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ABSTRAKT

Studie provadéné v poslednich 20 letech nahromadily tudaje, které ukazuji na dvé rtzné
etiologie spinocelularnich karcinomu hlavy a krku (HNC). Nadory dutiny ustni hrtanu
a hypofaryngu jsou vétsinou nezavislé na virové infekci a jsou spojeny s uzivanim tabaku
a alkoholu. Zhruba 26 % vsech HNC a vice nez 50 % tonzilarnich karcinomu je spojeno
s pfitomnosti onkogennich lidskych papillomavira (HR HPV). Cilem této prace bylo zjistit,
zda ptitomnost HPV DNA ve vyplasich dutiny ustni a/nebo ptitomnost HPV-specifickych
protilatek u pacientd s nadory hlavy a krku (Head and Neck Cancer, HNC) odpovida
pfitomnosti viru ve tkani nadoru a zda tyto parametry maji prognosticky vyznam.

Do studie byli zafazeni pacienti s primarnim nadorem dutiny ustni a orofaryngu (N=142).
Pritomnost HPV DNA byla testovana jak v nadorové tkani, tak i v bunkach pfitomnych
ve vyplachu dutiny ustnf a HPV-specifické protilatky byly stanoveny z krevntho séra
pacienta. Krev byla odebrana v jednom mésici a poté v roce po ukoncéeni terapie. Jeden rok
po terapii byl také odebran vyplach dutiny ustni. V souboru bylo celkem 59,2 % HPV
pozitivnich nadorua. Pfitomnost HPV v bunkach z vyplachu dutiny ustni a pozitivita HPV-
specifickych protilatek v séru silné koreluje s pfitomnosti HPV DNA v nadoru pred terapii.
Z celkového poctu 66 pacientt, ktefi méli HPV pozitivni vyplach pfed terapii, vymizel tento
nalez u 56 pacienta (84,8 %) do roku po ukonceni terapie. Pramérné titry protilatek proti
HPV 16 E6 a/nebo E7 onkoproteinim po terapii u pacient rovnéz statisticky signifikantné
poklesly. Sestnact pacienta s recidivou Zilo v dobé odbéru druhého vzorku. Z nich bylo 6
pfi zatazeni do studie a pfed terapif pozitivnich na protilatky HPV 16 EG a/nebo E7. U pét
z nich nebyl zaznamenan pokles hladiny téchto protilatek. Naproti tomu titry protilatek proti
kapsularnim antigenam (HPV 16 VLP) béhem sledovani pacientu se signifikantné nemeénily.
U pacientt s nadorem hlavy a krku doslo po terapii k vycisténi HPV infekce ve vyplachu
dutiny ustni, zastali ale séropozitivai pro protilatky HPV 16 E6/E7. Vsechny markery HPV
infekce pfi zatazeni do studie byly prediktivni pro lepsi preziti a nizsi frekvenci recidivy
onemocnéni.

Nase vysledky naznacuji, ze ptitomnost HPV-specifickych protilitek HPV 16 E6 a/nebo E7
proteinu je nejen ukazatelem zapojeni HPV do etiologie nadoru, ale i moznym citlivym
ukazatelem recidivy, coz by mohlo byt v budoucnu pouzito pfi dispenzarizaci pacientu.
Vysledky zaroven podporuji zavéry fady publikovanych praci, ze HPV pozitivita nadoru je

vyznamnym piiznivym prognostickym faktorem.

Kli¢ova slova: HPV, nadory hlavy a krku, protilatky, vyplach dutiny ustni, sledovani
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SUMMARY

A studies carries for the last twenty years accumulated data that show two different etiology
of head and neck squamous cell carcinoma. Tumors located in the oral cavity are often
independent of the viral infection and is associated with tobacco and alcohol use.
Approximately 26 % of all HNC and more than 50 % of tonsillar cancers are associated with
the presence of high risk human papillomavirus (HR HPV). The purpose of this study was
to determine whether changes in HPV DNA prevalence in oral rinses and/ or HPV — specific
antibody levels in sera of patients with head and neck carcinoma (HNC) have prognostic

significance.

Patients with HNC were enrolled (N=142). The presence of HPV DNA was assayed in
tumor tissue and oral rinses, and HPV—specific antibodies were assessed in sera. Sera were
drawn one month and one year after the end of treatment. One year after treatment, oral
rinses were collected. Altogether, 59.2 % tumors were HPV positive. Initially, the presence
of HPV DNA in the tumors strongly correlated with HPV DNA positivity in oral rinses as
well as with the presence of HPV—specific antibodies in sera. Out of 66 patients with HPV
positive oral rinses at enrollment, 84.8 % became negative at one-year follow up. The mean
titres of HPV 16 E6 and E7 antibodies at follow-up were lower in comparison to those at
enrollment; the differences were statistically significant. This was not the case for antibodies
specific for HPV16 VLPs. Out of 16 patients with recurrences on follow-up (alive at the
time of second sampling), six were positive at enrollment for HPV 16 EG6 and/or E7
antibodies. In five of these, no decrease in antibody levels was observed. Patients with HNC
cleared HPV infection in oral rinses after treatment while they sustained their seropositivity
for HPV 16 E6/ E7. All markers of HPV infection at enrollment were predictive of better

survival and lower frequency of recurrence while no markers were predictive at follow-up.

Our data suggests that the detection of seroposivity for HPV — specific antibodies to the
HPV 16 E6 and E7 oncoproteins may serve not only as a marker of the HPV viral etiology

of HNC, but also of the prognosis of recurrence in these patients.

Key words: HPV, head and neck cancer, antibodies, oral rinses, follow-up
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1 UVOD

Nadory hlavy a krku jsou sedmou nejcastéjsi skupinou novotvara na svété a tvoif 5 — 7 %
v$ech nové diagnostikovanych nadora. Roéné se vyskytne pfiblizné 400 az 500 tisic novych
piipadu tohoto onemocnéni, z toho az polovina na toto onemocnén{ umira. Postizeni jsou
3 — 4x castéji muzi nez zeny. Geografické rozlozeni je ve svété znacné nerovhomérné —
nadory hlavy a krku jsou frekventovanéjsi v Indii, jihovychodni Asii, zapadni a jizni Evropé

a v USA (Ferlay et al. 2015;Noone et al. 2017;Howlader et al. 2010).

Dlazdicobunééné karcinomy cest dychacich a polykacich jsou tradicné spojovany
s dlouhodobym uzivanim tabakovych vyrobkt a abuzem alkoholu. Tyto rizikové faktory
obou faktori nasobi. Konzumace tabaku a alkoholu je zodpovédna za vznik pfiblizné 75 %
karcinomu v této lokalité. Dal§imi moznymi rizikovymi faktory jsou uvadény vyziva — nizky
pifjem nékterych vitamina, nizka uroven hygieny dutiny dstni a geneticka predispozice.
Neékteré prace popisuji moznou souvislost s uzivanim konopi. Teprve v poslednich
piiblizn¢ 20 letech je mezi moznymi faktory vzniku nadort hlavy a krku uvadén lidsky
papillomavirus (Scully et al. 2000; Scully & Bedi 2000; D'Souza et al. 2007; Rotnaglova et
al. 2011; Tachezy et al. 2009).

Lidské papillomaviry (HPV) byli uznany jako etiologicky faktor karcinomu délozniho hrdla
a anogenitaln{ oblasti (Munoz et al. 2003; Walboomers et al. 1999; Burd 2003;Walboomers
et al. 1999). U nadort hlavy a krku jsou vysoce rizikové typy HPV (HR HPV) rizikovym
faktorem u asi 25 % pfipadu, a to nezavisle na dalsich znamych rizikovych faktorech, jako
je alkohol a koufeni, coz dokladuje n¢kolik studif véetné metaanalyz (Gillison et al. 2000;
Mehanna et al. 2012; Applebaum et al. 2007; Gillison & Lowy 2004; Rotnaglova et al. 2011).
Sexualni chovani je rizikovym faktorem pfi Sifeni viru, a HPV se povazuje za nejcastéjsi
sexualné pfenosnou infekci vubec. Ac¢koli zpusob pfenosu HPV u nadora hlavy a krku
nebyl pfesné zjistén, sexualni chovani je nékdy spojovano se zvysenym rizikem i u téchto
nadora. Nekolik praci poukazuje na souvislost nadoru v ORL oblasti a vy$sim poctem
sexudlnich partnert, niz${ vék prvnitho pohlavniho styku, urcitymi sexualnimi praktikami
(oro-genitalni, oro-analni kontakt). Dalsim rizikovym faktorem byl HPV-pozitivni
anogenitalni karcinomem v anamnéze a partnerka s anamnézou karcinomu délozniho

hrdla (D'Souza et al. 2007; Hemminky et al. 2000).
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Z epidemiologického hlediska je vyvoj incidenci jednotlivych lokalizaci nadort hlavy a krku
nerovnomeérny. Zatimco incidence hrtanovych nadort nebo nadora dutiny ustnf je stabilni
nebo dokonce klesa, pocet nové diagnostikovanych nadort orofaryngu stoupa, a to i
v zemich, kde konzumace tabaku v posledni dobé¢ klesa. Nejcastéjsi lokalizace HPV-
pozitivnich nadort je v oblasti orofaryngu, respektive v oblasti patrovych mandli.
Nejcastéjsim nachazenym typem je HPV 16, ktery je pfitomen az u 90 % HPV pozitivnich
dlazdicobunéénych karcinomu. Existuje mnoho studii, které se zabyvaji prognostickym
vyznamem HPV u pacientt s karcinomem dutiny astni a orofaryngu. Dukazy o lepsim
pfeziti a niz§im vyskytu recidiv onemocnéni u téchto nadort pfinasi vétsina z nich. HPV
pozitivita je spojovana s lepsi odpovédi na 1écbu, snizenim poctu recidiv a zlepSenym
pfezitim (Rubenstein et al. 2011; Mydlarz et al. 2010; Gillison 2009; Hammarstedt et al.
2006; Mellin et al. 2000; Rotnaglova et al. 2011).

V souvislosti s lepsi prognézou HPV porzitivnich nadort je u nich v posledni dobé
uvazovano o mozné modifikaci 1é¢ebnych postuptt ve smyslu desintenzifikace 1écby
za Ucelem omezeni akutni i pozdn{ toxicity nechirurgické lécby a vyhnuti se mutilaci
zpusobené chirurgif. Vzhledem k evidentnim rizikim vyplyvajicim z chybného zafazeni
pacienta s HPV-negativnim nadorem mezi HPV pozitivni je otazka markerd HPV infekce
v soucasné dobé pfedmétem intenzivniho vyzkumu. Velmi perspektivnim smérem je i
studium neinvazivnich metod detekce HPV, ke kterym patif sérologické markery a detekce
HPV DNA ve vyplasich dutiny ustni. V soucasnosti bylo publikovano jen nékolik studii,
které se vénuji serologické detekci protilatek a urcovani pfitomnosti HPV DNA ve slinach
u HPV-pozitivnich nadort dutiny ustnf a orofaryngu. Ve své praci jsem se proto témto
markerdm vénovala, zkoumala jsem jejich vzajemné souvislosti a hodnotila vyvoj téchto

parametru pii sledovani po 1écbeé.

1.1 NADORY HLAVY A KRKU

Heterogenita nadort hlavy a krku je dana nejen jejimi sublokalitami, ale i patologicko-
anatomickymi rozdily v morfologii, rizikovych faktorech a v epidemiologii. V $ir§sim smyslu
se muze jednat 1 o nadory nezhoubné. Nadorovy proces muze projit cestou od
hyperplastické tkané pfes dysplazii az k nadorovému bujeni. Pojem nadory hlavy a krku se
vétsinou uziva v uzsim smyslu pro dlazdicobunécné karcinomy s riznym stupném
diferenciace, jejichz ptivod je v krycim epitelu hornich dychacich a polykacich cest. Ty tvofi
kolem 90 % zhoubnych nadora hlavy a krku (Licitra & Felip 2009, Kumar et al. 2012).

Jenom v 5 % jde o mezenchymové nadory — napiiklad lymfomy, melanomy a sarkomy, a
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u zbylych 5 procent jsou zastoupeny nadory ze zlazového epitelu a nékteré vzacné nadory.

Nejcastéjsi lokalizac{ jsou dutina ustni, oropharynx, hypopharynx a larynx.

Spolecnym rysem dlazdicobunéénych nadorua hlavy a krku je tendence k lokoregionalnimu
siteni. Bohaté lymfatické zasobeni usnadnuje casny vznik metastiz v regionalnich
lymfatickych uzlinach, zatimco vzdalené metastazy jsou méné casté. Tyto nadory maji také
vysoké procento recidiv a vyskyt mnohocetnych nadort (Jones et al. 1995). V predkladané

praci se vénuji pouze nadorim orofaryngu a dutiny dstni.
1.1.1  Karcinom dutiny ustni a orofaryngu

1.1.1.1 Epidemiologie

Zhoubné nadory hlavy a krku se zafadily u muza na 9. misto a u zen na 19. misto mezi
viemi malignitami v CR. V roce 2014 bylo nové nemocnych 2 166, z toho 1 606 muzi
a 560 zen. Nador dutiny dstni a orofaryngu tvofilo 1 228 pacientd (muzi/zeny 872/350),
pficemz tonzilirni karcinom tvofil 365 piipada (muzi/zeny 270/95). Nejsou zde
zapocitané nadory stitné zlazy, kréni ¢asti jicnu a kozni nadory (Dusek et al. 2014). Zatimco
incidence karcinomu hrtanu jako typického nadoru indukovaného tabakem je v poslednich
letech stabilni (Graf 1), incidence karcinomu orofaryngu a pfedevsim tonsily stoupa (Graf

2).

€32 = ZN hrtanu
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Graf 1 Incidence karcinomu hrtanu, zdroj: www.svod.cz
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Graf 2 Incidence karcinomu orofaryngu, zdroj: www.svod.cz

Velké epidemiologické studie v USA a v Europé za posledni roky taky ukazujf na stoupajici
incidenci spinocelularnich karcinomu v oblasti orofaryngu, a jeji nejcastéjsi lokalitou jsou
tonzily, kde vyskyt stoupl asi tfikrat za poslednich 30 let, zatimco incidence nadora
v ostatnich anatomickych lokalizacich hlavy a krku klesa, a to zejména v zemich, kde
prob¢hly uspésné protitabakové kampané (Hammarstedt et al. 2007; Sturgis 2013; Sturgis
& Cinciripini 2007; Syrjanen & Rautava 2015). V Ceské republice konzumace tabaku
a alkoholu bohuzel zatim neklesa, spiSe kolisa. (Graf 3, Graf 4). Nejvétsi pokles koufeni
byl zaznamenan v roce 2001. Pomérné velky vzestup pak byl v roce 2007, a od té doby ma

klesajici tendenci. Konzumace alkoholu se v priabéhu nékolik let vyrazné neméni (Graf 4).
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Graf 3 Spotieba cigaret v CR, zdroj: SZU, www.szu.cz
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Graf 4 Spotieba alkoholu v CR, zdroj: SZU, www.szu.cz

Tento trend evidentné vzrustajictho podilu nadort orofaryngu na ukor jinych lokalizaci
souvisi s vysoce rizikovymi lidskymi papillomaviry (High Risk Papillomavirus, HR HPV)
(Smith et al. 1998; Gillison & Lowy 2004; Klozar et al. 2010).
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11.12 Pfiznaky

Priznaky nadort dutiny dstni a orofaryngu jsou vétsinou nenapadné a znacna ¢ast pacienta
je navic bagatelizuje. K prvotnim nejcastéjsim piiznakam pati{ dyskomfort, skraban{ ¢i
bolest v dané oblasti, ktera muze vystfelovat do ucha na stejné strané nadoru. Bolest se
muze zhorsovat pfi polykani (odynofagie) ¢i mluveni. Polykani se zhorsuje, a to pocinaje
tuzsim jidlem a konce afagii (neschopnosti polykat viibec), vysledkem ¢ehoz je hubnuti. Pti
nadoru spodiny dutiny ustni ¢i dasné zacne $patné sedét zubni protéza (Obrazek 1). Dale
je to foetor ex ore (zapach z ust), zhorseni artikulace, nékdy pacienti pozoruji v slinach
pfitomnost krve. U nékterych pacientt vsak pfiznaky primarniho nadoru zcela chybi a jako

prvni pfiznak se objevi kréni metastaza (Obrazek 2).

Obrazek 1 Karcinom spodiny dutiny ustni
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Obrézek 2 Krénf metastaza na krku vpravo

Obrazek 3 Karcinom patrové mandle vievo
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1.1.1.3 Diagnostika

Vcasné rozpoznani piiznaku tohoto onemocnéni vede k rychlé diagnéze, a tim k vcasné
terapii a lepsi prognoéze. Priznaky vsak ¢asto imituji obraz chronického zanétu. Dulezita je
anamnéza — varovanim by méla byt jednostrannost obtizi, zejména u pacienta s abusem
alkoholu, a kufaka. Dal$im krokem je dukladné vysetfeni: 1) aspekce — lokalni nalez,
pfitomnost asymetrie (hlavné u patrovych mandli (Obrazek 3)), 2) vysetfit funkci a 3)
palpace. Kvuli moznému vyskytu duplicitnich nadord by mél pacient podstoupit
panendoskopii k vysetfeni celé ORL oblasti k vylouceni duplicit a uréeni rozsahu nadoru
z hlediska posouzeni operability. Rozsah nadoru véetné metastaz nam pomuze doplnit
zobrazovaci metoda — pocitacova tomografie nebo magnetickd rezonance. Zakladni
soucasti diagnostiky je histologicka verifikace procesu, ktera nam diagnézu potvrdi.
Uspésnost terapie zavisi na nékolika aspektech — rozsahu onemocnéni a celkového stavu

pacienta.

1.1.1.4 Terapie a prognoza

Klasickymi 1é¢ebnymi postupy jsou chirurgie, radioterapie a chemoterapie, a to bud
samostatné, nebo v kombinaci. Vybér modality se odviji od Sife postizeni, pfitomnosti
metastaz — regionalnich ¢ vzdalenych; rozhodujici je i zdravotni stav pacienta
a samozfejmeé jeho prani. Terapie se musi zaméfit jak na primarni nador, tak i na regionalni
lymfatické uzliny, a to pii chirurgické ¢i nechirurgické modalité. Na nasem pracovisti je
v piipad¢ resekabilnfho nadoru volena nejcastéji chirurgie. Pii volbé 1é¢ebného postupu
hraje roli i toxicita nechirurgické lécby pfipadné chirurgii zpisobena mutilace. Odstranuje
se jednak primarni nador, a ve vétsiné piipadu se provadi i blokova kréni disekce uzlin.
V piipadé pozitivity nadoru v uzlinach a dle histologického nalezu se poopera¢né indikuje
1 radioterapie, pfipadné chemoradioterapie. S vétsi radikalitou se vSak zhorsuji nasledky i
kvalita Zivota pacienta po lécbé (Klozar et al 2001). Nejcastéji jsou po chirurgickém zasahu
potize s polykanim, které se muzou jesté zhorsit adjuvantni terapif, coz muze skoncit
1 zavedenim trvalé gastrostomie. Dale se muze zhorsit artikulace a samozfejmé viznam ma
i estetické hledisko. Konzervativni terapeuticky postup ma vyhodu v tom, Ze pacient se
vyhne mutilaci, ale konkomitantn{ chemoradioterapie ma pomérné vysokou toxicitu a to

akutni 1 chronickou (Pignon et al 2000, Posner 2002).

V posledni dobe¢ se testuje dalsi lécebni modalita u nadora hlavy a krku, a to na molekularni
urovni. Tato takzvana biologicka terapie ma za kol pusobit na signaliza¢ni drahy, které

jsou zapojeny do vzniku a rastu nadoru. Asi nejdale se dostal vyzkum, ve kterém byly
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vyvinuty monoklonalni protilatky proti receptoru pro epidermalni rastovy faktor
(Epidermal Growth Factor Receptor, EGFR) — cetuximab. Navazanim téchto protilatek
na receptor se zabrani jeho dimerizaci, a zablokuje se tim spusténi nasledné metabolické
cesty (Bonner et al. 2004). Cetuximab v kombinaci s radioterapii se ukazal byt ucinnéjsi nez
samotna radioterapie, hlavné u pokrocilych nadort hlavy a krku, a to pfi niz${ toxicité

v porovnani s chemoradioterapii (Bonner et al. 2000).

Biologické chovani nadoria hlavy a krku vykazuje zna¢nou heterogenitu, a proto se nezfidka
setkavame s odlisnou odezvou pacientti na 1é¢bu. Pétileté preziti se pohybuje kolem 50 %,
zalez{ jak na velkosti primarniho nadoru, tak na pfitomnosti metastaz. Velikost nadoru
ovliviiuje pétileté preziti, které se uvadi u T1 80 %, zatimco u T4 jen pfiblizn¢ 20 %.
Prognézu obecné snizuje piitomnost krénich uzlinovych metastaz (de Bondt et al. 2007).
Velky rozdil v pétiletém pfeziti urcuje i lokalizace, kde jazyk ma 90 %, zatimco
hypopharynx 31 % (Howlader et al 2013). Rada praci z posledni doby dokazuje lepsi preZiti
pacientt s nadory, kde se etiologicky podili HPV, a to i pfi vétsim postizeni krénich uzlin

(Klozar et al. 2008; Sedaghat et al. 2009).
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1.2 LIDSKY PAPILLOMAVIRUS

1.2.1 Charakteristika

Lidské papillomaviry (HPV) je heterogenni skupina vird. Nema obal, je tvofen
dvousroubovicovou DNA a kapsidou, ktera je slozena z hlavniho kapsidového a nékolika
vedlejsich proteint. Je pfiblizné 55 nm velky a ma 7,9 kD. V soucasnosti je definovano
ptes 120 typu téchto virt. Jsou druhové specifické. Patif do celed¢ Papillomaviridae a maji
30 fylogenetickych rodd, které jsou pojmenovany feckymi pismeny a protoze fecka abeceda
ma jenom 24 pismen, tak u novych rodu se pouziva pfedpona dyo (podruhé). (Bernard et
al. 2010) Z toho 5 rodu tvofi lidské a opi¢i papillomaviry (x, B, y ,u a v). Druhy jsou
oznacené cisly (de Villiers et al. 2004; Bernard 2005).

e Alfa-papillomaviry se vyskytuji u clovéka. Tyto viry maji afinitu k dlazdicovému
epitelu kiiZze a sliznice, a mizou zpusobit maligni ¢i benigni 1éze.

e Beta-papillomaviry se podileji na vzniku malignich i benignich koznich 1ézi,
a to hlavné u pacientd se snizenou imunitou nebo skoznim onemocnénim —
epidermodysplasia verruciformis, ktera je podminéna geneticky. Tito pacienti jsou
velmi citlivi k infekci HPV 5 a HPV 8. Infikovana kuze, ktera je navic exponovana
slunci, je nachylna k tvorbé malignich 1ézi.

e Gamma, Mu a Nu-papillomaviry zpusobuji benigni kozni léze (Bernard 2005;
Doorbar 2006; Ramoz et al. 2002).

Prvni zminkou o infek¢nosti HPV bylo u koznich bradavic, a vyskytla se na zacatku
minulého stoleti (Rous & Beard 1935). Az o nékolik let poté byl prokazan jejich vztah
k nadorovému onemocnéni. Jako prvni byla dokazana kauzalni souvislost HPV infekce a

vznik karcinomu délozntho hrdla.

Infekce HPV je vétsinou asymptomaticka a pfiblizné do dvou let se ztrati. Pokud vsak
pfetrvava, zvysuje se pravdépodobnost vzniku 1éze. Nejcastéji se klinicky projevuje jako
bradavice na kuzi, papilomy na sliznici dychacich a polykacich cest, nebo 1éz{ délozntho
krcku a anogenitalni oblasti. Podle toho, zda zptasobuji maligni nebo benigni 1éze, jsou viry
déleny na nizkorizikové (LR (low risk) HPV 06, 11, 40, 42, 43, 44, 54...) a vysoce rizikové
(HR (high risk) HPV 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45...). Nizkorizikové typy zpusobuji vznik
benignich 1ézi: papilomt, veruk, laryngealni papilomatézy, dale condylomata accuminata

nebo genitalni bradavice. Maligni onemocnéni, které mizou zpusobit vysoce rizikové typy:
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nejvice je prostudovan karcinom délozniho ¢ipku, dale pak vaginy, penisu, vulvy, anu a také

karcinom hlavy a krku (Doorbar 2006; Bernard 2005; Bernard et al. 2010).

K infikaci dochazi v pfipadé anogenitalniho traktu pfi sexualnim styku, kde se virové
partikule dostavaji pres mikroskopické trhliny na pohlavnich organech k bazalnim bunkam,
které jsou mitoticky aktivni. Je ale otazkou, jak dochazi k infekci HPV pfi nadorech hlavy
a krku. V nékterych studiich se popisuje souvislost vzniku HPV-pozitivntho nadoru
s vy$§im poctem sexualnich partnert ¢i praktikovanim orogenitalniho sexu (Gillison et al.
1999). Nejcastéjsi lokaci je oblast orofaryngu, a to konkrétné patrové mandle, coz je
pravdépodobné dano jejich histologickym slozenim (Frisch & Biggar 1999). V pfipadé
kozni infekce dochazi k pfenosu bud'to pfimo osobnim kontaktem, autoinokulaci, nebo
zprostiedkované pfenosem pies infikované povrchy. Dile také vertikalnim pfenosem — pfi
porodu z matky na dité, kde byla infekce HPV nalezena ve vytéru z dutiny udstni
u novorozencu a mladsich déti (Duray et al. 2011; D'Souza et al. 2007; Klussmann et al.

2003;Smith et al. 2007b).

Genom viru obsahuje nasledujici segmenty:

e Otevieny ctecf ramec (Open Reading Frame, ORF), ktery se sklada z oblasti ¢asnych
(Early-E) a pozdnich (Late-L) gena

e Nekodujici oblasti (Long Control Region, LCR). Tyto segmenty jsou oddéleny
casnym (PAE) a pozdnim (PAL) polyadenylacnim mistem (Obrazek 4).

Prvnim celym sekvenovanym genomem byl HPV 16, ktery byl izolovany z karcinomu

délozniho hrdla (Doorbar 20006).
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Obrizek 4 Genom HPV 16, (Dootbar 2006)

Nekodujici oblast je dlouha pfiblizné 1 000 para bazi, reguluje expresi, replikaci a skladani
do virovych castic. V E (1-8) genech jsou zakdédované nestrukturalni proteiny regulujici
virovou transkripci a replikaci. Konkrétné v E1, E2, E4-E7, které jsou nezbytné pro
replikaci viru. Casné geny E1, E2, E4, EG a E7 jsou obsaZeny u viech znimych typa
papillomavirt, geny E3, E5 a E8 pouze u nékterych.

Protein E1 (ATP-dependentni helikaza) se uplatfiuje na pocatku replikace viru.

Protein E2 se uplatnuje pfi regulaci virové replikace a transkripce. Dale zlepsuje vazbu E1.
Jeho dimer se vaze na specifickou sekvenci v nekddujici oblasti, muze fungovat i jako

represor E6/ET7.

K expresi proteinu E4 dochazi ve zralych korneocytech. Destruuje keratinové sité a taky
uleh¢uje uvolnovani partikuli viru z bunky. Jeho sekvence je hodné rozdilna napiic
spektrem HPV typt. Aktivita je nejvyssi béhem vegetativni faze déleni, a kdyz nastane faze

tvorby L1 proteinu, mizi.

Protein E5 ma schopnost modulovat aktivitu bunéénych proteint a podporuje progresi
nadoru, hlavné v ¢asnych stadiich nemoci. Napiiklad inhibuje expresi tumorsupresorového
genu pro P21 pomoci aktivace cesty EGFR receptoru, ¢imz podporuje bunécénou
proliferaci. Snizuje také funkci hlavnfho histokompatibilntho komplexu MHC I a dava tak

moznost vyhnout se normaln{ imunitni odpovédi (DiMaio & Petti 2013).
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Protein E6 je jednim ze dvou hlavnich onkoproteintt HPV. Jeho ucinek spociva v interakci
s tumorsupresorovym proteinem P53, ktery reguluje bunécny cyklus, a to v kontrolnich
bodech fazi G1 a G2, a kontroluje pfechod bunky do apoptézy. Zpusobuje jeho degradaci
cestou polyubiquitinizace, zvysuje aktivitu telomeraz, nebo asociuje s P300 a zpusobuje
inhibici acetylacie, ktera aktivuje protein P53 a tim zpusobuje ztratu kontroly bunécné
proliferace. Zasahuje taky do pro-apoptotickych funkci jinych proteint, jako je bak, bax, c-

myc.

Protein E7 je druhym dulezitym onkoproteinem HPV. Interaguje s proteinem
retinoblastomem (Protein retinoblastoma — pRb), ktery reguluje bunéc¢nou proliferaci
(Obrazek 5, 6). Vaze se na transkripéni faktor E2F, jez je dulezitym pro pfechod bunky
do S-faze. Faktor E2F tak neni inaktivovan a vysledkem je ztrata kontroly bunécné

proliferace (Cobrinik et al. 1992;Ruttkay-Nedecky et al. 2013).

E7 S Gene transcription

E2F transcription
factor (Rb-bound)

\ —e

E2F

» (unbound)

DNA
Cell cycle activation;
proliferation

Obrazek 5 Vazba E7 na pRb (Rutkay Nedecky et al. 2013)
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Obrazek 6 Degradace proteinu p53 (Minger et al 2004)
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L1 a L2 jsou pozdni geny a jsou v genomu vsech papillomavira. Protein I.1 ma za ukol
se navazat na bunku a tvorbu kapsidy kolem HPV genomu. Vaze se na hepran-sufatové
proteoglykany na povrchu bun¢k bazalni vrstvy keratynocytia. Ma 72 kapsomér, které maji
360 kopii proteinu. Kapsoméry jsou vzajemné propojeny disulfidickymi vazbami a spojeny
proteinem L2. Protein L2 je zodpovédny za vazbu virové DNA pfi syntéze virionu

a tvorbu kapsidy. Ma v kapsidu 12 a vice monomera L2. Oba proteiny maji vliv na

infekénost viru (Doorbar 20006).

1.2.2  Zivotni cyklus a integrace

HPV virus napada nediferencované bazalni bunky dlazdicového epitelu kuze nebo sliznic.
Tam se dostane bud’ po poranéni epitelu, nebo pfimo, dostane-li se na misto pfechodu
dlazdicového epitelu v cylindricky. Pro zivotni cyklus viru je dulezita prolifera¢ni aktivita
téchto bunck. Po infekci bun¢k se v bazalni vrstvé vytvoii jen par kopii. V prubéhu
diferenciace pak virus pfejde do aktivni faze, béhem niz vznikne vysoky pocet kopii
genomu viru (Obrazek 7). Zdravé diferencované buniky dlazdicového epitelu se dale ned¢li,
postupné odumiraji a u kuze se odlupuji. HPV vsak mé schopnost svymi proteiny udrzovat
proliferacni aktivitu téchto bunék dale, coz je pro jeho mnozeni nezbytné (Doorbar

2006;Bernard 2005;Doorbar et al. 2015).
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Obrézek 7 Replikace HPV (Doorbar 20006)

Kdyz se HPV dostane k bazalnim bunkam, zachyti se na membrané hostitelské bunky a je
transportovan dovnitf. DuleZitou roli pfi vychytavani viru muaze hrat proteoglykan heparan
sulfat. Pro ucinnou infekci vyzaduje HPV pfitomnost i sekundarnich receptort,
a pfedpoklada se, Ze tuto ulohu hraje « 6 integrin (Doorbar 2005). Poté, co se virus dostane
do hostitelské bunky, jeho DNA je nejdiive v epizomalni formé (nenf integrovana do DNA
hostitelské bunky). Je replikovana v S-fazi bunécného cyklu spolu s DNA hostitelské
bunky. U takto infikovanych buné¢k se tak vytvoil jenom nékolik kopii DNA viru.
Dulezitou roli zde hraji proteiny E1 a E2.

V suprabazalnich vrstvach, kde bunky prochazeji diferenciaci, pak virus pfejde do aktivni
taze a dojde k intenzivngjsi tvorbé virovych proteint. Vznik maligntho nadoru muze
zpusobit virus HR HPV a jeho integrace do hostitelského genomu, a nckolik
chromozomalnich abnormalit. Dtlezitou roli zde hraji onkoproteiny E6 a E7. Pfi integraci
HPV DNA do hostitelského genomu dojde k zlomu cirkuldrni DNA v mist¢ ORF E1/E2
a E4. Dalsi virové onkogeny jsou neporuseny a dal aktivné pfepisovany. Po fragmentaci
proteinu E2 jako negativniho faktoru dojde k mnohonasobnému zvyseni transkripce E6

a B7. Tim se stimulujf diferencované bunky do S-faze bunécného cyklu a tak dojde k déleni.

Inaktivuji se tumorsupresorové geny, které jsou nezbytné pro spravny bunécny cyklus

¢i apoptézu bunky — jde o P53 a pRb. Po navazani onkoproteinu E7 na protein pRb
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inhibuje jeho funkci. V bunce nedochazi k opravé DNA a pokracuje dil ve svém cyklu
a nasledné¢ na zakladé zpétné vazby dochazi k vzestupu p16INK4a. U nadort, kde ma HR
HPV etiologickou souvislost, byla prokazana ve vysokém procentu zvysena exprese tohoto
proteinu (Smith et al. 2008; Wang et al. 2004; Reuschenbach et al. 2008). Onkoprotein E6
se vaze na bunéény protein P53, ktery degraduje a inhibuje. Ztrata funkce P53 vede
k poruse regulace bunécného cyklu a podporuje mutace, chromozomalni nestabilitu a
nasledné karcinogenezi hostitelské bunky (Obrazek 8) (Werness et al. 1990; Reuschenbach
et al. 2008).
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Obrazek 8 Modul buné¢ného cyklu HPV (De Freitas et al. 2014)

Asi nejvice byla prozkoumana forma vyskytu a nasledny prabéh HPV u karcinomu
délozniho hrdla, kde na pocatku byla dulezita integrace HPV DNA do genomu hostitelské
bunky. U HPV 18 to bylo ve 100 % pfipadt, u HPV16 pfiblizné v 80 %. Premaligni 1éze
CIN3 a carcinoma in situ (CIS) byl nélez jak epizomalni, tak integrované HPV DNA. CIN
I-1I byl nalezen nejcastéji v epizomalni formé (Hudelist et al. 2005;Vinokurova et al. 2008).

U nadorua hlavy a krku jsou vsak vysledky rtzné. Jsou prace, které popisuji pfitomnost
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epizomalni, integrovanou i pfitomnost obou forem HPV DNA pozitivnich nadora (Mellin

et al. 2002; Koskinen et al. 2003; Hafkamp et al. 2008).

Integrace HPV do genomu jesté nemusi nutné znamenat, ze dojde ke zvySenym hladinam
virovych onkogena nebo ze dojde ke konkurenénimu bujeni ve srovnani s bunkami
obsahujici epizomalni formu (Scarpini et al. 2014). Dle riznych autorti mize byt integrace
HPV nahodnym procesem vyskytujicim se u téméf vSech chromozomdu, v blizkosti ¢i
v ramci kfehkych mist ¢i blizko translokacnich zlomovych bodi, transkripéné aktivnich
mist nebo v kontrolnich genech. Pokud tedy dojde k nadorovému bujeni, vzniknou zmény
v genomu, které se dale pfepisuji, napiiklad vzniknou cetné kopie DNA, nebo inter
a intrachromozomalni pfestavby (Wentzensen et al. 2004; Ragin et al. 2004; Khoury et al.

2013). U mnoha z téchto akci je zdokumentovan jejich podil na vzniku zhoubného nadoru.

1.2.3 HPV a nadory dutiny ustni a orofaryngu

Jak jiz bylo zminéno, vyznamnou roli pfi vzniku vétsiny nadora hlavy a krku ma koufen,
a v kombinaci s abtuzem alkoholu se toto riziko prudce vzrista. V poslednich desetiletich
vsak pfibyva pacientu, kde jako dulezity etiologicky agens pfi vzniku malignity dutiny astni
a orofaryngu je HR HPV. Nejvétsi zastoupeni HR HPV pozitivnich nadort v ORL oblasti
maji patrové mandle (Hansson et al. 2005; Rotnaglova et al. 2011). Néktefi autofi
pfirovnavaji jednovrstvovy epitel tonzily k epitelu délozniho hrdla, protoze maji pomérné
velky povrch vzhledem k pfitomnosti hlubokych krypt a taky mechanicka obména bunék
je nizsi (Frisch & Biggar 1999). To vse zvysuje predispozici pro proniknuti HPV infekce.
Celkove roste incidence HPV pozitivnich karcinomt hlavy a krku zatimco incidence

karcinomu HPV negativnich je stacionarni nebo dokonce klesa.

Profil pacienti s HPV pozitivnim nadorem je celkové jiny. Na rozdil od pacientd, kde je
nador zpusoben koufenim a alkoholem, je mezi témito pacienty vysoky podil nekufakua a
jen mirnych konzumenti alkoholu. Maji také castéji vyssi vzdélani a dobré socialni
postaveni, jejich celkovy zdravotni stav je zpravidla lepsi. Dle D’Souzy a spol. (D’Souza et
al 2007) je wvyskyt orofaryngealniho karcinomu spojeny s oralni infekci HPV a
séropozitivitou HPV, a to bez ohledu na historii konzumace alkoholu nebo tabaku. Castéji
postihuji tyto nadory muze, 1 kdyz za posledni desetileti se pozoruje stoupajici incidence i
u zen. VéEk pacienta s nadory orofaryngu je v dnesni dobé pfiblizné o 5 let nizsi nez pred
20 lety, coz opét pravdépodobné souvisi s jinou etiologii. Novéji je v nékterych
zahrani¢nich souborech pozorovan jesté¢ vyraznéjsi posun smérem k niz§im vékovym

skupinam (Gillison et al. 2015).
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Prognéza pacientt s HPV-pozitivnim nadorem je na rozdil od HPV-negativnich lepsi, a to
nezavisle na typu pouzité terapie, a to i pfesto, ze tito pacienti maji castéji metastatické
postizeni regionalnich lymfatickych uzlin. Lymfatické uzliny a velikost primarniho nadoru
jsou vyznamnym prognostickym faktorem, ale u HPV-pozitivnich nadort tonzil nema

postizeni uzlin prognosticky vyznam (Straectmans et al. 2009).

Duvodem lepsiho pfezivani pacienta s HPV pozitivaimi nadory je pravdépodobné fakt, ze
mechanismus vzniku HPV-pozitivnich nadort je jiny, nez u HPV-negativnich. Vysvétluje
se to teoril, ze v téchto nadorech dochazi pouze k inhibici tumorsupresorovych genti
virovymi onkoproteiny E6, kdezto u HPV-negativnich je podobného efektu dosahovano
cetnymi mutacemi (Mellin et al. 2000). K lepsi reakci nadoru na terapii podle dalsi teorie
piispiva i imunitni systém a jeho reakce na virus. Roli patrné hraje i to, Ze se jedna o mladsi

pacienty bez pfidruzenych zavaznych komorbidit.
1.2.4 Diikaz pfitomnosti HPV a jeho detekce

Dokazat pfitomnost HPV v nadoru je mozné nékolika zptsoby na molekularni drovni,

a to bud’ z tkané nadoru, vyplachu dutiny ustni ¢i z krve.

Jde o deteket:

e HPV DNA a RNA z nadorové tkané a z vyplachu dutiny dstni
e P16 a P53 — imunohistochemicky z nadorové tkané

e HPV specifickych protilatek — z krevniho séra

Je vsak tfeba mit na zfeteli, ze pf{tomnost viru jest¢ neznamena, ze je zapojen jako
etiologicky faktor. Je tfeba vyuzit markery, které pfimo poukazuji na jeho zapojeni

do kancerogeneze, a odlisit tak ty, kde HPV je jenom nahodnou infekci.

1.2.4.1 Detekce HPV DNA

HPV DNA muzeme ziskat z nadorové tkané, nebo z bunék ziskanych z vyplachu dutiny
ustni. Nejcastéjsi metodou je polymerazova fetézova reakce (Polymerase Chaine Reaction,
PCR). Pii ni se uzivaji bud’ primery se Sirokym spektrem (identifikuji celou fadu HPV)
cilené na tuseky specifické pro region (napf. L1) a HPV typizace je dale provedena
obracenou hybridizaci (reverse line blot — RLB) se sondami specifickymi pro 37 typu. Lze
také vyuzit typove specifické primery. V pfipadé, ze vysledek neni jednoznacny, vyuziva se

dale metoda sekvenace.
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Metoda FISH (fluorescencni in situ hybridizace) je zalozena na vyuziti DNA sond, které
jsou znacené fluorochromem. Tato sonda se vaze k cilové sekvenci DNA, a to pak mtuzeme

sledovat pod fluorescenénim mikroskopem vybavenym vhodnym filtrem.

V nadorovych tkanich dutiny dstni a orofaryngu jsou zastoupeny alfa-papilomaviry, kde je
nejcastéjsim identifikovanym typem typ HR HPV 16. Dalsi typy jsou pak HR HPV 18, 33,
35, 52 a 58. Nejcastéjsi lokalizace téchto typu nadoru je v tonzilich (pramérné v 70 %)
(Rotnaglova et al. 2011), dale v oblasti kofene jazyka, a nejméné je to v oblasti dutiny dstni
(Tachezy et al. 2009). To, ze se HR HPV podili na vzniku nadoru — hlavné tonzilarniho,
ukazuje i stav, kdy zastoupeni tohoto viru v tkani nepostizené nadorem je hodné nizké.
Studii zabyvajicich se prevalenci HR HPV v nenadorové tonzilarni tkani neni mnoho,
nicméné uvadéji prevalenci v rozmezi 0-8%. Nenadorova tonzilarni tkan byla ziskana od
pacientt po tonzilektomii pro chronickou tonzilitidu, peritonzilarni absces ¢i SAS (Sleep

Apnoe Syndrom — syndrom spankového apnoe) (Kreimer et al. 2010;D'Souza et al. 2014).

Pritomnost HPV DNA ve vyplasich dutiny asti dale korelovala s pfitomnosti HPV
v nadorové tkani a ve vétsiné i s typem viru. To poukazuje na moznost vyuziti
neinvazivntho vysetfeni HPV infekce v ORL oblasti. Na rozdil od nadorové tkané

se ve vyplachu objevuje i nizkorizikovy typ HPV (Koslabova et al. 2013;Smith et al. 2004).

1.2.4.2 Detekce RNA

Pritomnost HPV DNA vnadorové tkani jest¢ neznamena, ze je zapojeny
do kancerogeneze. Jednou z moznosti, jak zjistit jeho transkripéni aktivitu, je detekce
mRNA, a to konkrétné HPV E6 a E7 mRNA (Lindquist et al. 2007), protoze v nadorové
tkani podminéné HPV infekci se tvoif pomérné velké mnozstvi virovych onkoproteina E6

a E7. To se povazuje za pfimy marker HPV infekce.

PCR specificka pro onkoprotein HPV 16 E6* I mRNA se provadi na cDNA ziskané
reverzni transkripci z izolované a DNazou opracované RNA. Tato metoda nevyzaduje
zmrazenou tkan, ale muze vyuzit i tkan fixovanou formalinem, nebo tkan v parafinu.
Korelace HPV 16 E6* I mRNA se vzorkem tkani nadort tonzil pozitivni na HPV 16 DNA
byla v nasich vysledcich vysoka — 93 % (Rotnaglova et al. 2011). I kdyz je detekce E6/E7
mRNA pfijata jako standard pro prokazani etiologické souvislosti HR HPV a nadorem,
neni tato metoda vzhledem k riziku degradace RNA a své naro¢nosti vhodna pro pouziti

v bézné praxi. Z toho divodu byly testovany dalsi markery aktivn{ infekce HPV.
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Dalsi moznosti je vySetfeni integrace HPV DNA do genomu hostitelské bunky, a to
zjisténim piitomnostt HPV E2 RNA, kde jeho nepfitomnost a zaroven detekce vysokych
hodnot exprimovanych onkoproteint E6/E7 znadi jeho integraci. Na druhé strané muze

jeho pfitomnost u HPV pozitivntho nadoru vypovidat o jeho epizomalni formé.

1.2.4.3 Imunohistochemie P16 a P53

Dal$i moznosti, jak zjistit pfitomnost HPV v nadorové tkani, je detekovat P16 a P53
pomoci imunohistochemie. Jedna se o markery, které maji velmi dobrou korelaci s DNA 1
RNA viru a také znaci jejich zapojeni do kancerogeneze. Poukazuji na aktivitu
onkoproteint viru. Jak jiz bylo zminéno vyse, tumorsupresorovy gen TP53 u HPV
pozitivnich nadort je ptsobenim virového onkoproteinu E6 inhibovany, a ztraci tim svoji
funkci. Na rozdil od nadort hlavy a krku zptsobenych koufenim a alkoholem, je TP53
mutovany a tyto nadory jsou radiorezistentnéjsi — pacienti maji hors prognézu preziti. U
proteinu P16 ma dulezitou roli virovy onkoprotein E7, ktery inhibuje funkci pRb (viz
nahofe). Jeho nejvyznamnéjsi protein je z rodiny INK4a — cyklin-dependentni kinaza p16.
V bunce nedochazi k opravé DNA, pokracuje dal v cyklu a nasledné dochazi k vzestupu
p16INK4a na zakladé zpétné vazby. P16 je pomérné spolehlivy, specificky marker, ktery
poukazuje na aktivitu viru, a na rozdil od mRNA je méné naro¢ny na detekci (Hoffmann
etal. 2010;Rotnaglova et al. 2011). Tato metoda je dnes jiz rutinné pouzivana a ma pomérné

vysokou senzitivitu a specificitu.

1.2.4.4 Sérologie

Imunitni systém reaguje na virovou infekci tvorbou specifickych protilatek. V ptipadé¢ HPV
infekce jsou to dva typy — protilatky proti hlavnimu pozdnimu kapsidovému proteinu (I.1)

a protilatky proti casnym antigenim — onkoproteinim E6 a E7.

Velky kapsidovy protein L1 je na povrchu virionu a pfi infekci se jako prvni dostava
do kontaktu s hostitelskym imunitnim systémem, ¢imz stimuluje imunitnf odpoveéd
organizmu. Pro detekci protilatky proti kapsidovému proteinu se pouzivaji ¢astice podobné
viru (Virus-Like Particles, VLP), tvofené z kapsidy bakulovirovych rekombinant, které
exprimuji L1 (u typu 6, 106, 18, 31, 33) nebo oba proteiny (L1 a L2) (typ 11). Detekovatelné
hladiny protilatek se v periferni krvi objevuji 1 — 12 mésict po infekci, jejich mnozstvi zalezi

kromé jiného na intenzité a délce infekce.

Dal$i detekovatelné protilatky jsou proti onkoproteinim E6 a E7 a uzeji souviseji

s vyvojem nadoru, pfedevsim proti vysoce rizikovym HPV, hlavn¢ HPV 16 (Gillison et al.
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2000;Lehtinen et al. 2003). K detekci se pouzivaji proteiny virovych antigend s GST

(glutation-s-transferaza), které jsou pfipravované v bakterialnim expresnim systému.

Zatimco VLP protilatky odrazeji celozivotni expozici HPV, protilatky E6 a E7 se jenom
zfidkakdy vyskytuji u zdravych jedinct, jak jiz bylo dokazano v pracich u cervikalnich
karcinomu (Hamsikova et al. 2000;Di et al. 1998). Také hladina titru protilatek po tspésné
terapii klesa. Proto by se tyto markery se daly pouzivat pfi dispenzarizaci pacienta s HPV
pozitivnim nadorem hlav a krku po ukonceni terapie, coz by pomohlo odhalit recidivu

onemocnéni.

K detekci protilatek se pouziva metoda ELISA — enzymoimunoanalyza (Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay), kterd vyuziva kombinace enzymaticky znacené protilatky
s absorpci nékteré reakcni slozky na vhodny povrch, napiiklad na dualek sérologické

desticky. Pouziva se na detekci antigend, protilatek, nadorovych markr, toxinu a jiné.

ELISA ma n¢kolik variant. VSechny jsou zalozeny na vysoce specifické interakei antigenu
a protilatky. Imunoglobuliny maji schopnost vazat se na povrch plastti a jsou schopné vazat
enzymy na Fc fragmenty imunoglobulinovych molekul. Takze na povrchu jamky
polystyrenové desticky je vazan antigen. Poté se do jamky pfida zkoumané sérum, a pokud
je v ném pfitomné protilatka, tak se navaze na antigen, ktery Ipi na jamce. Po pfemyti se
ptida daldi protilatka (komer¢né dostupna a znacena barvickou, nebo enzymem). Po dalsim
pfemyti se pfida substrat a vznikne barevna reakce (Obrazek 9). Tu je pak mozné

spektrofotometricky detekovat podle zmény barvy.

D > >e D>

antigen navazany znadena
na pevneé fazi vzorek protilatka substrat

Obrazek 9 Schéma metody ELLSA
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2 HYPOTEZA A CILE PRACE

HPV hraje dulezitou roli v procesu kancerogeneze. Pfedpoklada se, ze prozkoumani
markerd HPV infekce pfispéje k zlepseni diagnostiky nadoru iniciované HPV a v priabéhu
dispenzarizace pomuze k brzkému odhaleni recidivy. Slibnymi cestami tohoto vyzkumu

a zaroven cili pfedkladané prace byly nasledujici studijn{ oblasti:

e Zjistit prevalenci a typovou specificitu HPV u pacientt s dlazdicobunéénym nadorem
orofaryngu a dutiny dstni

e Zjistit, jestli je v HPV DNA pozitivnich dlazdicobunécénych karcinomech dutiny ustni
a orofaryngu pfitomny virus i ve vyplasich dutiny ustni, a zjistit pfitomnost protilatek
proti HPV infekci v krvi pacienta

e Overit vhodnost a mozné vyuziti pro klinickou praxi neinvazivnich markera HPV
infekce — pfitomnost protilatek a ptitomnost HPV DNA ve vyplachu pro pfesny
vybér pacientd s onemocnénim spojenym s HPV anasledné jejich vyuziti
v dispenzarizaci pacienta po terapii

e Zjistit, zda se navzajem klinicky a demograficky lis{ pacienti dle HPV pozitivity ¢i
negativity nadoru

e Zjistit, zda pacienti s dlazdicobunécnym karcinomem dutiny ustni a orofaryngu, kde

do etiologie je zapojen HPV, 1épe piezivaji

strana 30|79



3 MATERIAL A METODIKA

3.1 SOUBOR PACIENTU

Do této studie byli zafazeni chirurgicky léceni pacienti pro primarni, histologicky
verifikovany dlazdicobunécny karcinom dutiny ustni a orofaryngu (MKN-10: CO1-
C06,C9-10) na Klinice otorinolaryngologie a chirurgie hlavy a krku 1. LF UK a FN v
Motole mezi lety 2001 — 2007.

Tato studie byla schvalend etickou komisi FN v Motole a UHKT v Praze. Pacienti, kteff
byli zatazeni do studie, podepsali informovany souhlas a taky vyplnili dotazniky tykajici se
koufeni a konzumace alkoholu, zjist'ovala se socialni a pracovni anamnéza, vzdélani
a sexualni chovani. Celkem bylo do studie zafazeno 142 pacienti. Vsem jsme pfi zafazeni
do studie odebrali 10 ml krve, s vyjimkou jednoho byl proveden vyplach dutiny ustni a
u vsech se odebral v pribéhu operace vzorek nadorové tkané. Dale byli zatazeni pacienti
léceni podle protokolu kliniky a dispenzarizovani po celou dobu trvani studie. Vsechny
udaje a dotazniky spolu s vysledky byly zpracovavany anonymné a spolupracovnici

v laboratofi neméli pfistup k udajiam, podle kterych by pacienta mohli identifikovat.

Po ukonceni terapie byl kazdy zafazeny onkologicky léceny pacient dile dlouhodobé
sledovan a byl zaznamenavan jeho zdravotni stav. Mésic a rok po lé¢bé byla opét odebrana

krev — 10 ml — a rok po terapii byl proveden i vyplach dutiny dstni.

3.2 VZORKY TKANE TUMORU

V priabéhu operacntho vykonu byl z primarniho nadoru odebran vzorek velikosti asi
5x5 mm a rychle transportovan na Ustav patologie a molekularni mediciny 2. LF UK do
laboratofe. Vsichni pacienti, kromé tif z nich, byli primarné 1éceni chirurgicky. U tif
pacienti lé¢enych nechirurgicky byl v lokalni anestezii biopticky odebran vzorek a byl

zpracovan stejné jako perioperacné zfskana tkan.

Vzorek byl patologem rozdélen na dveé casti. Jeden byl zmrazen na teplotu
-70 °C a ulozen pro dalsi vysetfeni a zkoumani. Druhd ¢ast byla fixovana (10% neutralni
pufrovany formol) a nasledné zalitd do parafinu. U kazdého parafinového blocku byl
patologem vzdy vysetfen prvni fez, ktery oveéfil, zda obsahuje minimalne 10 % nadorovych

bunék, dalif dva fezy byly uchovany pro dalii vysetfeni v laboratoii UHKT, kde se izolovala
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DNA a RNA, a pro imunohistochemické vysetfeni patologem. Posledni fez pak byl opét

vyhodnocen na obsah potfebného mnozstvi nadorové tkané.

3.3 VYPLACH DUTINY USTNI

Ve,

byl odebran vyplach z dutiny dstni. Pacient si po dobu 30 sekund vyplachoval dutinu ustni
5 ml sterilniho fosfatem pufrovanym fyziologickym roztokem (Phosphate Buffered Saline,
PBS, pH 7.4; AccuGENE, Cambrex Bio Science, Verviers, Belgium). Vyplach byl ulozen
do lednice pfi +4 °C a nasledujic{ den odeslan do laboratofe ke zpracovani. Vzorky byly
stoceny po dobu 7 minut pfi 3 000 otackach za minutu, usazenina se dvakrat promyla 30
ml PBS a 10 ml PBS v uvedeném portadi, a bunky byly resuspendovany v 5 ml PBS. Pocty
dlazdicovych a bazalnich bun¢k na 1 ml suspenze byly stanoveny v hemocytometru. Tim
se urcilo mnozstvi bunék, z kterych bylo mozné izolovat DNA. Pramér bazalnich bun¢k
byl kolem 10* — 10°/ml, a spinocelularnich buné¢k 10* — 10°/ml. Burky byly rozdéleny

do alikvotl a zmrazeny na -70 °C.

3.4 KREV

P1i vstupu do studie bylo odebrano od vsech pacientt 10 ml srazlivé krve. Dale byl odbér
od pfezivsich pacientt proveden meésic a rok po ukonceni 1écby. Krev jsme skladovali
pii +4 °C a maximalné den po odbéru jsme ji odeslali do laboratofe. Tam bylo sérum
ziskané stacenim pfi 1 600 otackach po dobu 10 minut ulozeno v mikrozkumavkach (typ

Eppendorf) pii teplote -20 °C.

3.5 TIzoLACE DNA A RNA

3.5.1 Parafinové fezy s biopsiemi

Z parafinovych fezu tlustych 20 pum byla izolovana HPV DNA a RNA. Aby se pfedeslo
piipadné kontaminaci, byl kazdy paty fez cisty parafin. Vsechny nastroje pouzité

pii manipulaci s kazdym jednotlivym vzorkem byly osetfeny etanolem.

Xylenem jsme odstranili parafin z fezu. V 62 vzorcich byla provedena extrakce DNA
pomoci proteindzy K 200 g ml” inkubaci (Sigma, St. Louis, MO, USA) v lyzaé¢nim pufru
(50 mM Tris-HCI, pH 8, 5 mM EDTA, pH 8, 1% Tween 20) po dobu 2 hodin pii 55°C.

Proteinaza K byla inaktivovana pii 95 °C po dobu 10 minut a vzorky byly skladovany
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pii teploté -20 °C. Na kazdych devét vzorka pFipadl jeden negativni — kontrola, kterd byla
zafazena do procesu pfipravy DNA. Do studie jsme pak zavedli novou metodu extrakee,
ktera umoznila soucasnou extrakci DNA i RNA. Dalsich 80 vzorkt bylo zpracovano
pomoci Ambion RecoverAll™ Total Nucleic Isolation Kit pro FFPE tkani (Applied
Bioscience, Austin TX, USA). Parafin jsme i zde vymyli xylenem a nasledné inkubovali
s Digestion pufrem a proteinazou K pfi 50 °C po dobu 3 hodin. Cést vzorku (polovinu)
jsme odebrali a ta byla pouzita k izolaci RNA. Pro izolaci DNA jsme pokracovali inkubaci
dalsich 48 hodin. Poté jsme pfidali Isolation aditive a promichali, pfidali etanol a vzorek
jsme nanesli do kolonek, dali do centrifugy a proplichli roztokem Wash 1 a Wash 2/3.
Dals{ inkubace se provedla po pfidani RNazy, a opét jsme proplachli roztokem Wash 1 a
Wash 2/3. Roztokem Elution solution jsme odstranili DNA a skladovali pfi -20 °C. Izolace
RNA probihala hned po pocatecni tithodinové inkubaci. Postup byl stejny jako pfi izolaci
DNA, jenom DNA byla odstranéna DNazou. Vysledny produkt se dale skladoval pfi -
70 °C.

Pozornost byla vénovina zejména zabranéni kfizové kontaminace vzorkQ.

3.5.2 Vyplach dutiny tastni

Na zacatku jsme dle protokolu firmy izolovali DNA z vyplacha dutiny dstni za pomoci
kitu Qiagen DNA Blood Midi Kit firmy Qiagen. Vzorek byl nejdfive rozmrazen, pak jsme
k nému pfidali Proteasu Q a AL pufr a inkubovali 10 minut pti 70 °C. Poté bylo ke vzorku
pfidano 100 % etanolu a centrifugovalo se pfes kolonky Qiagen. Pak byl vzorek promyt
pomoci pufru AW1 a AW2. Pomoci AE pufru jsme promyli DNA, pfesrazeli s etanolem
a rozpustili v 10 mmol/1 Tris-HCl pufru s pH 8,0, kde konec¢ni koncentrace DNA byla ze
7 500 bun¢k v 1 pl. Dalsi skladovani vzorka bylo pii teploté -20 °C.

V prabéhu studie jsme zménili postup a kit (metoda Gentra Puregene firma Qiagen)
k izolaci DNA, protoze se prokazala veétsi vytéznost viru — pozitivita byla o 20 % veétsi.
Proto jsme vSechny negativni a dal$f nové vzorky vysetfovali timto kitem. DNA pro detekci

HPYV byla extrahovana z minimalné 250 000 bunck.

Zkumavky jsme pak pfi laboratorni teploté centrifugovali pii 3 000 RPM 5 min,

supernatant nasledné odsali, pfidali 300 ul lyza¢niho roztoku a 5 pl proteinazy K a
inkubovali pfi 55 °C po dobu 2 hodin. Po inkubaci jsme pfidali 1,5 pl roztoku RNAsy A a

dale inkubovali pfi 37 °C 15 minut. Vzorky jsme rychle zchladili na pokojovou teplotu

pomoci ledu, pak pfidali 100 ul roztoku rozpoustéjictho proteiny, promichali, ulozili na led
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na pét minut a poté centrifugovali pfi 14 000 RPM. Do cisté zkumavky jsme pak pfenesli
supernatant a promyli 100% isopropanolem a 70% etanolem, opét stocili a supernatant
odstranili. Pak jsme k sedimentu jesté pridali DNA pufr tak, aby vysledny objem mél DNA
ze 7 500 bunck v 1 pl. Poslednim krokem byla jest¢ inkubace vzorku hodinu pii 65 °C a

skladovali jsme jej pii -20 °C.

Tady jsme taky na kazdych 7 vzorka pfidali jednu zkumavku s vodou pro monitorovani

eventualn{ kontaminace mezi vzorky v prubéhu zpracovani.

3.6 PCR-POLYMERAZOVA RETEZOVA REAKCE

3.6.1 PCR kontrolniho genu u DNA z parafinovych feza — beta-globinova PCR

Tato PCR byla provedena jako prvni u kazdého vzorku. Ukazuje na nepfitomnost

inhibitord, a zda je ve vzorku dostate¢né mnozstvi DNA.

Amplifikovali jsme z genu pro lidsky beta-globin fragment (110 pb), na ktery jsme pouzili
primery PC 03 (5" ACACAACTGTGTTCACTAGC3) a PC 04
(5" CAACTTCATCCACGTTCACC3") (Gravitt et al. 2003). Tato reakcni smés obsahovala
1x koncentrovany reakéni pufr (Fermentas), 4,0 mmol/l MgCl2, 0,2 mmol dNTP, 0,05
pmol z kazdého primeru (PC 03 a PC 04) a 2,5 U Taq polymerazy (Fermentas). Celkovy
objem ¢inil 50 pl. Poté se zkumavka se vzorkem vlozila do cykleru. Program pro tuto PCR
zacinal s pocatecni denaturaci 5 minut pii 95 °C, a poté se 40 cykla skladalo z denaturace
1 minutu pfi 95 °C, hybridizace primert pfi 55 °C dalsi 2 minuty a nasledné syntéza fetézct
2 minuty pfi 72° C. Na konci syntézy vsech fetézcu se pfidala jesté inkubace, ktera trvala 3

minuty p#i 72 °C (Obrazek 10).
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Vzorky DNA z tkané tumoru

Pozitivni kontrola STHA DNA

Marker pUC18/Mspl

Obrézek 10 Vysledek elektroforézy PCR produkta detekce beta-globinu u vybranych vzorka

3.6.2 GP5+/GP6+BIO PCR - detekce HPV v DNA =z tkané v parafinovych

blocich a z vyplachu dutiny ustni

Detekci HPV jsme provedli u vSech vzorkd, u kterych byl kontrolni gen pozitivni. Pouzili
jsme obecni primery GP 5+ (5"TTTGTTACTGTGGTAGATACTAC3") a GP 6+
znaceny biotinem (GP6+BIO) (5"GAAAAATAAACTGTAAATCATATTC3), které
amplifikuji usek v L1 genu dlouhy 150 pb (Snijders, 1990). Reakéni smés tvofilo 10 mmol/1
Tris-HCI, pH 8,5; 50 mmol/l KCl, 4 mmol/l MgCls, 200 pM kazdého dNTP, 0,5 pmol
primerd GP5+ a GP6+ a1 U AmpliTaq Gold polymerazy (Applied Biosystems). Celkovy
objem tvofil 50 ul. Vzorek se vlozil do cykleru na program, ktery zacinal pocatecni
denaturaci 5 min pfi 94 °C, a dale tvofil 40 cykluy, ktery se skladal z denaturace 90 sec pti
94 °C, hybridizace primera 30 sec pfi 38 °C a syntézy fetézce 80 sec pii 71 °C. Posledni

cyklus, ktery dokoncil syntézu fetézct, trval 4 min pfi 71 °C (Obrazek 11).
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Vzorky DNA z tkané tumoru

Pozitivni kontrola STHA DNA

Marker pUC18/Mspl

Obrazek 11 Vysledek elektroforézy PCR produktl detekce beta-globinu u vybranych vzorka

3.6.3 MY09/11 PCR

U vzorku se spornym vysledkem — vysledek byl jasné pozitivni na HPV na gelu a negativni
pfi typové specifické hybridizaci, se dile provedla MY09/11 PCR a vysledek se dale pouzil
k sekvenaci. Primery pro tuto PCR tvofili MY09 (5°CGTCCMARRGGAWACTGATC3")
aMY11 (5’"GCMCAGGGWCATAAYAATGG3"), které amplifikuji dsek v L1 genu
dlouhy 450 pb (CP PCR L1) (Manos et al., 1989) a soucasn¢ primery GH20 a PC04 pro
lidsky beta-globin. Reakéni smés byla slozena z 1x koncentrovaného reakéniho pufru
(Fermentas), 4,0 mmol/l MgCl2, 0,2 mmol kazdého ze ¢tyf ANTP, 0,5 pmol kazdého
primeru (MY09 a MY11), 0,05 pmol primera GH20 a PC04 a 2,5 U Taq polymerazy
(Fermentas). Dale se pfidala izolovana DNA — 4 ul — a voda do celkového objemu 50 pl.
Poté se vzorek vlozil do cykleru, kde na zacatku byla provedena denaturace 5 minut
pii 95 “C. Poté pokracovala PCR ve 40 cyklech, kde se kazdy cyklus skladal z minutové
denaturace pfi 95 °C, dvouminutové hybridizovani primeru pfi 55 “C a syntéza fetézce 2
minuty pfi 72 °C. Na zavér a ukoncen{ cyklu se pfidala inkubace pfi 72 °C, ktera trvala 3

minuty (Obrazek 12).
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V cykleru PTC 200 firmy M] Research, INC se amplifikovala DNA. Po dokonceni bylo
z kazdého vzorku 10 ul PCR produktu pouzito na elektroforézu v 3% agarozovém gelu

(NuSieve 3:1, FMC BioProduct). Elektroforéza byla provedena po kazdé PCR.

Vzorky pozitivni
na beta-globin a
HPV DNA

Vzorky DNA z tkdné tumoru

Pozitivni kontrola STHA DNA
Marker pUC18/Msp.

————————————

Obrazek 12 Vysledek elektroforézy PCR produktt detekce HPV DNA a beta-globinu u vybranych vzorka

3.7 OBRACENA HYBRIDIZACE

HPV typizace byla provedena obracenou hybridizaci (Reverse Line Blot, RLB), ktera ma
sondy specifické pro 37 typu. Komeréné pfipravené specifické oligonukleotidy, jsme
kovalentné navazali na negativné nabitou membranu — Biodyne C pfes aminoskupinu na
5" konci. Membranu jsme nejdfive aktivovali 16% 1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)
carbodiimidem (EDAC). Poté jsme membranu promyli a dali do blotovactho zafizeni
MN45 (Inogmunetics). Poté jsme na membranu nanesli pfipravené amplikony a inkubovali
pii 42 °C. Po hodin¢ jsme membranu pielozili, 2x promyli a inkubovali pomoci
streptavidinového konjugatu znaceny peroxidazou 1 hodinu pfi 42 °C. Poté jsme
membranu promyti a navazané amplikony jsme detekovali za pomoci ECL detekéniho kitu
(Amersham Biosciences), ktery je chemiluminiscentni. Nasledné¢ jsme membranu

detekovali na LumiFilm (Roche) po dobu 10 sekund, 1 minutu a 5 minut (Obrazek 13).
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Obréazek 13 Membréina detekovnd na LumiFilm po jedné minuté

3.8 METODA SOUTHERN BLOT

Southern blot je metoda, kterou jsme potvrdili specificitu amplifikace primerd MY09/11,
ato hybridizaci PCR produkti. Na gel byl nanesen PCR produkt, ten byl kratce
depurinovan v 0,25 mol/l1 HCl a poté ponotfen do roztoku alkalického pH (0,4 mol/1
NaOH, 0,6 mol/1 NaCl) na 10 minut, ktery se pouzivd na pfenos DNA na membrinu
(nylonova membranu Biodyne B (Pall Biosupport)). Neutralizace membrany byla
provedena 15 minut v 1 mol/l Tris-HCl, pH 7,4 a 1,2 mol/l NaCl. Dal jsme provadéli
hybridizaci se smési péti prob dlouhych 410 pb, které jsou specifické pro HPV11, 16, 18,
31 a 51, aoligoproby pro lidsky beta-globin. Za pouziti typové specifickych primera
a DIG-11-dUTP (Boehringer Mannheim) jsme generovali a znacili PCR HPV préby.
Membranu, na které byli nanesené vzorky, jsme poté dvé hodiny prehybridizovali

v ptehybridizacnim pufru pii 42 °C — slozeni: 5x high grade SSC, 20 % formamid, 0,1 %
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ficoll, 0,01 % BSA, 50 mM Na,POs, 0,1 % high grade SDS, 0,1 mg/ml Herring sperm
DNA. Pak jsme k tomuto roztoku pfidali préby a tuto membranu jsme hybridizovali
ptfes noc pti 42 °C. Navazanou probu jsme dvakrat odmyli po péti minutich v 30 ml
roztoku A (2xSSC; 0,1%8SDS) pfi pokojové teploté. Pak tfikrat po tficet minut v 300 ml
roztoku B (0,5xSSC; 0,1%SDS) pfi 50 °C. Poté jsme provedli detekei s pouzitim setu - DIG-
Wash and Block Buffer, Anti-digoxigenin-AP (FAB fragment), CSPD ready-to-use
(Boehringer Mannheim). Promyvacim roztokem (30 ml, sloZeni: kyselina maleinova (0,1
mol/l), NaCl (0,15 mol/l), Tween 20 (0,3%), pH 7,5) jsme nasledné ekvilibrovali
membranu a inkubovali v blotovacim roztoku (slozeni: kyselina maleinova (0,1 mol/l),
NacCl (0,15 mol/l) a 3,5 % blokovaci reagens) 45 minut. Pak jsme pfidali FAB fragment a
inkubovali dalsich 30 minut. Membranu jsme opét tiikrat promyli 15 minut ve WB (30 ml)
a v detekénim roztoku ekvilibrovali (slozeni: Tris-Cl (0,1 mol/I); NaCl (0,1 mol/I), pH 9,5)
pét minut. Takto pfipravenou membranu jsme jest¢ inkubovali s CSPD pét minut pii
laboratorni teploté a nakonec jesté pii 37 °C po dobu 15 minut. Poté se membrana pul

hodiny exponovala na Lumi-Film Chemiluminescent Detection (Boehringer Mannheim).

3.9 SEKVENACE

Jak jiz bylo zminéno vyse, u vSech diskrepancnich vzorkd, kde na gelu byl jasny prouzek
a pii reverzn{ hybridizaci nebyl uréen typ, jsme na jeho typizaci provedli sekvenaci. Pomoci
Qiagen kitu (MinElute Gel Extraction kit) jsme izolovali PCR produkt z 2% agarozového
gelu (NuSieve GTG agarose, FMC BioProducts) a nasledné jsme provedli sekvenaci
omoci BigDye Terminator Primer Cycle Sequencing kitu (Perkin Elmer Cotrporation).
p gLy y q g P
Analyza byla provedena na ABI PRISM 310 (Perkin Elmer Corporation) - automaticky

sekvenator.

3.10 IMUNOHISTOCHEMIE

U parafinovych fezti jsme provedli imunohistochemické vysetfeni. Na detekci proteint
P16 a P53 jsme pouzili protilatky - Purified Mouse Anti-Human P16, Clone G175-405, BD

Pharmingen™

(proti P16) s fedénim 1:100, a Monoclonal Mouse Anti-Human p53 Protein,
Clone DO-7, Dako (proti P53) s fedénim 1:50. Nejdiive jsme pomoci vzestupné fady
alkoholu odstranili z fezt parafin. Vzorky byly podrobené varu v citratu, aby se demaskoval
antigen (P16 30 minut a P53 40 minut). Dale jsme pfidali H2O2, aby se zablokovala vnitini
enzymaticka aktivita. Pak jsme pfidali protilatky a inkubovali pfes noc. Dalsi den se vzorky

odmyly a tim se odstranil pfebytek protilatky, poté provedli detekci za pomoci sekundarni
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protilatku s chromogenem (3,3"-diaminobenzidin tetrahydrochlorid hydrat (Fluka)).
Preparaty se dale obatvily hematoxylinem/eosinem pro lepsi otientaci. Poslednim krokem

bylo odvodnéni preparath vzestupnou fadou alkoholu.

Hodnoceni vysledkt tohoto vysetfeni bylo jednak z pohledu intenzity (+ az +++), i dle
procenta obarvenosti — obarvené vs. neobarvené bunky. Pro statistiku bylo pouzito
semikvantitativni vyjadfeni: vzorek byl hodnocen pozitivni na P53, kdyz bylo zabarveno
nejmén¢ 10 % buncék, a pozitivni na P16 tehdy, kdyZz bylo zabarveno minimalné 50 %

bunck a to jak v jadfe, tak v cytoplazmé.

Pro pozitivni vnitini kontrolu pro P53 byly pouzity bazalni keratinocyty normalniho
dlazdicobunécného epitelu z orofaryngealni sliznice nebo patrové mandle, které meély
pozitivni barveni. Pro pozitivni vnéjsi kontrolu byl pouzit invazivni karcinom prsu
s pozitivim barveni jader u pacientek s mutaci TP53. Pro detekci proteinu P16 byly
pouzity jako pozitivai kontrola dysplastické bunky cervikilniho epitelu, které byly
infikované HPV.

3.11 SEROLOGIE

3.11.1 Priprava VLP — Virus-Like Particles

Rekombinantnim bakulovirem jsme hmyzi burky Sf9 (asi 4x10°, které jsme péstovali
v hmyzim médiu s 10% fetalnim telecim sérem) infikovali pfi multiplicitni infekci 10 PFU
na bunku. Tyto baculoviry maji genetickou informaci pro protein L1 HPV, a to pro vice
typu — nizko 1 vysocerizikové HPV-6,11,16,18, 31 a 33. Po infikaci — za 72 hodin — jsme
bunky sklidili, proplachli PBS 1x a pelet se zmrazil na -20 °C.

V dalsim kroku jsme tento bunécny pelet resuspendovali ve 40 ml extrakéntho pufru
(10 mmol/1 MgClL,, 50 mmol/1 CaCl,, 150 mmol/1 NaCl, 0,01% Triton X-100, 20 mmol/1
HEPES, pH 7.4) a sonikovali tiikrat 30 sekund pii 0°C. Po centrifugaci jsme
resuspendovali pelet znovu a to v extrak¢nim pufru (40ml). To vse jsme opakovali 2x.
Pak jsme oba tyto supernatanty spojili a nasytili je do celkové 30% koncentrace chloridem
cesnym. Tento roztok jsme centrifugovali 22 hod pfi teploté 18 °C a 45 000 otackach/min.
Poté jsme odebrali horni prouzek, dialyzovalo se 30 minut proti PBS a znovu délilo na CsCl
,step” gradientu (36%, 30,5%, 16%) 4 hod pii 18 °C a 35 000 otackich/min. Opét jsme

odebrali horni prouzek a pfitomnost VLP jsme testovali: elektroforézou (koncentrace
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proteinit), analyzou Western blott (antigenni specificita — denaturovany protein) a ELISA

(VLP (kapsomery)).

3.11.2 Piiprava proteint E6 a E7 viru HPV16

Na pfipravu virovych onkoproteind HPV 16 E6 a E7 jsme pouzili rekombinantni bakterie
E.coli BL.21, které nesly jejich genetickou informaci. Ty byly navazané na GST (Glutathion-
S-transferaza) a na 3’ konci znacené undekapeptidem a péstované na Luria Bertani mediu
s ampicilinem (1 mmol/l). Poté, co optickd denzita bunécné kultury byla 0,5, méfend pfi
600 nm, jsme pfidali isopropyl-f—D—thio—galaktosidu (IPTG) do koncentrace 0,25
mmol/] a podpofili tim expresi rekombinantntho proteinu. Pak jsme dalsi Sest hodin
inkubovali, poté sklidili a pelet resuspendovali v PBS, v kterém bylo pfidino 2 mmol/l
DTT, 1% Tritonem X—100 a koktejlem inhibitort proteaz. Tento roztok jsme pak
sonikovali pétkrat 30 sekund pii 0 °C. Lyzat byl stocen v centrifuze, aby se odstranily

zbytky bunék, dale jsme urcili koncentraci a nafedili glycerolem v poméru 1:1. Poté jsme

ulozili obsah do lednice na -20 °C.

3.11.3 Detekce protilatek proti HPV

Na vysSetfeni specifickych protilatek jsme pouzili pfimou metodu - enzymaticka

imunoanalyza (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay, ELISA).

3.11.3.1 Detekce VLP protilatek

K detekei téchto protilatek jsme pouzili kapsidy pfipravené z bakulovirovych rekombinant
(viz vyse) a byly pouzity jako antigen (majoritni L1 nebo oba L1 a L2). Pouzili jsme
mikrotitracni desticky (Polysorp NUNC immunoplate, Thermo Fisher Scientific,
Denmark), jichz jamky byly potazené roztokem VLP a PBS (50 ul) a jejich koncentrace
byla 2ug/ml. Potahovani desticky trvalo 2 hodiny pfi 37°C a v noci pii 4°C. Poté jsme
jamky pétkrat promyvali roztokem A (PBS, 0,21 mol/1 NaCl, 0,1 % Triton X-100) a mezi
promytimi jsme inkubovali 1 hodinu pii 37 °C. Vazbova mista, ktera zustala volna, jsme
zaplnili 1% roztokem BSA v PBS, inkubovali, a poté k jamkam jesté pridali sérum
v paralelach, ktera byla fedéna 1:25 v roztoku A s 1% BSA. Protilatky, které se navazaly,
jsme oznacili oslim imunoglobinem proti lidskému IgG, ktery byl konjugovany s kienovou
peroxidazou (1:7 500 v roztoku A s 1% BSA). Po pfidani 0,04% roztoku o-fenylendiaminu,
ktery byl ve fosfatovo-citraitovém pufru 50 mmol/I(pH 5,0) a s 0,006% peroxidem vodiku,

vznikla barevna reakce. Tuto reakci jsme zastavili po pfidani 2 mol/l roztokem kyseliny
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sirové. Vysledek byl pak vyhodnocen spektrofotometricky jako OD pii 492 a 630 nm
(Infinite 200 microplate reader, TECAN, Austria).

Vysettovany byly typy: 6, 11, 16, 18, 31 a 33, a u vSech byl pouzit stejny postup.

3.11.3.2 Protilatky proti onkoproteinim HPV16 E6 a E7

K detekci jsme pouzili mikrotitracni desticky (Polysorp NUNC immunoplate, Thermo
Fisher Scientific, Denmark), jejichZ jamky jsme potahli 100 pl roztokem konjugatu kasein—
glutathion (2 pug/ml). Potahovani probihalo pfes noc pii teploté +4 °C. Poté jsme jamky
pétkrat promyvali roztokem B (PBS, 0,05% Tween 20) a mezitim inkubovali po jednu
hodinu pfi 37 °C. Vazbova mista, ktera ztstala volna, jsme zaplnili roztokem C (roztok
B+0,2% kasein) a opét inkubovali. Poté jsme pfidali rekombinantni proteiny v roztoku C
v koncentraci 0,25 ng/ml. Rekombinantni proteiny jsme pfidavali jednotlive, podle typu.
Poté jsme nafedili sérum, a to v koncentraci 1:50 v roztoku C s kontrolnim antigenem
v koncentraci 0,25 pg/ml. Kontrolni antigen je rekombinantni GST. Tato séra jsme pak
nechali ptal hodiny pfi laboratorni teploté a nasledné pfidali do jamek v paralelach.
Protilatky, které se navazaly, jsme jesté oznacili oslim imunoglobinem proti lidskému IgG
a ten byl jesté konjugovany kfenovou peroxidazou v koncentraci 1:10 000 v roztoku C.
Po ptidani 0,01% roztoku tetrametylbenzidinu, ktery byl v 100 mmol/I acetaitovém pufru
(ph 6,0) s peroxidem vodiku (0,003%), vznikla barevna reakce. Tu jsme zastavili pfidanim
roztoku kyseliny sirové (1 mol/l). Vysledek jsme hodnotili spektrofotometricky pomoci

Infinite 200 microplate reader TECAN (Austria) jako OD pii 450 a 630 nm.

3.11.3.3 Hodnoceni

Pii vyhodnocovani vysledku jsme na kazdé desticce méli a testovali taky sérum, a to jak
pozitivni tak negativni proti tomuto antigenu. Pfi hodnocen{ jsme od hodnoty OD daného
séra s virove specifickym antigenem na desticce odecetli hodnotu OD stejného séra na
kontrolni desti¢ce. Cut-off (hrani¢ni hodnota) jsme spocitali jako aritmeticky pramér
rozdilu OD plus 2 (VLP) resp. 3 smérodatni odchylky (onkoprotein). Séra, u kterych byl
rozdil OD vyssi, nez spocitana hodnota jsme vyloucili a tak dlouho tuto proceduru
opakovali, dokud nebyla hodnota rozdilu OD z téchto sér vyssi. Vysledek tohoto testu
jsme vyjadfili jako OD index (je to pomér mezi rozdilem OD daného séra a CO hodnoty).
Sérum, které bylo testované a mélo OD index vyssi nez jedna, bylo oznaceno za pozitivni.
Pro ovéfeni vysledku jsme vSechny vzorky s OD indexem do 10 % nad hodnotou CO

opakovali.
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3.12 STATISTIKA

Pro hodnoceni rizikovych faktora byly duilezité informace o koufeni a alkoholu.
Pii hodnoceni koufeni se pocitalo mnozstvi spotfebovaného tabaku, vyjadfené jako
balicek/rok. Jeden balicek/rok znamend koufeni 1 balicku (20 cigaret) denné po dobu
1 roku. Objem spotfebovaného alkoholu byl po¢itan na davkach za tyden, kde jedna davka
byla uréena typem alkoholu: 0,5 1 piva, 0,2 1 vina nebo 0,05 I destilatu. Pacienti v této studii

byli rozdéleni na nekufaci a nekufaci, a u konzumaci alkoholu na abstinent a konzumenti

alkoholu.

Vzajemné poméry sanci (Odds Ratio - OR) s 95% intervalem spolehlivosti (Confidence
Interval, CI) byly vypocitany v tabulce 2x2 pomocfi statistického baliku EPI INFO (2002)
a softwaru GraphPad INSTAT (GraphPad Software, San Diego, Kalifornie, USA).
Vsechny testy byly oboustranné a hladina vyznamnosti byla «=0,05. Korelace mezi
proménnymi a pozitivitou na HPV DNA a pfitomnosti specifickych protilatek byla
hodnocena za vyuzitf logistické mnohorozmérné regrese, pocitaje postupné metody vybéru

kovariant (P<0,05).

Preziti pacientt bylo hodnoceno v dnech. Zacatek byl od data diagnézy az po umrti ¢i do
posledni kontroly pacienta. Pacient, kteff zemfteli z jiné pficiny, nez byl nador hlavy a krku,
byli hodnoceni v analyze specifického pfeziti jako cenzurovany udaj, ktery byl vztazen
k nadoru (Disease Specific Survival, DSS). Kaplan-Meierova metoda byla pouzita na miru
pfeziti a pomoci log-rank testu byla vypocitana vyznamnost rozdilu v pfeziti mezi HPV
pozitivnimi a negativnimi pacienty. Dals{ faktory, které ovlivnily prognézu pacienta, jsme
ovéfili Coxovou mnohorozmérni regresi, a vyznamnost byla vypocitana pro hladinu
vyznamnosti «=0,05 (oboustranny test). Devadesat pét procentni interval spolehlivosti

pro OR byl pocitan za pomoci aproximace normalnim rozlozenim.
V Coxové regresnim modelu byly pouzity proménné:

e Pritomnost HR HPV

e Vek

e DPohlavi

e Koufeni

e Grading

e Velikost nadoru — pT dle klasifikace TNM dle UICC 1997
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e Uzlinové metastazy — pN dle klasifikace TNM UICC 1997

Prezivani ovlivnilo vybér proménnych a byla pouzita postupna metoda (P=0,05). Pomoci

programu SPSS byla provedena analyza (version 19; SPSS Inc., Chicago, IL).
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4 VYSLEDKY

4.1 DEMOGRAFICKA A KLINICKO-PATOLOGICKA CHARAKTERISTIKA

Do naseho souboru bylo zafazeno 142 pacient, ktery méli primarni, histologicky
verifikovany spinocelularni karcinom dutiny tstni nebo orofaryngu. Vétsina ptipada byli
muzi, a to v 82,6 % (117/142), zatimco 17,4 % byly Zzeny (25/142). Nadory s pfitomnosti
HPV DNA byly relativné c¢astéjsi u zen. Vétsina pacientu byla starsi 55 let (=55 vs. >55,
43,7 % vs. 56,3 %) a méla méné, nez 12 let vzdélavani (<12 vs. 212, 69 % vs. 31 %).
Prevalence koufeni byla 86,6 % (123/142) a 81,0 % ptipada (115/142) uzivalo pravidelné
alkohol. Vétsina pacientd méla orofaryngealni tumor, 83,1 % (118/142), zatimco 16,9 %
(24/142) melo nador dutiny ustni. Pfitomnost HPV DNA byla nalezena castéji
u orofaryngealnich nadora. Mezi HPV-pozitivnimi a negativnimi se veliciny distribuce
pohlavi (adj. P=0,443), vzdéelani (<12 let vs. 212 let, adj. P=0,135), pocet sexualnich
partnert (<6 vs. =0, adj. P=0,109), provozovani oro-analniho sexu (adj. P=0,482), oro-

genitalntho sexu (adj. P=0,759) statisticky nelisily.

Mensi nadory byly v této studii castéjsi, nez veétsi nadory (T1 + 2 vs. T3 + 4, 76,1 % vs.
33,9 %), ale rozdil mezi HPV-pozitivnimi a negativnimi nebyl statisticky vyznamny (adj.

P=0,664). Vétsina pacientd méla pozitivni lymfatické uzliny (NO vs. N1-3, 29,6 % oproti

se také castéji vyskytovaly u HPV pozitivnich nadora (lymfatické uzliny adj. P=0,46 a
staging adj. P=0,015). Nadory byly také castéji dobfe diferencované (G3 vs. G1, 2, 33,1 %
vs. 60,9 %) (Tabulka 1), avsak u HPV-pozitivnich nddora nebyly statisticky vyznamné (ad;.
P=0,052).
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Tabulka 1 Demograficko-epidemiologicka charakteristika

Charakteristika Pocet (%) Z toho | Z toho | Adjustovana
HPV+ HPV- P hodnota
pocet (%) | pocet (%)
Vék! Pramérny vék 57,1
Vék <55 62 (43,7 %) 33 (53,2%) | 29 (46,8%) 0,123
>55 80 (56,3 %) 51 (63,8%) | 29 (36,2%)

Pohlavi zena 25 (17,6 %) 19 (70,4%) | 6 (29,6%) 0,443
muz 117 (82,4 %) | 65 (55,6%) | 52 (44,4%)

Vzdélani <12 98 (69,0 %) 55 (56,1%) | 43 (43,9%) 0,135
=12 44 (31 %) 29 (65,9%) | 15 (34,1%)

Pocet sexualnich | <6 66 (50,4 %) 35 (53,0%) | 31 (47,0%) 0,109

partnert
26 65 (49,6 %) 42 (64,6%) | 13 (35,4%)

Oro-genitalni sex Ne 44 (32,6 %) 26 (59,0%) | 18 (41,0%) 0,759
Ano 92 (67,4 %) 57 (62,0%) | 35 (38,0%)

Oro-analni sex Ne 122 (89,7%) | 73 (59,8%) | 49 (40,2%) 0,482
Ano 14 (10,3 %) 10 (71,4%) | 4 (28,6%)

Koufeni Ne 19 (13,4 %) 18 (94,7%) | 1 (5,3%) 0,001
Ano 123 (86,6 %) | 66 (53,7%) | 57 (46,3%)

Alkohol Ne 27 (19,0 %) 21 (77,8%) | 6 (22,2%) 0,536
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Charakteristika Pocet (%) z toho Z toho | Adjustovana
HPV+ HPV- P hodnota
pocet (%) | pocet (%)

Alkohol Ano 115 (81,0 %) | 63 (54,8%) | 52 (45,2%)

Velkost tumoru T1+T2 108 (76,1 %) | 66 (61,1%) | 42 (38,9%) 0,664
T3+T4 34(239%) | 18 (52,9%) | 16 (47,1%)

Ptitomnost uzlin NO 42/ 29,6 %) | 17 (40,5%) 25 (59,5%) 0,46
N1-3 100 (70,4 %) | 67 (67,0%) | 33 (33,0%)

Stadium tumoru I+11 40 (2829%) 15 (37,5%) | 25 (62,5%) 0,015
II+1V 102 (71,8 %) | 69 (67,6%) | 33 (32,4%)

Grade G1+G2 95 (66,9 %) | 50 (52,6%) | 45 (47,4%) 0,052
G3 47 (331 %) | 34(723%) | 13 (27,7%)

Lokalizace orofarynx | 118 (83,1%) | 80 (67,8%) | 38 (32,2%) <0,0001

dutina dstni | 24 (169 %) | 4 (16,7%) | 20 (83,3%)

Pouzit T-test k porovnani prameru véku

Adjustovano na vek, alkohol a koufeni cigaret

4.2 PREVALENCE A SPECIFIKACE HPV DNA vV NADOROVE TKANI

Ze 142 pacientt bylo 59,2 % (84/142) HPV DNA pozitivnich. S vyjimkou jednoho vzorku
se soubéznou infekei vysoce rizikového a nizkorizikového typu — HPV 16 a HPV 11 byly
nalezeny pouze HR HPV typy. Nejcastéji je jednalo o infekci HPV 16, ato v 91,7 %
(77/84), nasledovanou HPV 33 u 3,6 % (3/84), zatimco HPV 26 a HPV 58 byly nalezeny
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po jednom vzorku (1,2 %). Dale byly zjistény vicenasobné infekce u dvou pacientt (2,4 %),
jeden vzorek byl pozitivai na HPV 16 a 18, druhy na HPV 11 a HPV 16. DNA byla zjisténa
vyznamné castéji u orofaryngealnich nadora nez u nadoru astnf dutiny (67,8 % vs. 16,7 %,
adj. P<0,0001). V orofaryngealni lokalizaci byly nejcastéji pozitivai nadory mandli 69/80
(86,3 %), v dutiné ustni se vyskytovalo 50 % nadora (2/4) a nejcastéji se jednalo

o lokalizace v jazyku.

4.3 PRITOMNOST ONKOPROTEINU P16 A P53

K imunohistochemickému vySetfeni jsme méli k dispozici tkan od 117 pacienta
pro protein P16, a pro P53 od 116 pacienti (Obrazek 14-16). Vysetfenim jsme zjistili, ze
exprese proteinu P16 byla nalezena u 64 nadorovych tkani, z toho bylo 60 HPV16 DNA
pozitivnich a jeden HPV26 DNA pozitivni. U HPV DNA negativnich tkani byla exprese
proteinu detekovana ve 3 vzorcich. Zvysena exprese P53 byla detekovana u 26 vzorka

HPV DNA negativnich nadorovych tkani, a v 9 pfipadech u HR HPV pozitivnich.

Obréazek 14 Dlazdicobunécny karcinom tonzily — parafinovy fez, barven hematoxylinem-eosinem, originalni zvétsen{
400x
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Obrazek 15 Dlazdicobunécni karcinom tonzily — parafinovy fez, barven imunohistochemicky protilatkou proti proteinu
P16, originalni zvétseni 400x. Hodnocené pozitivne.

4

oy

W,
.

Obrazek 16 Dlazdicobunéény karcinom — parafinovy fez, barven imunohistochemicky protilitkou proti proteinu P53,
originaln{ zvétseni 400x. Hodnocené pozitivné.
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4.4 PREVALENCE HPV DNA VE VYPLACHU DUTINY USTNI PRED

TERAPII

Ve vyplachu dutiny ustni byla HPV DNA detekovana v 53,2 % ptipadua (75/141). Vétsina
ze zjisténych typa HPV byly HR 96,0 % (72/75). LR HPV typy, jako samostatna infekce,
byla zjisténa u 4,0 % HPV-pozitivnich vyplacha dutiny ustni (3/75), a to HPV 40, 61 a 47.
Nejbéznejsim vysoce tizikovym typem ve vyplachu byl HPV 16, a to v 77,3 % (58/75).
HPYV 18 a 33 byly nalezeny ve dvou vzorcich (2,7 %) a pravdépodobné vysoce rizikovy typ
HPV 70 v jednom vzorku (1,3 %). Dale byly zjistény vicenasobné infekce u deviti pacienta
(12 %, 9/75), dva pacienti byly pozitivai na HPV 16 a 51 a HPV 16 a 89, po jednom vzorku
byla pozitivai kombinace HPV 16 a 33, HPV 16 a 55, HPV 16 a 81, HPV 16 a 56 2 82 a
v jednom pfipadé $lo o kombinaci 16 a 11, tedy HR a LR typu HPV. Z 83 pacientt
s HR HPV pozitivni nadorovou tkani mélo 64 (77,1 %) HR HPV zjistény i ve vyplachu
dutiny ustni, a 96,9 % téchto vyplacht bylo ve shodé s typem HPV v nadoru. Z 58 pacientt
s HPV negativaim nadorem mélo 15,5 % (9/58) detekované HR HPV ve vyplachu dutiné
ustni. (Tabulka 2).

Souvislost mezi pfitomnosti HR HPV DNA v nadorové tkani a ve vyplachu dutiny tstni

byl statisticky velmi vyznamny (adj. P<0,0001).
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Tabulka 2 Korelace pfitomnosti HPV DNA v nadorové tkani a vyplachu dutiny ustni pied terapii

Nadorova tkan Vyplach dutiny ustni
HPV typ Pocet (%) HPV typ Pocet (%o)
Negativni | 58 (40,8 %) Negativni 47 (81 %)
16%* 6 (10,3 %)
18 2 (3,4 %)
40 11,7 %)
61 1 (1,7 %)
70 11,7 %)
16* 78 (55,6 %) 16%+* 60 (76,9 %)
Negativni 17 (21,8 %)
47 1(1,3 %)
33 3 (2,1 %) 33 2 (66,7 %)
16 1 (33,3 %)
26 1 (0,7 %) Negativni 1 (100 %)
58 1 (0.7%) Negativni 1 (100 %)

* zahrnuje 2 pacienty s mnohocetnymi infekcemi (HPV 16 + 18, HPV 16 + 11)

** zahrnuje 3 samostatné infekce a 3 smiSené infekce (2x HPV 16 + 51 a HPV 16 + 55)

*#¥ zahrnuje 6 pacientd s mnohocetnymi infekcemi (HPV 16 + 56 + 82, HPV 16 + 11, dvakrat HPV 16 +
89, HPV 16 + 81, HPV 16 + 33)
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4.5 PREVALENCE HPV SPECIFICKYCH PROTILATEK PRED TERAPII

Protilatky specifické pro onkoproteiny HPV 16 E6 a/nebo E7 pfi zatazeni do studie byly
ptitomny v 51,4 % (73/142) vSech piipadi. Prevalence specifickych protilitek pro VLP 16
apro nekteré z testovanych ¢ty HR VLP byla 43,7 % (62/142), respektive 52,8 %
(75/142). Souvislost mezi pfitomnosti specifickych protilatek proti HPV vsech testovanych
antigentt (HPV 16 E6, E7 a E6 a/nebo E7, VLP 16 a HR VLP) a pozitivitou nadorové
tkané¢ pro HR HPV DNA byla statisticky velmi vyznamna (adj. P<0,0001 pro anti-
HPV 16 E6, antd-HPV 16 E7, anti-HPV 16 E6 a/nebo E7, and-VLP 16 a P=0,001 pro
anti- HR VLP protilatek) i po adjustaci na vék, koufeni a konzumaci alkoholu. Z 84
pacientd s HR HPV DNA pozitivai nddorovou tkani bylo 79,8 % (67/84) séropozitivnich
pro E6, 60,7 % (51/84) pro E7 a 82,1 % (69/84) pro E6 a/nebo E7. Protilitky proti
VLP 16 byly zjisteny u 61,9 % (52/84), a na nckterou z HR VLP v 69,0 % (58/84)
z HR HPV porzitivnich pacienti (Tabulka 3).

Z 58 pacientt s HPV DNA negativni nidorovou tkani bylo séropozitivnich na E6 a/nebo
E7 pouze 6,9 % (4/58). Prevalence protilatek proti kapsidovym antigeniam byla vyssi,
17,2 % (10/58) pacienta mélo anti-VLP 16 protilatky a 29,3 % (17/58) mélo anti-HR VLP
protilatky (Tabulka 3).
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Tabulka 3 Markery HPV infekce — specifické protilatky proti HPV a HPV DNA ve vyplachu dutiny tstni u pacient s HPV DNA pozitivnim a negativnim karcinomem

HRHPV+ | HPV- P-hodnota OR (95%CI) Adjustované Adjustovana
OR (95%Cl) P hodnota*

Vyplach dutiny astni HR HPV+ | 63 (75,9 %) 8 (13,8 %) <0,0001 19,7 (8,0-484) | 7.2(3,0-17,3) <0,0001

Vyplach dutiny tstni LR+/HPV- | 20 (24,1 %) 50 (86,2 %)

anti-E6 + 67 (79,8 %) 4(6,9 %) <0,0001 53,2 (16,9-167,5) | 70,8 (18,2-276,1) | <0,0001

anti-E6 - 17 (20,2 %) 54 (93,1 %)

anti-E7 + 51.(60,7 %) 3 (5,2 %) <0,0001 28,3 (8,2:98,8) | 658 (3,6-2132) | <0,0001

anti-E7 - 33 (39,3 %) 55 (94,8 %)

anti- E6/E7 + 69 (82,1 %) 4(6,9 %) <0,0001 62,1 (19,5-198,0) | 74,4 (19,1-289,3) | <0,0001

anti- E6/E7 - 15 (17,0 %) 54 (93,1 %)

**anti-HR VLP + 58 (69,0 %) 17 (29,3 %) <0,0001 54 (2,6-11,2) 3,830 (1,8-8,3) | 0,001

**anti-HR VLP - 26 (31,0 %) 41 (70,7 %)

anti-VLP16 + 52 (61,9 %) 10 (17,2 %) <0,0001 7,8 (3,5-17.6) 5,6 (2,4-13,0) <0,0001

anti-VLP16 - 32 (38,1 %) 48 (82,8 %)

* Adjustovano na vék <55/> 55, koufeni cigaret ano/ne, konzumace alkoholu ano/ne; ** HR VLP= 16,18,31,33
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4.6 PREVALENCE HPV DNA VE VYPLACHU DUTINY USTNI PO TERAPII

Druhy odbér byl odebran za rok po ukoncent terapie. Dvacet ¢tyfi pacientt béhem prvniho
roku od lécby zemfelo, k dispozici byl proto material od 118 pacientd. Od jednoho pacienta
nebyl k dispozici prvni vyplach pied terapii, pacient byl proto vyloucen z dalsi analyzy. Ze
117 pacientd bylo 66 (56,4 %) pozitivhich na HPV DNA ve vyplachu pfi zafazeni do
studie, tedy pfed terapii, a z toho u 84,8 % pacientd (56/66) doslo po terapii k vycisténi
infekce. Po terapii tedy u 7,6 % (5/66) HPV infekce pretrvavala. Slo o HR HPV 16
ve ¢tyfech piipadech a LR HPV 61 v jednom ptipade. U 7,6 % pacientt (5/66) byla HPV
infekce nové zjisténa ¢i zmeéneéna (HPV 23, 37, 45, 100, a 110) (Tabulka 4).

Z celkovych 51 pacientli s negativaim vyplachem pfi zafazeni ziskalo 11,8 % (6/51)
pacienta nové HR HPV infekci (dvakrat HPV 16, po jednom HPV 33, 53, 56, 59), u
jednoho pacienta (2,0 %) se misila HR a LR infekce (HPV 56 a 17) a jeden pacient ziskal
LR HPV typ 23 (2,0 %). Celkové¢ lze fici, ze ve vyplachu dutiny ustni po jednom roku od
ukonceni terapie byla nové prokazana HPV infekce u 11,1 % (13/117) pacientd, a z nich

se v 61,5 % (8/13) jednalo o HR typy (Tabulka 4).

Z 24 zemfelych pacientt jich 17 mélo lokoregionalni recidivu. Z nich pouze 11,8 % (2/17)
mélo HR HPV DNA-pozitival nddorovou tkan a 23,5 % (4/17) pozitivai vyplach dutiny
ustni pfed terapif. Sedm pacientd zemifelo na nemoc, ktera nesouvisela s nadorovym
onemocnénim. Navic, z pfezivsich pacienti mélo 16 v dobé kontroly lokoregionalni
recidivu. Sedesat devét procent (11/16) z téchto pacientd bylo HR HPV pozitivni v
nadorové tkani, a z toho 63,6 % (7/11) melo pozitivai i vyplach dutiny ustni pfi zafazeni.
Pouze jeden z pacientt s recidivou a pozitivitou HPV pfed terapii mel perzistenci viru

(HPV 16) ve vyplachu po terapii.
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Tabulka 4 HPV DNA pfitomné ve vyplachu dutiny astni pfed a po

1. vyplach 2. vyplach
HPV typ Pocet (%o) HPV type No (%)
16%* 67 (47,5 %) 16 4 (5,9 %)
45 1(1,5%)
negative 52 (77,6 %)
LR HPV* 4 (5,9 %)
exitus 6 (9,0 %)
18 2 (1,4 %) exitus 2 (100 %)
33 2 (1,4 %) negative 2 (100 %)
40 1 (0,7 %) exitus 1 (100 %)
47 1.(0,7 %) negative 1 (100 %)
61 1 (0,7 %) 61 1 (100 %)
70 1.(0,7 %) negative 1 (100 %)
81 1 (0,7 %) negative 1 (100 %)
89 1 (0,7 %) negative 1 (100 %)

*LR HPV: 23, 37, 100, 110

**k Zahrnuje 6 pacientd s mnohocetnymi infekcemi (HPV 16 + 56 + 82, HPV 16 + 11, dvakrat HPV 16 +
89, HPV 16 + 81, HPV 16 + 33)
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4.7 HPV — SPECIFICKE PROTILATKY PO TERAPII

Druhy vzorek krve na serologické vysetfeni byl odebran mésic po ukonceni terapie a byl
k dispozici od 133 pacientt. Posledni odbér byl proveden rok od ukonceni terapie a byl
ziskan od 125 pacientl. Vétsina séropozitivnich pacientd na HPV 16 E6 a/nebo E7
pfi zatazeni pted terapii (98,5 %, 67/68) zustala séropozitivnimi pro HPV 16 E6 a/nebo
E7 i rok po ukonéeni terapie, jeden pacient (1,5 %, 1/68) se stal séronegativnim. Stejné tak
u vétsiny pacientd se udrzela séropozitivita na VLLP 16 a HR VLP rok po terapii (92,3 %,
48/52, respektive 93,4 %, 57/61). Pouze 7,7 % (4/52) z pozitivnich pacientd pro ant-
HPV 16 VLP pied terapii se stalo séronegativnimi, a pouze jeden pacient séronegativni

na specifické protilatky HPV 16 VLP sérokonvertoval pfi kontrole rok po terapii.

4.8 SLEDOVANI MARKERU PO TERAPII A PRI REKURENCI A ANALYZA
PREZITI

Tato analyza pfeziti se provedla na celkovém poctu 142 pacientt. Z tohoto poctu jich 54

zemfelo, 37 na lokoregionalni recidivu a 17 na nesouvisejici nemoci. Specifické pfeziti u

pacienta s HR HPV DNA-pozitivaim nadorem oproti pacientim s HPV DNA negativnim

nadorem je vyznamné lepsi, co jsme dokazali za pomoci Kaplan-Meierovy metody a log-

rank testu.

U HPV 16 E6 a/nebo E7 pozitivnich jsme pozorovali signifikantné lepsi prezivani, a to
jak celkové, tak specifické. Lepsi pteziti bylo potvrzeno 1 pfi pouziti multivariantni Coxovy
regresni analyzy s kofaktory - vék, koufeni, konzumace alkoholu, velikost nadoru
a pfitomnost metastaz v lymfatickych uzlinach (adj. P=0,001, adj. P<0,0001, v uvedeném
pofadi)(Obrazek 16, 17). Tito pacienti meli také méné casto recidivu puvodniho

onemocnéni (pramérna doba sledovani byla 47 mésict, rozsah 0,8 — 101 mésice).
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Obrazek 18 Celkové preziti

Celkove doslo u pacientt s nadorem hlavy a krku po terapii k vycisteni HPV infekce ve
vyplachu dutiny ustni, zatimco pro HPV-specifické protilatky ztstaly seropozitivni.
Nicméné u pacientu, kteff byli pfi zafazen{ do studie seropozitivni, v prabéhu sledovani
prumeér tittu HPV 16 E6 a E7 protilatek statisticky vyznamné poklesl v odebranych
vzorcich s odstupem jednoho mésice a jednoho roku po ukonceni 1é¢by (pro oba vzorky
HPV 16 E6 a E7 P<0,0001) (Tabulka 5). Po roce doslo k poklesu hladiny HPV 16-
specifickych protilatek E6 a E7 u 64,2 %, respektive 64,7 % pacienta. To se vsak
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nepotvrdilo pro protilatky specifické pro HPV 16 VLP a vSechny testované HR VLPs
(P=0,5570 a P=0,1734).

Tabulka 5 Titry HPV-specifickych protilatek pted a po terapii

Pred terapii 1. Odbér po terapii 2. Odbér po terapii
N MEANOD | MEANOD |P MEANOD | P
E6+ 67 8,3 7,4 <0,0001 6,0 <0,0001
E7+ 51 7,4 5,6 <0,0001 5,0 <0,0001
VLP16+ | 52 3,6 3,6 0,5570 3,5 0,1734

Z 16 pacientt, kteff prezili a méli recidivu pii sledovani po roce, bylo Sest pozitivhich
pfi zafazeni na anti-HPV16 E6 a/nebo E7 protilatek. V péti z nich nebyl v dobé kontroly
zaznamenan pokles hladin protilatek. Z téchto 16 pacienti mélo osm také HPV DNA-
pozitivni vyplach pfi zafazeni, ale pouze dva z nich meli HPV infekcei 1 v dobé rekurence

(jeden HR HPV16 a jeden LR HPV 61).

Pacienti, ktef{ méli pred terapii HPV negativni nadorovou tkan a vyplach dutiny ustni, méli
az dvakrat vyssi riziko smrti (adj. P=0,012 a P=0,009) a tfikrat vyssi riziko smrti zptisobené
onemocnénim (adj. P=0,003 a P=0,018, v uvedeném potadi). Riziko recidivy u téchto
pacientt bylo tfikrat vyssi (adj. P=0,024 pro nadorové tkané a vyplach dutiny ustni). HPV-
séronegativni pacienti na protilitky E6 a/nebo E7 meéli tiikrat vys$s§i riziko amrti (adj.
P=0,004) a pétkrat vyssi riziko umrti specifické pro onemocnéni (adj. P=0,002). Riziko
recidivy onemocneéni bylo Sestkrat vyssi (adj. P=0,001). Po terapii, negativita specifickych
matkert proti onkoproteinim HPV 16 E6 a/nebo E7 ma az tiikrat vyssi celkové i
specifické riziko amrti. Tento rozdil nicméné nebyl statisticky vyznamny. Piitomnost HR
HPV DNA ve vyplachu dutiny ustni, jakoz i pozitivita VLP 16 specifickych protilatek
nebyla prediktivni pro pfeziti ani pro recidivu (Tabulka 6).

strana 58|79



Tabulka 6 Pomér rizik imrti a pomér pravdépodobnosti recidivy dle pozitivity markera HPV infekce pred a po terapii

Pied terapii

Rok po terapii#

HR HPV DNA

HPV-specifické protilatky

HR HPV DNA

HPV-specifické protilatky

vyplach dutiny tistni (95%Cl)

HPYV 16 E6 a/nebo E7 (95%Cl)

vyplach dutiny ustni (95 % CI)

HPV 16E6 a/neboE7 (95%Cl)
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% Z = o Z o Z o Z e Z o 4 o Z T
Overal Deaths
Negativni 16 2,4 0,012 15 2,8 0,009 14 1,1 0,700 19 3,1 0,004 25 0,7 0,616 21 1,7 0,371 19 3,1 0,06
27,6) eLn | a3 a75 | 06 @15 | 14 23,6) | (0,1- (304) | (0,5 (373 |09 |4
(1.2- 5,9) 2,3) 6,7) 32) 52) 1,0)
4,7)
Positivni 8 (9,5) 9 (2,5) 10 5(6,8) 5 9 11
(16,1) (41,7) (18,4) (16,4
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Disease Specific Deaths

Negativni 15 35 0,003 13 3,1 0,018 10 1,1 0,876 16 52 0,002 19 1,1 0,964 14 2.2 0,267 14 B.1 (0,84 0,240
(25,9) (1,5- (18,8) (1,2- (12,5) 0,5- (23,2) (1,8- (17,9) 0,1- (20,3) 0,5- 27,5) (12,4
8,2) 7,9) 2,4) 14,9) 9,0) 8,9)
Positivai 2 (2,4) 4 (5,6) 7(11,3) 1014 1(8,3) 6(12.2) 6(9,0)
Rekurence
Negativni 20 2,9 0,024 22 3,1 0,024 19 0,8 0,723 26 6,4 0,001 NA#HH NA#HH NA#H#A
60,6 | (1,2- 6Ly | a2 67,6 | 03 788 | @1-
7,1) 8,4) 2,1) 19,0)
Positivn{ 13 1 14 .
(39.4) (15.3) (42.4) 1.2

* Adjustovano na vék <55/>55, koufeni, konzumace alkoholu, velikost tumoru, pfitomnost lymfatickych metastiz
# Vzorky odebrané 1 rok po ukonceni 1é¢by a stav pacientd pii posledni znamé kontrole

## Pouze dva pacienti s recidivou prezili

strana 60|79




5 DISKUZE

V této studii jsme sledovali pacienty s ovéfenymi primarnimi nadory dutiny ustni
a orofaryngu. Zaméfili jsme se na pfitomnost HPV DNA v tkani tumoru, na jeho korelaci
s ptitomnosti specifickych protilatek, s ptitomnosti HPV DNA ve vyplachu dutiny astni a
pfitomnosti proteinu P16 a P53 pfed terapil. Dale jsme analyzovali souvislost mezi
hladinami protilatek, pfitomnost viru ve vyplachu a klinickym stavem pacienta ve smyslu
vyskytu recidivy, ktera ma logicky piimy vztah k preziti. V této prospektivni studii jsme
také ukazali, Ze detekci pfitomnosti HPV DNA v nadorové tkani hlavy a krku lze provést
1 mén¢ invazivnimi postupy, a ty ze dobfe korelujf se standardnimi metodami na detekci
HPV v nadorové tkani. Tyto biomarkery jsou pomérné vysoce senzitivni i specifické,
a v kombinaci by se mohly vyuzivat v klinické praxi. Dale jsme prokazali, ze bez ohledu na
klinicky stav pacienta, ktery byl hodnocen pfed terapii, je HPV infekce dobrym
prognostickym markerem, a také Ze tito pacienti maji nizsi frekvenci recidivy onemocnéni.
Mohlo by se taky uvazovat o desintenzifikaci terapie, aniz by doslo k zhorsen{ zatim velmi

dobrych vysledkt lécby HPV pozitivnich nadort. To ale jesté vyzaduje dalsi zkoumani.

V nasf studii byla u pacientt prevalence HPV DNA 59,2 %, nejvétsi zastoupeni mél typ
HPV16 (91,7 %) a nejcastéjsi lokalizaci tumoru byl orofarynx, konkrétné tonzily (86,9%).
Typ HPV33 byl v nasem souboru piitomny v 3,6 %. Tyto vysledky se shoduji s vysledky
dalsich studii (Mehanna et al. 2012; Gillison et al. 2000; Smith et al. 1998; Tachezy et al.
2009; Hammarstedt et al. 2006). Na rozdil od metaanalyzy Kreimer et al. (Kreimer et al.
2005) se vnasem souboru vyskytla multiplicitni infekce pouze u dvou pacienti.
V nadorové tkani jsme nedetekovali nizkorizikové HPV jako samostatnou infekci, na rozdil

od studie Badaracco a spol. (Badaracco et al. 2000).

Demografické rozdily mezi skupinami pacientd s HPV pozitivnimi a HPV negativnimi
nadory s ohledem na vek, vzdélani, sexualni chovani, pohlavi a konzumace alkoholu neni
tak vyznamna. Soubory se lisi v kufactvi, které je vyssi u HPV-negativnich pacientt. Tato
data popisuji i dal$f studie (Ritchie et al. 2003;Gillison et al. 2008;Tachezy et al. 2009).
Koufeni je vyznamnym faktorem u vzniku karcinomu v oblasti hlavy a krku. Ale u
pacientt, kteff méli pozitivni anamnézu na koufeni a méli taky HPV-pozitivni nador, bylo
zjisténo, ze maji signifikantne lepsi preziti, nez HPV-negativni pacienti, i kdyz
nesignifikantné horsi nez nekuraci s HPV-pozitivaim nadorem. To naznacuje, ze existence

koufen{ u téchto pacientd (HPV-pozitivnich) nema az takou vyznamnou roli (Rotnaglova
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et al. 2011). Ke zjistén{ pficiny vzniku nadoru — koufeni nebo HPV by bylo zapotiebi
aktivné vysetfit markery, které dokazuji aktivni zapojeni HPV v nadoru. Za nepfimou
znamku aktivity viru je brana pfitomnost proteinu P16 v nadorové tkani, ktery je jiz
pfijiman za marker u nadort délozniho hrdla (Cuschieri & Wentzensen 2008). Jeho exprese
roste vlivem onkoproteinu E7 a spolu s detekci HPV DNA maji vysokou senzitivitu a
specificit 1 u nadort hlavy a krku (Smith et al 2008, Klussmann et al 2003, Cuschieri &
Wentzensen 2008). Pfi analyze exprese proteinu P53 jsme zjistili, ze senzitivita 1 specificita
byla nizka a jeho chybén{ nenf spolehlivym markrem, co popisuji i dalsi prace (Geisler et al

2002, Kumar et al 2008)

Imunitni systém reaguje na infekci HPV tvorbou specifickych protilatek, které lze
detekovat enzymoimunoanalyzou (ELISA). N¢kolik studii prokazalo vysokou korelaci
mezi HPV-pozitivnimi nadory a pfitomnosti HPV-specifickych protilatek, a to jak
u pacientek s karcinomem délozniho hrdla (Baay et al. 1999;Hamsikova et al. 2000), tak u
pacientt s nadory hlavy a krku (Zumbach et al. 2000;Smith et al. 2010;Koslabova et al.
2013).

VLP protilatky se objevi pfiblizné 18 meésict po infekci HPV virem. Tyto protilatky
odrazeji celozivotni expozici HPV infekce a muizou pfetrvavat cely zivot. Nepodavaiji tudiz
informaci o soucasné nemoci. To by mohlo vysvétlit skute¢nost, pro¢ u nékterych pacienta
nasi studie byly nalezeny protilatky proti VLP nékolika typa HPV. Dalsim vysvétlenim
by mohla byt zkfizena reaktivita mezi ruznymi typy HPV (Malik et al. 2009; af, V et al.
1998; Hamsikova et al. 2000; Malik, Hailpern, & Burk 2009). Studie ukazuji, Ze tyto

protilatky nejsou vhodnym diagnostickym testem aktualni HPV infekce.

Naproti tomu E6 a E7 protilatky jsou jen vzacné pfitomny u zdravych lidi. Jejich
piitomnost byla zjisténa u pacientt s nadory, u kterych se etiologicky podili virus HPV
a jejich prevalence se zvySuje s klinickym stadiem. Tyto markery jsou citlivéjsimi indikatory
nejen pro detekci HPV pozitivaitho nadoru, ale mohou hrat roli i pfi sledovani pacienta
po terapii, jak jsme spolu sjinymi prokazali (Hamsikova et al. 2000;Tachezy et al.
2006;Rubenstein et al. 2011;Koslabova et al. 2013). V nasem souboru pacienti byla
statisticky vyznamna korelace mezi pozitivitou nadoru na HPV DNA a protilatkami proti

onkoproteinim EG6 a/nebo E7. Tyto protilatky maji pomérné vysokou senzitivitu i

specificitu.
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Pritomnost protilatek v séru (E6, E7 a HR VLP) v na$i studii vysoce koreluje s vyskytem
HPV DNA v tkani nadora, coz se shoduje 1 s jinymi studiemi. Tyto studie popisuji korelaci
mezi 40-80 % (Zumbach et al. 2000; Reuschenbach et al. 2008). V nasi studii byla
prevalence protilatek proti onkoproteinam E6/E7 82,9 % a pro HR VLP to bylo 69,0%.
Z hlediska demografické charakteristiky méli tito pacienti podobné parametry jako pacienti
s nalezem HPV DNA ve tkani nadoru. Pacienti s pozitivni sérologii byli ¢astéji nekufaci,
nekonzumovali alkohol a neméli vysoky pocet sexualnich partnert. Ale byla zjisténa
korelace mezi HPV pozitivni sérologii a praktikovanim oro-genitalniho sexu (E6 a/nebo

E7 - nastaveni P=0,016, nastaveni VLP P=0,05).

U pacientek léc¢enych na lézi na déloznim hrdle byl zaznamenan pokles specifickych
protilaitek proti HPV 16 E6 a/nebo E7, a to v né¢kolika studiich. Ve shodé¢ s praci
Rubenstein a spol. (Rubenstein et al. 2011) jsme pozorovali pokles titru protilatek proti
virovym onkoproteinim HPV 16 E6 a/nebo E7, zatimco u protilatek proti VLP jsme
zadny pokles nepozorovali. Toto zjisténi je v souladu s tim, Ze pfitomnost anti-VLP
protilatek muze odrazet celozivotni expozici HPV infekce, a protoze mohou pfetrvavat

cely zivot, neodrazi aktudlni stav pacienta.

V pribéhu casu se pocet pacientt, u kterych byl zaznamenan pokles hladiny protilatek,
zvysil. Titr HPV 16 E6 specifickych protilatek proti HPV klesl jeden mésic a rok
po ukonceni terapie v 54 % a 64 % pacientd. Podobné vysledky byly zjistény pro protilatky
specifické pro HPV 16 E7 antigen, 43 % a 65 % v daném pofadi. Podobné vysledky
popisuje i prace Rubenstein a spol. (Rubenstein et al. 2011). Hladina titru protilatek se
nicméné nezmeénila u pacientt, kteff méli HPV DNA-pozitivni nador pfed terapii a u nichz
byla pozorovana recidiva pfi dispenzarizaci. To naznacuje, ze stalé hladiny protilatek
specifickych proti onkoproteinim HPV mohou byt specifickym markerem pro detekci
recidivy nemoci. Nicméné zde bude nutné vyhodnocovat nase data ve vétSim poctu

piipadi.

Pokud je nam znamo, zatim neexistuje zadna studie porovnavajici HPV typy ve vyplasich
dutiny ustni a v nadorové tkani hlavy a krku, ktera umoznuje detekci sirokého spektra HPV
a soucasné pocita i s vicenasobnou infekci. Agrawal a spol. ve studii (Agrawal et al. 2008)
porovnava piitomnost HPV 16 ve vyplasich i v nadorové tkani a poukazuje na shodu HPV
typu v obou materialech ve vétsiné hodnocenych piipadt. V nasi studii jsme ukazali, Zze
zatimco v nadorové tkani jsme detekovali pouze HR HPV typy a vicenasobné infekce jsou

spise vyjimecné (2,4 %), ve vypladich dutiny ustn{ jsou vicenasobné infekce castéjsi (12 %)

strana 63|79



a také jsme zaznamenali i LR HPV jako samostatnou infekci. U pacientd s HR HPV-
pozitivnim nadorem byli nicméné pfitomné ve shodé¢ s HR HPV ve vyplachu dutiny ustni
v 97 % piipadd, coz naznacuje vylu¢ovani viru z nadoru. Tato korelace se jevi jako vysoce
senzitivni a specificka, coz potvrzuji 1 dal$i autofi (Smith et al. 2004;Zhao et al

2005;Koslabova et al. 2013).

U pacientek 1écenych na 1ézi na déloznim hrdle zptsobené HPV dochazi po 6-12 mésicich
po terapii k vymizeni tohoto viru. Tyto pacientky jiz pak mély negativni cytologicky nalez,
a to i na HPV DNA, a maji velmi malé riziko vzniku onemocnéni (Kocken et al. 2011).
Agrawal a spol. (Agrawal et al. 2008) naproti tomu poukazuje, ze HPV muze u pacienta
s nadorem hlavy a krku pfetrvavat v dutiné ustni az po dobu pétlet a HPV se detekuje pfed
ipo terapii ve vyplachu. V nasi studii jsme pozorovali vycisténi infekce s odstupem
jednoho roku od ukonceni terapie, ale na rozdil od pacientek s cervikalni 1éz{ nebyla
pfitomnost ¢i nepiitomnost HPV DNA ve vyplasich po terapii vyznamnym markerem pro
recidivu onemocnéni ¢i pro celkové preziti. Chuanga a spol. (Chuang et al. 2008) zase
prokazal a tvrdi, Ze pfitomnost HPV 16 ve vyplachu po terapii mize znamenat recidivu, a
to o 3,5 mésice dfive, nez je klinicky detekovatelna. Nicméné tento jeho pfredpoklad je

zalozen pouze na 4 piipadech recidivy onemocnéni.

V souladu s pfedeslou studii pfipad-kontrola, ktera byla provedend na mensim poctu
pacientt, jsme potvrdili velmi dobrou korelaci mezi pfitomnosti HPV DNA ve vyplasich
dutiny ustni a pfitomnosti specifickych protilatek proti HPV v krevnim séru pacienta
s ptitomnosti HPV DNA v nadorové tkani (Tachezy et al. 2009). Podobné vysledky byly
ve shodé zaznamendny i v dalsich pracich pro detekci HPV DNA a/nebo se specifickymi
protilatkami proti HPV (Smith et al. 2007a; Zumbach et al. 2000). N¢ktefi autofi ale Zadnou

takou korelaci nepopisuji (Herrero et al. 2003; Schwartz et al. 1998).

V prabéhu dispenzarizace — piiblizné jeden rok po ukonceni terapie — u pacientt, u kterych
byla prokazana HPV infekce, doslo k jejimu vycisténi ve vyplasich dutiny dstni, ale pofad
zustali séropozitivni na HPV-specifické protilatky. Nicméné doslo k poklesu titru
protilatek proti HPV16 E6 a/nebo E7 onkoproteintim. Vyjimku tvofili pacienti, u kterych

byla prokazana recidiva onemocnéni.

Zatimco pfi dispenzarizaci pacientd naznacuje pfitomnost protilatek proti HPV
specifickym onkoproteinim lepsi preziti, trvalé zvyseni jejich hladiny na druhé strané

pfedpovida rekurenci onemocnéni. Pfitomnost téchto protilatek vyznamné korelovala
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s pfezitim, coz ve svych pracich popisuji i jini autofi (Smith et al. 2010, Zumbach et al.
2000). Piitomnost HPV DNA ve vyplachu dutiny ustni neni prediktivnim markerem,
protoze u vétsiny pacientt doslo k vymizeni infekce po terapii a neobjevila se ani v ptipadé

recidivy onemocnén.

Dals$im faktorem projevujicim se také na prognéze je velikost primarniho nadoru
a pfitomnost uzlin. U HPV asociovanych nadorta vsak stadium choroby a zejména pak
uzlinové postizeni maji na celkové preziti vyznamné mensi vliv nez u HPV negativnich
nadort (Tachezy et al. 2009; Hatkamp et al. 2008; Charfi et al. 2008).S tim ale nesouhlasi
praice Hoffman a spol. (Hoffmann et al. 2005), kde pfezivani ovliviiuje pfitomnost
uzlinového postizeni u pacientd bez ohledu na pfitomnost HPV. Avsak pfevazna vétsina
praci, véetné nasich hodnoti HPV pozitivitu u pacientu jako nejvyznamnéjsi prognosticky

ukazovatel (Charfi et al. 2008;Licitra et al. 2000).

Lepsi prognéza zatim neni zcela jasné vysvétlena, i kdyz byla podana fada teorif. Asi nejvic
pravdépodobné se jevi tyto dvé teorie. Prvni: pravdépodobné je to dano rozdily
v metabolické draze, ktera vede k vzniku nadoru. Pacienti s HPV-pozitivaim nadorem, na
rozdil od tumort, kde je hlavnim etiologickym faktorem koufeni, maji pfitomen funkéni
gen TP53 a jsou tak citlivéjsi na radioindukovanou apoptézu. Maji jiné a méné genetickych
alteraci (Klussmann et al. 2009). Druhym moznym diavodem, pro¢ HPV pozitivni pacienti
maji lepsi pfezivani, muize byt v imunitnim systému. Leps{ reakce pacienta na dany stav
mohou byt podstatné pii obou lé¢ebnich modalitich — chirurgickou i nechirurgickou.
Experimentaln{ vysledky ukazuji, Ze ke zlepseni odpovédi na radio a chemoterapii u HPV
pozitivnich tumort jsou nutné funkéni imunitni mechanismy (Spanos et al. 2009; Gillison

et al. 2000; Ritchie et al. 2003; Lukesova et al. 2014).

Vysledky této studie ukazaly, ze pfitomnost HPV DNA v nadorovych tkanich tzce souvisi
s pfitomnosti protilatek v séru a s pfitomnosti HPV DNA ve vyplachu dutiny dstni. Tyto
markery se zdaji byt specifické a citlivé k identifikaci HPV infekce v nadorové tkani a jsou

prediktivni pro lepsi pfeziti a méné casté recidivy nemoci. (Koslabova et al. 2013)

Mnohé studie (Gillison et al. 2000 ; Ritchie et al. 2003; Ragin & Taioli 2007), vcetné této,
dokazaly, ze pacienti s HPV-pozitivnim tumorem majf lepsi vysledky pfeziti, dale maji lepsi
odpoved na terapii a taky maji mensi pocet rekurenci. Lepsi preziti pacienta s HPV-

pozitivhimi tumory je vétsinou nezavislé na velikosti tumoru, stavu uzlin, véku ¢i pohlavi.
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6 ZAVER

ey

publikované poznatky:

e Ve skupiné primarnich dlazdicobunéénych nadort orofaryngu a dutiny ustni byla
prevalence HPV DNA v nadorové tkani 59,2 % a nejcastéjsi lokalita byla

v orofaryngu, konkrétné v tonzilach. Nejcastéjsim typem byl HPV16.

e Detekce pfitomnosti onkoproteinu P16 v nadorové tkani, protilatek specifickych
proti HPV16EG a/nebo E7 onkoproteintim a piitomnost HPVDNA ve vyplasich pti
diagndze jsou dobrymi markery zapojeni HPV do etiologie skupiny HNC

e Piitomnost HPV specifickych protilitek proti HPV16EG a/nebo E7 onkoproteinim

muze byt citlivim ukazatelem recidivy pii dispenzarizaci pacienta

e Skupina pacientd s HPV-pozitivnim nadorem a pacienti s HPV-negativnim nadorem

maji rozli¢nou klinickou a demografickou charakteristiku

e Byla potvrzena prognosticka vyhoda pacientd s HPV pozitivaimi nadorem bez

ohledu na dalsi faktory

Vysledky této prace ukazaly dvé etiologické skupiny nadort dutiny ustni a orofaryngu.
Pacienti, u nichz byl nador iniciovan HPV, se lis{ od druhé skupiny, a to jak klinicky, tak
demograficky. Piizniva prognéza pacienti s HPV pozitivaimi nadory by v budoucnosti
mohla mit vliv na rozhodovani o terapeutickém postupu, pfipadné by mohla vést
k desitenzifikaci 1écby u HPV-pozitivnich pacientt. Snizeni intenzity lécby by pfispélo ke
snizen{ toxicity nechirurgické 1écby a snizeni mutilace operovanych pacienti. Pii zlepsujici
se prognoéze a lehkému sniZzen{ véku pacientd nabyvaji otazky kvality zivota po lécbé na

vyznamu.
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I pfes jasné molekularni a klinické rozdily mezi HPV pozitivnimi a negativnimi tumory
doposud neexistuje jiné doporuceni k lé¢ebnému pfistupu k témto dvéma jednotkam.
Teprve probihajici studie daji odpovéd na moznosti desintenzifikace 1éc¢by bez zhorseni

doposud velmi nadéjnych vysledka u HPV pozitivnich nadora.

Dualezité jsou 1 otazky prevence nadort hlavy a krku. Zda se, ze vakcinace proti HPV infekci
by mohla piiznivé ovlivnit i nejen incidenci karcinomu délozniho hrdla, ale i tuto skupinu
nadort orofaryngu. Ockovani celé populace spolu s opatfenimi proti konzumaci tabaku by

v budoucnosti mohlo vést ke snizeni prevazné vétsiny nadort hlavy a krku.

Domnivame se, ze detekce HPV DNA ve vyplasich dutiny tstni metodou PCR a
serologickd detekce anti-E6 a/nebo E7 protilitek jsou vysoce senzitivni a specifické a
mohly by se vyuzivat v klinické praxi. Sledovani hladiny titru protilatek proti
onkoproteinim EG a/nebo E7 pfi dispenzatizaci pacienta by mohlo byt casnym markerem

recidivy nadoru i v pfipadech, kde klinicky obraz jesté nenf jednoznacny.
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