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SUHRN

V s6éasnosti platnd WHO klasifikécia z roku 2003 rozlisuje tri skupiny gestacnej trofoblastovej choroby — molérne tehotnosti, nenédo-
rové nonmoldrne zmeny trofoblastu a nddory trofoblastu. Medzi molérne tehotosti sa zaraduje kompletnd, parcidlna, invazivna a me-
tastatické hydatidézna mola. Vzhladom na vyssie riziko moznej malignej transformécie buniek trofoblastu pochédzaijicich z komplet-
nej hydatidéznej moly je potrebné v diferencialnej diagnostike odliit tito formu gestagnej trofoblastovej choroby od inych foriem. V re-
trospektivnej tadii sme vy3etrili geneticky potvrdenych 10 pripadov kompletnej a 10 pripadov parciélnej moly. Vsetky pripady sme
mikroskopicky vy3etrili zakladnym farbenim hematoxylinom a eozinom a imunohistochemicky s pouzitim protilétok proti fudskému cho-
riogonadotropnému horménu, placentérnej alkalickej fosfatdze a proteinu p57. Vo vietkych pripadoch parcidlnej hydatidéznej moly bo-
li bunky vilézneho cytotrofoblastu, stromalne bunky klkov, bunky extravilézneho trofoblastu a decidudlne bunky p57 pozitivne. Pri vy-
Setreni kompletnej hydatidéznej moly boli vo vsetkych 10 pripadoch stromélne bunky klkov a vilézny cytotrofoblast p57 negativne. Pro-
tein p57 je marker, ktory odli$i kompletnt hydatidéznu molu od parcidlnej moly.

Kloéové slova: gestacnd trofoblastové choroba — kompletné hydatidézna mola — parciélna hydatidézna mola - protein p57 — imuno-
histochémia

Expression of p57 marker in differential diagnosis of complete and partial mole
- correlation with DNA analysis

SUMMARY

Nowadays valid classification of gestational trophoblastic disease, according to the World Health Organisation from the year 2003, di-
vides gestational trophoblastic disease into three groups — molar pregnancies, non-neoplastic non-molar changes of trophoblast and tu-
mours of trophoblast. To the molar pregnancies belong complete, partial, invasive and metastatic hydatidiform mole. In the differential
diagnosis it is important to distinguish the complete hydatidiform mole from other forms of gestational trophoblastic disease, because
there is an increased risk of malignant transformation of trophoblast cells in complete hydatidiform mole. 10 cases of genetically con-
firmed diploid complete mole and 10 cases of genetically confirmed triploid partial mole were included into our retrospective study. Al
cases were examined microscopically in the basic haematoxillin and eosin staining and immunohistochemically with the use of antibo-
dies against human choriogonadotropin hormone, placental alkaline phosfatase and protein p57. Villous cytotrophoblast, stromal vil-
lous cells, extravillous trophoblast and decidual cells were p57 positive in all cases of partial hydatidiform mole. All 10 cases of com-
plete hydatidiform mole were p57 negative in stromal villous cells and villous cytotrophoblast. P57 protein is a marker distinguishing
complete hydatidiform moles from partial moles.

Keywords: gestational trophoblastic disease — complete hydatidiform mole — partial hydatidiform mole — p57 protein — immunohisto-
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Gestaénd trofoblastovd choroba predstavuje skupinu chorsb, kto-
ré so charakterizované réznym stupfiom proliferécie buniek trofo-
blastu. V sG¢asnosti je platnd klasifikécia gestacnej trofoblastove;
choroby Svetovej zdravotnickej organizacie (WHO) z roku 2003,
ktoré rozlisuje tri skupiny — molérne tehotnosti, nadory trofoblastu
a nenddorové zmeny trofoblastu (1).
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Medzi molarne tehotnosti patri kompletnd, parcidlna, invaziv-
na a metastatické hydatidézna mola. Pri kompletnej hydatidéznej
mole s vietky klky hydropicky degenerované (2). Makroskopicky
mé plocentérne tkanivo vzhlad strapca hrozna, tkaniva p|odu vac-
Sinou nie sU pritomné. V mikroskopickom obraze vidiet avaskular-
rentnG proliferéciu trofoblastu a atypiu buniek trofoblastu (3).

Cytogeneticky je pre kompletnd molu typicky diploidny poet chro-
mozémoyv, najéastejsie 46, XX, pricom vietky chromozémy s ofcov-
ského pdvodu. Vécsina 46, XX kompletnych mol pochddza z jednej
spermie — homozygotné mola. Len malé percento vznikéa oplodne-
nim prézdneho vaijicka dvoma spermiami - heterozygotnd komplet-
n& mola. Uréenie pévodu jadrovej DNA kompletnej hydatidéznej mo-
ly mé vyznam z hladiska prognézy, pretoze pri heterozygotnej mole
ie vysSie riziko prechodu do choriokarcinému (4). Pri parcidlnej hy-



datidéznej mole sG pritomné dve populécie choriovych klkov. Jedna
&asf klkov je bez hydropickej degenerdcie a hyperplézie trofoblastu.
Druhé &ast klkov je edematézne presiaknuté s rézne vyraznou proli-
fokélna (5). Typicky je zvineny povrch klkov, invagindécie a trofobla-
stové inklozie v stréme klkov (6). Ak je plod pri parciélnej mole pri-
tomny, &asto vykazuje zndmky vrodenych vyvojovych chyb (7). Ka-
ryotyp parciélnej moly je takmer vzdy triploidny s 23 materskymi a 46
otcovskymi chromozémami (8).

Choriokarciném patri medzi najagresivnejsie nadory u Zien (9).
Méze vzniknif z ktorejkolvek formy tehotnosti, najéasteisie vzniké
z kompletnej hydatidéznej moly, zriedkavejsie po sponténnom po-
trate, normdlnej tehotnosti a ojedinele po extrauterinnej tehotnosti
(10,11).

Nie vzdy je mozné na zéklade mikroskopického obrazu jednoznag-
ne odli3i parciélnu a kompletnd hydatidéznu molu. V diagnostike sa
vyuzivaji imunohistochemické metédy. Na rozlisenie kompletnej
a parciélnej hydatidéznej moly mozno sledovaf expresiu huménne-
ho choriogonédotropného horménu (hCG) a placentérnej alkalicke;
fosfatazy (PLAP). V sGéasnosti je mozné vyuzif pri diferencidlnej dia-
gnostike aj dalsi marker, kiory bol oznageny ako p57. Ide o inhibitor
cyklin-dependentnej kindzy, gén podliehajici paterndlnemu genémo-
vému imprintingu, exprimovany materskymi alelami (12), lokalizo-
vany na 11. chromozéme. Pomocou proteinu p57 je takto mozné
odlisit kompletnd hydatidéznu molu od inych foriem tehotnosti a tak
vyraznym spdsobom napoméct diagnostike v spornych pripadoch.
V pripade kompletnej hydatidéznej moly chyba expresia p57 vo vi-
[6znom cytotrofoblaste a stromélnych bunkéch klkov, pretoze komplet-
n& mola neobsahuje materské alely. V pripade moznosti cytogenetic-
kého vysetrenia a analyzy DNA je vysledok samozrejme Gplne jed-
noznagny (12).

Cielom nasej $tudie bolo porovnat expresiu proteinu p57 v roz-
nych typoch buniek pri kompletnej a parcialnej mole hydatidéze
a porovnat ich s vysledkami DNA analyzy.

MATERIAL A METODIKA

V retrospektivnej $tadii sme vysetrili 10 pripadov geneticky po-
tvrdenej triploidnej parcidlnej moly a 10 pripadov geneticky po-
tvrdenej diploidnej kompletnej moly, pricom 7 pripadov bolo ho-
mozygotnych a 3 heterozygotné. Vo vietkych vzorkéch bol karyo-
typ potvrdeny cytogenetickou analyzou a rozlisenie homo- a hete-
roformy DNA analyzou na Ustave lekérskej biologie, genetiky a k-
nickej genetiky LF UK a UN v Bratislave. Pripady boli vybrané z bi-
optickych vzoriek zaslanych na Ustav patologickej anatémie Lekar-
skej fakulty Univerzity Komenského v Bratislave z I. gynekologic-
ko-pérodnickej kliniky LF UK a UN v Bratislave. Ide o pracoviska
Centra pre gestaéng trofoblastov chorobu Ministerstva zdravotnic-
tva SR.

Vo vietkych pripadoch sme preparéty vysetrili mikroskopicky
v zdkladnom farbeni hematoxylinom a eozinom a imunohistoche-
micky s pouzitim protilatok proti hCG s polyklondlnou krdli¢ou pro-
tilatkou (A0231, Dako, Denmark, 1:400) a PLAP s monoklondl-
nou mysacou protilatkou (8A9, Dako, Denmark, 1:100). V oboch
pripadoch bol pouzity detekeny kit kombinovany proti kréli¢i / pro-
ti my3aci polymér konjugovany s chrenovou peroxidézou Envisi-
on+ (Dako Cytomation, Glostrup, Denmark). Vy3etrenie sme dopl-
nili sledovanim expresie proteinu p57 vo viléznom a extraviléznom
trofoblaste, stromélnych bunkéch klkov a decidudlnych bunkéch.
Formalinom fixované a v parafine zaliate bioptické vzorky boli
narezané na 5 um hrubé rezy. Po deparafinizécii rezov $tandard-
nym postupom a vyblokovani endogénnej peroxidazovej aktivity,
boli rezy revitalizované v citratovom pufri (10 mM, pH 6,0) v tla-
kovom hrnci 20 mindt. Po revitalizcii, sloZiacej na odmaskovanie
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antigénnych epitopov, boli prepardty premyté vo fosfatmi pufro-
vanom fyziologickom roztoku (50 mM PBS;150 mM NaCl, 0,005%
Tween, pH 7,4) 3x5 minGt. Nasledovne sa rezy inkubovali s pri-
mérnou protilétkou riedenou 1:100 60 minGt pri izbovej teplote.
Na detekciu p57 proteinu bola pouzité monoklondlna mysacia pro-
tilatka proti p57 (57P06, Diagnostic BioSystems, Pleasanton, CA).
Po inkubdcii boli vzorky opét premyté v pufrovanom roztoku 3x5
min0t. Na detekciu primérnej profilatky bol pouzity kombinovany
proti krali&i / proti my3aci polymér konjugovany s chrenovou pe-
roxidézou Envision+ (Dako Cytomation, Glostrup, Denmark). Re-
zy sa inkubovali so sekundarnou protilatkou 30 mindt pri izbovej
teplote, nésledne boli premyté v PBS 3x5 mindt. Na vizualizéciu
reakcie bol pouzity 3,3-diaminobenzidin (Dako Cytomation, Glost-
rup, Denmark). Rezy boli nakoniec krétko dofarbené hematoxyli-
nom, zaliate do akrylového média a prikryté krycim skli¢kom. In-
tenzita jadrovej pozitivity p57 bola hodnotend semikvantitativne
svetelnym mikroskopom.

DNA sme izolovali z choriovych klkov, z periférnej krvi Zien a ich
partnerov. Na izolaciu DNA sme pouzili komerént izolagnt sipra-
vu (Qiagen, QlAamp DNA Blood mini kit). Na analyzu pévodu
jadrovej DNA sme pouzili amplifikéciu troch réznych polymorfnych
oblasti typu VNTR (variabilny poéet tandemovych opakovani):
ApoB, Col2A a MCT118 DNA pomocou polymerézovej retazovej
reakcie. Ako druhd DNA metédu sme pouzili analyzu DNA poly-
morfizmov v oblasti HLA. Amplifikéciu polymorfnych oblasti gé-
nov HLA-DRB1 a - DQB1 sme uskutociovali pomocou sekvenéne
$pecifickych primerov (GenoVision Svédsko). Amplifikované alely
sme detekovali pomocou elektroforézy v 1,5 % agarézovom géli
pri napdti 6 V/cm. Na odéitanie velkosti jednotlivych alel sme pou-
zivali 100 bp a 50 bp marker. Jednotlivé alely sme vyhodnocova-
li podla ich dlzky.

VYSLEDKY

Vo vietkych pripadoch parciélnej hydatidéznej moly bola expre-
sia p57 v jadréch buniek vilézneho cytotrofoblastu, stromélnych
buniek klkov, extraviléznom trofoblaste a decidudlnych bunkéch
(obr. 1,2). Vetkych 10 pripadov kompletnej hydatidéznej moly bo-
lo p57 negativnych vo viléznom cytotrofoblaste a stromélnych bun-
kéch klkov. Extravilézny trofoblast a decidudlne bunky vykazovali
jadrovd p57 pozitivitu. Pozitivita tychto buniek slizi zéroven ako
kontrola spravnosti vykonania metédy (obr. 3,4).

DISKUSIA

Vzhladom na riziko prechodu hydatidéznej moly do invazivnej
a mefastatickej gestacnej trofoblastovej choroby a vzhladom na vys-
Sie riziko moZnej malignej transformacie buniek trofoblastu poché-
dzajicich z kompletnej hydatidéznej moly je potrebné v diferenci-
élnej diagnostike odliit toto formu gestacnej trofoblastovej choro-
by od inych foriem (13). Odlisenie kompletnej moly od parcidlne;
méze byt problematické len na zaklade mikroskopického vysetre-
nia v zakladnom farbeni hematoxylinom a eozinom, najmé v sko-
rych stadidch tehotnosti do 12. tyzdiia tehotnosti, tz. ,early” for-
ma kompletnej alebo parcidlnej hydatidéznej moly (8). Spréavna
diagnostika typu molarnej tehotnosti je dsleZité pre pacientku z hla-
diska prognézy, pretoze parcidlne moly zriedka prechédzajo do
choriokarcinému a perzistujicej gestacnej trofoblastovej choroby.
Z&kladné histologické vysetrenie je potrebné doplnif o imunohis-
tochemické vysetrenie s protilatkami proti hCG, PLAP a p57. Pri
kompletnej hydatidéznej mole je v bunkéch syncytiotrofoblastu naj-
vyraznejsia expresia hCG a slabé expresia PLAP. V bunkach in-
termedidrneho trofoblastu je slabé expresia PLAP a expresia hCG
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Obr. 1. Parciélna hydatidézna mola. Pritomné avaskulérne, ede-
matézne zmenené klky s fokélnou proliferaciou buniek trofobla-
stu na povrchu klkov. Farbené hematoxylinom eozinom (zvécse-

nie 200x).

Obr. 3. Kompletné hydatidézna mola. Pritomny avaskularny, hyd-
ropicky degenerovany klk s tvorbou centrélnej cisterny v stréme
a difdznou proliferaciou buniek trofoblastu na povrchu klku. Far-
bené hematoxylinom eozinom (zvécenie 200x).

je vyrazne znizend. Bunky cytotrofoblastu si negativne pre vietky
vySetrované parametre (14). Pri parcidlnej hydatidéznej mole je
najvyraznejsia expresia PLAP v bunkach syncytiotrofoblastu a in-
termedidrneho trofoblastu a hCG sa exprimuje len fokdlne. Bunky
cytotrofoblastu podobne ako v predchédzajicom pripade nevy-
kazujo Ziadnu expresiu (15). Protein p57 je marker, ktory odlii
kompletni hydatidéznu molu od parciélnej moly (12). Riadi pro-
gresiu bunkového cyklu, transkripciu, procesy apoptézy, diferen-
cidcie, vyvoj a migrdciu buniek. Podiela sa na mnohych proce-
soch tumorigenézy, radi sa medzi tumor supresorové gény. Klinic-
ké $todie ukazujo protein p57 ako marker agresivneho fenotypu
a progndzy tumorov (16).

Hladina p57 sa meni pocas embryogenézy, pocas dospelosti, aj
po&as réznych féz bunkového cyklu. Je exprimovany vo vietkych
velkych orgénoch pocas embryogenézy a vo vysokom mnozstve
pocas dolezitych stadii diferenciécie orgénov plodu. U dospelych
[udi je p57 exprimovany najmé v kostrovom svalstve, srdci, moz-
gu, plicach, oblickach, pankrease, testes a placente (16). V pla-
cente po fyziologicky prebiehajicom tehotenstve a pérode je p57
exprimované vo viléznom cytotrofoblaste, stromélnych bunkach
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Obr. 2. Expresia p57 v parciélnej hydatidéznej mole. Imunohistoche-
mickd reakcia s monoklondlnou profilatkou p57 (57P06). Silné jad-
rové pozitivita vilézneho cytotrofoblastu, extravilézneho trofoblastu
a stromélnych buniek klkov. Vizualizécia DAB (zvécenie 200x).

Obr. 4. Expresia 57 v kompletnej hydatidéznej mole. Imunohistoche-
mické reakcia s monoklonélnou profilatkou p57 (57P06). Silné jadro-
vé pozitivita extravilézneho trofoblastu, negativita vilézneho cytotrofob-
lastu a stromélnych buniek klkov. Vizualizécia DAB (zvéicSenie 200x).

klkov, v extraviléznom intermediérnom trofoblaste a v materskej de-
cidui. Rovnaké situdcia je aj v pripade spontanneho potratu, ume-
lého prerusenia tehotnosti, po hydropickom potrate, alebo po par-
ciélnej molarnej tehotnosti. V pripade kompletnej hydatidéznej mo-
ly chyba expresia proteinu p57 vo viléznom cytotrofoblaste a stro-
mélnych bunkdach klkov, pretoze kompletnd mola je sice diploid-
nd, ale iba paterndlneho pdvodu a teda neobsahuje materské ale-
ly (17). Pozitivita p57 v deciduélnych bunkéach pri kompletnej mo-
le je internd pozitivna kontrola kvality imunohistochemického vy-
Setrenia. Expresia p57 v extraviléznom trofoblaste v pripade kom-
pletnej moly nie je dostatoéne objasnend a jej intenzita je rozdiel-
na podla vysledkov viacerych $tidii réznych autorov. Syncytiotro-
foblast je vzdy p57 negativny. p57 je marker, ktory v pripade dia-
gnostickych pochybnosti méze vyrazne prispief k spresneniu dia-
gnozy.

Vysledky nasej prvotnej $tidie st v stlade s literarnymi dajmi.
V préci Chilosiho a kol. (18), Genesta a kol. (19) a Sebireho a kol.
(20) sa udava 100 % negativita p57 proteinu v pripadoch komplet-
nej hydatidéznej moly. Castrillon a kol. uvédza v 1 pripade z 59
kompletnych mol pozitivitu p57 vo viléznom cytotrofoblaste a stro-
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mélnych bunkéch, hydropické spontanne potraty boli vo vietkych
pripadoch p57 pozitivne (21). Crisp so spoluautormi zistil poziti-
vitu p57 v 2 z 22 pripadov kompletnej moly (22). Fukunaga vo svo-
jich zaveroch udéva pozitivitu p57 az v 7 zo 44 kompletnych mol,
ale vo vietkych pripadoch islo o slabt expresiu (23). V spomina-
nych précach boli vietky vy3etrované parcidlne hydatidézne moly
p57 pozitivne az na jednu v 3tGdii Fukunagu. Sponténne a umelo
vyvolané potraty vysetrované v rémci uvedenych $tadii boli vo viet-
kych pripadoch p57 pozitivne. Sebire a kol. vo svojej préci sledo-
val rozdielnu expresiu p57 v choriokarcinéme a trofoblastovom
tumore placentarneho 6zka vzniknutych z kompletnej hydatidéz-
nej moly a z nonmoldrnej tehotnosti. V zévere konstatuje, e imu-
nohistochemické vy3etrenie expresie p57 proteinu nie je schopné
odlisit gestacné trofoblastové tumory vzniknuté z kompletnej moly
a inych foriem tehotnosti (20).

Pozitivita p57 vo viléznom cytotrofoblaste a stromélnych bun-
kéch klkov svedéi pre parcilnu molu, no nie je mozné jednoznag-
ne vyligit kompletnd molu hydatidézu. V précach Fisherovej
a McConnella s6 popisované pripady diploidnej androgénnej kom-
pletnej hydatidéznej moly s expresiou proteinu p57 vo viléznom
cytotrofoblaste a stromélnych bunkach klkov. V oboch pripadoch
bola dokdzané retencia materského 11. chromozému (24,25). Ne-
gativita expresie p57 vo viléznom trofoblaste a stromalnych bun-
kéch klkov potvrdzuje diagnézu kompletnej moly, no taktiez nie
so stopercentnou istotou. DeScipio popisuje pripad diandrickej trip-
loidnej moly so stratou materského chromozému 11 s chybajicou
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