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SOUHRN
Podskupina dlaÏdicobunûãn˘ch karcinomÛ v oblasti hlavy a krku je etiologicky spojována s vysoce rizikov˘mi typy lidsk˘ch papilo-
mavirÛ (HPV). Recentní studie tyto HPV asociované dlaÏdicobunûãné karcinomy vyãleÀují do separátní skupiny díky odli‰né epide-
miologii, histopatologick˘m charakteristikám, terapeutické odpovûdi na léãbu a prognóze. Publikované prevalence HPV v nádorech
hlavy a krku v‰ak dosahují znaãné variability, coÏ je z velké ãásti dáno absencí celosvûtovû pfiijímaného konsenzu pro vy‰etfiení
HPV u tûchto malignit. 
Na vlastním souboru 41 pacientÛ s nádorem v oblasti hlavy a krku prezentujeme detekci biologicky relevantní HPV infekce pfii vyuÏití
algoritmu kombinujícího imunohistochemick˘ prÛkaz proteinu p16 – „surrogate“ markeru transformující HPV infekce, a molekulárnû
genetick˘ prÛkaz HPV DNA pomocí tfií rÛzn˘ch polymerázov˘ch fietûzov˘ch reakcí (PCR). Ovûfiení prÛkazu biologicky relevantní HPV
infekce je v 10 pfiípadech provedeno alternativní metodikou, a to detekcí transkriptu HPV RNA pomocí reverzní transkripce následova-
né PCR (RT-PCR) a dále in situ hybridizací (ISH) s komerãní sondou proti vysoce rizikov˘m HPV. 
Prokázali jsme vysokou korelaci detekce HPV DNA pomocí souboru tfií PCR reakcí a pfiítomností silné difuzní pozitivity p16 proteinu
(korelaãní koeficient 0,94) a potvrzujeme validitu tohoto algoritmu. U 94 % HPV asociovan˘ch dlaÏdicobunûãn˘ch karcinomÛ byl dete-
kován HPV typ 16, v jednom pfiípadû byl zachycen typ 33, coÏ odpovídá literárním údajÛm. K alternativní detekci biologicky relevant-
ní transformující infekce HPV se zdá b˘t vhodnûj‰í metoda prÛkazu RNA transkriptu HPV, kterou bylo dosaÏeno lep‰ích v˘sledkÛ –
100% shoda s prÛkazem HPV pÛvodní metodikou p16/PCR. Metoda ISH byla zatíÏena pomûrnû ãast˘m nespecifick˘m barvením pre-
parátu a její rutinní uÏití v diagnostickém algoritmu v na‰ich podmínkách není zatím moÏné. 
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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 HPV 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 biologically relevant HPV infection has been performed in 10 available samples using an alternative 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 detection 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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Virová infekce je pfiíãinou 15 – 20 % maligních nádorÛ u ãlovû-
ka (1). Jedním z nejdÛleÏitûj‰ích onkogenních virÛ je lidsk˘ papilo-
mavirus (HPV). Perzistentní infekce vysoce rizikov˘mi lidsk˘mi papi-
lomaviry (HR-HPV, z angl. High-Risk Human Papillomavirus) je pfií-
ãinou vzniku maligních nádorÛ zejména v oblasti anogenitálního trak-
tu. Za karcinogenní proces jsou zodpovûdné dva onkoproteiny kó-
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dované virov˘mi geny E6 a E7. Tyto onkoproteiny mimo jiné inakti-
vují p53 a pRB, ãímÏ jednak podporují postup bunûãného cyklu a syn-
tézu DNA, a dále také blokují apoptózu (2). HR-HPV asociovaná eti-
ologie byla prokázána u 99,7 % dlaÏdicobunûãn˘ch karcinomÛ dû-
loÏního hrdla, 81,8 % adenokarcinomÛ dûloÏního hrdla, 40 % karci-
nomÛ vulvy, 64 aÏ 91 % karcinomÛ pochvy, 88 aÏ 93,8 % análních
karcinomÛ a 40 aÏ 81,8 % karcinomÛ penisu (3-5). HR-HPV jsou ta-
ké asociovány s neopláziemi v oblasti hlavy a krku, publikované pre-
valence HPV v této oblasti se v‰ak pohybují v ‰irokém rozmezí 0 aÏ
100 % (6). Tato variabilita je dána jednak rozdílnou anatomickou lo-
kalizací tumoru, ale je také z velké ãásti ovlivnûna pouÏitím rÛzn˘ch
detekãních metod prÛkazu pfiítomnosti HPV v nádoru (tab. 1)(7).

Na roli HR-HPV v etiologii nádorÛ hlavy a krku poprvé poukázal
Syrjänen se spolupracovníky v roce 1983 u dlaÏdicobunûãn˘ch kar-
cinomÛ (HNSCC, z angl. Head and Neck Squamous Cell Carcino-
mas), jeÏ jsou nejãastûj‰ím typem malignity v této oblasti (90 %) (15).
Prokázané rizikové faktory pro vznik tohoto onemocnûní do té do-
by byly pouze abúzus alkoholu a tabáku (16). Následnû mnohé kli-
nicko-patologické studie prokázaly rozdílnou etiologii a epidemio-
logii HR-HPV asociovan˘ch HNSCC a zejména díky klinicko-pato-
logick˘m odli‰nostem jsou nyní pokládány za specifickou podskupi-
nu HNSCC. Histologicky se jedná vût‰inou o nekeratinizující nízce
diferenciované karcinomy malé velikosti (pT1–pT2), ale s vysokou
frekvencí postiÏení lymfatick˘ch uzlin (pN+)(17,18). PfiestoÏe jsou HR-
HPV asociované HNSCC nûkdy diagnostikované v klinicky pokroãi-
lém stadiu (pT3–pT4), ve vût‰inû pfiípadÛ je prognóza pacienta pfiíz-
nivûj‰í ve srovnání s pacienty s HNSCC neasociovan˘mi s HR-HPV,
coÏ je velmi dobfie dokumentováno napfi. ve studii vedené Angem
a spol. (19). HPV status u HNSCC by proto mûl b˘t standardní sou-
ãástí histopatologického vy‰etfiení, neboÈ je dÛleÏit˘m prognostic-
k˘m faktorem potencionálnû ovlivÀujícím léãebnou strategii.

Molekulárnû genetické metody detekce HR-HPV
Ve tkáni je HR-HPV moÏné detekovat mnoÏstvím molekulárnû bi-

ologick˘ch metodik. Naprostá vût‰ina vy‰etfiení se provádí na ma-
teriálu fixovaném ve formalínu a zalitém do parafínu (FFPE, z angl.
Formalin-Fixed, Paraffin-Embedded), coÏ ovlivÀuje volbu metody
prÛkazu. Dále je kladen dÛraz na detekci biologicky relevantní HR-
HPV infekce, která je skuteãnû ve vztahu ke vniku nádoru. Nejroz-
‰ífienûj‰í je prÛkaz HR-HPV DNA pomocí metod vycházejících z po-
lymerázové fietûzové reakce (PCR) (20,21). Pfii interpretaci nálezu
je tfieba zohlednit vy‰‰í riziko fale‰nû pozitivních v˘sledkÛ, neboÈ
PCR metoda je extrémnû citlivá a detekuje HPV uÏ na základû pfií-
tomnosti pouze nûkolika kopií viru v izolátu. To v‰ak mÛÏe b˘t zpÛ-
sobeno i tranzientní infekcí nebo dokonce kontaminací pfii zpra-
cování bloku (6). Na druhou stranu pouÏití pouze jediného de-
tekãního PCR systému zase mÛÏe vést k fale‰nû negativním v˘sled-
kÛm, coÏ vychází zejména z biologické podstaty HPV infekce, ne-
boÈ nejãastûj‰í cíle amplifikace pfii ‰irokospektrální detekci, geny L1
a E1, nemusí b˘t nutnû zachovány ve v‰ech nádorech (22). DNA
onkogenÛ E6 a E7 sice zÛstává v nádoru i bûhem progrese, ale
sekvenãnû se velmi li‰í mezi rÛzn˘mi HR-HPV typy, a proto PCR cí-

lené do tûchto oblastí nedetekují ‰iroké spektrum HR-HPV typÛ, ale
jednotlivé specifické typy (23).

Na fiezu lze HR-HPV prokázat metodou hybridizace in situ (ISH).
V ãitelnû obarveném fiezu lze podle druhu signálu rozli‰it, zda je
DNA HPV integrovaná do genomu, nebo se vyskytuje pouze v epi-
zomální formû (17). V˘hoda detekce HPV v topografické souvislos-
ti ve tkáni je v‰ak zastfiená niÏ‰í citlivostí metody (70 %), pomûrnû
ãast˘m nespecifick˘m barvením a vysok˘m pozadím na fiezu (24). 

Detekce exprese virov˘ch onkogenÛ pomocí reverzní transkrip-
ce (RT) a následné PCR by podle posledních prací mûla poskyto-
vat dÛkaz transformaãní aktivity HR-HPV v lézi a objevit pouze kli-
nicky relevantní infekci, která je v etiologickém vztahu k nádoru.
Úskalím metody je ale kvalita RNA v FFPE materiálu. Navíc je rea-
kce typovû specifická a pomûrnû nároãná na provedení (7). 

Imunohistochemick˘ prÛkaz p16 proteinu
Detekce HR-HPV viru se neomezuje pouze na genetické metody

a lze vyuÏít i imunohistochemického prÛkazu viru nebo zástup-
n˘ch markerÛ. Rutinnû se vyuÏívá imunohistochemického barvení
bunûãného proteinu p16. Signální dráha p16-Rb je ãast˘m cílem
virov˘ch onkoproteinÛ pfii imortalizaci buÀky a vût‰ina tûchto viro-
v˘ch interakcí má za následek p16 overexpresi díky pfiímé nebo
nepfiímé inaktivaci pRB a následném pokusu buÀky zastavit bu-
nûãnou proliferaci (25). PfiestoÏe transformující HR-HPV infekce ne-
ní jedinou pfiíãinou overexprese proteinu p16, v nûkter˘ch typech
nádorÛ, zejména u karcinomÛ dûloÏního hrdla a v perianálních
lézích, je imunohistochemické barvení proteinu p16 pouÏíváno ja-
ko senzitivní zástupn˘ (surrogate) marker HR-HPV infekce (26).
Hodnocení exprese p16 proteinu v‰ak není jednotné (27), a proto
v na‰í studii expresi p16 posuzujeme dvoustupÀov˘m zpÛsobem:
pouze v˘razná difuzní jadernû-cytoplazmatická overexprese se
hodnotí jako pozitivní nález.

Algoritmus molekulárnû biologické detekce klinicky relevantní 
infekce HR-HPV v karcinomech hlavy a krku

Rozsáhlé moÏnosti pfiímé a nepfiímé detekce HR-HPV vná‰í po-
mûrnû ‰irokou variabilitu do publikovan˘ch prevalencí HPV u ma-
lignit v oblasti hlavy a krku, pohybující se témûfi od 0 do 100 %,
coÏ je samozfiejmû také ovlivnûno rozdíln˘mi lokacemi nádorÛ
v jednotliv˘ch studiích a pouÏit˘m materiálem (6,28). Detekãní al-
goritmus, kter˘ senzitivnû a specificky detekuje biologicky relevant-
ní HR-HPV infekci a je snadno pouÏiteln˘ v praxi, je stále pfiedmû-
tem vûdeck˘ch diskuzí. Recentní práce upfiednostÀují pfiístup, kte-
r˘ zaãíná imunohistochemick˘m barvením p16 a pokraãuje gene-
tickou detekcí HR-HPV, nejãastûji pomocí PCR nebo ISH. V˘sledkem
je rozdûlení nádorÛ do 4 kategorií: p16-/HPV- (1. kategorie), p16-
/HPV+ (2. kategorie), p16+/HPV+ (3. kategorie) a p16+/HPV- (4.
kategorie), pfiiãemÏ pouze u 3. kategorie se pfiedpokládá, Ïe sku-
teãnû odpovídá HPV indukovanému nádoru (14). PfiestoÏe je ten-
to pfiístup urãen pro HNSCC, Smeets se spolupracovníky (7) se do-
mnívají, Ïe by mohl b˘t zlat˘m standardem pro urãení HPV etiolo-
gie i u nádorÛ jin˘ch lokalizací. 

Autor Lokalizace Metoda Prevalence HPV
Syrjänen (8) DÚ In house ISH 12 %
Ostwald (9) DÚ Konsensus PCR 62 %
Zeuss (10) DÚ Komerãní ISH 0 %
Koppikar (11) DÚ Konsensus PCR 6 %
Klozar (12) DÚ, OF PCR 64 %
Näsman (13) OF PCR 85 %
Weinberger (14) OF Real Time PCR 61 %

Tabulka 1. Prevalence HPV v nádorech hlavy a krku dle rÛzn˘ch autorÛ

DÚ: dutina ústní, OF: orofarynx, ISH: in situ hybridizace, PCR: polymerázová fietûzová reakce
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MATERIÁL A METODIKA

V na‰em sdûlení prezentujeme pouÏití v˘‰e uvedeného algorit-
mu, tedy kombinaci imunohistochemického prÛkazu proteinu p16
a detekci HR-HPV pomocí nûkolika rÛzn˘ch PCR na souboru paci-
entÛ s nádorem v oblasti hlavy a krku. V˘bûr materiálu byl prová-
dûn se zámûrem porovnání úãinnosti a spolehlivosti jednotliv˘ch
detekãních metodik, proto v˘sledky neodpovídají skuteãné preva-
lenci HPV pro jednotlivé neoplastické jednotky. Verifikace prÛkazu
biologicky relevantní HPV infekce ve vztahu ke vzniku nádoru by-
la provedena na 10 dostupn˘ch pfiípadech pomocí detekce mRNA
HPV transkriptu a in situ hybridizace se sondou pro HR-HPV. 

Z registru konzultací na‰í laboratofie bylo vybráno 41 pacientÛ:
v 32 pfiípadech se jednalo o primární nádor a v 9 o uzlinovou
metastázu s pravdûpodobnou primární lokalizací nádoru v oblas-
ti hlavy a krku. PrÛmûrn˘ vûk pacientÛ byl 60,6 let, medián 64 let
(18 – 88 let), 21 muÏÛ a 20 Ïen. Histologické nálezy zahrnovaly:
adenoidnû cystick˘ karcinom (2x), kribriformní adenokarcinom
(6x), schneideriánsk˘ papilom s „high grade” dysplázií (1x), poly-
morfní nízce maligní adenokarcinom (PLGA, z angl. polymorphous
low-grade adenocarcinoma)(5x), nediferencovan˘ malobunûãn˘
karcinom s neuroendokrinní diferenciací (1x), onkocytární adenom
(1x), slizniãní neurofibrom (1x), mukoepidermoidní karcinom (1x),
papilom s lehkou dysplázií dlaÏdicového epitelu (1x), nediferen-
covan˘ karcinom s abortivními známkami fenotypické neuroendo-
krinní diferenciace (1x), nediferencovan˘ solidní karcinom (5x),
dlaÏdicobunûãn˘ karcinom (13x), bazaloidní varianta dlaÏdicobu-
nûãného karcinomu (3x).

Imunohistochemické barvení proteinu p16 bylo provedeno na
FFPE fiezech o ‰ífice 4 μm za pouÏití monoklonální protilátky p16
CINtec Histology V-kit na automatickém imunostaineru Ventana
BenchMark ULTRA (Ventana, mtm Laboratories AG, Germany) pod-
le firemního protokolu. Jako pozitivní byl hodnocen nález, kdy ales-
poÀ 75 % nádorov˘ch bunûk v souvislém loÏisku silnû a difúznû ex-
primovalo p16 protein (obr. 1). Jak˘koliv jin˘ nález byl povaÏo-
ván za negativní.

Pro molekulárnû biologickou detekci HPV byla provedena DNA
extrakce z FFPE blokÛ. Ve struãnosti: 3–10 fiezÛ o síle 5 μm bylo
deparafinizované xylenem a DNA byla izolována komerãní sou-
pravou Nukleospin Tissue Kit (Macherey Nagel, Amtsgericht Düren,
Germany) podle firemního protokolu. Kvalita izolované DNA
a úãinnost extrakce byla konfirmována spektroskopick˘m mûfiením
koncentrace a PCR amplifikací kontrolních genÛ z lidské DNA (29).
Bûhem izolace byla dodrÏována speciální bezpeãnostní opatfiení,
aby nedocházelo ke zkfiíÏené kontaminaci vzorkÛ. 

RNA izolace byla provedena kitem RecoverAll Total Nucleic Acid
Isolation Kit (Ambion/Applied Biosystems, Foster City, CA, USA)
podle firemního protokolu po deparafinizaci xylenem. Kvalita izo-
lované RNA byla ovûfiena po reverzní transkripci pomocí PCR am-
plifikace kontrolních genÛ (30).

Nûkolik rÛzn˘ch PCR reakcí bylo pouÏito pro detekci HPV tak,
aby bylo moÏné detekovat co nej‰ir‰í spektrum onkogenních papi-
lomavirÛ a zároveÀ sníÏit riziko fale‰né negativity zpÛsobené ztrá-
tou nûkter˘ch genÛ v primárním nebo sekundárním nádoru. Záro-
veÀ byla zohlednûna niÏ‰í kvalita vstupního DNA materiálu a dél-
ka amplifikovan˘ch produktÛ v jednotliv˘ch PCR nepfiesáhla 300
bp, coÏ odpovídá prÛmûrné kvalitû DNA izolované z FFPE mate-
riálu. PCR cílená do oblasti L1 genu byla provedena s primery
GP5/6+ (31). Dal‰í PCR detekující ‰iroké spektrum slizniãních
a koÏních HPV byla cílena do oblasti genu E1 (32). Multiplexní ty-
povû specifická PCR amplifikující v oblasti E6 onkogenu byla pou-
Ïita pro detekci 6 nejãastûj‰ích HR-HPV, a to 16, 18, 31, 33, 35
a 45. PCR reakce byly modifikovány pro potfieby laboratofie (33).
Pfii podezfiení na koinfekci více HPV typy nebo pfii nízké integritû
izolované DNA byla navíc pouÏita komerãní souprava INNO-Li-

PA HPV Genotyping kit Extra (Innogenetic NV, Belgium), která pra-
cuje na principu reverzní hybridizace krátkého PCR produktu na
typovû specifické sondy navázané na membránû.

Podskupina 10 karcinomÛ, jejichÏ bloky byly archivovány
v na‰í databázi, byla dále pouÏita pro verifikaci nálezu klinic-
ky relevantní HR-HPV infekce, a to detekcí exprese mRNA viro-
v˘ch onkogenÛ a topografickou detekcí HPV v nádoru. Vzorky
byly analyzovány na pfiítomnost nejãastûj‰í sestfiihové varianty
E6*1, kódované HPV 16 E6 genem. Pro tyto úãely byla izolova-
ná RNA pfievedena na cDNA pomocí reverzní transkripce a po-
mocí PCR byl amplifikován úsek E6*1 (7). Dále byla u tûchto
vzorkÛ na 2 a 4 μm siln˘ch fiezech provedena in situ hybridiza-
ce se sondou INFORM HPV III Family 16 Probe (detekující 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 firemního protoko-
lu. V souladu s firemním protokolem za pozitivní byly povaÏo-
vány ty pfiípady, kdy jsme v nádoru zastihli alespoÀ jednu sou-
vislou (mapovitou) zónu bunûk, jejichÏ jádra vykazovala gra-
nulární/integrovan˘ ãi epizomální typ signálu bez ohledu na
jeho intenzitu (viz obr. 2).

V‰echny PCR a reverzní transkripce byly provedeny na pfiístro-
ji GeneAmp PCR System 9700 (PE/Applied Biosystems, Forster
City, CA). Produkty PCR byly vizualizovány na 2% agarózovém
gelu po elektroforéze a obarvení etidium bromidem. Typ HPV vi-
ru byl dourãen sekvenací a srovnáním s databází BLAST, popfií-
padû reverzní hybridizací (LiPA systém). Pouze úspû‰ná amplifi-
kace HPV ve dvou a více PCR systémech byla povaÏována za
pozitivní nález.

V¯SLEDKY

V˘sledky imunohistochemické anal˘zy a genetického PCR prÛ-
kazu HR-HPV jsou detailnû uvedeny v tabulce ã. 2 (v elektronic-
kém suplementu k tomu ãlánku na www.CSpatologie.cz). Exprese
p16 a zároveÀ pfiítomnost HPV byla prokázána u 9 primárních
dlaÏdicobunûãn˘ch karcinomÛ a 3 metastáz dlaÏdicobunûãného
karcinomu v uzlinû, dále u 3 pfiípadÛ bazaloidní varianty dlaÏdi-
cobunûãného karcinomu a 2 metastáz nediferencovaného karcino-
mu. Exprese p16 proteinu ani pfiítomnost HPV prokázána nebyla
v 1 metastáze nediferencovaného karcinomu. Expresi p16 protei-
nu a pfiítomnost HPV DNA nebylo moÏné ohodnotit u 1 pfiípadu
dlaÏdicobunûãného karcinomu a ve 2 metastázách nediferenco-
vaného karcinomu vzhledem k velmi nízké kvalitû materiálu. U dal-
‰ích nádorov˘ch jednotek byla prokázána difuzní imunohistoche-
mická pozitivita p16 pouze v pfiípadû schneideriánského papilo-
mu s „high grade“ dysplázií. HPV DNA nebyla detekována v Ïád-
né z tûchto jednotek.

PrÛkaz silné difuzní exprese p16 proteinu a urãení pfiítomnosti HPV
pomocí PCR v na‰í skupinû silnû korelovaly (korelaãní koeficient 0,94).
Jednotlivé PCR metody se shodovaly v 83 %. U 7 pfiípadÛ do‰lo k vy-
ch˘lení jedné metody PCR (fale‰ná negativita, nebo fale‰ná pozitivi-
ta) a v˘sledek byl sestaven na základû shody dvou metod.

Genotypizace pozitivních pfiípadÛ pomocí sekvenace PCR pro-
duktÛ a následného porovnání s databází BLAST byla úspû‰ná
u v‰ech HPV pozitivních pfiípadÛ. V 16 nádorech (94 %) byl dete-
kován HR-HPV typ 16, v jednom pfiípadû se jednalo o typ 33.

U 10 karcinomÛ byla provedena detekce nejãastûj‰í sestfiihové
varianty mRNA HPV typu 16 - E6*1- a in situ hybridizace (tabul-
ka 3, v elektronickém suplementu k tomu ãlánku na www.CSpato-
logie.cz). Nejãastûj‰í sestfiihová varianta mRNA HPV typu 16 –
E6*1- byla prokázána u 7 karcinomÛ, kde byla zároveÀ deteko-
vána exprese proteinu p16 a HPV DNA typu 16, a nebyla proká-
zána v pfiípadû v 2 karcinomÛ s nedetekovatelnou expresí p16
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a HPV DNA. V jednom pfiípadû byl prÛkaz transkriptu neohodno-
titeln˘ díky nízké kvalitû RNA v nádoru. In situ hybridizace se son-
dou detekující HR-HPV DNA byla úspû‰nû vyhodnocena u 6 vzor-
kÛ (obr. 2). Touto metodikou byla HPV prokázána u 4 karcinomÛ,
kde byla zároveÀ detekována exprese proteinu p16 a HPV DNA
typu 16, a nebyla prokázána na pfiípadu 2 karcinomÛ s nedete-
kovatelnou expresí p16 a HPV DNA. Metodika je optimalizována
pro cervikální dysplázie (obr. 3).

DISKUZE

HPV statut se zdá b˘t dÛleÏit˘m prognostick˘m markerem
u HNSCC a v dohledné dobû bude zfiejmû i léãba HPV pozitivních
HNSCC, zejména tûch s lokalizací v orofaryngu, odli‰ná od
HNSCC bez prokázané virové etiologie (34,35). Diagnostick˘ v˘-
znam má i pfiítomnost HPV infekce v uzlinové metastáze v oblasti
hlavy a krku, neboÈ mÛÏe pomoci urãit lokalizaci primární malig-
nity. V souãasné dobû v‰ak stále neexistuje celosvûtov˘ metodick˘
konsenzus detekce HPV v nádorech hlavy a krku (36). 

Imunohistochemická detekce exprese p16 je rutinnû pouÏíva-
n˘m zástupn˘m markerem klinicky relevantní HPV infekce u lézí
dûloÏního ãípku. PouÏití p16 jako zástupného markeru HR-HPV
infekce pro neoplázie jin˘ch lokalit má v‰ak svoje úskalí. Pro lo-

kalizaci hlavy a krku se sice citlivost detekce HR-HPV ve tkáni
pomocí p16 IHC uvádí aÏ 100%, nicménû specifita IHC prÛkazu
overexprese p16 pro identifikaci HPV infekce je niÏ‰í, neboÈ se
vyskytuje u více nádorov˘ch jednotek, které jsou evidentnû bez
vztahu k HPV infekci (33,37). Lewis ve své práci tvrdí, Ïe samot-
né stanovení overexprese p16 je samostatn˘m kriteriem k odli-
‰ení skupiny HNSCC pacientÛ s pfiíznivûj‰í prognózou (38). Je
v‰ak tfieba dal‰ích studií, aby se potvrdilo, Ïe je tento pfiístup do-
staãující pro konvenãní HNSCC, ãi dokonce vhodn˘ i pro dal‰í
nádorové jednotky. Navíc stále je diskutabilní otázka interpreta-
ce exprese p16 proteinu. 

Aktuální práce nejãastûji upfiednostÀují efektivní kombinaci ví-
ce metod tak, aby bylo dosaÏeno dostateãné citlivosti i specifity
detekce HR-HPV. Jako velmi uÏiteãná se jeví kombinace imuno-
histochemického stanovení p16 exprese a DNA HR-HPV detek-
ce, která je provedena buìto pomocí PCR technik nebo ISH
(7,39). Nicménû citlivost obou DNA metod není stejná a podle
Smeetse asi 20 % v˘sledkÛ detekce HR-HPV pomocí PCR a ISH
se li‰í (7). 

PrÛkaz overexprese proteinu p16 a prÛkaz HPV DNA pomocí
PCR v na‰em souboru v˘bornû koreloval. Vysoká shoda korelace
metod byla dána dle na‰eho mínûní striktním stanovením pozitivi-
ty exprese proteinu p16 a urãením v˘sledku HPV detekce pomocí
kombinace tfií PCR technik. Nejlépe HPV DNA detekovala typovû

specifická PCR cílená do oblasti E6 genÛ, s ostatními metodami se
rozcházela pouze v 1 pfiípadû. Velmi dobr˘ch v˘sledkÛ bylo do-
saÏeno i pomocí PCR s pouÏitím GP+ primerÛ, zde byla neshoda
s ostatními metodami objevena ve 2 pfiípadech. PCR detekující v ob-
lasti E1 genÛ byla tfiikrát slabû fale‰nû pozitivní a jednou fale‰nû
negativní, zfiejmû díky deleci genu E1 bûhem integrace HPV do lid-
ského genomu. Tato PCR byla pouÏita zejména pro ‰ir‰í typov˘
pokryv detekovan˘ch HPV. 

Námi zji‰tûná HPV typová distribuce – HPV typ 16 (94 %) a HPV
typ 33 (6 %) – velmi dobfie koreluje s literárními údaji, neboÈ spekt-
rum HPV typÛ detekovan˘ch v neopláziích hlavy a krku není tak
‰iroké jako u maligních cervikálních lézí. Zdaleka nejãastûj‰ím ty-
pem detekovan˘m v HNSCC je typ 16 (6,40,41). Znatelnû ménû
(5 %) jsou v tûchto nádorech detekovány HR-HPV typy 18, 33 a 35.
Koinfekce jednoho vzorku více typy HPV v na‰em souboru objeve-
na nebyla, coÏ je opût ve shodû s publikovan˘mi údaji (42).

Ovûfiení biologické relevance infekce pomocí detekce transkripce
virov˘ch onkogenÛ bylo moÏné v 7 pfiípadech a ve v‰ech bylo potvr-

Obr. 1. Silná difúzní exprese proteinu p16 u HNSCC. (CINtec
Histology V-kit, zvût‰ení 100x).

Obr. 2. In situ hybridizace (ISH - integrovan˘ typ barvení)
u HNSCC s pruhy infiltrujícího dlaÏdicového karcinomu obsahu-
jícími oblasti s granulární jadernou pozitivitou signálu modré bar-
vy svûdãící pro integraci DNA HPV do genomu buÀky (INFORM
HPV III Family 16 Probe, zvût‰ení 100x).

Obr. 3. In situ hybridizace (ISH – epizomální typ barvení) u cervi-
kální léze, kde v horních vrstvách dlaÏdicového epitelu jsou sytû
modfie difúznû zbarvená jádra svûdãící pro DNA HPV v epizo-
mální podobû (INFORM HPV III Family 16 Probe, zvût‰ení 100x). 
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zeno (kromû jednoho neanalyzovatelného vzorku), Ïe jsme detekova-
li HPV infekci s aktivní transkripcí HPV onkogenÛ. Na stejn˘ch pfiípa-
dech byla provedena ISH HR-HPV DNA, ale úspû‰nost detekce byla
podstatnû niÏ‰í. Jasná pozitivita byla prokázána u 6 pfiípadÛ. Ostat-
ní materiál nebylo moÏné odeãíst díky vysokému pozadí a nespeci-
fickému barvení tkánû. PouÏitá komerãní souprava pro ISH sice není
pfiímo v˘robcem urãena pro HPV detekci v neopláziích hlavy a krku,
ale je pro tyto úãely bûÏnû pouÏívána (43). Pfiebarvené pozadí a ne-
specifické barvení byly zpÛsobeny ne‰etrnou fixací vzorku pfied zali-
tím do parafínového bloku, coÏ je parametr, kter˘ v‰ak nelze meto-
dicky v diagnostické laboratofii optimalizovat. 

Ve schneideriánském papilomu s „high-grade“ dysplázií by-
la detekována exprese proteinu p16, ale nebyla zde prokázá-
na pfiítomnost HPV DNA. Pfii pozitivním prÛkazu proteinu p16
a negativní detekci HR-HPV je tfieba vzít v úvahu pfiítomnost ji-
ného DNA onkoviru nebo souãasn˘mi detekãními technikami ne-
zachytiteln˘ typ HR-HPV. V literatufie se popisují dal‰í pfiíãiny
nadmûrné exprese p16 v nádoru bez vztahu s virovou infekcí,
které vychází zejména z antiproliferativní funkce p16, napfi.
u karcinomu prsu a plic, kde byla popsána ztráta pRb (44,45).
Dal‰ím mechanizmem mÛÏe b˘t „onkogenem indukovaná sene-
scence“ (OIS), tak jak bylo popsáno u pigmentov˘ch névÛ a sch-
wannomÛ (46). 

SOUHRN

Potvrdili jsme vysokou korelaci p16 overexprese a pozitivní-
ho prÛkazu HPV DNA pomocí PCR u dlaÏdicobunûãn˘ch karci-
nomÛ v primárním nádoru i uzlinov˘ch metastázách. Této vyso-
ké shody (korelaãní koeficient 0,94) bylo dosaÏeno v˘znamnou
úpravou zpÛsobu hodnocení exprese antigenu p16, kdy za po-
zitivní se povaÏuje pouze v˘razná difuzní pozitivita, a dále sta-
novením HPV DNA statutu pomocí tfií PCR reakcí, které zaruãu-
jí pokrytí ‰irokého detekãního spektra HPV a maximální reduk-
ci fale‰nû pozitivních a fale‰nû negativních nálezÛ. Verifikace kli-
nicky relevantního nálezu HPV 16 pomocí detekce mRNA tran-
skriptu se zdá b˘t uÏiteãná a pouÏitelná pro praxi, zatímco vy-
uÏití in situ hybridizace v algoritmu HPV detekce je zatím ome-
zené vzhledem k velmi ãastému v˘skytu nespecifického barvení,
které je ãasto dané ne‰etrnou pfiedlaboratorní fixací. V pfiípadû
vzácnûj‰ích diagnostick˘ch jednotek byla také potvrzena vysoká
shoda barvení p16 a HPV detekce. 
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Jak já to vidím... s Nikonem.
Digitální mikrofotografie.

Mikrofotografie je základním zpÛsobem archivace mikroskopick˘ch snímkÛ. V posledních letech probûhla zásadní zmûna: pÛvod-
ní záznam na fotografickou emulzi byl nahrazen záznamem digitálních dat obrazu. Pfiitom odpadá „mokr˘ proces“ chemického
vyvolávání – v‰e se provádí elektronicky. Tím se provedení snímku nejen podstatnû zrychlí, ale otevírají se nové moÏnosti. Tento po-
stup se naz˘vá digitální mikrofotografie. Pro digitální mikrofotografii je nutné vybavit mikroskop digitální kamerou, ve které se pro-
vede záznam svûtelného obrazu na elektronick˘ ãip – senzor (snímaã).
âip je vysoce integrovan˘ obvod, sloÏen˘ z miniaturních fotodiod a z pfievodníku A/D (konvertor z analogového na digitální sig-
nál). Jeho plo‰ná velikost urãuje velikost obrazového pole. Rozmûry ãipu se udávají v palcích, bûÏné jsou typy 1/1,8“ nebo 2/3“.
âip 1/1,8“ má úhlopfiíãku 8,932mm (pro srovnání: políãko kinofilmu (24x36)mm má úhlopfiíãku 43,267mm). Velikost ãipu rozho-
duje o poãtu svûteln˘ch diod, které vyplÀují jeho plochu. Diody mají bûÏnû rozmûr 7x7 mikronÛ, mohou v‰ak b˘t i men‰í, 4x4 mik-
rony). KaÏdá dioda reprezentuje jeden bod obrazu, kterému se fiíká pixel. Senzorové ãipy mají rÛzn˘ poãet pixel, mezi 4 – 40
106, (bûÏnû se udává v jednotkách “Megapixel“, Mp = 106 pixel).
Dopadne-li na fotodiodu svûteln˘ signál, zmûní se na napûÈov˘ impuls, kter˘ se v konvertoru zmûní na digitální data. Rozli‰ení me-
zi úrovnûmi napûtí je dáno rychlostí vzorkování (sampling). Prozatím se zajímáme jen o pfievod jasu snímaného bodu na analo-
govou úroveÀ ‰edi (monochromatické snímání). Kamera, vybavená 12-bitov˘m v˘stupem, rozli‰í 4096 diskrétních úrovní ‰edi. Ten-
to proces je zatíÏen ‰umem, kter˘ vzniká z tepeln˘ch pohybÛ atomÛ. ÚroveÀ signálu musí b˘t nejménû 2,7x vy‰‰í, neÏ hladina ‰u-
mu. Omezení ‰umu lze dosáhnout chlazením snímaãe, bûÏnû se to provádí Peltierov˘m ãlánkem. Chlazení je úãelné hlavnû u digi-
tálních kamer pro fluorescenãní mikrofotografii.
Citlivost fotodiod ãipu je mnohem vy‰‰í, neÏ u fotografické emulze. To umoÏÀuje digitální záznamy málo svûteln˘ch obrazÛ. Mûfiít-
kem citlivosti je kvantov˘ v˘tûÏek (quantum efficiency, QE), kter˘ mÛÏe dosáhnout 70-80% (fotopické vidûní má v˘tûÏek asi 3%).
Digitální kamery mohou zpracovat barevn˘ obraz ve tfiech chromatiãnostech (ãervené, modré a zelené – RGB). Provádí to buì filt-
ry k rozli‰ení vlnov˘ch délek, nebo systémem tfií snímaãÛ. Barevné snímání provází nezbytnû ztráta citlivosti.
BûÏnû se kamera propojí s poãítaãem, kter˘ zpracuje data a obraz ukáÏe na své obrazovce. Je zfiejmé, Ïe kvalitu pozorovaného
obrazu urãuje také jakost obrazovky. Digitální data se do poãítaãe pfiená‰ejí nejãastûji pfies rozhraní USB. Pfievod digitálních dat
na obraz provádí k tomu urãen˘ software v poãítaãi, kter˘ splÀuje fiadu dal‰ích funkcí. Obraz lze hodnotit kvantitativnû (obrazová
anal˘za), rÛznû upravovat a ukládat na rÛzné pamûÈové nosiãe. Není dosud prokázáno, jakou má uloÏen˘ digitální obraz Ïivot-
nost – obrazy, uloÏené v emulzích filmÛ zatím pfieãkaly více neÏ 100 let. Nosiãe digitálních snímkÛ mají za sebou teprve 30 let exi-
stence a jsou citlivé na vnûj‰í vlivy (magnetické impulzy atd.).
V této ãásti jsme struãnû popsali jen základy digitální mikrofotografie. Literatura na webu poskytuje podrobnûj‰í vysvûtlení, dopo-
ruãujeme napfi. www.MicroscopyU.com.
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