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Abstrakt:

Cetnost vyskytu orofaryngealnich nadorti asociovanych s lidskymi papilomaviry (HPV)
neustale stoupa. Informace o prevalenci oralntho HPV a jejich rizikovych faktorech jsou
velmi dulezité pro budouci screening a v€asnou diagnostiku onemocnéni.

Tato prace fesi tfi témata. Jako prvni téma je zhodnoceni prevalence HPV v ustni dutiné u
zdravé populace a zkoumani rizikovych faktorti ordlni HPV infekce. Tato data ve stfedni
Evropé¢ témét chybi. V souboru vékove starSich nevakcinovanych pacienti byla nalezena
statisticky vyznamné vyS$$i mira pozitivity (8,8 %) ordlni HPV infekce nez u mladSich,
castecné vakcinovanych, dobrovolniki (2,0 %). Mira seropozitivity anamnestickych HPV
protilatek byla v obou souborech srovnatelnd. Zadny z analyzovanych rizikovych faktort
nebyl vyznamné spojen s oralni HPV pozitivitou.

Druhé¢ téma, kterym se prace zabyva, je dynamika HPV specifickych protilatek u pacienti 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 1écby. Hladina HPV-specifickych protilatek se statisticky signifikantné snizila
béhem dlouhodobého sledovani u nerecidivujicich pacientti. Pokles HPV16 E6 protilatek po
prvnim roce sledovani byl spojen s lepSim celkovym piezitim (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 p16 pozitivity u pacientii
chirurgicky 1éenych pro karcinom dutiny ustni. Uloha p16 pozitivity u karcinomt dutiny
ustni neni tak jasna jako u karcinomil orofaryngu. Pozitivita p16 proteinu byla zjisténa u 8,3
% pacientl chirurgicky léenych pro karcinom dutiny Ustni. V souboru byla exprese pl6
prokédzéana jako nejvyznamnéjsi faktor negativné ovliviujici celkové Sleté preziti pacientli az
4krat (p=0,019). Dalsimi faktory statisticky vyznamné ovliviujici preziti byly: T status, N
status a recidiva zdkladniho onemocnéni.

Zavery: Nizsi prevalence ordlni HPV DNA u mladSich Gc€astnikid naznacuje pozitivni vliv
ockovani proti HPV. Dynamika HPV-specifickych protilatek po jednoro¢nim i dlouhodobém
sledovani je vyznamnym prognostickym faktorem. Exprese p16 u karcinomt dutiny ustni je
negativnim prognostickym faktorem, nicméné vyznam pfitomnosti HPV/pl16 proteinu u
nadori mimo orofaryngealni lokalizaci zlistava nejasny.

Klicova 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 p16 positivity
in patients surgically treated for oral squamous 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. The value of HPV-specific antibodies after one-year and
long-term follow-up is an important prognostic factor. P16 protein expression appears to be a
negative prognostic factor, however, the significance of the presence of HPV / p16 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 heterogenni skupina virli zatazenych do péti rodd.

V soucasné dobé¢ je znamo vice nez 200 genotypi HPV. HPV z rodu alfa (alfa-PV) jsou
oznacovany jako slizni¢ni, z rodu beta, gama, mu a nu jako kozni. Alfa-PV jsou dale déleny
na vysokorizikové a nizkorizikové typy. HPV16 je nejcastéjSim typem ve vSech malignitach
hlavy a krku asociovanych s papilomaviry. Bylo zjisténo, ze pacienti s orofaryngealnim
karcinomem s nalezem HPV 16 v nadorovych buiikach jsou v porovnani s pacienty

s orofaryngealnim karcinomem bez asociace HPV 16 piiblizné o 10 let mladsi, maji mén¢
komorbidit, vyznamné nizsi expozici alkoholu a tabdku a prognéza jejich onemocnéni je
lepsi. Imunohistochemicky potvrzend nadmérna exprese nadorového supresorového proteinu
pl6 je nyni rutin€ pouzivanym biomarkerem pro HPV-zprostiedkovanou karcinogenezi. Lepsi
prognéza HPV asociovanych nadorti a odlisné spektrum rizikovych faktort si vyzadalo

zménu klasifikace TNM a vznik odli$né kategorizace HPV asociovanych nadort.

Prevalence ordlni HPV infekce u zdravych jedinct byla zkouména jen v omezeném poctu
studii a rizikové faktory pro jeji vyskyt nejsou dosud zcela objasnény. Piehledové studie za
poslednich deset let ukazaly oralni prevalenci HPV 4,5 az 7,7 %, HR HPV prevalenci 2,7 az
3,5 % a HPV16 prevalenci 1,0 az 1,4 % (Kreimer, 2010, Shigeishi and Sugiyama, 2016, Tam,
2018). Prehled prevalence HPV ve zdravé populaci je dilezity, jelikoZ incidence karcinomui
orofaryngu v poslednich letech vyznamné stoupé. Ve skupiné pacientl s témito nadory stoupa

podil nadori asociovanych s vysoce rizikovymi typy HPV.
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Ve Svédské studii byl pozorovan Gi¢inek rutinniho okovéani proti HPV na orélni prevalenci
HPV. Pted rutinnim oc¢kovéanim byla oralni prevalence HPV 9,3 % a po naockovani 73,0 %
populace byla snizena na 1,4 % (Grun, 2015).

Zkoumani prevalence ordlni HPV infekce u zdravych jedinct a rizikovych faktort této
infekce muze prispét k definovani preventivnich opatfeni pro tento druh malignit. Tyto udaje

ze stiedni Evropy doposud chybéli.

V zavislosti na virové nalozi a dob¢ trvani infekce, protilatky proti virovym kapsidovym
proteinlim se vyvijeji se zpozdénim nékolika mésich. Protilatkova odpovéd’ na kapsidové
proteiny zlstava stabilni po dlouhou dobu od vymizeni infekce, coz ji predurcuje jako

uzitecny epidemiologicky marker, ktery odrazi minulou infekci (Herrero, 2003, Tachezy

2009).

Protilatky specifické pro virové onkoproteiny HPV16 E6 a E7 jsou vzacné pfitomny u
zdravych jedinc, ale jejich prevalence je typicky vysoka u pacientd s invazivnimi malignimi
nadory (Zumbach, 2000). Nékolik studii analyzovalo ptetrvavani HPV-specifickych protilatek
u pacientit s HNC po 1écbé. Ve studii Koslabova a kol. hladina protilatek specifickych pro
HPV16 E6 / E7 klesala jiz mésic po ukonceni 1écby, protilatky specifické pro kapsidové
proteiny ztistaly stabilni 1 po roce (Koslabova, 2013). Podobné vysledky byly pozorovany v
jinych studiich (Zhang, 2017, Fakhry, 2016, Rubenstein, 2011), zatimco Lang Kuhs a kol.
(Lang Kuhs, 2017) nepozoroval pokles hladin protilitek HPV16 E6 po ukonceni 1écby.
Spector a kol. (Spector, 2017) zjistili signifikantné vyssi hladiny protilatek HPV16 E6 / E7 u
pacientll s recidivou nadorti, a naopak castéjsi pokles protilatek HPV16 E7 u pacient bez

recidiv béhem sledovani.

Ve vSech dosavadnich studiich byla doba pozorovani kratka, rychlost poklesu protilatek
specifickych pro HPV16 E6 / E7 u pacientl po 1é€bé nebyla zkoumana pti delSim sledovani.
Bylo také zjisténo, Ze u pacientil s orofaryngealnim karcinomem jsou protilatky HPV16 E6 /
E7 ptitomny mnoho let pfed diagndzou, proto je zajimavé analyzovat zmény hladin protilatek

béhem delsiho sledovani (Kreimer, 2014, Kreimer, 2017).

DlaZzdicobunéény karcinom dutiny ustni je jednim z nejcastéjSich malignit horniho
aerodigestivniho traktu. Hlavnim rizikovym faktorem je koufeni, zejména v kombinaci s
konzumaci alkoholu. Dal§im rizikovym faktorem pro vznik dlazdicobunéénych karcinomi
hlavy a krku, zejména v oblasti orofaryngu, je infekce lidskym papilomavirem (HPV). U

dlazdicobunécnych karcinomil orofaryngu predstavuje HPV pozitivita vyznamny
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prognosticky faktor. Prognostickd role HPV pozitivity u dlazdicobunéénych karcinomi
v ostatnich lokalitach hlavy a krku zstava nejasna.

Nejcastejsi metoda pro detekci HPV infekce u nadort orofaryngu, kterd se vyuziva v bézné
klinické praxi, je imunohistochemicka detekce exprese proteinu p16INK4a (p16). Pro detekci
HPV-asociovaného orofaryngealniho karcinomu ma exprese pl6 proteinu podle recentni
prehledové studie s metaanalyzou sensitivitu 94 % (CI 91-97 %) a specificitu 83 % (CI 78-88
%) (Prigge, 2017).

U neorofaryngeélnich karcinomu hlavy a krku se, podle nekterych studii, jevi diagnosticky
vyznam zvySené exprese pl6 jako markeru HPV infekce jako nejasny, podobné nejasna je i
role HPV infekce v jejich etiologii (Klozar 2019).

Prevalence p16 exprese v karcinomech dutiny ustni se v publikovanych studiich 1i8i, v Evropé
se pohybuje v rozmezi 7-15,4 % (Dediol 2016, Gotz 2016). Vysledky studii zamétenych na
posouzeni vlivu p16/HPV DNA pozitivity na pieziti pacienti po 1é¢bé karcinomu dutiny tstni

jsou rovn€z velmi rozdilné.

2. Hypotézy a cile prace

Cil I:

1. Zjistit prevalenci HPV v bunikach z oralnich vyplachta a HPV specifickych protilatek u
zdravé populace ve véku 20 az 35 let

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

3. Porovnat soubor vékové skupiny 20 az 35 let s kontrolnim souborem probandi ve véku 35
az 85 let

Cil I1I:

4. Sledovat dynamiku kapsidovych (anamnestickych) protilatek a protilatek proti
onkoproteinim E6 a E7 HR HPV v intervalu 2-14 let od ukonceni 1écby pacientt

s karcinomem orofaryngu

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

Cil 111

6. Zjistit prevalenci p16 pozitivnich karcinomi dutiny Ustni

7. Analyzovat prognostické faktory karcinomi dutiny Ustni 5 let od ukonceni 1é€by

8. Zjistit jakou roli v prognoze dlazdicobunéénych karcinomt dutiny Ustni hraje p16 pozitivita

Cile byly stanoveny na zaklad¢ téchto hypotéz:



Ptiloha ¢. 3

Cil I:

HI. 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 v€kem

Cil 1I:

H4. Protilatky proti onkoproteinim E6 a E7 HR HPV klesaji s dobou od ukonceni 1écby,
kapsidové (anamnestické) protilatky si drzi stabilni hodnotu 1 pii dlouhodobém sledovani
HS. Protilatky proti onkoproteinim E6 a E7 si u pacientl s recidivou zédkladniho onemocnéni
udrzuji vysokou hodnotu

Cil 1II:

H6. Prevalence p16 pozitivnich karcinomt dutiny ustni je nizs§i nez prevalence p16
pozitivnich karcinomt orofaryngu

H7. Nejvyznamné&j$im prognostickym faktorem lokalné pokrocilych karcinomt dutiny ustni
je postizeni krénich uzlin

HS8. ZvySena exprese proteinu p16 nema prognosticky vyznam u dlazdicobunéénych
karcinomu dutiny ustni

3. Material a metodika

3.1 Cil I — Prevalence a rizikové faktory oralni HPV infekce u zdravé populace

3.1.1 Charakteristika souboru pacientti a dotazniky

Byly hodnoceny dvé skupiny zdravych ucastniki. Do souboru I bylo zafazeno 294 studentt
mediciny ve véku 20 az 35 let. Od vSech studentt byl odebran vzorek vyplachu dutiny ustni.
Od studentti, ktefi nebyli ockovani, byl odebran i vzorek krve. Kazdému ucastnikovi bylo
pridéleno identifika¢ni ¢islo a byli tak anonymizovani. Soubor II byl slozen z 215 jedinct ve
véku 35 az 85 let s primérnym vekem 55,7 let, kterym byl materidl odebiran v rédmci
pfedchozich studii naseho vyzkumného tymu (Tachezy et al., 2009). Zadny z jedinci ze
souboru II nebyl ockovan.

Dotazniky: VSichni Gcastnici souboru I byli pozadéani, aby vyplnili anonymizovany online
dotaznik zahrnujici Gdaje o veku, sexudlnim chovani, vzdélani, stavu ockovani proti HPV,
uzivani tabaku, alkoholu a drog. Dalsi otazky se tykaly sexualniho chovani.

Dotaznik pouzity pro soubor II, pouzZity v ramci piedchozi studie (Tachezy et al., 2009), se
zcela nepiekryval s nové vytvofenym dotaznikem, a proto jen ¢ast byla vyuzita pro Ucely
porovnani.

3.1.2 HPV DNA detekce, genotypizace
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Oralni exfoliované bunky byly ziskany oralnim vyplachem po dobu 30 az 60 sekund pomoci
10 ml fosfatového pufru (PBS). DNA pro detekci HPV byla extrahovana pomoci Puregene
Core Kit B (Gentra Qiagen, Hilden, Némecko).

HPV DNA detekce a genotypizace byly provadény pomoci PCR za pouziti GP5 + a 5'-
koncovych biotinem znacenych GP6 + (BSGP5 +/ 6 + bio) primert, specifickych pro region
L1, a metodou reverzni hybridizace (RLB) (Tachezy et al., 2013).

Produkty PCR, u kterych nebylo mozné urc€it typizaci pomoci reverzni hybridizace, byly
sekvenovany pomoci soupravy BigDye Terminator Primer Cycle Sequencing Kit (Applied

Biosystems, Foster City, CA, USA). (Tachezy et al., 2013).

3.1.3. Sérologické vySetieni

Od kazdého pacienta bylo odebrano pét mililitri krve. Pfitomnost protilatek proti virove
specifickym antigentim byla testovana pomoci in-house metody ELISA (Parker et al., 2006).
Pro detekei protilatek proti virovym kapsidovym proteintim jsme pouzili viru podobné ¢éstice
sloZzené z L1 proteinu (VLP), odvozené od HPV6, 11, 16, 18, 31, 33, 45, 52 a 58, které byly
piipraveny v rekombinantnim bakulovirovém expresnim systému (Frayne et al., 2006).
Protilatky prott HPV16 E6 a E7 onkoproteinim byly detekovany pomoci fuznich proteinii

s glutathion-S-transfrazou (Sehr et al., 2001).

Od hodnoty OD (optical density - optické hustoty) séra, ziskané na mikrotitracni desticce

s viroveé-specifickym antigenem, byla odectena hodnota OD stejného séra na desticce
kontrolni. Pro kazdy antigen a desticku byla vypoc¢tena hrani¢ni hodnota (cut-off, CO) jako
aritmeticky pramér rozdili OD plus 2/3 smérodatné odchylky (VLP/GST). Vsechny vysledky
testi ELISA byly vyjadieny jako tzv. OD index (podil mezi rozdilem OD daného séra a
hodnotou CO), ktery do urcité miry ukazuje silu protilatkové odpovédi. Testovana séra s OD

indexem vys$im nez 1 jsme oznacili jako pozitivni.

3.1.4 Statisticka analyza
T-test a Fishertiv test byly pouzity k vyhodnoceni rozdili mezi skupinami HPV-pozitivnich a
HPV-negativnich. Statistiky byly vypocteny v R verzi 3.3 Core Team. Data jsou uvedena jako
procenta nebo pramér + standardni odchylky (SD).
3.2 Cil II - Prognosticky vyznam HPV-specifickych protilatek po 1é¢bé u pacientii

s nadory orofaryngu

3.2.1 Charakteristika souboru pacientli
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V této studii byla analyzovana séra pacientil s diagnézou dlazdicobunécného karcinomu
orofaryngu (ICD-10: C9-10), kteti byli 1éceni na Klinice ORL a chirurgie hlavy a krku 1. LF
UK a FN v Motole v obdobi 2001-2013. Pfed zahajenim 1écby byla odebrana krev. V této
studii jsme hodnotili vzorky 133 pacientd s diagnézou dlazdicobunééného karcinomu
orofaryngu, ktefi méli pozitivni séra na ptitomnost protilatek proti HPV16 E6 a / nebo E7
pred zahajenim 1éCby. Z téchto 133 pacientt bylo 88,7 % (118/133) HPV DNA pozitivnich a
11,3 % (15/133) HPV DNA negativnich.

U 93 z téchto 133 pacient bylo k dispozici kontrolni odbér po roce od ukonceni 1éCby.
Kromé toho jsme v roce 2015 pfislo 58 pacientti k dalSimu odbéru vzorkd krve. V kohorté 93
pacientii bylo béhem prvniho roku sledovani detekovano 5 recidiv. Ve skupiné 58 pacienti s
odbérem vzorkil 2 az 14 let po 1€cbé byly zjistény dveé duplicity.

3.2.2 Serologické vySetieni

Viz 3.1.3.

Vsechny vzorky séra jednoho pacienta byly testovany na jedné desti¢ce. Konverze ze
séropozitivity na séronegativitu byla definovana poklesem OD indexu pod cut-off hodnotu

(index OD = 1).

3.2.3 Statistickd analyza

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

Analyzy byly generovdny 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 CilIll - Vyznam exprese proteinu p16 u dlazdicobunéénych karcinomu dutiny
ustni

3.3.1 Charakteristika souboru pacientl

10
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Do retrospektivni studie bylo zatazeno 120 pacientli, primarn¢ chirurgicky 1é¢enych v obdobi
2002-2017 pro dlazdicobunécny karcinom dutiny ustni.

Soubor zahrnuje dvé skupiny pacientii. Skupina 1 (N=31) je skupina pacienti operovanych
v obdobi 2002-2012, jejichz data a vzorky biologického materidlu byly prospektivné
odebirany v ramci predchozich projektii naseho vyzkumného tymu (Koslabova et al., 2013,
Rotnaglova et al., 2011). V tomto souboru byla jiz provedena deteckce HPV DNA a taky
imunohistochemicka detekce proteinu pl6. Skupina 2 (N=89) je skupina pacientii
operovanych v obdobi 2013-2017, u kterych byl kdispozici pouze vysledek
imunohistochemického vysetteni p16 proteinu. Ob¢ skupiny byly srovnatelné, co do klinicko-
patologickych parametra (pohlavi, v€k, anatomicka lokalizace, kutactvi, T a N status).
Alkohol pravidelné konzumovalo 37,0 % pacientti, 63,0 % pacienti alkohol nepilo vibec
nebo jen prilezitostné. Od 7,5 % pacientl se tuto informaci nepodafilo zpétn¢ dohledat.
Soubor zahrnoval 47,2 % nadort téla jazyka (C02), 32,0 % nadort spodiny dutiny ustni
(C04), 14,4 % nadort lokalizovanych v jinych ¢astech dutiny ustni (C06) a 6,4 % nadort v
retromolarni oblasti (C062) nebo v oblasti dasn¢ (C03).

Podle rozsahu onemocnéni, ptevazovali pacienti s nadory pT1 (42,5 %) a pT2 (43,3 %).

V pritbéhu sledovani byla recidiva u 30,0 % pacientll a nadorova duplicita popsand u 8,3 %

pacienttl.

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 jsou hodnoceny nadory, které vykazuji
sttedni a vysSS$i intenzitu barveni (++, +++) a jadernou 1 cytoplazmatickou pozitivitu, a to
minimalné v 70 % nadorovych bunék.

HPV DNA detekce a genotypizace byly provadény identickou metodikou, jak je popsano ve
Studii I (kapitola 3.1.2).

3.3.3 Statistickd analyza

Ke statistickému zpracovani vysledkl byl pouzity program IBM SSPS verze 22.0. Pro popis
souboru byly zvoleny metody deskriptivni statistiky, Fisheriv pfesny test a Pearsontv chi-
kvadrat test. K hodnoceni 5letého pteziti od ukonceni 1é€by bez znamek nadoru (DSS) a
celkového preziti (OS) byla pouzita 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 zafazenych
proménnych spocitané: signifikance, hazard ratio (HR — zména rizika exitu pii jednotkové

zmeéné nezavislé proménné) a 95 % intervaly spolehlivosti HR.

4. Vysledky

4.1 Cil I — Prevalence a rizikové faktory oralni HPV infekce u zdravé populace
Demografické charakteristiky: Do souboru [ bylo zatazeno 294 z 388 odebranych
dobrovolnikil. Primérny v&k Gcastnikl ze souboru I byl 23,20 + 1,24 let a vétSina z nich byly
zeny (71,4 %), nekutaci (75,2 %), pravidelni uzivatelé alkoholu (64,0 %) a nevakcinovani
HPV (59,4 %). V souboru II (n = 215) byl primérny vék 55,70 + 10,63 let. VétSina tcastnika
byli muzi (69,3 %) a kutaci (61,4 %) a o néco vice nez polovina tcastniki byla pravidelnymi
konzumenty alkoholu (51,2 %). Zadny dobrovolnik ze souboru II nebyl vakcinovén.
Charakteristiky sexudlniho chovani: V souboru I méla vétSina ucastniki heterosexudlni
orientaci (96,3 %). V¢EtSina méla celkem za Zivot 1 az 5 vaginélnich sexudlnich partnert (67,7
%) a 1 az 2 partnery pro ordlni sex (46,3 %). Charakteristiky dostupné pro soubor II byly
omezeny na pocet vaginalnich sexualnich partnerti, coz bylo nej¢astéji mezi 1 a 5 partneri u
58,6 % ucastnika.

Prevalence oralni HPV infekce: Z 294 ucastniklii 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 detekovéano vice typit HR HPV (HPV16, 45 a 59 v souboru I 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 HPV11, 61, 70 a 118 v souboru II.

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. Prevalence protilatek proti proteinim
E6 a E7 byla v obou souborech velmi nizka; 1,8 % (3/168) a 3,6 % (6/174) v souboru I a 2,8
% (6/211) pro oba typy proteinli v souboru II. Nebyl nalezen statisticky vyznamny rozdil mezi
obéma soubory v prevalenci Zadné z testovanych protilatek.

Rizikové faktory spojené s ordlni infekci HPV: Dale jsme zkoumali rizikové faktory pro oralni
HPV infekci v souboru I, kde byly zjistény podrobné informace o potencidlnim rizikovém

chovani w&astnikl studie. Zadny ze zkoumanych rizikovych faktorti nebyl pfi porovnani
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Gi¢astniki HPV pozitivnich a negativnich v duting Ustni statisticky vyznamny. Zadny ze

zkoumanych rizikovych faktorti nebyl statisticky vyznamny ani v souboru II.

4.2 Cil I — Prognosticky vyznam HPV-specifickych protilatek 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 pacientt, kteti byli pti
vstupu do studie pozitivni na protilatky anti-HPV16 E6 a / nebo E7.

Ve skupin€é pacienti bez recidiv bylo pozorovano snizeni hladin protilatek u vSech
testovanych antigend, ale pouze u HPV16 E6 (p <0.001) a HPV16 E7 (p <0.001) byly rozdily
statisticky vyznamné. Ve skupiné pacientii s recidivami se hladiny protilatek také snizily u
vSech testovanych antigenti, 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 1€cbé na preziti byl
testovan pomoci Coxova modelu proporcionalnich rizik upraveného podle véku. HPV16 E6
protilatka byla jedinym statisticky vyznamnym prognostickym faktorem pro celkové a

specifické pieziti pacienta.

4.2.2 Zmény v dynamice hladiny protilatek pii dlouholetém sledovani

Z 93 pacientii, 58 pacientu pfiSlo poskytnout vzorek séra ke kontrole s odstupem 2 az 14 let

od zahajeni 1écby (primérné s odstupem 7 let).

U vsech hodnocenych protilatek byl zjistén statisticky vyznamny pokles jejich hladiny béhem

dlouhodobého sledovani a byla vypoctena primérna ro¢ni zména OD indexu.

4.3 Cil Il — Vyznam exprese proteinu p16 u dlazdicobunéénych karcinomi dutiny
ustni

4.3.1 Exprese proteinu pl6 — vztah k demografickym a klinicko-patologickym parametrim

Pti analyze charakteristiky p16 pozitivnich pacientd byli vSichni (10/10) muZzského pohlavi.

Primérny veék ve skupiné pl6 pozitivnich byl 57,2 let, primérny veék ve skupiné pl6

negativnich byl 59,4 let. Ve studii nebyl zjistén statisticky vyznamny vztah mezi kufactvim a

zvySenou expresi pl6 (p=0,623). Pii analyze vztahu exprese pl6 s anatomickou lokalizaci

nebyla nalezena statistickd vyznamnost (p=0,578). Nebyl prokdzan vyznamny vztah exprese

pl6 avelikosti nddoru (pT) nebo rozsahu uzlinového postizeni (pN) (p=0,900, respektive

p=1,000).
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Celkové Sleté preziti (OS) bylo ve skupiné pl6 negativnich del$i, nez u pl6 pozitivnich
pacientii (p=0,019). Nenasli jsme statisticky vyznamny rozdil v nddorové specifickém preziti

(DSS) (p=0,952) pti porovnani p16 pozitivnich pacientl s pacienty s p16 negativnimi nadory.

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 ovlivijici Sleté preziti pacientd (p=0,05).

Veék pti diagnéze a koufeni neovliviiovali Sleté preziti pacienti (p=0,771, respektive
p=0,586). Ani v Coxové¢ modelu proporcionalnich rizik vék ani koufeni neméli vliv na riziko
umrti (p=0,902; HR=0,965; 95 % CI 0,545 — 1,708; respektive p=0,295; HR=1,476; 95 % CI
0,715 - 3,58).

Anatomicka lokalizace neovliviiovala Sleté pteziti (p=0,349).

Klasifikace pT statisticky vyznamné ovlivitovala 5Sleté preziti (p=0,016). P&t let piezivalo 62,7
% (32/51) pacientii s pT1, 44,2 % (23/52) pacientt s pT2, 33,3 % (4/12) u pacienti s pT3 a
0,0 % (0/4) u pacienti s pT4. Naproti tomu v Coxové modelu proporcionalnich rizik, pT
nebyla statisticky vyznamna (p=0,569; HR=1,237; 95 % CI 0,595 — 2,572).

Postizeni uzlin statisticky vyznamné ovliviiovalo 5Sleté preziti. Pét let od ukonceni 1€Cby
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 proporcionalnich 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 pieziti (p=0,001). P¢ét let od
ukonceni 1écby ptezivalo 25 % (9/36) pacientl s recidivou a 59,5 % (50/84) pacientll bez
recidivy. V Coxové modelu proporcionalnich rizik, recidiva vyznamné ovlivnila riziko umrti
(p=0,007; HR=2,263; 95 % CI 1,248 — 4,100).

Pomoci Coxova modelu proporcionalnich rizik byly analyzovany jako faktory zhorSujici Sleté

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

5. Diskuse

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

14



Ptiloha ¢. 3

Prevalence oralni HPV u mladych dospélych jedinci byla neddvno sledovana v nékolika
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 HPV16 prevalenci 1,0 az
1,3 % (Kreimer et al., 2010, Shigeishi and Sugiyama, 2016). Nejnovéjsi piehled (Tam et al.,
2018), ktery zahrnoval 66 studii provedenych v letech 1995 az 2017 s celkovym poctem
zahrnutych vzorkl 56 600, zaznamenal srovnatelna ¢isla; prevalenci oralni jakékoliv HPV 7,7
%, HR HPV 3,5 % a HPV16 1,4 %. Poukazal také na geografickou variabilitu oralni
prevalence HPV, ktera byla nejvyssi v Jizni Americe (12,4 %) a nejnizsi v Asii (2,6 %). V
evropskych studiich byla stfedni 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 jedincti ve véku 14-69 let. Nejvyssi prevalence byla pozorovana ve
veékovych skupinach 30-34 let (7,0 %) a 60-64 let (11,0 %). Autoti predpokladali, Ze vysokou
miru HPV pozitivity lze pficist zvySené sexudlni aktivité v prvnim vzestupu a sniZené
ucinnosti imunitnich mechanismt v dasledku starnuti v druhém vzestupu (Gillison et al.,
2012).

Nekolik studii prokazalo zna¢ny pokles prevalence oralni HPV infekce u ockované 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 aktualni studie byla pozorovéana srovnatelna ordlni HPV
prevalence, navzdory niz§imu pokryti vakcinou (40,5 %). Rozdil v ordlni HPV prevalenci
mezi dvéma zkoumanymi soubory v této studii lze vysvétlit pravé mirou proockovanosti
Souboru I. Polovina HPV-pozitivnich tcastnikii ze Souboru I (3 ze 6) byla ockovana a
u zadného z nich nebyly identifikovany vakcinacni typy HPV. Navzdory skuteCnosti, ze ve
studii bylo malo potvrzenych oralnich HPV DNA pozitivnich, vysledky naznacuji mozny
pokles ordlni 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 zddny studovany antigen. Prevalence HR HPV-specifickych protilatek v aktualni
studii byla 38,1 % v souboru I a 46,9 % v souboru II. Pfi porovndni idajii z plosné 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. v€kova skupina 35-88 z plosné studie) (Hamsikova et al., 2013).
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V souboru I, ve které byl pouzit podrobny dotaznik, jsme nebyli schopni identifikovat zadné
rizikové faktory statisticky vyznamné spojené s pozitivitou ordlni HPV infekce. Nékolik
studii zjistilo, ze sexudlni chovani, koufeni a piti alkoholu (Gillison et al., 2012, Cook et al.,
2014) jsou vyznamnymi rizikovymi faktory pro oralni HPV infekci. Americkd studie
zameétena na vliv sexudlniho chovani na ordlni HPV infekci zaznamenala vyssi prevalenci u
jedinct, kteti méli oralni sexualni styk v poslednich tfech mésicich pied odbérem (D'Souza et
al., 2014). V aktualni studii méli vsichni jedinci s pozitivnim vzorkem oralni HPV infekce za
poslednich 12 mésict vice nez jednoho partnera pro oralni sexudlni styk; vysledek ale nebyl
statisticky vyznamny kvili malému poctu pozitivné testovanych jedinct ve studii.

Hlavni limitaci této studie je nerandomizovany vybér ucastnikd souboru I; studenti mediciny
maji dobré znalosti o sexualné¢ prenosnych 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 nizka. Dilezitost nékterych rizikovych faktorti proto nemusela byt zjevna.

5.2 Cil I — Prognosticky vyznam HPV-specifickych protilatek po 1é¢bé u pacienti

s nadory orofaryngu

V této studii jsme zjisStovali prognostickou hodnotu hladin HPV-specifickych protilatek pii
zahajeni 1écby pro recidivu onemocnéni.

Jen malo studii hodnotilo dynamiku HPV — specifickych protilatek po ukonceni 1écby. Jen
nekolik studii dosud se zaméfilo na dynamiku HPV-specifickych protilatek u pacientti s HNC
a vétSina z nich byla kratkodoba (Koslabova et al., 2013, Zhang et al., 2017, Rubenstein et al.,
2011).

Spector a kol. (Spector et al., 2017) pozorovali vyssi hladiny protilatek HPV16 E6 a E7 pfti
diagnostice a sledovani u recidivujicich pacientii a rychlejsi pokles protildtek E7 u pacientii
bez recidiv. Jiné studie naopak nepozorovaly rozdily v hladinach protilatek HPV16 E6 a E7 u
pacientil 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 1é€bé na preziti pacientl a zjistili jsme, Ze pokles
hladiny HPV16 E6 — specifickych protilatek je prediktivnim faktorem celkového i

specifického pieziti.

5.3 Cil III — Vyznam exprese proteinu p16 u dlazdicobunéénych karcinomii dutiny ustni
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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 pacientd s karcinomem dutiny tstni 7 % a 11 % (Grobe et al., 2013, Rodriguez-
Santamarta et al., 2016).

Vztah mezi expresi pl6 jako nepfimym markerem aktivni HPV infekce, ktera je spojena
s lepsi prognozou pacientll je vyuzivana rutinné u nador orofaryngu. Existuje vSak velké
spektrum nadorti se zvySenou expresi pl16, u kterych neni HPV infekce kauzalnim agens. U
téchto nadorti mize byt zvysSena pl6 exprese zplisobena napiiklad genovou mutaci oblasti,
které jeho expresi reguluje. Pro nckteré nadory (karcinom plic nebo maligni melanom), je
ztrata exprese pl6 spojena s horsi prognozou (Yanagawa et al., 2002).

Studie, které zkoumaly vztah mezi pl16/HPV DNA pozitivitou a jejim vlivem na celkoveé 1
specifické pteziti pacientii po 1écbé karcinomu dutiny ustni jsou nejednoznacné. Neékteré
koreluji s vysledky nasi studie a udavaji hor§i progndézu u pl6/HPV DNA pozitivnich
pacientil (Duray et al., 2012, Lee et al., 2015, Saghravanian et al., 2016), jiné naopak udava;ji
lepsi progndzu u pacientd s pl6/HPV DNA pozitivitou u karcinomti dutiny ustni (Hoffmann
et al., 2012, Minami et al., 2017, Satgunaseelan et al., 2016). Pfi¢iny vSak nejsou zcela jasné.
Nekteti autofi zdlraziuji, Ze pl6 exprese nemusi byt znamkou HPV infekce u karcinomt
dutiny Ustni a jde tedy o samostatny prognosticky marker. Jako vysvétleni se taky nabizi, ze
nadmérna exprese pl6é vede ke snizeni invazivity redukci matricovych metaloproteinaz
(MMP-1 a MMP-9). (Kalfert et al., 2014).

Zavery z publikovanych studii se znacné 1isi. Z vysledka vyplyva, ze prevalence HPV DNA
v nadorech dutiny ustni je vyrazné nizsi nez u naddord orofaryngu a zda se, Ze neni korelace
mezi pritomnosti HPV DNA a expresi p16 v téchto nadorech. Otazka HPV etiologie u nadort
dutiny ustni tedy neni zatim objasnéna. Exprese pl16 se, na zaklad¢ naSich i publikovanych
dat, zda byt spiSe negativnim prognostickym faktorem, toto pozorovani bude muset byt

ovéfeno v ramci studii s vétSim souborem pacientt.

6. Zavéry

Prevalence ordlni HPV pozitivity je u zdravé ceské populace ve veéku 20-35 let 2 %.
Séropozitivita na jakykoli typ HPV byla u nevakcinovanych ucastnikii 63,7 %. Prevalence

protilatek proti onkoproteinim E6 a E7 je velmi nizké; 1,8 % (3/168) pro E6 a 3,6 % (6/174)
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pro E7. Zadny ze zkoumanych demografickych parametri a faktortl sexualniho chovani nebyl
pro HPV pozitivitu statisticky vyznamny. Prevalence oralni HPV byla pfi porovnani
s kontrolnim soborem probandii ve véku 35 az 85 let vyznamné niz§i v souboru mladsi
castecné vakcinované populace (mira zaockovanosti: 40,6 %). Prevalence HPV-specifickych
protilatek byla pfi porovnani soubort stejnad. Mira pozitivity kapsidovych protilatek (VLP) a
protilatek proti onkoproteinim E6 a E7 neni zavisla na véku ani kolektivni imunité¢ dané
CasteCnou vakcinaci (protilatky sledovany pouze u neockovanych). U pacientd
s orofaryngealnim karcinomem Béhem dlouhodobého sledovani (2-14 let) dynamiky
kapsidovych (anamnestickych) protilatek a protilatek proti onkoproteintim E6 a E7 u pacientt
s orofaryngealnim karcinomem po ukonceni byl zjiStén statisticky vyznamny pokles jejich
hladiny béhem dlouhodobého sledovani. 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 1&éCby. Statisticky vyznamny pokles kapsidovych protilatek byl s odstupem 10 let od
ukonceni 1écby. V souboru pacientl s orofaryngealnimi nadory byl vyhodnocen vliv poklesu
hladiny protilatek detekovanych po 1é¢bé na pteziti pacientti a bylo zjisténo, ze pokles hladiny
HPV16 E6 — specifickych protilatek je prediktivnim faktorem celkového 1 specifického
pieziti. Pacienti bez recidivy zdkladniho onemocnéni méli statisticky vyznamné vyssi pokles
hladiny protildtek v porovnani s analyzovanymi pacienty s recidivou nebo duplicitou

zakladniho onemocnéni.

Prevalence pozitivity proteinu pl6 u pacientli operovanych pro karcinom dutiny Ustni je 8,3 %
(10/120 pacientlr). Jako statisticky vyznamné prognostické faktory negativné ovliviujici Sleté
preziti byly potvrzeny: pozitivni exprese pl6, vyssi status N, vyssi status T a recidiva
onemocnéni. Pozitivita proteinu pl16 byl vyhodnocen jako nejvyznamnéjsi faktor, statisticky
vyznamné zhorSujici celkové Sleté preziti pacientl s dlazdicobunéénymi karcinomy dutiny
ustni (p=0,019). Nebyl statisticky vyznamny rozdil v nadorove specifickém pieziti (DSS)

(p=0,952) pfi porovnani pacientli p16 pozitivnich s p16 negativnimi nadory.
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