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Předmluva 

Doktorandská dizertační práce je shrnutí publikační činnosti autorky v oblasti molekulárně 

biologické detekce virových a bakteriálních patogenů a jejich vztahu k nádorovým a 

pseudonádorovým jednotkám, se zaměřením na detekci lidských papilomavirů v raritních 

lézích. Práce je členěna do tří částí. 

První část obsahuje souhrn 5 prací, které se zabývaly detekcí lidských papilomavirů ve 

vzácných neoplastických jednotkách, jež byly: ekrinní syringofibroadenom asociovaný 

s dobře diferencovaným dlaždicobuněčným karcinomem, spiroadenocylindromu podobný 

bazaloidní karcinom anu a rekta, hidradenoma papilliferum s komponentou duktálního 

karcinomu in situ, léze anogenitálních mléčnou žlázu napodobujících žlázách a nově popsaná 

jednotka kribriformní adenokarcinom drobných slinných žláz. Souhrn je doplněn uvedením 

do problematiky detekce lidských papilomavirů ve vzácných lézích a zakončen diskuzí 

shrnující výsledky a zabývající se problematikou interpretace a biologické relevance nálezu. 

V druhé části je přehled ostatní publikační činnosti autorky. Třetí část tvoří plné texty 5 prací, 

jež jsou podkladem k vlastní dizertační práci. 
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1. Úvod 

1.1 Infekční agens v etiologii maligních onemocnění člověka 
Karcinogeneze je multifaktoriální a několikastupňový proces, na kterém se podílejí vlivy 

vnějšího prostředí a genetická predispozice jedince (95). Tento předpoklad je plně zachován i 

u konceptu působení infekčního agens při vzniku určitých malignit (119).  Infekční agens jsou 

etiologickým faktorem u přibližně 20% lidských neoplázií (77). Souvislost mezi bakteriálním 

agens a vznikem či progresí rakoviny byla navrhnuta už na začátku 19. století (87). Teorie 

virové etiologie rakoviny pak byla podpořena objevem na objev viru způsobujícího sarkom u 

kuřat (88).  

 Dle současných poznatků existují tři mechanismy, kterými infekční agens mohou iniciovat a 

podporovat onkogenní proces u člověka (18). Prvním mechanismem je indukce chronického 

zánětlivého procesu, jež je výsledkem dlouhodobé imunitní odpovědi na persistentní infekci 

(114). Tomuto konceptu odpovídá zejména onkogenní působení virů hepatitidy B a C při 

indukci hepatocelulárního karcinomu, persistence gram negativní bakterie Helicobacter pylori 

u rakoviny žaludku nebo dlouhodobé působení Schistosoma haematobium při vzniku 

karcinomu močového měchýře (87). Druhým mechanismem působení infekčních agens při 

vzniku lidských neoplázií je virem indukovaná transformace (88). Dalším mechanismem je 

chronická suprese imunitního systému infekčním agens, jako je imunodeficience způsobená 

HIV infekcí (51). 

Při hledání příčinné souvislosti mezi patogenem a onemocněním se vychází z upravené verze 

Kochových postulátů, která zohledňuje molekulárně biologické techniky (30). Genom 

podezřelého patogenu je přítomen ve většině s nemocí asociovaných lézí 

1. Pouze nemocná tkáň by měla obsahovat genom podezřelého patogenu. 

2. Vyléčení nemoci je doprovázeno snížením počtu kopií genomu patogenu. 

3. Mikrobiální genom je možné detekovat před propuknutím onemocnění a měl by 

korelovat se závažností onemocnění 

4. Povaha mikroorganismu asociovaného detekcí jeho nukleových kyselin by měla být 

ve shodě se známou biologickou charakteristikou skupiny těchto mikroorganismů 

5. Genom mikroba je detekovatelný v topografické souvislosti tkáně 

6. Molekulární průkaz je reproducibilní 
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1.2      Lidské transformující viry 
Narozdíl od akutně transformujích virů, které se vyskytují u zvířat, lidské nádorové viry 

způsobují malignitu s poměrně dlouho dobou latence a za spoluúčasti dalších vnějších i 

vnitřních vlivů (67). V současné době je podle Internation Agency for Research on Cancer 

(IARC) klasifikováno 7 lidských virů jako karcinogenní pro člověka a to virus Ebstein-

Baarové (EBV, HHV4), určité typy lidských  papilomavirů (HPV), virus hepatitidy B (HBV), 

virus hepatitidy C (HCV), lidský T- lymfotropní virus 1 (HTLV-1), lidský herpesvirus 8 

(HHV-8, KSHV) a virus lidské imunodeficience (HIV). Merkel cell polyomavirus  (MCPyV) 

bude nejspíše do této skupiny v dohledné době přidán (91). Další skupiny virů jsou 

v podezření a to zejména polyomaviry (lidské i zvířecí) a adenoviry. Velká pozornost je také 

směřována k endogenním retrovirům, zejména role evolučně poměrně mladého endogenního 

retroviru HERV v etiologii rakoviny prsu (110).  

Základní vlastnost onkogenního viru je schopnost navodit necytolytickou interakci s buňkou. 

Dále musí zajistit přenos svých genů zodpovědných za onkogenezi na dceřiné buňky během 

buněčného dělení a to buď integrací do buněčného genomu nebo pomocí epizomální replikace 

(118, 121). Infekce je pouze jedním z faktorů nutných pro vznik neoplázie a většina infekcí 

onkogenními viry nemá za následek tvorbu malignity, specifický genetický základ hostitele je 

důležitým faktorem (51). Vznik nádoru vyžaduje také určitým způsobem deficientní imunitní 

systém, což může být navozeno např. stresem, věkem, chemickými a fyzikálními 

karcinogeny, jinou infekcí nebo specifickým genotypem hostitele (88). Akumulace 

genetických a epigenetických změn vede ke vzniku nádorového fenotypu buňky. 

Z evolučního hlediska onkogenní transformace buňky nepřináší viru žádné výhody (23).   

V tabulce 1 jsou shrnuty nejčastější lidské malignity, u kterých je virus prokázaným 

etiologickým agens.  
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Tabulka 1: Lidské transformující viry a nejčastější malignity, se kterými jsou asociovány 

Virus  Malignity 

Virus Ebstein-Baarové Burkitův lymfom 

Hodgkinův lymfom 

Karcinom nosohltanu 

Posttransplantační 

lymfoproliferativní nemoc 

Lidský papilomavirus Karcinomy anogenitální oblasti (děložní 

čípek, vulva, vagina, anus, penis) 

Karcinomy hlavy a krku 

Lidský herpesvirus 8 Kaposhiho sarkom 

Lymfom serózních blan 

Primární efusní lymfom 

Multicentrická Castlemanova choroba 

Virus hepatitidy B Hepatocelulární karcinom 

Virus hepatitidy C Hepatocelulární karcinom 

Lidský T- lymfotropní virus -1 T-buněčná leukemie/lymfom dospělých 

Virus lidské imunodeficience   Lymfomy 

 

1.3 Lidské papilomaviry 
Papilomaviry  jsou malé neobalené dvouvláknové DNA viry s dlaždicobuněčným tropismem.  

Jsou mutačně poměrně stálé a přísně druhově specifické (54). Doposud bylo objeveno více 

jak 120 typů lidských papilomavirů, ale jako obecně prokázané karcinogeny jsou v současné 

době klasifikovány pouze vysocerizikové (HR- z ang. high risk) typy ze skupiny alfa (109), 

jež způsobují především slizniční léze.  Onkogenní potenciál HPV byl stanoven na základě 

epidemiologických dat získaných studiem cervikálního karcinomu. V maligních neopláziích 

je nejčastěji nalézán HR-HPV typ 16, dále pak 18 a 31, 33, 35, 39, 45, 51, 56, 58, 59, 68, 73, 

82 (109). Maligní potenciál dalších HPV je intenzivně studován, neboť většina z nich byla 

popsána právě z kožních nebo slizničních lézí (21). Některé typy primárně kožních HPV jsou 

zřejmě saprofytické a vyskytují se běžně na pokožce zdravých lidí (107). Další, zejm. ze 

skupiny beta, jsou ale dávány do souvislosti s malignitami, zejména kožními (1). Aktivní 

úloha HPV typů 5, 8, 9, 14, 23, 24, 25 a 38 v patogenezi karcinomu kůže byla prokázána u 
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onemocnění epidermodysplasia verruciformis, mechanismus maligní transformace těchto virů 

se ale liší od HR-HPV indukované onkogeneze (38, 13). 

Za karcinogenní proces vyvolaný persistentní HR-HPV infekcí jsou zodpovědné 2 

onkoproteiny kódované virovými geny E6 a E7. Jimi kódované proteiny interagují s celou 

škálou buněčných proteinů s primárním cílem produkce viru. Mimo jiné inaktivují p53 a pRB, 

čímž jednak podporují postup buněčného cyklu a syntézu DNA, a dále také blokují apoptózu 

(120, 45). K maligní transformaci buněk dále přispívá virovými proteiny navozená reaktivace 

katalytické podjednotky telomerázy hTert (101), zabránění nasedání transkripčních faktorů 

(11) a indukce poruchy rozchodu chromozomů při mitóze (26). 

Persistentní infekce HR-HPV je příčinou vzniku maligních neoplázií známou zejména 

v oblasti anogenitálního traktu. HR-HPV etiologie byla prokázána u 99,7% 

dlaždicobuněčných karcinomů děložního hrdla, 81,8 % adenokarcinomů děložního hrdla, 40 

% karcinomů vulvy, 64-91% karcinomů pochvy, 88 až 93,8 % análních karcinomů a 40 až 

81,8 % karcinomů penisu (71, 109, 54). HR-HPV jsou také asociovány s neoplaziemi 

v oblasti hlavy a krku a to u zhruba 25 -35% (94).  

Při hledání příčinné souvislosti mezi lézí a HPV infekcí je třeba začít širokospektrální detekcí 

HPV DNA (119) Při volbě detekčního algoritmu je důležité brát v úvahu biologickou podstatu 

transformující HPV infekce (92) a materiál dostupný pro analýzu (112).   

Nejrozšířenější průkaz HPV DNA pomocí molekulárně genetických metod vychází 

z polymerázové řetězové reakce (PCR) (83, 69). Vysoká sensitivita PCR je výhodou i 

nevýhodou tohoto systému. Existuje mnoho různých komerčních a také „in-house“ PCR 

systémů, které amplifikují DNA sekvenci různých částí genomu HPV viru. Zda PCR systém 

detekuje pouze určitý typ HPV nebo širší typové spektrum, je dáno podmínkami PCR a 

použitím specifických, degenerovaných nebo konsensus primerů (73). Vizualizace 

amplifikované DNA je možná více způsoby, které mohou dále upřesnit nález. Většina PCR 

systémů detekující široké spektrum HPV je sekvenčně zacílena do evolučně vysoce 

konzervované oblasti genu L1 nebo E1 (29, 34, 50, 56, 102). Použití pouze jediného 

detekčního PCR systému může vést k falešně negativním výsledkům, což vychází zejména ze 

sekvenční variability vzdálenějších fylogenetických skupin HPV a z biologické podstaty HPV 

infekce, neboť nejčastější cíle amplifikace při širokospektrální detekci, geny L1 a E1, nemusí 

být nutně zachovány ve všech nádorech (68). DNA onkogenů E6 a E7 sice zůstává v nádoru i 

během progrese, sekvenčně se však velmi liší mezi různými HR-HPV typy a proto PCR cílené 
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do těchto oblastí nedetekují široké spektrum HPV typů, ale jednotlivé specifické typy (37, 

52).  

 

Na řezu lze HPV prokázat metodou hybridizace in situ (ISH).  Nejčastěji se používají 

komerční systémy obsahující směs sond proti více typům HPV, ale lze použít i typově 

specifický přístup (81). V čitelně obarveném řezu lze navíc podle druhu signálu rozlišit, zda je 

HPV integrované do genomu buňky nebo se vyskytuje pouze v epizomální formě (94).  

 

Průkaz HPV viru se neomezuje pouze na genetické metody, ale lze využít i 

imunohistochemické metody (IHC) přímého či nepřímého průkazu viru.  Rutině se využívá 

imunohistochemické barvení proteinu p16. Signální dráha p16-Rb je obecně častým cílem 

virových onkoproteinů při imortalizaci buňky a většina těchto virových interakcí má za 

následek p16 overexpresi díky přímé nebo nepřímé inaktivaci pRB a následném pokusu 

buňky zastavit buněčnou proliferaci (84). Přestože transformující HPV infekce není jedinou 

příčinou overexprese proteinu p16, v některých typech nádorů, zejména u rakoviny děložního 

hrdla a v perianálních lézích, ale i u nádorů hlavy a krku, je imunohistochemické barvení 

proteinu p16 používáno jako sekundární marker HR-HPV infekce (70). Citlivost detekce HR-

HPV ve tkáni pomocí p16 IHC se uvádí až 100% (49), nicméně specifita IHC průkazu 

overexprese p16 pro identifikaci HPV infekce je nižší, neboť se vyskytuje u více nádorových 

jednotek, které jsou evidentně bez vztahu s HPV infekcí (108).  

 

Konzultační patologické pracoviště se setkává s neobvyklými benigními a maligními 

neoplaziemi, jejichž etiologie by mohla naznačovat možnou asociaci s HPV infekcí. Pokud u 

vzácných nebo nově popsaných karcinomů lokalizace, histologický obraz nebo nepřímé 

markery připomínají HPV asociované léze, detekce HPV DNA je prvním krokem v procesu, 

které by mohl vést k definitivnímu objasnění souvislosti mezi HPV a lézí. Kromě rozřešení 

etiologické příčiny, HPV statut nádoru může také znamenat informaci o prognóze a predikci 

odpovědi na léčbu pro pacienty, jako je tomu např. u karcinomů tonsily (3). Velkou pozornost 

je třeba věnovat interpretaci nálezu HPV DNA. Komplikací při interpretaci je zejména 

možnost snadné kontaminace materiálu v prelaboratorním procesu i při izolaci DNA, možný 

komenzální charakter infekce nebo netransformační latentní persistence viru či multiinfekce 

(92). 
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2. Cíle práce 

• Navrhnout systém detekce lidských papilomavirů (HPV) pro vzácné neoplastické 
jednotky, u kterých je podezření na HPV asociovanou etiopatogenezi 
 

• Provést HPV detekci u vzácných neoplastických jednotek: ekrinní 
syringofibroadenom asociovaný s dobře diferencovaným dlaždicobuněčným 
karcinomem, spiroadenocylindromu podobný bazaloidní karcinom anu a rekta, 
hidradenoma papilliferum s komponentou duktálního karcinomu in situ, léze 
anogenitálních mléčnou žlázu napodobujících žlázách a kribriformní adenokarcinom 
drobných slinných žláz  
 
 

• Interpretovat výsledek detekce a biologickou relevanci nálezu pro jednotlivé léze 
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3. Komentáře 

3.1 

Ekrinní syringofibroadenom asociovaný s dobře diferencovaným 

dlaždicobuněčným karcinomem 

Kacerovska D, Nemcova J, Michal M, Kazakov DV. Eccrine syringofibroadenoma associated 

with well-differentiated squamous cell carcinoma. Am J Dermatopathol. 2008 Dec;30(6):572-

4. 

V práci je popsán vzácný nález ekrinního syringofibroadenomu (ESFA) asociovaného s dobře 

diferencovaným dlaždicobuněčným karcinomem. Pacientem byl 85- letý muž, kterému byl 

odstraněn 2,5 x 2,5 cm velký, hnědě zbarvený ulcerující nodul se  zarudlým krvácejícím 

povrchem umístěný v metakarpophalangeálním kloubu ukazováku levé ruky. 

Histopatologicky byly nalezeny oblasti dobře diferencovaného dlaždicobuněčného 

karcinomu, které se střídaly s oblastmi anastomozujícími pruhy, snopci a sloupce epiteliálních 

buněk rozšiřujících se z exulcerované epidermis do ztluštělé, edematózní myxoidní na cévy 

bohaté dermis, typickými pro ESFA. 

Imunohistochemicky byla prokázána exprese proteinu p16 v nádoru, zatímco benigní části 

s ESFA p16 expresi nevykazovaly. Exprese proteinu p16 v nádoru je velmi často vyvolána 

HPV infekcí, proto byla ve vzorku provedena širokospektrální detekce HPV. 

Z nádoru fixovaného formalínem a zalitého do parafínu byla izolovaná celková DNA při 

speciálních bezpečnostních opatřeních snižujících riziko kontaminace jinými vzorky na 

minimum. 4 řezy o velikosti 5 µm byly deparafinizovány xylenem a etanolem. Izolace byla 

provedena manuálně za použití komerčního kitu podle firemního protokolu. Kvalita izolované 

DNA a absence PCR inhibitorů byla ověřena amplifikací kontrolních genů pomocí multiplex 

PCR produkující fragmenty o velikosti 100, 200, 300, 400 a 600 bp, podle integrity DNA ve 

vzorku. Byla provedena širokospektrální HPV detekce za použití několika systémů PCR. Pro 

amplifikaci byly použity širokospektrální primery cílené do oblastí HPV genomu L1 a E1. Ve 

vzorku byl detekován (pomocí primerů CP-SGB) beta papilomavirus HPV typ 107, recentně 

popsaný Vasiljevic et al (2008). Otázka etiologického významu nebo biologické relevance 

nálezu není prozatím rozřešena, neboť HPV typ 107 byl nalezen zatím vzácně a v malém 

počtu kopii viru. 
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3.2 

Spiroadenocylindromu podobný bazaloidní karcinom anu a rekta: 

kazuistika zahrnující HPV průkaz a mutační analýzu genu CYLD 

Kacerovska D, Szepe P, Vanecek T, Nemcova J, Michal M, Mukensnabl P, Kazakov DV. 

Spiradenocylindroma-like basaloid carcinoma of the anus and rectum: case report, including 

HPV studies and analysis of the CYLD gene mutations. Am J Dermatopathol. 2008 

Oct;30(5):472-6. 

V práci je popsán případ bazaloidního karcinomu postihující anus a rektum u 57-leté 

pacientky. Mikroskopicky tumor vykazoval nezvyklé morfologické znaky silně připomínající 

spiroadenomacylindrom, neboť se většinově skládal z nodulů bazaloidních buněk pilovitě 

uspořádaných, obsahujících nebo obklopených eosinofilním materiálem bazálních membrán a 

dále s přítomností intratumorálních lymfocytů. Přerůstající dlaždicový epitel vykazoval 

dysplastické změny kompatibilní s diagnózou dlaždicového karcinomu in situ , který se 

stupňoval do invazivního a obsahoval ostrůvky bazaloidních buněk. Dále se v dlaždicovém 

epitelu vyskytovaly koilocyty. 

Z nádoru fixovaného formalínem a zalitého do parafínu byla izolovaná celková DNA při 

speciálních bezpečnostních opatřeních snižujících riziko kontaminace jinými vzorky na 

minimum. 4 řezy o síle 5µm  byly deparafinizovány xylenem a etanolem. Izolace byla 

provedena manuálně za použití komerčního kitu podle firemního protokolu. Kvalita izolované 

DNA a absence PCR inhibitorů byla ověřena amplifikací kontrolních genů pomocí multiplex 

PCR produkující fragmenty o velikosti 100, 200, 300, 400 a 600 bp, podle integrity DNA ve 

vzorku. 

Genetická analýza zahrnovala detekci HPV zaměřenou na vysocerizikové a nízce rizikové 

typy a DNA mutační analýzu genu CYLD. Detekce HPV s onkogenním potenciálem ze 

skupiny alfa byla provedena pomocí několika širokospektrálních PCR cílených do oblasti 

HPV genomu E1 a L1. Pozitivní nález byl konfirmován sekvenací PCR produktu a jeho 

porovnáním s databází BLAST.  Mutační analýza genu CYLD zahrnovala PCR amplifikaci a 

sekvenování kódující oblasti genu CYLD, včetně exon-intronových spojů. 
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Pomocí HPV detekce byl identifikován HPV typ 16, což je nejčastější HPV zodpovědný za 

malignity v anogenitální oblasti. V nádoru nebyly pomocí sekvenace kódující oblasti 

objeveny žádné alterace genu CYLD. 
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3.3 

Hidradenoma papilliferum s komponentou duktálního karcinomu in situ: 

kazuistika a přehled literatury 

Vazmitel M, Spagnolo DV, Nemcova J, Michal M, Kazakov DV. Hidradenoma papilliferum 

with a ductal carcinoma in situ component: case report and review of the literature. Am J 

Dermatopathol. 2008 Aug;30(4):392-4. 

Hidradenoma papilliferum  (HP) je benigní kožní adnexální neoplázie, která se vyskytuje 

zejména v anogenitální oblasti dospělých žen a má znaky analogické intraduktálnímu 

papilomu prsu. Maligní změny v HP jsou extrémně vzácné. V literatuře byl doposud popsán 

jediný případ duktálního karcinomu in situ, který vzniknul v HP. 

V této studii byl popsán další případ HP, který kromě typické morfologie HP prezentoval 

okrsek s duktálním karcinomem in situ, který se jevil jako zvětšené pleomorfní epitelové 

buňky blastického vzhledu s atypickými mitózami a obklopené myoepiteliálními buňkami.  

Z nádoru fixovaného formalínem a zalitého do parafínu byla izolovaná celková DNA při 

speciálních bezpečnostních opatřeních snižujících riziko kontaminace jinými vzorky na 

minimum. 4 řezy o velikosti 5 µm byly deparafinizovány xylenem a etanolem. Izolace byla 

provedena manuálně za použití komerčního kitu podle firemního protokolu. Kvalita izolované 

DNA a absence PCR inhibitorů byla ověřena amplifikací kontrolních genů pomocí multiplex 

PCR produkující fragmenty o velikosti 100, 200, 300, 400 a 600 bp, podle integrity DNA ve 

vzorku. 

Byla provedena širokospektrální HPV detekce za použití několika systémů PCR, detekující 

kožní i slizniční typy. Pro amplifikaci byly použity primery cílené do oblastí HPV genomu L1 

a E1. Genotypizace pozitivního nálezu byla provedena sekvenací produktu a srovnáním 

s databází BLAST. 

Ve vzorku byl detekován vysocerizikový typ HPV 16. Lokalizace neoplázie by mohla svědčit 

pro možnou HPV etiologii. Nelze však vyloučit kontaminaci z okolní tkáně při odběru 

bioptického materiálu. 
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3.4 

Lidské papilomaviry v lézích anogenitálních mléčnou žlázu napodobujících 

žlázách 

Kazakov DV, Nemcova J, Mikyskova I, Belousova IE, Vazmitel M, Michal M. Human 

papillomavirus in lesions of anogenital mammary-like glands. Int J Gynecol Pathol. 2007 

Oct;26(4):475-80. 

Anogenitální mléčnou žlázu napodobující žlázy (MLG ,z ang. mamary-like glands) byly 

dlouhou dobu považovány za ektopickou prsní tkáň. V současné době jsou hodnoceny jako 

typické struktury lokalizované v anogenitálním traktu. V práci byla provedená genetická 

detekce HPV v 16 neopláziích vznikajících na podkladě anogenitálních MLG. Jednalo se o 3 

fibroadenomy, 2 ložiska adenózy,1 invazivní duktální karcinom,1 tubulo-lobulární karcinom, 

2 hidradenoma papilliferum s výraznými cystickými změnami připomínající cystadenom a 

oxifilní metaplázii a 7 případů extramamární Pagetovy choroby.  

Z nádoru fixovaného formalínem a zalitého do parafínu byla izolovaná celková DNA při 

speciálních bezpečnostních opatřeních snižujících riziko kontaminace jinými vzorky na 

minimum. 4 řezy o velikosti 5 µm byly deparafinizovány xylenem a etanolem. Izolace byla 

provedena manuálně za použití komerčního kitu podle firemního protokolu. Kvalita izolované 

DNA byla ověřena amplifikací kontrolních genů pomocí multiplex PCR produkující 

fragmenty o velikosti 100, 200, 300, 400 a 600 bp, podle integrity DNA ve vzorku. 

Byla provedena širokospektrální HPV detekce za použití několika systémů PCR. Pro 

amplifikaci byly použity primery cílené do oblastí HPV genomu L1 a E1. Pozitivní nálezy 

byly ověřeny sekvenací a srovnáním s databází BLAST nebo reverzní hybridizací se 

systémem LiPA. 

V invazivním duktálním karcinomu byl detekován vysocerizikový HPV typ 31.  V jednom 

případu extramamární Pagetovy choroby byl nalezen nízkorizikový HPV typ 6. Dále byl ve 

stejné jednotce ale jiném případu detekován dosud nepopsaný typ HPV, který byl sekvenčně 

nejblíže podobný HPV typu 21 a 24 ze skupiny beta papilomavirů.  Nález HPV v skupině 

MLG lézí je ojedinělý. Nelze se vyjádřit, zda se jedná spíše o náhodnou koincidenci a nebo 

zda invazivní duktální karcinom MLG je etiologicky vyčleněn ze skupiny MLG. Dle našich 

nálezů a podle literárních zdrojů HPV nehraje obecně kauzální roli v anogenitálních MLG 

lézích. 
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3.5 

Kribriformní adenokarcinom drobných slinných žláz postihující zejména 

jazyk: charakteristika nové jednotky 

Skalova A, Sima R, Kaspirkova-Nemcova J, Simpson RH, Elmberger G, Leivo I, Di Palma S, 

Jirasek T, Gnepp DR, Weinreb I, Perez-Ordoñez B, Mukensnabl P, Rychly B, Hrabal P, 

Michal M. Cribriform adenocarcinoma of minor salivary gland origin principally affecting the 

tongue: characterization of new entity. Am J Surg Pathol. 2011 Aug;35(8):1168-76. 

 
V práci bylo popsáno 22 případů typických, doposud málo popsaných adenokarcinomů 

nízkého stupně. Tyto adenokarcinomy byly nejčastěji nalezeny v lokalitě jazyka a některými 

histologickými znaky připomínaly papilární karcinom štítné žlázy. Nádory byly neopouzdřené 

a lobulárně uspořádané, typ růstu byl především kribriformní a solidní. Proto byly tyto 

neoplastické jednotky nazvány „kribriformními adenokarcinomy drobných slinných žláz“ 

(CAMSG, z ang. Cribriform adenocarcinoma of minor salivary gland origin) Všechny nádory 

se vyskytly na dospělých pacientech s průměrným věkem stanovení diagnóza 55,8 roků. 

Molekulárně genetická studie CAMSG zahrnovala detekci aktivačních mutací genů KRAS, 

BRAF, c-kit, PDGRFa a detekci slizničních typů HPV. Pro tyto účely byla komerční 

soupravou po deparafinizaci xylenem a etanolem izolována celková DNA z 18 vzorků 

CAMSG, 5 vzorků polymorfních low-grade adenokarcinomů slinných žláz (PLGA) a  5 

adenoidně cystických karcinomů. Kvalita izolované DNA a absence PCR inhibitorů byla 

ověřena amplifikací kontrolních lidských genů, generující produkty 100, 200, 300, 400 a 600 

bp. Detekční systém pro HPV se skládal z několika PCR reakcí, které byly navrženy tak, aby 

pokrývaly spektrum vysocerizikových a nízkorizikových HPV, jež hrají úlohu v patogenezi 

částí neoplázií z oblasti hlavy a krku. Širokospektrální detekce HPV byla zaměřena do oblasti 

L1 HPV genu a do oblasti E1 HPV genu. Konkrétně byly použity PCR s primery GP5+/6+ a 

CPSGB, jejichž produkty byly ověřovány a genotypizovány sekvenační reakcí a srovnáním 

s databází BLAST. Dále byl použit komerční systém INNO-LiPA Genotyping kit Extra 

s detekčním a genotypizačním systémem na principu reverzní hybridizace biotinem značeným 

krátkých PCR produktů (primery SPF). Riziko falešně negativní detekce HPV díky deleci 

genů L1 a E v nádoru bylo sníženo na minimum doplněním typově specifické PCR zacílené 

do oblasti HPV onkogenů E6 a E7 u 5 nejčastějších HPV typů, vyskytujících se v malignitách 

lokalizace hlavy a krku a to 16, 18, 31, 33, 35. 
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HPV DNA byla detekována pouze v 1 ze vzorků a to směs HPV typů 33 a 18. Vzhledem 

k ojedinělému nálezu se nepředpokládá kauzální role HPV v patogenezi CAMSG .  
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4. Diskuze 

4.1 Prevalence HPV v karcinomech 
Oblast výzkumu etiologické úlohy HPV v iniciaci malignit se ubírá více méně dvěma 

obsáhlými směry a to podle příslušnosti HPV do skupiny alfa nebo beta, neboť mechanismus 

onkogeneze těchto dvou skupin je zásadně odlišný.  

4.2 Alfa HPV 
Detekce biologicky relevantní infekce vysocerizikovými HPV (HR-HPV, z ang. high risk) ze 

skupiny alfa v neopláziích je v současné době tématem diskuzí ve vědeckých kuloárech, 

neboť nález HR-HPV DNA byl dokumentován téměř ve všech studovaných lokalizacích 

s diskutabilním etiologickým dopadem (92). 

 

Vycházíme-li z Kochových postulátů adaptovaných na použití molekulárně biologických 

technologií při hledání příčinné souvislosti mezi infekcí patogenem a určitým onemocněním 

(viz kapitola 1.1), nejcitlivější metoda průkazu podezřelého patogenu je v procesu určení 

kauzality na prvním místě. Touto nejcitlivější metodou je nejčastěji detekce specifického 

úseku DNA z genomu patogenu. Většina z běžně používaných polymerázových řetězových 

reakcí (PCR) je schopná detekovat i pouhých několik jednotek kopií HPV v reakci (56, 78). 

Citlivost in situ hybridizačních technik je v tomto případě nedostatečná, uvádí se pouhých 70 

% ve srovnání s PCR HPV detekcí. (81, 74, 35). Kombinací dvou i více PCR reakcí lze 

detekovat široké spektrum onkogenních papilomavirů a zároveň snížit riziko falešné 

negativity způsobené ztrátou některých genů v primárním nebo sekundárním nádoru (52, 68).  

Při výběru konkrétních PCR je třeba dále zohlednit kvalitu DNA v materiálu, neboť 

formalínová fixace má za následek fragmentaci DNA a proto amplikony jednotlivých PCR 

reakcí pro FFPE archivní materiál by neměly obecně přesahovat 300 bp (73). Často 

publikovaná je PCR detekce HR-HPV s využitím GP5+/6+ (34) nebo SPF (56) primerů 

vzhledem k nízkým nárokům na kvalitu DNA (2). Tento přístup ale generuje určité množství 

falešně pozitivních výsledků, protože metoda je extrémně citlivá a detekovaný virus může 

představovat transientní infekci nebo dokonce kontaminaci při zpracování bloku. Proto je 

důležité dodržovat správné laboratorní postupy . 

Interpretace nálezu HPV DNA je zvláště v raritních lézích nesnadná, neboť s rostoucím 

počtem studií se ukazuje, že samotná přítomnost HPV DNA neznamená vždy účast viru v 

karcinogenním procesu, ale může odrážet pouze transientní infekci, která nenese riziko 
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neoplastické transformace (93), nebo představuje využití pro virus vhodné niky v preexistující 

patologii se změněným imunitním dohledem a s bohatou produkcí cytokinů a růstových 

faktorů (30). Proto v posledních několika letech stoupá na významu použití dalších markerů, 

které by podpořily aktivní onkogenní roli viru v nádoru (92). 

 

V tomto ohledu se již literatura rozchází v tom, co je nejspecifičtější marker onkogenního 

působení HR-HPV v tkáni obecně, ale i pro konkrétní typ nádoru. Používají se metody 

genetické i imunohistochemické a hodnotí se virové faktory i faktory vztažené k hostiteli. 

 

Z genetických metod je tomto kroku možné použít in situ hybridizaci (ISH) pro topografickou 

detekci HR-HPV DNA. Výhoda detekce HPV v topografické souvislosti tkáně pomocí ISH je 

však zastřená poměrně častým nespecifickým barvením a vysokým pozadím na řezu (74).  

Real-time PCR systémy pracují na stejném principu amplifikace cílového genu jako klasická 

PCR, ale postupný nárůst namnoženého úseku HR-HPV DNA je možné monitorovat během 

procesu. Tento systém umožňuje kvantifikovat typově specifickou virovou nálož, což podle 

některých studií může predikovat závažnost nálezu, zejména u HPV typu 16 (42). Např. podle 

studie Weinberga a kol. je možné zahrnout virovou nálož do klasifikačních kriterií pro 

HNSCC, s tím že vyšší virová nálož představuje příznivý predikční faktor pro pacienta (111). 

Obecně je význam real-time PCR kvantifikace viru zatím nejasný.  Touto technikou je možné 

také ohodnotit míru integrace HR-HPV do buněčného genomu. Integrace je dalším rizikovým 

faktorem, neboť vede k deregulaci exprese virových onkogenů (120). Informační hodnota 

tohoto testu má svá omezení, integrace viru není totiž nutným předpokladem onkogeneze 

(22). Hodnocení virového metylomu se zdá být slibnou metodou, podle které stupeň metylace 

virového genomu odráží závažnost léze, od nemetylovaných po vysoce metylované genomy 

s progresí nemoci (28). 

 

Detekce exprese virových onkogenů pomocí reverzní transkripce (RT) a následné PCR by 

podle posledních prací měla poskytovat klinicky vysoce relevantní důkaz transformační 

aktivity HR-HPV v lézi. Úskalím metody je ale kvalita RNA v FFPE materiálu. Navíc je 

reakce typově specifická a poměrně náročná na provedení (92). Velmi slibně se jeví v tomto 

ohledu nová metodika RNAscope, což je in situ hybridizační technika s chromogenní 

vizualizací, jež detekuje v topografické souvislosti mRNA 7 nejčastějších HR-HPV. Bohužel 

je zatím publikováno velmi málo výsledků s použitím této metody (105). 
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Z imunohistochemických metod je nejvíce používané stanovení exprese p16 proteinu, které je 

dostatečně senzitivní ale ne vždy specifické pro detekci HR-HPV. Recentní práce při detekci 

transformující HPV infekce u malignit hlavy a krku upřednostňují přístup, který začíná 

imunohistochemickým barvením p16 a pokračuje genetickou detekcí HR-HPV, nejčastěji 

pomocí PCR. Výsledkem je rozdělení nádorů do 4 kategorií, p16 –  /HPV – (1.kategorie), p16 

–  /HPV + (2.kategorie), p16 +  /HPV + (3.kategorie) a p16 +  /HPV – (4.kategorie), přičemž 

pouze u 3.kategorie se předpokládá, že skutečně odpovídá HPV indukovanému nádoru (111). 

Smeetse a kol. se domnívá, že tento přístup by mohl být zlatým standardem pro určení HPV 

etiologie i u jiných entit, než u karcinomů hlavy a krku (92).   

 

Při hodnocení p16 imunohistochemického barvení je nutné posoudit distribuci exprese, 

přičemž s aktivní replikací HR-HPV je spojována difúzní exprese p16, nikoliv ložisková.  

V literatuře se popisuje více příčin nadměrné exprese p16 v nádoru bez vztahu k virové 

infekci, které vycházejí zejména z antiproliferativní funkce p16 a to např. u karcinomů orgánů 

trávicího traktu (6), karcinomů močového měchýře (72), karcinomů endometria (61) a 

měkkotkáńových nádorů (86). Pozitivní zpětná vazba při deregulaci Rb dráhy je zřejmě 

častou příčinou nadměrné exprese p16. Vysoká exprese p16 byla např. popsánu u karcinomů 

prsu, kde byla zároveň detekována ztráta Rb a podobný závěr měla i práce Bastide a kol. u 

nádorů plic (41, 8). Termín „onkogenem indukovaná senescence“ se používá pro popis jevu, 

který se vyskytuje např.v nevocelulárním névu nebo benigním schwannomu. V těchto 

benigních lézích je často detekována mutace v Ras signální dráze a zároveň overexprese p16. 

Maligní protějšky těchto tumorů, tedy melanom a maligním schwannom jsou však bez 

exprese p16 a naopak ztráta p16 je podstatným krokem při vzniku těchto nádorů. Předpokládá 

se tedy, že overexprese p16 v těchto benigních nádorech je důsledkem kontroly proliferace 

v odpovědi na onkogenní stimuly a chrání tak buňku před maligním zvratem (43).  

 

Přímý průkaz L1 proteinu HR-HPV je možné použít pro určení stupně léze, neboť se 

závažností léze exprese obalového proteinu L1 ubývá (31). Další imunohistochemické 

markery mohou pomoci při interpretaci nálezu HPV DNA a to zejména Ki-67 (14, 52), Bcl-2 

(62) a p53  (33). 

 

Tabulka 2 shrnuje nejčastěji reportované malignity, kde byla nalezena HR-HPV DNA a je zde 

podezření na HPV asociovanou etiologii onemocnění, zatím však většinou bez dostatku 

průkazných studií (92). Otázka přenosu HR-HPV do neexponovaných lokalizací je také 
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nedořešená, neboť HPV jen výjimečně vytvářejí virémii a proto šíření krví není jednoznačně 

přijato ve vědeckých kruzích (10, 46). 

 

Tabulka 2: Malignity, u kterých byla publikovaná přítomnost HR-HPV DNA. 

Malignita Autor 

Karcinom hrtanu Manjarrez, 2006 (66); Torrente, 2005 (103) 

Sinonasální karcinom Hoffmann, 2006 (44); Katori 2005 (53); Syrjänen 

2003(98) 

Karcinom jícnu Awerkiew, 2003 (5); Lu, 2008 (64) 

Karcinomy přídatných orgánů oka Scott, 2002 (89); Tulvatana, 2003 (104) 

Karcinom plic Yu, 2009 (117); Castillo, 2006 (16); Chen , 2004 

(47); Fei, 2006 (27) 

Karcinom vaječníku Konidaris, 2007 (57); Wu,2003 (113); Yang,2005 

(115) 

Adenoskvamózní karcinom děložní sliznice Gingelmaier, 2007 (32); O'Leary, 1998 (75) 

Adenokarcinom tlustého střeva Damin, 2007 (20); Cheng, 1995 (48), Buyru, 2003 

(12) 

Karcinom močového měchýře Barghi, 2005 (7) ;Gutierrez, 2006 (36) ; Helal Tel, 

2006 (40) 

Karcinom prsu „basal-like“ fenotypu Damin, 2004 (19); Subhawong, 2009 (97); 

Yasmeen, 2007 (116) 

 

4.3 Beta HPV 
Biologická validita infekce HPV ze skupiny beta je v tomto směru ještě diskutabilnější (29, 

119), neboť většina těchto virů je nedostatečně popsaná a je zapotřebí objasnění jejich 

molekulárních charakteristik a znalost epidemiologie, aby bylo možné lépe porozumět jejich 

roli v karcinogenezi. 

 

Většina HPV typů ze skupiny beta vytváří benigní proliferace, které spontánně regredují do 5 

let (60). Maligní transformace těchto lézí je spolehlivě prokázána jen u pacientů trpících 

vzácnou genetickou chorobou Epidermodysplasia verruciformis (EV) (65). Ve vztahu s EV 

jsou beta HPV typy 5 a 8 klasifikovány jako vysocerizikové (76). Nicméně beta HPV byly 

detekovány ve velké části nemelanomových kožních malignit a to zejména u 
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imunokomprimovaných pacientů, ale také u imunokompetentních pacientů (38). Proto 

případná role beta HPV v karcinogenezi představuje velmi diskutované téma a předmět 

výzkumu (60).  

 

Přestože znalosti o beta HPV jsou ve srovnání s alfa HPV výrazně chudší, některé 

skutečnosti, o které se lze při interpretaci nálezu opírat, již popsané jsou. Zejména 

charakteristiky týkající se rozdílu v onkogenním mechanismu těchto virů Beta HPV se 

neintegrují do genomu, jejich genom se do klonů rakovinných buněk dědí epizomálně (76). 

Virový E6 protein beta HPV nezpůsobuje v buňce degradaci proteinu p53 (106), ale jeho 

působení vede k utlumení exprese buněčného tumorsupresoru Bak, jež hraje roli v apoptotické 

dráze indukované při poškození UV zářením. Transformační aktivita ve spojení s UV zářením 

byla také prokázána u E2 proteinu HPV typu 8 u transgenních myší (79).  

 

Použití molekulárně biologických technik, jež zohledňují a vizualizují výše uvedené procesy, 

bude zřejmě v následujícím výzkumu etiologické role HPV v karcinogenezi užitečné, 

doposud však bylo publikováno pouze malé množství studií zabývajících se tímto tématem. 

(60, 96, 9). 

4.4 Detekce HPV ve vzácných lézích  
Rozsáhlé možnosti přímé a nepřímé detekce HPV vnáší poměrně širokou variabilitu 

do publikovaných prevalencí HPV v různých karcinomech. V reakci na to se v posledních 

době rozšiřují možnosti ověření transformačního potenciálu HPV infekce. Zejména 

v některých lokalizacích, jako u nádorů hlavy a krku, je intenzivně studován průkaz 

transformující HPV infekce (94). V této skupině neoplázií se preferuje širokospektrální PCR 

detekce vysocerizikových a nízkorizikových HPV kombinovaná 

s imunohistochemickým průkazem difůzní exprese proteinu p16 nebo detekcí mRNA 

transkriptu onkogenů HPV (90). Tento přístup se zdá být vhodný i pro jiné neoplázie, u 

kterých je podezření na účast HPV ze skupiny alfa v patogenezi onemocnění (92).  

Kombinace genetického průkazu HPV a imunohistochemického průkazu exprese p16 proteinu 

byla provedena také ve většině námi publikovaných studií, v některých případech byly 

použity i jiné doplňkové biomarkery. 

U případu ekrinního syringofibroadenomu nalezeného společně s dobře diferencovaným 

dlaždicobuněčným karcinomem byla zachycena exprese p16 proteinu. Následná 

širokospektrální HPV detekce zachytila v lézi přítomnost beta HPV typu 107. Tento typ HPV 
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byl sice popsán v kožních lézích, konkrétně v aktinické keratóze, ale jaký má transformační 

potenciál a zda jeho přítomnost v tkáni může za určitých podmínek vyvolat vznik nádoru 

spojený s blokováním p16-Rb kontrolního buněčného mechanismu, je zatím nejasné (107). 

HPV indukovaná overexprese proteinu p16 v kožních lézích souvisejících s beta HPV infekcí 

nebyla doposud hlouběji studována. Nicméně v několika dostupných pracích (58, 59) nebyl 

nalezen signifikantní vztah mezi přítomností HPV a overexpresí proteinu p16 v kožních 

lézích, proto ani my nepředpokládáme účast detekovaného HPV typu 107 v patogenezi 

ekrinního syringofibroadenomu asociovaného s dobře diferencovaným dlaždicobuněčným 

karcinomem. Overexprese proteinu p16 zde byla zřejmě výsledkem antiproliferativní funkce 

p16. Nelze také vyloučit přítomnost jiného, dosud nepopsaného HPV typu, který není možné 

zachytit použitými genetickými technikami. Role jiného onkoviru také nemůže být vyloučena. 

V  případu bazaloidního karcinomu postihujícího anus a rektum byl detekován HPV typ 16, 

což je nejčastější HPV typ spojený s malignitami v této anatomické lokaci (17). Dysplastický 

epitel vzorku vykazoval imunohistochemicky silnou a difuzní pozitivitu reakce s p16 

proteinem.   Histologicky byl dále genetický nález HPV typu 16 podpořen nálezem koilocytů 

v epitelu. Všechny tyto nálezy velmi silně svědčí pro HPV indukovanou patogenezi nádoru. 

HPV typ 16 byl také detekován v případu hidradenoma papilliferum s komponentou 

duktálního karcinomu in situ. U tohoto nádoru však nebyla imunohistochemicky prokázána 

overexprese proteinu p16, což nepodporuje HPV asociovanou patogenezi nádoru. Nicméně ji 

nelze ani vyloučit a další metodiky, jako topografická lokalizace HPV pomocí in situ 

hybridizace nebo průkaz transkriptu HPV onkogenů E6 a E7, jež nebyly v době provádění 

studie v laboratoři dostupné, by mohly tuto otázku pomoci rozřešit. Nelze vyloučit 

netransformující HPV infekci jako anatomický místně specifický efekt, neboť HPV byl 

vzácněji detekován na zdravé kůži v anogenitální oblasti, zejména u pacientů s jinou HPV 

indukovanou lézí v anogenitálu, ale také u asymptomatických dětí (82, 99). 

U souboru 16 lézí v anogenitálních, mléčnou žlázu napodobujících, žlázách jsme prokázali 

HPV pouze u dvou lézí extramamární Pagetovy choroby, a to nízkorizikový alfa HPV typ 6, 

který nejčastěji způsobuje anogenitální bradavice typu condyloma accuminatum, a dále beta 

HPV typ příbuzný typu 21 a 24. Předpokládá se, že onkogenní potenciál HPV typu 6 v této 

anatomické lokalizaci je velmi omezený. Zřejmě může být však příčinou malé části HPV 

indukovaných karcinomů penisu (4). Detekce HPV typu ze skupiny beta, který je 

fylogeneticky nejvíce příbuzný typům 21 a 24, také nepodporuje HPV asociovaný vznik léze, 
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neboť se jedná o typy vyskytující se pouze v kožních lézích (21). Tento nález může být spíše 

náhodný nebo způsobený kontaminací materiálu při zpracování. V epitelu lézí nebyly 

objeveny žádné cytopatické změny, které by připomínaly HPV infekci. V jednom případu 

extramamární Pagetovy choroby byla navíc prokázána komponenta in situ duktálního 

karcinomu a zde byl potvrzen vysocerizikový alfa HPV typ 31, což je jeden z nejčastějších 

vysocerizikových HPV, fylogeneticky nejbližší typu  HPV 16. Nález HPV v skupině MLG 

lézí je ojedinělý. Dle našich nálezů a podle literárních zdrojů HPV nehraje obecně kauzální 

roli v anogenitálních MLG lézích. 

Ve skupině 22 případů nově popsaných neoplastických jednotek z oblasti hlavy a krku, autory 

pojmenovanými jako kribriformními adenokarcinomy drobných slinných žláz (CAMSG, 

z ang. Cribriform adenocarcinoma of minor salivary gland origin), byla při pátrání po 

patogenezi onemocnění provedena rozsáhlejší genetická a imunohistochemická analýza. 

Součástí analýzy byla také detekce HPV typů se zaměřením na vysocerizikové a 

nízkorizikové typy, které jsou etiologickým agens u částí malignit hlavy a krku, zejména 

v oblasti orofaryngu, ústní dutiny a laryngu. PCR systém pro detekci HPV v CAMSG byl 

navržen tak, abychom se vyvarovali falešně negativních výsledků, a u každého vzorku byla 

provedena PCR amplifikace v oblasti L1, E1 a E6 genu. Pouze u jediného vzorku byla tímto 

systémem detekována HPV DNA, a to směs HPV vysocerizikových alfa typů 33 a 18. 

Imunohistochemický průkaz proteinu p16 ve většině případů nesvědčil pro HPV etiologii lézí, 

neboť vykazoval pouze nepravidelnou pozitivitu v barvení jádra i cytoplazmy. Silné difuzní 

barvení, jež se vyskytuje u HPV indukovaných lézí, bylo popsáno pouze u jednoho případu 

CAMSG, kde byla zároveň detekována přítomnost HPV DNA typů 33 a 18. Tento případ se 

zřejmě vymyká ze skupiny ostatních CAMSG, kde HPV etiologii vzhledem k laboratorním 

nálezům nepředpokládáme.  

Metodické možnosti molekulárně biologické detekce HPV s onkogenním potenciálem se 

zejména v několika posledních letech velmi rozšířily a kromě zachycení většího spektra typů 

HPV a multitypové infekce se klade důraz na průkaz transformující infekce. V případě 

vysocerizikových alfa typů HPV existuje více vhodných doplňkových biomarkerů, které 

potvrdí transformační aktivitu HPV v lézi a některé, jako imunohistochemické barvení 

proteinu p16, průkaz HPV transkriptu nebo topografická detekce NA HPV, začínají být 

dostupné i pro použití v rutinním patologickém provozu.  
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Onkogenní působení dalších HPV typů, zejména ze skupiny beta, při vzniku kožních malignit 

je stále otázkou výzkumu. Aktivní etiopatogenická úloha beta HPV typů byla spolehlivě zatím 

prokázána jen u geneticky podmíněného onemocnění epidermodysplazia verruciformis (EV). 

Nicméně na příkladu EV a jiných geneticky podmíněných onemocnění, jako fokální 

epiteliální hyperplazie, WHIM syndromu nebo Falconiho anemie, se zřetelně rýsuje genetický 

základ hostitele jako nejdůležitější faktor ovlivňující vznik a progresy HPV indukované 

choroby. Výzkum se tedy začíná přiklánět ke komplexnímu pohledu na patogenezi 

onemocnění a objevují se první studie, které používají celogenomové sekvenování a stanovení 

celkového mikrobiomu a metagenomu léze (80). Nový přístup metodicky využívá 

sekvenátory druhé generace nebo hmotnostní spektrometry a extrémní důraz je kladen na 

bioinformatickou analýzu. Tento přístup je ale v počátcích a je třeba intenzivního výzkumu a 

evaluaci nových výstupů ověřenými molekulárně biologickými technikami a klinickou 

korelací. 
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