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Abstrakt 

Lidské papilomaviry (HPV) jsou malé, neobalené DNA viry hojně se vyskytující 

v populaci. Přenáší se sexuálním nebo jiným blízkým kontaktem sliznic a kůže. Papilomaviry 

mohou vyvolávat vznik bradavic a lézí na kůži a sliznicích. Vysoce-rizikové typy HPV, 

především HPV 16 a 18, jsou navíc asociované s karcinomy dlaždicových buněk jako je 

karcinom děložního hrdla, orofaryngeální karcinom a karcinomy vulvy, anu, penisu a vaginy. 

Včasná detekce a správný odhad rizika rekurencí onemocnění jsou klíčové pro účinnou léčbu. 

Potenciál v nádorové diagnostice má volná cirkulující DNA, která se z buněk uvolňuje do 

tělních tekutin. Právě volná cirkulující HPV DNA v krvi pacientů s nádory asociovanými s 

HPV se v současnosti ukazuje jako slibný a velmi citlivý biomarker, vhodný především pro 

sledování účinnosti léčby a včasné odhalení rizika rekurence. 

 

Klíčová slova: HPV, karcinogeneze, cfDNA, cfHPV DNA, význam detekce, karcinom 

děložního hrdla, orofaryngeální 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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Seznam použitých zkratek 

 

zkratka anglický název  český název 

ATP adenosine triphosphate  adenosintrifosfát 

C konec carboxyl-terminus  karboxylový konec proteinu 

CC cervical cancer  rakovina děložního hrdla 

cfDNA cell-free DNA  volná cirkulující DNA 

CBP CREB-binding protein  protein vázající CREB 

ctDNA cell-tumor DNA  volná nádorová DNA 

ddPCR 
droplet digital polymerase chain 

reaction 
 kapková digitální polymerázová 

řetězová reakce 

dsDNA double strand DNA  dvouvláknová DNA 

E2F E2F transcription factors family  rodina transkripčních faktorů E2F 

E6AP E6AP ubiquitin-protein ligase  E6AP protein ubikvitin ligáza 

EGF epidermal growth factor  epidermální růstový faktor 

EGFR EGF receptor  receptor pro EGF 

FasL Fas ligand  Fas ligand 

HR-HPV high risk HPV  vysoce-rizikové typy HPV 

hTERT 
human telomerase reverse 

transcriptase 
 lidská telomerázová reverzní 

transkriptáza 

IFN-α interferon type I α  interferon (typu I) alfa 

LoD limit of detection  limit detekce 

LR-HPV low risk HPV  nízko-rizikové typy HPV 

MAP kináza 
mitogen-activated protein 

kinase 
 mitogenem aktivovaná 

proteinkináza 

MHC I 
major histocompatibility 

complex class I 
 hlavní histokompatibilní komplex 

třídy I 

mRNA messenger RNA  mediátorová RNA 

N konec amino-terminus  konec proteinu s aminovou 

skupinou 

NES nuclear export signal  jaderný exportní signál 



 

 

NETs neutrophil extracellular traps  extracelulární pasti neutrofilů 

NLS nuclear localization signal  jaderný lokalizační signál 

OPSCC 
oropharyngeal squamous cell 

carcinoma 
 karcinom dlaždicových buněk 

orofaryngu 

ORF open reading frame  otevřený čtecí rámec 

Ori origin of replication  počátek replikace 

p21 p21 protein  protein p21 

p300 p300 protein  protein p300 

p53 p53 protein  protein p53 

pb base pairs  páry bází 

PET/CT 
positron emission tomography 

- computed tomography 
 

pozitronová emisní a RTG 

počítačová tomografie 

pRb retinoblastoma protein  retinoblastomový protein 

qPCR 
quantitative polymerase chain 

reaction 
 kvantitativní polymerázová 

řetězová reakce 

TGF-β transforming growth factor β  transformační růstový faktor β 

TRAIL 
TNF-related apoptosis-inducing 

ligand 
 TNF související, apoptózu 

indukující ligand 

URR upstream regulatory region  regulační oblast 

VLP virus-like particles  částice podobné virům 
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1. Úvod 

 

Lidské papilomaviry jsou malé, neobalené DNA viry, které infikují bazální epiteliální 

buňky sliznic nebo kůže, a jejich životní cyklus je úzce spojen s diferenciací těchto buněk. 

Infekce HPV bývá často bezpříznaková, může ale vést ke vzniku lézí nebo bradavic a v případě 

vysoce-rizikových typů HPV i k rozvoji karcinomů. Nejčastějšími nádory asociovanými s HPV 

jsou: karcinom děložního hrdla, orofaryngeální karcinom, dále pak karcinom anu, vulvy, penisu 

a vaginy (de Martel et al., 2020). V procesu vzniku nádoru mají hlavní roli papilomavirové 

onkoproteiny E5, E6 a E7. Hlavní funkcí onkoproteinu E6 je vazba a degradace proteinu p53 

(Scheffner et al., 1993). E7 se oproti tomu váže na protein pRB, což vede k uvolnění 

transkripčního faktoru E2F (Dyson et al., 1989). Společně tak mohou onkoproteiny buňku 

imortalizovat a konstantně iniciovat vstup do S fáze buněčného cyklu. Velmi častým jevem u 

HPV asociovaných nádorů je integrace HPV DNA do genomu hostitelské buňky, integrace 

nicméně není součástí životního cyklu viru (Cullen et al., 1991). Tento proces může vést ke 

ztrátě negativní regulace a následné neřízené expresi virových onkoproteinů, což může být 

klíčová událost v procesu vzniku nádoru (Dowhanick et al., 1995). Ale i samotná integrace 

může přispívat k nádorové transformaci (Akagi et al., 2014; Kadaja et al., 2007).  

V poslední době se u nádorových onemocnění ukazuje výhodnost tekutých biopsií 

zaměřených na detekci volné cirkulující DNA. Ta může například nést různé, pro nádor 

specifické, mutace. V případě nádorů asociovaných s HPV bývá součástí volné cirkulující 

DNA i papilomavirová DNA pocházející z buněk nádoru, a právě její detekce může mít velký 

význam v klinické praxi (Chera et al., 2020; Jeannot et al., 2021).  

Cílem této bakalářské práce je stručně charakterizovat problematiku HPV a HPV 

asociovaných nádorů a zaměřit se na volnou cirkulující HPV DNA, konkrétně na její 

charakteristiky, metody detekce a především význam její detekce.   
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2. Lidské papilomaviry 

 

Lidské papilomaviry jsou malé neobalené viry s DNA genomem, které se hojně 

vyskytují v populaci. Řadí se do čeledi Papillomaviridae a dělí se do pěti fylogenetických rodů: 

Alfa, Beta, Gamma, Mu a Nupapilomaviry. Toto dělení je odvozeno od podobnosti 

nukleotidové sekvence ORF pro kapsidový protein L1 (ORF z angl. open reading frame - 

otevřený čtecí rámec) (De Villiers et al., 2004). V současné době je podle databáze PaVE známo 

přes 450 typů HPV genomů, u nichž se ORF pro L1 liší o více než 10 % 

(https://pave.niaid.nih.gov), z nichž některé nevyvolávají žádné onemocnění, jiné mohou 

způsobovat vznik lézí a bradavic a některé jsou asociované s nádory dlaždicových epitelů, 

především s karcinomem děložního hrdla a orofaryngeálním karcinomem (de Martel et al., 

2017). Podle potenciálu vyvolávat nádory se lidské papilomaviry dělí na nízko-rizikové, 

zkráceně LR-HPV (z ang. low risk), které působí pouze benigní léze a vysoce-rizikové, 

zkráceně HR-HPV (z angl. high risk), schopné iniciovat vznik nádorů. Mezi HR-HPV patří 

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 dělí podle jejich tkáňového tropismu na typy kožní a slizniční.  

 

2.1. Struktura virionů 

Kapsidy HPV jsou neobalené, ikosahedrální částice, o průměru okolo 50-60 nm (Chen 

et al., 2000; Hagensee et al., 1994). Každá virová částice se skládá ze 72 pentamerů hlavního 

kapsidového proteinu L1, který je schopný tvořit VLP (z angl. virus-like particle) (Kirnbauer 

et al., 1992).  

Druhý protein nacházející se ve virionu je minoritní kapsidový protein L2 (Obr. 1). Jeho 

početní zastoupení je stále nejasné. Zatímco starší studie uváděly 12 L2 proteinů na 1 virion, 

v současnosti se odhaduje až 72, tedy poměr 1:5 s proteinem L1 (Buck et al., 2008; Hagensee 

et al., 1993). Protein L2 napomáhá sestavování VLP a také usnadňuje enkapsidaci virového 

genomu, zároveň je L2 štěpen furinovou proteázou, což je důležitý krok v infekčním cyklu 

HPV (Richards et al., 2006; Roden et al., 1996). Papilomavirové kapsidy prochází, na rozdíl od 

kapsid mnoha jiných virů, velmi pomalým procesem zrání. Nicméně se zdá, že i nezralé viriony 

mohou být, navzdory nestabilitě, srovnatelně infekční (Buck et al., 2005).  
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Obr. 1.: Počítačová rekonstrukce kapsid HPV na základě kryoelektronové 

mikroskopie, (a, c) - kapsida pouze s L1, (b, d) - kapsida s L1+L2. Panely (a, 

b) ukazují vnější pohled na kapsidy, panely (c, d) zobrazují řez kapsidami, 

převzato z (Buck et al., 2008), upraveno 

 

 

2.2. Genom 

Lidské papilomaviry mají cirkulární dvouřetězcový DNA genom o velikosti okolo 8 000 

párů bazí (8 kbp), který lze rozdělit na tři funkční oblasti - regulační oblast URR (z angl. 

upstream regulatory region), dále na oblast časných genů E (z ang. early) a na oblast pozdních 

genů L (z angl. late). Obě oblasti E i L mají vlastní promotorovou oblast a polyadenylační signál 

(Obr. 2).  
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Obr. 2.: Organizace genomu HPV 16, PE a PL označuje promotory časných a 

pozdních genů, pAE a pAL značí polyadenylační místa časných a pozdních 

genů, červeně jsou značeny časné a modře pozdní geny, žlutě je regulační 

oblast, převzato z (Yu et al., 2022) 

 

 

URR má u jednotlivých typů HPV různou délku. Je to oblast, ve které se nachází 

vazebná místa pro virové proteiny E1 a E2, které slouží k zahájení replikace virového genomu 

(Sverdrup & Khan, 1994). Zároveň se v URR nachází místo počátku replikace virové DNA 

(Ori). Oblast časných genů (E) kóduje obvykle 6-8 ORF pro virové nestrukturální proteiny: E1, 

E2, E5, E6, E7, E1^E4 a E8^E2. V oblasti pozdních genů (L) se nachází ORF pro strukturní 

kapsidové proteiny L1 a L2 (https://pave.niaid.nih.gov). 

Všechny ORF časných i pozdních genů se nacházejí na stejném vlákně dvouřetězcového 

genomu, proto je transkripce papilomavirů jednosměrná a probíhá pouze z jednoho vlákna (Xue 

et al., 2017). Papilomaviry využívají k expresi proteinů různé alternativní sestřihy RNA, i 

přesto je ale vzniklá mRNA obvykle bicistronní nebo polycistronní (Yu et al., 2022).   
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2.3. Časné proteiny HPV 

E1 protein je velmi konzervovaný napříč různými typy HPV a je jediným 

papilomavirovým proteinem s enzymatickou aktivitou. Jde o protein, který má helikázovou a 

ATPázovou aktivitu a také DNA vazebnou doménu (Hughes & Romanos, 1993).  E1 proteiny 

jsou klíčové pro virovou replikaci. Za účasti proteinů E2 vytváří hexamery a díky helikázové 

aktivitě rozvolňují vlákna DNA (Sedman et al., 1997). Zároveň E1 proteiny interagují s DNA 

polymerázou α a dalšími buněčnými proteiny a umožňují tak sestavení komplexu pro iniciaci 

replikace. (Conger et al., 1999). 

 

E2 protein má transaktivační a DNA vazebnou doménu a je proteinem nezbytným pro 

iniciaci replikace a zároveň je důležitým transkripčním regulátorem. E2 je důležitý pro vazbu 

E1 proteinu do oblasti zahájení replikace (Sedman et al., 1997). Zároveň může interagovat 

s celou řadou buněčných proteinů, jako jsou například sestřihové faktory nebo topoizomeráza 

I (Clower et al., 2006; Lai et al., 1999). E2 protein je zároveň represorem hlavních virových 

onkogenů E6 a E7, proto je ztráta jeho funkce často spojována se vznikem HPV asociovaných 

nádorů (Dowhanick et al., 1995).  

 

E8^E2 protein sestává z krátkého peptidu z E8 ORF, asociovaného s C koncem E2, 

přičemž E8 část může vázat transkripční korepresory a E2 část umožňuje vazbu na DNA. Tento 

protein je mnohem účinnějším represorem časného promotoru než protein E2 a blokuje tak 

expresi papilomavirových onkoproteinů i replikačních proteinů E1 a E2 (Stubenrauch et al., 

2000). Potlačuje nejen virovou transkripci, ale i replikaci, což slouží k udržení nízké virové 

aktivity a nízkého počtu kopií genomu u přetrvávajících infekcí a ve spodních vrstvách 

nediferencovaných buněk epitelu (Dreer et al., 2017).  

 

E1^E4, nebo jen E4 protein vzniká translací ze sestřižené E1^E4 mRNA a jde o nejvíce 

exprimovaný papilomavirový protein, a to především v horních vrstvách diferencujících se 

infikovaných buněk (Chow et al., 1987). Přestože je gen lokalizován v časné oblasti, k expresi 

proteinu dochází až v pozdních fázích infekce. Má schopnost vázat a rozkládat cytokeratin, což 

vede k destabilizaci keratinizujících buněk a napomáhá to uvolňování virionů (Doorbar et al., 

1991). Zároveň protein E1^E4 způsobuje zastavení buněčného cyklu v diferencovaných 

buňkách v G2 fázi, což pravděpodobně slouží ke zvýšení replikace virových genomů (Davy et 

al., 2002). 
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Proteiny E5, E6 a E7 mají hlavní onkogenní potenciál a budou podrobně probrány 

v kapitole 2.5. 

 

2.4. Životní cyklus 

HPV jsou vysoce specializované viry a jejich životní cyklus je úzce spojen s diferenciací 

epiteliálních buněk. To mimo jiné zahrnuje udržování nízké virové aktivity v buňkách hlubších 

vrstev epitelu, které jsou v kontaktu s imunitním systémem, a naopak velkou expresi pozdních 

proteinů a sestavování virionů v horních, terminálně diferencovaných buňkách.  

HPV infikuje aktivně se dělící bazální nebo kmenové epiteliální buňky, přičemž do 

bazální vrstvy obvykle virus proniká drobnými poraněními. Vstup do buňky začíná navázáním 

kapsidového proteinu L1 na heparin sulfátové proteoglykany v bazální vrstvě (Joyce et al., 

1999). To vede ke konformační změně kapsidy a vysunutí L2 proteinu. Jeho N-koncová 

doména je posléze štěpena furinem nebo jinou proteázou a následně se kapsida váže na 

sekundární receptor na povrchu epiteliálních buněk (Richards et al., 2006). Poté je virus 

endocytován, kapsida je rozvolněna a virový genom asociovaný pouze s L2 proteiny uniká 

z endozomu a dostává se do trans-Golgi sítě (Day et al., 2013).  

Během mitózy se pak viriony dostávají do jádra, kde dochází k uvolnění virových 

genomů, které zde setrvávají v extrachromozomální formě (DiGiuseppe et al., 2016). Následuje 

syntéza časných proteinů E1 a E2, které slouží k iniciaci replikace virové DNA. Vzniká jen 

nízký počet kopií virového genomu, které se při dělení dostávají spolu s hostitelskou DNA do 

dceřiných buněk (Coursey & McBride, 2019). Proteiny E5, E6 a E7 modifikují proliferaci a 

diferenciaci buněk ve prospěch viru, jsou schopné v buňkách, které již opustily bazální vrstvu, 

opětovně vyvolávat vstup do buněčného cyklu a zároveň zprostředkovávají obranu před 

imunitním systémem (Zhou et al., 2015).  

V pozdních fázích infekce, během finální diferenciace hostitelských buněk dochází k 

produktivní replikaci virové DNA a k syntéze pozdních proteinů (Graham, 2017; Wang et al., 

2017). To znamená, že papilomaviry potřebují namnožit svůj genom v diferencovaných 

buňkách, které svůj buněčný cyklus již zastavily a nejsou tedy schopné replikovat DNA. 

Papilomaviry proto signalizují poškození DNA a buněčné opravné mechanismy pak využívají 

ke svojí replikaci (Moody & Laimins, 2009). 

V horních vrstvách epitelu dochází k sestavování virionů, které se při odlučování 

keratinocytů uvolňují do okolí (Doorbar et al., 1991). 
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2.5. Onkogenní potenciál a mechanismus karcinogeneze 

Existuje mnoho důkazů o nádorech vyvolaných vysoce-rizikovými typy HPV a to 

především alfapapilomaviry, které jsou zodpovědné za cca 5 % všech případů rakoviny (de 

Martel et al., 2017). Přesto je ale přechod od HPV infekce k nádorové transformaci poměrně 

vzácný (Stanley, 2010). Zdá se, že důležitou roli ve vzniku karcinomu má dlouhodobá 

přetrvávající infekce bazálních buněk a zvýšená nebo nekontrolovatelná exprese 

papilomavirových onkoproteinů E6 a E7. Tyto proteiny mimo jiné interagují s pRb a degradují 

p53 (Dyson et al., 1989; Scheffner et al., 1993), čímž účinně stimulují proliferaci a zpomalují 

diferenciaci buněk. Obzvláště u HR-HPV může nadprodukce E6 a E7 vést k abnormální 

buněčné proliferaci, indukovat chromozomální nestabilitu a vést tak až k nádorovým 

transformacím (Coursen et al., 1997; Duensing & Münger, 2002). 

Velmi častým jevem u HPV asociovaných nádorů je integrace virové DNA do genomu 

hostitele (Cullen et al., 1991). Zdá se, že integrace je náhodný proces a jednotlivé případy se od 

sebe liší, v lidském genomu nicméně existují integrační „hot spots“, tedy místa, ve kterých 

dochází ke vložení virové DNA s vyšší pravděpodobností (Kamal et al., 2021). Během 

integrace virové DNA může dojít ke vložení genů pro virové onkoproteiny do hostitelského 

chromozomu a ztrátě exprese E2 proteinu, což může vést k nekontrolovatelné expresi 

onkoproteinů E6 a E7 (Dowhanick et al., 1995). Navíc se zdá, že u integrovaných virových 

genomů může být v ori zahájena E1, E2 závislá replikace zasahující až do hostitelské DNA, to 

může vést k dalším rekombinacím a přestavbám hostitelské genetické informace v místě 

integrace virové DNA (Kadaja et al., 2007). Podobné procesy a vznik DNA konkatemerů 

popisuje ve své studii i Akagi a kol. (Akagi et al., 2014). Na vznik nádoru mají vliv i modifikace 

histonů nebo metylace DNA, která může například umlčovat transkripci tumor supresorových 

proteinů (Gustafson et al., 2004). To vše může nastartovat proces vzniku HPV asociovaných 

nádorů. Uvažují se ale i další způsoby jakými mohou HPV vyvolávat karcinogenezi, například 

nedávno popsaná E2/E4/E5 závislá dráha (Ren et al., 2020). 

V následujících podkapitolách budou podrobněji probrány papilomavirové 

onkoproteiny E5, E6 a E7. 

 

2.5.1. Protein E5 

 

E5 je přítomen pouze u Alfapapilomavirů. Jde o malý, hydrofobní, transmembránový 

protein se slabými transformačními schopnostmi (Bubb et al., 1988). Obvykle se nachází 



8 

 

v membráně endoplazmatického retikula, Golgiho aparátu, endozomů, ale i v jaderné 

membráně (Conrad et al., 1993).  

Jedna z funkcí E5 je schopnost interagovat s EGFR a zvyšovat tak jeho aktivitu. To vede 

k aktivaci MAP kináz, což posléze může vést až k buněčné proliferaci (Crusius et al., 1998). 

E5 protein je zároveň díky své hydrofobnosti schopný vázat mnoho proteinů, mimo jiné 

membránovou H+ ATPázu, uvažuje se tak o schopnosti E5 snížit její činnost a tím i snížit 

aciditu v endozomech, což by mohlo mimo jiné ovlivnit účinnost recyklace EGFR, to ale zatím 

nebylo dostatečně potvrzeno (Adam et al., 2000; Andresson et al., 1995). E5 může také 

blokovat apoptózu zprostředkovanou TRAIL nebo Fas ligandem (Kabsch & Alonso, 2002). 

Dále je také schopný snižovat množství MHC I proteinů vystavených na povrchu buňky, a tak 

snižovat pravděpodobnost rozpoznání antigenu CD8+ T lymfocyty (Campo et al., 2010). 

Přestože E5 nedokáže sám o sobě vyvolat imortalizaci buněk, na myším modelu bylo 

prokázáno, že přítomnost E5, E6 a E7 indukuje tvorbu nádorů více než samotné proteiny E6 a 

E7 (Genther Williams et al., 2005).  

 

2.5.2. Protein E6 

 

Spolu s E7 je E6 nejzásadnějším papilomavirovým onkoproteinem a bylo prokázáno, že 

samotný E6 je schopný imortalizovat buňky, především díky degradaci p53 (Band et al., 1991). 

Jde o protein velký přibližně 150 aminokyselin, který má ve své struktuře dvě domény vázající 

zinek, z nichž každá obsahuje dvě zinek vázající sekvence Cystein-X-X-Cystein (X značí 

libovolnou aminokyselinu) (Barbosa et al., 1989). E6 může být transkribován jako mRNA celé 

délky, nebo jako nějaká z možných sestřižených variant E6 mRNA (PaVE). 

Asi nejzásadnější schopností E6 HR-HPV je schopnost interagovat s proteinem p53 a 

indukovat jeho degradaci. P53 je transkripční faktor, který například při poškození DNA 

negativně reguluje buněčný cyklus a může iniciovat i apoptózu. Ztráta jeho funkce tak může 

výrazně přispět ke vzniku nádoru. Bylo zjištěno, že E6 protein vytváří komplex s E6AP, což je 

E3 ubikvitin ligáza. Tento komplex posléze váže p53 a ubikvitinyluje jej, což vede k jeho 

degradaci prostřednictvím buněčného ubikvitin-proteazomového systému (Obr. 3) (Scheffner 

et al., 1993). Nízkorizikvé typy HPV mohou též vázat p53, ale již neumí vyvolat jeho degradaci 

(Li & Coffino, 1996). E6 může ale snižovat transkripční aktivitu p53 i jinak, a to díky 

schopnosti interagovat s jeho koaktivátorem - proteinem  p300 a CBP (Patel et al., 1999).  
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Obr 3.: Schéma interakce E6 a p53 a následná degradace p53, Ub je zkratka 

ubikvitinu, převzato z (Pinatti et al., 2017), upraveno 

 

 

HR-HPV mají na C konci E6 navíc krátkou sekvenci aminokyselin schopnou 

interagovat s PDZ doménou jiných proteinů, například i dalších tumor supresorových proteinů, 

které jsou po vazbě ubikvitinylovány a degradovány obdobně jako p53 (Nakagawa & 

Huibregtse, 2000). Další z mnoha účinků onkoproteinu E6 je zvyšování aktivity buněčné 

telomerázy, a to především aktivací transkripce hTERT, což je její katalytická podjednotka  (Oh 

et al., 2001).  

 

2.5.3. Protein E7 

 

E7 byl ze všech onkogenních HPV proteinů objevený jako první. Jde o relativně malý 

protein dlouhý přibližně 98 aminokyselin. Skládá se ze 3 konzervovaných oblastí 

označovaných CR1,2,3 (z angl. conserved region) a vykazuje značnou sekvenční podobnost 

s adenovirovým proteinem E1a (Phelps et al., 1988). CR2 oblast obsahuje motiv, který je 

důležitý pro interakci s pRb (Dyson et al., 1989), na C konci v oblasti CR3 se pak nachází 

doména obsahující dvě zinek vázající sekvence obdobné jako u E6. Tato oblast je zodpovědná 

za zinkem zprostředkovanou tvorbu homodimerů a za další interakce s pRb, p21 a dalšími 

proteiny (Ohlenschläger et al., 2006; Todorovic et al., 2012). Onkoprotein E7 se vyskytuje 

v cytoplazmě, nicméně byl zaznamenán i v jádře a předpokládá se jeho přítomnost i v jiných 

buněčných kompartmentech. Má poměrně krátký poločas života – okolo 1 hodiny a je 

degradován v proteazomu (Greenfield et al., 1991; Smotkin & Wettstein, 1987). 
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Jak již bylo naznačeno, E7 interaguje s pRb. Retinoblastomový protein je důležitý 

regulátor buněčného cyklu, který se váže na transkripční faktory z rodiny E2F. Při fosforylaci 

pRb pak dochází k uvolnění E2F a ty iniciují vstup buňky do S fáze. Onkoprotein E7 tuhle 

regulaci ale obchází - váže se na pRb, což vede k uvolnění E2F, který může posléze kontinuálně 

navozovat S fázi buněčného cyklu (Obr. 4). pRb může být především u HR-HPV následně 

ubikvitinylován a degradován v proteazomu (Boyer et al., 1996; Giarrè et al., 2001). 

 

Obr 4.: Schéma interakce E7 a pRb (Rb), následuje uvolnění E2F a zahájení 

transkripce, převzato z (Pinatti et al., 2017), upraveno. 

 

 

E7 interaguje ještě s celou řadou dalších proteinů důležitých pro regulaci buněčného 

cyklu, jako je například p21, p27 nebo p16 (Funk et al., 1997; Giarrè et al., 2001; Zerfass-

Thome et al., 1996). Bylo popsáno i mnoho dalších interakcí a funkcí onkoproteinu E7, mimo 

jiné třeba modulace imunitní odpovědi inhibicí funkce IFN-α nebo TGF-β a dalších cytokinů 

(Barnard et al., 2000; Lee et al., 2002). 

Všechny výše zmíněné vlastnosti mohou výrazně přispět ke vzniku nádoru a dělají tak 

z E7 významný virový onkoprotein. 

 

2.6. Nádory způsobené HPV 

HPV se šíří především pohlavním stykem a jde pravděpodobně o nejčastější sexuálně 

přenosné onemocnění, nicméně epidemiologické údaje ukazují, že existují i různé nesexuální 

způsoby přenosu blízkým kontaktem, například přenos z matky na potomka při porodu 

(Plummer et al., 2007; Sabeena et al., 2017).  

Většina papilomavirových infekcí je asymptomatická a spontánně odezní. Doba trvání 

se pohybuje okolo 10 měsíců u infekce děložního hrdla, u genitálních HPV infekcí mužů je to 
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o něco méně (Molano et al., 2003; Petca et al., 2020). V případě HR-HPV může ale infekce 

přetrvávat u některých jedinců dlouhodobě a přejít v nádorové onemocnění. 

Jak již bylo řečeno, HR-HPV jsou nezanedbatelným původcem nádorů u žen i mužů, 

z dat Světové zdravotnické organizace vyplývá, že u žen je HPV nejčastějším infekčním 

původcem nádorů, u mužů pak čtvrtým nejčastějším. Celkově se uvádí, že HPV je hned po 

Helicobacter pylori nejvýznamnějším infekčním agens působícím rakovinu (de Martel et al., 

2020). U žen je pak HPV celosvětově zodpovědný za 8,6 % nádorů, přičemž nejčastěji se jedná 

o karcinom děložního hrdla. U mužů jde o necelé 1 % nádorů a nejčastější je karcinom 

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

 

Obr 5.: Procentuální podíl jednotlivých typů karcinomů způsobených HPV a 

celkové počty případů ve světě v roce 2012, a - u žen, b - u mužů. Použitá data 

pochází z (de Martel et al., 2017). 

 

 

U karcinomu děložního hrdla je téměř 100 % případů způsobeno infekcí HPV, u 

karcinomů orofaryngeální oblasti se uvádí 35-70 % v závislosti na zeměpisné poloze daného 

regionu. Dále z dat vyplývá, že u karcinomů konečníku je okolo 90 % případů způsobeno HPV, 

u karcinomů pochvy a vulvy přibližně 80 % a u karcinomu penisu zhruba 50 % případů (de 

Martel et al., 2017, 2020; Mariz et al., 2020). Všechny tyto nádory jsou obvykle působené HR-

HPV typy, nejčastěji pak HPV 16 a 18.  
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V následujících dvou podkapitolách budou podrobněji probrány karcinom děložního 

hrdla, označován zkratkou CC (z angl. cervical carcinoma), a karcinom dlaždicových buněk 

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

 

2.6.1 Karcinom děložního hrdla  

 

Podle databáze Globocan má CC celosvětově devátou nejvyšší prevalenci a v roce 2020 

bylo zaznamenáno 604 127 nových případů a 341 831 úmrtí na CC. Z dat dále vyplývá, že 

nejvyšší incidenci i mortalitu má CC v oblastech s nízkým indexem lidského rozvoje (HDI), 

přičemž ve východní Africe a některých státech střední a západní Afriky byl tento karcinom 

v roce 2020 vůbec nejčastější příčinou úmrtí na rakovinu. V ČR byl CC v roce 2020 

devatenáctým nejčastějším nádorovým onemocněním s 769 novými případy a 398 úmrtími 

(incidence 7,2 a mortalita 3,7 případů na 100 000 osob). Pětileté relativní přežití se u CC ve 

vyspělých zemích pohybuje okolo 65 %, vesměs ale koreluje s indexem lidského rozvoje dané 

země a se stádiem nádoru v době diagnózy (https://gco.iarc.fr/).   

Uvádí se, že až 70 % případů CC je způsobeno HPV 16 a 18, původci  mohou být ale i 

HPV typu 45, 31, 33, 52, 58, 35 a další (Muñoz et al., 2003). Častým jevem je integrace HPV 

do genomu hostitele, a to i ve více než v 80 % případů (Cullen et al., 1991).  K infekcím HPV 

jsou nejnáchylnější buňky v transformační zóně děložního hrdla, tedy v oblasti přechodu mezi 

endo- a ektocervixem (Herfs et al., 2012; Radley et al., 2016). Dochází zde ke vzniku 

prekancerózních lézí, které mohou časem přejít v nádorové onemocnění. Včasnou detekcí a 

léčbou prekanceróz se dá ale vzniku CC účinně předcházet. 

Primární prevencí proti rozvoji CC je především očkování. V současnosti jsou dostupné 

3 vakcíny, které mají vysokou účinnost, a to především u mladých žen, které se před očkováním 

s HPV nesetkaly (Kamolratanakul & Pitisuttithum, 2021). V ČR je vakcinace plně hrazena 

13letým dětem. Pro diagnostiku prekanceróz, či samotného CC jsou používaná cytologická 

vyšetření, jejich vyhodnocení bývá ale vysoce subjektivní. Další možností je detekce 

papilomavirové DNA ze stěru děložního hrdla. Jde o velmi přesnou metodu, která je výrazně 

citlivější, ovšem méně specifická než cytologické vyšetření (Arbyn et al., 2012). V ČR je test 

na přítomnost HPV DNA v současnosti hrazen u žen ve 35 a 45 letech a jako triážové vyšetření 

při suspektním cytologickém nálezu.  
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2.6.2 Orofaryngeální karcinom dlaždicových buněk  

 

OPSCC zahrnuje karcinomy spodiny jazyka, tonzil nebo měkkého patra. Ty mohou být 

způsobeny infekcí HR-HPV, nebo jinými rizikovými faktory jako je kouření a konzumace 

alkoholu. OPSCC není celosvětově tak častým nádorovým onemocněním jako CC. V roce 2020 

bylo zaznamenáno 98 412 případů a 48 143 úmrtí na OPSCC. Na rozdíl od CC má OPSCC 

vyšší incidenci a mortalitu v Evropě a Severní Americe než v dalších oblastech. Incidence navíc 

v posledních letech stoupá. V ČR bylo v roce 2020 zaznamenáno 524 nových případů a 216 

úmrtí (incidence 4,9 a mortalita 2 případy na 100 000 osob) (https://gco.iarc.fr/). Pětileté 

relativní přežití se pohybuje okolo 63 %, záleží nicméně na stádiu a přesné lokalizaci nádoru 

(Du et al., 2019). OPSCC mají také poměrně velkou tendenci k relapsu, dochází k němu 

v intervalu pěti let po léčbě zhruba u 25 % pacientů. (Gillison et al., 2019).  

Podíl OPSCC asociovaných HPV stále stoupá. Z dat vyplývá, že v Evropě a Severní 

Americe je v současnosti HPV infekce zodpovědná za zhruba 60 % případů OPSCC (Stein et 

al., 2015). V 87 % případů jde o infekci HPV 16 a i zde často dochází k integraci virové DNA 

do genomu buňky (Dayyani et al., 2010; Parfenov et al., 2014). Pacienti s HPV asociovaným 

OPSCC jsou průměrně mladší a mají výrazně lepší míru tříletého přežití i nižší 

pravděpodobnost recidivy (Rotnáglová et al., 2011). Zároveň je mezi těmito pacienty podstatně 

méně kuřáků, než je tomu u pacientů s HPV negativním OPSCC (Ang et al., 2010). 

HPV status nádoru je důležitým prognostickým faktorem a k jeho zjištění se využívá 

detekce p16. Vysoké koncentrace p16 jsou markerem aktivní HPV infekce a lze je detekovat 

pomocí imunohistochemických metod (Duncan et al., 2013). Včasný záchyt onemocnění je u 

OPSCC komplikovanější než u CC především proto, že u OPSCC nejsou známy prekancerózní 

stavy. 

 

3. Volná cirkulující DNA 

 

Volná cirkulující DNA, zkráceně cfDNA (z angl. cell-free DNA), je obecné označení 

pro DNA, nacházející se v tělních tekutinách volně mimo buňku. 

Přítomnost volných nukleových kyselin v krvi pacientů byla poprvé popsána již v roce 

1948 (Mandel & Métais, 1948), tehdy ale nevzbudila velký zájem a tato studie byla částečně 

zapomenuta. Následně byla přítomnost volné DNA zjištěna ve vzorcích krve pacientů trpících 

systémovým lupem erythematodes, a to pomocí tělu vlastních protilátek proti DNA (Tan et al., 
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1966). Později byla také cfDNA popsána u některých nádorových onemocnění. Bylo 

prokázáno, že v cfDNA lze detekovat specifické mutace, které by mohly sloužit jako nádorové 

markery (Sorenson et al., 1994). U těhotných žen byla v krevní plazmě pomocí PCR detekována 

sekvence DNA pocházející z Y chromozomu plodu. Tím byla objevena volná cirkulující DNA 

plodu a její potenciální význam pro neinvazivní prenatální diagnostiku. (Dennis Lo et al., 1997).  

 

3.1. Struktura a vlastnosti cfDNA 

Volná cirkulující DNA v krvi je tvořena obvykle dvouřetězcovou jadernou nebo 

mitochondriální DNA, může ale pocházet i z mikroorganismů, především z bakterií (Huang et 

al., 2018; Zhang et al., 2016). Její délka se často pohybuje v rozmezí 40 až 200 párů bází, nejsou 

ale ani neobvyklé fragmenty dlouhé několik tisíc párů bází.  (Snyder et al., 2016).  

K uvolňování cfDNA může docházet během apoptózy, čemuž nasvědčují fragmenty 

okolo 150 pb, odpovídající kaspázami zprostředkovanému štěpení (Moss et al., 2018). Dále se 

může cfDNA uvolňovat z buněk při nekróze. Souvislost s nekrózou mívají naopak delší 

fragmenty cfDNA (Chen et al., 2012; Gang et al., 2010). V neposlední řadě může být cfDNA 

sekretována aktivně extracelulárními váčky. Nejčastěji jde o exozomy, které nesou cfDNA 

uvnitř, nebo i na svém povrchu (Fernando et al., 2017). DNA se v krvi vyskytuje v komplexech 

s proteiny nebo asociovaná se zmíněnými váčky. Jaderná DNA se v krvi obvykle nachází jako 

celé mono- nebo oligonukleozomy (Snyder et al., 2016). CfDNA se může vyskytovat i úplně 

volně, v takovém případě je ale velmi rychle degradována nukleázami.  

Podle metylačních vzorců cfDNA bylo prokázáno, že u zdravých osob většina pochází 

z leukocytů (55 %) a z progenitorů erytrocytů (30 %). V případě leukocytů se může jednat i o 

DNA uvolněnou řízeně ve formě tzv. NETs (z angl. neutrophil extracellular traps- 

extracelulární pasti neutrofilů) (Moss et al., 2018), (Obr. 6). U pacientů s nádory je množství 

cfDNA v krvi často výrazně zvýšené a většina celkové cfDNA pochází obvykle právě 

z nádorových buněk. Taková DNA je označována jako cirkulující nádorová DNA (ctDNA) 

(Bettegowda et al., 2014). Zvýšená hladina cfDNA v krvi nemusí být ale způsobena jen 

nádorovým onemocněním, dalšími příčinami mohou být i sepse, infarkt, cévní mozková 

příhoda nebo operace či jiné poškození tkání (O’Connell et al., 2017; Wilson et al., 2018). 

Koncentrace cfDNA se u zdravých osob pohybuje mezi 0 až 100 ng/ml, zatímco u pacientů s 

nádorovým onemocněním často přesahuje 100 ng/ml a může dosahovat i více než 1000 ng/ml 

(Fleischhacker & Schmidt, 2007) 



15 

 

Hladina cfDNA v krvi je dána rovnováhou mezi jejím odbouráváním a uvolňováním. 

Poločas jejího života záleží na mnoha faktorech, obecně se ale pohybuje v rozmezí několika 

minut až dvou hodin (Khier & Lohan, 2018). K odbourávání může docházet přímo v krvi, zde 

hrají hlavní roli cirkulující enzymy jako například DNáza I. U pacientů s nádory bylo prokázáno 

že hladina DNázy I nepřímou úměrou souvisí s koncentrací cfDNA v krvi (Tamkovich et al., 

2006). K eliminaci cfDNA dále dochází v játrech, ledvinách, slezině a dalších orgánech 

(Tsumita & Iwanaga, 1963). Hlavním orgánem pro odstranění nukleozomů jsou játra, na myším 

modelu bylo prokázáno, že právě játra jsou zodpovědná až za 84 % nukleozomů odstraněných 

z krve za 10 minut (Gauthier et al., 1996). Samotná degradace je zprostředkovaná především 

Kupfferovými buňkami v játrech a makrofágy v případě sleziny (Du Clos et al., 2001).  

 

Obr 6.: Schéma uvolňování cfDNA z buněk během apoptózy, nekrózy a ve 

formě NETs nebo sekrecí, převzato z (Han & Lo, 2021). 

 

3.2. Cirkulující nádorová DNA 

Cirkulující nádorová DNA, zkráceně označovaná jako ctDNA (z angl. circulating tumor 

DNA), je podmnožina volné cirkulující DNA, která pochází z buněk nádoru a tím pádem může 

nést i všechny nádorové mutace. U pacientů s nádory mívá cfDNA vyšší integritu, tedy poměr 

dlouhých a krátkých DNA fragmentů téhož lokusu. To by mohlo nasvědčovat původu ctDNA 

z nekrotických buněk nádoru (Chen et al., 2012; Gang et al., 2010). Studiem buněčných linií 

odvozených z karcinomu prsu bylo ale in vitro zjištěno, že koncentrace cfDNA neodpovídá 

počtu nekrotických nebo apoptotických buněk, naopak odpovídá počtu buněk v G1 fázi. U 

těchto buněk byla pozorována aktivní sekrece DNA v exosomech, která stimulovala proliferaci 

buněk (Wang et al., 2017). Proti primárně nekrotickému původu ctDNA mluví i korelace mezi 
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množstvím ctDNA v krvi a metabolickou aktivitou nádoru měřenou metodou PET/CT u 

pacientů s metastazujícím melanomem (McEvoy et al., 2018). 

 

3.3. Význam detekce ctDNA 

V současné onkologii zažívá velký rozvoj tekutá biopsie, neboli vyšetření cirkulujících 

nádorových buněk a fragmentů nádorové DNA v krvi. Tekuté biopsie jsou na rozdíl od klasické 

tkáňové biopsie neinvazivní. ctDNA pochází z různých buněk nádoru a může tak odrážet 

všechny mutace, které se v nádorech vyskytují. Může proto lépe, než tkáňová biopsie, 

poskytnout komplexní informace o heterogenních nádorech nebo metastázách. Zároveň může 

ctDNA také sloužit k detekci důležitých mutací i u nádorů, které nejsou dostupné tkáňové 

biopsii nebo u nádorů s neznámým primárním zdrojem (Kato et al., 2017). V současnosti již 

byl Americkým úřadem pro kontrolu potravin a léčiv schválen test pro detekci mutace EGFR 

z krve. Mutace EGFR je sledována u pacientů s nemalobuněčným karcinomem plic a její 

přítomnost rozhoduje o použití léku Tarceva (https://www.fda.gov/). 

Výzkumy zároveň naznačují, že by sledování koncentrace ctDNA prostřednictvím 

nádorově specifických mutací mohlo sloužit k hodnocení progrese nádoru, účinnosti léčby nebo 

předpovědi recidivy. U pacientů s kolorektálním karcinomem podstupujících chemoterapii byla 

například prokázána korelace poklesu hladiny ctDNA s příznivými výsledy vyšetření 

počítačovou tomografií (Tie et al., 2015). Stejně tak u pacientů s karcinomem prsu byl pokles 

ctDNA až na nedetekovatelnou hladinu spojen s účinnou léčbou, zatímco u žen, které zůstávaly 

i v průběhu chemoterapie ctDNA pozitivní, bylo významně zvýšeno riziko recidivy (Magbanua 

et al., 2021). Podobně i u pacientů po chirurgickém odstranění peritoneálních metastáz 

korelovala zvýšená hladina ctDNA s vyšším rizikem recidivy a kratší dobu přežití bez progrese 

(Baumgartner et al., 2018). Vhodným markerem může být též stanovení metylace ctDNA. 

Například u hepatocelulárního karcinomu byly identifikovány charakteristické metylační 

profily, které se shodovaly s metylačními profily ctDNA v krvi pacientů a stádiem nádoru či 

odpovědí na léčbu. Mohly by tak sloužit nejenom k diagnostice, ale i sledování během léčby a 

stanovení prognózy (Xu et al., 2017). Uplatnění v klinické praxi může mít i sledování velikosti 

fragmentů volné cirkulující DNA. Ukazuje se totiž, že ctDNA vykazuje variabilnější délku než 

ostatní volná cirkulující DNA. Fragmentační profily by tak mohly být použité pro identifikaci 

nádoru (Cristiano et al., 2019). 

Tekutá biopsie zaměřená na detekci ctDNA má samozřejmě také svá omezení. 

Především to může být nedostatečná citlivost detekčních metod v případě, kdy se ctDNA 
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uvolňuje do krve jen v malém množství. Zároveň u vysoce heterogenních a rychle mutujících 

nádorů může být velmi obtížné identifikovat mutace, které by byly charakteristické pro celý 

nádor nebo jeho metastáze a mohly být tak použity pro sledování stavu onemocnění. Zároveň 

ne všechny detekované mutace v celkové volné DNA musejí nutně pocházet z buněk nádoru 

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

 

4. Volná cirkulující HPV DNA 

 

Volná cirkulující HPV DNA, zkráceně cfHPV DNA se nachází volně v krvi pacientů. 

Její přítomnost je spojována s výskytem nádorů asociovaných s HPV a podobně jako u ctDNA 

i u cfHPV DNA výzkumy poukazují na klinický potenciál její detekce. CfHPV DNA by mohla 

sloužit jako biomarker progrese nádoru, účinnosti léčby nebo relapsu nádorového onemocnění. 

Při sledování koncentrace cfHPV DNA se detekce obvykle zaměřuje na HPV 16 a 18, 

konkrétně na DNA kódující proteiny E7, E6, případně L1 (Kang et al., 2017). Proto zde, na 

rozdíl od analýz ctDNA, odpadá problém identifikace specifických mutací, které by 

reprezentovaly daný nádor. Nádory asociované s HPV navíc obvykle obsahují mnoho kopií 

genomu HPV, a to jak v extrachromozomální formě, tak i integrované do hostitelské DNA 

(Holmes et al., 2016).  

V následujících kapitolách bude probrán význam detekce cfHPV DNA zvlášť u 

pacientů s CC a pacientů s OPSCC. 

 

4.1. Detekce cfHPV DNA u pacientů s CC 

Úspěšnost detekce cfHPV DNA velmi záleží na použité metodě. Oproti výsledkům 

starších studií používajících qPCR (quantitative PCR) úspěšnost vzrostla díky použití nových 

metod, jako je ddPCR (droplet digital PCR) (Jeannot et al., 2016). Za pomocí ddPCR se v 

novějších studiích podařilo detekovat přítomnost cfHPV DNA v krvi průměrně u 70 % pacientů 

s CC asociovaným s HPV 16 nebo 18 (Cheung et al., 2019; Jeannot et al., 2016; Kang et al., 

2017). Zatímco Cocuzza a kol. detekovali cfHPV DNA pomocí qPCR jen u 34,2 % pacientů 

s CC (Cocuzza et al., 2017). U žen s prekancerózními lézemi na cervixu není cfHPV DNA 

detekovatelná, nebo jen v malém procentu případů (0 % - 29 %) (Cocuzza et al., 2017; Jeannot 

et al., 2016). U zdravých žen s normálním cytologickým nálezem není cfHPV DNA 

detekovatelná vůbec (Bønløkke et al., 2022; Jeannot et al., 2016).   
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cfHPV DNA v krvi pacientů bývá studována jednak v době diagnózy pro určení stádia 

nádoru nebo prognózy a jednak během léčby nebo po ní pro určení úspěšnosti léčby a 

vyhodnocení rizika rekurencí onemocnění nebo metastáz.  

 

4.1.1. Význam detekce v době diagnózy u pacientů s CC 

 

V případě měření v době diagnózy se ukazuje, že u pacientů s CC souvisí vyšší hladina 

cfHPV DNA před léčbou s vyšším počtem kopií HPV v nádoru, s pokročilejším stádiem 

nádoru, s velikostí nádoru a také byla popsána její souvislost s výskytem metastáz 

v lymfatických uzlinách (Cabel et al., 2021; Jeannot et al., 2021).  

Cheung a kol. ve  své studii zjistili, že pacienti s CC s více než 20 kopiemi E7 nebo L1 

na 20 μl reakčního objemu vzorku před zahájením léčby měli zvýšené riziko recidivy a úmrtí 

během následujících 5 let (Cheung et al., 2019). Jiné studie ovšem korelaci mezi výchozí 

hodnotou cfHPV DNA a prognózou nepotvrdily (Jeannot et al., 2021). Na základě současných 

výsledků lze uzavřít, že neexistuje shoda v tom, zda lze výchozí hladiny cfHPV DNA naměřené 

před zahájením léčby využít jako prognostický biomarker u pacientů s CC. 

 

4.1.2. Význam detekce během léčby a po ní u pacientů s CC 

 

V současné době má nejslibnější klinické využití sledováním koncentrace cfHPV DNA 

během léčby nebo po ní a výzkumy ukazují, že jde o potenciální biomarker účinnosti léčby 

nebo také biomarker recidivy. U pacientů s CC například Cabael a kol. prokázali, že 

koncentrace cfHPV DNA v krvi během chemoradioterapie klesá a její detekce i po ukončení 

léčby je spojena s kratším přežitím bez nemoci a kratším celkovým přežitím pacienta (Cabel et 

al., 2021). Podobně i Jeannot a kol. u pacientů léčených kombinací chemo a radioterapie během 

18měsíčního sledování zjistili, že pokles cfHPV DNA na nezachytitelnou úroveň do konce 

léčby souvisel s delším přežitím bez progrese. Konkrétně u 26 z 33 pacientů s nedetekovatelnou 

hladinou cfHPV DNA po léčbě nedošlo k relapsu. Naopak u 9 z 11 pacientů, u kterých byla 

cfHPV DNA detekována i po léčbě, k relapsu došlo s mediánem 10 měsíců od detekce (Jeannot 

et al., 2021). Podobné výsledky byly pozorovány i na malém vzorku pacientů s CC léčených 

imunoterapií pomocí lymfocytů infiltrujících nádor. I zde koreloval pokles cfHPV DNA 

s účinnou léčbou (Kang et al., 2017).  
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4.2. Detekce cfHPV DNA u pacientů s OPSCC 

Detekce cfHPV DNA je u OPSCC velmi úspěšná. V novějších studiích daří pomocí 

ddPCR detekovat cfHPV DNA u 95 % pacientů s HPV asociovaným OPSCC (Damerla et al., 

2019; Tanaka et al., 2022). I zde je vidět rozdíl v použitých metodách, například Ahn a kol. při 

použití qPCR detekoval cfHPV DNA jen u 67 % pacientů s HPV asociovaným OPSCC (Ahn 

et al., 2014). 

 

4.2.1. Význam detekce v době diagnózy u pacientů s OPSCC 

 

U pacientů s HPV asociovaným OPSCC byla u dvou studií také popsána souvislost mezi 

vyšší hladinou cfHPV DNA v krvi před léčbou a pokročilejším stádiem a také velikostí nádoru 

(Damerla et al., 2019; Veyer et al., 2020). Stejně jako u CC, ani zde ale nebyla dostatečně 

prokázána souvislost mezi výchozí hodnotou cfHPV DNA a prognózou (Dahlstrom et al., 2015; 

Veyer et al., 2020).  

Úspěšnost detekce cfHPV DNA v době diagnózy je zde velmi vysoká a ukazuje se, že 

jde o spolehlivější metodou pro určení HPV statusu u OPSCC, než je běžně používaná detekce 

p16. Zjištěný statistický Youdenův index byl 0,937 oproti 0,707 při detekci p16. Na rozdíl od 

vyšetření p16 je detekce cfHPV DNA navíc neinvazivní, levnější a časově méně náročnou 

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

p16. 

 

4.2.2. Význam detekce během léčby a po ní u pacientů s OPSCC 

 

Výzkumy ukazují, že sledování koncentrace cfHPV DNA během léčby a po ní má u 

pacientů s OPSCC asociovaným s HPV ještě větší klinický potenciál než u pacientů s CC. 

Například O’Boyle a kol. měřili pooperační koncentraci cfHPV DNA u 33 pacientů s HPV 

asociovaným OPSCC, přičemž u pacientů bez rizikových faktorů recidivy se během prvního 

dne po operaci koncentrace cfHPV DNA rychle snížila na méně než 1 kopii/ml. Oproti tomu u 

pacientů s rizikovými faktory pro makroskopické reziduální ložiska, jako jsou extranodální 

rozšíření, vyšší počet postižených lymfatických uzlin nebo pokročilejší stádium nádoru, byla 

naopak koncentrace cfHPV DNA první den od operace vyšší než 350 kopií/ml. (O’Boyle et al., 

2022). Rutkowski a kol. zase sledovali 66 pacientů s HPV asociovaným OPSCC a pokud byla 
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cfHPV DNA detekována i po skončení radioterapie, léčba se ukázala jako neúspěšná. Negativní 

a pozitivní prediktivní hodnota zde byla 100 % a 83 % (Rutkowski et al., 2020). 

V jiné studii Chera a kol. sledovali 115 pacientů s nemetastazujícím OPSCC 

asociovaným s HPV léčených kombinací chemo a radioterapie. Pacienti podstoupili 3 měsíce 

po léčbě PET/CT, každých 6 měsíců bylo prováděno rentgenové zobrazování hrudníku a 

každých 6 až 9 měsíců byly odebírány vzorky krve pro analýzu cfHPV DNA pomocí ddPCR. 

Odběry probíhaly průměrně 23,7 měsíců (rozmezí 6,1-54,7 měsíců). 87 pacientů mělo ve všech 

krevních odběrech po ukončení léčby nedetekovatelnou cfHPV DNA a ani u jednoho z nich 

nedošlo k rekurenci. U 28 pacientů byla po léčbě při odběru detekována cfHPV DNA, ovšem 

u části z nich při následujícím odběru již cfHPV DNA detekována nebyla. Pouze u 16 pacientů 

byly pozitivní alespoň 2 po sobě jdoucí testy. U 15 z těchto 16 pacientů se poté vyvinula 

biopticky prokázaná recidiva, a to s mediánem 3,9 měsíce od prvního pozitivního testování. 

Negativní prediktivní hodnota zde tedy vychází 100 % a pozitivní prediktivní hodnota 94 %. U 

10 pacientů byla cfHPV DNA detekována před diagnózou recidivy a u 4 pacientů 

s detekovatelnou cfHPV DNA se nepodařilo pomocí radiologického vyšetření recidivu zachytit 

vůbec. Oproti tomu ale nebyl nezaznamenán žádný případ, kdy by nebyla recidiva zachycena 

pomocí PET/CT. (Chera et al., 2020). Podobné výsledky uvádí i další publikace, i při použití 

amplikonového sekvenování nové generace namísto ddPCR (Lee et al., 2017; Veyer et al., 

2020).  

 

4.3. Metody detekce cfHPV DNA 

V současnosti je detekce cfHPV DNA zaměřena především na HPV16, HPV18 a 

případně na další typy HR-HPV (Chera et al., 2020; Kang et al., 2017; O’Boyle et al., 2022). 

Kromě široce rozšířené metody qPCR se v současnosti k detekci cfHPV DNA začínají běžně 

používat i metody digitální PCR, především ddPCR. Ta spočívá v rozdělení PCR roztoku do 

několika desítek tisíc kapiček o nanolitrových objemech, aby v každé z nich mohla proběhnout 

samostatná PCR reakce. Pomocí fluorescence je poté vyhodnoceno v kolika kapičkách PCR 

reakce proběhla, respektive v kolika kapičkách byla přítomna alespoň 1 molekula detekované 

DNA sekvence. Množství DNA ve vzorku je posléze dopočteno statistickou metodou pomocí 

Poissonova zákona malých čísel (Baker, 2012; Dube et al., 2008). Na rozdíl od qPCR se zde 

tedy vzorky nevyhodnocují vůči standardu o známé koncentraci. ddPCR je navíc více robustní 

a odolnější vůči inhibitorům než qPCR (Dingle et al., 2013) a zároveň má větší citlivost i 

přesnost. Zatímco u qPCR se limit detekce (LoD) pohybuje okolo 0,12 %,  u ddPCR je limit 
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detekce 0,01 % (Link-Lenczowska et al., 2018). Jeannot a kol. byli například pomocí qPCR 

schopni detekovat cfHPV DNA u 69 % pacientů s CC, zatímco při použití ddPCR byla 

detekována u 87 % pacientů. Zároveň také ukázali, že u vzorků pacientů uchovávaných v -80 

°C byla úspěšnost detekce vyšší než u vzorků uchovávaných v -20 °C (Jeannot et al., 2016). 

Další metodou pro detekci cfHPV DNA je sekvenování nové generace, zkráceně NGS 

(z angl. Next-generation sequencing). V současnosti je běžně využívanou metodou 

amplikonové sekvenování Illumina. Při sekvenování touto metodou jsou molekuly 

jednovláknové DNA pomocí adaptéru přichycené k sekvenační destičce, následně se každá 

molekula DNA mnohonásobně amplifikuje a vytvoří kolonii identických molekul. Destička je 

tak pokryta mozaikou různých kolonií jednovláknových molekul DNA. Samotná sekvenace 

probíhá syntézou komplementárního vlákna za pomoci fluorescenčně značených nukleotidů. 

Nukleotid po navázání zastaví reakci, senzor detekuje fluorescenci dané kolonie molekul DNA, 

posléze dojde k enzymatickému odštěpení fluorescenční značky a sekvenace může pokračovat. 

Výzkumy naznačují, že NGS má srovnatelnou, nebo ještě větší citlivost, než ddPCR. Při detekci 

cfHPV DNA v krevním séru pacientů s HPV asociovaným OPSCC byla zjištěná velmi podobná 

citlivost při aplikaci amplikonového NGS a ddPCR, zatímco u qPCR byla výrazně nižší (Mattox 

et al., 2022). Han a kol. oproti tomu ve své studii na pacientech s CC uvádějí, že jejich NGS 

s biotinylovanými hybridizačními sondami selektivně identifikující cfHPV DNA má 10x nižší 

spodní mez detekce než ddPCR (Han et al., 2019). Výhodou NGS je kromě stanovení hladiny 

cfHPV DNA i identifikace variant viru a také identifikace délky fragmentů cfHPV DNA. NGS 

je ale zároveň dražší a časově náročnější metoda než ddPCR. 

 

5. Závěr 

 

Lidské vysoce-rizikové typy HPV, především pak HPV 16 a 18 způsobují téměř 5 % 

všech případů nádorů vůbec, přičemž nejčastější je karcinom děložního hrdla u žen a 

orofaryngeální karcinom u mužů (de Martel et al., 2020). Pro boj s nádorovými onemocněními 

je potřeba vhodných biomarkerů, které by u pacientů indikovaly stav nádoru, úspěšnost léčby 

a rekurenci. V současnosti se jako vhodný krevní biomarker jeví volná cirkulující DNA.  

U nádorů asociovaných s HPV je papilomavirová DNA často mnohokrát integrovaná 

v hostitelském genomu a může se v buňkách vyskytovat i v extrachromozomální formě 

(Holmes et al., 2016). Z toho důvodu se cfHPV DNA může z buněk nádoru uvolňovat ve velké 

míře a je tak dobře detekovatelným a dostatečně specifickým biomarkerem HPV asociovaných 
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nádorů. S nástupem nových, velmi citlivých, metod detekce jako je ddPRC se v novějších 

studiích daří detekovat cfHPV DNA i u více než 70 % pacientů s CC a 95 % pacientů s  HPV 

asociovanými OPSCC (Damerla et al., 2019; Jeannot et al., 2016). U pacientů s OPSCC by tak 

například cfHPV DNA mohla být alternativní metodou k detekci p16 pomocí 

imunohistochemie pro stanovení HPV statusu nádorů (Siravegna et al., 2022). Výzkumy 

zabývající se sledováním koncentrace cfHPV DNA v krvi během léčby a po ní ukazují, že u 

pacientů s CC, a především pak u pacientů s OPSCC, koreluje hladina cfHPV DNA po léčbě 

s pravděpodobností rekurence nádorového onemocnění. CfHPV DNA by tak mohla sloužit jako 

biomarker účinnosti léčby a jako velmi spolehlivý časný biomarker recidivy, vhodný ještě před 

detekcí rekurence pomocí PET/CT (Chera et al., 2020; Jeannot et al., 2021). K zavedení do 

klinické praxe je nicméně potřeba ještě dalších, rozsáhlejších studií, které by přesně stanovily 

kritické hladiny cfHPV DNA korelující s rizikem recidivy a časové intervaly kdy detekci 

provádět.  
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