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SOUHRN

Podskupina dlazdicobun&énych karcinomd v oblasti hlavy a krku je etiologicky spojovéna s vysoce rizikovymi typy lidskych papilo-
mavird (HPV). Recentni studie tyto HPV asociované dlazdicobunééné karcinomy vyélefiuji do separdtni skupiny diky odlizné epide-
miologii, histopatologickym charakteristikém, terapeutické odpovédi na lé¢bu a prognéze. Publikované prevalence HPV v nédorech
hlavy a krku viak dosahuiji znaéné variability, coz je z velké &ésti dano absenci celosvétové prijimaného konsenzu pro vysetieni
HPV u t&chto malignit.

Na vlastnim souboru 41 pacientd s nddorem v oblasti hlavy a krku prezentujeme detekei biologicky relevantni HPV infekce pFi vyuziti
algoritmu kombinujictho imunohistochemicky prokaz proteinu p16 - ,surrogate” markeru transformujici HPV infekce, a molekularng
geneticky prokaz HPV DNA pomoci tfi roznych polymerdzovych Fetézovych reakci (PCR). Ovéreni prikazu biologicky relevantni HPV
infekce je v 10 pripadech provedeno alternativni metodikou, a to detekei transkriptu HPY RNA pomoci reverzni transkripce nasledova-
né PCR (RT-PCR) a ddle in situ hybridizaci (ISH) s komeréni sondou proti vysoce rizikovym HPV.

Prokazali jsme vysokou korelaci detekce HPV DNA pomoci souboru t¥i PCR reakei a pritomnosti silné difuzni pozitivity p16 proteinu
(korela¢ni koeficient 0,94) a potvrzujeme validitu tohoto algoritmu. U 94 % HPV asociovanych dlazdicobunéenych karcinomt byl dete-
kovan HPV typ 16, v jednom pripadé byl zachycen typ 33, coz odpovidé literérnim Gdajom. K alternativni detekei biologicky relevant-
ni transformujici infekce HPV se zdé byt vhodnéjsi metoda prokazu RNA transkriptu HPV, kterou bylo dosazeno lepsich vysledkd —
100% shoda s prokazem HPV pivodni metodikou p16/PCR. Metoda ISH byla zatizena pomérné &astym nespecifickym barvenim pre-
parétu a jeji rutinni vZiti v diagnostickém algoritmu v nasich podminkéch neni zatim mozné.
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The testing strategy for detection of biologically relevant infection of human papillomavirus
in head and neck tumors for routine pathological analysis

SUMMARY

There is a subgroup among head and neck squamous cell carcinomas, which is etiologically linked to the infection of high-risk human
papillomavirus (HPV). In recent studies, HPV related squamous cell carcinomas have been placed in a separate group because of their
different epidemiology, distinctive histopathological characteristics, therapeutic response and clinical outcome. The reported prevalence
of high-risk HPV in head and neck tumors varies in different studies. This fact occurs mainly due to the absence of a widely accepted
consensus for HPV detection in head and neck malignancies.

We present a methodological algorithm for detection of biologically relevant HPV infection: a combination of an immunohistochemical
staining of the p16 protein — a surrogate marker for a transforming HPV infection, and a molecular genetic identification of HPY DNA
by three different polymerase chain reactions (PCR). The study group consisted of 41 patients with a tumor in head and neck region.
A verification of detection of bioclogically relevant HPV infection has been performed in 10 available samples using an dlternative app-
roach, which comprised the detection of RNA transcript of HPV by reverse transcription followed by PCR (RT-PCR), and further in situ
hybridization (ISH) with a commercial high-risk HPV probe.

We have found a high correlation between HPV DNA defection using triple-PCR approach and strong diffuse positivity of the p16 pro-
tein (correlation coefficient 0.94) and have confirmed the validity of this algorithm. In 94 % of HPV related squamous cell carcinomas
HPV type 16 was detected. In one case HPV type 33 was identified. That is in agreement with earlier published data. A more appro-
priate alternative method for the detection of biologically relevant- transforming HPV infection seems to be RT-PCR, which proved
100 % agreement with the original methodological approach of p16 determination and PCR status.

Interpretation of the ISH has been complicated by frequent nonspecific staining of the sample and its routine usage in the diagnostic
algorithm of our laboratory is currently not feasible.
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Virovd infekee je pficinou 15 — 20 % malignich nédord u ¢love-
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Mikuléisské némésti 4, Plzers, 326 00 mavirus (HPV). Perzistentni infekce vysoce rizikovymi lidskymi papi-
tel.:737220433 lomaviry (HR-HPV, z angl. High-Risk Human Papillomavirus) je pfi-
fax: 377 440 539 &inou vzniku malignich nddord zejména v oblasti anogenitalniho trak-
email: kaspirkova@medima.cz tu. Za karcinogenni proces jsou zodpovédné dva onkoproteiny ké-
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Tabulka 1. Prevalence HPV v nédorech hlavy a krku dle roznych autord

Autor Lokalizace Metoda Prevalence HPV
Syrjénen (8) DU In house ISH 12 %

Ostwald (9) DU Konsensus PCR 62 %

Zeuss (10) DU Komeréni ISH 0%

Koppikar (11) DU Konsensus PCR 6%

Klozar (12) DU, OF PCR 64%

Nésman (13) OF PCR 85 %
Weinberger (14) OF Real Time PCR 61 %

DU: dutina stni, OF: orofarynx, ISH: in situ hybridizace, PCR: polymerdzové fetézové reakce

dované virovymi geny E6 a E7. Tyto onkoproteiny mimo jiné inakti-
vuji p53 a pRB, &imz jednak podporuii postup bunééného cyklu a syn-
tézu DNA, a déle také blokuji apoptézu (2). HR-HPV asociovand eti-
ologie byla prokézéana u 99,7 % dlazdicobun&énych karcinomd dé-
lozniho hrdla, 81,8 % adenokarcinomt délozniho hrdla, 40 % karci-
nom0 vulvy, 64 az 91 % karcinomd pochvy, 88 az 93,8 % andlnich
karcinom0 a 40 az 81,8 % karcinomd penisu (3-5). HR-HPV jsou ta-
ké asociovény s neopléziemi v oblasti hlavy a krku, publikované pre-
valence HPV v této oblasti se viak pohybuii v Sirokém rozmezi O oz
100 % (6). Tato variabilita je déna jednak rozdilnou anatomickou lo-
kalizaci tumoru, ale je také z velké &ésti ovlivnéna pouZitim riznych
detekenich metod prokazu pFitomnosti HPV v nédoru (tab. 1)(7).

Na roli HR-HPV v efiologii nédori hlavy a krku poprvé poukazal
Syricinen se spolupracovniky v roce 1983 u dlazdicobun&enych kar-
cinomd (HNSCC, z angl. Head and Neck Squamous Cell Carcino-
mas), jeZ jsou nejcastjsim typem malignity v této oblasti (20 %) (15).
Prokézané rizikové faktory pro vznik tohoto onemocnéni do té do-
by byly pouze abizus alkoholu a tabéku (16). Nésledng mnohé kli-
nicko-patologické studie prokazaly rozdilnou etiologii a epidemio-
logii HR-HPV asociovanych HNSCC o zejména diky klinicko-pato-
logickym odlisnostem jsou nyni poklédény za specifickou podskupi-
nu HNSCC. Histologicky se jednd v&tsinou o nekeratinizujici nizce
diferenciované karcinomy malé velikosti (pT1-pT2), ale s vysokou
frekvenci postizeni lymfatickych uzlin (pN+)(17,18). Prestoze jsou HR-
HPV asociované HNSCC nékdy diagnostikované v klinicky pokroci-
[ém stadiu (pT3-pT4), ve vétsing piipadd je prognéza pacienta piz-
nivéjsi ve srovndni s pacienty s HNSCC neasociovanymi s HR-HPV,
coz je velmi dobre dokumentovano napf:. ve studii vedené Angem
a spol. (19). HPV status u HNSCC by proto mé&l byt standardni sou-
&asti histopatologického vy3etieni, nebof je dilezitym prognostic-
kym faktorem potenciondlng ovliviiujicim lécebnou strategii.

Molekularné genetické metody detekce HR-HPV

Ve tkdni je HR-HPV mozné detekovat mnozstvim molekulérné bi-
ologickych metodik. Naprosté vé&tsina vysetteni se provadi na ma-
teridlu fixovaném ve formalinu a zalitém do parafinu (FFPE, z angl.
Formalin-Fixed, Paraffin-Embedded), coz ovliviiuje volbu metody
prokazu. Déle je kladen diraz na detekei biologicky relevantni HR-
HPV infekce, kterd je skute¢né ve vztahu ke vniku nddoru. Nejroz-
$itens;3i je prokaz HR-HPY DNA pomoci metod vychézejicich z po-
lymerézové tetézové reakce (PCR) (20,21). PFi interpretaci nélezu
je treba zohlednit vysi riziko faledng pozitivnich vysledkd, nebot
PCR metoda je extrémné citliva a detekuje HPV uz na zdkladé pri-
tomnosti pouze n&kolika kopii viru v izolatu. To viak moze byt zp0-
sobeno i tranzientni infekci nebo dokonce kontaminaci pfi zpra-
covani bloku (6). Na druhou stranu pouziti pouze jediného de-
tekéniho PCR systému zase mize vést k falesné negativnim vysled-
kom, coz vychézi zejména z biologické podstaty HPV infekce, ne-
bot nejéast&jsi cile amplifikace pfi Sirokospektrélni detekei, geny L1
a E1, nemusi byt nutn& zachovény ve viech nadorech (22). DNA
onkogen( Eé a E7 sice z0stévé v nédoru i béhem progrese, ale
sekvencné se velmi lisi mezi rGznymi HR-HPV typy, a proto PCR ci-
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lené do t&chto oblasti nedetekuji diroké spektrum HR-HPV typd, ale
jednotlivé specifické typy (23).

Na fezu |ze HR-HPV prokézat metodou hybridizace in situ (ISH).
V ¢itelné obarveném tezu |ze podle druhu signélu rozlisit, zda je
DNA HPV integrované do genomu, nebo se vyskytuje pouze v epi-
zomélni formé& (17). Vyhoda detekce HPV v topografické souvislos-
i ve tkani je viak zast¥end niz3i citlivosti metody (70 %), pom&rné
&astym nespecifickym barvenim a vysokym pozadim na fezu (24).

Detekce exprese virovych onkogend pomoci reverzni transkrip-
ce (RT) a nésledné PCR by podle poslednich praci méla poskyto-
vat dokaz transformaéni aktivity HR-HPV v |ézi a objevit pouze kli-
nicky relevantni infekci, kterd je v etiologickém vztahu k nédoru.
Uskalim metody je ale kvalita RNA v FFPE materialu. Navic je rea-
kce typové specifické a pom&rn& naroénd na provedeni (7).

Imunohistochemicky prokaz p16 proteinu

Detekce HR-HPV viru se neomezuje pouze na genetické metody
a lze vyuzit i imunohistochemického prikazu viru nebo zastup-
nych markerd. Rutinné se vyuziva imunohistochemického barveni
bun&ného proteinu p16. Signdlini dréha p16-Rb je &astym cilem
virovych onkoproteind p¥i imortalizaci buriky a vétsina t&chto viro-
vych interakci mé za ndsledek p16 overexpresi diky piimé nebo
nepiimé inaktivaci pRB a ndsledném pokusu buriky zastavit bu-
né&énou proliferaci (25). Prestoze transformujici HR-HPV infekce ne-
ni jedinou pficinou overexprese proteinu p16, v nékterych typech
nadord, zejména u karcinomd délozniho hrdla a v perianélnich
lézich, je imunohistochemické barveni proteinu p16 pouzivano ja-
ko senzitivni zéstupny (surrogate) marker HR-HPV infekce (26).
Hodnoceni exprese p16 proteinu viak neni jednotné (27), a proto
v nasi studii expresi p16 posuzujeme dvoustupiiovym zpdsobem:
pouze vyraznd difuzni jaderné-cytoplazmatickd overexprese se
hodnoti jako pozitivni nélez.

Algoritmus molekularné biologické detekce klinicky relevantni
infekce HR-HPV v karcinomech hlavy a krku

Rozsdhlé moznosti piimé a nepiimé detekce HR-HPV vnési po-
mérné Zirokou variabilitu do publikovanych prevalenci HPV u ma-
lignit v oblasti hlavy a krku, pohybujici se #émé&F od 0 do 100 %,
coz je samoziejmé také ovlivnéno rozdilnymi lokacemi nédor
v jednotlivych studiich a pouzitym materidlem (6,28). Detekéni al-
goritmus, ktery senzitivné a specificky detekuje biologicky relevant-
ni HR-HPV infekci a je snadno pouzitelny v praxi, je stale predmé-
tem v&deckych diskuzi. Recentni préce upFednostiiuji pfistup, kte-
ry zagind imunohistochemickym barvenim p16 a pokracuje gene-
tickou detekci HR-HPV, nejéast&ji pomoci PCR nebo ISH. Vysledkem
je rozdéleni nadord do 4 kategorii: p16-/HPV- (1. kategorie), p16-
/HPV+ (2. kategorie), p16+/HPV+ (3. kategorie) a p16+/HPV- (4.
kategorie), pri¢emz pouze u 3. kategorie se predpokladé, ze sku-
te¢n& odpovidé HPV indukovanému nadoru (14). Prestoze je ten-
to pfistup uréen pro HNSCC, Smeets se spolupracovniky (7) se do-
mnivaji, e by mohl byt zlatym standardem pro uréeni HPV etiolo-
gie i u nddord jinych lokalizaci.
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MATERIAL A METODIKA

V nagem sdéleni prezentujeme pouZiti vyse uvedeného algorit-
mu, tedy kombinaci imunohistochemického prikazu proteinu p16
a detekci HR-HPV pomoci n&kolika roznych PCR na souboru paci-
entd s nddorem v oblasti hlavy a krku. Vybér materidlu byl prové-
dén se zdmérem porovnéni G&innosti a spolehlivosti jednotlivych
detekénich metodik, proto vysledky neodpovidaiji skute¢né preva-
lenci HPV pro jednotlivé neoplastické jednotky. Verifikace prokazu
biologicky relevantni HPV infekce ve vztahu ke vzniku nadoru by-
la provedena na 10 dostupnych pripadech pomoci detekce mRNA
HPV transkriptu a in situ hybridizace se sondou pro HR-HPV.

Z registru konzultaci nadi laboratofe bylo vybréno 41 pacientd:
v 32 piipadech se jednalo o primérni nédor a v 9 o uzlinovou
metastazu s pravdépodobnou primérni lokalizaci nédoru v oblas-
ti hlavy a krku. Promérny vék pacientd byl 60,6 let, median 64 let
(18 — 88 let), 21 muzi a 20 zen. Histologické nalezy zahrnovaly:
adenoidné cysticky karcinom (2x), kribriformni adenokarcinom
(6x), schneideriansky papilom s ,high grade” dysplézii (1x), poly-
morfni nizce maligni adenokarcinom (PLGA, z angl. polymorphous
low-grade adenocarcinoma)(5x), nediferencovany malobun&ény
karcinom s neuroendokrinni diferenciaci (1x), onkocytarni adenom
(1x), slizniéni neurofibrom (1x), mukoepidermoidni karcinom (1x),
papilom s lehkou dysplézii dlazdicového epitelu (1x), nediferen-
covany karcinom s abortivnimi zndmkami fenotypické neuroendo-
krinni diferenciace (1x), nediferencovany solidni karcinom (5x),
dlazdicobun&ény karcinom (13x), bazaloidni varianta dlazdicobu-
nééného karcinomu (3x).

Imunohistochemické barveni proteinu p16 bylo provedeno na
FFPE Fezech o $iFce 4 um za pouziti monoklondlni protilatky p16
CINtec Histology V-kit na automatickém imunostaineru Ventana
BenchMark ULTRA (Ventana, mtm Laboratories AG, Germany) pod-
le firemniho protokolu. Jako pozitivni byl hodnocen nélez, kdy ales-
pofi 75 % nédorovych bungk v souvislém lozisku silné a difozné ex-
primovalo p16 protein (obr. 1). Jakykoliv jiny nalez byl povazo-
van za negativni.

Pro molekulérné biologickou detekci HPV byla provedena DNA
extrakce z FFPE blokd. Ve stru¢nosti: 3-10 fezd o sile 5 um bylo
deparafinizované xylenem a DNA byla izolovana komeréni sou-
pravou Nukleospin Tissue Kit (Macherey Nagel, Amtsgericht Diiren,
Germany) podle firemniho protokolu. Kvalita izolované DNA
a O¢innost extrakce byla konfirmovéna spekiroskopickym mérenim
koncentrace a PCR amplifikaci kontrolnich gend z lidské DNA (29).
B&hem izolace byla dodrzovéna specidlni bezpeénostni opattent,
aby nedochézelo ke zk¥izené kontaminaci vzorkd.

RNA izolace byla provedena kitem RecoverAll Total Nucleic Acid
Isolation Kit (Ambion/Applied Biosystems, Foster City, CA, USA)
podle firemniho protokolu po deparafinizaci xylenem. Kvalita izo-
lované RNA byla ovéFena po reverzni transkripci pomoci PCR am-
plifikace kontrolnich gend (30).

Negkolik rznych PCR reakei bylo pouzito pro detekci HPV tak,
lomaviri a zéroved snizit riziko falesné negativity zpdsobené ztra-
tou n&kterych gend v primérnim nebo sekundérnim nédoru. Zéro-
vefi byla zohledn&na nizsi kvalita vstupniho DNA materiélu a dél-
ka amplifikovanych produktt v jednotlivych PCR nepresahla 300
bp, coz odpovidé primérné kvalité DNA izolované z FFPE mate-
riglu. PCR cilend do oblasti L1 genu byla provedena s primery
GP5/6+ (31). Dalsi PCR detekujici Siroké spektrum slizni¢nich
a koznich HPV byla cilena do oblasti genu E1 (32). Multiplexni ty-
pové specifickd PCR amplifikujici v oblasti E6 onkogenu byla pou-
Zita pro detekci 6 nejcastéjsich HR-HPV, a to 16, 18, 31, 33, 35
a 45. PCR reakce byly modifikovéany pro potreby laboratore (33).
P¥i podezreni na koinfekci vice HPV typy nebo pfi nizké infegrité
izolované DNA byla navic pouzita komeréni souprava INNO-Li-
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PA HPV Genotyping kit Extra (Innogenetic NV, Belgium), kterd pra-
cuje na principu reverzni hybridizace kratkého PCR produktu na
typové specifické sondy navézané na membréné.

Podskupina 10 karcinomd, jejichz bloky byly archivovany
v na¥i databézi, byla déle pouzita pro verifikaci nélezu klinic-
ky relevantni HR-HPV infekce, a to detekci exprese mRNA viro-
vych onkogent a topografickou detekci HPV v nédoru. Vzorky
byly analyzovany na pritomnost nejéastéjsi sesttihové varianty
E6*1, kédované HPV 16 E6 genem. Pro tyto Géely byla izolova-
nd RNA prevedena na cDNA pomoci reverzni transkripce a po-
moci PCR byl amplifikovén Gsek E6*1 (7). Déle byla u téchto
vzork na 2 a 4 um silnych fezech provedena in situ hybridiza-
ce se sondou INFORM HPV IIl Family 16 Probe (detekujici HR-
HPV typy 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58 a 66) na
automatickém imunostaineru Ventana BenchMark ULTRA (Venta-
na, mtm Laboratories AG, Germany) podle firemniho protoko-
lu. V souladu s firemnim protokolem za pozitivni byly povazo-
vany ty pfipady, kdy jsme v nédoru zastihli alespof jednu sou-
vislou (mapovitou) zénu bungk, jejichz jédra vykazovala gra-
nularni/integrovany &i epizomélni typ signélu bez ohledu na
ieho intenzitu (viz obr. 2).

Vsechny PCR a reverzni transkripce byly provedeny na pfistro-
ji GeneAmp PCR System 9700 (PE/Applied Biosystems, Forster
City, CA). Produkty PCR byly vizualizovany na 2% agarézovém
gelu po elektroforéze a obarveni etidium bromidem. Typ HPV vi-
ru byl douréen sekvenaci a srovnanim s databézi BLAST, popfi-
padé reverzni hybridizaci (LiPA systém). Pouze Usp&$na amplifi-
kace HPV ve dvou a vice PCR systémech byla povazovana za
pozitivni nélez.

VYSLEDKY

Vysledky imunohistochemické analyzy a genetického PCR pro-
kazu HR-HPV jsou detailn& uvedeny v tabulce &. 2 (v elektronic-
kém suplementu k tomu &lénku na www.CSpatologie.cz). Exprese
p16 a zérover piitomnost HPV byla prokazéna u 9 primarnich
dlazdicobun&enych karcinomi a 3 metastdz dlazdicobun&éného
karcinomu v uzling, déle u 3 pripadd bazaloidni varianty dlazdi-
cobuné&ného karcinomu a 2 metastéz nediferencovaného karcino-
mu. Exprese p16 proteinu ani pFitomnost HPV prokézéna nebyla
v 1 metastéze nediferencovaného karcinomu. Expresi p16 protei-
nu a pfitomnost HPV DNA nebylo mozné ohodnotit u 1 pFipadu
dlazdicobun&ného karcinomu a ve 2 metastézéch nediferenco-
vaného karcinomu vzhledem k velmi nizké kvalit& materiglu. U dal-
sich nédorovych jednotek byla prokézana difuzni imunohistoche-
mické pozitivita p16 pouze v piipadé schneideriénského papilo-
mu s ,high grade” dysplézii. HPY DNA nebyla detekovéna v 24d-
né z téchto jednotek.

Prokaz silné difuzni exprese p16 proteinu a uréent pFitomnosti HPV
pomoci PCR v nasi skupiné silng korelovaly (korela¢ni koeficient 0,94).
Jednotlivé PCR metody se shodovaly v 83 %. U 7 pFipadd doslo k vy-
chyleni jedné metody PCR (falesné negativita, nebo falesna pozitivi-
ta) a vysledek byl sestaven na zdakladé shody dvou metod.

Genotypizace pozitivnich p¥ipadd pomoci sekvenace PCR pro-
duktd a nasledného porovnéni s databdzi BLAST byla Gsp&snéa
u viech HPV pozitivnich pripadd. V 16 nédorech (94 %) byl dete-
kovan HR-HPV typ 16, v jednom piipadé se jednalo o typ 33.

U 10 karcinomd byla provedena detekce nejéast&jsi sestrihové
varianty mRNA HPV typu 16 - E6*1- a in situ hybridizace (tabul-
ka 3, v elektronickém suplementu k tomu ¢&lénku na www.CSpato-
logie.cz). Nejéast&j3i sesttihova varianta mRNA HPV typu 16 —
E6*1- byla prokazéna u 7 karcinomd, kde byla zaroveri deteko-
véna exprese proteinu p16 a HPV DNA typu 16, a nebyla proka-

zéna v pripadé v 2 karcinomt s nedetekovatelnou expresi p16
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a HPV DNA. V jednom pFipadé byl prikaz transkriptu neohodno-
titelny diky nizké kvalit¢ RNA v nédoru. In situ hybridizace se son-
dou detekujici HR-HPV DNA byla Gsp&sné vyhodnocena u 6 vzor-
ko (obr. 2). Touto metodikou byla HPV prokazéna u 4 karcinomg,
kde byla zérover detekovéna exprese proteinu p16 a HPV DNA
typu 16, a nebyla prokézéana na pFipadu 2 karcinomd s nedete-
kovatelnou expresi p16 a HPY DNA. Metodika je optimalizovéna
pro cervikalni dyspldzie (obr. 3).

DISKUZE

HPV statut se zdé& byt dolezitym prognostickym markerem
u HNSCC a v dohledné dobé bude ziejmé i 1é¢ba HPV pozitivnich
HNSCC, zejména téch s lokalizaci v orofaryngu, odliné od
HNSCC bez prokézané virové etiologie (34,35). Diagnosticky vy-
znam md i pFitomnost HPV infekce v uzlinové metastéze v oblasti
hlavy a krku, nebof moze pomoci uréit lokalizaci primérni malig-
nity. V sou¢asné dobé viak stale neexistuje celosvétovy metodicky
konsenzus detekce HPV v nadorech hlavy a krku (36).

Imunohistochemické detekce exprese p16 je rutinné pouziva-
nym zéastupnym markerem klinicky relevantni HPV infekce u lézi
délozniho &ipku. Pouziti p16 jako zéstupného markeru HR-HPV
infekce pro neoplézie jinych lokalit m& viak svoje Uskali. Pro lo-

Obr. 1. Silng difozni exprese proteinu p16 u HNSCC. (CINtec
Histology V-kit, zvétseni 100x).

Obr. 2. In situ hybridizace (ISH - integrovany typ barveni)
u HNSCC s pruhy infiltrujictho dlazdicového karcinomu obsahu-
jicimi oblasti s granularni jadernou pozitivitou signdlu modré bar-
vy svédeici pro integraci DNA HPV do genomu buiiky (INFORM
HPV Il Family 16 Probe, zvétseni 100x).
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kalizaci hlavy a krku se sice citlivost detekce HR-HPV ve tkéni
pomoci p16 IHC uvadi az 100%, nicméné specifita IHC prokazu
overexprese p16 pro identifikaci HPV infekce je nizsi, nebot se
vyskytuje u vice nddorovych jednotek, které jsou evidentn& bez
vztahu k HPV infekci (33,37). Lewis ve své prdci tvrdi, ze samot-
né stanoveni overexprese p16 je samostatnym kriteriem k odli-
Seni skupiny HNSCC pacients s pfiznivéj3i prognézou (38). Je
viak tfeba dalsich studii, aby se potvrdilo, Ze je tento pristup do-
stacujici pro konvenéni HNSCC, ¢&i dokonce vhodny i pro dalsi
nadorové jednotky. Navic stéle je diskutabilni otdzka interpreta-
ce exprese p16 proteinu.

Aktudlni préce nejéastéji uprednostiivji efektivni kombinaci vi-
ce metod tak, aby bylo dosazeno dostate¢né citlivosti i specifity
detekce HR-HPV. Jako velmi uziteénd se jevi kombinace imuno-
histochemického stanoveni p16 exprese a DNA HR-HPV detek-
ce, kterd je provedena budto pomoci PCR technik nebo ISH
(7,39). Nicméné citlivost obou DNA metod neni stejné a podle
Smeetse asi 20 % vysledkd detekce HR-HPV pomoci PCR a ISH
se lisf (7).

Prikaz overexprese proteinu p16 a prokaz HPV DNA pomoci
PCR v nasem souboru vyborné koreloval. Vysoka shoda korelace
metod byla déna dle naseho minéni strikinim stanovenim pozitivi-
ty exprese proteinu p16 a uréenim vysledku HPV detekce pomoci
kombinace t¥i PCR technik. Nejlépe HPV DNA detekovala typové

kélni léze, kde v hornich vrstvéch dlazdicového epitelu jsou syté
modre difizné zbarvend jédra svédcici pro DNA HPV v epizo-
mdlni podobé (INFORM HPV IIl Family 16 Probe, zv&tseni 100x).

specifické PCR cilend do oblasti E6 gen, s ostatnimi metodami se
rozchdzela pouze v 1 pFipadé. Velmi dobrych vysledkd bylo do-
sazeno i pomoci PCR s pouzitim GP+ primer0, zde byla neshoda
s ostatnimi metodami objevena ve 2 pripadech. PCR detekujici v ob-
lasti E1 gen0 byla tFikrét slabé falesng pozitivni a jednou falesng
negativni, zfejmé diky deleci genu E1 b&hem integrace HPV do lid-
ského genomu. Tato PCR byla pouzita zejména pro irsi typovy
pokryv detekovanych HPV.

Nami zjisténd HPV typové distribuce — HPV typ 16 (94 %) a HPV
typ 33 (6 %) - velmi dobre koreluje s literarnimi Gdaiji, nebot spekt-
rum HPV typG detekovanych v neopléziich hlavy a krku nenf tak
siroké jako u malignich cervikélnich 1ézi. Zdaleka nejéastsjsim ty-
pem detekovanym v HNSCC je typ 16 (6,40,41). Znatelng méné
(5 %) jsou v t&chto nédorech detekovany HR-HPV typy 18, 33 a 35.
Koinfekce jednoho vzorku vice typy HPV v nasem souboru objeve-
na nebyla, co? je opét ve shod& s publikovanymi ddaiji (42).

Oveéteni biologické relevance infekce pomoci detekce transkripce
virovych onkogen( bylo mozné v 7 pripadech a ve viech bylo potvr-
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zeno (kromé& jednoho neanalyzovatelného vzorku), Ze jsme detekova-
i HPV infekei s aktivni transkripci HPV onkogend. Na stejnych pfipa-
dech byla provedena ISH HR-HPV DNA, ale Gsp&$nost detekce byla
podstatné nizsi. Jasnd porzitivita byla prokdzana u é pripadd. Ostat-
ni materiél nebylo mozné odeist diky vysokému pozadi o nespeci-
fickému barveni tkané. Pouzitd komeréni souprava pro ISH sice neni
pFimo vyrobcem uréena pro HPV detekci v neopléziich hlavy a krku,
ale je pro tyto G&ely b&zné pouzivana (43). Prebarvené pozadi a ne-
specifické barveni byly zpisobeny nesetrnou fixaci vzorku pred zali-
tim do parafinového bloku, coz je parametr, ktery viak nelze meto-
dicky v diagnostické laboratofi optimalizovat.

Ve schneiderianském papilomu s ,high-grade” dysplézii by-
la detekovéna exprese proteinu p16, ale nebyla zde prokaza-
na pFitomnost HPV DNA. P¥i pozitivnim prikazu proteinu p16
a negativni detekci HR-HPV je treba vzit v Gvahu pFitomnost ji-
ného DNA onkoviru nebo sou¢asnymi detekénimi technikami ne-
zachytitelny typ HR-HPV. V literatuFe se popisuji dal3i pFiciny
nadmérné exprese p16 v nddoru bez vztahu s virovou infekei,
které vychézi zejména z antiproliferativni funkce p16, napt.
u karcinomu prsu a plic, kde byla popséna ztrata pRb (44,45).
Dalsim mechanizmem moze byt ,onkogenem indukovand sene-
scence” (OIS), tak jak bylo popséno u pigmentovych névi a sch-

SOUHRN

Potvrdili jsme vysokou korelaci p16 overexprese a pozitivni-
ho prokazu HPV DNA pomoci PCR u dlazdicobun&énych karci-
nom{ v primarnim nédoru i uzlinovych metastdzach. Této vyso-
ké shody (korela¢ni koeficient 0,94) bylo dosazeno vyznamnou
Upravou zpUsobu hodnoceni exprese antigenu p16, kdy za po-
zitivni se povazuje pouze vyrazné difuzni pozitivita, a déle sta-
novenim HPV DNA statutu pomoci ti PCR reakci, které zaruéu-
i pokryti Sirokého detekéniho spekira HPV a maximalni reduk-
ci falesné pozitivnich a falesné negativnich nélezd. Verifikace kli-
nicky relevantniho nélezu HPV 16 pomoci detekce mRNA tran-
skriptu se zdd byt uzite¢nd a pouzitelné pro praxi, zatimco vy-
uZiti in situ hybridizace v algoritmu HPV detekce je zatim ome-
zené vzhledem k velmi ¢astému vyskytu nespecifického barventi,
které je Easto dané nesetrnou predlaboratorni fixaci. V pripadé
vzécenéjgich diagnostickych jednotek byla také potvrzena vysoké
shoda barveni p16 a HPV detekce.
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Nikon Jaok ja to vidim... s Nikonem.
Dlgltalm mikrofotografie.

Mikrofotografie je zakladnim zpsobem archivace mikroskopickych snimkd. V poslednich letech probghla zésadni zména: povod-
ni zznam na fotografickou emulzi byl nahrazen zdznamem digitélnich dat obrazu. Pritom odpadé ,mokry proces” chemického
vyvolavéni — vie se provadi elektronicky. Tim se provedeni snimku nejen podstatné zrychli, ale oteviraji se nové moznosti. Tento po-
stup se nGZ)'Ivé digitalni mikrofotografie. Pro digitc'ﬂni mikrofotografii je nutné vybavit mikroskop digitélni kamerou, ve které se pro-
vede z&znam svételného obrazu na elekironicky ¢ip — senzor (snimag).

Cip je vysoce infegrovany obvod, slozeny z miniaturnich fotodiod a z prevodniku A/D (konvertor z analogového na digitdlni sig-
ndl). Jeho plo3na velikost uréuje llest el pole. Rozméry ¢ipu se udavaii v palcich, bézné jsou typy 1/1,8” nebo 2/3".
Cip 1/1,8" mé Ghlopficku 8,932mm
duje o poctu svételnych diod, které vypliuji jeho plochu. Diody maiji b&zné rozmér 7x7 mikrond, mohou vsak byt i mensi, 4x4 mik-
rony). Kazdd dioda reprezentuje jeden bod obrazu, kterému se fiké pixel. Senzorové ¢ipy maiji rozny pocet pixel, mezi 4 — 40
108, (b&zné se udava v jednotkéch “Megapixel”, Mp = 106 pixel).

Dopadne-li na fotodiodu svételny signdl, zméni se na napétovy impuls, ktery se v konvertoru zméni na digitalni data. Rozliseni me-
zi Grovnémi napéti je dano rychlosti vzorkovani (sampling). Prozatim se zajiméme jen o prevod jasu snimaného bodu na analo-
govou Urovei 3edi (monochromatické sniméni). Kamera, vybavend 12-bitovym vystupem, rozlisi 4096 diskrétnich Grovni 3edi. Ten-
to proces je zatizen Sumem, ktery vzniké z tepelnych pohybu atomd. Urovei signdlu musi byt nejméné 2,7x vy3si, nez hladina 3u-
mu. Omezeni $umu Ize doséhnout chlazenim snimace, b&zné se to provédi Peltierovym élénkem. Chlazen | je G&elné hlavng u digi-
talnich kamer pro fluorescen¢ni mikrofotografii.

Citlivost fotodiod &ipu je mnohem vy3i, nez u fotografické emulze. To umoziiuje digitélni zaznamy mélo svételnych obrazo. Méfit-
kem citlivosti je kvantovy vytézek (quantum efficiency, QE), ktery mize dosahnout 70-80% (fotopické vidéni mé vytézek asi 3%).
DigitIni kamery mohou zpracovat barevny obraz ve trech chromati¢nostech (¢ervené, modré a zelené — RGB). Provédi to bud' filt-
ry k rozligeni vinovych délek, nebo systémem f¥i snimagd. Barevné snimdéni provézi nezbytné ztréta citlivosti.

B&zné se kamera propoji s pocitacem, ktery zpracuje data a obraz ukéze na své obrazovce. Je ziejmé, ze kvalitu pozorovaného

na obraz provadi k tomu uréeny software v pocitaci, ktery spliiuje fadu dalsich funkei. Obraz Ize hodnotit kvantitativng (obrazova
analyza), rozné upravovat a ukladat na rizné paméfové nosice. Neni dosud prokézano, jakou mé ulozeny digitalni obraz Zivot-
nost — obrazy, uloZené v emulzich filmd zatim preckaly vice nez 100 let. Nosice digitélnich snimkd maiji za sebou teprve 30 let exi-
stence a jsou citlivé na vn&j3i vlivy (magnetické impulzy atd.).

V této &asti jsme struéné popsali jen zéklady digitalni mikrofotografie. Literatura na webu poskytuje podrobnéisi vysvétleni, dopo-
ru¢ujeme napf. www.MicroscopyU.com.



