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Predmluva

Doktorandska dizertai prace je shrnuti publikai ¢innosti autorky v oblasti molekul&atn
biologické detekce virovych a bakterialnich patagem jejich vztahu k nadorovym a
pseudonadorovym jednotkam, se z&nim na detekci lidskych papilomaviv raritnich
|ézich. Prace jeéleréna do ti ¢asti.

Prvni ¢ast obsahuje souhrn 5 praci, které se zabyvalykdetelskych papilomavir ve
vzacnych neoplastickych jednotkach, jez byly: ekirirsyringofiboroadenom asociovany
s dolie diferencovanym dlazdicob&mym karcinomem, spiroadenocylindromu podobny
bazaloidni karcinom anu a rekta, hidradenoma pfgpiim s komponentou duktélniho
karcinomuin situ, léze anogenitalnich migou zlazu napodobujicich Zlazach a ©ipepsana
jednotka kribriformni adenokarcinom drobnych slionyzlaz. Souhrn je dopin uvedenim
do problematiky detekce lidskych papilomdvive vzacnych lézich a zakien diskuzi
shrnujici vysledky a zabyvajici se problematikoteripretace a biologické relevance nélezu.
V druhécésti je gehled ostatni publikai ¢innosti autorky. Teti ¢ast tvdi plné texty 5 praci,

jez jsou podkladem k vlastni dizeftéa praci.
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paii téZ mym spolupracovnikn ze Siklova patologicko anatomického Ustavu zamost
podilet se na vyzkumu #&Seni zajimavych édeckych projekt. Bez jejich znalosti a
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zavedenych pravidel.
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1. Uvod

1.1 Infekéni agens v etiologii malignich onemocimi ¢lovéka

Karcinogeneze je multifaktorialni ackolikastupiovy proces, na kterém se podileji vlivy
vnéjSiho prostedi a geneticka predispozice jedince (95). Tentolpoklad je pl& zachovan i

u konceptu fisobeni infekniho agensipvzniku ugitych malignit (119). Infe&ni agens jsou
etiologickym faktorem u ifiblizn¢ 20% lidskych neoplazii (77). Souvislost mezi batktaim
agens a vznikendi progresi rakoviny byla navrhnuta uz naé&iu 19. stoleti (87). Teorie
virové etiologie rakoviny pak byla podfema objevem na objev viru &gobujiciho sarkom u
kurat (88).

Dle sokasnych poznatkexistuji #i mechanismy, kterymi infaki agens mohou iniciovat a
podporovat onkogenni procesthovéka (18). Prvnim mechanismem je indukce chronického
zaretlivého procesu, jeZ je vysledkem dlouhodobé iminitdpowdi na persistentni infekci
(114). Tomuto konceptu odpovida zejména onkogefigolpeni vié hepatitidy B a C
indukci hepatocelularniho karcinomu, persisten@grgnegativni bakterie Helicobacter pylori
u rakoviny Zaludku nebo dlouhodobéispbeni Schistosoma haematobiurfi pzniku
karcinomu moéového néchyie (87). Druhym mechanismemigobeni infeknich agens i
vzniku lidskych neoplazii je virem indukovana trimmmace (88. DalSim mechanismem je
chronick&a suprese imunitniho systéemu igfékn agens, jako je imunodeficienceigpbena
HIV infekci (51).

Pri hledani picinné souvislosti mezi patogenem a onendoém se vychazi z upravené verze
Kochovych postuldit, ktera zohletuje molekularsd biologické techniky (30). Genom

podezelého patogenu jeffpomen ve ¥tSiné s nemoci asociovanych lézi

1. Pouze nemocna tkdy nela obsahovat genom podelgho patogenu.

2. Vylééeni nemoci je doprovazeno snizeninttpdkopii genomu patogenu.

3. Mikrobialni genom je mozné detekovated propuknutim onemoéni a n€l by
korelovat se zavaznosti onemaan

4. Povaha mikroorganismu asociovaného detekci jehdéeauich kyselin by rda byt
ve shod se znamou biologickou charakteristikou skupghto mikroorganistin

5. Genom mikroba je detekovatelny v topografické sslogiti tkark

6. Molekularni piikaz je reproducibilni



1.2 Lidské transformuijici viry

Narozdil od akuté transformujich vii,, které se vyskytuji u zkat, lidské nadoroveé viry
zpasobuji malignitu s posiné dlouho dobou latence a za spdlasti dalSich v&Sich i
vnitinich vlivia (67). V sodasné dob je podle Internation Agency for Research on Cancer
(IARC) klasifikovano 7 lidskych vir jako karcinogenni pr@lovéka a to virus Ebstein-
Baarove (EBV, HHV4), wiité typy lidskych papilomavir (HPV), virus hepatitidy B (HBV),
virus hepatitidy C (HCV), lidsky T- lymfotropni wis 1 (HTLV-1), lidsky herpesvirus 8
(HHV-8, KSHV) a virus lidské imunodeficience (HIVMerkel cell polyomavirus (MCPyV)
bude nejspiSe do této skupiny v dohledné édplidan (91). DalSi skupiny wir jsou

v podezeni a to zejména polyomaviry (lidské i &gi) a adenoviry. Velka pozornost je také
smerovana k endogennim retrofim, zejména role evotné¢ pomerné mladého endogenniho

retroviru HERV v etiologii rakoviny prsu (110).

Zakladni vlastnost onkogenniho viru je schopnosbda necytolytickou interakci s hikou.
Déale musi zajistit fenos svych genzodpowdnych za onkogenezi na doe buiky béhem
burg¢ného @leni a to bd’ integraci do buttného genomu nebo pomoci epizomalni replikace
(118, 121). Infekce je pouze jednim z faktoutnych pro vznik neoplazie &tgina infekci
onkogennimi viry nema za nasledek tvorbu maligrspgcificky geneticky zaklad hostitele je
dulezitym faktorem (51). Vznik nddoru vyZaduje takéitym zpisobem deficientni imunitni
systém, coz 1ize byt navozeno na&p stresem, &kem, chemickymi a fyzikalnimi
karcinogeny, jinou infekci nebo specifickym genayp hostitele (88). Akumulace
genetickych a epigenetickych 2m vede ke vzniku nadorového fenotypu nkw

Z evoluiniho hlediska onkogenni transformacalkuneginasi viru Zzadné vyhody (23).

Vtabulce 1 jsou shrnuty regsgjSi lidské malignity, u kterych je virus prokdzanym

etiologickym agens.



Tabulka 1: Lidské transformujici viry a deggjSi malignity, se kterymi jsou asociovany

Virus Malignity

Virus Ebstein-Baarové Burkiv lymfom
Hodgkiniv lymfom
Karcinom nosohltanu
Posttransplantai

lymfoproliferativni nemoc

Lidsky papilomavirus Karcinomy anogenitalni oblagtilozni
¢ipek, vulva, vagina, anus, penis)

Karcinomy hlavy a krku

Lidsky herpesvirus 8 Kaposhiho sarkom
Lymfom ser6znich blan
Primarni efusni lymfom

Multicentrick& Castlemanova choroba

Virus hepatitidy B Hepatocelularni karcinom

Virus hepatitidy C Hepatocelularni karcinom

Lidsky T- lymfotropni virus -1 T-buktna leukemie/lymfom dospych
Virus lidské imunodeficience Lymfomy

1.3 Lidské papilomaviry

Papilomaviry jsou malé neobalené dvouvlaknové DN# s dlazdicobuscnym tropismem.
Jsou mutan¢é ponerné stalé a gisne druhow specifické (54). Doposud bylo objeveno vice
jak 120 tym lidskych papilomavit, ale jako obeahprokdzané karcinogeny jsou v gaané
dohe klasifikovany pouze vysocerizikové (HR- z ang.higsk) typy ze skupiny alfa (109),
jez zmsobuji gedevSim slizrini 1éze. Onkogenni potencidl HPV byl stanoven aéldaxk
epidemiologickych dat ziskanych studiem cervikankarcinomu. V malignich neoplaziich
je negastji nalézan HR-HPV typ 16, dale pak 18 a 31, 33,3%,45, 51, 56, 58, 59, 68, 73,
82 (109). Maligni potenciél dalSich HPV je intengivstudovan, nehbvétSina z nich byla
popsana pravz koznich nebo sliztiich lézi (21). Nkteré typy primaré koznich HPV jsou
ziejme saprofytické a vyskytuji seébné na pokozce zdravych lidi (107). DalSi, zejm. ze
skupiny beta, jsou ale davany do souvislosti sgndhmi, zejména koznimi (1). Aktivni
tloha HPV ty 5, 8, 9, 14, 23, 24, 25 a 38 v patogenezi karcinéfize byla prokazana u
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onemocgni epidermodysplasia verruciformis, mechanismusgnatransformacesthto viri

se ale liSi od HR-HPV indukované onkogeneze (38, 13

Za karcinogenni proces vyvolany persistentni HR-HBWekci jsou zodpoxdné 2
onkoproteiny kédované virovymi geny E6 a E7. Jimd&vané proteiny interaguji s celou
Skalou bugc¢nych proteiri s primarnim cilem produkce viru. Mimo jiné inaktjvp53 a pRB,
¢imz jednak podporuji postup bigmeho cyklu a syntézu DNA, a dale také blokuji apapt
(120, 45). K maligni transformaci bélindale gispiva virovymi proteiny navozena reaktivace
katalytické podjednotky telomeradzy hTert (101), rZabni nasedani transkdpich faktofi
(11) a indukce poruchy rozchodu chromozigori mitéze (26).

Persistentni infekce HR-HPV jefipinou vzniku malignich neoplazii zndmou zejména
v oblasti anogenitalnino traktu. HR-HPV etiologieyldb prokazana u 99,7%
dlazdicobug¢nych karcinond délozniho hrdla, 81,8 % adenokarcindrdélozniho hrdla, 40
% karcinoni vulvy, 64-91% karcinorin pochvy, 88 az 93,8 % andlnich karciriom 40 az
81,8 % karcinom penisu (71, 109, 54). HR-HPV jsou také asociovényeoplaziemi

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

Pri hledani picinné souvislosti mezi lézi a HPV infekci jelba zéit Sirokospektralni detekci
HPV DNA (119) Ri volbé detekniho algoritmu je tllezité brat v vahu biologickou podstatu

transformujici HPV infekce (92) a material dostupng analyzu (112).

NejrozstergjSi pmikaz HPV DNA pomoci molekulagn genetickych metod vychazi
z polymerazovérettzové reakce (PCR) (83, 69). Vysoka sensitivita PERvyhodou i
nevyhodou tohoto systému. Existuje mnofianych komegnich a také ,in-house* PCR
systént, které amplifikuji DNA sekvencitznychéasti genomu HPV viru. Zda PCR systém
detekuje pouze uity typ HPV nebo SirSi typove spektrum, je dano mpatkami PCR a
pouzitim specifickych, degenerovanych nebo konsenguwimefi (73). Vizualizace
amplifikované DNA je mozna vice #poby, které mohou dale tgsnit ndlez. ¥tSina PCR
systénii detekujici Siroké spektrum HPV je sekve® zacilena do evotiné vysoce
konzervované oblasti genu L1 nebo E1 (29, 34, 3), 2). Pouziti pouze jediného
detekniho PCR systému iie vést k faleghnegativnim vysledkm, coZ vychazi zejména ze
sekverni variability vzdalegjSich fylogenetickych skupin HPV a z biologické ptaty HPV
infekce, nebo negastjsi cile amplifikace p Sirokospektralni detekci, geny L1 a E1, nemusi
byt nutré zachovany ve vSech nadorech (68). DNA onkdde® a E7 siceistava v nadoru i

béhem progrese, sekvame se vSak velmi liSi meziiznymi HR-HPV typy a proto PCR cilené
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do €chto oblasti nedetekuji Siroké spektrum HPVityple jednotlivé specifické typy (37,
52).

Na fezu lze HPV prokazat metodou hybridizaice situ (ISH). Nefasgji se pouzivaji
komekni systémy obsahujici € sond proti vice typn HPV, ale Ize pouZzit i typav
specificky gistup(81). V ¢itelné obarvenéntezu Ize navic podle druhu signalu rozlisit, zda je
HPV integrované do genomuiiky nebo se vyskytuje pouze v epizomalni fo(9v).

Prikaz HPV viru se neomezuje pouze na genetické metaalg Ize vyuzit i
imunohistochemické metody (IHC¥iméhoci negimého ptikazu viru. Ruti se vyuzZiva
imunohistochemické barveni proteinu p16. Signahdihd pl6-Rb je obeéntastym cilem
virovych onkoproteifi pfi imortalizaci buiky a WtSina €chto virovych interakci ma za
nasledek pl16 overexpresi dikyippé nebo nefmé inaktivaci pRB a nasledném pokusu
buiky zastavit bu&énou proliferaci (84). Restoze transformujici HPV infekce neni jedinou
pii¢cinou overexprese proteinu p16, &kterych typech nadér zejména u rakoviny&bzniho
hrdla a v perianalnich Iézich, ale i u nadbitavy a krku, je imunohistochemické barveni
proteinu p16 pouzivano jako sekundarni marker HRKifekce (70). Citlivost detekce HR-
HPV ve tkani pomoci pl6 IHC se uvadi az 100% (48¢méreé specifita IHC piikazu
overexprese pl6 pro identifikaci HPV infekce jeShilnebd se vyskytuje u vice nadorovych
jednotek, které jsou evidertbez vztahu s HPV infekci (108).

Konzultatni patologické pracoviét se setkava s neobvyklymi benignimi a malignimi
neoplaziemi, jejichZ etiologie by mohla nazoeat mozZznou asociaci s HPV infekci. Pokud u
vzacnych nebo navpopsanych karcinoin lokalizace, histologicky obraz nebo iepé
markery gipominaji HPV asociované léze, detekce HPV DNAenpm krokem v procesu,
které by mohl vést k definitivnimu objasn souvislosti mezi HPV a l1ézi. Kranroz'eSeni
etiologické giciny, HPV statut nddoru tize také znamenat informaci o prognéze a predikci
odpowdi na I&bu pro pacienty, jako je tomu nap karcinont tonsily (3). Velkou pozornost
je treba ¥novat interpretaci nalezu HPV DNA. Komplikacti pnterpretaci je zejména
moznost snadné kontaminace materialu v prelaboviaoprocesu i f izolaci DNA, mozny
komenzalni charakter infekce nebo netransfémhéatentni persistence vii multiinfekce
(92).



2.

Cile prace

Navrhnout systém detekce lidskych papilomavHPV) pro vzacné neoplastické
jednotky, u kterych je pod#&ni na HPV asociovanou etiopatogenezi

Provést HPV detekci u vzacnych neoplastickych jéekio ekrinni
syringofiboroadenom asociovany s deb diferencovanym dlazdicob&tmnym
karcinomem, spiroadenocylindromu podobny bazaloidaicinom anu a rekta,
hidradenoma papilliferum s komponentou duktélniharckhomu in situ, léze
anogenitalnich migou Zlazu napodobujicich Zlazach a kribriformniredk&rcinom
drobnych slinnych Zlaz

Interpretovat vysledek detekce a biologickou retevaalezu pro jednotlive 1éze



3. Komentare
3.1

Ekrinni  syringofiboroadenom  asociovany s dobe diferencovanym

dlazdicobunéénym karcinomem

Kacerovska D, Nemcova J, Michal M, Kazakov DV. Hwersyringofiboroadenoma associated
with well-differentiated squamous cell carcinoman A Dermatopathol. 2008 Dec;30(6):572-
4,

V préci je popsan vzacny nalez ekrinniho syringofldlenomu (ESFA) asociovaného sigob
diferencovanym dlazdicobgénym karcinomem. Pacientem byl 85- lety muz, kterdmglu
odstragn 2,5 x 2,5 cm velky, hiué zbarveny ulcerujici nodul se zarudlym krvacejicim
povrchem umishy v metakarpophalangealnim kloubu ukazovaku levéky.r
Histopatologicky byly nalezeny oblasti deb diferencovaného dlazdicobigného
karcinomu, které seigtlaly s oblastmi anastomozujicimi pruhy, snopdbagce epitelialnich
burgk rozStujicich se z exulcerované epidermis do z#léStedematozni myxoidni na cévy

bohaté dermis, typickymi pro ESFA.

Imunohistochemicky byla prokadzana exprese prot@hé v nadoru, zatimco benigtésti
s ESFA pl6 expresi nevykazovaly. Exprese proteibd ypnadoru je velméasto vyvolana
HPV infekci, proto byla ve vzorku provedena Sirgselgralni detekce HPV.

Z nadoru fixovaného formalinem a zalitého do parafbyla izolovana celkova DNAfip
specialnich bezgaostnich opdéenich snizujicich riziko kontaminace jinymi vzorkya
minimum. 4iezy o velikosti 5 um byly deparafinizovany xylenenetanolem. Izolace byla
provedena manudairza pouziti komeiniho kitu podle firemniho protokolu. Kvalita izolané
DNA a absence PCR inhibifbbyla owrena amplifikaci kontrolnich génpomoci multiplex
PCR produkujici fragmenty o velikosti 100, 200, 3800 a 600 bp, podle integrity DNA ve
vzorku. Byla provedena Sirokospektralni HPV detekagouZziti 8kolika systéni PCR. Pro
amplifikaci byly pouzity Sirokospektralni primerylené do oblasti HPV genomu L1 a E1. Ve
vzorku byl detekovan (pomoci prinie€P-SGB) beta papilomavirus HPV typ 107, recé&ntn
popsany Vasiljevic et al (2008). Otazka etiologlokéryznamu nebo biologické relevance
nalezu neni prozatim riSena, nekoHPV typ 107 byl nalezen zatim vz&ca v malém

poctu kopii viru.
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3.2

Spiroadenocylindromu podobny bazaloidni karcinom am a rekta:

kazuistika zahrnujici HPV prikaz a mutatni analyzu genu CYLD

Kacerovska D, Szepe P, Vanecek T, Nemcova J, MighaVlukensnabl P, Kazakov DV.
Spiradenocylindroma-like basaloid carcinoma of @heis and rectum: case report, including
HPV studies and analysis of the CYLD gene mutatioAsn J Dermatopathol. 2008
Oct;30(5):472-6.

V praci je popsan fippad bazaloidniho karcinomu postihujici anus a umktu 57-leté
pacientky. Mikroskopicky tumor vykazoval nezvyklérfologické znaky silé piipominajici
spiroadenomacylindrom, nebese tSinow skladal z nodul bazaloidnich bu¥k pilovité
uspdadanych, obsahujicich nebo obklopenych eosinofiimaterialem bazalnich membran a
dale s pitomnosti intratumoralnich lymfoayt Preristajici dlazdicovy epitel vykazoval
dysplastické zrmy kompatibilni s diagn6zou dlazdicového karcinomusitu , ktery se
stupioval do invazivniho a obsahoval dastky bazaloidnich butk. Dale se v dlazdicovém
epitelu vyskytovaly koilocyty.

Z nadoru fixovaného formalinem a zalitého do parafbyla izolovana celkova DNAfip
specialnich bezgeostnich opaenich snizujicich riziko kontaminace jinymi vzorka
minimum. 4 fezy o sile 5um byly deparafinizovany xylenem anelem. Izolace byla
provedena manualrza pouziti komeiniho kitu podle firemniho protokolu. Kvalita izolawé
DNA a absence PCR inhibifbbyla owrena amplifikaci kontrolnich génpomoci multiplex
PCR produkujici fragmenty o velikosti 100, 200, 3800 a 600 bp, podle integrity DNA ve

vzorku.

Geneticka analyza zahrnovala detekci HPV &amou na vysocerizikové a nizce rizikove
typy a DNA mut&ni analyzu genu CYLD. Detekce HPV s onkogennim moéem ze

skupiny alfa byla provedena pomodikolika Sirokospektralnich PCR cilenych do oblasti
HPV genomu E1 a L1. Pozitivni ndlez byl konfirmovéekvenaci PCR produktu a jeho
porovnanim s databazi BLAST. Muta analyza genu CYLD zahrnovala PCR amplifikaci a

sekvenovani kodujici oblasti genu CYLIRgwe exon-intronovych spéj
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Pomoci HPV detekce byl identifikovan HPV typ 167 ge nefastjSi HPV zodpovdny za
malignity v anogenitélni oblasti. V nadoru nebylynpoci sekvenace kodujici oblasti
objeveny zadné alterace genu CYLD.
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3.3

Hidradenoma papilliferum s komponentou duktalniho karcinomu in situ:

kazuistika a pirehled literatury

Vazmitel M, Spagnolo DV, Nemcova J, Michal M, KarakDV. Hidradenoma papilliferum
with a ductal carcinoma in situ component: cas@ntepnd review of the literature. Am J
Dermatopathol. 2008 Aug;30(4):392-4.

Hidradenoma papilliferum (HP) je benigni kozni exi@ni neoplazie, kterd se vyskytuje
zejména v anogenitalni oblasti désgh Zen a ma znaky analogické intraduktalnimu
papilomu prsu. Maligni zsmy v HP jsou extrénthvzacné. V literatte byl doposud popsan
jediny piipad duktalniho karcinomia situ, ktery vzniknul v HP.

V této studii byl popsan dalSitipad HP, ktery krom typické morfologie HP prezentoval
okrsek s duktalnim karcinomein situ, ktery se jevil jako z&tSené pleomorfni epitelové

bunky blastického vzhledu s atypickymi mitdzami a apdné myoepitelialnimi bikami.

Z nadoru fixovaného formalinem a zalitého do parafbyla izolovana celkova DNAfip
specialnich bezgeaostnich opaéenich snizujicich riziko kontaminace jinymi vzorka
minimum. 4tfezy o velikosti 5 um byly deparafinizovany xylenanetanolem. Izolace byla
provedena manualrza pouziti komeiniho kitu podle firemniho protokolu. Kvalita izolawé
DNA a absence PCR inhibitbbyla owtena amplifikaci kontrolnich génpomoci multiplex
PCR produkujici fragmenty o velikosti 100, 200, 3800 a 600 bp, podle integrity DNA ve

vzorku.

Byla provedena Sirokospektralni HPV detekce za pionZkolika systéni PCR, detekujici
koZzni i sliznéni typy. Pro amplifikaci byly pouzity primery cilérdo oblasti HPV genomu L1
a El1l. Genotypizace pozitivniho nélezu byla provadsekvenaci produktu a srovnanim
s databazi BLAST.

Ve vzorku byl detekovan vysocerizikovy typ HPV 1@kalizace neoplazie by mohlacsiit
pro moznou HPV etiologii. Nelze vSak vykiu kontaminaci z okolni tk&h pii odberu

bioptického materialu.
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3.4

Lidské papilomaviry v lIézich anogenitalnich mlénou Zldzu napodobuijicich
Zldzach

Kazakov DV, Nemcova J, Mikyskova |, Belousova IEazvhitel M, Michal M. Human
papillomavirus in lesions of anogenital mammargliglands. Int J Gynecol Pathol. 2007
Oct;26(4):475-80.

Anogenitalni mlénou Zzlazu napodobujici zlazy (MLG ,z ang. mamakeg-lglands) byly
dlouhou dobu povazovany za ektopickou prsniitkasowtasné dob jsou hodnoceny jako
typické struktury lokalizované v anogenitalnim ttakV praci byla provedena genetick&
detekce HPV v 16 neopléziich vznikajicich na podklanogenitalnich MLG. Jednalo se o 3
fiboroadenomy, 2 lozZiska adenozy,1 invazivni dukitéarcinom,1 tubulo-lobularni karcinom,
2 hidradenoma papilliferum s vyraznymi cystickynmé&nami gipominajici cystadenom a
oxifilni metaplazii a 7 fipadi extramamarni Pagetovy choroby.

Z nadoru fixovaného formalinem a zalitého do parafbyla izolovana celkova DNAfip
specialnich bezgaostnich opdéenich snizujicich riziko kontaminace jinymi vzorkya
minimum. 4iezy o velikosti 5 um byly deparafinizovany xylenenetanolem. Izolace byla
provedena manudairza pouziti komeiniho kitu podle firemniho protokolu. Kvalita izolané
DNA byla owtena amplifikaci kontrolnich génpomoci multiplex PCR produkujici
fragmenty o velikosti 100, 200, 300, 400 a 600dxgle integrity DNA ve vzorku.

Byla provedena Sirokospektralni HPV detekce za piougkolika systéni PCR. Pro
amplifikaci byly pouzity primery cilené do oblagiPV genomu L1 a E1. Pozitivni nalezy
byly owieny sekvenaci a srovnanim s databazi BLAST neberzev hybridizaci se

systémem LiPA.

V invazivnim duktalnim karcinomu byl detekovan vgsozikovy HPV typ 31. V jednom
piipadu extramamarni Pagetovy choroby byl nalezekonizkovy HPV typ 6. Déle byl ve
stejné jednotce ale jinénfipadu detekovan dosud nepopsany typ HPV, kterysékverne
nejblize podobny HPV typu 21 a 24 ze skupiny betpilpmavifi. Nalez HPV v skupit
MLG lézi je ojedirkly. Nelze se vyjatit, zda se jedna spiSe o ndhodnou koincidenci a neb
zda invazivni duktalni karcinom MLG je etiologickyclerén ze skupiny MLG. Dle naSich
nalezZi a podle literarnich zdrdojHPV nehraje obeeénkauzalni roli v anogenitalnich MLG

lézich.
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3.5

Kribriformni adenokarcinom drobnych slinnych Zlaz postihujici zejména

jazyk: charakteristika nové jednotky

Skalova A, Sima R, Kaspirkova-Nemcova J, Simpson Rkhberger G, Leivo I, Di Palma S,
Jirasek T, Gnepp DR, Weinreb |, Perez-Ordofiez Bkévianabl P, Rychly B, Hrabal P,
Michal M. Cribriform adenocarcinoma of minor saliyayland origin principally affecting the
tongue: characterization of new entity. Am J SuathBl. 2011 Aug;35(8):1168-76.

V praci bylo popsano 22fijpadi typickych, doposud malo popsanych adenokarcinom
nizkého stup& Tyto adenokarcinomy byly n&gsgji nalezeny v lokali jazyka a gkterymi
histologickymi znaky fipominaly papilarni karcinom §titné zlazy. Nadoyytneopouziené

a lobularg uspdadané, typ ustu byl gedevsim kribriformni a solidni. Proto byly tyto
neoplastické jednotky nazvany ,kribriformnimi ad&ainomy drobnych slinnych zlaz*
(CAMSG, z ang. Cribriform adenocarcinoma of minalivary gland origin) VSechny nadory

se vyskytly na dosfych pacientech s pmérnym wkem stanoveni diagn6za 55,8 iok

Molekularre genetickd studie CAMSG zahrnovala detekci aktieh mutaci gein KRAS,
BRAF, c-kit, PDGRFa a detekci slizmich typi HPV. Pro tyto dely byla komegni
soupravou po deparafinizaci xylenem a etanolemow#oia celkova DNA z 18 vzoik
CAMSG, 5 vzork polymorfnich low-grade adenokarcindnslinnych zlaz (PLGA) a 5
adenoidg cystickych karcinom. Kvalita izolované DNA a absence PCR inhihitdsyla
ovérena amplifikaci kontrolnich lidskych g&ngenerujici produkty 100, 200, 300, 400 a 600
bp. Detekni systém pro HPV se skladal &olika PCR reakci, které byly navrzeny tak, aby
pokryvaly spektrum vysocerizikovych a nizkoriziketwHPV, jez hraji dlohu v patogenezi
asti neoplazii z oblasti hlavy a krku. Sirokospélkii detekce HPV byla zaffena do oblasti
L1 HPV genu a do oblasti E1 HPV genu. Konke&gtyly pouzity PCR s primery GP5+/6+ a
CPSGB, jejichz produkty byly @ovany a genotypizovany sekvenareakci a srovnanim
s databazi BLAST. Dale byl pouzit komei systém INNO-LIPA Genotyping kit Extra
s deteknim a genotypizanim systémem na principu reverzni hybridizace bet zndgenym
kratkych PCR produkt (primery SPF). Riziko falegnnegativni detekce HPV diky deleci
gem L1 a E v nadoru bylo sniZzeno na minimum dépim typow specifické PCR zacilené
do oblasti HPV onkogenE6 a E7 u 5 néasgjSich HPV tymi, vyskytujicich se v malignitach
lokalizace hlavy a krku a to 16, 18, 31, 33, 35.
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HPV DNA byla detekovana pouze v 1 ze vZoik to smds HPV tym 33 a 18. Vzhledem
k ojedirelému nalezu se népdpoklada kauzalni role HPV v patogenezi CAMSG .
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4. Diskuze

4.1 Prevalence HPV v karcinomech
Oblast vyzkumu etiologické ulohy HPV v iniciaci rmalit se ubira vice méndvéma
obsahlymi sniry a to podle fislusnosti HPV do skupiny alfa nebo beta, nelm@chanismus

onkogenezeithto dvou skupin je zasaglodlisny.

4.2 Alfa HPV

Detekce biologicky relevantni infekce vysocerizigou HPV (HR-HPV, z ang. high risk) ze
skupiny alfa v neoplaziich je v stasné dob tématem diskuzi veédeckych kuloarech,

neba’ ndlez HR-HPV DNA byl dokumentovan témve vSech studovanych lokalizacich

s diskutabilnim etiologickym dopadem (92).

Vychazime-li z Kochovych postufatadaptovanych na pouziti molekulé&ribiologickych
technologii pi hledani picinné souvislosti mezi infekci patogenem &itym onemocinim
(viz kapitola 1.1), nejcitligjSi metoda pikazu podeielého patogenu je v procesucemi
kauzality na prvnim mi&t Touto nejcitlijSi metodou je népstji detekce specifickeého
Uuseku DNA z genomu patogenuétSina z 8zrn¢ pouzivanych polymerazovydtettzovych
reakci (PCR) je schopna detekovat i pouhyekotik jednotek kopii HPV v reakci (56, 78).
Citlivost in situ hybridizanich technik je v tomtofifjpact nedostaténa, uvadi se pouhych 70
% ve srovnani s PCR HPV detekci. (81, 74, 35). Koatd dvou i vice PCR reakci Ize
detekovat Siroké spektrum onkogennich papilondavar zarové snizit riziko faleSné
negativity zgisobené ztratoudkterych gei v primarnim nebo sekundarnim nadoru (52, 68).
Pfi vybéru konkrétnich PCR jeieba déle zohlednit kvalitu DNA v materialu, nébo
formalinova fixace ma za nasledek fragmentaci DNprato amplikony jednotlivych PCR
reakci pro FFPE archivni material by n#ynobecr presahovat 300 bp (73)Casto
publikovana je PCR detekce HR-HPV s vyuzitim GP%+(84) nebo SPF (56) primer
vzhledem k nizkym nérdikn na kvalitu DNA (2). Tentoifistup ale generuje &ité mnoZzstvi
faleSré pozitivnich vysled, protoZze metoda je extrémitliva a detekovany virus e
predstavovat transientni infekci nebo dokonce kontamii @i zpracovani bloku. Proto je
dulezité dodrzovat spravné laboratorni postupy .

Interpretace nalezu HPV DNA je zvl&sv raritnich lézich nesnadnda, né&bs rostoucim
poctem studii se ukazuje, Zze samotri@gmnost HPV DNA neznamena vZzdyast viru v

karcinogennim procesu, aletu#e odrazet pouze transientni infekci, kterd nemesko
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neoplastické transformace (93), nelfedstavuje vyuZziti pro virus vhodné niky v preexistu
patologii se zrdnénym imunitnim dohledem a s bohatou produkci cytbkén ristovych
faktori (30). Proto v poslednichekolika letech stoup& na vyznamu pouziti dalSichkerér

které by podpnly aktivni onkogenni roli viru v nadoru (92).

V tomto ohledu se jiZ literatura rozchézi v tom, jeonejspecifitéjSi marker onkogenniho
pusobeni HR-HPV v tkani obeénale i pro konkrétni typ nadoru. PouzZivaji se rdgto

genetické i imunohistochemické a hodnoti se vifakéory i faktory vztazené k hostiteli.

Z genetickych metod je tomto kroku moZzné poutgitu hybridizaci (ISH) pro topografickou
detekci HR-HPV DNA. Vyhoda detekce HPV v topogriéicsouvislosti tkdhpomoci ISH je
vSak zasena pondrné ¢astym nespecifickym barvenim a vysokym pozadirtera (74).
Real-time PCR systémy pracuji na stejném princippldikace cilového genu jako klasicka
PCR, ale postupny nist namnozeného Useku HR-HPV DNA je moZzné monitdrb¥aem
procesu. Tento systém unioge kvantifikovat typo¥ specifickou virovou naloz, coz podle
nekterych studii mze predikovat zavaznost nalezu, zejména u HPV 1yp(#2). Nap. podle
studie Weinberga a kol. je mozné zahrnout virové@loh do klasifikénich kriterii pro
HNSCC, s tim Ze vysSi virova nalo#egstavuje fiznivy predikni faktor pro pacienta (111).
Obecrt je vyznam real-time PCR kvantifikace viru zatinjasay. Touto technikou je mozné
také ohodnotit miru integrace HR-HPV do bBémého genomu. Integrace je dalSim rizikovym
faktorem, nebt vede k deregulaci exprese virovych onkagéh20). Inform&ni hodnota
tohoto testu ma svad omezeni, integrace viru neid tatnym gedpokladem onkogeneze
(22). Hodnoceni virového metylomu se zda byt slibnetodou, podle které stupmetylace
virového genomu odrazi zavaznost léze, od nemeigimh po vysoce metylované genomy

S progresi nemoci (28).

Detekce exprese virovych onkogepomoci reverzni transkripce (RT) a nasledné PCR by
podle poslednich praci da poskytovat klinicky vysoce relevantniikchz transformeéni
aktivity HR-HPV v lézi. Uskalim metody je ale kvaliRNA v FFPE materialu. Navic je
reakce typo¥ specificka a pogrné nara@na na provedeni (92). Velmi slibrse jevi v tomto
ohledu nova metodika RNAscope, cozZ ije situ hybridizani technika s chromogenni
vizualizaci, jeZ detekuje v topografické souvislosRNA 7 nefastjSich HR-HPV. BohuZzel

je zatim publikovano velmi malo vysleilk pouzitim této metody (105).
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Z imunohistochemickych metod je nejvice pouzivaaé®veni exprese pl6 proteinu, které je
dostatén¢ senzitivni ale ne vzdy specifické pro detekci HR\H Recentni pracefipdetekci
transformujici HPV infekce u malignit hlavy a krkaprednostiuji pristup, ktery z&ina
imunohistochemickym barvenim pl6 a pakia genetickou detekci HR-HPV, tagt;i
pomoci PCR. Vysledkem je roddni nadoi do 4 kategorii, p16 — /HPV — (1.kategorie), p16
— /HPV + (2.kategorie), p16 + /HPV + (3.kategpaepl6 + /HPV — (4.kategorie)iipemz
pouze u 3.kategorie ségupoklada, Zze skuteé odpovida HPV indukovanému nadoru (111).
Smeetse a kol. se domniva, Ze terfstpp by mohl byt zlatym standardem préamni HPV

etiologie i u jinych entit, nez u karcindnimlavy a krku (92).

Pri hodnoceni pl6 imunohistochemického barveni jen@uposoudit distribuci exprese,
piicemz s aktivni replikaci HR-HPV je spojovana difugrprese p16, nikoliv lozZiskova.

V literature se popisuje viceiidin nadnérné exprese pl6 v nadoru bez vztahu k virové
infekci, které vychazeji zejména z antiproliferafifunkce p16 a to napu karcinont organ
traviciho traktu (6), karcinoftn motového néchyte (72), karcinom endometria (61) a
mekkotkaovych nadoit (86). Pozitivni zptna vazba P deregulaci Rb drahy jergme
castou picinou nadndrné exprese pl6. Vysoka exprese pl6 byld.magpsanu u karcinoin
prsu, kde byla zarovedetekovana ztrata Rb a podobny &awéla i prace Bastide a kol. u
nadof plic (41, 8). Termin ,onkogenem indukovana senese€se pouziva pro popis jevu,
ktery se vyskytuje ndp nevocelularnim névu nebo benignim schwannomuécho
benignich lézich jéasto detekovana mutace v Ras signalni draze aetiaoverexprese pl6.
Maligni progjsky tchto tumoifi, tedy melanom a malignim schwannom jsou vSak bez
exprese pl6 a naopak ztrata pl6 je podstatnym krqkievzniku tchto nadoi. Predpoklada

se tedy, Ze overexprese pl&ehto benignich nadorech jésledkem kontroly proliferace

v odpovdi na onkogenni stimuly a chrani takiku pred malignim zvratem (43).

Ptimy prikaz L1 proteinu HR-HPV je moZné pouZit procemi stupg léze, nebt se
zavaznosti léze exprese obalového proteinu L1 ub{@4j. DalSi imunohistochemické
markery mohou pomociipinterpretaci nalezu HPV DNA a to zejména Ki-64,(52), Bcl-2
(62) a p53 (33).

Tabulka 2 shrnuje n&stji reportované malignity, kde byla nalezena HR-HPMA a je zde
podezeni na HPV asociovanou etiologii onemeéah) zatim vSak &sSinou bez dostatku

praikaznych studii (92). Otazkarenosu HR-HPV do neexponovanych lokalizaci je také
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neddesSena, nehoHPV jen vyjime&ne vytvareji virémii a proto $eni krvi neni jednoziagé

piijato ve wdeckych kruzich (10, 46).

Tabulka 2: Malignity, u kterych byla publikovan&tpmnost HR-HPV DNA.

Malignita

Autor

Karcinom hrtanu

Manjarrez, 2006 (66); Torrente, 20003)

Sinonasalni karcinom

Hoffmann, 2006 (44); KatorD2(53); Syrjaner
2003(98)

Karcinom jicnu

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

Karcinomy gidatnych orgain oka

Scott, 2002 (89); Tulvatana, 2003 (104)

Karcinom plic

Yu, 2009 (117); Castillo, 2006 (1&hen , 2004
(47); Fei, 2006 (27)

Karcinom vajéniku

Konidaris, 2007 (57); Wu,2003 (113); Yang,2(
(115)

Adenoskvamodzni karcinongldzni sliznice

Gingelmaier, 2007 (32); O'Leary, 8995)

Adenokarcinom tlustéhoistva

Damin, 2007 (20); Cheng, 1995 (48), Buyru, 2
(12)

Karcinom m@oveho néchyre

Barghi, 2005 (7) ;Gutierrez, 2006 (36) ; Helal, T
2006 (40)

Karcinom prsu ,basal-like* fenotypu

Damin, 2004 )19Subhawong, 2009 (97);

Yasmeen, 2007 (116)

4.3 Beta HPV

Biologicka validita infekce HPV ze skupiny betayjéomto snéru jeSt diskutabilrgjSi (29,

119), nebé vétSina tchto vini je nedostat®é popsana a je zagebi objaswni jejich

molekularnich charakteristik a znalost epidemiatogiby bylo mozné Iépe porozénjejich

roli v karcinogenezi.

VétSina HPV tyfi ze skupiny beta vytwabenigni proliferace, které spont&megreduji do 5

let (60). Maligni transformacesdhto lézi je spolehli& prokdzana jen u paciéntrpicich

vzacnou genetickou chorobou Epidermodysplasia ggomumis (EV) (65). Ve vztahu s EV

jsou beta HPV typy 5 a 8 klasifikovany jako vysazéwoveé (76). Nicméa beta HPV byly

detekovany ve velké ¢asti

nemelanomovych koznich malignit a

to zejména u
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imunokomprimovanych pacieint ale také u imunokompetentnich pacienB8). Proto
piipadné role beta HPV v karcinogenezegstavuje velmi diskutované téma #egmet

vyzkumu (60).

PrestoZze znalosti o beta HPV jsou ve srovnani s BlRV vyrazré chudSi, skteré
skut&nosti, o které se lze fip interpretaci nalezu opirat, jiZ popsané jsou.nx¥xja
charakteristiky tykajici se rozdilu v onkogennim cimenismu d&chto vii Beta HPV se
neintegruji do genomu, jejich genom se do kloakovinnych bugk dédi epizomals (76).
Virovy E6 protein beta HPV ne@pobuje v biice degradaci proteinu p53 (106), ale jeho
pusobeni vede k utlumeni exprese &tneho tumorsupresoru Bak, jeZ hraje roli v apopketic
draze indukovanéipposkozeni UV z&nim. Transformani aktivita ve spojeni s UV ¥énim

byla také prokdzana u E2 proteinu HPV typu 8 usgannich mysi (79).

Pouziti molekular# biologickych technik, jez zohlédji a vizualizuji vySe uvedené procesy,
bude #ejm¢ v nasledujicim vyzkumu etiologické role HPV v kaagenezi uziténé,
doposud vsSak bylo publikovano pouze malé mnozsudiiszabyvajicich se timto tématem.
(60, 96, 9).

4.4 Detekce HPV ve vzacnych lézich

Rozsahlé moznosti tfjimé a nefimé detekce HPV vnasSi pém¢ Sirokou variabilitu
do publikovanych prevalenci HPV wanych karcinomech. V reakci na to se v poslednich
dok® rozSiuji moZnosti owieni transforméniho potencialu HPV infekce. Zejména
v nékterych lokalizacich, jako u nadorhlavy a krku, je intenzivh studovan pikaz
transformujici HPV infekce (94). V této skupineoplazii se preferuje Sirokospektralni PCR
detekce vysocerizikovych a nizkorizikovych HPV kondvana

s imunohistochemickym pkazem difizni exprese proteinu pl6 nebo detekci mMRNA
transkriptu onkogein HPV (90). Tento fistup se zda byt vhodny i pro jiné neoplazie, u
kterych je podezni na dast HPV ze skupiny alfa v patogenezi onendoc€ii92).

Kombinace genetickéhojdtazu HPV a imunohistochemickéhaikazu exprese p16 proteinu
byla provedena také veétgine nami publikovanych studii, whkterych gipadech byly
pouZity i jiné dophkové biomarkery.

U piipadu ekrinniho syringofibroadenomu nalezeného egpél s dolte diferencovanym
dlazdicobugcnym karcinomem byla zachycena exprese pl6 proteibasledna
Sirokospektralni HPV detekce zachytila v Iédt@gmnost beta HPV typu 107. Tento typ HPV
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byl sice popsan v koznich lézich, konkeetnaktinické keratdze, ale jaky ma transfotmia
potencial a zda jehofipomnost v tkani mize za witych podminek vyvolat vznik nadoru
spojeny s blokovanim p16-Rb kontrolniho BEémeho mechanismu, je zatim nejasné (107).
HPV indukovana overexprese proteinu pl16 v koznéalich souvisejicich s beta HPV infekci
nebyla doposud hlogp studovana. Nicménv nékolika dostupnych pracich (58, 59) nebyl
nalezen signifikantni vztah meziifpmnosti HPV a overexpresi proteinu pl6 v koznich
lézich, proto ani my népdpokladame dast detekovaného HPV typu 107 v patogenezi
ekrinniho syringofibroadenomu asociovaného gelobBiferencovanym dlazdicob&imym
karcinomem. Overexprese proteinu pl6 zde biggn® vysledkem antiproliferativni funkce
pl6. Nelze také vylatit pritomnost jiného, dosud nepopsaného HPV typu, ktenji mozné
zachytit pouzitymi genetickymi technikami. Role§hro onkoviru také netze byt vylokena.

V pripadu bazaloidniho karcinomu postihujiciho anuskaum byl detekovan HPV typ 16,
coz je nejastjSi HPV typ spojeny s malignitami v této anatomidtkaci (17). Dysplasticky
epitel vzorku vykazoval imunohistochemicky silnou difuzni pozitivitu reakce s pl6
proteinem. Histologicky byl dale geneticky natldRV typu 16 podpien nalezem koilocyt
v epitelu. VSechny tyto nélezy velmi silswd¢i pro HPV indukovanou patogenezi nadoru.

HPV typ 16 byl také detekovan vipadu hidradenoma papilliferum s komponentou
duktalniho karcinomun situ. U tohoto nadoru vSak nebyla imunohistochemickykgrana
overexprese proteinu pl6, coZz nepodporuje HPV aganbu patogenezi nadoru. Nicrign
nelze ani vylotit a dalSi metodiky, jako topograficka lokalizacdP¥H pomociin situ
hybridizace nebo fkaz transkriptu HPV onkogénE6 a E7, jeZ nebyly v débprovadni
studie v laborati® dostupné, by mohly tuto otazku pomoci ieit. Nelze vylouit
netransformujici HPV infekci jako anatomicky mistepecificky efekt, nekkb HPV byl
vzacreji detekovan na zdravéuki v anogenitalni oblasti, zejména u padiestjinou HPV

indukovanou lézi v anogenitalu, ale také u asymptarkych dti (82, 99).

U souboru 16 lézi v anogenitalnich, gméu Zlazu napodobujicich, Zldzach jsme prokézali
HPV pouze u dvou lézi extramamarni Pagetovy chqralig nizkorizikovy alfa HPV typ 6,
ktery nefastji zpusobuje anogenitalni bradavice typu condyloma accatom, a dale beta
HPV typ @ibuzny typu 21 a 24.tBdpoklada se, Ze onkogenni potencial HPV typu &or t
anatomické lokalizaci je velmi omezenyien€ mize byt vSak ficinou malécasti HPV
indukovanych karcinof penisu (4). Detekce HPV typu ze skupiny beta, yktge
fylogeneticky nejvice fibuzny tygim 21 a 24, také nepodporuje HPV asociovany vzrag,lé
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neba’ se jedna o typy vyskytujici se pouze v koznicliclé£21). Tento nalez fie byt spiSe
ndhodny nebo Zsobeny kontaminaci materialuti pzpracovani. V epitelu 1ézi nebyly
objeveny zadné cytopatické #ny, které by fipominaly HPV infekci. V jednom ifpadu
extramamarni Pagetovy choroby byla navic prokazlmaponentain situ duktalniho
karcinomu a zde byl potvrzen vysocerizikovy alfaVHBp 31, coZ je jeden z ngsgjSich
vysocerizikovych HPV, fylogeneticky nejblizsi typHPV 16. Nalez HPV v skupnMLG
Iézi je ojedirly. Dle naSich nalekz a podle literarnich zdrojHPV nehraje obeénkauzalni

roli v anogenitalnich MLG lézich.

Ve skupirg 22 gipadi now popsanych neoplastickych jednotek z oblasti hiakyku, autory
pojmenovanymi jako kribriformnimi adenokarcinomyobnych slinnych zlaz (CAMSG,
z ang. Cribriform adenocarcinoma of minor salivaghand origin), byla i patrani po
patogenezi onemoeni provedena rozsahlejSi genetickd a imunohistoah&@manalyza.
Souasti analyzy byla také detekce HPV idyse zamienim na vysocerizikové a
nizkorizikové typy, které jsou etiologickym agensiasti malignit hlavy a krku, zejména
v oblasti orofaryngu, ustni dutiny a laryngu. PORtém pro detekci HPV v CAMSG byl
navrzen tak, abychom se vyvarovali fake$regativnich vysledk a u kazdého vzorku byla
provedena PCR amplifikace v oblasti L1, E1 a E6ugétouze u jediného vzorku byla timto
systémem detekovana HPV DNA, a to¢ésmHPV vysocerizikovych alfa typ 33 a 18.
Imunohistochemicky fiilkaz proteinu p16 ve&sSin¢ piipadi nesedcil pro HPV etiologii l€zi,
neba’ vykazoval pouze nepravidelnou pozitivitu v barvg@dra i cytoplazmy. Silné difuzni
barveni, jez se vyskytuje u HPV indukovanych |&xip popsano pouze u jednoh#igadu
CAMSG, kde byla zarovedetekovanaiftomnost HPV DNA tyf 33 a 18. Tentoifpad se
ziejmeé vymyka ze skupiny ostatnich CAMSG, kde HPV etiglaghledem k laboratornim
naleZiim negedpokladame.

Metodické moznosti molekul&nbiologické detekce HPV s onkogennim potencidlem se
zejména v dkolika poslednich letech velmi ro#$§ a krom¢ zachyceni $Siho spektra typ
HPV a multitypové infekce se kladeirdz na pikaz transformujici infekce. Vifpac
vysocerizikovych alfa typ HPV existuje vice vhodnych dajdovych biomarkek, které
potvrdi transforméni aktivitu HPV v lézi a &které, jako imunohistochemické barveni
proteinu pl16, ptkaz HPV transkriptu nebo topografickd detekce NAVHR&inaji byt

dostupné i pro pouziti v rutinnim patologickém pouw.
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Onkogenni psobeni dalSich HPV typ zejména ze skupiny betaj pzniku koznich malignit
je stale otazkou vyzkumu. Aktivni etiopatogenickaha beta HPV typ byla spolehli¢ zatim
prokdzana jen u geneticky podremého onemoaini epidermodysplazia verruciformis (EV).
Nicmére na gikladu EV a jinych geneticky podminych onemoceni, jako fokalni
epitelialni hyperplazie, WHIM syndromu nebo Faltananemie, seretelre rysuje geneticky
choroby. Vyzkum se tedy ma piklanét ke komplexnimu pohledu na patogenezi
onemocgni a objevuji se prvni studie, které pouZzivaji geltomoveé sekvenovani a stanoveni
celkového mikrobiomu a metagenomu l|éze (80). Nowuystpp metodicky vyuziva
sekvenatory druhé generace nebo hmotnostni spetinpra extrémni wraz je kladen na
bioinformatickou analyzu. Tentd‘igtup je ale v p&atcich a jeieba intenzivniho vyzkumu a
evaluaci novych vystup owetenymi molekulars biologickymi technikami a Kklinickou

korelaci.
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