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ABSTRAKT

Vyskyt orofaryngealnich nadori asociovanych s lidskymi papilomaviry (HPV) neustale
stoupd. Informace o prevalenci ordlntho HPV a jejich rizikovych faktorech jsou velmi
dilezité pro budouci screening a v¢asnou diagnostiku onemocnéni.

Tato prace te$i tfi témata. Jako prvni téma je zhodnoceni prevalence HPV v tstni dutiné u
zdravé populace a zkoumani rizikovych faktorti ordlni HPV infekce. Tato data ve stiedni
Evropé téméft chybi.

V souboru vékové starSich nevakcinovanych pacientli byla nalezena statisticky vyznamné
vys$8i mira pozitivity (8,8 %) ordlni HPV infekce nez u mladSich, ¢aste¢né vakcinovanych,
dobrovolnikit (2,0 %). Mira seropozitivity anamnestickych HPV protilatek byla v obou
souborech srovnatelna. Zadny z analyzovanych rizikovych faktorti nebyl vyznamné spojen s
oralni HPV pozitivitou.

Druhé¢ téma, kterym se prace zabyva, je dynamika HPV specifickych protilatek u pacientl s
nadory hlavy a krku a jejich prognosticky vyznam. Posuzovali jsme vyznam anamnestickych
protilatek a taky protilatek proti onkoproteinim E6 a E7 pti dlouhodobém sledovani 2-14 let
od ukonceni lécby.

Hladina HPV-specifickych protilatek se statisticky signifikantné snizila béhem dlouhodobého
sledovéni u nerecidivujicich pacient. Pokles HPV16 E6 protilatek po prvnim roce sledovani
byl spojen s lepsim celkovym ptezitim (OS). Statisticky vyznamny pokles anamnestickych
protilatek byl pozorovan v priméru s odstupem vice nez 10 let od ukonceni 1écby.

Tteti téma disertacni prace je hodnoceni prognostického vyznamu HPV/pl6 pozitivity u
pacientt chirurgicky lé¢enych pro karcinom dutiny Gstni. Uloha p16 pozitivity u karcinomi
dutiny Ustni neni tak jasnd jako u karcinomi orofaryngu. Nékteré studie ukazuji dokonce
horsi prognozu pacientli s HPV/p16 pozitivnim karcinomem dutiny Gstni.

Pozitivita p16 proteinu byla zjisténa u 8,3 % pacientli chirurgicky lécenych pro karcinom
dutiny Ustni. V souboru byla exprese pl6 prokdzana jako nejvyznamnéjsi faktor negativné
ovliviwyjici celkové Sleté pieziti pacienti az 4krat (p=0,019). Dalsimi faktory statisticky
vyznamné ovlivitujici preziti byly: T status, N status a recidiva zakladniho onemocnéni.
Zavery: Nizsi prevalence ordlni HPV DNA u mladSich Gcastnikli naznacuje pozitivni vliv
ockovani proti HPV.

Dynamika HPV-specifickych protilaitek po jednorocnim 1 dlouhodobém sledovani je

vyznamnym prognostickym faktorem.
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Exprese pl6 ma u karcinoml dutiny Ustni bezesporu jiny vyznam nez u karcinomu
orofaryngu. Zda se, ze pl6 pozitivita je negativnim prognostickym faktorem, nicméné
vyznam piitomnosti HPV/p16 proteinu u nadordt mimo orofaryngealni lokalizaci zlstava

nejasny.

Kli¢ova slova: karcinomy hlavy a krku, oralni prevalence HPV, HPV specifické protilatky,

prognoza, pl6 exprese
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SUMMARY

The incidence of human papillomavirus (HPV) -associated oropharyngeal tumors is steadily
increasing therefore, information about the prevalence of oral HPV and its risk factors is very
important for future screening and early diagnosis of the disease.

This thesis addresses three topics. The first topic is to evaluate the prevalence of oral HPV in
a healthy population and to investigate risk factors for oral HPV infection, given that these
data are almost completely absent in Central Europe.

A statistically significantly higher rate of positivity (8.8%) of oral HPV infection was found
in the group of older unvaccinated probands than in younger partially vaccinated volunteers
(2.0%). The seropositivity rate of anamnestic HPV antibodies was comparable in both groups.
None of the analyzed risk factors were significantly associated with oral HPV positivity.

The second topic of the thesis is the dynamics of HPV specific antibodies in patients with
head and neck cancer and their prognostic significance. In patients with cervical cancer, a
decrease in HPV E6 / E7-specific antibodies is associated with a better prognosis. Another
goal of the dissertation was to assess the importance of anamnestic antibodies and antibodies
against oncoproteins E6 and E7 in long-term follow-up 2-14 years after the end of treatment.
The level of HPV-specific antibodies decreased in a statistically significant manner during
long-term follow-up in non-recurrent patients. A decrease in HPV16 E6 antibodies after the
first year of follow-up was associated with better overall survival (OS). A statistically
significant decrease in anamnestic antibodies was observed on average more than 10 years
after the end of treatment.

The third topic of the thesis is the evaluation of the prognostic significance of HPV / pl16
positivity in patients surgically treated for oral squamous cancer. The role of p16 positivity is
not as clear as in oropharyngeal carcinomas, some studies show worse prognoses for patients
with HPV / p16 positive oral cancer.

Of patients surgically treated for oral cancer, 8.3% were pl6 positive. In the cohort, P16
protein expression was shown to be the most important factor impacting survivability. Its
expression negatively affected patient survival up to 4 times (p = 0.019). Other factors which
had a statistically significant influence on survival were: T status, N status and recurrence of
the underlying disease.

Conclusions: The lower prevalence of oral HPV DNA in younger participants suggests a

positive effect of HPV vaccination.
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The value of HPV-specific antibodies after one-year and long-term follow-up is an important
prognostic factor.

P16 protein expression has a different significance in oral cancers than in oropharyngeal
cancers. P16 positivity appears to be a negative prognostic factor, however, the significance
of the presence of HPV / pl6 protein in tumors with non-oropharyngeal location remains

unclear.

Key words: head and neck cancers, oral prevalence of HPV, HPV specific antibodies,

prognosis, pl6 expression
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1. UVOD

Lidské papilomaviry (HPV) jsou nejcastéjSimi DNA viry podilejicimi se na nadorové
transformaci. Kromé dobte prozkoumané asociace HPV s karcinomy délozniho hrdla (KDH),
se tento virus podili na karcinomech kone¢niku, urogenitalniho traktu (vulva, pochva, penis) a
ve vyznamné mife je asociovan také s karcinomy hlavy a krku (HNC), pfedevS§im nadory
orofaryngu. Incidence karcinomu orofaryngu v poslednich letech vyznamné stoupa. Ve vSech
zemich, kde jsou k dispozici onkologické registry, je mozné dokumentovat nartst incidence.
Ve skupiné pacientti s témito nadory stoupa podil nadorti asociovanych s vysoce rizikovymi
typy (HR) HPV. Prudky narist HPV pozitivnich naddor byl pozorovan nejprve v Severni
Americe a, s urCitym zpozdénim, i v Evropé. V soucasnosti je prevalence téchto nadort
orofaryngu v obou regionech podobna (Mehanna et al., 2012). V Ceské republice bylo na
zacatku tisicileti pfiblizné 60 % nadorh tonzil HPV pozitivnich (Rotnaglova et al., 2011).
Podle nekterych analyz budou HPV asociované HNC v horizontu 10 let ¢astéjsi nez KDH,
ktery je témef ve 100 % asociovany s HPV infekci (Gillison et al.,, 2014).
MozZnost screeningu piednadorovych 1ézi v této anatomické lokalizaci, by méla velky
vyznam. Virus je v organismu piitomen dlouho pied rozvojem nemoci. Podle nékterych studii
lze prokazat ptitomnost protilatek proti onkoproteinu HPV16 E6, markerem invazivniho
karcinomu vyvolaného HPV, az 10 let pfed diagn6zou HPV asociovanych nadorti (Kreimer,
2014). Aktualni znalosti o prevalenci HPV ve zdravé populaci jsou skromné a diskrepantni.

Ze sttedni Evropy tato data chybi.

1.1 Charakteristika lidskych papilomaviri

Ve 30. letech 20. stoleti byl HPV druhou skupinou virit (po retrovirech), u které byla
prokazana schopnost onkogeneze, a to experimentalné u kralikii (Shope and Hurst, 1933).
Koncept nddorové imunologie se v 50. letech 20. stoleti rychle rozvinul s myslenkou, ze
imunitni systém dokaZe rozeznat ,,vlastni“ a ,,cizi* antigeny. Australsky imunolog Sir Frank
Macfarlane Burnet a Peter Medawar z University College London ziskali v roce 1960
Nobelovu cenu za medicinu za objev imunologické tolerance. Epidemiologické studie na
pocatku 70. let uvadély rtizné infekéni kandidaty jako kauzalni agens karcinomu délozniho
hrdla (KDH). NejpravdépodobnéjSim byl virus herpes simplex typu 2 (HSV-2). Harald zur
Hausen, mlady némecky profesor virologie, vSak nebyl piesvéd¢en o této teorii, protoze
nenalezl HSV-2 ve vzorcich KDH. V roce 1982 ¢len jeho tymu Mathias Durst izoloval novy
typ HPV 16 z biopsie KDH (Durst et al., 1983). Nasledn¢ byl HPV 16 typ nalezen v poloving
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vSech laboratornich vzorkl téchto nador. Skupina poté pokracovala k nalezeni HPV 18.
Dnes vime, ze spolecné lze nalézt tyto dva vysoce rizikové typy pfiblizné¢ u 70 % vsech
karcinomti délozniho hrdla (KDH) (Munoz, 2003). Jiz v roce 1984 prof. zur Hausen zahdjil
vyzkum k vyrobé vakciny proti HPV. Vroce 2008 profesor Harald zur Hausen dostal
Nobelovu cenu za objeveni asociace HPV infekce se vznikem KDH.

Vroce 2006 byla americkym tustavem pro kontrolu 1é¢iv (FDA - Food and Drug
Administration) a nésledn¢ 1 Evropskym regula¢nim tfadem EMA schvalend tetravalentni
vakcina prott HPV (Gardasil, Merck). V roce 2009 byla schvalena bivalentni vakcina proti
dvéma vysoce rizikovym typim HPV 16 a 18 (Cervarix, GlaxoSmithKline). Posledni
schvalenou vakcinou byla v roce 2014 vakcina nonavalentni proti deviti nejcastéjSim vysoce a

nizce rizikovym typim HPV (Gardasil9, Merck).

1.1.1 Klasifikace
V soucasnosti je definovano vice nez 200 typt (k datu vydani zavére¢né prace bylo

mezinarodnim HPV referencnim centrem uvadéno 228 typt). Systém klasifikace je zalozen
na podobnosti nukleotidové sekvence genomt (Van Ranst et al., 1992). Celed
papilomaviridae je délena na rody, které se od sebe lisi v nukleotidové sekvenci L1 genu o
40-55 %. Tyto rody jsou oznacené feckymi pismeny (5 rodl — alpha, beta, gamma, mu a nu).
HPV z rodu alfa (alfa-HPV) jsou oznaCovany jako slizni¢ni, z rodu beta, gama, mu a nu jako
kozni. D¢€leni do druht ma vyznam hlavné v tom, Ze ptislusnici jednoho druhu maji podobné
biologické vlastnosti. Typ je tradicnim taxonomem v klasifikaci HPV, kde nukleotidové
sekvence L1 genu se 1i8i 0 10-25 %.

vysoce rizikové (HR HPV) a nizce rizikové typy (LR HPV). Nizce rizikové (nejcastéjsi typy:
6, 11, 40, 42, 43, 44, 54, 61, 70, 72, 81, 89) zptsobuji benigni 1éze (papilomy, veruky,
condylomata accuminata). Vysoce rizikové (nejcastéjsi typy: 16,18, 31,33, 35, 39, 45, 51, 52,
56, 58, 59, 68, 73, 82) maji onkogenni potencial.
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Obr.1: Fylogeneticky strom zaloZeny na ¢asti L1 genomu znazoriiujici vSechny oficialni typy
HPV — stazeno z oficidlnich strdnek International Reference Center for Papillomaviruses

(Tamura - Nei, 1993; Kumar, 2016).

1.1.2  Stavba virového genomu
HPYV virus je neobaleny virus o velikosti virové kapsidy pfiblizné 55 nm, jehoz genom je

tvofeny dvouvlaknovou cirkularni DNA (délka pfiblizn€ 7400 az 8200 parti bazi). Kapsidy
jsou tvofeny z pentamerické molekuly hlavniho kapsidového proteinu a nékolik molekul

vedlej$iho kapsidového proteinu. Genom lze rozdélit na: regulaéni (LCR = long control
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region), Casnou (E = early region) a pozdni (L = late region) oblast. Za ¢asnou a pozdni

oblasti jsou polyadenylové (poly-A) sekvence.

7000
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L1

uoyjesyded

0

=

Q
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(=3
%

%
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Obr. 2: Schéma genomu lidskych papilomavirt (pfevzato z publikace: Prendivillie, 2004)

1.1.3  Zivotni cyklus HPV
Virus pii vstupu do bunky (konkrétné¢ bazalni bunky vicevrstevného dlazdicobunécéného

epitelu sliznic a klize) proliferuje a diferencuje se. V proliferujicich buiikach je virus pfitomen
v latentni formé (nizkd exprese virovych proteinti). Pii diferenciaci dochazi k pieskupeni
oblasti genomu, tim je zahajena intenzivni transkripce proteina se vznikem vysokého poctu

kopii virového genomu.

1.1.4 Integrace a proces maligni transformace
Integraci genomu do DNA hostitelské buiiky, dojde k poruSeni a sniZzeni exprese proteinti E1

a E2. Snizeni exprese E2 ma za nasledek zvySeni exprese E6 a E7. Klicova role pro maligni
transformaci je pravé nadmérné exprese virovych onkoproteinit E6 a E7.

Hlavni funkci virového proteinu E6 je inhibice funkce tumor supresorového proteinu p53, coz
vede k jeho degradaci ubikvitinizaci. Fyziologickéd funkce p53 je kontrola integrity genomu.
Dalsi funkci E6 je zvySeni aktivity telomerdzy, ¢imz také brani apoptoze. Protein E6 také
degraduje protein GAP (GTPazou aktivujici protein), ¢imZ narusi pfenos signalu G-proteiny.
Hlavni funkei virového proteinu E7 je reaktivace bunééného cyklu opakovanim vstupu do S-
faze bunécného cyklu. Klicovym regulacnim proteinem je retinoblastomovy protein (pRb), na
né¢hoz se vaze transkripéni faktor E2F. Po navazani onkoproteinu E7 dojde k destabilizaci,

uvolnéni transkripénich faktorl a aktivaci exprese genli pfechodu z G1 do S faze bunééného
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cyklu. Destabilizace proteinli pRb virovym proteinem E7 vede ke zvySené expresi proteinu
p16 (fyziologicky inhibitor cyklin dependentnich kinaz 4 a 6) a tim je cyklus zastaven v G1
fazi (Khleif et al., 1996).

D Deregulation of
P E6 DNA damage
(¢ \P53(D_" repair and 4 Additional genetic
. EBAP cellular alterations (?) E P16 :
E7 I senescence T
P21 P21 : Mali t
Apoptosis : alignan
B \ resistance > iﬁ:tr; %Tllt?/ P progression
m» CD| _ Cyclin D ,
rel Cyclin E
g Cytoplasm

s N\
/ Fonea foesgll  Celulr N ——
A immor:llz‘alization Nuclous |

Telomere DEI‘Sg ulated

P cell cycle
progression

L 1
ABL HDAC f DP-1  E2F-1 S phase gene

DP-1  E2F-1 AN ——> expressions ——

CUL2 complex

CCR Molecular Pathways AC
Obr. 3: Maligni transformace zpusobena onkoproteiny HPV E6 a E7, pfevzato Chung et al.,

2014 (Chung et al., 2014)

A — vytvoren komplex E7 s Cullin 2 ubiquitin ligdzou a proteinem retinoblastomu (pRb), toto
vede k degradaci pRb;

B — interakce E7 s p27 proteinem;

C — interakce E7 s p21 proteinem;

D — vytvoten komplex E6 s ubikvitin ligazou E6AP coz vede k degradaci p53 proteinu;

E — pii1 absenci funkce pRB se v disledku zpétné vazby zvysi exprese pl 6INK4a;

F — degradace NFX1 pii sdruzeni E6 a E6AP s naslednou aktivaci hTERT vede k bunééné

imortalizaci

1.2 Vyskyt oralni HPV u zdravé populace
Tato kapitola vychazi z reSer$ni prace autorky s nazvem ,,Vyskyt ordlni HPV infekce u zdravé
populace: Systematicky prehled se zaméfenim na evropskou populaci® jez byla v roce 2018

publikovéna (Simonidesova et al., 2018). Tato prace je soucasti ptilohy.
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Do analyzy prevalence ordlni HPV ve zdravé evropské populaci bylo zatazeno 26 studii, které
zahrnovaly 10 236 subjektd (4 352 muzt, 5 071 Zen a 813 jedincli nezndmého pohlavi,
veékovy rozsah od narozeni do véku 82 let). Studie byly provadény na populaci Italie (n = 7),
Svédska (n = 4), Finska (n = 4), Recka (n = 2), Polska (n = 2), Rakouska, Skotska, Nizozemi,
Némecka, Mad’arska, Chorvatska a Danska (n = 1).

1.2.1 Pouzivané metody detekce a genotypizace HPV
S vyjimkou jedné studie, vSechny ostatni pouZzily k detekci HPV polymerazovou fetézovou

reakci (PCR), tedy metodu amplifikujici vybrané seky genomu viru.

HPV genotypy byly stanovovany za vyuziti Luminexu (N=11), sekvenace (N=8), hybridizace
(N=4), polymorfismu délky restrikénich fragmentt (restriction fragment length polymorphism
= RFLP) (N=1), nebo blize nespecifikovanou genotypizaci (N=2). Vyhodou vSech metod,
s vyjimkou sekvenace, je moznost detekovat i1 vicenasobnou infekci. Celkové bylo ve studiich
detekovano 20 HR HPV typt (HPV 16, 18, 26, 31, 33, 35, 39, 42, 45, 51, 52, 53, 56, 58, 59,
66, 68,73, 82, 86) a 15 LR HPV typa (HPV 6, 11, 30, 42, 43, 44, 54, 55, 57, 69, 70, 81, 84, 89
a 90).

1.2.2 Prevalence oralni HPV infekce

Celkem sedm evropskych studii bylo zaméfeno na zdravou dospélou populaci. Celkova
prevalence ordlni HPV infekce ve zdravé populaci se pohybovala v rozmezi 1,4 % az 18,1 %

(Tabulka ¢. 1).
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Tab. 1: Studie HPV prevalence v dutin€ Gstni zaméfené na zdravé dobrovolniky s poctem

subjektti 100 a vice a rizikové faktory oralni HPV infekce

Autor studie | Griin Kero Nordfors |Lupato |Juan Du |Conway |Dalla-Torre
Prevalence 1,4% 10,3 % 1,8 % 4,0 % 9,3% 5,5% 18,1 %
(4/287)  |(27/262) (6/335)  |(20/500) |(45/483) |(21/380) |[(56/310)
Pohlavi bez NS bez bez NS bez bez vyznamu
vyznamu vyznamu |vyznamu vyznamu
Veék bez NS NS NS NS p=0,081 |NS
vyznamu
Vakcinace 73,0 % NS 64,0 % 8,6 % NS 4,0 % 0,0 %
Sexualni NS Oralni sex — | NS bez NS bez vyznamné
chovani zvysena vyznamu vyznamu |(vaginalni i oralni
konkordance sex: p =0,0001)
HPV typu
mezi partnery
Koufeni NS u Zen * NS bez NS NS vyznamné
vyznamu (p=0,0074)
Alkohol NS NS NS bez NS NS bez vyznamu
vyznamu
NS - studie se nevyjadiuje k dané otdzce; * analyza manzelskych parQ, statisticky

signifikantn¢ vyznamné jen u zen

Vétsina publikovanych studii prevalence HPV v dutin€ Ustni se zaméfovala na detekci alfa-
HPV typt. Prevalence HR HPV typii byla v rozmezi 2,2 % az 7,2 %, z toho HPV 16 pozitivita
byla zjisténa u 0,2 % az 2,9 % jedinch. Nejvétsi studie na zdravé evropské populaci byla
provedena v Italii. Zahrnovala celkem 500 jedinct ve véku 19 az 35 let. HPV pozitivita byla
zjisténa u 4,0 % zkoumané populace, HR HPV u 2,2 % a HPV16 u 1,6 % probandii (Lupato et
al., 2017). Prevalence alfa-HPV v evropskych studiich (HPV: 1,2-11,6 %, HR HPV: 2,2-7,2
% a HPV16: 0,2-2,9 %) byla shodnd s vysledky studii z USA a Asie. Americk4 piehledova
studie prevalence oralni HPV infekce zahrnovala 18 studii, celkem se 4 581 zdravymi
probandy a zjistila, Ze prevalence ordlni HPV infekce byla 4,5 %, HR HPV infekce 3,5 % a
HPV16 infekce 1,3 % (Kreimer et al., 2010). Asijska piehledova studie zatadila 29 studii
provedenych v obdobi 2012 az 2015. V této studii bylo celkové 22 756 probandi. Vysledky
ukazaly prevalenci ordlni HPV infekce 5,5 %; HR HPV: 2,7 % a HPV16: 1,0 % (Shigeishi
and Sugiyama, 2016).

P&t studii bylo zaméfeno na prevalenci ordlni HPV infekce u déti. Nejvetsi polska studie
zkoumajici prevalenci ordlni HPV infekce u déti a dospivajicich s vice nez 4 000 probandy ve

veéku 10 az 18 let zjistila celkovou prevalenci 1,1 % (Durzynska et al., 2011).
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Prevalenci beta-HPV typtli se vénoval ve své publikaci Sabol a kol., ktery zjistil, ze u 67
jedincii bez ptiznakt infekce HPV byla prevalence ordlnich beta-HPV typii 56,7 %, coz bylo
vyznamné vysSi v porovnani s alfa-HPV prevalenci v souboru zdravych kontrol (7,5 %).
Nejcastéjsimi beta-HPV typy byly HPV38 (11,9 %), HPV110 (11,9 %) HPVS (10,4 %) a
HPV24 (10,4 %) (Sabol et al., 2016). V recentni asijské studii s 1426 zdravymi probandy byla
zjisténa oralni prevalence: 2,5 % alfa-HPV, 11,9 % beta-HPV a 2,9 % gama-HPV (Wong et
al., 2018).

1.2.3 Perzistence oralni HPV infekce

Dvé studie ve finské populaci studovaly délku pretrvavani oralni HPV infekce. Prevalence a
perzistence HPV v dutin€ ustni byla sledovana u Zen po dobu 6 let, pfi€emz nejCastéjsi byla
infekce HPV16 (10,5 %) s primérnou dobou perzistence 18,6 mésicii (Rautava et al., 2012).
Dalsi finska studie, tentokrat zamétena na muze, ukdzala rovnéz jako nejcastejsi typ HPV16
(15,3 %). Primérna doba pretrvavani infekce HPV16 byla pouze o malo delsi, 21,7 mésice.
Jako rizikovy faktor pro delsi perzistenci HPV bylo identifikovano kouteni (Kero et al.,
2014). Délka perzistence HPV v dutiné ustni byla v evropskych studiich shodnd s vysledky
studie z USA. Kreimer a kol. ve své studii zkoumala ordlni HPV infekci u 1 626 muzii po
dobu 4 let. Vysledky prokazaly, ze primérna doba perzistence HPV16 byla 7,3 mésice a

vétsina HPV infekci v duting€ Gstni vymizela do 1 roku (Kreimer et al., 2013).

1.2.4 Rizikové faktory pro oralni HPV infekci
Rakouska studie zahrnujici 310 nevakcinovanych subjektii s vékovym primérem 26,5 let

uvadi jako statisticky vyznamny rizikovy faktor kouieni (méné nez 5 balickorokii: p=0,0215;
vice nez 5 balickorokii: p=0,0074). Vysvétlenim mitize byt indukce zanétu a potlaceni
imunitnich mechanisml chemickymi latkami obsazenymi v tabdku (Dalla Torre et al., 2016).
Ve studii Gillison a kol. autofi ukazuji, Ze Zeny kufacky maji mnohem vys8i prevalenci oralni
HPV infekce neZ muzi kufaci, 1 kdyZ obecné je prevalence HPV vyssi u muzi. Koufeni je
tedy povazovano za vyznamny rizikovy faktor oralni HPV infekce, zejména u Zen (Gillison et
al., 2012).

DalSim statisticky vyznamnym rizikovym faktorem je sexudlni chovéni, a to jak oralni
sexudlni styk (6-10 sexudlnich partnerii: p=0,0437; vice nez 11 sexudlnich partnert: <0,0001),
tak vaginalni pohlavni styk, ktery je statisticky vyznamny pii po¢tu 11 a vice sexudlnich
partnert (p=0,0001) (Dalla Torre et al., 2016). Nékolik mimoevropskych studii zjistilo, ze

sexualni chovani (tj. rodinny stav, poc€et sexualnich partnerti, rizikovi sexudlni partnefi,
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vaginalni a oralni sex) a také koufeni a piti alkoholu jsou vyznamnymi rizikovymi faktory pro
oralni HPV infekci (Gillison et al., 2012, Cook et al., 2014).

Evropské studie nepotvrdily statisticky vyznamnou souvislost mezi prevalenci oralni HPV
infekce a pohlavim (Tabulka ¢. 1). Podobné v americké piehledové studii byla prevalence
HPYV u obou pohlavi shodna (4,6 % vs. 4,4 %) (Kreimer et al., 2010). Soucasné studie uvadéji
prevalenci HPV nizsi u Zen (2,9 %) ve srovnani s muzi (4,7 %), coz by mohlo byt vysvétleno
poklesem rychlosti Sifeni HPV infekce u Zen v souvislosti s ockovanim proti HPV (Shigeishi
and Sugiyama, 2016).

VéEkove zavisla prevalence HPV v duting ustni byla v nékterych studiich prokazana a v jinych
nikoliv. V nejvétsi studii z USA, kterd zahrnovala 5 579 probandu ve véku 14-69 let, byla
oralni HPV infekce detekovana u 4,0 % vzorkl. Nejvyssi prevalence byla pozorovana ve
veékové skupiné 30 az 34 let (7,0 %) a 60 az 64 let (11,0 %). Autofi studie uvadéji jako mozné
vysvétleni dvou vrcholll infekce zvySenou sexualni aktivitou pfi prvnim maximu a sniZenou
efektivitou imunitnich mechanismti v duasledku starnuti pfi druhém zvySeni prevalence
(Gillison et al., 2012).

Z evropskych prevalen¢nich studii asociaci mezi vékem a prevalenci oralnich HPV infekci
zkoumala pouze skotskd studie s probandy ve vékovém rozmezi 16 az 69 let. Nejvetsi
prevalence oralni HPV byla ve vékové kategorii 26 az 39 let (10,4 %), nejnizsi ve vékové
skuping 16 az 25 let (2,6 %) (Conway et al., 2016).

Infekce v oblasti genitadlniho Gstroji jsou povazovany za mozny rizikovy faktor pro HPV
infekci v dutin€ ustni. Italskd studie zamétena na zeny s cervikalni infekci zjistila prevalenci
oralni HPV infekce 14,3 % (14/98). Jako jediny rizikovy faktor byl popsan nizky vk zacatku
pohlavniho zivota. Sexualni chovani (pocet partnert pro vaginalni a oralni pohlavni styk), ani
samotna piitomnost cervikalni infekce nezvysovala riziko oralni HPV infekce (Termine et al.,

2011).

1.2.5 Vyznam vakcinace
Ve Svédské studii byl pozorovan Gginek rutinniho okovani proti HPV na oralni prevalenci

HPV. Pfed rutinnim ockovanim byla oralni prevalence HPV 9,3 % a po naockovani 73,0 %
populace byla snizena na 1,4 % (Grun et al., 2015). Klinicka studie v Kostarice prokazala, ze
4 roky po vakcinaci bivalentni vakcinou byla ordlni prevalence HPV u vakcinovanych Zen o

93,3 % nizsi ve srovnani s nevakcinovanymi zenami (Herrero et al., 2013).
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Prevenci HPV asociovanych nadort lze provadét dvéma cestami: primarni prevenci, kterou je
profylakticka vakcinace proti HPV u déti obou pohlavi a dale sekundarni prevenci, coz je
v€asna identifikace pocatecnich stddii onemocnéni (sérologicky pozitivita protilatek proti
HPV16 E6 onkoproteinim). Tato opatfeni by tak postupné mohla vést k eradikaci karcinomui

hlavy a krku (HNC) spojenych s HPV, jejichz vyskyt v poslednich letech rychle roste.

1.3 Souvislost HPV infekce s nadory orofaryngu

HPV etiologie je popisovana ptiblizn€ u 25 % HNC (Gillison 2000; Smith 2004). Incidence
karcinomu hrtanu, ktery je povazovan za prototyp nadoru indukovaného koufenim,
celosvétové klesa. Naproti tomu incidence karcinomt orofaryngu v poslednich letech
vyznamné stoupa prakticky ve vSech zemich, ze kterych jsou k dispozici data z
onkologickych registrii. V Ceské republice stoupla za poslednich 40 let incidence karcinomu
tonsily a kotene jazyka témef ¢tyfnasobné (obrazek 4).

Ve skupiné pacientii s t€émito nadory stoupa podil nadort asociovanych s HR HPV.
Nejcastéjsimi typy jsou stejné jako u karcinomu délozniho hrdla (KDH) typy HPV16, HPV18
a HPV33. Prudky nartGst HPV pozitivnich nadort byl pozorovan nejprve v Severni Americe a,
s ur¢itym zpozdénim, 1 v Evropé. V soucasnosti je prevalence téchto nadorit orofaryngu v
obou regionech podobna (Mehanna, 2012). Podle nékterych analyz budou tyto nadory v
horizontu 10 let Cast&jsi nez KDH, ktery je téméf ve 100 % asociovany s HPV infekci
(Gillison, 2014). V rozsahlé¢ multicentrické studii byla pfitomnost HPV DNA prokazana v 70
% piipadu karcinomii orofaryngu, (D’Souza, 2007). V Ceské republice bylo na zagatku
tisicileti ptiblizn¢ 60 % nadort patrovych tonsil HPV pozitivnich (Rotndglova, 2011). Divod
zvysujici se incidence HPV asociovanych karcinomu orofaryngu neni zcela jasny. V literatuie
jsou popisovany zmeny sexualniho chovani lidi, které by mohli mit za nasledek zvySenou

prevalenci oralni HPV (Hammarstedt, 2007).
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Obr. 4: Vyvoj incidence a mortality u nadorii tonsily a kofene jazyka v Ceské republice za

poslednich 40 let (zdroj: www.svod.cz)

Bylo zjisténo, Ze pacienti s orofaryngedlnim karcinomem pozitivnim na HPV16, maji
v porovndni s pacienty s orofaryngedlnim karcinomem bez asociace s HPV16, odlisné
charakteristiky. Jsou pfiblizné o 10 let mladS$i, maji méné komorbidit, jsou z vyssi
socioekonomické skupiny a udadvaji vyznamné niz§i expozici piedevSim tabdku, ale i
alkoholu.

Klinicky maji pacienti s HPV asociovanymi nadory orofaryngu vétSinou primarni nador
mensiho rozsahu, s rozsahlej$im postizenim uzlin v ¢ase diagnozy, typicky se jedna o uzliny
s cystickym charakterem (Gillison, 2008; Cantrell 2013). Casto pozorovana mensi velikost

primarniho nadoru je jednim zdivodi, Ze az u 25-50 % pacienti s prvotni diagndzou
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neznamy primdrni nador, se primarni lozisko nalezne v orofaryngealni oblasti. Proto se
provadi tonsilektomie na strané detekce krénich metastaz u diagndézy neznamého primarniho
nadoru bez nalezeni primarniho loziska. Mikroskopicky jsou HPV asociované karcinomy
nizce diferencované. Imunohistochemicky byvd u HPV negativnich nadorti detekovana
zvySena exprese cyklinu D1 a p53. Naopak u HPV asociovanych karcinomti orofaryngu je
vysoka exprese proteinu pl6, ktery je pro vysokou senzitivitu a specificitu v soucasnosti
rutin€ pouzivanym nepiimym biomarkerem virové aktivni infekce.

HPV v orélni oblasti se soustfed’'uje v bazalnich vrstvach epitelu sliznice pfedevsim tonsily a
jazykové mandle. Jde o zdsadni lymfatické organy dulezité pro imunitni rovnovahu oblasti
hltanu. HPV G€inn€é unikd imunitnimu systému nékolika mechanismy. Jeho lokalizace
v bazalnich vrstvach je obtizné dosazitelna buiikami imunitniho systému, dalSim daleZitym
faktorem je nepfitomnost virémie a zanétu bez aktivace antigen prezentujicich bunck
(Stanley, 2006). To je diivodem proc¢ se o pfitomnosti a perzistenci viru v organismu dozvime
vét§inou az pii1 vzniku HPV asociovaného nadoru.

Pacienti s HPV asociovanymi nadory orofaryngu maji lep$i progndézu, mensi procento
rekurenci, vys$si senzitivitu k radioterapii a chemoterapii pii porovnani s pacienty s HPV
negativnimi nédory orofaryngu (Fakhry 2008; Worden 2008). Mira pétiletého pieziti u
pacientil s HPV asociovanym nédorem v pokrocilém stadiu je 75-80 %, v porovnani s mirou
pteziti méné nez 50 % u pacientii bez HPV asociace v podobném stadiu (Ang et al., 2010).
Rovnéz u HPV asociovanych karcinoml orofaryngu je prognosticky vyznam postiZzeni
regiondlnich metastaz nizsi nez u karcinomi bez HPV asociace (Straetmans 2009; Klozar,
2014). Pric¢ina lepsi prognézy neni zcela objasnéna. Nektefi udavaji jako diavod odlisné
spektrum genetickych zmén v nddorovych bunkach nebo zvySenou aktivitu imunitniho
systému u HPV asociovanych nadort. Analyza v projekté¢ The Cancer Genome Atlas (TCGA)
identifikovala potencidln¢ molekularni biomarkery, které je mozné pouzit na uréeni prognozy.
Delece nebo mutace dvou proteinti, které inhibuji NF-kB a aktivuji interferon, faktor 3
spojeny s TNF receptorem (TRAF3) a cylindromatozou (CYLD), byly nalezeny v 28 % HPV
asociovanych karcinomech orofaryngu (Hajek et al., 2017). Pfeziti u pacienti s HPV-
asociovanymi nadory bylo lepsi u téch, kde nddory nesly defekty v TRAF3 nebo CYLD,
zatim co preziti HPV pozitivnich pacientli bez téchto mutaci bylo podobné jako pieziti
pacientll s HPV negativnimi naddory (Hajek et al., 2017).

Lepsi prognoéza HPV asociovanych nddort a odlisné spektrum rizikovych faktori si vyzadalo

zménu klasifikace TNM a vznik odlisné kategorizace HPV asociovanych nadord. To je
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obsazeno v 8. vydani TNM Kklasifikace, kterou pravidelné vydava Unie pro mezinarodni
kontrolu rakoviny (The Union for International Cancer Control — UICC) a také v stagingovém

manualu American Joint Committee on Cancer (AJCC) (Lydiatt, 2017).

1.4 Souvislost HPV infekce s nadory dutiny ustni
Dlazdicobunéény karcinom dutiny ustni je jednim z nejcastéjSich malignit horniho
aerodigestivniho traktu. Incidence nadorti dutiny ustni v Ceské republice je stabilni,

s nazna¢enym mirnym vzestupem v poslednich 10 letech (obrazek 5).
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Obr. 5: Vyvoj incidence a mortality u nadorti dutiny tstni v Ceské republice za poslednich 40

let (zdroj: www.svod.cz)

Postihuje tfikrat castéji muze nez zeny. I pies nové moznosti onkologické 1écby, se pétileté
pteziti pacientii pohybuje mezi 40-50 %. Hlavnim rizikovym faktorem je koufeni, zejména v
kombinaci s konzumaci alkoholu (Blot WJ, 1988).

Prognostickd role HPV pozitivity u dlazdicobunéénych karcinomti dutiny Gstni neni zndma
(Klozar, 2019). Taky zvysSend exprese proteinu pl6é nevykazuje tak vyznamnou korelaci s
HPV infekeci, jako je tomu u orofaryngealnich karcinomt (Meshman 2017).

Prevalence p16 exprese u karcinomt dutiny Ustni se v publikovanych studiich 1isi, v Evropé€ je
popisovana prevalence v rozmezi 7 az 15,4 % (Abrahao 2018, Dediol 2016, Gotz 2016).
Vysledky studii posuzujicich vliv pl6/HPV DNA pozitivity na piezZiti pacientd po 1écbé
karcinomu dutiny ustni jsou rovnéZ rozdilné. Nékteré udavaji horSi prognozu u pl6/HPV

DNA pozitivnich pacientd (Duray 2012, Lee LA 2015, Saghravanian 2016), jiné studie
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naopak popisuji pl6/HPV DNA pozitivitu jako faktor zlepSujici progndézu pacienti
s karcinomem dutiny tstni (Hoffmann 2012, Minami 2017, Satgunaseelan 2016).

1.5 Souvislost HPV infekce s nadory hrtanu

Dlazdicobunéény karcinom hrtanu je tietim nejcastéjSim malignim nddorem v ORL oblasti.
V drtivé vétsing postihuje muze, primérny veék v ¢ase diagndzy Cini 60 let.

Incidence nadorti hrtanu v Ceské republice je stabilni, snaznadenym mirnym poklesem

mortality v poslednich 10 letech (obrazek 6).
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Obr. 6: Vyvoj incidence a mortality u nadort hrtanu v Ceské republice za poslednich 40 let

(zdroj: www.svod.cz)

Prevalence HPV pozitivity u nadort v neorofaryngealni lokalizaci podle metaanalyzy Ndiaye
a kol. nekopiruje rozdily v geografické prevalenci HPV pozorované u orofaryngedlniho
karcinomu. Nejvyssi incidence ptfitomnosti HPV DNA v karcinomu hrtanu je v Latinské
Americe (32 %) a Asii (28 %), nizsi je v Evropé€ (21 %) a Severni Americe (19 %) (Ndiaye et
al., 2014). Pii doplnéni E6 mRNA detekce jako markeru aktivni infekce u HPV DNA
pozitivnich vzorkl, se HPV pozitivita v oblasti hrtanu snizila na 1,5 % (Castellsague et al.,
2016). Nedavna metaanalyza 2 578 ptipadl nadori hrtanu, uvadi 413 (16 %) bylo HPV-
pozitivnich. U této metaanalyzy nebyl pozorovany rozdil v celkovém Sletém pieZiti (OS)

pacientii s HPV pozitivnimi naddory (Ahmadi et al., 2018). V ¢inské studii bylo celkové preziti
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vyznamn¢ zleps$i u HPV-pozitivnich pacientli s karcinomem hrtanu ve srovnani se skupinou
HPV-negativni pacientli (Tong et al., 2018).

Dalsi otazkou je, zda u rekurentni respiracni papilomatézy (RRP) hrtanu hraje HPV infekce
roli pfi maligni transformaci. Jsou popisovany ojedinélé kazuistiky s maligni transformaci
RRP hrtanu. Autoti predpokladaji, ze pti¢inou je mutace p53 a integrace HPV-11 (Rady et al.,
1998). Z dosud publikovanych studii vSak neexistuji zadné dikazy o roli HPV infekce u

maligni transformace hrtanovych prekancer6z nebo papilomatdzy. (Klozar, 2019).

1.6 Moznosti detekce HPV infekce

1.6.1 Detekce HPV DNA
HPV DNA lze detekovat nejcastéji pomoci polymerazové tetézové reakce (PCR). Existuje

velké mnozstvi metod. Pro piehlednost popisuji pouze metodu detekce HPV DNA pouzitou
ve studiich, které jsou podkladem disertacni prace.

Po izolaci DNA jsou pouzity primery cilené na useky papilomavirového genomu (nejcastéji
L1). Pokud jsou pouzity obecné primery, lze dal§i typizaci provést pomoci reverzni
hybridizace (RLB — reverse line blot), kterda umozni identifikaci 37 typt pii jedné reakci.
Pokud se jedna o jiny typ, ktery nebyl detekovan reverzni hybridizaci, 1ze pouzit metodu
sekvenace.

Jako dal$i z moznosti detekce HPV DNA je fluorescenc¢ni in situ hybridizace (FISH), ktera
pro detekci vyuziva fluorescenéné znacené proby. Tyto proby jsou kompatibilni se
specifickymi iseky DNA pro konkrétni typy HPV. K rutinnimu vySetieni vzorkll se tato

metoda nepouziva.

1.6.2 Detekce HPV RNA
Nalezeni virové DNA nemusi znacit aktivné probihajici infekci, nefikd nic o transkripcni

aktivité viru. Zlatym standardem je prikaz transkripce virovych onkoproteini pomoci detekce
E6/E7 mRNA. Hlavni limitaci této metody je fragilita RNA. U fixovanych tkani zalitych
v parafinu casto dochéazi k fragmentaci RNA. Pravé tkan fixovand a zalitd v parafinu je,
v pfipadé karcinomt hlavy a krku (HNC), nejcastéji vyuzivana pro rutinni diagnostické ucely.

vvvvvv

pro tento druh klinického materidlu.
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1.6.3 Detekce proteinu p16 a p53 pomoci imunohistochemie
Nejcastejsi metoda pro detekci HPV infekce u nadord orofaryngu, kterd se vyuziva v bézné

klinické praxi, je imunohistochemicka detekce exprese proteinu p16INK4a (p16) (Hoffmann
et al., 2012). Jednim z hlavnich zptsobl zésahu viru do metabolismu bunky je zablokovani
funkce retinoblastomového proteinu (pRb) virovym onkoproteinem E7. Naslednou negativni
zpétnou vazbou dochazi k zvysené expresi proteinu pl6. Proto se exprese pl6 povazuje za
nepfimy marker HPV-indukovanych dlazdicobunéénych HNC. Pro detekci HPV-
asociovaného orofaryngealniho karcinomu ma exprese pl6 proteinu podle recentni
ptehledové studie s metaanalyzou sensitivitu 94 % (CI 91-97 %) a specificitu 83 % (CI 78-88
%) (Prigge et al., 2017). Jde o nejjednodussi a nejlevnéjsi diagnostiku HPV pozitivity nadort
u orofaryngealni lokalizace, a proto byla také pouzita v nejnovejsi TNM klasifikaci (TNM-8),
kde kategorie T a N p16 pozitivnich pacientd s orofaryngealnim karcinomem jsou, pfi stejném
rozsahu onemocnéni, nizs$i nez u p16 negativnich nadora (Lydiatt et al., 2017).

Zvysit citlivost a specificitu 1ze kombinaci metod imunohistochemické detekce pl6 s HPV
DNA detekci pomoci PCR. Kombinace téchto dvou metod dosahuje senzitivitu a specificitu

prukazu aktivni infekce srovnatelnou s detekci mRNA.

1.6.4 Sérologie
Metoda detekce specifickych protilatek je metodou nepiimou. Odrazi reakci imunitniho

systému na infekci. Detekce viroveé specifickych protilatek se nejCastéji provadi pomoci
enzymatické imunoanalyzy (ELISA — enzyme-linked immunosorbent assay). Jako reakce na
prirozenou infekci vznikaji protilatky proti hlavnimu kapsidovému proteinu viru (L1) tzv.
anamnestické protilatky. Pro jejich detekci se v ELISA testu pouzivaji tzv. viru podobné
castice (VLP — virus-like particles), které se pfipravuji v rekombinantnich expresnich

systémech (bakuloviry, kvasinky). (obrazek 7)
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Obr. 7: Proces vzniku viru podobné ¢astice (ptevzato z publikace Parker, 2006)

Pfi invazivnim onemocnéni asociovaném s HPV infekci se tvoii protilatky proti ¢asnym
antigenim — onkoproteinim E6 a E7 HR HPV. Pro detekci virové specifickych protilatek
proti témto proteiniim se vyuZzivaji fuzni proteiny s gluthation-S-transferazou (GST),

pfipravované v bakteridlnim expresnim systému.

1.7 Vyznam HPV specifickych protilatek k stanoveni prognozy

Protilatky specifické pro virové onkoproteiny HPV16 E6 a E7 jsou vzicné ptfitomny u
zdravych jedinc, ale jejich prevalence je typicky vysokd u pacientli s invazivnimi malignimi
nadory (Zumbach et al., 2000). N¢kolik studii ukazalo, ze u pacientii s karcinomem délozniho
hrdla, se hladiny protilatek proti virovym onkoproteinim po 1é¢b¢ snizuji a tento pokles je
spojen s lepsi prognozou (Baay et al., 1999, Di Lonardo et al., 1998). Pouze Sest studii
analyzovalo pfetrvavani HPV-specifickych protilatek u pacienti s HNC po 1é¢bé. Ve studii
Koslabova a kol. hladina protilatek specifickych pro HPV16 E6 / E7 klesala jiz mésic po
ukonceni lécby, protilatky specifické pro kapsidové proteiny ziistaly stabilni i po roce
(Koslabova et al., 2013). Podobné vysledky byly pozorovany v jinych studiich (Zhang et al.,
2017, Fakhry et al., 2016, Rubenstein et al., 2011), zatimco Lang Kuhs a kol. (Lang Kuhs et
al., 2017) nepozoroval pokles hladin protilatek HPV16 E6 po ukonceni 1écby. Spector a kol.
(Spector et al., 2017) zjistili signifikantné vys$si hladiny protilaitek HPV16 E6 / E7 u pacientl
s recidivou nadorl, a naopak castéjsi pokles protilatek HPV16 E7 u pacientl bez recidiv
béhem sledovani.

Ve vSech dosavadnich studiich byla doba pozorovani kratkd, rychlost poklesu protilatek
specifickych pro HPV16 E6 / E7 u pacientii po 1é¢bé nebyla zkoumana pti delSim sledovani.
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Recentné bylo také zjiSténo, Zze u pacientid s orofaryngealnim karcinomem jsou protilatky
HPV16 E6 / E7 ptfitomny mnoho let pfed diagndzou, proto je zajimavé analyzovat zmény

hladin protilatek béhem delsiho sledovani (Kreimer, 2014, Kreimer et al., 2017).
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2. CILE PRACE

Predkladana disertacni prace méla nasledujici cile:

Cil I:

Dosavadni poznatky o prevalenci oralni HPV infekce v populaci jsou zna¢né diskrepantni a
data ze stfedni Evropy nejsou k dispozici. Porovnani vysledkt je obtizné i pro rozdilnou
pouzitou metodiku. Informace o prevalenci HPV ve zdravé populaci nam pomtize zaméfit se

na prevenci HPV asociovanych nadort.

1. Zjistit prevalenci HPV v bunkéch z oralnich vyplachi a HPV specifickych protilatek u
zdravé populace ve v€ku 20 az 35 let

2. Zjistit souvislost HPV pozitivity s parametry demografickymi a s parametry sexudlniho
chovani

3. Porovnat soubor vékové skupiny 20 az 35 let s kontrolnim souborem probandl ve véku 35

az 85 let

Cil II:
Studie zamétené na dynamiku protilatek proti onkoproteinim E6 a E7 u karcinomu délozniho

hrdla potvrdily, ze pokles protilatek ukazuje na lepsi prognozu pacientti. Studii zamétenych
na dynamiku HPV specifickych protilatek u karcinomt hlavy a krku je mélo a doba sledovani

je kratka.

4. Sledovat dynamiku kapsidovych (anamnestickych) protilaitek a protilatek proti
onkoproteinim E6 a E7 HR HPV vintervalu 2-14 let od ukonceni IéCby pacientl
s karcinomem orofaryngu

5. Porovnat dynamiku protilatek u pacientt s recidivou a bez recidivy karcinomu orofaryngu

Cil 11I:
Prognosticka role p16 pozitivity (HPV pozitivity) je u karcinomi orofaryngu vyznamna. Dalsi
studii jsme chtéli zjistit, jakou roli hraje u anatomicky nejblizsi lokality — u karcinomi dutiny

ustni.

6. Zjistit prevalenci p16 pozitivnich karcinomt dutiny ustni
7. Analyzovat prognostické faktory karcinomi dutiny Ustni 5 let od ukonceni 1écby

8. Zjistit jakou roli v prognoze dlazdicobunéénych karcinomt dutiny Ustni hraje p16 pozitivita
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Cile byly stanoveny na zaklad¢ téchto hypotéz:

Cil I:

H1. Prevalence oralni HPV u zdravé ¢asteéné ockované populace bude nizsi nez prevalence
neockované populace ~

H2. Prevalence HPV pozitivity souvisi s faktory sexudlniho chovani

H3. Prevalence oralni HPV stoupa s vékem

Cil II:

H4. Protilatky proti onkoproteinim E6 a E7 HR HPV klesaji s dobou od ukonceni 1é¢by,
kapsidové (anamnestické) protilatky si drzi stabilni hodnotu 1 pti dlouhodobém sledovani

HS. Protilatky proti onkoproteinim E6 a E7 si u pacientil s recidivou zakladniho onemocnéni
udrzuji vysokou hodnotu

Cil III:

H6. Prevalence pl6 pozitivnich karcinomi dutiny ustni je niz§i nez prevalence pl6
pozitivnich karcinomt orofaryngu

H7. Nejvyznamnéj$im prognostickym faktorem lokalné pokrocilych karcinomt dutiny ustni
je postizeni krénich uzlin

H8. ZvySend exprese proteinu pl6é nema prognosticky vyznam u dlazdicobunéénych

karcinomu dutiny ustni
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3. MATERIAL A METODIKA
3.1 CilI-Prevalence a rizikové faktory oralni HPV infekce u zdravé populace

3.1.1 Charakteristika souboru pacientti a dotazniky
Byly hodnoceny dvé skupiny zdravych ucastnik. Do souboru I bylo zatazeno v obdobi od

zati 2015 do prosince 2017 294 studentti mediciny stiedoevropského regionu ve véku 20 az
35 let s primérnym veékem 23,2 let. VyluCovacim kritériem byla anamnéza HNC nebo
karcinomu délozniho hrdla (KDH). Od vSech studenti byl odebran vzorek vyplachu dutiny
ustni. Od studentti, ktefi nebyli oCkovani, byl odebran i vzorek krve. Kazdému tucastnikovi
bylo ptidéleno jedine¢né identifikacni Cislo a byli tak anonymizovéni. Toto identifika¢ni Cislo
bylo pouzito pro oznaceni ptislusnych oralnich vyplachti, vzorkl krve a dotazniku. Cil studie
byl studentiim vysvétlen a vSichni Gc¢astnici podepsali informovany souhlas. Studii schvalila
nemocni¢ni etickd komise. Soubor II byl slozen z 215 jedinci ve véku 35 az 85 let s
prumérnym vékem 55,7 let, kterym byl material odebiran v rdmci pfedchozich studii naseho
vyzkumného tymu (Tachezy et al., 2009). Zadny z jedincti ze souboru II nebyl ockovan,
protoze vzorky byly odebrany v letech 2000 az 2010, coz je obdobi, kdy vakciny proti HPV v
Evropské unii nebyly schvaleny nebo bézné aplikovany. Informace o jejich oralni HPV DNA
pozitivité a séropozitivité byly také ziskany z ptedchozich studii, pii¢emz Ctyfi vzorky nebyly
k dispozici pro sérologickou analyzu.

Dotazniky: VSichni ucastnici souboru I byli pozddani, aby vyplnili anonymizovany online
dotaznik zahrnujici idaje o véku, sexudlnim chovani, vzd€lani, stavu ockovani proti HPV (typ
vakciny, prvni davka ve vztahu k zaCatku sexudlniho zivota), historii tonzilektomie,
anamnézu piercingu do jazyka nebo rtli, zptisob porodu, uzivani tabaku, alkoholu a drog.
Dalsi otazky se tykaly sexualniho chovani, konkrétné: sexudlni orientace, véku pii prvnim
pohlavnim styku, poctu partnerti, se kterymi se libali Gista na tsta, poctu partnert, se kterymi
m¢éli vaginalni a oralni sex celkem za dobu jejich Zivota a za poslednich 12 mésict, frekvence
8). Z 388 zapsanych studentil, kterym byli odebrany vzorky, spravné vyplnilo dotaznik 294 a
bylo dale hodnoceno.

Dotaznik pouzity pro soubor II, pouZity v ramci pfedchozi studie (Tachezy et al., 2009), se
zcela neptekryval s nové vytvofenym dotaznikem, a proto jen ¢ast dat mohla byt vyuZita pro

ucely porovnani.
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10.

11.
12.
13.

14.
15.

16.
17.
18.

19.

20.
21.
22,
23.
24.

25.
26.

217.
28.

¢iselny kéd odebirané vzorky:
Vék:

Pohlavi: [ Zenské [ muzské

Stupeii dosaZzeného nebo soucasného vzdélani: [ zakladni [ stfedoskolské [ vysokoskolské
U] student

Koui‘eni cigaret: [] Nekutak (méné nez 100 cigaret za zivot) [1 Byvaly kufak [J v soucasnosti
kurak
Pocet let, po které kourim, nebo jsem kouril/a:

V letech, kdy jsem koufil jsem primérné vykoutil: [J Méné nez 20 bali¢ku (po 20 cigaretach) /rok
L] 1-2 bali¢ky /tyden [ 1 balicek / den [J 2 a vice bali¢kd/ den

Konzumace alkoholu: [ abstinent [ v praméru 1-2krat tydné [ téméf denné

Mnozstvi alkoholu béhem typické konzumace: [ abstinent [J vétSinou 1-2 jednotky (= 0,5 1 piva
nebo 2 dcl vina nebo 0,5 dcl destilatu) [ 3 a vice jednotek

Uzivani marihuany: [ nikdy jsem ji nemél/ vyzkousel jsem to 1-2krat béhem Zivota

[ v minulosti jsem ji uZival (v poslednim roce jsem marihuanu neuzival) [] méné nez 1x mési¢né []
1x tydné a vice

Vase sexualni orientace: [ heterosexual [ homosexual [ bisexual [ asexual

Pocet partneru na francouzské libani béhem zivota: [] 1-4 [15-10 U 11-30 U vic nez 30

Polet partneru na francouzské libani v poslednich 12 mésicich: [1 1 [ 2-5 [ 6-10
U] vic nez 10

Vas vék pri prvnim sexualnim styku:

Pocet sexualnich partnera za celkové (vaginalni sex): [] zadny [ 1-2 [ 3-5 [0 6-10 [ 11-20
21 avic

Pocet sexualnich partneri (vaginalni sex) v poslednich 12 mésicich: (1 Zadny o 1-2 [ 3 a vic
PouZivani kondomu p¥i vaginalnim sexu: [ vzdy [ vétSinou [ nékdy [ nikdy

Pocet partneri, s nimiz jsem mél/a oralni sex celkové: [1zadny [11-5 [J6-10 [J11-20 (121 a
vice

Podet partneri s nimiZ jsem mél/a oralni sex v poslednich 12 mésicich: [J Zadny (1 1-2 [ 3-4
I 5avic

V minulosti jste byl 1é¢en na sexualné pfenosné onemocnéni: [1 Ne [ Ano

Mam nebo mél/a jsem: [ bradavice /kondylomat na pohlavnich orgdnech [1 papilomy hrtanu/ hltanu
Byl/a jste v minulosti oékovan/a proti infekei? [1 Ano [ Ne

Kterou vakcinou jste byl o¢kovan: [ Silgard [ Cervarix [ nevim nazev [ nebyl jsem o¢kovan

V pripadé Ze jste o€kovan, probéhlo pied za¢atkem aktivniho sexualniho Zivota? [ ano [ ne
[J nevim

Jak ¢asto si Cistite zuby? [ po kazdém jidle [1 2x denné [ 1x denné [ méné nez 1x denné

Byly vim v minulosti odstranény mandle? [ ne [ ano—nosni [ ano — kréni [l ano - nosni i
kréni

Mite, nebo jste v minulosti mél/a piercing na jazyku nebo rtu? [ ano [ ne

Va3 porod byl: [ per vias naturales (porodnimi cestami) [] per sectio caesarea (cisaiskym fezem)
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Obr. 8: Anonymni online dotaznik pro soubor I

3.1.2 HPV DNA detekce, genotypizace
Oralni exfoliované bunky byly ziskany oralnim vyplachem po dobu 30 az 60 sekund pomoci

10 ml fosfatového pufru (PBS) (pH 7,4; AccuGENE, Cambrex Bio Science, Verviers,
Belgie). Vzorky byly centrifugovany po dobu 7 minut pii otackach 5000 / min, pelet byl
dvakrat promyty 30 ml a 10 ml PBS a buiiky byly resuspendovany v 5 ml PBS. DNA pro
detekci HPV byla extrahovana pomoci Puregene Core Kit B (Gentra Qiagen, Hilden,
Némecko), podle protokolu vyrobce, a rozpusténa v 10 mM Tris-Cl, pH 8,0 do konecné
koncentrace 50 ng / pl. Pro kontrolu integrity DNA byl amplifikovan fragment lidského beta-
globinu o délce 110 parti bazi (Tachezy et al., 2005).

HPV DNA detekce a genotypizace byly provadény pomoci PCR za pouziti Sirokospektralnich
GP5 + a 5'-koncovych biotinem znacenych GP6 + (BSGPS + / 6 + bio) primert, specifickych
pro region L1, a metodou reverzni hybridizace (RLB), kterd je schopna identifikovat 37
ruznych typtt HPV pfi jediném testovani, jak jiz bylo popséno (Tachezy et al., 2013).
Produkty PCR, u kterych nebylo mozné urcit typizaci pomoci reverzni hybridizace, byly
purifikovany z 2 % agar6zového gelu (NuSieve GTG agardza, FMC BioProducts, Rockland,
ME, USA) pomoci soupravy pro extrakci z gelu MinElute (Qiagene, Hilden, Némecko) a
sekvenovany k urceni piesného genotypu HPV pomoci soupravy BigDye Terminator Primer
Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). Analyza byla provedena
na automatizovaném systému ABI PRISM 3500 (Applied Biosystems, Foster City, CA,
USA). Vysledky byly analyzovany softwarem Chromas a zaddny do BLAST®
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) (Tachezy et al., 2013).

3.1.3 Sérologické vysetteni
Od kazdého pacienta bylo odebrano pét mililitrii krve. Sérum bylo separovano odstiedénim

pti 3000 otackéach za minutu po dobu 10 minut, poté rozdéleno na alikvoty a uskladnéno pii -
20 °C.

Ptitomnost protilatek proti virové specifickym antigenim byla testovana pomoci in-house
metody ELISA (Parker et al., 2006). Pro detekci protilatek proti virovym kapsidovym
proteinim jsme pouZzili viru podobné castice sloZzené z L1 proteinu (VLP), odvozené od
HPVe6, 11, 16, 18, 31, 33, 45, 52 a 58, které byly pfipraveny v rekombinantnim
bakulovirovém expresnim systému (Frayne et al., 2006). Protilatky proti HPV16 E6 a E7
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onkoproteinim byly detekovany pomoci fuznich proteinid s glutathion-S-transfrazou (Sehr et
al., 2001).

Jamky mikrotitra¢nich desti¢ek (Polysorp NUNC immunoplate, Thermo Fisher Scientific,
Dansko) byly potazeny virové-specifickymi antigeny 2 hod pfi teploté 37 °C a pies noc pii 4
°C (VLP) nebo pies noc pii 4 °C (GST antigeny). VSechny dalsi inkubace 1 hod pii 37 °C
byly vzdy nésledovany pétindsobnym promytim jamek. Potencidlné¢ volnd vazebnd mista
jamek byla vysycena BSA (VLP) nebo netu¢nym mlékem (GST) a poté byly jamky
inkubovany s testovanymi vzorky, fedénymi 1:25 (VLP) nebo 1:50 (GST) v paralelach.
Navazané protilatky byly oznaceny oslim imunoglobulinem proti lidskému IgG (H a L
fetézec), konjugovanym s kifenovou peroxidazou (Jackson ImmunoResearch Laboratories,
Inc, West Grove, PA, USA), barevna reakce byla vyvoldna o—fenylendiaminem (VLP) nebo
tetramethylbenzidinem (GST) a vyhodnocena spektrofotometricky (Infinite 200 microplate
reader, TECAN, Svycarsko). Pro zji§téni reaktivity pozadi byla stejna séra vySetiena na
mikrotitracni desti¢ce bez antigenu (pouze BSA — VLP nebo GST — GST fuzni proteiny). Na
kazdé desticce byla vzdy zafazena standardni pozitivni a negativni kontrola proti danému
antigenu. Od hodnoty OD (optical density - optické hustoty) séra, ziskané na mikrotitracni
desticce s virové-specifickym antigenem, byla odectena hodnota OD stejného séra na desticce
kontrolni. Pro kazdy antigen a destiC¢ku byla vypoctena hrani¢ni hodnota (cut-off, CO) jako
aritmeticky pramér rozdilit OD plus 2/3 smérodatné odchylky (VLP/GST), séra s rozdilem
OD vyssim, nez hodnota spoc¢tend byla vyloucena a proceduru jsme opakovali tak dlouho, az
hodnota rozdilu OD zadného ze zbyvajicich vzorkli nebyla vyssi. VSechny vysledky testt
ELISA byly vyjadireny jako tzv. OD index (podil mezi rozdilem OD daného séra a hodnotou
CO), ktery do urcité miry ukazuje silu protilatkové odpovédi. Testovand séra s OD indexem
vysSim nez 1 jsme oznacili jako pozitivni. Pro konfirmaci vysledkl jsme vSechny vzorky
s OD indexem do 10 % nad hodnotou CO znovu testovali a jako pozitivni oznacili ty, které
byly pozitivni opakované. V ptipadé nesouhlasnych vysledkli mezi prvnimi dvéma méfenimi
byl vzorek testovan potieti, kone¢ny vysledek odpovidal dvéma souhlasnym ze tfi.

Pro kontrolu jsme opakovang testovali také ¢tvrtinu vzorkl z celého souboru.
3.1.4 Statisticka analyza

T-test a Fishertv test byly pouzity k vyhodnoceni rozdilii mezi skupinami HPV-pozitivnich a

HPV-negativnich. Urovefi vyznamnosti byla stanovena na 5 %. Statistiky byly vypoéteny v R
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verzi 3.3 Core Team. Data jsou uvedena jako procenta nebo primér + standardni odchylky

(SD).

3.2 Cil I — Prognosticky vyznam HPV-specifickych protilitek po 1é¢bé u pacienti
s nadory orofaryngu

3.2.1 Charakteristika souboru pacienti
V této studii byla analyzovana séra pacientl s diagnézou dlazdicobunécného karcinomu

orofaryngu (ICD-10: C9-10), ktefi byli 1éceni na Klinice ORL a chirurgie hlavy a krku 1. LF
UK a FN v Motole v obdobi 2001-2013. VSichni pacienti pied zafazenim do studie podepsali
informovany souhlas. Studie byla schvalend nemocni¢ni etickou komisi. Pfed zahdjenim
1écby byla odebrana krev. V této studii jsme hodnotili vzorky 133 pacientii s diagnézou
dlazdicobunécného karcinomu orofaryngu, ktefi méli pozitivni séra na ptitomnost protilatek
proti HPV16 E6 a / nebo E7 ptfed zahajenim lécby. Z téchto 133 pacienti bylo 88,7 %
(118/133) HPV DNA pozitivnich a 11,3 % (15/133) HPV DNA negativnich.

U 93 z téchto 133 pacientii bylo k dispozici kontrolni odbér po roce od ukonceni 1écby.
Kromé toho jsme v roce 2015 pozvali téchto 93 pacientli na dal§i vySetfeni a odbér krve.
Celkem 58 pacienti pfiSlo k dalsimu odbéru vzorki krve, Sestndct bylo mrtvych, devét
nereagovalo na nasi vyzvu (v centrdlnim registru pojisténych osob figurovali jako zijici
pojisténci) a devét se odmitlo zacastnit studie. VSechny demografické a klinické tidaje o 133
pacientech jsou uvedeny v tabulce ¢. 2. V kohorté¢ 93 pacienti bylo béhem prvniho roku
sledovéani detekovano 5 recidiv. Ve skupin¢ 58 pacientd s odbérem vzorkt 2 az 14 let po

1é¢be byly zjistény dvé duplicity.
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Tab. 2: Demografické a epidemiologické charakteristiky souboru pacientd ze Studie 11

Charakteristika Pocet (%)
praimérny vék 59
Vék <55 42 (31,6)
>55 91 (68,4)
zeny 30 (22,5)
Pohlavi
muzi 103 (77,5)
<6 53 (39,8)
Pocet sexualnich partneri
>6 80 (60,2)
nekufaci 43 (32,3)
Koureni
kutéaci nebo byvali kutaci 90 (67,7)
Ne 46 (34,6)
Alkohol
Ano 87 (65,4)
T1+T2 104 (78,2)
Velikost primarniho nadoru
T3 +T4 29 (21,8)
NO 32 (24,0)
PostiZeni uzlin
N1-3 101 (76,0)
I+11 29 (21,8)
Staging nadoru
I +1v 104 (78,2)
Gl +G2 77 (57,9)
Grading nadoru
G3 56 (42,1)

3.2.2  Serologické vySetteni
Viz 3.1.3.

Vsechny vzorky séra jednoho pacienta byly testovany na jedné desticce. Konverze ze

séropozitivity na séronegativitu byla definovana poklesem OD indexu pod cut-off hodnotu

(index OD = 1).
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3.2.3 Statistickd analyza
Pro odhad zmény primérnych hodnot HPV specifickych protilatek v prubéhu sledovaného

obdobi byly pouzity zobecnéné odhadovaci rovnice (generalized estimating equations - GEE)
s korela¢ni strukturou. Pro analyzu specifického preziti (DSS) a celkového preziti (OS) bylo
vyuzito Coxova modelu proporcionalnich rizik. Modely zahrnovaly ukazatele poklesu hladiny
specifickych protilatek s pfihlizenim na veék pacienta. Predpoklad proporcionality byl
potvrzen Grambschovym a Therneauovym testem. Grafické zndzornéni preziti u pacientl se
snizujici se hladinou protilatek bylo vyjadieno pomoci Kaplan-Meierovych grafi.
Wilcoxonlv test se pouzil pro testovani rozdilu v indexu OD pocate¢nich hodnot hladin
protilatek pted zahajenim terapie u pacientt s recidivami a pacientli bez nich.

Analyzy byly generovany pomoci statistického programu GraphPad Prism, verze 5.04
(GraphPad Software, San Diego, CA), softwaru CDC Epi InfoTM (verze 7.2.1) a softwaru R
(verze 3.4.0).

3.3 Cil III - Vyznam exprese proteinu pl6 u dlazdicobunéénych karcinomi dutiny
ustni

3.3.1 Charakteristika souboru pacienti
Do retrospektivni studie bylo zafazeno 120 pacientl, primarné chirurgicky lé¢enych v obdobi

2002-2017 pro dlazdicobunécény karcinom dutiny ustni (t€lo jazyka, spodina dutiny Ustni,
sliznice dutiny Ustni, retromolarni oblast a dasen).

Soubor zahrnuje dvé skupiny pacientti. Skupina 1 (N=31) je skupina pacientli operovanych
v obdobi 2002-2012, jejichz data a vzorky biologického materidlu byly prospektivné
odebirany v ramci predchozich projekti naseho vyzkumného tymu (Koslabova et al., 2013,
Rotnaglova et al., 2011). V tomto souboru byla jiz provedena detekce HPV DNA a taky
imunohistochemickd detekce proteinu pl6. Skupina 2 (N=89) je skupina pacientl
operovanych v obdobi 2013-2017, u kterych byl kdispozici pouze vysledek
imunohistochemického vySetfeni p16 proteinu. Ob¢ skupiny byly srovnatelné, co do klinicko-
patologickych parametra (pohlavi, vék, anatomické lokalizace, kutactvi, T a N status).

Muzi tvotili 77,5 % a Zeny 22,5 % souboru s vékovym rozmezim 32-87 let s primérnym
veékem 59,2 (median véku 60 let).

V souboru bylo 56,8 % pacientil soucasnymi kuféci cigaret, 22,5 % byvali kufaci a 20,7 %
nekufaci. Od 7,5 % pacientd nebyl udaj o koufeni dostupny v anamnestickych datech.
Alkohol pravidelné¢ konzumovalo 37,0 % pacientl, 63,0 % pacienti alkohol nepilo viibec

nebo jen prilezitostné. Od 7,5 % pacientl se tuto informaci nepodafilo zpétné dohledat.
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Soubor zahrnoval 47,2 % nadori téla jazyka (C02), 32,0 % nadort spodiny dutiny ustni
(C04), 14,4 % nadorti lokalizovanych v jinych ¢astech dutiny ustni (C06) a 6,4 % nadort v
retromolarni oblasti (C062) nebo v oblasti dasn¢ (C03).

Podle rozsahu onemocnéni, prevazovali pacienti s nadory pT1 (42,5 %) a pT2 (43,3 %).
Postizeni uzlin nadorem (pN+) bylo ptitomno u 47,5 % pacientt.

Adjuvantni radioterapie byla provedena u 67,5 % pacientii v souboru. Ze skupiny pacientd po
radioterapii 21,8 % podstoupilo konkomitantni chemoradioterapii.

Perineuralni $ifeni nadoru bylo pfitomné u 40,5 % pacienti. Hodnoceni extrakapsularniho
Sifeni bylo k dispozici u 85/120 pacientt (70,5 %) a pozitivné popsano u 24,7 %. U pacientl
operovanych pied rokem 2013, nebylo mozné data o extrakapsularnim Sifeni retrospektivné
dohledat.

V pribéhu sledovani byla recidiva u 30,0 % pacientli a nadorova duplicita popsana u 8,3 %

pacientll. VSechny klinicko-patologické parametry jsou uvedeny v Tabulce 3.

3.3.2 Imunohistochemie, HPV DNA detekce a genotypizace
Exprese pl6 byla stanovena pomoci imunohistochemie v nadorové tkani protilatkou

pl6INK4a (Purified Mouse) Anti-Human pl6, Clone G175-405, BD, v fedéni 1:100
(Pharmingen, San Diego, CA, USA). Jako pozitivni kontroly byly pouzité dysplastické
cervikalni epitelové buiiky. Vyhodnoceni je semikvantitativni, pomoci procentudlniho podilu
obarvenych bunck a intenzity zbarveni (déleni od + az po +++). Déle byla hodnocena
lokalizace exprese (cytoplazmatickd, jaderna) a intenzita zbarveni. Jako pozitivni jsou
hodnoceny nadory, které vykazuji stfedni a vyssi intenzitu barveni (++, +++) a jadernou i
cytoplazmatickou pozitivitu, a to minimalné v 70 % nadorovych bunck.

Exprese v nizSim procentu nadorovych bunc€k, nizSi intenzita, piipadn¢ pouze
cytoplazmatickd pozitivita s jadernou negativitou, se dle doporuceni College of American
Pathologists (CAP) hodnoti jako negativni (Lewis et al., 2018).

HPV DNA detekce a genotypizace byly provadény identickou metodikou, jak je popsano ve
Studii I (kapitola 3.1.2).
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Tab. 3: Klinicko-patologické parametry souboru pacient Studie III

Klinicko-patologické Polet
Parametry N %
Vék v Case dg. §28 g; 451%’2
, muz 93 77,5
Pohlavi Zena 27 22,5
kurak 63 56,8
Koufeni * byvaly kuiak 25 22,5
nekufak 23 20,7
% ano 41 37,0
Alkohol e 70 63.0
télo jazyka 59 47,2
s . o spodina dutiny Ustni 40 32,0
Anatomicka lokalizace dasen a retromolarni oblast 8 6,4
jiné ¢asti dutiny ustni 18 14,4
pT1 51 42,5
pT2 52 43,3
pT pT3 12 10,0
pT4 5 4.2
N NO 63 52,5
P N+ 57 47,5
Gl 24 20,9
Grading * G2 77 67,0
G3 14 12,1
Adjuvantni radioterapie Zrelo g? 2%’2
Recidiva Zrelo 22 ;g’g
Perineuralni Sifeni * ne >0 29,5
ano 34 40,5
Extrakapsularni Sifeni * Zgo g? Zi’;
.. Zije 59 49,2
Stav pii kontrole po 5 letech semiel 61 50.8

* nektera data se retrospektivné nepodaiilo dohledat

** nekteré primarni nadory mély vice anatomickych lokalizaci

3.3.3 Statisticka analyza
Ke statistickému zpracovani vysledki byl pouzity program IBM SSPS verze 22.0. Pro popis

souboru byly zvoleny metody deskriptivni statistiky, FisherGiv ptesny test a Pearsoniv chi-
kvadrat test. K hodnoceni 5letého pteziti od ukonceni 1écby bez znamek nadoru (DSS) a
celkového preziti (OS) byla pouZzita Kaplan-Meierova metoda a ve vztahu k riznym faktorim

Log rank test (Mantel-Coxova metoda). Pro hodnoceni statistické vyznamnosti byla zvolena
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hodnota p < 0,05. Metodou Coxova modelu proporciondlnich rizik, byly v zatfazenych
proménnych spocitané: signifikance, hazard ratio (HR — zména rizika exitu pti jednotkové

zmeéné nezavislé proménné) a 95 % intervaly spolehlivosti HR.
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4. VYSLEDKY

4.1 CilI-Prevalence a rizikové faktory oralni HPV infekce u zdravé populace
Demografické charakteristiky: Do souboru 1 bylo zafazeno 294 z 388 odebranych
dobrovolnikti (mira spoluprace: 76 % dobrovolnikti spravné vyplnilo dotaznik a bylo
zatazeno do studie). Primérny vek tcastnikl ze souboru I byl 23,20 & 1,24 let a vétSina z nich
byly Zzeny (71,4 %), nekutaci (75,2 %), pravidelni uzivatel¢ alkoholu (64,0 %) a
nevakcinovani HPV (59,4 %). Vakcinovani studenti (n = 119) byli nej¢astéji vakcinovani
tetravalentni vakcinou 39,5 % (47/119), bivalentni vakcinou 24,4 % (29/119) nebo si jiz
nepamatovali typ vakciny 36,1 % (43/119). V souboru II (n = 215) byl primérny veék 55,70 +
10,63 let. Vétsina ucastniki byli muzi (69,3 %) a kutéci (61,4 %) a o néco vice nez polovina
(¢astniktl byla pravidelnymi konzumenty alkoholu (51,2 %). Zadny dobrovolnik ze souboru

II nebyl vakcinovan. Charakteristiky studované populace jsou shrnuty v tabulce 4.
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Tab. 4: Demografické a virologické charakteristiky zkoumané populace

. Soubor I Soubor 11
Charakteristiky (n=294), n (%) (n=215), n (%)
vék, prumér £SD 23,24+1,24 55,67+10,63

Zenské 210 (71,4) 66 (30,7)
Pohlavi
Muzské 84 (28,6) 149 (69,3)
Nekutak 221 (75,2) 83 (38,6)
Kouteni
kufdk nebo byvaly kuiak 73 (24,8) 132 (61,4)
Ne 106 (36,0) 105 (48,8)
Alkohol
Ano 188 (64,0) 110 (51,2)
Ne 235 (79,9)
Marihuana' NA
Ano 58 (19,7)
Ne 174 (59,4)
ano — bivalentni 29 (9,9)
HPV vakcinace' A
V vakeinace ano — tetravalentni 47 (16,0) N
ano — neni informace o 43 (14.7)
typu
Ne 272 (92,5)
Tonzilektomie NA
Ano 22.(7,5)
Ne 283 (96,3)
Piercing jazyka® NA
Ano 93,1
cisai'sky fez 24 (8,2)
Zpusob porodu Vaginalni 181 (61,6) NA
neni informace 89 (30,3)
Seropozitivita na
jakykoliv typ HPV? ano 107/168 (63,7) 130/211 (61,6)
Orélni HPV-pozitivita | -1° 620 1988
(jakykoliv typ) 11, 16, 18, 33, 39, 45,
Typy 16, 30, 44, 45, 54, 59 51,56, 58, 61,70, 118
Oralni HR HPV-pozitivita | Ano 3(1,0) 15 (7,0)
Oralni LR HPV-pozitivita | Ano 3(1,0) 4(1,9)

(Procenta nedosahuji 100 % kvili chyb&jicim datim: ' data chybi pro 1 ugastnika v souboru I
2 data chybi pro 2 tucastniky v souboru I; * Vzorky pro sérologické testovani nebyly k
dispozici u 6 ucastnikll v soboru I (ze 174 nevakcinovanych) a Ctyfi ucastniky v souboru II;

SD — standardni odchylka; NA — neni k dispozici)
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Charakteristiky sexualniho chovani: V souboru I méla vétSina castnikt heterosexualni
orientaci (96,3 %). Sest ucastnikii byli muzi, kteif mé&li sex pouze s muzi, a pét byli Zeny,
které mély sex s muzi a Zenami. Primérny vék pii prvnim pohlavnim styku byl 17,30 + 1,97
let. VEétsina méla celkem za zivot 1 az 5 vaginalnich sexudlnich partnert (67,7 %) a 1 az 2
partnery pro oralni sex (46,3 %). Pouze 11,9 % ucastnikli pouzivalo kondom pro kazdy
pohlavni styk a 9,2 % pripustilo, ze v minulosti mélo pohlavné pfenosnou nemoc.
Charakteristiky dostupné pro soubor II byly omezeny na pocet vaginalnich sexudlnich
partnerii, coZ bylo nejéast&ji mezi 1 a 5 partneri u 58,6 % udastnikil. Zadného sexualniho
partnera uvedli 2 ucastnici (0,9 %) a vice nez 5 sexudlnich partnerd mélo 37,7 % tcastnikd.

Charakteristiky sexualniho chovani obou soubort jsou shrnuty v tabulce 5.
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Tab. 5: Charakteristiky sexualniho chovani

Charakteristiky Soubor I Soubor 11
heterosexual 283/294 (96,3 %)
Sexualni orientace homosexual 6/294 (2,0 %) NA
bisexual 5294 (1,7 %)
1-5 92/294 (31,3 %)
5-10 74/294 (25,2 %)
Pocet partnerti na béhem celého Zivota' 10-30 96/294 (32,7 %)
francouzské libani NA
vice nez 30 26/294 (8,6 %)
1 178/294 (60,5 %)
poslednich 12 mésici?
>2 113/294 (38,4 %)
Vek pii prvnim sexualnim styku pramér (SD) 17,3 (1,97) NA
zadny 16/294 (5,4 %) 2/215 (0,9 %)
celozivotné 1-5 199/294 (67,7 %)| 126/215 (58,6%)
Pocet partneri >6 79/294 (26,9 %)| 81/215 (37,7%)
(vaginalni sex)
zadny 30/294 (10,2 %)
poslednich 12 mésic |1 187/294 (63,6 %) NA
>2 77/294 (26,2 %)
vzdy 35/294 (11,9 %)
Pouzivani kondom®’ nekdy 205/294 (69,7 %) NA
nikdy 43/294 (14,6 %)
zadny 22/294 (7,5 %)
celozivotnd 1-2 136/294 (46,3 %)
Pocet partner 3-5 78/294 (26,5 %)
(oralni sex) >6 58/294 (19,7 %) NA
zadny 41/294 (14,0 %)
poslednich 12 mésici |1 188/294 (64,0 %)
>2 65/294 (22,1 %)
ne 267/294 (90,8 %)
Sexualné prenosné nemoci v minulosti NA
ano 27/294 (9,2 %)

(Procenta nedosahuji 100 % kvili chybg&jicim datim: 'Data chybi pro 6 uéastnikii v souboru I;

2data chybi pro 3 ticastniky v souboru I; 3data chybi pro 11 ugastnik@ v souboru I; NA — neni

k dispozici)
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Prevalence oralni HPV infekce: 7 294 ucastnikii bylo v souboru I pouze 2,0 % (6/294)
pozitivnich na HPV, zatimco v souboru II bylo pozitivnich na HPV 8,8 % (19/215). Ve
vyplachu st bylo detekovano vice typit HR HPV (HPV16, 45 a 59 v souboru [ a HPV16, 18,
33, 39, 45, 51, 56 a 58 v souboru II). LR HPV typy 30, 44 a 54 byly nalezeny v souboru I,
zatimco typy HPVI1I, 61, 70 a 118 vsouboru II. Demografické charakteristiky a
charakteristiky sexudlniho chovani Sesti HPV-pozitivnich ucastnikii ze souboru I jsou shrnuty

v tabulce 6.

Tab. 6: Charakteristiky ucastnikl s pozitivnimi oradlnimi vyplachy ze Souboru I

vekpy |Potet - (Pocet Potet  |Potet
; partneru- |partneri- s o o
. « . | prvnim e a1s . ..., |Pouziti |partnerQ - | partnert - | HPV
Genotyp |Pohlavi |Koufeni . | vaginalni | vaginalni o o .
pohlavni sex (N)  |sex (N) kondomu | oralni sex | oralni sex | vakcinace
m styku C* 1M N C N) 12M
LR
HPV+
HPV 30 |zZena byvaly |17 >6 >2 vzdy >6 >2 ne
HPV 44 |Zena ne 18 1-5 0-1 nikdy 1-2 1 ano
HPV 54 |Zena ne 17 >6 >2 nekdy >6 >2 ano
HR
HPV+
HPV 16 |Zena ne 15 1-5 1 nekdy 3-5 1 ne
HPV 45 |Zena ne 17 >6 1 nekdy 3-5 1 ano
HPV 59 |Zena ne 16 1-5 1 nékdy 3-5 1 ne

(N — pocet; C — celkove; 12M — poslednich 12 mésicli; LR — nizce rizikovy typ; HR — vysoce
rizikovy typ)

Prevalence HPV-specifickych protilatek: Mira séropozitivity byla v obou souborech
srovnatelna (p = 0,758); 63,7 % nevakcinovanych ucastnikli v souboru I (n = 168) a 61,6 % v
souboru II mélo protilatky proti jakémukoli typu HPV. RovnéZz nebyl rozdil mezi obéma
soubory v prevalenci protildtek proti vakcindlnim HPV typlm, proti nimZ je urcena
nonavalentni vakcina. Z nevakcinovanych studentii ze souboru I bylo 15,5 % (26/168)
pozitivnich na HPV16-specifické protilatky a 16,7 % (28/168) na HPV18-specifické
protilatky. V souboru II byly prevalence zkoumanych protilatek srovnatelné: 16,1 % (34/211)
a 18,0 % (38/211). Protilatky proti alespoil jednomu z testovanych typit HR HPV (HPV16,
18, 31, 33, 45, 52 a 58) byly detekovany u 38,1 % (64/168) resp. 46,9 % (99/211) ucastnikl v
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souborech I a II. Prevalence protilatek proti proteinim E6 a E7 byla v obou souborech velmi
nizkd; 1,8 % (3/168) a 3,6 % (6/174) v souboru I a 2,8 % (6/211) pro oba typy proteini
v souboru II. Nebyl nalezen statisticky vyznamny rozdil mezi obéma soubory v prevalenci

zadné z testovanych protilatek (tabulka 7).

Tab. 7: Prevalence HPV-specifickych protilatek (VLP — viru podobné ¢astice)

Soubor I Soubor II

podet (%) podet (%) p-value
jakéakoliv VLP* 107/168 (63,7) | 1302211 (61,6)  |0,758
?11;\1”8“1;1 33,4552, 55 | OV168G8D 99/211 (46,9)  |0.105
VLP16" 26/168 (15,5) 34211 (16,1) 10,978
VLP1S* 28/168 (16,7) 38211 (18,0)  |0,837
E6' 3/168 (1,8) 6/211 (2,8) 0,740
E7' 6/168 (3,6) 6/211 (2,8) 0,915

Rizikové faktory spojené s oralni infekci HPV: Dale jsme zkoumali rizikové faktory pro oralni
HPV infekci v souboru I, kde byly zjistény podrobné informace o potencidlnim rizikovém
chovani ucastnikd studie (tabulka 5). Zadny ze zkoumanych rizikovych faktort nebyl pfi
porovnani ucastnikii HPV pozitivnich a negativnich v dutiné¢ ustni statisticky vyznamny
(tabulka 8). Pouze 6 jedinct bylo pozitivnich ve vyplachu dutiny ustni na HPV a zadny ze
zvazovanych faktorii nebyl signifikantné spojen s pozitivitou HPV DNA. Multivariantni
analyza nebyla provedena vzhledem k malé prevalenci oralni HPV pozitivity. Zadny ze

zkoumanych rizikovych faktorti nebyl statisticky vyznamny ani v souboru II.
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Tab. 8: Statistickd vyznamnost rizikovych faktort pro ordlni HPV DNA pozitivitu

oralni HPV pozitivita

oralni HPV negativita

(N=6) n (%) (N=288) n (%) p-value
Vek (roky), primér (SD) 22,5(1) 23,25 (1,24) 0,229
Pohlavi
zeny 6 (100,0) 204 (70,8) 0,188
muzi 84 (29,2)
Kouteni
ano 1(16,7) 72 (25,0) 1,000
ne 5(83,3) 216 (75,0)
Alkohol
ano 5(83,3) 183 (63,5) 0,424
ne 1(16,7) 105 (36,5)
Marihuana *
ano 3 (50,0) 55(19,1) 0,055
ne 2 (33,3) 233 (80,9)
Vakcinace *
ano 3(50,0) 116 (40,3) 0,690
ne 3 (50,0) 171 (59,4)
Stav po tonzilektomii
ano - 22(7,7) 1,000
ne 6 (100,0) 266 (92,4)
Piercing *
ano - 93,1 1,000
ne 6 (100,0) 277 (96,2)
Zpisob porodu
cisarsky fez 2 (33,3) 22 (7,6) 0.068
vaginalné 2 (33,3) 179 (62,2) ’
nespecifikovano 2 (33,3) 87 (30,2)
Sexualni orientace
heterosexualni 6 (100,0) 277 (96,2)
bisexualni - 5(1,7) 1,000
homosexualni - 6(2,1)
Vék pti prvnim pohlavnim styku,
primér (SD) 16,67 (1,03) 17,27 (1,99) 0,221
STD v minulosti
ano - 27 (9,4) 1,000
ne 6 (100,0) 261 (90,6)
Pouzivani kondomu *
nikdy 1(16,7) 42 (14,6)
nékdy 4 (66,7) 201 (69,8) 0,817
vzdy 1(16,7) 34 (11,8)
Pocet partnerii na francouzské
libani - C*
1-5 - 92 (31,9)
5-10 2(33,3) 72 (25,0) 0,262
10-30 3 (50,0) 93 (32,3)
vice nez 30 1(16,7) 25 (8,7)
Pocet partner na francouzské
libani — 12M*
1 3 (50,0) 175 (60,8) 0,681
2 avice 3 (50,0) 110 (38,2)
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Pocet partnerti — vaginalni sex - C
zadny - 16 (5,6)
1-5 3 (50,0) 196 (68,1) 0,542
=6 3 (50,0) 76 (36,4)
Pocet partner — vaginalni sex —
12M
zadny - 30 (10,4)
1 4 (66,7) 183 (63,5) 1,000
>2 2 (33,3) 75 (26,0)
Pocet partnerti — oralni sex - C
zadny - 22 (7,7)
1-2 1(16,7) 135 (46,9) 0,287
3-5 3 (50) 75 (26,0)
=6 2 (33,3) 56 (19.,4)
Pocet partner — oralni sex — 12M
zadny - 41 (14,2)
1 4 (66,7) 184 (63,9) 0,701
>2 2 (33,3) 63 (21,9)

(* pro nékteré proménné se procenta nesCitdvaji do 100 % kvili chyb&jicim datim.
Podrobnosti viz popisky k tabulkam 4 a 5; STD — sexualné pfenosné¢ onemocnéni; C —

celozivotng; 12M — za poslednich 12 mésicti)

4.2 Cil II - Prognosticky vyznam HPV-specifickych protilaitek po 1é¢bé u pacienti
s nadory orofaryngu

4.2.1 Zmény v dynamice hladiny protilatek béhem prvniho roku sledovani
Jeden rok po ukonceni 1écby byly k dispozici vzorky séra od 93 z 133 pacienti, ktefi byli pii

vstupu do studie pozitivni na protilatky anti-HPV16 E6 a / nebo E7. V dobé diagnozy byla
v této skupin€ mira séropozitivity protilatek: pro HPV16 VLP 73 %, pro HPV18 VLP 32 %,
pro HPV31 VLP 40 %, pro HPV33 VLP 28 %, pro HPV16 E6 96 % a pro HPV16 E7 75 %.
Jeden rok po ukonceni lécby byly vySe zminéné hodnoty séropozitivity vici konkrétnim
protilatkdm nésledovné: 71, 33, 38, 24, 95 a 70 %.

Rozdil v hladindch protildtkové odpovédi (vyjadieny jako OD index, vypocet definovan
v kapitole 2.1.3) pii zahdjeni 1écby a pfi kontrolnim odbéru s odstupem jednoho roku od
ukonceni 1écby byl hodnocen u protilatek specifickych pro HPV16 VLP, HPV16 E6 a HPV16
E7, u kterych bylo dost subjektl pozitivnich pfi vstupnim odbéru. Statisticky vyznamna
zména béhem prvniho roku sledovani byla detekovana pro antigeny HPV16 E6 a E7 (p =
0,001 pro oba antigeny). Podrobné hodnoty jsou uvedeny v tabulce 9.
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Tab. 9: Rozdil mezi primérnym OD indexem u HPV-specifickych protilatek pfed zahdjenim

1é¢by a pii kontrolnim odbéru 1 rok po ukonceni l1écby

Vsichni bez recidivy s recidivou
Antigen (N |primérné |primérné [zmény v [N |primérné |prumérné (zmény v [N [primérné [primérné |zmény v |p-value -
ODpii |OD 1 rok |OD ODpii |OD 1rok [OD ODpii |OD 1 rok |[OD rozdil v
vstupu  |po 1écbé |(p-value) vstupu  |po 1écbé |(p-value) vstupu  [po l1écbé |(p-value) |OD mezi
pacienty s
recidivou
a bez
recidivy
HPV 16 |68 |3,790 3,641 -0,149 |64 (3,824 3,688 -0,136 |4 (3,250 2,890 -0,360 |0,546
VLP (0,094) (0,137) (0,316)
HPV 16 |90 |6,369 5,405 -0,964 |85 (6,256 5,279 -0,977 |5 (8,294 7,540 -0,754 10,768
E6 (<0,001) (<0,001) (0,309)
HPV 16 |70 |6,625 4,835 -1,790 |65 [6,654 4,795 -1,859 |5 16,250 5,350 -0,900 0,035
E7 (<0,001) (<0,001) (0,025)

Ve skupiné pacienti bez recidiv bylo pozorovano sniZzeni hladin protilaitek u vSech
testovanych antigent, ale pouze u HPV16 E6 (p <0.001) a HPV16 E7 (p <0.001) byly rozdily
statisticky vyznamné. Ve skupin¢ pacientl s recidivami se hladiny protilatek také snizily u
vSech testovanych antigentl, ale pokles byl statisticky vyznamny pouze pro HPV16 E7 (p =
0,025). Taky rozdil v OD indexu mezi pacienty s recidivou a bez recidivy byl pro HPV16 E7
statisticky vyznamny (p = 0,035).

Vliv, jaky méla dynamika hladiny protilatek detekovanych jeden rok po 1é¢bé na pieziti byl
testovan pomoci Coxova modelu proporciondlnich rizik upraveného podle véku. Zadna z
testovanych HPV-specifickych protilatek nebyla prognostickym faktorem pro celkové ani
specifické preziti pacienta (pro specifické preziti — DSS bylo p-value 0,478 az 0,946; pro
celkové preziti — OS bylo p-value 0,145 az 0,833), s vyjimkou pro HPV16 E6 specifické
protilatky (pro OS bylo p-value = 0,006; pro DSS bylo p-value = 0,026), (tabulka 10, obrazek
9).
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Tab. 10: Prognosticka hodnota zmén hladiny HPV-specifickych protilatek po ukonceni 1écby

pocet ptipadi poklesu OD/

Hazard ratio

Antigen pocet pozitivnich ptipada OS (p-value) DSS (p-value)
HPV16VLP 42/68 (62 %) 1,136 (0,776) 1,629 (0,514)
HPV18VLP 21/30 (70 %) 0,349 (0,145) 0,335 (0,478)
HPV31VLP 26/37 (70 %) 1,734 (0,490) 1,285 (0,832)
HPV33VLP 15/26 (58 %) 1,262 (0,719) 0,742 (0,732)
HPV16 E6 84/90 (93 %) 0,256 (0,006) 0,169 (0,026)
HPV16 E7 65/80 (93 %) 1,171 (0,833) 0,929 (0,946)

(OS — celkové pteziti, DSS — specifické preZziti pro dané onemocnéni)
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Obr. 9 Kiivky pteziti podle Kaplan — Meiera

Dale byla analyzovéana prediktivni hodnota recidivy hladin HPV-specifickych protilatek

zjiSténych pred lécbou. U zadné z analyzovanych protilatek nebyl pozorovéan statisticky

vyznamny rozdil u pacientl s recidivami a bez nich (tabulka 11).
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Tab.11: Zmény v medianu OD indexu pifed zahijenim [éCby u nerecidivujicich a

recidivujicich pacientii

Median OD indexu
Antigen nerecidivujici pacienti recidivujici pacienti p-value
HPV16 VLP 2,165 2,060 0,818
HPV18 VLP 0,805 0,690 0,198
HPV31 VLP 0,835 0,800 0,746
HPV33 VLP 0,765 0,710 0,798
HPV16 E6 5,745 7,320 0,207
HPV16 E7 4,735 3,620 0,534

4.2.2 Zmény v dynamice hladiny protilatek pii dlouholetém sledovani
Z 93 pacientii, u kterych byl k dispozici kontrolni vzorek s odstupem 1 roku od ukonceni

1é¢by, bylo 58 schopno poskytnout vzorek séra ke kontrole s odstupem 2 az 14 let od zahajeni
1écby (primérné s odstupem 7 let).

Pti vstupu do studie pted zahajenim 1é¢by byla séropozitivita proti HPV16, 18, 31 a 33 u
téchto pacientti 79 %, 41 %, 47 % a 26 %, co se tyCe protilatek proti onkoproteinim 98 %
pacientl mélo pozitivni HPV16 E6 protilaitky a 76 % HPV16 E7 protilatky. Prevalence
protilatek proti vySe zminénym antigenim VLP ve vzorcich dlouhodobého sledovéni se
snizila na 76 %, 33 %, 40 % a 19 % a protilatky proti E6 a E7 onkoproteinim byly
detekovany u 91 % a 60 % vzork, v tomto potradi.

U vsech hodnocenych protilatek byl zjistén statisticky vyznamny pokles jejich hladiny béhem
dlouhodobého sledovani a byla vypoctena primérna ro¢ni zména OD indexu (tabulka 12;
obrazek 10).

Tab. 12: Primérna rocni zména OD indexu pii dlouhodobém sledovani u pacientt, kteti byli

pozitivni na protilatky proti danému antigenu pied 1é¢bou

antigen pocateny OD index primérnd rocni zména (p-value)
HPV16 VLP 3,909 -0,047 (0,002)

HPV18 VLP 1,671 -0,060 (<0,001)

HPV31 VLP 2,621 -0,087 (<0,001)

HPV33 VLP 2,262 -0,041 (<0,001)

HPV16 E6 4,453 -0,183 (<0,001)

HPV16 E7 6,118 -0,300 (<0,001)

52 /80



HPV16 VLP ' HPV16 E6 ' HPV16 E7
g =
——————

5_

3 o
=
3 0- _ _
g HPV18 VLP HPV31 VLP HPV33 VLP |
o,

e S
i ~
-_-_-—-—-_._
] % “;E%
ol .

0 5 10 06 5 10 0 5 10
follow-up [years]
Obr. 10: Pokles OD indexu jednotlivych protilatek pti dlouhodobém sledovani

4.3 Cil IIl — Vyznam exprese proteinu pl6 u dlazdicobunéénych karcinomu dutiny
ustni

Celkova prevalence p16 pozitivity byla 8,3 % (10/120) pacientii. Ve skupiné 1 byla exprese
proteinu pl6 zjiSténa v 16,1 %, ve skupiné 2 v 5,6 %. Ve skupiné 1 kde byla provedena,
kromé& imunohistochemické detekce p16, také HPV DNA detekce. HPV DNA byla zjisténa u
9,7 % (3/31) nadort, ztoho HPV16 (N=1) a HPV18 (N=2). Dva pacienti byli pozitivni na
HPV DNA 1 expresi pl6, 2 pacienti byli pozitivni pouze na p16, bez pritomnosti HPV DNA
pozitivity. Jeden pacient mé¢l pouze HPV18 DNA pozitivitu, ale exprese p16 byla negativni.

4.3.1 Exprese proteinu pl6 — vztah k demografickym a klinicko-patologickym parametriim
Pfi analyze charakteristiky p16 pozitivnich pacientii byli vSichni (10/10) muzského pohlavi,

ve skupiné p16 negativnich téz pievazovalo muzské pohlavi (75,5 %; 83/110) bez statisticky
vyznamného rozdilu (p=0,114).

Primérny vék ve skupin€ pl6 pozitivnich byl 57,2 let, primérny v€k ve skupiné pl6
negativnich byl 59,4 let. Pacienti ve véku méné€ nez 60 let bylo ve skupiné pl6 pozitivnich
70,0 % (7/10), ve skupin€ p16 negativnich 50,9 % (56/110), (p=0,329).

Ve studii nebyl zjiStén statisticky vyznamny vztah mezi kufdctvim a zvySenou expresi pl16

(p=0,623).
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Ve skupiné pl6 pozitivnich bylo nejvice pacientll s nadorem v oblasti spodiny dutiny ustni
(40,0 %; 4/10 pacienttr), ve skupiné p16 negativnich byla polovina pacientd s nadory v oblasti
téla jazyka (50,9 %; 56/110 pacientd). Pfi analyze vztahu exprese pl6 s anatomickou
lokalizaci nebyla nalezena statistickd vyznamnost (p=0,578).

Nebyl prokdzan vyznamny vztah exprese pl6 a velikosti nadoru (pT) nebo rozsahu
uzlinového postizeni (pN) (p=0,900, respektive p=1,000).

Data o perineuralnim a extrakapsularnim §ifeni jsou k dispozici pouze u Casti souboru, jde o 4
nadory pl6 pozitivni a 81 nadorti pl16 negativnich. Perineuralni §ifeni bylo ptitomno ve 100
% (4/4) p16 pozitivnich a 37,5 % (30/81) p16 negativnich nadort (p=0,024). Extrakapsularni
Siteni bylo popsano u 50,0 % (2/4) pl6 pozitivnich a 23,5 % (19/81) pl6 negativnich
(p=0,254).

Pacienti s expresi p16 neméli vyssi riziko recidivy onemocnéni (p=0,721).

Celkove Sleté¢ preziti (OS) bylo ve skupiné pl6 negativnich delsi, nez u pl6 pozitivnich
pacientll (p=0,019). Nenasli jsme statisticky vyznamny rozdil v nddorové specifickém preziti
(DSS) (p=0,952) pti porovnani p16 pozitivnich pacientil s pacienty s p16 negativnimi nadory.
Vsechny klinicko-patologické parametry a vztah k expresi p16 jsou shrnuty v tabulkach (Tab.
3al3).
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Tab. 13: Vztah klinicko-patologickych parametri a exprese p16 u karcinomu dutiny ustni

p16 exprese
Klinicko-patologické ce . -
parametry p16 pozitivni | p16 negativni p-value
N % N %
‘o x <60 7 70 56 50,9
Vék v case dg. =60 3 30 54 49,1 0,329
, muz 10 100 83 75,5
Pohlavi ena 0 0 27 24.5 0,114
kurak 5 55,6 58 56,8 0.623
Kouieni * byvaly kutrak 3 33,3 22 21,6 .
nekurak 1 11,1 22 21,6
% ano 1 11,1 40 39,2
Alkohol ne 2 88.9 62 60.8 0,150
télo jazyka 3 30 51 46,5
spodina dutiny Gstni 4 40 31 28,2
Anatomicka télo jazyka + spodina 0 0 5 4,5 0,578
lokalizace ** retromolarni oblast 0 0 5 4,5 oo
dasen 0 0 3 2,7
sliznice dutiny Ustni 3 30 15 13,6
pTl1 4 40 47 42,7
T pT2 5 50 47 42,7 0,900
P pT3 1 10 11 10,0 |+
pT4 0 0 5 4,6
NO 5 50 58 52,7
PN N+ 5 s0 |52 |a73 D990
Gl 1 10 23 21,9 0.553
Grading * G2 7 70 70 66,7 -
G3 2 20 12 11,4
Adjuvantni ne 1 10 38 34,5 0.164
radioterapie ano 9 90 72 65,5 ’
- ne 8 80 76 69,1
Recidiva ano ) 20 34 30.9 0,721
. I b 1 0 0 30 37,5
Perineuralni Sireni o 4 100 50 62.5 0,024
Extrakapsularni ne 2 50 62 76,5 0.254
SiFeni * ano 2 50 19 23,5 ’
Stav pri kontrole po |Zije 1 10 58 52,7 0.019
5 letech zemiel 9 90 52 47,3 >

(* nckteré¢ data se zpétné nepodafilo dohledat; ** nékteré primarni naddory mély vice nez

jednu anatomickou lokalizaci; *** u analyzy byl pouzit Pearsoniiv test)
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4.3.2 Faktory ovliviiyjici pétileté preziti

Pétileté preziti od ukonceni 1é¢by pii analyze podle Kaplan-Meiera bylo 49,2 % (59/120), z
toho u muzt 44,0 % (41/93) a u zen 66,7 % (18/27). Pohlavi bylo vyhodnoceno jako
statisticky vyznamny faktor ovliviyjici Sleté preziti pacientd (p=0,05).

Vek pti diagnoéze neovliviioval Sleté preziti pacientl (p=0,771). Ani v Coxové modelu
proporciondlnich rizik vék nemél vliv na riziko umrti (p=0,902; HR=0,965; 95 % CI 0,545 —
1,708). Koufeni také neovlivitovalo 5leté preziti pacientd (p=0,586). Ani v Coxové¢ modelu
proporciondlnich rizik nemélo koufeni vliv na riziko umrti (p=0,295; HR=1,476; 95 % CI
0,715 —3,58).

Anatomicka lokalizace neovliviiovala 5Sleté preziti (p=0,349). P¢t let prezivalo 60,0 % (24/40)
pacienttil s karcinomem dutiny ustni, 45,8 % (27/59) pacientt s karcinomem téla jazyka, 44,4
% (8/18) pacientl s karcinomem jiné ¢asti dutiny Ustni a 22,2 % (2/9) pacientli s karcinomem
dasné nebo retromolarni oblasti.

Klasifikace pT statisticky vyznamné ovliviiovala Sleté preziti (p=0,016). P&t let prezivalo 62,7
% (32/51) pacientt s pT1, 44,2 % (23/52) pacienti s pT2, 33,3 % (4/12) u pacientl s pT3 a
0,0 % (0/4) u pacienti s pT4. Naproti tomu v Coxové modelu proporciondlnich rizik, pT
nebyla statisticky vyznamna (p=0,569; HR=1,237; 95 % CI 0,595 — 2,572).

Postizeni uzlin statisticky vyznamné ovliviiovalo Sleté preziti. Pét let od ukonceni 1écby
ptezivalo 60,3 % (38/63) pacientl bez postizeni uzlin a 36,8 % (21/57) pacientil s postizenim
uzlin (p=0,011). V Coxov€é modelu proporciondlnich rizik, N status statisticky vyznamné
ovlivitoval riziko umrti (p=0,007; HR=2,159;95 % CI 1,236 — 3,772).

Recidiva onemocnéni také statisticky signifikantné ovlivnila Sleté preziti (p=0,001). Pét let od
ukonceni 1écby ptezivalo 25 % (9/36) pacientl s recidivou a 59,5 % (50/84) pacienti bez
recidivy. V Coxové modelu proporcionalnich rizik, recidiva vyznamné ovlivnila riziko amrti
(p=0,007; HR=2,263; 95 % CI 1,248 — 4,100).

Vsechny klinicko-patologické parametry a jejich vztah k pfeziti jsou shrnuty v tabulce 14.
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Tab. 14: Vztah klinicko-patologickych parametra a Sletého celkového pieziti (OS)

Sleté prezivani (OS)
Klinicko-patologické v "
Parametry Zije zemrel p-value
N % N %
Vek v case dg. = 31 (492 |32 [52.8  [1,00
28 49,1 29 51,9
, Muz 41 44,1 52 55,9
Pohlavi gena 18 |66.7 |9 333 |00
Kurak 31 49,2 32 50,8
w r e b b
Koureni byvaly kufak 2 |40 |13 |s20 |%803
nekurak 13 56,5 10 43,5
" ano 18 43,9 23 56,1
Alkohol ne 38 [543 |32 |as7  [%¥
télo jazyka 26 44,1 |28 45,9
Anatomicks spodina dutiny ustni 22 37,3 13 21,3
. télo jazyka + spodina 2 3,4 3 4,9 0,349
lokalizace **
retromolarni oblast 1 1,7 4 6.6 oo
dasen 1 1,7 2 3.3
sliznice dutiny Ustni 7 11,8 11 18,0
pT1 32 62,7 19 37,3
pT pT2 23 442 29 55,8 0,016
pT3 4 33,3 8 66,7 ok
pT4 0 0 4 100
pN NO 38 60,3 25 39,7 0.011
N+ 21 36,8 36 63,2 ’
Gl 13 54,2 11 45,8
. * s s
Grading G2 38 (494 39 |s06 |22
G3 4 28,6 10 71,4
Adjuvantni
radioterapie ne 27 69,2 12 30,8 0,003
ano 32 39,5 49 60,5
Recidiva ne 50 59,5 34 40,5 0.001
ano 9 25,0 27 75,0 >
. (1w o s |DE 35 70,0 15 30,0
Perineuralni Sireni Ao 10 294 24 70.6 <0,001
Extrakapsularni 1 40 62,5 |24 37,5
Sifeni * 0,011
ano 6 28.6 15 71,4 >
p16 exprese p16 negativni 58 52,7 52 47,3 0.017
p16 pozitivni 1 10,0 |9 90,0 ’

(* n&které data se zpétn¢ nepodafilo dohledat; ** né&které primarni nadory mély vice nez

jednu anatomickou lokalizaci; *** u analyzy byl pouzity Pearsonlv test)
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Jako statisticky vyznamné faktory negativné ovlivilujici Sleté preziti byly potvrzeny: pozitivni
exprese pl6 (obrazek 11), vyssi status N (obrazek 12), vyssi status T (obrazek 13) a recidiva
onemocnéni (obrazek 14). Faktory koufeni (obrazek 15) a veék (obrazek 16) statisticky

signifikantn€ neovlivnily 5leté preziti.
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Obr. 11: Vztah 5Sletého celkového preziti (Kaplan-Meier) a exprese pl6

58780



Funkce pfreZiti

N status

1,01
_ND
N+

= cenzorovéno
L"I -~ cenzorovéno

0,87 ' "*l_‘ J—._LH_‘_L
06 Bt H

Kumulativni pravdépodobnost pieZiti

0,4
B
L ..
0,2
0,0
T T T T T T T
00 10,00 20,00 30,00 40,00 50,00 60,00
Doba sledovani (mésice)
p=0,001

Obr. 12: Vztah 5letého celkového preziti (Kaplan-Meier) a pN statusu

Funkce preziti

104 T status
—1T1aT2
FIT3aT4
L = cenzorovano
= - cenzorovano
W 04 ]
(L
o LI__._
:
7]
o
=
°
3 0,6
—
o
2 L
s | H
-
i l )
o 04 ‘—']
I=
2
g |
S " o T
E 0,2
X
0,0
T T T T T T T
a0 10,00 20,00 30,00 40,00 50,00 60,00
Doba sledovani (mésice)
p=0,018

59 /80



Obr. 13
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Obr. 14: Vztah 5Sletého celkového preziti (Kaplan-Meier) a recidivy zékladniho onemocnéni
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p=0,586

Obr. 15: Vztah Sletého celkového preziti (Kaplan-Meier) a koufeni
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Obr. 16: Vztah 5letého celkového preziti (Kaplan-Meier) a véku

Pomoci Coxova modelu proporcionalnich rizik byly analyzovany jako faktory zhorSujici Sleté

preziti: pl6 pozitivita, recidiva a postizeni krénich uzlin (pN+) (Tabulka 15).

Tab. 15: Coxiiv model proporcionalnich rizik

p-value Hazard ratio (HR) 95 % CI
pl6 status 0,000 4,088 1,862 - 8,973
pN status 0,007 2,159 1,236 - 3,772
pT status 0,569 1,237 0,595 -2,572
Koufteni 0,295 1,476 0,712 - 3,058
VéEk rozdéleni 0,902 0,965 0,545 - 1,708
Recidiva 0,007 2,263 1,248 - 4,106
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5. DISKUZE

5.1 Cil I - Prevalence a rizikové faktory oralni HPV infekce u zdravé populace

V této studii byla u zdravé populace stiedni Evropy stanovena prevalence oralni HPV infekce.
Konkrétné byly zkoumény dva soubory: Soubor I byl slozen zmladych, z c¢asti
vakcinovanych, studenti mediciny a soubor II zahrnoval stars$i zdravé jedince, ktefi nebyli
ockovani. Kromé toho byla v souboru I zkouména mozna asociace rGznych rizikovych
faktort s infekci HPV. Identifikace rizikové populace je dilezita pro cilené screeningové
programy a pro definovani dopadu rutinniho ockovani na orélni prevalenci HPV. I kdyz oralni
prevalence HPV byla vyznamné nizs$i v souboru I (2,0 %) nez v souboru II (8,8 %),
prevalence HPV-specifickych protilatek byly srovnatelné.

V této studii spravné vyplnilo anonymni online dotaznik a bylo zatazeno do studie 76 %
ucastnikli, coz je vysSi procento nez 67 % uvedenych ve studii oralni prevalence v USA
(Gillison et al., 2012) a mnohem lepsi ve srovnani s dalsi studii (33 %) (Conway et al., 2016).
Je pravdépodobné, ze studenti mediciny jsou informovangj$i a zodpovédnéjsi, ve srovnani s
nahodné vybranymi skupinami v jinych studiich.

V této studii jsme odebirali od Ucastniki vzorky vyplachu dutiny ustni. Recentni studie
potvrzuje, ze oralni vyplachy maji vyssi miru HPV pozitivity ve srovnani s oralnimi a
orofaryngealnimi kartaickovymi stéry, pravdépodobné v disledku nizsitho mnozstvi materialu
ziskaného pomoci kartackti (Dona et al., 2019). Prevalence ordlni HPV u mladych dospélych
jedinct byla nedavno sledovana v né€kolika studiich z jinych ¢asti Evropy a svéta. Prehledové
studie za poslednich deset let ukazaly oralni prevalenci HPV 4,5 az 5,5 %, HR HPV
prevalenci 2,7 az 3,5 % a HPV 16 prevalenci 1,0 az 1,3 % (Kreimer et al., 2010, Shigeishi and
Sugiyama, 2016). Nejnov¢jsi prehled (Tam et al., 2018), ktery zahrnoval 66 studii
provedenych v letech 1995 az 2017 scelkovym poctem zahrnutych vzorki 56 600,
zaznamenal srovnatelna Cisla; prevalenci oralni jakékoliv HPV 7.7 %, HR HPV 3,5 % a
HPV16 1,4 %. Poukdzal také na geografickou variabilitu oralni prevalence HPV, kterad byla
nejvyssi v Jizni Americe (12,4 %) a nejnizsi v Asii (2,6 %). V evropskych studiich byla
sttedni hodnota prevalence oralni HPV infekce 9,9 %. Tento vysledek je srovnatelny s
prevalenci HPV zjisténou v naSem Souboru II (8,8 %).

Specificita oralni HPV prevalence pro jednotlivé vékové kategorie byla stanovena v americké
studii zahrnujici 5 579 jedinct ve véku 14-69 let. Nejvyssi prevalence byla pozorovana ve
veékovych skupinach 30-34 let (7,0 %) a 60-64 let (11,0 %). Autofi predpokladali, Zze vysokou

miru HPV pozitivity lze pficist zvySené sexudlni aktivit¢ v prvnim vzestupu a snizené
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ucinnosti imunitnich mechanismti v disledku starnuti v druhém vzestupu (Gillison et al.,
2012). Nedavné metaanalyzy uvadély nizsi oralni prevalenci HPV u zen ve srovnani s muzi
(Shigeishi and Sugiyama, 2016, Tam et al., 2018). V této studii bylo vSech Sest pozitivnich
ucastnikti ze souboru I Zeny, ale spojeni s pohlavim nebylo statisticky vyznamné. To je v
rozporu s vysledky jinych studii (Antonsson et al., 2014); nicméné skutecnost, ze vétSina
ucastnikti v souboru I byly Zzeny a Ze pocet ucastnikii byl nizky, mohla vysledek této analyzy
ovlivnit.

Nekolik studii prokazalo znaény pokles prevalence oralni HPV infekce u o¢kované populace.
V Evropé studie Grun et al. (Grun et al., 2015) a Nordfors et al. (Nordfors et al., 2013) v
populacich s mirou vakcinace 73 % a 64 % zjistili, Ze mira prevalence HPV v ustech byla 1,4
%, respektive 1,8 %. V souboru I aktudlni studie byla pozorovana srovnatelna oralni HPV
prevalence, navzdory niz§imu pokryti vakcinou (40,5 %). Rozdil v oradlni HPV prevalenci
mezi dvéma zkoumanymi soubory v této studii lze vysvétlit pravé mirou proockovanosti
Souboru 1. Polovina HPV-pozitivnich G€astnikt ze Souboru I (3 ze 6) byla o¢kovana (tabulka
6) a uzadného z nich nebyly identifikovany vakcinacni typy HPV. HPV 16 byl detekovan
z oralniho vyplachu pouze u jednoho neockovaného jedince. Navzdory skuteCnosti, ze ve
studii bylo malo potvrzenych oralnich HPV DNA pozitivnich, vysledky naznacuji mozny
pokles oralni HPV infekce v souvislosti s vakcinaci. To je v souladu s vysledky vétSich studii
(Herrero et al., 2013, Mehanna et al., 2019, Schlecht et al., 2019).

Prevalence anamnestickych (VLP) HPV-specifickych protilatek se mezi soubory statisticky
nelisila pro zaddny studovany antigen (tabulka 7). V piedchozi studii zahrnujici obdobnou
populaci (Hamsikova et al., 2013) byly pouzity antigeny pouze pro ¢tyfi misto sedmi typtt HR
HPV. Prevalence HR HPV-specifickych protilatek v aktudlni studii byla 38,1 % v souboru I a
46,9 % v souboru II. Pfi porovnéni udajii z plo$né studie Hamsikova et al. v obecné populaci
nebyl pozorovan Zadny statisticky vyznamny rozdil v mladsi ani star$i vékové kategorii
(soubor I vs. vékova skupina 18-35 let z plosné studie; soubor II vs. vékova skupina 35-88 z
plosné studie) (Hamsikova et al., 2013). Podobné vysledky jsme ziskaly pfi srovnani
prevalence anamnestickych protildtek proti HPV16: soubor I vs. vékova skupina 18-35 z
plosné studie: 15,5 % vs. 12 %; soubor II vs. vékové skupina 35-88 z plosné studie: 16,1 %
vs. 13 %.

V souboru I, ve které byl pouzit podrobny dotaznik, jsme nebyli schopni identifikovat Zadné
rizikové faktory statisticky vyznamné spojené s pozitivitou oralni HPV infekce. N&kolik

studii zjistilo, Ze sexudlni chovani, koufeni a piti alkoholu (Gillison et al., 2012, Cook et al.,

63 /80



2014) jsou vyznamnymi rizikovymi faktory pro ordlni HPV infekci. Americka studie
zameétena na vliv sexudlniho chovani na ordlni HPV infekci zaznamenala vyssi prevalenci u
jedinct, kteti méli oralni sexualni styk v poslednich tfech mésicich pted odbérem (D'Souza et
al., 2014). V aktualni studii meli vSichni jedinci s pozitivnim vzorkem oralni HPV infekce za
poslednich 12 mésict vice nez jednoho partnera pro ordlni sexudlni styk; vysledek ale nebyl
statisticky vyznamny kvili malému poctu pozitivné testovanych jedincti ve studii.

Hlavni limitaci této studie je nerandomizovany vybér ucastniklt souboru I; studenti mediciny
maji dobré znalosti o sexualné ptenosnych nemocech a bariérové antikoncepci. Maly pocet
ucastnikli, mohl ovlivnit statistickou vyznamnost asociace HPV infekce s rizikovymi faktory.
Vysledky jsou vSak srovnatelné s podobné koncipovanou studii (Antonsson et al., 2014).
Dalsi limitaci, podobné jako v jinych studiich, je skutecnost, ze prevalence oralni HPV je
obecné nizkd. Dilezitost nékterych rizikovych faktord proto nemusela byt zjevna. Dalsi
rozsahlejsi studie s del§i dobou sledovani by mohly odhalit prognosticky vyznam pozitivity na

HPV DNA, tak na HPV-specifické protilatky.

5.2 Cil II — Prognosticky vyznam HPV-specifickych protilatek po 1é¢bé u pacienti
s nadory orofaryngu

V této studii jsme analyzovali zmény hladin HPV — specifickych protilatek u pacientl s
nadory hlavy a krku pfi dlouhodobém sledovani od 2 do 14 let po ukonceni 1écby. Pozorovali
jsme piitomnost specifickych protilatek proti VLP a také proti HPV16 E6 a E7 onkogeniim u
pacienti az 14 let po ukonceni 1écby. Hladina vSech protilatek proti vSem testovanym
antigentim se vSak postupem Casu statisticky vyznamn¢ snizovala. Pti dlouhodobém sledovani
byl pokles statisticky vyznamny pro vSechny protilatky.

Pti srovnani pacientli s recidivami a bez nich rok po 1é¢bé jsme pozorovali pokles vSech
protilatek u pacientii bez recidiv, ale hladina vétSiny testovanych protilatek se snizila také u
pacientil s recidivami. Jeding€ u protilatek specifickych pro HPV16 E7 byl rozdil ve zménach
hladin protilatek mezi recidivujicimi a nerecidivujicimi pacienty statisticky vyznamny.

Jak jiz bylo potvrzeno v diive publikovanych studiich, ptitomnost HPV protilatek je
markerem virové etiologie nadorového onemocnéni a u pacientli s nadory orofaryngu je
pozitivnim prognostickym faktorem (Koslabova et al., 2013, Nelson et al., 2017). V této
studii jsme zjiStovali prognostickou hodnotu hladin HPV-specifickych protilatek pti zahdjeni

1é¢by pro recidivu onemocnéni. Hladina testovanych protilatek nebyla prediktivni pro vyskyt
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recidiv, ale u pacientli, u nichz hladina protilatek specifickych pro HPV16 E6 po ro¢nim
sledovani poklesla, byl zjistén vyznamny rozdil v jejich pteziti.

Jen malo studii hodnotilo dynamiku HPV — specifickych protilatek po ukonceni 1écby. U
pacientii 1éCenych pro cervikalni intraepitelidlni neoplazii nebo karcinom dé€lozniho hrdla
(KDH) byly zmény ve hladiné protilatek patrné az po relativné dlouhém casovém obdobi
(Hamsikova et al., 2000, Elfgren et al., 1996). Pokles hladin protilatek proti virovym
onkoproteinim HPV 16 E6 a E7 byl zaznamenan v nékolika studiich s KDH, ale u
anamnestickych protilatek (VLP) byl pokles méné patrny (Baay et al., 1999, Tachezy et al.,
2006). Jen néckolik studii dosud se zamétilo na dynamiku HPV-specifickych protilatek u
pacientii s HNC a vétSina z nich byla kratkodobd a doSla k podobnym pozorovanim jako
studie u pacientll s KDH (Koslabova et al., 2013, Zhang et al., 2017, Rubenstein et al., 2011).

U pacientek s KDH bylo u recidivujicich onemocnéni v jedné studii zaznamenano zvysSeni
protilatek proti E7 (Baay et al., 1999), zatimco u jinych studiich s KDH se toto pozorovani
nepotvrdilo (Lenner et al., 1995).

V této studii jsme pii jednoro¢nim sledovani pozorovali, Ze protilatky proti testovanym
antigentim se snizily u nerecidivujicich i recidivujicich pacientti po ukonceni 1écby karcinomu
hlavy a krku (HNC). Spector a kol. (Spector et al., 2017) pozorovali vyssi hladiny protilatek
HPV16 E6 a E7 pii diagnostice a sledovani u recidivujicich pacientli a rychlejsi pokles
protilatek E7 u pacientll bez recidiv. Jiné studie naopak nepozorovaly rozdily v hladinach
protilatek HPV16 E6 a E7 u pacientt s recidivami a bez nich (Zhang et al., 2017, Lang Kuhs
et al., 2017).

V naSem souboru pacientl s orofaryngealnimi nadory jsme vyhodnotili vliv poklesu hladiny
protilatek detekovanych jeden rok po léCbé na preziti pacientli a zjistili jsme, ze pokles
hladiny HPV16 E6 - specifickych protilatek je prediktivnim faktorem celkového i
specifického preziti.

U pacienti s HNC se vétSina recidiv vyskytuje béhem prvniho roku po ukonceni 1écby.
Dlouhodobé nasledné studie proto maji omezenou moznost zahrnout velky pocet pacientll s
recidivou nebo duplicitou. Pfi jednoro¢nim sledovéni jsme zjistili recidivy u 5 pacientl. Pti
dlouhodobém sledovani provadéném s odstupem 2-14 let po ukonceni 1écby jsme odebrali
vzorky od 58 z 93 pacientli a pouze dva z nich mé¢li v dobé dlouhého sledovani duplicitu (vic
nez 5 let od ukonceni 1écby). Pét pacientl, kteti méeli detekovanou recidivu v jednorocnim

sledovani, nebylo z diivodu tmrti zahrnuto do dlouhodobého sledovani.
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5.3 Cil IIl — Vyznam exprese proteinu pl6 u dlaZzdicobunéénych karcinoma dutiny

ustni

Ve studii jsme hodnotili u nadort dutiny ustni zévislost p16 pozitivity na demografickych a
klinickych parametrech a také prognostickou hodnotu. Z literatury vime, ze konkordance
mezi HPV DNA pozitivitou a pl6 pozitivitou je u orofaryngedlnich dlazdicobunéénych
karcinomt vysoka (93 %) ((Prigge et al., 2017, Rotnaglova et al., 2011). Otazkou je, jaka je
konkordance u neorofaryngealnich dlazdicobunétnych karcinomi hlavy a krku. Nékteré
studie uvadéji, ze konkordance je vyrazné nizsi (Hoffmann et al., 2012, Nemes et al., 2006).
Proto jsme se zaméfili na doplnéni znaku HPV DNA pozitivity a u téch vzorkl, kde bylo
mozné doplnit 1 expresi proteinu pl6é a provést analyzu jejich vztahu a vztahu k progndze
pacientll s témito nadory. Pozitivita HPV DNA a soucasné¢ exprese pl6, jsme detekovali u
2/31 pacientli, 2/31 pacientii byli pozitivni pouze na pl6, ale ptitomnost HPV DNA se
v nadorech téchto pacientil nepotvrdila. U jednoho pacienta byla pfitomna HPV DNA (typ
18), ale exprese pl6 byla naopak negativni. Na rozdil od orofaryngeélnich karcinomi se i v
naSem malém podsouboru pacientll nejevi pozitivita pl16 exprese jako spolehlivy marker HPV
etiologie u nadort dutiny Ustni.

V naSem zkoumaném souboru byla prevalence pl6 pozitivity 8,3 %, coZ je v souladu
s recentnimi evropskymi studiemi z Némecka a Spanélska, kde zjistili prevalenci pl6
pozitivnich pacientli s karcinomem dutiny ustni 7 % a 11 % (Grobe et al., 2013, Rodriguez-
Santamarta et al., 2016).

Vztah mezi expresi pl6 jako nepfimym markerem aktivni HPV infekce, kterd je spojena
s lepSi prognozou pacientil je vyuzivana rutinné u nadorti orofaryngu. Existuje vSak velké
spektrum nadora se zvysenou expresi pl16, u kterych neni HPV infekce kauzalnim agens. U
téchto naddorti mize byt zvySend pl6 exprese zplsobena napiiklad genovou mutaci oblasti,
které jeho expresi reguluje. Pro nékteré nadory (karcinom plic nebo maligni melanom), je
ztrata exprese pl6 spojend s horsi prognozou (Yanagawa et al., 2002), u neuroblastomu byla
zvySena exprese pl6 asociovana s hor§i prognézou (Omura-Minamisawa et al., 2001).

Studie, které zkoumaly vztah mezi p16/HPV DNA pozitivitou a jejim vlivem na celkové 1
specifické pteziti pacientl po 1écbé karcinomu dutiny ustni jsou nejednoznacné. Neékteré
koreluji s vysledky na$i studie a uddvaji hor$i prognoézu u pl6/HPV DNA pozitivnich
pacientii (Duray et al., 2012, Lee et al., 2015, Saghravanian et al., 2016), jiné¢ naopak udavaji
lepsi prognézu u pacientit s pl6/HPV DNA pozitivitou u karcinomt dutiny ustni (Hoffmann

et al., 2012, Minami et al., 2017, Satgunaseelan et al., 2016).
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V citovanych studiich méli pacienti s pl6/HPV DNA pozitivitou tfikrat veétsi riziko
vzdalenych metastaz a 2—3krat vyssi pravdépodobnost umrti, ve srovnani s p16/HPV DNA
negativnimi nadory. Pfi¢iny vSak nejsou zcela jasné. Nekteii autofi zdlraziuji, ze p16 exprese
nemusi byt zndmkou HPV infekce u karcinomti dutiny ustni a jde tedy o samostatny
prognosticky marker. Jako vysvétleni se taky nabizi, Ze nadmérnd exprese pl6 vede ke
snizeni invazivity redukci matricovych metaloproteinaz (MMP-1 a MMP-9). (Kalfert et al.,
2014).

Recentné publikovana ceska studie se souborem o velikosti 78 pacientl s oralnimi karcinomy
neprokazala statisticky signifikantni rozdily v 3letém pieZiti mezi pacienty s pl16 pozitivnimi
nadory ve srovnani s pacienty s pl16 negativnimi nadory. V ¢lanku vSak chybi jasné rozd€leni
pacientil dle anatomické lokalizace nadoru a zda se, Ze v souboru jsou zahrnuti 1 pacienti s
nadory kofene jazyka (Blahak et al., 2019).

Zavéry z publikovanych studii se znacné lisi. Z vysledkid vyplyva, ze prevalence HPV DNA
v nadorech dutiny ustni je vyrazné nizsi neZ u nadorl orofaryngu a zda se, ze neni korelace
mezi ptitomnosti HPV DNA a expresi p16 v téchto nddorech. Otazka HPV etiologie u nadori
dutiny ustni tedy neni zatim objasnéna. Exprese pl6 se, na zéklad¢ naSich 1 publikovanych
dat, zd4d byt spiSe negativnim prognostickym faktorem, toto pozorovani bude muset byt
ovéfeno v ramci studii s vét§im souborem pacientti. Z dalSich faktort negativné ovliviiujicich
prognoézu byly v nasi studii identifikovany recidiva onemocnéni, a pozitivita postizeni uzlin.
Pozitivita regionalnich lymfatickych uzlin méla taky v recentni piehledové studii negativni

dopad na celkové a nadorové specifické pieziti (de Morais et al., 2017).
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6. ZAVERY

Prevalence oralni HPV pozitivity je u zdravé Ceské populace ve veéku 20-35 let 2 %.
Séropozitivita na jakykoli typ HPV byla u nevakcinovanych ucastniki 63,7 %. Prevalence
protilatek proti onkoproteinim E6 a E7 je velmi nizkd; 1,8 % (3/168) pro E6 a 3,6 % (6/174)
pro E7. Zadny ze zkoumanych demografickych parametrii a faktort sexualniho chovani nebyl
pro HPV pozitivitu statisticky vyznamny. Prevalence oralni HPV byla pii porovnani
s kontrolnim soborem probandid ve véku 35 az 85 let vyznamné niz$i v souboru mladsi
¢astecn¢ vakcinované populace (mira proo¢kovanosti: 40,6 %). Prevalence HPV-specifickych
protilatek byla pfi porovnani souboril stejna. Mira pozitivity kapsidovych protilatek (VLP) a
protilatek proti onkoproteinim E6 a E7 neni zdvisla na véku ani kolektivni imunité dané
castecnou vakcinaci.

U pacientli s orofaryngealnim karcinomem Béhem dlouhodobého sledovani (2-14 let)
dynamiky kapsidovych (anamnestickych) protilatek a protilatek proti onkoproteiniim E6 a E7
u pacientll s orofaryngedlnim karcinomem po ukonceni byl zjistén statisticky vyznamny
pokles jejich hladiny béhem dlouhodobého sledovéani. U protilatek proti onkoproteinim E6 a
E7 byl statisticky vyznamny pokles jiz pfi prvnim kontrolnim odbéru s odstupem 1 roku.
Kapsidové (anamnestické) protilatky méli vyznamny pokles az pti druhém odbéru s odstupem
2-14 let od ukonceni lécby. Statisticky vyznamny pokles kapsidovych protilatek byl
s odstupem 10 let od ukonceni 1écby. V souboru pacientli s orofaryngealnimi nédory byl
vyhodnocen vliv poklesu hladiny protilatek detekovanych po 1€¢bé na pieziti pacientii a bylo
zjisténo, ze pokles hladiny HPV16 E6 — specifickych protilatek je prediktivnim faktorem
celkového 1 specifického pieziti. Pacienti bez recidivy zadkladniho onemocnéni méli statisticky
vyznamné vys$i pokles hladiny protilatek v porovnani s analyzovanymi pacienty s recidivou
nebo duplicitou zakladniho onemocnéni.

Prevalence pozitivity proteinu p16 u pacientl operovanych pro karcinom dutiny Ustni je 8,3 %
(10/120 pacientt). Jako statisticky vyznamné prognostické faktory negativné ovliviujici Sleté
pteziti byly potvrzeny: pozitivni exprese pl6, vyssi status N, vysSsi status T a recidiva
onemocnéni. Pozitivita proteinu pl6 byl vyhodnocen jako nejvyznamnéjsi faktor, statisticky
vyznamné zhorSujici celkové Sleté preziti pacientl s dlazdicobunéénymi karcinomy dutiny
ustni (p=0,019). Vliv exprese pl6 na celkové preziti je tedy u opacny u karcinomu dutiny
ustni nez u karcinomu orofaryngu. U nadorové specifického pieZiti (DSS) nebyl vliv exprese

p16 prokazan (p=0,952).
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