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Abstrakt

Lidské papilomaviry (HPV) jsou malé, neobalené DNA viry hojné¢ se vyskytujici
v populaci. Pfenasi se sexudlnim nebo jinym blizkym kontaktem sliznic a kize. Papilomaviry
mohou vyvolavat vznik bradavic a 1ézi na kazi a sliznicich. Vysoce-rizikové typy HPV,
piedevsim HPV 16 a 18, jsou navic asociované s karcinomy dlazdicovych bun¢k jako je
karcinom dé€lozniho hrdla, orofaryngealni karcinom a karcinomy vulvy, anu, penisu a vaginy.
V¢asna detekce a spravny odhad rizika rekurenci onemocnéni jsou klicové pro uc¢innou 1éCbu.
Potencial v nddorové diagnostice méa volna cirkulujici DNA, kterd se z bunék uvoliiuje do
télnich tekutin. Pravé volna cirkulujici HPV DNA v krvi pacientll s nddory asociovanymi s
HPV se v soucasnosti ukazuje jako slibny a velmi citlivy biomarker, vhodny pfedev§im pro

sledovani ti¢innosti 1é¢by a véasné odhaleni rizika rekurence.

Kli¢ova slova: HPV, karcinogeneze, cfDNA, cfHPV DNA, vyznam detekce, karcinom

délozniho hrdla, orofaryngealni karcinom

Abstract

Human papillomaviruses (HPV) are small, nonenveloped DNA viruses that are
abundant in the population. They are sexually transmitted or spread by close contact with
mucosa and skin. Papillomaviruses can cause lesions and warts on the skin and mucosa. In
addition, high-risk HPV types, especially HPV 16 and 18, are associated with squamous cell
carcinomas such as cervical cancer, oropharyngeal cancer and carcinomas of the vulva, anus,
penis and vagina. Early detection and the right evaluation of the risk of recurrence are crucial
for effective treatment. Cell-free DNA released from cells into body fluids has potential in
cancer diagnosis. Cell-free circulating HPV DNA, in the blood of patients with HPV-associated
cancers is a promising and highly sensitive biomarker, useful for monitoring treatment

efficiency, early detection of the disease and estimation of recurrence risk.

Key words: HPV, carcinogenesis, cfDNA, cfHPV DNA, significance of detection, cervical

cancer, oropharyngeal cancer
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1. Uvod

Lidské papilomaviry jsou malé, neobalené DNA viry, které infikuji bazalni epitelialni
bunky sliznic nebo klize, a jejich zivotni cyklus je tzce spojen s diferenciaci téchto bunék.
Infekce HPV byva Casto bezpiiznakova, mize ale vést ke vzniku 1€zi nebo bradavic a v ptipadé
vysoce-rizikovych typi HPV ik rozvoji karcinomii. NejcastéjSimi nddory asociovanymi s HPV
jsou: karcinom dé€lozniho hrdla, orofaryngealni karcinom, déale pak karcinom anu, vulvy, penisu
a vaginy (de Martel et al., 2020). V procesu vzniku nddoru maji hlavni roli papilomavirové
onkoproteiny E5, E6 a E7. Hlavni funkci onkoproteinu E6 je vazba a degradace proteinu p53
(Scheftner et al., 1993). E7 se oproti tomu vaze na protein pRB, coz vede k uvolnéni
transkripéniho faktoru E2F (Dyson et al., 1989). Spole¢né tak mohou onkoproteiny buiku
imortalizovat a konstantné iniciovat vstup do S faze bun&cného cyklu. Velmi ¢astym jevem u
HPV asociovanych nadorti je integrace HPV DNA do genomu hostitelské buriky, integrace
nicméné neni soucasti zivotniho cyklu viru (Cullen et al., 1991). Tento proces muze vést ke
ztraté¢ negativni regulace a nasledné netizené expresi virovych onkoproteinli, coz mize byt
klicova udalost v procesu vzniku nddoru (Dowhanick et al., 1995). Ale i samotnd integrace
muze prispivat k nddorové transformaci (Akagi et al., 2014; Kadaja et al., 2007).

V posledni dobé se u nadorovych onemocnéni ukazuje vyhodnost tekutych biopsii
zaméfenych na detekci volné cirkulujici DNA. Ta muze napiiklad nést rtizné, pro nador
specifické, mutace. V ptipadé¢ nddori asociovanych s HPV byva soucasti volné cirkulujici
DNA i papilomavirovd DNA pochézejici z bun¢k nadoru, a pravé jeji detekce mize mit velky
vyznam Vv klinické praxi (Chera et al., 2020; Jeannot et al., 2021).

Cilem této bakalaiské prace je stru¢né charakterizovat problematiku HPV a HPV
asociovanych ndadori a zaméfit se na volnou cirkulujici HPV DNA, konkrétné na jeji

charakteristiky, metody detekce a ptedevsim vyznam jeji detekce.



2. Lidské papilomaviry

Lidské papilomaviry jsou malé neobalené viry s DNA genomem, které se hojné
vyskytuji v populaci. Radi se do ¢eledi Papillomaviridae a déli se do péti fylogenetickych rod:
Alfa, Beta, Gamma, Mu a Nupapilomaviry. Toto dé¢leni je odvozeno od podobnosti
nukleotidové sekvence ORF pro kapsidovy protein L1 (ORF zangl. open reading frame -
otevieny Cteci ramec) (De Villiers et al., 2004). V soucasné dobé je podle databaze PaVE znamo
ptes 450 typit HPV genomd, u nichz se ORF pro L1 lisi o vice nez 10 %
(https://pave.niaid.nih.gov), znichZ nékteré nevyvolavaji zddné onemocnéni, jiné mohou
zpusobovat vznik 1ézi a bradavic a nékteré jsou asociované s nadory dlazdicovych epiteld,
predevsim s karcinomem dé€lozniho hrdla a orofaryngealnim karcinomem (de Martel et al.,
2017). Podle potencidlu vyvolavat nadory se lidské papilomaviry d€li na nizko-rizikové,
zkracené¢ LR-HPV (z ang. low risk), které piisobi pouze benigni 1éze a vysoce-rizikové,
zkracen¢ HR-HPV (z angl. high risk), schopné iniciovat vznik nadorti. Mezi HR-HPV patii
HPV typu 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68 a 73 (de Martel et al., 2017).

Papilomaviry se také déli podle jejich tkanového tropismu na typy kozni a slizni¢ni.

2.1. Struktura virionu

Kapsidy HPV jsou neobalené, ikosahedralni ¢éstice, o priméru okolo 50-60 nm (Chen
et al., 2000; Hagensee et al., 1994). Kazda virova Castice se sklad4 ze 72 pentamerti hlavniho
kapsidového proteinu L1, ktery je schopny tvotfit VLP (z angl. virus-like particle) (Kirnbauer
et al., 1992).

Druhy protein nachazejici se ve virionu je minoritni kapsidovy protein L2 (Obr. 1). Jeho
pocetni zastoupeni je stale nejasné. Zatimco star$i studie uvadély 12 L2 proteinti na 1 virion,
v soucasnosti se odhaduje az 72, tedy pomeér 1:5 s proteinem L1 (Buck et al., 2008; Hagensee
et al., 1993). Protein L2 napomaha sestavovani VLP a také usnadiiuje enkapsidaci virového
genomu, zaroven je L2 §tépen furinovou proteazou, coz je dilezity krok v infekénim cyklu
HPV (Richards et al., 2006; Roden et al., 1996). Papilomavirové kapsidy prochazi, na rozdil od
kapsid mnoha jinych vird, velmi pomalym procesem zrani. Nicméné se zd4, Ze 1 nezralé viriony

mohou byt, navzdory nestabilité, srovnatelné infekéni (Buck et al., 2005).



Obr. 1.: Pocitacova rekonstrukce kapsid HPV na zaklad¢ kryoelektronové
mikroskopie, (a, c¢) - kapsida pouze s L1, (b, d) - kapsida s L1+L2. Panely (a,
b) ukazuji vné&jsi pohled na kapsidy, panely (¢, d) zobrazuji fez kapsidami,
ptrevzato z (Buck et al., 2008), upraveno

2.2. Genom

Lidské papilomaviry maji cirkularni dvoufetézcovy DNA genom o velikosti okolo 8 000
part bazi (8 kbp), ktery Ize rozd€lit na tf1 funk¢ni oblasti - regula¢ni oblast URR (z angl.
upstream regulatory region), dale na oblast ¢asnych genti E (z ang. early) a na oblast pozdnich

gent L (z angl. late). Ob¢ oblasti E i L maji vlastni promotorovou oblast a polyadenyla¢ni signal
(Obr. 2).
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Obr. 2.: Organizace genomu HPV 16, PE a PL oznaCuje promotory Casnych a
pozdnich genti, pAE a pAL znaci polyadenylacni mista ¢asnych a pozdnich
gend, Cervené jsou znaceny Casné a modie pozdni geny, zluté je regulacni
oblast, pfevzato z (Yu et al., 2022)

URR ma u jednotlivych typti HPV rtznou délku. Je to oblast, ve které¢ se nachazi
vazebna mista pro virové proteiny E1 a E2, které slouzi k zahdjeni replikace virového genomu
(Sverdrup & Khan, 1994). Zaroven se v URR nachazi misto poc¢atku replikace virové DNA
(Ori). Oblast ¢asnych genti (E) koduje obvykle 6-8 ORF pro virové nestrukturalni proteiny: E1,
E2, ES, E6, E7, E1"E4 a ES8"E2. V oblasti pozdnich genil (L) se nachazi ORF pro strukturni
kapsidové proteiny L1 a L2 (https://pave.niaid.nih.gov).

Vsechny ORF ¢asnych i pozdnich genti se nachdzeji na stejném vlakné dvoutetézcového
genomu, proto je transkripce papilomavirti jednosmérna a probiha pouze z jednoho vlakna (Xue
et al.,, 2017). Papilomaviry vyuZivaji k expresi proteinli rizné alternativni sestiihy RNA, i

ptesto je ale vznikla mRNA obvykle bicistronni nebo polycistronni (Yu et al., 2022).



2.3. Casné proteiny HPV

E1 protein je velmi konzervovany napii¢ riznymi typy HPV a je jedinym
papilomavirovym proteinem s enzymatickou aktivitou. Jde o protein, ktery ma helikdzovou a
ATPazovou aktivitu a také DNA vazebnou doménu (Hughes & Romanos, 1993). E1 proteiny
jsou klicové pro virovou replikaci. Za casti proteini E2 vytvari hexamery a diky helikdzové
aktivité rozvolnuji vlakna DNA (Sedman et al., 1997). Zaroven E1 proteiny interaguji s DNA
polymerdzou a a dal$imi bunécnymi proteiny a umoziuji tak sestaveni komplexu pro iniciaci

replikace. (Conger et al., 1999).

E2 protein ma transaktivaéni a DNA vazebnou doménu a je proteinem nezbytnym pro
iniciaci replikace a zarovei je dulezitym transkripénim regulatorem. E2 je dilezity pro vazbu
El proteinu do oblasti zahajeni replikace (Sedman et al., 1997). Zaroven miiZze interagovat
s celou fadou bunécnych proteinti, jako jsou naptiklad sestiihové faktory nebo topoizomeraza
I (Clower et al., 2006; Lai et al., 1999). E2 protein je zaroven represorem hlavnich virovych
onkogenl E6 a E7, proto je ztrata jeho funkce ¢asto spojovana se vznikem HPV asociovanych

nadorti (Dowhanick et al., 1995).

E8~E2 protein sestava z kratkého peptidu z E8 ORF, asociovaného s C koncem E2,
pfi¢emz E8 ¢ast mize vazat transkripcni korepresory a E2 ¢ast umoziuje vazbu na DNA. Tento
protein je mnohem uc¢innéjSim represorem ¢asného promotoru neZ protein E2 a blokuje tak
expresi papilomavirovych onkoproteint i replikacnich proteini E1 a E2 (Stubenrauch et al.,
2000). Potlacuje nejen virovou transkripci, ale 1 replikaci, coz slouzi k udrZeni nizké virové
aktivity a nizkého poctu kopii genomu u pretrvavajicich infekci a ve spodnich vrstvach

nediferencovanych bun¢k epitelu (Dreer et al., 2017).

E17E4, nebo jen E4 protein vznika translaci ze sestfizené E1"E4 mRNA ajde o nejvice
exprimovany papilomavirovy protein, a to pfedevS§im v hornich vrstvach diferencujicich se
infikovanych bun¢k (Chow et al., 1987). Ptestoze je gen lokalizovan v ¢asné oblasti, k expresi
proteinu dochézi az v pozdnich fazich infekce. M4 schopnost vazat a rozkladat cytokeratin, coz
vede k destabilizaci keratinizujicich bun€k a napomaha to uvolilovani virionii (Doorbar et al.,
1991). Zaroven protein E1"E4 zpisobuje zastaveni bunécného cyklu v diferencovanych
buiikach v G2 fazi, coz pravdépodobné slouzi ke zvyseni replikace virovych genomt (Davy et

al., 2002).



Proteiny E5, E6 a E7 maji hlavni onkogenni potencial a budou podrobné probrany

v kapitole 2.5.

2.4. Zivotni cyklus

HPV jsou vysoce specializované viry a jejich zivotni cyklus je tizce spojen s diferenciaci
epitelidlnich bunék. To mimo jiné zahrnuje udrZzovani nizké virové aktivity v bunkach hlubsich
vrstev epitelu, které jsou v kontaktu s imunitnim systémem, a naopak velkou expresi pozdnich
proteintl a sestavovani viriont v hornich, termindlné diferencovanych buiikéach.

HPV infikuje aktivné se d¢€lici bazalni nebo kmenové epitelidlni bunky, pficemz do
bazalni vrstvy obvykle virus pronikd drobnymi poranénimi. Vstup do buiiky zacina navazanim
kapsidového proteinu L1 na heparin sulfatové proteoglykany v bazalni vrstvé (Joyce et al.,
1999). To vede ke konformacni zméné kapsidy a vysunuti L2 proteinu. Jeho N-koncova
doména je posléze Stépena furinem nebo jinou protedzou a nasledné se kapsida vaze na
sekundarni receptor na povrchu epitelidlnich bunék (Richards et al., 2006). Poté je virus
endocytovan, kapsida je rozvolnéna a virovy genom asociovany pouze s L2 proteiny unikd
z endozomu a dostava se do trans-Golgi sité (Day et al., 2013).

B¢éhem mitézy se pak viriony dostdvaji do jadra, kde dochdzi k uvolnéni virovych
genomdl, které zde setrvavaji v extrachromozomalni formé& (DiGiuseppe et al., 2016). Nasleduje
syntéza Casnych proteinli E1 a E2, které slouzi k iniciaci replikace virové DNA. Vznika jen
nizky pocet kopii virového genomu, které se pii déleni dostavaji spolu s hostitelskou DNA do
dcefinych bunék (Coursey & McBride, 2019). Proteiny E5, E6 a E7 modifikuji proliferaci a
diferenciaci bunék ve prospéch viru, jsou schopné v buiikach, které jiz opustily bazalni vrstvu,
opetovné vyvolavat vstup do bunééného cyklu a zaroven zprosttedkovévaji obranu pied
imunitnim systémem (Zhou et al., 2015).

V pozdnich fazich infekce, béhem finalni diferenciace hostitelskych bunék dochazi k
produktivni replikaci virové DNA a k syntéze pozdnich proteinti (Graham, 2017; Wang et al.,
2017). To znamend, Ze papilomaviry potfebuji namnozit sviij genom v diferencovanych
bunikach, které sviij bunéény cyklus jiz zastavily a nejsou tedy schopné replikovat DNA.
Papilomaviry proto signalizuji poSkozeni DNA a bunécné opravné mechanismy pak vyuzivaji
ke svoji replikaci (Moody & Laimins, 2009).

V hornich vrstvach epitelu dochazi k sestavovani viriont, které se pii odlu¢ovani

keratinocytli uvoliiuji do okoli (Doorbar et al., 1991).



2.5. Onkogenni potencial a mechanismus karcinogeneze

Existuje mnoho dikazi o nadorech vyvolanych vysoce-rizikovymi typy HPV a to
ptedevsim alfapapilomaviry, které jsou zodpoveédné za cca 5 % vSech ptipadi rakoviny (de
Martel et al., 2017). Piesto je ale pfechod od HPV infekce k nddorové transformaci pomérné
vzacny (Stanley, 2010). Zda se, ze dilezitou roli ve vzniku karcinomu ma dlouhodoba
pretrvavajici infekce bazéalnich bun¢k a zvySena nebo nekontrolovatelnd exprese
papilomavirovych onkoproteintit E6 a E7. Tyto proteiny mimo jiné interaguji s pRb a degraduji
pS3 (Dyson et al., 1989; Scheffner et al., 1993), ¢imz G¢inn¢ stimuluji proliferaci a zpomaluji
diferenciaci bun¢k. Obzvlaste¢ u HR-HPV muze nadprodukce E6 a E7 vést k abnormalni
bunécné proliferaci, indukovat chromozomalni nestabilitu a vést tak az k naddorovym
transformacim (Coursen et al., 1997; Duensing & Miinger, 2002).

Velmi ¢astym jevem u HPV asociovanych nadort je integrace virové DNA do genomu
hostitele (Cullen et al., 1991). Zda se, ze integrace je nahodny proces a jednotlivé ptipady se od
sebe lisi, v lidském genomu nicméné existuji integracni ,,hot spots®, tedy mista, ve kterych
dochéazi ke vlozeni virové DNA s vys$s$i pravdépodobnosti (Kamal et al., 2021). Béhem
integrace virové DNA muzZe dojit ke vloZeni genli pro virové onkoproteiny do hostitelského
chromozomu a ztrat¢ exprese E2 proteinu, coz mize vést k nekontrolovatelné expresi
onkoproteini E6 a E7 (Dowhanick et al., 1995). Navic se zd4, ze u integrovanych virovych
genomi muiiZe byt v ori zahajena E1, E2 zavisla replikace zasahujici az do hostitelské DNA, to
mize vést k dalsim rekombinacim a prestavbam hostitelské genetické informace v misté
integrace virové DNA (Kadaja et al., 2007). Podobné procesy a vznik DNA konkatemerti
popisuje ve své studii 1 Akagi a kol. (Akagi et al., 2014). Na vznik nadoru maji vliv i modifikace
histoni nebo metylace DNA, ktera miiZze napiiklad umlCovat transkripci tumor supresorovych
proteint (Gustafson et al., 2004). To vSe mlze nastartovat proces vzniku HPV asociovanych
nadort. Uvazuji se ale 1 dal$i zptisoby jakymi mohou HPV vyvolavat karcinogenezi, naptiklad
neddvno popsanad E2/E4/ES zavisla draha (Ren et al., 2020).

V nasledujicich  podkapitolach budou podrobnéji probrany papilomavirové

onkoproteiny E5, E6 a E7.

2.5.1. Protein E5S

ES5 je ptitomen pouze u Alfapapilomavirt. Jde o maly, hydrofobni, transmembranovy

protein se slabymi transformacnimi schopnostmi (Bubb et al., 1988). Obvykle se nachazi
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v membran¢ endoplazmatického retikula, Golgiho aparatu, endozomu, ale i v jaderné
membrané (Conrad et al., 1993).

Jedna z funkci ES je schopnost interagovat s EGFR a zvySovat tak jeho aktivitu. To vede
k aktivaci MAP kinaz, coz posléze mize vést az k bunécné proliferaci (Crusius et al., 1998).
ES5 protein je zaroven diky své hydrofobnosti schopny védzat mnoho proteini, mimo jiné
membranovou H+ ATPazu, uvazuje se tak o schopnosti ES snizit jeji ¢innost a tim i snizit
aciditu v endozomech, coz by mohlo mimo jiné ovlivnit G¢innost recyklace EGFR, to ale zatim
nebylo dostatetné potvrzeno (Adam et al., 2000; Andresson et al., 1995). E5 mtze také
blokovat apoptoézu zprostitedkovanou TRAIL nebo Fas ligandem (Kabsch & Alonso, 2002).
Dale je také schopny snizovat mnozstvi MHC I proteind vystavenych na povrchu bunky, a tak
snizovat pravdépodobnost rozpoznani antigenu CD8+ T lymfocyty (Campo et al., 2010).

Prestoze E5 nedokdZze sam o sobé vyvolat imortalizaci bunék, na myS$im modelu bylo
prokazéano, ze ptitomnost ES, E6 a E7 indukuje tvorbu nadorl vice nez samotné proteiny E6 a

E7 (Genther Williams et al., 2005).

2.5.2. Protein E6

Spolu s E7 je E6 nejzasadné;j$im papilomavirovym onkoproteinem a bylo prokézano, ze
samotny E6 je schopny imortalizovat butiky, pfedevs§im diky degradaci p53 (Band et al., 1991).
Jde o protein velky pfiblizn€ 150 aminokyselin, ktery ma ve své struktuie dvé domény vazajici
zinek, z nichz kazd4 obsahuje dvé zinek vazajici sekvence Cystein-X-X-Cystein (X znaci
libovolnou aminokyselinu) (Barbosa et al., 1989). E6 mlize byt transkribovan jako mRNA celé
délky, nebo jako n¢jaka z moznych sestiizenych variant E6 mRNA (PaVE).

Asi nejzasadnéjsi schopnosti E6 HR-HPV je schopnost interagovat s proteinem p53 a
indukovat jeho degradaci. P53 je transkripcni faktor, ktery naptiklad pifi poskozeni DNA
negativné reguluje bunécny cyklus a mize iniciovat i apoptézu. Ztrata jeho funkce tak muze
vyrazné prispéet ke vzniku nddoru. Bylo zji$téno, Ze E6 protein vytvaii komplex s EGAP, coz je
E3 ubikvitin ligaza. Tento komplex posléze vaze p53 a ubikvitinyluje jej, coz vede k jeho
degradaci prostfednictvim bunécného ubikvitin-proteazomového systému (Obr. 3) (Scheffner
etal., 1993). Nizkorizikvé typy HPV mohou téZ vazat p53, ale jiZ neumi vyvolat jeho degradaci
(Li & Coffino, 1996). E6 miiZe ale sniZovat transkripéni aktivitu p53 i jinak, a to diky
schopnosti interagovat s jeho koaktivatorem - proteinem p300 a CBP (Patel et al., 1999).



~
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Obr 3.: Schéma interakce E6 a p53 a nasledna degradace p53, Ub je zkratka
ubikvitinu, prevzato z (Pinatti et al., 2017), upraveno

HR-HPV maji na C konci E6 navic kratkou sekvenci aminokyselin schopnou
interagovat s PDZ doménou jinych proteinti, naptiklad i dalSich tumor supresorovych proteint,
které jsou po vazbé ubikvitinylovany a degradovany obdobné¢ jako p53 (Nakagawa &
Huibregtse, 2000). DalSi z mnoha u¢inki onkoproteinu E6 je zvySovani aktivity bunécné
telomerazy, a to predevsim aktivaci transkripce hTERT, coz je jeji katalytickd podjednotka (Oh
et al., 2001).

2.5.3. Protein E7

E7 byl ze vSech onkogennich HPV proteinti objeveny jako prvni. Jde o relativné maly
protein dlouhy pfiblizné 98 aminokyselin. Skldda se ze 3 konzervovanych oblasti
oznacovanych CR1,2,3 (z angl. conserved region) a vykazuje zna¢nou sekvencni podobnost
s adenovirovym proteinem Ela (Phelps et al., 1988). CR2 oblast obsahuje motiv, ktery je
dilezity pro interakci s pRb (Dyson et al., 1989), na C konci v oblasti CR3 se pak nachazi
doména obsahujici dvé zinek vazajici sekvence obdobné jako u E6. Tato oblast je zodpoveédna
za zinkem zprostfedkovanou tvorbu homodimerti a za dal$i interakce s pRb, p21 a dal§imi
proteiny (Ohlenschldger et al., 2006; Todorovic et al., 2012). Onkoprotein E7 se vyskytuje
v cytoplazmé, nicméné byl zaznamenan i v jadfe a predpoklada se jeho ptfitomnost i v jinych
bunéénych kompartmentech. Ma pomérné kratky polocas zivota — okolo 1 hodiny a je

degradovan v proteazomu (Greenfield et al., 1991; Smotkin & Wettstein, 1987).



Jak jiz bylo naznaceno, E7 interaguje s pRb. Retinoblastomovy protein je dulezity
regulator bunééného cyklu, ktery se vaze na transkripéni faktory z rodiny E2F. Pti fosforylaci
pRb pak dochézi k uvolnéni E2F a ty iniciuji vstup buiikky do S faze. Onkoprotein E7 tuhle
regulaci ale obchazi - vaze se na pRb, coz vede k uvolnéni E2F, ktery mtize posléze kontinualné
navozovat S fazi bunééného cyklu (Obr. 4). pRb mize byt piedev§im u HR-HPV nésledné

ubikvitinylovéan a degradovan v proteazomu (Boyer et al., 1996; Giarre et al., 2001).

Kontinualni transkripce gent
S faze bunécného cyklu

Obr 4.: Schéma interakce E7 a pRb (Rb), nasleduje uvolnéni E2F a zahajeni
transkripce, pievzato z (Pinatti et al., 2017), upraveno.

E7 interaguje jesté s celou fadou dalSich proteint dilezitych pro regulaci bunééného
cyklu, jako je naptiklad p21, p27 nebo pl6 (Funk et al., 1997; Giarr¢ et al., 2001; Zerfass-
Thome et al., 1996). Bylo popsano i mnoho dalSich interakei a funkci onkoproteinu E7, mimo
jiné tfeba modulace imunitni odpovédi inhibici funkce IFN-a nebo TGF-f a dalsich cytokint
(Barnard et al., 2000; Lee et al., 2002).

Vsechny vySe zminéné vlastnosti mohou vyrazné ptispét ke vzniku nadoru a délaji tak

z E7 vyznamny virovy onkoprotein.

2.6. Nadory zpusobené HPV

HPV se sifi ptfedev§im pohlavnim stykem a jde pravdépodobné o nejcastéjsi sexualné
pienosné onemocnéni, nicmén¢ epidemiologické tidaje ukazuji, ze existuji 1 rizné nesexualni
zpusoby pifenosu blizkym kontaktem, naptiklad pfenos z matky na potomka pii porodu
(Plummer et al., 2007; Sabeena et al., 2017).

VétSina papilomavirovych infekcei je asymptomaticka a spontdnné odezni. Doba trvani

se pohybuje okolo 10 mésict u infekce délozniho hrdla, u genitalnich HPV infekci muzi je to
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o néco mén¢ (Molano et al., 2003; Petca et al., 2020). V ptipadé HR-HPV miize ale infekce
pretrvavat u nekterych jedincti dlouhodobé a piejit v nadorové onemocnéni.

Jak jiz bylo fe¢eno, HR-HPV jsou nezanedbatelnym pivodcem nadorti u Zen i muzi,
z dat Svétové zdravotnické organizace vyplyva, Ze u Zen je HPV nej€astéjSim infekénim
pivodcem nadori, u muzi pak ¢tvrtym nejcastéjSim. Celkové se uvadi, Ze HPV je hned po
Helicobacter pylori nejvyznamnéjsim infek¢nim agens ptsobicim rakovinu (de Martel et al.,
2020). U Zen je pak HPV celosvétove zodpovédny za 8,6 % nadort, pricemz nejcastéji se jedna

o karcinom dé¢lozniho hrdla. U muzi jde o necelé 1 % nadorG a nejcast§jsi je karcinom

orofaryngu. (de Martel et al., 2017), (Obr. 5).

a b

Zeny muti

@ karcinom délozniho hrdla - 92,33 % (530 000) @ orofaryngedlni karcinom - 44,44 % (24 000)
() karcinom anu - 3,14 % (18 000) () karcinom anu - 31,48 % (17 000)
karcinom vaginy - 2,09 % (12 000) @ karcinom penisu - 24,07 % (13 000)

@ karcinom vulvy - 1,48 % (8 500)
@ orofaryngedlni karcinom - 0,96 % (5 500)

Obr 5.: Procentuélni podil jednotlivych typi karcinomil zpisobenych HPV a
celkové pocty pripadii ve svété v roce 2012, a - u zen, b - u muzi. Pouzita data
pochazi z (de Martel et al., 2017).

U karcinomu dé€lozniho hrdla je témét 100 % ptipadd zpiisobeno infekci HPV, u
karcinomil orofaryngedlni oblasti se uvadi 35-70 % v zavislosti na zemé&pisné poloze daného
regionu. Déle z dat vyplyva, Ze u karcinomt konecniku je okolo 90 % ptipadii zpiisobeno HPV,
u karcinomi pochvy a vulvy pfiblizné 80 % a u karcinomu penisu zhruba 50 % ptipada (de
Martel et al., 2017, 2020; Mariz et al., 2020). VSechny tyto nadory jsou obvykle piisobené HR-
HPV typy, nejcastéji pak HPV 16 a 18.
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V nasledujicich dvou podkapitolach budou podrobnéji probrany karcinom d€lozniho
hrdla, ozna¢ovan zkratkou CC (z angl. cervical carcinoma), a karcinom dlazdicovych bun¢k

orofaryngu, oznacovany zkratkou OPSCC (z angl. oropharyngeal squamous cell carcinoma).

2.6.1 Karcinom délozniho hrdla

Podle databaze Globocan ma CC celosvétove devatou nejvyssi prevalenci a v roce 2020
bylo zaznamenano 604 127 novych ptipadi a 341 831 umrti na CC. Z dat dale vyplyva, ze
nejvyssi incidenci 1 mortalitu ma CC v oblastech s nizkym indexem lidského rozvoje (HDI),
pficemz ve vychodni Africe a nékterych statech sttedni a zdpadni Afriky byl tento karcinom
vroce 2020 vibec nejéastéjsi pii¢inou Gmrti na rakovinu. V CR byl CC v roce 2020
devatenactym nejcastéjSim nadorovym onemocnénim s 769 novymi piipady a 398 tmrtimi
(incidence 7,2 a mortalita 3,7 ptipadii na 100 000 osob). Pétileté relativni preziti se u CC ve
vyspélych zemich pohybuje okolo 65 %, vesmés ale koreluje s indexem lidského rozvoje dané
zeme a se stadiem nadoru v dob¢ diagnozy (https://gco.iarc.fr/).

Uvadi se, ze az 70 % ptipadt CC je zpisobeno HPV 16 a 18, ptiivodci mohou byt ale i
HPV typu 45, 31, 33, 52, 58, 35 a dal3i (Muifioz et al., 2003). Castym jevem je integrace HPV
do genomu hostitele, a to i ve vice nez v 80 % ptipadd (Cullen et al., 1991). K infekcim HPV
jsou nejnachylngjsi buniky v transformacni zoné délozniho hrdla, tedy v oblasti pfechodu mezi
endo- a ektocervixem (Herfs et al.,, 2012; Radley et al., 2016). Dochézi zde ke vzniku
prekancer6znich 1ézi, které mohou ¢asem ptejit v nddorové onemocnéni. VEasnou detekci a
l1écbou prekancerdz se da ale vzniku CC G¢inné pfedchazet.

Primérni prevenci proti rozvoji CC je predevSim okovani. V soucasnosti jsou dostupné
3 vakciny, které maji vysokou ti¢innost, a to pfedevs§im u mladych Zen, které se pied oCkovanim
s HPV nesetkaly (Kamolratanakul & Pitisuttithum, 2021). V CR je vakcinace plné hrazena
13letym détem. Pro diagnostiku prekancerdz, ¢i samotného CC jsou pouZzivana cytologicka
vySetieni, jejich vyhodnoceni byva ale vysoce subjektivni. Dal§i moZnosti je detekce
papilomavirové DNA ze stéru délozniho hrdla. Jde o velmi pfesnou metodu, ktera je vyrazné
citlivéjsi, oviem méné specificka neZ cytologické vysetieni (Arbyn et al., 2012). V CR je test
na pritomnost HPV DNA v soucasnosti hrazen u Zen ve 35 a 45 letech a jako tridZové vySetieni

pfi suspektnim cytologickém nalezu.
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2.6.2 Orofaryngealni karcinom dlazdicovych bunék

OPSCC zahrnuje karcinomy spodiny jazyka, tonzil nebo mékkého patra. Ty mohou byt
zpusobeny infekci HR-HPV, nebo jinymi rizikovymi faktory jako je koufeni a konzumace
alkoholu. OPSCC neni celosvétove tak castym nddorovym onemocnénim jako CC. V roce 2020
bylo zaznamenano 98 412 piipadi a 48 143 timrti na OPSCC. Na rozdil od CC ma OPSCC
vyssi incidenci a mortalitu v Evropé¢ a Severni Americe nez v dalSich oblastech. Incidence navic
v poslednich letech stoupa. V CR bylo v roce 2020 zaznamenano 524 novych ptipadi a 216
umrti (incidence 4,9 a mortalita 2 pfipady na 100 000 osob) (https://gco.iarc.fr/). Pétileté
relativni pieziti se pohybuje okolo 63 %, zalezi nicméné na stadiu a pfesné lokalizaci nadoru
(Du et al., 2019). OPSCC maji také pomérné velkou tendenci k relapsu, dochazi k nému
v intervalu péti let po 1€cb€ zhruba u 25 % pacientt. (Gillison et al., 2019).

Podil OPSCC asociovanych HPV stale stoupa. Z dat vyplyva, ze v Evropé a Severni
Americe je v soucasnosti HPV infekce zodpovédna za zhruba 60 % ptipadi OPSCC (Stein et
al., 2015). V 87 % ptipadi jde o infekci HPV 16 a i zde €asto dochazi k integraci virové DNA
do genomu buiiky (Dayyani et al., 2010; Parfenov et al., 2014). Pacienti s HPV asociovanym
OPSCC jsou primérné¢ mladSi a maji vyrazné lepSi miru tfiletého preziti 1 nizsi
pravdépodobnost recidivy (Rotnaglova et al., 2011). Zaroven je mezi t€émito pacienty podstatné
méné kufakl, nez je tomu u pacientti s HPV negativnim OPSCC (Ang et al., 2010).

HPV status nadoru je dalezitym prognostickym faktorem a k jeho zjiSténi se vyuziva
detekce p16. Vysoké koncentrace p16 jsou markerem aktivni HPV infekce a Ize je detekovat
pomoci imunohistochemickych metod (Duncan et al., 2013). V¢asny zachyt onemocnéni je u
OPSCC komplikovangjsi nez u CC predevsim proto, ze u OPSCC nejsou znamy prekancerozni

stavy.

3. Volna cirkulujici DNA

Volna cirkulujici DNA, zkracené cfDNA (z angl. cell-free DNA), je obecné oznaceni
pro DNA, nachdzejici se v télnich tekutindch voln€ mimo burku.

Ptitomnost volnych nukleovych kyselin v krvi pacientii byla poprvé popsana jiz v roce
1948 (Mandel & Métais, 1948), tehdy ale nevzbudila velky zajem a tato studie byla ¢astecné
zapomenuta. Nasledné byla pfitomnost volné DNA zjisténa ve vzorcich krve pacientl trpicich

systémovym lupem erythematodes, a to pomoci télu vlastnich protilatek proti DNA (Tan et al.,
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1966). Pozdéji byla také cfDNA popsana u nékterych nadorovych onemocnéni. Bylo
prokazano, ze v cfDNA Ize detekovat specifické mutace, které by mohly slouzit jako nadorové
markery (Sorenson et al., 1994). U téhotnych zen byla v krevni plazmé pomoci PCR detekovana
sekvence DNA pochézejici z Y chromozomu plodu. Tim byla objevena volna cirkulujici DNA

plodu a jeji potencialni vyznam pro neinvazivni prenatalni diagnostiku. (Dennis Lo et al., 1997).

3.1. Struktura a vlastnosti cfDNA

Volna cirkulujici DNA v krvi je tvofena obvykle dvoufetézcovou jadernou nebo
mitochondridlni DNA, miize ale pochézet i z mikroorganismi, pfedevs$im z bakterii (Huang et
al., 2018; Zhang et al., 2016). Jeji délka se ¢asto pohybuje v rozmezi 40 az 200 para bazi, nejsou
ale ani neobvyklé fragmenty dlouhé nékolik tisic parh bazi. (Snyder et al., 2016).

K uvoliovani cfDNA mutze dochazet béhem apoptodzy, cemuz nasvédcuji fragmenty
okolo 150 pb, odpovidajici kaspazami zprosttedkovanému Stépeni (Moss et al., 2018). Dale se
muize cfDNA uvolilovat zbun€k pii nekréze. Souvislost s nekréozou mivaji naopak delsi
fragmenty cfDNA (Chen et al., 2012; Gang et al., 2010). V neposledni fadé mize byt cfDNA
sekretovana aktivné extracelularnimi vacky. Nejcastéji jde o exozomy, které nesou cfDNA
uvnitf, nebo 1 na svém povrchu (Fernando et al., 2017). DNA se v krvi vyskytuje v komplexech
s proteiny nebo asociovana se zminénymi vacky. Jaderna DNA se v krvi obvykle nachazi jako
celé mono- nebo oligonukleozomy (Snyder et al., 2016). CfDNA se muze vyskytovat i uplné
volné, v takovém ptipad¢ je ale velmi rychle degradovana nukledzami.

Podle metylac¢nich vzorcii cfDNA bylo prokazano, ze u zdravych osob vétSina pochézi
z leukocytl (55 %) a z progenitora erytrocyti (30 %). V piipad€ leukocyt se mtize jednat i o
DNA uvolnénou fizené¢ ve formé tzv. NETs (z angl. neutrophil extracellular traps-
extracelularni pasti neutrofill) (Moss et al., 2018), (Obr. 6). U pacientli s nddory je mnoZzstvi
cfDNA v krvi Casto vyrazné¢ zvySené a vétSina celkové cfDNA pochdzi obvykle prave
z nadorovych bun¢k. Takova DNA je oznacovana jako cirkulujici nddorova DNA (ctDNA)
(Bettegowda et al., 2014). ZvySena hladina cfDNA v krvi nemusi byt ale zpiisobena jen
nadorovym onemocnénim, dalSimi pfi¢inami mohou byt i sepse, infarkt, cévni mozkova
pfihoda nebo operace €i jiné poSkozeni tkani (O’Connell et al., 2017; Wilson et al., 2018).
Koncentrace cfDNA se u zdravych osob pohybuje mezi 0 az 100 ng/ml, zatimco u pacientd s
nadorovym onemocnénim casto presahuje 100 ng/ml a mize dosahovat i vice nez 1000 ng/ml

(Fleischhacker & Schmidt, 2007)
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Hladina ¢fDNA v krvi je dana rovnovahou mezi jejim odbourdvanim a uvolnovanim.
Polocas jejiho zivota zdlezi na mnoha faktorech, obecné se ale pohybuje v rozmezi né€kolika
minut az dvou hodin (Khier & Lohan, 2018). K odbouravani mize dochazet pfimo v krvi, zde
hraji hlavni roli cirkulujici enzymy jako napiiklad DNaza I. U pacientl s nadory bylo prokazano
ze hladina DNazy I nepiimou umeérou souvisi s koncentraci cfDNA v krvi (Tamkovich et al.,
2006). K eliminaci cfDNA dale dochazi v jatrech, ledvinach, slezin¢ a dalSich organech
(Tsumita & Iwanaga, 1963). Hlavnim organem pro odstranéni nukleozomi jsou jatra, na mySim
modelu bylo prokézano, Ze pravé jatra jsou zodpovédna az za 84 % nukleozomil odstranénych
z krve za 10 minut (Gauthier et al., 1996). Samotna degradace je zprostiedkovand predevSim
Kupfferovymi buiikami v jatrech a makrofagy v ptipad¢ sleziny (Du Clos et al., 2001).

Origins of cfDNA
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Obr 6.: Schéma uvoliovani cfDNA z bun€k béhem apoptdzy, nekrozy a ve
formé NETSs nebo sekreci, prevzato z (Han & Lo, 2021).

3.2. Cirkulujici nadorova DNA

Cirkulujici nddorova DNA, zkracené oznacovand jako ctDNA (z angl. circulating tumor
DNA), je podmnozina volné cirkulujici DNA, kterd pochazi z bun€k nadoru a tim padem miize
nést 1 vSechny nadorové mutace. U pacientli s nddory miva cfDNA vyssi integritu, tedy pomér
dlouhych a kratkych DNA fragmentt t€hoZ lokusu. To by mohlo nasvéd¢ovat piivodu ctDNA
z nekrotickych bun¢k nadoru (Chen et al., 2012; Gang et al., 2010). Studiem bunécnych linii
odvozenych z karcinomu prsu bylo ale in vitro zjisténo, ze koncentrace cfDNA neodpovida
poctu nekrotickych nebo apoptotickych bunék, naopak odpovidé poctu bunek v G1 fazi. U
téchto bunék byla pozorovana aktivni sekrece DNA v exosomech, ktera stimulovala proliferaci

bun¢k (Wang et al., 2017). Proti primarné nekrotickému piivodu ctDNA mluvi i korelace mezi
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mnozstvim ctDNA v krvi a metabolickou aktivitou nadoru meéfenou metodou PET/CT u

pacientil s metastazujicim melanomem (McEvoy et al., 2018).

3.3. Vyznam detekce ctDNA

V soucasné onkologii zaziva velky rozvoj tekuta biopsie, neboli vysetfeni cirkulujicich
nadorovych bun¢k a fragmentti nadorové DNA v krvi. Tekuté biopsie jsou na rozdil od klasické
tkanové biopsie neinvazivni. ctDNA pochazi z riznych bunék nadoru a miize tak odrazet
vSechny mutace, které se v nadorech vyskytuji. Muze proto 1épe, nez tkanova biopsie,
poskytnout komplexni informace o heterogennich nadorech nebo metastazach. Zarovein mize
ctDNA také slouzit k detekci dilezitych mutaci 1 u nadort, které nejsou dostupné tkanové
biopsii nebo u naddort s nezndmym primarnim zdrojem (Kato et al., 2017). V soucasnosti jiz
byl Americkym tfadem pro kontrolu potravin a 1é¢iv schvalen test pro detekci mutace EGFR
z krve. Mutace EGFR je sledovana u pacientli s nemalobunéénym karcinomem plic a jeji
pritomnost rozhoduje o pouziti 1éku Tarceva (https:// www.fda.gov/).

Vyzkumy zéroven naznacuji, Ze by sledovani koncentrace ctDNA prostfednictvim
nadorovée specifickych mutaci mohlo slouzit k hodnoceni progrese nddoru, u¢innosti lé¢by nebo
piedpovédi recidivy. U pacientl s kolorektalnim karcinomem podstupujicich chemoterapii byla
napiiklad prokazana korelace poklesu hladiny ctDNA s pfiznivymi vysledy vySetieni
pocitacovou tomografii (Tie et al., 2015). Stejné tak u pacientli s karcinomem prsu byl pokles
ctDNA az na nedetekovatelnou hladinu spojen s uc¢innou lé¢bou, zatimco u Zen, které zlstavaly
1 v pribé¢hu chemoterapie ctDNA pozitivni, bylo vyznamné zvySeno riziko recidivy (Magbanua
et al., 2021). Podobné i u pacientd po chirurgickém odstranéni peritonealnich metastaz
korelovala zvySena hladina ctDNA s vy$§im rizikem recidivy a krat$i dobu pteziti bez progrese
(Baumgartner et al., 2018). Vhodnym markerem muiize byt té€Z stanoveni metylace ctDNA.
Napiiklad u hepatoceluldrniho karcinomu byly identifikovany charakteristické metylacni
profily, které se shodovaly s metylacnimi profily ctDNA v krvi pacientii a stddiem nadoru ¢i
odpovédi na 1é¢bu. Mohly by tak slouzit nejenom k diagnostice, ale i sledovani béhem 1écby a
stanoveni prognézy (Xu et al., 2017). Uplatnéni v klinické praxi miize mit i sledovani velikosti
fragmentl volné cirkulujici DNA. Ukazuje se totiZ, Ze ctDNA vykazuje variabilngj$i délku nez
ostatni volna cirkulujici DNA. Fragmentac¢ni profily by tak mohly byt pouzité pro identifikaci
nadoru (Cristiano et al., 2019).

Tekutd biopsie zaméfena na detekci ctDNA mé samoziejmé také svd omezeni.

Predevsim to muze byt nedostatecna citlivost detekénich metod v ptipadé, kdy se ctDNA
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uvoliiuje do krve jen v malém mnozstvi. Zarovein u vysoce heterogennich a rychle mutujicich
nadortt miize byt velmi obtizné identifikovat mutace, které by byly charakteristické pro cely
nador nebo jeho metastaze a mohly byt tak pouzity pro sledovani stavu onemocnéni. Zaroven
ne vSechny detekované mutace v celkové volné DNA museji nutné pochazet z bun¢k nadoru

(Diehl et al., 2005; Myint et al., 2018).

4. Volna cirkulujici HPV DNA

Volna cirkulujici HPV DNA, zkracen¢ cfHPV DNA se nachdzi volné v krvi pacientil.
Jeji ptitomnost je spojovana s vyskytem nadort asociovanych s HPV a podobné¢ jako u ctDNA
iu cfHPV DNA vyzkumy poukazuji na klinicky potencial jeji detekce. CfHPV DNA by mohla
slouzit jako biomarker progrese naddoru, G¢innosti 1é€by nebo relapsu nddorového onemocnéni.
Pii sledovani koncentrace cfHPV DNA se detekce obvykle zamétuje na HPV 16 a 18,
konkrétn¢ na DNA kédujici proteiny E7, E6, piipadné L1 (Kang et al., 2017). Proto zde, na
rozdil od analyz ctDNA, odpadd problém identifikace specifickych mutaci, které by
reprezentovaly dany nador. Nadory asociované s HPV navic obvykle obsahuji mnoho kopii
genomu HPV, a to jak v extrachromozomalni formé¢, tak i integrované do hostitelské DNA
(Holmes et al., 2016).

V nésledujicich kapitolach bude probran vyznam detekce cfHPV DNA zvlast u
pacientli s CC a pacientti s OPSCC.

4.1. Detekce cfHPV DNA u pacienti s CC

Uspésnost detekce cfHPV DNA velmi zélezi na pouZité metods. Oproti vysledkiim
starSich studii pouzivajicich qPCR (quantitative PCR) Uspésnost vzrostla diky pouziti novych
metod, jako je ddPCR (droplet digital PCR) (Jeannot et al., 2016). Za pomoci ddPCR se v
nov¢jSich studiich podaftilo detekovat ptitomnost cfHPV DNA v krvi primérne u 70 % pacienti
s CC asociovanym s HPV 16 nebo 18 (Cheung et al., 2019; Jeannot et al., 2016; Kang et al.,
2017). Zatimco Cocuzza a kol. detekovali cfHPV DNA pomoci qPCR jen u 34,2 % pacientl
s CC (Cocuzza et al., 2017). U zen s prekanceréznimi 1ézemi na cervixu neni cfHPV DNA
detekovatelnd, nebo jen v malém procentu piipadi (0 % - 29 %) (Cocuzza et al., 2017; Jeannot
et al., 2016). U zdravych Zen snormalnim cytologickym nalezem neni cfHPV DNA
detekovatelna vibec (Bonlekke et al., 2022; Jeannot et al., 2016).
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cfHPV DNA v krvi pacientil byva studovana jednak v dobé diagnozy pro urceni stadia
nadoru nebo progndzy a jednak béhem 1éc¢by nebo po ni pro urceni uspeSnosti 1écby a

vyhodnoceni rizika rekurenci onemocnéni nebo metastdz.

4.1.1. Vyznam detekce v dobé diagndzy u pacientii s CC

V piipadé méteni v dobé diagndzy se ukazuje, Ze u pacienti s CC souvisi vyssi hladina
cfHPV DNA pied 1écbou s vyssim poctem kopii HPV v nddoru, s pokrocilejsSim stadiem
nadoru, s velikosti nadoru a také byla popsana jeji souvislost s vyskytem metastiz
v lymfatickych uzlinach (Cabel et al., 2021; Jeannot et al., 2021).

Cheung a kol. ve své studii zjistili, Ze pacienti s CC s vice nez 20 kopiemi E7 nebo L1
na 20 pl reakéniho objemu vzorku pted zahajenim 1écby méli zvysené riziko recidivy a amrti
béhem nasledujicich 5 let (Cheung et al., 2019). Jiné studie ovSem korelaci mezi vychozi
hodnotou cfHPV DNA a progn6zou nepotvrdily (Jeannot et al., 2021). Na zdklad€ soucasnych
vysledkl 1ze uzavfit, Ze neexistuje shoda v tom, zda 1ze vychozi hladiny cfHPV DNA namétené

pted zahdjenim 1écby vyuzit jako prognosticky biomarker u pacientd s CC.

4.1.2. Vyznam detekce béhem 1é¢by a po ni u pacientii s CC

V soucasné dob€ ma nejslibngjsi klinické vyuziti sledovanim koncentrace cftHPV DNA
béhem 1écby nebo po ni a vyzkumy ukazuji, Ze jde o potencidlni biomarker G¢innosti 1écby
nebo také biomarker recidivy. U pacienti s CC naptiklad Cabael a kol. prokazali, ze
koncentrace cfHPV DNA v krvi béhem chemoradioterapie klesa a jeji detekce 1 po ukonceni
1é¢cby je spojena s krat§im prezitim bez nemoci a kratSim celkovym ptezitim pacienta (Cabel et
al., 2021). Podobné i Jeannot a kol. u pacientt 1é¢enych kombinaci chemo a radioterapie béhem
18mési¢niho sledovani zjistili, Ze pokles cfHPV DNA na nezachytitelnou troven do konce
1é¢by souvisel s del§im prezitim bez progrese. Konkrétné u 26 z 33 pacientt s nedetekovatelnou
hladinou cfHPV DNA po 1é¢bé nedoslo k relapsu. Naopak u 9 z 11 pacientd, u kterych byla
cfHPV DNA detekovana i po 1é¢bé, k relapsu doslo s medianem 10 mésicii od detekce (Jeannot
et al., 2021). Podobné vysledky byly pozorovany i na malém vzorku pacienti s CC 1écenych
imunoterapii pomoci lymfocytl infiltrujicich nador. I zde koreloval pokles cfHPV DNA

s ucinnou lécbou (Kang et al., 2017).
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4.2. Detekce cfHPV DNA u pacientii s OPSCC

Detekce ¢cfHPV DNA je u OPSCC velmi uspé$nd. V novéjsich studiich dafi pomoci
ddPCR detekovat cfHPV DNA u 95 % pacientii s HPV asociovanym OPSCC (Damerla et al.,
2019; Tanaka et al., 2022). I zde je vidét rozdil v pouzitych metodach, napiiklad Ahn a kol. pfi
pouziti qPCR detekoval cfHPV DNA jen u 67 % pacientli s HPV asociovanym OPSCC (Ahn
etal., 2014).

4.2.1. Vyznam detekce v dobé diagnézy u pacientii s OPSCC

U pacientii s HPV asociovanym OPSCC byla u dvou studii také popsana souvislost mezi
vy$si hladinou cfHPV DNA v krvi pfed 1é¢bou a pokrocilejsim stadiem a také velikosti nadoru
(Damerla et al., 2019; Veyer et al., 2020). Stejné jako u CC, ani zde ale nebyla dostate¢né
prokazéana souvislost mezi vychozi hodnotou cfHPV DNA a prognézou (Dahlstrom et al., 2015;
Veyer et al., 2020).

Uspé&snost detekce cfHPV DNA v dobé diagnozy je zde velmi vysoka a ukazuje se, Ze
jde o spolehlivéjsi metodou pro urceni HPV statusu u OPSCC, neZ je bézn¢€ pouzivana detekce
pl6. Zjistény statisticky Youdentlv index byl 0,937 oproti 0,707 pii detekci p16. Na rozdil od
vySetieni pl16 je detekce cfHPV DNA navic neinvazivni, levnéjsi a ¢asové méné narocnou

metodu (Siravegna et al., 2022). V budoucnu by tedy mohlo jit o vhodnou alternativu k detekci
plé.

4.2.2. Vyznam detekce béhem 1é¢by a po ni u pacienti s OPSCC

Vyzkumy ukazuji, ze sledovani koncentrace cftHPV DNA béhem 1écby a po ni méa u
pacientli s OPSCC asociovanym s HPV jesté vétsi klinicky potencial nez u pacientti s CC.
Naptiklad O’Boyle a kol. métili pooperacni koncentraci cfHPV DNA u 33 pacientd s HPV
asociovanym OPSCC, pficemz u pacientl bez rizikovych faktord recidivy se béhem prvniho
dne po operaci koncentrace cfHPV DNA rychle snizila na méné€ nez 1 kopii/ml. Oproti tomu u
pacientll s rizikovymi faktory pro makroskopické rezidualni loziska, jako jsou extranodalni
roz§ifeni, vyssi pocCet postizenych lymfatickych uzlin nebo pokrocilejsi stadium nadoru, byla
naopak koncentrace cfHPV DNA prvni den od operace vyssi nez 350 kopii/ml. (O’Boyle et al.,
2022). Rutkowski a kol. zase sledovali 66 pacientti s HPV asociovanym OPSCC a pokud byla
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cfHPV DNA detekovéna i po skonceni radioterapie, 1écba se ukazala jako netispésna. Negativni
a pozitivni prediktivni hodnota zde byla 100 % a 83 % (Rutkowski et al., 2020).

Vjiné studii Chera a kol. sledovali 115 pacienti s nemetastazujicim OPSCC
asociovanym s HPV Ié¢enych kombinaci chemo a radioterapie. Pacienti podstoupili 3 mésice
po 1écbé PET/CT, kazdych 6 mésicti bylo provadéno rentgenové zobrazovani hrudniku a
kazdych 6 az 9 mésict byly odebirany vzorky krve pro analyzu cfHPV DNA pomoci ddPCR.
Odbéry probihaly primérné 23,7 mésicii (rozmezi 6,1-54,7 mésicl). 87 pacientli mélo ve vSech
krevnich odbérech po ukonceni 1é¢by nedetekovatelnou cfHPV DNA a ani u jednoho z nich
nedoslo k rekurenci. U 28 pacientl byla po 1é€bé pfi odbéru detekovana cfHPV DNA, ovSem
u ¢asti z nich pfi nasledujicim odbéru jiz cftHPV DNA detekovana nebyla. Pouze u 16 pacientti
byly pozitivni alesponn 2 po sob¢ jdouci testy. U 15 ztéchto 16 pacientli se poté vyvinula
biopticky prokazana recidiva, a to s medianem 3,9 mésice od prvniho pozitivniho testovani.
Negativni prediktivni hodnota zde tedy vychazi 100 % a pozitivni prediktivni hodnota 94 %. U
10 pacienti byla cfHPV DNA detekovana pied diagnézou recidivy a u 4 pacientil
s detekovatelnou cfHPV DNA se nepodafilo pomoci radiologického vysetieni recidivu zachytit
vibec. Oproti tomu ale nebyl nezaznamenan zadny piipad, kdy by nebyla recidiva zachycena
pomoci PET/CT. (Chera et al., 2020). Podobné vysledky uvadi i dalsi publikace, i1 pfi pouZiti
amplikonového sekvenovani nové generace namisto ddPCR (Lee et al., 2017; Veyer et al.,

2020).

4.3. Metody detekce cfHPYV DNA

V soucasnosti je detekce cfHPV DNA zaméfena piedevSim na HPV16, HPVIS a
pfipadné na dalsi typy HR-HPV (Chera et al., 2020; Kang et al., 2017; O’Boyle et al., 2022).
Krom¢ Siroce rozsifené metody qPCR se v soucasnosti k detekci cftHPV DNA zalinaji bézné
pouzivat i metody digitalni PCR, pfedevsim ddPCR. Ta spociva v rozdéleni PCR roztoku do
nekolika desitek tisic kapicek o nanolitrovych objemech, aby v kazdé z nich mohla probéhnout
samostatnd PCR reakce. Pomoci fluorescence je poté vyhodnoceno v kolika kapickach PCR
reakce probéhla, respektive v kolika kapickéach byla pfitomna alespont 1 molekula detekované
DNA sekvence. Mnozstvi DNA ve vzorku je posléze dopocteno statistickou metodou pomoci
Poissonova zédkona malych ¢isel (Baker, 2012; Dube et al., 2008). Na rozdil od qPCR se zde
tedy vzorky nevyhodnocuji vici standardu o zndmé koncentraci. ddPCR je navic vice robustni
a odolngjsi vici inhibitorim nez qPCR (Dingle et al., 2013) a zarovenl ma vétsi citlivost i
ptesnost. Zatimco u qPCR se limit detekce (LoD) pohybuje okolo 0,12 %, u ddPCR je limit

20



detekce 0,01 % (Link-Lenczowska et al., 2018). Jeannot a kol. byli naptiklad pomoci qPCR
schopni detekovat ¢cfHPV DNA u 69 % pacienti s CC, zatimco pii pouziti ddPCR byla
detekovana u 87 % pacientll. Zaroven také ukazali, ze u vzorki pacientti uchovavanych v -80
°C byla uspésnost detekce vyssi nez u vzorkti uchovavanych v -20 °C (Jeannot et al., 2016).
Dalsi metodou pro detekci cfHPV DNA je sekvenovani nové generace, zkracené NGS
(z angl. Next-generation sequencing). V soucasnosti je bézn¢ vyuzivanou metodou
amplikonové sekvenovani Illumina. Pfi sekvenovani touto metodou jsou molekuly
jednovldknové DNA pomoci adaptéru piichycené k sekvenacni destiCce, nasledné se kazda
molekula DNA mnohonasobné amplifikuje a vytvoii kolonii identickych molekul. Desticka je
tak pokryta mozaikou riznych kolonii jednovlaknovych molekul DNA. Samotna sekvenace
probiha syntézou komplementarniho vlakna za pomoci fluorescenéné znacenych nukleotidi.
Nukleotid po navazani zastavi reakci, senzor detekuje fluorescenci dané kolonie molekul DNA,
posléze dojde k enzymatickému odStépeni fluorescencni znacky a sekvenace miize pokracovat.
Vyzkumy naznacuji, ze NGS ma srovnatelnou, nebo jesté vétsi citlivost, nez ddPCR. Pti detekei
cfHPV DNA v krevnim séru pacientii s HPV asociovanym OPSCC byla zjisténa velmi podobna
citlivost pfi aplikaci amplikonového NGS a ddPCR, zatimco u qPCR byla vyrazné€ nizsi (Mattox
et al., 2022). Han a kol. oproti tomu ve své studii na pacientech s CC uvadégji, ze jejich NGS
s biotinylovanymi hybridiza¢nimi sondami selektivné identifikujici ctHPV DNA ma 10x nizsi
spodni mez detekce nez ddPCR (Han et al., 2019). Vyhodou NGS je kromé¢ stanoveni hladiny
cfHPV DNA i identifikace variant viru a také identifikace délky fragmenti cfHPV DNA. NGS
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5. Zavér

Lidské vysoce-rizikové typy HPV, pfedevS§im pak HPV 16 a 18 zplsobuji téméet 5 %
vSech ptipadl nadorti vibec, pfiemz nejcastéjsi je karcinom dé€lozniho hrdla u Zen a
orofaryngedlni karcinom u muzi (de Martel et al., 2020). Pro boj s nddorovymi onemocnénimi
je potieba vhodnych biomarkerti, které by u pacientli indikovaly stav naddoru, GspéSnost 1éCby
a rekurenci. V soucasnosti se jako vhodny krevni biomarker jevi volna cirkulujici DNA.

U nadorti asociovanych s HPV je papilomavirovd DNA ¢asto mnohokrat integrovana
v hostitelském genomu a miize se v bunkach vyskytovat i v extrachromozomadlni formé

(Holmes et al., 2016). Z toho diivodu se cfHPV DNA muze z bun¢k nadoru uvoliiovat ve velké

mife a je tak dobfe detekovatelnym a dostate¢né specifickym biomarkerem HPV asociovanych
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nadort. S nastupem novych, velmi citlivych, metod detekce jako je ddPRC se v novéjsich
studiich dafi detekovat cfHPV DNA i u vice nez 70 % pacientd s CC a 95 % pacienti s HPV
asociovanymi OPSCC (Damerla et al., 2019; Jeannot et al., 2016). U pacientti s OPSCC by tak
napiiklad c¢fHPV DNA mohla byt alternativni metodou k detekci pl6 pomoci
imunohistochemie pro stanoveni HPV statusu nadort (Siravegna et al., 2022). Vyzkumy
zabyvajici se sledovanim koncentrace cfHPV DNA v krvi béhem 1é¢by a po ni ukazuji, ze u
pacientii s CC, a predevsim pak u pacientd s OPSCC, koreluje hladina cfHPV DNA po 1é¢b¢
s pravdépodobnosti rekurence nadorového onemocnéni. CfHPV DNA by tak mohla slouzit jako
biomarker uc¢innosti 1écby a jako velmi spolehlivy ¢asny biomarker recidivy, vhodny jesté pred
detekci rekurence pomoci PET/CT (Chera et al., 2020; Jeannot et al., 2021). K zavedeni do
klinické praxe je nicmén¢ potieba jesté dalSich, rozsahlejsich studii, které by presné stanovily
kritické hladiny c¢fHPV DNA korelujici s rizikem recidivy a Casové intervaly kdy detekci

provadet.
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