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Seznam použitých zkratek 

ALK  gen ALK (Anaplastic lymphoma kinase) 

ALK  kináza anaplastického lymfomu 

ATRX  gen ATRX (Alpha thalassemia/mental retardation syndrome X-linked) 

bp  pár bazí (base pair) 

CDKN2A gen CDKN2A (Cyclin dependent kinase inhibitor 2A) 

cDNA  komplementární DNA 

CL  celulární leiomyom/y 

COL4A5 gen COL4A5 (Collagen type IV alpha 5 chain)  

COL4A6 gen COL4A6 (Collagen type IV alpha 6 chain) 

ER  estrogenové receptory 

FFPE  materiál fixovaný ve formolu a zalitý do parafinu (formalin-fixed paraffin- 

embedded) 

FH             gen FH (Fumarate hydratase)  

G  oblasti bez přítomností bizarních jader v LBN 

GLUT1 gen GLUT1 (Glucose transporter protein type 1) 

HGVS  Human Genome Variation Society 

HIF1-α gen HIF1-α (Hypoxia-inducible factor 1 - alpha) 

HLRCC syndrom hereditární leiomyomatózy a renálního karcinomu 

HMGA1 gen HMGA1 (High Mobility Group AT-Hook 1) 

HMGA2 gen HMGA2 (High Mobility Group AT-Hook 2) 

HPF  zorné pole velkého zvětšení (obj. 40, zvětšení 400x) 

IHC  imunohistochemie, imunohistochemický/á 

Ki-67  imunohistochemický marker pro proliferační aktivitu  

LBN  leiomyom/y s bizarními jádry 
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LG ESS low grade endometriální stromální sarkom/y 

LMS  leiomyosarkom/y 

MED12 gen MED12 (Mediator complex subunit 12) 

MKN-O mezinárodní klasifikace onkologických nemocí 

ML  mitoticky aktivní leiomyom 

mRNA  messenger RNA (informační/mediátorová RNA) 

NGS  sekvenování nové generace (next generation sequencing) 

NTRK  geny NTRK (neurotrophic tyrosine kinase) 

p16  protein p16 

p53  protein p53 

PCR  polymerázová řetězová reakce (polymerase chain reaction) 

PD-1  programed cell death 1 

PD-L1  programmed death-ligand 1 

PHD  prolylhydroxyláza 

PHH3  Fosfo-histon H3 

PR  progesteronové receptory 

qPCR  kvantitativní PCR 

R  oblasti s přítomností bizarních jader v LBN 

RB1  gen RB1 (Retinoblastoma 1) 

2SC  S-(2-sukcino)-cystein 

STUMP hladkosvalový nádor nejistého maligního potenciálu 

TMA   tkáňový mikročip (tissue microarray) 

TP53  gen TP53 (Tumor protein p53) 

UL  klasický leiomyom/y 

VEGF  gen VEGF (Vascular endothelial growth factor) 
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WHO   Světová zdravotnická organizace (World Health Organization)  

 

 

 

Klíčová slova: LBN, CL, FH, HLRCC, tumorigeneze, imunohistochemie, mutační analýza, 

prediktivní markery, prognostické markery  
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1. ÚVOD 

 

1.1. Mezenchymové nádory vycházející z hladké svaloviny 

Mezenchymové nádory hladkosvalové diferenciace patří mezi nejčastější nádory 

ženského vnitřního genitálu, které postihují převážně děložní tělo. Podle biologických 

vlastností rozdělujeme nádory na benigní (leiomyomy), maligní (leiomyosarkomy) a nádory 

nejistého maligního potenciálu (STUMP – smooth muscle tumour of uncertain malignant 

potentional). Mezi další lokality vzniku hladkosvalových nádorů patří kůže, gastrointestinální 

trakt, močový systém a další oblasti, kde se vyskytují buňky hladké svaloviny.  

 

1.1.1. Epidemiologie 

Leiomyomy dělohy patří mezi nejčastější nádory těla děložního a jsou 

diagnostikovány převážně ve středním věku, kolem 40-45 let; leiomyomy s bizarními jádry 

(LBN) se mohou vyskytovat již o dekádu dříve (Kurman RJ. et al, 2019). U žen v druhé 

dekádě se incidence pohybuje kolem 4,3 na 1000 žen, naproti tomu u žen ve čtvrté dekádě je 

to 22,5 na 1000 žen (Kubinová K. et al., 2013). Leiomyomy se častěji vyskytují u afro-

amerických žen a méně u bílé rasy (Kurman RJ. et al, 2019). S ohledem na zastoupení 

jednotlivých morfologických subtypů, v 90 % se jedná o běžné leiomyomy (UL) (konvenční; 

obvyklého typu), v 10 % jde o speciální varianty (Cree IA. et al., 2020) [tabulka 1].   

Leiomyosarkomy (LMS) jsou nejčastější sarkomy děložního těla (~ 40-50 %), 

představují však pouze 1-2 % všech maligních nádorů této oblasti (Cree IA. et al., 2020). Ve 

srovnání s benigním protějškem se vyskytují zhruba o dekádu později, kolem 50-55 let 

(Abeler VM. et al., 2009; Giuntoli RL. 2nd et al., 2003).  
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Tabulka 1: Přehled hladkosvalových nádorů ženského genitálu 

Histologický typ MKN-O 

LEIOMYOM  

klasický typ 8890/0 

lipoleiomyom 8890/0 

apoplektický leiomyom 8890/0 

hydropický leiomyom 8890/0 

disekující leiomyom 8890/0 

celulární leiomyom 8892/0 

myxoidní leiomyom 8896/0 

epiteloidní leiomyom 8891/0 

leiomyom s bizarními jádry 8893/0 

metastázující leiomyom 8898/1 

STUMP 8897/1 

epiteloidní STUMP 8891/1 

myxoidní STUMP 8896/1 

vřetenobuněčný STUMP 8896/1 

LEIOMYOSARKOM 8890/3 

vřetenobuněčný LMS 8891/3 

epiteloidní LMS 8891/3 

myxoidní LMS 8896/3 

legenda: MKN-O – mezinárodní klasifikace onkologických nemocí, STUMP – hladkosvalový 

nádor nejistého maligního potenciálu, LMS – leiomyosarkom  

 

1.1.2. Klinické příznaky 

Klinická prezentace leiomyomů závisí na jejich počtu, velikosti a lokalizaci 

(Bukulmez O. et Doody KJ., 2006), část z nich bývá asymptomatická. Nejčastějšími příznaky 

jsou abnormální vaginální krvácení vyskytující se zejména u submukózních nádorů a tlak 

v podbřišku s bolestivostí. Intramurální leiomyomy způsobují tvarové deformity dělohy, 

naopak subserózní pendulující leiomyomy mohou podlehnout torzi a infarzaci. Submukózní 

leiomyomy někdy protrudují přes cervikální kanál až do pochvy. Přítomnost leiomyomů může 

způsobit komplikace v souvislosti s těhotenstvím, a to spontánní potraty, poškození 

plodových obalů, dystokii ramének při porodu, poporodní krvácení a jiné. V neposlední řadě 

může dojít k sekundární infekci nádoru, což vyústí v horečku, leukocytózu a další zánětlivé 

příznaky (Kurman RJ. et al, 2019).  

Pacientky s LMS mají nespecifické příznaky v podobě abnormálního vaginálního 

krvácení, pánevní bolesti či pocitu tumorózní masy (Giuntoli RL. 2nd et al., 2003; Cree IA. et 
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al., 2020). Gastrointestinální a urogenitální symptomatologie se objevuje při regionálně 

pokročilejším procesu. Méně často se objevuje hemoperitoneum z důvodu ruptury tumoru. Při 

metastatickém rozsevu mohou být přítomny i další příznaky, například dušnost při plicních 

metastázách nebo paraneoplastický syndrom (Cree IA. et al., 2020).  

 

1.1.3. Patogeneze 

Většina leiomyomů vzniká z jedné transformované somatické mezenchymové buňky. 

Při souběžném výskytu více nádorů (uterus myomatosus) může být společný původ doplněn 

dalšími sekundárními subklonálními genetickými aberacemi (Mehine M. et al., 2015). Mezi 

nejčastější molekulární změny patří mutace genů MED12 (Mediator complex subunit 12), FH 

Fumarate hydratase), HMGA2 (High Mobility Group AT-Hook 2), HMGA1 (High Mobility 

Group AT-Hook 1) a delece krátkého raménka chromozomu 1 (1p) [tabulka 2]. Změny 

v těchto genech jsou u jednotlivých nádorů vzájemně se vylučující. Méně časté alterace 

zahrnují chromozomální 7q22 deleci (CUX1) a 22q deleci (DEPDC5 a SMARCB1) (Cree IA. 

et al., 2020; Kurman RJ. et al, 2019). Gen DEPDC5 byl popsán jako potenciálně nový tumor 

supresorový gen, který hraje roli v progresi děložních leiomyomů, data však doposud nejsou 

jednoznačná (Mehine M. et al., 2015).  

 S ohledem na LBN a celulární leiomyomy (CL) nebyly specifické molekulární změny dlouho 

známé a data jsou poměrně limitovaná. Recentní studie ukazují, že LBN sdílejí některé 

genetické změny s UL, ale také s LMS, nicméně jejich frekvence se liší (Liegl-Atzwanger B. 

et al., 2016; Mäkinen N. et al., 2017; Barker KT. et al., 2006). Výrazně patrný rozdíl je 

zejména v alteracích genu FH (germinálních i somatických), včetně aberantní (chybějící) 

exprese jeho proteinu, které byly popsány hlavně u LBN, ale u UL a LMS jsou vzácné 

(Mäkinen N. et al., 2017; Lehtonen R. et al., 2004; Harrison WJ. et al., 2016; Ylisaukko-oja 

SK. et al., 2006). U CL jsou alterace ve výše uvedených genech zastoupeny s jinou frekvencí. 
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Mutace genu MED12 je popsána v cca 5-16 % CL (Mäkinen N. et al., 2013; Mäkinen N. et al., 

2017), HMGA2 overexprese 0-32 % (Äyräväinen A. et al., 2020; Mäkinen N. et al., 2017) a 

mutace v genu FH 0-2,5 % (Äyräväinen A. et al., 2020; Barker KT. et al., 2002; Mäkinen N. 

et al., 2017). Pouze v jedné studii byla mutace FH prokázána v 1/25 případů CL (4 %) 

(Mäkinen N. et al., 2017). Další literárně popsanou aberací je delece krátkého raménka (p) 

chromozomu 1, kterou lze nalézt až ve 25 % případů CL (Christacos NC. et al., 2006; Hodge 

JC. et. al., 2014). 

U LMS bylo popsáno množství molekulárních abnormalit, včetně komplexních 

numerických a strukturálních chromozomálních aberací, ale žádná není specifická. Mezi 

nejčastější patří mutace genů TP53, ATRX a MED12 [tabulka 3] (Cree IA. et al., 2020; An Y. 

et al., 2017; Yang CY. et al., 2015; Mäkinen N. et al., 2016). Bylo prokázáno, že pacienti 

s LMS s mutací genu ATRX mají horší přežití než pacienti bez této mutace (Yang CY. et al., 

2015). ATRX mutované LMS vykazovaly alternativní prodloužení telomer (alternative 

lengthening telomeres (ALT), „ALT phenotype“) a tím pádem nesmrtelnost nádorových 

buněk (Yang CY. et al., 2015; Mäkinen N. et al., 2016). Stanovení stavu genu ATRX může mít 

v budoucnosti prognostický i prediktivní význam. Tzv. „ALT fenotyp“ je pozorován 

v různých nádorech, což naznačuje, že inhibitory ATR, které byly nedávno objeveny, by 

mohlo být možné v budoucnu používat pro léčbu tumorů s deficitem ATRX, a mohly by tedy 

představovat potenciální novou terapeutickou možnost i pro pacienty s LMS (Mäkinen N. et 

al., 2016). 

Recentní studie navíc ukazují, že LMS jsou heterogenní skupina, kterou lze rozdělit do 2 typů 

dle přítomnosti různých molekulárních abnormalit. Subtyp I, low grade děložní LMS, je 

charakterizovaný nadměrnou expresí genů ovlivňující funkci hladkého svalstva, jako jsou 

LMOD1, SLMAP, MYLK a MYH11. Naproti tomu subtyp II, high grade děložní LMS, je 
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charakterizován nadměrnou expresí genů zapojených do cesty epitelomezenchymové tranzice, 

jako jsou CDK6, MAPK13 a HOXA1 (An Y. et al., 2017).  

 

Tabulka 2: Frekvence molekulárních alterací u leiomyomů (převzato z WHO klasifikace 

nádorů ženského genitálu, 2020) 

gen MED12 HMGA2 a HMGA1 COL4A5 a COL4A6 FH 

frekvence 70 % 25-29 % 4 % 1 % 

legenda: MED12 – mediator complex subunit 12, HMGA2 – high mobility group AT-hook 2, 

HMGA1 – high mobility group AT-hook 1, COL4A5 – collagen type IV alpha 5 chain, 

COL4A6 – collagen type IV alpha 6 chain, FH – fumarate hydratase 

 

 

Tabulka 3: Frekvence molekulárních alterací u leiomyosarkomů (převzato z WHO klasifikace 

nádorů ženského genitálu, 2020) 

gen TP53 ATRX MED12 

frekvence ~ 30 % ~ 25 % ~ 20 % 

legenda: TP53 – tumor protein p53, ATRX – alpha thalassemia/mental retardation syndrome 

X-linked, MED 12 – mediator complex subunit 12 

 

1.1.4. Makroskopický obraz 

Leiomyomy se většinou vyskytují vícečetně, vzácněji jde o solitární léze. Jsou dobře 

ohraničené od okolní tkáně, ale nemají vlastní pouzdro. Jedná se o nádory tuhé konzistence, 

na řezu bílé, bílo-růžové či bílo-šedé barvy, s fascikulární úpravou. Většinou nejsou patrné 

hemoragie ani nekrózy. V části případů, převážně u objemných nádorů, se může vyskytnout 

nekróza, která je způsobená ischémií nádoru (ischemický / hyalinní typ nekrózy), s patrnými 

následky jejího hojení (jizvení, hyalinizace, siderofágy). Kromě toho se ve 

speciálních subtypech leiomyomů může vyskytovat makroskopicky odlišný vzhled nádorové 

tkáně, např. apoplektický leiomyom bude výrazně hemoragický, což může souviset s terapií 

progesterony; myxoidní leiomyom bude gelatinózní konzistence; lipoleiomyom bude 

obsahovat žluté oblasti tvořené tukovou tkání, atd.  

LMS jsou většinou solitární, měkké nádorové masy, na řezu masitého vzhledu 

s četnými ložisky hemoragie a nekrózy. Průměrná velikost nádoru je 10 cm, ale až 25 % 
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nádorů může být < 5 cm. Ohraničení sarkomu od okolní tkáně je většinou neostré, 

s infiltrativním typem růstu.  

 

1.1.5. Mikroskopický obraz 

Diagnóza hladkosvalových nádorů je založena na pečlivém zhodnocení 

makroskopických a zejména mikroskopických kritérií. Stanovení biologické povahy se opírá 

o 3 základní histologické parametry, zahrnující přítomnost / nepřítomnost nádorového typu 

nekrózy, přítomnost / nepřítomnost signifikantních jaderných atypií, a počet mitóz. 

Diferenciálně diagnostická rozvaha pro zařazení hladkosvalových nádorů dle biologických 

vlastností je uvedena v tabulce 4. 

Vzhledem k možné nádorové heterogenitě u leiomyocelulárních nádorů platí, že spolehlivé 

mikroskopické zhodnocení léze je možné pouze v případě kompletně vyšetřené léze, nikoliv 

při odběru materiálu z kyretáže nebo core-cut biopsie. I přes neustálý rozvoj znalostí 

týkajících se molekulárních aberací v současné době nejsou k dispozici spolehlivé 

molekulární markery rozlišující mezi benigními a maligními hladkosvalovými nádory. 

 

Tabulka 4: Histologická kritéria pro diagnózu hladkosvalových nádorů dělohy (převzato z 

Kurman RJ. et al, 2019) 

Nekróza, 

nádorový typ 

Jaderné atypie Počet mitóz na 10 HPF Diagnóza 

přítomna difúzní, střední / těžké různý LMS 

přítomna žádné / mírné ≥ 10 LMS 

přítomna žádné / mírné < 10 STUMP 

nepřítomná difúzní, střední / těžké ≥ 10 LMS 

nepřítomná difúzní, střední / těžké < 10 STUMP 

nepřítomná žádné / mírné < 5 LM 

nepřítomná žádné / mírné 5-20 ML 

nepřítomná fokální, střední / těžké ≥ 5 STUMP 

nepřítomná fokální, střední / těžké < 5 LBN 

legenda: LMS – leiomyosarkom, STUMP – hladkosvalový nádor nejistého maligního 

potenciálu, LM – klasický leiomyom, ML – mitoticky aktivní leiomyom, LBN – leiomyom 

s bizarními jádry 
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1.1.6. Léčba 

Leiomyomy jsou často zcela asymptomatické a léčbu nevyžadují. K terapii se obvykle 

přistupuje až u symptomatických nádorů, nebo u nádorů, které by mohly způsobit obtíže 

v těhotenství. Další indikací k léčebnému zákroku může být i nejistota týkající se biologické 

povahy nádoru, např. u klinického stavu tzv. rychle rostoucího leiomyomu. Druh léčby závisí 

na více faktorech, včetně lokalizace nádoru, jeho velikosti a věku pacientky. Mezi nejčastější 

terapeutické výkony patří myomektomie a hysterektomie. Jako další se využívá hormonální 

léčba antagonisty gonadotropinu (GnRHa), kteří snižují hladinu estrogenu desenzitizací 

hypofýzy, což má za následek zmenšení leiomyomů, zmenšení objemu dělohy a zmírnění 

symptomů pacientky (Kurman RJ. et al, 2019; Marsh EE. et Bulun SE., 2006). V neposlední 

řadě mohou být leiomyomy léčeny ischemizací (embolizace či ligace děložních tepen), která 

vede k involuci nádoru (Marshburn PB. et al., 2006). Pokud po ischemizační léčbě dojde 

k hysterektomii/myomektomii, mohou být při bioptickém vyšetření zastiženy oblasti 

ischemického typu nekrózy, která musí být odlišena od nádorového typu nekrózy. Kromě 

toho se v krevních cévách, ale i mimo ně, může nacházet embolizační materiál (Dundr P. et al, 

2006).  

Optimální léčba u pacientek s diagnózou LBN není ani v dnešní době jednoznačná. Důvodem 

je zejména:  

1. jde o pacientky věkové skupiny kolem 30-40 let, které často nedokončily své 

reprodukční plány. 

2. diagnóza LBN může být stanovena z kyretáže či parciální resekce (morcelace) 

nádoru, a tudíž nelze s jistotou stanovit, zda je k bioptickému vyšetření dodán kompletní 

materiál. 

3. morfologický nález může být sekundárně modifikován předchozí terapií; 

hormonální léčba a embolizační terapie způsobují ischemický typ nekrózy, který v časných 
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fázích může napodobovat nádorový typ nekrózy a LBN může být zaměněn za STUMP, 

případně i LMS. 

4. v minulosti převládal názor, že LBN je nádor nejasného biologického potenciálu, 

nicméně novější studie ukazují, že jde o nádor s benigním chováním. Riziko recidivy 

onemocnění se pohybuje v rozmezí 0-18 % (Ly A. et al., 2013; Mills AM. et al., 2013). 

Maligní chování LBN nebylo doposud popsáno. V současné době se zdůrazňuje, že u 

pacientek v reprodukčním věku je možný konzervativní léčebný přístup (Sung CO. et al., 

2009; Croce S. et al., 2014; Ly A. et al., 2013; Boudová B. et al., 2019).   

Metodou volby léčby LMS je hysterektomie; odpověď na chemoterapii a radioterapii 

je limitovaná. Prognóza onemocnění je přímo úměrná stadiu onemocnění, celkově se 5leté 

přežití uvádí kolem 15-25 % (Cree IA. et al., 2020). Poněkud lepší přežití je u stadia I-II, kde 

se 5leté přežití pohybuje kolem 40-70 % (Cree IA. et al., 2020; Pelmus M. et al., 2009). 

Prognóza se v tomto stadiu zhoršuje s vyšší mitotickou aktivitou či prokázanou 

lymfovaskulární invazí (Pelmus M. et al., 2009).  

 

1.2. Leiomyom s bizarními jádry 

LBN je vzácný subtyp leiomyomu, který byl poprvé popsán v roce 1994. Na 

morfologické úrovni byl LBN v té době definován přítomností středních či výrazných 

jaderných atypií, přítomností ˂ 10 mitóz na 10 HPF (obj. 40) a nepřítomností koagulačního 

(nádorového) typu nekrózy (Bell SW. et al., 1994). V té době se jednalo o jednotku, která byla 

zařazena do nádorů s nízkým maligním potenciálem. V průběhu následujících let se 

pojmenování léze měnilo od atypického leiomyomu s nízkým rizikem rekurence, přes pouze 

atypický leiomyom, pleomorfní leiomyom až po symplastický leiomyom a zjistilo se, že 

navzdory přítomností jaderných atypií jde o jednotku benigní biologické povahy, která i v 

případě recidiv není spojována s úmrtím pacienta. Podle nové WHO klasifikace nádorů 

ženského genitálu z roku 2020 je nynější terminologie této léze pouze LBN nebo 
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symplastický leiomyom. Označení atypický leiomyom s nízkým rizikem rekurence se nyní 

používá pro hladkosvalový nádor nejistého maligního potenciálu – STUMP (Cree IA. et al., 

2020). WHO klasifikace také nově definuje LBN jako nádor, který je ostře ohraničený od 

okolního myometria. Nádorové buňky mají většinou vzhled jako u klasického leiomyomu, 

v různém počtu a distribuci jsou však patrná bizarní jádra (fokálně, multifokálně či difúzně), 

mohou být patrné nukleární pseudoinkluze, setřelý („smudge“) chromatin, mitózy v počtu ˂ 

5/10 HPF, cytoplazma bývá eozinofilní, může obsahovat globulární struktury. Dále mohou 

být zastižena karyorektická či pyknotická jádra, která imitují mitotické figury a mohou vést ke 

stanovení nesprávné diagnózy LMS. Vylučujícím znakem diagnózy LBN je přítomnost 

koagulačního typu nekrózy (Cree IA. et al., 2020). Podobné morfologické znaky můžeme 

najít i u nově vyčleněné jednotky, fumarát-hydratáza (FH) deficientního leiomyomu (Cree IA. 

et al., 2020). U FH–deficientního leiomyomu jsou přítomné somatické či germinální mutace 

genu FH (fumarát hydratáza), které vedou ke ztrátě jeho funkce, což je u germinálních mutací 

podkladem vzniku syndromu hereditární leiomyomatózy a renálního karcinomu (HLRCC) 

(Cree IA. et al., 2020). 

Recentní studie ukazují, že LBN jsou heterogenní skupinou a dále dochází k jejich 

subtypizaci na základě morfologických, imunohistochemických a genetických rysů. Zatím 

jsou vyčleněny 2 skupiny LBN s odlišnými genetickými aberacemi. U první skupiny (typ I) 

část LBN vykazuje mutace genu FH, kdežto druhá skupina (typ II) vykazuje často mutace 

v genech TP53 a RB1 [tabulka 5] (Bennett JA. et al., 2017; Ubago JM. et al., 2016; Zhang Q. 

et al., 2017). Morfologicky jsou u LBN prvního typu v nádorových buňkách přítomna velká 

okrouhlá či oválná jádra, hladká jaderná membrána, jemný vezikulární chromatin a 

eozinofilní jadérko. U druhého typu LBN jsou jádra protáhlá, vřetenitá, s nepravidelnými 

jadernými membránami, s hrubým kondenzovaným chromatinem, s žádnými nebo zcela 

nepatrnými jadérky (Ubago JM. et al., 2016). U typu I je na imunohistochemické úrovni 
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popsána ztráta exprese FH a přítomnost exprese 2SC (S-(2-sukcino)-cystein), tzn. aberantní 

imunohistochemický profil FH-/2SC+, což signalizuje mutace v genu FH (Bennett JA. et al., 

2017; Ubago JM. et al., 2016). LBN s normálním imunohistochemickým profilem, tzn. 

FH+/2SC-, většinou vykazují alterace v genu TP53 nebo RB1 (Kurman RJ. et al, 2019). 

 

Tabulka 5: Rozdělení LBN dle jaderných znaků 

histologické znaky LBN typ I LBN typ II 

tvar jader  okrouhlá, pravidelná protáhlá, vřetenitá 

jaderná membrána hladká nepravidelná 

jadérka prominentní, velká malá nebo žádná 

chromatin jemný, vezikulární, disperzní hrubý, kondenzovaný 

 

1.3. Celulární leiomyom  

CL je vzácná varianta leiomyomu charakterizovaná „významně“ vyšší buněčností ve 

srovnání s okolním myometriem (Oliva E. et al., 1995; Cree IA. et al., 2020). Morfologické 

znaky jsou dobře definovány (Oliva E. et al., 1995; Cree IA. et al., 2020). Typicky jde o 

hypercelulární nádory, fascikulárně uspořádané, s hustě nakupenými buňkami. Nádorové 

buňky mají vřetenitý tvar a menší množství cytoplazmy. Jaderné atypie nejsou přítomny, 

mitózy se vyskytují zcela sporadicky. Krevní cévy jsou typicky velké, tlustostěnné 

(silnostěnné), mohou být dilatované. Dále jsou ve stromatu patrné tzv. štěrbiny („clefts“), 

které představují komprimované krevní cévy či tkáňové artefakty. Ve srovnání s jinými 

leiomyomy se u CL poměrně často vyskytuje neostré ohraničení vůči okolnímu myometriu. 

Okraje jsou zvlněné a někdy mohou dokonce vykazovat i infiltrativní rysy. Popisovaná je i 

přítomnost menších satelitních CL v okolí hlavního nádoru, která může budit dojem 

infiltrativní invaze. Diferenciální diagnostika CL zahrnuje zejména endometriální stromální 

nádory. Odlišení mezi CL a endometriálním stromálním uzlem (ESN) nemá žádný klinický 

dopad, avšak rozlišení mezi CL a low grade endometriálním stromálním sarkomem (LG ESS) 

je zcela zásadní. Endometriální stromální nádory jsou, stejně jako CL, hypercelulární nádory, 



 

19 

 

které podobně jako u CL mají poměrně pravidelná jádra a vysoký nukleocytoplazmatický 

poměr. Mohou být spatřeny mitotické figury. Oproti CL jsou však endometriální stromální 

nádory, s výjimkou specifických morfologických variant, tvořené oválnými, a nikoliv 

vřetenitými buňkami. Charakteristickým znakem endometriálních stromálních nádorů je také 

přítomnost malých arteriol obklopených vírovitě uspořádanými nádorovými buňkami. Velké 

silnostěnné cévy a štěrbiny („clefts“) typické pro CL většinou chybí. 

 

1.4. Fumarát hydratáza 

Gen fumarát hydratáza (FH, fumaráza) je lokalizován na dlouhém raménku 

chromozomu 1 na pozici 43 (1q42.3-q43), kóduje enzym fumarát hydratázu (FH), který má 2 

izoformy, a to mitochondriální a cytosolickou. Obě isoformy katalyzují hydrataci fumarátu na 

L-malát, liší se pouze tím, že mitochondriální isoforma má iniciální mitochondriální signální 

peptid (Alam NA. et al., 2005; Picaud S. et al., 2011). Cytosolická isoforma je zapojena do 

metabolizmu fumarátu v cytosolu buňky. Mitochondriální isoforma katalyzuje přeměnu 

fumarátu na L-malát v citrátovém cyklu (Krebsův cyklus) jako součást centrální aerobní 

respirace.  

Germinální homozygotní FH mutace (FH deficience) se klinicky projevuje progredující 

neonatální encefalopatií, psychomotorickou retardací, hypotonií, cerebrálními malformacemi 

či atrofií mozku, a většina postižených umírá v první dekádě života (Alam NA. et al., 2005). 

U pacientů s germinální heterozygotní FH mutací může dojít v průběhu života k tzv. „second 

hit“ somatické mutaci druhé alely a tím k inaktivaci obou alel (Schmidt LS. et Linehan WM., 

2014). Při inaktivaci obou alel dochází k redukci nebo kompletní ztrátě funkce enzymatické 

aktivity proteinu, nedochází k přeměně fumarátu na L-malát, což vede k akumulaci fumarátu.  

Přesný mechanizmus tumorigeneze při mutacích v genu FH není zcela objasněn, 

nicméně se předpokládá, že FH funguje jako tumor supresorový gen. Existuje více teorií 

vycházejících z předpokladu, že základním mechanizmem je zvýšená hladina fumarátu, který 
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má funkci onkoproteinu. Zvýšená akumulace fumarátu vede k jeho transportu z mitochondrií 

do cytoplazmy. V cytoplazmě mohou zvýšené hladiny fumarátu kompetitivně inhibovat 

funkci prolylhydroxylázy hypoxií indukovaného faktoru (HIF), což vede k akumulaci HIF. Se 

zvýšenými hladinami podtypu HIF1-α jsou cílové geny HIF, jako jsou VEGF a GLUT1, 

transkripčně aktivovány, dochází ke zvýšené proliferaci buněk a jejich rezistenci k apoptóze, 

dále dochází ke zvýšené vaskularizaci a transportu glukózy do nádorových buněk FH-

deficientních nádorů (obr. 1). Tento fenomén bývá popisován jako „pseudohypoxie“ (Llamas-

Velasco M. et al., 2016; Wei JJ., 2016; Linehan WM. et Rouault TA., 2013; Schmidt LS. et 

Linehan WM., 2014; Lameirinhas A. et al., 2019). Další hypotéza, jak vysvětlit funkci FH 

jako tumor supresorového genu je jeho hypermutabilita, převážně v souvislosti s oxidačním 

stresem (Llamas-Velasco M. et al., 2016; Tomlinson IP. et al., 2002). V posledních letech se 

objevila hypotéza, že akumulace fumarátu u FH-deficientních leiomyomů vede k aktivaci 

cílových genů, například onkogenního transkripčního faktoru NRF2 (nukleární erytroidní 

faktor 2, nuclear factor erythroid 2-related factor 2) (Mehine M. et al., 2016). 

Germinální mutace mají různou klinickou manifestaci, včetně syndromu HLRCC. U pacientů 

s HLRCC je zvýšené riziko vzniku leiomyomů (děložních a kožních) a renálního karcinomu, 

nejčastěji papilárního, který je v době diagnózy až u 50 % pacientů generalizovaný 

(Tomlinson IP. et al., 2002; Wei MH. et al., 2006; Launonen V. et al., 2001). Výskyt 

leiomyomů může předcházet vzniku renálního karcinomu i o několik let, a proto je správná 

diagnostika s rozpoznáním jejich charakteristických, avšak ne zcela specifických rysů, 

důležitá. Na podkladě morfologie leiomyomu však nelze diagnózu syndromu HLRCC 

stanovit, patolog může pouze vyjádřit možnou souvislost, nutná je vždy korelace s klinickým 

obrazem a u indikovaných případů dovyšetření klinickým genetikem. Ne u všech pacientů 

s HLRCC se však leiomyomy vyvinou, v dostupných publikacích je uveden výskyt děložních 

leiomyomů u 80 % pacientů a kožních leiomyomů u 75 % pacientů (Lehtonen HJ. et al., 2006; 
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Sanz-Ortega J. et al., 2013; Toro JR. et al., 2003; Wei MH. et al., 2006). Kožní leiomyomy se 

obvykle vyskytují kolem 25. roku věku, zatímco děložní leiomyomy se vyskytují průměrně 

asi o 5 let později a jsou charakteristicky mnohočetné (Kurman RJ. et al, 2019). Renální 

karcinomy se vyvinou kolem věku 45 let (Toro JR. et al., 2003; Gardie B. et al., 2011; Merino 

MJ. et al., 2007; Launonen V. et al., 2001; Harrison WJ., 2016). HLRCC syndrom představuje 

syndrom se širokou fenotypickou variabilitou, od asymptomatického až po letální, a jeho 

přesná incidence není známa (Sanz-Ortega J. et al., 2013). 

V recentním přehledovém článku bylo shrnuto 97 prací publikovaných do konce roku 2019, 

které zahrnují 672 pacientů s HLRCC. Kožní leiomyomy byly popsány u 474 z nich (71,5 %) 

s průměrným věkem 28 let. Leiomyomy dělohy byly zastiženy u 356 (83 %) a byly 

diagnostikovány průměrně ve věku 32 let, nicméně nejmladší pacientce bylo pouhých 17 let. 

Většina pacientek podstoupila hysterektomii průměrně kolem 35. roku věku, nejmladší bylo 

pouze 19 let. Renální karcinom byl diagnostikován u 189 pacientů (34,9 %), z toho v polovině 

případů již bylo onemocnění generalizované. Diagnóza renálního karcinomu byla stanovena 

průměrně ve věku kolem 36 let, ale nejmladší pacientce bylo v době diagnózy pouze 11 let 

(Chayed Z. et al., 2021). 

Germinální mutace genu FH nejsou spojovány pouze s HLRCC, ale méně často také s nádory 

z Leydigových buněk, ovariálními mucinózními cystadenomy a cerebrálními kavernózními 

hemangiomy (Llamas-Velasco M. et al., 2016; Carvajal-Carmona LG. et al., 2006). Velice 

sporadicky se může bialelická mutace nacházet také u karcinomu prsu, karcinomu močového 

měchýře, také u benigních nádorů jako je adrenální kortikální adenom, nebo u nenádorových 

lézí typu renálních cyst (Lehtonen HJ. et al., 2006). Kromě germinálních mutací byly 

sporadické mutace FH popsány u paragangliomu, feochromocytomu, neuroblastomu, gliomu, 

ependymomu, osteosarkomu, Ewingova sarkomu a adrenokortikálního karcinomu (Scagliola 

E. et al., 2020, obr. 2).   
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Somatické mutace genu FH, které se mohou vyskytnout u 1-3 % leiomyomů, jsou častější než 

germinální. Při rozhodování, kteří pacienti by případně měli podstoupit germinální testování, 

je třeba vzít v úvahu nejen imunohistochemické a morfologické vlastnosti děložního 

leiomyomu, ale také klinické charakteristiky pacientek. Nejvíce pravděpodobná přítomnost 

germinální mutace je u pacientek, které mají solitární objemný FH-deficientní leiomyom a 

jeho výskyt je před 35-40. rokem věku, zejména jsou-li přítomné také kožní leiomyomy 

(Kurman RJ. et al, 2019).   

Sledovat stav genu FH můžeme nepřímo pomocí imunohistochemických protilátek 

anti-FH (FH) a anti-2SC. Zvýšená hladina fumarátu modifikuje cysteinové zbytky v mnoha 

proteinech, což vede ke zvýšené proteinové sukcinaci a produkci S-(2-sukcino)-cysteinu 

(2SC). Ztráta enzymatické aktivity FH se většinou na imunohistochemické úrovni projevuje 

ztrátou exprese FH a pozitivním výsledkem vyšetření s protilátkou anti-2SC (Trpkov K. et al., 

2016; Bennett JE. et al., 2017; Joseph NM. et al., 2015; Zhang Q. et al., 2018). 

Imunohistochemické vyšetření s protilátkami FH a 2SC se zdá být pro identifikaci ztráty FH 

aktivity vysoce specifické (Buelow B. et al., 2016). 
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Obr. 1: Mechanizmus tumorigeneze při defektu FH, tzv. „pseudohypoxie“ 

Zjednodušený model citrátového cyklu a patogeneze tumorigeneze při defektu fumarát 

hydratázy. 

legenda: FH – fumarát hydratáza, PHD – prolylhydroxyláza, HIF – hypoxií indukovaný 

faktor, VEGF – vaskulární endoteliální růstový faktor, GLUT1 – glukózový transporter 1 

 

 

 

Obr. 2: Možnosti postižení různých orgánů při germinální či somatické mutaci v genu FH 

(převzato od Scagliola E. et al., 2020) 

legenda: PHEO – feochromocytom, PGG – paragangliom, RCC – karcinom z renálních buněk, 

HLRCC – syndrom hereditární leiomyomatózy a renálního karcinomu 
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1.5. Vybrané prognostické a prediktivní markery 

Stanovení biologické povahy hladkosvalových nádorů má zásadní roli v dalším 

managementu pacientek. Stanovení biologické povahy je založeno na zhodnocení 

morfologických znaků, v některých případech však může být nápomocné 

imunohistochemické vyšetření s využitím exprese panelu vhodných protilátek. Toto vyšetření 

může mít význam zvláště u hraničních lézí. V některých případech (např. kvalitativní a 

kvantitativní limit materiálu) je stanovení biologické povahy i přes zhodnocení všech 

dostupných parametrů velice obtížné. Mezi nejčastěji používané imunohistochemické 

markery patří hormonální receptory (ER, PR), protein p16 produkovaný tumor supresorovým 

genem CDKN2A, protein p53 produkovaný tumor supresorovým genem TP53 a stanovení 

proliferační aktivity (Ki-67 index). 

V posledních letech je u nádorů různého typu při prokázání určitých molekulárních 

aberací či pozitivním výsledku prediktivních imunohistochemických vyšetření dostupná 

biologická (cílená) terapie. Vzhledem k vzácnému výskytu některých těchto aberací jsou 

znalosti o jejich přesné incidenci u četných nádorů doposud limitované. Mezi námi 

analyzované markery vyšetřované imunohistochemickou expresí patří NTRK a ALK. Kromě 

toho jsme se jako na další prediktivní biomarker zaměřili na expresi PD-L1.  

 

Prognostické markery ER, PR, Ki-67, p16, p53 

Estrogenové receptory (ER) a progesteronové receptory (PR) hrají významnou roli 

v patologii ženského pohlavního systému i v patologii mléčné žlázy. ER poprvé identifikoval 

Elwood V. Jensen na Chicagské univerzitě v roce 1958 (Jensen E., 2012). Walter 

s kolektivem v roce 1985 zjistili, že gen ER (ESR1) leží na chromozomu 6 (Walter P. et al., 

1985) a pomocí hybridizace in situ s cDNA obsahujícím kódující sekvenci pro ER byla v roce 
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1986 přiřazená genu přesná lokalizace: 6q24-q27 (Gosden JR. et al., 1986). PR jsou kódovány 

genem PGR, který je lokalizován na chromozomu 11 (11q22) (Law ML. et al., 1987). 

ER se v klidovém stavu nacházejí v cytosolu, ale po aktivaci ligandu jsou schopny 

translokovat se do buněčného jádra a vázat se na DNA, čímž regulují aktivitu různých genů. 

Jedná se tedy o tzv. ligandem aktivovaný transkripční faktor (Levin ER., 2005). Kromě tohoto 

genomického účinku mají ER také negenomický účinek (regulují genovou expresi bez přímé 

vazby na DNA). K tomu dochází prostřednictvím proteinových interakcí s jinými 

transkripčními faktory v jádře, nebo účinky ER mohou vést ke změně funkce 

cytoplazmatických proteinů, a tak regulovat genovou expresi (Björnström L. et Sjöberg M., 

2005). Estrogen díky ER reguluje růst, vývoj a fyziologii lidského reprodukčního systému; 

ovlivňuje neuroendokrinní, kosterní, tukový a kardiovaskulární systém (Lee HR. et al., 2012; 

Deroo BJ. et Korach KS., 2006). ER se také podílejí na tumorigenezi některých nádorů, např. 

mléčné žlázy, ovaria, dělohy, prostaty či kolorektálního karcinomu. Asi nejlépe prozkoumaná 

je oblast karcinomu mléčné žlázy, kde byly navrženy 2 možné hypotézy tumorigeneze. První 

je, že vazba estrogenu na ER stimuluje proliferaci buněk mléčné žlázy, se zvýšením 

buněčného dělení a replikace DNA, což vede ke zvýšenému výskytu mutací. Druhá hypotéza 

předpokládá, že při metabolizmu estrogenu vznikají produkty, které působí genotoxicky. 

Výsledkem obou procesů je narušení buněčného cyklu, apoptózy a reparace DNA (Deroo BJ. 

et Korach KS., 2006).  

ER neslouží jenom jako marker prognostický (vyšší exprese u lépe diferencovaných nádorů), 

ale u části nádorů i jako marker prediktivní s možností cílené léčby – antihormonální terapie 

(antagonisté ER – tamoxifen či inhibitory aromatázy – anastrozol). 

Protein Ki-67 je jaderný marker, který je spojen s buněčnou proliferací. Bývá přítomen 

ve všech aktivních fázích buněčného cyklu (G1, S, G2 a mitóza), ale chybí v klidových 

buňkách (G0 fáze). Používá se tedy jako marker pro stanovení tzv. růstové frakce cílené 
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buněčné populace (Scholzen T. et Gerdes J., 2000). Podíl nádorových buněk pozitivních s Ki-

67 do určité míry koreluje s agresivitou nádorového onemocnění, obecně značí horší 

prognózu, na druhé straně však může být marker lepší odpovědi na případnou terapii. 

Protilátka byla vytvořena imunizací myších jader buněčnými liniemi Hodgkinova lymfomu 

(L428). Název Ki-67 je odvozen od německého města Kiel, číslo značí pořadí původního 

klonu v 96jamkové destičce (Gerdes J. et al., 1983). 

Protein p16 byl poprvé popsán v roce 1993 (Serrano M. et al., 1993). Je kódován 

genem CDKN2A (9p21.3) a jeho základní funkce je zpomalení buněčného cyklu při přechodu 

z G1 do S fáze, čímž působí jako nádorový supresor. Cyklus dělení eukaryotických buněk je 

regulován rodinou proteinkináz známých jako cyklin-dependentní kinázy (CDK). Protein p16 

je inhibitor CDK, váže se na CDK4, která normálně stimuluje buněčný cyklus, nicméně po 

vazbě p16 je její funkce zablokována. Tímto způsobem p16 řídí dělení buněk (Serrano M. et 

al., 1993; Nobori T. et al., 1994; Stone S. et al., 1995). Delece genu CDKN2A může mít za 

následek nedostatečný nebo nefunkční protein p16, což vyústí v zrychlení buněčného cyklu se 

zvýšeným rizikem vzniku nádoru.   

Tumor supresorový gen TP53 byl popsán koncem sedmdesátých let minulého století 

(Soussi T., 2010) a je lokalizován na krátkém raménku chromozomu 17 (17p13.1) (Isobe M., 

1986). Gen TP53 má větší množství funkcí, ve vztahu k onkogenezi působí jako „strážce 

genomu“ tím, že reguluje buněčný cyklus. V případě poškození buněčné DNA brání jeho 

produkt, protein p53, dalšímu dělení buněk, reguluje transkripci genů nutných k opravě DNA 

a v případě nemožnosti opravy navozuje samodestrukci poškozené buňky (apoptózu) (Stein Y. 

et al., 2019). Kromě výše uvedených buněčných a molekulárních účinků má p53 

antitumorózní účinek na tkáňové úrovni tím, že inhibuje angiogenezi. To se děje na 3 

úrovních: 1. interferuje s regulátory nádorové hypoxie, jako je HIF1 a HIF2; 2. inhibuje 
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produkci faktorů podporujících angiogenezi; a 3. přímo zvyšuje produkci inhibitorů 

angiogeneze (Teodoro JG. et al., 2007; Assadian S. et al., 2012). 

 

Prediktivní markery NTRK, ALK, PD-L1 

Geny pro neurotrofní receptory s tyrosin kinázovou aktivitou - NTRK (NTRK1, NTRK2 

a NTRK3) se podílejí na normálním vývoji neuronů a kódují proteiny kinázy 

tropomyosinového receptoru (TRK), tradičně známé jako TRKA, TRKB a TRKC pro 

neurotrofin. V nedávné době byly identifikovány translokace genů NTRK u různých typů 

nádorů dospělých i dětských pacientů, které hrají roli v jejich tumorigenezi. Incidence aberací 

genu NTRK je v nádorech obecně velice nízká, pohybuje se do 1 % (Büchler T. et al., 2020; 

Demetri GD. et al., 2020). Výjimkou jsou některé vzácné typy nádorů, jako je sekreční 

karcinom prsu, sekreční karcinom mamárního typu (MASC) slinných žláz a gliové nádory, 

kde se incidence pohybuje 96 %, 89 % a 3 % (Büchler T. et al., 2020). U nádorů dělohy byla 

recentně popsána jednotka sarkomu s NTRK fúzí, která je v současné době považovaná za 

variantu fibrosarkomu dělohy, nikoliv leiomyosarkomu (Chiang S. et al., 2018). 

Vzhledem k nízké incidenci aberací genů NTRK se v rámci diagnostiky s výše uvedenými 

výjimkami v první řadě využívá screeningové imunohistochemické vyšetření s protilátkou 

pan-TRK. Některé studie poukazují na vysokou míru senzitivity 75-88 % a specificity 81-

96 %, jiné však zdůrazňují nízkou specificitu a u každého imunohistochemicky pozitivního 

případu je nutné molekulární dovyšetření (Demetri GD. et al., 2020).  

U nádorů s prokázanou přestavbou genů NTRK se k léčbě mohou využít inhibitory kinázy 

tropomyosinového receptoru (TRKi), které ovlivňují tuto signální dráhu (Demetri GD. et al., 

2020).   

Gen ALK je lokalizován na chromozomu 2 (2p23.2-p23.1) a kóduje receptor 

s tyrosinkinázovou aktivitou zvaný kináza anaplastického lymfomu (ALK).  ALK receptorová 
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tyrosinkináza je exprimována ve vyvíjejícím se centrálním nervovém systému a v normálních 

tkáních dospělého pacienta má minimální či žádnou expresi (Pulford K. et al., 1997; Davis LE. 

et al., 2019). Aktivace kinázy vede k zapojení signálních drah, které ovlivňují růst, dělení a 

zrání buněk, a tím se podílí na procesu tumorigeneze. Chromozomální přestavby genu ALK 

vedou ke vzniku fúzních genů, které způsobují nadměrnou transkripci genu ALK. Tyto změny 

jsou popisovány např. u anaplastického velkobuněčného lymfomu (Morris SW. et al., 1994; 

Pulford K. et al., 1997), zánětlivého myofibroblastického tumoru (Davare MA. et al., 2015) a 

asi 5 % adenokarcinomu plic (Katayama R. et al., 2015).   

U pacientů s prokázanými aberacemi genu ALK (zlom genu ALK) se nabízí možnost cílené 

terapie inhibitory ALK kinázy (např. crizotinib). 

PD-1 je receptor na povrchu buněk kódovaný genem PDCD1 lokalizovaným na 

chromozomu 2 a řadí se mezi tzv. kontrolní body imunitního systému (checkpoints). Je 

exprimován hlavně v aktivovaných T a B lymfocytech, makrofázích, NK buňkách, 

dendritických buňkách a plazmatických buňkách (Keir et al., 2008). Jedním z ligandů 

receptoru PD-1 je PD-L1, což je transmembránový glykoprotein vyskytující se v širokém 

spektru buněk, včetně buněk nádorových, který hraje důležitou roli v inhibici imunitního 

systému. Bylo prokázáno, že vazba PD-1/PD-L1 hraje významnou roli v inhibici imunitní 

odpovědi v nádorovém mikroprostředí (Chen L., 2004; Zou W. et Chen L., 2008). Nádorové 

buňky exprimující PD-L1 tak mají schopnost vyhnout se imunitnímu systému. V posledních 

letech je proto věnována velká pozornost inhibici vazby PD-1/PD-L1. Blokádou vazby PD-

1/PD-L1 dochází k zabránění inhibičního signálu, k obnovení účinnosti imunitních 

mechanizmů a ke zvýšení protinádorové aktivity imunitního systému (Zatloukalová P. et al., 

2016). Mezi první nádory léčené imunoterapií se zařadil pokročilý metastazující melanom, 

renální karcinom, nemalobuněčný karcinom plic a karcinomy močového měchýře (Brahmer 

JR. et al., 2012; Topalian SL. et al., 2012; Topalian SL. et al., 2014). Spektrum nádorů je však 
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v současné době podstatně širší a problematika imunoterapie zaznamenává poměrně rychlý 

rozvoj. Zcela sporadicky se objevují i publikace či jednotlivá kazuistická sdělení o významu 

PD-1/PD-L1 v sarkomech (Vargas AC. et al., 2020).  

S ohledem na hodnocení exprese PD-L1 je nutno zdůraznit, že existují různé postupy 

hodnocení. Jedná se o TPS (pozitivita nádorových buněk), CPS (kombinované pozitivní skóre) 

a IC (pozitivita imunitních buněk). Zároveň jsou definovány různé klinicky významné hranice 

pozitivity, které se však mění v závislosti na diagnóze, použitém způsobu hodnocení a 

v neposlední řadě i vazbě na konkrétní lék. Existuje i více imunohistochemických protilátek, 

které lze pro diagnostiku použít. Aktuálně se hodnocení TPS standardně využívá u karcinomu 

plic (NSCLC), hodnocení CPS u karcinomů žaludku a gastroezofageální junkce, 

dlaždicobuněčného karcinomu hlavy a krku, karcinomu prsu, děložního hrdla a uroteliálního 

karcinomu. Hodnocení IC pak u karcinomu prsu a uroteliálního karcinomu.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

30 

 

2. VYMEZENÍ CÍLŮ PRÁCE 

 

Práce je zaměřena na komplexní analýzu nejčastějších nádorů ženského genitálu 

mezenchymového původu vznikajících z hladké svaloviny, tedy leiomyocelulárních nádorů, 

se zacílením na 2 vzácné varianty, LBN a CL. LBN může na morfologické úrovni 

napodobovat LMS a může být s touto diagnózou zaměněn, což může zásadně ovlivnit 

management pacientek. U CL má zásadní klinický význam diferenciální diagnóza s LG ESS. 

Jako srovnávací soubory byly vybrány 2 skupiny nádorů, a to UL a LMS.  

Cílem práce je analýza LBN, CL, UL a LMS na úrovni morfologické, imunohistochemické a 

molekulárně-biologické. V naší práci se zaměřujeme na zhodnocení přínosu využití 

jednotlivých metod v diferenciální diagnóze těchto nádorů, možného objasnění tumorigeneze 

nádorů, při stanovení prognózy a predikování odpovědi na léčbu. U skupiny LBN jsou 

sledované parametry korelovány s relevantními klinickými daty. Na imunohistochemické 

úrovni je cílem sledovat expresi vybraného panelu protilátek u všech popsaných skupin. 

V oblasti molekulárních analýz je práce zacílena hlavně na posouzení změn genu pro fumarát 

hydratázu (FH), dále jsou u CL sledovány alterace v genech MED12 a HMGA2, a delece 

krátkého raménka chromozomu 1. 

Cíle práce lze shrnout do následujících bodů:  

1) podpoření hypotézy benigní biologické povahy LBN 

2) provedení detailní morfologické analýzy LBN a CL 

3) bližší ozřejmění tumorigeneze LBN se zaměřením na gen FH, na úrovni 

imunohistochemické i molekulární. Srovnání získaných dat s kontrolním souborem 

(CL, UL, LMS) 

4) ozřejmění tumorigeneze CL 
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5) zhodnocení významu využití imunohistochemické protilátky FH (anti-FH) jako 

screeningové metody k identifikaci mutací genu FH 

6) zhodnocení významu exprese vybraných imunohistochemických protilátek v kontextu 

morfologického nálezu v diferenciální diagnostice mezi benigními a maligními 

hladkosvalovými nádory, a dále mezi nádory jiné histogeneze 

7) imunohistochemická analýza prognostických a prediktivních markerů, se zaměřením 

na LMS 

 

Výsledky naší práce týkající se některých vymezených cílů byly publikovány v následujících 

článcích: 

publikace s IF 

Gregová M, Hojný J, Němejcová K, Bártů M, Mára M, Boudová B, Laco J, Krbal L, Tichá I, 

Dundr P. Leiomyoma with Bizarre Nuclei: a Study of 108 Cases Focusing on 

Clinicopathological Features, Morphology, and Fumarate Hydratase Alterations. Pathol Oncol 

Res. 2020;26(3):1527-1537. doi: 10.1007/s12253-019-00739-5. (IF2020=3.201) 

 

Dundr P, Gregová M, Hojný J, Krkavcová E, Michálková R, Němejcová K, Bártů M, 

Hájková N, Laco J, Mára M, Richtárová A, Zima T, Stružinská I. Uterine cellular leiomyomas 

are characterized by common HMGA2 aberrations, followed by chromosome 1p deletion and 

MED12 mutation: morphological, molecular, and immunohistochemical study of 52 cases. 

Virchows Arch. 2021 Oct 9. doi: 10.1007/s00428-021-03217-z. (IF2020=4,064) 
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3. MATERIÁL A METODIKA 

 

3.1. Výběr souboru 

Případy LBN a LMS byly získány z archivů bioptických vzorků vyšetřovaných 

v rámci rutinního provozu na Ústavu patologie 1. LF UK a VFN v Praze a Fingerlandova 

ústavu patologie LF UK a Fakultní nemocnice v Hradci Králové v období 1998-2017. 

Všechny zahrnuté případy byly podrobeny revizi, během které byla ověřena diagnóza 

v souladu s aktuální WHO klasifikací nádorů ženského genitálu. Případy UL a CL byly 

získány z archivu Ústavu patologie 1. LF UK a VFN. 

Analyzovaný soubor představovalo 108 LBN, 52 CL, 50 UL a 68 LMS. Ve skupině LMS 

byly kromě nádorů ženského genitálu (n= 44) zahrnuty i nádory kůže, močového měchýře, 

plic, dutiny ústní, žaludku, nadvarlete a orbity (n= 24). 

Relevantní klinická data u LBN byla získaná z nemocničních informačních systémů. Jednalo 

se převážně o informace týkající se věku pacientek, klinických symptomů, vlastního nádoru 

(počet, velikost – korelace se sonografickým vyšetřením), charakteru výkonu (hysterektomie, 

myomektomie) a v neposlední řadě výskytu rekurencí, metastáz nebo úmrtí. Klinicko-

patologická data u CL zahrnovala věk pacientek, operační výkon, velikost a hmotnost nádoru. 

Morfologické, imunohistochemické a molekulární analýzy byly provedeny na archivních 

blocích po předchozí fixaci tkáně v 10% roztoku formolu a následném zalití tkáně do parafinu 

(formalin-fixed paraffin-embedded, FFPE). Morfologické hodnocení bylo provedeno na 

celotkáňových řezech z FFPE bloků o tloušťce 4 µm, barvených hematoxylin-eosinem, se 

zhodnocením více parametrů (blíže viz kapitola morfologická analýza). Pro 

imunohistochemické analýzy byly z celotkáňových řezů FFPE vybrány a označeny vhodné 

oblasti bloku pro výrobu tkáňových mikročipů (tissue microarray – TMA). Z každého 

dárcovského (donor) bloku byla s využitím nástroje TMA Master (3DHISTECH Ltd., 

Budapešť, Maďarsko) vyvrtána 2-4 jádra (každé o průměru 2 mm), která byla následně 
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použita ke konstrukci složeného tkáňového mikročipu. V případě LBN byly po identifikaci a 

označení oblastí vyvrtána 4 jádra; 2 jádra z oblasti s bizarními jádry a 2 jádra z oblasti mimo 

bizarní jádra (= oblasti vzhledu UL), za účelem samostatného imunohistochemického 

vyhodnocení odlišných partií nádoru. U 9 případů toto nebylo možné z důvodu chybění 

některé z oblastí (nebyla zastižena místa UL). V případech CL, UL a LMS byla vyvrtána 2 

jádra z každého případu.  

Imunohistochemické analýze exprese FH bylo celkem podrobeno 252 vzorků nádorové tkáně, 

které zahrnovaly 108 LBN, 52 CL, 50 UL a 42 LMS. Imunohistochemické vyšetření s 

rozšířeným panelem IHC protilátek (CD10, IFITM1, smoothelin, transgelin, ER, PR, Ki-67, 

p16, p53, pan-NTRK, ALK, PD-L1, PHH3) bylo provedeno celkem u 226 vzorků (108 LBN, 

50 UL a 68 LMS), část vyšetření byla provedena také u 52 CL (CD10, IFITM1, smoothelin, 

transgelin, pan-TRK, ALK). 

Molekulární analýzy byly provedeny z celotkáňových řezů z makrodisekovaných 

reprezentativních oblastí nádoru, se zhodnocením procentuálního zastoupení nádorových 

buněk v makrodisekované tkáni. Molekulární analýzy genu FH byly úspěšně provedeny 

celkem u 152 vzorků (53 LBN, 32 CL, 47 UL a 20 LMS). Molekulární analýzy genů MED12, 

HMGA2 a chromozomální přestavby chromozomu 1 byly úspěšně provedeny na DNA úrovni 

ve 32 případech CL a na RNA úrovni ve 38 případech CL. 

 

3.2. Morfologická analýza leiomyomů s bizarními jádry a celulárních leiomyomů 

Mikroskopické hodnocení LBN bylo provedeno na celotkáňových řezech barvených 

hematoxylin-eosinem. Hodnoceny byly následující parametry: 

a) ohraničení léze  

ostré 

infiltrativní 

b) celularita nádoru  
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nízká (nižší než u UL) 

střední (přibližně stejná jako u UL) 

vysoká (vyšší než u UL) 

c) denzita bizarních jader  

nízká (< 30 %) 

střední (≥ 30 a < 70 %) 

vysoká (≥ 70 %) 

d) distribuce bizarních jader  

fokální (≤ 5 fokusů bizarních jader, s využitím objektivu 20) 

multifokální (distribuce nejednotná, ˃ 5 fokusů bizarních jader, s využitím objektivu 

20) 

difúzní (přítomnost bizarních jader prakticky v celém nádoru) 

e) jaderné znaky 

prominentní jadérka 

eozinofilní jaderné pseudoinkluze 

rozpadlá „karyorektická“ jádra 

f) další morfologické buněčné znaky 

počet mitóz na 10 zorných polí velkého zvětšení 

přítomnost eozinofilních globulí v cytoplazmě nádorových buněk („rhabdoid-like 

cells“) 

g) stromální znaky 

vaskularita (malé tenkostěnné cévy, krevní parožnaté cévy, velké a tlusté krevní cévy) 

vaskulární změny (fibrinoidní nekróza, vazivová obliterace lumen, perivaskulární 

zánětlivá infiltrace) 

hydropické změny 

hyalinizace 

nekróza (ischemický typ, koagulační typ) 

 

Na základě cytomorfologických jaderných znaků popsaných v práci Ubago a spol. z roku 

2016 byl náš soubor 108 LBN dále rozdělen na 2 podskupiny, LBN typ I a LBN typ II. Pokud 

nádorové buňky vykazovaly jaderné znaky typické pro typ I i typ II, byl nádor zařazen do 

skupiny s více než 70% zastoupením jednoho z typu jader.  
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Mikroskopické hodnocení CL bylo provedeno identicky jako u LBN z celotkáňových 

řezů barvených hematoxylin-eosinem. Mezi základní vybrané hodnocené parametry patřily:  

a) ohraničení léze (ostré/infiltrativní) 

b) přítomnost / nepřítomnost tzv. štěrbin („clefts“) 

c) přítomnost / nepřítomnost tlustostěnných krevních cév 

d) přítomnost / nepřítomnost satelitních nodulů 

 

3.3. Imunohistochemická analýza hladkosvalových nádorů 

Imunohistochemická analýza byla provedena na TMA řezech s využitím standardních 

řezů z FFPE bloků o tloušťce 2-3 µm. Protilátky, klony, ředění, výrobce, barvící technika a 

detekce jsou popsány v tabulce 6.  

3.3.1. Imunohistochemická analýza s protilátkou FH (anti-FH) 

Imunohistochemická exprese FH bývá v normální tkáni zachovalá. V případě 

negativity vyšetření (ztráta exprese FH) je nutno pomýšlet na možnost mutací v genu FH. Při 

vyšetření s protilátkou FH bylo jako pozitivní hodnoceno pouze granulární cytoplazmatické 

zabarvení v nádorových buňkách. Hodnocení bylo provedeno kvalitativně na základě 

intenzity zabarvení cytoplazmy ve 4 stupních: negativní (0) a pozitivní (1+, 2+ a 3+). Stupeň 

0 znamenal úplnou nepřítomnost zabarvení nádorových buněk, stupeň 1+ slabé zabarvení, 

stupeň 2+ středně silné zabarvení a stupeň 3+ silné zabarvení cytoplazmy nádorových buněk. 

Jako vnitřní pozitivní kontrola v preparátu byla pozitivní reakce v endoteliálních buňkách 

krevních cév. U LBN byly samostatně hodnoceny oblasti s přítomností bizarních jader (R) a 

mimo tyto oblasti (G). Pokud byla zaznamenána ztráta exprese FH alespoň v jedné oblasti, 

případ byl hodnocen jako negativní.   
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3.3.2. Imunohistochemická analýza s dalšími protilátkami 

3.3.2.1. Protilátky hladkosvalové diferenciace 

Mezi základní imunohistochemické protilátky „hladkosvalové diferenciace“ patří 

hladkosvalový aktin (SMA), desmin a h-caldesmon. Další komerčně dostupné protilátky pro 

hodnocení hladkosvalové diferenciace představuje např. smoothelin a transgelin. Benigní 

hladkosvalové léze, tzn. leiomyom a jeho varianty, exprimují hladkosvalové markery 

v naprosté většině případů ve většině nádorových buněk. Odlišná může být situace u LMS, 

kde se vyskytují případy s velmi nízkou expresí hladkosvalových markerů, či mohou být 

některé markery negativní. U části hladkosvalových nádorů se však může vyskytovat i 

exprese dalších imunohistochemických markerů, které jsou více specifické pro jednotky jiné 

než hladkosvalové diferenciace, např. endometriální stromální nádory různé biologické 

povahy (endometriální stromální nodul, endometriální stromální sarkom – low grade i high 

grade). Jedná se zejména o markery CD10 a IFITM1. V minulosti byla pozitivita CD10 

pokládána za poměrně specifický marker endometriální stromální diferenciace, nicméně 

současné poznatky ukázaly, že exprese CD10 se vyskytuje i u části hladkosvalových lézí. 

Protilátka IFITM1 se zdá být více specifický marker endometriální stromální diferenciace, 

data jsou však poměrně limitovaná.   

Naše práce se zaměřila na expresi recentně komerčně dostupných IHC protilátek proti 

smoothelinu a transgelinu, a dále CD10 a IFITM1.  

Samotné zhodnocení výsledků imunohistochemického vyšetření bylo založeno na 

semikvantitativním zhodnocení procenta pozitivních nádorových buněk (0-100 %). U 

protilátek smoothelin a transgelin se hodnotila cytoplazmatická pozitivita; u CD10 

membránová pozitivita a u IFITM1 byly hodnocena cytoplazmatická i membránová pozitivita.  

V případě imunohistochemického vyšetření HGMA2 byla jako nadměrná exprese 

(overexprese) hodnocena střední nebo silná jaderná exprese ve ≥ 50 % nádorových buněk.  
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3.3.2.2. Stanovení biologické povahy leiomyocelulárních nádorů 

Stanovení biologické povahy leiomyocelulárních nádorů má zásadní roli v dalším 

managementu pacientek. Hledání vhodného biomarkeru/biomarkerů, které by byly různě 

zastoupeny v LMS a leiomyomech různých variant, je dokumentováno již koncem 

devadesátých let minulého století a má dva významy, diagnostický a prognostický. Základem 

při stanovení biologické povahy je však zhodnocení morfologických znaků nádoru. 

Imunohistochemické vyšetření má pouze pomocný význam, a to zejména u hraničních lézí. 

Nejčastěji používanými protilátkami jsou v tomto směru ER, PR, p16, p53 a hodnocení 

proliferační aktivity pomocí markeru Ki-67, případně PHH3 (marker značící mitózy). V naší 

práci jsme provedli imunohistochemickou expresi všech výše vyjmenovaných protilátek na 

souboru 108 LBN, 50 UL a 68 LMS.  

U hormonálních receptorů (ER, PR) bylo hodnocení založeno na zhodnocení procenta 

pozitivních jader nádorových buněk (0-100 %). U protilátky p16 byla hodnocena distribuce 

cytoplazmatické a jaderné pozitivity nádorových buněk semikvantitativně jako negativní, 

nerovnoměrná (mozaikovitá, „patchy“) a difúzní. U protilátky p53 bylo hodnocení založeno 

na kombinaci rozsahu a intenzity pozitivity (1+, 2+ a 3+). Podle výsledků byla exprese 

rozdělená do 2 skupin: aberantní typ exprese (nad 70 % nádorových buněk s intenzitou 3+, 

nebo kompletně negativní) a divoký typ exprese (jakákoliv exprese nesplňující kritéria pro 

aberantní expresi). Proliferační marker Ki-67 byl hodnocen v 500 nádorových buňkách v 

místech s nejvyšší pozitivitou, tzv. hot spots (uvedeno v %). Imunohistochemická exprese 

PHH3 byla hodnocena jako počet pozitivních jader nádorových buněk (mitotických figur) na 

10 zorních polí velkého zvětšení = 10 HPF (obj. 40). 
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3.3.2.3. Imunohistochemická exprese potenciálně prediktivních markerů 

Do panelu námi studovaných biomarkerů jsme zvolili protilátky pan-TRK, ALK a PD-

L1. 

Imunohistochemické hodnocení exprese pan-TRK bylo považováno za pozitivní při 

cytoplazmatické/jaderné expresi ≥ 1 % nádorových buněk. U protilátky ALK se hodnotil 

rozsah a intenzita cytoplazmatické exprese v nádorových buňkách (tzn. % zastoupení 

pozitivních nádorových buněk s intenzitou pozitivity 1+, 2+ a 3+). Exprese protilátky PD-L1 

byla hodnocena pomocí TPS skóre (pozitivita nádorových buněk). Jako pozitivní byla 

hodnocena pouze membránová pozitivita nádorových buněk; hranice pozitivity byla 

stanovena na ≥ 1 %. 

 

Tabulka 6 : Seznam použitých imunohistochemických protilátek 

 

protilátka klon ředění výrobce barvící technika detekce 

FH polyklonální 1:500 Abcam, Cambrige, 

Velká Británie 

PT-link (Agilent, 

Santa Clara, CA, 

USA 

En Vision 

FLEX (Agilent) 

Smoothelin R4A 1:50 Zeta Corporation, 

Sierra Madre, CA, 

USA 

Ventana 

BenchMark 

ULTRA (Roche, 

Basilej, Švýcarsko) 

OptiView 

Transgelin 2A10C2 1:300 Cell Marque, 

Roclin, CA, USA 

Ventana 

BenchMark 

ULTRA (Roche, 

Basilej, Švýcarsko) 

OptiView 

CD10 56C6 1:50 Novocastra, Leica 

Biosystems, 

Wetzlar, Německo 

Ventana 

BenchMark 

ULTRA (Roche, 

Basilej, Švýcarsko) 

OptiView 

IFITM1 polyklonální 1:300 Abcam, Cambrige, 

Velká Británie  

Ventana 

BenchMark 

ULTRA (Roche, 

Basilej, Švýcarsko) 

OptiView 

HMGA2 D1A7 1:400 Cell Signalling, 

Danvers, MA, USA 

PT-link (Agilent, 

Santa Clara, CA, 

USA 

En Vision 

FLEX (Agilent) 

ER SP1 1:200 Zytomed Systems 

GmbH, Berlín, 

Německo 

Ventana 

BenchMark 

ULTRA (Roche, 

Basilej, Švýcarsko) 

OptiView 
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PR 16 1:100 Novocastra, Leica 

Biosystems, 

Wetzlar, Německo 

Ventana 

BenchMark 

ULTRA (Roche, 

Basilej, Švýcarsko) 

OptiView 

p16 JC2 1:200 Diagnostic 

BioSystems 

Pleasanton, CA, 

USA 

Ventana 

BenchMark 

ULTRA (Roche, 

Basilej, Švýcarsko) 

OptiView 

p53 BP53-12 1:200 Zytomed Systems 

GmbH, Berlín, 

Německo 

Ventana 

BenchMark 

ULTRA (Roche, 

Basilej, Švýcarsko) 

OptiView 

Ki-67 MIB-1 1:100 Dako, Glostrup, 

Dánsko 

Ventana 

BenchMark 

ULTRA (Roche, 

Basilej, Švýcarsko) 

UltraView 

pan-TRK EPR17341 1:100 Abcam, Cambrige, 

Velká Británie 

Ventana 

BenchMark 

ULTRA (Roche, 

Basilej, Švýcarsko) 

OptiView 

PD-L1 22C3 1:40 Dako, Glostrup, 

Dánsko 

Ventana 

BenchMark 

ULTRA (Roche, 

Basilej, Švýcarsko) 

OptiView 

ALK D5F3 1:100 Cell Signalling, 

Danvers, MA, USA 

Ventana 

BenchMark 

ULTRA (Roche, 

Basilej, Švýcarsko) 

OptiView 

PHH3 polyklonální 1:100 Biocare Medical, 

Pacheco, CA, USA 

Ventana 

BenchMark 

ULTRA (Roche, 

Basilej, Švýcarsko) 

UltraView 

 

 

3.4. Molekulární analýza 

Jako první byly provedeny molekulární analýzy genu FH u 108 LBN, 50 UL a 42 

LMS. Genomická DNA byla izolována pomocí DNA Cobas® přípravné sady (Roche, Basilej, 

Švýcarsko) podle protokolu výrobce a poté spektrofotometricky kvantifikována pomocí 

přístroje NanoDrop 2000 (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA). Kvalita DNA 

byla zjištěna za použití 2% agarózové gelové elektroforézy a kontroly qPCR (5 × HOT 

FirePol EvaGreen HRM Mix NO ROX - Solis Biodyne, Tartu, Estonsko). Vzorky s 

nedostatečnou kvalitou DNA (Cp> 40) v kontrole amplikony velikostí 237 a 308 bp byly 
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z další analýzy vyloučeny, celkem šlo o 80 vzorků. DNA sekvenční analýza genu FH byla 

úspěšně provedena u 120 vzorků, a to 53 LBN, 47 UL a 20 LMS. Polymerázová řetězová 

reakce (PCR) a přímé Sangerovo sekvenování bylo provedeno v celé kódovací oblasti (10 

exonů) a přilehlých intronových sekvencích genu FH. Oblasti zájmu byly amplifikovány 

pomocí 5× HOT FirePol EvaGreen HRM Mix NO ROX (Solis Biodyne). BigDye Terminator 

v3.1 Ready Reaction Mix (Applied Biosystems, Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, 

USA) byl použit k sekvenační reakci. Separace byla provedena pomocí genetického 

analyzátoru ABI 3500 (Applied Biosystems). Vzhledem k limitaci metody Sangerova 

sekvenování jsme byli schopni detekovat pouze varianty s frekvencí nad 15 či 20 %. Odhad 

frekvence mutované alely byl možný ve srovnání s wild type alelou.  

Všechny vzorky s mutacemi třídy 5/5 a 4/5 (patogenní nebo pravděpodobně patogenní) nebo 

vícečetnými nízkofrekvenčními varianty detekovanými dideoxy sekvenováním, které prošly 

hodnocením kvality DNA, byly opětovně sekvenovány pomocí sekvenace nové generace 

(NGS), aby se vyloučily možné falešně pozitivní detekce mutací v důsledku fixačních 

artefaktů nebo přítomnosti pseudogenů. Celkem se jednalo o 32 případů, z toho 18 LBN, 6 

UL a 8 LMS. Jednotlivé vzorky určené pro panelovou NGS byly připraveny pomocí KAPA 

HyperPlus kitu dle SeqCap EZ protokolu (Roche NimbleGen), přičemž cílové genové 

sekvence byly obohaceny s využitím panelu na zakázku zhotovených SeqCap hybridizačních 

sond proti vícečetným cílům (257kbp panel cílových genů, NimbleGen, Roche, 89 genů nebo 

genových částí včetně celého kódování sekvence FH). Připravené knihovny byly 

sekvenovány pomocí přístroje NextSeq 500 (Illumina, San Diego, Kalifornie, USA) s 

využitím NextSeq 500/550 Mid Output Kitu v2.5 (150 cyklů). Základní nezpracovaná data 

získaná z panelového sekvenování byla demultiplexována, převedena do .fastq formátu a dále 

analyzována pomocí NextGENe v2.1.2 (Softgenetics) softwaru. Pokrytí vzorků v genu FH 

bylo v rozmezí 250-500x, což ukazuje dostatečnou citlivost metody NGS pro detekci mutací 
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s frekvencí > 5 %. Ve výsledcích jsou zahrnuty pouze varianty třídy 4 (varianta 

pravděpodobně patogenní) a 5 (varianta patogenní).  

Molekulární analýzy 52 CL byly provedeny ve druhé době. Capture NGS analýza byla 

s ohledem na kvalitu materiálu možná u 32 případů na DNA úrovni a u 38 případů na RNA 

úrovni. Genomová DNA a RNA byly izolovány pomocí izolační sady DNA/RNA FFPE 

(ZymoResearch) podle protokolu výrobce. Kontrola kvality DNA byla provedena testem 

qPCR. Izolované vzorky celkové RNA byly charakterizovány pomocí kapilární elektroforézy 

(Fragment Analyser capillary electrophoresis system (AATI)) s použitím standardního RNA 

kitu. Komplementární DNA (cDNA) byla syntetizována z 2 μg celkové RNA. Panelová NGS 

byla připravena identicky jako výše popsaná pomocí KAPA HyperPlus kitu podle protokolu 

KAPA HyperCapture (Roche) a vlastních hybridizačních sond (944 kbp cílové sekvence, 

včetně 765 kbp kódujících oblastí 300 genů). Vzorky RNA byly zpracovány amplikonem 

RNA NGS pomocí Archer FusionPlex Sarcoma Expanded Kit (ArcherDX) podle protokolu 

výrobce. Připravené knihovny byly sekvenovány pomocí přístroje NextSeq (Illumina) 

s využitím NextSeq500/550 High Output Kit v2.5 (300 cyklů). Variace počtu kopií (CNV) 

byla vyhodnocena pomocí algoritmu přístrojem NextGENe CNV Tool (Softgenetics), včetně 

delece 1q, mutací MED12 a FH. Fúze byly vyhodnoceny z dat amplikonové RNA NGS 

pomocí softwaru Archer Analysis v5.1.7 (ArcherDX).  

 

Komentář k hodnocení mutací: 

Názvosloví variant mutací se řídí doporučeními Human Genome Variation Society (HGVS) a 

je založeno na referenční sekvenci NM_000143.3. Nalezené mutace byly srovnávány s 

mutacemi nalezenými v dostupné literatuře nebo databázích (dpSNP, http: //www.ncbi. 

nlm.nih.gov/SNP/; 1000 Genomes, http: // www. 1000genomes.org/; ClinVar, 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/ clinvar /; ESP, http://varianttools.sourceforge.net/Annotation/ 
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EDS; COSMIC, http://www.sanger.ac.uk/cosmic; HGMD, 

https://www.qiagenbioinformatics.com/products/human-gene-mutation-database).  

Pro vyhodnocení nalezených mutací a jejich předpokládanému účinku byla využita metoda in 

silico Variant Effect Predictor (Ensemble; 

http://www.ensembl.org/info/docs/tools/vep/index.html) (McLaren W. et al., 2016). Varianta 

byla považována za skutečně patogenní, pokud byla mutace identifikována jako patogenní v 

databázi ClinVar nebo pokud to naznačuje povaha mutace – zkrácení proteinového produktu 

(nonsense, frameshift, start loss, indels mutations). Varianta byla považována za 

pravděpodobně patogenní, pokud obsahovala alespoň šest z devíti in silico předpokládaného 

patogenního původu varianty (CADD, GERP ++, Mutation Assessor, Mutation Taster, 

Provean, SiPhy, VEST3, PolyPhen a SIFT). 

 

3.5. Statistická analýza 

K zhodnocení statistických přeměn byl použit Software STATISTICA 10 (StatSoft, Tulsa, 

OK, USA). K porovnání výsledků mezi nádorovými skupinami na základě 

imunohistochemické a klinicko-patologické proměnné byl použit Fisherův exact test nebo 

chí-kvadrát. Za statisticky významnou hodnotu byla považována p-hodnota ˂ 0,05.  

 

4. VÝSLEDKY 

 

4.1. Klinická data leiomyomů s bizarními jádry a celulárních leiomyomů 

Dostupná klinická data týkající se LBN jsou shrnuta v tabulce 7. V menším rozsahu 

jsou popsaná také klinická data u CL. Věk pacientek s LBN se pohyboval v rozmezí od 25 do 

84 let, v průměru 43 let. Přibližně u poloviny pacientek byla k dispozici klinická data, u druhé 

poloviny se je nepodařilo dohledat. U 80 % pacientek s dostupnými klinickými daty bylo 

nejčastějším klinickým příznakem abnormální vaginální krvácení mimo cyklus (33 %) a 



 

43 

 

bolesti břicha či břišní diskomfort (8 %). Sporadicky se vyskytly případy hydronefrózy, 

protruze leiomyomu či jiné. Část pacientek z této skupiny byla asymptomatická (12 %). 

104/108 (96 %) případů bylo lokalizováno v děložním těle, pouze 2/108 (2 %) byly 

lokalizovány v oblasti parametrií a u 2/108 (2 %) nebyla lokalita uvedena. V 62 % se jednalo 

o solitární léze, ve 38 % o léze vícečetné. Informace o operačním výkonu byla dostupná u 105 

pacientek, z toho hysterektomii podstoupilo 60 z nich (57 %) a myomektomii 45 (43 %). 

Lokální rekurence byla popsána v 19 % (18/92), z toho 11 případů se dále biopticky 

neověřovalo, 2 pacientky měli lokální recidivu LBN, 4 UL a 1 mitotický aktivní leiomyom 

(ML). U 2 pacientek byl později diagnostikován LMS – u jedné vznikající ve vaginálním 

pahýlu 8 měsíců po hysterektomii, u druhé vzniklý v myometriu 7 let po myomektomii. 

Metastázy LBN nebyly pozorovány v žádném z případů. Žádná z našich pacientek neměla 

v osobní anamnéze renální neoplazii (sledování probíhalo od roku 1998 do roku 2017); ačkoli 

u jedné pacientky bylo v rodinné anamnéze uvedeno, že otec zemřel na generalizaci 

světlobuněčného renálního karcinomu ve věku 61 let. 

 

Tabulka 7: Klinická data u leiomyomů s bizarními jádry (LBN) 

Klinické údaje 

 

LBN    

n = 108 

LBN typ I 

n = 72 (67 %) 

LBN typ II 

n = 36 (33 %) 

Věk (průměr, roky) 

≤ průměr 

> průměr 

43 

67 

41 

43 

52 

20 

43 

15 

21 

Se symptomy 50/63 (79,4 %) 33 (45,8 %) 17 (40,2 %) 

Operační výkon     

hysterektomie 60/105 (57,1 %) 34 (47,2 %) 26 (72,2 %) 

myomektomie 45/105 (42,9 %) 36 (50 %) 9 (25 %) 

Počet nádorů     

solitární  59/96 (61,5 %) 38 (52,8 %)   21 (58,3 %) 

vícečetné 37/96 (38,5 %) 27 (37,5 %)       10 (27,8 %) 

Rezidua/rekurence  18/92 (19,6 %) 13 (18,1 %) 5 (13,9 %) 

Metastázy 0 0 0 

 

U pacientek s CL se věk pohyboval od 22 do 74 let, v průměru 43 let. Informace o 

operačním výkonu byla dostupná v 51 případech, z toho hysterektomii podstoupilo 25 z nich 
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(49 %) a myomektomii 26 (51 %). Velikost nádoru bylo možné zhodnotit pouze ve 23 

případech a pohybovala se mezi 15-75 mm, v průměru 39,6 mm. Hmotnost nádoru byla 

hodnocena pouze po myomektomii u 19 případů, v průměru byla 104 g.  

 

4.2. Morfologické zhodnocení leiomyomů s bizarními jádry 

Zhodnocení ohraničení léze od myometria bylo možné pouze u 68 případů, ve zbylých 

40 případech nebyla zachycena přechodová zóna mezi nádorem a nenádorovou tkání. Všech 

68 LBN (100 %) mělo expanzivní typ růstu, tzn. ostrou hranici vůči okolí. S ohledem na 

celularitu 98 % (106/108) nádorů vykazovalo střední a vysokou buněčnost, pouze 2 % (2/108) 

mělo buněčnost nízkou. Distribuce bizarních jader byla v nádorech heterogenní od difúzní 

(33 %), přes multifokální (56 %), po fokální (11 %) (obr. 3). Denzita bizarních jader byla 

v 58 % nízká, 26 % střední a 16 % vysoká. Prominentní jadérka byla přítomna v 53 % a ve 

33 % byly zastiženy eozinofilní jaderné pseudoinkluze. Počet mitóz se pohyboval v rozmezí 

0-4/10 HPF (obj. 40), s distribucí 73 % (0/10 HPF), 19 % (1/10 HPF), 4 % (2/10 HPF), 2 % 

(3/10 HPF) a 3 % (4/10 HPF). V 18 % bylo hodnocení počtu mitóz komplikováno přítomností 

karyorektických jader (obr. 4A). Kondenzace cytoplazmy do podoby tzv. globoidních tělísek 

(„rhabdoid-like cells“) byla pozorována v 56 % případů (obr. 4B). Regresivní změny 

v podobě edému, hyalinizace a vystupňovaných hydropických změn se vyskytovaly ve 31 %, 

33 % a téměř 4 %. Ischemický typ nekrózy nebo suspekce na ischemický typ nekrózy byla 

zaznamenána ve 4,6 %. Cévní zásobení ve stromatu v podobě tzv. parožnatých krevních cév 

jsme pozorovali v 69 % případů (obr. 4C).  

Na základě jaderných znaků byl soubor rozdělen na 72 případů LBN typ I (67 %, obr. 5A) a 

36 případů LBN typ II (33 %, obr. 5B).  

Skupina LBN typ I častěji obsahovala prominentní jadérka (χ2 = 20,23, df = 1, p < 0,001) a 

„rhabdoid-like cells“ (χ2 = 21,77, df = 1, p < 0,001) ve srovnání se skupinou LBN typ II. 
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V našem souboru nebyl statisticky významný rozdíl mezi přítomností tzv. parožnatých 

krevních cév v typu I a typu II LBN. 

Shrnutí všech morfologických znaků LBN je v tabulce 8. 

 

Tabulka 8: Histopatologické zhodnocení leiomyomů s bizarními jádry (LBN) 

 

Morfologické zhodnocení 

 

LBN   

n = 108 

LBN typ I 

n = 72 (67 %) 

LBN typ II 

n = 36 (33 %) 

Ohraničení     

ostré    68/68 (100 %) 41 (56,9 %)    27 (75 %) 

infiltrující 0 0        0 

Buněčnost     

nízká 2 (2 %) 1 (1,4 %)  1 (2,8 %) 

střední  75 (69 %) 52 (72,2 %) 23 (63,9 %) 

vysoká 31 (29 %) 19 (26,4 %) 12 (33,3 %) 

Denzita    

nízká 63 (58 %) 44 (61,1 %) 19 (52,8 %) 

střední  28 (26 %) 18 (25 %) 10 (27,8 %) 

vysoká 17 (16 %) 10 (13,9 %) 7 (19,4 %) 

Distribuce    

fokální 12 (11 %) 9 (12,5 %) 3 (8,3 %) 

multifokální 60 (56 %) 42 (58,3 %) 18 (50 %) 

difúzní 36 (33 %) 21 (29,2 %) 15 (41,7 %) 

Prominentní jadérka    

Ano 57 (53 %) 49 (68 %) 8 (22,2 %) 

Ne 51 (47 %) 23 (32 %) 28 (77,8 %) 

Eozinofilní jaderné 

pseudoinkluze 

   

Ano 36 (33,3 %) 22 (30,6 %) 14 (38,9 %) 

Ne 72 (66,7 %) 50 (69,4 %) 22 (61,1 %) 

Karyorektická jádra    

Ano 19 (18 %) 10 (13,9 %) 9 (25 %) 

Ne 89 (82 %) 62 (86,1 %) 27 (75 %) 

Mitotické figury    

0/10 HPF 79 (73 %) 55 (76,4 %) 24 (66,6 %) 

1/10 HPF 20 (19 %) 14 (19,4 %) 6 (16,6 %) 

2/10 HPF 4 (4 %) 2 (2,8 %) 2 (5,6 %) 

3/10 HPF 2 (2 %) 0 (0 %) 2 (5,6 %) 

4/10 HPF 3 (3 %) 1 (1,4 %) 2 (5,6 %) 

Rhabdoid-like buňky    

Ano 61 (56 %) 52 (72,2 %) 9 (25 %) 

Ne 47 (44 %) 20 (27,8 %) 27 (75 %) 

Parožnaté cévy    

Ano 74 (69 %) 51 (70,8 %) 23 (63,9 %) 

Ne 34 (31 %) 21 (29,2 %) 13 (36,1 %) 
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Obr. 3: LBN – distribuce bizarních jader (hematoxylin-eosin, zvětšení 200x) 

A – fokální (≤ 5 fokusů bizarních jader, s využitím objektivu 20). 

B – multifokální (˃ 5 fokusů bizarních jader, s využitím objektivu 20). 

C – difúzní (přítomnost bizarních jader téměř v celém nádoru). 

 

 
Obr. 4: LBN (hematoxylin-eosin) 

A – karyorexe (zvětšení 400x). 

B – globoidní eozinofilní cytoplazma v nádorových buňkách (tzv. „rhabdoid-like cells“, 

zvětšení 200x). 

C – parožnaté cévy ve stromatu nádoru (zvětšení 40x). 
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Obr. 5: LBN typ I a typ II (hematoxylin-eosin) 

A – LBN typ I (zvětšení 400x): nádorové buňky s velkými okrouhlými či oválnými jádry, 

hladkou jadernou membránou, jemným vezikulárním chromatinem a prominentními 

eozinofilními jadérky.  

B – LBN typ II (zvětšení 100x): nádorové buňky s protáhlými či vřetenitými jádry, 

s nepravidelnými jadernými membránami, s hrubým kondenzovaným chromatinem a žádnými 

nebo zcela nepatrnými jadérky. 

 

 

 

4.3. Morfologické zhodnocení celulárních leiomyomů 

Ohraničení CL od myometria bylo hodnotitelné u 29/52 případů (56 %), z toho pouze 

v 8 případech byla hranice ostrá (27,5 %). Ve zbylých 21 případech bylo rozhraní neostré, u 2 

případů až v podobě infiltrativního typu růstu. U 2/27 případů byly pozorovány tzv. satelitní 

noduly. Tzv. štěrbinovité prostory („clefts“) typické pro CL byly pozorovány ve 48/52 vzorků 

(92,3 %) a tlustostěnné krevní cévy v 51 případech (51/52, 98 %) (obr. 6).  
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Obr. 6: CL (hematoxylin-eosin) 

A – hypercelulární léze, fascikulárně uspořádané vřetenité nádorové buňky bez atypií, 

tlustostěnné krevní cévy (zvětšení 100x). 

B – štěrbinovité prostory („clefts“) (zvětšení 100x). 

 

 

4.4. Imunohistochemické vyšetření 

4.4.1. FH (anti-FH) 

Imunohistochemické vyšetření s protilátkou FH bylo provedeno u všech 

vyšetřovaných lézích (LBN, CL, UL a LMS); komplexní přehled výsledků je v tabulce 9 a 

příklad pozitivní a negativní imunohistochemické exprese na obr. 7. U LBN jsme se zaměřili 

na samostatné zhodnocení oblastí s přítomností bizarních jader (R) a mimo tyto oblasti (G).  

Imunohistochemická analýza prokázala ztrátu exprese FH u 67/108 (62 %) případů LBN 

(alespoň v jedné oblasti, tzn. R- nebo G-). V 97/108 (90 %) případů byla exprese v obou 

hodnotitelných lokalitách shodná. V 8/108 (7 %) případů, oblast G nemohla být vyhodnocena 

kvůli přítomnosti difuzních bizarních jader (chybění oblastí typického leiomyomu). U 3/108 

(3 %) případů LBN byla zaznamenána odlišná exprese v různých oblastech: R versus G (n = 2) 

nebo různá exprese FH ve stejné lokalitě R (n = 1; R-, R+, G nejsou přítomny) [tabulka 10].  

Ve skupině LBN typ I vykazovalo ztrátu exprese FH 76 % lézí (55/72), což bylo statisticky 

signifikantně častější ve srovnání s 33 % (12/36) ve skupině LBN typ II (χ2 = 18,89, df = 1, p 

< 0,001). Ve skupině UL byla ztráta exprese FH pozorována pouze ve 2 % (1/50) případů. Ve 

skupině CL a LMS nebyla ztráta exprese pozorována v žádném vzorku.  
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Tabulka 9: Imunohistochemická exprese FH v různých lézích 

FH IHC 

exprese 

LBN typ I LBN typ II LBN UL CL LMS 

počet 72 36 108 50 52 42 

negativní 55 (76 %) 12 (33 %) 67 (62 %) 1 (2 %) 0 0 

pozitivní 17 (24 %) 24 (66 %) 41 (38 %) 49 (98 %) 52 (100 %) 42 (100 %) 

legenda: FH – fumarát hydratáza, IHC – imunohistochemické vyšetření, LBN – leiomyom 

s bizarními jádry, UL – klasický leiomyom, CL – celulární leiomyom, LMS – leiomyosarkom 

 

 

 

 
Obr. 7: LBN - imunohistochemické vyšetření s protilátkou FH (zvětšení 200x) 

A – pozitivní (zachována cytoplazmatická imunohistochemická exprese FH).  

B – negativní (ztráta imunohistochemické exprese FH, pozitivní vnitřní kontrola v endoteliích 

krevních cév).  

 

 

Tabulka 10: Imunohistochemická exprese FH u LBN v odlišných oblastech R a G 

LBN: IHC vyšetření R a G oblasti hodnocení IHC 108 LBN 

R-, G- negativní 59 (54,6 %) 

R-, G0 negativní 5 (4,6 %) 

R-, G+ negativní 2 (1,9 %) 

R+, G+ pozitivní 38 (35,2 %) 

R+, G0 pozitivní 3 (2,8 %) 

R-, R+, G0 negativní 1 (0,9 %) 

legenda: FH – fumarát hydratáza, IHC – imunohistochemické vyšetření, LBN – leiomyom 

s bizarními jádry, R – oblasti nádoru s přítomností bizarních jader, G – oblasti v nádoru mimo 

bizarní jádra (= oblasti UL), G0 – nepřítomnost oblasti G v nádoru, -/+ - negativní / pozitivní 

exprese FH 
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4.4.2. Další analyzované protilátky  

4.4.2.1. Imunohistochemické markery hladkosvalové diferenciace 

Imunohistochemická exprese některých „hladkosvalových markerů“ je u LMS 

signifikantně nižší, u jiných markerů jsou však literární data poměrně limitovaná a exprese 

smoothelinu nebyla u hladkosvalových lézí dělohy doposud analyzována. Přehled výsledků 

analyzovaných protilátek je v tabulce 11. U UL byla imunohistochemická exprese 

smoothelinu a transgelinu ve 48 % a 98 %; u LBN v 61 % a 99 %, u CL v 61,5 % a 96,1 %, a 

u LMS pouze ve 14,7 % a 71 %. Při srovnání těchto dvou protilátek se transgelin jeví jako 

více senzitivní marker. 

V případě dalších markerů byla u UL exprese CD10 a IFITM1 ve 12 % a 18 %; u 

LBN 9,3 % a 9,3 %, u CL v 65,4 % a 36,5 %, a u LMS ve 24,5 % a 32,4 %.  

Imunohistochemická exprese HMGA2 byla prokázána v 23/52 případech CL (44,2 %), 

z toho u 19 případů (19/52, 36,5 %) byla klasifikována jako overexprese (≥ 50 % nádorových 

buněk). 

 

Tabulka 11: Imunohistochemická exprese „hladkosvalových“ a dalších markerů 

protilátka UL (n = 50) LBN (n = 108) CL (n = 52) LMS (n = 68) 

 pozitivní (%) pozitivní (%) pozitivní (%) pozitivní (%) 

smoothelin 24 (48) 66 (61,1) 32 (61,5) 10 (14,7) 

transgelin 49 (98) 107 (99) 50 (96,1) 48 (71) 

CD10 6 (12) 10 (9,3) 34 (65,4) 18 (24,5) 

IFITM1 9 (18) 10 (9,3) 19 (36,5) 22 (32,4) 

legenda: UL – klasický leiomyom, LBN – leiomyom s bizarními jádry, CL – celulární 

leiomyom, LMS – leiomyosarkom 

 

 

4.4.2.2. Pomocné markery při stanovení biologické povahy leiomyocelulárních nádorů 

Kompletní výsledky imunohistochemického vyšetření pomocných markerů při 

stanovení biologické povahy hladkosvalových lézí jsou shrnuty v tabulce 12.  
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V našem souboru vykazovalo vysokou expresi ER a PR 86-99 % případů UL a LBN, 

ale pouze 28-36 % LMS.  

Imunohistochemická exprese p16 byla zcela negativní ve 14 % UL, 3,7 % LBN a 10,3 % 

LMS. Co se týče pozitivní exprese, tak v benigních lézích byla zastižena převážně 

nerovnoměrná (tzv. mozaikovitá či „patchy“), u UL to bylo ve 100 % vzorků, u LBN 

v 88,5 %. U LMS byla mozaikovitá exprese p16 pozorována pouze ve 23 %, v této skupině 

výrazně převyšoval difúzní typ exprese, a to v 77 %. Exprese p53 byla divoká (wild type) u 

96 % UL, 96,3 % LBN a u 39,7 % LMS. Difúzní typ exprese p16 a aberantní exprese p53 se 

tedy častěji vyskytují u LMS, při jejich využití v praxi je však nutné si uvědomit, že tyto 

markery nejsou zcela specifické, v naší studii 11,5 % LBN vykazovalo difúzní expresi p16 a 

3,7 % aberantní typ exprese p53.  

Proliferační aktivita (Ki-67 index) byla ve všech případech UL a LBN ˂ 1 % (v 

absolutních číslech se pozitivita pohybovala u UL v rozmezí 0-9 pozitivních jader nádorových 

buněk na 500 buněk a u LBN 0-10 pozitivních jader nádorových buněk na 500 buněk). Ve 

skupině LMS byl index Ki-67 heterogenní, ˂ 1 % (16,2 %), 1-5 % (64,7 %), 6-10 % (10,3 %) 

a ≥ 11 % (8,8 %), přičemž nejvyšší počet pozitivních jader nádorových buněk na 500 buněk 

činil 87.   

Při použití imunohistochemického markeru PHH3, který značí mitózy, se počet PHH3 

pozitivních buněk pohyboval v rozmezí 0-7/10 HPF u UL, 0-8/10 HPF u LBN a 0-176/10 

HPF u LMS. Více než 5 PHH3 pozitivních buněk na 10 HPF bylo zastiženo u 2 % UL, 2 % 

LBN a 72 % LMS.  
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Tabulka 12: Imunohistochemická exprese markerů pomocných při stanovení biologické 

povahy hladkosvalových lézí 

protilátka UL (n = 50) LBN (n = 108) LMS (n = 68) 

ER pozitivní (%) 43 (86) 95 (88) 25 (36,7) 

PR pozitivní (%) 47 (94) 107 (99) 19 (28) 

p16 pozitivní (%) 43 (86) 104 (96,3) 61 (89,7) 

 patchy 43/43 (100 %) 92/104 (88,5 %) 14/61 (23 %) 

 difúzní 0/43 (0 %) 12/104 (11,5 %) 47/61 (77 %) 

 negativní (%) 7/50 (14) 4/108 (3,7) 7/68 (10,3) 

p53 divoký  48/50 (96 %) 104/108 (96,3 %) 27/68 (39,7 %) 

 aberantní 2/50 (4 %) 4/108 (3,7 %) 41/68 (60,3 %) 

Ki-67 ˂ 1 % 50 (100 %) 108 (100 %) 11 (16,2 %) 

 1-5 % 0  0 44 (64,7 %) 

 6-10 % 0 0 7 (10,3 %) 

 ≥ 11 % 0 0 6 (8,8 %) 

PHH3 0 10 (80 %) 92 (85 %)   6 (9 %) 

 1-5   9 (18 %) 14 (13 %) 13 (19 %) 

 6-10   1 (2 %)   2 (2 %) 14 (21 %) 

 ˃ 10   0 (0 %)   0 (0 %) 35 (51 %) 

legenda: ER – estrogenové receptory, PR – progesteronové receptory, p16 – protein p16, p53 

– protein p53, Ki-67 – marker proliferační aktivity, PHH3 – protilátka značící mitózy (fosfo-

histon H3)  

 

Srovnání výsledků imunohistochemické exprese vybraných protilátek pomocných při 

stanovení biologické povahy hladkosvalových lézí v naší studii a v souhrnem přehledovém 

článku z roku 2021 je uvedeno v tabulce 13.   

 

Tabulka 13: Výsledky exprese IHC protilátek s významem při stanovení biologické povahy 

nádorů (uvedeno v %) 

 Dundr et al. naše studie 

 UL LBN LMS UL LBN LMS 

ER 89 73 39 86 88 37 

PR 96 98 44 94 99 28 

p16* 0 22 60 0 12 77 

p53** 0 12 45 4 4 60 

legenda: UL – klasické leiomyomy, LBN – leiomyomy s bizarními jádry, LMS – 

leiomyosarkomy, * – difúzní bloková pozitivita, ** – aberantní typ exprese 

 

Při srovnání imunohistochemických výsledků a výsledků molekulárního vyšetření ve 

skupině LBN je zřetelné, že u prvního typu LBN je častější přítomnost mutací v genu FH, 

kdežto u druhého typu jsou častější mutace genů TP53 a CDKN2A. Více než 5 PHH3 
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pozitivních buněk na 10 HPF bylo zastiženo pouze ve skupině LBN typu II (2/36, 5,6 %), ve 

skupině LBN typu I se nenašel žádný takový případ.    

V tabulce 14 je srovnání imunohistochemických výsledků a výsledků molekulárního vyšetření 

genu FH u LBN typu I a typu II. 

 

Tabulka 14: Imunohistochemické srovnání exprese vybraných protilátek mezi LBN typ I a II 

 LBN typ I (n= 72), % LBN typ II (n= 36), % 

ER 89 86 

PR 11 14 

p16* 6,9 19,4 

p53** 2,8 5,6 

PHH3 

0/10 HPF 

1-5/10 HPF 

6-10/10HPF  

˃10/10HPF 

 

88,9 

11,1 

0 

0 

 

77,8 

16,7 

5,6 

0 

mutace FH  35 16 

legenda: ER – estrogenové receptory, PR – progesteronové receptory, p16 – protein p16, p53 

– protein p53, PHH3 – protilátka značící mitózy (fosfo-histon H3), FH – gen fumarát 

hydratáza 

 

 

4.4.2.3. Imunohistochemická exprese potenciálně prediktivních markerů  

Do skupiny námi studovaných markerů jsme zařadili pan-TRK, ALK a PD-L1 

[tabulka 15].  

Exprese pan-TRK byla prokázána u 8 % UL (intenzita pozitivity 1+ až 2+), u 5,6 % 

LBN (intenzita pozitivity 1+), u 9,6 % CL a u 10,3 % LMS (intenzita pozitivity se 

pohybovala od 1+ až po 3+). Exprese ALK byla zastižena pouze ve skupině LMS, a to ve 3 

případech (4,4 %). V rámci semikvantitativního hodnocení byla pozitivita prokázána v 40 %, 

70 % a 80 % nádorových buněk a intenzita se pohybovala od slabé až po silnou (1+ až 3+). 

Imunohistochemická exprese PD-L1 byla prokázána pouze ve skupině LMS, a to ve 2 

případech (TPS 40 % a 80 %). 
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Tabulka 15: Exprese prediktivních biomarkerů v hladkosvalových lézích 

protilátka UL (n = 50) LBN (n = 108) CL (n = 52) LMS (n = 68) 

 pozitivní (%) pozitivní (%) pozitivní (%) pozitivní (%) 

pan-TRK 4 (8) 6 (5,6) 5 (9,6) 7 (10,3) 

ALK 0 0 0 3 (4,4) 

PD-L1 0 0 - 2 (2,9) 

 

 

4.5. Molekulární analýza 

Sekvenční analýza byla u LBN primárně provedena pomocí přímého Sangerova 

sekvenování. Výsledky vykazovaly vysoký počet detekovaných mutací v genu FH (243) 

s vysokým procentuálním zastoupením substitucí C>T nebo G>A (97/243; 40 % a 93/243; 

38 %). Tyto substituce bývají častokrát popisovány v souvislosti s fixačními artefakty 

(pravděpodobně při deaminaci, která vznikla fixací materiálu). Většina z těchto substitucí (82 % 

C>T a 62 % G>A) vykazovala nízkou frekvenci výskytu (menší než 25 %) na Sangerových 

elektroforeogramech. Kromě toho bylo detekováno několik nízkofrekvenčních mutací v 

mnoha dalších vzorcích. Pro vyloučení možné falešně pozitivní detekce mutací v důsledku 

artefaktů fixace nebo existujících pseudogenů FH byly případy pozitivní v Sangerovém 

sekvenování znovu sekvenovány pomocí NGS. Celkem se jednalo o 32 případů, z toho 18 

LBN, 6 UL a 8 LMS. Výsledky mezi sekvenací NGS a Sangerovou metodou byly porovnány 

a bylo zjištěno, že nízkofrekvenční varianty mutací (varianty, jejichž signál byl méně než 

jedna třetina signálu divokého typu na elektroforeogramu) nebyly potvrzeny pomocí NGS. 

Proto byly tyto varianty považovány za artefakty, které byly společně se pseudogenovými 

variantami odfiltrovány.  

Při analýze NGS dat bylo zaznamenáno mapování čtení do oblastí mimo kódující sekvenci 

genu FH, což vedlo k identifikaci dvou pseudogenů FH. Pseudogen fumarát hydratázy 1 

(FHP1) byl již popsaný (HGNC: 39442; Entrez Gene ID: 100873790), zahrnuje reverzně 

transkribovanou sekvenci mRNA FH exonu 7-10 (NCBI Ref Seq: NG_032302.2), je 

lokalizovaný na chromozomu 13q14.11 a vykazuje 95% homologii. My jsme popsali další 
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kopii tohoto pseudogenu vykazující 89% homologii s FH, která dosud v databázích uvedena 

nebyla. Porovnáním sekvence pseudogenu s lidským genomem za použití BLAST/BLAT 

jsme určili lokalizaci této nové varianty pseudogenu na chromozomu 5p13.2.  

Sekvenace odhalila 57 alterací genu FH u 39/120 lézí, včetně 56 jednonukleotidových 

polymorfismů a jedné komplexní patogenní varianty (c. [278T> C; 282d e l A; 2 84C> G], s. 

[I l e 9 3 T h r; Ala95ValfsTer5]). Z nalezených 57 alterací bylo 6 trunkačních mutací (protein 

zkracujících, 6/57, 10,5 %), 25 missense (mutace měnící smysl, 25/57, 43,9 %), 8 silent 

mutací (mutace neměnící smysl, 5/57, 14 %) a 17 mutací v nekódujících oblastech (non-

coding, 17/57, 29,8 %).  

Ze všech 57 identifikovaných alterací bylo 51 variant unikátních (48 bylo detekováno jednou, 

2 byly detekovány ve dvou vzorcích, 1 byla detekována u 5 vzorků). Z těchto 51 unikátních 

variant bylo 24 variant již v databázích popsáno a 27 variant bylo nových.  

Zhodnocení funkčního dopadu zjištěných alterací bylo pomocí databáze ClinVar a in silico 

detekce. Patogenní varianty dle ClinVar nebo trunkační mutace byly nalezeny u 7/53 LBN 

(13 %). Patogenní (třída 5/5) nebo pravděpodobně patogenní (třída 4/5) mutace byla 

stanovena metodou in silico u 8/53 LBN (15 %). V celkovém zhodnocení byla patogenní nebo 

pravděpodobně patogenní mutace genu FH nalezena u 15/53 (28,3 %) LBN; z toho 12/34 

(35 %) u LBN typu I a 3/19 (16 %) u LBN typu II.  

Při srovnání imunohistochemického vyšetření s molekulárními analýzami byla u 45 % LBN 

(13/29) s detekovanou ztrátou exprese FH na proteinové úrovni nalezena i mutace genu FH. 

Mutace genu FH se kromě toho vyskytla i u 2/24 případů se zachovalou expresí FH (8 %) 

[tabulka 16].  
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Tabulka 16: Srovnání IHC vyšetření FH s molekulárními analýzami genu FH 

Výsledky IHC a 

molekulárního vyšetření 

 

LBN, n = 108   

 

LBN typ I 

n = 72 (67 %) 

LBN typ II 

n = 36 (33 %) 

Počet případů s mutací FH / 

pozitivní IHC 

2/24 (8 %) 1/11 (9 %) 1/13 (8 %) 

Počet případů s mutací  FH / 

negativní IHC 

13/29 (45 %) 11/23 (48 %) 2/6 (33 %) 

 

 

Souhrnně tedy byly patogenní či pravděpodobně patogenní mutace (tj. mutace třídy 5/5 a 4/5) 

detekovány u 15/53 (28,3 %) LBN, ale v žádném případě UL (0/47) nebo LMS (0/20).  

Zjištěné varianty byly převážně somatického původu, prokázána však byla i 1 germinální 

patogenní varianta FH v exonu 5 (c.698G> T, p.R233L; frekvence mutované alely 50 %; obr. 

8), která byla nalezena u pacientky ve věku 36 let. Tato varianta se nachází v sekvenci aktivní 

katalytické domény (Lyase_1) FH a byla již popsána v několika publikacích a databázích 

spojených se syndromem HLRCC. Analýza metodou in silico svědčila pro patogenní povahu 

varianty. 

 
Obr. 8: Sekvenační analýza genu FH. 

Germinální patogenní mutace v exonu 5 genu fumarát hydratázy NM_000143,3: c 698 G>T; 

p. (Arg233Leu); rs121913123. Heterozygotní varianta byla detekována v LBN a také v 

odpovídající nenádorové tkání (děložní tuba). 
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U 3 případů LBN s diskrepancí ve výsledcích imunohistochemického vyšetření mezi oblastmi 

s bizarními jádry a mimo ně byly výsledky molekulárního vyšetření následující: u prvního 

případu (R-, G+) byly prokázány 2 pravděpodobně patogenní (missense) mutace v exonu 8 (p. 

G389R - frekvence mutované alely 35 % a p.P410L - frekvence mutované alely 30 %). U 

druhého případu (R-, G0) a ve třetím případě (R-, R+) nebyly nalezeny žádné mutace genu 

FH.  

Při NGS analýze 52 CL (32 na úrovni DNA a 38 na úrovni RNA) byla ve 3/32 případů 

(9,4 %) prokázána mutace genu MED12, v 6/31 případů (19,3 %) heterozygotní delece 

chromozomu 1p a v 5/38 vzorků (13,2 %) přestavba genu HMGA2. Všechny případy 

s přestavbou genu HMGA2 vykazovaly imunohistochemickou overexpresi HMGA2. Fúzní 

partneři byli identifikováni na úrovni mRNA ve třech případech: (i) HMGA2 (exon 3)-

C9orf92 (exon 4); (ii) HMGA2 (exon 5)-PBX1 (exon 3); a (iii) RAD51B (exon 8)-HMGA2 

(exon 2). Ve zbývajících 2 případech nebyl detekován žádný fúzní partner. Patogenní mutace 

genu FH nebyly zjištěny v žádném vzorku.  

Ve 29 vyšetřovaných vzorcích (29/52), které byly současně vhodné pro kompletní 

imunohistochemickou i DNA a RNA NGS analýzu (mutace MED12, overexprese HMGA2, 

přestavba HMGA2, exprese FH a mutace FH, delece chromozomu 1p), byly všechny 

zastižené aberace unikátní a vzájemně se vylučovaly. Výsledky imunohistochemických a 

NGS analýz u CL jsou shrnuty v tabulce 17.  

 

Tabulka 17: Výsledky imunohistochemických a molekulárních analýz u CL 

 HMGA2 IHC overexprese delece chromozomu 1p mutace MED12 

CL (n = 52) 36,5 % 19,3 % 9,4 % 
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5. DISKUZE 

 

Leiomyomy jsou nečastější benigní nádory dělohy, jejichž diagnostika je ve většině 

případů jednoduchá. Minorita nádorů, zejména speciálních morfologických subtypů, však 

vykazuje určité rysy, které mohou způsobovat diferenciálně diagnostické problémy. Mezi tyto 

subtypy, které představují asi 10 % všech leiomyomů dělohy, patří i LBN; dalšími subtypy 

jsou například CL, ML, myxoidní leiomyom a epiteloidní leiomyom. LBN představuje 

vzácný subtyp leiomyomu. V recentní práci, která se zaměřila na follow-up pacientek 

s diagnózou LBN po myomektomii diagnostikovaných v letech 2002-2017, bylo hodnoceno 

celkem 1680 pacientek, z toho pouze u 37 (2,2 %) byla stanovena diagnóza LBN (Boudová B. 

et al., 2019). Doposud publikované studie většinou zahrnují řádově desítky případů LBN, 

nebo jde pouze o kazuistická sdělení (Liegl-Atzwanger B. el al., 2016; Ubago JM. et al., 2016; 

Bennett JA. et al., 2017; Croce S. et al., 2014; Dastranj Tabrizi A. et al., 2015; Kefeli M. et al., 

2018; Liang Y. et al., 2015; Ly A. et al., 2013; Sung CO. et al., 2009; Zhang Q. et al., 2018; 

Kalogiannidis I. et al., 2016). Naše práce zahrnující 108 případů je s ohledem na velikost 

jeden z dosud největších publikovaných souborů.  

LBN byl poprvé popsán v roce 1994 (Bell SW. et al., 1994). Terminologie této léze se 

opakovaně měnila, starší názvy zněly atypický leiomyom s nízkým rizikem rekurence, 

atypický leiomyom, pleomorfní leiomyom a také symplastický leiomyom. Současná WHO 

klasifikace nádorů ženského genitálu z roku 2020 uvádí pouze 2 akceptovatelné termíny, a to 

LBN nebo symplastický leiomyom (Cree IA. et al., 2020). I přes terminologické změny, 

morfologická diagnostická kritéria nastavená v roce 1994 přetrvávají s mírnými odchylkami 

dodnes. V roce 1994 byl LBN definován jako hladkosvalový nádor s přítomností středně 

těžkých až těžkých jaderných atypií, s výskytem ˂ 10 mitóz na 10 HPF, bez přítomnosti 

koagulačního typu nekrózy (Bell SW. et al., 1994). Recentní WHO klasifikace nádorů 



 

59 

 

ženského genitálu definuje LBN jako hladkosvalový nádor s bizarními jádry v různém počtu a 

distribuci (fokálně, multifokálně či difúzně), s mitózami v počtu ˂ 5/10 HPF a nepřítomností 

koagulačního typu nekrózy (Cree IA. et al., 2020). Popsány jsou navíc také další doplňující 

morfologické znaky, jako jsou karyorektická či pyknotická jádra, jaderné pseudoinkluze, 

vezikulární nebo hrubý jaderný chromatin, eozinofilní cytoplazma a globoidní 

cytoplazmatická tělíska (Cree IA. et al., 2020). Zdůrazněno je, že karyorektická jádra nesmí 

být mylně interpretována jako mitózy, což by mohlo vést k chybné diagnóze LMS. Některé 

uvedené morfologické znaky můžeme najít i u CL, UL a u nově vyčleněné jednotky, FH-

deficientního leiomyomu (Cree IA. et al., 2020), u kterého bývají prokázány somatické či 

germinální mutace FH. Dle nejnovějších studií se zdá, že LBN představuje heterogenní 

skupinu nádorů, jejichž jedna část je asociována s alteracemi v genu FH, u druhé části se 

častěji vyskytují alterace v genech TP53 a RB1 (Bennett JA. et al., 2017; Ubago JM. et al., 

2016; Zhang Q. et al., 2017).  

V naší práci jsme provedli komplexní retrospektivní klinicko-patologickou, morfologickou, 

imunohistochemickou a molekulární analýzu LBN. Z molekulárního hlediska jsme se zaměřili 

hlavně na stanovení genetických a epigenetických změn genu FH, které jsou v recentních 

publikacích považovány za součást tumorigeneze části LBN. Kromě toho se u LBN 

s alteracemi v genu FH u části pacientů může jednat o manifestaci HLRCC, přičemž vznik 

leiomyomů může předcházet vzniku renálního karcinomu i o několik let. Proto jsme se 

zaměřili i na možnost využití imunohistochemického vyšetření s protilátkou FH (anti-FH) 

jako screeningové metody k odhalení pacientů s mutací genu FH.     

Problematika biologické povahy LBN byla v literatuře opakovaně diskutována. 

V minulosti se na LBN nahlíželo jako na nádor s nízkým maligním potenciálem nebo nádor 

nejasné či neznámé biologické povahy. Většina pacientek proto podstupovala jako kurativní 

výkon hysterektomii, a to i přes skutečnost, že se jednalo často o mladší pacientky 
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v reprodukčním věku. Dostupné publikace s delším sledováním pacientek však ukazují, že 

většina LBN vykazuje benigní chování (Sung CO. et al., 2009; Croce S. et al., 2014; Ly A. et 

al., 2013). Navzdory této skutečnosti je nutno zdůraznit, že část LBN sdílí některé 

morfologické a molekulární znaky s LMS, což může při jejich diagnostice způsobovat 

problémy. Některé práce vzhledem k tomu také zpochybňují, že LBN je nádor s výraznými 

„degenerativními“ buněčnými/jadernými atypiemi a vyslovují hypotézu, že by se mohlo 

jednat o nádor s potenciálním maligním chováním, resp. že by mohlo docházet k jeho progresi 

do LMS. LBN by tak představoval prekurzorovou lézi (Liegl-Atzwanger B. et al., 2016; 

Mäkinen N. et al., 2017). Nadále tedy přetrvávají určité nejistoty týkající se biologické 

povahy těchto lézí. I když je na LBN v současné době nahlíženo jako na léze benigní, literární 

data jsou poměrně limitovaná a většina pacientek je nadále léčena hysterektomií. Rozsáhlejší 

studie sledující pacientky léčené myomektomií chybí (Sung CO. et al., 2009; Croce S. et al., 

2014).  

Z našeho souboru 108 pacientek byla dostupná follow-up data u 92 případů a lokální 

rekurence byla popsána u 18 z nich (19,6 %), z toho 11 nebylo histologicky ověřeno. U 7 

biopticky ověřených recidiv se ve 2 z nich jednalo opět o LBN (28,6 %), ve 4 o UL (57,1 %) a 

v 1 případě o ML (14,3 %). Kromě toho u 2 pacientek byl následně diagnostikován LMS. 

V jednom případě vzniklý ve vaginálním pahýlu 8 měsíců po hysterektomii, ve druhém 

případě vzniklý 7 let po myomektomii v děloze. Metastatický rozsev nebyl pozorován v 

žádném z případů. 

Nejstarší práce, která poukazuje na přítomnost lokálních recidiv, se objevuje již v roce 1994, 

kdy Peters a kolektiv hodnotili 15 hladkosvalových nádorů klasifikovaných jako nádory 

s nejistým biologickým chováním, a ve 27 % došlo k recidivě onemocnění. Jednalo se o 

nádory s mírnými až středně těžkými buněčnými atypiemi a přítomností 5-10 mitóz na 10 

HPF. Nebyla však uvedena zmínka o přítomnosti či absenci koagulačního typu nekrózy, a 
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tedy je diskutabilní, jestli se ve všech případech opravdu jednalo o LBN (Peters WA. 3rd et al., 

1994).  

Recidivy LBN po hysterektomii a myomektomii popisují také autoři jiné studie na souboru 51 

pacientek. Hysterektomii podstoupilo 34 pacientek a myomektomii 17 pacientek. Z pacientek 

léčených hysterektomií byla pozorována 1 recidiva (2,9 %) v podobě LBN v retroperitoneu po 

87,5 měsících, zbývající pacientky byly bez recidivy. Ve skupině pacientek po myomektomii 

byla u 3 pacientek (18 %) popsána recidiva v podobě LBN. U 2 pacientek se jednalo o lézi 

diagnostikovanou v následné hysterektomii, 1 pacientka podstoupila opakovanou 

myomektomii následně se 2 úspěšnými těhotenstvími (Ly A. et al., 2013). Recidiva LBN byla 

popsána také v jiné studii ve 2 z 35 případů LBN (5,7 %), v 1 z těchto případů se jednalo o 

recidivu extrauterinní (Mills AM. et al., 2013). Pouze v jedné práci zahrnující 59 případů 

LBN nebyla popsána žádná recidiva onemocnění, i zde se jednalo o pacientky buď po 

hysterektomii (42), nebo po myomektomii (17) (Croce S. et al., 2014).  

V porovnání našich výsledků s výsledky jiných studií lze konstatovat, že u části pacientek 

může dojít k recidivě onemocnění, v našem případě byla četnost výskytu rekurencí 19,6 %.  

I přes výskyt recidiv nebylo v literatuře popsáno úmrtí pacienta v přímé souvislosti s LBN. 

Naše výsledky i výsledky dalších publikovaných studií tedy podporují názor, že i když LBN 

vykazuje na morfologické úrovni jaderné atypie a na molekulární úrovni určité podobnosti 

s LMS, jedná se o lézi benigní. Vhledem k uvedenému se tedy u pacientek přejících si 

zachování fertility jeví myomektomie jako adekvátní léčebná metoda. Ve studii 37 pacientek 

s LBN po myomektomii sledovaných v rámci naší nemocnice bylo zaznamenáno úspěšné 

těhotenství ve 23 případech (Boudová B. et al. 2019).  

Z pohledu patologa je důležité správné morfologické zhodnocení léze. LBN se 

vyznačuje přítomností bizarních jader, nesmí být zastižen koagulační typ nekrózy a počet 

mitóz musí být < 5/10 HPF. Definujícím znakem této varianty je tedy přítomnost bizarních 
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jader. V našem souboru byla denzita bizarních jader různá; nízká, střední i vysoká, 58 %, 

26 %, resp. 16 %. Distribuce bizarních jader byla fokální, multifokální a difúzní v 11 %, 56 % 

a 33 %. Denzita bizarních jader v jednotlivých publikacích se pohybovala v rozmezí nízké (5-

48 %), střední (32-62 %) a vysoké (20-33 %). Identická situace je i s distribucí bizarních jader, 

která může být fokální (26-39 %), multifokální (44 %), difúzní (30-69 %) (Croce S. et al., 

2014; Ubago JM. et al., 2016; Bennett JA. et al., 2017). Z publikovaných výsledků i našich 

dat tedy vyplývá, že přítomnost bizarních jader může být v nádoru i ve velice malém 

množství a stanovení diagnózy tedy může být v některých případech i z tohoto pohledu 

obtížné.  

S ohledem na výskyt koagulačního typu nekrózy, která představuje vylučující kritérium pro 

diagnózu LBN, je důležité její odlišení od ischemického typu nekrózy. V našem souboru se 

ischemická nekróza vyskytla ve 4,6 % případů (5/108). V jedné práci byla nekróza 

detekována až ve 36 %, navíc byla i multifokální (Croce S. et al., 2014).    

Posledním z hlavních morfologických kritérií je stanovení počtu mitóz. Podle současných 

diagnostických kritérií musí být počet mitóz < 5/10 HPF, jinak je léze klasifikována buď jako 

STUMP (5-9/10 HPF), nebo jako LMS (≥ 10/10 HPF). V našem souboru nebyly u 73 % 

případů zastiženy žádné mitózy, 1/10 HPF byla u 19 % případů, 2/10 HPF u 4 % případů, 

3/10 HPF u 2 % případů a 4/10 HPF u 3 % případů. Dle současných diagnostických kritérií 

počet mitóz ≥ 5/10 HPF vylučuje diagnózu LBN, nicméně v pracích publikovaných před 

tímto datem je popsáno několik publikací s vyšším počtem mitóz. V práci autorů z roku 2016 

počet mitóz kolísal od < 1/10 HPF (8 %), přes 1-5/10 HPF (82 %), až po ˃ 5/10 HPF (10 %) 

(Ubago JM. et al., 2016). V jiné práci z roku 2014 byl počet mitóz < 2/10 HPF v 63 %, 2-5/10 

HPF v 19 % a v 5 % byl ˃ 5/10 HPF, konkrétně 6-7/10 HPF (Croce S. et al., 2014). 

Hodnocení počtu mitóz může být v některých případech LBN velice obtížné, zejména 

z důvodu výskytu karyorektických či pyknotických jader, která lze snadno mylně 
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interpretovat jako mitózy. V tomto ohledu může být nápomocné imunohistochemické 

vyšetření s protilátkou PHH3 (Liang Y. et al., 2015; Pang SJ. et al., 2015). Mitózy značené 

protilátkou PHH3 jsou snadno pozorovatelné a umožňují rychlou identifikaci oblastí s 

nejvyšší mitotickou aktivitou (tzv. „hot spots“). V práci Lianga, která zahrnovala 15 UL, 32 

LBN a 15 LMS, je patrná statisticky významná odchylka v expresi PHH3 mezi popsanými 

kategoriemi, kde exprese ˃ 5 PHH3 pozitivních buněk na 10 HPF byla pozorována u 80 % 

LMS, 16 % LBN a pouze u 0,67 % UL (Liang Y. et al., 2015). Podobně Mills a jeho 

spolupracovníci prokázali ˃ 5 PHH3 pozitivních buněk na 10 HPF u 46 % LMS a pouze u 

2,78 % LBN (Mills AM. et al., 2013). V našem souboru se exprese PHH3 pozitivních 

nádorových buněk na 10 HPF pohybovala v rámci 0-7/10 HPF u UL, 0-8/10 HPF u LBN a 0-

176/10 HPF u LMS. Více než 5 PHH3 pozitivních buněk na 10 HPF bylo zastiženo u 2 % UL, 

2 % LBN a 72 % LMS. Nutné je však zdůraznit, že v kategorii LMS bylo 28 % nádorů, které 

vykazovaly nízkou expresi PHH3, tzn. 0-5/ 10 HPF. Naše výsledky jsou v souladu 

s dosavadními publikacemi a poukazují na skutečnost, že imunohistochemické vyšetření 

s protilátkou PHH3 může být při stanovení počtu mitóz nápomocné, a to zejména při odlišení 

mezi pravou mitózou a jejím napodobovatelem různého původu. V současné době by však 

vyšetření PHH3 nemělo být použito při stanovení počtu mitóz na 10 HPF za účelem stanovení 

biologické povahy leiomyocelulárních nádorů, nastavené algoritmy vycházejí z hodnocení 

preparátů barvených hematoxylin-eosinem a literární data poukazují na fakt, že počet mitóz 

hodnocených s použitím PHH3 je vyšší, což by u části nádorů měnilo jejich klasifikaci.  

Mezi dalšími hodnocenými morfologickými znaky byly cytologické charakteristiky jader 

nádorových buněk, podle kterých lze LBN zařadit do 2 kategorií, LBN typ I a typ II. První 

skupina je dle literárních údajů výrazněji spjatá s alteracemi v genu FH. V recentně popsané 

práci na 60 LBN bylo zastoupení obou skupin přibližně rovnoměrné, 53 % typ I a 47 % typ II 
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(Ubago JM. et al., 2016). V našem souboru byl více zastoupený typ I, který představoval 67 % 

lézí.  

Mezi pomocné mikroskopické znaky LBN patří přítomnost eozinofilních cytoplazmatických 

globulí a parožnatých krevních cév („staghorn vessels“). Tyto znaky však nejsou specifické 

pro LBN a mohou se vyskytovat i u jiných lézí. Například eozinofilní cytoplazmatické 

globule lze nalézt i u UL, kde se však vyskytují pouze asi u 2 % případů (Dundr P. et al., 

2006). Výskyt těchto globulí u LBN je však podstatně častější, publikované práce popisují 

jejich přítomnost u 48 %, resp. 41 % případů (Ubago JM. et al., 2016; Croce S. et al., 2014). 

V našem souboru jsme je nalezli u 56 % případů.  

Molekulární aberace vyskytující se u LBN nejsou přesně známé, problematikou se 

zabývalo pouze limitované množství studií. Recentně však byly popsány zejména aberace 

v genu FH. V studii 77 případů LBN se autoři zaměřili na identifikaci změn genu FH 

zhodnocením exprese imunohistochemických protilátek FH a 2SC (Zhang Q. et al., 2018). 

Výsledky jejich studie ukázaly aberantní imunohistochemickou expresi (FH-/2SC+) u 51 % 

LBN, z toho u 21 % byly potvrzené mutace genu FH. V naší studii byla ztráta exprese FH 

zastižena u 67/108 (62 %) případů a mutace genu FH u 15/53 (28,3 %) případů. Z 15 našich 

případů s alteracemi v genu FH bylo 80 % LBN typ I (12/15) a 20 % LBN typ II (3/15). 

Imunohistochemickou ztrátu exprese FH jsme pozorovali u 76 % LBN typ I a 33 % LBN typ 

II. Tyto výsledky korelují s výše zmíněnou práci, ve které ztráta exprese FH byla popsána u 

82,5 % LBN typ I a u 16,2 % LBN typ II (Zhang Q. et al., 2018). Imunohistochemická 

protilátka 2SC není v současné době komerčně dostupná, proto jsme ji na našem souboru 

pacientek nemohli použít.  

Výsledky imunohistochemických a molekulárních metod nasvědčují tomu, že LBN 

typ I a LBN typ II představují odlišné jednotky s jinou cestou tumorigeneze (Ubago JM. et al., 

2016). LBN typ I vzniká nejčastěji v souvislosti s alteracemi genu FH, u LBN typu II jsou 
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častější změny v genech TP53, CDKN2A, HMGA2 a MED12. Jedno z možných vysvětlení je, 

že LBN typ II vzniká na podkladě UL. Výsledky naší studie tuto možnost podporují, ve 

skupině LBN typu I jsme prokázali mutaci v genu FH u 35 % případů, zatímco u LBN typu II 

pouze v 16 %. Kromě toho ve skupině LBN typu II jsme imunohistochemicky prokázali 

difúzní pozitivitu p16 a aberantní typ exprese p53 v 19,4 % a 5,6 %, ve skupině LBN typu I to 

bylo pouze v 6,9 % a 2,8 % případů.   

Ve studii 1583 nádorů hladké svaloviny dělohy (182 LBN, 1058 UL, 57 CL, 61 

epiteloidních leiomyomů a 226 LMS), byla ztráta exprese FH zjištěna pouze u 86 případů 

(5,43 %). Ve skupině LBN byla četnost nejvyšší (37,3 %), u UL byla pouze u 1,6 % případů, 

u CL v 1,8 % případů, a u epiteloidních leiomyomů v 1,6 % případů. Všechny LMS měly 

expresi FH zachovalou (Miettinen M. et al., 2016). Molekulární analýza byla v této studii 

provedena pouze u 16 případů se ztrátou exprese FH a s dostatečně kvalitní DNA, z toho v 50 % 

byly nalezeny mutace genu FH. Obdobné výsledky jsme prokázali i v naší studii, kde byla 

ztráta exprese FH u LBN v 62 %, u UL ve 2 % a u LMS v 0 %.  

Studie zabývající se komplexní imunohistochemickou analýzou zaměřenou na 

stanovení diferenciace nádoru prokázaly u LMS poměrně často expresi markerů dříve 

nahlížených jako markery endometriální stromální diferenciace, naopak exprese 

„hladkosvalových markerů“ může být limitovaná s ohledem na její rozsah i spektrum 

exprimovaných markerů. Poměrně často byla u LMS popsána exprese markeru CD10 (55 %) 

a IFITM1 (30 %), tedy markerů „endometriální stromální“ diferenciace. Z hladkosvalových 

markerů je často zastižena exprese transgelinu (80-100 %), který se kromě vysoké senzitivity 

zdá být i marker s vysokou specificitou, data jsou však poměrně limitovaná (Dundr P. et al., 

2021; Tawfik O. et al., 2014; Robin YM. et al., 2013). Znalost variability 

imunohistochemického profilu LMS je v rámci diferenciální diagnostiky důležitá, chybné 

vyhodnocení exprimovaných markerů může vést ke stanovení špatné diagnózy. V našem 
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souboru 68 LMS byla exprese CD10 zastižena ve 24,5 %, IFITM1 ve 32,4 %, transgelinu v 

71 % a dosud u těchto nádorů nevyšetřovaného markeru smoothelinu ve 14,7 %.  

Další hladkosvalovou lézí, která podobně jako LMS může vykazovat poměrně značné 

odchylky od „typického“ imunohistochemického profilu hladkosvalové diferenciace, je CL. 

Vzhledem k tomu, že nejdůležitější diferenciálně diagnostickou jednotkou, která připadá u CL 

v úvahu je LG ESS, je znalost morfologie a imunohistochemického profilu obou lézí zásadní. 

S ohledem na expresi jednotlivých markerů u CL je nutno zdůraznit skutečnost, že markery 

„endometriální stromální diferenciace“ CD10 a IFITM1 jsou u CL exprimovány ve vysokém 

procentu případů. Historicky prvním markerem „endometriální stromální“ diferenciace je 

CD10, jehož exprese je u LG ESS přítomna asi v 87 % případů. Přestože exprese CD10 byla 

zpočátku pokládána s ohledem na potvrzení endometriální stromální diferenciace za vysoce 

specifickou, následné studie ukázaly, že se nejedná o marker specifický a jeho exprese byla 

popsána asi u 20-40 % CL (Chu PG. et al., 2001; McCluggage WG. et al., 2001; Zhao W. et 

al., 2021). Oproti nádorům s endometriální stromální diferenciací, u kterých je exprese CD10 

často silně intenzivní a difúzní, je exprese u CL často spíše fokální a slabá. V našem souboru 

CL vykazovalo expresi CD10 65,4 % případů, nicméně pouze v 9,6 % byla exprese 

signifikantní (≥ 50 % nádorových buněk). Imunohistochemická exprese novějšího markeru 

„endometriální stromální“ diferenciace IFITM1 byla u CL hodnocena pouze v omezeném 

počtu studií. Ve studii zahrnující 16 CL byla slabá exprese IFITM1 pozorována ve 43,7 % 

(Parra-Herran CE. et al., 2014). V recentní práci z roku 2021 zahrnující 33 případů CL byla 

exprese IFITM1 popsána v 18,2 % (Zhao W. et al., 2021). V našem souboru 52 CL byla 

exprese IFITM1 prokázána ve 36,5 %, avšak pouze v jednom případě byla exprese zastižena 

ve ≥ 50 % buněk. Při diagnostice endometriálních stromálních nádorů tedy vykazuje vyšetření 

s protilátkou IFITM1 vyšší senzitivitu a specificitu (86,7 % a 81,8 %) než CD10 (63,3 % a 

78,8 %) (Zhao W. et al., 2021). Výsledky naší studie však prokázaly, že při zohlednění 
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rozsahu exprese je specificita IFITM1 pro endometriální stromální diferenciaci podstatně 

vyšší než literárně udávaná. 

Hledání vhodných markerů, které by měly přínos při stanovení biologické povahy 

hladkosvalových lézí, započalo již koncem devadesátých let minulého století (Hall KL. et al., 

1997; Zhai YL. et al., 1999). Následovalo poměrně velké množství dalších studií, optimální 

panel imunohistochemických protilátek, který by s jistotou rozlišil mezi benigní a maligní lézí, 

se však nepodařilo doposud nalézt. Analýzu dat z jednotlivých studií komplikuje fakt, že 

hranice pozitivity pro jednotlivé markery jsou často významně rozlišné. V obecné úrovni však 

studie ukazují, že exprese hormonálních receptorů klesá od benigních nádorů směrem 

k maligním, a naopak exprese p16 a p53 má opačnou tendenci (Dastranj T. A. et al., 2015; 

Maltese G. et al., 2018; Zhang Q. et al., 2017). Studie 22 leiomyomů a 31 LMS prokázala u 

leiomyomů expresi ER v 95,5 % a PR ve 100 %, u LMS pouze ve 41,9 %, resp. 38,2 %. 

V této práci autoři hodnotili také expresi p16 a p53, a prokázali signifikantně „vyšší 

pozitivitu“ u LMS – 45,2 %, resp. 58,1 %, než u leiomyomů – 4,5 %, resp. 9,1 %; interpretace 

těchto výsledků je však obtížná z důvodu chybění jednoznačného stanovení hranice pozitivity, 

resp. vyšší pozitivity dle metodiky (Maltese G. et al., 2018). Jiná studie popsala u LMS ztrátu 

exprese ER a PR v 65 % a 75 % případů (Zhang Q. et al., 2017). V recentně publikovaném 

přehledovém článku byly podány souhrnné výsledky různých studií zaměřených na 

imunohistochemickou analýzu exprese ER, PR, p16 a p53 u různých skupin 

leiomyocelulárních nádorů ženského genitálu (Dundr P. et al., 2021). Výsledky poukazují na 

fakt, že využití uvedených imunohistochemických vyšetření může mít význam u 

hladkosvalových vřetenobuněčných lézí, avšak část LBN má na této úrovni některé společné 

znaky s LMS a využití zejména p16 a p53 je v diferenciální diagnostice mezi LBN a LMS 

limitované. U vřetenobuněčných lézí by mohlo mít imunohistochemické vyšetření význam při 

hodnocení lézí spadajících do kategorie STUMP. Některé práce popisují signifikantně vyšší 
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expresi Ki-67, p16 a p53 u pacientů s vyšším rizikem recidivy onemocnění STUMP, nicméně 

v metodice nepopisují IHC vyhodnocení výsledků protilátek, a proto je i interpretace těchto 

dat svízelná (Huo L. et al., 2020).  

Metaanalýza čítající 661 pacientů s hladkosvalovými nádory dělohy prokázala, že 

difúzní exprese p16 je významně vyšší u LMS, než u leiomyomů a jejich variant (p < 0,001), 

a také byla prokázána korelace exprese p16 s vyšší mírou rizika recidivy onemocnění (p= 

0,019) (Cao HY et al., 2017).   

Zásadně důležitou se v poslední době s rozvojem nových terapeutických možností 

stává problematika prediktivního testování. U mezenchymálních nádorů dělohy je však 

význam prediktivního testování omezen na několik definovaných jednotek vykazujících 

specifické terapeuticky ovlivnitelné molekulární aberace, znalosti týkající se dalších lézí, 

včetně hladkosvalových, jsou však velmi limitované. Jedním z potenciálně prediktivních 

markerů, jehož data jsou s ohledem na výskyt u LMS v literatuře limitovaná, je exprese pan-

TRK. V našem případě byla exprese tohoto markeru prokázána u 8 % UL, 5,5 % LBN a 10,3 % 

LMS. Výsledky však nebyly dále analyzovány pomocí molekulárních metod a vzhledem 

k tomu, že imunohistochemické vyšetření je poměrně nespecifické, se ke skutečné incidenci 

přestavby genů NTRK nelze s jistotou vyjádřit. Tato oblast si však zasluhuje další výzkum a 

možnost využití léčby inhibitory kinázy tropomyosinového receptoru (TRKi) u části LMS by 

byla důležitá i s ohledem na fakt, že LMS jsou chemo- a radiorezistentní.  

Dalším potenciálně prediktivním markerem je ALK. V rozsáhlejší studii zahrnující téměř 400 

LMS z různých lokalit byla identifikována přestavba genu ALK u 2,4 % případů (Davis LE. et 

al., 2019). Dále se v literatuře objevují jednotlivá kazuistická sdělení o přítomnosti změn genu 

ALK u LMS (Testa S. et al., 2021). V naší práci jsme na imunohistochemické úrovni prokázali 

expresi ALK u 4,4 % LMS. K jednoznačnému potvrzení možné přestavby genu ALK by však 
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bylo nutné provést molekulární vyšetření. U žádného případu UL, CL a LBN nebyla exprese 

ALK prokázána. 

Zcela sporadicky se v literatuře objevují práce zaměřené na problematiku exprese PD-1/PD-

L1 u sarkomů. Ve studii z roku 2020 byla analyzována exprese PD-L1 u 522 sarkomů. PD-L1 

exprese (TPS, ≥ 1 %) byla identifikována u 31 % nediferencovaných pleomorfních sarkomů, 

29 % angiosarkomů, 26 % rhabdomyosarkomů, 18 % myxofibrosarkomů, 11 % LMS a 10 % 

dediferencovaných liposarkomů (Vargas AC. et al., 2020). S ohledem na expresi PD-L1 u 

hladkosvalových nádorů dělohy jsou literární data velmi limitovaná. V jedné studii zahrnující 

39 hladkosvalových nádorů dělohy (23 LMS, 8 STUMP, 7 LBN, 11 UL) byla exprese PD-L1 

přítomna u 70 % LMS a 14 % LBN, naopak všechny případy STUMP a UL byly negativní 

(Shanes ED. et al., 2019). V našem souboru pacientek byla exprese PD-L1 prokázána pouze 

ve 2 děložních LMS (2,9 %), a to ve 40 % a 80 % nádorových buněk. V skupině UL a LBN 

nebyl pozitivní (≥ 1 %) žádný případ. Naše data jsou tedy oproti uvedené studii významně 

odlišná, v tuto chvíli se však vzhledem k absenci dalších studií zaměřených na uvedenou 

problematiku nelze k frekvenci výskytu exprese PD-L1 u LMS vyjádřit a zapotřebí jsou další 

studie. 

 Studie zabývající se problematikou molekulárních aberací u leiomyocelulárních lézí 

dělohy prokázaly, že existují 3 základní molekulární subtypy leiomyomů, jejichž frekvence 

výskytu je mezi jednotlivými subtypy odlišná. Tyto aberace zahrnují změny genu HMGA2 

(přestavby vedoucí k nadměrné transkripci genu s overexpresí proteinu HMGA2), vyskytující 

se přibližně u 20-30 % UL (Bertsch E. et. al., 2014; Mäkinen N. et al., 2017; Äyräväinen A. et 

al., 2020). Dále jsou to mutace genu MED12 vyskytující se v 60–70 % UL a mutace genu FH, 

kterou lze nalézt u přibližně 1 % všech leiomyomů, nicméně u LBN se vyskytuje s četností 

20-30 %. (Zhang Q. et al., 2018; Ubago JM. et al., 2016; Mäkinen N. et al., 2013; Lehtonen R. 

et al., 2004; Nibert M. et Heim S., 1990). V naší studii jsme se zaměřili i na problematiku 
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molekulárních aberací vyskytujících se u CL. Podle literárních údajů převažuje u CL 

overexprese HMGA2 (10-32 %), následována delecí krátkého raménka chromozomu 1 (do 

25 %) a mutacemi v genu MED12 (5-16 %). Velice vzácně jsou pozorovány mutace genu FH. 

V našem souboru 52 CL byla overexprese HMGA2 zastižena ve 34,6 %, delece 1p 

chromozomu v 19,3 % a mutace genu MED12 v 9,4 %. Všechny aberace byly vzájemně se 

vylučující a případy s delecí 1p tedy nejspíše představují samostatný molekulární subtyp. 

Alterace genu FH nebyly v našem souboru nalezeny.   

Výsledky naší práce týkající se problematiky mutací genu FH jsou ve shodě s literárními daty, 

která potvrzují výrazně vyšší incidenci mutací v genu FH u skupiny LBN. V našem souboru 

LBN byla prokázána patogenní či pravděpodobně patogenní varianta FH u 28,3 %. V studii 

analyzující 72 LBN byla mutace genu FH prokázána u 21 % případů (Zhang Q. et al., 2018). 

V jiné studii zahrnující 18 případů byla mutace FH ve 33,3 % (Mäkinen N. et al., 2017). 

Mutace v genu FH mohou být germinálního i somatického původu. Germinální mutace v 

genu FH jsou spojeny se syndromem HLRCC. U rodin s výskytem HLRCC je prokázána 

germinální mutace FH přibližně v 60 % (Lehtonen R. et al., 2004). Leiomyomy děložního těla 

či kožní leiomyomy u pacientů s HLRCC vnikají v nižším věku. Jedna studie se zaměřila na 

soubor 194 pacientek s výskytem leiomyomů před 40. rokem věku. Tyto nádory byly 

analyzovány na molekulární úrovni se zaměřením na průkaz mutace FH, která byla nalezena 

v 5 případech (2,6 %). Na morfologické úrovni vykazovaly 4/5 případů typické rysy popsané 

u LBN typ I. Všech 5 nádorů vykazovalo pozitivitu barvení s protilátkou 2SC; u 2/5 byla 

prokázána ztráta exprese FH (Joseph NM. et al., 2015).  

Jiná studie se zaměřila na problematiku leiomyomů u pacientek s HLRCC a na sporadické 

leiomyomy a prokázala, že mutace v genech FH a MED12 se vzájemně vylučují. Celkem 

v rámci studie hodnotili 122 leiomyomů asociovaných s HLRCC a 66 sporadických 

leiomyomů. U HLRCC asociovaných leiomyomů byla u 92 % případů prokázána pomocí 
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imunohistochemického vyšetření s 2SC aberace FH. Ve zbylých 8 % případů této skupiny 

byla prokázána mutace genu MED12. Ve skupině sporadických leiomyomů byla u 55 % 

případů prokázána mutace genu MED12 a v žádném případu nebyl mutován gen FH. Většina 

děložních leiomyomů je tedy u pacientek s HLRCC způsobena inaktivací genu FH, vyskytují 

se však i sporadické tumory vzniklé somatickými mutacemi genu MED12 (Kämpjärvi K. et al. 

2016).  

Somatické mutace genu FH byly popsány i v jiných studiích. Například v jedné studii 

zahrnující 1152 neselektovaných děložních leiomyomů, 5 děložních leiomyomů u pacientů 

s HLRCC a 88 LMS byla u 1 % neselektovaných leiomyomů a u všech 5 případů leiomyomů 

u pacientů s HLRCC pozorována ztráta imunohistochemické exprese FH. Všechny LMS 

v této studii měly expresi FH zachovalou. Při bližší analýze neselektovaných leiomyomů se 

ztrátou exprese FH však nebyla v žádném případě prokázána germinální mutace genu FH 

(Harrison WJ. et al., 2016).   

V souhrnu 3 studií je popsána mutace genu FH u 0,7 % neselektovaných děložních 

leiomyomů (2/282), přičemž ani jeden z nich nebyl asociován s germinální mutací (Barker 

KT. et al., 2002; Barker KT. et al., 2006; Lehtonen R. et al., 2004).  

V jiné práci zabývající se problematikou inaktivace FH při sporadické tumorigenezi autoři 

analyzovali kromě nádorů jiného histologického typu i 153 neselektovaných děložních 

leiomyomů, u kterých detekovali ztrátu heterozygozity FH u 5 (3,3 %) případů. Z těchto 5 

případů byla somatická mutace detekována ve 2 případech, ve zbylých 3 případech se nalezla 

germinální mutace (Lehtonen R. et al., 2004).  

S ohledem na potenciální využití imunohistochemického vyšetření jako screeningové metody 

pro detekci přítomnosti mutace genu FH je důležitá znalost sensitivity a specificity tohoto 

vyšetření. Ve studii z roku 2015 byla vyslovena teorie, že pozitivní imunohistochemické 

barvení s protilátkou 2SC je senzitivní a specifické pro detekcí alterací v genu FH, zatímco 
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ztráta exprese FH je specifická, avšak není dostatečně senzitivní. V této studii byla exprese 

FH nalezena i u případů s missense mutacemi v genu FH (Joseph NM. et al., 2015). V našem 

souboru byla mutace třídy 4/5 genu FH nalezena v 13/29 (45 %) LBN se ztrátou 

imunohistochemické exprese FH (FH-) a u 2/24 (8 %) LBN bez ztráty imunohistochemické 

exprese FH (FH+). Senzitivita imunohistochemického vyšetření s protilátkou FH byla v naší 

studii 87 % a specificita 58 % (negativní prediktivní hodnota = 92 %). 

V jiné studii zahrnující 31 LBN byla provedena imunohistochemická (n=31) i sekvenační 

analýza (n=24). Aberantní imunohistochemický profil (FH-/2SC+ nebo FH+/2SC+) 

vykazovalo 17 případů (55 %). Sekvenační analýza provedena na 24 případech zahrnovala i 

14 případů s aberantním imunohistochemickým profilem a ve 13/14 případech se potvrdili 

abnormality v genu FH (Bennett JA. et al., 2017). 

Další studie se zabývala expresí FH v kožních leiomyomech u pacientů s HLRCC. Celkově 

autoři zhodnotili imunoprofil 96 kožních leiomyomů od 87 pacientů, přičemž 12 vzorků 

pocházelo od 7 pacientů s diagnózou HLRCC. Imunohistochemická exprese FH zůstala 

zachována v 85 případech, v 9 případech byla její ztráta, u 2 případů byl výsledek 

imunohistochemického vyšetření nejasný (velice slabá imunohistochemická exprese). Z 9 

negativních případů bylo 7 vzorků od pacientů s HLRCC.  Senzitivita imunohistochemického 

vyšetření s protilátkou FH pro diagnózu HLRCC byla v rámci této studie stanovena na 70 %, 

specificita na 97,6 % (Carter CS. et al., 2017).  

V jiné studii zahrnující 42 hladkosvalových lézí (13 lézí u pacientů se suspekcí nebo 

potvrzeným HLRCC, 20 sporadických kožních leiomyomů, 2 angioleiomyomy a 17 LMS) 

byla senzitivita imunohistochemického vyšetření s protilátkou FH 83,3 % a specificita 75 % 

(Llamas-Velasco M. et al., 2014). Celkově lze z dostupných studii zhodnotit, že senzitivita 

imunohistochemického vyšetření s protilátkou FH se pohybuje v rámci 70-87 % a specificita 

58-97,6 %. Protilátku FH (anti-FH) lze tedy potenciálně využít jako screeningovou metodu 
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k odhalení pacientů s možným HLRCC, avšak v úzké korelaci s klinicko-patologickými daty. 

U suspektních případů je na podkladě klinické indikace nutné dovyšetření lékařským 

genetikem.  

 

6. ZÁVĚR 

 

Cílem naší práce byla morfologická, imunohistochemická a molekulární analýza 

vybraných leiomyocelulárních nádorů dělohy, zejména se zaměřením na dva vzácné subtypy 

– LBN a CL. LBN představuje asi 2 % všech benigních hladkosvalových nádorů dělohy a 

vzhledem k vzácnosti této diagnózy jsou počty případů v jednotlivých studiích obvykle 

omezené, celkově bylo doposud analyzováno ve všech pracích zabývajících se jejich 

problematikou asi 400 případů. Náš soubor 108 pacientek s diagnózou LBN je tedy poměrně 

unikátní a představuje jeden z dosud největších publikovaných souborů. Výskyt CL je o něco 

vyšší, odhaduje se na 5 % všech benigních leiomyocelulárních nádorů dělohy, přesto jsou 

však literární data zabývající se jejich problematikou poměrně omezená. 

 Výsledky naší studie týkající se LBN potvrdily skutečnost, že navzdory znepokojivým 

cytologickým znakům se tyto léze chovají benigně, i když mohou recidivovat. Metodou volby 

může být u pacientek fertilitu zachovávající výkon, nikoliv tedy nutně hysterektomie. 

Výsledky naší studie podporují teorii, že LBN jsou heterogenní skupina lézí, které lze rozdělit 

na 2 základní skupiny, typ I a typ II, jejichž morfologický nález koreluje s přítomnými 

molekulárními aberacemi. U LBN typu I jsou častým nálezem alterace genu FH, většinou 

somatické; naproti tomu u LBN typu II jsou častým nálezem alterace v genu TP53, CDKN2A, 

MED12, HMGA2. Germinální mutace genu FH jsou asociovány se syndromem HLRCC. 

Vzhledem k tomu, že leiomyomy vyskytující se u tohoto syndromu mají určité specifické 

morfologické i imunohistochemické rysy a obvykle předcházejí vzniku karcinomu ledviny, je 
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jejich správná diagnostika velmi důležitá a může upozornit na možnost tohoto syndromu, 

jehož přesná incidence není v populaci známá. Diagnostika leiomyocelulárních lézí založená 

na kombinaci morfologických a imunohistochemických znaků s využitím protilátky FH (anti-

FH) by tedy mohla v definovaných případech posloužit jako vhodná a dostupná screeningová 

metoda. Senzitivita imunohistochemického vyšetření s protilátkou FH se pohybuje kolem 70-

87 % a specificita 58-97,6 %.  

U mezenchymových nádorů dělohy je základním aspektem bioptické diagnostiky 

stanovení jejich histogeneze a biologické povahy léze. Ke stanovení histogeneze pomáhá 

kromě morfologického a imunohistochemického vyšetření v nejednoznačných případech také 

molekulární analýza. Většina leiomyomů vykazuje „typický“ imunohistochemický profil 

s expresí hladkosvalových markerů, nicméně hlavně u části CL a LMS se může vyskytnout 

částečná ztráta exprese těchto markerů či dokonce jejich negativita. Navíc se může u těchto 

jednotek vyskytnout i exprese dalších markerů, které nejsou charakteristické pro hladkou 

svalovinu. Typickým příkladem je exprese CD10, která je historicky vnímána jako základní 

marker „endometriální stromální“ diferenciace. Bylo však prokázáno, že se nejedná o 

specifický marker, a exprese CD10 se může vyskytnout i u nádorů s hladkosvalovou 

diferenciací, zejména CL a LMS. Imunohistochemická exprese novějšího markeru 

„endometriální stromální“ diferenciace IFITM1 se zdá být v tomto kontextu o něco 

specifičtější, nicméně literární data jsou limitovaná. Oproti nádorům s endometriální 

stromální diferenciací je však exprese CD10 a IFITM1 v hladkosvalových nádorech často 

spíše fokální a slabá. Znalost variability imunohistochemického profilu mezenchymových lézí 

je v rámci diferenciální diagnostiky důležitá, chybné vyhodnocení exprimovaných markerů 

může vést ke stanovení nesprávné diagnózy. 

Při stanovení biologické povahy hladkosvalových lézí je základem morfologické zhodnocení 

léze. Využití imunohistochemického vyšetření s protilátkami ER, PR, p16, p53 a Ki-67 má 
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omezený význam, nicméně může být pomocné. Výsledky naší práce korelují s výsledky 

dalších studií a potvrzují, že u LMS dochází ke snížení/ztrátě exprese ER a PR, a naopak ke 

zvýšené expresi p16 a p53. Využití imunohistochemického vyšetření v praxi je však 

v diferenciální diagnostice mezi LBN a LMS problematické, protože část LBN vykazuje 

společné znaky s LMS.   

Studie tumorigeneze leiomyocelulárních nádorů dělohy prokázaly, že existují 3 

základní řídící mutace, a to v genech MED12, HMGA2 a FH, podle jejichž výskytu se 

leiomyomy dělí do tzv. molekulárních subtypů. Nejlépe prostudovanou skupinou jsou UL, ve 

kterých jsou alterace genu MED 12 prokázány v 60-70 %, HMGA2 ve 20-30 % a FH v 1 %. 

Studie zabývající se touto problematikou u LBN a CL jsou však velice limitované. Na rozdíl 

od UL se u LBN mutace genu FH vyskytuje s výrazně vyšší četností, a to 20-30 %. Výsledky 

naší práce s výskytem ve 28,3 % LBN odpovídají doposud publikovanými studiím. 

Molekulární aberace vyskytující se u CL zahrnují overexpresi HMGA2 (10-32 %), deleci 

krátkého raménka chromozomu 1 (do 25 %) a mutace v genu MED12 (5-16 %). V našem 

souboru CL byla overexprese HMGA2 zastižena ve 34,6 %, delece 1p chromozomu v 19,3 % 

a mutace genu MED12 v 9,4 %. V žádném případě nebyly nalezeny změny genu FH. Na 

základě našich výsledků se vzhledem k tomu, že všechny námi detekované aberace byly 

vzájemně se vylučující, lze domnívat, že nádory s delecí 1p nejspíše představují samostatný 

molekulární subtyp. Význam molekulárního testování má dopady i na rutinní diagnostiku, 

může být použito v diferenciální diagnostice nejednoznačných případů s překryvnými znaky, 

zejména LBN versus LMS a CL versus LG ESS. U LMS je popsáno množství molekulárních 

abnormalit a mezi nejčastější patří mutace genů TP53, ATRX a MED12. Poznatky o 

molekulárních aberacích vyskytujících se u endometriálních stromálních tumorů se rychle 

rozvíjejí a u části jsou nalezeny chromozomální přestavby genů zahrnujících JAZF1, EPC1, 

CXorf67, BCOR a další.  
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S rozvojem nových terapeutických možností se důležitou součástí diagnostiky stává i 

problematika prediktivního testování. Mezi námi studované markery jsme zařadili pan-TRK, 

ALK a PD-L1. Exprese pan-TRK a ALK byla prokázána v naší studii v 10,3 % a 4,4 % LMS. 

Tyto pozitivní případy však nebyly dále analyzovány pomocí molekulárních metod a 

vzhledem k tomu, že imunohistochemické vyšetření není zcela specifické, se ke skutečné 

incidenci přestavby genů NTRK, příp. ALK nelze s jistotou vyjádřit. Také incidence výskytu 

exprese PD-L1 v LMS je limitovaná, v jedné práci byla zastižena v 11 % LMS. Výsledky naší 

studie jsou poněkud odlišné, exprese PD-L1 jsme prokázali pouze ve 2 (2,9 %) děložních 

LMS. Samotná problematika prediktivního testování v sarkomech si však zasluhuje další 

výzkum a zapotřebí jsou další studie. 
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7. ABSTRAKT 

 

Úvod 

Leiomyom s bizarními jádry (LBN) a celulární leiomyom (CL) patří mezi vzácné varianty 

hladkosvalových nádorů dělohy. V diagnostické praxi může u LBN dojít k záměně 

s leiomyosarkomem (LMS) a u CL hlavně s low grade endometriálním stromálním sarkomem 

(LG ESS). Při stanovení diagnózy je nutné pečlivé zhodnocení morfologických znaků, 

v některých hraničních případech nám může pomoct imunohistochemické (IHC) a 

molekulární vyšetření. Literární data týkající se molekulárně genetických alterací 

vyskytujících se u LBN a CL jsou limitovaná, ukazuje se však, že část těchto nádorů sdílí 

některé aberace s klasickými leiomyomy (UL) a LMS.  

 

Cíle 

Cílem práce je prohloubení znalostí o hladkosvalových nádorech dělohy, zejména LBN a CL, 

jejich komplexní morfologické, IHC a molekulární zhodnocení. Cíle zahrnují: 1) podpoření 

hypotézy benigního chování LBN, 2) morfologickou analýzu LBN, 3) bližší ozřejmění 

tumorigeneze LBN se zaměřením na gen fumarát hydratáza (FH), 4) ozřejmění tumorigeneze 

CL, 5) využití imunohistochemické protilátky FH jako screeningové metody k identifikaci 

mutací genu FH, 6) využití morfologického zhodnocení a výsledků IHC vyšetření 

k usnadnění diferenciálně diagnostické rozvahy mezi benigními a maligními hladkosvalovými 

nádory, a dále mezi nádory jiné histogeneze, 7) IHC analýzu prognosticko-prediktivních 

markerů, se zaměřením na LMS. 

 

Materiál a metody 

Soubor obsahoval 108 LBN, 52 CL, 50 UL a 68 LMS. Bylo provedeno morfologické 

zhodnocení LBN a CL, u všech skupin IHC vyšetření s vybraným panelem protilátek. 
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Molekulární analýza byla provedena pomocí Sangerova sekvenování a NGS úspěšně u 53 

LBN, 47 UL, 20 LMS a 38 CL.  

 

Výsledky 

1) LBN se chovají benigně, mohou recidivovat, ale nemetastazují. 2) LBN lze rozdělit dle 

morfologie na 2 skupiny, typ I a II. 3) Ztráta IHC exprese FH byla zastižena v 62 % LBN a 2 % 

UL, ale v žádném případě CL a LMS. Molekulární analýzy prokázaly mutace genu FH u 28,3 % 

LBN (35 % u typu I, 16 % u typu II), ale v žádném případě UL, CL a LMS. 4) U CL 

v tumorigenezi převažuje overexprese genu HMGA2 (34,6 %), následována delecí 1p 

chromozomu (19,3%) a mutací genu MED12 (9,4 %). 5) Senzitivita IHC protilátky FH je 87 % 

a specificita 58 %. 6) Morfologické zhodnocení lézí je pro diagnostiku zásadní. U sporných 

případů lze v rámci diagnostiky využít IHC i molekulární analýzu, část lézí však může mít 

překryvný imunoprofil. 7) U části LMS jsme na IHC úrovni prokázali expresi některých 

potenciálně prediktivních markerů (pan-TRK 10,3 %, ALK 4,4 %, PD-L1 2,9 %), potřebné 

jsou však další studie. 

  

Závěr 

Naše práce potvrdila, že LBN se i přes přítomnost jaderných abnormalit chovají benigně a 

jako terapeutický výkon lze pacientkám, zejména v případě požadavku na zachování fertility, 

doporučit myomektomii. Část hladkosvalových lézí dělohy může vykazovat expresi IHC 

markerů endometriální stromální diferenciace, např. CD10 a IFITM1, proto je znalost možné 

variability IHC profilu důležitá a jeho chybná interpretace může vést ke stanovení nesprávné 

diagnózy. V případě tumorigeneze hladkosvalových lézí jsou naše výsledky ve shodě s dosud 

publikovanými studiemi, ve skupině LBN dominuje přítomnost mutací genu FH (28,3 %) a ve 

skupině CL overexprese genu HMGA2 (34,6 %). Tyto poznatky lze v určitých případech 



 

79 

 

využít v rámci diferenciální diagnostiky sporných lézí. Mutace genu FH u LBN bývají 

většinou somatického původu, minoritně se jedná o mutace germinální, které mohou být 

asociovány se syndromem hereditární leiomyomatózy a renálního karcinomu (HLRCC). 

Morfologické zhodnocení hladkosvalových lézí, včetně IHC vyšetření s protilátkou FH, by 

mohlo pomoci odhalit pacienty s možným HLRCC, nezbytná je však korelace s klinicko-

patologickými daty a v indikovaných případech vyšetření klinickým genetikem. Senzitivita 

IHC vyšetření byla v naší studii 87 % a specificita 58 % (negativní prediktivní hodnota = 

92 %). U částí LMS jsme na IHC úrovni prokázali expresi potenciálně terapeuticky 

ovlivnitelných biomarkerů (NTRK, ALK, PD-L1), v tomto ohledu je však zapotřebí dalšího 

výzkumu.   

 

8. SUMMARY 

 

Introduction 

Leiomyoma with bizarre nuclei (LBN) and cellular leiomyoma (CL) are rare variants of 

uterine smooth muscle tumors. In diagnostic practice, LBN can be mistaken for 

leiomyosarcoma (LMS), while CL may mimic low grade endometrial stromal sarcoma (LG 

ESS). Careful evaluation of morphological features is necessary when making the diagnosis; 

in some borderline cases, immunohistochemical and molecular examinations may help. 

Literature data on molecular genetic alterations in LBN and CL is limited, but some of these 

tumors appear to share certain aberrations with classical leiomyomas (UL) and LMS. 

 

Aims 

The aim of the work is to expand the knowledge about smooth muscle tumors of the uterus, 

especially LBN and CL, and perform a complex morphological, immunohistochemical (IHC), 
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and molecular evaluation of their features. The individual goals include: 1) confirmation of 

the hypothesized benign behaviour of LBN, 2) morphological analysis of LBN, 3) more 

detailed clarification of LBN tumorigenesis with a focus on the fumarate hydratase (FH) gene, 

4) clarification of CL tumorigenesis, 5) the use of IHC FH antibody as a screening method to 

identify FH gene mutations, 6) the use of morphological evaluation and results of IHC 

examination to facilitate differential diagnostic balance between benign and malignant smooth 

muscle tumors, and also between tumors of other histogenesis, 7) IHC analysis of prognostic 

and predictive markers, focusing on LMS. 

 

Material and methods 

The study cohort contained 108 cases of LBN, 52 cases of CL, 50 cases of UL, and 68 cases 

of LMS. Morphological evaluation of LBN and CL was performed, and IHC examination 

with a selected panel of antibodies was carried out in all tumor groups. Molecular analysis 

using Sanger sequencing and NGS was successfully performed in 53 LBN, 47 UL, 20 LMS, 

and 38 CL. 

 

Results 

1) LBNs have a benign behaviour, as they may recur, but they do not metastasize. 2) LBNs 

can be divided according to morphology into 2 groups, type I and II. 3) Loss of IHC FH 

expression was found in 62% LBN and 2% UL, but in no cases of CL and LMS. Molecular 

analysis showed mutations in the FH gene in 28.3% of LBN (35% in type I, 16% in type II), 

but in no cases of UL, CL, and LMS. 4) In CL, the molecular aberrations are characterised 

mainly by HMGA2 gene overexpression (34.6%), followed by deletion of the 1p chromosome 

(19.3%) and mutation of the MED12 gene (9.4%). 5) The sensitivity of the FH antibody is 87% 

and the specificity 58%. 6) Careful morphological evaluation of these lesions is essential for 
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achieving a correct diagnosis. In controversial cases, IHC and molecular analysis can also be 

used, but some lesions may have an overlapping immunoprofile. 7) When analysing the LMS 

group, we demonstrated the expression of some potentially predictive markers at the IHC 

level (pan-TRK 10.3%, ALK 4.4%, PD-L1 2.9%), but further studies are needed. 

 

Conclusion 

Our work confirmed that LBN, despite the presence of nuclear abnormalities, have a benign 

behaviour and as such myomectomy can be recommended to patients as a therapeutic 

procedure, especially in the cases when fertility needs to be preserved. Some uterine smooth 

muscle lesions may express IHC markers of endometrial stromal differentiation, such as 

CD10 and IFITM1, so the knowledge of possible variability of the IHC profile is important as 

misinterpretation may lead to misdiagnosis. When focusing on the tumorigenesis of smooth 

muscle lesions, our results are in agreement with previously published studies. In the LBN 

group, the presence of FH gene mutations represents the dominant finding (28.3%), while in 

the CL group HMGA2 gene overexpression predominates (34.6%). This knowledge can be 

used in certain cases in the differential diagnosis of controversial lesions. Mutations in the FH 

gene in LBN are usually of somatic origin with germinal mutations being rare, and may be 

associated with hereditary leiomyomatosis and renal cell carcinoma syndrome (HLRCC). 

Morphological evaluation of smooth muscle lesions, including IHC examination with FH 

antibody, could help identify patients with possible HLRCC, but further correlation with 

clinicopathological data and (in indicated cases) referral to a clinical geneticist is necessary. 

In our study, the sensitivity of IHC FH examination was 87% and the specificity 58% 

(negative predictive value = 92%). We have demonstrated the expression of potentially 

therapeutically modifiable biomarkers (NTRK, ALK, PD-L1) in some LMS cases at the IHC 

level, but further research is needed in this regard. 
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