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1 Anotacia v slovenskom jazyku

Dizertacnad praca je komentovanym suborom siedmich publikacii uverejnenych
v anglicky pisanych impaktovanych casopisoch. Hlavnou témou je hl'adanie
optimalnej stratégie vyuzitia imunohistochemickych metéd a metéd molekulovej
genetiky pri diagnostike zriedkavych a novych nadorov ¢i podtypov nadorovych
jednotiek v gynekopatoldgii a aj v patologii urogenitalneho traktu. TaZiskovou
témou je gynekopatologia. VSeobecnej$i tivod je vyberovym néaértom spdsobov
akymi patolégovia mozu aplikovat’ metody molekulovej genetiky vo vyskume a st
naznacené zéakladné poznatky ku konkrétnym témam. Ciele prace strucne
charakterizuju vyskumné zamery jednotlivych projektov. Prvy sa zaobera
histomorfologickou ,,mullerianskou* variabilitou koznej endometridzy. Nasleduje
raritnd kazuistika borderline papilarneho ser6zneho tumoru fimbrii tuby s analyzou
pritomnosti mutacii génov KRAS, BRAF a p53. Prospektivna longitudinalna $tidia
tazkej dysplazie dlazdicového epitelu (HSIL) kr¢ka maternice u HPV
vakcinovanych Zien sa snazi odhalit’ pri¢iny tohoto fenoménu. Dalsie dve $tadie sa
zaoberaju incidenciou fumardat hydratiza (FH) deficientnych leiomyomov
maternice a syndromu hereditarnej leiomyomatoézy a renalneho karcinomu
(HLRCC) s cielom prispiet’ k zlepSeniu diagnostiky a zvysit zachytnost’ tohoto
syndromu. Napokon je v podobe dvoch publikacii predstavena bizarna dysplazia
kr¢ka maternice ako varianta HSIL. Zaver je zamyslenim nad miestom
molekulovej genetiky v praci patologa.



2 Anotacia v anglickom jazyku

This thesis focuses on gynecopathology. It consists of a collection of seven papers
published in pathology journals with impact factor. In introduction section it
contains selection of examples showing scientific application of molecular genetic
methods and current knowledge on individual themes is summarized. Further on
the aims of individual research projects are described. The first project comprises
histomophologic study of skin endometriosis addressing ,,mullerian®
differentiation. A case report of a rare tumor namely borderline papillary serous
tumor of the fimbriated end of the fallopian tube follows with molecular genetic
analysis of KRAS, BRAF and p53 gene mutation status. Prospective longitudinal
study on high grade squamous dysplasia (HSIL) of the cervix in HPV vaccinated
women, so called DAV (dysplasia after vaccination), aims to -ellucidate
pathogenesis of this phenomenon. Two other studies focus on incidence of
fumarate hydratase deficient leiomyomas of the uterus and hereditary
leiomyomatosis and renal cell carcinoma syndrome (HLRCC). The aim of those
studies is to improve diagnostic criteria and increase detection rate of the patients
with HLRCC syndrome. Finally a new subtype of HSIL namely bizarre cell
dysplasia is described in two separate studies. Conclusion remarks contemplate the
role of molecular genetics in surgical pathology.



3 Ciele prace

1. Popis histomorfologickej ,,mulleridnskej* variability koznej endometridzy.

2. Popis zvlastneho naddoru — borderline papilarneho ser6zneho tumoru fimbrii tuby
s analyzou pritomnosti mutacii génov KRAS, BRAF a p53.

3. Prospektivna longitudinalna Studia tazkej dysplazie dlazdicového epitelu (HSIL)
kr¢ka maternice u HPV vakcinovanych zien so snahou odhalit’ pri¢iny tohoto
fenoménu.

4. ZlepSenie diagnostiky a zvySenie zachytnosti HLRCC syndrému pomocou
navrhovaného selektivneho molekulovo genetického skriningu.

5. Posudenie incidencie fumardt hydratiza (FH) deficientnych leiomyomov
maternice a syndromu hereditarnej leiomyomatézy a rendlneho karcinému
(HLRCC).

6. Histologicky popis bizarnej dysplédzia krcka maternice ako varianty HSIL.

7. Cytologicky popis bizarnej dysplazia kr¢ka maternice ako varianty HSIL.



4  Vysledky

Vysledky dizertacnej prace su prezentované siedmi pdvodnymi ,.impaktovanymi
publikaciami uvedenymi nizSie, ktoré predstavujii 2 projekty, na ktorych sa autor
podiel’al ¢iastocne a 5 origindlnych projektov autora.

4.1 Histomorfologickad variabilita endometriozy koze a
povrchovych mdkkych tkaniv vznikajicej spontdnnej a v
suvislosti s jazvou: Stiidia 71 pripadov s dérazom na
atypické rysy a typy mulleridanskej diferencidcie.
(Morphological variations of scar-related and spontaneous endometriosis

of the skin and superficial soft tissue: A study of 71 cases with emphasis
on atypical features and types of mullerian differentiations)

Praca podava podrobni histomorfologicki analyzu atypickych rysov a rdéznych
typov ,,mullerianskej* diferenciacie pritomnej v loziskach endometriozy koze a
povrchovych mikkych tkaniv u 71 pacientiek vo veku 22 az 65 rokov (priemerny
vek 32 rokov). Plzeiisky nadorovy register a register konzulticii autorov
obsahovali 71 pripadov endometriozy koze a mikkych tkaniv, ktoré boli
revidované. Formou telefonicky vyplhovaného dotaznika sa u kazdej pacientky
zistovali klinické a anamnestické Udaje, a to najma lokalizacia lézie, klinické
symptomy a zvoleny operacny postup. Histologické hodnotenie bolo zamerané na
pritomnost’ reaktivnych atypii (23%). Atypické mitézy v zl'azovom epiteli boli
pritomné v 6% pripadov, d’alej rozne typy metaplazii: tubalna (61%), oxyfilna
(15%), cvockovita (10%), mucindézna (4%), papilarna syncytidlna (3%).
V stromalnej komponente sme sa zamerali na hl'adanie reaktivnych zmien, zmien
suvisiacich s graviditou a na zmeny asociované so zvys$enou hladinou progestinu.
Identifikovali sme hladkosvalovi metaplaziu (31%), stromalnu endometridézu a
elastozu ( do 1%), decidualizaciu (1%). Z inych nalezov to boli bunky podobné
lipoblastom (15%), degenerované myocyty (10%), pritomnost’ $piralovych artérii
(4%) a pritomnost’ velkych granulovanych lymfocytov (LGL ). Zaver: Kozna
endometri6za méze indukovat’ neobvyklé reaktivne zmeny v okolitom tkanive a to
najmd v tukovom tkanive (bunky podobné lipoblastom) a vo svalovine
(degeneracia myocytov), ktoré mozu imitovat’” malignitu. Novym poznatkom je
popis Spirdlovych arteriol endometrialneho typu a velkych granulovanych
lymfocytov (LGL ).



4.2  Borderline papilarny serdézny tumor fimbrii tuby s
peritondlnymi implantmi

(Borderline papillary serous tumor of the fimbriated end of the fallopian
tube with peritoneal implants)

Borderline papilarny ser6zny tumor vajcovodu bol prvykrat popisany v roku 1996
Zhengom. Popis bol zaloZzeny na histologickej podobnosti s identickym tumorom
ovaria. Jedn4d sa o raritni jednotku. V roku 2011 v ¢ase tejto publikacie bolo
popisanych iba 8 pripadov, z toho 3 priamo lokalizované vo fimbriach. Klinicky sa
u pacientky, ktora sme identifikovali, prejavovala bolest v dolnom podbrusku,
dyspareunia a dyzaria. Ultrazvukové vySetrenie identifikovalo adnexalnu masu. Po
laparoskopicky vykonanej adnexektomii sa ukazalo, Ze sa jednd o svetlozltobiely
lobulizovany jemne zrnity tumor cca 7x5x4cm nachadzajici sa v oblasti fimbrii
vajcovodu, bez priameho spojenia s inymi okolitymi organmi. Dalej boli najdené
neinvazivne implanty voboch ovarisch ana viscerdlnom peritoneu.
Imunohistochemicky bola zaznamenana pozitivna expresia Ki67 v menej ako 5%
jadier a pozitivna expresia p53 iba fokalne v oblastiach s prejavmi atypie. Tento
nador bol prvy serézny borderline tumor vajcovodu, u ktorého sa zistovala
pritomnost’ mutacii genu KRAS, BRAF a p53. Do tej doby bola znama iba jedina
analyza ploidity iného identifikovaného tumoru s potvrdenim diploidného statusu.
Analyza aktivacnej muticie V600 E génu BRAF a aktivatnych mutécii génu
KRAS prebehla s pouzitim strip esej kitu a muta¢na analyza kodujucich exondv
génu p 53 pomocou PCR. PCR analyza bola vykonana pomocou primerov
dizajnovanych pomocou softvéru Primer 3. V nami popisovanom pripade mutacia
ziadneho z génov vrozsahu vysetrenia nebola identifikovana. Prognéza tohoto
nadoru je neista. Najdlhsie zdokumentované prezivanie pacientky bolo 6 rokov. Aj
ked’ vysSie spominané mutacie génu KRAS a BRAF sa v borderline papilarnych
seroznych tumoroch najdu u 50% a 30%, v naSom pripade zaznamenané neboli.
Anamnéza pacientky bola zaujimava z dévodu apendektémie a febrilnej epizody
v druhom puerpériu, ¢o podporuje hypotézu o vyzname chronického zapalu
v etiopatogenéze tohoto nadoru. V Case publikiacie bola otvorend aj otazka
moznosti stagingu nadorov fimbrii ako stage 1 (F). Aktudlne je platny staging
podla 8. vydania AJCC z roku 2017. Tumor limitovany na vajcovod
s pritomnost’ou nadoru na povrchu vajcovodu (pravdepodobne vratene fimbrii —
pozn. autora) je oznaceny ako pTlc2 (stage group IC2). V pripade pritomnosti
implantov v oblasti panvy ide o Stadium pT2 (stage group II), so subklasifikaciou
pT2a,b, stage group II A,B.

4.3 HPV typizacia tazkej dysplazie (CIN III) v konizatoch
krcka maternice u 38 HPV-vakcinovanych Zien.

(HPV typing of high-grade dysplasia (CIN III) in cone biopsies of 38
HPV-vaccinated women)



V naSom laboratoriu sme od zavedenia moznosti HPV vakcinacie boli sporadicky
konfrontovani s pripadmi tazkej dysplazie HSIL (CIN 3) u zien s riadne
ukonenou HPV vakcindciou v minulosti. Fenoménom DAV (dysplasia after
vaccination) sa doteraz nikto systematicky nezaoberal. Na zaklade skusenosti z
naseho pracoviska sme porovndvali HPV typy pritomné v konizatoch s HSIL u
HPYV vakcinovanych Zien oproti publikovanému spektru HPV typov pritomnych v
cervikalnych HSIL 1éziach ceskej populacie. Hladali sme faktory asociované s
vyvojom cervikalnej dysplazie po HPV vakcinacii. Krizové vyhladavanie v
databaze naseho pracoviska z rokov 2006 - 2012 identifikovalo 38 pacientiek, u
ktorych po riadne ukoncenej anti-HPV vakcindcii bola histologicky povtrdena 1ézia
HSIL v konizate kr¢ka maternice. Z reprezentativneho parafinového bloku sme u
tychto pacientiek nasledne vykonali HPV typizaciu 3 rozliénymi metédami a
pomocou HPV DNA ISH. Statistické hodnotenie prebehlo pomocou Fisher exact
testu pre porovnavanie prevalencie jednotlivych HPV typov programom
STATA/1C10.1. Zistili sme ze 1/3 Zzien bola v Case vakcinacie starSia ako
doporucovany vekovy limit 26 rokov pre aplikdciu vakciny. U 7 z tychto
pacientiek bola pouzita kvadrivalentna vakcina a u 5 bivalentna vakcina. Celkovo
37 ( 97%) pripadov vzniklo u zien starSich ako 17 rokov v ¢ase ukoncéenia
vakcinacie. VSetky konizacie boli vykonané do 3 rokov od ukoncenia vakcinacie.
Vicsina z nich (28 pripadov) do 2 rokov. 7 krat (18%) boli pacientky konizované
do roka od ukoncenia vakcinacie. Je pozoruhodné, ze 78% pripadov sa
vyznacovalo tym, Ze pacientky mali v anamnéze asponn 1 abnormalny ndlez
skriningovej gynekologickej cytoldégie. U 6 pacientiek, ktoré mali negativnu
anamnézu skriningovej cytologie sme 5 krat cytologicky nalez revidovali na
abnormalny. HPV typizacia bola Gspesna u 33 pacientiek. Z toho v 2/3 pripadov
(67%; 22/33) sme identifikovali HPV typ 16. Porovnanie spektra HPV typov
nepreukazalo rozdiely v prevalencii jednotlivych typov. Ekologicky shift HPV
typov v populacii vakcinovanych pacientick s dysplaziou sme nepozorovali.
Zavery studie svedcCia pre potrebu pokracujuceho cervikalneho skriningu aj u HPV
vakcinovanych zien. Ukazuje sa potreba kompetentnej osvety a kompetentného
poradenstva ohl'adne HPV vakcinacie u Zien starSich ako 18 rokov.

4.4 Genetické testovanie leiomyomov u Zien mladsich ako
30 rokov méze byt efektivnym skriningom pre syndrom
hereditdrnej leiomyomatodzy a rendlneho karcinému
(HLRCC syndrom)

(Genetic testing of leiomyoma tissue in women younger than 30 years old
might provide an effective screening approach for the hereditary
leiomyomatosis and renal cell cancer syndrome (HLRCC) )

Zarodo¢na heterozygotnad mutacia génu pre fumarat hydratazu (FH) bola nedavno
identifikovana ako pri¢ina vrodenej dispozicie k leiomyémom maternice a koze
a niekol’kym typom renalnych karcinémov — syndrom hereditarnej leiomyomatdzy
a karcinomov z renalnych buniek (HLRCC) syndrém. Tento geneticky defekt bol
povodne popisany u 25 finskych probandov. Asociacia s renalnym karcindbmom nie
je dobre definovana. Penetrancia tohto symptomu je nizka anie je presne
stanovend. Dlhodobé sledovanie pacientov s identifikovanym HLRCC syndrémom
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je jedinym preventivinym opatrenim. Identifikacia tychto pacientov v populécii je
komplikovand anie je vyrieSena. Navrhli sme Specificky cieleny skriningovy
protokol pre vyhladavanie symptomatickych pacientiek. V tejto §tadii sme
overovali jeho efektivitu. V ramci Ceskej nemocnice univerzitného typu sme
retrospektivne za obdobie troch rokov 2010-2012 identifikovali 140 pacientiek,
ktoré boli operované pre symptomaticky leiomyom vo veku menej ako 40 rokov.
Pilotna  skupinu predstavovalo 14 pacientick (10%) operovanych pre
symptomaticky leiomyom vo veku menej ako 30 rokov (s priemernym vekom 28
rokov, vrozsahu 23-30 rokov). Revidovali sme histologické preparaty kazdého
pripadu a hl'adali sme histomorfologické rysy, ktoré su povazované za Specifické
pre HLRCC asociovany leiomyom (vel'ké eozinofilné jadierka s perinukleoldrnym
hal6é na pozadi celularneho alebo epiteloidného leiomyomu,eozinofilné globuly,
fibrilarna cytoplazma, tenké rohaté cievy.) Reprezentativny parafinovy bloc¢ek bol
pouzity pre imunohistochemické a molekulovo genetické vysetrenie. V pozitivnych
pripadoch sme po informovanom suhlase pacientky odobrali periférnu krv pre
potvrdenie germinalnej mutacie. Imunohistochemicky sme vySetrovali expresiu
antigénu 2SC. Bola pouzita nedavno popisana nekomercna protilatka 2SC v riedeni
1 ku 2000 a pre hodnotenie expresie fumarat hydratazy bola pouzita komer¢na
protilatka. Hodnotenie imunohistochemickej expresie antigénov vykonal jeden
z autorov bez znalosti klinickych udajov a vysledkov molekulovo genetickych
vySetreni. Muta¢na analyza génu fumarat hydratazy bola vykonana s pouzitim in-
house primerov, z reprezentativneho parafinového blocku a nésledne v pozitivnych
pripadoch aj zperiférnej krvi. Bola vykonand mutacnd analyza vSetkych
kédujucich exéonov FH génu Sangerovym sekvenovanim. PCR bola vykonana
s pouzitim in-house primerov. PCR produkty sa overovali na 2% agarovom gély
elektroforézou. Analyza pozitivnych vzoriek bola opakovand. Stratu
heterozygozity lokusu 1g43 sme zistovali za pouzitia sady 6 STR markerov v okoli
FH génu. Sekvencie primerov boli ziskané¢ z databazy National centre for
biotechnology informations probe. PCR produkty boli analyzované na agar6zovom
gély. Vzorku sme povazovali za pozitivnu pre LOH ak bol konecny pomer peakov
pre alely FH génu v nddorovom a nenadorovom tkanive viac ako 1,5 alebo mene;j
ako 0,66. Identifikovali sme dve pacientky s germinalnou mutaciou FH génu. Prva
identifikovana pacientka mala v ¢ase diagnozy 27 rokov a syndrom sa prezentoval
desiatkami leiomyomov, ktoré vyrazne malformovali maternicu. Pacientka bola
zaradena do dlhodobého monitorovacicho programu a genetické testovanie bolo
doporu¢en¢ vSetkym clenom rodiny. U druhej pacientky bolo podla
ultrazvukového vySetrenia v maternici 6-7 leiomyomov od priemeru 11 mm do 55
mm. Napriek zmenam maternice sposobenych myomami pacientka vo veku 32
rokov porodila zdravé dieta. Nador oblicky u nej pritomny nebol. Bola zaradena do
dispenzarnej starostlivosti s ultrazvukom obli¢iek 1x ro¢ne a ¢lenom rodiny bolo
navrhnuté genetické testovanie. Zaver: Vzhl'adom na raritnost’ syndromu a naklady
spojené s jeho diagnostikou navrhujeme cieleny molekulovo geneticky skrining u
zien so symptomatickymi leiomydémami vo veku menej ako 30 rokov. Podkladom
je fakt, Ze tieto leiomyomy vo velkej vdcSine pripadov predchadzaji moznému
vzniku rendlnych karcindémov, ktoré mozno pri dispenzarnej starostlivosti vcas
identifikovat’. Histomorfologické znaky HLRCC leiomyomu boli pritomné iba
u jednej z dvoch identifikovanych pacientiek. Imunohistochemicka analyza podla
naSich skusenosti rovnako dokazala identifikovat’ iba jednu pacientku a tak zlatym
diagnostickym S$tandardom zostdva molekulovo genetickd analyza mutdcie FH
génu. Podla naSich skusenosti pritomnost mnohopocetnych leiomyomov u Zeny
pod 30 rokov, ktoré st symptomatické a vedi minimalne k myomektdmii, alebo
identifikacia leiomyomu so simultannou pritomnostou vsetkych histologickych
znakov HLRCC asociovaného leiomyomu by mala viest’ k podozreniu na moznost’,
8



7ze sa udanej pacientky jedna o HLRCC syndrom. Zavedenie akéhokol'vek
skriningového protokolu pre HLRCC syndrom do praxe patologov ostava
otvorenou otazkou.

4.5 Leiomyomy s deficitom fumardt hydratdzy vznikaju v
ramci syndrému i sporadicky.

(Fumarate Hydratase—deficient Uterine Leiomyomas Occur in Both the
Syndromic and Sporadic Settings)

Syndrom HLRCC znamy ako Reedov syndrém je autozomovo dominantne dedi¢ny
nadorovy syndrom charakterizovany inaktivathou mutaciu génu pre fumarat
hydratazu (FH), ktory je lokalizovany na chromozéme 1 (1q42.3 — q43). Pacienti s
HLRCC syndromom st predisponovani k vzniku koznych leiomydmov,
leiomydmov maternice a najzavaznejsie je to, Ze u niektorych z nich dochadza k
vzniku zvlastneho agresivneho typu renalneho karcindmu. Vyhladavanie pacientov
s HLRCC syndromom je problematické vzhl'adom k nizkej incidencii a penetrancii
tohoto syndromu. Pri spornej senzitivite histologickych znakov popisanych u
HLRCC asociovaného leiomyomu by imunohistochemické (IHC) vysetrovanie
leiomyomov mohlo byt vhodnym doplnkom diagnostického algorytmu.
Hodnotenie vyznamu FH IHC je predmetom tejto Stidie. Bola pouzitd metdda
tissue array. Z celkového mnozstva 1052 vysetrovanych leiomydémov bolo 25 so
stratou expresie FH. Nasledné vysetrenie z celého klasického parafinového rezu
absenciu expresie FH potvrdilo v 12 pripadoch. Z toho vyplyva, ze 1 %
leiomyomov st FH deficientné leiomyoémy. Pritomnost mnohopocetnych
leiomyoémov bola v ¢ase diagndézy potvrdena u 4 pacientick. Sangerovym
sekvenovanim bola potvrdena mutacia FH génu u 6 pacientiek. Zistili sme, ze I[HC
identifikdcia FH deficientnych leiomyémov méze byt délezitou pomockou v
diagnostike HLRCC syndromu, ale jej vyznam nemoZzno precefiovat’, pretoze ma
obmedzenu senzitivitu i $pecificitu. Napriklad u 11 leiomyomov od 5 pacientiek s
potvrdenym HLRCC syndromom bola strata expresie FH zaznamenand u 10
leiomy6mov. Okrem toho 1 tumor pacientky s geneticky potvrdenou mutaciou FH
génu pozitivne exprimoval FH imunohistochemicky. Limitom tejto §tadie bolo, Ze
Sangerovo sekvenovanie a MPS (masivne paralelné sekvenovanie) prebehlo z
DNA extrahovanej z archivovanych parafinovych blokov a nevykonalo sa MLPA
(multiplex ligation-dependent probe amplification), takze sme nemohli
identifikovat’” rozsiahle delécie, ktoré nie si u HLRCC syndromu zriedkavé.
Incidencia FH deficientnych leiomyémov je podl'a nasich zisteni cca 1% . Ziadna z
pacientiek nemala v tejto §tadii zarodo¢ni mutacia FH génu, ale jednalo sa iba o
somatickii mutaciu. Z toho vyplyva, ze incidencia HLRCC syndromu v beznej
populacii je naozaj nizka. Z praktického hladiska sa teda zda, ze IHC detekcia FH
deficientného leiomyomu rozhodne neznamena, Ze sa jedna o HLRCC asociovany
leiomyom. Doporucenie genetického poradenstva je namieste aZz po potvrdeni
zarodo¢ne] mutacie metdédami molekulovej genetiky, alebo pri zisteni d’alSich
priznakov HLRCC syndrému, ako je osobna alebo rodinnd anamnéza koznych
leiomyomov, renalneho karcinomu, alebo leiomyoémov maternice so vznikom v
mladom veku. Pouzitie histologickych znakov pre HLRCC asociovany leiomyom
je limitované. Senzitivitu a $pecificitu IHC vySetrovania by mohlo zvysit paralelné
hodnotenie overexpresie antigénu S-(2-succino)- cystein (2SC). Tato je vsak zatial’
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komerc¢ne nedostupna. Zaver: 1% neselektovanych Ileiomyomov maternice
prezentuje stratu expresie FH. VicSina je asociovana so somatickou mutaciou FH
génu a morfologicky moze vykazovat' niektoré znaky zodpovedajice HLRCC
asociovanému leiomyomu. Genetické testovanie tychto pacientick na HLRCC
syndrom pri absencii dalSich klinickych faktorov asociovanych s HLRCC
syndromom, ako je rodinna anamnéza, kozné leiomydmy, renalny karcindém a
symptomatické leiomyomy v mladom veku nie je doporuované. Verime, Ze
prospektivne zistovanie deficitu FH v leiomyomoch mé vyznam pre naslednu
klinickt ivahu o moznej asociacii s HLRCC syndromom.

4.6 Bizarna dysplazia krcka maternice
(Bizarre cell dysplasia of the cervix)

Viacsina dysplastickych 1ézii dlazdicového epitelu kréka maternice je I'ahko
klasifikovatel'na v stlade s WHO 2014 ako LSIL, alebo HSIL. Mala ¢ast’ z nich je
vSak diagnosticky problematicka hlavne z dovodu, ze sa jednd o metaplasticky
fenotyp alebo nizky dysplasticky epitel, ktory sa tazko hodnoti. Okrem toho
existuje dalSia morfologickd varianta s obsahom mnohojadrovych a bizarnych
buniek. Bizarna dysplazia nikdy nebola ciele a konzistentne popisana. Ciastoény
popis sa objavuje v roku 2007 ramci Parkovho popisu dysplazie nizkeho stupna.
Cielom tejto prace je cieleny histologicky a imunohistochemicky popis bizarnej
dysplazie ahladanie moznej asociacie s infekciou HPV alebo inymi non-HPV
DNA virusmi. Stidia je zaloZena na revizii a hodnoteni 29 konizatov obsahujticich
dysplasticky dlazdicovy epitel s bizarnymi bunkami. Tieto pripady boli ziskané ako
nahodné pripady zrutinnej biopsie do roku 2011 a systematické retrospektivne
prehladavanie konizatov zroku 2013 az 2015 prinieslo dalSich 24 pripadov.
U kazdej pacientky sme ziskavali demografické udaje, revidovali sme preparaty
skriningovej cytoldgie a v tkanive z vybraného reprezentativneho parafinového
bloku sme doplnili imunohistochemické vysetrenie expresie antigénu pl6 a K67
aboli pouzité metdody molekulovej genetiky (PCR, HPV DNA in situ
hybridizacia). Bizarnti dysplaziu sme definovali ako podtyp tazkej dysplazie
(HSIL) charakterizovany pritomnostou individudlnych bizarnych buniek
nerovnomerne rozlozenych v celej Sirke dysplastického epitelu. Bizarné bunky st
charakterizované velkostou a tvarom podobnym superficidlnym dlazdicovym
bunkam dlazdicového epitelu v normalnom ektocervixe, d’alej anizonukle6zou a
mnohojadrovostou s prekryvanim sa hyperchromnych alebo aj ojedinele
hypochromnych jadier, ¢o vedie k nukleomegalii s bizarnym tvarom jadier, ktory
niekedy pripomina atramentové machule. Z 231 konizatov krcka maternice
obsahujucich tazka dysplaziu (HSIL) bizarnd dysplazia bola pritomnd v 29
pripadoch s priemernym vekom pacientiek 33,6 rokov. Bizarna dysplazia bola
spojena s konvenénou tazkou dysplaziou v 18 pripadoch azblandnym typom
tazkej dysplazie (tak ako bol neddvno popisany skupinami autorov Park
a Kitahara, ktory ju oznacil ako ,,deceiving dysplasia“) v 10 pripadoch. V jednom
pripade sme bizarnt dysplaziu zastihli i s extenziou do endocervikalnych krypt. Vo
vsetkych pripadoch bola imunohistochemicky pritomné blokova pozitivita expresie
antigénu pl6. In situ hybridizacny signal bol hodnotitelny v 12 pripadoch takto:
Integrovany typ bodkovitého signalu bol zaznamenany v bizarnych bunkach iba
v 3 pripadoch, ked’ sa tieto bunky nachadzali v dolnej tretine dysplastického
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epitelu. Difuzny typ signalu epizomalneho typu bol zaznamenany v bizarnych
bunkéach pokial’ sa nachadzali v hornych dvoch tretindch dysplastického epitelu.
Podla nasich =zisteni je bizarnd dysplazia vyznamne CastejSie asociovana
s pritomnostou HPV typu 16, v porovnani s ¢eskou populaciou podla vysledkov
Stadie prazskych autorov obsahujicej skupinu 311 pacientiek. Rovnaky vysledok
sme ziskali iv porovnani s kontrolnou skupinou 49 HSIL 1ézii nevyberovych
konizatov vySetrenych na nasom pracovisku. Asociacia s non-HPV DNA virusmi
bola zaznamenana iba v jedinom pripade, kedy sme zaznamenali koinfekciu
virusom HHV 6. Jednalo sa o imunokompromitovanu pacientku dlhodobo lie¢enti
kortikosteroidmi pre Crohnovu chorobu. Vztah s inymi non-HPV virusmi sme
nezaznamenali. Bizarna dysplazia je identifikovatel'na priblizne v 13% konizatov
s tazkou dysplaziou. Nie je rozdiel v priemernom veku pacientiek v porovnani
s konven¢nou tazkou dysplaziou. Tento typ dysplazie ma potencial
endocervikalnej extenzie. Spravna identifikdcia bizarnej dysplazie by mohla
prispiet’ k spresiiovaniu diagnostiky cervikalnych dysplazii, najmd v malych
vzorkéch a takisto by mohla podporit’ vznik longitudinalnych stadii, ktoré by d’alej
presnejsie urcili biologické vlastnosti bizarnej dysplazie ato najmi jej riziko
progresie v porovnani s konven¢nou tazkou dysplaziou. Na zaklade unikatnych
histologickych a cytologickych charakteristik a asocidcie s infekciou HPV 16 si
myslime, Ze bizarna dysplazia reprezentuje Specifickt variantu HSIL.

4.7 Vyznam bizarnych buniek v skriningovej LBC
cytoldgii: prospektivna studia 15 pripadov

(Significance of bizarre cells in cervical screening liquid-based cytology:
A prospective study of 15 cases)

V LBC (liquid based cytology) preparatoch skriningovej gynekologickej cytologie
su niekedy pritomné objemné mnohojadrové bunky dlazdicového povodu,
vel'kostou zodpovedajuce superficidlnej vrstve dlazdicového epitelu krcka
maternice, so zvidc¢Senymi jadrami prezentujuce bizarné tvary jadier a
napodobujice atramentové machule. Podl'a 3. edicie Bethesda klasifikacie z roku
2014 tieto bunky patria do kategérie LSIL (lahka dysplazia dlazdicového epitelu).
Tato praca popisuje prospektivny zber pripadov, ktoré na urovni LBC obsahuju
bizarné bunky, s nasledou histologickou, alebo cytologickou korelaciou. Na
zaklade revizie materalov sme sa pokusili ur€it vyznam cytologického nalezu
bizarnych buniek pre praktickii cytologickii diagnostiku a pre manazment
pacientiek s tymto nalezom. V ramci gynekologického skriningu s vyuzitim LBC a
systtmu ThinPrep s asistovanym pocitaovym vyhodnocovanim obrazu sme
identifikovali 15 pripadov s pritomnostou bizarnych buniek. Sti€asne sem vykonali
detekciu mRNA alebo DNA HPV so zbytkového LBC materidlu metddou Aptima
(Hologic), alebo Digene Hybrid Capture (Qiagen, Hildenberg, Germany). U
vSetkych 15 pacientiek sme potvrdili pritomnost’ vysoko-rizikovych typov HPV. V
10 z 15 pripadov bol nalez hodnoteny ako ASC-H so sekundarnou diagnoézou
LSIL. V 5 z 15 pripadov bol cytologicky zaver HSIL. U vSetkych pacientiek sme
doporucili histologické overenie cytologického nalezu. Nasledna histologicka
verifikacia v podobe punch biopsie, konizacie, alebo hysterektomie bola vykonana
u 13 pripadov v rozpiti 1 az 11 mesiacov od cytologického odberu. 10 krat sa
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diagn6za HSIL potvrdila a pritomnost bizarnych buniek bola zistend v 5
pripadoch. U d’al§ich 3 pacientiek sa jednalo o LSIL. Cytologické sledovanie
gynekolog zvolil u 2 pacientiek. Zaver: Identifikdcia bizarnych buniek v
skriningovej LBC je relativne jednoducha a rychla. Prispieva k presnosti a rychlosti
gynekologického cytologického skriningového vysetrenia. Podl'a naSich skusenosti
cytologicky ndlez bizarnych buniek koreluje s histologickym nalezom HSIL v 77
% pripadov. Preto navrhujeme aby sa takého cytologické nalezy hodnotili ako
ASC-H so sekundarnou diagnézou LSIL, na rozdiel od aktualneho doporucenia
hodnotit’ takéto nalezy ako LSIL. BCD ako $pecificky podtyp HSIL méze za istych
okolnosti sluzit' ako vysvetlenie diskordantnych pripadov cytologického nalezu
LSIL a naslednej histologickej diagnozy HSIL.
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5 Zaver

Skusenosti z prace na jednotlivych projektoch ukazuji, Ze v dnesnej dobe je
nevyhnutna tuzka spolupraca patoléga a molekularneho genetika. Sirka ponuky
metdod molekulovej genetiky vedie k subSpecializacii ivramci tohoto oboru
a moznosti ktoré sa patologom vd’aka metodam molekulovej genetiky otvaraju sa
nesmierne Siroké. To, ¢i ich patolog dokaze efektivne vyuzit’ a vysledkom budua
informécie s praktickym vyznamom pre diagnostiku a lieCbu pacientov, podla
mojho nazoru v prvom rade zéavisi na uvedomeni si hranic oboru patologicka
anatdmia a na ochote vstlpit’ s reSpektom do dlhodobého dialdégu s erudovanymi
genetikmi. V tejto atmosfére mozno ocakavat, Zze vzajomna diskusia prinesie
identifikaciu spravnej metddy, spravnych pacientov a tkaniv, ktoré touto metddou
mozno efektivne vySetrovat. V ramci oboru patologickd anatomia nasledne
dochadza k vyraznému prehlbovaniu a k ziskavaniu novych poznakov. Vyrazne
stipa vyznam acena tkaniva, ktoré patolog spracovava. Enormne sa zvySuju
naroky na vzdelanie patologa. Objavuje sa vyrazna tendencia poziadavky na
zvySovanie komunikacnych schopnosti, pretoze do ustidleného komunika¢ného
okruhu, ktory zahinia histologické a imunohistochemické laboratorium, klinika a
pacienta vstupuje d’al$i vyznamny partner - molekulovy genetik. Vzhl'adom na
cenu metdéd molekulovej genetiky stidle existuje velky priestor pre
imunohistochémiu a hladanie korelacnych vztahov medzi expresiou antigénu
a pritomnostou mutacie konkrétneho génu alebo inej hrubej chromozémovej
aberacie. Takéto ndlezy a korelaty moézu mat’ obrovsky financny efekt. Pouzitie
imunohistochémie v Specifickej reflexnej aplikacii niekedy umoznuje selektovat
vzorky, ktoré budi nasledne potvrdzované metédami molekularnej genetiky
s vyraznou usporou finan¢nych prostriedkov. Mame tak moZznost' vo vicSom
meritku poskytovat’ pacientom a ich oSetrujucim lekdrom diagnézy s presnejSimi
charakteristikami nadorov a prispievat’ k vyberu kandidatov vhodnych pre cieleni
lie¢bu.
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