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Vyuziti IHC markeru p16 u HPV lézi déloZniho ¢ipku
Abstrakt

HPV je jednou z nejbéznéjsich pohlavné prenosnych chorob. VétSinou se Sifi
pohlavni cestou, méné cCastéji oraln¢, kontaminovanymi prsty nebo loznim pradlem.
Dale se miize prenaSet z matky na plod pfi porodu nebo transplacentarné. Prevazné se
vyskytuje u mladych zen ve vékovém rozmezi 20 az 25 let a béhem zivota se s nim
setkd asi 80 % sexudlné aktivnich jedinct. Lidsky papilomavirus je infekéni agens,
u kterého se prokdzala souvislost se specifickym typem lidského nadorového
onemocnéni a vyskytuje se u 99,7 % vsech nadord délozniho ¢ipku. Doposud byla
prokazana existence vice nez sta kmenu papilomavirti, ty mtizeme rozdélit na skupinu
s nizkym rizikem (lowrisk) a na skupinu srizikem vysokym (highrisk). Jednou
z nejlepsich moznych prevenci, jak snizit riziko onemocnéni, je udrzovat sexuélni vztah
pouze s jednim partnerem. OvSem i partner mize byt nosicem infekce, aniz by se u ngj
vyvinuly pfiznaky. Preventivni opatfeni také predstavuji pravidelna gynekologicka
vySetfeni. Vyskyt rakoviny de€lozniho ¢ipku vyrazné poklesl v mnoha rozvinutych
zemich predevsim v dusledku cytologickych screeningovych programi. Onemocnéni je
tak moZno zachytit jiZz v ranych stadiich, kdy jsou moznosti usp&$né 1écby znatelné
vys§i. V 1é¢bé karcinomu cervixu se pouzivaji tfi standardni postupy — chirurgie,
radioterapie a chemoterapie.

V praktické ¢asti porovnavam pozitivitu markeru p16 u jednotlivych histologickych
skupin pomoci svételného mikroskopu NIKON Eclipse E400. Uzivani imunologicky
barvené tkané na p16 zlepSuje celkovou diagnostickou piesnost. Za rok 2016 a 2017
bylo na Odd¢leni patologie v Nemocnici Pisek a.s. takto vySetieno 173 vzorku. Ty jsme
rozdelili podle stupné zavaznosti na 34 low-grade 1ézi a 139 vysoko rizikovych 16zi.18
lowrisk 1ézi a 130 high-grade 1ézi vykazovalo pozitivitu p16. VySetieni zbylych skli¢ek

vyslo negativné.
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The use of IHC marker p16 in HPV lesions of the cervix

Abstract

HPV is one of the most common sexually transmitted diseases. It mostly spreads
by sexual way, less often orally, by contaminated fingers or by beddings. Another ways
of transmission are from the mother to the fetus at birth or transplacentarly. It usually
occurs in young women aged 20 to 25 years and approximately 80% of sexually active
individuals have experience with it during their life. Human papillomavirus is an
infectious agent associated with a specific type of human cancer and it occurs in 99,7 %
of all cervical cancers. More than one hundred papillomaviruses have been identified so
far, we can divided them into the lowrisk and the highrisk groups. One of the best
possible ways to reduce the risk of a disease is to keep a sexual relationship with only
one partner. But the partner can also be carrier of the infection without revealing any
symptoms. Preventive measures also include regular gynecologycal examinations. The
incidence of cervical cancer has significantly decreased in many developed countries,
mainly due to cytological screening programmes. The disease could be detected in the
early stages, when the possibilities of successful treatment are noticeably higher. There
are three standard procedures in the treatment of cervical cancer - surgery, radiotherapy
and chemotherapy.

In the practical part, | compare the positivity of the p16 marker between each
histological groups by using light microscope NIKON Eclipse E400. The use of pl6
immunohistochmically stained tissue improves total diagnostic accuracy. In this way
173 samples were examined at the Departement of Pathology Nemocnice Pisek a.s.
during years 2016 and 2017. We divided them, according to stage of severity, into 34
low-grade lesions and 139 highrisk lesions. 18 of the lowrisk lesions and 130 high-

grade lesions expressed pl16 positivity. Staining of remaining slides was negative.
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Uvod

Lidsky papilomavirus se fadi mezi sexualné ptenosné choroby, jejichz ptivodci jsou
viry. Dnes se pokladd u vice nez 90 % mladych Zen za ptechodny. To znamena, ze se
télo zbavi viru do péti let bez jakychkoliv piiznakti nebo poskozeni. Papilomaviry
muzeme rozdélit na nizkorizikové viry, které zptisobuji bradavice (kondylomy), rostou
neomezeng, jsou velmi nakazlivé, ale nejsou nebezpecné a na vysokorizikové viry, ty
jsou spojovany s rakovinou délozniho ¢ipku. AvSak pro vznik karcinomu je nutné
spoluptisobeni dalSich kofaktort — koufeni tabdku, poruchy imunity, promiskuita,
dlouhodobé uzivani hormondlni antikoncepce a nékteré dalsi. HPV 16 a 18 jsou nejvice
onkogennimi podtypy, které jsou prokazatelné ptiblizn¢ u 70 % karcinomi cervixu.
Vakcinace, zejména v dob¢ pied za¢atkem pohlavniho zivota miize poskytovat ochranu
Ze v soucasnosti rozpozndvame vice nez 20 typl onkogennich viri, nemuseji byt ani
vakeiny 100% ochranou. V CR je podle poslednich tdaji jednorazové proockovano
62 % divek. Nejlepsi moznou prevenci je na jednu stranu omezit sexualni partnery a na
druhou pravidelné navstévovat gynekologa. Rana stadia onemocnéni se totiz vétSinou
rozpoznaji praveé pii preventivni prohlidce a nakazené bunky lze snadno odstranit
ambulantnim zékrokem. Ty se bohuzel v nasi republice diagnostikuji jen v 50 %
piipadd. Cim pozdgji se nemoc odhali, tim je zakrok rozsahlejsi a pro Zenu psychicky
16 000 zen. Pocatecni stadia jsou Casto bez viditelnych symptomu, kdezto mezi znamky
jiz pokrocilého onemocnéni patii vodnaty az krvavy vytok, krvaceni, ke kterému muze
dojit mimo menstrua¢ni cyklus nebo po menopauze, krvaceni po pohlavnim styku, krev
v moc¢i, paleni pfi moceni, bolest v podbfisku nebo nepravidelna menstruace. Mezi
nejcastéj$i cervikalni nadory patii maligni epitelové nadory, ty se z histologického
hlediska déli na spinocelularni (vychéazejici z dlazdicovych epitelidlnich bunck)
tvoricich 80-90 % vsech zhoubnych 1ézi a na adenokarcinomy (odvozené ze zlazovych
bun¢k délozniho kanalu), které se vyskytuji v 10-15 %. Jiné zhoubné novotvary
délozniho hrdla se vyskytuji jen zcela vzacné.

V soudasné dobé Zije s nadorem délozniho &ipku v Ceské republice asi 18 000 Zen,
pficemz ro¢né nové onemocni okolo tisice dalSich a kazdym rokem zhruba 350 Zzen
S touto diagnézou umird. Celosvétové je karcinom cervixu tietim nejcastéjSim

nadorovym onemocnénim u zen a Ctvrtou nejcastéjsi pricinou Umrti na nadorova
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onemocnéni vibec. Souhrnné se mira vyléceni u vSech stadii karcinomu délozniho
¢ipku odhaduje asi na 50 %. V rozvojovych zemich, kde neexistuje screeningovy
program, ktery by poskytl v€asné rozpoznani prekancer6z nebo casnych stadii
karcinomu, dochazi az u 85 % piipadt k umrti s nim spojenym. Oproti zemim (Finsko,
Nizozemsko, ...), kde dochazi dlouhodobé k organizovanému screeningu cervikalnich
prekancerdz, je incidence v Ceské republice nékolikanasobné vyssi.

Toto téma bakalaiské prace jsem si zvolila, protoze nddorova onemocnéni jsou
stale celosvétovym problémem, i piesto, Ze technika a véda Sla a stale jde kuptedu.

Praktickou c¢ast bakalaiské prace jsem zpracovavala na Oddéleni patologie
Nemocnice Pisek, a.s pod odbornym vedenim MUDr. Jindficha Branzovského, Ph.D.
Spoleéné jsme si vytyc€ili 2 cile prace. Porovnat pozitivitu markeru p16 u jednotlivych
histologickych skupin cervikéalnich neoplazii a potvrdit znatelné nizsi vyskyt pozitivity
markeru p16 u low-grade 1ézi oproti high-grade 1ézim, coz jsme provadéli za pomoci
svételné mikroskopie.

Je popsano mnoho studii, které dokladaji, Ze exprese proteinu pl6 byla
z imunohistochemického hlediska pozorovana ve velmi vysokém poctu piipada
cervikalnich dysplazii (napf. 30-60 % 1ézi CIN 1, 80-100 % 1ézi CIN Il
a téméf vSechny léze CIN III). UZivani imunologicky barvené tkané na pl6 zlepsilo
celkovou diagnostickou pfesnost. Interpretace cervikalnich fezii by se méla provadét ve
spojeni s fezy ptipravenymi ze stejného vzorku tkané nabarvenymi hematoxylinem
eozinem. Toto imunohistochemické vySetfeni se da pokladat za tzv. pomocné, nebot’
stanovuje vyslednou diagnézu na zakladé predbézné diagndzy, zjisténé z jiz predem

vyhotovenych preparati.



1 Teoreticka ¢ast

1.1 Délozni Cipek

Vnitii pohlavni organy Zeny jsou uloZzeny v malé panvi a rozdéluji se na vajecniky,
vejcovody, délohu a pochvu. Vajecniky jsou parovy organ produkujici zenské pohlavni
hormony (estrogeny a gestageny) a soucasné také Zenské pohlavni bunky - vaji¢ka
(oocyty). Vejcovody jsou trubicovitym parovym ogranem, které vystupuji v déloznich
rozich a kon¢i fimbriemi u ovarii. Jejich funkci je transport oocytu ¢i oplozeného
plodového vejce do d¢lohy. De¢loha je duty svalovy organ hruskovitého tvaru.
Anatomicky se déli na télo (corpus), kréek (isthmus) a ¢ipek (cervix). Vrstvy délozni
stény se oznacuji endometrium, myometrium a perimetrium (seroza). D¢loha je
nejdilezitéjSim organem pro téhotenstvi, zde se plodové vejce zanoii do endometridlni
vrstvy. kde poté probihd vyvoj embrya a nasledné plodu. Zmény d€lozni sliznice v
rdmci menstruacniho cyklu ¢i v pribéhu téhotenstvi ptesahuji rdmec této prace.
Déloznim c¢ipkem (cervixem) se oznacuje kaudalni Cast delohy. Konkrétné c¢ast
délozniho hrdla, ktera ¢ni do pochvy se nazyva portio vaginalis cervicis uteri a ¢ast,
kterd je nad uponem délohy pak portio supravaginalis uteri. Sttedem délozniho hrdla
prochazi kanalek, ktery obsahuje hlen viz niZe.

Mezi zevni pohlavni organy patii stydky pahorek, postévacek, velké a malé stydké
pysky a posevni introitus. Klitoris je tvofen topofivymi télisky. Uvnitf velkach labii jsou

kavernozni télesa a Bartholiniho Zlaza. (1, 2, 6, 13)
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Obrazek €. 1: Anatomie vnitinich zenskych pohlavnich organt

Zdroj: https://www.thinglink.com/scene/788394854651527170

Cervix je kaudalni ¢ast délohy valcovitého tvaru, méii 3 cm na délku a 2,5 cm na
Sitku. Jeho sténa je tvofena svalovinou a vazivem, které je zde obsazeno vice nez ve
stén¢ délozniho téla. Anatomicky se ¢leni na ektocervix, endocervix a endocervikalni
kanal. Toto d€leni vychazi z histologického obrazu jednotlivych c¢asti. Ektocervix je
vnéjsi Cast Cipku krytd nerohovéjicim dlazdicovym epitelem citlivym na hormonalni
vlivy. Endocervikalni kanal, spojuje délozni dutinu s pochvou. Usti cervikalniho kanalu
komunikujici s vaginou se oznacuje jako zevni Usti (ostium externum) a jako vnitini tsti
(ostium internum) je oznacovano druhé usti, pozvolna piechazejici v dutinu dé€lozni.
Endocervix vychazi z cervikalniho kandlku a je vystlan jednovrstevnym cylindrickym
zlazovym epitelem. Piestoze na sebe ekto- a endocervix bezprostiedné naléhaji, je jejich
odliseni (kolposkopicky i histologicky) pomérmné snadné diky tzv. skvamokolumnérni
junkci. V tomto misté dochazi k prechodu vrstevnatého nerohovéjiciho dlazdicového
ektocervikalniho epitelu v epitel jednovrstevny cylindricky endocervikalni. Poloha SCJ
se v prubéhu zivota méni v disledku hormonalniho vlivu. Po menopauze pak byva SCJ
vétSinou zanotend v endocervikalnim kanalu. U kazdé Zeny dochazi v plodném véku k
tzv. dlazdicové metaplazii. To je pfirozeny proces, kdy se pfeméni jeden plné vyzraly
typ epitelu na jiny, opét plné¢ vyzraly. V tomto pifipadé jsou méné odolné cylindrické
buiiky nahrazovany odolné;jSimi dlazdicovymi. Jak cylindrické, tak 1 nezralé dlazdicové
buiiky jsou citlivé k infekci a mikrotraumatiim. Transformacni zona pifedstavuje oblast
nejcastéjSich metaplastickych zmén na cervixu mezi pivodni a aktudlni SCJ. Zde
vznika vétSina abnormalit a témét vSechny karcinomy vychazeji pravé z této oblasti. (1,
6, 20)

Délozni cCipek predstavuje bariéru mezi vnéjSim prostiedim pochvy a vnitinim
prostfedim délohy. Buiiky endocervikéalniho kanalu vylucuji neutrdlni az kysely hlen
obsahujici elektrolyty a jednoduché cukry. Jeho konzistence i slozeni je ovlivnéno
hladinou hormonti v pribéhu menstruacniho cyklu. V obdobi ovulace hlen fidne, je
vodnatéj$i, sloZzen zjemné bezbunétné vldknité sit€ usnadiujici prinik spermii
Z pochvy do d€lohy a vejcovodi, kde mize dojit k oplozeni. Po ovulaci se hlen naopak
stava viskozné€j$im a brani tak prichodu jednak spermiim, ale hlavné vytvaii v hrdle
zatku, kterd brani vniknuti patogent nebo riiznych drobnych necistot do d€lozni dutiny.

(20)
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Cervix je tvofen kromé epitelil (cylindrického a dlazdicového) také podloznim
pojivem, pievazné elastického typu, a stejné jako déloha také hladkou svalovinou.
Pojivova tkéan 1 svalovina udrzuji Cipek povétSinou zavieny a brani jeho otevieni
V nespravny cas. Naopak v pribéhu porodu se musi celé hrdlo roztahnout piiblizné¢ na
deset centimetrti, aby umoznilo prichod plodu. (1, 6)

Dlazdicovy epitel ¢ipku je shodné s vagindlnim nerohovéjici, slozeny z bunck
s centraln¢ ulozenymi jadry. Tyto bunky se smérem k povrchu oplostuji a odlucuji,
a tim tvofi odolnou bariéru viici mechanickému poskozeni i infekci. Ochranna funkce je
vyznamnou mérou podpofena vaginalni mikroflorou, kterd zapficinuje kyselé prostiedi.
Posevni laktobacily totiz vytvaii kyselinu mlécnou fermentaci glykogenu, jenz se
uvolnuje z rozpadajicich se epitelii. Z cytologického hlediska se vrstevny dlazdicovy
epitel dé€li na tfi vrstvy — povrchovou, intermedidrni a bazalni vrstvu. Povrchova vrstva
se sklada ze zralych zcela oplostélych bunék, které nerohovi a pomérné snadno se
odlucuji. Intermedidrni vrstva obsahuje zrajici dlazdicové buiky s ponckud vétSimi
jadry. Bazalni vrstva, kterd vychazi z jediné vrstvy neustale se d¢licich bun¢k lezicich
na bazéalni membrané, se sklada z n€kolika vrstev bun€k s velkymi jadry a s relativné
malym mnozstvim cytoplazmy. Mnozstvi cytoplazmy nartstd s vyzravanim bunék,
velikost jadra se naproti tomu snizuje. Tento vzajemny vztah se oznacuje jako

nukleocytoplazmaticky pomér, ktery se vyuziva pii cytologickém hodnoceni. (20)

b Povrchov3 vrstva

@ |Ntermediarni vrstva

Bazalni/parabazalnivrstva

Bazalni membrana

- ) = e=le—— Stroma

Obrazek €. 2: Histologie vrstveného dlazdicového epitelu

Zdroj: https://www.eurocytology.eu/cs/course/3
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Epitel vystylajici endocervikalni kanal je tvofen jednou vrstvou (ve vice tadach)
pfevazné cylindrickych bunék, jejichz jadra jsou pii bazalni membrané, ale pii aktivni
hlenové sekreci mohou byt az vytlaCena mimo builkky samotné. Pti zanétu se bunky
reaktivné snizuji a vykazuji vysSSi procento mitéz, coz muize vést k diagnostickym
komplikacim a zaméné za dysplazii nebo nddor. Presto se o neoplasticky proces
nejedna. V ramci endocervikalniho epitelu rozliSujeme tii populace bunck - sekrecni,
fasinkové a rezervni. Sekre¢ni bunky zacinaji na SCJ a tvoii hlenovou zétku, fasinkové
buiiky zajist'uji aktivni pfesun hlenu po sliznici a jsou lokalizované hlavné na pfechodu
sliznice hrdla ve sliznici téla délozniho. Rezervni bunky jsou malé kubické bunky lezici
pod cylindrickymi bunikami pfevdzné v oblasti transformacni zény. Jejich napadnost

prudce roste pti metaplazii hlavné proto, ze pravé z nich vychazi. (20)

Endocervikalni epitel

Paksading 5100 (pachet ferie] ommation of enocernial (s

Stromalni pojivo

Obrazek €. 3: Cylindricky epitel endocervixu

Zdroj: https://www.eurocytology.eu/cs/course/3
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1.2 Lidsky papilomavirus

Sexualné pfenosné choroby (at’ se jiz jedna o choroby parazitarniho, bakteridlniho
¢i virového ptavodu) jsou onemocnéni, ktera se Sifi pohlavni cestou. Pouze ¢ast vSak
zastavaji vlastni nemoci postihujici samotné pohlavni Gstroji. Protoze jsou pavodci
téchto onemocnéni citlivi na chemické i zevni fyzikalni vlivy, je pro pfenos nezbytny
blizky kontakt s infikovanou osobou. To zejména plati pro virové ptvodce, mezi které
patii naptiklad HIV, Herpes Simplex, ale také viry Hepatitid (zejména C, vzacné A a B)
a zejména Papilomavirus. Kromé¢ vySe zminovaného pohlavniho styku, zastupuje
vyznamnou roli v pfenosu rovnéz kontakt S infekénimi vyrastky, puchyiky nebo
erozemi, konkrétné s télesnymi tekutinami  (krev, poSevni sekret, sekret
v ptedkozkovém vaku), ve kterych se také ¢astice virti nachazeji. (3)

HPV je z pohlavné pfenosnych chorob jednoznacné nejbéznéjsi a obvykle relativné
malo Skodlivou. Nejcastéji se vyskytuje u mladych sexualné aktivnich zen ve vékovém
rozmezi 20 az 25 let. V soucasnosti se poklada infekce u vice nez 90 % zen v této
kategorii za ptechodnou, coz znamena, ze se télo zbavi viru do dvou let od prvotniho
kontaktu bez jakychkoliv ptiznakil, zmén nebo poskozeni. (3, 6)

Lidsky papilomavirus je infekéni agens, u kterého se prokazala souvislost se
specifickym typem lidského nadorového onemocnéni a jedna se proto o onkogenni typ
viru. Vstupni branou jsou nejcastéji slizni¢ni mikrotraumata metaplastického epitelu
transformacni zony cervixu. Doposud byla prokazéna existence vice neZz sta kmentl
papilomavirt, jejichz mnozstvi se bude nepochybné stale zvySovat. HPV se déli podle
schopnosti viru v¢lenit se do genomu napadené bunky jednak na skupinu s nizkym
rizikem (lowrisk) projevujici se zejména vznikem bradavic (kondylomat). Ty nemuseji
byt limitovany pouze na genitdl, ale mohou se vyskytnout i na jinych mistech (ktize
hornich i dolnich konCetin, Gstni dutina atd.). Pfestoze se jedna o infekci vysoce
nakaZlivou, nejedna se o zivot ohrozujici zalezitost. Mezi lowrisk podtypy patii zejména
6, 11, 40, 42, 43, 44 a 54. Druhou skupinu pak tvoii HPV s vysokym rizikem (highrisk),
které jsou jiz asociovany se vznikem malignich nadorovych onemocnéni, nejcastéji
v oblasti d€lozniho ¢ipku. Vysoce rizikové typy (HPV 16, 18, 31, 33, 45) zpusobuji low
I high-grade skvamoézni 1éze (HSIL), dale téméf vSechny nadory délozniho hrdla, podili
se rovnéz na vzniku andlniho karcinomu z 93%, karcinomu pochvy ze 70%, vulvy ze
60%, penisu ze 40% a orofaryngu z 12%. Hlavnimi onkogennimi podtypy jsou 16, 18,
31, 33, 35, 39, 45 a 51. (8, 30)
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Papilomaviry piedstavuji dalezitou kapitolu ve vyvoji chapani kancerogeneze.
U malignich 1ézi je virovda DNA vclenéna piimo do genomu buiiky, kdezto u benignich
1ézi je virovd DNA pfitomna mimo chromozomy. Pravé integrace vlastni DNA je
dilezitym krokem v kancerogenezi indukované HPV. Virus si pfivlastni
proteosynteticky aparat buniky a nasledkem chromozomadlni instability dochazi
k nadmérné expresi (zvySenému projevu) onkogenti (v piipadé HPV zejména E6 a E7).
Ty produkuji onkoproteiny E6 a E7, které maji pii Sifeni zhoubného bujeni
nezastupitelnou roli. Onkoproteiny interferuji s proteiny supresorovych gend, jejichz
vytrazeni vede ke ztrat¢ diferencia¢ni a kontrolni antiprolifera¢ni funkce. Bunky ztraceji
schopnost apoptézy, ¢imz vznikd charakteristicky znak maligniho bujeni,
nekontrolovany rast v disledku ,,nesmrtelnosti nadorovych bun¢k. HPV 16 a 18 jsou
nejvice onkogennimi podtypy a jsou tudiz zodpovédné za pievaznou vétSinu piipadi
vzniku karcinomu. (8, 17, 27)

Nakazeni papilomavirem se rozviji velmi Casto bezptiznakové nebo subklinicky,
tedy s pfiznaky, které nejsou typicky vyvinuty. Imunitni mechanismy jsou schopny
infekci do jisté miry potlacit. Vyznamnou mérou se na tom podili zejména bunétna
slozka imunitniho systému. Pfi latentnim prib&hu lze onemocnéni prokazat pouze
sérologicky pfitomnosti papilomaviru samotného, nevyskytuji se kolposkopické ani
cytologické zmény. Pfi subklinické infekci jsou jiz zndmky onemocnéni zjistitelné
kolposkopickym vySetifenim, vV cytologickém obraze nebo histologicky. (8)

Jednou z nejlepsich moznych prevenci, jak snizit riziko onemocnéni, je udrzovat
sexualni vztah pouze s jednim partnerem, ovSem i partner mize byt nosi¢em infekce,
aniz by se u néj vyvinuly pfiznaky. Uzivani kondomu je sice mozné, avSak neni
dostate¢nou prevenci. Vakcinace, zejména v dobé pied zacatkem pohlavniho zivota
predstavuje zasadni a velmi dobrou ochranu proti nejéast&j§im sérotyptim. V CR jsou
k dispizici tfi odlisné vakciny, které dokéazi zabranit az 92% karcinomu délozniho hrdla
a dale vyznamné snizit vyskyt benignich, premalignich a malignich zmén v jinych
lokalitach. Problémem vsak zlstdva existence vice nez 20 onkogennich druht HPV
a toto spektrum nedokaZze 74dnd zvakcin pokryt kompletné. Nezanedbatelné
preventivni opatfeni pifedstavuji pravidelné navstévy gynekologa Kk provedeni
screeningového kolposkopického a cytologického vySetfeni. Onemocnéni je tak mozno
zachytit jiz v ranych stadiich, kdy jsou moZnosti Gspésné 1écby znatelné vyssi. Na druhé

stran¢ riziko zvySuji napf.: probihajici imunosupresivni 1é€ba, uzivani hormondlni
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antikoncepce, téhotenstvi, ale i vSeobecné rizikové faktory, jakymi jsou koufeni nebo
konzumace alkoholu. (8, 24)

MozZnosti 1écby jsou relativné rozmanité, primarné vSak zavisi na tom, zda bylo
onemocnéni vyvolano lowrisk nebo highrisk kmenem papilomaviru. Metodou prvni
volby obvykle je chemicka 1écba, zejména lokalni aplikace podofylinu. Tato moznost je
vSak vyloucena béhem tehotenstvi. Dal§imi relativné ¢inny zptsob 1écby predstavuje
uziti virostatickych a imunomodula¢nich latek. Do této kategorie se fadi napf. interferon
podéavany jak lokaln¢, tak u rozvinutych 1ézi i systémové. V ptipad¢ vétSich lozisek je
V naprosté véEtSin¢ piipadd postacuje lokalni vykon v podobé oSetfeni elektrickou
kli¢kou ¢i jehlou, piipadné jiz obsolentni metoda oSetieni studenym nozem. (7)

Projevem lowrisk HPV infekce jsou nejéastéji bradavice (v pfipadé oblasti genitalu
nazyvané téz kondylomata), coz jsou mékké vystupky na kuzi nebo sliznici. Ty se
mohou vyskytnout na vSech Castech téla, kde se pfirozené vyskytuje vicevrstevny
dlazdicovy epitel (at’ jiz rohovéjici nebo nerohovéjici). Typickymi oblastmi vyskytu
jsou dlané a plosky nohou. Inkubacni doba se pohybuje od 6 tydni az po 6 mésici.
Makroskopicky obraz vyrustki mtze byt znatn€é rozmanity od klasickych, ostie
zakoncenych a dobfe viditelnych aZz po tak malé, Ze nemuseji byt pouhym okem
viditelné. Vzacnéji se mohou vyskytovat v podobé plochych ¢i vystouplych skvrn
télové barvy, jindy nabiraji tvar kvétakovitého vystupku. Oblast genitalu je druhou
nejcastéjsi lokalizaci. U Zen se kondylomata typicky nachazeji uvniti vaginy, v oblasti
velkych i malych stydkych pyskd a na déloznim ¢ipku. U muzt je mizeme nalézt na
penisu (zejména v oblasti predkozky), Sourku ¢i piilehlé téiselné oblasti. Dal$imi z mist
vyskytu jsou jednak oblast hraze, okoli anu, ale také rty, jazyk, Gstni dutina ¢i prvni
polovina jicnu. Vyskyt v téchto lokalizacich velice ¢asto poukazuje u infikovanych na
praktikovani oralniho ¢i analniho sexu, coz je jev pozorovatelny také u jinych pohlavné
pienosnych chorob. Samotné bradavice jsou spise obtézujici 1ézi, nez aby byly n¢jakym
zpusobem nebezpecné, i1 kdyZz jejich opakované recidivy ¢i hojeni jizvami neni
neobvyklé. Casto jsou citlivéjsi nez okolni tkang, proto je jejich priivodnim jevem
nepohodli doprovéazené bolestivosti nebo svédénim. Jiné pfiznaky nejsou tak Casté, ale
fadi mezi n€ zvySend vlhkost Vv okoli kondylomat, vytoky (hlavné vaginalni
u zen) pripadné krvaceni béhem styku nebo po ném. (30)

Genitalni bradavice musi byt 1éCeny 1ékarem, ktery provede prvotni oSetfeni kiize

v ordinaci. Nasledné je pak nezbytna aplikace lokalnich 1é¢iv napi.: Imiquimod,
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Podophylotoxin nebo Synekatechin. Tato varianta trva sice delsi dobu, ale méné drazdi
kizi. Rychlejsi moznosti je odstranéni vyrastkél pomoci kryochirurgie. Uspé&$nost
kryochirurgie ¢ini 70-80 %, ale je pfi ni vyssi riziko navratnosti. Naproti tomu je
vhodna i pro téhotné Zeny. Dalsi moznosti je pouziti kyseliny trichloroctové, ktera je
limitovana pouze na zevni povrchy klize a neni vhodna k oSetfeni vaginalni stény ani
cervixu. U velkych kondylomi se vSeobecné preferuje prostd chirurgicka excize
(vyfiznuti). Elektrokauterizace ¢i laserova ablace predstavuji metody sice efektivni,
avSak vzhledem ke své financni nakladnosti byvaji Casto uzivany az jako posledni

moznosti. Vesmgs stejné limitace ma i 1é¢ba za pomoci interferond. (30)
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1.3  Neoplastické léze déloZniho Cipku

Za cervikalni neoplazii se povazuje dysplasticka zména bunék dlazdicového epitelu
Vv dolni tietiné délohy. Vzhledem k anatomické blizkosti miize primarné postihovat
endocervikalni kanal délozniho hrdla stejné jako dolni ¢ast cervixu, ktera vy¢niva do
pochvy. Rana stadia se vétSinou daji dobfe rozpoznat pii preventivnim gynekologickém
vysetieni, proto je potfeba nepodcenovat screeningova opatieni. V soucasné dob¢ zije
s nadorem délozniho &ipku v Ceské republice asi 18 000 Zen a ro¢né nové onemocni
okolo tisice dalsich. (11, 26)

Vznik neopléazii délozniho ¢ipku prokazatelné Souvisi se sexualnim chovanim
(pocet partnerti, Casny zacatek sexudlniho Zivota). Mezi dalsi rizikové faktory patii
koufeni, uzivani drog a alkoholu, stav imunitniho systému, genetickd predispozice,
brzky veék prvniho téhotenstvi ¢i vysoky pocet porodd a potrati. V pribéhu casu bylo
prokazano, ze stézejni vliv na vznik téchto 1ézi lze spojit sinfekei lidskym
papilomavirem, hlavné s jeho sérotypy 16 a 18. (10, 12)

Casna stadia zhoubnych nadorti délozniho hrdla jsou bez symptomii. Mezi znamky
pokrocilého onemocnéni patfi vodnaty az krvavy vytok, krvaceni, ke kterému mize
dojit mimo menstrua¢ni cyklus nebo po menopauze, krvaceni po pohlavnim styku, krev
vV moc¢i, paleni pfi moceni, bolest v podbtisku nebo nepravidelna menstruace. Od urcité
velikosti mize tumor zuzit nebo zcela komprimovat mocovod a zplsobit poruchy
vyprazdiovani, vzacné i ztratu funkénosti ledvin. (10,11,12)

Nadory délozniho hrdla se =z histologického hlediska d€li na spinocelularni
(vychazejici z dlazdicovych epitelialnich bunék) tvoficich 80-90 % a na
adenokarcinomy (odvozené ze zlazovych bun¢k délozniho kanalu), které se vyskytuji
v 10-15 %, prevazné¢ u mladsSich Zen. Jako prekancerdza (predstupen malignity) je
oznacovana ve star$i terminologii cervikalni intraepitelialni neoplazie (CIN I — I11) nebo
nov¢ji pojmenovana skvamoézni intraepitelialni 1éze (SIL — low-grade, high-grade).
Vétsina LG 1ézi je pouze dipenzarizovdna (sledovana). Pouze pokud dlouhodobé
ptetrvavaji ¢i dojde k progresi, pfistupuje se k oSetfeni. Skvamoézni intraepitelialni 1éze
vy$§iho stupné by se mély vzdy chirurgicky odstranit. U této skupiny se v 99,5 %
vysetienych vzorki da prokédzat onkogenni typ HPV. Prekancerozy jsou ve vétSing
ptipadi asymptomatické nebo jen s minimalnimi projevy a K jejich 1écbé se uzivaji

rizné typy konizaci (setiznuti délozniho ¢ipku). (1, 12, 17)
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Ve vSech pripadech CIN je normdalni epitel délozniho cipku nahrazen
abnormalnimi epitelidlnimi buitkami, které vykazuji rizny stupent dysplastickych zmén.
Jadra dediferencovanych bunék jsou vétsi nez obvykle, jsou nepravidelna a maji rtizné
velikosti a tvar dokonce i viéi sob¢ navzajem. Jelikoz obsahuji vice chromatinu, ktery
je abnormalné strukturovan, dochazi ke zvySeni poméru jadra vuci cytoplazmé.
S dediferenciaci nadorovych bun¢k se snizuje objem cytoplazmy. Mitoticka aktivita jiz
neni omezena pouze na bazalni vrstvy epitelu, miize se vyskytovat ve vSech postizenych
urovnich. Jednotlivé stupné cervikdlni intraepiteldlni neoplazie nesou relativné
charakteristické rysy, pfesto se jejich rozdéleni mnohdy piekryva a mtze tak vyvoléavat
diagnostické obtize. (20)

CIN I (LSIL, mirna dysplazie) ma tfi nebo vicekrat zvétSené jadro oproti
intermediarni bufice. Objevuje se mirnd variace tvaru a velikosti jader, mize se
vyskytnout i vicejadernost. Dal§im znakem je hyperchromazie (zvyraznéni jaderné
membrany). Abnormalni buniky se mohou vyskytnout ve zralém 1 nezralém
dlazdicovém epitelu, avSak vzdy dosahuji do vySky 1/3 tloustky epitelu. CIN I
odpovida akutni HPV infekeci, ktera se vétSinou do 24 mésici samovolné vyhoji. Z toho
diivodu neni nutné provadét invazivni zakrok a pacientka je pouze sledovana. (20)

CIN II (HSIL, stfedni dysplazie) ma bunky jednotlivé nebo v plachtach
S natésnanymi jadry. Cytoplazma je jemnd, jadra jsou tfi a vicekrat zvétSena oproti
jadram intermediarnich bunék. Byva vSak sniZzen objem cytoplazmy, takze bunky
S vysokym pomérem jadra a cytoplazmy mohou mit jadro dokonce mensi nez u LSIL.
Mitoticka aktivita dosahuje do dvou tfetin epitelu od bazalni membrany stejné jako
zminéné cytologické zmény. K samovolnému vyhojeni dochazi piiblizné¢ u 40 %
ptipadd, ovSem jedna-li se o infekci typem HPV 16, je Sance vyrazné nizsi. (15, 20)

CIN III (HSIL, tézka dysplazie, carcinoma in situ) ma zménénou velikost i tvar
jader a zvyraznény chromatin V celé¢ Sifce epitelidlni vrstvy. Dochazi zde ke ztraté
polarity i k vzajemnému piekryvani jednotlivych bunék. U CIN III je nejvyssi riziko
progrese. Pfechod do invazivniho karcinomu vSak vyrazné zavisi na typu HPV, kterym
byl epitel infikovan. Podstupuje-li zena adekvatni 1é¢bu, je pravdépodobnost progrese
velmi nizka. SoucCasnd piitomnost lozisek CIN I, II a III na tomtéz cervixu neni

v§eobecné obvykla. (20)
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Obrazek €. 5: CIN Il — stfedni dysplazie

Zdroj: https://www.eurocytology.eu/cs/course/3

Obrazek ¢. 4:CIN | — mirna dysplazie

Zdroj: https://www.eurocytology.eu/cs/course/3

Obrazek ¢&. 6: CIN 11 —tézka dysplazie, carcinoma in situ

Zdroj: https://www.eurocytology.eu/cs/course/3
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1.4 Karcinom indukovany HPV

HPV je karcinogenni virus, se kterym se béhem Zivota setkd asi 80 % sexudlné
aktivnich jedincl. Nejrozsifenéjsi highrisk HPV podtypy jsou 16 a 18, které jsou
prokazatelné pfiblizné u 70 % karcinoml cervixu. Invazivni karcinom na rozdil od
cervikdlnich intraepitelidlnich neoplazii jiz pfedstavuje zdvazné onemocnéni, jehoz
incidence roste zejména ve vékové skupiné nad 35 let. Kazdy rok je jen v Ceské
republice nahlaseno piiblizn¢ 1000 novych piipadii a zhruba 350 Zen S touto diagnézou
rotn¢ umird. Celosvétové je karcinom cervixu tfetim nejcastéjSim nadorovym
onemocnénim u zen a C¢tvrtou nejcastéjsi pri¢inou umrti na nadorova onemocnéni
vibec. V rozvojovych zemich, kde neexistuje screeningovy program, ktery by poskytl
vCasné rozpoznani prekancer6z nebo casnych stadii karcinomu, dochézi az u 85 %
ptipadu k amrti s nim spojenym. (6, 12, 16)

Screening karcinomu délozniho hrdla je v Ceské republice upravovan véstnikem
ministerstva zdravotnictvi 07/2007. Jde o organizované Usili casného zachytu
karcinomu dé€lozniho hrdla a jeho prekancerdz. Cilem je tedy snizeni umrtnosti na
rakovinu d&lozniho hrdla v Ceské republice. Screeningové vysetieni by mélo byt
provadéno dospélym zenam jednou ro¢né pii pravidelné gynekologické prohlidce a plné
hrazeno vefejnym zdravotnim pojisténim. Pro vySetfeni se pouziva cervikalni cytologie,
coz je metoda, pii které se za pomoci svételného mikroskopu hodnoti butiky, které byly
pfi gynekologickém vySetfeni naneseny z odbérového kartacku na sklo. Nasledné se
preparat barvi obvyklym zptisobem podle Papanicolaoua (Pap test) nebo jeho
modifikaci, nanese se montazni médium, piekryje se a je pfipraven k mikroskopickému
hodnoceni v zakladnim zvétSeni. Zdokonalenim tohoto testu je Liquid-based cytology
(LBC), kdy jsou bunky ptevedeny do tekutého media, kde jsou rovnomérné rozptyleny,
coz zvysuje senzitivitu vySetieni. Nové se miize provadet test na piitomnost samotného
papilomaviru, ktery také poméha zachytit nddor v Casném stadiu. Kazda laboratoi si
vede evidenci screeningovych vysetfeni samostatné, pfiCemz by méla obsahovat
celkovy pocet jednotlivych cervikovaginalnich vySetfeni za 1 rok, jméno pacientky, jeji
identifikac¢ni ¢islo, Cislo zdravotni pojisStovny, potadové Cislo pravodky, jméno
odesilajiciho gynekologa a cytologickou diagnozu. (10, 12, 15, 32)

Karcinom délozniho ¢ipku vznika na povrchu ¢ipku nebo v cervikdlnim kanale. Na
povrchu obvykle vytvaii kvétakovité hmoty, které kontaktné krvaceji. Naproti tomu

Vv cervikdlnim kanale je karcinom dlouhou dobu bez ptiznakl, kde invazivné roste
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a rychle se §ifi do okoli. Hlavni cestou Sifeni jsou lymfatické cévy, ale neni zcela
neobvykly ani rozsev hematogenni. ProrGstani per continuitatem do okoli délohy je jiz
znamkou pokro¢ilého onemocnéni. (12)

Délozni hrdlo je snadno pfistupné gynekologickému vysetfeni. V dnesni dob¢ je
mozné prekancerdzy i pocinajici naddory vcas diagnostikovat a spolehlivé 1écit. Ke
stanoveni spravné diagnoézy, od niz se prave 1éc¢ba odviji, je zapotiebi tzké spoluprace
mezi patologem, gynekologem a pozdé¢ji i onkologem. Nalez je predbézné gynekologem
fazen za pomoci expertniho ultrazvukového vysetieni dle tzv. TNM Klasifikace, kterou
nasledné zpfesniuje patolog peclivym vySetfenim odebrané tkané. V tomto schématu,
hodnoti jednak nador samotny (T = tumor; zejména velikost a vztah Kk okolnim
organtim), regionalni lymfatické uzliny (N = nodes; zdali jsou ¢i nejsou infiltrovany)
a vzdalené¢ metastazy (M = metastases; zdali jsou €i nejsou vytvoreny). Tato TNM
klasifikace je nasledné korelovana s klinickymi stadii syst¢ému FIGO, podle kterych se
rozhoduje o 1é¢bé. Tiebaze se oba systémy v nékterych drobnych detailech odlisuji, jsou
zakladni skupiny shodné a vzajemné si odpovidaji. (5, 12,20)

Diagnostika HPV 1ézi se provadi nékolika metodami. Jednou z nich je onkologicka
cytologie. Pap test neboli cervikalni natér je obvyklé screeningové vySetieni, kdy jsou
buniky z odbérového kartdCku naneseny na sklo, obarveny a hodnoceny pod
mikroskopem. Je to jednoduchy, levny a citlivy test, ktery se uziva celosvétoveé vice nez
50 let. Odbér cytologického materialu z d€loZniho hrdla provadi gynekolog. Montovani
pod sklo zlepSuje optické vlastnosti a zaroven predstavuje ochranu natéru. Nasledné
polychromatické barveni zviditelni cytologicky preparat. Kromé¢ subklinickych stadii
lze prvotni diagnozu provést za pomoci kolposkopie, coz je piimé vySetieni délozniho
¢ipku mikroskopem in vivo (bez nutnosti odbéru biopsie). Pfi tomto vySetfeni se
nejprve aplikuje kyselina octova Kk rozpusténi hlenu a gynekolog nasledné pozoruje
sliznici ¢ipku, jeji barvu, pfitomnost bilych lozisek a jiné zmény. V ptipadé pozitivniho
kolposkopického nalezu je jiz biopsie nutna, stejné jako nasledné histologické ovéreni.
Samotny odbér se provadi ambulantné, bez pouziti narkézy a neni bolestivy. Za pomoci
bioptickych klisték se odStipnou zhruba 2-4 mm tkané€. Variaci tohoto zakroku pak
predstavuje rozsifena biopsie, kterd se provadi v kratké anestezii, coZ umoznuje zisk
veétsiho mnozstvi tkang€ pro histologické vysetteni. (16, 17, 20, 25)

Jak jiz bylo zminéno, 1é¢ba zavisi zejména na stupni pokrocilosti nadoru, ale také

na celkovém stavu pacientky. V zasad¢ se pouzivaji tii metody, a to chirurgicka Iécba,
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radioterapie a chemoterapie. U ¢asnych stadii je karcinom omezen pouze na délozni
hrdlo, kdezto pro pokrocila stadia je typické prorustani nadoru do okoli. Proto je
u Casnych stadii uplatiovdna hlavné chirurgickd lécba. Je-li 1éze zachycena opravdu
brzy a zena planuje té¢hotenstvi, je metodou volby konizace hrdla neboli odstranéni ¢asti
délozniho ¢ipku zasazeného nadorem. Konizaci délozniho ¢ipku podstoupi ambulantné
okolo 16 000 zen ro¢né. Rozsifenou variantu tohoto vykonu zastupuje méné pouzivana
trachelektomie (at’ jiz prosta nebo radikalni). Pfi této metod¢ je odstranéno celé délozni
hrdlo, poptipadé v¢etné odebrani lymfatickych uzlin, pficemz je zachovéano délozni télo.
Pokud Zena téhotenstvi neplanuje, ptejde se k prosté hysterektomii, coZ znamena
odstranéni délohy, Casto doprovazené lymfadenektomii (odstranéni lymfatickych uzlin).
U pokrocilych stadii je nutné vétSinou kromé délohy odstranit 1 ¢ast pochvy a zavésného
aparatu. Neni neobvyklym krokem dopliiovat opera¢ni zadkrok radioterapii. MoZnosti
ozatovani jsou dvé. Jednak muze byt zafi¢ mimo télo Zeny, coz se oznacuje jako
teleterapie. Druhou moznosti je brachyterapie, tedy umisténi zati¢e piimo do délozniho
t€la nebo pochvy, co mozna nejblize k samotnému nadoru. Ob¢ metody maji své
prednosti i rizika a jejich pouziti je vyhradné v rukou onkologa. V piipadé piilis
vysokého operacniho rizika ¢i u znacné pokrocilych stadii predstavuje ozarovani
metodu prvni volby, Casto samostatné¢ provedenou, ale jindy doplnitelnou o dalsi
metodu 1écby, chemoterapii. Pfi chemoterapii se celkové podavaji do téla protinadorové
latky, napf. cisplatina. Ty zastavuji riist nadorovych bunék, coz je obzvlast’ uzitecné pti
zvyseném riziku vzniku metastaz. Chemoterapie se nepouziva jako samostatny
terapeuticky postup, podobné jako je tomu i u cilen¢ biologické 1€¢by (reprezentované
hlavné bevacizumabem). Souhrnné se mira vyléceni u vSech stadii karcinomu délozniho
¢ipku odhaduje asi na 50 %. (9, 11, 12, 22,26)

Mezi nejcastéjsi komplikace operacni 1écby se fadi inkontinence a sexudlni
dysfunkce. Radioterapie miZe zpuisobovat celou fadu vedlejsich ué¢inkt. Castose
objevuje zarudla a sucha kize v misté ozafeni. Dale jsou pfitomny prujmy, Gnava,
nevolnost ¢i zdnét mocového méchyie nebo konecniku. Rovnéz mize byt negativné
ovlivnéna plodnost plisobenim radiacniho zafeni na vajecniky a/nebo pokles v poctu
krevnich bunék plsobenim na kostni dien. V piipadé chemoterapie jsou piiznaky
obdobné spolecné se znamou ztritou vlasi. Pokud jsou odstranény 1 vajecniky
(u pokrocilych stadii), dochazi ke snizeni hladiny pohlavnich hormont a rychlému
nastupu pfiznaka klimakteria, jako jsou napf. navaly horka, poceni, zvySuje se rovnéz

i riziko Fidnuti kosti a onemocnéni cév a srdce. (22, 26)
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1.5 Cytologické vySetiovaci metody

Obor cytologie, kde se hodnoti jednotlivé bunky oddélené z tkani, zalozil americky
gynekolog Pappanicolaou, ktery popsal zmény bunék v pribéhu menstrua¢niho cyklu
na natérech z cervixu. Navrhl specidlni barveni natér ptipravenych ze stéri délozniho
Cipku. Tato metoda je podle n& pojmenovana a dodnes se pouziva. Cytologické
laboratoie se zaméfuji na hodnoceni bunéénych suspenzi ziskanych z vypotktl, ze
sekretli, zmocCi a dalSich télnich tekutin. Né&které materidly je vSak tfeba zalit do
parafinu a vysetfovat jako histologické preparaty. (17)

Jelikoz je délozni ¢ipek snadno piistupny, lze jej vySetfit béhem preventivnich
kontrol u gynekologa. Cilem pravidelnych prohlidek je zjistit pfednadorové zmény
dfive, nez dojde k rozvoji malignity. Cytologicky stér slouzi k ¢asnému odhaleni a 1é¢bé
poskozené tkané. Toto vysetfeni by méla jednou ro¢né podstoupit kazda Zena, kterd
zahdjila pohlavni zivot. Materidl z povrchu délozniho ¢ipku a z kanalu délozniho hrdla
by mél byt odebran uprostied menstruacniho cyklu, kdy je vzorek nejreprezentativnéjsi.
(1, 20)

Do pochvy se zavedou gynekologicka zrcadla, ptfi¢emz zevni usti délozniho ¢ipku
musi byt lokalizovano a osvétleno. Hlenovd zitka se jemné odstrani nafedénym
roztokem kyseliny octové, aby odbérova pomucka (vatové §téticky, malé kartacky nebo
Spatle) ptisla do pfimého kontaktu s povrchem, jinak by vzorek mohl byt malo bunéény
s ptili§ vyraznou piimé&si hlenu. Nastroj je tfeba otoCit o 360° vice nez jednou, ¢imZ
dojde k odebrani dostate¢ného mnozstvi materialu. Ten musi byt okamzité pfenesen na
oznacené podlozni sklo nebo do nadobky s tekutym mediem. Pro obvyklou cytologii je
nutné natér ihned zafixovan v 95% alkoholu. Pti odbéru na LBC se vrchol odbérového
nastroje odlomi do transportniho média nebo se nastroj v médiu pouze vypere. Tim
dojde k odstranéni rusivych vliva (krve, hlenu) a zvysi se tak senzitivita testu. LBC
zajistuje nasledné rovnomérné rozprostieni bun¢k na podlozni sklo, dobré obarveni
a uchovani pro vyhodnoceni. Vzorek je v obou piipadech nutno transportovat do

laboratofe co nejdrive. (16, 20)
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Obrazek €. 7: Odbér materialu

Zdroj: http://www.soc.ucsb.edu/sexinfo/article/pap-smear

Zpracovani cytologickych vzorkd v laboratofi zahrnuje ptijem vzorku a Zzadanky,
ptipravu preparatu, barveni, vyhodnoceni a podani zpravy. Nejdiive se musi
zkontrolovat shoda vzorku se zadankou, tedy jméno, pfijmeni, datum narozeni, ¢islo
pojisténce a nemocnice. Poté se pfideli laboratorni ¢islo, naez nasleduje samotna
pfiprava vzorku. Papanicolaouva barvici metoda kombinuje jedno jaderné barveni
hematoxylinem a dvé cytoplazmaticka barviva OG-6 a EA-50. OG-6 barvi keratin
a EA-50 cytoplazmu dlazdicovych bunék, nukleoly a erytrocyty. Pfi pouziti
progresivniho barveni je intenzita oObarveni jader kontrolovdna ponofenim do
»modficiho* roztoku poté, kdy byla jadra obarvena hematoxylinem. Toto barveni zbarvi
cytoplazmu velmi slabé. Pfi regresivni metod¢ je jadro piebarveno neokyselenym
hematoxylinem. Poté je piebytek barveni odstranén natfedénou kyselinou
chlorovodikovou. Proces je pak zastaven ponoienim do tekouci vody. Mezi dalsi
zakladni barveni v cytologii patfi barveni podle May Griinwald Giemsy. Jedna se
o zékladni jednoduchou monochromatickou metodu pouZivajici roztok May Griinwald
a poté fedény roztok Giemsy. Bunécné struktury, ale 1 nebunécné, jako jsou bakterie
nebo plisné, se nabarvi do riiznych odstinit modré az modrofialové barvy. Po ptipraveé
vzorku nasleduje vyhodnoceni. Negativni vysledky jsou uvoliiovany, kdezto abnormalni

cytologie se predavaji patologovi pro ovéieni a upfesnéni nalezu. Vysledek je podepsan,
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zaznamenan a odeslan zpét k zadavateli vySetieni, ktery nasledné seznami pacientku
s diagnostickym zavérem. (17, 20)

Cytologicka vySetfeni 1ze rozd€lit na nékolik druhti. Exfoliativni cytologie hodnoti
buiiky, které byly oddéleny z epitelidlnich povrchi. Radime sem gynekologickou
cytologii, tedy stéry z cervixu, cervikalniho kanalu a endometria. Stéry z jinych
epitelidlnich povrchli se od gynekologickych v niem zésadnim neli§i. Rovnéz
pneumologicka a urologicka cytologie, provadéné vyplachy z broncht, plic, mo¢ového
méchyfe ¢i vySetfeni sputa nebo moci, patfi do kategorie exfoliativnich cytologii.
Dalsim druhem cytologickych vysetieni je cytologie z punktati. Radi se sem jednak
aspiraty z preformovanych télnich dutin, napt. mozkomisni mok, kloubni tekutina,
fluidothorax (tekutina v pohrudni¢ni dutin€) nebo ascites (tekutina v dutin€ bfisni).
Punkci Ize ziskat také obsah novotvofenych dutin, jakymi jsou cysty a pseudocysty.
Dalsi zpasob predstavuji otisky feznych ploch néadort, pseudotumort ¢i organt
odebranych k histologickému vysetfeni a punk¢éni cytologie tkani tenkou jehlou.
Vsechny punkéni metody se provadi ambulantné a pfedstavuji zdvaznéjsi invazi do
organismu nez stéry. Celkové€ vSak jsou cytologie jednoduchymi, rychlymi a relativné

nenakladnymi zpasoby vysetfovani. (17, 31)
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1.6 Histologické vySetiovaci metody

Histologie je obor studujici tkan€, za jehoz duchovniho otce je povazovan Jan
Evangelista Purkyné. Na rozdil od cytologie se histologie zabyva slozitéjSimi
soustavami, nez jsou samostatné¢ builky, diky ¢emuz se do hodnoceni promita dalsi
prvek, vztah tkani K sob&é navzajem 1 k okoli. Bioptické vysetfeni, mikroskopické
vySetfeni tkdn¢ odebrané od zivého pacienta, je hlavni néplni prace patologa. Kazdy
chirurgicky odebrany vzorek (at’ jiz pfimé odnéti, odbér za pomoci endoskopu nebo za
pomoci jehel), bez ohledu na zavaznost vykonu nebo oddéleni, na kterém k vykonu
doslo, by mél byt podroben histologickému vySetfeni. Neni vyjimkou, aby se takto
zachytily 1 neocekavané patologické zmeény, které potiebuji dalsi terapii. Stejné tak neni
neobvyklé, aby jiz samotny odbér byl zaroven i terapeutickym vykonem, ovSem vétSina
biopsii se provadi primarné z diagnostickych divodid. Ve vétsing ptipadl je nezbytné
tkan neprodlené fixovat kompletnim ponofenim do 10% formolu, jednak aby nedoslo
K jeji degradaci, jednak se timto krokem tkan jiz piedptipravuje ke zpracovani. (19)

V histologické laboratofi musi tkaiiovy material, podobné jako cytologicky, nejprve
projit ptijmem, kde se registruje a tfidi. Variabilita tkanovych vzorkt je opravdu Siroka
od milimetrovych excizi po celé organy. Prakticky veskeré ptikrajovani (pfiprava
k vySetfeni) se musi provadét ve Specialnich ventilovanych boxech, které zamezi
vdechnuti jedovatych par z fixacnich roztokd. Tkané¢ se makroskopicky popisi,
zaznamenaji se nalezené zmény, rozméry (pfipadné i vaha) a nékteré dalsi tidaje pro
TNM Kklasifikaci (napi. vyhledani a odbér lymfatickych uzlin, nebo méteni vzdalenosti
nadorh od resekcnich linii). V pfipadné nutnosti je mozné preparaty také
vyfotografovat. Nasledné se vyberou reprezentativni vzorky, které vétSinou lékar
vyfizne a upravi k dal§imu zpracovani. VloZenim tkani do kazetek a jejich umisténim
do autotechnikonu (pfistroje, kde se tkan odvodiuje) se zapocina samotny laboratorni
proces. Dalsi krok ptedstavuje zaliti do parafinovych blo¢ki. Je nezbytné nutné davat
pozor na piresné ulozeni tkan€, aby byla zajiSténa sprdvnd orientace vzorku pfi
nasledném krajeni. K tomu se vyuziva mikrotomu. Velmi ostrou ocelovou cepeli jsou
zhotoveny tezy silné jen nékolik tisicin mm (zhruba 3-5 um). Kdyby nebyla tkan zalita
do parafinu, dochdzelo by pii krajeni k jejimu krouceni, ¢imz by byl vzorek
znehodnocen. Zhotovené fezy se napnou na teplé vodni hladin€, umisti na podlozni skla
a vysusi v termostatu. Takto pfipravené nativni preparaty je tieba obarvit. V minulosti
(ne tolik vzdalené) bylo nutné vSe provadét ruéné, avSak v soucasnosti se hojné vyuziva

barviciho automatu, ktery cely proces vyrazné urychluje. Rucni barveni v kyvetach je
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tkanové fezy se nanese medium piipominajici lepidlo a poté se prekryji krycim sklem.
Cely tento proces trva piiblizn¢ 24 hodin, na jehoz konci vznikne trvaly histologicky
preparat, ktery je pfedan k mikroskopické diagnostice. (4, 18)

Zékladnim histologickym barvenim je jednoznaéné barveni Hematoxylinem-
eozinem. Hematoxylin je bazické barvivo, které barvi modie jadra bun¢k. Eozin je
naproti tomu barvivo kyselé zbarvujici cytoplazmu cervené. Specializovana barveni
jsou uzivana k ozfejmeéni zcela konkrétnich struktur. Jako dobré ptiklady mohou slouzit
barveni dle Wiegert van Gieson, které se pouziva u kolagenu, nebo trichromy (modry
a zeleny) slouzici k diferenciaci vaziv. Paleta jednotlivych metod je nesmirné¢ bohata,
aby dokézala pokryt naprostou vétSinu nalezi, jako jsou elasticka a retikuldrni vlakna,
polysacharidy, lipidy, bakterie, anorganické latek a mnoho dalSich. (18)

Standardni histologické vysetfeni zahrnuje zaliti tkan€ do parafinu nebo novéji do
plastické pryskyfice, krajeni blockiti a podle zvolené barvici metody jsou zhotoveny
mikroskopické preparaty. Nejméné u 65 % ptipadi lze uzavtit bioptickou diagnoézu bez
dalsich dopliujicich vySetfeni. Jednou ze specidlnich histologickych technik je
vySetfeni ve zmrazenych fezech. Tato metoda se obvykle vyuziva pii peroperacnich
biopsiich, ale také pti zpracovani vzorkii na prikaz enzymu, tukd a latek rozpustnych
V tucich, které by byly pfi klasické metod€ rozpustény, diky cemuz by byl vysledek
vzdy negativni. Nefixovana tkan se rychle zamrazi poloZzenim na pfedem zmraZeny
kovovy stolek nebo ponofenim do kapalného propan-butanu. Bloky se nakraji
Vv kryostatech na predchlazeném mikrotomu, poté se fezy zachyti na podlozni skla, vlozi
do fixacni tekutiny, naceZ se obarvi nebo zpracuji jinymi metodami a pouZiji
k diagnostice onemocnéni. Specifickou roli hraje zminovana peropera¢ni biopsie neboli
odbér béhem operace bez jejiho ukonceni. Dava chirurgovi rychlou informaci nezbytné
dalezitou pro rozhodovani u pravé probihajici operace. Velmi vzicné z ni Ize urcit
I kone¢nou diagndzu, ale to jsou piipady spiSe raritni. Pii provadéni peroperacni biopsie
je stézejnim faktorem rychlost. Pacient je po odbéru tkdné stdle anestezovany na
operacnim sale a operatér vyckava na zpravu od patologa, ktery ma pfiblizné 30 minut
na odecteni. Po pfedani materidlu probihd uprava vzorku a technické zpracovani
kryostatovou metodou, coz zabere piiblizné 10-15 minut. Nasledné zhodnoceni vzorku
se pak pohybuje podle slozitosti nalezu od 1 minuty po 15 minut. DalSim ze
specifickych druhti biopsii zasilanych do histologické laboratofe predstavuji punkéni

biopsie. Specialni punkéni bioptickou jehlou jsou odebrany velmi malé tkanové vzorky,
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které jsou ulozeny do fixacniho roztoku. Této techniky se vyuziva v prvotnich fazich
diagnostiky zejména u onemocnéni jater, ledvin, mlécné zlazy, stitné zlazy, prostaty, ale
1 n¢kterych dalSich organt. Jelikoz se pfi praci vyuziva jen malého mnozstvi tkang, je
vytéznost tohoto vysetfeni v jistych ohledech limitovana, napf. nelze posoudit vztah
k okolnim strukturam. Zvlastnim druhem punk¢ni biopsie je tzv. trepanobiopsie, coZ je
vySetieni kostni diené. Jelikoz se tyka hlavné chorob krvetvorby, lymfatickych tkani
a také solidnich nadorG pfedevSim v détském véku, je soucasti diagnostiky
v hematoonkologii a ortopedické onkologii. Ke zhodnoceni se posila vale¢ek houbovité
kosti, ktera obsahuje dienové prostory, ale mohou se vysetfit i ¢astice diené¢ vyplavené
krvi zrany. Dulezitd je zde velikost valecku, kterd ovliviiuje kvalitu vysledku.
Minimélni pozadovana délka pfi sile 2 mm je alesponi 15 mm. Punkéni biopsie nikdy
neni metodou terapeutickou. Tou se relativné Casto muize stat jiny z typt odbéru,
endoskopicka biopsie. Vyuziva se jako soucast vétsiny endoskopickych vySetieni, tedy
zavedeni kamerového systému do dutych organt napi. bronchoskopie, gastroskopie,
kolonoskopie atd. Postupy technického zpracovani dodanych tkani se nepatrné lisi pro

jednotlivé organy. (4, 18)

1.6.1 Imunohistochemie (IHC)

Imunohistochemie je vysoce specializovanou histologickou technikou, ktera se
vzhledem ke své ndkladnosti neda vyuZzivat jako doplitkové vySetfeni u vSech biopsii.
Ptesto se jednd o metodu nadmiru uziteCnou a v mnohych piipadech 1 kli¢ovou pfi
feSeni diagnostickych rozpakil (zejména pii odliSovani jednotlivych druhG malignich
tumort). Celd imunohistochemie stoji na principu detekce specifickych determinant
(znaki vyskytujicich se na povrsich jednoduchych proteint, ptes infekéni agens az po
specifické buné¢né populace) na vazby antigenu a protilatky. Endogenni antigeny jsou
vlastni soucasti bunck a tkani, kdeZto exogenni antigeny se do bunck nejcastéji
dostavaji prostfednictvim infekci nebo apoptdzy. Imunohistochemické metody sestavaji
ze dvou fazi. (18, 21, 23, 29)

V prvni se provadi ptiprava sklicka, ktera zahrnuje fixaci vzorku a zpracovani
tkané. Odbér tkdn€ a zékladni kroky se provadi shodné jako v piipad¢ jinych odbéra pro
histologické vySetieni, tedy jde hlavné o pfipravu parafinovych fezli, méné se vyuziva
kryostatové metody, vzacné pak natéri (tkanové, krevni nebo cytologické). Tloustka

mikrotomovych fezii je vyhodnéjsi lehce silngjsi nez v piipadé klasického zpracovani,
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optimalné 5 um. Napinani na podlozni skla pomoci §téteCku nebo jehly probihd zcela
standardné, avSak nyni preferujeme tkanové fezy oSetfit pomoci protedz nebo
mikrovinného zafeni za i¢elem zmirnéni nepfiznivych vliva fixace. (18, 23, 29)

Druhé cast predstavuje oziejméni antigenu reakci s protildtkou. Jelikoz samotna
vazba probiha bez viditelné odpovédi, je zapotiebi pouzit specidlni zviditelnujici latky
tzv. chromogeny. Z hlediska lokalizace chromogenu lze imunohistochemické metody
rozdélit do dvou skupin na pfimé a nepfimé. Piima metoda je z hlediska provedeni
jednodussi, jelikoZz se znaCena protilatka vaze rovnou na antigen ve zkoumané tkani.
Nativni fezy jsou diky vysokému zastoupeni antigenu typicky vysetfovany pravé touto
technikou. Nepiima metoda je o néco komplikovangjsi, coz vynahrazuje svou vyssi
citlivosti 1 variabilitou. Na tkanové fezy (zejména parafinové, na kterych je ptima malo
citlivd) se nanese neoznaCena primarni protilatka, kterd je zaméfena na prokazovany
antigen. V druhé vrstvé se aplikuje sekundarni znacena protilatka, ktera se navaze na
protilatku primarni, a tedy nepfimo na pozadovany antigen. Principieln¢ nehraje roli,
zdali je chromogenem enzym nebo kov, protoze vysledkem téchto metod je viditelny
barevny produkt, ktery prokazuje pozitivni reakci protilatky, a tim i piitomnost

hledaného antigenu. Pti pouziti fluorochromu je nutné k vizualizaci vyuzit fluorescen¢ni

mikroskop. (18, 23, 29)
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2 Cil prace

Cill:
Porovnat pozitivitu markeru p16 u jednotlivych histologickych skupin cervikalnich

neoplazii.

Cil 2:

Potvrdit znateln€ nizsi vyskyt pozitivity markeru p16 u low-grade 1ézi oproti high-

grade 1ézim.
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3 Metodika

Prakticka cast bakalarské prace byla provadéna na Oddéleni patologie Nemocnice
Pisek, a.s. Vysetfovany soubor obsahoval vzorky posouzené patologem na zaklade
predeslého histologického vysetieni, a které byli dale uréené k imunohistochemickému
vysetieni protilatkou p16. U téchto vzorkt byl pouzit CINtec p16 INK4a Histology Kit
od spole¢nosti Roche mtm laboratories AG ur¢eny pro kvalitativni detekci antigenu
p16'™NK4a na tkanovych fezech in vitro. Specifické antigenni determinanty se detekuji
vyuzitim imunohistochemické vazby, tedy na principu vazby antigen a protilatka,
s cilem zvySeni diagnostické piesnosti, shody pii stanoveni diagnézy high-grade
cervikalni intraepitelidlni neopldzie a cervikdlniho karcinomu. Tato souprava je urena
k provadéni THC barveni ve dvou krocich vzorkd tkani fixovanych ve formalinu
a zalitych v parafinu ziskanych pfi cervikalnich biopsii. VySetieni se provadélo pomoci

mysi monoklonalni protilatky (klon E6H4) zaméfené proti lidskému protein p16'NK4,

3.1 Piiprava vzorku

Podminky spravného odbéru materialu jsou uvedeny v Laboratorni piirucce
Oddéleni patologie, Nemocnice Pisek, a.s.

Odbér tkané provadi specializovany lékai do vhodné nddoby. Ta musi byt z ¢asti
naplnéna fixa¢ni tekutinou, v tomto ptipadé 10% formolem, a tkan v ni musi byt zcela
ponoiena, aby se zachoval stav materidlu. Konizaty délozniho Cipku se pfed vloZzenim
do nadoby musi rozstiihnout a napnout na desticku. Vzorky z biopsie, tedy tkané
odebrané od zivého pacienta, by mély byt fixovany po dobu 18-24 hodin, aby nedoslo
k degradaci tkané. OznaCeny material s pfisluSnou priavodkou se poté transportuje na
oddéleni patologie, kde vzorek projde pfijmem, coz znamena, Ze se zkontroluje
spravnost udaju, ptifadi se laboratorni Cislo a vzorky se roztiidi. Patolog makroskopicky
zhodnoti zaslanou tkan (popiSe zmény, rozméry, vahu), vybere reprezentativni vzorek,
material upravi a vlozi jej do kazetky. Ty maji nejruznéjsi velikosti podle objemu
materialu a poté se tkané ulozi do autotechnikonu, kde se vzorky odvodni. Nasleduje
proces zalévani materidlu do parafinovych blocktli a krajeni tkdn€ mikrotomem. Kazdy
blok tkané se rozifeze na fezy 0 velikosti 4-5 um. Takto pfipravené tkanové fezy se na

teplé vodni hladin€ roztdhnou a umisti na podloZni sklicko.
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Imunohistochemickému vySetfeni pfedchazi nejdiive histologické vysSetieni
a diagnostika. Lékatr poté vybere vhodny parafinovy blocek, ktery se prikroji a dale
zpracovava. V SOP-PAT-201 Imunohistochemickém vySetfeni antigenti je uveden
postup vySetfeni. Na speciadlni podlozni skla se natdhne vybrany parafinovy fez a ten se
pti 60 °C susi 20 minut v susarn¢ Z/16 nebo v termostatu, aby se zlepsila ptilnavost
tkan¢ ke sklicku. Nasleduje deparafinace xylenem, oplachnuti skla v sestupné tadé
etanolu (96 %, 80 % a 70 %) a Vv destilované vod¢. Tento krok je uréen k odstranéni
fixa¢niho média a rehydrataci. Za pomoci Epitop Retrieval Solution, ktery byl nafedén
1:10 za pouziti destilované vody, dochazi v kalibrované digitalni vodni lazni Z/1, kde je
mozné roztok udrzovat pii teploté 95-99 °C, ke zpiistupnéni epitopu (konkrétni ¢ast na
antigenu). Tento proces trva 10 minut. Po tepeln¢ indukovaném zpiistupnéni epitopu se
tkanové fezy musi zchladit na pokojovou teplotu nejméné na 20 minut a teprve poté se
mohou dale zpracovavat. Rezy se promyvaji 1-5 minut v promyvacim pufru nafedéném
destilovanou vodou 1:10 s pH 7,4-7,8. Vsechny dalsi inkubace se provadéji ve vlhké
komotie pii pokojové teploté. Pfed nanasenim detekéniho systému je zapotiebi udélat
kolem tkané¢ krouzek tuzkou PAP-PEN, aby se zabranilo plytvani a roztékani
chemikalii. K zakryti vzorku se za pomoci pipety nanese 200 pul blokatoru endogenni
peroxidazy na 5-10 minut a piebytecna tekutina se odstrani promyvacim pufrem
1-5 minut. Pufr se odstrani, na vzorek se pomoci pipety nanese 200 pl primarni
protilatky p16, nasleduje inkubace po dobu 30 minut a skli¢ko se oplachne promyvacim
pufrem stejné jako v piedeslém kroku. Ptida se 200 pl znaceného polymeru (Dako
EnVision + Dual Link Syst¢tm — HRP) a 30 minut se podlozni sklo inkubuje. Op¢t
probéhne oplachnuti promyvacim pufrem a inkubuje se 5-10 minut se substratovym
chromogennim roztokem DAB (DAB + Substrate Buffer a DAB Chromogen). Sklicko
se musi oplachnout destilovanou vodou, poté kratce, asi na 30 vtefin, na n¢j nalit
Harrisiv hematoxylin, jemné oplachnout pod tekouci vodou, v 96% etanolu, acetonu,
aceton-xylenu v poméru 1:1 a xylenu. Sklo se vytahne z kyvety a okoli tkané otfeme
filtraénim papirem, buni¢inou, popiipadé hadiikem. Na podlozni sklicko se kapne
sklenénou ty¢inkou kapka montovaciho média Entellanu NEU a fez se zakryje krycim
sklickem pfislusné velikosti. Bubliny jemné vytlaCime prepara¢ni jehlou. Na
obarvenych preparatech se zvyrazni laboratorni ¢islo a sklicka se vlozi do pfislusného

nosice. Vysledkem je namodraly preparat se zlatohnédymi az hnédymi reakcemi.
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3.2 Hodnoceni preparadti
Predptipravené preparaty byly hodnoceny pomoci svételného mikroskopu NIKON

Eclipse E400. Po zapnuti sitového vypinace, nastaveni vhodného jasu a umisténi
sklicka na stolek mikroskopu do drzaku preparatu, jsme hodnoceni zacinali vzdy na
nejmensim zvétseni, kdy jsme si nasli epitel cervixu, zaostfili pozici hrubym a jemnym
zaostfovanim. Poté jsme postupné pfidavali zvétSeni a porovnavali zmény nachazejici
se ve tkanich. Vzorky jsme hodnotili podle tii zékladnich parametrt.

Jednak jsme urcovali pozitivitu ¢i negativitu vySetfeni jako takového. Pozitivni
hodnoceni bylo piifazeno, objevila-li se zlatohnédé az hnédé¢ reakce primarné v bazalni
a parabazalni vrstvé dlazdicového cervikalni epitelu. Za negativni vysledek byly
oznaceny piipady, U nichz zustaval vzorek v neutralnim, modrém zbarveni.

Dale jsme sklicka rozdélovali na tkédn€ s difuzni pozitivitou a blokovou. Diftzni
pozitivita byla uzita, vyskytovala-li s reakce nepierusované v daném rozsahu epitelu.
Blokova pozitivita byla reprezentovana pferusovanymi, avSak dostateéné intenzivné
zbarvenymi, oblastmi epitelu. V obou piipadech jsme vzorky hodnotili jako pozitivni.

Poslednim kritérium korelovalo s hodnocenim CIN, tedy jsme hodnotili, do kolika
tietin vySky epitelu od bazalni membrany se objevi pozitivita barveni. Hodnoty
odpovidali 1/3 pro CIN I, 2/3 pro CIN II a 3/3 pro CIN III a invazivni karcinomy.
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4 Vysledky

Za rok 2016 a 2017 bylo na Oddé¢leni patologie Nemocnice Pisek, a.s.
imunohistochemicky vySetfeno 173 vzorkd tkané cervixu na pozitivitu markeru pl6.

Podle piedstupné malignity se jednalo o 34 low-grade a 139 high-grade 1ézi.

H High grade ® Low grade
Graf ¢&. 1: Rozdé€leni vySetienych vzorkl podle pfedstupné malignity
Marker p16 je vyuzivan v diagnostice 1ézi asociovanych s HPV infekci, zejména se

jedna o vzorky z délozniho ¢ipku, dutiny Ustni, hrtanu a kdze. Nejcastéji je toto

imunohistochemické vySetfeni indikovano pravé U prvni jmenované lokalizace.

Tabulka €.1: Prehled diagnéz za roky 2016 a 2017 s indikovanym vySetfenim na

pozitivitu markeru p16
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Protein p16 byva exprimovan v buiikkach infikovanych vysoce rizikovymi podtypy
HPV témét vzdy. U nizce rizikovych subtyptt HPV jiz vyskyt neni tak casty, coz
potvrzuje nasledujici dvojice grafu. V grafu €. 2 je zaznamenana pozitivita markeru p16
u 18 z celkového poctu 44 vySetienych vzorkl tkané cervixu s diagnostikovanou LG
1ézi a 16 vzorkd vySlo negativné na expresi tohoto proteinu. Z grafu ¢. 3 vyplyva, ze

ze139 high-grade 1ézi vyslo 130 pozitivné a jen 9 negativng.

M Pozitivni M Negativni

Graf ¢. 2: Exprese markeru p16 u low-grade 1ézi

H Pozitivni B Negativni

Graf ¢. 3: Exprese markeru p 16 u high-grade 1ézi
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Pozitivni vzorky jsme dale rozdélovali podle difuzni a blokové pozitivity. V tomto
ptipad¢ bylo u low-grade 1ézi 9 s difuzni pozitivitou. 9 vzorki cervixu mélo pozitivitu
blokovou.

M Difuzni pozitivita  ® Blokova pozitivita
Graf ¢. 4: Vyskyt proteinu p16 u low-grade 1ézi
Dale jsme pozitivni vzorky rozliSovali podle vysky, do které je protein p16 v Iézich

pozitivni. U low-grade 1ézi se marker pl6 vyskytoval u 2 vzorkd do jedné tfetiny, u

4 vzorki do dvou tietin a u 12 se protein nachazel v celé vysi epitelu.

m1/3 m2/3 m3/3

Graf ¢. 5: Plocha rozsifeni markeru p16 u low-grade 1ézi
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Ze 130 pozitivnich vzorkd s diagnostikovanou high-grade 1ézi mélo 45 blokovou

pozitivitu. Naopak v 85 ptipadech byla pozitivita difazni.

M Difuzni pozitivita  ® Blokova pozitivita
Graf &. 6: Vyskyt proteinu p16 u high-grade 1ézi
Protein p16 se u high-grade 1ézi pouze do jedné tietiny epitelu viibec nenachazel,

v 25 piipadech se nachazel tento marker ve spodnich dvou tfetin a ve 105 ptipadech byl

pozitivni v celém rozsahu vysky epitelu.

m1/3 m2/3 m3/3

Graf ¢. 7: Plocha rozsifeni markeru pl6 u high-grade 1ézi
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5 Diskuze

Na Oddéleni patologic Nemocnice Pisek, a.s bylo za rok 2016 a 2017
imunohistochemicky vySetfeno na pozitivitu markeru p16 173 vzorku tkani cervixu,
z nichz 80 % m¢lo diagnostikovanu HG 1ézi d€lozniho ¢ipku a u zbylych 20 % vzorkt
se jednalo o 1éze typu low-grade. Tomuto specifickému vySetfeni piedchazelo
standardni histologické vysSetfeni preparati barvenych hematoxylinem-eozinem, diky
kterému byla urc¢ena predbézna diagndza, coz vedlo pravé k imunohistochemickému
vySetieni na pfitomnost antigenu pl6. Vseobecné se imunohistochemické metody
vyuzivaji ke zvySeni diagnostické ptesnosti a shody pfi stanoveni diagndzy, zejména
v piipadé high-grade 1ézi (u p16 jde o cervikalni intraepitelidlni neoplazie a cervikalni
karcinom).

V tabulce €. 1 je uveden piehled posuzovanych diagnéz za rok 2016 a 2017. Za tyto
dva roky byl CIN I diagnostikovan u 34 vysetfovanych piipada, CIN Il se vyskytoval
Vv 49 ptipadech, CIN III se nachéazel u 81 ptipadi a v 9 ptipadech byl potvrzen nalez
invazivniho karcinomu. Rana stadia se vétSinou daji dobie rozpoznat pfi preventivnim
vySetieni u gynekologa, a proto je zapottebi nepodcenovat screeningova opatteni. Ty se
bohuzel Vv nadi republice diagnostikuji jen v 50 % piipadii. Cim pozd&ji se nemoc
v Ceské republice pfiblizng 18 000 Zen snadorem délozniho &ipku a roéné nové
onemocni okolo tisice dalSich.

Cilem prace bylo potvrdit znatelné nizsi vyskyt pozitivity markeru p16 u low-grade
1ézi oproti high-grade 1ézim, coz je zfejmé z grafii ¢. 2 a 3. V ptipadé low-grade 1ézi byl
protein pl6 pozitivni v 53 %, kdezto u high-grade 1¢zi byl tento marker exprimovan
u 94 % vzorkd. Protein pl6 se vyskytuje v bunikach infikovanych vysoce rizikovymi
podtypy (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45 a 51) téméf vzdy oproti nizko rizikovym subtyptim
(6, 11, 40, 42, 43, 44 a 54), kde je jeho vyskyt zna¢n¢ variabilni.

Dals$im posuzovanym aspektem byla pozitivita markeru pl6 u jednotlivych
histologickych skupin cervikdlnich neopldzii. Tu jsme porovndvali ve dvou
parametrech. V grafu ¢. 4 mizeme vidét, ze z 18 pozitivnich tkani s low-grade 1ézi mélo
50 % difuzni pozitivitu, takze protein p16 se nachazel bez preruseni v celé délce epitelu
a v 50 % piipadii se vyskytovala pozitivita blokova. To znamena, Ze se epitel barvi jen
v né¢kterych ¢astech, barveni je prerusované, ale i pies to jsou tyto vzorky pozitivni na

marker pl6. Téchto 18 vzorki jsme také rozliSovali podle toho, do jaké vysky se jiz
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zminovany protein p1l6 vyskytoval (graf ¢. 5). U 11 % vzorkl se pozitivita nachazela
pouze do jedné tfetiny, rozsifeni do dvou tfetin bylo patrné u 22 % vzorki a u zbylych
67 % vzorkt se marker vyskytoval v celé §ifi epitelu, tedy ve tiech téetinach.

U high-grade 1ézi byla exprese markeru p16 pozitivni ve 130 ze 139 piipadd, z toho
mélo 35 % vzorkl pozitivitu blokovou a 65 % vzorkl pozitivitu difuzni (graf ¢. 6).
V tomto ptipadé se protein do vysky jedné tfetiny epitelu vibec nenalézal, do dvou
tretin byl pfitomen v 19 %. Nejvice se tedy pl6 u téchto 1ézi vyskytovala v celém

rozsahu epitelu (81 %), coz je znazornéno v grafu ¢. 7.
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6 Zaveér

Lidsky papilomavirus je infekéni agens, u kterého se prokazala souvislost se
specifickym typem lidského nadorového onemocnéni a vyskytuje se u 99,7 % vsech
nadord delozniho ¢ipku, jejichz pivodcem jsou vysokorizikové subtypy papilomaviri
(16, 18, 31, 33, 35, 39, 45 a 51). Tyto karcinomy jsou celosvétove tietim nejcastéjSim
nadorovym onemocnénim u Zen a c¢tvrtou nejcastéjSi pri¢inou Umrti na nadorova
onemocnéni. Z toho divodu bylo zavedeno od sedmdesatych let minulého stoleti ve
vyspélych zemich k zachyceni abnormdlnich zmén na d€loznim hrdle screeningové
cytologické vySetfeni a da se fict, Ze je velmi UspéSné. Vyskyt pokrocilych stadii
rakoviny délozniho ¢ipku diky nému vyrazné poklesl (napt. Finsko, Nizozemsko, ...).
Oproti témto zemim je incidence v Ceské republice nékolikanasobné vyssi, a pravé
z tohoto divodu ma provadéni cytologického screeningu smysl. Na druhou stranu
v rozvojovych zemich, kde neexistuje screeningovy program poskytujici vcasné
rozpoznadni prekancer6z nebo Casnych stadii karcinomu, dochéazi az u 85 % ptipadi
k amrti s nim spojenym.

Vyuzivani imunologicky barvené tkané na pl6 je vyhodné jednak v celkovém
zptesnéni diagnostiky, a také ke zvySeni zachytu high-grade neoplazii a invazivnich
karcinomt. Toto vySetfeni se da pokladat za tzv. pomocné, stanovuje totiz vyslednou
diagnozu na zékladé predbézné diagndzy, zjisténé z histologickych preparatii barvenych
hematoxylinem eozinem.

VySetfovany soubor obsahoval 173 pacientek rGzného véku, které jsme
shromazdily za 2 roky (2016 a 2017), z nichz mélo 139 diagnostikovano high-grade
1éze a 34 low-grade 1éze. Je popsano mnoho studii, které dokladaji, Ze exprese proteinu
pl6 byla z imunohistochemického hlediska pozorovana ve velmi vysokém poctu
ptipadi prekancerdzni cervikalni dysplazie. V nasem ptipadé byl marker p16 pozitivni
u 130 HG 1ézi a u 18 LG Iézi. Stanovené cile, tedy pozorovat odezvu markeru pl6
u jednotlivych stadii dysplastickych zmén a potvrdit pozorovanim vyrazné vyssi vyskyt
pozitivity pl6 u high-grade 1ézi oproti low-grade 1ézim, lze vzhledem k vyse
popisovanym datim hodnotit jako splnéné s vysledky potvrzujicimi plvodni

predpoklady.
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Seznam pouzitych zkratek

um — mikrometr

Atd. — a tak dale

CIN — cervikalni intraepitelidlni neoplazie

Cm — centimetr

C. —¢islo

DNA (Deoxyribonucleic acid) — deoxyribonukleova kyselina

EA-50 — eozin A-50

HG (high-grade) — vysoko rizikové

HIV (Human immunodeficiency virus) —virus imunitni nedostate¢nosti

HPV (Human papilloma virus) — lidsky papiloma virus

HSIL (high-grade skvamozni intraepitelialni 1éze) — intraepitelialni zmény dlazdicovych
bun¢k vysokého stupné zdvaznosti

IHC — imunohistochemické/a/y

LBC (Liquid-based cytology) — cytologie v tekutém mediu

LG (low-grade) — nizko rizikové

LSIL (low-grade skvamozni intraepitelialni 1éze) — intraepitelialni zmény dlazdicovych
bunék nizkého stupné zavaznosti

Mm — milimetr

Napt. — naptiklad

OG-6 — oranz G-6

Pap test —Papanicolaoutiv test

SCJ — skvamokolumnarni junkce

SIL — skvamozni intraepitelidlni 1éze

SOP — standardni operac¢ni postup

TNM (Classification of malignant tumours) — klasifikace rozsahu nadorového §ifeni

Tzv.— takzvany
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