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Úvod
Problematice dysplázií a karcinomu dûloÏního ãípku je jiÏ od
dob Papanicolaua vûnována velká pozornost v gynekologické
onkologii. Pfiesto, Ïe díky jejich lokalizaci je moÏná úãinná
prevence v˘skytu invazivních nádorÛ, zÛstávají stále velk˘m
zdravotnick˘m problémem. Pomocí vysoce senzitivních metod
detekce se zjistilo, Ïe drtivá vût‰ina tûchto lézí je kauzálnû sdru-
Ïena s pfiítomností papilomavirové (HPV) infekce (1). Pfies
nadûjné v˘sledky v oblasti imunizace proti HPV (2), která by
se mohla v budoucnosti stát úãinnou primární prevencí, zÛstá-
vá zatím depistáÏ cervikálních prekanceróz s odbûrem onko-
logické cytologie a vyhodnocením dle klasifikaãního systému
Bethesda (3) nadále zlat˘m standardem v této oblasti.
Vyhodnocení onkologické cytologie je pomûrnû pracné a scre-
ening jako celek je zatíÏen i nezanedbateln˘m procentem fale‰-
nû negativních i pozitivních v˘sledkÛ. Proto by byla Ïádoucí
komplementární vysoce senzitivní, specifická a spolehlivá
metoda k vãasné detekci progredientních prekanceróz. Nabí-

zející se prÛkaz papilomavirové DNA, je v‰ak zatíÏen fale‰nû
pozitivními v˘sledky (4) a obtíÏností zavedení do rutinního
screeningu i vzhledem k vysoké cenû. Urãit˘m metodick˘m
pokrokem je zavedení tzv. tekut˘ch cytologick˘ch vzorkÛ
(liquid based smears). Jedná se o odbûr materiálu z dûloÏního
ãípku kartáãkem do tekutého média se smûsí alkoholÛ, ve kte-
rém se po urãitou dobu buÀky fixují a jsou centrifugovány na
sklíãka. V˘hodou tohoto postupu mimo jiné je, Ïe k rutinnímu
vyhodnocení se pouÏije pouze ãást vzorku a u zbytku je moÏ-
né dal‰í zpracování (napfi. imunocytochemické metody). Díky
tomu pfiipadá v úvahu diagnostické vyuÏití proteinov˘ch mar-
kerÛ. Proteiny sdruÏené s proliferací (Ki67, Mcm5, Cdc6) se
v‰ak neosvûdãily vzhledem k nízké specificitû, protoÏe se
vyskytuji ve v‰ech proliferujících buÀkách (5) a rozdíl v jejich
expresi mezi normálním epitelem a prekancerózou je pouze
kvantitativní. Nadûjnûj‰í v˘sledky poskytuje stanovení prote-
inu p16, funkãnû svázaného s regulací bunûãného cyklu pro-
stfiednictvím proteinu Rb.
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Souhrn.: V˘chodisko: Za fyziologick˘ch okolností je produkt antionkogenu p16INK4a inhibitorem cyklin dependentních
kináz a reguluje bunûãn˘ cyklus na pfiechodu z G0 do G1 fáze. Protein Rb, produkt retinoblastomového genu, v aktivní formû
inhibuje transkripci p16. V dysplaziích a karcinomech dûloÏního ãípku papilomaviry transformují epitel mimo jiné inaktivací
pRb onkoproteinem E7. V dÛsledku blokády funkce pRb se neefektivnû zvedá hladina p16. Soubor nemocn˘ch a metodika:
Vzhledem k zajímavosti této problematiky a jejímu potenciálu pro screening cervikálních prekanceróz, jsme imunohistolo-
gicky vy‰etfiili 56 bioptick˘ch vzorkÛ (konizáty, hysterektomie), z toho 10 CIN I-II, 30 CIN III, 8 spinocelulárních karcinomÛ,
2 adenokarcinomy hrdla a 6 pfiípadÛ s reaktivními zmûnami epitelu. Pomocí imunoblottingu jsme vy‰etfiili expresi p16 v bunûã-
n˘ch liniích se známou funkcí Rb. V˘sledky: Difúzní a kompletní pozitivita p16 byla prokázána ve v‰ech CIN III a spinocelu-
lárních karcinomech. CIN I-II byly ãásteãnû pozitivní v 7 pfiípadech a v adenokarcinomech byla exprese prokázána v 1 ze dvou
pfiípadÛ. V bunûãn˘ch liniích byl p16 prokázán pouze v buÀkách s poruchou funkce Rb (HeLa a HS913T). Závûr: Na‰e studie
potvrdila zv˘‰enou expresi p16INK4a u progredientních prekanceróz a karcinomÛ dûloÏního ãípku. Detekce p16 pravdûpo-
dobnû nalezne uplatnûní v bioptické diagnostice pfii stanovení okrajÛ konizátu a diferenciální diagnóze CIN oproti reaktivním
atypiím. Je perspektivní i v onkocytologické diagnostice pro diferenciální diagnózu lézí ASCUS, pfiípadnû i automatizovan˘
screening nebo kontroly kvality.
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Abstract: Background: The antioncogene p16INK4a inhibits cyclin-dependent kinases and represents a feedback regulation of
the cell cycle. Protein Rb, the product of the retinoblastoma antioncogene, in its active form inhibits transcription of p16. In
dysplasias and carcinomas of the uterine cervix the papilomaviruses transform the epithelium by inactivation of the pRb by
oncoprotein E7, among others. Due to pRb inactivity the level of p16 protein in cells is increased. Patients and Methods: An
immunohistochemical analysis of 56 cases of formalin-fixed, paraffin embedded samples of the uterine cervix (included cone
biopsies and hysterectomies) was performed. The database included 10 cases of CIN I-II, 30 cases of CIN III, 8 invasive
squamous cell carcinomas, 2 cases of endocervical adenocarcinoma and 6 cases of reactive epithelial changes. The imunoblotting
of p16 was performed in cell lines with known function of Rb. Results: Diffuse and intensive positivity was found in all cases
of CIN III and squamous cell carcinomas. Cases of the CIN I-II were partially positive in 7 cases and positivity was found in one
adenocarcinoma. In cell lines, the p16 expression was restricted to cells with impaired Rb (HeLa and HS913T). Conclusion:
Our study confirmed increased expression of p16INK4a in high-grade precancerous lesions and in carcinomas of the uterine
cervix. The detection of p16 seems to be valuable tool in the surgical pathology of the uterine cervix: possible evaluation of the
surgical margins, the differential diagnosis regarding reactive atypia, and it is also perspective in oncocytologic diagnosis
regarding differential diagnosis of the ASCUS, or possibly can be used in automated screening or quality assessment.
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Retinoblastomov˘ (Rb) gen je klasick˘ antionkogen, jeho
mutace je typicky spojena s v˘skytem retinoblastomu a ãásti
osteosarkomÛ. Jeho produkt, protein Rb (pRb), je jadern˘ fos-
foprotein, kter˘ se dle stadia bunûãného cyklu se nachází v rÛz-
nû fosforylovan˘ch formách. V G0 fázi je Rb protein pfieváÏ-
nû v nefosforylované formû a pÛsobí jako supresor bunûãného
dûlení vazbou dal‰ích proteinÛ, zejména transkripãního fak-
toru E2F. Stimulací bunûk rÛstov˘mi faktory je pRb inaktivo-
ván fiadou fosforylací a tyto buÀky pak mohou pfiejít z G1 do
S fáze. (6). 
p16 (p16INK4a) je popisován jako antionkogen, kter˘ je inak-
tivován mutacemi, delecí nebo hypermetylací u celé fiady malig-
nit (napfi. melanom, karcinom moãového mûch˘fie a dal‰í) (6).
Jeho produkt úãinkuje jako inhibitor cyklin dependentních
kináz, zejména cyklin dependentní kinázy 4 (CDK 4). p16
odbourává komplexy cyklin D/CDK4 které inaktivuji pRb fos-
forylací. Naopak aktivní forma pRb inhibuje transkripci p16.
Funkcí systému pRb/p16 je tedy regulace bunûãného cyklu na
pfiechodu z G1 do S fáze se zpûtnou vazbou. 
HPV (lidské papilomaviry) jsou znaãnû roz‰ífiené a v˘raznû
epitelotropní DNA viry. Hrají zásadní roli v patogenezi vût‰i-
ny nádorÛ dûloÏního ãípku a jejich prekurzorov˘ch lézí. Po
integraci virové DNA do genomu hostitelské buÀky dochází
k interakci virov˘ch onkoproteinÛ E6 a E7 vysoce rizikov˘ch
HPV typÛ s produkty onkosupresorick˘ch genÛ (p53, p105Rb)
a jejich funkãní inaktivaci. E7 zde jednak uvolÀuje transkripãní
faktor E2F z vazby na pRb, jednak zrychluje degradaci pRb
a pfiíbuzn˘ch proteinÛ (7). JiÏ v roce 1995 byla zaznamenána
(8), tehdy nevysvûtlitelná nízká hladina komplexÛ cyklin
D/CDK4 v buÀkách s mutovan˘m nebo viry inaktivovan˘m
Rb. DÛvodem je pozdûji zji‰tûná vysoká exprese inhibitoru
cyclin-dependentních kináz p16 (5) v buÀkách s inaktivací Rb,
a to zejména v HPV transformovaném epitelu, vãetnû dysplá-
zií dûloÏního ãípku (9). Nefunkãní pRb v tûchto lezích umoÏ-
Àuje nekontrolovatelnou proliferaci a nepotlaãuje ani tran-
skripci p16. V cervikálních prekancerózách a nádorech
zpÛsoben˘ch HPV se tedy nejedná o mutaci nebo inaktivaci
p16, ale naopak zji‰Èujeme jeho zv˘‰enou expresi s vysokou
hladinou proteinu. Ten sice sníÏí hladinu komplexÛ cyklin
D/CDK4 ale funkãnû se díky inaktivaci pRb neuplatní.
Vzhledem k zajímavosti této problematiky a jejímu potenciá-
lu pro screening a diagnostiku cervikálních prekanceróz, jsme
v této práci ovûfiovali expresi p16 na vlastním materiálu zbiop-
sií hrdla dûloÏního a na bunûãn˘ch liniích.

Materiál a metody
TkáÀové kultury, elektroforéza v polyakrylamidovém gelu
a imunobloting.
BuÀky nádorov˘ch linií HeLa, A431, HS913T, MCF7 a BT474
byly kultivovány v modifikovaném Dulbecco mediu (D-
MEM) obsahujícím 10% FBS (fetální hovûzí sérum), gluta-
min a antibiotika penicilin a streptomycin, pfii teplotû
37 °C s 5% obsahem CO2. 80% konfluentní buÀky byly
3x opláchnuty na 4 °C vychlazen˘m PBS a sklizeny se‰krabá-
ní do PBS, centrifugovány 7 minut pfii 1200 rpm. Bunûãn˘
sediment byl lyzován v lyzaãním roztoku NET. (150 mM NaCl,
1% NP-40 (nonidet = ethylfenylPEG), 50 mM Tris-HCl (pH
8,0), 50 mM NaF, 5 mM EDTA (pH 8,0), pfied pouÏitím pfii-
dány inhibitory proteáz : PMSF do v˘sledné koncentrace 2mM,
smûs inhibitorÛ proteáz Sigma P8340 (AEBSF 104 mM, Apro-
tinin 0,08mM, Leupeptin 2,1 mM, Bestatin 3,6 mM, Pepstati-
nA 1,5 mM, E-64 1,4 mM) v pomûru 1:100. Proteinová kon-
centrace byla stanovena metodou BioRad (Bio Rad, USA).
Vzorky byly fiedûny ve 2x koncentrovaném Laemmli vzorko-
vém roztoku pro elektroforetickou anal˘zu do v˘sledné kon-
centrace100µg.
Proteiny byly separovány SDS-polyakrylamidovou gelovou
elektroforézou (SDS-PAGE) v 15% gelu a pfieneseny na nit-
rocelulósovou membránu (s vyuÏitím Bio-Rad Mini Trans-
Blot Electrophoretic Transfer Cell) po dobu dvou hodin pfii

4 °C a 150 mA v blotovacím roztoku (25 mM Tris, 190 mM
glycin a 20% metanol). Nitrocelulosová membrána s pfienese-
n˘mi proteiny byla blokována po dobu dvou hodin v bloko-
vacím roztoku 5% mléka a 0.1% Tween 20 v PBS. Primární
protilátky byly naneseny na tuto membránu v koncentraci 1 µg
na 1 ml blokovacího roztoku a inkubovány pfii 4 °C pfies noc.
Membrána byla po inkubaci s primární protilátkou promyta
tfiikrát 10 minut v roztoku PBS obsahujícím 0.1% Tween 20.
Po promytí byla nanesena sekundární protilátka (králiãí proti-
látka proti my‰ím imunoglobulinÛm konjugovaná s kfienovou
peroxidázou, DAKO, Denmark), fiedûná 1:1000 v blokovacím
roztoku. Sekundární protilátka byla inkubována pfii pokojové
teplotû po dobu dvou hodin. Peroxidázová aktivita byla vizu-
alizována pomocí ECL kitu (Amersham, UK).

TkáÀové vzorky a imunohistologie: 
56 bioptick˘ch vzorkÛ z konizátÛ a hysterektomií. Z toho 10
CIN I-II, 30 CIN III, 8 spinocelulárních karcinomÛ, 2 adeno-
karcinomy hrdla a 6 bez dysplastické léze. Materiál byl fixo-
ván v 10% formalínu, tkáÀové bloky byly zpracovány stan-
dardní histologickou technikou a zality do parafínu. Rutinnû
pfiipravené vzorky v parafinov˘ch blocích byly nakrájeny na
tlou‰Èku 5µm a zachyceny na elektrostaticky upravená skla
(Superfrost Plus, Menzel), fiezy odparafinovány v xylenu
a rehydratovány. Endogenní peroxidázová aktivita byla blo-
kována po dobu 15 minut 3% roztokem H2O2 v PBS (fyziolo-
gick˘ roztok pufrovan˘ fosfátem na pH 7,2). Odmaskování
antigenního epitopu bylo provedeno zahfiíváním skel s fiezy po
dobu 40 minut pfii 94 °C v 1mM pufru EDTA-tetrasodná sÛl
EDTA, pH 8,0. Po promytí v PBS (3x5 minut) byly z dÛvodu
zablokování nespecifické vazebné aktivity fiezy pfievrstveny
na dobu 15 minut roztokem 5% nízkotuãného mléka v PBS.
Komerãní monoklonální protilátka proti p16 NCL-P16-432
(Novocastra), fiedûná 1:50 v DAKO antibody diluent byla apli-
kována na fiezy pfii teplotû 4oC pfies noc. Po trojím promytí
v PBS byla nanesena anti-my‰í sekundární protilátka znaãená
biotinem a následnû ABC reagencie (Vector Elite ABC kit,
Vector) dle návodu v˘robce. Peroxidázová aktivita byla vizu-
alizována kitem DAB+ (DAKO). Po promytí v destilované
vodû byly fiezy dobarveny Gillov˘m hematoxylinem, dehy-
dratovány, projasnûny a zamontovány pro mikroskopické
zhodnocení.

V˘sledky
Imunobloting na bunûãn˘ch liniích (Obr. 1) ukázal pfiítomnost
proteinu p16 (molekulová hmotnost 16-18 kDa) v buÀkách
HeLa (linie odvozená z cervikálního karcinomu s pfiítomnos-
tí HPV) a v buÀkách HS913T (osteosarkom s mutací Rb)
a potvrdil specifitu pouÏité protilátky proti studovanému pro-
teinu. Na rozdíl od bunûk HeLa a HS913T, linie odvozené
z HPV negativního spinocelulárního karcinomu vulvy (A431),
a mammárního karcinomu (MCF7 a BT474) nevykazovaly dle
na‰eho pfiedpokladu specifickou interakci s proteinem p16,
kter˘ v daném bunûãném systému není exprimován. Imuno-
histologicky (Tab. 1) byla difúzní a kompletní exprese prote-
inu p16 prokázána ve v‰ech tfiiceti CIN III (Obr. 2, Obr. 3)
a osmi spinocelulárních karcinomech (Obr. 4). CIN I-II byly
ãásteãnû pozitivní v 7 pfiípadech (Obr. 5) a v adenokarcino-
mech byla exprese prokázána v jednom ze dvou pfiípadÛ (Obr.
6). V nepostiÏeném ekto- i endocervixu, vãetnû reaktivních
zmûn (hyperplazie rezervních bunûk, dlaÏdicová metaplazie),
protein p16 nebyl prokázán.

Diskuse
I pfies úspûchy bûÏn˘ch screeningov˘ch programÛ vyvstávají
otázky t˘kající se spolehlivosti konvenãní cytologie a histolo-
gie ãípku dûloÏního. To zdÛrazÀuje potfiebu zdokonalení scre-
eningov˘ch metod a hledání pouÏiteln˘ch markerÛ sdruÏen˘ch
s progredientními prekancerózami jako doplÀku ke kolposko-
pii a onkologické cytologii a histologii. Tyto postupy by mûly
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Obr. 4: Imunohistologie p16 ve spinocelulárním karcinomu ãípku.Obr. 1: Imunobloting p16 na lyzátech z bunûãn˘ch linií.

Pozitivita s protilátkou proti p16 v oblasti kolem 18kDa byla zfiejmá v buÀ-
kách HeLa (inaktivace pRb papilomavirem) aHS913T (mutace Rb). Ostat-
ní testované linie jsou p16 negativní.

Nádorové buÀky jsou silnû pozitivní, stroma negativní.

Obr. 3: Imunohistologie p16 v CIN III.

Atypick˘ epitel CIN III (vlevo) je silnû pozitivní ve v‰ech buÀkách, zatím
co pÛvodní dlaÏdicov˘ epitel (vpravo) je negativní.

Obr. 2: Imunohistologie p16 v CIN III.

Atypick˘ epitel CIN III (vpravo) je pozitivní, zatím co cylindrick˘ epitel
endocervixu (vlevo) je negativní, vãetnû hyperplastick˘ch rezervních
bunûk (‰ipka).

Obr. 5: Imunohistologie p16 v CIN II/HPV.

Pozitivita p16 v atypickém epitelu je pouze loÏisková.

Obr. 6: Imunohistologie p16 v adenokarcinomu hrdla.

Nádorové buÀky jsou silnû pozitivní, stroma negativní.
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redukovat fale‰né pozitivní i negativní v˘sledky, v celkovém
dÛsledku pak eliminovat nepotfiebné kontroly a zákroky, sní-
Ïit stresování pacientek i lékafiÛ, pfiípadnû pfiinést i finanãní
úspory ve screeningov˘ch programech.
Na‰e studie potvrdila slibnost vyuÏití zv˘‰ené exprese prote-
inu p16 k tomuto úãelu. Ve v‰ech normálních cervikálních tká-
ních (vy‰etfieny epiteliální, metaplastické, endocervikální reak-
tivní a zánûtlivé okrsky) nebyla zji‰tûna reakce s monoklonální
protilátkou proti proteinu p16. Naopak v‰echny pfiípady CIN
III a invazivní karcinomy ãípku byly kromû jednoho adeno-

TkáÀ P 16 pozitivní P 16 negativní

Ektocervix 0 6

Endocervix 0 6

Hyperplazie rezervních bunûk 0 2

Metaplastick˘ epitel 0 4

CIN I-II 10 3

CIN III 30 0

Spinocelulární karcinom 8 0

Adenokarcinom 1 1

Tab. 1: Exprese p16 v dyspláziích, nádorech a normálních tkáních
dûloÏního ãípku.
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karcinomu silnû p16 pozitivní. V˘sledky imunoblotingu na
bunûãn˘ch liniích rovnûÏ v˘raznû podporují hypotézu Ïe p16
je zv˘‰enû exprimován v buÀkách postrádajících funkãní anti-
onkogen Rb. V analogick˘ch studiích (9, 10) bylo prokázáno,
Ïe je dobfie proveditelná i imunocytochemie proteinu p16 na
tenk˘ch nátûrech, a Ïe v‰echny HPV pozitivní pfiípady jsou
i p16 pozitivní, vãetnû dysplazií cylindrického epitelu hrdla.
Pro aplikaci stanovení proteinu p16 v histopatologické dia-
gnostice pfiipadá v úvahu diferenciální diagnostika vystupÀo-
van˘ch reaktivních zmûn epitelu oproti CIN II-III a vy‰etfiení
okrajÛ konizátÛ. V oblasti onkologické cytologie se nabízí imu-
nocytochemická aplikace na rezervním materiálu z tekut˘ch
cytologick˘ch vzorkÛ v diferenciální diagnostice nálezÛ aty-
pií nejistého v˘znamu, ke kontrole kvality screeningu a pfií-
padnû i k jeho automatizaci. Toto pouÏití je v‰ak v ãesk˘ch
podmínkách zatím problematické vzhledem k tomu, Ïe sou-
ãasná úhrada onkologické cytologie zdravotními poji‰Èovna-
mi nemÛÏe pokr˘t technologick˘ pfiechod na „liquid based
smears“. Teoreticky si lze pfiedstavit dokonce i nahrazení kla-
sické onkologické cytologie semikvantitativním stanovením
proteinu p16 na imunoanalytickém principu (ELISA, pfiípad-
nû prouÏkov˘ test). Na‰e dal‰í práce bude zamûfiena na pro-
vûfiení moÏností tûchto aplikací.
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