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Seznam použitých zkratek 

 

APA             atypický polypózní adenomyom 

CGH            komparativní genomová hybridizace 

DNA            deoxyribonukleová kyselina 

EBV             virus Ebstein-Barrové  

FISH            fluorescenční in situ hybridizace 

H&E            hematoxilin eosin 

HNF-1β       hepatocytární transkripční faktor 1 beta 

HNF1B        gen kódující hepatocytární transkripční faktor 1 beta 

ITC              izolované nádorové buňky  

LELC           lymfoepitelioma-like karcinom 

MPS             masivní paralelní sekvenování 

NGS             sekvenování nové generace 

PARP           polymeráza polyADP-ribóza 

PCR             polymerázová řetězová reakce 

SLN             sentinelová uzlina  
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1. ÚVOD 

 

Při bioptickém vyšetření v gynekopatologii, stejně jako v jiných oblastech patologie, 

vycházíme při mikroskopickém vyšetření ze standarního základního barvení hematoxylin-

eosinem (H&E). V některých případech je však přesné určení diagnózy založené pouze na 

základě morfologických znaků obtížné a problematické a v těchto případech můžeme s výhodou 

využít moderních diagnostických metod, mezi něž patří zejména imunohistochemická, 

molekulárně biologická a cytogenetická vyšetření. Význam těchto metod v posledních letech 

stále stoupá a díky rozvoji imunohistochemických a molekulárně biologických analýz dochází 

v oblasti gynekopatologie k lepšímu porozumění různým aspektům nenádorových i nádorových 

onemocnění, a tím v praktické úrovni ke zlepšení nejen diagnostiky, ale i k rozvoji prediktivní 

patologie umožňující predikování odpovědi nádoru na konkrétní léčbu a tím personalizaci 

léčebné strategie.  

Moderní diagnostické metody nám mohou pomoci rozlišit nejen jednotlivé histologické 

typy nádorů či lézí, což je důležité zejména s ohledem na terapii i prognózu, ale mohou nám 

pomoci stanovit biologickou povahu lézí nebo nalézt genetické alterace a epigenetické změny, 

které by mohly být využitelné při cílené terapii nádorů. V některých případech vedly nové 

poznatky k většímu porozumění podstaty nádorů či lézí, s následnou změnou klasifikace nebo 

alespoň otevřely prostor pro diskuzi a další zkoumání, které by následně ke změnám či zpřesnění 

klasifikace mohly vést. Příkladem jsou serózní karcinomy ovária, kde klinickopatologické a 

molekulárně biologické analýzy ukázaly, že low grade a high grade serózní karcinomy 

nepředstavují mofologické spektrum téhož nádoru, který progreduje od lépe diferencovaných 

forem k hůře diferencovaným, ale že jde o různé entity s odlišným vývojem, které jsou 

charakterizované jiným typem mutací a z klinického pohledu odlišnou prognózou a reakcí na 

léčbu. Kromě toho vedlo podrobné vyšetřování vzorků z adnexektomií pacientek s BRCA 

mutacemi k novému pohledu na primární místo vzniku high grade serózních karcinomů, což 
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bylo zohledněno ve FIGO i TMN klasifikaci nádorů ovária, děložní tuby a primárních 

peritoneálních karcinomů a následně i v doporučených postupech pro zpracování bioptického 

materiálu.  

Přesná diagnostika a klasifikace nádorů a lézí má spolu s hodnocením molekulárních a 

cytogenetických změn zásadní význam při optimalizaci léčebné strategie a individualizace léčby. 

V posledních letech se pozornost stále více zaměřuje nejen na identifikaci a využití markerů 

prognostických, ale i na markery prediktivní, což úzce souvisí s rozvojem nových terapeutických 

možností zejména v oblasti cílené terapie. 

To všechno s sebou přináší i neustále se zvyšující nároky na pracoviště patologie dané 

stále se rozšiřujícícm spektrem dostupných speciálních metod, ať už jde o metody 

imunohistochemické, cytogenetické, či molekulární. Nejde jen o materiálové náklady, ale i o 

potřebné přístrojové vybavení a kvalifikovaný personál.   

Díky rozvoji moderních diagnostických metod je větší pozornost věnována i bioptickému 

materiálu, jehož kvalita ovlivňuje výsledek vyšetření. Vzorek odebraný k bioptickému vyšetření 

by měl být nejen reprezentativní, nezhmožděný a v případě resekátů dobře zorientovatelný, ale 

v případě, že jsou indikovaná následná imunohistochemická a hlavně molekulárně biologická a 

cytogenetická vyšetření, hraje zásadní roli tzv. preanalytická fáze odběru, která se týká zejména 

typu a doby fixace tkáně. Standardně používaným fixativem je pufrovaný roztok 10% formolu 

(odpovídající 4% formaldehydu), který má neutrální pH.  

V některých odběrech pak můžeme narážet na problémy dané malým množstvím 

diagnostického materiálu, které je pro vyšetření k dispozici. Jde zejména o materiál 

získaný punkčními (tru-cut) odběry nebo kyretáží, ale se stejným problémem se můžeme setkat i 

ve větších odběrech či resekátech, pokud je nádor tvořený převážně nekrotickou tkání nebo je 

nádor či léze zastižena jen okrajově. Zejména v těchto případech jsou kladeny vysoké nároky na 

vyšetřujícího patologa, který musí být dobře znát jednotlivé histologické typy nádorů a lézí, 
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včetně jejich možné morfologické ale i imunofenotypické variability. Následná vyšetření pak 

musí být indikována s rozmyslem, protože zde hrozí riziko postupné ztráty tkáně při zpracování, 

tzv. „vykrájení“ materiálu.  

V tomto kontextu je nutné zmínit, že zcela zásadní roli hraje spolupráce s klinickými 

lékaři, důležitá je znalost anamnestických dat pacientek, případně dalších relevantních údajů, 

které by měly zahrnovat i informace o předchozí či probíhají terapii. 
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2. VYŠETŘENÍ A DIAGNOSTICKÉ METODY V GYNEKOPATOLOGII 

 

 

Při vyšetření bioptických vzorků v gynekopatologii mohou na základní barvení 

v indikovaných případech navazovat metody histochemické, imunohistochemické, molekulárně 

biologické a cytogenetické.  

Histochemická vyšetření umožňují prokázat ve vzorku pomocí chemické reakce 

přítomnost konkrétních látek, jako například glykogenu, železitých iontů (hemosiderin), hlenu, 

lipidů, melaninu, amyloidu, mikroorganismů a dalších. Jejich praktické využití v diagnostice je 

však v oblasti gynekopatologie spíše limitované. 

Nezastupitelnou roli při gynekopatologickém vyšetření mají metody 

imunohistochemické. Uplatňují se zejména v diferenciální diagnostice obtížně zařaditelných lézí 

a nádorů, při klasifikaci nádorů a při určování biologické povahy. U některých typů nádorů je lze 

využít i při stanovení prognózy a v predikci odpovědi na terapii, například vyšetření 

hormonálních receptorů u endometroidního karcinomu děložního těla.  

Imunohistochemické metody využívají k detekci jednotlivých tkáňových antigenů 

specifické protilátky, jak monoklonální, tak polyklonální. Monoklonální protilátky jsou 

produktem jednoho klonu B lymfocytů (hybridomu vzniklého fúzí vybraného klonu B lymfocytů 

s nádorovou „nesmrtelnou“ plazmatickou buňkou). Polyklonální protilátky jsou produktem 

mnoha aktivovaných klonů B lymfocytů. Při detekci antigenů jsou nejčastěji využívány tzv. 

nepřímé dvou a vícestupňové imunohistochemické metody, které umožní značně zesílit signál, a 

tím zvýšit citlivost reakce. Protože vazba antigenu s protilátkou ve tkáních probíhá bez viditelné 

reakce, následně se musí vizualizovat pomocí chromogenů, kdy je v případě pozitivní reakce 

vazba antigenu s protilátkou znázorněna barevným produktem, který lze prohlížet ve světelném 

mikroskopu.  
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Při hodnocení preparátů je nezbytné zároveň hodnotit i pozitivní a negativní vnitřní 

kontrolu, případně využít paralelně zpracovaný kontrolní vzorek, aby nedošlo k falešně 

pozitivnímu či negativnímu výsledku.  

Konkrétní možnosti využití imunohistochemických protilátek v gynekopatologii jsou 

podrobněji popsány níže v textu, kde využití jednotlivých protilátek demonstrujeme na nádorech 

ovária (karcinomech i anastomozujícím hemangiomu) a na karcinomech a lézích děložního těla i 

hrdla [1-6].   

Při hodnocení imunohistochemických vyšetření je třeba myslet i na to, že specifita 

protilátek není stoprocentní, nádory a léze mohou být imunofenotypicky proměnlivé a v řadě 

případů je proto lépe využívat protilátky v diagnostickém panelu. Jako příklad, kdy je výhodné 

použít protilátky v diagnostickém panelu, uvádíme algoritmus vyšetření navržený za účelem 

rozlišení málo diferencovaných dlaždicobuněčných karcinomů a adenokarcinomů děložního 

hrdla [3].   

Kromě toho lze imunohistochemická vyšetření v gynekopatologii využít i k upřesnění 

nádorového stagingu, například při detekci nádorových metastáz a mikrometastáz v lymfatických 

uzlinách u karcinomů děložního hrdla, jak ukazujeme ve studii, kde jsme detekovali nádorové 

metastázy a mikrometastázy u nesentinelových uzlin pacientek, které mají vysoké riziko 

uzlinového postižení nádorovými metastázami [7]. 

 

V posledních letech stále více však nabývá na významu vyšetření bioptických vzorků 

molekulárně biologickými metodami, které umožňují analýzu nukleových kyselin a proteinů. 

Vyšetření začíná izolací nukleových kyselin, na níž pak mohou navazovat další metody. Mezi 

metody využívané v gynekopatologii patří například polymerázová řetězová reakce (PCR), 

metody využívající expresních DNA čipů, komparativní genomová hybridizace (CGH), metoda 

přímého Sangerova sekvenování, bisulfitové sekvenování nebo sekvenování nové generace 
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(NGS, nazývané také masivní paralelní sekvenování (MPS)), sloužící k přesnému určení pořadí 

bazí.  

Molekulárně biologické metody se mohou uplatňovat v diferenciální diagnostice 

nádorových i nenádorových onemocnění, při určování prognózy, ale i při zjišťování známých, či 

odhalování nových molekulárních aberací a genových variací v různých lézích či nádorech 

ženského genitálu, které by mohly eventuálně hrát v budoucnu roli při cílené terapii. Jako příklad 

práce zaměřené na detekci mutací uvádíme naši studii zaměřenou na výzkum aberací v 

karcinomech děložního těla, ve které se nám podařilo nalézt několik dosud nepopsaných mutací 

genu HNF1B [5]. Kromě výše uvedeného lze tyto metody využít v prediktivní diagnostice, např. 

odpovědi na cílenou terapii inhibitory polymerázy polyADP ribózy (PARP inhibitory). 

V rutinní diagnostice i k výzkumným účelům se v gynekopatologii využívají i 

cytogenetické metody, které nejčastěji vychází z klasické hybridizace nukleových kyselin, tj. in 

situ hybridizace (ISH). Tyto metody přispívají zejména ke zlepšení diferenciální diagnostiky 

problematicky zařaditelných nádorů a lézí. Na našem pracovišti nejvíce využíváme fluorescenční 

in situ hybridizaci (FISH), při které se vizualizují konkrétní geny nebo oblasti chromozomů 

pomocí fluorescenčně značených sond a výsledný produkt se poté prohlíží ve fluorescenčním 

mikroskopu. Jako příklad využití moderních cytogenetických metod uvádíme použití FISH při 

diagnostice světlobuněčného sarkomu vulvy, charakterizovaného translokací genu Ewingova 

sarkomu (EWS) [8].  

Využití metod molekulárně biologických nebo cytogenetických analýz v kombinaci 

s metodami imunohistochemickými může v některých případech vést k upřesnění lézí a nádorů 

ženského genitálu, jak dokumentujeme například na skupině atypických polypózních 

adenomyomů nebo lymfoepitelioma-like karcinomu děložního těla [4, 6]. 

Význam moderních diagnostických metod v gynekopatologii je demonstrován na 

několika našich studiích: 
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2.1. Význam využití imunohistochemických metod v gynekopatologii 

 

Možné využití imunohistochemický metod v diagnostice i při výzkumu gynekologických 

nádorů a lézí je demonstrován na níže podrobněji popsaných příkladech, které se věnují 

problematice karcinomů děložního hrdla, nádorů a lézí děložního těla a nádorech ovária. 

 

2.1.1. Využití imunohistochických metod v diferenciální diagnostice nízce diferencovaných 

adenokarcinomů a dlaždicobuněčných karcinomů děložního hrdla 

 

Rozlišení nízce diferencovaného adenokarcinomu a dlaždicobuněčného karcinomu hrdla 

založené pouze na histologických znacích je u některých nádorů komplikované a v některých 

případech dokonce nemožné. Nicméně z terapeutického hlediska je přesná specifikace 

histologického typu nádoru významná. Proto jsme se pomocí imunohistochemických metod 

pokusili nalézt vhodné protilátky a stanovit algoritmus vyšetření, který by mohl být nápomocný 

při diferenciální diagnostice těchto morfologicky nejednoznačných karcinomů hrdla.  

Na skupině 155 karcinomů děložního hrdla, zahrnující výše zmíněné nádorové typy 

včetně karcinomů nízce diferencovaných, jsme porovnávali expresi vybraných protilátek: HNF-

1β, D2-40, ER, PR, CEA, p63, p40 a p16. Při výběru jsme se soustředili jednak na protilátky, u 

kterých už byla exprese v karcinomech hrdla již popsána, ale také markery v této oblasti méně 

prozkoumané, jako je D2-40 a HNF-1β. Pozitivita protilátky D2-40 již byla dle některých autorů 

nalezena v podskupině dlaždicobuněčných karcinomů z různých lokalit, ale v karcinomech 

děložního hrdla do té doby nebyla podrobněji prozkoumána [9-11]. HNF-1β je obecně 

považovaný za marker světlobuněčných karcinomů, ale v několika recentnějších studiích byla 

jeho pozitivita nalezena i v jiných typech karcinomů včetně endometroidních, vzácněji i u 

mucinózních a serózních karcinomů ovária [12-14]. V oblasti děložního hrdla byla exprese HNF-
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1β do té doby zmíněna jen ve dvou studiích, které však nebyly primárně cíleny na problematiku 

exprese tohoto proteinu a byly v nich hodnoceny jen některé vybrané typy adenokarcinomů [15, 

16]. Naše předběžné výsledky z limitovaného souboru případů však naznačovaly, že HNF-1β je 

exprimovaný převážně v adenokarcinomech a nikoli v dlaždicobuněčných karcinomech hrdla. 

Předpokládali jsme tedy, že pokud by se nám podařilo prokázat odlišnou míru exprese HNF1-β 

v těchto nádorových typech na větším reprezentativním souboru případů, mohl by tento marker 

potencionálně využitelný při diferenciální diagnostice málo diferencovaných karcinomů 

děložního hrdla. 

V souladu s našimi předběžnými výsledky a předpoklady se nám expresi HNF-1β 

podařilo prokázat ve většině (75 %) adenokarcinomů děložního hrdla, oproti tomu u 

dlaždicobuněčných karcinomů jsme ji zastihli pouze raritně (2 %). Co se týká ostatních markerů, 

D2-40 byl exprimován přibližně v polovině dlaždicobuněčných karcinomů (54 %), ale v žádném 

adenokarcinomu. Markery stratifikovaného epitelu p63 a p40 jsme ve stejném rozsahu nalezli ve 

všech dlaždicobuněčných karcinomech (100 %), ale jen v několika adenokarcinomech (4 %). 

Protilátku HNF-1β tedy lze považovat za pomocný marker adenokarcinomů děložního hrdla, 

zatímco p63, p40 a D2-40 za specifické markery dlaždicobuněčných karcinomů ovšem s 

variabilní senzitivitou. Ostatní protilátky se neukázaly pro diferenciální diagnostiku karcinomů 

děložního hrdla příliš přínosné.  

Protilátky HNF-1β, p63, p40 a D2-40 mají jednotlivě variabilní míru senzitivity, proto se 

domníváme, že optimálních výsledků pro diferenciální diagnostiku málo diferencovaných 

karcinomů děložního hrdla lze nejlépe dosáhnout využítím jejich kombinace v diagnostickém 

panelu [3]. 

 

2.1.2. Využití imunohistochemických metod při analýze exprese HNF-1β karcinomech a 

nenádorových lézích endometria a v korporálním endometriu 
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V další studii jsme využili imunohistochemických metod k analýze exprese proteinu 

HNF-1β (hepatocytárního jaderného faktoru 1 beta) ve 320 vzorcích karcinomů, nenádorových 

endometriálních lézí a v kontrolní skupině 19 světlobuněčných karcinomů ovaria [5].  

HNF-1β je transkripční faktor, který hraje klíčovou roli při ontogenezi, reguluje expresi 

četných genů podílejících se na modulaci buněčného cyklu a pravděpodobně se uplatňuje při 

karcinogenezi některých nádorů [17, 18]. Zvýšená exprese tohoto markeru byla nalezena ve 

většině světlobuněčných karcinomů ovaria, pankreatu, ledviny a v hepatocelulárním karcinomu 

[18-20]. Snížení exprese HNF-1β v buněčných liniích světlobuněčného karcinomu ovaria 

indukuje apoptózu a exprese tohoto transkripčního faktoru se zdá být v některých případech 

významnou pro přežívání nádorových buněk [21, 22]. V oblasti ženského genitálu je protein 

HNF-1β považován za vysoce specifický marker světlobuněčného karcinomu a využívá se v 

diferenciální diagnostice světlobuněčných karcinomů ovária i endometria [23, 24].  

Recentní práce, zabývající se expresí HNF1-β v epitelových nádorech endometria a 

ovaria, však naznačují, že specifita tohoto markeru pro světlobuněčné karcinomy je zřejmě nižší, 

než se předpokládalo, protože jeho exprese byla popsána i v dalších typech karcinomů, včetně 

karcinomů serózních, endometroidních a mucinózních, ve většině typů borderline nádorů ovárií a 

i v některých nenádorových lézích ženského genitálu [12-14].  

V naší práci jsme imunohistochemickými metodami analyzovali expresi HNF-1β 

v hlavně karcinomech, ale v i nenádorových lézích endometria.  

Karcinomy endometria jsou většinou rozdělovány do jednotlivých histologických 

subtypů na základě morfologických znaků. V některých případech je však přesné určení 

histologického typu nádoru založené na morfologii obtížné, zejména složité může být odlišení 

světlobuněčných karcinomů endometria od jiných typů endometriálních karcinomů, které pouze 

vykazují světlobuněčnou přeměnu. Přesná diagnóza světlobuněčných karcinomů je však velmi 
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důležitá, protože jde z definice o high grade tumory s odlišnou odpovědí na léčbu i prognózou, 

než mají některé jiné častější typy karcinomu endometria.  

Cílem naší práce bylo provést imunohistochemickou analýzu HNF-1β na karcinomech a 

lézích korporálního endometria a následně zhodnotit přínos tohoto markeru pro diferenciální 

diagnostiku i s ohledem na možný prognostický a prediktivní význam. Zároveň jsme se na 

podskupině endometroidních karcinomů děložního těla pokusili nalézt epigenetické změny a 

mutace genu HNF1B, což je podrobněji popsáno v části věnující se molekulárně biologickým 

metodám. 

V souladu s recentními studiemi jsme imunohistochemicky prokázali, že HNF-1β je 

senzitivní, ale ne zcela specifický marker pro světlobuněčné karcinomy. Pozitivita tohoto 

proteinu může být běžně nalezena i v jiných typech nádorů a v nenádorových lézích. Nicméně 

silnou intenzitu exprese protienu HNF-1β jsme prokázali pouze ve skupině světlobuněčných 

karcinomů, kromě jednoho případu serózního karcinomu endometria. Domníváme se, že význam 

intenzity exprese na imunohistochemické úrovni či úrovni exprese mRNA by mohl být 

předmětem dalších výzkumů. Kromě toho jsme nalezli různou míru exprese HNF-1β v 

endometroidních karcinomech v závislosti na diferenciaci nádoru. Výsledek exprese HNF-1β 

v nenádorovém endometriu a v prekancerózních lézích podle přepokladů nesvědčí pro to, že by 

tento marker mohl být využitelný v diferenciální diagnostice těchto lézí. 

Z našich výsledků vyplývá, že HNF-1β může být využit v diferenciální diagnostice 

nádorů ženského genitálu, ale musíme si být vědomi určitých limitací, zejména nízké specifity 

markeru pro světlobuněčné karcinomy.  
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2.1.3. Využití imunohistochemických metod při analýze exprese Glut-1 v korporálním 

endometriu a karcinomech a lézích endometria 

 

Význam a využití imunohistochemických metod v gynekopatologii si můžeme dále 

ukázat například na práci, ve které jsme analyzovali expresi Glut-1 ve 336 vzorcích karcinomů i 

nenádorových lézí děložního těla a v korporálním endometriu v různých fázích cyklu [2].  

Glut-1 je membránový glykoprotein, který je spolu s ostatními glukózovými přenašeči 

zodpovědný za zprostředkování příjmu glukózy do buňky. Zvýšená exprese tohoto markeru byla 

nalezena u některých maligních nádorů, které mají schopnost přepnout z oxidativní fosforylace 

na aerobní glykolýzu (Warburgův efekt), což jim přináší selektivní růstovou výhodu [25]. 

Významně nižší zisk energie při glykolýze oproti oxidativní fosforylaci (2 molekuly ATP versus 

32 molekulám ATP) si tyto nádory kompenzují přeprogramováním buněčného metabolismu a 

jedním z mechanismů je právě zvýšená exprese glukózových transportérů, zejména Glut-1, který 

je považován za jeden z nejvýznamnějších glukozových transportérů [26, 27].  

Podle některých studií je zvýšená exprese tohoto markeru v nádorech zároveň i 

prognosticky nepříznivým faktorem asociovaným s vyšším stupněm nádorové differenciace 

(grade) i stádia (stage) a s lymfovaskulární invazí či postižením lymfatických uzlin [28-30]. 

V nenádorové tkáni a benigních nádorech bývá tento marker většinou negativní nebo pouze slabě 

pozitivní (kromě pár výjimek, jako jsou např. erytrocyty nebo perineurální buňky)[30-33].  

V tomto kontextu je důležitá analýza exprese Glut-1 v přednádorových lézích vzniklých 

v endometriu, zejména analýza atypické hyperplazie, která je prekursorovou lézí 

endometroidního karcinomu endometria, ale jejíž odlišení od hyperplazie bez atypií založené 

pouze na morfologických znacích je v některých případech komplikované [34]. Touto 

problematikou se zabývalo několik studií s variabilními výsledky [35, 36].  



19 

 

Cílem naší práce bylo tedy analyzovat expresi Glut-1 na velkém souboru případů 

endometriálních nádorů, ale i dalších lézí a nenádorovém endometriu a vyhodnotit potenciální 

využití tohoto markeru v diagnostické praxi.  

V naší práci se nám na dosud největším souboru případů podařilo potvrdit vysokou míru 

exprese u karcinomů endometria, a to nejen u endometroidních karcinomů, ale také v dalších 

typech karcinomů, včetně světlobuněčného a serózního. Dále se na základě výsledků 

domníváme, že imunohistochemická exprese Glut-1 může být využitelná jako pomocný marker 

v diferenciální diagnostice mezi hyperplazií atypickou a hyperplazií bez atypií, jejichž rozlišení 

má zásadní dopad na způsob léčby [2].  

 

2.1.4. Využití imunohistochemických metod při detekci nádorových metastáz a 

mikrometastáz u nesentinelových uzlin  

 

V další práci jsme se zabývali detekcí nádorových metastáz a mikrometastáz u pánevních 

uzlin pacientek s karcinomy děložního hrdla, které mají vysoké riziko uzlinového postižení 

nádorovými metastázami [7]. 

Význam vyšetření sentinelových uzlin (SLN) u karcinomů děložního hrdla byl již potvrzen 

řadou studií [37-39]. Ultrastagingovým protokolem jsou ale vyšetřované pouze SLN a riziko 

postižení dalších pánevních (nesentinelových) uzlin mikrometastázami je tudíž neznámé. Cílem 

naší studie bylo zhodnotit riziko postižení nádorovými mikrometastázami v lymfatických 

uzlinách pacientek s peroperačně negativními SLN, přičemž do studie byly zařazeny pacietky 

s vyšším rizikem metastatického postižení, tedy s většími nádory (FIGO IB1, IB2, IIB).  

Všechny uzliny od každé pacientky včetně SLN byly nejprve prokrájeny v intervalu dvou 

mm a dále zpracovány ultrastagingovým protokolem v celém rozsahu. Dle protokolu byly vždy 

zhotoveny dva po sobě jdoucí řezy v intervalu 150 µm. První z nich byl obarven H&E a druhý 

protilátkou proti cytokeratinům AE1/AE3 (Obr. 1). Celý proces se opakoval až do úplného 
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vykrájení uzliny. Takto nastavený protokol nám umožňuje detekovat nádorové mikrometastázy 

(0,2 až 2,0 mm) i izolované nádorové buňky (ITC) (menší než 0,2 mm, nebo subkapsulární 

shluky nádorových buněk nepřesahující počet 200 buněk). Podle současných předpokladů 

představují mikrometastázy pravděpodobně skutečné nádorové postižení, oproti tomu ITC mají 

zřejmě limitovaný potenciál pro vzdálené šíření nádoru.  

Obr.1 

 

Klinická inkluzní kritéria studie splnilo 17 pacientek, u kterých byly ultrastagingovým 

protokolem zpracovány všechny pánevní lymfatické uzliny.  Celkem bylo vyšetřeno 573 

pánevních lymfatických uzlin, z čehož 43 tvořily uzliny sentinelové a 530 uzliny nesentinelové. 

Celkem bylo zhotoveno 5762 skel (2881 H&E a 2881 imunohistochemických preparátů 

s protilátkou CK AE1/AE3). 

Nádorové postižení jsme prokázali celkem v osmi SLN (1 metastázu, 4 mikrometastázy a 3 

ITC). Pouze u dvou pacientek byly nalezeny metastázy i v nesentinelových uzlinách (3 

mikrometastázy a 1 ITC), přičemž v obou případech nesentinelového postižení byly zároveň 
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přítomny nádorové mikrometastázy v SLN. U žádné pacientky s ultrastagingově negativní SLN 

jsme nádorové postižení v nesentinelových uzlinách neprokázali.  

Díky moderním vyšetřovacím metodám zahrnujícím imunohistochemické vyšetření 

ultrastagingovým protokolem jsme v naší skupině „rizikových“ pacientek neprokázali při 

vyšetření SLN „falešnou negativitu“. V naší studii se nám tedy podařilo potvrdit nízké riziko 

pozitivity pánevních lymfatických uzlin u pacientek s ultrastagingově negativní SLN. Jsme si 

však vědomi limitací daných malým souborem pacientek a význam nádorových metastáz a ITC 

v lymfatických uzlinách u karcinomu děložního hrdla bude muset být potrvzen v dalších 

studiích.  

 

2.1.5. Využití imunohistochemických metod při diagnostice vzácného nádoru - 

anastomozujícího hemangiomu ovária se stromální luteinizací 

 

Dalším příkladem využití kombinace morfologických znaků a imunohistochemického 

vyšetření je klinickopatologická studie 6 případů anastomozujícího hemangiomu ovária se 

stromální luteinizací [1]. Jde o vzácný typ nádoru, který byl poprvé popsán v urogenitálním 

traktu [40].  

V ováriu se heminagiomy vyskytují pouze zřídka a konkrétně anastomozujících 

hemangiomů zde bylo popsáno dosud pouze 8 případů. Při jejich diagnostice se většinou 

opíráme o morfologické znaky založené na proliferaci anastomozujících cév velikosti kapilár se 

sinusoidálním uspořádáním připomínajícím červenou pulpu sleziny, které jsou promíseny 

se středně velkými cévami. Často bývají přítomny i hobnail buňky, tromby, hemoragie a 

extramedulární hemopoeza.  

Kromě toho byla ve všech dosud popsaných případech nalezena různě rozsáhlá stromální 

luteinizace, která může, pokud je prominentní, vzbuzovat dojem steroidogenního nádoru. 

Přítomnost luteinizace se pokouší vysvětlit dvě různé teorie. Jedna z nich je založena na principu 
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tlakových změn v okolí vaskulární léze způsobujících v důsledku stromální luteinizaci, obdobný 

princip jako u rostoucího folikulu [41, 42]. Druhá teorie se naopak pokouší vysvětlit vznik 

vaskulární léze na základě působení zvýšených hladin estrogenu na cévy, nicméně proti této 

verzi svědčí absence exprese estrogenových a progesteronových receptorů v endoteliálních 

buňkách léze [43].  

K potvrzení diagnózy anastomozujícího hemangiomu využíváme imunohistochemické 

vyšetření potvrzující endoteliální původ léze, pozitivní průkaz protilátek CD31, CD34 nebo 

fVIII. Diferenciální diagnostika oproti ostatním vaskulárním lézím je většinou založena na 

morfologických znacích, vyjma Kaposiho sarkomu, k jehož vyloučení využíváme 

imunohistochemické vyšetření s protilátkou proti HHV8.    

Anastomozující hemangiomy ovária jsou vzácné vaskulární léze, které musí být brány 

v potaz při diagnostice vaskulárních nádorů a lézí ovária a nesmí být zaměněny za ovariální 

angiosarkom.  

 

2.2. Význam molekulárně biologických a cytogenetických metod v gynekopatologii 

 

V této části uvádíme různé příklady možného využití molekulárně biologických i 

cytogenetické metod v diagnostice, ale i při detekci známých i neznámých molekulárních aberací 

a genových variací v různých lézích či nádorech ženského genitálu.  

 

2.2.1. Komplexní imunohistochemická a molekulárně genetická analýza atypických 

polypózních adenomyomů 

 

Atypické polypózní adenomyomy (APA) jsou vzácné léze děložního těla s rizikem 

rekurence u konzervativně léčených pacientek [44-46]. Tyto léze bývají nacházeny v souvislosti 

nebo předcházejí vzniku atypické hyperplazie nebo endometroidního karcinomu [47, 48]. V době 
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provádění naší studie neexistoval jednotný názor na přístup k pacientkám s APA, což s sebou 

přinášelo terapeutické problémy zejména s ohledem na fakt, že řada pacientek s APA je 

v produktivním věku a často si přejí zachovat fertilitu. V tomto kontextu bylo tedy důležité 

pokusit se určit patogenezi a biologickou povahu léze. Ačkoli bylo v literatuře popsáno asi 230 

případů, pouze 2 malé studie se zabývaly některými molekulárními aspekty těchto lézí [49, 50]. 

Cílem naší studie byla komplexní analýza APA s využitím moderních diagnostických metod se 

snahou o zhodnocení biologické povahy lézí. 

Podařilo se nám shromáždit skupinu 21 těchto vzácných lézí, na které jsme nejprve 

provedli imunohistochemickou analýzu exprese vybraných protilátek, které zahrnovali HNF-1β, 

PTEN, mTOR, β-catenin, HNF-1β, Glut-1, MLH1, MSH2, MSH6 a PMS2. Dále jsme 

pokračovali s vyšetřením mutačního stavu vybraných genů. Cytogenetickou metodou FISH jsme 

vyšetřeli geny PTEN a TP53 a molekulárně biologickými metodami PCR mutační stav genů 

KRAS, BRAF, EGFR. 

Při výběru genů a protilátek jsme se soustředili na ty, u kterých je známá souvislost 

s vývojem atypické hyperplazie endometria a endometroidního karcinomu, jako jsou například 

geny KRAS, PTEN, proteiny MSI, ale také na některé v této oblasti dosud méně prozkoumané 

markery jako například HNF-1β, Glut-1 a mTOR. 

Naše výsledky ukázaly, že APA sdílejí některé konzistentní imunohistochemické a 

molekulární znaky, s jakými se setkáváme u atypické hyperplazie a endometroidního karcinomu. 

Mezi významnější znaky nalezené na imunohistochemické úrovni patří exprese β-cateninu ve 

skvamózní komponentě lézí, exprese HNF1-β a Glut-1 v glandulární komponentě, dále wild typ 

exprese p53 a ztráta exprese PTEN, která byla u jedné pacientky doprovázena delecí genu PTEN 

detekovanou metodou FISH. Na molekulární úrovni jsme prokázali mutaci KRAS u 5 vzorků, ale 

u žádného vzorku nebyla nalezena mutace genů NRAF, BRAF a EGFR. Vzhledem k tomu, že 
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nebyl prokázán ani deficit v „mismatch repair“ proteinech, domníváme se, že APA nejsou 

součástí projevu Lynchova syndromu.  

Naše výsledky naznačují, že by APA měly být považovány za lokalizovanou formu 

atypické hyperplazie, tedy prekursor endometroidního karcinomu. Tento závěr je klinicky 

významný zejména s ohledem na následný terapeutický přístup k často mladým pacientkám, 

které si přejí zachovat fertilitu. 

 

2.2.2. Molekulární analýza metylace promotoru a mutací genu HNF1B 

 

Molekulárně biologické metody jsme využili i v části studie, která navazovala na analýzu 

exprese HNF-1β v nádorech a lézích korporálního endometria [5]. Vzhledem k tomu, že se 

transkripční faktor HNF-1β pravděpodobně podílí na karcinogenezi různých typů nádorů, včetně 

endometroidních karcinomů, věnovali jsme se v této části studie molekulární analýze metylace 

promotoru a mutací genu HNF1B v karcinomech endometria a světlobuněčných karcinomech 

ovária [18, 19, 51].  Cílem naší studie bylo analyzovat genetické variace genu HNF1B 

v kódujícím regionu i v oblasti promotoru, zhodnocení významu těchto změn a korelace 

s expresí na úrovni proteinu. 

 Podle celogenomových studií jsou některé genetické varianty genu HNF1B asociovány se 

zvýšeným nebo naopak sníženým rizikem vzniku různých nádorových typů, včetně 

endometroidního karcinomu děložního těla a serózního karcinomu ovaria [52-54]. HNF1B se 

může v různých typech nádorů chovat jako tumor supresorový gen nebo jako onkogen, ale 

přesný mechanismus, kterým se HNF-1β podílí na procesu karcinogeneze, zůstává neznámý a 

pravděpodobně se v různých typech nádorů liší. 

Zvýšená exprese HNF-1β byla nalezena ve většině světlobuněčných karcinomů ovaria, 

pankreatu, ledviny a v hepatocelulárním karcinomu a downregulace tohoto genu je u 

světlobuněčných karcinomů ledviny a prostaty asociována s horší prognózou [19, 55]. 
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Epigenetická inaktivace genu obvykle vede ke ztrátě exprese HNF-1β a metylace promotoru byla 

nalezena u některých buněčných linií karcinomu pankreatu, kolorekta, žaludku a ovaria, ale 

v oblasti ženského genitálu se této problematice věnovalo pouze několik málo studií [22, 54, 56].  

U světlobuněčných karcinomů ovaria je promotor genu HNF1B typicky nemetylovaný a 

genová exprese je ve srovnání s ostatními typy ovariálních karcinomů zvýšena [22, 54]. Snížení 

exprese HNF-1β v buněčných liniích světlobuněčného karcinomu ovaria indukuje apoptózu a 

exprese tohoto transkripčního faktoru se zdá být v některých případech významnou pro přežívání 

nádorových buněk [22].  

Naše výsledky byly v souladu s dříve publikovanými studiemi. V žádném 

světlobuněčném karcinomu ovaria jsme metylaci bisulfitovým sekvenováním neprokázali. 

Oproti tomu ve skupině endometroidních karcinomů děložního těla, jsme detekovali metylaci 

promotoru genu HNF1B v 13 % a tyto případy zároveň vykazovaly negativitu nebo pouze slabou 

expresi proteinu HNF-1β. 

Dále se nám ve skupině endometroidních karcinomů děložního těla podařilo v kódujícím 

regionu genu HNF1B detekovat čtyři jednonukleotidové sekvenční varianty (1 patogenní 

nonsense variantu; 1 pravděpodobně patogenní silent variantu a 2 intronové varianty nejasného 

významu, které by mohly potenciálně vést k aberantnímu sestřihu mRNA a následně 

aberantnímu proteinovému produktu). Ve světlobuněčných karcinomech ovária jsme nalezli 

jednu missence variantu, u které bylo prediktivními modely in silico potvrzeno, že jde vysoce 

pravděpodobně o mutaci patogenní. 

Jsme si však vědomi limitací plynoucích z malého souboru případů a přesná role HNF1B 

v karcinogenezi, jeho potenciální využití při cílené terapii bude vyžadovat další studie. 

 

2.2.3. Využití molekulárních a cytogenetických metod při diagnostice světlobuněčného 

sarkomu vulvy  
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V další práci jsme popsali využití zejména cytogenetické metody FISH v diagnostice 

světlobuněčného sarkomu vzniklého v oblasti vulvy [8]. Světlobuněčný sarkom, také známý jako 

melanom měkkých tkání, je vzácný nádor, který tvoří přibližně 1 % nádorů měkkých tkání [57]. 

Jeho diagnostika je však poměrně obtížná, protože má překryvné fenotypické a 

imunohistochemické rysy s maligním melanomem. Oba nádory jsou charakterizované expresí S-

100 proteinu, HMB-45, Melanu A a mikroftalmického transkripčního faktoru (MiTF), ale 

světlobuněčný sarkom se oproti malignímu melanomu častěji vyskytuje v hlubokých tkáních bez 

postižení kožních struktur.  

Při diferenciální diagnostice těchto dvou nádorů však můžeme s výhodou využít 

cytogenetické metody, protože světlobuněčné sarkomy jsou charakterizované přestavbou genu 

Ewingova sarkomu (EWS). Nejčastější aberací je balancovaná translokace (12;22)(q13;q12), 

kterou jsme metodou FISH prokázali i v našem případu, a vzácněji může být prokázána 

translokace (2;22)(q34;q12) [58-60]. V maligních melanomech nebyly tyto přestavby prokázány. 

Potenciálně by šlo využít i molekulárně biologické analýzy mutačního stavu genů BRAF 

a NRAS, které se naopak vyskytují v maligních melanomech. Mutaci genu BRAF lze nalézt až ve 

40–60 % všech kožních melanomů a její detekce prediktorem pro terapii BRAF inhibitory. 

V našem případu jsme však tuto mutaci neprokázali, což podpořilo diagnózu světlobuněčného 

sarkomu měkkých tkání. 

S využitím cytogenetických a imunohistochemických metod jsme tedy diagnostikovali a 

popsali první případ světlobuněčného sarkomu vzniklého ve vulvě.  

 

2.2.4. Komplexní imunohistochemická a molekulární analýza lymfoepitelioma-like 

karcinomu 

 

V další práci jsme provedli komplexní imunohistochemickou a molekulární analýzu 

vzácného nádoru endometria, lymfoepitelioma-like karcinomu (LELC)[61].  



27 

 

Lymfoepiteliální karcinomy (lymfoepiteliomy) jsou nediferencované karcinomy 

nasofaryngu s prominentním lymfocytárním infiltrátem, většinou asociované s virem Ebstein-

Barrové (EBV)[62, 63]. Karcinomy s morfologicky obdobnými rysy vzniklé mimo nasofarynx se 

označují termínem lymfoepitelioma-like karcinomy. U těchto nádorů je asociace s EBV infekcí 

variabilní a liší se dle lokality výskytu [63-66]. 

V ženském genitálu se LELC nejčastěji vyskytují v oblasti děložního hrdla, kde jsou 

považovány za variantu dlaždicobuněčného karcinomu, a pouze ojediněle v endometriu, kde 

bylo dosud popsáno pouze šest případů [65-70]. V žádném z nich však nebyla provedena 

podrobnější molekulární analýza, pouze v jedné studii se autoři zabývali i molekulárním 

testováním mikrosatelitové instability [68]. Proto jsme náš případ podrobili komplexní 

imunohistochemické a molekulárně biologické analýze, s cílem lépe objasnit podstatu nádoru. 

V našem případu LELC se nám při imunohistochemickém vyšetření podařilo prokázat 

difúzní expresi p16 a aberantní exprese proteinu p53. Při molekulárním vyšetření metodou NGS 

jsme nalezli patogenní mutaci genu TP53 a neprokázali přítomnost mutací v genech ARID1A a 

PTEN. Fragmentační analýza prokázala, že jde o nádor mikrosatelitově stabilní (MSS). Tento 

imunofenotyp i genotyp je charakteristický pro serózní karcinomy endometria. 

Histogeneze LELC endometria je neznámá, ale imunohistochemický a molekulárně 

genetický profil našeho případu naznačuje, že by se mohlo jednat o neobvyklou morfologickou 

variantu serózního karcinomu endometria. Nicméně k úplnému porozumění histogeneze, 

biologického chování a prognózy LELC endometria bude zapotřebí dalších studií, což bude jistě 

komplikované raritním výskytem těchto nádorů. 
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3.  ZÁVĚR 

 

 V naší práci jsme se pokusili ukázat, že moderní vyšetřovací metody hrají v oblasti 

gynekopatologie nenahraditelnou roli a v současné době se některé z nich již staly nedílnou 

součástí moderních vyšetřovacích postupů.  Na příkladech nádorů ale i nenádorových lézí 

endometria, nádorů ovárií, děložního hrdla a vulvy jsme demonstrovali význam a možné využití 

speciálních metod v různých oblastech gynekopatologie.  

V rámci námi realizovaných výzkumných projektů jsme navrhli panel protilátek, který by 

mohl napomoci při rozlišení morfologicky obtížně zařaditelných málo diferencovaných 

karcinomů děložního hrdla. Dále jsme popsali expresi některých protilátek v nádorech, 

nenádorových lézích i normálních tkáních ženského genitálu, což by mohlo mít v budoucnu 

přínos pro diferenciální diagnostiku. Imunohistochemickými, molekulárně biologickými a 

cytogenetickými metodami jsme analyzovali několik dosud méně prozkoumaných lézí a nádorů, 

jako jsou atypické polypózní adenomyomy děložního těla a lymfoepitelioma-like karcinom 

endometria. Na základě těchto analýz se domníváme, že by se na atypické polypózní 

adenomyomy mělo pohlížet jako na lokalizovanou formu atypické hyperplazie, což je důležité 

zejména s ohledem na fakt, že léze se často vyskytují u mladých žen a dívek přejících si 

zachování fertility. V případě lymfoepitelioma-like karcinom endometria výsledky 

imohistochemických a molekulárně biologických analýz ukázaly, že by se mohlo jednat o 

neobvyklou morfologickou variantu serózního karcinomu endometria. V rámci komplexní studie 

věnované problematice HNF1B se nám podařilo nalézt několik dosud nepopsaných mutací genu 

HNF1B. 

Přestože hrají moderní vyšetřovací metody v gynekopatologii stále větší roli, základem 

bioptického vyšetření nadále zůstává klasické histologické vyšetření, na které v indikovaných 

případech tato speciální vyšetření navazují. Stále se rozšiřující spektrum protilátek a poznatky 

v oblasti molekulární biologie s sebou také přináší zvýšené nároky na znalosti vyšetřujícího 
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patologa, který s nimi musí být dobře obeznámen. Nelze však zcela opominout ani finanční 

aspekt, kdy zejména vyšetření molekulárně biologickými a cytogenetickými metodami jsou 

finančně náročná a jejich využití v rutinní diagnostické praxi naráží na problémy s úhradou.  
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4.  PUBLIKACE IN EXTENSO 

 

4.1. Expression of HNF-1β in cervical carcinomas: an immunohistochemical study of 155 

cases. 
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4.2. Expression of Glut-1 in Normal Endometrium and Endometrial Lesions. 
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4.3. Risk of micrometastases in non-sentinel pelvic lymph nodes in cervical cancer. 
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4.4. Anastomosing Hemangioma of the Ovary: A Clinicopathological Study of Six Cases 

with Stromal Luteinization. 
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4.5. Atypical Polypoid Adenomyoma of the Uterus: An Immunohistochemical and 

Molecular Study of 21 Cases. 
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4.6. Expression, epigenetic and genetic changes of HNF1B in endometrial lesions. 
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4.7. Clear cell sarcoma of vulva. A case report. 
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4.8. Lymphoepithelioma-like carcinoma of the endometrium: Case report of rare tumour 

with comprehensive immunohistochemical and molecular analysis. 
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Abstract 

We are reporting a case of endometrial lymphoepithelioma-like carcinoma (LELC) in a 63-year-

old female. Microscopically, the tumor consisted of groups of tumor cells surrounded by dense 

lymphoplasmacytic infiltrate. Immunohistochemically, the tumour cells were positive for 

cytokeratins AE1/AE3, EMA, PAX8, p16, and estrogen receptors. Protein p53 showed an 

aberrant type of expression. Molecular genetic analysis revealed mutations in the TP53 and 

PIK3CA genes. Based on our results, we believe that this type of tumor represents an unusual 

morphological variant of endometrial serous carcinoma.To the best of our knowledge, only six 

cases of LELC arising in the endometrium have been reported in literature to date. 

 

Key Words: Endometrial serous carcinoma - Lymphoepithelial carcinoma - Lymphoepithelioma-

like carcinoma - Endometrium 

 

Introduction 

Lymphoepithelial carcinoma (lymphoepithelioma) is an undifferentiated  

type of carcinoma with distinctive morphological features and common association with Epstein-

Barr virus (EBV), first described in the nasopharynx [61]. This tumour is characterized by the 

proliferation of undifferentiated neoplastic epithelial cells, with a prominent reactive 

inflammatory cell infiltrate. Carcinomas with morphologically similar features occurring outside 

of the nasopharynx are termed “lymphoepithelioma-like carcinoma” (LELC). These tumors have 

been reported in a number of various organs. The association with EBV infection in LELC is 

different in various locations and also in different geographic regions. EBV positivity has been 

described in tumours of lung, stomach, thymus, and salivary gland [63, 71-73], but it hasn´t been 

demonstrated in cases of LELC occurring in the urinary bladder, renal pelvis, breast, and in 

female genital tract [74-78]. It has been suggested that EBV positivity is related to a direct organ 

exposure to the external environment, and EBV negativity is more common in internal organs 

[62]. However, in LELC of uterine cervix the association with EBV has been observed only in a 

few Asian patients, but not in western countries [64, 66]. In the female genital tract LELC mostly 

occurs in the cervix, where it is regarded as a variant of squamous cell carcinoma, but cases 

involving the vulva, vagina, endometrium, and ovary have also been reported [64-70, 77-79]. To 

the best of our knowledge, only 6 cases of LELC arising in the endometrium have been reported 

to date, however, none of these were accompanied by a molecular genetic analysis, with the 

exception of molecular testing for microsatellite instability (MSI) in one of the cases [65, 67-70]. 

We report the seventh case of endometrial LELC with comprehensive immunohistochemical and 

molecular genetic analysis [65, 67, 68, 70]. 

 

Clinical History 

A 63-year-old woman presented with postmenopausal bleeding. Her gynecologic history 

includes menarche at the age of 14, with irregular menstrual cycles, and menopause at the age of 

51. She had had two vaginal spontaneous deliveries. Physical examination was unremarkable, 

and laboratory data were within normal limits. A transvaginal ultrasound showed irregular 

endometrial thickening, and the patient underwent endometrial curettage. Biopsy examination 

showed high grade carcinoma with LELC features. Based on this diagnosis, the patient 

underwent radical hysterectomy with bilateral adnexectomy and pelvic and para-aortic 

lymphadenectomy. Biopsy examination of the resection specimen showed only residual tumour 

structures limited to the endometrium. The patient was staged as FIGO IA and received adjuvant 

vaginal brachytherapy. Six months after the surgery she is free of any signs of disease.  

MATERIALS AND METHODS 

Immunohistochemistry 



77 

 

Sections from formalin-fixed paraffin-embedded tissue blocks were stained with hematoxylin-

eosin. Selected sections were analyzed immunohistochemically, using the avidin-biotin complex 

method with antibodies directed against the antigens listed in Table I. 

In situ hybridization (ISH) 

ISH staining for EBV encoded RNA (EBER) transcript was performed on deparaffinized tissue 

sections. The Epstein–Barr Virus (EBER) PNA Probe/Flourescein kit was used (Dako, code 

Y5200) and visualized with the Dako PNA ISH Detection Kit (Dako, code K5201). For negative 

controls, the EBER probe was omitted. 

Molecular analysis 

DNA was isolated from formaline-fixed paraffin-embedded (FFPE) tissue by cobas® DNA 

Sample Preparation kit (Roche; Germany). Macrodissection was performed in order to enrich the 

tumor content. Sequence capture next-generation sequencing (NGS) was performed with 300 ng 

of gDNA (40% of neoplastic cells). A library was constructed using KAPA HyperPlus kit, and 

the target area (219 kbp, 73 genes) was enriched using custom-designed hybridization probes 

(Nimblegen, Roche) and pair-end sequenced using Miseq instrument (Illumina). 

Reads were aligned to the human genome (GRCh37/hg19), with an average coverage of 550.7 

(median 660.3; range 2-1174). Nonsynonymous variants in exons and adjacent intronic regions 

with minimal coverage 100x and frequency of >5% were evaluated, and manually controlled 

using Integrative Genomic Viewer (Broad Institute). Copy number variations were not evaluated 

due to the low quality of FFPE sample. The list of investigated genes and characteristics of 

detected variants is provided in Table II. 

For the evaluation of functional or clinical importance of detected missense variants a widely 

used in silico prediction tools were utilized (part of NextGENe software: dbNSFP v 2.9 – set of 

algorithms for predicting the impact of the variant on protein function, according to the sequence 

conservation and population frequency; ClinVar; dbscSNV for evaluating the impact of splice 

variants). Further, IARC TP53 database (http://p53.iarc.fr) and Catalogue of somatic mutations 

in Cancer (COSMIC; http://cancer.sanger.ac.uk/cosmic/, accessed on October 20, 2017) were 

employed [80]. 

MSI was analyzed using fragment analysis on ABI 3500, examining five quasimonomorphic 

mononucleotide microsatellite markers (MSI) BAT-26, BAT-25, NR-21, NR-22, NR-24. 

Ethics Statement 

In compliance with the Helsinki Declaration, the project has been approved by Ethics Committee 

of General University Hospital in Prague. 

Results 

Material from endometrial curettage consisted of small fragments of poorly differentiated high-

grade carcinoma. The tumour was composed of irregular sheets, poorly defined nests or 

individual tumour cells, surrounded by dense lymphoplasmacytic infiltrate (Fig. 1). The tumour 

cells had indistinct margins, with round to oval vesicular nuclei with prominent nucleoli, and 

eosinophilic to amphophilic cytoplasm (Fig. 2). The mitotic index was up to 

7 mitoses per 10 high-power fields. 

Immunohistochemically, the tumour cells were strongly and diffusely positive for cytokeratins 

AE1/AE3, EMA, PAX8, p16, and some of them were positive for vimentin and S100 protein 

(Fig. 3). Protein p53 showed aberrant type of expression (positivity in more than 75% of tumor 

cells), which is in concordance with the detected pathogenic mutation in the TP53 gene (Fig. 4, 

Table II). Estrogen receptors were positive in 75 % of tumour cells. The proliferative (Ki-67) 

index was about 80%. Nuclear staining of the mismatch repair (MMR) proteins (MLH-1, MSH-

2, MSH-6, and PMS-2) was positive, and the results of fragment analysis confirmed 

microsatellite stable tumor. Progesterone receptors, chromogranin A, synaptophysin, HNF1β, 

and napsin A were negative. EBER in situ hybridization was negative. The lymphoid stromal 

http://p53.iarc.fr/
http://cancer.sanger.ac.uk/cosmic/
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infiltrate consisted of a mixture of CD20 positive B-lymphocytes and CD3 positive T-

lymphocytes.  

Mutation analysis was performed in 59/73 genes with sufficient coverage (14 genes in this panel 

were poorly covered due to the insufficient quality of DNA). Non-synonymous variants were 

detected in the TP53 (c.584T>C (p.Ile195Thr) located in the DNA binding domain, PIK3CA 

genes (c.323G>A (p.Arg108His) in exon 2, and c.1048G>A (p.Asp350Asn) in exon 5) (Table 

II). All of these variants were previously described in COSMIC database 

(http://cancer.sanger.ac.uk/cosmic/) and were considered pathogenic. No pathogenic mutations 

were found in genes such as PTEN, ARID1A, KRAS, POLE, HNF1B or BRCA2, which are 

frequently mutated in endometrial carcinomas. 

Additionally, heterozygous polymorphism was detected in BRCA2, NM_00059.3: c.1114A>C 

(p.Asn372His, rs144848;38.2% MAF), although this finding is considered to be tolerated or 

neutral by in silico predictive tools.  

In a subsequent hysterectomy the uterus measured 46×27×40 mm, with endometrial thickness of 

3 mm. There were some regressive changes with only residual tumour structures in the fundus, 

limited to the endometrium. The cervix and both adnexa were unremarkable without any signs of 

tumour involvement. All 35 sampled and examined lymph nodes were without metastases. 

Discussion 

Endometrial carcinomas can be classified into four main histological types encompassing 

endometrioid, serous, mucinous and clear cell carcinoma. These tumors can usually be 

distinguished based on their morphology, however in doubtful cases ancillary methods are 

needed. In most cases, immunohistochemistry can be helpful but some equivocal cases with 

overlapping morphological and immunohistochemical features still continue to be a diagnostic 

challenge. In these cases, molecular genetic analysis can be used, which allow us to classify most 

tumors into the correct category. Especially problematic can be the distinction between 

endometrioid carcinoma (EC) and endometrial serous carcinoma. Immunohistochemically, 

analysis of p53, p16, MMR proteins and PTEN expression can be very helpful in this case. EC is 

characterized by the loss of PTEN expression, non-diffuse p16 staining, wild type p53 in most 

cases and MSI. On the contrary, endometrial serous carcinomas are in most cases p16 diffusely 

positive, show abnormal expression of p53, retained expression of PTEN and are MSS. 

Regarding their genotype, endometrioid carcinomas are characterized by: i) concurrent PTEN 

and ARID1A mutation; or ii) PTEN or ARID1A mutations in the absence of concurrent TP53 (and 

PPP2R1A) mutations. Serous genotype is characterized by TP53 mutation in the absence of 

PTEN or ARID1A mutations. PIK3CA mutation can occur in a subset of both endometrial and 

serous carcinomas and is not helpful in discriminating between these tumors [81].  

Recent approaches classify endometrial carcinomas based on their molecular characteristics into 

4 groups: POLE ultramutated (POLE), microsatellite instability-high, copy number-low (CN-L), 

and copy number-high (CN-H) [82, 83].The TCGA described the differences between high-

grade endometrioid carcinoma and serous carcinoma based on frequent mutations in PTEN, 

ARID1A, mismatch repair genes, and KRAS. While these are common in endometrioid 

carcinoma, serous carcinoma however carries frequent mutations in TP53 and PPP2R1A, and 

mutations in PTEN, ARID1A, mismatch repair genes, and KRAS are not frequent in this 

carcinoma. Generally, all serous carcinomas belong to the category CN-H, which is 

characterized by TP53 mutation. However, high grade endometrioid carcinomas show 

substantial genetic heterogeneity and a certain proportion of them fall under in the same category 

as serous carcinoma (CN-H tumours). Nevertheless, these cases can be distinguished by analysis 

of the above mentioned genes, ARID1A and PTEN. Further studies are needed to show whether 

CN-H grade 3 endometrioid carcinomas are clinically different from endometrial serous 

carcinoma. 

http://cancer.sanger.ac.uk/cosmic/
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In our case, despite its unusual morphology, the tumor showed the typical immunophenotype 

(diffuse p16 staining, aberrant expression of p53) and genotype (mutation of TP53, absence of 

mutations of ARID1A or PTEN) of endometrial serous carcinoma. Expression of PAX8 and 

estrogen receptors can be seen in both tumor types and as such is not particularly helpful in the 

differential diagnosis, but it is suggestive of Müllerian origin of the tumor. Based on these 

features, we believe that our case represents an unusual morphological variant of endometrial 

serous carcinoma with LELC features due to the heavy inflammatory infiltration of tumor 

stroma. 

Endometrial LELCs are rare tumours, only 7 cases including ours have been reported to date. All 

of the reviewed cases were EBV negative with only one exception, and even then only a few 

cells showed positivity for EBV LMP1 [69]. MSI testing was performed only in one previous 

case (evaluated by PCR using capillary electrophoresis), and identically to our case the tumor 

was microsatellite stable [68]. So far, MSI was found only in a subset of gastric LELCs [84]. 

Regarding immunohistochemical results, all the reported endometrial LELCs showed positivity 

for epithelial markers in tumour cells, and CD3 and CD20 positivity in stromal cells, but other 

results are equivocal [65, 67-70]. Positivity for estrogen and progesterone receptors was found in 

1of 3 cases [65, 67, 68]. The aberrant type of p53 expression was found in 2 of the 3 investigated 

cases, in accordance with our results [67, 68]. One case of the 3 reported was negative [65], but 

the authors did not specify whether the 'negativity' meant a complete loss of p53 expression, as 

this finding may also in some cases be regarded as aberrant expression. The expression of p16 

was investigated only in one previous case, with a positive result, which is also in accordance 

with our reported case [68]. The aberrant expression of p53 and overexpression of p16 are likely 

signs of manifestation of cell-cycle dysregulation, which is quite a common finding in high grade 

carcinomas [68]. 

Differential diagnosis may include lymphoproliferative lesions/tumours, which can however be 

easily excluded by immunohistochemical recognition of their epithelial component. Moreover, 

large cell neuroendocrine carcinoma with LELC features was rarely described, but this entity 

could be ruled out based on the absence of neuroendocrine differentiation markers [85]. The 

most significant differential diagnostic consideration is an undifferentiated carcinoma (UC). This 

differential diagnosis may have certain clinical implications, as some authors suggested that the 

prognosis of LELC is unclear or possibly favourable, whereas the prognosis of UC tends to be 

poor [68]. Regarding this particular differential diagnosis, the evaluation of 

immunohistochemical expression of epithelial markers can be helpful. LELC typically show 

almost diffuse positivity, in contrast to the focal or patchy expression found in UC [86]. 

In conclusion, endometrial LELCs are rare carcinomas that are not associated with EBV. The 

histogenesis of endometrial LELC is unknown, however, the immunohistochemical and 

molecular genetic profile in our case suggests that this tumor could represent an unusual 

morphological variant of endometrial serous carcinoma. Nevertheless, a comprehensive analysis 

of more cases is needed to fully understand the histogenesis, biologic behaviour, and prognosis 

of these tumors. This could, however, be problematic due to their rarity. 
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Fig. 1                                                                          Fig. 2 

   
 

Fig. 3                                                                          Fig. 4  

  

 

 

Figure legends 

Fig. 1. Proliferation of epithelial tumour cells surrounded by an intense lymphoplasmacytic 

infiltrate (haematoxylin and eosin, magnification 100×). 

Fig. 2. Poorly defined aggregates of syncytial tumor cells, round nuclei with 

prominent nucleoli (haematoxylin and eosin, magnification 400×). 

Fig. 3. Diffuse positivity for CK AE1/AE3 in epithelial component (magnification 200×).  

Fig. 4. Aberant type expression of p53 in epithelial 
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Table I. Antibodies used for the immunohistochemical analysis  

Antibody Clone Source Dilution Result 

CK AE1/AE3 AE1/AE3 Dako, Glostrup, Denmark 1:50 Diffusely positive 

EMA E29 Dako, Glostrup, Denmark 1:100 Diffusely positive 

ER SP1 Zytomed Systems, Berlin, Germany 1:50 Positive in 75 % 

PR 16 Novocastra, Newcastle, UK 1:200 Negative 

HNF1β Polyclonal Sigma-Aldrich, Prestige antibodies, 

St. Louis, United States 

1:600 Negative 

Ki-67 MIB-1 Dako, Glostrup, Denmark 1:50 Positive in 80 % 

napsin A IP64 Novocastra, Newcastle, UK 1:200 Negative 

p53 BP 53-12 Zytomed Systems, Berlin, Germany 1: 200 Diffusely positive 

synaptophysin DAK-

SYNAP 

Dako, Glostrup, Denmark 1:50 Negative 

chromogranin A LK2H10 Zytomed Systems, Berlin, Germany 1:400 Negative 

S-100 protein Polyclonal Dako, Glostrup, Denmark 1:1600 Focally positive 

vimentin V9 Dako, Glostrup, Denmark 1:50 Focally positive 

PAX 8 Polyclonal Cell Marque, Rocklin, California 1:50 Diffusely positive 

P16 E6H4TM Roche mtm Laboratories AG, 

Manheim, Germany 

RTU Diffusely positive 

MLH-1 G168-15 Spring Bioscience, Pleasanton, CA 1:200 Positive 

MSH-2 FE 11 Zytomed Systems, Berlin, Germany 1:50 Positive 

MSH-6 44 Zytomed Systems, Berlin, Germany 1:50 Positive 

PMS-2 EPR3947 Zytomed Systems, Berlin, Germany RTU Positive 

CD3 SP7 Spring Bioscience, Pleasanton, CA 1:200 Positive in T cells 

CD20 L26 Dako, Glostrup, Denmark 1:100 Positive in B cells 

CK - cytokeratin, ER- estrogen receptors, PR- progesterone receptors, RTU – ready-to-use 

 

 

Table II. Somatic variants detected in the lymphoepitheloid-like carcinoma of uterus 

Gene* exon Ref. seq. 

mutation 

Predicted effect Mutant 

allele 

frequency

 % 

Predicted impact - 

in silico / databases 

and literature 

TP53 6 NM_001126112.2 

c.584T>C 

rs760043106 

p.Ile195Thr 18 Pathogenic / 

pathogenic 

PIK3CA 2 NM_006218.2 

c.323G>A 

p.Arg108His 24 Pathogenic / 

pathogenic 

 5 c.1048G>A p.Asp350Asn 18 Pathogenic / 

pathogenic 
*
genes evaluated by NGS:AKT3, ARID1A, ARID2, ATM, BAP1, BARD1, BRAF (ex11, 15) , BRCA1, BRCA2, BRIP1, CCND2, CCND3, CDH1, CDK4, , CYP19A1, 

ERBB2, ERCC3, ESR1, ESR2, F11R, GNAQ, HNF1B, IDH1, JAM2, JAM3, KDR, KIT, KRAS, MAP2K1, MAPK1, MDM2, MET, MITF, MLH1, MLH3, MSH2, MSH6, 

MYC, NBN, NRAS, PALB2, PARD3, PDGFRA, PIK3CA, POLE, POT1, PPM1D, PPP6C, PTEN, RAD51C, RAD51D, RB1, SF3B1, SNAI2, TJP1, TP53, TWIST1, 

ZEB1, ZEB2; AKT1, BIRC5, FOXL2, GNA11, HRAS, MAP2K2, SNAI3, TWIST2I;partially evaluated because of low coverage in part of the genes: CDKN2A, MAPK3, 

SMARCA4, SMARCB1, SNAI1; impossible to evaluate because of low coverage: AKT1, BIRC5, FOXL2, GNA11, HRAS, MAP2K2, SNAI3, TWIST2 
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