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ABSTRAKT

Karcinom d¢loznitho ¢Cipku patfi mezi nejcastéjSi zhoubnd nadorova
onemocnéni Vv Ceské republice u Zen star§ich 35 let. Vznikd na zékladé rozvoje
patologickych zmén epitelovych bunék neboli tzv. prekancerdz, které se projevuji bez
ptiznakt. VEasn¢ je Ize odhalit pouze specializovanym kolposkopickym, cytologickym
a bioptickym vySetienim. U rozvinutého nadoru jsou pfitomny typické projevy: bolest
Vv podbiisku, krvaceni po pohlavnim styku nebo vytok z pochvy. Hlavni pfi¢inou tohoto
onemocnéni je infekce vyvoland vysoce rizikovymi typy lidskych papilomavirt. Tyto
viry maji schopnost perzistence a vyskytuji se u90 % detekovanych pftipadi.
Diagnostika nadoru cervixu musi byt komplexn¢ vyhodnocena vysledky onkologické

cytologie, bioptickym vySetfenim a pozitivni typizaci HPV.

Diplomovéa prace se zabyva cytologickym vySetfenim, tzv. Pap testem
cervikalnich stéri a jejich mikroskopickou diagnostikou pro rozliseni ¢asnych stadii.
Alterace bunck byla hodnocena klasifikaci dle Bethesdy 2014. Déle se zaobira
imunohistochemickym vySetienim cervikéalnich biopsii, které umoziuje 1épe prokazat
typ dysplazie. Reakce, prokazujici pozitivitu p*®, byla provedena na fezech, jiz diive
popsanym imunohistochemickym postupem. Cilem prace bylo zjistit u pacientek
starSich 30 let ze vzorki pfijatych za rok 2014 a 2015 frekvenci vyskytu jednotlivych
patologickych forem a vyhodnotit kompletnost relapsu u pacientek po 1écebném
zakroku. DalSim tkolem bylo uvést ptehled doporucenych barvicich postupti cervikalni

cytologie vyuzivanych v CR a zahrani¢i.

V roce 2014 — 2015 bylo pfijato na odd. cytologie 421 950 vzorkt. Z tohoto
poctu bylo 341 pacientek diagnostikovéano s cytologickym zavérem HG SIL. V tomto
souboru bylo 30 pacientek stars$i 30 let, u kterych bylo doplnéno histologické a
imunohistochemické vysetieni. Diagnoza dysplazii byla uréena u 21 vzorkd. Z toho u
18 nové diagnostikovanych pacientek se jednalo o posSkozeni metaplastického
dlazdicového epitelu v riznych stupnich. U 3 pacientek doslo k progresi i regresi 1ézi
potvrzenym opakovanym lé¢ebnym zakrokem. Jednim z nejcastéjSich ditvodt progrese
1ézi po 1é¢ebném zakroku je netiplné provedena konizace nebo pietrvani HPV infekce v
téle. Nicméné tedy i po chirurgickém vykonu se u pacientek vyzaduje dlouhodoba

dispenzarizace.



ABSTRACT

Cervical cancer is the most common malignant tumors in the Czech Republic
in women older than 35 years. Created on the basis of pathological changes of epithelial
cells or so called precancer, manifested no symptoms. Timely is, they can only be
detected by specialized colposcopy, cytology and biopsy examinations. In advanced
cancer, are present typical symptoms: lower abdominal pain, bleeding after sexual
intercourse or vaginal discharge. The main cause of this disease is an infection caused
by high - risk types of human papilomaviruses. These viruses have the ability and
persistence occur in 90 % of cases detected. Diagnosis of cancer of the cervix must be
comprehensively evaluated the results of a Pap test, biopsy examination and positive
HPV typing.

The thesis deals with cytological examination called Pap test, cervical smears
and their microscopic diagnosis to distinguish the early stages. Alteration of the cells
was evaluated according to the classification of Bethesda 2014. Further deals with
immunohistochemical examination of cervical biopsies, which makes it easier to
demonstrate the type of dysplasia. Reactions demonstrating the positivity of p'® was
performed on sections, previously described immunohistochemical procedure. The aim
was to identify patients over 30 years of samples taken in 2014 and 2015, the incidence
of each pathological forms and evaluate the completeness of relapse in patients after
curative surgery. The next task was to provide an overview of the recommended

coloring processes cervical cytology used in the country and abroad.

In 2014 - 2015 was adopted at the department 421 950 cytology samples. Of
this total, 341 patients diagnosed with HG SIL cytology conclusion. In this group, 30
patients older than 30 years who was accompanied by histology and
immunohistochemistry. The diagnosis of dysplasia was determined in 21 samples. Out
of the 18 newly diagnosed patients was a damage metaplastic squamous epithelium in
various degrees. In 3 patients experienced progression and regression of lesions
confirmed by repeated therapeutic intervention. One of the most common reasons lesion
progression after curative surgery is performed incompletely conisation or persistence
of HPV infection in the body. However, also after surgery to patients requiring long-

term follow-up.



CIL DIPLOMOVE PRACE - ZADANI

V teoretické casti nejprve popiSi jednotlivé prekancerézni formy a typy
karcinomt délozniho hrdla, diagnostické postupy a 1écbu, v praktické casti pak pouzitou
cytologickou a imunohistochemickou metodu a charakteristiku vySetfovaného souboru

pacientek.

Cilem prace je vyhodnotit v cervikalnich natérech u pacientek nad 30 let,
prijatych za rok 2014 a 2015, patologické nalezy cytologickou metodou dle
Papanicolaoua. Stanovit bunéénou abnormalitu klasifikaci dle Bethesdy 2014. DalSim
cilem je zhodnotit v cervikalnich biopsiich u pacientek nad 30 let, piijatych za rok 2014
a 2015, stupeii dysplazie a prikaz onkoproteinu p*® imunohistochemickou metodou.
Ove¢tit frekventovany vyskyt nové diagnostikovanych ptipada prekancerdznich forem u
pacientek nad 30 let a zhodnotit ptipadny relaps po 1é¢ebném zakroku za rok 2014 a
2015 z celkového poctu piijatych cytologickych vzorkl. Dale je cilem uvést piehled

doporuéenych diagnostickych barvicich postupti vyuzivanych v CR a zahraniéi.



SEZNAM ZKRATEK

Ab protilatka

AGC atypie zlazovych bun¢k

AGC-NEO atypie zlazovych bunék spise neoplastického piivodu

AGC-NOS atypie zlazovych bunék spise nespecifikovanych

AGUS atypické zlazové buiilky nejasného vyznamu

AIS adenokarcinoma in situ

APC antigen — prezentujici bunky

ASC-H atypie dlazdicovych bunék, nelze vylouc¢it HG SIL

ASC-US atypické dlazdicové buiiky nejasné etiologie

bp pary bazi

CGIN cervikalni zlazova intraepitelialni neoplazie

CIN cervikalni intraepitelialni neoplazie

CIS carcinoma in situ

CmMV cytomegalovirus

DAB 3,3°- diaminobenzidin tetrahydrochlorid

ds DNA dvouvlaknova deoxyribonukleova kyselina

FIGO mezinarodni federace gynekologie a porodnictvi

GIT gastrointestinalni trakt

HAK hormonalni antikoncepce

HC hybrid capture, hybridizac¢ni test pro detekci HPV

HE hematoxylin — eosin

HG SIL vysoky stupen zavaznosti intraepitelialnich zmén dlazdicovych
bunék



HIV virus lidské imunitni nedostate¢nosti

HPV lidsky papilomavirus

HR vysoka rizikovost

HSV herpes simplex virus

Ig imunoglobulin

IUD nitrodélozni télisko

KDH karcinom délozniho hrdla

LBC cytologie z tekutého média

LG SIL nizky stupen zavaznosti intraepitelidlnich zmén dlazdicovych
bunck

LR nizka rizikovost

MPL monofosforyl lipid A

m-RNA mediatorova ribonukleova kyselina

NILM negativita pro intraepitelovou 1ézi nebo malignitu

PAP test Papanicolaouova metoda

PCR polymerazova fetézova reakce

pRb retinoblastomovy protein

RNA ribonukleova kyselina

SCJ skvamokolumnarni junkce

STD pohlavn¢ pfenosna choroba

TLR bunécny receptor schopny rozpoznat antigen

TNM tumor-nodus-metastaza

TZ transformacni zona

VLPs viru podobné ¢astice

WHO svétova zdravotnickd organizace
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1. UVOD

Karcinom délozniho hrdla patii mezi nejcastéjsi zhoubnd onemocnéni u zen.
Kazdy rok je nové diagnostikovano v Ceské republice 1000 Zen a 400 Zen na toto
onemocnéni zemie. Hlavnim etiopatogenetickym cinitelem je pohlavné pienosna
infekce HPV piedevsim vysoce rizikovych typu 16 a 18, dile imunosuprese zpusobena
infekci HIV, sexualni aktivita, zejména jeho ¢asné zahajeni pohlavniho Zivota,
vitaminové deficity, dlouhodobé uzivani HAK a koufeni. Prekancerdézni formy se
nachazi obvykle u zen starSich 30 let, s invazivnim karcinomem nad 44 let. Vyvoj
prekancer6z byva v oblasti transformacni zony. Jde o tzv. dlazdicovou metaplazii, kde
cylindricky epitel pfechazi v epitel dlazdicovy. Disledkem mechanickych nebo
biologickych vlivii (napt. poranéni, infekce) dochazi k chybné regeneraci nebo porusené
diferenciaci epitelt.. Klinicky obraz u LG SIL, HG SIL a CIS je spiSe asymptomaticky.
U Zen s invazivnim karcinomem se objevuji poruchy menstruacniho krvaceni, poSevni

vytoky, urologické komplikace a panevni bolesti. @)

Diagnostika je zalozena na prebioptickych metodach, které jsou soucasti
pravidelnych  gynekologickych prohlidek. Do prebioptickych vySetfeni patii
kolposkopie, ktera urCuje zavaznost 1ézi, a onkologicka cytologie, odhaluje zavazné
atypie LG SIL a HG SIL. V ojedinélych piipadech (pfi odbéru bunék z nespravnych
mist nebo nedostatecné fixovany natér) mize vést k mylné diagnéze. Pro definitivni
diagnézu je vyZzadovana biopsie, kterd je zlatym standardem pro prikaznost
dysplastickych zmén CIN 1 — 3, carcinoma in situ, invazivniho dlazdicového karcinomu
nebo obtizné diagnostikovaného adenokarcinomu endocervixu. HPV typizace slouzi
jako doplnujici vySetfeni. Pfesnéjsi zptisob hodnoceni rozsahu dysplazii a diagnostiky
cervikélnich karcinomt poskytuje komplexni imunohistochemické vySetieni p16, které
se provadi na parafinovych fezech. Jedinou kauzalni l1écbou je chirurgicky zékrok

(konizace, hysterektomie). Nejspolehlivéjsi metodou ochrany proti HPV infekci a

vzniku rozvoje prekancer6z a KDH je ockovani a pravidelny cytologicky screening. @



2. TEORETICKA CAST

2.1. Anatomie a histologie délohy a délozniho hrdla

D¢loha (uterus) je duty svalovy hruskovity utvar uloZeny v centru panve,
dlouhy 8 cm, Siroky 5 cm o priméru 3 cm. Sklada se z délozniho téla (corpus uteri),
hrdla (cervix uteri) a délozni dutiny (cavum uteri). Hrdlo a télo je spojené usekem tzv.
isthmus uteri, ktery je dualezity v t€hotenstvi. Délozni télo se sklada z piedni a zadni
stény, které prechézi lateraln€¢ hranami, kranidlné¢ dnem a kaudélné v hrdlo. T¢lo vybiha
v délozni rohy, ze kterého odstupuje jeden vejcovod a tzv. chorda uteroinguinalis a
uteroovarica. D€lozni dutina trojuhelnikovitého tvaru navazuje kaudalné na kanal hrdla.

Sténa délohy je slozena ze tii vrstev: endometrium, myometrium a perimetrium.

Vnitini sliznice se nazyva endometrium (v téle) nebo endocervix (v ¢ipku). Je
tvofena jednovrstevnym cylindrickym epitelem, slizni¢énim vazivem (lamina propria
mucosae) s obsahem fibroblasti a zanofenymi jednoduchymi tubuldznimi zlazkami
(glandulae uterinae). Nachazime zde zejména bunky sekreéni, které uvoliuji
glykoproteiny. Endometrium se sklada z funkéniho hlediska ze dvou ¢asti: zona basalis
a zona functionalis. Bazalni zona se vyuziva k regeneraci odlou¢ené funkéni zony. Ta je
rozdélena dle hormonalni situace a tvaru déloznich Zlazek na pars compakta a pars
spongiosa. Vnitini sliznice je zdsobovana arteriae arcuatae, ze které odstupuje ptima a

spiralovita arteriola.

Myometrium je silna vrstva hladké svaloviny a malého mnozstvi kolagenniho

vaziva. Jeji zevni ¢ast probiha longitudinalné a vnitini je uspotfadana do spiral.

Kolem délohy je tenka vrstva kolagenniho vaziva, tzv. perimetrium tvofici
pruhy, které jsou soucasti zavésného aparatu délohy. Je pokryta mesotelem, obsahuje
cévni a nervové zasobeni. Cévni zasobeni obstarava zejména a. uterina, a. iliaca
interna (kfizi se s mo¢ovodem), a. vaginalis (zasobuje hrdlo a pochvu). Je tieba zminit

de€lozni privésky (vejcovody a vajecniky), které jsou soucasti délohy.



Délozni hrdlo je vazivovy svalovy organ pokryty sliznici. Jde o uzky dolni
segment délohy o délce 3 cm a o priméru 2,5 cm vyc¢nivajici do pochvy. Soucasti
délozniho ¢ipku je predni pysk, zadni pysk, a zevni branka, ktera je mezi nimi, sméfuje
do kanalu hrdla. Endocervikalni kanal (canalis endocervicalis) je prasvit, ktery spojuje
délozni dutinu s pochvou. Smérem do pochvy je zevni Usti kanalu a vnitini Gsti se
otevira do dutiny d€lozni (ostium externum a internum). Dé&lozni hrdlo se déli na

ektocervix (portio vaginalis) a endocervix (portio supravaginalis uteri). &%

Ektocervix je zevni ¢ast hrdla o velikosti vlasského ofechu okrouhlého nebo
konvexniho tvaru, pokryty vrstevnatym plochym nerohovatéjicim epitelem citlivym na
hormonalni vlivy. Tento epitel hrdla i pochvy se déli do tii vrstev: bazalni/parabazalni
(stratum basale a parabasale), intermediarni (Stratum intermediale) a

povrchova/superficialni (stratum superficiale) vrstva.

V bazalni/parabazalni vrstvé jsou zaznamenany znamky mitotické aktivity a
bunécné regenerace. Nachazeji se zde dva typy bunék: malé bazalni bunky (12 — 20
um), s velkym kulatym centralné uloZzenym jadrem (6 — 10 pm) a s uzkym lemem
cyanofilni cytoplasmy, a vétsi parabazalni bunky (15 — 25 um) s jadrem o velikosti (10
— 15 um) a cyanofilni cytoplasmou s vybézky. Vyb&zky jsou zbytky po intracelularnich

mustcich.

Intermediarni vrstva je bohatd na glykogen. Zde jsou pfitomny burky
s vezikularnim jadrem a lutealniho typu. Jsou to vétsi buinky (25 — 60 pm) variabilniho
tvaru s velkym jadrem uloZenym centraln€ aZ excentricky, chromatin je jemny. Bunky
lutedlniho typu se nachazi u zen, kde plsobi progesteron (v téhotenstvi) nebo

v postmenopauze. Uginkem estrogent se jadro zmensuje a objem cytoplasmy nartista.

Povrchové/superficidlni vrstva je vystldna dlazdicovym epitelem. Dilezitou
funkei této vrstvy je udrzet kyselé pH ve vaging, a také slouzi jako ochrannd bariéra.
Tyto superficialni buiiky nerohovati, i kdyZ mohou obsahovat bilkovinu keratohyalin.
Bunky jsou dvojiho typu: cyanofilni a vyzralé eosinofilni. O velikosti 35 — 60 um s
malym 3 — 7 um hutnym pyknotickym jadrem, oplostélou cytoplasmou, ktera zaujima
velky pomér v bunice. Vlivem keratinizace buiikky odumiraji, zbyvaji pak bezjaderné

utvary, které jsou oznaceny jako skvamy (3upiny). ©®



Endocervix je tkan, ktera ohranicuje endocervikalni kanal, sliznice je vystlana
jednovrstevnym cylindrickym hlenotvornym epitelem a lamina propria mucosae, z
neusporadaného hustého kolagenniho vaziva a elastickych vladken. Sliznice je slozena v
tzv. plicae palmatae (fasy). Do zdhybu fas vyGstuji rozvétvené tubuldzni Zlazy
(glandulae cervicales), které tvoti vétvené krypty, které se zanotuji do endocervikalniho
stromatu o hloubce 0,5 — 1 cm. Pod sliznici je myometrium cervicis uteri (vrstva
svaloviny) spole¢na, jak pro endocervix i ektocervix. Buniky maji variabilni tvar, jadra
Jjsou uspoiadana pti bazalni membrané, cytoplasma obsahuje vakuoly naplnéné hlenem.
Pfi aktivni hlenové sekreci mohou byt jadra vytlacena na okraj. Naopak deplece hlenu

se miiZe objevit pii zandtu. Buiiky e odluduji ve shlucich (sheet, honey comb). &7

Ptechod vrstevnatého dlazdicového nerohovatéjiciho epitelu v jednoduchy
cylindricky epitel nazyvdme SCJ — skvamokolumndrni junkce. Transformaéni zéna je
rizné dlouhy usek metaplastického epitelu, (viz. kap. 2.1.2.). Vyvoj transformacni zoény
a posunu skvamokolumnarni junkce se v rizném obdobi Zivota Zeny méni (V

postpubertalnim obdobi, v t¢hotenstvi a po menopauze). (.2)

2.1.1. Funkce cervixu

Dtlezitou funkci délozniho hrdla je ochranna bariéra, na které se podili znacna
cast fyziologické bakteridlni mikroflory. Mezi hlavni kompartmenty patii: bunky
exocervixu bohaté na glykogen, jsou mechanicky a chemicky odolné, a bunky
endocervixu (hlenotvorné, fasinkové a rezervni). Hlenotvorné buriky slouzi pro ochranu
délohy pted mykotickou a bakterialni infekci. Rasinkové buiiky umisténé v rozhrani
endometria a endocervixu, se vyuZivaji pro aktivni ptenos hlenu po sliznici. A rezervni

buiiky, ze kterych potom vyrlsta v transformaéni zoné metaplazie. @

Endocervikélni bunky produkuji kysely a neutrdlni hlen. Tento hlen tvofi
hlenovou zatku, kterd zabraiiuje vniknuti patogenti do délohy. Diky imunoglobulinim
(IgA, IgG), enzymim a leukocytim (cytotoxické lymfocyty, granulocyty a
agranulocyty), které jsou obsazeny v zatce, je zvySena schopnost baktericidni.
Cervikalni hlen obsahuje elektrolyty: chlorid sodny, glykogen v koloidnim roztoku,
bilkoviny (albumin, globulin) a enzymy. V prubéhu menstrua¢niho cyklu se toto slozeni

meéni.



Vyznamna role cervikalniho hlenu je v té€hotenstvi, kdy kompaktni hlenova
zatka chrani vyvijejici se plod v déloze. Déle pii transportu spermii, zejména v obdobi
ovulace, kde usnadnuje jejich prinik. Naopak v lutealni fazi menstrua¢niho cyklu je
hlen tak husty, ze brani pruchodu spermii do d€lohy a vejcovodi. Husty hlen v
déloznich zlazkach mize stagnovat a tvofit retencni cysty (ovula Nabothi).

Zasadnim tkolem délohy a délozniho hrdla je v pribéhu porodu, kdy se cervix
musi roztdhnout az o praméru 10 cm pro pruchod plodu do posevniho vchodu. Pii
menstruaci dochazi k odlouc¢eni endometria a myometrium hrdla dilatuje. Pti¢inou
tohoto dyskomfortu je menstruacni bolest. Fyziologicka vlastnost cervixu je fizena

estrogenem a progesteronem z ovarii. ¢

2.1.2. Metaplazie na cervixu

Metaplazie je adaptivni loZiskovd zména, u které dochazi k nahrazeni
cylindrického epitelu vrstevnatym dlazdicovym v celém rozsahu, (viz. obr. 1).
Vyznacuje se tedy nezralym dlazdicovym epitelem, pod kterym jsou vidét krypty
endocervixu, které poté splyvaji na povrchu s klky. Pfi¢inou mize byt dlouhodoba
chronicka iritace (zanét nebo zména pH) a hormonalni stimuly (ektopie u novorozenct
a v puberté ¢i ektropium po porodu), které ptisobi vyhifeznuti epitelu endocervixu na

exocervix a vystaveni zlazového epitelu drsnému kyselému poSevnimu prostiedi.

Metaplastické buniky jsou vnimavé na pusobeni karcinogent (napi. HPV).
Rozeznavame je do nékolika forem: hyperplazie rezervnich buné¢k epitelu endocervixu,
nezrala dlazdicova metaplazie, kdy rezervni buiiky tvofi vrstvu nezralych parabazalnich
bunck a nezrald dlazdicova metaplazie, kde dochazi k diferenciaci nezralych bunék do
zralého dlazdicového epitelu. V kolposkopii se metaplazie prokazuje potfenim 3%

octové kyseliny za vzniku bélavych mist, punti¢kovani nebo mozaiky. ©)

Obr. 1: Metaplazie epitelu endocervixu
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2.2. Karcinom délozniho hrdla

Epidemiologicky se jedna 0 druhé zhoubné onemocnéni rozsitené po celém
svété. Kazdym rokem postihuje az pul milionu Zen, zZ nichz az polovina Zen umira.
Cervikélni karcinom se povazuje za prvni maligni onemocnéni, které¢ je indukované
virem. @ 19 V rozvojovych zemich se objevuje vice nez 80 % piipadd karcinomu
d&lozniho hrdla. Incidence karcinomu délozniho hrdla vykazuje v CR kolem 15 — 20 %,
Vv Africe a Latinské Americe dosahuje hodnoty kolem 50 %, a naopak ve Finsku 4,5 %.
Nejvyssi morbidita a mortalita je pozorovana v zemich se Spatnymi socidlné-

ekonomickymi podminkami, kde chybi organizovany screeningovy program.

Dusledkem patogeneze je jednoznaéné infekce vyvolana lidskymi
papilomaviry HPV vysoce rizikovymi typy (high risk — HR), a jejich perzistence
Vv bazalnich a proliferujicich epitelovych bunikach délozniho hrdla. Mechanizmus vzniku
této patologické reakce byl jiz popsan. Nezbytné jsou dulezité i dalsi kofaktory, které
podporuji progresi onemocnéni, napf. sexualni kontakt, porucha imunitniho systému a
rizné toxické vlivy. Je to nemoc odvratitelnd a léCitelna. Jeji vyvoj v podobé
prekancerdz trva fadu let. Karcinom cervixu nartsta s vékem od 35 let a jeji vrchol je ve

véku 45 — 54 let. Onemocnéni je vzacné u zen mladsich 25 let.

Invazivnimu dlazdicovému karcinomu, ktery se vyskytuje ve velké mife,
predchazeji prekurzory cervikalni intraepitelidlni neoplazie (CIN). Za vcasné
cytologické detekce a 1é¢by, dochazi ke znaéné redukcei incidence a mortality. Dutlezitou
roli hraje primarni prevence vakcinaci a sekundarni prevence v podob¢ neinvazivniho
screeningového vySetieni cerviko-vaginalni cytologie. Tento test je mirné senzitivni a
vysoce specificky. Ovéfovaci metodou kurceni specifictéjsi diagndzy slouzi
histologické vySetieni, které se ziska béhem operaéniho zakroku. K detekci prekancerdz
a karcinomu dé€lozniho hrdla se vyuzivaji dalsi metody, napt. imunohistochemicka nebo

enzymaticka vysetieni, ktera jsou vSak technicky velmi naro¢na a nakladna. ()
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2.2.1. Mechanizmus HPYV infekce a dalsi rizikové faktory

Podstatou karcinomu délozniho hrdla je infekce HPV a dalsi rizikové faktory.
Celosvétové je celkova prevalence lidskych papilomavirt v cervikalnim karcinomu
mezi 85,9 - 90 %. HPV jsou malé neobalené viry z ¢eledi Papillomaviridae, velikosti o
praméru 55 nm. Jejich genom se sklada z jedné cirkularni ds DNA, ktera obsahuje az
8000 bp. Kolem DNA je kapsidovy obal, tvofen ze dvou pozdnich L1 a L2, a ¢asnych
proteini (E1 — E8). Pfenos se uskute¢nuje pohlavnim stykem, vétS§inou mezi 15. — 25.
rokem zivota. Méné Casty je prenos infekce na novorozence pii porodu nebo

transplacentarné. (12, 13)

Vstupni branou infekce jsou mikrotraumata kiize a sliznice. Inkubaéni doba je
primémé mezi 3 mésici. Virové partikule putuji do bunék bazalni vrstvy
metaplastického dlazdicobunééného epitelu transformacni zony a V jejich jadrech se
replikuji. Jestlize nedochazi k maligni transformaci, virova DNA neni inkorporovana do

DNA hostitelské buiiky, méa podobu episomu. 4

V duasledku ptisobeni ptirozenych imunitnich mechanizmu hostitele, dochazi ke
spontannimu oc¢isténi infekce HPV vrozsahu 2 let. HPV infekce se projevuje
manifestné v podobé genitalnich bradavic, subklinicky bez makroskopického obrazu, a
v 90 % probiha latentné bez klinického korelatu. V tomto ptipad¢ ji Ize prokazat pouze

molekularné genetickou metodou. (15,16)

HPV jsou tfidény z klinického hlediska do dvou skupin: na vysoce rizikové
(high risk - HR HPV nejcasté&ji typ 16 a 18, dale se vyskytuji 26, 31, 33, 35, 39, 45, 51 -
53, 56, 58, 59, 66, 68, 73 a 82) a nizce rizikové (low risk - LR HPV sérotypy zejména 6
a 11, omezené typy 40, 42 - 44, 54, 61, 72 a 81). Vysoce rizikové typy HPV perzistuji a
doprovézi potencialni prekurzory CIN. “ ¥V genomu HPV typu 16 hostitelské buiiky
jsou virové onkogeny E6 a E7 (viz. obr. 2), které interaguji s tumor supresorovymi geny

(p53

genetick¢ho kodu a ke vzniku mutaci. Pokud nedochazi k vyléceni, vznika v 90 %

, PRDb), dulezitymi pro regulaci bunécného cyklu. Tim dochdzi k pfeméné

karcinom cervixu. Rozvoj nadorového procesu je v rozmezi 10 — 15 let. &7
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Obr. 2: Schéma genomu HPV typu 16.
(upraveno dle 18, 19)

Vysvétlivky: E1 (asny gen pro replikaci), E2 (Sasny gen pro replikaci a transkripci), E4 (¢asny gen pro
uvoln&ni viru), E5 (Sasny gen vyhybajici se imunit&), E6 (Sasny gen vazajici se na p>’), E7 (Sasny gen

vazajici se na p*?), L1 (vé&t3i bilkovina kapsidy), L2 (men3i bilkovina kapsidy).

LR HPV typy 6 a 11 jsou sdruzeny s genitalnimi bradavicemi (condylomata
accuminata). Jde o S$picaté kondylomy, pokryté akantotickym dlazdicovym
hyperkeratotickym a parakeratotickym epitelem. Podle histologického hlediska jej
rozeznavame na papilarni, ploché a invertované. Jsou velmi napadné a makroskopicky
rozpoznatelné pti kolposkopii. Vyvolavaji pouze prechodnou infekci, ktera podléha

apoptoze.

V bunééném preparatu se projevuji ve formé& koilocyti. Maji vybledlou
cytoplasmu, pyknotické svrastélé jadro, n€kdy s eosinofilni inkluzi. Kolem jadra je
perinuklearni projasnéni. ? Vzhledem k tomu, Ze se tato prace nezabyva podkladem

HPV infekce, je tato kapitola jen stru¢nym souhrnem.

Mezi dalsi rizikové faktory patii: prevazné sexualni aktivita od ran¢ho véku,
zvySeny pocet sexualnich partnerti, koufeni, genetika, imunodeficience, imunosuprese,
infekce chlamydiemi a dalsi STD, chronicky zanét, obezita, casné gravidity,
dlouhodobé uzivani oralnich kontraceptiv nebo IUD, vitaminové deficity a nizké

socidln¢ ekonomické podminky. (20)
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2.2.2. Patogeneze cervikalniho karcinomu

Prekancerozy vznikajici z dlazdicobunééného epitelu, se nazyvaji cervikalni
intraepitelialni neoplazie (CIN, neinvazivni karcinom), a ze zlazového epitelu, jde o tzv.
cervikalni glandularni intraepitelialni neoplazie (CGIN) délozniho hrdla. Incidence CIN
se vii¢i prekancer6zam adenokarcinomu (CGIN) v Ceské republice pohybuje v poméru
60 : 1, zejména u mladych vékovych skupin. CGIN je provazeno ptitomnosti dlazdicové

1éze az 0 40 — 70 %.

Pfi¢inou, jak uz jsem uvedla v pfedchozi kapitole (viz. kap. 2.2.1.), je infekce
dlazdicového nebo Zzlazového epitelu papilomaviry typu 16 a 18. Podle stupné
zavaznosti se dlazdicové¢ intraepitelidlni neoplazie déli na CIN 1 (mirnd dysplazie), CIN

2 (stfedni dysplazie) a CIN 3 (tézka dysplazie, CIS - carcinoma in situ), viz. obr. 3.

Dysplazie je charakterizovana nevyzralou bunécnou atypii, strukturdlni nebo
funkéni zménou - hyperchromatickd jadra, hruby chromatin, cyanofilni cytoplasma
smoznou vakuolizaci a zvySeny jaderné-cytoplasmaticky pomér. Ve sliznici se
vyskytuji atypické cévy. Projevuje se vrhstanim prosoplastického epitelu do Zlaz a
nepravidelnym uspofadanim bazélni vrstvy, kde se rezervni buiiky nediferencuji. Na
povrchu epitelu se objevuje parakeratéza a rohovaténi keratinocytl. Tento nélez se

projevuje v podob& mozaiky a lze ho prokézat kolposkopicky. %

DYSPLAZIE DLAZDICOVEHO EPITELU

AN
e I

NORMALNI CIN 1 CIN2 CIN 3 CIS DLAZDICOBUNECNY

EPITEL KARCINOM

I e T e SRS
oXey %@a@ é@ ’6(’ 0L
@9&5%@%?

(upraveno dle 22)

Obr. 3: Schéma vyvoje karcinomu cervixu.
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CIN 1 postihuje tietinu epitelu bazalni vrstvy. Objevuje se ve zralém i
nezralém dlazdicovém epitelu. Ma piimy vztah sinfekci HPV. V pribéhu 1 roku
dochazi ke spontdnnimu vyhojeni u 70 — 90 % lézi. Mira progrese u této dysplazie je 10
— 20 %. Je definovana jadernou mnohotvarnosti a mitotickou aktivitou omezenou ve
vrstvé bazalni ¢i parabazalni s koilocytdzou nebo bez ni. Odpovida LG SIL (low grade

intraepitelial lesion) v cytologickém obraze.

CIN 2 naruSuje dv¢ tietiny epitelu dé€lozniho hrdla. Jde o intermediarni 1ézi,
ktera je doprovazena infekci HPV typu 16. Hoji se ze 40 % spontanné a v 57 % je
schopna progrese. Je vymezena mitotickou aktivitou ve stfedni téeting epitelu a jadernou

pleomorfii. Odpovida HG SIL (high grade intraepitelial lesion) v cytologii.

CIN 3 postihuje cely epitel. Vysoce progreduje s HR HPV typy 16 a 33. Mira
progrese u tohoto typu je vice nez 70 %. Vykazuje cetnou mitotickou aktivitu
v dlazdicovém epitelu a jadernou variabilitu. Charakteristickym znakem jsou
parabazalni buiiky, objevujici se v pfevaze. U rozsahlého stadia (carcinoma in situ —
CIS), invaze nadorovych bun¢k do bazalni membrany chybi. Cytologicky odpovida
opét HG SIL, (viz. kap. 3.1.). @

Prekancer6za adenokarcinoma in situ (AlIS) zlazového invazivniho karcinomu
tvofi pouze 2 % ze vSech diagnostikovanych pfednddorovych zmén. Z histologického
hlediska burniky maji velké jadro s viditelnymi jadérky a hrubym chromatinem. Vykazuji
cetné mitdzy. V téZ§im prubchu bunky ztraci schopnost tvofit hlen. V cytoplasmé se

s . r ’ ’ v v . 4 7
nachazi vakuoly a jemna granulace, ktera se barvi modrocervené, viz. obr. 4. “.6.7)

e
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Obr. 4: Cytologicka diagnostika pacientky s adenokarcinomem in situ (AlS). Barveno

PAP testem. Zvétseno 10xX.

15



2.2.2.1. Invazivni dlazdicovy karcinom

Dlazdicovy karcinom se vyviji zCIN 2 — 3 a CIS, tedy na podkladé
metaplastického dlazdicového epitelu v transformaéni zoné. Patogenem je z 50 %
HPV typ 16. Je schopen prortstat do vazivovych tkani, a metastazovat miznimi
cévami do lymfatickych uzlin. Ze viech karcinomil cervixu piedstavuje az 85 %. @3
Podle WHO Kklasifikace, se karcinom déli: na velkobunéény rohovatéjici,
velkobunéény nebo malobunéény nerohovatéjici. U vSech typl je pfitomna bunécna
drt’ (rozbité erytrocyty) a zanétlivy exsudat. Naopak chybi Ddderleiniiv laktobacil, viz.
obr. 5.

Velkobunéény rohovatéjici karcinom se 1isi od velmi casté se vyskytujiciho
nerohovatéjiciho karcinomu tim, ze u n¢j dochazi ke keratinizaci bunék a k tvorbé, tzv.
perel. Bunky maji protahly tvar, hruby chromatin, hyperchromatické jadro a
eosinofilni cytoplasmu. U nerohovatéjiciho malobunééného typu jsou pfitomny

vietenovité stromalni buniky s velkym hyperchromatickym jadrem obsahujici vyrazna
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Obr. 5: Cytologicka (barveno Pap testem, zvétseno 10x) a histologicka (barveno HE,

zvetseno 20x) diagnostika pacientky s invazivnim dlazdicovym karcinomem.
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2.2.2.2. Adenokarcinom zlazového epitelu endocervixu

Je méné Casty vysoce agresivni maligni nédor, tvofeny z abnormalniho
zlazového epitelu cervixu. Vznika uvniti endocervikalniho kanalu. Piedstavuje pouze
20 % ze vSech cervikalnich karcinomt. Vykazuje v 86 % zejména HPV typ 18. Jeho
rist a tvar je variabilni (napf. polypoidni nebo ulcerovany). Siii se lokalng, postihuje

dalsi sousedni organy. Nejcastéji je diagnostikovan ve véku 45 — 65 let.

Klinick4 manifestace je rozdélena do dvou casti. V prvni ¢asti je vyskyt 1ézi 0
velikosti nad 4 mm do hloubky. Projevuje se intermenstrualnim a postmenopauzalnim
krvacenim, hematurii a bolesti zad. V druhé c¢asti probiha asymptomaticky v podobé
mikroinvazivniho karcinomu, ktery obsahuje ¢asné stromalni invaze, a je zde zvysené

riziko uzlinovych metastaz. (16.23)

2.2.3. Klinické projevy prekanceroz a cervikalniho karcinomu

Prekancerozy dlazdicového epitelu se projevuji  VéEtSinou latentné,
symptomaticky v podobé¢ cervikalnich 1ézi ¢i kondylomat na zevnim genitalu, nebo
subklinicky ve formé& plochych 1ézi, které nejsou vidét pouhym okem. Kondylomata
jsou makroskopicky drobné, bélavé, bradavi¢naté rekurentni papuly nebo kvétakovité

léze, tzv. condylomata gigantea. (24,29

Mezi ptiznaky, které doprovazi onemocnéni délozniho hrdla, jsou: bolesti
Vv podbfisku nebo v kiizi, spontanni nebo postkoitalni krvaceni a recidivujici fluor.
Potize, které pacientky dale udavaji, souviseji s Sifenim karcinomu V panvi, napf.
urémie, uroinfekce, dysurie, hematurie, krvaceni z kone¢niku, bolestivé defekace,

hepatomegalie, zvétSené tiiselné uzliny a otoky dolnich kongetin. ¥
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2.3. Diagnostika prekanceroz a karcinomu cervixu

Dulezitou roli K ureni diagnostiky hraje rodinnd a osobni anamnéza.
Diagnostické metody se rozdéluji na prebioptické: kolposkopie a onkologicka cytologie
a bioptické vySetfeni cervixu s popsanym typickym nalezem. ®® Mezi doporucenou
metodiku zahrnujeme detekci HPV vysoce rizikovych typa 16 a 18 pomoci PCR.
V nejasnych ptipadech CIN se pouzivaji imunohistochemické metody pro stanoveni
protilatek proti proteinu Ki-67 (marker bun&éné proliferace) a proteinu p*° (inhibitor

cyklin dependentni kinazy), ktery je pozitivni v buiikach infikovanych HR HPV. 1®)

U Zen s karcinomem dé¢lozniho hrdla je tieba provést rektalni vysetfeni. Jako
dal$i pomocna vySetfeni slouzi: biochemie (vySetfeni moce, jaterni, hormonalni,
geneticka stanoveni nadorovych markert a proteint akutni faze zanétu) a hematologie
(koagulace, sedimentace erytrocyt). Stanoveni titru protilatek neni ptili§ vhodny,

., o N « v, (4,2
V negativnim piipad¢ onemocnéni nelze Vyloucn.( 1 29)

2.3.1. Kolposkopie

Patii mezi prebioptické metody vyuzivané pii pravidelnych gynekologickych
prohlidkach. Jde o diagnostickou techniku, zaloZzenou na pfimém zobrazeni za pomoci
binokularniho opticky zvétSovaciho systému. Slouzi ke sledovani vyvoje ¢i hojeni, a
posouzeni rozsahu poSkozeni dlazdicobunéCnych a diagnosticky obtiznych Zlazovych
1ézi, na zaklad¢ viditelnych barevnych zmén =za pouziti kolposkopu. Pod
kolposkopickou kontrolou se také provadi aspekce cervixu, cytologicky bunécny odbér
a punch biopsie, za pouziti zrcadel - per speculam (Scherbackovo, Cuzkovo, Trélatovo
nebo Koganovo). 9

Kolposkopie je rozdélena z funk¢éniho hlediska na nativni a rozsifenou. Nativni
kolposkopie pozoruje oblast bez aplikace roztoku, nebo uziva k setfeni tampon,
navlh¢eny ve fyziologickém roztoku. @7 provadi se pfed vysetfenim bimanualnim, aby
nedoslo ke krvaceni nebo poruse charakteru sekretu. Hodnoti tvar cervixu (konicky u
nerodicek, cylindricky u rodicich Zen), barvu a charakter sekretu, a rizné dalsi defekty

stény posevni a tvary vystupujici z hrdla (napf. polypy nebo myomy). ™

18



Rozsifena kolposkopie slouzi k prikazu 1¢ézi. Uziva optickych zvyraziovaca.
Pouziva: NaCl, Lugoliv roztok (Vv jodnegativnim pifipadé ma patologicky epitel
Zlutobilou barvu, z divodu produkce velmi malého mnozstvi glykogenu), 5% roztok

kyseliny octové (v piipad¢ pozitivity se objevuji zrni¢ka ve formé hroznd bilé barvy).

Do normalnich kolposkopickych nalezi patii: origindlni dlazdicovy epitel,
ektopie (cylindricky epitel cervixu) a transformacni zéna Srozeznatelnym stupném

vyzravani dlazdicové metaplazie.

Kolposkopicka diagnostika rozd€luje abnormalni nélezy na cévni znaky -
jemna az hruba mozaika, puntickovani, atypické cévy, a epitelialni znaky - bily epitel,
jemna nebo tlustd keratéza (leukoplakie) a ulcerace. Mohou se objevit dalsi rizné
patologické nalezy, napf. kondylomata, eroze, zanét, atrofie, polyp a dalsi.
Charakteristickymi znaky invazivniho karcinomu je pfevazné exofyticky kvétakovity

rust, nebo endofyticky kraterovity defekt, spontanni krvaceni a nekroza. @)

Expertni onkogynekologické transvagindlni a transrektdlni ultrazvukové
vySetieni se vyuziva v piipadech pii podezieni na invazivni karcinom. Z hlediska
diagnozy je nezbytna korelace s cytologii a histologii. Detekované 1éze musi byt

v , o ‘o - 11,1
oSetteny a sledovany z diivodu vylouceni perzistence. (11,16)

2.3.2. Cytologie

V soucasné dobé jde o jedinou screeningovou metodu pro prevenci, vcasné
odhaleni a l1éceni nadorového bujeni délozniho hrdla. Podle charakteru problematiky je
¢lenéna na onkologickou a funk¢ni. V této praci se zabyvame onkologickou cytologii,
kterda sleduje arozpoznava morfologické odchylky bunék. Jako zakladni
polychromatické barveni pro diagnostiku prekancerdznich forem a KDH se uziva

Papanicolaoua metoda, viz. obr. 6.
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Obr. 6: Cytologickd diagnostika (vievo) pacientka s LSIL a koilocyty, (vpravo)

pacientka s HSIL. Barveno Pap testem, zvétseno 10x.

Udaj o abnormalit¢ dlazdicovych bunék délozniho hrdla ddva dohromady
cennou informaci o stavu pacientky ve vztahu k 1é¢bé. Abnormalita bunék je hodnocena
klasifikaci dle Bethesdy, (viz. kap. 3.1.).

Papanicolaoua metoda zahrnuje Harrisiv hematoxylin pro barveni jader, a
cytoplasmy Papanicolaou EA 50. EA 50 rozliSuje cytoplasmu dle stupné zralosti: na
cyanofilni a eosinofilni. Harrisiiv hematoxylin nepatrné¢ barvi i cytoplasmu, coz je
dulezité. Jedinou vytkou u tohoto barviva je, ze ojedinéle mize vykazovat piebarvena

jédra.

Pro cytologické vysetfeni je podminkou spravny odbér bunék sterilnim
kartaCkem (brushem), vatovou tyCinkou ¢i Ayerovou Spachtli z podezielych 1ézi.
V praxi je bunécny odbér zpracovan dvéma zpusoby. Klasicky setifenim na podlozni
sklo (konvencni cytologie) nebo liquid based cytologii (LBC), kde je kartacek vypran
v tekutém médiu (ThinPrep Pap test). LBC umoziuje stanovit z jednoho odbéru vice
vySetieni, napf. HPV typizaci. Z méné piistupnych mist se provede aspirace nebo
punkce. Vzhled cytologickych komponent zavisi na okamzité fixaci natéru 96 %

alkoholem nebo cytofixativem, a na barvici technice. ®
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Cytodiagnostika vychazi z hodnoceni celého cytologického preparatu. Mezi
typické znaky nadorové buiky, patii: zména velikosti buniky (anizocytdza), variabilita
tvaru a velikosti jadra (polymorfonukledza, makronukledza, anizonukle6za) a zména
barvitelnosti jadra (hyperchromazie nebo hypochromazie ¢i anizochromazie). Mohou se
vyskytovat abnormalni zmény jaderné membrany, chromatinu, jadérka a cytoplasmy.
Urcuje se jaderné-cytoplasmaticky pomér, kdy u nadorovych bunék zaujima prevazné
pomér jadra oproti cytoplasmé. Sleduje se i piftomnost mitozy. ® Pro potvrzeni

diagndzy je nutné provést biopsii délozniho hrdla.

2.3.3. Biopsie

Je zlatym standardem pro uréeni definitivni diagnozy 1ézi LG SIL, HG SIL,
tedy dysplazii CIN 1 — 3, CIS a dlaZzdicobunééného karcinomu. Dale zldzovych 1ézi
CGIN, AlS a invazivniho adenokarcinomu, a jejich terapie. ‘%

K metodam, pii kterych dochdzi k odstranéni patologické tkané, patii:
konizace, cylindricka disekce, cold knife excize, endocervikalni kyretaz a punch biopsie
pro malé vzorky. Zhoubny nador délozniho hrdla se klasifikuje podle WHO, TNM a
FIGO. ®

2.3.3.1. Zakladni histologické vySetieni

Zékladnim vySetfenim v histologii je tkan z cervixu fixovana 10% formalinem,
ktera se po zaliti do parafinu kréji na tenké fezy a barvi zakladni metodou hematoxylin
— eosin (HE) nebo specialnim barvenim, napf. alcidnovou modii ¢i PAS reakci pro
prukaz glykogenu. Zbarveni HE se hodnoti abnormalita bunck (koilocyty,
dyskeratocyty), a hlavné pomér poskozeni dlazdicového epitelu, tedy stupen dysplazie,

viz. obr. 7.
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Obr. 7: Histologicka diagnostika (zleva) pacientka s CIN 2 a pacientka s CIN 3.

2.3.3.2. Imunohistochemické vySetieni

Tato prace se také zabyva priikazem onkoproteinu p16, ktera je vhodnou
doplityjici metodou pro urceni diagnézy u klinicky sloZitych ptipadl pfi diagnostice
prekancer6z nebo KDH. Jde o produkt tumor-supresorového genu. U&inkem virovych
genl E6 a E7 dochazi k zéstavé replikace bunck. V tomto pripad¢ vznikaji dysplastické
buiiky, které vyluduji tento protein p'® vsouvislosti sHR HPV infekci. ¢
Imunohistochemicky priikaz nevyzaduje mnoho materidlu. Slouzi k posouzeni

morfologického obrazu a lokalizaci p™® na intracelularni urovni. V pozitivnim piipadé se

p*® prokaze hnédym zbarvenim v atypickém epitelu, viz. obr. 8.

Obr. 8: Mikroskopické hodnoceni pozitivity p16 ve vzorcich atypického dlazdicového
epitelu cervixu. Zleva: pacientka s CIN 11 as CIN I1I.
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V cytologickych natérech se muze obarvit I nezrald metaplazie, proto tato
metoda je vétSinou uzivand pouze pro potvrzeni histologickych diagnéz u nejasnych
1ézi. © K prukazu p16 jsem vyuzila diagnostického testu CINTec p16 na piistroji
VENTANA BenchmarkUItra. Tento test piedstavuje vysokou senzitivitu a specificitu
pro detekci cervikalnich neoplazii. Metoda je zalozena na prikazu onkoproteinu E6,

ktery je exprimovan v infikovanych keratinocytech. (1)

2.3.4. HPV typizace

Za vhodné doplnujici vySetfeni se povazuje HPV typizace. Detekce lidskych
papilomavirt se provadi u Zen star$ich 30 let s cytologickym nalezem. Prevalence této
HPV infekce stoupa v korelaci s abnormalnimi Pap stéry (ASC-US 56 %, LG SIL 78 %
a HG SIL 80 %). G2 Jako screeningova metoda se pouzit nedd, protoze je velice
nakladna. HPV typizace je doporucena pro sledovani nerozhodnych cytologickych stéri
(ASC-US) a chirurgicky odstranénych 1ézi na cervixu. LR HPV typy 6 a 11 nejsou
klinicky ptinosné. Metoda neni vhodna k detekci typt HPV u mladych divek, u stavi

S imunosupresi nebo po hysterektomii. (233)

Odbér virové DNA z epitelovych bunék cervixu, se provadi brush technikou
z proximdlni oblasti transformaéni zony. Bunéény materidl s kartdckem je zalomen
nebo vypran v transportnim médiu (COBAS, LBC) a zaslan spolu s fadné vyplnénou

pruavodkou do laboratote.

Existuje né€kolik technik ke stanoveni typt HPV, napt. in situ hybridizace
RNA/DNA s amplifikaci (HC IlI, hybrid capture), a velmi spolehliva polymerazova
fetézova reakce (PCR). Pro detekci rizikovych typi HR HPV 16 a 18 se uziva nejcastéji
metoda COBAS 4800 HPV test od spolec¢nosti Roche, AMPLICOR HPV, INNO-LIPA,
MULTIGENE, MULTISENS a APTIMA HPV Assay (pro diagnostiku m-RNA).

Doplnéné vysSetteni o HPV typizaci upfesni vysledek cytologického
screeningového vysetfeni. Negativni prediktivni hodnota Vtomto piipadé u této

kombinace je 99 %. ™'
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2.4. Lécba a prevence prekancero6z a karcinomu cervixu

Lécba cervikalnich 1€zi zavisi na diagndze. U anatomického defektu se provadi
plastickd chirurgickd tprava délozniho hrdla. Pokud je pfitomna hyperkeratéza ci
parakeratdza S atrofii u zen v menopauze, podava se hormonalni substituce. Na genitalni
bradavice se aplikuji lokalné antimykotika: 25% Podophylin (1¢inna latka z pryskyfice,
antimitoticky G¢inek), 50% trichloroctova kyselina, cytostaticky krém 5 — fluorouracilu,

cidofir nebo interferon — a. @39

Lécebné metody se rozdéluji na vyhodnéjs$i excizni pro ziskani tkané¢, a
destruk¢ni. Prikladem excizni metody je punch biopsie, konizace nebo kyretaz. Tyto
zakroky slouzi k ziskani konizatu za pomoci bioptickych klesti nebo tkanovych lozisek
na cervixu zapomoci kyrety. Konizace je provadéna skalpelem, ntzkami nebo
vysokofrekvenc¢ni elektrickou kli¢kou, jehlou ¢i laserem. Piikladem destrukénich metod
je: elektrokoagulace, kryoterapie (za uziti tekutého dusiku) nebo laserova vaporizace
(pomoci COy). Tyto metody jsou utlacené do ustrani. Indikuji se spiSe k oSetfeni LG
ézi. 4

K hodnoceni velikosti, tvaru, morfologie a deformace d¢lohy a hrdla slouzi
hysteroskopie. ©® U tézkych stadii, pro odstranéni celé transformacéni zony u
mikroinvazivnich karcinomt, se jako 1é¢ba vyuziva chirurgickd nebo radikalni
hysterektomie. Posledni volbou je chemoterapie (cisplatina, karboplatina, vincristin,
kyselina listova a dal$i) nebo radioterapie. Pro recidivujici nalezy se uZiva interferon a

retinoidy.

Po skonceni lécby je nutné komplexni gynekologické vySetfeni. Zahrnuje
kolposkopii, cytologii, HPV typizaci, sonografii malé panve, jater, ledvin,
hematologické a biochemické vySetfeni, mammografii, CT, RTG srdce a plic. Kontrola
je nutna v intervalu 6 — 24 mésici. V tomto obdobi muze totiz dochazet k navratu

prekancer6znich forem. ()
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U onemocnéni, které je zachyceno vcas, je progndza vyrazné lepsi, nez u
pokroc¢ilych nadorti. Nador je rozdélen do nékolika stadii: 1. — je omezen pouze na
d€lozni hrdlo, 2. — piechazi do vazivové tkané, 3. — pfechazi do vazivové tkan¢, ale
nepronika do okolnich organti (konecnik, mocovy méchyt), a 4. — pronika do okolnich

organl a metastazuje. PreZziti v ramci 5 let je vztaZzeno v % zastoupeni, (Viz. tab. 1).

Tab. 1: Prognéza cervikalniho karcinomu v procentualnim zastoupeni. (“P2en° de 34)

STADIUM ZASTOUPENI V %
1. > 90
2. 60 — 80
3. 50
4 <30

Prevence se rozd€luje na primarni, sekundarni, tercidrni a kvartérni. Do
primarni prevence patii: vakcinace proti HPV, ochrana rizikového sexualniho chovani,
profylaktické chirurgické zdkroky a zdravy Zivotni styl. Slouzi ke snizeni vyskytu
choroby a eliminaci rizikovych faktord (pfenos HPV infekce) na vznik malignit.
Sekundarni prevenci je cytologicky screening. Vyuziva se k zachyceni prekancerdz
béhem gynekologickych preventivnich prohlidek. Zlepsuje 1€cbu onemocnéni. Terciarni
prevence casné zachycuje recidivu a zahajeni 1écby cervikalniho karcinomu. Prevence

kvartérni predchézi disledkiim progrese nevylé€itelnych chorob. )

Prevence proti lidskym papilomavirim typu 6, 11, 16 a 18 je vyznamnym
pfinosem ve zdravotnictvi za Uplné thrady ze zdravotniho pojisténi pro divky ve veéku
13 let. HPV vakciny jsou témét 100 % ucinné v prevenci prekancerdznich 1ézi cervixu,
genitalnich bradavic a cervikalniho karcinomu, a to nejlépe u divek ¢i Zen, které jsou
pfed nebo béhem ockovani HPV DNA negativni. Nevyhodami téchto vakcin je, ze

nepusobi proti vSem typtim HPV a jejich doba Gc¢innosti dosud neni zndma. (11,14, 16)
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Mezi nejcastéjsi oCkovaci vakcinu patii Cervarix. Je bivalentni vakcina proti
HR HPV typim 16 a 18, pro divky ve v€éku 10 — 25 let. Obsahuje latku ASO4, ktera je
kombinovana s AI(OH); a dalsi detoxikaéni bakteridlni latku, monofosforyl lipid A
(MPL). Detoxikacni slozka spousti uvolilovani prozanétlivych cytokinh z APC
prostfednictvim vazby na receptory TLR-4. Vysledkem je vyrazna humoralni a bunééna

odpovéd. (36)

Gardasil 9 je vakcina proti 9 typam HPV (6, 11, 16, 18, 31, 33, 45, 52 a 58), a
Silgard je kvadrivalentni vakcina proti HR (16, 18) a LR (6, 11) HPV typtm, pro divky
mezi 9. — 26. rokem Zivota a chlapce ve véku 9 — 15 let. Vyuzivaji se k prevenci dalSich

premalignich genitalnich 16zi (vulvérnich, vaginalnich a analnich). 43"

Zéakladem vsech vakcin jsou viru podobné ¢astice (virus like particles - VLPS),
tvofené hlavnim kapsidovym proteinem L1, ktery je nositelem imunitnich epitopt. L1
protein (v ptipadé¢ Gardasil 9 a Silgard) je vyroben z kvasinek Saccharomyces
cerevisiae rekombinantni DNA technologii, adsorbovany na amorfnim aluminium-

hydroxyfosfat-sulfatu. Tyto ¢astice (VLPS) jsou neinfekéni, neobsahuji virovou DNA.

Vakciny nejsou 1é¢ebné. Aplikuji se intramuskularné do deltového svalu horni
paze, a to ve tfech davkach. Jsou dobte tolerovany S minimalnimi nezddoucimi Gc¢inky:
bolest hlavy, GIT ptiznaky, svalové bolesti a otoky, zarudnuti, svédéni, vyrazka a
kopfivka v misté aplikace. Diraz na opatrnost se klade u pacientd s poruchou
koagulace. Tyto vakciny nesmi byt podany u téhotnych, u pacienti s precitlivélosti na

jakoukoli obsahovou slozku, a u stavii kieCovych, kolapsovych nebo hyperpyretickych.
(23, 36)
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3. PRAKTICKA CAST

3.1. Kilasifikace podle Bethesdy 2014

Organizovany screening vV CR byl zahdjen vroce 2008 a je vyuzivan
celosvétové pro vcéasnou detekci a 1écbu prekurzor karcinomu cervixu. (38)
V rozvinutych zemich prokazuje snizenou incidenci a mortalitu na cervikalni karcinom.
Preventivni cytologie se provadi u zen nad 15 let v pribéhu kazdého roku. Kazdy

buné¢ny preparat je komplexné barven metodou dle Papanicolaoua, (viz. kap. 2.3.2.).

Sleduje se kvalita natéru (odebrané buniky z exocervixu, endocervixu a TZ),
hormondlni stav pacientky, dlazdicové a zldzové buiky, pfitomnost vagindlni a
endocervikalni flory - Ddderleiniiv laktobacil, Trichomonas urogenitalis, Gardnerella
vaginalis, aktinomyces, a dalsi mikroorganizmy, pokud jsou Vv preparatu pfitomny:
kvasinky, Trichomonas vaginalis, virové infekce (HSV, CMV), bakterialni vaginoza
nebo Chlamydia trachomatis. Dale se sleduji nenadorové zmény (dlazdicova
metaplazie, hyperkeratdza, parakeratdza, tubarni metaplazie, atrofie, zmény spojené
s téhotenstvim, zlazové buiiky po hysterektomii, endometridlni buiiky u zen nad 40 let)
a reaktivni zmény (spojené se zanétem, po radiaci nebo pii [UD). (16, 39) Souhrnny zavér
poukazuje na doporucené postupy o budoucim zakroku u pacientky a jeji ptipadné

1éEbe. Pro ucely této prace byly hodnoceny jiz hotové diagnostické preparaty pacientek.
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Klasifikace abnormalnich dlazdicovych bunék

Dlazdicové buiiky se hodnoti typicky (NILM — negativita pro 1ézi ¢i malignitu)
nebo atypicky (ASC-US, ASC-H, LG SIL, HG SIL a invazivni dlazdicovy karcinom),

jsou definovany:

o  ASC-US - atypické dlazdicové bunky nejasného puvodu (atypical
squamous cells of undetermined significance). Jde o piipad neuréenych bunéénych
atypii bun¢k intermedialnich a povrchovych. Ma charakter perzistence nebo regrese.
Nespliuje kritéria LG SIL a vylucuje ptitomnost HG SIL léze. Muze zahrnovat
dysplastické¢ zmény, a také reaktivni zmény. Piedstavuje az 90 % vSech ASC nalezi.
Tento typ vyzaduje screeningovou kontrolu za 3 - 6 mésict a dopInéni 0 HPV detekci u

pacientek nad 30 let.

o ASC-H - atypie nezralych bazalnich/parabazalnich buné¢k, které
nevylucuji ptitomnost HG SIL 1ézi (atypical squamous cells can not exclude HG SIL).
Nema charakter reaktivnich zmén. Tato forma ptedstavuje az 5 % vSech ASC nalezu.

Vyzaduje kontrolu po 3 mésicich, provedeni expertni kolposkopie a biopticky odbér.

o LG SIL - nizky stupeni dlazdicové intraepitelialni 1éze (low grade
squamous intraepithelial lesion). Koreluje s kolposkopii, histologicky odpovida mirné
dysplazii (CIN 1) a HPV, (viz. kap. 2.2.2.).

o HG SIL — vysoky stupenn dlazdicové intraepitelialni 1éze (high grade
intraepithelial lesion). Opét koreluje s kolposkopickym nalezem a histologicky
odpovida stfedni az t€zké dysplazii (CIN 2, 3) nebo neinvazivnimu karcinomu (CIS).
V tomto pfipad¢€ je nutno provést bioptické ovefeni a expertni onkogynekologické

ultrazvukové vysetienti.

o  Invazivni _dlazdicovy karcinom - (carcinoma spinocelulare), je

divodem k okamzitému prebioptickému a bioptickému vysetieni, (viz. kap. 2.2.2.1).
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Klasifikace abnormalnich Zlazovvch bunék

Z1azové buiky jsou interpretovany specificky podle ptivodu na endocervikalni,
endometridlni nebo obecné zlazové. Negativni nalez je hodnocen opét jako NILM.
Atypické buiiky (AGC/AIS) piedstavuji pouze < 2,5 % viech diagnéz. Radi se do
podtypti (AGC-NOS a AGC-NEO), které jsou popisovany:

o AGUS — jde o atypie zlazovych bunck nejasného vyznamu (atypical
glandular cells of undetermined significance). V natéru se jevi jako hola jadra, nebo

jako shluky jader.

o  AGC-NOS — nespecificka atypie zlazovych bunék (atypical glandular
cells not otherwise specified). Bunky tvoifi shluky vedle sebe a jejich jadra se
prekryvaji. Pfi¢inou jsou opakované reaktivni zmény. Az U 41 % piipadii se mize
diagnostikovat AIS. Vhodna je kontrola po 3 mésicich, pfipadna 1é¢ba zanétu, expertni

kolpo a doplnéni HPV typizace.

o  AGC-NEO - atypie zlazovych bun¢k neoplastického piivodu (atypical
glandular cells favor neoplastic). Bunky jsou uspofadany ve formé palisad nebo rozet.
Pravdépodobna diagnoza AIS je u 27 — 96 % ptipadl. Vyzaduje expertni kolpo a

biopsii.

o AIS — neinvazivni adenokarcinoma in situ, endocervikalni nebo

endometrialni, (viz. kap. 2.2.2).

o  Invazivni_adenokarcinom — je tfeba provést okamzitou biopsii i

kolposkopii.

Pro piesnou diagndzu se vyzaduji klinické udaje na privodce. Zeny nebo
divky, které se preventivné neucastni screeningového vySetfeni, jsou vystavené

vysokému riziku vyvoje cervikalniho karcinomu. (6,11,40)
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3.2. Piehled barvicich metod v CR a zahraniéi

V CR a zahranici se vyjimecn¢ vyuzivaji modifikované metody, které se odviji

od Papanicolaoua barveni. Patii sem metoda podle Szepanika, Pekarka nebo Shorra.

Metoda podle Sczepanika (Cytocolor)

Spociva v odlisnosti barviv za vyuziti modifikovaného hematoxylinu a
polychromu, 80 % 2 - propanolu, xylenu, tekouci a destilované vody. Jadra bunék se

barvi modrofialove, cytoplasma bazofilni — modrozelené a eosinofilni — rizové.

Metoda podle Pekarka

Kbarveni bunécnych jader se pouzivda Mayeriv zelezity hematoxylin.
Technika je zalozena na alkoholové fad¢, oplachnuti ve vodé destilované i tekouci.
Vyuziva kysely fuchsin v 96 % alkoholu a 1 % kyselinu fosfomolybdenovou.
Polychrom k barveni cytoplasmy je slozen ze smési: 2 % svétlé zelené v 96 % alkoholu
a 1 % zlutého eosinu v 96 % alkoholu v poméru 2:1. Metoda je zakon¢ena oplachnutim
v 96 % alkoholu a xylenu. Jadra bun¢k se barvi modrofialové, cytoplasma bazofilni —

modrozelené a eosinofilni — visSnoveé ¢ervené.

Metoda podle Shorra

Je zamétfena zejména na diagnostiku hormondlnich zmén poSevniho epitelu.
Obsahuje Shorr barvivo ,,SHI*‘, slozené ze smési: 50 % alkoholu, vodného roztoku
Biebrichovy cervené, oranze G, zelené FCF, kyseliny fosfowolframové a
fosfomolybdenové a ledové kyseliny octové. Preparaty se oplachuji v alkoholu, a
xylenu. Jadra bunék se barvi Cervenohnédé, cytoplasma bazofilni — modrozelené a

eosinofilni — jasné Cervené. (41)
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3.3. Stanoveni a hodnoceni prekanceréz a KDH ve vzorku

Ukolem cytologického vysetieni je odhalit morfologické zmény v jadie a
cytoplasmé, a tim detekovat jednotlivé typy 1ézi nebo karcinom cervixu. Pro spravnou
aplikaci metodiky dle Papanicolaoua je tieba celkového dodrzovéani laboratorniho

postupu od bunécného odbéru az po zamontovani preparatu.

Mezi hlavni preanalytické faktory, které ovliviiuji proces zpracovani, jsou:
bunééné odbéry znespravnych mist, krvavé husté natéry, Spatné fixované natéry
(nezaschlé nebo naopak suché - tyto preparaty nelze interpretovat, ovliviiuji totiz

barevnou reakci), nepopsané podlozni sklo nebo nespravné vyplnéna privodka.

3.3.1. Zpracovani cerviko-vaginalniho stéru

3.3.1.1. Pomiicky a pFistroje

Ochranné rukavice, poSevni zrcadla, Ayerova dfevéna Spachtle, sterilni
kartacky (brushe), malé a velké vatové tyCinky, zadanky, podlozni skla zabrousena nebo
skla predtisténa s QR — kodem (pfipravena v laboratofi tiskarnou Signature), kyvety na

fixa¢ni roztok a transportni krabice nebo pouzdra na skla.

3.3.1.2. Chemikalie na fixaci bunék

Fixac¢ni sprej (180 ml, alkohol s metanolem, polyetylenglykol a propanol) nebo
96 % alkohol.

Obr. 9: Pomiicky a chemikalie

pro zpracovani cerviko -

vaginalniho stéru.




3.3.1.3. Odbér a priprava bunééného materiilu

Na gynekologickém oddéleni se odbér provadi mezi 12. — 14. dnem dé€lozniho
cyklu u zen, i bez klinickych obtizi. Pfed provedenim stéru je vhodna pohlavni
abstinence 48 hod. Pro zajisténi dostate¢ného odbéru z transformacni zoény za pomoci
zrcadel, je tfeba nejprve odstranit hlen z exocervixu navlhéenym tampoénem. Poté se
setfe obsah z podezielych 1ézi nékolikanasobnym pootoc¢enim o 360 ° z exocervixu
Ayerovou dievénou Spachtli, a z endocervixu sterilnim kartaCckem (brushem) na

podlozni sklo.

Cerstvé natéry se do 30 s fixuji fixaénim sprejem nebo ve fixaéni lazni 96 %
alkoholem. Fixace zabraniuje vyschnuti preparatu, zachovava morfologickou strukturu
buiiky a brani jeji ptipadné 1yze. Po fixaci, se podlozni sklo s natérem necha zaschnout a
transportuje se v pouzdie nebo v krabici spolu s fadné vyplnénou zadankou v boxu do

akreditované cytologické laboratofe.

Kromé klasického odbéru na podlozni sklo, lze vyuzit LBC (liquid based
cytologii). “? V tomto piipadé se odbér bunék provadi opst pomoci kartacku ve tvaru
metlicky, ktery je vypran v transportni nadobé ThinPrep Pap test s tekutym médiem.
Médium PreservCyt slouzi jako fixativum bunék. Obsahuje mukolytické a hemolytické
agens pro rozpousténi hlenu. Diky tomu je pozadi na sklech ¢istsi. Tato metoda je plné
automatizovana. Pracuje na principu sedimentace bunék za pomoci filtru sjemnymi
péry, pii kterém se odstranuje zanétlivy exsudat a ptimés krve. Bunky jsou pak
rozprostieny do tenké vrstvy S bunéénym teréikem o priméru 20 mm na podloznim
skle. Ze zbytkového bunécného materialu lze stanovit HPV testaci, imunocytochemii
nebo PCR detekci Chlamydia trachomatis. ' ?® Metoda je velmi nékladna. Nebyla u ni

prokazana vyssi senzitivita, tim se z téchto diivodl v nasi laboratofi zatim od ni upousti.

Zadanka musi byt kompletnd vyplnéna: jménem, rodnym &islem, kodem
zdravotni pojistovny, oznacenim skla, klinickou diagnozou, datem odbéru a posledni
menstruace, typem hormonalni antikoncepce, ptipadnou aplikaci IUD, graviditou,
laktaci, zaznamem piedchozi 1é¢by, lokalizaci a popisem z mista stéru, piitomnosti
genitalnich kondylomat, typem ockovani proti HPV, razitkem oddéleni a podpisem

1ékare.
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3.3.2. Metoda priikazu prekanceroz a cervikalniho karcinomu

V CR a ve vétsing zahrani¢i pro cytodiagnostiku prekanceréznich forem a
karcinomu délozniho hrdla z gynekologickych natérti se vyuziva Pap metoda, kterou
zalozil americky cytolog feckého pivodu George Nicholas Papanicolaou v roce 1947,
4349 Jde o polychromni barveni, které vyzaduje v pritbé¢hu procesu fixaz. K barveni
jader se pouziva Harrisiv hematoxylin a k barveni cytoplasmy Papanicolaou EA 50.
Toto barveni sleduje vyzravani dlazdicového epitelu, takze slouzi 1 pro sledovani

funk¢énich zmén cervixu.

3.3.2.1. Pomiicky a pFistroje

Stojan na podlozni skla, linearni barvici automat COT 20.400, umélohmotné
kyvety (250 ml) pratokové i nepratokové, montovaci piistroj Tissue-Tek Film

Coverslipper, kryci folie a svételny mikroskop.

3.3.2.2. Barvici a zasobni roztoky

Harristiv hematoxylin, Papanicolaou EA 50, 96 % alkohol, xylen, destilovana a

tekouci voda. Barvici roztoky jsou dodany od firmy Bamed.

Chemikalie v barvicich roztocich: hematoxylin, siran hlinito — amonny dodekahydrat

NH4AI(SOy), - 12 H,0, jodi¢nan sodny, kyselina octova, etanol, svétla zelen, eosin Y,

kyselina fosfowolframova, metanol a destilovana voda.

3.3.3. Postup a hodnoceni prekanceroz a cervikalniho karcinomu

Fixované zaschlé buné¢né stéry na podloZznim skle ziskané z cervixu se barvi
standardni polychromatickou Papanicolauovou metodou (viz. tab. 2). Doba barveni
v jednotlivych laznich je v ramci 2 min. Ackoli je v posledni lazni 96 % alkohol, je
tieba cervikalni natéry nechat zaschnout. Poté se montuji vV montovacim pfistroji do

xylenu a pokryji kryci folii.
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Tab. 2: Papanicolaoua metoda pro barveni cerviko-vaginalnich stéri.

Lazen ¢. Barvici a zasobni roztoky
1. 96 % alkohol
2. 96 % alkohol
3. 96 % alkohol
4. 96 % alkohol
5. 96 % alkohol
6. 96 % alkohol + destilovana voda (2:1)
7. 96 % alkohol + destilovana voda (1:1)
8. destilovana voda
9. destilovana voda
10. Harrisv hematoxylin
11. tekouci voda
12. tekouci voda
13. 96 % alkohol
14. 96 % alkohol
15. Papanicolaou EA 50
16. 96 % alkohol
17. 96 % alkohol
18. 96 % alkohol
19. 96 % alkohol

Barvici technika cerviko-vaginalnich stérti byla pro tyto t€ely stanovena

v AeskulLab Patologie, Laboratof Praha.

Nateéry se hodnoti klasifikaci dle Bethesdy 2014, (viz. kap. 3.1.). ProhliZime

meandrovitym zplsobem pod svételnym mikroskopem pii zvétseni 200 — 800x.

Vysledek: bunééna jadra jsou barvena modie az tmavé fialové, cytoplasma
cyanofilni modrozelené (u nezralych bun€k) a eosinofilni rizovocervené (u zralych

bungk).
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3.4. Stanoveni a hodnoceni prikazu p16 V bioptickém

vzorku

Ukolem imunohistochemického vysetfeni je potvrdit diagnézu prekancerdz
ovéfenim pozitivity onkoproteinu p'® na parafinovych tkafiovych fezech. Metoda je
zalozena na technice, kterd vyuziva my$i monoklonalni protilatku anti-p16™ <
(primarni) pro lokalizaci a navazani piislusného antigenu v tkdni, a sekundarni
znaCenou protilatku, proti Fc fragmentu primarni protilatky. Vizualizace komplexu

probiha za pomoci substratu H,O; a 3,3°-diaminobenzidinu tetrahydrochloridu (DAB).

Pro spravnou aplikaci imunohistochemické metodiky je tifeba celkového
dodrzovani laboratorniho postupu. Mezi faktory, které ovliviiuji priabéh
imunohistochemické reakce, jsou: fixace tkan¢, doba suSeni a inkubace fezu
s protilatkou. Vizualizace komplexu antigenu s protilatkou prostiednictvim chromogenu
je podminéna vhodnou optimélni teplotou, pH, iontovou silou roztoku, pomérem enzym

x substrat a neptitomnosti inhibitord.

3.4.1. Zpracovani bioptické tkané

3.4.1.1. Pomiicky a pFistroje

Mikrotom, specialni potahovana silanizovana podlozni skla, vodni lazen,

vyhiivana ploténka a termostat.

3.4.1.2. Chemikalie

Destilovana voda.

35



3.4.1.3. Odbér a priprava bioptického vzorku

Odbér probiha na gynekologickém oddéleni za kolposkopického vySetieni
technikou punch biopsie, konizace nebo kyretaze. Biopticka tkan — konus cervixu se
odebira klestémi 0 velikosti 20 x 15 x 12 mm a ¢astky tkani o velikosti 6 x 4 x 3 mm za

pomoci uzké ostré kyrety.

Pro zachovani morfologické struktury, je tkan vlozena do odbérové nadobky a
fixovana neutrdlnim formalinem. Biopticky materidl se transportuje v transportnich
boxech do akreditované histologické laboratofe, kde dochazi k jeho prosyceni a zaliti do
parafinu. V imunohistochemické laboratofi se tkan v parafinovych blocich kraji na
mikrotomu na fezy o sile 3 um na specialni potahovana silanizovana podlozni skla.
Nakrajené tezy se susi 10 min na vyhiivané ploténce, poté se vlozi do termostatu na 60

min pii 58 °C.

3.4.2. Metoda prikazu p*°

3.4.2.1. Pomiicky a pristroje

Pristroj VENTANA BenchmarkUItra, montovaci pfistroj Tissue-Tek Film

Coverslipper, kryci folie a svételny mikroskop.

3.4.2.2. Zasobni roztoky

Monoklonalni Ab (anti p16™<* klon E6H4); detekéni kit: sekundarni Ab
znaCené biotinem (HRP multimer), substraty H;O, a 3,3°-diaminobenzidin
tetrahydrochlorid (DAB); pufry na kondicionovani bunék, tzv. pretreatment (CC1), pufr
pro odstranéni parafinu z tfezu (EZ Prep), olej pouZivany k zabranéni vypatfovani
roztokti (ULTRA LCS - liquid coverslip), reaction buffer (TRIS pufr) s neutrdlnim pH
na promyti; Gilliv hematoxylin; roztok detergentu; 96 % alkohol a xylen. Zasobni

roztoky jsou dodany od firmy Roche a barvici roztok je dodan firmou Bamed.
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3.4.3. Prukaz a hodnoceni p16

Inhibitor cyklin dependentni kinazy p*° reguluje bun&ény cyklus na piechodu
z G1 féaze do S faze. Produkt retinoblastomového genu, protein pRb, inhibuje v aktivni
form& transkripci p'®. Piisobenim papilomaviri (onkoproteinu E7), je protein pRb
inaktivovan, tudiz nevyvola transkripci p16, a tim dochazi k transformaci dlazdicového

45 %) In vivo protein p' vtkani, se prokazuje

epitelu v dysplaziich cervixu.
monoklonalni protilatkou anti-plG'NK4a. Jako substrat je pouzit H,O, a 3,3‘-
diaminobenzidin tetrahydrochlorid (DAB). Nadméma exprese p'® v dysplaziich je
znazornéna hnédym zbarvenim. V piipads, 7e dochdzi ke sniZeni exprese p™°, je
v dysplaziich omezena sytost barviva. Pokud dysplazie v bioptickém vzorku nenti,

k obarveni nedojde vibec.

Hodnoceni se provadi pod svételnym mikroskopem, pii zvétSeni 20x. Exprese
proteinu se hodnoti pozitivn¢ nebo negativné vici kontrolnimu vzorku S pozitivni

reakci.

3.4.3.1. Provedeni reakce

Pii 37 °C skla s fezy se vlozi do pfistroje VENTANA BenchmarkUltra, kde
probéhne imunohistochemicka reakce: odparafinovani tezii v EZ Prep roztoku,
kondicionovani bunék CC1 pufrem, aplikace 1 kapky primarni monoklonalni Ab (anti-
p16™ ) ktera je inkubovana po dobu 30 min, aplikace sekundarni Ab (DAB) a
detekéniho systému. Po ukonéeni reakce se skla odmasti v roztoku detergentu. Rezy se
dobarvi Gillovym hematoxylinem po dobu 2 min a oplachnou v tekouci vodé. Nasledné

se projasni v alkoholu a xylenu. Z xylenu se ihned montuji v montovacim pfistroji, kde

se pokryji kryci folii.
hnédé ) ;g .
Jbarveni * + med DAB, H,0, Obr. 10: Detekce cilového antigenu

# DAB detekcnim systémem za vzniku
hnédeho zbarveni.

S .

HRP multimer

primarni protilatka \/Jk
antigen | |
tkan
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4. VYSLEDKY

4.1. Soubor vySetirovanych pacientek

Retrospektivni analyza vysledkt cytologickych vzorkli z cervixu pfijatych za
rok 2014 — 2015 Kk cytologickému vysetieni do laboratoie AeskulLab Patologie,
zahrnovala 421 950 cytologickych vzorkd. Z téchto vzorki bylo 341 pacientek
Vv cytologickém zavéru HG SIL. Tato prace se zaméiuje na pacientky starSi 30 let,
kterych bylo z celkového poc¢tu 30, u nichz byly kdispozici vysledky cytologie,
histologie a imunohistochemie. U tohoto souboru byla mikroskopickd diagndza
prekanceroznich forem uréena u 21 pacientek (70 %). Tyto pacientky byly nadale podle
ziskanych dat rozdéleny na skupinu pacientek, u kterych byl proveden 1é¢ebny operacni
zakrok — u 18 pacientek (60 %) a opakovany chirurgicky vykon (rekonizace) — u 3
pacientek (10 %).

Celkov¢ bylo pfijato 21 pacientek (70 %) se zavérem dysplastickych zmén, 4
pacientky (13 %) byly uzavieny jako zanétlivé onemocnéni délozniho hrdla, 1 pacientka
(4 %) byla uzaviena jako zhoubny dlazdicovy nador cervixu. Do jednotky ,,jina
diagnoza‘‘ jsou zahrnuty 4 pacientky (13 %) s abnormalnim dé&loznim a vaginalnim

krvacenim. V grafu 1 je uvedeno rozloZeni diagn6z onemocnéni délozniho hrdla.

U 21 pacientek (70 %) se zavérem dysplazii bylo uzavieno 6 pacientek (29 %)
s LG SIL, 12 pacientek (57 %) s HG SIL a 3 pacientky (14 %) s ASC-US/ASC-H.

V grafu 2 je uvedeno rozloZeni diagndz prekancerdznich forem cervixu.
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zhoubny nador

Jine 4%

13%

zanéty
13%

dysplazie
70%

Graf 1: Rozlozeni diagnéz onemocnéni délozniho hrdla u pacientek nad 30 let za
rok 2014 - 2015 v cytologické laboratori Aeskulab Patologie, Laborator Praha
za obdobi leden - prosinec 2014 - 2015 (70 % dysplazie, 13 % zdanéty, 4 %

se zhoubnym nadorem a 13 % S ostatni diagnozou).

ASC-US/ASC-H
14%

LG SIL
29%

HG SIL
57%

Graf 2: Rozlozeni diagnoz prekanceroznich forem cervixu u pacientek nad 30 let
za rok 2014 - 2015 v cytologické laboratori Aeskulab Patologie, Laborator
Praha za obdobi leden - prosinec 2014 - 2015 (29 % s LG SIL, 57 % s HG SIL a
14 % s ASC-US/ASC-H).
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4.1.1. Vyskyt nové diagnostikovanych pripadi prekancerdéznich

forem délozniho hrdla u pacientek nad 30 let

Z celkového poctu 30 pacientek nad 30 let, které byly vysetfeny cytologicky,
histologicky a imunohistochemicky, bylo nov¢ diagnostikovano 18 pacientek (60 %)
s prekancer6znimi formami délozniho hrdla. Jednotlivé vysledky jsou uvedeny v tab. 3a
a 3b. U vsech pacientek byla zjevna abnormalita bunék v cytologickém natéru a typicka
dysplazie metaplastického dlazdicobunécného nerohovatéjiciho epitelu v histologickém
fezu. U vétSiny piipadi byla zastizena koilocytoza, ktera je projevem HPV infekce.
Zlazova endocervikalni sliznice u pacientek byla bez atypii, spise byla asociovana
s vyraznymi zanétlivymi reaktivnimi zménami (endocervicitis). Sir§i anamnézy u
téchto pacientek chyb€ly. U takovych nalezii je tieba posoudit dalSi parametry
imunohistochemického vysetfeni (Ki-67), které nejsou ale soucasti této prace. Mirné,

sttedni az tézké dysplazie byly potvrzeny prikazem p'°.

U vzorku & 3, mirny stupeii dysplazie nebyl prilkazem onkoproteinu p'®
diagnostikovan. U vzorku ¢. 8 se imunohistochemicky potvrdila mirna dysplazie v dolni
tretin€ metaplastického dlazdicového epitelu. U vzorku €. 14 a 16 nebylo mozné se
k zavéru vyjadiit, z divodu minimalniho mnozstvi odebraného biologického materialu.
V tomto piipadé€ je tfeba znovu ovéfit nalez bioptickym odbérem, vzhledem k tomu, Ze
ve vzorku &. 14 byl piedchozi cytologicky zavér ASC-H a pozitivita onkoproteinu p*®
Vv prouzku dlazdicového epitelu, a u vzorku €. 16 kvuli pfitomné koilocytoze a lehce
pozitivni p16. U vzorku €. 15 byl hiife diagnostikovany metaplasticky epitel z diivodu

chronické zan&tlivé celulizace, a tudiz byl priikkaz p*® slab& pozitivni.
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Tab. 3a: Hodnoceni cytologickych nalezi klasifikaci dle Bethesdy 2014 (LG SIL, HG
SIL, ASC-US/ASC-H), dysplastickych zmén (CIN 1 — 3), pritkazu onkoproteinu p™° a
reaktivnich zmén u pacientek nad 30 let s nové diagnostikovanymi prekancerdzami

d€lozniho hrdla. Hodnoceni probihalo na souboru 30 pacientek nad 30 let véku po

chirurgické 1écbe.

Klasifikace Stuper
Vzorek dle Bethesdy dyslpl)ll’:znie Priikaz p'® | Reaktivni zmény | Chirurgicka lé¢ba

vzorek €. 1 LG SIL CIN1 pozitivni koilocytoza kyretaz

vzorek €. 2 HG SIL CIN 2 pozitivni bez zmén kyretaz

vzorek €. 3 LG SIL CIN1 negativni | koilocytoza, zanét kyretaz

vzorek &, 4 HG SIL CIN2 silné Z8n&t konizace
pozitivni

vzorek €. 5 HG SIL CIN 2 pozitivni koilocytoza kyretaz

vzorek ¢. 6 HG SIL CIN 2 pozitivni bez zmén punch biopsie

vzorek ¢. 7 HG SIL CIN 2 pozitivni | koilocytoza, zanét punch biopsie

} slabé . . Ly ;

vzorek ¢. 8 LG SIL CIN 1-2 L, koilocytdza, zanét konizace
pozitivni

vzorek €. 9 LG SIL CIN1 pozitivni zanét punch biopsie

vzorek ¢. 10 HG SIL CIN 2 pozitivni mirny zanét konizace

41




Tab. 3b: Hodnoceni cytologickych nalezt klasifikaci dle Bethesdy 2014 (LG SIL, HG
SIL, ASC-US/ASC-H), dysplastickych zmén (CIN 1 — 3), prikazu onkoproteinu p™° a
reaktivnich zmén u pacientek nad 30 let s nové diagnostikovanymi prekancerdzami
d€lozniho hrdla. Hodnoceni probihalo na souboru 30 pacientek nad 30 let véku po

chirurgické 1écbe.

Klasifikace Stupe
Vzorek dle Bethesdy dyslpl)ll’:znie Priikaz p'® | Reaktivni zmény | Chirurgicka lé¢ba
. silné . i . ..
vzorek ¢. 11 HG SIL CIN3 .., | koilocytdza, zanét punch biopsie
pozitivni
vzorek €. 12 HG SIL CIN 2 pozitivni koilocytdza kyretaz
5 slabé . . . ;
vzorek ¢. 13 HG SIL CIN1 e, koilocytoza, zanét konizace
pozitivni
vzorek ¢. 14 ASC-H nel.z,e Vs.e pozitivni bez zmén kyretaz
vyjadrit
5 slabé . , oy ;
vzorek ¢. 15 ASC-US CIN 2 L, koilocytoza, zanét konizace
pozitivni
nelze se labé .
vzorek ¢. 16 LG SIL . s ?,e i koilocytoza, zanét kyretaz
vyjadfit pozitivni
vzorek ¢. 17 HG SIL CIN 2 pozitivni koilocytoza, konizace
vzorek ¢. 18 LG SIL CIN1 pozitivni | koilocytdza, zanét kyretaz

4.1.2. Zmény na sliznici po lé¢ebném zakroku u pacientek nad 30 let

Z celkového poctu 30 pacientek nad 30 let, byl proveden opakovany lécebny
zakrok u 3 pacientek (10 %), ke kontrole relapsu po predchozi diagnoze

prekancer6znich forem. Jednotlivé vysledky jsou uvedeny v tab. 4.
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Tab. 4: Hodnoceni cytologickych nalezl klasifikaci dle Bethesdy 2014 (LG SIL, HG
SIL, ASC-US/ASC-H), dysplastickych zmén (CIN 1 — 3), pritkazu onkoproteinu p*® a
reaktivnich zmén u pacientek nad 30 let s jiz diive diagnostikovanymi prekancer6zami
délozniho hrdla a hodnoceni cytologickych nalezt klasifikaci dle Bethesdy 2014 (LG
SIL, HG SIL, ASC-H) po opakovaném lécebném zakroku. Hodnoceni probihalo na

souboru 30 pacientek nad 30 let veéku.

Klasifikace Klasifikace
dle Bethesd dle Bethesd i ivni i icka
Vzorek \ Yy Stupen_ Prikaz p16 Reakvtlvnl Chlr,uvrglcka
- - . dysplazie zmény 1é¢ba
predchozi nalez po
nalez rekonizaci
vzorek ¢. 19 HG SIL HG SIL CIN3 pozitivni zanét rekonizace
vzorek ¢. 20 ASC-H HG SIL CIN3 pozitivni zandt rekonizace
vzorek &. 21| HG SIL ASC-H CIN1 slabe— f koiloeytéza, | o) izace
pozitivni zan€t

U vzorku ¢. 19 doslo k progresi HG SIL, nalez byl kompletné potvrzen
v exocervikalnim a hlavné endocervikalnim okraji konizatu. Je zde mozna souvislost
S ptitomnosti chronického zanétu v transformacni zén€. U vzorku ¢. 20 byl pouze
pfedchozi cytologicky nalez ASC-H, biopticky odbér v minulych letech Vv nasi
laboratoii nebyl proveden. Po operacnim zakroku (rekonizaci) byla potvrzena progrese
nalezu tézké dysplazie (CIN 3) v metaplastickém dlazdicovém epitelu v transformacni
z6né s vyraznym chronickym zanétem. V pfipadé€, Ze se vyskytuje i nadale stupen tézké
dysplazie u vzorkt 19 a 20, je dulezita dlouhodoba dispenzarizace U téchto pacientek.
V budoucnosti by bylo vhodné indikovat chirurgicky vykon se zachovanou fertilitou

s prihlizenim na vek pacientek.

U vzorku €. 21 byl predchozi nalez t¢zké dysplazie. Po opakovaném zakroku
doslo K regresi, ktera se potvrdila mirnymi dysplastickymi zménami s koilocytézou
v metaplastickém dlazdicovém epitelu Vv oblasti transformacni zény. Bohuzel neni
vyloucena ptitomnost HG SIL 1ézi, a proto je velmi nutnd 3 mési¢ni kontrola u této

pacientky.
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S. DISKUZE

Diplomové prace se zabyva cytologickym vySetienim cervikdlnich natéra,
histologickym a imunohistochemickym vySetienim biopsii z délozniho hrdla u
pacientek nad 30 let s diagnostikovanou dysplazii. Gynekologicka cerviko-vaginalni
cytologie slouzi jako sekundarni prevence pro zachyt ptednadorovych forem a KDH. 47)
Pro potvrzeni diagndzy u vysetfovanych pacientek se preferuje vysetfeni histologické za
pouziti ptehledného barveni hematoxylin-eosin, a imunohistochemické vysetfeni, které
je velmi vyhodné v tom, Ze urci véasné piesnou diagnézu onemocnéni, a tim zajisti
nasledné rychlé zahajeni a nasazeni cilené 1éCebné strategie, coz ma znacny vliv na

pribéh progndzy u pacientek.

Vysetfeni je zalozeno na prukazu prekanceréz (bunéénd abnormalita)
cytologickou metodou podle Papanicolaoua, na bioptickém prikazu jednotlivych stupnt
dysplazii (poskozeni dlazdicobunééného epitelu v 1/3, ve 2/3 nebo celé vysi) a na
imunohistochemickém prilkazu onkoproteinu p'® (pozitivita v metaplastickém
dlazdicovém epitelu byla znazornéna hnéd¢, u slabé pozitivity se ojedinéle vyskytovalo
hnédé zbarveni, VvétSinou ve zlazkach cervixu, a V piipadé¢ negativity nedoslo

k zabarveni).

Byla provedena retrospektivni analyza vysledkt cytologickych a bioptickych
vzorkd cervixu piijatych za rok 2014 — 2015 Kk cytologickému, histologickému a
imunohistochemickému vySetfeni do laboratofe Aeskulab Patologie. Celkovy pocet
cytologickych vzorki byl 421 950, z tohoto poctu bylo uzavieno jako zavér ,,HG SIL*¢
341 vzorkt, a z tohoto souboru bylo vySetfeno dale histologicky a imunohistochemicky
30 pacientek starSich 30 let. U téchto pacientek bylo vysloveno klinickym Iékafem
podezieni na dysplazii, zanétlivé onemocnéni délozniho hrdla, zhoubny dlazdicovy
nador a abnormalni délozni a vaginalni krvaceni. Nékteré cytologické zadanky nebyly
dostatecné vyplnény, a proto se uvedené cytologické nalezy s doplnénym vySetienim

n¢kdy neshoduyji.
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Zam¢tila jsem se na vysetfované pacientky s diagnozou dysplazie délozniho
hrdla, kterych bylo celkem 21 (70 %). Soubor zahrnoval pacientky s nové
diagnostikovanymi prekancer6zami — 18 pacientek (60 %) a pacientky po opakovaném
1é¢ebném zakroku, u kterych se potvrdil pievazné relaps onemocnéni — 3 pacientky (10
%). U vSech pacientek byla hodnocena abnormalita dlazdicovych buné€k klasifikaci dle
Bethesdy 2014. Histologické vySetieni piesnéji prokazalo poskozeni metaplastického
dlazdicového nerohovatéjiciho epitelu v riznych stupnich. A imunohistochemické
vySetfeni ovéfilo dysplazii v jednotlivych vrstvach epitelu. Vékova skupina pacientek
star§i 30 let byla vybrana z divodu vysSiho rizika na rozvoj dlazdicobunééného

karcinomu, a s ohledem na fertilitu.
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6. ZAVER

Karcinom délozniho hrdla patii mezi nejéast&jsi zhoubna onemocnéni v CR i
ve svété. Hlavni pfi¢inou tohoto onemocnéni je infekce vysoce rizikovych lidskych
papilomavira HR HPV typu 16 a 18 a dalsich sdruzenych faktori, zejména promiskuity.
Klinicky obraz u prekancerdznich forem probiha manifestné v podobé& genitalnich
bradavic nebo 1ézi, subklinicky bez makroskopického obrazu a ptfevazné v latentni
form¢, kde dochazi vétSinou ke spontdnnimu oc€iSténi pfirozenymi imunitnimi
mechanizmy. Vyssi stadium karcinomu délozniho hrdla se projevuje spontannim nebo

postkoitalnim krvacenim, posevnim fluorem a panevnimi bolestmi.

Tato prace byla zaméfena na pritkazu prekancer6z metodou dle Papanicolaoua
v cerviko-vaginalnich stérech, hodnocenych klasifikaci dle Bethesdy 2014. Dale v této
praci byl v biopsiich stanoven stupeni dysplazie a prikaz onkoproteinu p16 v
metaplastickém dlazdicovém epitelu. Vyhodnocen byl soubor pacientek nad 30 let za

rok 2014 — 2015 s diagndzou prekancer6znich forem v ramci terapeutického vykonu.

V kombinaci cytologického, histologického a imunohistochemického vySetieni
se presnéji diagnostikovaly dysplastické ndlezy od ostatnich onemocnéni (zanéty,
abnormalni délozni a vaginéalni krvaceni a zhoubny nédor délozniho hrdla). VétSina
testovanych pacientek vykazovala cytologicky vysoky stupeni intraepitelialnich 1ézi
s koilocyty (HG SIL/HPV), biopticky stfedné¢ - tézkou dysplazii (CIN 2 — 3)
doprovazenou zanétem (chronickd cervicitis), a imunohistochemicky pozitivitu
onkoproteinu p™® v bioptickém vzorku. U 3 pacientek z 18 byl stav po rekonizaci. U 2

ze 3 pacientek se potvrdila progrese dlazdicovych intraepitelialnich 1ézi.

Imunohistochemické vySetfeni je pifinosnym dopliujicim vySetienim pro
verifikaci diferencialni diagnozy dysplazii a nejasnych 1ézi (ASC-US/ASC-H), kontrolu
recidivy prekancer6z po opakovaném lécebném zakroku, a K odliSeni dalSich nemoci

(zanéty délozniho hrdla, abnormadlni krvéaceni).
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