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Summary

Problems of cervical dysplasias and neoplasias are a frequently discussed topic at health and social
levels. Cervical carcinoma is the second most important cause of the death due to cancer diseases in
women next to the mammary carcinoma throughout the world and the main cause of the death for
cancer diseases in women living in developing countries. The origination of cervical carcinoma is
a complex multi-step process preceded by a many-year stage of precanceroses of different degrees of
their severity. The precancerous cervical lesions are mostly asymptomatic and their presence can be
revealed by the cytological or histological examination only. The purpose of the present work was to
contribute to the diagnostics of cervical precancerous lesions with the help of the application of im-
munohistochemical methods to bioptic material. A group of 60 women with diagnosis of cervical
precancerosis was monitored (dysplasia, carcinoma in situ). The histopathological diagnosis was es-
tablished after standard processing of bioptic material through the histological technique based on
histological mounts stained by basic histological methods of staining. Selected samples were sub-
jected to immunohistochemical methods with following and comparing the expression of protein
p16, protein p53 and proliferation markers Ki-67 and PCNA. We expected a correlation of the pro-
liferation activity with the degree of dysplastic changes. The dysplastic changes exert deviations in
the structure of the nucleus and cytoplasma and cellular restlessness (elevated proliferation activity),
visible even in basic histological staining. The immunohistochemical detection of proliferation mark-
ers corresponded to the degree of precancerosis in almost all the cases. The intensity of the protein
p16 expression also correlated with the degree of the dysplasia and the detection of protein p53 was
not statistically significant. The results indicate that the immunohistochemical examination of prolif-
eration markers and protein p16 can help refine the diagnostics of precursor lesions of cervical carci-
noma. The use of at least one of the proliferation markers and protein p16 can be helpful in the di-
agnostics of minor punch biopsies and mainly in the assessment of resection margins of conizates,
which can encounter difficulties in basic histological staining.
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Souhrn

Problematika dysplazii a neoplazii déloznfho ¢ipku je ¢asto diskutovanym tématem na Grovni zdra-
votn{ i spolecenské. Karcinom délozniho cipku je celosvétoveé druhou nejdilezitejsi pfi¢inou amrti
na nadorova onemocnéni u zen po karcinomu prsu a hlavn{ pficinou imrti na nddorova onemocnéni
u zen v rozvojovych zemich. Vznik karcinomu délozniho ¢ipku je komplexni vicestuptiovy proces,
kterému pfedchazi dlouholeté stadium prekanceréz s riznym stupném zavaznosti. Prekancerézni
léze délozniho cipku jsou ve vétsiné pifpadu bezpfiznakové a jejich pfitomnost Ize odhalit pouze
cytologickym ¢i histologickym vysetfenim. Cilem této prace bylo pfispét k diagnostice cervikalnich
prekanceréznich 1ézi pomoci aplikace imunohistochemickych metod v bioptickém materialu. Byl
sledovan soubor 60 Zzen s diagnézou prekancerézy délozniho ¢ipku (dysplazie, carcinoma in situ).
Histopatologicka diagnéza byla stanovena po standartnim zpracovani bioptického materialu histolo-
gickou technikou z preparatd, barvenych zakladnim histologickym barvenim. Na vybrané vzorky
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byly aplikovany imunohistochemické metody se sledovanim a srovnanim exprese proteinu p16, pro-
teinu p53 a prolifera¢nich markera Ki-67 a PCNA. Ocekavali jsme, Ze prolifera¢ni aktivita bude ko-
relovat se stupném dysplastickych zmén. Dysplastické zmeény vykazuji odchylky struktury jadra, cyto-
plazmy a buné¢ny neklid (zvysena prolifera¢ni aktivita) viditelné i v zakladnim histologickém barveni.
Imunohistochemicka detekce prolifera¢nich markert odpovidala témet ve vsech pfipadech stanove-
nému stupni prekancerdzy. Sila exprese proteinu p16 také korelovala se stupném dysplazie a detekce
proteinu p53 se neprojevila jako statisticky vyznamna. Z vysledka vyplyva, Ze imunohistochemicka
vysetfeni proliferacnich markerti a proteinu p16 mohou upfesnit diagnostiku prekurzorovych lézi
karcinomu délozntho ¢ipku. Aplikace alespon jednoho z prolifera¢nich markert a proteinu p16 muze
pomoci pfi diagnostice drobnych punch biopsii a predevsim pti hodnocen{ resekénich okraja koniza-

ta, které mohou byt v zakladnim histologickém batven{ obtizné hodnotitelné.

Klicova slova: delozni ¢ipek — dysplazie — diagnostika — imunohistochemie

UvoD

Podle WHO je ve svét¢ diagnostikovano témét
500 000 novych piipadt, z nichz vice nez
270 000 konci smirtelné. Incidence karcinomu
délozniho ¢ipku v Ceské republice predstavuje
¢tyfnasobek incidence ve skandindvskych ze-
mich a dvojnasobek incidence v zemich EU.
U nis je toto onemocnéni kazdoroc¢né diagnos-
tikovano u vice nez 1000 Zen, z nichz asi 400
této nemoci podlehne. Nejvyssi incidence karci-
nomu dé¢lozniho ¢éipku se zjist'uje v rozvojovych
zemich. Diavodem je nedostupnost cytologické-
ho screeningu v téchto zemich. Uspéiné prova-
déni této formy sekundarni prevence vede
k poklesu incidence (o 80 %) i mortality (Kohl,
2000). I ptes efektivni realizaci screeningu muze
dojit k infekci vysoce rizikovymi typy lidskych
papilomavird (HPV). Perzistence onkogennich
typa HPV je rozhodujicim momentem cervikal-
nf kancerogeneze. Uspéch v prevenci se oéekava
od zavedeni vakciny Silgard, kterd je nejlepsi
moznosti primarni prevence proti HPV infekci
(Zdravotnické noviny, 2007). Vzniku karcinomu
delozniho ¢ipku piedchazi dlouholeté stadium
prekancerdzy, kterd muze byt efektivnim scree-
ningem vcas odhalena. Samotna kancerogeneze,
vazana na zdravy epitel, je sloZzity mnohastuprio-
vy proces, zahrnujici fadu genetickych zmeén
bunécné struktury. Prognéza onemocnéni zavisi
na mnoha faktorech, z nichz ddleZitou skupinu
tvoff imunohistochemicka detekce onkogent,
tumor-supresorovych gent a proliferacnich
markert. Za fyziologickych podminek existuje
ve tkanich dosp¢lého jedince kontrolovana rov-
novaha mezi apoptézou a proliferaci. Pii ztrate
kontroly bunééného déleni muize dochazet
k dysplastickym zménam vedoucim ke vzniku
karcinomu. Hlavnimi pficinami poruch bunéc-
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ného cyklu jsou zmény bunéénych gend, onko-
geni a antionkogenu odpovidajici mutaci ¢i
inaktivaci (Kolaf, 2004). Stanoveni vybranych
markerd v bioptickém materialu pfispiva ke
snizeni obtiznosti diagnostiky prekancerdznich
1éz{ na déloznim ¢éipku.

MATERIAL A METODIKA

Soubor tvofilo 60 pacientek ve vekovém rozme-
z{ 23-75 let s histopatologickou diagnézou
dysplazie (I, IL, III. stupefl) a preinvazivniho
katcinomu (carcinoma in situ). Vékové rozmezi
vybranych pacientek udava tab. 1. Studované
vzorky byly ziskany z diagnostickych excizi
a konizatd délozniho ¢ipku. Tkanovy material
byl zpracovan standartni histologickou techni-
kou a vSechny vzorky nabarveny zakladnim
histologickym barvenim hematoxylin — eozin
(HE). Na vybranych parafinovych blocich bylo
po stanoveni diagnézy u kazdého ptipadu pro-
vedeno vysetfeni prolifera¢nich markera Ki-67,
PCNA, proteinu pl6 a proteinu p53. Detekce
vybranych markert byla provedena standartni
dvojstupniovou imunohistochemickou metodou
s pouzitim protilatek fy DAKO.

Charakteristika pouZzitych imunomarkert
Protilatka ~ Ki-67 je dobrym  nastrojem
k identifikaci proliferujici subpopulace bunck.
Ve fyziologicky proliferujicich bunkach byva
protilatka proti Ki-67 pfitomna vzdy (napf. ne-
zralé hemopoetické prekurzorové bunky kostni
dfene, bazalni dlazdicovy epitel, lymfocyty zaro-
de¢ného centra, kortikalni lymfocyty). U fady
malignich onemocnéni je imunohistochemicka
detekce protilatky Ki-67 pouzivana k hodnoceni
proliferacni aktivity tumoru (Dabbs, 2001;
Scholzen, 2000).



PCNA (Proliferating Cell Nuclear Antigen)
je jaderny protein, jehoz exprese zavisi na mito-
tické aktivité bufiky. Jeho hladina je v klidovych
bunkach prakticky zanedbatelna, ale v prabehu
buné¢ného cyklu nartsta. Protilatka reaguje
s proliferujicimi bunikami celé fady normalnich,
aktivné proliferujicich tkani. Pozitivni reakce je
pozorovana napf. v bazaln{ vrstvé vrstevnatého
dlazdicového epitelu, u vétsiny bunék vlasové
cibulky, v proliferujicich usecich sliznice zalud-
ku, tenkého a tlustého stfeva a bunék zarodec-
nych center lymfatické tkane. Pozitivn{ vysledky
piispivaji také v hodnoceni prolifera¢ni aktivity
nadorovych 1éz{ (Dabbs, 2001).

Protein p16 je produktem tumor supresoro-
vého genu a uplatiiuje se pii regulaci bunécné-
ho cyklu. Jeho nadprodukce se objevuje zvlasté
v souvislosti s high-risk HPV infekci. Zvysena
exprese proteinu pl6 je pravdépodobné zahije-
na produkci virovych onkoproteind E6 a E7,
které deaktivuji tumor supresoricky gen p53
apRB v hostitelskych bunkach. Tyto zmény
jsou zodpovédné za transformaci a mortalitu
keratinocyta  (Masumoto, 2003; Mikyskova,
2003; Tripathi, 2003). Kvantita exprese proteinu
pl6 stupnovite koreluje se stupném dysplazie
malignity delozniho ¢ipku. V normélni tkanich
dosud nebyla pfitomnost proteinu pl6 zjisténa,
z ¢ehoz vyplyva vyznam v diferencialni diagnos-
tice (Rotterova, 2003; Rotterova, 2005).
K vyrazné expresi p16 dochazi zejména ve skva-
méznich karcinomech. U karcinomu délozniho
¢ipku byla popsana jeho vyrazna jaderna i cyto-
plazmaticka exprese (Negri, 20003). Stanoveni
exprese proteinu pl6 vede k lepsi identifikaci
malych 1ézi prekancerézniho charakteru nebo
karcinomu. Negativitu nebo ¢astecnou pozitivi-
tu lze ocekavat v pfipadech reaktivnich zmén
epitelu, v regenerac¢nich a metaplastickych zmé-
nach, v mikroglandularni hyperplazii, ale
i v normalnim epitelu (Horacek, 2004).

Protein p53 patii mezi typické nadorové
supresory — antionkogeny, jejichz zakladn{ funk-
cl je udrzovani integrity genetické informace
a potlacovani vzniku maligniho fenotypu burtiky.
Ztrata a inaktivace tohoto proteinu piispiva ke
vzniku nadorového onemocnéni. Vzhledem
k sirokému  spektru protinadorovych ucinka
proteinu p53 v raznych tkanich tak existuje cela
fada mechanismt vedoucich k jeho inaktivaci.
Vysoka hladina proteinu p53 v bufice je znam-
kou jeho inaktivace a stabilizace nebo disled-

kem jeho nefunkénosti (Miller, 2004). V nor-
malnich bunkich lidské tkane (kize, mozek,
ledviny, plice, zaludek, mlécnd Zlaza) je hladina
proteinu p53 zanedbatelnd. Zvysenou expresi
proteinu p53 lze ocekavat ve 22-78 % malignit,
napf. karcinom tlustého stfeva, zaludku, moco-
vého méchyte, prsu, plic, varlete, melanom
a sarkom (Rejthar, 2003).

VYSLEDKY

7 vysetfovaného materidlu bylo zpracovano
a zhodnoceno celkem 60 preparata v zakladnim
barveni hematoxylin-eozin a 240 imunohisto-
chemickych preparatd s metodami prikazu Ki-
67, PCNA, p16 a p53.

U skupiny 18 Zen s lehkou dysplazii nebyla
ani v jednom pifpadé prokazana exprese protei-
nu p53. Pozitivita proteinu p16 jako nepfimého
ukazatele HPV infekce byla sledovana ve
4 ptipadech s raznym stupném exprese. Poziti-
vita prolifera¢nich markert byla shledana v 16
ptipadech v rozsahu 1/3 bazalni epitelové vrst-
vy (obt. 1). Pouze ve 2 piipadech dosahovala
pozitivita PCNA az do 2/3 epitelové vrstvy.

U 16 pifpada stiedni dysplazie byla ve
2 ptipadech zjisténa porzitivita proteinu p53.
Vzhledem k literarnim udajum a charakteru 1éze
vsak nelze vyloucit, ze Slo o falesné pozitivni
vysledek. Prolifera¢ni markery Ki-67 (obr. 2),
PCNA a protein pl6 vykazovaly pozitivitu ve
vétsiné ptipadu az do 2/3 epitelové vrstvy. Ve
2 ptipadech byla exprese proteinu pl6 prokaza-
na v celé §ifi epitelu.

7 vysetfenych 15 pfipada tézké dysplazie
byla ve 2 preparatech zjisténa pfitomnost protei-
nu p53 (v 1/3 a 2/3 epitelové vrstvy). Exprese
proteinu pl6 byla ve vétsine pifpada pfitomna
ve 2/3 epitelové vrstvy (obr. 3), pouze ve 2 pfi-
padech nebyla pfitomnost proteinu p16 zjisténa.
Prolifera¢ni markery vykazovaly pozitivni zbar-
ven{ ve vech pfipadech, v 7 z nich byla prolife-
racnf aktivita nalezena v celé ifi epitelu (obr. 4).

V 9 piipadech carcinoma in situ byl protein
p53 hodnocen jedenkrat jako pozitivni. Prolife-
ra¢ni markery byly pozitivni v mistech fyziolo-
gické rastové aktivity v bazalni vrstve epitelu.
V 5 ptipadech byla proliferace zjisténa v celé sifi
epitelu, v 1 piipadé byla pozitivita proliferacnich
markert prokizina pouze v 1/3 epitelové vrst-
vy. Protein p16 byl pozitivai u vsech pfipadu
carcinoma in situ.
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HODNOCENI{ VYSLEDKU

Pro bézné hodnoceni dysplastickych, piipadné
neoplastickych zmén se pouziva zakladni histo-
logické barveni hematoxylin-eozin (HE), kde je
stupen dysplazie vyjadfen odchylkami vazanymi
na strukturu jadra a cytoplazmy s uzitim cytolo-
gickych kritérii. Z literarnich adaji je znamo, Ze
v mnohych pfipadech mize byt toto hodnoceni
nepiesné. Z tohoto davodu jsou zavadény citli-
vej$i metody zpracovani tkané, které mohou
vyznamné zpfesnit biologickou povahu lézi.
K blizsimu vyjadfeni potencionalnich neoplas-
tickych zmeén jsou v praxi pouzivany metody
molekularné biologické a imunochemické.

Nami pouzité imunohistochemické metody
vyjadfuji strukturdlni zmény v souvislosti se
zménami fazi bunééného cyklu a jejich povaha
koreluje s biologickou aktivitou dysplastickych
zmén.

Hodnoceni stupné dysplastické léze vycha-
zelo z celularnich zmén, véetné mit6z, které jsou
u dysplazie 1. stupné piitomny v bazalni tfetiné
epitelu, v bazalni a stfedn{ vrstvé epitelu
u dysplazie II. stupné a ve vsech tfech vrstvach
u dysplazie III. stupné. U carcinoma in situ,
vedle mitdz, dochazi ke ztraté stratifikace epitelu
v povechové vrstvé. Podle vyse uvedenych
zmén byly hodnoceny preparaty barvené HE.

Ve vétsine piipada s lehkou dysplazii byla
shledana korelace preparatd barvenych HE
a imunohistochemickymi metodami. Pouze ve
2 ptipadech pfi stanoveni markeru PCNA pfesa-
hovala jeho pozitivita obraz lehké dysplazie.
Exprese proteinu pl6 vyraznéji piekrocila nor-
mu obvyklou pro lehky stupen dysplazie. Ob-
dobné korelace v zakladnim a imunohistoche-
mickém batveni pfichazely ve skupiné s dyspla-
zii stfedni. Pfinos imunohistochemického vyset-
fen{ byl zvlasté vyznamny u dysplazie tézké
a carcinoma in situ. V téchto skupinach byly
shledany odchylky pouzitych imunohistoche-
mickych markert s barvenim HE. Exprese pro-
teinu pl6 pfevazovala ve stfednim i tézkém
stupni dysplazie a u carcinoma in situ. Exprese
proteinu p53 byla statisticky nevyznamna.
ZAVER
Prace ukazala, Zze v pfipadech hodnoceni naleza
zkuenym histopatologem je mozno urcit stu-
pen dysplazie v zakladnim barven{ hematoxylin-
eozin. V piipadech, které jsou tvofeny drobnymi
odbéry (punch biopsie), a pti hodnocenf reseke-
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nich okraja konizatu, je pro obtiZznost interpre-
tace zadouci pouzit vedle zakladniho barveni
také vyse uvedené imunohistochemické metody.
Z praxe dale vyplyva vyznam pouzit{ imunohis-
tochemickych metod v pifipadech, kde dysplazie
vychazi znezralych metaplastickych zmén
a hyperplastickych procest vazanych na rezerv-
nf burky.
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PRILOHY
Tab. 1: Vékové rozlozeni pacientek

Pocet ptipada

Veékova skupina

Lehka dysplazie Stfedn{ dysplazie Tézka dysplazie CIS

20 -30 4 7 6 4
31-40 6 6 6 2
41 -50 6 2 0 2
51 -60 0 1 3 0
61-70 2 0 0 0
71 - 80 0 0 0 1

18 16 15 9

Obr. 1: Lehka dysplazie, pozitivita Ki-67, 200x
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Obr. 2: Stfedni dysplazie, pozitivita Ki-67, 200x
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Obr. 4: Tézkia dysplazie, pozitivita Ki-67, 200x
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