarni reakci organizmu.
Skovajsova uvadi, ze lokalizace pigmentem miZe slouzit pfimo k vymezeni rozsahu

operacniho pole[37].

V ptedoperacéni diagnostice je dulezitd spravnd komunikace mezi radiologem,
chirurgem a patologem k omezeni a prevenci vzniku moznych nedopatieni[38]. Patolog by
mél obdrzet formular zadosti o peroperacni konzultaci s dostate¢nym piredstihem, s piesnou

identifikaci pacienta, jeho klinickou diagnézou a radiologickym néalezem. Kompletni 1ékaiska
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zprava by méla slouzit jako podpora pti hodnoceni nejasnych nélezi. Déle musi byt zapsana
identifikace zaslaného materidlu, diivod objednani peroperacni biopsie a kontakt na operacni
sal. V piipadé nejasné identifikace pacientek na chirurgickém sale s totoznym jménem, |
datem narozeni by mohlo dojit k zamén¢ vzorkt biologického materialu béhem transportu ¢i
Vv laboratofi, proto je nutnd pfesnad identifikace pacienta jak na opera¢nim sale, tak na
privodnim listé¢ a na biologickém vzorku jménem a pfijmenim, rodnym cislem, oznaceni

puvodu materialu (u vétsiho poétu vzorki ¢iselné rozliSeni) a zasilajici odd¢leni[39, 40].

6.2 Peroperacni konzultace

Peropera¢ni konzultace 1ézi prsu zahrnuji postupy jako je peclivé makroskopické
zhodnoceni a popis tkan¢, vyuziti cytologickych metod, vysetfeni tkané zmrazovaci technikou
a komunikace mezi vySetfujicim patologem a operujicim chirurgem[38]. Vyjimeéné lze
provést metodu rychlé imunohistochemie béhem peroperacniho vysetieni, ale pouZzivané
protilatky nejsou ve vétsing laboratofi na tuto metodu kalibrované, a proto ma metoda nizkou
citlivost a vysledek je tedy nespolehlivy. R. Beach a D. Lawson ve své praci[41] uvadéji, ze
tato metoda pro nizkou senzibilitu neni uZitecnd k hodnoceni sentinelovych uzlin peroperacné
(vyuzivand protilatka cytokeratiny AE1-AE3). V praci porovnavaji senzitivitu Cctyf
diagnostickych metod k detekci metastaz u pacientek s rakovinou prsu, vyuzivané metody:
otiskova cytologie (senzitivita 69 %), rychla imunohistochemie (57% senzitivita), zmrazovaci

technika (86% senzitivita) a trvalé parafinové fezy (100% senzitivita)[41].

6.2.1 Odbér materialu na peroperacni konzultace

Histologické vzorky prsu pro peroperacni biopsie vznikaji na zédklad¢ excizni biopsie, po
lumpektomii anebo po mastektomii v zavislosti na mamografickém a klinickém vysetfeni.
Excizni biopsie umozni odstranit i cely nador, vyuziva se pro nehmatné 1éze, kde je zpravidla

nezbytné predoperacni oznaceni barvicim materialem nebo dratem[10].
e Mastektomie, lumpektomie, excize

Zakladnim lécebnym postupem karcinomu prsu v Casnych stadiich je chirurgicky
zakrok, ktery se srozvojem soucasnych dostupnych léebnych metod odklani z radikalni
mastektomie, kdy je odstranén cely prs (Zlaza, kize, fascie velkého prsniho svalu) a vétSinou
nasleduje s axilarni disekci, byva nahrazena ne tak invazivni metodou parcialni mastektomie

(lumpektomie, kvadrektomie), kde zalezi na velikosti a poloze nadoru béhem operace
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zachovavajici prs (Breast conservative surgery), a je odstranéno pouze nadorové lozisko s
bezpecnostnim lemem zdravé tkané a naslednou radioterapii. U pokrocilych stadii karcinomu
je nejprve indikovéna neoadjuvantni onkologicka terapie a ve druhé ¢asti 1éCby chirurgicky
vykon. Vybrani optimalniho individualniho 1écebného postupu proto zalezi na mezioborové
spolupraci 1ékaru[10, 38]. Mastektomie s axilarni disekci je jedinou terapeutickou moznosti u
pacientd s karcinomem prsu a s prokazanou dédi¢nou predispozici. Prodlouzeni délky Zivota
pii provedeni profylaktické mastektomie u zen s mutaci genit BRCA1, BRCAZ2 je pokazdé

individualni a snizuje se s pfibyvajicim vékem[10].

6.2.2 Hodnoceni vysledkii z peropera¢ni konzultace

Peclivé zhodnoceni hrubého vzorku tkdné€ spolecné s obezietnym pouzitim zmrazovaci
techniky je rozhodujici ke snizeni rozsahu peroperacnich chyb a nasledné tak ke snizeni stresu

na pacienta[38].

V prvé fadé¢ musi byt zndmy hrubé rysy procesu nemoci, bud’ optickou vizualizaci
bioptického vzorku ¢i operativniho pole (makroskopickym pohledem ¢i mikroskopii) nebo
komunikaci mezi 1ékafi za vyuziti tzv. telepatologie (telepathology), metody, ktera se zaklada

na telekomunikac¢nich technologii.

Telepatologie vyuziva pfenosu diagnostickych dat na déalku s vysokou mirou
diagnostické ptesnosti podobné konvencni mikroskopii, a tak dochazi k prohlizeni obrazkt ze
svételného mikroskopu na dalku[42]. Jako zlaty standard pro diagnostiku chirurgické
patologie je brana piesnost 97 %, CehoZz je dosazeno konvencéni mikroskopii. Ve své
srovnavaci studii diagnostické piesnosti[43] Rashid L. Bashur a kolegové uvadi, ze pomoci
jednoho z péti nejvice vyuzivanych telepatologickych systému, je metoda WSI (Whole Slide
Imaging). Pro zobrazeni snimku v digitalni podob¢ (,,virtualni preparat) byla v aplikaci této
metody dosazena nejvyssi mira piesnosti a to 95 %[43]. Jako mirnou nevyhodu mizeme brat
prodlouzeni ¢asu na vyhodnoceni histologickych fezi, ke kterému mtiZze dojit pfi pfenosu dat.
Aplikace telepatologickych systémi skrze peroperaéni konzultace se stale zvySuje,
efektivnéjSimu vyuziti Casu, ktery je omezen pii peroperacnich konzultaci a dalsi vyhodou je
integrace informaci a zlepSeni produktivity patologl specializujicimi se na specifické orgény,
ktefi nemuseji cestovat mezi zdravotnickymi zafizenimi k hodnoceni obtiznych

komplikovanych pfipadd, ale mohou zhodnotit patologické obrazy na monitoru pocitace[42].
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Dalsi vyhodou je moznost sdileni dat po celém svété mezi odborniky a vznik tzv. ,,virtudlnich

nadorovych bank®, digitalnich snimkt bunék se specifickymi morfologickymi znaky[43].

6.2.3 Postup peroperacni biopsie

Makroskopickym zhodnocenim vzorku patologem je rozhodovano, jaké ¢ast tkané
bude piredlozena k peroperacnimu vysSetieni. Pfed piikrojenim tkané je biopsie pecliveé
popsana, zméfena, zvazena a obarvena inkoustem pro jasny vztah 1éze K resekénim okrajim.
Jiz makroskopickym vzhledem tkdné€ 1ze urcit povahu nékolika benignich a malignich 1ézi.
Mezi nejcastéji se vyskytujici 1éze prsu zaradime fibroadenomy, fibrézné cystické zmény

(mastopatie) a karcinomy[38].

Benigni 1éze byvaji ohranicené, elastické, bez nekrdz. Oproti tomu maligni loZiska se
vyskytuji nej€astéji jako neohranicené, s nekrozami a infiltruji okolni tkané€. Pro fibroadenom
je typickym makroskopickym néalezem ohraniceny kulovity tvar, velikosti nejcastéji do 2 cm
a Sedé az Sedo—hnédé zbarveni. Fibrozné cystické zmény zahrnuji zmény tkané jako je tvorba
tuhé fibrézni tkdné€ a cyst, loziska velikosti od 0,5 cm do né€kolika centimetrii. Pro invazivni
duktalni karcinom jsou charakteristickd bilo—Seda tuhd loZiska s nepravidelnym tvarem
a ohrani¢enim, mohou se vyskytovat drobné kalcifikace a proristani do okolnich tkani (ktize,

sval), velikost nejcastéji 2 az 4 cm|[2, 38].

Déle je vzorek sériové rozkrajen se zachovalou prostorovou orientaci a ulozen do
oznacenych plastovych kazet. Takto rozkrijeny vzorek obsahujici suspektni 1€zi spolu
s periferii a koncovymi okraji je po dalSim zpracovani predkladdn k mikroskopickému
vyhodnoceni. Zbyla tkan, kterd neni podrobena peroperacnimu vySetieni zmrazovaci
technikou, musi zustat az do jejiho ukonceni v nativnim stavu, pokud by bylo potieba ukrojit
dalsi blok. Poté je vSe fixovano formolem a pfipraveno na definitivni histologické

zpracovani[38].
6.3 Indikace, vyuZiti, moZnosti a limitace peropera¢niho vySetieni prsu

6.3.1 INDIKACE PEROPERACICH BIOPSIi PRSU

6.3.1.A.1 Stanoveni primdrni diagnozy
Indikaci peroperacnich biopsii prsu je stanoveni predbézné diagnézy (pokud jiz neni

znama) pied definitivni chirurgickou terapii. VétSina malignich tumort je vSak jiz pted
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chirurgickym zakrokem diagnostikovana prostiednictvim tenkojehlové punkéni biopsie,
anebo core cut biopsie. Pokud jsou vysledky téchto biopsii nejednoznacné, je vykonani

peroperacni biopsie zmrazeného fezu zcela vhodné [38].

Napiiklad se muze jednat o peroperacni vySetfeni suspektni tkané podezielé
z nadorovych zmén nebo o uréeni histologického typu nadoru, kde se v pfipadé benignich

nadorti nepovazuje za tak vyznamné hodnoceni resek¢nich okraja [44]

6.3.1.A.2 Vyhodnoceni resekcnich okrajii

Dalsi indikace peropera¢niho vySetfeni je vyhodnoceni resekénich okraji a méla by byt
aplikovana v takovych pfipadech, kde se muze piredpokladat dalsi rozsah chirurgického
vykonu, aby nasledovala ptipadné¢ dodatecné excize k dosaZeni negativnich okraji pfi

chirurgické 1é¢bé tumort prsu [38].

Hodnoceni stavu mikroskopickych okraji excize resekovaného vzorku prsu patii mezi
recidiva) po konzervativni 1é¢bé prsu (operaci zachovavajici prs) u invazivniho karcinomu a
duktalniho karcinomu in situ (DCIS). Pozitivni okraje invazivniho karcinomu a DCIS na linii
obarvené inkoustové tkan€ souviseji s vySSim rizikem lokalni recidivy neZ okraje negativni.
Proto je nejcastéjSim cilem chirurgického zakroku dosazeni negativnich okraji pii sou¢asném
zachovani morfologie prsu. Ptipadné je Zadouci odstranit indexovou 1ézi s dostatecnou okolni
tkani tak, aby byla rezidualni nadorova tkan co nejmensi pro néslednou radiacni terapii. Je
vSak tfeba podotknout, Ze existuje mira neshody mezi 1ékafi o to, co piedstavuje adekvatni
rozpéti negativnich okrajl, avSak vysledky retrospektivnich studii neprokazaly vyznamnou
zménu ve sniZeni recidiv u invazivniho karcinomu, ktery nedosahuje inkoustového okraje pfi
zvySovani Sife negativnich okraju s intervalem 1 az 5 cm. Neni stanoven tésny resekéni okraj,

ale standardné nadorové buniky nesméji zasahovat do inkoustové okrajové linie[45].

6.3.1.A.3 Piedbéiné zhodnoceni tkané v komplikovanych piipadech

Moznou indikaci je také posouzeni adekvatnosti tkané¢ pro dalsi diagnézu
Vv bioptickém vzorku z otevieného nebo komplikovaného opera¢niho postupu. Tim je mozné
zjednodusit stanoveni rozsahu nadorovych 1€ézi v nejasnych situacich, kdy je potiteba provést

vétsi mnozstvi histologickych analyz (pritokova cytometrie, genetické vysetieni) [44].
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6.3.2 VYUZITI PEROPERACNICH BIOPSIi PRSU

Béhem operacniho vykonu slouzi ke stanoveni predbézné diagndzy, a to v prubéhu
nékolika minut, zatimco pacient lezi na operacnim sale [5]. Doba pro zpracovani
peroperacnich biopsii je definovana jako Casovy interval, kdy vzorek tkan¢ dorazi do
laboratoie z opera¢niho salu do doby, kdy je diagnoza hlaSena chirurgovi. Dle doporuceni
CAP (College of American Pathologists) je horni limit tohoto ¢asu 20 minut pro jeden vzorek
a jeden kryostat, v slozitych ptipadech je pfijatelné mit ¢as prodlouzeny [46]. Rlizna oddé€leni
se mohou liSit v pozadované rychlosti na vysledek histopatologické diagnodzy, ale vice
urychlit diagnosticky proces jiz neni prakticky mozné. Hraje zde roli rychlost transportu
materialu, po pfijeti vzorku peclivé zhodnoceni Iékafem a vybrani spravné ¢asti materialu na
peroperacni techniky, ve které je dilezitd manudlni zruc¢nost a zkuSenost laboranta v
manipulaci s malymi vzorky, aby nedoslo k znehodnoceni tkan¢ zapadnutim do struktury
kryostatu je nutné pfipevnéni a zmrazovani tkan€ na vrstvé specidlniho lepidla. Poslednim
bodem, ktery se podili na délce peroperacniho vySetieni je zhodnoceni preparatu mikroskopii

(opticka, digitalizovana) a telefonovani vysledkd na opera¢ni sal [5, 39].

Peroperacni vySetfeni se provadi zejména pii konzervativni chirurgii tumoru prsu, za
ucelem snizeni potieby naslednych operaci. Bez peropera¢niho vyhodnoceni okrajl 1éze mira

poctu reoperaci prevysuje 20 % [47].

Presnost diagnostiky zmrazenych fezi od historickych zaznamii po soucasnost je
velmi dobra. Tato skuteCnost vSak mohla ptivést nekteré klinické lékafe k nevhodnému
objednavani této techniky ze zvédavosti pro zkraceni ¢asu diagnostického procesu a ziskani
definitivni diagnézy diive. Spolehlivost zmrazovaci techniky se vSak nemuze vyrovnat
definitivnimu histopatologickému vySetieni, které je schopné odhalit 1 vzacné nemoci a které

by mélo byt urCujicim pii stanovovani definitivni diagnozy [5].
6.3.3 MOZNOSTI PEROPERACNICH BIOPSIi
6.3.3.A.1 VysSeti‘eni zmrazenych Fezii (frozen section examination)

Pro zpracovani peroperacnich biopsii prsu patii mezi zdkladni metodiku pro
diagnostiku vysetfeni zmrazenych fezl zmrazovaci technikou K urychleni diagnostického
procesu. V prubchu let se snizuje mnozstvi vzorkll prsu hodnocenych peroperacni biopsii

zmrazovaci technikou, protoze nové diagnostické metody posunuly klinickou 1écbu. Prevazna
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vétSina objednanych peroperacnich biopsii prsu se tyka hodnoceni resekénich okraji, jelikoz
diagnéza je predem zndma z primarni punkéni biopsie. Diagnostické chyby tykajici se
peroperacnich konzultaci vznikaji pfevazné na zékladé nespravné interpretace napt. pri
vyskytu artefaktll vzniklé béhem odbéru materialu nebo pii zpracovani a v neposledni fadé
béhem nedostatecné komunikace mezi operujicim chirurgem a patologem. Nespravna
interpretace se také vztahuje na mozné artefakty vznikajici pfi zmrazeni vzorku anebo na

nedostate¢nou zkusenost patologa pii vyhodnoceni [38].

6.3.3.A.2 Intraoperacni cytologie

Vhodnou doplitkkovou technikou histologického vySetteni je intraoperacni otiskova
cytologie (imprint cytology), kterou vSak nelze posoudit tkan jako celek, ale 1ze takto hodnotit
jednotlivé bunky, coz je uzitecné pii hodnoceni fibrotickych tumort a pii vySetfeni
sentinelovych uzlin. Cytologické otisky jsou uzitecné k ostrému zndzornéni jednotlivych
cytoplazmatickych a jadernych detaili v buiice a jsou pouzivadny v metodice molekularni
patologie[5, 38]. Postup otiskové cytologie je takovy, ze se na odmasténé podlozni sklicko
,otiskne* vySetfovany vzorek tkan¢, tak aby nedoSlo ke zhmoZzdéni materialu. VéEtSinou se
zhotovuji dva informativni otisky zjedné ukrojené plochy vzorku, poté se obarvi a

mikroskopicky hodnoti, vysledek cytologie je béhem nékolika minut [9].

Cytologie je rychlejsi a méné finanéné naro¢na nez vySetieni zmrazovaci technikou, a
pfitom je jeji pfesnost v urCeni typu nadoru prakticky stejni. Pfi cytologii se navice
nevyskytuji artefakty vzniklé pifi zmrazovani. Nicméné zmrazovaci technika ma lepsi
diagnostickou vyuzitelnost pti hodnoceni resekénich okraji vzhledem k prehlednému
zobrazeni obarvené histologické struktury tkanového fezu[48]. Dale se cytologii neda stanovit
grade — stupen diferenciace nadoru (vyzralosti nadorovych bunék) a povaha nadoru, zda a jak

se §ifi do okolni tkang [23].

Cytologickym vySetfenim se zpracovavaji natéry na podlozni skla z punkéni cytologické
biopsie prsu nebo u tekutého obsahu z cyst dojde po fixaci alkoholem ke vzniku sraZeniny,

ktera se dale histologicky zpracovava[9].
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6.3.3.A.3 VysSetieni sentinelovych Ilymfatickych uzlin neboli biopsie sentinelové uzliny

(sentinel lymph node biopsy — SLNB)

Dalsi technikou je mapovani sentinelovych lymfatickych uzlin, kterd zahrnuje postup pro
identifikaci takovych axilarnich uzlin, které obsahuji pfipadné metastazy a je zakladdna na
chirurgické peritumoralni injekci nejcastéji dvou detekcnich latek v zévislosti na pracovistich,
jsou jimi radioaktivni barevné roztoky, pouziva se znaceni izotopem technecia %Tc metodou
lymfoscintigrafie sentinelové uzliny, v kombinaci s aplikaci vitadlniho modrého barviva

(methylenova modf, patentni mod#, 1% isosulfan)[49].

Sentinelova uzlina (nebo skupina uzlin) je prvni lokaci pfi Sifeni nadoru do lymfatickych
cév. JestliZze neni sentinelova uzlina nalezena a oznacena béhem mapovani, je nutné provést
disekci axily, jelikoz se predpokldda znepriichodnéni uzliny nédorovymi butikami
a znepristupnéni tak proniknuti barviva. Zpravidla patolog vyhodnocuje peroperaéné
zmrazovaci technikou jednu az tfi uzliny a pokud je odhalena pozitivita, chirurgicky zakrok
pokracuje s axilarni disekci v rozsahu I. — 1. etdze. Disekce axily je nutny chirurgicky vykon
pfi postizeni nonsentinelovych uzlin k udrZzeni regiondlniho dohledu nad nadorem.
Peroperacné se vySetii minimalni ¢ast tkan¢, kdy se zhotovuje pouze né€kolik fezl na sklo,
problém muzZe nastat u mikrometastaz zastizitelnych jen v nékolika mikrofezech. Proto je
zcela nutné ndsledné kompletni zpracovani v definitivnim vySetfeni pro jednoznacny
vysledek[38]. Kazda uzlina by méla byt sériové prokrajena rovnobézné s dlouhou osou,
pfi tloustce fezu 2 aZz 3 mm, pokud je to technicky moZné a nésledné zpracovana
v parafinovém bloku barvenim HE a imunohistochemii za pouziti smési cytokeratini
AE1/AE3. Okultni metastazy jsou identifikovany ITHC u 25 % Zen s negativnimi

sentinelovymi uzlinami hodnocenymi standardnim barvenim HE[49].

Neni nutné provést disekci axily, pokud je sentinelova uzlina negativni u obou barveni.
Stav regiondlnich lymfatickych uzlin a velikost primarniho nadoru jsou dvéma

nejdulezitéjSimi faktory pro ur€eni stagingu a progndzy infiltrujiciho karcinomu prsu[38].

V detekci metastdz v sentinelovych uzlindch je mozné vyuzit né€kolika dalSich postupd,
kam zafadime molekuldrné genetickou metodu jako je reverzni PCR, multiparické pritokova
cytometrie nebo pfistrojové asistentované hodnoceni vzorku (computer assisted image

analysis) [49].
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6.3.3.A.4 Prostorové zobrazovani frekvencni domény

Jednou z nové se rozvijejicich experimentalnich metod potencialné vhodnych pro rychlé
urCovani resekénich okraju je tzv. prostorové zobrazovani frekvencni domény (spatial
frequency domain imaging, SFDI). Tato metoda vyuziva prostorové analyzy absorpce a
rozptylu svétla v blizké infracervené oblasti, které je absorbovano a odrazeno od povrchu
zobrazované tkan€. Princip metody spoCivd ve vyhodnoceni frekvencnich spekter
Vv jednotlivych bodech pozorované plochy pti nékolika vinovych délkach. Z téchto dat je pak
mozné urCit parametry (napf. relativni koncentrace rOznych latek pfitomnych
v diagnostikované tkani), které mohou korelovat s lokalizaci naddorovych bunc¢k. Tim je
teoreticky mozné z namétenych dat ziskat nékteré informace o povaze nadoru, zejména jeho
tvar a velikost. Tato technika je ve vyzkumné fazi a byla by moznym dopliikem k soucasnym

metodam peroperacni biopsie [50].

6.3.4 LIMITACE PEROPERACNICH BIOPSIi PRSU

Limitaci pro vyuziti zmrazovaci techniky je dostate¢né reprezentativni velikost
vySetiované tkané, a tedy spravné rozhodnuti patologa o tom, zda nebude vyhodnéjsi vzorek
ponechat na zpracovani v parafinovém bloku.

Cas pro peroperaéni vysetfeni je téZ limitovany, jelikoZ se jedna o zavazna rozhodnuti,
ktera ovlivni pribeh chirurgického vykonu.

Ve zmrazovaci technice je velkym problémem provedeni a interpretace zmrazeného
fezu ve vzorku adipozni/tukové tkané prsu. Jak pii mrznuti, tak pfi fezani tukové tkané mohou
vznikat nezadouci artefakty, které mohou dale zkomplikovat ¢i znemoznit diagn6zu[38].
K dosaZeni tenkého a kompaktniho zmrazen¢ho fezu musi probéhnout rovnomérné zmrazeni
tkan¢ bioptického vzorku. Oproti parafinovym preparatim byvaji zmrazené tezy silngjsi.
Pokud dojde k nedostatecnému namrazeni vzorku, fezy jsou rozmazané a na druhou stranu,

pokud laborant tkan pfemrazi, fezy budou praskat a trepit se [38].
Morfologické artefakty:

Artefakty s morfologickymi a cytologickymi rysy omezuji standardni postup
histopatologického vysetfeni. Jednd se o artefakty vzniklé b&hem chirurgického vykonu,
artefakty vzniklé béhem fixace a zpracovani v laboratofi, skrze krajeni na mikrotomech, pfi
barveni a béhem montovani preparatu pod kryci sklicko. Proto je nezbytné tyto struktury

spravné identifikovat béhem interpretace preparati.
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a) Artefakty vzniklé z operace (..prefixation artifacts®):

b)

Fulguracni artefakt (,,fulguration artifact) — termalni degradace tkan¢ elektro—
kauterizaCnimi nastroji — nejvyraznéjsi na okrajich, tedy znesnadnuje identifikaci
resekénich okraji + miize pozménit receptorovou aktivitu, schopnost vazby na detekéni
protilatku a tim ztizit spravnou diagnoézu ¢i klasifikaci tumoru

Rozdrcené bunky (,,crush artifacts) — stlaceni, zhmozdéni tkéné chirurgickym
nastrojem ¢i rozdrceni bun€k nejcastéji béhem core biopsie, jsou velmi tézce
interpretovatelné ve zmrazenych histologickych fezech, proto je doporuceno zazadat si
o dalsi material pfed vydanim diagnozy[38]

»Injekéni artefakt™ — vznikajici po lokalni injekci anestetického roztoku do 1éze, které
separaci pojivove tkdné€ a vakuolizaci

Artefakt Skrobu (,,starch artifact™) — prasek skrobu z vnitini ¢asti chirurgickych rukavic,
nebo fragment Siciho materidlu

Artefakt autolyzy — z nedostate¢n¢ rychlé fixace, dochazi ke ztraté enzymi, poskozeni
mitochondrii, degradaci RNA (v dusledku se snizuje bazofilie tkané) a k degradaci

proteint, ke snizeni mitotické aktivity[51]

Artefakty vzniklé béhem fixace a zpracovani v laboratori:

Biopticky vzorek by mél byt béhem piepravy do laboratofe ptipevnén na podlozku pro

spravnou orientaci popsan identifikaénim S$titkem a dodan s privodnim listem, aby nedoslo

K zamén¢ s jinym materidlem. Histopatologie zmrazeného fezu mize byt zkreslena artefakty,

jako jsou ohyby ¢i roztrzeni tkané, piekryvani jednotlivych vrstev tkdné v nedostatecné

tenkém fezu. Komplikace pfi fezani mohou nastat pii vyskytu mikrokalcifikaci ve tkani nebo

mohou vznikat opakujici se znacky mikrotomové Cepele tzv. ,artefakt chvéni. Témto

situacim lze pfedchdzet, pokud budou vzdy k dispozici dostate¢né ostré néstroje a proskoleny

personal[5].

Artefakt krystali ledu (Ice—crystal artifact) — krystaly ledu, vznikaji zejména pii
pomalém zmrazovani velkych vzork[38]
Artefakt vznikly zmrazenim (freezing artifact) — potrhani tkan¢ v dusledku tvorby

krystalt ledu z fixacniho roztoku biopsie

29



e Retrak¢ni artefakt — nespravné zmrazovani miize také tvofit artefakty smrsténi stromatu
okolo nadorovych struktur, které mohou byt nespravné interpretovany jako lymfatické
nebo vaskularni invaze

e Artefakty vzniklé nedostate¢nou ¢i nespravnou fixaci, dehydrataci (artefakt smrsténi)
nebo nespravnym barvenim (Staining) — nelplné odstranéni rozpoustédla i
nedostatek/piebytek barviva[38]

e Artefakty na trvale zabudovanych formol parafinovych blocich, z pivodné¢ zmrazené
tkdn€ — jedna se o rtizné architektonické aberace, zkresleni velikosti bun¢€k, abnormality

shlukovani chromatinu, obtize pii hodnoceni mitotické aktivity a bunécné apoptozy[5]

Vznik artefaktl je Casto nevyhnutelny, ale hodnotici 1ékafi jsou specialisté v oboru
patologické anatomie, a zkuSenostmi se uci artefakty rozpoznavat, predvidat jejich potencial

skryt definitivni patologii a toto spravné interpretovat ve zmrazenych fezech [5].
6.3.5 Zpracovani peroperacnich biopsii zmrazovaci technikou

A. Odber, transport, fixace materidlu pro peroperacni vysetreni

Material k peroperacnimu vySetfeni je nutné neprodlené po vyjmuti ztéla pacienta
pfepravit do laboratofe spolu s vyplnénym privodnim listem a to bud’ zaméstnancem
nemocnice, nebo potrubni postou jako je tomu v aredlu FN Lochotin v Plzni. Biologicky
vzorek je obvykle umistén do predem popsané nadobky, pfipadné naorientovany a pfipevnény
na specidlni podlozce. Pii transportu je mozné vzorek zabalit do gazy napusténé

fyziologickym roztokem, zabrani se tak oschnuti a poni¢eni bunééné struktury[30].

B. Krdjeni kryostatovych rezii

Vzorek je umistén do tzv. kryostatu (obrazek ¢.2), jedné se o rota¢ni mikrotom situovany
v mrazicim boxu (teplota —20 °C). Zde je fixa¢nim prostiedkem zmrazen a dale nakrajen
laborantem na fezy o potfebné tloustce v um. Ukrojené fezy sbira laborant z antirolovaci
desticky, umisténé za noZzem kryostatu, a pfitiskne je pfimo na podlozni sklo. Podlozni

skli¢ko je ¢isté nebo obsahuje adhezivni vrstvu proti deformaci tkan¢ [25].
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Obrazek ¢.2: Kryostat Leica CM1850 pievzato z

Zdroj:https://drp8p5tqch2p5.cloudfront.net/typo3temp/ _processed_/csm_Leica CM1850 Cryostat 03
_0038cf22al.png

C. Barveni, montovani rezi

Barveni a montovani skel je automatizované nebo se zpracovavaji preparaty ru¢nim
barvenim rychlé peroperaéni biopsie. Jako posledni krok nasleduje uzavirani vzorku do

solakrylu a vznik preparatu[30].
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7 VLIV PEROPERACNI BIOPSIE, IHC A MOLEKULARNI
GENETIKY NA TERAPII PACIENTEK

Reexcize po konzervativni 1éCbé prsu zpiisobuje prodlevy v navazujici terapii, ktera je
moznosti infekce pfi otevieném operacnim zékroku. ZhorSeny esteticky/kosmeticky vysledek

operace ma dopad na zvysSenou uzkostlivost pacientek[52].

Lokoregionalni recidivy se nejcastéji vyskytuji v 5 az 10 letech po operaci. V soucasné
dobé se pohybuje ve vétsin€ instituci 10letd mira lokdlni recidivy po lumpektomii a radia¢ni
terapii v rozmezi 5 % az 10 %. U nejb&Zznéjsi podskupiny pacientd s ER—pozitivnimi nadory
je mira lokalnich recidiv do 5 %[45]. Po chirurgickém zakroku mastektomii je uvadén nizsi
vyskyt regionélnich recidiv bez vzdalenych metastaz v 10letém sledovani a to kolem 3 %,
nevyhodou oproti operaci zachovavajici prs je vyskyt koznich komplikaci béhem 1éCby a

negativni esteticky a psychologicky vysledek operace na zivot pacientky[53].

Lokalni recidivy se tedy objevuji u obou chirurgickych vykoni, pfedpokladem
prevence jejiho vzniku je zajisténi negativniho resekéniho okraje b&hem peroperacnich
konzultaci. Radiologim staci 1 — 2 mm lem zdravé tkané, ale zatim neni dostatek studii, které

by urCovaly piesnou §ifi tohoto lemu[54].

Vysledky retrospektivnich studii dosud nedokézaly vyznamné snizeni lokalni recidivy
U pacientll s invazivnim karcinomem prsu (po chirurgické a radiaéni terapii) pii zvySovani
Sitky resek¢nich okrajii v milimetrovych intervalech od 1 mm aZz 5 mm. Toto tvrzeni je
komplikované prokazat na zdkladé moznych komplikaci s odbérem vzorku, dale s technickym
omezenim spojenym s vyhodnocenim okrajli peroperacnich biopsii prsu a vzhledem k

distribuci nadoru[45].
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PRAKTICKA CAST

8 CILE PRACE
Cile prace:

1) Zmapovat dostupné histologické metody diagnostiky tumoru prsu, s podrobné&jsim
zaméeienim na peroperacni biopsie

2) Statistické zpracovani souboru diagnostickych dat pacientek, které podstoupily
chirurgickou 1é¢bu rakoviny prsu za téelem zjisténi vlivu peroperacniho vysetfeni na

terapii pacientek
Vyzkumné problémy:

1) Jsou diagnostické metody pouzivané pri peroperacnim vySetieni lézi prsu dostatecné
spolehlivé navzdory své rychlosti?
2) Ma peroperacni vySetieni lézi prsu i pres své limitace pozitivni vliv na terapii

pacientek?
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9 METODIKA

Preanalyticka, analyticka a postanalyticka faze laboratorniho vysetieni. Faze preanalyticka
zahrnuje odbér a transport vzorku, vlastni analytickd faze zpracovani vzorku laboratornimi
metodami. V postanalytické fazi probiha diagnostika Iékatem a zapsani vysledka
Z jednotlivych metod vysetieni do laboratorniho systému. Vysledky molekularné genetického
vysetieni jsou pracovnikim Siklova tstavu patologie FN Lochotin pfeddny ze smluvni
laboratofe Biopticka laboratot s.r.o. V pfiloze bakaldiské prace (ptiloha ¢.2 — €.13) jsou

uvedeny obrazky nadori a jejich priikaz histopatologickymi metodami.

9.1 Metoda peroperacni biopsie

vvvvv

roztokem a zabranit tak poni¢eni struktury. Velikost 1éze by méla byt vétsi nez 1 cm?®, aby se
zbyla ¢ast vzorku mohla rutinné zpracovat pro parafinovy blo¢ek a barveni HE, IHC. Lékar
nejprve vzorek zméfi, popiSe makroskopicky, vybere z1éze suspektni lozisko a ptikroji
material pro zpracovani metodou rychlé peroperacni biopsie a vZdy by m¢l zbyt material na

definitivni zpracovani ve formol — parafinovych blocich[30].

9.1.1 Postup vySetieni

Vzorek se zmrazi v kryostatu (Leica CM 1850, Leica CM1950), kde je ustdlena
nastavitelna teplota (—20 °C), aplikuje se chladici sprej ,,cryo spray* (tetrafluorethan), poté se
nakraji a prichyti $téteCkem na podlozni sklo, dale nasleduje barveni. Postupem je nejprve
fixace fezu v kyveté se 70% alkoholem (1 min), poté nasleduje oplach sklicka ve vodé, dale
obarveni bunéénych jader Harrisovym hematoxylinem (dodavan lékarnou) po dobu 1 min.
Nasleduje oplach sklicka ve vodé (2x), pokracuje se diferenciaci ve Scotové vodé (1 min) a
dochazi ke zmodrani tkanovych struktur. Dalsi v potadi je oplach skli¢ka ve vodé, kratké
obarveni v roztoku eosinu (cca 5 vtefin), oplach ve vodé¢ (2x) a odstranéni tak prebytecného
barviva, poté oplach v 96% alkoholu (3x), oplach v acetonu, v aceton—xylolu, xylol-acetonu,
oplach ve xylolu, a jako posledni uzavirani vzorku do solakrylu a vznik preparatu[30].
Preparat ihned zhodnoti patolog a vysledek se telefonuje na operacni sal. Délka zpracovani
vzorku by méla byt do cca 20 minut. Zbytek materidlu po peropera¢nim vySetfeni je fixovan

10% formolem a dale rutin€ zpracovan V parafinovém bloku[31, 32].
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9.1.2 Reagencie

Scottova voda, eosin, roztoky aceton — xylenu a Xylen — acetonu se pfipravuji
Vv laboratofi (roztoky aceton — xylenu a xylen — acetonu v poméru 60 % / 40 % az 70 % /
30 %). Scotova voda je pfipravovana jako vodny roztok hydrogenuhli¢itanu sodného (3,5 g
NaHCO3 + 500 ml H20), siranu hofe¢natého (20 g MgSO4 + 500 ml H20) a 40%
formaldehydu (1 ml HCHO). Barveni v roztoku eosinu se piipravuje z 10 g eosinu zlutavého,
5 g dichromanu draselného, 800 ml deionizované vody, 100 ml nasyceného roztoku kyseliny

pikrové a 100 ml 100% alkoholu[30].
9.2 Metoda barveni HE z parafinového bloku

9.2.1 Postup vySetieni, reagencie

Fixace tkané 10% formolem , nutna k zabranéni autolyze bunky, by optimalné méla
trvat 24 hodin. Vzorky jsou vloZeny V plastovych kazetach do autotechniky, kde dochazi
k odvodnéni tkané, ve zvySujicich se koncentracich vodnych roztokd etanolu — vzestupnd
etanolova rada (70 %, 80 %, 96 % a 100 %), aby se zamezilo pokracovani fixace. Nasleduje
oplach v acetonu, dale ve xylenu a prosyceni tkané dvéma laznémi parafinu. Nasledné se
zaliji vzorky na parafinové lince (Medite TES 99), pouzivaji se kovové vanic¢ky na jejiz dno
se orientuje tkan, zalije parafinem (BaWax) a nechad se zchladnout na chladici desce (PF—

100).

Shrnuti postupu:
I.  Odvodnéni tkdné vzestupnou etanolovou fadou
Il.  Prosyceni tkan€ intermédiem — projasnéni
I1l.  Prosyceni tkanového bloc¢ku ve 3 laznich parafinu

IV.  Vlastni zaliti tkan¢ do parafinu [31]

Krajeni zalitych parafinovych bloki je provadéno na sankovych mikrotomech (Leica
SM2010, HM 430), poté jsou fezy tenké 4 — 5 um polozeny do vytemperované vodni lazné
(LEICA HI 1210, 50 °C) s ptidanou zelatinou, kde dochazi k jejich rovnomérné napnuti
pomoci preparacnich jehel na sklicko polepené identifikacnim Stitkem. Poté se vloZi do
termostatu (TERMOSTAT BT 120), po ususSeni se odparafinuji v ldznich xylenu a sestupnou

etanolovou fadou se zavodni. Barveni a montovani je provddéno rucné nebo pomoci
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automatll. Preparaty jsou vlozeny do barviciho automatu (TST 44), nasledn¢ jsou vyjmuty a

vlozeny do automatu na montovani krycich skel (RCM 7000)[25, 30, 32].

Obecny postup barveni HE:
l. Odparafinovani preparatu
Il. Vlastni barveni
II. Odvodnéni, projasnéni

IV.  Montovani fezi[30, 31]

Postup ru¢niho barveni HE se sklada z odparafinovani preparatu psobenim xylenu a
sestupnou etanolovou radou (100% a 96% alkohol). Nasleduje oplachnuti v destilované vodé
a vlastni barveni nejdiive v lazni hematoxylu pfiblizné po dobu 5 minut. Poté se preparat
ptenese k tzv. diferencovani do kyselého alkoholu, slouzici k odbarveni nezddoucich struktur
zmodrani bunéénych jader. Na fadu pfichazi barveni v roztoku eosinu s diferencovanim
v 80% alkoholu. Poslednim krokem pted montovanim fezti pod kryci sklo je odvodnéni
V roztocich vzestupné etanolové fady (70 %, 80 %, 96 % a 100 %), a projasnéni v kyvetach
obsahujicich aceton, dale smés aceton — xylenu, xylen — acetonu a xylenu[30, 31].

9.2.2 Hodnoceni vySetieni

Z ptipraveného preparatu lze hodnotit v optickém mikroskopu obecné informace o
soucasném stavu tkan¢. Barvenim HE se jadra bunék barvi — Sedomodie, Cervené —
cytoplazma buné€k, kolagenni vazivo — rizové, svalstvo — Cervené a hyalinni chrupavka —

modie[31].
9.3 Metoda imunohistochemie

9.3.1 Postup vySetfeni

Vzorky uréené k imunohistochemii jsou formalinové fixovany, dale krajeny
Vv parafinovém bloku na sankovém mikrotomu (Leica SM2010R). Déle jsou vlozeny na
hladinu temperované destilované vodni 1azné¢ (Medax, 50 °C) a napindny na specialni
silanizované podlozni sklo, oznac¢ené evidenénim Stitkem. Néasleduje suSeni v termostatu pii
56 °C (12h — 24h), délka zalezi na mnozstvi tukové tkand. Obarvit vzorek Ize dnes na SUP

Lochotin pomoci automatu BenchMark ULTRA VENTENA, rué¢ni barveni se jiz neprovadi.
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Postup je ale stejny, pouze se do piistroje vlozi potiebné reagencie, ktery vSe automaticky
zpracuje sam. Nejprve jsou fezy deparafinizovany v xylenu a nasledné hydratovany v fadé
roztokl se sestupnou etanolovou fadou (96 %, 80 %, 70 %). Nasleduje oplach v destilované

vodé a poté aplikace imunochemie, postup je vyli¢en nasledovné.

Rezy jsou rozdéleny na zakladé doporudeni demaskovéni zablokovanych epitopt, tyto
informace jsou uvedeny v Datasheetu pro konkrétni protilatku. Preparat je oramovan specialni

perem, aby reagencie nestékaly ze sklicka.

Postup: Traveni a blokada endogenni peroxidazy, inkubace v neimunnim séru, poté
V primarni protilatce, dale nasleduje inkubace Vv sekundarni (spojovaci) protilatce, pokracuje
se vyvolanim pouzitim chromogenniho ¢inidla, nasledujicim krokem je kontrastovani a
dobarveni preparatd Gillovym hematoxylinem. Poté nasleduje odvodnéni ve vzestupné
etanolové tadé (70 %, 80 %, 96 % a 100 %) a projasnéni v kyvetach obsahujicich aceton,
aceton — xylen, xylen — aceton a xylen. Poslednim krokem je montovani fezl. (DataSheet —
Vendeta)[30, 31]. Nakrajené fezy mikrotomem se doporucuji lepit na sklicka pokryta poly—L—

lysinem, ktery podporuje adhezi a je odolny viéi proteazam[25].

9.3.2 Reagencie

o Nejcasteji pouZivané protilatky — estrogenni a progesteronové receptory, MIB-1

(prolifera¢ni aktivita), Her2, cytokeratiny, E—cadherin

Protilatky proti ER, PR jsou nakupovény laboratoii od spole¢nosti Ventana. Protilatka
MIB-1 pro stanoveni proliferaéniho markeru Ki—67 je vyuzivana od spole¢nosti DAKO,

cytokeratiny od firmy Roche. HercepTest od firmy DAKO.

K vysetieni sentinelové uzliny se pouziva protilatka CK7, tkdn€ pouzivané pro negativni a
pozitivni kontrolu jsou uvedeny v piibalovém letdku vyrobce. Demaskovani epitopit je
umoznéno pomoci proteolytickych enzymi. E—cadherin slouzi k rozliSeni lobuldrniho a

duktalniho karcinomu.

9.3.3 Hodnoceni vySetieni

Vysledky imunohistochemického vysetieni se v hodnoceni exprese ER a PR vyjadiuji
Vv procentech (souvisi s poctem pozitivnich bunék). V procentech byva udavan stejné tak i

prolifera¢ni index Ki67, kde patolog hodnoti proliferacni aktivitu nadorovych bunék
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k celkovému poctu hodnocenych bunék s aplikaci protilaitky MIB1. Pokud je v preparatu

ptitomen hledany antigen, vysledna pozitivita imunokomplext je hnédé zbarveni jader.

Hodnoceni exprese HER2 receptoru je v souvislosti s manualem HerceptTestu od firmy
Dako a doporucenimi spole¢nostmi ASCO a CAP (American Society of Clinical Oncology/
/College of American Pathologists guideline recommendations for human epidermal growth
factor receptor 2 testing in breast cancer). HER2 negativni karcinomy neexprimuji HER2
protein nebo je prokazan gen HER2/neu bez amplifikace (IHC skore 0; 1+). Karcinomy
s pozitivni expresi HER2 jsou hodnoceny stupném 2+ nebo 3+ a jsou vySetfovany metodou
FISH lokusové specifickou sondou na piipadny priukaz amplifikace genu HER2/neu
(HerceptTest, Dako).
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10 VYSLEDKY

V ramci této prace byla zpracovavana diagnostickd data na Siklové Gstavu patologie
Fakultni nemocnice Plzen na Lochotin¢ za kalendaini obdobi leden 2018 — prosinec 2018.
Zamgéstnanci SUP vysetiuji histologicky material i z externich klinik, ale tyto udaje ve své
praci nezohlednuji. Podle typu odbéru lze bioptické vzorky ¢lenit na primarné diagnostické
(z punk¢ni biopsie), peroperacni a definitivné diagnostické. Vysledky téchto dat jsou dale
V této praci porovnavany. Polet provedenych biopsii za rok 2018 na SUP Lochotin bylo
celkem 18 320, dale bylo objednanych 502 peropera¢nich biopsii a souhrn vSech provedenych
imunohistochemickych vySeteni ¢ini 28844. Parafinové bloc¢ky s biologickym materialem

jsou archivovéany ve FN Plzen prakticky nepfetrzité€ a sklicka s preparaty po dobu 10. let.

10.1 Peroperaéni biopsie SUP Lochotin

V nasledujicim grafu ¢.2 je uveden pomér zadosti jednotlivych oddéleni nemocnice o
peroperacni vySetfeni, kterych bylo objednéno celkem 502 za rok 2018. Peroperacni biopsie
jsem vyhledavala v eviden¢ni knize, kam jsou velmi peclivé zapisovany laboranty a dale
archivovany. Nejvice biopsii z jednotlivych oddéleni FN nemocnice zaslalo oddé€leni
chirurgie s poctem 274 a z celkového poctu 502 piijatych zadosti o peroperacni vySetieni
zaujima 55 %, dale 62 vzorkd (12 %) bylo zaslano ze stomatologie, poté z neurochirurgie 61
vzorkd (12 %), dermatologie 42 vzorku (8 %). Celkem 40 Zadosti o peroperaéni vySetieni
bylo piijato z gynekologického oddé€leni (8 %), 1.Interni klinika odeslala 14 vzorka (3 %) a
nejméné Casto prichazely vzorky z ortopedie celkem 9krat (2 %). Hodnoty zaslanych biopsii

jsou uvedeny v tabulce ¢.1

Peroperacnich biopsii celkem 502
CHIRURGIE 274
STOMATOLOGIE 62
NEUROCHIRURGIE 61
DERMATOLOGIE 42
GYNEKOLOGIE 40
11K 14
ORTOPEDIE 9

Tabuka ¢.1: Peropera¢ni biopsie SUP za rok 2018 (Zdroj: Autor)
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Pocet peroperacnich vySetieni v roce 2018

3% 2%

m CHIRURGIE

u STOMATOLOGIE
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GYNEKOLOGIE

m1IK

m ORTOPEDIE

8%

Graf ¢.2: Souhrn vysetienych peropera¢nich biopsii na SUP Lochotin v roce 2018 (Zdroj: Autor)

Z ptijatych 274 zadosti z chirurgického oddéleni o peroperacni konzultaci laboratof
obdrzela 178 vzorkd prsou a jejich sentinelovych uzlin, a z celkového poctu provedenych
peroperatnich vySetfeni za rok jsou na prvnim misté. Tedy z celkového poctu 502
peroperacnich biopsii tvofi v mém Setfeni pocet 178 biopsii prsu a sentinelovych uzlin celou
jednu c¢tvrtinu — tedy 26 % ze vSech objednanych peropera¢nich konzultaci za rok 2018.

Tabulka ¢.2 zobrazuje zastoupeni pfijatych tkani z chirurgického oddé€leni na peroperacni

konzultaci.
CHIRURGIE 274 vzorki

PRS A SU 178

OSTATNI TKANE 24

PLICE 23

OSTATNI SU 20

MEDIASTINUM 13

STITNA ZLAZA 9

JATRA 7

Tabulka ¢.2: Biopsie z chirurgického oddéleni za rok 2018 (Zdroj: Autor)

Dalsi v potadi ¢asto zasilané biopsie z chirurgie jsou v grafu ¢.3 zapsany jako ,,ostatni
tkané“ s poctem 24krat (nejcastéji tkan zluéniku, stfeva aj.), biopsie plic 23krat, poté 20

sentinelovych uzlin (jinych spadovych oblasti nez prsu). Biopsii mediastina bylo zasldno
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celkem 13 na peroperacni vySetieni, 9 bylo pfijato peroperacnich biopsii §titné Zlazy a

v
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Graf ¢.3: Porovnani poctu peropera¢nich vySetieni z chirurgického oddéleni (Zdroj: Autor)

10.2 Benigni a maligni nadory prsu

Z celkového poctu 178 objednanych peroperac¢nich biopsii prsu bylo v definitivni
diagnostice vyhodnoceno 29 piipadt jako benignich (16 %) a 149 malignich 1ézi bylo

diagnostikovano u 84 % pacientek, procentualni zastoupeni je znazornéno v grafu ¢.4.

Pocet benignich a malignich nadori prsu z
celkového poctu 178 pacientek

Graf ¢.4: Pocet benignich a malignich onemocnéni prsu (Zdroj: Autor)
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10.2.1 Benigni nadory prsu

V piipadé benignich nadort se diagnostikovaly nejéastéji intraduktalni papilomy (8x) a
fibroadenomy (7x), typicka a atypicka duktalni hyperplazie (prekancer6za) byla stanovena u 2
pacientek, adenodza s radidlni sklerozujici 1ézi (radialni jizvou) bez malignit téz u 2 pacientek,
fibrézni mastopatie byla diagnostikovana 5 pacientkam, regresivni zmény parenchymu byly
zaznamenany u 2 piipadi, 1 krat zaznamendny dilatované dukty s chronickym zanétem, 1 krat
vazivové dukty bez hyperplazie a Vvjediném piipadé¢ se jednalo o profylakticky vykon

mastektomii levého a pravého prsu, jelikoz byla pacientce diagnostikovana mutace BRCAL.

Benigni nadory prsu 29 pacientek

Intraduktalni papilom 8

Fibroadenom

Hyperplazie

Adendza a radialni sklerozujici 1éze

Fibrozni mastopatie

Regresivni zmény parenchymu

Profylakticky vykon

Dilatované dukty s chronickym zanétem

| R R N o N NN

Vazivové dukty bez hyperplazie

Tabulka ¢.3: Benigni nadory (Zdroj: autor)

10.2.2 Maligni nadory prsu

Mezi nejcastéji se vyskytujici karcinomy prsu patii invazivni duktalni karcinom
(IDC), a i v mém Setieni je na prvnim misté tabulky s poctem 120 piipadi. Invazivni duktalni
karcinomy zaujimaji 81 % ze 149 diagnostikovanych malignich nadorti. Prognézu v tomto
pfipad€ udava grade, velikost tumoru, postizeni lymfatickych uzlin a cév, pozitivita ER a
overexprese HER2. Druhym nejéastéjsim karcinomem je invazivni lobularni karcinom ILC
objevujici se celkem u 14 pacientek v mém pruzkumu malignich nadort ¢ini 9 %, ktery lze
prokazat imunohistochemicky pouzitim E—cadherinu (vysledek je E—cadherin negativni).
Mezi dalsi ¢asté malignity prsu patii DCIS diagnostikovany u 7 pacientek (5 %). Mezi ostatni
malignity v grafu ¢.5 patfi diagnozy: 3x mucindézni (koloidni) karcinom (2 %), 2x
enkapsulovany papilarni karcinom (1 %), 1x Pagettiv karcinom bradavky a DCIS, 1x zhoubny

novotvar bez urceni lokalizace a 1x se jednalo 0 smiseny fyloidni tumor (viz. tabulka ¢.4).
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Maligni nadory prsu 149 pacientek

IDC 120

ILC 14
DCIS 7
Mucinézni (koloidni) karcinom 3
Enkapsulovany papilarni karcinom 2
Pagetiv karcinom bradavky a 1

DCIS
Zhoubny novotvar bez urcent 1
lokalizace

Fyloidni tumor 1

Tabulka ¢.4: Maligni nadory prsu (Zdroj: Autor)

Maligni tumory prsu

= IDC
mILC
=DCIS
Ostatni malignity

Graf ¢.5: Maligni tumory prsu (Zdroj: Autor)

10.3 Porovnani primarné a definitivné diagnostickych dat

V této Casti prace porovnavam primarné diagnosticka data pacientek z punk¢ni biopsie
a vysledky z definitivni diagnozy. Méla jsem k dispozici primarné diagnosticka data pouze od
69 pacientek z celkového poétu 178, jelikoZz tyto zakroky mohou probihat i na jinych mensich
histologickych pracovistich a informace o punkéni biopsii jsou zasilany klinickému 1ékafi.
Shoda v presné typizaci nadoru jak v primarni punkéni biopsii, tak v definitivnim vySetieni
nastala v 55 (80 %) ptipadech, z toho vsak ve 12 piipadech bylo nalezeno v definitivé dalsi

nadorové lozisko, pfevazn¢ struktury DCIS u diagnostikovaného IDC.
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Punkce a definitivni vySetieni 69 pacienti

Shoda v typizaci nadoru 55 (80 %)
v definitivé odhalena invaze z DCIS 4 (6 %)
naDIC

rozdilné diagnézy 7 (10 %)

Suspektni loZisko odstranéno punkci 3 (4 %)

Tabulka ¢.5: Porovnani priméarné€ a definitivné diagnostickych dat (Zdroj: Autor)

Neptesnosti v diagndzach byly hodnoceny u 14 pacientek. Z tabulky ¢.5 vyplyva, Ze
byla odhalena nadorova invaze celkem u 4 pacienti z DCIS na IDC. U 7 pacienti se béhem
porovnavani primarniho a definitivni vySetieni zjistil rozdil v typizaci nadoru. Do polozky
rozdilné diagndzy v tabulce ¢.5 patii tyto neshodné nalezy: Punkce dg. ADH (prekanceréza) X
def.dg. benigni fibrozni mastopatie; punkce dg. 1éze nejasné etiologie X def.dg. intraduktalni
papilom; punkce dg. LIC x def.dg. IDC; punkce dg. ADH x v definitivé odhalena malignita
IDC, punkce dg. IP x v definitivé pouze dilatované dukty s chronickym zanétem, punkce dg.
IDC x def. dg. LIC, punkce dg. papilokarcinom x DCIS. Punkéni biopsii 1ze suspektni lozisko
i zcela odstranit, jak tomu bylo ve 3 piipadech DCIS.

10.4 Porovnani dat z peroperacnich a definitivnich vySetieni prsu

Ze 178 pacientek objednanych na peroperacni biopsii prsu, byla v jediném piipadée
peroperacni biopsie odloZena na definitivni vySetfeni, jednalo se o klinicky nehmatny nador
pod 7 mm, tkan se rozpadala a hrozilo poskozeni suspektniho nadoru. Shoda v diagnostice
peroperaniho a definitivniho vySetfeni se tykala 157 pacientd, nepfesnost peroperacniho
vySetfeni byla zaznamenana u 17 pacientek a u dalSich 3 pacientek bylo peroperacni vySetfeni
hodnoceno jako faleSn€¢ negativni. Shoda 157 piipadl v typizaci naddoru a piipadném
upfesnéni jejiho typu zaujimd 89 %, nepifesnost peroperacniho vysetieni 9 % a faleSné
negativni peroperacni biopsie €ini 2 % z celkového porovnani peroperani a definitivni

vySetfeni viz. graf ¢.6.
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Porovnani peroperac¢niho a definitivni
vySetieni

nepiesnost peroperaéni biopsie
fale$né negativni peroperacni biopsie

Shoda diagnoz

2%
9%

89%

Graf ¢.6: Porovnani diagnoz peropera¢niho a definitivniho vySetieni (Zdroj: Autor)

Ve shodné diagnostikovanych 157 biopsii k pfesné typizaci nadoru doslo u 141
pacientek, nutné upifesnéni typu nadoru v definitivé bylo pozadovano u 16 biopsii.
V definitivé se neménila diagnoza, ale pouze upiesnila. Nejcastéji se jednalo o invazivni
duktdlni karcinom 6x IDC, 3x ILC, 1x zhoubny novotvar bez urCeni lokalizace, 1x
intraduktalni papilom, 2 krat byla peropera¢né 1éze hodnocena jako cystickd papilarni 1éze
nejasné biologické povahy a v definitivé hodnocena jako enkapsulovany papilarni karcinom,
2x byla diagnostikovana prekanceréza (hyperplazie) a v jednom piipadé se jednalo o celularni

fibroadenom (tabulka ¢.6).

Celkem pacienti 178

SOUHLAS v peropera¢nim a definitivnim vySeti‘eni 157
NEPRESNOST peroperaéni vySetieni / definitiva 17
FALESNE NEGATIVNI peroperaéni vysledek 3
Odmitnuti peropera¢ni biopsie 1

Tabulka ¢€.6: Porovnani peroperacnich a definitivnich vysetfeni (Zdroj: Autor)

Bylo nalezeno 17 nepresnosti peroperacniho vysetfeni v porovnavani s definitivni

diagnézou, prevazné se jednalo o odhaleni dalSich naddorovych lozisek v definitivé tomu tak
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bylo u 9 biopsii (popsano lozisko DCIS v rdmci nadoru IDC 2x, Ix objeveno lozisko
intraduktalniho papilomu v okoli IDC, 5x objevena loziska DCIS v okoli peroperacné
diagnostikovaného IDC, 1x lozisko hyperplazie — prekancerdzy v okoli intraduktalniho
papilomu), odhaleni invazivity duktalniho karcinomu (3x IDC) po prokrajeni jiz prokazané
maligni naddorové tkan¢ DCIS. Peroperacné byla hlasena u 3 pacientek tkan jako benigni a
Vv definitivé po zpracovani celé biopsie odhalena malignita (2x DCIS, 1x IDC). Jedenkrat bylo
invazivni lozisko karcinomu peroperacné zcela vykrajeno a v definitivé zastizen pouze DCIS.
Dalsi nepfesnost v typizaci nadoru u pacientky peroperacné hodnocené jako 2 loziska IDC,
V definitivé po druhém c¢teni hodnoceno jako LIC (pfi prvnim ¢teni smiSeny dukto—lobularni

karcinom).

Falesné negativni vysledek peroperacniho vysetieni lze zhodnotit u 3 ptipadt ze 177
hodnocenych peroperacnich biopsii, kde nebyla peroperaéné prokadzana nadorova tkan, ale az
v definitivnim hodnoceni byla detekovana imunohistochemii ojedinéla struktura nadorovych
bunc¢k IDC. Jednalo se o recidivu prokdzanou z punkéni biopsie, u dal§i pacientky byla
provedena excize DCIS s nekrézou, nasledovalo zaslani rezistence na peroperacni vysetieni a
u treti pacientky byl hodnocen peroperacné lem tkané kolem karcinomu bez nadorovych

struktur viz tabulka &.7.

Porovnani
peroperacniho a
vék Klinicka Peroperacni Definitivni definitivniho
pacienta diagnoza biopsie vySetieni vySetieni
IDC ojedinéla
nadorova tkan skupina nadorovych
neprokazana, pouze | | bb. (e-CATHERIN FALESNE
1. biopsie 33 recidiva IDC vyznamna elastoza A CK OSCAR) NEGATIVNI
IDC ojedinéla
struktura (mensi nez
vySetieni rezistence, 1mm,3
bez nadorovych myoepiteliarni FALESNE
2. biopsie | 60 DCIS struktur marker) NEGATIVNI
lamela kolem
tumoru bez IDC ojedinél4 FALESNE
3. biopsie | 57 DCIS nadorovych struktur struktura NEGATIVNI

Tabulka ¢.7: Fale$n¢ negativni peropera¢ni biopsie (Zdroj: Autor)
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U 7 % pacientek, kterym byl v peropera¢ni biopsii prokazan dosah nadorovych bunék
do resekéniho okraje. Peroperacni vysSetieni tak bylo uzite¢né k rozsifeni chirurgického

zakroku operace prsu. Ze 177 biopsii prsu se jednalo o 13 pacientek (Graf ¢.7).

Peroperacni biopsie a hodnoceni
resekénich okraji 1ézi prsu

® dosah nadorovych bunék do resekéniho okraje

Graf ¢.7: Peropera¢ni biopsie a hodnoceni resek¢nich okraju (Zdroj: Autor)

10.5 Zhodnoceni sentinelovych uzlin

Dilezitym prognostickym faktorem je zjisténi pacientova stavu sentinelovych
lymfatickych uzlin, coz ndm nasledné vypovida o situaci uzlin regionalnich. Pozitivni SU
z peroperacni biopsie vede ihned k exenteraci axilarniho tuku, negativni SU znamena pouze,
Zze je nutné Cekat na vysledek definitivniho vySetfeni a piipadnou exenteraci provést

dodatecné.

Vysetreni SU peroperacné a zaroven v definitivni biopsii

Sentinelové uzliny byly peroperacné a zaroven v definitivnim vySetfeni hodnoceny u
15 pacientek a u jedné tfetiny byly identifikovany metastazy. Jednalo se o 5 piipada
detekovanych metastaz invazivniho duktalniho karcinomu. Mezi peroperacnim a definitivnim
vySetieni SU jsem nalezla 1 neptesnost. U pacientky byla zastizena peroperacné v 1 ze 3
uzlin subkapsularni metastaza, ale az po prokrajeni a pouziti imunohistochemie (CK AE1-3)

byla odhalena metastaza i v uzlin¢ druhé.
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Vysetieni SU pouze v definitivni biopsii

Také bylo zjisténo, u kolika pacientek byly sentinelové uzliny zaslany a zkoumany
pouze v definitive, bylo tomu tak u 102 pacientek. Celkem bylo identifikovano 24 pacientek s
metastazami. Metastazy byly detekovany u 25% pacientek se zaslanymi SU na definitivni
vySetieni. Z toho byly 4 metastazy enkapsulované, 4 mikrometastazy a jeden shluk bunék
subkapsularn¢ tvofici totoznou tkan primarniho karcinomu. Jednalo se pfevazné o metastazy
téze typu, jako je primarni naddoru Az na jednu vyjimku, ve které byl histologicky
diagnostikovan duktalni invazivni karcinom, ale vuzliné byla detekovana metastaza
dlazdicového karcinomu, to nejspiSe souvisi s jinym karcinomem lécenym pied 2lety, patolog
navrhuje podrobnou klinickou korelaci. (23x metastaza IDC, 1x metastaza LIC, 1x metastaza

dlazdicového karcinomu).

Celkove zhodnoceni pozitivnich SU

Pocet nalezenich metastdz v SU u rtiznych vékovych kategorii pfedstavuje graf ¢.7.
Vysetiilo se celkem 117 pacientli protokolem pro sentinelovou lymfatickou uzlinu, u 29
pacientek byla prokazana metastaza. Metastatické poskozeni se tyka 25 % pacientek
s vySetfenymi uzlinami. Nejstar§i pacientce bylo 78 let a nejmladsi 30 let. Nejvice metastaz

bylo zachyceno u pacientek, ve véku 60 a vice let.

Jedna metastaza byla diagnostikovana pacientce narozené r. 1940, 7 pozitivnich SU
bylo nalezeno pacientkam ve vékové kategorii 1941-1950, 11 pozitivnich SU v kategorii
1951-1960, v kategorii 1961-1970 identifikovano 6 pozitivnich SU, 4 pozitivni SU

v kategorii 1971-1980 a jedna metastaza odhalena u pacientky narozené r.1988.
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11 DISKUSE

V ramci této bakalaiské prace jsem zpracovala diagnosticka data pacientek z Siklova
ustavu patologie Fakultni nemocnice Plzen. Jednalo se o vysledky z vySetfeni uskute¢néné v

kalendainim roce leden — prosinec 2018.
V ramci mé bakalarské prace jsem stanovila 2 cile:

1) Zmapovat dostupné histologické metody diagnostiky tumoru prsu, s podrobnéjsim
zaméienim na peroperacni biopsie

2) Statistické zpracovani souboru diagnostickych dat pacientek, které podstoupily
chirurgickou 1é¢bu rakoviny prsu za tcelem zjisténi vlivu peropera¢niho vysetieni na

terapii pacientek
Dale byly v ramci prace stanoveny dva vyzkumné problémy:

1) Jsou diagnostické metody pouzivané pri peroperacnim vySetreni lézi prsu dostatecné

spolehlivé navzdory své rychlosti?

V mé praci byla z celkového poctu 177 peroperaéné hodnocenych 1ézi prsu v roce 2018 ve
FN v Plzni diagnosticka shoda s definitivnim vySetfenim V typizaci nadoru potvrzena u 157
pacientek, coz ¢ini 89 %. Pro porovnani, S. Kale udava shodu peroperacni a definitivni
diagnozy 88 % [48]. Vzhledem k vyraznym limitacim peropera¢nich biopsii u prsu byla
ptitomna i vysokd nepiesnost mezi peroperacni diagnézou a definitivni diagnézou a to u 9 %
pacientek. Fale$né negativni peroperac¢ni biopsie pak zaujimala v celém souboru 2 %.
Senzitivita detekce nadorovych buné¢k (bez urceni konkrétniho typu nadoru) pomoci vysetieni

zmrzlych fezi Cinila tedy 98 %. Literatura udava hodnoty 96 %[48] a 99 — 99,5 %[38].

Spolehlivost peroperacniho vysetfeni je tedy relativné vysokd, nicméné nedosahuje
spolehlivosti histopatologického definitivniho vySetfeni. Limitace peroperacnich vySetfeni
jsou zpusobeny zejména nedostatkem Casu a artefakty ze zpracovani vzorku. Tukova tkan
patii obecné mezi Spatné zpracovatelné tkdné¢ a rychlym zmrazenim dochazi k jejimu
poskozeni a naslednému ztiZeni ¢i znemoznéni diagnostického procesu. Kratsi diagnosticky
¢as u peroperacnich metod oproti definitivnimu vySetieni je tedy vynahrazen zhorSenou

diagnostickou spolehlivosti. Prvni vyzkumny problém byl potvrzen.
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2) Ma peroperacni vySetieni lézi prsu i pres své limitace pozitivni vliv na terapii

pacientek?

Soucasné metody peroperac¢niho vySetfeni jsou obecné rychlé a dostateéné spolehlivé, coz
Z nich ¢ini pohodlny néstroj pro operujiciho chirurga. Jejich prakti¢nost vSak muze vést jak ke
zbyteénému naduzivani téchto metod, tak k vkladani nepfiméfené duvéry v tyto metody.
Zejména prilisné spoléhani se na diagnozu ziskanou rychlou peroperacni technikou, obzvlaste

z adipozni tkané prsu, mize privodit chybna rozhodnuti v pribéhu chirurgického zakroku.

Peropera¢ni biopsie také nevedou ke zpresnéni diagnostiky typu karcinomu, jelikoz
diagnéza je pied operaci vétSinou zndma zradiologického vySetfeni a histologicky
ovéiené punkéni biopsie. Zmrazené fezy z peroperacnich biopsii jsou vSak velmi cenné pii
hodnoceni podezielych resekénich okraji a mohou vyznamné snizit vyskyt recidivy a pocet
naslednych operaci, coz ma zasadni vliv na mortalitu pacientek i na kosmeticky vysledek

operace[55].

Napiiklad S. J. Schnitt a M. Morrow[45] zjistili, ze provedeni peroperacni biopsie
zmrazenych fezl pii konzervativni operaci prsu je Spojeno s podstatnym snizenim reexcizi
(tzn. naslednych operaci). U témét poloviny vSech pacientti (49 %), kteti neméli objednané
vySetfeni zmrzlych fezli resekénich okrajii pfi ivodni lumpektomii, byla provedena v ur¢itém
Case reexcize, ve srovnani s pouze 15 % pacientl u kterych toto hodnoceni bylo peroperacné

provedeno.

V mé praci byl z peroperacné hodnocenych 177 biopsii prsu prokazan u 13 pacientek
dosah nadorovych bunék do resekénich okrajii a bylo tak nutné rozsitit chirurgicky vykon.
Z celkového poctu peroperacnich vysetfeni se jedna o 7 %. Je pravdépodobné, ze pacientky
byly diky této diagnostice uSetfeny dals$i pfipadné operace. Za ptedpokladu, ze vSem 13
pacientkam byla uSetiena dalsi operace, je teoreticky ,,pocet nutny k 1é€bé“ (number needed

to treat, NNT) pro prevenci reexcize 13,6.

Hlavni negativni dopad peroperac¢niho vySetieni na terapii pacientek je poskytnuti falesné
negativnich vysledkd, jejichz vyskyt byl v mnou zpracovaném souboru 2 %. Literatura uvadi,
ze procento faleSné negativnich diagnoz se pohybuje od 0,5 % do 4,0 %[38, 48]. Obecné vsak

faleSn¢ negativni vysledek peroperacni biopsie by nem¢l mit vazny vliv na vysledek operace,
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pokud si je operujici chirurg védom limitaci, které tyto metody nesou. Dilezita je az

definitivni diagnoza s ptipadnym vyuzitim imunohistochemie.

Naopak hlavni pozitivni vliv peropera¢niho vySetieni v hodnoceni resek¢nich okraji je
prevence dalSich operaci, jehoz mira se ale bohuzel neda z analyzovanych dat urcit, jelikoz
nebyla k dispozici data s poétem piipadnych recidiv. Hodnoceni peroperacni biopsie jiz
prokazané¢ho nddoru nema prakticky vliv na terapii pacientek. Druhy vyzkumny problém byl

alesponi ¢astecné potvrzen.

o1



12ZAVER

Cilem bakalaiské prace bylo zmapovat moderni dostupné histopatologické diagnostiky
tumoru prsu se zaméfenim na peroperacni konzultace a pfiblizit jejich aplikovani v praxi.
Metody spadajici do této diagnostiky jsou barveni HE, vySetfeni peroperacnich biopsii a IHC,

molekularni genetika s vyjimkou vyseteni Her2, je zatim vyuZzivana spise vyzkumng.

Béhem porovnavani peroperacnich a definitivné diagnostickych dat u 177 biopsii byla
nalezena shoda v 89 %, bylo odhaleno 11 nepifesnosti a 3 faleSné¢ negativni vysledky
peroperacné, z divodu limitace peropera¢niho vySetfeni. Jednalo se o ojedinélou strukturu
nadorovych bunck, které lze zastihnout az po dukladném prokrajeni celého vzorku

Vv definitivnim vySetfeni.

U vétSiny pacientek byly zaslany lymfatické uzliny na definitivni vySetfeni. V porovnani
peroperacni a definitivni vySetfeni SU u 15pacientek byla odhalena jedna nepfesnost
peroperacni diagnostiky pfi zachyceni mikrometastazy. Detekce mikrometastaz je ve vétSing

ptipadt po prokrajeni celé uzliny a za pouziti imunohistochemie v definitivnim vySetieni.

Peroperacni diagnostika je téz uzite¢na v hodnoceni resekénich okrajii a u 7 % ptipada
pacientek byl rozSifen chirurgicky zakrok. Aby bylo mozné hodnotit pfinos peroperacni
biopsie, bylo by nutné mit k dispozici dal$i analyzovana data pacientek tykajici se moznych

recidiv ¢i reexcizi.

Automatizace a souCasna modernizace prace v laboratofich umoznuje denné zpracovat a
zhodnotit zpravidla vice vzorkl nez pfi ruénim zpracovani materialu v minulosti. S vyuZzitim
dalSich diagnostickych metod umoZnuji histopatologické diagnostiky vybrat vyhovujici

chirurgickou a onkologickou 1é€bu zamétenou na zvyseni kvality Zivota pacientli.
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

Zkratka Vyznam

Ab protilatka (antibody)

ADH, ALH atypicka duktalni / lobularni hyperplazie

Ag antigen

APAAP alkalicka fosfataza—anti—alkalicka fosfataza

BRCA1 gen BRCAL (breast cancer 1)

BRCA2 gen BRCA2 (breast cancer 2)

CK cytokeratiny

CT pocitacova tomografie (computed tomography)

DCIS, LCIS duktalni / lobularni karcinom in situ (ductal/lobular carcinoma in situ)
dg. diagnoza

DNA deoxyribonukleova kyselina (deoxyribonucleic acid)

EGFR receptor pro lidsky epidermalni ristovy faktor ErbB—1 ¢ili HERI1

(epidermal growth factor receptor)

ER estrogenovy receptor

FISH fluorescenéni in situ hybridizace

FN Fakultni nemocnice

FNAB biopsie tenkou jehlou (fine—needle aspiration biopsy)

HE Hematoxylin — eosin

HER2/neu receptor pro lidsky epidermalni ristovy faktor 2 ¢ili ErbB—2 (human

epidermal growth factor receptor 2)

Ig imunoglobulin

IDC/ILC invazivni duktalni/lobularni karcinom
IHC imunohistochemie

Ki67(MIB1) antigen Ki67, nuklearni protein

myc myelocytomatosis viral oncogene

p53 protein p53

PAP peroxidaza—anti—peroxidazovy komplex




PET

pozitronova emisni tomografie (positron emission tomography)

PP pracovni postup

PR progesteronovy receptor

ras rat sarcoma oncogene

SuU sentinelova uzlina

SOPV Standardni operacni postup vysetrovaci

SUP Siklav astav patologie

TNM klasifikace nadori podle tumoru, uzlin a metastaz (tumor, nodi,
metastasis)

UzIs CR Ustav zdravotnickych informaci a statistiky Ceské republiky

pum

mikrometr
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PRILOHY

Ptiloha 1: Povoleni sbéru informaci ve Fakultni nemocnici Plzen

FAKULTNI NEMOCNICE PLZEN
Utvar naméstka pro oletfovatelskou pédi
Edonre Dorede 1) mﬂ’bﬂ.m

M A0, 204 08 Mleed - L

R e DOOORRON Wl 177 800 1V 0P A

VéZend pani

Radka Opavova

Studentka oboru Zdravotni laborant

Fakulta zdravotnickych studii, Katedra teoretickych oboni
Zapadodeska univerzita v Plzni

Povoleni sbéru informaci ve FN Plzen

Na zékladé Vaii Zdosti Vém jménem Utvaru néméstkyné pro oetfovatelskou pédi FN Plzed udéluji
souhlas se sbérem a zpracovénim snonymizovsnych dat z vysledk( lsboratornich vySetfeni,
pouZivanych v Siklové dstavu patologie (SUP) EN Plzer. Tento souhlas je vydévén, pii spinéni nife
uvedenych podminek. v souvislosti s vypracovéni Vasi bakaléfské préce s ndzvem  Modemi
histologicks diagnostika tumoni preu vyuiiti peroperaénich biopsii, imunohistochemie & molekuldmi
genetiky a jejich viiv na terapii pacientek”

Podminky, za kterych Vam bude umoZnéna realizace Vaieho Setfeni ve FN Pizen:

. Vrehni zdravotni laborantka SUP souhlasi s Vadim postupem.

. Osobné povedete svoje Setfeni,

. Vage Zetfeni nenarusi chod ptaeowiti ve smyslu provozniho zsjisténi dle platnych smémic
FN Plzen, gmmn_y_gn_m a dodriovim Hygnmekého pl‘nu FN Plzen. Vade Jetreni

A SUATAAAL Ul e =L ey |. 08 M ~ e NSO
Wo zdravohwh sluzbécl apodml' chjcjiehposkytovﬁa’, v platném
znéni.

. Udaje ze zdravotnické dokumentace pacientl, které budou uvedeny ve Vadi bakaldfské praci,
musi byt anonymizovény.

. Sbér informaci budete provddét pod pfimym vedenim opriavnéného zdravotnického
pracovnika, kterym je pan MUDr. Robert Sluneéko, Iékar SUP FN Plzer.

Po zpracovéni Vémi zjisténych Udajl poskytnete zdravotnickému oddéleni ! klinice & organizaénimu
celku FN Pizeri zavéry Vadeho Setfeni, pokud o né pronvt oprévnény pracovnik ZOK / OC zéjem a
budete se aktivné podilet na pfipadné prezentsci vysledkl Vaseho Setfeni na vzdéldvacich skeich
pofédanych FN Plzed

Toto povoleni nezaklddd povinnost zdravotnickych puoovm’ku s Vami spolupracovat, pokud by
spolupréce s Vémi narusovala pinéni pracovnich povinnosti zaméstnancd. Spoluprice zaméstnancu
FN Plzef na Vasem Setfen( je dobrovolna

Preji Vam hodné (spéchi pfi studiu.

Mgr. Be. Svétiude Chabrowd
manaferka pro vaddiwdm o wuka NELZP
rostupkynd ndmésthyné pvo of. péd)

tvar mdmdsthynd pro of. pddd FN Pled
tel. 377 103 204, 377 402 207

e-mail: chobrovas@frpisen cz

26.2. 2019



Ptiloha 2: Duktalni karcinom — Barveni Hematoxylin eosin (20x)

Zdroj: Autor

Pfiloha 3: Duktalni karcinom — Barveni Hematoxylin eosin (200x)

Zdroj: Autor



Ptiloha 4: Duktalni karcinom — Barveni Hematoxylin eosin (20x)

Zdroj: Autor

Ptiloha 5: Duktalni karcinom — Barveni Hematoxylin eosin (200x)

Zdroj: Autor



Ptiloha 6: DIC, E—cadherin pozitivni reakce (20x)

Zdroj: Autor

Ptiloha 7: DCIS, ER pozitivni reakce (100x)

Zdroj: Autor



Ptiloha 8: DCIS, PR pozitivni reakce (10x)
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Zdroj: Autor

Ptiloha 9: Her 3+ pozitivni reakce (400x)

Zdroj: Autor



Ptiloha 10: Lobularni karcinom — Barveni Hematoxylin eosin (20x)

Zdroj: Autor

Ptiloha 11: Lobularni karcinom — Barveni Hematoxylin eosin (200x)

Zdroj: Autor



Ptiloha 12: Lobularni karcinom — Barveni Hematoxylin eosin (10x)

Zdroj: Autor

Ptiloha 13: Lobularni karcinom, PR — negativni reakce (20x)
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Zdroj: Autor



