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Souhrn: Uvod: Lidské papilomaviry (HPV) se vyznamné uplatiiuji v patogenezi cervikdlni intraepitelidlni neoplazie a inva-
zivniho spinocelularniho karcinomu déloZniho &ipku. DuleZitym Einitelem v tomto procesu by méla byt zejména funk&ni inak-
tivace produkiu antionkogenu p53 papilomavirovym proteinem E6. Pfedkladand price sleduje moZnosti imunohistochemic-
kého priikazu proteinu E6 na materidlus vyskytem HPV infekce prokazanym in situ hybridizaci. Materid! a metody: Srovnani
in situ hybridizace virové DNA a imunohistochemického prikazu proteinu E6 HPV 16 a 18 bylo provedeno na parafinovém
bioptickém materialu od 36 pacientek, zahrnujfcim 17 karcinomi a 19 dysplastickych 1ézi CIN I-1I1. K hybridizaci byla pou-
Zita standardni metodika (Biohit) s vyuZitim screeningové (pan-HPV) sondy a typove specifickych sond. Imunchistologie byla
provedena pomoci menoklonélni protildtky proti proteinu E6 HPV 16 a 18 s amplifikaci reakce biotinylovanym tyramidem.
Viisledky: In situ hybridizace se skriningovou sondou byla pozitivni u 35, tj. prakticky v¥ech pfipada. V 19 z 21 bliZe typizo-
vanych pfipadi se typy 16 a 18 vyskytly samostatné nebo kombinované s jinym typem. Imunchistochemicky prikaz protei-
nu E6 byl tspédny v 11 pfipadech, a to v¥hradné HPV 16 nebo 18 pozitivaich pomoci in situ hybridizace. Zdvér: Imunohi-
stologicky prikaz papilomavirového proteinu E6 typii 16 a 18 je schidny as  pouZitou protildtkou vysoce specificky. Senzitivita
Je v8ak-dosti nizkd a je nutno pouZit detekéni metodu s amplifikaci signalu bictinylovanym tyramidem. Vysledek je viak i tak
zajimavy jednak jako ¢aste€nd ndhrada narocngjSich hybridiza¢nich metodik, jednak jako moZny prognosticky ukazatel stup-
n¢ narudeni odpovédi nddoru na radioterapii a chernoterapii zprostfedkovanou p53 dependentni drihou.
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Summary: Introduction: Human papillomaviruses (HPVY} are involved in carcinogenesis of uterine cervical epithelium.
Functional inactivation of p53 protein, which is mediated by the HPV protein E6, is thought to be an important feature of this
process. We tested the immunohistochemical appreach to demonstrate the HPV 16 and 18 E6 protein expression in cervical
dysplasias and carcinomas with HPV presence detected by in situ hybridisation, Material and methods: The study was
performed in paraffin embedded biopsy samples from 36 patients consisting of 17 cervical carcinomas and 19 dysplastic lesions
ranging from CIN I'to CIN III. The in situ hybridisation of HPV DNA was done using a commercial kit (Biohir), containing a
screening {pan HPV) probe and single type specific probes. The monoclonal antibody against E6 of HPV types 16 and 18 was
used for immunohistochemisiry. The antibody detectection was amplified using biotinylated tyramide. Results: The in situ
hybridisation of pan-HPV probe was positive in 35 cases. The further gvaluation of the HPV type was successful in 21 cases,
19 of them containing HPV 16 or 18, The E6 protein immunostaining was successfully detected in 11 cases, all of them being
positive for the HPV 16 or 18 specific DNA sequences. Conclusion: The immunostaining of HPV 16 and 18 E6 protein is
possible and can be highly specific. The sensitivity of this method is not completely satisfactory, despite of highly sensitive
biotynylated tyramide detection used. The E6 immunchistochemistry might possibly replace in situ hybridisation methods in
some instances. The level of E6 expression could be of interest as a marker estimating degree of derangement of p53-mediared
cell response to radiotherapy and chemosenstivity of these carcinomas.
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Teoreticky ivod

V patogenezi karcinomu Cipku existuji tit hlavn{ zndmé
mechanizmy, z nichZ dva souvisi s infekei lidskymi papilo-
maviry (HPV — human papilloma virus). Tieti je na papilo-
mavirech nezdvisly a souvisi s dal3imi genetickymi zm&nami
(1). Prvni pti€inou je vliv exprese virovych proteinii E6 a E7
a jejich interakce s proteiny, které se podileji na regulaci
buné&éného cyklu. Druhou pfiginou je zaflenéni virové DNA
do oblasti chromozomélni DNA, které jsou zodpovédné za
nadorovy fenotyp. Teti pfiina je pak znaéné heterogenni,
Objevuje se zde celd Fada genomovych zmén, z nichZ nejcas-
1€j%i je ztrata heterozygozity v chromozomalnich oblastech
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3pl4-22, 4pl6, 5pl5, 6p21-22, 11923, 17p13.3, 18q12-22
a 19q13, které jsou misty vyskytu antionkogeni at jiZ znamych
tak celé Fady teoreticky piedpoklidanych. Velmi ¢astou gene-
tickou zménou je pak amplifikace oblasti 3¢24-28, se kterou
se setkdavime v 90% invazivnich karcinomi ¢ipku. Méné& Casty-
mi jsou mutace v rozdilnych genech a mikrosatelitni nestabi-
lita. § t&mito jevy se setkdme jen asi u 7% karcinomn ¢ipku.
Z celé fady studii je zfejmé, Ze vyvoj karcinomi ¢ipku je mno-
hastupfiovy proces pfi ném? dochdzik selekci celé fady gene-
tickych alteraci. Identifikace gendl zahmutych v daném pro-
cesu a jejich vzrah ke specifickym vlastnostem nadorti v jeho
uritém vyvojovém stidiu pfispivak pfesnému chapani malig-



niho procesu u nadort ¢ipku a otvird nové moZnosti vyvoje
diagnostickych i terapeutickych pfistupi.

Prognoza invazivnich karcinomi ¢ipku je nejvyraznéji ovliv-
néna stadiem onemocnéni v okamziku diagnézy. Mezi dalii
dileZité faktory, které progndzu ovliviiuji patfi hloubka inva-
ze ahistologicky typ nadoru, stupef diferenciace a invaze lym-
fatickych a krevnich cév. Doposud provadéné molekularni
a imunohistochemickeé analyzy neprokazaly z4dné onkogeny,
antionkogeny a s nimi asociované proteiny, které by byly
vyznamnym markerem prognézy tohoto onemocnéni.
Potencidlng zajimavd je v tomto smyslu detekce lidskych
papilomavira at jiZ na Grovni DNA nebo na tirovni exprese
virovych proteinii E6 a E7. Bylo opakovang prokdzino, e lid-
ské papilomaviry jsou tizce spjaty s vyvojem cervikdlnich
karcinomu. Rodina HPV obsahuje vice jak 100 virovych typ,
které byly dosud identifikoviny (2). Jedna se o pomérn& malé
DNA viry s genomem o velikosti 8kb, kieré jsou siriktné
vazany na epitel a to bud slizni¢ni nebo koZni. DNA vysoce
rizikovych lidskych papilomavira (typu 16, 18, 31, 33 a 51)
byla detekovana piiblizné u 90 — 95% cervikdlnich karcino-
mi (3, 4, 5). Kromé& vyskytu vysoce rizikovych HPV se &as-
to setkdvime u cervikalnich kondylomii i s vyskytem HPV
typu 6 a 11, které jsou oznafoviny jako nerizikové, protoze
u Lipki infikovanych timto typem HPV dochdzi velmi ziid-
ka k tvorbé nddoru. Vyskyt vysoce rizikovych forem HPV
u pfevaZné vét¥iny pacientl s karcinomem déloZniho &ipku
Je prokazovin serologickymi, histopatologickymi a moleku-
larné biologickymi metodami (virovd DNA je detekovatelna
v nddorové tkani). Vzniklé nadory a z nich ustavené bun&g-
né linie rovnéZ exprimuji dva velmi dalezité virové onkopro-
teiny E6 a E7. Ze ziskanych vysledki je zfejmé, Ze tyto onko-
proteiny jsou zodpovédné za pokradujici rist nadorovych
bunék (6, 7, 8). JestliZe hovotime o klinickém vyznamu trans-
formacni aktivity uréitych HPV typd je nutné si uvédomit, ¥e
hlavnim cilem virt je zabezpecit svou vlastni replikaci a na
transformaci jimi vyvolanou se lze divat spife jako na chybu
tohoto procesu. K pochopeni normélniho virového Zivotni-
ho ¢yklu, vzniku chyb vedoucich k neoplastické transforma-
ci a hledani novych potencidlnich terapeutickych piistupi je
nutnd detekee proteinfi E6 a E7 a studium interakce téchto
virovych proteinti s bunéinymi cilovymi proteiny. In vitro
studie prokdzaly Ze protein E6 vysoce rizikovych HPV tvoli
komplex s geneticky intaktni formou proteinu p53 a je zod-
povédny za jeho funkéni inaktivaci a rychlou degradaci pres
ubiquitinovou drahu (9, 10). Vysledkem je porueni funkci
proteinu p33 jako jsou jeho aktivity spojené s kontrolou
buné&ného riistu a programovanou smrti bunék pfi porue inte-
grity genomu. Zarovei protein E7 vysoce rizikovych HPV
interaguje s proteinem Rb, produktem retinoblastomového
genu, a blokuje jeho antionkogenni funkei (11, 12). Porucha
regulace buné¢ného cyklu a mechanizmi stieZicich genomo-
vou integritu je z obecného hlediskajednimz prvotnich pred-
pokladi vzniku malignity.

Velmi piekvapivym je rozdilné chovani vysoce rizikovych
(high-risk) a nerizikovych (low-risk) HPV, protoZe lze ped-
pokladat, ze obé skupiny viri musi obejit stejné bunééné pe-
kazky, aby mohl prob&hnout cely cyklus virové replikace. PFi-
kladem rozdilné funkce u obou typit HPV je protein E6, ktery
uvysoce rizikovych viri efektivn® interaguje s proteinem p53
zatimco u nerizikovych virl tato interakce neexistuje. D4 se
pfedpokladat, Ze rozdily mezi t8mito skupinami vird mohou
byt zplisobeny mistem jejich replikace. Viechny HPV infiku-
ji keratinocyty v bazalni vrstvé epidermis, ale jsou schopny
replikace pouze v epitelu, ktery proliferuje, protoZe pro sviij
cyklus vyZaduji replikaci bunécné DNA. Za danych podmi-
nek viry musi vytvofit rovnovihu mezi stimulaci replikace
ainhibici terminalni diferenciace, pfipadné apoptézy. Obg sku-
piny HPV se daji rozliZit podle mista jejich DNA replikace v
maturijicim dlazdicovém epitelu (13). Replikace DNA HPV
s nizkym rizikem probiha pfevdZné ve spodnich vrstvach kde

keratinocyty stdle prochdzeji bunéénym délenim, zatim co
vysoce rizikové HPV replikuji sviij genom ve vy§§ich vrstvach
epitelu kde se nachdzeji keratinocyty za normélnich ckolnos-
ti jiz termindlng diferencované. Pro vysoce rizikové HPV je
tedy nezbytnou nutnesti stimulovat replikaci DNA v neptiro-
zeném prosifedf a je tedy nutno aby jejich E7 protein efektiv-
n&ji moduloval indukci DNA syntézy (14, 15) arovn&z aby E6
protein efektivné inaktivoval funkce proteinu p53.

Cilem pfedklddané prace bylo srovnani detekce HPV infekce
pomoci hybridizace in situ a imunohistochemického pritkazu
proteinu E6a ovéfeni moZnosti jeho detekce pomoci komerg-
né dostupnych protilitek s vyuzZitim amplifikace signalu bio-
tinylovanym tyramidern.

Material a metody

Soubor pacientek

Do studie byl zafazen histopatologicky paratinovy material od
36 pacientek ve véku od 19 do 76 let. Studované vzorky byly
ziskany z diagnostickych excizi, konizit, eventueln z hys-
terektomii. Histopatologicka diagnoza zahrnovala parakera-
t6zu bez dysplazie (1 pfipad), CIN 1 (3 pfipady), CIN II (7 pfi-
padi), CIN III (8 ptipadi), dlazdicobunéény karcinom (16
piipadi) a nediferencovany karcinom (1 pfipad).

Imunohistochemickd detekce proteinu E6

Rutinné pfipravené vzorky v parafinovych blocich byly nakra-
jeny a pfeneseny na silanizovana skla, fezy odparafinovany
arehydratoviny. Odmaskovani antigennich epitopii bylo pro-
vedeno povafenim vzorkii v po dobu 2x5minut v mikrovin-
né troubg v 0.01M citritovém pufru pH 6,0. Po promyti v desti-
lované vodébyly z diivodu zablokovani endogenni peroxidazy
fezy pfeneseny na dobu 20 minut do 1% roztoku H,0,v PBS
(fyziologicky roztok, pufrovany fosfatem na pH 7,4). Nespe-
cifickd vazebnd aktivita byla zablokovana pfevrstvenim fezi
roztokem 5% nizkotu¢ného miéka s 0.01% Tween 20 v TBS
{fyziologicky roztok pufrovany Tris na pH 7,6). Takto zablo-
kované fezy byly osuSeny, a byla na n& na jednu hodinu pfi
pokojové teploté aplikovana monoklondlni protilatka (C1P5,
Santa Cruz) rozlidujici protein E6 papilomavirt 16 a 18, fedz-
nd 1:50 (na 2ug/ml) v TBS s 1% obsahem BSA (bovinniho
sérového albuminu). Po trojim promyti roztokem 0.01%
Tween 20 v PBS byla na 30 minut nanesena anti-my%i sekun-
dami protilitka znacena biotinem (Amersham) fed#na 1:200
v rozteku 1% BSA v TBS. Po opakovaném trojim promyti
roztokem (.01% Tween 20 v PBS byl na dobu 30 minut apli-
kovan avidin-peroxidazovy komplex (Vector-Elite). Po nasled-
ném trojim promyti roztokem 0.01% Tween 20
v PBS byl aplikovdn na dobu 10 minut amplifikagni systém
(biotynylovany tyramid) fedény 1:50 v pracovnim roztoku
(DUPONT). Po trojim promyti roztokem 0.01% Tween 20
v PBS nasledovalo znovu naneseni komplexu avidin-peroxi-
daza na dobu 30 minut. Peroxiddza byla pak nasledn& deteko-
vana pomoci 0,01 % DAB (diaminobenzidin) v PBS s 0,03%
H.0O, Rezy byly dobarveny hematoxylinem, dehydratovany,
projasnény a zamontovdny pro mikroskopické zhodnocend.

Stanoveni infekce HPV

Biohit HPV in situ skrining test byl vyuZit pro detekci DNA
lidského papilomaviru v parafinovych vzorcich tkéni metodou
in situ hybridizace.

Rutinné pfipravené vzorky v parafinovych blocich byly nakra-
jeny a pfeneseny na silanizovang skla, fezy odparafinoviny
arehydratoviny. Metoda hybridizace in situ byla provedena s
vyuZitim komeréné dostupného kitu od firmy Biohit a hybri-
dizace in situ provedena dle doporué¢eného firemniho manua-
lu. Pro skriningové stanovent infekce HPV byla vyuZita DNA
proba, kterd se vaZe na DNA viech HPV bez rozlifen typu
viru. V' pfipadé€ jeji pozitivity byla dale provedena typizace
HPV dal3imi sondami umoZiiujicimi specifickoun detekci DN A
lidského papilomaviru typi1 6, 11, 16, 18, 31 a 33.
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avou pfipadech yp6,typ 11 a typ 31. Soutasny vyskyt -
T UULUIL 30 pacientek se stanovenoy diagnézou dlazdico- 14 218 jsine nenalezli u 74dne z pacientek, kombinaci ty
bunéény karcinom (16 pfipadii), nediferencovany karcinom 318y dvou pacientek. Kombinac_:e Typl 16433, 163 37 |

K bliz8imu ureni Hpy jsem vyugili typizagni sadu té7e fir (42%) pripadech nebyla hladina E6 detekovina. Situace }
my, Kterd ném umoznila piesné stanoveni Lypu DNA HPV 6, nebyl potyrzen vyskyt HPV 16 4 18 nebyly pozitivni g prc
11,16,18 31233 (obrazek 2). ve 235 (60%) piipadech byla  litkou rozlifujici E6 protein v Zidném y pfipadi. Typiz;
typizace (ispésna a podafilo se ndm najézt alespori jeden z v¥¥e HPVa imunohistochemicks detekcee jsou rovngs dokumen
uvddénych typa. U 14 pacientek se ngm podaril prokazat I¥P  vdny na obrézeich | a2

Diskuse

Srovnani HPV infekce Pomoci hybridizace In ity 5 imunohistoche- Karcinom é&ipky déloZniho je druhym nejcastdji se vyskytu
mické detekce protein E6,
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Oiberiek: 17 In sita hybridiesce - HPY soreening u splaocelalienihe kid-

st ¢,

(frieek 3 Imesckesiologie - Ed detekoveay peotilitios O PS5
e spneesialienitee Kevinmnu Iw

ty¥ hybridom je rovnt? v nabkdce firmy Oncogens Science,
Jiné liemy protilitky proti B6 profeine nenabizi), ¥V nadem sou-
browrud jseme momalerli jeding pipad kdy byehiam lerin Ef dete-
kovali v plipndé, b nebyl prokéedn vyskyn Dia HPY 16 mebo
TH, cod sveil2 o peji vvsokd specificité, senditivitu o afinit je
vk nemadnd spolehlive hodnotie. Kombinovany vyakyi jed-
nudlivvch typl HPY perovnd ¥ v souladu s pubikovanymd dda-
i jak postrsce ypl HY tak jejich procentudlniho zasto-
pend (200, L [4(40% ) plipadi, kde nebyl stanoven typ HPY,
lee predpok lidat vyskvt HPY jejichd typizacni sondy nebyly
k duspoict v ndmi poudivané typizaéni sadé, H:rrm:»:liy:mdy
jednal o nedostaledvou citlivest metody bybsidieace fn it
Le wiskanych visledkd jednoznalntd vyplyvi, e kembinzci
ikolika protl#ek rozhiujicich niend #FIiIIII-F}' p[m::'inu Efi

(hedzek 2: In situ hybndizace - HPY 18 deiekovany o spinoce] ul drsdh
s Erscamiu 40405 1. 4

» i ="y : i J
I.."-’ el & ' Wi - |
(Marlipek 4; Imunchestologie - protesn ES deiekovany liRdik o C1FS
u TN ) " e

s wyREQ alinitow o amplifikadni metocdy by meéhe byt maodns
protein E6 detekovat v bulikich infikovanych HPV 164 18,
Detekce proteinu BEG by pak mohla sloudin jako jednodischy
Lest ma v¥skyl dvou vysoce rizikovich HPY, kiery by v nkte-
rveh aplikecieh natradi| dopesad poutivané techniky detek-
s virovd DNAL Sledovini exprese wohoo proteinu, kiery je
codpovidny e inakiivaci antionkogenu p33, a stanoveni jeho
hladiny v nddorovech budkdch, by mohko rovedd pfispés
k wvywditi iohoio proteino jako potencialnibo markem odpo-
vidi midoru na radiderapii, pHipadné penotoxickou chemso-
ierapii.
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ADJUVANTNI TERAPIE KARCINOMU PRSU PO ROCE 2000

[

konanou dne 11. Fijna

2000 od 10.00 hod.

_ pofada
Onkologicks klinika VFN 1. LE UK v Praze, posluchédrna na ORL klinice

Konference bude spojena se setkanim Fesitelii stndie ATLAS

Setkani poFada 6nk010gické klinika VFN 1, LF UK a Early Breast Cancer Coilaborative Group

Program:

Richard Peto, Christina Davies: Overview of the world-wide evidence on tamoxifen, ovarian ablation, polychemotherapy,

and radiotherapy

Richard Peto: Implications of the Overview for the ATLAS trial

Christina Davies: Progress of the ATLAS trial world-wide
Lubos Petruielka: Overview of ATLAS in Czech republic

Pfedpokladané ukondeni setkdni v 16.00 hod.

P¥ihlagku k vcasti zasilejte do 30. zAFi 2000

Sponzor akce: ASTRA ZENECA

na adresu: Onkologickd klinika VFN 1. LF UK, U nemocnice 2, 128 08 Praha 2, faxem: (02) 2492 1716, e-mailem:

tomdag @vin.cz

130 XLINICKA ONKOLOGIE 13 4/2000



