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Abstrakt

Nadory hlavy a krku (HNSCC) jsou vysoce heterogenni skupinou nador(. Rizikovymi faktory
jsou zejména koufeni a konzumace alkoholu. Cést téchto nador( je spojena s infekci lidskym
papilomavirem (HPV), ktera vyznamnym pozitivnim prognostickym faktorem. Tyto nddory se
od ndador( negativnich na HPV lisi klinickopatologickymi charakteristikami, nddorovym
mikroprostfedim i odpovédi na IéCbu. Hypoxie je jevem béZné se vyskytujicim v nddorech
véetné HNSCC a je povazovana za vyznamny prognosticky a prediktivni faktor. Objasnéni
miry hypoxie v souvislosti s infekci HPV by mohlo ¢astecné vysvétlit rozdily v progndze téchto
pacientl a také umoznit vhodnéjsi volbu terapie. Vyznamnym negativnim prognostickym
faktorem rady nddor( je také aspartat-B-hydroxylaza, jejiz role v HNSCC ale zatim zkoumana

nebyla.

Ve své praci jsem se zaméfila na detekci exprese hypoxickych marker( a aspartat-j-
hydroxylazy ve vzorcich od pacienti s HNSCC na urovni mRNA pomoci kvantitativni PCR a na
urovni proteinu metodou multispektralni imunohistochemie. Miru exprese téchto markeru
jsem porovnavala u nador( rozdélenych dle virové etiologie i jinych charakteristik jako je
koureni, lokalizace nebo stadium nadoru. Nejvyssi vliv na expresi téchto markerl méla
infekce HPV, ale na zakladé dosavadnich vysledkl nelze jednoznacné ukazat na vyssi miru
hypoxie u jedné z téchto skupin nadoru. Tato prace rozsifuje poznani o expresi hypoxickych

markerd u HNSCC rlzné etiologie.

Klicova slova
nadory hlavy a krku, hypoxie, papilomavirus, progndéza, aspartat-B-hydroxylaza, HiFla,

VEGFa



Abstract

Head and neck cancers (HNSCC) are heterogeneous group of tumours. Risk factors are
mainly smoking and alcohol consumption. Some of these tumours are associated with
human papillomavirus (HPV) infection, which is a significant positive prognostic factor. These
tumours differ from HPV-negative tumours in clinicopathological characteristics, tumour
microenvironment and response to treatment. Hypoxia is commonly found in tumors
including HNSCC and is a significant prognostic and predictive factor. Elucidating the degree
of hypoxia in relation to HPV infection could partly explain the differences in prognosis of
these patients and allow more appropriate choice of therapy. Aspartate-B-hydroxylase is
also a significant negative prognostic factor in a number of tumours, but its role in HNSCC

has not yet been investigated.

| focused on the detection of hypoxic markers and aspartate-B-hydroxylase expression in
samples from HNSCC patients at the mRNA level by quantitative PCR and at the protein level
by multispectral immunohistochemistry. The expression levels of these markers were
compared in tumors stratified according to viral etiology and other characteristics such as
smoking, localization or tumor stage. HPV infection had the highest impact on the expression
of these markers, but the results cannot point to a higher level of hypoxia in one of these
tumor groups. This work expands the knowledge of hypoxic markers expression in HNSCC of

different etiologies.

Keywords
head and neck tumours, hypoxia, papillomavirus, prognosis, aspartate-f-hydroxylase, HIF1a,

VEGFa
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Seznam zKkratek

Zkratka | Anglicky vyznam Cesky vyznam

ACTb Beta-actin Beta-aktin

AKT Ak strain transforming -

ARNT Aryl hydrocarbon receptor nuclear | -
translocator

ASPH Aspartate beta-hydroxylase Aspartat beta-hydroxylaza

ATP Adenosine triphosphate Adenosin trifosfat

bp Base pair Par bazi

CA9 Carbonic anhydrase 9 Karbonanhydraza 9

CBP CREB-binding protein CREB-vazajici protein

Ct Cycle treshold -

DSB Double-strand break Dvouvlaknovy zlom

EGF Epidermal growth factor Epidermalni ristovy faktor

FADH Flavin adenine dinucleotide Flavinadenindinukleotid

FIH Factor inhibiting HIF Faktor inhibujici HIF

FN - Fakultni nemocnice

GLUT Glucose transporter Transportér glukdzy

GUSb Glucuronidase Beta Beta glukoronidaza

HIF Hypoxia inducible factor Faktor indukovany hypoxii

HNSCC Head and neck squamous cell | DlaZzdicobunéény nddor hlavy a krku
carcinoma

HPV Human papillomavirus Lidsky papilomavirus

HPRT Hypoxanthine guanine phosphoribosyl | Hypoxantin-guanin fosforibosyltransferdza
transferase

HRE Hypoxia response element =

HRP Horseradish peroxidase Kfenova peroxidaza

IHC Imunohistochemistry Imunohistochemie

MMLV Moloney Murine Leukemia Virus Virus mysi leukemie

MMPs Matrix metalloproteinases Matrixové metaloproteinazy

NADPH | Nicotinamide adenine dinucleotide | Nikotinamid adenin dinukleotid fosfat
phosphate

NBF Neutral buffered formalin -

NK - Nukleova kyselina

NRLPV | - Narodni referenéni laboratof pro papilomaviry a

polyomaviry




OVN Overnight Pfes noc

PBS Phosphate-buffered saline -

PCR Polymerase chain reaction Polymerazova fetézova reakce

PDK1 Pyruvate dehydrogenase kinase 1 Kindza pyruvatdehydrogenazy

PHD Prolyl hydroxylase domain Prolylhydroxyldza

pRb Retinoblastoma protein Retinoblastomovy protein

pTNM pathologic tumor — node — metastasis

qPCR Quantitative PCR Kvantitativni PCR

RLB Reverse line blotting -

ROS Reactive oxygen species Reaktivni formy kysliku

RQl RNA quality index -

RT Reverse transcription Reverzni transkripce

siRNA Small interfering RNA -

TCGA The Cancer genome atlas -

UHKT - Ustav hematologie a krevni transfuze
VEGF Vascular endotelilal growth factor Vaskularni endotelovy rlstovy faktor
VHL Von Hippel Lindau -




1 Uvod

Hypoxii rozumime snizeny parcidlni tlak kysliku v tkdnich. Fyziologicky se vyskytuje napftiklad
ve svalech pfi fyzické ndmaze, je ale i ¢astym jevem nadorech. Pri¢inou hypoxie v nadorech
mUzZe byt nedostatecné cévni zdsobeni ndsledkem rychlého rlstu nadoru nebo jeho cévni
abnormality. Hypoxie je v nadorech negativnim prognostickym a prediktivnim faktorem. Za
posledni roky byla vyvinuta fada metod umoznujici detekci hypoxie v nadorech a zaroven
jsou zkoumadny latky, jejichz podani zlepsSuje zasobeni bunék kyslikem ¢&i zvySuje citlivost

hypoxickych bunék k radioterapii.

Vyznamnym negativnim prognostickym faktorem pro fadu nador( je také aspartat-p-
hydroxylaza, kterd by mohla slouZit jako terapeuticky cil. Zaroven bylo pozorovano, Zze miize

byt ovliviiovana faktory reagujicimi na hypoxii. Jeji role v HNSCC ale zatim zkoumdna nebyla.

Nadory hlavy a krku (HNSCC, z angl. head and neck squamous cell carcinoma) jsou vysoce
heterogenni skupinou nadoru. Jsou etiologicky spojeny s koufenim a konzumaci alkoholu.
Cast HNSCC, zejména v oblasti orofaryngu, je indukovéna lidskymi papillomaviry (HPV). HPV
jsou malé neobalené DNA viry infikujici epitelidlni buriky. Vyskytuji se bézné v lidské populaci
a vétSinou nevyvolavaji zadné klinické priznaky. Nékteré typy jsou ale plvodci bradavic a
dalsi tzv. vysoce rizikové typy mohou indukovat vznik nadord. Hlavni roli béhem nadorové
transformace hostitelskych bunék hraji virové onkoproteiny E6 a E7 navozujici jejich
nekontrolované déleni. HPV jsou v HNSCC vyznamnym pozitivhim prognostickym a
prediktivnim faktorem. Nadory pozitivni na HPV se od nadorli negativnich na HPV lisi
v klinicko-patologickych charakteristikach pacient( i v nddorovém mikroprostredi. Byly také
pozorovany rozdily v mife hypoxie mezi témito dvéma skupinami nador( bez jednoznacného
zavéru. Neékteré studie dokumentuji zménu exprese virovych proteinl v hypoxickém
prostredi, a proto je objasnéni miry hypoxie u nador( hlavy krku a jeji souvislosti s virovou
etiologii nadorl dllezité pro pripadnou individualizaci terapie pro pacienty trpici témito

nadory.
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2 Cile prace
Cilem této prace je potvrdit ¢i vyvratit hypotézu “Nadory hlavy a krku indukované HPV maji

rozdilnou expresi marker( hypoxie ve srovnani s nddory hlavy a krku negativnimi na HPV.”.
Dilci cile prace jsou:

e charakterizace vzork(l nadord pacientl s nadory hlavy a krku — izolace nukleovych
kyselin, uréeni jejich kvality a HPV statusu

e optimalizace metody kvantitativni PCR pro detekci aspartat-p-hydroxyldzy a
hypoxickych markeru a stanoveni jejich relativni exprese na drovni mRNA

e optimalizace multispektralni imunohistochemie na modelovych systémech nadoru
hlavy a krku a nasledna detekce aspartat-B-hydroxylazy a hypoxickych marker(i na
Urovni exprese proteint

e korelace vysledku s klinickopatologickymi charakteristikami a virovou etiologii nadora

11



3 Prehled literatury

3.1 Hypoxie

Hypoxii rozumime snizeny parcialni tlak kysliku v tkanich. Fyziologicky se vyskytuje napftiklad
ve svalech pfi fyzické namaze a hraje roli i béhem embryonalniho vyvoje (Chen, Fujinaga and
Giaccia, 1999). Hypoxii zpUsobuje i fada patologickych stav(, jako jsou poruchy obéhového

systému nebo srdecni a plicni onemocnéni. Hypoxie se také bézné vyskytuje v nddorech.

Hlavnim reguldtorem bunécéné odpovédi na zmény hladiny kysliku je transkripéni faktor HIF1
(z angl. hypoxia inducible factor 1)(Wang and Semenza, 1995; Semenza, 2000). Jedna se o
dimer podjednotek a a B a jeho funkce je regulovdna na Urovni stability podjednotky HIF1a
(Nakazawa, Keith and Simon, 2016). Podjednotka HIF1B je produktem genu ARNTI (z angl.
aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator) a je konstitutivné pfitomna v jadfe. Za
normoxie (bé&zné hladiny kysliku) je podjednotka HIF1la hydroxylovana na prolylovych a
asparaginylovych zbytcich (Obrdazek ¢. 1). Prolylové zbytky hydroxyluje enzym
prolylhydroxylaza (PHD, z angl. prolyl hydroxylase domain). Hydroxylované zbytky rozeznava
protein VHL (Von Hippel Lindau), ktery je soucasti komplexu E3 ubikvitin ligdzy. Nasledna
ubikvitinylace oznaci podjednotku k degradaci v proteazomu. Hydroxylace asparaginylu
hydroxylazou FIH (z angl. factor inhibiting HIF) inhibuje navazani koaktivatoru p300-CBP (z
angl. CREB-binding protein) a tak zabranuje aktivaci HIF1a. Jako koenzym hydroxylaz slouzi
kyslik, béhem hypoxie tedy k hydroxylaci nedochazi. Podjednotka a prechazi do jadra, tvofi
dimer s podjednotkou B a v této aktivni formé naseda na tzv. HRE (z angl. hypoxia response
element) v promotorech cilovych gent a aktivuje jejich transkripci. Tim umoznuje bunce se
pfizplsobit snizené hladiné kysliku. Mezi geny regulované HIF1 patfi ty, jejichz produktem
jsou proteiny ovliviujici metabolismus, zejména glykolyzu, nebo proteiny podporujici
zasobeni bunék kyslikem. Obdobnym zplsobem jako HIF1 jsou regulovany faktory HIF2 a 3.
HIF1 je exprimovan ve vSech tkanich, oproti tomu je HIF2 exprimovan zejména v endotelu,
ale i v makrofazich, hepatocytech nebo ve fibroblastech ledvin. HIF2 ma fadu funkci
spole¢nou s HIF1. Reguluje bunécnou odpovéd na zmény hladiny kysliku, ale na rozdil od
HIF1 vétSinou nereguluje glykolytické enzymy, a lisi se i role téchto dvou transkripénich
faktorld béhem embryogeneze nebo tumorigneze (Tian, McKnight and Russell, 1997; Hu et
al., 2003; Loboda, Jozkowicz and Dulak, 2010). HIF3 je exprimovan v plicich, mozku, srdci,
ledvinach nebo brzliku (Gu et al., 1998). V porovnani s HIF 1 a 2 ma HIF3 dudlni funkci.
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Jednak reguluje HIF 1 a 2 kompetitivni inhibici, ale také reguluje transkripci vlastnich cilovych

genu i nékterych genl regulovanych HIF1 (Zhang et al., 2014).

a Normoxie b Hypoxie

* 2-oxoglutarate
e Fe?

» Ascorbate ROS

p300-CBP

Angiogeneze
Proteasome Metabolismus
Metastazy
SN

Obrazek ¢. 1 — Regulace HIFla, prevzato a upraveno podle (Nakazawa, Keith and Simon, 2016). ROS (reactive
oxygen species), PHD (prolyl hydroxylase domain), FIH (factor inhibiting HIF), pVHL (Von Hippel Lindau protein),
HIF1 (hypoxia inducible factor 1), CBP (CREB-binding protein), ARNT (aryl hydrocarbon receptor nuclear

translocator).

Jednim z cild HIF1 je gen SLC2A1 ktery kdéduje prenasec glukézy GLUT1 (z angl. glucose
transporter). Faktor HIF1 reguluje i expresi genu pro jiny typ prenasece glukdzy, GLUT3
(Maxwell et al., 1997). ZvySeni ptijmu glukdézy bunkami béhem hypoxie umoznuje
intenzivnéjsi glykolyzu a prekonani neptiznivych podminek.

HIF1 také aktivuje expresi genu pro kindzu PDK1 (z angl. pyruvate dehydrogenase kinase 1)
(Papandreou et al., 2006), ktera fosforyluje a tim inaktivuje pyruvat dehydrogenazu.
Zvysenim aktivity PDK1 dochazi ke sniZzeni premény pyruvatu na acetyl koenzym A.

Nasledkem je zpomaleni Krebsova cyklu, kde dochazi k produkci NADH (z angl. nicotinamide
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adenine dinucleotide) a FADH; (z angl. flavine adenine dinucleotide phosphate), a nizsi
hladina oxidativni fosforylace, coZ vede ke snizeni spotfeby kysliku burikami.

Dalsim z gen( jejichZ exprese je ovlivnéna HIF1 je gen pro jednu z isoforem karbonanhydraz,
CA9 (z angl. carbonic anhydrase 9) (Wykoff et al., 2000). Transmembranovy protein CA9 se
podili na udrZzovani acidobazické rovnovahy reverzibilni hydrataci oxidu uhli¢itého. Tim muze
hypoxickym buikdm se zvySenou produkci laktatu umoZnit prekondni nepfiznivych
podminek.

PFicinou hypoxie je ¢asto nedostatecné cévni zasobeni tkané. Hlavnim rlstovym faktorem
podporujicim tvorbu novych cév je VEGF (z angl. vascular endotelilal growth factor) a jeho
exprese je rovnéz regulovana HIF1 (Forsythe et al., 1996). Pisobeni VEGF ma za nasledek

lepsi prokrveni tkané a snizeni hypoxie.

3.1.1 Nadory a hypoxie

Hypoxie je v nddorech béZinym jevem. PfiCinou muZe byt nedostatecné cévni zasobeni
nasledkem rychlého rlstu nadoru nebo jeho cévni abnormality. Pro nadorové burky je
typicky tzv. Warburglv efekt neboli aerobni glykolyza. Tento efekt pozorujeme, kdyz buriky
za normoxie uprednostiuji glykolyzu a ndslednou fermentaci pyruvatu na laktat oproti
Krebsovu cyklu a oxidativni fosforylaci. Ackoliv je tato metabolicka cesta méné vyhodna
z hlediska produkce ATP (z angl. adenosine triphosphate), tak kompenzuje nadorovym
burikdm tuto nevyhodu poskytnutim jinych molekul umoZnujicich jejich intenzivni rist a
proliferaci, naptiklad NADPH (z angl. nicotinamide adenine dinucleotide phosphate), nebo
uhlik vyuzitelny pro syntézu organickych molekul, napfiklad nukleotidl (Heiden, Cantley and

Thompson, 2009).

Byla rovnéz vyvinuta rfada invazivnich i neinvazivnich metod pro detekci nddorové hypoxie.
Casto vyuZivanou metodou je pozitronovd emisni tomografie (PET) za pouziti marker(
zaloZzenych na znaceném 2-nitroimidazolu. DalSi moZnosti detekce hypoxie v nadorech je
vyuziti tzv. endogennich marker(. Tyto markery lze detekovat na urovni proteinu nebo
mMRNA. Patfi mezi né napfiklad HIF1 nebo jeho cilové geny (Horsman et al., 2012). Ackoliv je
exprese téchto markerd pouze nepfimym dlikazem o mife hypoxického prostredi, bylo na
zakladé analyz dat z databazi navrhnuto nékolik skupin gen(, které by na zakladé své funkce
a zvySené exprese béhem hypoxie mohly slouzit jako markery nadorové hypoxie (Lendahl et

al., 2009; Toustrup et al., 2011; Eustace et al., 2013). Pro tyto znaky byl u pacientl s nadory
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hlavy a krku (HNSCC, z angl. head and neck squamous cell carcinoma), kterymi se ve své
praci zabyvam, potvrzen jejich negativni prognosticky vyznam (Toustrup a kol., Lendahl a
kol.). Kombinace genli podle Eustace a kol. mély prognosticky vyznam pouze u pacientu
s HNSCC |écenych radioterapii. Jedinym markerem spole¢nym pro tyto tfi skupiny je P4HA1
(z angl. prolyl 4-hydroxylase subunit alpha-1), enzym klicovy pro syntézu kolagenu. Pfi
porovnani téchto tfi panell hypoxickych markerd bylo ukazano, Zze PAHA1 muze slouZit jako

nezavisly prognosticky faktor HNSCC, a tedy nezdvisly marker hypoxie (Tawk et al., 2016).

Hypoxie je v nadorech negativnim prognostickym faktorem (Vaupel, 2008). Hypoxické
nadory také hire reaguji na radioterapii. V poslednich dekadach byly zkoumdany latky, jejichz
podani pacientim by zlepSilo zasobeni bunék kyslikem, zvysilo citlivost hypoxickych nadort
k radiaci, anebo cilené likvidovalo hypoxické buriky. Ze vSech pre-klinicky a klinicky
testovanych preparat( se do klinické praxe dostal pouze tzv. modifikator hypoxie, nimorazol.
Nimorazol na molekularni drovni mimikuje kyslik a bylo zaznamenano, Ze zvysuje citlivost

nadoru hlavy a krku k radioterapii (Serensen and Horsman, 2020).

3.1.1.1 Aspartdt -hydroxyldza

Aspartat B-hydroxylaza neboli ASPH (z angl. aspartate beta-hydroxylase) patfi do rodiny 2-
oxoglutarat-dependentnich hydroxyldaz, které mohou v burice slouzit jako sensor hladiny
kysliku (Chang, Forde and Lai, 2019). Bylo také pozorovano, Ze inhibice HIF1 pomoci siRNA (z
angl. small interfering RNA) vedla k nizsi expresi mRNA ASPH (Lawton et al., 2010). Tyto
vysledky naznacuji, ze hypoxie pravdépodobné zvysSuje transkripci ASPH prostfednictvim
transkripéniho faktoru HIF1. Pfehled zapojeni ASPH do signalnich drah souvisejicich s hypoxii

z kapitoly 3.1.1 se nachazi na Obrazku ¢. 2.

ASPH je vysoce exprimovana v trofoblastu nebo v déloznich Zlazkach a hraje pravdépodobné
roli béhem vyvoje zarodku. V normdlnich tkadnich dospélého organismu byva ale jeji exprese
nizka, avsak ¢asta je vysokd aktivace ASPH béhem tumorigeneze. Vysoka exprese mRNA i
proteinu ASPH je v nadorech spojena s invazivitou a tvorbou metastdz, zvySenou angiogenezi

nebo potlaéenim imunitni odpovédi (Kanwal et al., 2020).

ASPH je vyznamnym negativnim prognostickym faktorem rady nddor(. Ve studii zabyvajici se
mimo jiné roli ASPH a HIF1 jako prognostickych faktord pro gliomy (Sturla et al., 2016) autofi

pozorovali, Ze nejvyssi hladiny téchto proteinli byly v nadorech nejpokrocilejsiho stadia a
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v invazivnéjsich typech nador(. HIF1 i ASPH byly rovnéz vice pfitomny v hypoxickych
oblastech ndador(. Dalsi studie potvrdila prognostickou roli ASPH v hepatocelularnim
karcinomu (Zou et al., 2018). Aktivita ASPH méla za ndsledek agresivnéjsi fenotyp nadoru a

tvorbu metastdz mechanismem epitelo-mezenchymalni tranzice.

ASPH hydroxyluje proteiny v konsenzus sekvenci, ktera se nachazi v EGF-podobnych
doménach (z angl. epidermal growth factor) (Kanwal et al., 2020). Mezi proteiny s témito
doménami patfi také ligandy a receptory Notch (Wharton et al., 1985). Fyziologicka Notch
signalizace nejCastéji vede k diferenciaci bunék. V hepatoceluldarnim karcinomu byla
pozorovana souvislost zvySené exprese ASPH se zvySenou hladinou Notch a
koimunoprecipitace téchto dvou proteinl potvrdila jejich pfimou interakci (Chiara Cantarini
et al., 2006). Jednim z moznych mechanism, jak aktivace ASPH podporuje migraci bunék, je
pravé interakce s Notch receptorem a jeho ligandy. Vrlznych typech nadord bylo
pozorovano, zZe signalizace Notch a s ni souvisejici drahy podporovaly kancerogenezi (Dang et
al., 2000; Park et al., 2006), angiogenezi (Zeng et al., 2005) nebo tvorbu metastdz (Zavadil et
al., 2004; Sonoshita et al., 2011). Jednim z moznych mechanismu, jak Notch signalizace
podporuje tvorbu metastdz je aktivace endopeptiddaz podilejicich se na degradaci
extracelularni matrix, MMPs (z angl. matrix metalloproteinases). Notch také muize aktivovat
transkripci genu kodujiciho VEGF, coz dale podporuje kancerogenezi tvorbou novych cév

v nadoru (Kanwal et al., 2020).

Dalsi zdrah, které zprostfedkuji ucinky ASPH je draha protoonkogenu Src. Src je
nereceptorova tyrosinkinaza a jeji draha ovliviiuje embryondlni vyvoj a rast bunék, a také
hraje roli béhem migrace bunék nebo angiogeneze. ASPH aktivuje Src kaskadu pfimou
interakci, coz ma za nasledek napriklad tvorbu invadopodii, jak bylo pozorovdno u
adenokarcinom( slinivky bfisni (Ogawa et al., 2019). Invadopodia jsou vycnélky bunék
podepfené aktinovou siti, které umoZnuji bunce intenzivnéjsi interakci s extracelularni
matrix. V nddorech byla spojena tvorba invadopodii nddorovych bunék s tvorbou metastaz

(Weaver, 2006).
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Obrazek ¢. 2 — Regulacni drahy zahrnujici ASPH a HIF1, upraveno podle (Kanwal et al., 2020). PHD (prolyl
hydroxylase domain), FIH (factor inhibiting HIF), HIF1 (hypoxia inducible factor 1), CA9 (carbonic anhydrase 9),
GLUT1 (glucose transporter 1), PDK1 (pyruvate dehydrogenase kinase 1), VEGF (vascular endotelilal growth

factor), ASPH (aspartate beta-hydroxylase), MMPs (matrix metalloproteinases).
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3.2 Lidsky papilomavirus

Lidské papilomaviry (HPV, zangl. human papillomavirus) jsou viry patfici do Cceledi
Papillomaviridae. Jedna se o malé neobalené DNA viry s kapsidou o priaméru pfiblizné 55
nm. Genom HPV o velikosti témér 8000 bp (z angl. base pair) tvofi cirkularni dvouvlaknova
DNA, kterou lze roz¢lenit na ¢asnou (geny E1, 2, 4, 5, 6 a 7) a pozdni oblast (geny L1 a 2).
Casné geny fidi replikaci a transkripci virové DNA, uvolnéni virové kapsidy z hostitelské buriky

a také se ucastni transformace hostitelskych bunék. Pozdni geny kéduji proteiny kapsidy.

Mezi lidské papilomaviry patfi vice nez 200 typu vir( infikujicich epitelidIni buriky — sliznice a
kGzi. Tyto viry se bézné vyskytuji v lidské populaci a vétSina z nich nevyvolava zadné klinické
priznaky. Nékteré kozni typy jsou ale puvodci bradavic (napfiklad HPV 1-4), a dalsi typy jsou
spojeny se vznikem nadorl (Brentjens et al., 2002). Podle schopnosti vyvolat nadorové
bujeni délime HPV na nizce rizikové (napfiklad HPV 6, 11), které indukuji benigni bujeni a
vznik kondylomat. Naopak vysoce rizikové (zejména HPV 16, 18) jsou spojeny s karcinomem
déloZniho ¢ipku, celosvétové druhym nejcastéjsSim nddorem u Zen (Petry, 2014). HPV mohou
také indukovat dalsi nadory v anogenitalni oblasti, ¢ast nadord v oblasti hlavy a krku a nebo
kozni nadory u pacientt trpicich genetickou poruchou epidermodysplasia verruciformis (HPV

5 a 8) (Gillison, 2000; Klozar et al., 2010; Haedicke and Iftner, 2013; Chiantore et al., 2020).

3.2.1 Zivotni cyklus HPV

HPV infikuji délici se buriky v bazalni vrstvé epitelu. Produktivni Zivotni cyklus HPV je zavisly
na diferenciaci epitelidlnich bunék, kdy dochazi ke zméndm hladiny exprese hostitelskych
genld a s tim se méni i exprese genl HPV. V ¢asnych fazich infekce, v bazalnich epitelidlnich
bunkach, je virovd DNA udrzovana v nizkém poctu kopii v epizomalni formé, a mlze se zde
tvofit rezervodr viru. Transkripce je v této fazi pod kontrolou ¢asného proteinu E2, ktery
funguje jako transkripcni faktor. BEhem diferenciace se buriky presouvaji do vyssSich vrstev
epitelu. U diferenciovanych bunék v hornich vrstvach epitelu dochazi k aktivaci exprese gent
L1 a L2 aktvorbé novych viriond (Graham, 2017). Déje zavislé na diferenciaci v normalnich

epitelidlnich bunkach a v epitelidlnich burikdch infikovanych HPV porovnava Obrazek €. 3.
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Obrazek €. 3 — Déje z4avislé na diferenciaci bunék v normdlnich epitelidlnich burikach a v epitelidlnich burikach

infikovanych HPV, prevzato a upraveno podle (Stubenrauch and Laimins, 1999). HPV (human papillomavirus).

3.2.2 Nadorova transformace vyvolana HPV

Hlavni roli béhem nadorové transformace hostitelskych bunék maji virové onkoproteiny E6 a
E7, které navozuji neregulované déleni bunék. Onkoprotein E7 inaktivuje retinoblastomovy
protein (pRb). pRb béZné vaze a tim inhibuje transkripcni faktor E2F, ktery stimuluje expresi
genu regulujicich bunécny cyklus, jako jsou napfriklad cykliny. Inaktivaci pRB je E2F uvolnén,
¢imz je umoZnén postup bunécného cyklu (Stubenrauch and Laimins, 1999). Dusledkem
inaktivace pRb je také zvySena transkripce genu kddujiciho inhibitor cyklin-dependentnich
kindz p16. To odliSuje nadory indukované HPV od jinych typl nador(, kde je exprese
proteinu p16 ¢astéji utlumena (Sritippho, Chotjumlong and lamaroon, 2015). Onkoprotein E6
nepfimo oznacuje svou vazbou nddorovy supresor p53 k degradaci v proteasomu, ¢imz
inhibuje jeho aktivitu (Scheffner et al., 1990). Tento protein pUsobi jako transkrip¢ni faktor

pro geny regulujici apoptozu, déleni bunék, nebo napfiklad angiogenezi.

Vysoce rizikové HPV maji také schopnost integrace svého genomu do hostitelského.
Integrace virové DNA neni béZnou soudasti zivotniho cyklu viru a prispivda k procesu
karcinogeneze. Béhem integrace je ¢asto narusen gen pro protein E2, ktery ma funkci i jako
represor onkogent E6 a E7 (McBride and Warburton, 2017). Byly popsany i alternativni cesty

kancerogeneze vyvolané HPV bez integrace do hostitelského chromozomu, kdy je genom
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HPV v burice pfitomen v epizomalni formé. Tento typ kancerogeneze je spojen s vysokou
expresi genl kddujicich proteiny E2, E4 a E5 a je také, castecné, zavisly na inaktivaci genu

p53 (Ren et al., 2020).

3.2.3 Detekce HPV v nddorech

Casto pouzivanou metodou pro prikaz infekce HPV v nadorech je detekce HPV DNA.
Pozitivni vysledek detekce HPV DNA muze ale indikovat pouze latentni infekci, kdy je exprese
virovych gend znacné omezena. Latentni infekce muze byt vyvolana imunitni odpovédi
hostitele proti viru, nebo také infekci nizkym mnoZstvim viru (Doorbar, 2013). HPV DNA
muze byt ve vzorku detekovana také nasledkem nahodné kontaminace, protoze HPV jsou
béZnou soucasti mikrobiomu pokozky nebo naptiklad dutiny Ustni (Ma et al., 2014). Naopak
detekce virové mRNA (nejcastéji mRNA E6) umoznuje prokdzat aktivni virovou infekci,

béhem které dochazi k transkripci virové DNA (Smeets et al., 2007).

Nepfimym markerem nador(, ve kterych se na onkogenezi podileji HPV je jiz zminéna
zvySend exprese proteinu pl6é (Stephen et al., 2013) (kapitola 3.2.2 ), coz mlzZe byt
v kombinaci s prlikazem HPV DNA vyuzito ke spolehlivéjsi detekci HPV infekce. Rozdil mezi
metodami detekce HPV v nadorech ukazuje napfiklad studie, ve které detekovali HPV DNA u
271/1090 (25 %) nadorl orofaryngu, mRNA E6 byla detekovdna u 235 (22 %) nador( a pl6
byl detekovan pouze u 207 (19 %) nadora (Castellsagué et al., 2016). K obdobnym vysledkim
dospéla i studie z Ceské republiky na nadorech hlavy a krku. Z celkem 45 nadord bylo 29 (65
%) pozitivnich na HPV DNA, 27 (60 %) na mRNA proteinu E6 a p16 byl detekovan rovnéz u 27
(60 %) vzorku (Rotnaglova et al., 2011). Vyssi podil pozitivnich nador( v této studii byl
ovlivnény anatomickou lokalizaci nador(, které jsou castéji asociovany s HPV infekci. Dalsi
vyzkum ukdzal, Ze pozorované zlepsené celkové prezivani pacientl s nddory asociovanymi
s HPV se tyka nador( s aktivni virovou infekci detekovanou expresi HPV mRNA nebo proteinu
pl6 oproti nddorlim pozitivnim pouze na HPV DNA (Jung et al., 2010; Rotnaglova et al.,
2011; Janecka-Widta et al., 2020).
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3.3 Nadory hlavy a krku

Nadory hlavy a krku predstavuji vysoce heterogenni skupinu nador(. Patfi mezi né nadory

dutiny Ustni, rtd, nosohltanu, hypofaryngu a také nadory orofaryngu, mezi které radime

zejména nadory patrovych mandli, korene jazyka a mékkého patra (Obrazek €. 4). Vétsina

téchto nadorl je odvozena od slizni¢niho epitelu a nazyvame je souhrnné dlazdicobunécné

karcinomy hlavy a krku (HNSCC).

Nosohitan
Uvula

Patrove mandle jazyka

Orofaryng Rty

Kofen jazyka
dutiny

Zadni sténa hitanu Dasne
Jazykové mandle

Hypofaryng

Mekke patro

Tvrdé patro
Predni Cast

Spodina Ustni

Slinné Zlazy

Obrazek €. 4 — Lokalizace nadoru hlavy a krku, oblast orofaryngu zvyraznéna modfe. Pfevzato a upraveno podle

www.cdc.gov/cancer/headneck [cit. 16.7.2022].

Celosvétové pribylo za rok 2020 témér 750 000 novych pfipadd a 367 000 Umrti ve spojeni s

nadory hlavy a krku (Tabulka €. 1) (Sung et al., 2021).
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Tabulka €. 1 - celosvétova incidence a Umrtnost nadorl hlavy a krku za rok 2020, v zavorkach uveden
procentualni podil na celkové incidenci viech typd nadortd podle (Sung et al., 2021).
Incidence Umrtnost

Lokalizace
pocet n (%) pocet n (%)

Ret, ustni dutina | 377 713 (2,0) | 177 757 (1,8)

Nosohltan 133354 (0,7) | 80008 (0,8)
Orofaryng 98412 (0,5) | 48143 (0,5)
Hypofaryng 84 254 (0,4) | 38599 (0,4)
Slinné Zlazy 53583(0,3) | 22778(0,2)
Celkem 747 316 (3,9) | 367 285 (3,7)

V Ceské republice se za rok 2020 vyskytlo 1 854 novych piipad nadorG hlavy a krku (9,1 % z

incidence viech typG nadord v CR) ([cit. 16.7.2022], dostupné z: https://www.svod.cz/).

Nador( hypofaryngu bylo nové diagnostikovano 128 (0,7 %), nadord orofaryngu 108 (0,6 %).
Nadory dutiny Ustni, do kterych byly zahrnuty nadory Ustni spodiny, jazyka, slinnych Zlaz, rta,

ddsni a patra se vyskytly v 1071 pripadech (5,1 %).

3.3.1 Rizikové faktory vzniku HNSCC

Rizikovymi faktory vzniku HNSCC jsou zejména uzivani tabakovych vyrobk( a konzumace
alkoholu. Jejich souvislost se zvySenym rizikem HNSCC byla pozorovana jiz v padesatych
letech minulého stoleti (Wynder, Bross and Feldman, 1957). V roce 1988 byl v USA u vice nez
1 000 pacientl pozorovan vyskyt HNSCC v souvislosti s kourenim nebo s konzumaci alkoholu
(Blot et al., 1988) a tato souvislost byla potvrzena i dalSimi studiemi (Leén et al., 2009;
Hashibe et al., 2013; Wyss et al., 2013). Riziko vyznamné zvysSuje i mnozstvi vykourenych
cigaret a vypitych alkoholickych napoju. Riziko vzniku HNSCC bylo také u kurakd dymek a
doutnik vyssi nez u kuraka cigaret a kuraci, ktefi byli zaroven konzumenty alkoholu byli

vystaveni nejvysSimu riziku (Blot et al., 1988; Franceschi et al., 1990).

Mezi dalsi vyznamné rizikové faktory vzniku HNSCC patfi virové infekce, zejména infekce

HPV. Dle systematického prehledu, do kterého bylo celkem zahrnuto 5 046 pfipadl ze 60
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studii z Evropy, Ameriky, Asie i Afriky, byla v 26 % nadorl hlavy a krku detekovana HPV DNA
(Kreimer, Clifford, Boyle, & Franceschi, 2005). Metaanalyza zahrnujici 62 studii dohromady o
4 852 pripadech HNSCC rovnéz z Evropy, Ameriky, Asie i Afriky uvadi podil HNSCC pozitivnich
na HPV DNA 35 % (Termine et al., 2008). Tento rozdil by dle autori mohl byt zpUsoben

zahrnutim HNSCC z rGiznych lokalizaci.

Mezi dalsi nadory hlavy a krku, které jsou indukovany virovou infekci patfi nadory
nosohltanu, které jsou spojeny sinfekci virem Epsteina a Barrové (Chien et al., 2001;

Mirzamani et al., 2006).

3.3.2 Epidemiologie HNSCC indukovanych HPV

Nadory indukované HPV se nachdazi nejcastéji v oblasti orofaryngu, ptiCemz zastoupeni
nador( pozitivnich na HPV DNA a/nebo p16 se pohybuje mezi 21 aZz 85 % (Kreimer et al.,
2005; Castellsagué et al., 2016; Carlander et al., 2021). Oproti tomu jen 7,4 % nador( dutiny
ustnia 5,7 % nadoru laryngu je pozitivnich na HPV DNA (Castellsagué et al., 2016).

V poslednich letech vzrlstd incidence HNSCC pozitivnich na HPV (HPV+), naopak incidence
HNSCC spojenych s koufenim se snizuje. Tento trend byl pozorovdn zejména mezi muzi ve
vyspélych statech jako je USA, Austrdlie, Kanada nebo Japonsko v souvislosti se snizujicim se
uzivanim tabaku (Chaturvedi et al., 2013; Gillison et al., 2015; Aupérin, 2020). Mezi lety 1995
a 2012 byl naopak v retrospektivni studii pozorovdn zvySujici se vyskyt HPV+ ndador(
orofaryngu u obou pohlavi pacientd, narlst byl ale i v této studii vyraznéjsi u muzl (D’Souza
et al.,, 2017). Ve Spojenych statech dokonce celkové pocty diagnostikovanych ndadori
orofaryngu prekrocily mezi lety 2014 a 2018 pocty nadorl délozniho cipku ([cit. 16.7.2022],

dostupné z: https://www.cdc.gov/cancer/uscs/about/data-briefs/no26-hpv-assoc-cancers-

UnitedStates-2014-2018.htm). Tento trend je pravdépodobné také vysledkem Uspésné

vakcinace proti HPV. Zvysujici se incidenci nadorl orofaryngu lze v poslednich dekadach

pozorovat i na datech z Ceské republiky (graf na Obrazku ¢&. 5).
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Obrazek €. 5- Incidence a mortalita nadort orofaryngu v Ceské republice mezi lety 1977 a 2020, pievzato

z http://www.svod.cz [cit. 16.7.2022].

Rada studii ukazuje, Ze nej¢astéjsim typem HPV v HNSCC je HPV16, dale zde byly detekovany
typy HPV33, 51, 45 nebo 18 (Gillison et al., 2000; Kreimer et al., 2005; Castellsagué et al.,
2016). Stejné typy HPV byly v HNSCC detekovany i v Ceské republice (Tachezy et al., 2009;
Koslabova et al., 2013).

3.3.3 Charakteristika HNSCC pozitivnich a negativnich na HPV

Jak jiz bylo zminéno, HNSCC pozitivni a negativni na HPV (HPV-) se lisi rizikovymi faktory a
typickou lokalizaci. HPV+ HNSCC se ve srovnani s HPV- vétSinou vyskytuji v mladSim véku,
pfevazné u muzl a byvaji diagnostikovany v pozdéjsich stadiich nadoru a ¢astéji metastazuji

(Chaturvedi et al., 2013).

Navzdory tomu pacienti s HPV+ HNSCC maji lepsi progndzu, kterd byla jiz mnohokrat
potvrzena. V rozsahle studii pacientl s nddory orofaryngu méli pacienti s HPV+ nadory az o
26,9 % vyssi Sanci na celkové preziti oproti pacientim s HPV- nadory (Li et al., 2018). Lepsi
progndzu pacient s HNSCC asociovanymi s HPV podporuji i data z Ceské republiky. Ve studii
zahrnujici 109 pacientll s nadory tonsil (Rotnaglova et al., 2011) bylo pozorovdno zvysené
specifické prezivani pacientll s nadory pozitivnimi na HPV DNA. Podle dalsi studie na 142
pacientech s HNSCC méli pacienti s nadory negativnimi na HPV DNA 3x vyssi riziko celkového
umrti a 6x vyssi riziko opétovného vyskytu onemocnéni (Koslabova et al., 2013). Z téchto

vysledk( vyplyva, Ze infekce HPV je u HNSCC vyznamnym prognostickym faktorem.
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V rozdilném prezZivani pacientll s HPV+ a HPV- HNSCC by mohla hrat roli rada faktorq,
protoZe se ukazuje, Ze se tyto dvé skupiny nadoru lisi v mnoha dalSich charakteristikach. Pfi
porovnani 516 HNSCC z databdze TCGA (z angl. The Cancer genome atlas) se exprese mRNA
lisSila mezi skupinou HPV+ a HPV- nador( celkem u 1 673 gend (Chen et al., 2018). Produkty
genl s vyssi expresi v HPV+ HNSCC se casto podilely na funkci imunitniho systému, byly
exprimované naptiklad v T-lymfocytech, B-lymfocytech nebo M1 makrofazich. Autofi
vyslovili hypotézu, Ze by zvySend aktivace imunitniho systému u HPV+ HNSCC mohla byt
zplUsobena expresi virovych antigent HPV. OdliSnou aktivaci bunék imunitniho systému u
HNSCC rlzné virové etiologie potvrzuji i vysledky z nasi laboratore, kde bylo v HNSCC
negativni virové etiologie ve srovnani s HPV+ HNSCC detekovano na Urovni exprese proteinu

i mMRNA vice pronadorovych makrofagd M2 (Pokryvkova et al., 2021).

Nadory pozitivni a negativni na HPV se lisi také v odpovédi na Ié¢bu. HPV+ HNSCC odpovidaji
lépe na radioterapii. Jednim z moznych dlivodl lepsi odpovédi HPV+ HNSCC na lécbu je
opozdéna oprava dvouvldknovych zlom( DNA, ktera byla pozorovana u HPV+ bunécénych linii
i vmySim modelu (Park et al., 2014; Weaver et al., 2015). Ve studii, kde byla zaroven
potvrzena az 2,7x vétsi citlivost HPV+ nddorovych bunék k radioterapii, autofi navrhuiji, Ze za
tento efekt zodpovida jiny mechanismus (Obrdzek ¢. 6) zalozeny na skutecnosti, ze HPV-
nadory maiji ¢asto mutaci v genu pro nadorovy supresor p53 nebo pro jeho efektory (Kimple
et al., 2013). Nefunkcni p53 ma za ndsledek snizenou odpovéd HPV- HNSCC na poskozeni
DNA zpUsobené radiaci. V HPV+ nadorech byva funkce p53 utlumena virovym
onkoproteinem E6, muzZe ale stale pretrvavat nizka hladina normalné fungujiciho p53. Ten je
béhem vystaveni burky stresu, jako je ozareni, aktivovan a mize zpUsobit zvySené odumirani

bunék.
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Radiace 5. e .
Castetna odezva

Obrazek ¢. 6— Navrhovany mechanismus zodpovédny za zvySenou citlivost k radiaci u HNSCC pozitivnich na

HPV, prevzato a upraveno podle (Kimple et al., 2013). HPV (human papillomavirus).

HNSCC pozitivni a negativni na HPV se také lisi v metabolismu. U HPV+ HNSCC orofaryngu
byla prokdzana zvysena uroven proteind podilejicich se na respiraci a na transportu
metabolitl, napfiklad GLUT1 (Krupar et al., 2014). Krupar a kol. ve stejné studii prokazali
vySSi hromadéni laktatu v extraceluldrnim prostoru HPV- bunécnych linii. HPV+ linie se |épe
pfizplsobovaly laktatové aciddze, coz naznacuje schopnost metabolizovat laktat. Jiné studie
dospély k odliSnym zavértim. Fleming a kol. (2019) potvrdili sice u HPV- HNSCC vyssi expresi
mRNA gen( souvisejicich s glykolyzou i oxidativni fosforylaci, ale naptiklad pro GLUT1

signifikantni rozdil pozorovan nebyl.

3.3.3.1 HNSCC a hypoxie

Bylo prokdzano, Ze onkoproteiny HPV maiji vliv na expresi genl indukovanych hypoxii.
Pfimou interakci HPV proteinu E6 soa podjednotkou faktoru HIF1 pomoci
koimunoprecipitace prokazali Guo a kol. (Guo et al., 2014a). Protein E6 mél vliv na zvySeni
aktivity HIF1 a zaroven ukazali, Ze E6 stabilizuje podjednotku HIFla snizenim jeji interakce
s proteinem VHL, ktery bézné sméfuje HIF1la k degradaci v proteasomu. Nepfimo podporuje
tyto vysledky i studie, ve které byla detekovana vyssi aktivace podjednotky HIF1a v HPV+
bunécénych liniich HNSCC (Knuth et al., 2017). V rozporu s timto pozorovanim jsou vysledky

studie na bunécénych liniich z HPV- HNSCC, kde byla detekovdna vyssi exprese mRNA
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hypoxickych znak( HIF1a i CA9 a PDK. Bunécné linie z HPV- HNSCC vykazovaly intenzivnéjsi
glykolyzu a produkci laktatu, HPV+ buriky mély zvySenou spotfebu kysliku a vyuZivaly tedy
vice aerobni respiraci (Jung et al., 2017). V jiné studii ale rozdil v mnoZstvi proteinu HIFla
mezi HPV+ a HPV- nadory orofaryngu pozorovan nebyl (Hong et al., 2013). Zavéry studii

nejsou zatim jednoznacné, neukazuji na vyssi miru hypoxie u HPV+ nebo HPV- HNSCC.

Vedle aktivni infekce HPV je také hypoxie v HNSCC vyznamnym prognostickym a
prediktivnim faktorem. Vliv zvySené exprese proteind HIFla i HIF2a na horsi progndézu
pacientd s HNSCC byl pozorovan v fadé studii (Gong et al., 2013). V HNSCC byla také na
proteinové Urovni pozorovdna vysSi exprese markeru hypoxie GLUT1 v souvislosti s
pokrocilejsSim stadiem nadoru (Li et al., 2008). Dale byl u HNSCC pozorovan prognosticky
vyznam PDK1. V HNSCC muzZe byt PDK1 aktivovana i epidermalnim rlistovym faktorem, ktery
je jednim z hlavnich pficin tvorby metastaz u HNSCC (Hsu et al., 2017). Autofi také pozorovali
sniZenou migraci a invazivitu bunék nasledkem inhibice aktivity PDK1. Tento jev by mohl byt
zplGsoben zménou aktivity MMPs, protoZe inhibice PDK1 vedla ke sniZzeni exprese mRNA pro
MMP1, 2, 3 a 9. MMPs jsou v nadorech casto vysoce aktivni, jednd se o sekretované,
pfipadné membranové proteiny. Stépi zejména kolagen a hraji roli béhem buné¢né
proliferace, migrace nebo béhem angiogeneze. Jednotlivé druhy MMPs se mezi sebou lisi
Stépenymi substraty, nebo napriklad tkanové specifickou expresi (Cui, Hu and Khalil, 2017).
Ve vzorcich HNSCC byla pozorovdna zvySena exprese mRNA 8 typli MMPs oproti zdravé
tkani. Vyssi exprese mRNA pro MMP1 a 9 souvisela s pokrocilejSim stadiem nadoru a pro
MMP9 byla rovnéZz pozorovana souvislost s intenzivnéjsi infiltraci nadorovych bunék do
ostatnich tkani (O-charoenrat, Rhys-Evans and Eccles, 2001). Roli MMPs jako prognostického
faktoru HNSCC potvrdili autofi dalsi studie, ktefi pozorovali souvislost vyssi exprese proteinu
MMP9 se zkracenym pétiletym prezivanim pacientd a se zvySenym rizikem relapsu

(Ruokolainen, Padkkod and Turpeenniemi-Hujanen, 2004).

V metaanalyze zabyvajici se expresi CA9, dalsiho z endogennich markeri hypoxie, v 842
vzorcich HNSCC bylo 61 % nadorli pozitivnich na CA9. Autofi pozorovali souvislost
pritomnosti CA9 se snizenym celkovym prezivanim pacientl (Peridis et al., 2011). Nadorové
buriky, i obecné burky hypoxické, ¢asto produkuji laktat. CA9 by tedy jakoZto regulator pH

mohla podporovat jejich prezivani predchazenim jejich prekyseleni.
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Vliv na progndzu HNSCC muze mit i krevni zasobeni nadoru. Vyssi exprese proteinu VEGFa
byla u pacientl s HNSCC spojena se zhorSenym celkovym prezivanim pacientld spolecné s
pokrocilejsSim stadiem nadoru. (Kyzas et al.,, 2005). VEGFa je u HNSCC také moznym
terapeutickym cilem. VyufZiti tzv. anti-angiogenni terapie zlepSovalo u pacientl vysledky
|é¢by. Ackoliv by se dalo ocekavat, Ze inhibice VEGF faktord by mohla vést ke zvyseni hypoxie
a tedy k radiorezistenci nadorq, tento efekt pozorovan nebyl. Byla vyslovena hypotéza, Ze
prilis vysoka exprese VEGF v nadorech vede ke tvorbé abnormalni vaskulatury, a jeho
inhibice ma za nasledek obnoveni béiného zasobeni kyslikem, coZ zlepsSuje vysledky

chemoterapie i radioterapie (Seiwert and Cohen, 2008).

Vysledky téchto studii potvrzuji roli exprese marker(i hypoxie jako prognostickych faktor(
HNSCC. Prediktivni roli hypoxie v HNSCC potvrzuji i vysledky metaanalyzy kterd shrnovala
vysledky 32 klinickych zkouSek zahrnujici celkem 4 805 pacientll s HNSCC l|écenych
radioterapii (Overgaard, 2011). Cast pacient(l soucasné uZivala léky snizujici hypoxii nadoru,
coz mélo vliv na zlepseni vysledkl radioterapie, at uz se jednalo o celkové prezivani pacientd,

snizenou tvorbu metastaz nebo nizsi miru komplikaci béhem lécby.

Jak jiz bylo zminéno v kapitole 3.3.3, HPV+ a HPV- HNSCC se mezi sebou li§i mimo jiné
rozdilnou odpovédi na lécbu, zejména radioterapii. Jednim z moznych ddvod( by mohla byt
pravé rozdilnd mira hypoxie mezi témito dvéma skupinami nador(. Tuto hypotézu potvrzuji i
vysledky studie zabyvajici se Gcinnosti radioterapie za vyuziti modifikatord hypoxie. V této
studii byla potvrzena lepsi odpovéd na radioterapii HPV+ HNSCC Uzivani modifikatoru
hypoxie, nimorazolu, mélo pozitivni efekt na vysledek Ié¢by pouze u HPV- pacientll. Pro
HPV+ pacienty byl ucéinek nimorazolu srovnatelny s placebem (Lassen et al., 2010). Tyto
vysledky naznacuji, Ze radiorezistence vyvoland hypoxii se u HPV+ HNSCC nevyskytuje.
V souladu s témito vysledky je i pozorovani u pacientli s HPV- HNSCC s vysokou expresi 15
markerd hypoxie podle Toustrup a kol. (kap. 3.1.1), ktefi méli ¢astéjsi rekurence nadorl po

radioterapii (Linge et al., 2016).

Dal$im mechanismem, ktery by mohl ovliviiovat odpovéd na |é¢bu HPV+ HNSCC je navozeni
dormantniho stadia HPV v hypoxii. Nasledkem hypoxie je u téchto nadorl potladena exprese
onkogen( E6 a E7, coZ mUZe vést k navozeni dormance, ktera trva az do obnoveni normoxie

(Hoppe-Seyler et al., 2017). Bunky s hypoxicky navozenym dormantnim staddiem maiji
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snizenou citlivost k 1é¢bé a vzhledem k reaktivaci HPV onkogen( v normoxii by se z nich za

téchto podminek mohl obnovit rlst nadoru. Bylo ukazano, Ze v hypoxii dochazi k omezené

represi transkripce HPV onkogenu a tato represe je zavisla na signalizaci AKT kinazy (z angl.

Ak strain transforming)(Bossler et al., 2019).

HPV + a HPV- HNSCC se lisi v klinickopatologickych charakteristikdch pacientl i nadorovém

mikroprostredi. Infekce HPV je v HNSCC vyznamnym prognostickym a prediktivnim faktorem,

ale dalsi faktory, mezi které patfi i pfitomnost hypoxie v nadorech, prognézu a odpovéd na

|éCbu vyrazné ovliviuji. Pravé vyzkum propojeni vlivu jednotlivych vyznamnych rizikovych

faktord by mohl vysvétlit rozdily v progndze téchto pacientll a umoznit vhodnéjsi volbu

terapie. Rozdily mezi HPV+ a HPV- HNSCC shrnuje Tabulka €. 2.

Tabulka €. 2 — Srovnani nadord hlavy a krku pozitivnich na HPV s negativnimi na HPV. HPV (human

papillomavirus).

HPV+ HNSCC HPV- HNSCC

Rizikové faktory

Lokalizace

Vék v ¢ase diagnézy

Sance na celkové prefiti pacientt
Citlivost nadorovych bunék k
radioterapii

Aktivace imunitniho systému

Mira hypoxie

Infekce HPV Koureni, konzumace alkoholu

Zejména orofaryng (tonsily, kofen Mimo orofaryng — napf¥. dutina
jazyka) ustni, nosohltan

Mladsi (<50 let) Starsi (>50 let)

Vys$si (aZ 0 26,9 %) Nizsi
Vyssi (aZ 2,7x) Nizsi

Silnéjsi — aktivace T- a B-bunék, M1
Slabsi

makrofagl

Vysledky studii nejednoznacéné
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4 Material a metody

4.1 Material

4.1.1 Bunécné linie

Bunécné linie, které jsou dostupné v nasi laboratofi, jsem pouzivala jako modelovy systém
pro testovani pard primerll pro RT-qPCR (z angl. reverse transcription quantitative
polymerase chain reaction), pro sestavovani standartnich kfivek a jako pozitivni kontroly
reakci. Prehled pouzitych bunécnych linii véetné jejich plvodu a HPV statusu uvadim

v Tabulce €. 3.
Tabulka ¢. 3 — Prehled pouzitych bunécnych linii.

Nazev HPV status | Plivod

SiHa HPV16 Karcinom déloZniho Cipku
Hela HPV18 Karcinom déloZniho Cipku
Caski HPV16 Karcinom déloZniho Cipku
CRL3240 | HPV16 Karcinom hypofaryngu

HTB31 Negativni Karcinom déloZniho Cipku
CCL138 Negativni Plicni metastaza karcinomu faryngu

HTB43 Negativni Karcinom faryngu

HaCaT Negativni Imortalizované lidské keratinocyty

4.1.2 Klinické vzorky

Vzorky nadorud hlavy a krku byly shromazdovany v ramci studie probihajici v nasi laboratofi
ve spolupraci s Klinikou otorinolaryngologie a chirurgie hlavy a krku 1. lékarské fakulty
Univerzity Karlovy a Fakultni nemocnice (FN) Motol — AZV 17-28055A ,,Stanoveni fenotypu a
funkce imunitnich bunék jakoZto prediktorl odpovédi na |é¢bu u pacientd se
spinoceluldrnim karcinomem hlavy a krku“. Tato studie byla schvdlena etickou komisi FN
Motol a Pfirodovédecké fakulty UK. VSichni pacienti podepsali informovany souhlas a vyplnili

dotaznik tykajici se rizikovych faktord pro infekci HPV a indukci nadord hlavy a krku.

Po chirurgickém odstranéni nadoru byla ¢ast fixovana v 10% neutralnim formalinu a zalita do
parafinu (FFPE, z angl. Formalin-Fixed Paraffin-Embedded) a druha cast byla po potvrzeni

pfitomnosti nadorové tkané patologem bezprostfedné prevezena do laboratofe v médiu

30



RPMI (Sigma-Aldrich, USA) pfi teploté 4°C. Z nadoru byly ihned laborantkami izolovany bunky
systém gentleMACS (Miltenyi Biotec, USA) a primarné pouzity pro jiné laboratorni ucely.
Zbyld bunécnad suspenze byla uchovavdna ve stabilizacnim roztoku RNAlater® (Life

Technologies, USA) pfi -80 °C.

4.1.3 Histologické rezy

Ze vzorkl fixovanych ve formalinu byly ve FN Motol pfipraveny fezy o tloustce 2 um na
podlozni skla SuperFrost® Plus (VWR, Belgie) pro imunohistochemické barveni. Pro
optimalizaci postupu a nastaveni panel( jednotlivych protilatek jsem vyuZila FFPE fezy tkani

tonsil, jater, a jaterniho nadoru.

4.2 Charakterizace vzorki

4.2.1 Izolace DNA a RNA z bunék

Pred izolaci nukleovych kyselin (NK) bylo tfeba nejdfive odstranit médium RNAlater® (Life
Technologies, USA), ve kterém byly buriky uchovavany. Ke vzorku ve zkumavce jsem ptidala
pfiblizné polovinu objemu daného vzorku fosfatového pufru (PBS, z angl. Phosphate
Buffered Saline). Centrifugovala jsem 1 min pfi pokojové teploté (RT, z angl. room

temperature) a otackach 5000 x g a opatrné pipetou odsdla supernatant.

Izolaci NK z bunék nadoru a z bunék infiltrujicich nador jsem provadéla za pomoci kitu
NucleoSpin® RNA/DNA Buffer Set (Macherey-Nagel, Némecko) dle protokolu vyrobce
(Macherey-Nagel NucleoSpin RNA protokol) pfi RT. K bunécnému peletu jsem ptidala 350 pl
lyzacniho pufru RA1 a 3,5 ul B-merkaptoethanolu. Lyzat jsem homogenizovala opakovanym
nasatim injekéni stfikackou o priméru 0,9 mm. Poté jsem lyzat prenesla na kolonku
NucleoSpin s fialovym pruhem a centrifugovala 1 minutu pfi 11000 x g. Kolonku jsem
odstranila, do sbérné zkumavky jsem pfidala 350 pl 70% ethanolu a lyzat promichala
pipetovanim. Ddle jsem lyzat prenesla do sbérné zkumavky s NucleoSpin RNA Column s

modrym pruhem a centrifugovala 1 minutu pfi 11000 x g.

Nasledovala izolace DNA. Kolonku jsem dvakrat promyla 500 pl pufru DNA Wash — vzdy jsem
centrifugovala 1 minutu pfi 11000 x g. Poté jsem otevrela vi¢ko kolonky a nechala inkubovat
3 minuty pfi RT pro kompletni odpareni ethanolu. DNA jsem eluovala pridanim 60-100 pl

(podle mnozstvi vstupniho materialu) elu¢niho pufru DNA pfimo na membranu kolonky. Po
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inkubaci 1 minutu jsem centrifugovala 1 minutu pfi 11000 x g. Vyizolovanou DNA jsem

uchovavala v mrazaku pti -20°C.

Dale jsem pokracovala izolaci RNA. Nejprve jsem odstranila zbytkovou DNA pfidanim reakéni
smési s DNAsou (Macherey-Nagel, Némecko) (10 pul DNAsy a 90 ul reakéniho pufru pro
DNAsu/jeden vzorek) na membranu kolonky a inkubovala 15 minut. Kolonku jsem poté
promyla 200 pl pufru RAW?2 ktery inaktivuje DNasu a centrifugovala jsem 1 minutu a 11000 x
g. Nasledovalo 2x promyti pufrem RA3, poprvé v objemu 600 pl, podruhé 250 ul. Poprvé
jsem centrifugovala 1 minutu na 11000 x g, podruhé 2 minuty pfti stejnych otdckach. Eluce
RNA probéhla podle mnozstvi vstupniho materidlu pfiddnim 30-60 ul vody prosté RNas a

centrifugaci 1 minutu a 11000 x g. RNA jsem do dalSiho pouZiti uchovavala pfi -80 °C.

Vidy jsem kizolaci ptidavala i negativni kontrolu, ve které jsem misto bunécné suspenze

pridala vodu prostou RNas.

4.2.2 Kontrola kvality a urc¢eni koncentrace nukleovych kyselin

4.2.2.1 Nanodrop

Koncentraci a Cistotu vyizolované DNA a RNA jsem méfila na pfistroji NanoDrop 2000
Spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific, USA). Cistota je uréovdna pomérem
absorbance pfi vinové délce 260 nm a 280 nm. Cistda DNA by méla mit tento pomér Azeo/280=

1,8, a pro Cistou RNA se Azso/280= 2.

4.2.2.2 Experion

Kvalitu RNA jsem stanovovala na pfistroji Experion™ Automated Electrophoresis System (Bio-
Rad, USA) dle protokolu vyrobce (Experion™ RNA StdSens Analysis Kit). Tento systém pracuje
na principu kapilarni elektroforézy a kvalitu RNA uréuje algoritmus zejména pomérem 18S
s 28S rRNA, do vypoctu jsou ale zahrnuty i dalSi oblasti RNA. Vystupem analyzy je hodnota
RQI 1-10 (z angl. RNA quality index), ktera reprezentuje integritu RNA (Mueller, 2004).

Pro analyzu je idealni pouzit intaktni RNA, nebo alespori co nejméné degradovanou RNA
(RQI> 8). Pouziti degradované RNA mize ovlivnit vysledky naslednych pokust (Fleige et al.,

2006).
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4.2.3 Kontrola izolace, detekce virové DNA a urceni typu HPV

4.2.3.1 f-globin PCR

Pro ovéreni dostatecného mnoistvi a koncentrace vyizolované DNA a nepfitomnosti
inhibitor( PCR jsem vyuzZila PCR reakci amplifikujici ¢ast genu pro lidsky B-globin. Tuto reakci
jsem pouzila i pro ovéfeni negativnich kontrol izolaci. Pro negativni kontroly izolaci by nemél
byt pfitomny Zadny produkt PCR reakce, protoZe jsem do téchto kontrol izolace pfidala misto
bunécné suspenze vodu prostou RNAs. SloZeni PCR reakce je uvedeno v Tabulce €. 4. Pro
pozitivni kontrolu jsem ptidala DNA z bunécné linie SiHa nebo HaCaT, a pro negativni

kontrolu vodu prostou RNas.

Tabulka ¢. 4 — SloZeni PCR reakce pro B-globin.

Slozka reakéni smési (vyrobce) Zasobni koncentrace | Objem/1 vzorek (pl)
Pufr AmpliTag Gold s (NH4)2S04 (Thermo Fisher Scientific, USA) | 10x 2,5

MgCI2 (Thermo Fisher Scientific, USA) 25 uM 4

dNTPs (New England Biolabs, USA) 10 mM 0,5

Smeés primerl (IDT) 10x 2,5

AmpliTag Gold DNA Pol (Thermo Fisher Scientific, USA) 5U/ul 0,125

ddH-0 14,375

DNA 1

PCR reakce probéhla v cykleru Peltier Thermal Cycler 200 (PTC-200, MJ-Research, Kanada),
za téchto teplotnich podminek: pocatecni denaturace (5 min pfi 94 °C), 40 cyklG skladajicich
se z denaturace (1 min pfi 94 °C), nasedani primer( (2 min pfi 55 °C) a elongace retézce (2

min pfi 72 °C), na zavér byla zarazena faze elongace 3 minuty pfi 72 °C.

Pro detekci produktl PCR reakci jsem vyuZila gelovou elektroforézu. 2% gel jsem pfipravila
z 0,8 g agardzy Ultra Pure Agarose Electrophoresis Grade (LifeTechnologies, Skotsko), kterou
jsem v 40 ml TBE pufru rozvafila v mikrovinné troubé. Pridala jsem 2 pl barvy GelRed™
(Biotium, USA). Do prvni pozice na gelu jsem nanesla 5 pl Zebficku GeneRuler Low Range
DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific, USA). Produkty PCR jsem nanasela v objemu 10 pl s 2
ul nanaseci barvy 6x loading buffer/dye (Thermo Fisher Scientific, USA). Elektroforéza trvala
30 minut pri 110 V. Pro vizualizaci vysledkl elektroforézy jsem pouzila pristroj InGenius3

(Syngene, UK) detekujici fluorescenci.
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4.2.3.2 HPV L1 PCRaRLB
Z dlvodu protiepidemickych opatfeni byla detekce HPV DNA pro uréeni HPV statusu vzorku i
urceni typu HPV provedeno v rdmci rutinniho provozu v Narodni referencni laboratofi pro

papilomaviry a polyomaviry (NRL PV) v Ustavu hematologie a krevni transfuze (UHKT).

HPV DNA byla detekovdna pomoci PCR reakce detekujici ¢ast virového pozdniho genu L1
s primery znac¢enymi biotinem na 5’konci. Produkty PCR byly dale pouzity k urceni typu HPV
metodou reverzni hybridizace RLB (z angl. reverse line blotting). Tato metoda umoznuje
rozliSit az 37 typl HPV a spociva v hybridizaci produktd PCR reakce k probam, které jsou
kovalentné navdzané na membrdané a jsou specifické pro jednotlivé typy HPV. Vyhodou této
metody je moznost zpracovani vétSiho mnoiZstvi vzorkl najednou, vysokad specificita a
moznost detekce multiplicitni infekce (Van den Brule et al., 2002). Membrana byla po
hybridizaci PCR produktli oznacenych biotinem inkubovana s konjugatem streptavidinu
s kfenovou peroxidazou. Konjugat byl vizualizovdn pomoci chemiluminiscenéniho detekéniho

kitu. Nasledné byla membrana exponovana na film a odecteny pozitivni signaly.

4.2.4 Reverzni transkripce

Pro reverzni transkripci jsem pouZila RNA vyizolovanou z bunék (kap. 4.2.1). Vzorky jsem
uchovavala na ledu a RNA jsem naredila na 500 ng v objemu 8 ul. RNA, ktera nedosahovala
potiebné koncentrace, jsem do reakce pridala v piivodni koncentraci v objemu 8 pl. Prvnim
krokem bylo oSetfeni vzork(i DNAsou pro odstranéni zbytkové DNA. Ke kazdému vzorku jsem
pridala 2 pl smési skladajici se pro kazdy vzorek z 1 pl 10x koncentrovaného pufru (Jena
Bioscience), 0,5 pl DNAsy o zdsobni koncentraci 2U/ml (Jena Bioscience) a 0,5 pl vody prosté
RNas. Vzorky jsem promichala pipetovanim. Dale jsem inkubovala v termobloku Accublock
(Labnet International, USA) 30 minut pfi teploté 37 °C a poté 10 minut pfi teploté 65 °C pro

inaktivaci DNAsy. Po inkubaci jsem vzorky kratce stocila a uchovavala na ledu.

Nasledovala samotnd reverzni transkripce. Zkumavky jsem kratce stocila a ke kazdému
vzorku pridala 10 pl smési obsahujici 4 ul reakéniho pufru (Promega, USA), 1 ul 10mM
dNTPs, 2 pl 50mM smési nahodnych hexamerd (Random Hexamer) (Thermo Fisher Scientific,
USA), 0,5 ul RNAsinu 40 U/ ul (Promega, USA) a 0,25 pl reverzni transkriptazy viru mysi
leukémie 200 U/ pl (MMLV z angl. Moloney Murine Leukemia Virus) (Promega, USA) a 2,25
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ul vody prosté RNas. Po promichani jsem vzorky inkubovala v termobloku 1 hodinu pti 37°C.

Vzniklou cDNA jsem uchovavala v mrazaku do dalsiho poutZiti pfi —80 °C.

Vidy jsem zafazovala také negativni kontrolu DNasovani obsahujici 8 pl vody prosté RNas
misto RNA, negativni kontrolu reverzni transkripce obsahujici 10 pl smési pro reverzni
transkripci a 10 pl vody, a pozitivni kontrolu, pro kterou jsem pouzila 500 ng RNA vyizolované

z bunécné linie SiHa.

4.2.5 Kontrola reverzni transkripce - HPRT PCR
Kontrolu reverzni transkripce a ziskani cDNA jsem provedla pomoci PCR amplifikujici usek
cDNA pro hypoxantin-guanin fosforibosyltransferazu (HPRT). Dle dostupnosti reagencii jsem

vyuzivala 2 rlizné polymerazy, sloZeni reakci se nachazi v tabulkdch 5 a 6.

Pro ovéreni ucinnosti DNAsovani jsem nékolikradt zaradila PCR i po pocatec¢nim plsobeni
DNAsy. Jako pozitivni kontrolu jsem pouzila cDNA vyizolovanou z bunécné linie SiHa nebo

HaCaT. Pro negativni kontrolu jsem misto cDNA pfidala vodu prostou RNas.

Tabulka ¢. 5 — SloZeni PCR reakce pro HPRT. F (forward), R (reverse).

Slozka reakcni smési (vyrobce) Zasobni koncentrace | Objem/1 vzorek (pl)
10x pufr Standard Taq Reaction (New England Biolabs, USA) | 10x 2,5

Primer F (IDT, USA) 25 uM 0,5

Primer R (IDT, USA) 25 uM 0,5

dNTPs (New England Biolabs, USA) 10 mM 0,5

Hot Start Taq DNA polymeréaza (New England Biolabs, USA) | 5 U/ul 0,1

ddH.0 19,9

cDNA 1

PCR reakce probihaly vidy v cykleru Peltier Thermal Cycler 200 (PTC-200, MJ-Research,

Kanada), za teplotnich podminek specifikovanych pro kazdou z reakci nize.

Amplifikace probéhla za téchto podminek: pocatec¢ni denaturace pti 95 °C po dobu 30s, 39
cykll skladajicich se z denaturace pfti 95 °C po dobu 30s, nasedani primerd pfi 64 °C po dobu
30s a amplifikace pfi 68 °C po dobu 30s, a zavérecné faze amplifikace pfi 68 °C po dobu 5

minut.
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Tabulka €. 6 — SloZeni PCR reakce pro HPRT. F (forward), R (reverse).

Slozka reakcni smési (vyrobce) Zasobni koncentrace | Objem/1 vzorek (pl)
Pufr AmpliTaq Gold s (NH4)2504 (Thermo Fisher Scientific, USA) | 10x 2,5

MgCl2 (Thermo Fisher Scientific, USA) 25 uM 4

Primer F (IDT, USA) 25 uM 2,5

Primer R (IDT, USA) 25 uM 2,5

dNTPs (New England Biolabs, USA) 10 mM 0,5

TaqPol AmpliTaq Gold (Thermo Fisher Scientific, USA) 5U/ul 0,25

ddH20 12,25

cDNA 0,5

Amplifikace probéhla za téchto podminek: pocatecni denaturace pfi 95 °C po dobu 10 minut,
39 cykld skladajicich se z denaturace pfi 94 °C po dobu 1 minuty, nasedani primer( pfi 55 °C
po dobu 1 minuty a amplifikace pfi 72 °C po dobu 1 minuty, a zadvérecné faze amplifikace pfi

72 °C po dobu 4 minut.
Detekci produktl PCR jsem provedla zplsobem popsanym v kapitole 4.2.3.1.

4.2.6 HPVE6 PCR

Pozitivni vysledek detekce HPV DNA L1 neni prikazem aktivni virové infekce. Pro prokazani
aktivni virové infekce jsem vyuzila detekci virové mRNA onkogenu E6. Na cDNA vzniklé
reverzni transkripci jsem provedla PCR amplifikujici Usek genu pro protein E6 z HPV16
(Smeets et al., 2007). V pripadé detekce jiného typu HPV metodou RLB byly dostupné i
primery pro E6 jinych typld HPV, vzorky, pro které jsem E6 PCR zpracovavala ja byly ale vidy
typu HPV16. SloZeni reakce se nachazi v Tabulce €. 7. Jako pozitivni kontrolu jsem poutzila
cDNA vyizolovanou z bunééné linie SiHa nebo HaCaT. Pro negativni kontrolu jsem misto

cDNA pridala vodu prostou RNas.
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Tabulka €. 7 — SloZeni PCR reakce pro HPV E6. F (forward), R (reverse).

Slozka reakcni smési (vyrobce) Zasobni koncentrace | Objem/1 vzorek (pul)
Pufr Standard Taq Reaction (New England Biolabs, USA) 10x 2,5

Primer F (Invitrogen, USA) 25 uM 0,5

Primer R (Invitrogen, USA) 25 uM 0,5

dNTPs (New England Biolabs, USA) 10 mM 0,5

Hot Start Taq DNA polymerdaza (New England Biolabs, USA) | 5 U/ul 0,1

ddH20 18,9

cDNA 2,5

Amplifikace probéhla v cykleru Peltier Thermal Cycler 200 (PTC-200, MJ-Research, Kanada)
za téchto podminek: pocatec¢ni denaturace pfi 95 °C po dobu 30 s, 39 cykl( skladajicich se
z denaturace pfi 95 °C po dobu 30 s, nasedani primer( pti 55 °C po dobu 30 s a amplifikace

pfi 68 °C po dobu 30 s, a zavérecné faze amplifikace pfi 68 °C po dobu 5 minut.
Detekci produktl PCR jsem provedla zplsobem popsanym v kapitole 4.2.3.1.

Prehled primerd pouzitych pro PCR reakce z kapitoly 4.2.3, 4.2.5 a 4.2.6 se nachazi v Tabulce
¢. 8.

Tabulka ¢ .8 — Primery poutZité pro PCR. F (forward), R (reverse).

Cilovy gen | Nazev primeru Sekvence 5°-3" Délka produktu
GH20-F GAAGAGCCAAGGACAGGTAC
8 -globin DNA 268 pb
PCO4-R CAACTTCATCCACGTTCACC
HPRT-F CACTGGCAAAACAATGCAGACT
HPRT cDNA 117 bp
HPRT-R GTCTGGCTTATATCCAACACTTCGT
E6fwSmeets TTACTGCGACGTGAGGTGTA
HPV16 E6 DNA 248 pb / cDNA 86 bp
E6rvSmeets GGAATCTTTGCTTTTTGTCC
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4.3 gqPCR
Pro stanoveni exprese vybranych hypoxickych marker( na drovni exprese mRNA (cDNA)

jsem vyuzila kvantitativni gPCR.

Pro viechny qPCR jsem pouZila reakéni pufr Xceed qPCR SG 2x mix Lo-ROX (IAB, Ceska
republika) s barvivem SYBR Green. Pracovala jsem v ¢aste¢né tmé. Nejprve jsem si pfipravila
smési pro pozadovany pocet reakci podle nasledujiciho rozpisu pro 1 reakci: 5 pl 2x
koncentrovaného reakéniho pufru Xceed, 0,4 ul smési forward a reverse primerd pro
sledovany marker o 10uM koncentraci a 2,6 pl vody prosté RNas. Smés jsem rozpipetovala
po 8 ul do jamek na 96jamkové desti¢ce Multiplate PCR Plate 96-well white (Biorad, USA) a
ke kazdému vzorku jsem pridala 2 pl 4x fedéné cDNA z reverzni transkripce. Pro negativni
kontroly jsem pfidala 2 pul vody prosté RNas. Desticku jsem zalepila félii a umistila do cykleru
CFX96™ Real-Time System (Bio-Rad Laboratories, USA). Amplifika¢ni program se skladal
s pfi 95 °C a 30 s pfi 60 °C), a na konci byla zarfazena analyza kfivek tani (melting analyza).

Fluorescence byla odecitana v kanalu SYBR green.

Pary primera pro gPCR byly navrzeny v BIOCEV (Biotechnologické a biomedicinské centrum
Akademie véd CR a Univerzity Karlovy ve Vestci) — Gene Core a jejich pfehled se nachazi

v Tabulce ¢. 9

Tabulka €.9 - Primery pouzité pro gPCR. Templdtovd mRNA dostupnd dle uvedeného <(isla na

https://www.ncbi.nIlm.nih.gov/nuccore/ [cit. 29.7.2022].

Cilovy Nazev Sekvence 5°-3° Velikost Templatova mRNA
gen primeru amplikonu (bp)
HIF1a hHIF1A_F ACCCATTCCTCACCCATCAAA 134 NM_001243084.1

hHIF1A_R GTTCTTCTGGCTCATATCCCATC

NOTCH1 | hNOTCH1_F | CAGCCCCTCGCCCTG 143 NM_017617.5
hNOTCH1_R | CCCCGTTCTTGCAGTTGTTT

GLUT1 hSCL2A1_F TGGCTACAACACTGGAGTCATC 128 NM_006516.4
hSCL2A1_R CTGAGAGGGACCAGAGCGTG

P4HA1 hP4HA1_F AGTACATGACCCTGAGACTGGA 84 NM_000917.3
hP4HA1_R GGATTTTCATAGCCAGAGAGCC

VEGFA hVEGFA_F GCTGTCTTGGGTGCATTGG 69 (Nayak et al., 2012)
hVEGFA_R GCAGCCTGGGACCACTTG
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CA9 hCA9_F TTCACCTCAGCACCGCCTTT 136 NM_001216.3

hCA9_R TCTTCCAAGCGAGACAGCAAC

PDK1 hPDK1_F CTCAGGACACCATCCGTTCA 146 NM_001278549.2
hPDK1_R CATAAACTAGAGACCTGCAACCA

HIF2 hEPAS1_F TCAAAGGGCCACAGCGACAA 131 NM_001430.5

hEPAS1_R CCAGCTCATAGAACACCTCCGT

HPRT HPRT-F CACTGGCAAAACAATGCAGACT 117 (Dalewska, 2020)
HPRT-R GTCTGGCTTATATCCAACACTTCGT
GUSH GUS-F GAAAATATGTGGTTGGAGAGCTCAT | 101 (Dalewska, 2020)
T
GUS-R CCGAGTGAAGATCCCCTTTTTA
ACTb hACTB-F CCACGAAACTACCTTCAACTCCA 132 (Dalewska, 2020)
hACTB-R GTGATCTCCTTCTGCATCCTGTC

4.3.1 Zpracovani vysledki

V programu BioradCFX Maestro (Bio-Rad Laboratories, USA) jsem kontrolovala specifitu
primerd na kfivkach tani produktli gPCR reakce, vytvorila standartni kfivky, provedla
kontrolu ucinnosti amplifikace a nastaveni tresholdu (prahové hodnoty) pro odecet hodnot
Ct (z angl. cycle treshold). Na zakladé Ct jsem pro vSechny vzorky a reakce vytvofila tabulku
v programu Excel (verze 2206), kterou jsem dale zpracovavala v programu GenEx™ 6 (MultiD
Analyses AB, Svédsko). Pro vyslednd data jsem provedla relativni kvantifikaci

normalizovanou na dva referenc¢ni geny AACt metodou.
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4.4 Multispektralni imunohistochemie

Multispektralni imunohistochemie (IHC, z angl. immunohistochemistry) je metoda vhodna
mimo jiné pro detailni analyzu naddorového mikroprostfedi. UmozZnuje ndm rozlisit nddorové
stroma a parenchym, a detekovat vice rlznych znakd na jednom ftezu. Princip
multiplexového barveni poskytovaného firmou Akoya Biosciences spociva ve znaceni
primarni protilatkou, kterd se vaze na sledovany epitop, s naslednym navazanim sekundarni
protilatky konjugované s HRP (z angl. horseradish peroxidase). HRP nasledné katalyzuje
pfeménu tyramidu Opal fluoroforu do aktivni formy. Takto aktivovany reaktivni tyramid se
kovalentné vaze na tyrosinové zbytky nachazejici se v oblasti epitopu. Béhem ndsledného
vareni v pufru je odstranén komplex primarni a sekunddrni protilatky, ale kovalentné

navazany fluorofor z(istava v epitopu — Obrazek €. 7.

Al A A

Arfigen  Tymsinowy PAMaMI Seimdimiprfiliin  Fluooie
oy pOBEE  monjugovand s HAP

'ha-;twi fuceodor s tyramidovym subsiraiem

Inakivni fuoroior
|
% Reaksvni furofor \
Viafeni v pufru
|urenfic
/A\I | I I x"-.x.“\k'\v"\x'x;‘.-'_z‘_rj \!\ﬂ\‘kk‘!'f;‘.r‘r‘f?

TS
Obrazek ¢. 7 - Princip multispektrdlni imunohistochemie, pfevzato a upraveno podle

https://www.cellsignal.at/applications/immunohistochemistry/fluoresence-mihc ~ [cit.  29.7.2022]. HRP

(horseradish peroxidase).

Hlavnim omezenim této metody jsou mozné prekryvy spekter jednotlivych fluorofor, jsou

tedy zapotrebi dlisledné kontroly a optimalizace.

Prvnim krokem byla deparafinizace a hydratace FFPE fezl tkané. Sklicka jsem nechala 60-120
minut v hybridiza¢ni peci pfi 60 °C pro rozpusténi parafinu. Poté jsem je promyla v xylenu

pro odstranéni zbytk( parafinu, 3x po 10 minutdch Nasledovalo zavodnéni v sestupné radé
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alkoholt — promyti 5 minut ve 100% EtOH, 5 minut v 96% EtOH a 2 minuty v 70% EtOH.

Nakonec jsem sklicka promyla 2 minuty v destilované vodé.

Fixace fezu probihala ve 10% formalinu (NBF, z angl. neutral buffered formalin) po dobu 20
minut, nasledovalo opét promyti 2 minuty v destilované vodé, a poté 2 minuty v TBST (Tris
buffered Saline-Tween). Pufr TBST se sklada z 0,1 M TRIS-HCl o pH 7,5, 0,15 M NaCl a 0,05 %
detergentu Tween20. Sklicka jsem premistila do polyethylenové kyvety se 140 ml pufru o pH
6 (fedéno 10x z AR6 10x buffer, PerkinElmer) nebo 9 (fedéno 10x z HIER T-EDTA 10x pH 9
buffer, Zytomed) — dle vysledkd optimalizaci pro jednotlivé protilatky a vatila v mikrovinné
troubé 15-45 minut (dle vysledkd optimalizaci). Formalin zpUsobuje zesitovani tkané,
varenim v pufru je umoZnéno odhaleni antigenl. Po vareni jsem sklicka nechala v kyveté

chladnout 15 minut a potom je promyla 2 minuty v destilované vodé a 2 minuty v TBST.

Vzorek tkané na sklicku jsem ohranicila hydrofobnim perem (Elite PAP pen,
DiagnosticBioSystems, USA), nanesla na vzorek 2 kapky (100 pl) roztoku pro fedéni protilatek
a blokovani (Antibody Diluent/Block, Akoya Biosciences, USA) a nechala blokovat ve vihké
komurce pfi pokojové teploté 10 minut. Po 10 minutach jsem roztok slila a nanesla jsem 100
ul protilatky, dle optimalizacniho protokolu, fedéné v roztoku pro tfedéni protilatek a
blokovani. Seznam vSech pouzitych primdarnich protildtek se nachazi v Tabulce ¢. 10.
Inkubace probihala budto 1 hodinu pfi pokojové teploté, nebo pres noc v lednici (4 °C), opét
dle protokolu pro konkrétni protilatku. Po inkubaci s primarni protildtkou nasledovalo
promyti v TBST, 3x 2 minuty. Na vzorek jsem nanesla dvé kapky sekundarni protilatky, HRP
polymeru (Opal Polymer HRP Ms+Rb, Akoya Biosciences, USA) a inkubovala ve vlhké
koml(rce pti pokojové teploté 10 minut. Ddle jsem sklicka promyla v TBST 3x 2 minuty a
nanesla 100 pl Opal fluoroforu (Akoya Biosciences, USA) v fedéni dle protokolu. Fluorofor
jsem nechala inkubovat 10 minut ve vihké kom{rce pti pokojové teploté. Po dalSim promyti
vTBST 3x 2 minuty jsem v pfipadé multiplexového barveni sklicka premistila do
polyethylenové kyvety a opakovala kroky vareni v pufru, blokovani, inkubace s primarni
protildtkou, inkubace se sekundarni protilatkou a inkubace s Opal fluoroforem vcetné
promyvani, dokud nebyly oznaceny vSechny znaky. V pfipadé monoplexu, nebo po obarveni
vSech znakl pfi multiplexu jsem na vzorky nanesla 100 ul DAPI (4',6-diamidin-2-fenylindol)
(Akoya Biosciences, USA) v fedéni 6,6 pl DAPI do 100 pl TBST a inkubovala 5 minut ve vlihké

kom{rce pti pokojové teploté. Nakonec jsem skla promyla v TBST 3x 2 minuty.
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Na kazdy vzorek jsem nanesla 1 kapku montovaciho média Fluoromount (Diagnostic
BioSystems, USA) podle velikosti vzorku, a pfikryla jsem ho krycim sklem, jehoZ okraje jsem

zalakovala lakem na nehty, abych predesla vysychani vzorku béhem skladovani.

Tabulka ¢. 10 — protilatky pouzité pro IHC-P

Cilovy gen Plvod | Izotyp | Klon Vyrobce

ASPH Mysi 1gG1 sc-271391 Santa Cruz Biotechnology (USA)
ASPH Mysi 1gG1 sc-365012 Santa Cruz Biotechnology (USA)
ASPH Krali¢i | 1gG 5H4/5K3 Laboratof Prof. Olsen

ASPH Kralici | I1gG NBP1-69230 | Novus Biologicals (USA)

ASPH Kralici | I1gG NBP2-34125 | Novus Biologicals (USA)

HIFla Mysi IgG2a | HA111 Novus Biologicals (USA)

Notch celkovy Kralici | I1gG D1E11 Cell Signaling Technology (USA)
Notch aktivovany | Krali¢i | 1gG ab8925 Abcam (Velka Britanie)

CA9 Krali¢i | 1gG D47G3 Cell Signaling Technology (USA)
GLUT Kralici | I1gG ab115730 Abcam (Velka Britanie)

VEGFa Kralic¢i | 1gG EP1176Y Biocare Medical (USA)

MMP9 Mysi lgG2a | ab119906 Abcam (Velka Britanie)

MMP9 Mysi lgG2a | MA-15886 Thermo Fisher Scientific (USA)
MMP13 Mysi IgG1 MAS5-14238 | Thermo Fisher Scientific (USA)
SRC celkovy Kralici | I1gG 36D10 Cell Signaling Technology (USA)
SRC fosforylovany | Krali¢i | 1gG D49G4 Cell Signaling Technology (USA)
Cytokeratin Mysi 1gG1 AE1/AE3 Thermo Fisher Scientific (USA)

4.4.1 Analyza vzorki

Ihned po dobarveni jsem fezy fotila na fluorescenénim mikroskopu OLYMPUS BX43 (Olympus
Life Science, USA) za poutZiti softwaru Mantra™ Snap 1.0.0 (Akoya Biosciences, USA). Pro
kazdy rez jsem nastavila automaticky expozi¢ni ¢as pro kazdy z 5 filtrd (DAPI, FITC, Cy3, Texas
Red a Cy5). Pokud dany fez nebyl barven fluoroforem detekovatelnym v jednom z filtr(,
nastavila jsem rucné expozici na 250 ms. Fotila jsem 3-7 oblasti fezu podle velikosti a
heterogenity nddoru vidy na zvétSeni 20x10. Nabarvena skla jsem dale skladovala v lednici

pfi 4°C.
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4.4.2 Zpracovani vysledki

K dalSimu zpracovani fotografii jsem pouZila program InForm 2.6.0. (Akoya Biosciences,
USA). Béhem optimalizaci jsem v programu kontrolovala silu signalu pro jednotlivé
fluorofory. Pro presnou detekci signdlu kazdého flouroforu je mozné v programu vytvofit
vlastni spektralni knihovnu. Ke tvorbé spekralni knihovny jsem vyuZila preparaty, kde jsem
nabarvila pouze jeden znak pfislusSnym flouroforem. Po vyfoceni téchto preparati jsem
z nich extrahovala spektra pro jednotlivé fluorofory, které jsem vyuZila v naslednych

analyzach.

Pro kontrolu kvality multiplexovych panell jsem pouzila software Phenoptr Reports (Akoya

Biosciences, USA).

Dalsim krokem bylo trénovani softwaru na rozliseni nddorové tkané od stromatu, na rozliseni
jednotlivych bunék a jejich fenotypl. Pracovala jsem v programu InForm 2.6.0. Pro
segmentaci tkdné jsem pouzila signdl DAPI a cytokeratinu. Oblasti tkdné znacené zaroved
DAPI a cytokeratinem jsem oznacila jako nadorovou tkan, nebot Cytokeratin barvi specificky
nadorové buriky. Oblasti bunék, které nebyly znaceny cytokeratinem jsem oznacila jako
nadorové stroma a prazdné bezjaderné oblasti (mista bez DAPI signalu) jsem oznacila jako
pozadi. Takto je moZné postupnymi Upravami natrénovat software, aby dle oznaéenych
oblasti automaticky obrazy tkdané segmentoval. Segmentaci bunék na jadra, cytoplazmu a
membranu jsem provedla pro kazdy panel zvlast. Jadra program rozeznaval vidy podle
barveni DAPI, pro segmentaci cytoplazmy jsem vyuzila barveni cytokeratinem, a membrdana
byla rozezndna podle znaceni protilatkou pro GLUT1 nebo HIFla. Pro fenotypizaci jsem
stanovila jednotlivé fenotypy bunék: ASPH+/-, HIF1la +/-, VEGFa+/-, GLUT1+/-, MMP13+/- a
MMP9+/-. Nasledné jsem program trénovala oznacovanim bunék pozitivnich a negativnich
pro dany znak tak, aby byl schopen urcit fenotypy vsech bunék s co nejvyssi konfidenci. Vyse
zminéné kroky (aplikace spektralnich knihoven, segmentace tkdné, bunék a fenotypizace)

dohromady tvofi algoritmus, kterym jsou vysetreny vSechny fotografie z kohorty.

Pro ndsledné analyzy jsem rovnéz vyuzila Phenoptr Reports (Akoya Biosciences, USA) a MS
Excel (verze 2206). Z programu Phenoptr Reports jsem ziskala pocty pozitivnich bunék na

mm2 pro kazdy sledovany marker na daném vzorku (zvlast pro nador a stroma). V programu
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Excel jsem secetla pocty pozitivnich bunék pro kazdou ze 3 reprezentativnich oblasti a

vztahla opét na mm?2.

4.5 Statisticka analyza
Pro statistickou analyzu a tvorbu grafl jsem pouZila software GraphPad Prism 8.4.2

(GraphPad Software, USA).
Nejprve jsem pouZila Shapiro-Wilkdv test pro uréeni rozloZeni dat.

Vysledna data z programu GenEx méla normalni rozloZeni. Pro analyzu téchto vysledk(l jsem
proto pouzila parametricky neparovy t-test. Na datech z programu GenEx jsem porovnavala
relativni expresi vybranych marker( hypoxie vztazenou na 2 referenéni geny. Vzhledem k
nenormalnimu rozloZeni dat z IHC jsem pro porovnani poctu pozitivnich bunék na mmz2
vyuzila nepdrovy Mann-Whitney test. Témito testy jsem porovnala skupiny HNSCC
pozitivnich na HPV a negativnich na HPV a také skupiny kufdk( a nekurdkl, konzumentu
alkoholu s abstinenty, nadory rlznych lokalizaci a rovnéz skupiny rozdélené podle stadia

nadoru.

Pro porovnani poctu pozitivnich bunék v nadorové tkani a ve stromatu jsem vyuzila parovy
Wilcoxon test. MoZnou korelaci mezi vysledky RT-gPCR a IHC jsem otestovala pomoci

Pearsonova korelacniho koeficientu.

Hladina vyznamnosti byla P<0,05.

44



5 Vysledky

5.1 Epidemiologické charakteristiky pacienti
Epidemiologické charakteristiky pacientl byly ziskany z dotaznik( vyplnénych pacienty v
ramci studie AZV 17-28055A ,Stanoveni fenotypu a funkce imunitnich bunék jakozto

prediktortd odpovédi na IéCbu u pacient(l se spinocelularnim karcinomem hlavy a krku*“.

Pro analyzy jsem celkem vybrala 40 vzork( nador( hlavy a krku na zadkladé jejich HPV statusu,
20 bylo pozitivnich (HPV+) a 20 negativnich (HPV-) na pfitomnost virové mRNA HPV E6. Mezi
pacienty bylo celkem 27 muzl a 13 Zen. Vékové rozmezi bylo 39-86 let, priimérny vék byl 61
let. 29 nadoru bylo z oblasti orofaryngu, pod kterou spada orofaryng, koren jazyka, tonsily a
mékké patro. Zbylych 11 nadord bylo lokalizovano v dutiné Ustni, kterou rozumime télo
jazyka, spodinu dutiny Ustni nebo retromolarni oblast. 30 pacientl byli soucasni kutaci nebo
pacienti, ktefi v dobé vyplnéni dotazniku jiz koufit prestali. Stejny pocet pacientl se oznacilo
za konzumenty alkoholu. 20 nador( bylo dle systému pro klasifikaci nddor( pTNM (z angl.
pathologic tumor — node — metastasis) stadia |, 8 stadia Il, 4 stadia Ill a 8 stadia IV. Prehled

epidemiologickych charakteristik pacient(l se nachazi v Tabulce ¢. 11.
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Tabulka €. 11 — Epidemiologické charakteristiky pacientd.

Celkem (n=40) | HPV+ (n=20) @ HPV- (n=20)
Pohlavi
Muzi 27 (68 %) 13 (65 %) 14 (70 %)
Zeny 13 (32 %) 7 (35 %) 6 (30 %)
Vék (roky)
Primér 61 60 62
Median 63 61 64
Rozmezi 39-86 39-77 48-86
Lokalizace nadoru
Orofaryng 29 (73 %) 20 (100 %) 9 (45 %)
Dutina dstni 11 (27 %) 0(0 %) 11 (55 %)
Kouteni
Ano 30 (75 %) 13 (65 %) 17 (85 %)
Ne 10 (25 %) 7 (35 %) 3 (15 %)
Konzumenti alkoholu
Ano 30 (75 %) 12 (60 %) 18 (90 %)
Ne 10 (25 %) 8 (40 %) 2 (10 %)
Stadium nadoru (S)
I 20 (50 %) 17 (85 %) 3 (15 %)
I 8 (20 %) 2 (10 %) 6 (30 %)
Il 4 (10 %) 1(5%) 3 (15 %)
v 8 (20 %) 0(0 %) 8 (40 %)

5.2 Izolace DNA a RNA

Pomoci kitu NucleoSpin® RNA/DNA Buffer Set jsem vyizolovala nukleové kyseliny celkem ze
30 zpracovanych vzork(l nadord hlavy a krku. Dalsi vzorky byly jiz zpracovany drive,
vyizolovanou RNA a DNA jsem méla k dispozici. Navazovala jsem na diplomovou praci Mgr.
Natalie Dalewské vypracovanou v nasi laboratofi (Dalewska, 2020), kterd zpracovala 55
vzorkU, z nichz jsem také nékteré vybrala pro své analyzy. Pro vSechny vzorky (n=115) bylo
provedeno urceni kvality, koncentrace i HPV statusu. 40 vzork( pro dalsi analyzy jsem
vybrala dle HPV statusu urc¢eného detekci mRNA HPV E6 a dle kvality RNA. Pro HPV+ a HPV-
skupinu jsem vybrala vzdy 20 vzork( nejlepsi mozné kvality RNA. Ve vysledcich uvadim pouze

téchto 40 vzorkd.
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Dale jsem vyizolovala nukleové kyseliny z bunécnych linii SiHa, HelLa, CaSki, CRL3240, HTB31,
HaCaT, CCL138, HTB43 (kap. 4.1.1).

Pro vSechny vyizolované NK jsem urcila koncentraci a Cistotu ziskané DNA a RNA a kvalitu
RNA jsem zkontrolovala na pfistroji Experion. Prehled vzorkd NK pouzitych pro analyzy a
jejich charakteristiky se nachdzi v souhrnné Tabulce €. 12 na konci kapitoly 5.3. Na Obrdazku €.
8 je priklad elektroforetogramu z pristroje Experion, na kterém jsou patrné vrcholy
reprezentujici 18S a 28S rRNA. Zelektroforetogramu jsem rovnéz odecetla velikosti
fragment( RNA. Vzhledem k malé velikosti gPCR amplikond (69-146 bp) jsem pro analyzu

mohla vyuZit i vzorky s nizsi hodnotou RQl.
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Obrazek ¢. 8 — Elektroforetogram z pristroje Experion pro vzorek 511. Modre 18S rRNA, fialové 28S rRNA.

PCR reakci amplifikujici ¢ast genu pro lidsky B-globin (268 bp) jsem u vSech vzork( ovéfila
nepritomnost inhibitord PCR. Dale jsem do stejné reakce misto vyizolované DNA pfidala
negativni kontroly izolace, kde byla misto bunécné suspenze pouZita voda prosta RNAs. Tim
jsem ovéfila, Ze béhem izolaci nedoslo ke kontaminaci. Gel dokumentujici vysledky PCR

lidského B-globinu se nachdzi na Obrazcich ¢. 9 a 10.
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462 464 472 478 492 493 495 496 K- pp Kt pep

300 bp
200 bp
100 bp

Obrazek €. 9 — Gel po B-globin PCR pro vzorky: 462, 464, 472, 478, 492, 493, 495, 496, L = GeneRuler Low Range DNA
Ladder, K+PCR=pozitivni kontrola PCR (DNA SiHa), K+PCR=pozitivni kontrola PCR (voda prostd RNAs) * oznadeny pozitivni

vysledky, velikost produktu 268 bp.

L 20/11 26/1127/1128/11 29/1103/12 05/12 28/07

300 bp
200 bp

100 bp v

29/07 ELU

? QU -

300 bp
200 bp
100 bp

Obrazek €. 10 — Gel po B-globin PCR pro kontroly izolace DNA, kontroly oznageny datem izolace. L = GeneRuler Low
Range DNA Ladder, K+ =pozitivni kontrola PCR (DNA SiHa), K- =negativni kontrola PCR (voda prostd RNAs) * oznaceny

pozitivni vysledky, velikost produktu 268 bp.
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5.3 Urceni HPV statusu vzorku

5.3.1 Detekce HPV DNA a urc¢eni typu HPV

Detekce HPV DNA pomoci PCR reakce amplifikujici usek genu HPV L1 a urcéeni typu HPV
metodou RLB bylo provedeno v NRL PV v UHKT. Vysledky se nachazi v Tabulce €. 12. U 26/40
(65 %) vzorkl byla detekovana HPV DNA. Z toho byl u 24 (92 %) detekovan HPV16, u jednoho
vzorku HPV16 a zaroven HPV53 a u dalSiho HPV33. Ostatni vzorky, 14/40 (35 %), byly

negativni na HPV.

5.3.2 Reverzni transkripce

Dale jsem provedla reverzni transkripci na RNA vSech analyzovanych vzork( (n=40) i na RNA
vyizolované z bunécnych linii. Ziskanou cDNA z bunécénych linii jsem vyuZila pro testovani
primerd na gPCR a konstrukci standartnich krivek, cDNA ze vzork( jsem pouZila pro
stanoveni aktivni virové infekce a qPCR. Pro kontrolu reverzni transkripce jsem pouzila PCR
amplifikujici Usek cDNA pro HPRT. Priklad gelu s produkty této reakce je na obrazku ¢. 11
Ocekdvana délka produktu byla 117 pb. Jako negativni kontrolu jsem pouZila vodu prostou

RNAs, jako pozitivni kontrolu cDNA SiHa.

459 470 480 488 491 492 495 499 500

* * * * * * *
——— P sy D G S e

100 bp

510 Kopnase Ktpr K-pr Kt pep K- peg

100 bp

Obrazek €. 11 - Gel po HPRT PCR pro cDNA vzorkd 459, 470, 480, 488, 491, 492, 495, 500, 510. L = GeneRuler Low
Range DNA Ladder, K-DNAse =negativni kontrola po DNAsovani (voda prostd RNAs), K+RT=pozitivni kontrola reverzni
transkripce (cDNA SiHa), K-RT=negativni kontrola reverzni transkripce (voda prosta RNAs) K+PCR=pozitivni kontrola PCR
(cDNA SiHa), K-PCR=negativni kontrola PCR (voda prosta RNAs) * oznaceny pozitivni vysledky, Zluté oznacen negativni

vysledek, velikost produktu 117 bp.
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5.3.3 HPVE6 PCR

U 20/26 (77 %) vzork( u ktery byla detekovdna HPV DNA jsem potvrdila aktivni virovou
infekci detekci mRNA E6. U 6/26 (23 %) vzork( jsem aktivni infekci nepotvrdila. Pro vSechny
vzorky byl jejich HPV status potvrzen imunohistochemickou detekci p16, kterda byla
provedena ve FN Motol. Vzorky pozitivni na HPV E6 a p16 byly oznaceny jako HPV+, zbytek
HPV-. Vysledky uréeni HPV statusu vzork( jsou v Tabulce €. 12, gel po E6 PCR je na Obrazku ¢.
12. Ocekdvana délka produktu byla 86 pb. Jako negativni kontrolu jsem pouZila vodu prostou

RNAs, jako pozitivni kontrolu cDNA SiHa.

Tabulka ¢. 12 — Vysledky urceni kvality a koncentrace nukleovych kyselin a HPV statusu vzork(. Hodnoty RQl
nad 7 zvyraznény svétle zelené, RIN mezi 6,9 a 4,1 Zluté a RIN pod 4 ¢ervené. C = koncentrace * = RQl neurceno
z dlvodu nizké koncentrace. 260/280 = pomér absorbance NK v pfislusnych vinovych délkach méfeny na
pfistroji Nanodrop p16 = protein 16. * = slaby signal, ** = velmi slaby signal, tmavé zelené vzorky negativni na

HPV E6 mRNA a p16, oranzové vzorky pozitivni na HPV EBmRNA a p16 (+ = pozitivni, - = negativni).

ID DNA RNA Urceni HPV statusu

vzorku | C(ng/ul) = 260/280  C(ng/ul) 260/280 RQI TypHPV HPVE6 P16 HPV status

441 128,3 1,86 150,5 2,12 7,9 | 16 + + +
443 69,7 1,9 120,9 2,09 7,6 | 16 + + +
444 79,8 1,89 82,3 2,11 82 | 16 + + +
448 92,2 1,87 491 2,1 8,4 | 16 + + +
449 41 1,86 430,2 2,08 6,9 | 16 + + +
462 36,3 1,88 46,1 2,01 7,4 | 16 + + +
472 78 1,85 121,4 2,07 7,8 | 16 +* + +
478 53,5 1,89 54,1 1,99 9,6 | 16 +* + +
485 25,5 1,89 422,8 2,07 7,7 | 16 +* + +
497 89,8 1,92 99 2,09 8,4 | 16 +* + +
500 20,8 1,99 63,4 2,1 7,6 | 16 + + +
511 157,8 1,9 311,7 2,12 93 | 16 + + +
514 130,7 1,85 325,2 2,11 9,6 | 16 + + +
518 164,4 1,93 345,8 2,12 8,8 | 33 + + +
521 205,1 1,88 626,8 2,14 8,2 | 16 + + +
523 36,9 2 34,5 2,01 85 | 16 + + +
524 121,3 1,92 299,4 2,09 7,4 | 16 + + +
530 46,1 1,94 53,8 2,09 93 | 16 + + +
531 67,1 1,95 679,6 2,14 6,8 | 16 + + +
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ID DNA RNA Urceni HPV statusu
vzorku | C(ng/ul) | 260/280 | C(ng/ul) A 260/280 RQl  Typ HPV | HPVE6 | P16 | HPV status
533 45,7 1,88 125,5 2,04 9,6 | 16 + + +
420 23,8 1,95 21,6 2,16 3 16 0 - -
435 2,5 2,25 11,4 2,4 * 16, 53 0 - =
453 13,4 2,05 10,3 2,02 46 | 16 0 - -
455 44 1,9 13,2 2,08 3 16* 0 - -
457 67 1,88 46,4 2,15 29 O 0 - -
458 7 2,16 8,5 2,42 35 | 0 0 - -
463 8,1 2,44 14,2 2,12 28 0 0 - -
465 54,6 1,91 52 2,12 25 0 0 - -
468 4,1 2,32 13,4 2,27 4,4 | 16* 0 - -
471 64,4 1,9 36,8 2,08 32 0 0 - -
473 5,7 1,89 3,2 2,18 * 0 0 - -
474 61,6 1,9 92,3 2,1 7 0 0 - -
489 4,3 2,57 5,9 2,25 * 0 0 - -
493 26,8 1,93 15,7 1,77 34 | O 0 - -
501 39 1,96 39,3 2,08 9,6 | 16** 0 - -
502 24,5 2 46,9 2,09 3,2 | 16** 0 - -
503 60,6 1,88 72,5 1,98 34 0 0 - -
519 10,1 2,28 15,6 2,01 84 | 0 0 - -
526 158,8 1,9 440,6 2,1 9 0 0 - -
527 9,4 2,16 12,2 1,92 93 |0 0 - -
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L 516 522 524 528 530 531 532 533 534

100 bp

L 536 537 K-pcp KON

Obrazek €. 12 - Gel po E6 Smeets PCR pro vzorky: 516, 522, 524, 528, 530, 531, 533, 534, 536, 537. L = GeneRuler Low

Range DNA Ladder, * oznaéeny pozitivni vysledky, velikost produktu 86 bp.
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5.4.1 Testovani primert a tvorba standartnich kiivek

Prvnim krokem pti gPCR bylo otestovani part primer( navrzenych pro vybrané markery na
cDNA z bunéénych linii. Celkem jsem otestovala 11 par0 primera specifickych pro useky
MRNA téchto marker( — HIF1la, HIF2a, Notchl (2 rGzné primery), P4HA1, VEGFa, CA9 (2
razné primery), PDK1 (2 r(zné primery) a GLUT1. Provedla jsem gPCR pro kaidy z parQ
primerd na cDNA vyizolované z 8 dostupnych linii (kap. 4.1.1). Specifitu vznikajiciho produktu
jsem ovéfila na kfivce tani. Pro Notchl, CA9 a PDK1 vznikaly pfi pouZiti prvniho navrzeného
paru primerd nespecifické produkty, byly proto navrieny nové pary primerdl, s jejichz
pouzitim byla specifita vznikajicich produktd qPCR vys$si. Pro dalsi analyzy jsem proto
vyuzivala specifi¢téji nasedajici, nové navriené pary primerl. Kfivka tani produktl gPCR
reakce amplifikujici mMRNA Notch, kde mizeme pozorovat rozdilné teploty tani a tedy vznik
nespecifickych produktd je na Obrazku ¢. 13. Na Obrazku ¢. 14 je moziné vidét, ze pfi

amplifikaci s parem primer( pro ASPH vznikaji pouze specifické produkty.
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Obrazek €. 13 — Krivka tani produktd qPCR reakce amplifikujici mRNA Notch na a cDNA vyizolované z bunécné

linie HaCaT.
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Obrazek ¢. 14 — Kfivka tani produktl qPCR reakce amplifikujici mRNA ASPH na cDNA vyizolované z bunécné
linie CRL3240.

Pro konstrukci standartnich kfivek byly uz vybrany pouze pary primerQ s vysokou specifitou
vznikajicich produktl — ASPH, HIF1a, HIF2a, CA9, GLUT1, VEGFa, P4HA1, a PDK1. Dle miry
exprese jednotlivych genll jsem zvolila vidy nejvhodnéjsi cDNA vyizolovanou z bunécénych
linii pro konstrukci standartni kfivky. Vzorky jsem vidy pipetovala v triplikatech v redéni 1x,
5x, 25%, 125x a 625x. Ze standartnich kfivek jsem zjistila Géinnost amplifikace qPCR reakce,

kterou jsem vyuZila pfi finalni analyze amplifikaénich kfivek. U¢innost reakce by se méla
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pohybovat idedlné v rozmezi 90-110 % (The Ultimate qPCR Assay Design Guide, BioRad USA,

dostupné z https://www.bio-rad.com/webroot/web/pdf/Isr/literature/Bulletin 6894.pdf

[cit. 30.7.2022]). Na Obrazku ¢. 15 je standartni kfivka pro ASPH s hodnotami ucinnosti
reakce a sklonu krivky. Hodnoty ucinnosti reakce, teploty tani primerl a sklon kfivky pro

vSechny testované pary primer( se nachazi v Tabulce ¢. 13.

o N S 0 T — S — S — e | S —— R —
27 (1l T ................ ............... ............... ................ ................ ................

X S— T—— TER—— A— TP

Cq

30L.......... TR e ... e TP ]

Poéateéni kvantita (log)

O Standard

ASPH E=996% R*2=0.992 Slope=-3.331 y-int=27.393

Obrazek ¢. 15 — Standartni kfivka pro ASPH na cDNA vyizolované z bunécné linie CRL3240. Cq = Ct = cycle

treshold, E(efficiency) = Gcinnost reakce, R*2 = korelacni koeficient.

Tabulka ¢. 13 — Hodnoty ziskané ze standartnich kfivek. R*2 = korelacni koeficient.

Gen Ucinnost (%) | RA2 Sklon kfivky | Teplota tani produktt (°C) | PouZita cDNA

ASPH | 99,6 0,992 | -3,331 83,5 CRL3240
HIFla | 106,7 0,989 | -3,170 79 Hela
HIF2a | 100,2 0,993 | -3,317 86 Hela
GLUT1 | 104,6 0,992 | -3,216 85,5 Hela
VEGFa | 93,6 0,993 | -3,486 83,5 HTB43
P4HAl1 | 94,1 0,968 | -3,472 80 CaSki
CA9 106,5 0,980 | -3,174 84,5 CaSki
PDK1 | 87,8 0,970 | -3,655 81,5 CCL138
ACTb 108,7 0,999 | -3,130 85 SiHa
GUSb | 91,8 0,993 | -3,534 81 SiHa
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https://www.bio-rad.com/webroot/web/pdf/lsr/literature/Bulletin_6894.pdf

Pro ACTb (beta aktin) a GUSb (beta glukoronidaza) jsem vyuzila hodnoty Ucinnosti reakce a
teploty tani produktl ziskané Mgr. Natdlii Dalewskou, kterd ve své diplomové praci vyuzila

stejné metodické postupy (Dalewska, 2020).

Na zakladé testovani primerl i biologického vyznamu marker( jsme pro ndsledné analyzy
z testovanych 11 par( primer( vybrali ASPH, HIFla, HIF2a, GLUT1, VEGFa a P4HAL. Pf¥i
vybéru marker( hypoxie byl zohlednén i jejich mozny vztah k aspartat B-hydroxylaze
(kapitola 3.1.1.1). Tento pocet znakl byl rovnéz zvolen z divodu jejich mozného rozloZeni na
96-jamkové desticce. Z hlediska spolehlivosti vysledkd bylo vyhodné detekovat expresi viech

markerU vzdy na jedné desticce.

5.4.2 Analyza exprese mRNA vybranych hypoxickych markert

Referencni geny pro zjisténi relativni exprese vybranych markerd naseho zajmu jsem zvolila
v souladu s diplomovou praci Mgr. Natalie Dalewské (Dalewska, 2020). Pro kontrolu jsem
rovnéz provedla analyzu referen¢nich genli metodou deNorm v programu GenEx. Na zakladé
nejstabilnéjsi exprese mezi viemi bunécnymi liniemi (ve srovnani sexpresi HPRT) byly
nejvhodnéjsimi referencnimi geny ACTb a GUSb. Ddle jsem urcovala relativni expresi ASPH a

5 hypoxickych marker( normalizovanou na expresi téchto dvou referenénich gen(.

Vzorky jsem béhem analyz pipetovala vzdy v duplikatech. Na kazdou desticku jsem zaradila
negativni kontrolu reakce pro kazdy z pouzitych part primer(, kam jsem misto cDNA pfidala
vodu prostou RNAs, a také mezidestickovou kontrolu kterou predstavovala amplifikace ACTb
na linii SiHa. Po probéhnuti analyzy jsem nejprve zkontrolovala specificitu amplifikace na

amplifika¢nich krivkach a krivkach tani.

5.4.2.1 Zpracovdni dat a statistickd analyza

Nejprve jsem v programu BioradCFX Maestro (Bio-Rad Laboratories, USA) zkontrolovala
amplifikacni kfivky a specifitu vznikajicih produktl na kfivkach tani. Dale jsem provedla
kontrolu duplikatl — rozdil Ct hodnot mezi vzorky pro dany duplikat nesmél prekrocit 0,5.
Duplikaty, pro které byl rozdil vétsi nez 0,5 jsem vyhodnotila z hlediska hodnoty Ct — hodnota
vys$Si nez 35 naznacovala velmi malé mnoistvi vznikajiciho produktu. Pro duplikaty, u kterych
rozdil Ct hodnot prekrocil 0,5 a zaroven tyto hodnoty nebyly vyssi nez 35 jsem gPCR

zopakovala. Vidy jsem zaradila i oba referenéni geny.
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Vstupni data (Ct hodnoty) z programu BioRad CFX Maestro jsem v tabulce exportovala do
programu Excel (verze 2206). Prvnim krokem bylo nahrazeni chybéjicich Ct hodnot. Pokud
jsem méla alespon 1 Ct hodnotu v ramci duplikatu tak jsem ji pouzila pro cely duplikat.
Tabulku jsem pro dalsi zpracovani exportovala do programu GenEx. V pfipadé, Ze se mi
nepodafrilo ziskat Ct pro cely duplikat jsem predpoklddala velmi nizké vstupni mnozstvi cDNA
daného markeru a nahradila jsem hodnotu maximem Ct pro tento marker mezi vSemi vzorky
zvySenym o 2. V GenExu jsem nejprve provedla normalizaci Ct na mezidestickové kontroly,
které predstavovala vidy detekce ACTb na linii SiHa. Podle standartnich kfivek jsem
korigovala efektivitu amplifikace pro kazdy znak. DalSim krokem byla normalizace na expresi
dvou vybranych referencnich gend, ACTb a GUSb. Poté jsem provedla zprimérovani Ct
hodnoty duplikatl. V programu jsem dale prevedla Ct tak, aby byly relativni k maximu pro
dany marker mezi vSemi analyzovanymi vzorky (nejmensi Ct hodnota = 0). Hodnoty jsem
nakonec prevedla do logaritmické Skaly pro normalni rozloZeni. Hodnoty relativni exprese

vybranych marker( u analyzovanych vzorkud se nachazi v Tabulce €. 14.

Tabulka ¢. 14 — Hodnoty relativni exprese mRNA vybranych marker( u analyzovanych vzorka s vyznacenim HPV

statusu (+ = pozitivni na HPV, zvyraznéno zeleng, - = negativni na HPV, zvyraznéno oranZové).

Vzorek | ASPH HIFla VEGFa GLUT1 P4HA1 HIF2a HPV status

462 3,095219 | 1,147189 | O 1,550627 | 1,510156 | 8,115547 | +
472 2,55897 | 5,11614 | 2,827303 | 0,676777 | 3,08853 | 8,977328 | +
478 4,251494 | 4,646225 | 1,588695 | 4,304606 | 2,274824 | 8,318205 @ +
485 4,828799 | 5,138438 | 4,206936 | 1,662085 | 3,213127 | 10,02871 @ +
497 4,089714 | 5,724251 | 3,446504 | 2,083018 | 3,030984 | 9,278749 | +
500 6,604291 | 5,149678 | 5,210223 | 3,902425 | 3,624635 | 8,975132 | +
511 2,881895 | 4,716359 | 2,251816 | 1,131782 | 1,677736 | 7,49092 | +
514 3,566884 | 4,998811 | 2,780605 | 2,268967 | 2,276589 | 8,45377 | +
518 2,875928 | 4,202003 | 2,71849 | 2,432874 | 2,310099 | 8,345865 | +
521 3,687385 | 5,027261 | 2,315099 | 2,31332 | 3,243291 | 8,723389 | +
523 3,51646 | 5,369876 | 3,310298 | 0,808925 | 0 10,5214 | +
524 4,522494 | 4,747679 | 3,976104 | 1,133134 | 3,783421 | 7,766388 @ +
530 5,724226 | 6,552843 | 4,638903 | 3,95331 | 3,525803 | 10,0787 | +
531 2,513343 | 3,558038 | 2,440219 | 2,47557 | 2,146681 | 6,716131 | +
533 2,38777 | 2,092708 | 2,088422 | 1,077648 | 1,581597 | 6,678566 | +
441 4,257607 | 5,105905 | 4,082492 | 1,502506 | 3,024128 | 9,863539 | +
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Vzorek | ASPH HIFla VEGFa GLUT1 P4HA1 HIF2a HPV status
443 0 6,141843 | 2,781865 | 1,282131 | 3,929306 | 8,033752 | +
444 5,530707 | 5,993085 | 3,922184 | 2,118044 | 4,651743 | 10,15375 | +
448 4,280898 | 5,287192 | 2,879523 | 0,6856 3,029416 | O +
449 5,668169 | 3,806308 | 3,278586 | 3,034337 | 3,808584 | 8,509807 | +
493 4,56969 | 3,832233 | 2,788078 | 0,912839 | 2,683761 | 9,384711 | -
501 3,79623 | 5,247109 | 1,613487 | 0,29636 | 2,721056 | 9,69368 | -
502 4,587713 | 6,468745 | 4,32315 | 2,149453 | 5,817882 | 9,976674 | -
503 5,025256 | 6,22642 | 4,987763 | 1,70534 | 5,171028 | 9,501194 | -
519 4,724147 | 6,852406 @ 4,84789 | 2,034921 | 3,929848 | 10,06454 | -
526 3,187307 | 5,269122 | 4,896206 | 1,557596 | 2,471964 | 7,821169 | -
527 3,559351 | 6,939157 | 4,877711 | O 2,568529 | 7,974343 | -
420 5,771573 | 4,878897 | 3,541686 | 0,882005 | 3,847271 | 13,27878 | -
435 6,302619 | 5,372581 | 4,940837 | 2,74342 | 2,408466 | 6,549316 | -
453 4,97303 | 9,191133 | 3,669235 | 2,589278 | 3,735153 | 11,16412 | -
455 11,18109 | 3,478176 | 6,264148 | 6,670634 | 4,726405 | 12,68214 | -
457 6,369527 O 5,175003 | 2,817753 | 3,348747 | 13,35351 | -
458 6,048828 | 7,856813 | 4,608036 | 4,250121 | 3,213622 | 10,47694 | -
463 6,138222 | 3,830409 | 4,727288 | 4,54395 | 3,721945 | 12,34989 | -
465 7,348496 | 2,88823 | 7,188381 | 3,494268 | 6,049678 | 14,47995 | -
468 6,686098 | 6,005276 | 5,058247 | 2,333396 | 3,627887 | 11,1126 | -
471 7,420546 | 9,578934 | 3,761595 | 2,252893 | 2,213756 | 11,08544 | -
473 0 4,105528 | 6,127239 | 4,939629 | 3,537036 | O =
474 4,482761 | 5,408822 | 7,188349 | 0,522991 | 3,07378 | 8,036254 | -
489 4,308486 | 5,738267 | 5,407886 | 3,297442 | 4,784052 | 10,23282 | -

Relativni expresi mRNA vybranych markert

pacient(, vzdy jsem pouzila parametricky neparovy t-test.

jsem porovnavala

mezi rlznymi skupinami

PFi porovnani relativni exprese mRNA markerd mezi HPV+ nddory (n=20) a HPV- nadory

(n=20) jsem detekovala signifikantné vyssi expresi ASPH, PAHA1 a VEGF u skupiny HNSCC

negativnich na HPV. Rozdil mezi expresi mRNA HIF2a u HPV+ a HPV- HNSCC se blizil hladiné

vyznamnosti. Pro HIFla a GLUT rozdil nebyl statisticky signifikantni. U vSech ostatnich

markerU byla vyssi exprese u nddorl negativnich na HPV, jak je patrné z Tabulky ¢. 15 nebo

z grafu na Obrdazku €. 16.
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Tabulka €. 15 - Primérna relativni exprese mRNA marker(i u nador( pozitivnich a negativnich na HPV a

pfislusné p hodnoty. Zelené zvyraznény p-hodnoty nad hladinou vyznamnosti, ¢ervené zvyraznény p-hodnoty

bliZici se hladiné vyznamnosti, hladina vyznamnosti p <0,05.

Marker | HPV+ (n=20) | HPV- (n=20) | P-hodnota
ASPH 3,842 5,324 0,0163
VEGFa | 3,037 4,800 <0,0001
P4HA1 @ 2,787 3,683 0,0139
HIF2a 8,251 9,961 0,0530
HIFla 4,726 5,458 0,2047
GLUT1 | 2,020 2,500 0,2939
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Obrazek €. 16 - Graf porovnavajici relativni expresi mRNA marker( hypoxie mezi HPV+ a HPV- skupinou nadord,

* =p<0,05, *** = p<0,0001, hladina vyznamnosti p < 0,05. Chybové usecky — stfedni chyba priiméru.

Relativni expresi mRNA markerd hypoxie jsem porovnala i mezi nadory rozdélenymi dle

lokalizace na oblast orofaryngu (n=29) a dutiny uUstni (n=11). Prokazala jsem signifikantné

vyssi relativni expresi mRNA pro ASPH, HIF1la, VEGFa a P4HA1 u nador( lokalizovanych

v dutiné ustni. Pro HIF2a a GLUT1 nebyl rozdil v relativni expresi signifikantni, z vysledku

v Tabulce €. 16 je ale patrna vyssi exprese i téchto markerd u nadord dutiny dstni.
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Tabulka €. 16 - Priimérna relativni exprese mRNA markerd u nadord podle jejich lokalizace a pfislusné p

hodnoty. Zelené zvyraznény p-hodnoty nad hladinou vyznamnosti.

Marker | Orofaryng (n=29) | Dutina ustni (n=11) | P-hodnota

ASPH 4,010 6,095 0,0020
VEGFa | 3,417 5,240 0,0003
P4HAl1l | 2,891 4,140 0,0017
HIF2a | 8,599 10,44 0,0626
HIFla | 4,706 6,110 0,0265
GLUT1 | 2,090 2,709 0,2254

Dale jsem porovnavala relativni expresi marker hypoxie u nadorl rozdélenych do dvou
skupin dle pTNM stddia. V jedné skupiné byly pacienti s nadory stadia | (n=20) a ve druhé
pavienti s nadory stadia Il-IV (n=20). Toto rozdéleni jsem zvolila z divodu stejné velikosti
skupin. Prokdazala jsem signifikantné vyssi relativni expresi mRNA pro ASPH a VEGFa u
skupiny pacientl s pokrocilejSim stadiem nadoru. Pro ostatni markery nebyl rozdil
signifikantni, vysledky v Tabulce ¢. 17 ale naznacuji vyssi expresi vSech markerd u nador(
vyssiho stadia.

Tabulka €. 17 - Primérna relativni exprese mRNA marker( u nadorG podle jejich stadia a pfislusné p hodnoty.

Zelené zvyraznény p-hodnoty nad hladinou vyznamnosti.

Marker | Stadium I (n=20) | Stadium lI-IV (n=20) | P-hodnota

ASPH 3,731 5,435 0,0051
VEGFa | 3,313 4,524 0,0103
P4HAl1l | 2,944 3,525 0,1191
HIF2a 8,355 9,857 0,0910
HIFla | 4,931 5,253 0,5803
GLUT1 | 2,257 2,263 0,9887

Pti porovndani nador( kuraka a byvalych kurdk( (n=30) s nekufaky (n=10) jsem mezi témito
skupinami nezaznamenala signifikantni rozdil v relativni expresi mRNA pro Zadny
z detekovanych marker(. V Tabulce ¢. 18 se nachdazi primérna relativni exprese mRNA

kazdého genu a pfislusné p hodnoty.
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Tabulka €. 18 - Priimérna relativni exprese mRNA markerG u nador( kutfaka a nekurakl a prislusné p hodnoty.

Marker | Koufeni P-hodnota

Ano (n=30) | Ne (n=10)

ASPH 4,735 4,129 0,4110
VEGFa | 3,971 3,760 0,7111
P4HA1l | 3,068 3,735 0,1216
HIF2a 9,323 8,457 0,4054
HIFla | 4,898 5,675 0,2447
GLUT1 | 2,468 1,634 0,1108

Pfi porovnani relativni exprese markerid mezi nadory pacientl, ktefi se oznacili za
konzumenty alkoholu (n=30) s témi, kteti se za konzumenty alkoholu nepovazuji (n=10) jsem
mezi témito skupinami nezaznamenala signifikantni rozdil v relativni expresi mRNA pro
zadny z detekovanych marker(. Na hranici hladiny vyznamnosti byl rozdil pro VEGF (p =
0,0521), jehoz exprese byla vyssi u konzumentd alkoholu. V Tabulce €. 19 se nachazi

pramérna relativni exprese mRNA kazdého genu a ptislusné p hodnoty.

Tabulka ¢. 19 - Primérna relativni exprese mRNA markerl u nadord pacientd rozdélenych dle konzumace

alkoholu a pFislugné p hodnoty. Cervené zvyraznény p-hodnoty blizici se hladiné vyznamnosti.

Marker | Alkohol P-hodnota

Ano (n=30) | Ne (n=10)

ASPH 4,829 3,844 0,1780
VEGFa | 4,188 3,109 0,0521
P4HA1l | 3,400 2,738 0,1243
HIF2a 8,898 9,730 0,4244
HIFla 5,011 5,335 0,6312
GLUT1 | 2,363 1,951 0,4374
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5.5 IHC-P

5.5.1 Testovani a optimalizace protilatek

Pro otestovani specificity vybranych protilatek jsem prvné vyuzila zdravou tkan tonsily nebo
jater. Typ tkdné jsem zvolila dle miry exprese daného proteinu ve tkadnich podle webu The

Human Protein Atlas (dostupné z: https://www.proteinatlas.org/ [cit. 16.7.2022]).

Otestovala jsem celkem 14 protilatek. Po jedné pro kazdy z markert HIF1a, Notch celkovy,
aktivovany Notch, CA9, GLUT1, MMP9, MMP13, SRC celkovy a SRC fosforylovany. Pro ASPH
jsem otestovala celkem 5 rlznych protilatek. Pro protilatky VEGFa a cytokeratin jsem
testovani neprovadéla, protoze jiz byly rutinné pouzivany v nasi laboratofi. Protilatky znacici

dostatecné silné a specificky jsem dale optimalizovala na vzorcich HNSCC.

Pro nastaveni prvniho pokusu pro danou protilatku jsem se fidila informacemi od vyrobce. U
vétsiny protilatek bylo k dispozici doporucené fedéni, pripadné i pufr AR6/AR9. V pfipadé, ze
zadné vstupni informace nebyly k dispozici, jsem vzdy volila fedéni primarni protilatky 1:100
a inkubaci pres noc pfi 4 °C. Pocatecni €as vareni v pufru byl vidy nastaven na 15 minut. Pro
testovani a optimalizace protildtek jsem vyuZivala Opal fluorofor 570. V ptipadé
nespecifického barveni, pfilis vysokého signalu nebo pozadi jsem zkousela rGzna redéni
primarni protilatky, Opal fluoroforu a také jsem vyzkousela vidy oba typy pufru. Pfiklad

nespecifického znaceni protilatkou Notch na tonsile je na Obrdazku €. 17, priklad specifického

znaceni protilatkou ASPH NBPII na Obrazku €. 18.

Obrazek €. 17 - Testovani protilatky aktivovany Notch, tonsila, nespecifické barveni, vlevo v pufru A9, vpravo

ARG, zvétseni 10x20.
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Opal 570

Obrazek ¢. 18 - Testovani protilatky ASPH NBPII, tonsila, specifické znaceni, zvétSeni 10x20.

Dalsim krokem bylo otestovani protilatek na nadorové tkani jater. Toto testovani jsem
vyuzila pro protilatky CA9, ASPH-F7, ASPH-CASS a ASPH-A10, jejichZz specifita nebyla na
zdravé tkani optimalni. Tyto proteiny maji v nadorové tkani vyssi expresi a bylo vhodné na

jednom typu tkané porovnat jejich znaceni nddorové a zdravé tkané.

Protokol pro barveni kazdou z vybranych primarnich protilatek jsem dale optimalizovala na
vzorcich HNSCC. Protilatka pro HIF1la znadila specificky a silné jiz v poéateénim rfedéni 1:100,
otestovala jsem proto moznost inkubace primarni protilatky 1 hodinu pfi RT. | pfi hodinové
inkubaci byla sila signdlu dostatecnd. Protilatka pro celkovy Notch se vazala specificky a
signal byl dostatecné silny. Oproti tomu se protildtku pro aktivovany Notch optimalizovat
nepodafilo. Protildtku pro CA9 jsem na nddoru jater nedetekovala, na vzorku HNSCC barvila
ale specificky a signal byl dostatec¢né silny. Znaceni protilatkou GLUT bylo specifické a silné jiz
od prvniho pokusu, Uspésné jsem otestovala i barveni pfi hodinové inkubaci pti RT. Pro
protildtku MMP9 i MMP13 se vice osvédcil pufr AR9, barveni bylo také specifické a
dostatecné silné. Protildtka pro celkovy SRC barvila specificky pfi fedéni 1:300.

Fosforylovany SRC se nepodafilo optimalizovat na Zzadném typu tkdné, zmény fedéni ¢i pufru
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nemély na vysledek vliv. Pro ASPH jsem z testovanych 5 protilatek pro optimalizace vybrala

protilatku NBPII, protoZe jeji barveni bylo nejspecifi¢téjsi. Znacila specificky v fedéni 1:500.

5.5.2 Tvorba a optimalizace multiplexového panelu

Na zakladé biologického vyznamu jednotlivych markerd, jejich predpokladaného vztahu k
ASPH a vysledk( optimalizaci jsme zvolili protilatky ASPH, HIF1a, GLUT1, VEGFa a MMP13
pro zarazeni do multiplexového panelu. Soucasti panelu byl i cytokeratin pro odliseni
nadorové tkané a stromatu a DAPI barvici jadra. Takto bylo tedy obsazeno vSech 7 moznych
pozic multiplexového panelu. Ke kazdé protilatce jsme pfifadili fluorofory dle jejich intenzity
a spektra. Cilem bylo dostatecné rozliSeni signdld jednotlivych protilatek tak, aby se
jednotliva spektra v maximech neprekryvala. Poc¢atecni nastaveni multiplexového panelu se

nachazi v Tabulce ¢. 20.

Tabulka €. 20 - Pocéateéni nastaveni multiplexového panelu dle vysledk(l optimalizace jednotlivych protilatek.

OVN (z angl. overnight) = pres noc, HRPpol = horseradish peroxidase polymer, RT = pokojova teplota.

Primarni protilatka Pufr Sekundarni protilatka | Opal fluorofor

(Fedéni, inkubace) (¢as vafeni) | (fedéni, inkubace) (Fedéni, inkubace)
MMP13 (1:100, OVN, RT) AR9 (30 min) | HRPpol (1:100, 10 min) | 520 (1:100, 10 min)
GLUT1 (1:500, 1 h, 4°C) AR9 (15 min) | HRPpol (1:100, 10 min) | 650 (1:150, 10 min)
VEGFa (1:100, OVN, RT) AR9 (15 min) | HRPpol (1:100, 10 min) | 540 (1:100, 10 min)

ASPH NBPII (1:500, OVN, RT) | AR6 (30 min) | HRPpol (1:100, 10 min) | 620 (1:100, 10 min)
HIF1a (1:300, 1 h, 4°C) AR6 (15 min) | HRPpol (1:100, 10 min) = 570 (1:100, 10 min)
Cytokeratin (1:1000, 1 h, 4°C) | AR6 (15 min) | HRPpol (1:100, 10 min) | 690 (1:100, 10 min)
DAPI - - -

Optimalizace multiplexového panelu jsem provadéla na vzorcich HNSCC. Vidy jsem po
nabarveni vzorku vSemi protildtkami zkontrolovala intenzitu a specifitu jejich signalu a
pfipadné upravila pfislusné fedéni. Béhem optimalizace se mi nepodafilo nastavit idedlni
podminky pro protilatku ASPH NBPII. Vzhledem k vysoké heterogenité signalu mezi riznymi
vzorky HNSCC nebylo moZné zvolit takové redéni protilatky, aby v nddorech se silnym
signalem nepresahovala fluorescence do spektra pfislusiciho jiné protilatce, a zaroven abych
neziskala faleSné negativni vysledky pro nadory s nizSim signalem. Ukazka postupnych
pokust o optimalizaci protilatky ASPH v multiplexovém panelu se nachdzi v Tabulce €. 21,

presvit signalu fluoroforu pro ASPH do spektra jiného fluoroforu ilustruje Obrazek ¢. 17.
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Tabulka €. 21 - Postup optimalizace protilatky ASPH v multiplexovém panelu, zmény zvyraznény oranzové. OVN

(z angl. overnight) = pfes noc, RT = pokojova teplota.

Pokus | Redéni (inkubace, teplota) | Opal fluorofor | pyfr | Pofadivramci | poznamky
c. (Fedéni) panelu

1 500x (OVN, RT) 620 (1:100) AR6 4.

2 800x (OVN, RT) 620 (1:100) AR6 | 5.

3 800x (OVN, RT) 620 (1:100) AR6 | 5. Jiny vzorek
4 1000x (OVN, RT) 620 (1:100) AR6 5.

5 1000x (1 h, 4°C) 620 (1:100) ARG - Monoplex
6 1000x (1 h, 4°C) 620 (1:100) AR6 - Monoplex, jiny vzorek
7 1200x (OVN, RT) 620 (1:100) AR6 - Monoplex
8 1500x (OVN, RT) 620 (1:100) AR6 - Monoplex
9 1200x (OVN, RT) 620 (1:100) AR6 | 5.

10 1000x (OVN, RT) 620 (1:100) AR6 | 5.

11 1000x (OVN, RT) 650 (1:200) AR6 5.

12 1000x (OVN, RT) 570 (1:100) AR6 | 5.

13 1200x (OVN, RT) 570 (1:150) AR6 | 5.
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Obrazek €. 17 - Problém s optimalizaci protilatky ASPH na multiplexovém panelu. Modfe jadra (DAPI), zelené
Opal 540 — VEGFa, oranZové Opal 570 — ASPH NBPII. a) signaly obou fluorofor(, b) signal ASPH NBPII c) signal
VEGF.

Na zakladé téchto vysledkl jsme se rozhodli pro rozdéleni protilatek mezi dva panely, coz
nam zaroven umozZnilo pfidani dalsi protilatky, MMP9. Vzhledem k moznému vétSimu
rozdilu mezi maximy fluorescence jednotlivych Opal fluoroforli bylo mozné pouzit protilatku
ASPH NBPII, aniz by jeji signal zasahoval do signdlu pochdzejiciho od jiné protilatky. Finalni
nastaveni dvou multiplexovych paneld, které jsem pouZzila pro barveni vSech vzorkd analyzy

se nachazi v Tabulce €. 22. Protilatka MMP9 byla optimalizovand v fedéni 1:600. Béhem
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zpracovani vzork( jsem zacala pouzivat novou protilatku, kterd znacila silngji, fedéni jsem

proto zménila na 1:900.

Tabulka €. 22 - Nastaveni dvou multiplexovych paneld pro findlni analyzy. OVN (z angl. overnight) = pfes noc,

HRPpol = horseradish peroxidase polymer, RT (z angl. room temperature) = pokojova teplota.

Panel | Primarni protilatka Pufr Sekundarni protilatka | Opal fluorofor
(Fedéni, inkubace, teplota) (Cas vareni) | (fedéni, inkubace) (Fedéni, inkubace)

A VEGFa (1:150, OVN, RT) AR9 (30 min) | HRPpol (1:100, 10 min) | 540 (1:200, 10 min)
HIF1la (1:200, 1 h, 4°C) ARG6 (60 min) | HRPpol (1:100, 10 min) | 520 (1:100, 10 min)
ASPH (1:1200, OVN, RT) AR6 (15 min) | HRPpol (1:100, 10 min) | 620 (1:100, 10 min)

Cytokeratin (1:1000, 1 h, 4°C) | AR6 (15 min) | HRPpol (1:100, 10 min) | 690 (1:200, 10 min)

DAPI - - -
B MMP13 (1:200, OVN, RT) AR9 (30 min) | HRPpol (1:100, 10 min) | 650 (1:150, 10 min)
GLUT1 (1:600, 1 h, 4°C) AR9 (15 min) | HRPpol (1:100, 10 min) | 520 (1:150, 10 min)
MMP9 (1:900, OVN, RT) AR9 (25 min) | HRPpol (1:100, 10 min) | 570 (1:150, 10 min)

Cytokeratin (1:1000, 1 h, 4°C) | AR6 (30 min) | HRPpol (1:100, 10 min) | 690 (1:200, 10 min)
DAPI - - -

Na Obrazku €. 18 je priklad vzorku nabarveného vSemi protilatkami panelu A a panelu B, vzdy
pro HPV- i HPV+ vzorek nadorové tkané a na Obrdazku ¢. 19 je ukazano znaceni jednotlivymi

protilatkami na vzorku HNSCC.
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Obrazek ¢. 18 - Multiplexové barveni vzork( HNSCC, oznaceno pismenem panelu a HPV statusem. Zvétseni

10x20. Cervené Opal fluorofor 690 — cytokeratin, modie DAPI — jadra, to pro = autofluorescence. Panel A:
tyrkysoveé Opal fluorofor 520 - HIF1a, zelené Opal fluorofor 540 — VEGFa, Zluté Opal fluorofor 620 — ASPH. Panel
B: rliZové Opal fluorofor 520 — GLUT1, Zluté Opal fluorofor 570 — MMP9, zelené Opal fluorofor 650 - MMP13.
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b) GLUT1 c) HIF1a

Obrazek €. 19 — Znaceni vzorku HNSCC ve zobrazeni pro jednotlivé protilatky. Zvétseni 10x20, a) Opal fluorofor
620 — ASPH, b) Opal fluorofor 520 — GLUT1, c) Opal fluorofor 520 - HIF1a, d) Opal fluorofor 540 — VEGFa e) Opal
fluorofor 570 — MMP9, f) Opal fluorofor 650 - MMP13.

5.5.3 Kontroly pro IHC-P

Pro ovéreni, Ze nedochazi ke kolizi signall od jednotlivych protilatek jsem vyuzila software
Phenoptr reports. Zkontrolovala jsem, Ze prekryvy spekter jednotlivych fluoroford jsou mensi
nez 10 %. Hranice 10 % byla prekrocena pouze v pfipadé cytokeratinu (Opal fluorofor 690) a
MMP13 (Opal fluorofor 650). Vzhledem k zcela odliSnému vzoru barveni téchto dvou
protilatek a moZnosti jednoznaéného odliseni signdld nebylo zapotfebi Zadnych ulprav
nastaveni panelu. RovnéZ je zapotrebi zohlednit, Ze tato kontrola méla pouze orientacni ucel
a byla provedena pouze na dvou vzorcich. Primarni kontrolou bylo stale vizudlni rozliseni

jednotlivych signdli béhem kontroly v programu InForm.

Dale jsem provedla kontrolu, pfi které jsem nahradila primarni protilatku diluentem, tzv. no
primary kontrola. Takto jsem ovéfila specifitu vazby sekundarni protilatky (Obrazek €. 20). Na
obrazku je viditelna pouze autofluorescence tkané, vynechanim primarni protilatky nedoslo

k vazbé sekundarni protilatky a Opal fluoroforu.
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Obrazek €. 20 - No primary kontrola pro ovéreni specifity sekundarni protilatky, a) zobrazeni autofluorescence

tkané (to pro), b) autofluorescence skryta.

Dale jsem otestovala, zda po vareni v AR pufru dochazi k UpInému odmyti komplexu primarni
a sekundarni protilatky (tzv. stripovaci kontrola). Dle nastaveni multiplexovych paneld jsem
provedla barveni primarni protilatkou, sekundarni protilatkou, pfislusnym Opal fluoroforem,
a po odmyti protilatky vafenim v AR pufru jsem sklo inkubovala se sekundarni protilatkou a
Opal fluoroforem pro nasledujici protildtku v panelu. Nepfitomnosti signdlu tohoto
kontrolniho fluoroforu jsem ovéfila, Ze vidy dochazi ke kompletnimu odmyti primarni

protilatky pred znacenim nasledujici protilatkou (Obrazek €. 21)

Obrazek €. 21 - Stripovaci kontrola pro GLUT1 protilatku, modfe jadra (DAPI) a) riZové Opal fluorofor 520 pro

GLUT1, b) oranZové Opal fluorofor 570, pouze nespecifické znaceni s velmi nizkou hladinou signalu.

Pro potvrzeni specifity vazby primarnich protildtek jsem provedla izotypovou kontrolu

znacenim izotypem odpovidajici dané protilatce. Znaéeni primarni protilatkou pro izotypy
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bylo budto nespecifické nebo protilatka tkan vibec neznacila, ¢imzZ jsem potvrdila specifitu

primarnich protilatek (Obrazek ¢. 22).

Obrazek €. 22 - Izotypova kontrola pro MMP9 — mysi izotyp IgG2, modie jadra (DAPI), oranZzové Opal fluorofor
570 — mysi 1gG2.

5.5.4 Analyza vysledki

Segmentaci tkané, bunék a fenotypizaci jsem provedla v programu InForm 2.6.0. (Akoya
Biosciences, USA) (Kap. 4.4.2). Na 20 reprezentativnich fotografiich jsem program
natrénovala na rozliSeni nadorové tkané od stromatu a pozadi. Nador reprezentovaly buriky
znacené DAPI a cytokeratinem, stroma buriky znacené pouze DAPI a za pozadi byla oznacena

oblast bez signalu DAPI (Obrdzek €. 23).

a)

Obrazek €. 23 - Segmentace tkané pro nador 443, a) Cervené cytokeratin, modie DAPI, b) segmentace tkané —

Cervené nador, zelené nadorové stroma a modre pozadi.
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Dale jsem na stejném souboru fotografii natrénovala program pro rozliSeni jednotlivych
bunék — jejich jader, cytoplazmy a membrany (Obrazek ¢. 24). Pro presnéjsi rozliSeni jsem

ménila nastaveni velikosti jader, intenzity DAPI, citlivosti segmentace a vzddlenosti

cytoplazmy od jadra, dokud program spolehlivé nerozliSoval jednotlivé buriky.

Obrazek €. 24 - Segmentace bunék pro nador 443 — zelené jadra, barevné cytoplazma ohrani¢ena cervené

membranou.

Pro fenotypizaci jsem ru¢né oznacovala bunky pozitivni a negativni na znaceni danym
markerem dle sily signalu (Obrazky ¢. 25 a 26). Po oznaceni pfiblizné 30 pozitivnich a 30
negativnich bunék jsem program nechala rozlisit fenotypy zbylych bunék. Poté jsem vidy
provedla kontrolu, v pfipadé nepresnosti jsem pro danou burku prenastavila fenotyp a
program pretrénovala. Kontrolu jsem opakovala, dokud program presné nerozliSoval

vSechny fenotypy pro vsechny fotografie z trénovaciho souboru.
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Obrazek €. 25 - a) rliZové Opal fluorofor 520 - GLUT],

pozitivni bunky, bile negativni bunky.

Obrazek €. 26 - a) zelené Opal fluorofor 650 — MMP13, modre jadra (DAPI), b) fenotypizace pro MMP13 —

zelené pozitivni bunky, bile negativni bunky.

Priprava fotek a segmentace tkdné a bunék spolu s fenotypizaci tvofi algoritmus. Tento
algoritmus jsem vyuzila pro vyhodnoceni 20 HPV+ a 20 HPV- ndadorl, od kazdého vidy 3

reprezentativnich fotografii.

Segmentaci tkané jsem ziskala plochu ndadoru, stromatu a pozadi, a fenotypizaci pocty
pozitivnich bunék, ze kterych jsem v programu Excel (verze 2206) vypocitala pocty
pozitivnich bunék na mm?. Pro zjisténi rozloZeni dat jsem pouZila Shapiro-Wilkiv test.
Vzhledem k tomu, Ze nebylo prokazano normalni rozlozeni u dat pro vSechny protilatky, jsem
pro analyzy vyuZivala neparametrické testy. Pro kazdy marker jsem pomoci parového

Wilcoxon testu porovnala pocty pozitivnich bunék na mm?2 v nddoru a stromatu (Obrazek &.
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27). ASPH pozitivni bunky byly signifikantné vice zastoupeny v nadoru (p<0,0001), stejné tak
HIF1a (p<0,0001) a GLUT1 pozitivni buriky (p<0,0001). MMPs pozitivnich bunék bylo vice ve
stromatu — MMP13 s p<0,0001 a MMP9 s p=0,0200. Pro znak VEGF jsem nezaznamenala

zadny signifikantni rozdil.

20000 * 5k %
Bl Tumor

Bl Stroma

Pozitivni buriky/mm2

ASPH GLUT1 HIFla VEGFa MMP13 MMP9

Obrazek €. 27 - Porovnani poctu pozitivnich bunék v nadoru (Cervené) a stromatu (modre), * = p < 0,05, *** =p

< 0,0001, hladina vyznamnosti p < 0,05. Chybové Usecky — stfedni chyba prameéru.

Pro porovnani poc¢tu pozitivnich bunék na mm? pro kaidy z detekovanych proteind mezi
HPV+ (n=20) a HPV- (n=20) skupinami nadorl jsem pouzila neparametricky Mann-Whitney
test, stejné jako pro vSechny dalsi analyzy ve zbytku této kapitoly. Vysledky se nachazi
v Tabulce €. 23 a na Obrazku ¢. 28 Detekovala jsem signifikantné vyssi pocet bunék

pozitivnich na ASPH, HIFla, MMP13 a GLUT1 u HPV+ nadoru.
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Tabulka €. 23 - Porovnani medidn( poctu pozitivnich buné&k na mm? mezi HPV+ (n=20) a HPV- (n=20) skupinami,

zelené p-hodnoty nad hladinou vyznamnosti, oranzové p-hodnoty bliZici se hladiné vyznamnosti.

Median celkového pozitivniho

poéet bunék na mm?

Median

poctu

bunék na mm? v nadoru

pozitivnich | Median

poctu  pozitivnich

bunék na mm? ve stromatu

Marker | HPV+ HPV-

(n=20) | (n=20)

ASPH 7185 3412
GLUT1 12463 6584
HIFla 6794 1986
VEGFa 155 555

MMP13 | 5436 2750

P-hodnota | HPV+
(n=20)

0,0402 12649
<0,0001 15891
0,0013 10172
0,0922 243
0,0491 4229
0,6205 172

* k%

1

]; * ¥

— 1

HPV- P-hodnota
(n=20)
4651 0,0087
7535 <0,0001
2308 0,0002
726 0,0685
1758 0,0859
155 0,6837

*

1

HPV+
(n=20)
2013
9877
3142
145
7144
714

MMP9 522 249
20000 -
™~
=
£ 15000 ,
I —
]
3 10000-
c
=
el
= 5000+
o
o
0 1 |

%%.ﬁ%+

ASPH GLUT1 HIFla VEGFa MMP13 MMP9

HPV- P-hodnota
(n=20)

2583 0,5831
5857 0,0009
992 0,1143
321 0,3272
4563 0,0524
365 0,5831

=1 HPV+
=3 HPV-

Obrazek €. 28 - Porovnani median( celkového poctu pozitivhich bunék na mm? mezi HPV+ (n=20) a HPV- (n=20)

skupinami, zelené HPV+, Zluté HPV-, * = p < 0,05, ** = p < 0,01 *** = p < 0,0001, hladina vyznamnosti p < 0,05.

Chybové tsecky — stfedni chyba priméru.

Mezi nadory lokalizovanymi v orofaryngu (n=29) a ndadory dutiny Ustni (n=11) jsem

detekovala signifikantni rozdil v po¢tu pozitivnich bunék na mm? HIF1la a GLUT1, které byly

vice zastoupeny u nador(i orofaryngu (Tabulka ¢. 24).
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Tabulka €. 24 - Porovnani medianl poctu pozitivnich bunék na mm2 u nadord podle jejich lokalizace a pfislusné

p hodnoty. Zelené zvyraznény p-hodnoty nad hladinou vyznamnosti, hladina vyznamnosti p < 0,05..

Marker | Orofaryng (n=29) | Dutina ustni (n=11) | P-hodnota

ASPH 5399 3202 0,1025
GLUT1 11345 6574 0,0011
HIFla 6192 1239 0,0070
VEGFa 242 345 0,8630
MMP13 | 4783 2551 0,1854
MMP9 | 195 524 0,3689

Déle jsem porovnala pocty pozitivnich bunék na mm? pro kazdy z vybranych markerd hypoxie
u nadorl rozdélenych dle jejich stadia do dvou skupin — stadium | (n=20) a stadium II-IV
(n=20). VEGFa proteinu jsem detekovala vice u nadorl vysSiho stadia, oproti tomu

pozitivnich bunék na HIF1la a GLUT1 bylo u nddor( stadia | (Tabulka ¢. 25).

Tabulka €. 25 - Porovnani median( pocCtu pozitivnich bunék na mm2 u nadorud podle jejich stadia a pfislusné p

hodnoty. Zelené zvyraznény p-hodnoty nad hladinou vyznamnosti, hladina vyznamnosti p < 0,05..

Marker | Stadium | (n=20) | Stadium II-IV (n=20) | P-hodnota

ASPH 4810 3412 0,2012
GLUT1 12168 6969 <0,0001
HIF1la 6632 2241 0,0460
VEGFa 131 727 0,0134
MMP13 | 4146 3573 0,7180
MMP9 | 522 245 0,4945

Pfi porovnani poétu pozitivnich bunék na mm? mezi nadory kufaka (n=30) a nekufakd (n=10)
jsem detekovala signifikantné vyssi zastoupeni bunék pozitivnich na VEGFa u kuraka.

Vysledky se nachazi v Tabulce €. 26.
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Tabulka €. 26 - Porovnani medianli po¢tu pozitivnich bunék na mm? mezi nadory pacientd, ktefi se oznadili

(n=30) a neoznacili (n=10) za konzumenty alkoholu. Zelené zvyraznény p-hodnoty nad hladinou vyznamnosti,

hladina vyznamnosti p < 0,05.

Marker | Koureni

Ano (n=30)
ASPH 4339
GLUT1 | 8735
HIFla 3910
VEGFa 446
MMP13 | 4112
MMP9 | 448

Ne (n=10)

4816
9121
4734
113
4523
344

P-hodnota

0,7939
0,5079
>0,9999
0,0303
0,9388
0,6556

Nakonec jsem porovnala poéty pozitivnich bunék na mm? mezi nadory pacientd, ktefi se

oznacili (n=30) a neoznadili (h=10) za konzumenty alkoholu. Vysledky se nachazi v Tabulce €.

27. Pro zadny z detekovanych marker( jsem nezaznamenala signifikantni rozdil mezi témito

dvéma skupinami.

Tabulka €. 27 - Porovnani medianl poctu pozitivnich bunék na mm2 mezi nadory pacientd, ktefi se oznacili

(n=30) a neoznacili (n=10) za konzumenty alkoholu, hladina vyznamnosti p < 0,05..

Marker | Alkohol

Ano (n=30)
ASPH 4184
GLUT1 | 8357
HIFla 2786
VEGFa | 372
MMP13 | 4000
MMP9 | 396

Ne (n=10)

4590
12005
6353
211
4146
512

P-hodnota

0,9144
0,0721
0,5279
0,5240
0,9144
0,4139
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6 Diskuse

Ve své praci jsem se zaméfila na detekci exprese ASPH a vybranych marker( hypoxie
v nadorech hlavy a krku rGizné etiologie, jak na irovni mRNA pomoci kvantitativni PCR, tak na
urovni proteinl pomoci multispektralni imunohistochemie. Markery hypoxie byly vybrany
dle jejich mozného vztahu s ASPH, kterda je u nds vlaboratofi aktudlné studovana
v souvislosti s moZznym protinddorovym uUcinkem inhibitori tohoto enzymu. Vysledky
exprese mRNA a proteinu studovanych znak( se az na vyssi expresi VEGFa u HPV- HNSCC
liSily. Prokazala jsem signifikantné vyssi expresi mRNA pro ASPH, VEGFa a P4HA1 u HNSCC
negativnich na HPV. Vysledky z IHC naznaduji, v souladu s vysledky z RT-qPCR, vyssi expresi
proteinu VEGFa u HPV- HNSCC, rozdil vSak neni statisticky signifikantni. Na Urovni protein(

jsem dale pozorovala statisticky vyznamnou vyssi expresi HIF1a a GLUT1 u HPV+ nadord.

ZvySend exprese ASPH, 2-oxoglutarat-dependentni hydroxylazy, je vyznamnym negativnim
prognostickym faktorem v mnoha typech solidnich nadorl (Kanwal et al., 2020). Nadory
s vysokou expresi ASPH se vyznacCuji vySsi invazivitou a agresivnim chovanim. V posledni
dobé byly vyvinuty malé molekuldrni inhibitory ASPH umoznujici cilenou Iécbu nador(
s vysokou expresi tohoto proteinu (Kanwal et al., 2020). V HNSCC role ASPH zatim zkoumdna
nebyla. ASPH mUzZe v burnce slouZit jako sensor hladiny kysliku a vysledky studii naznacuji, ze
je v hypoxii prostfednictvim HIF1 posilovdna jeji transkripce (Lawton et al., 2010; Chang,
Forde and Lai, 2019). Expresi ASPH jsem v HNSCC detekovala na urovni mRNA i proteinu.
Vyssi exprese ASPH proteinu byla zjiSténa v nddoru oproti stromatu (p<0,0001) u HPV+ i
HPV- HNSCC. Detekce ASPH na mRNA a proteinové Urovni vSak ukazala diskrepantni
vysledky. Ve své studii jsem prokdazala vyssi expresi ASPH proteinu u HPV+ HNSCC (p=0,0402)
zatimco na Urovni mRNA jsem detekovala vice ASPH u HPV- HNSCC (p=0,0163). U HPV+
nadord HNSCC jsem zjistila i vySsi expresi proteinu HIF1la, u néhoZ bylo prokazano, ze HPV
onkoprotein E6 stabilizuje tento faktor a zaroven tento protein pozitivné ovliviuje
transkripci ASPH. Rozdilné vysledky detekce ASPH na urovni proteinu a mRNA Ize alespon
Castecné vysvétlit i limitaci jednotlivych metod. Zatimco IHC rozliSuje kompartmenty a
buriky, kde dochazi k produkci proteinu, detekce mRNA je provadéna po izolaci RNA ze vSech
bunék ziskanych z nddoru. Na diskrepanci vysledkd by mohly mit vliv dalsi faktory ovliviujici
expresi ASPH, napfriklad regulace translace prostfednictvim miRNA (Yao, Liu and Huang,

2018). Pro cileni lé¢by nadord malymi molekulami zamérenymi na ASPH je dulezita jeji
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exprese predevsim na proteinové Urovni. Moje predbézné vysledky naznacuji, Ze by z této
|é¢by vice profitovali pacienti s HNSCC HPV+. Tyto predbéiné vysledky je vSak tfeba ovéfit na
vétsSim poctu vzorkl. Zajimavé je téZ studium vlivu vyssi exprese ASPH enzymu na progndzu
pacientl s HNSCC. V soucasnosti se pravé na tyto otazky zamérujeme a rozSifujeme pocet
analyzovanych material( a vysledky ziskané na rozsiteném souboru pacientli ndm zaroven

umozni provést analyzu prezivani, nebot sledovani pacientll ve studii je jiz nyni pétileté.

Mezi proteiny, jejichZ aktivita je ovlivnéna ASPH patfi mimo jiné MMPs. V nasi studii jsem
detekovala vice bunék pozitivnich na MMP9 a MMP13 u HPV+ HNSCC, ale rozdil oproti
expresi téchto proteind u HPV- HNSCC byl statisticky vyznamny jen pro MMP13 (p=0,0491).
Toto je dosud prvni studie, kterd studovala vliv HPV statusu na expresi MMPs u HNSCC. U
nadoru cervixu asociovanych s HPV byla ukdzana zvysena exprese MMPs oproti zdravé tkani
cervikalniho epitelu (Davidson et al., 1998). Analyza exprese MMPs na bunécnych liniich
odvozenych od nadoru délozniho cipku vyvolaného HPV ukazala, Ze onkoproteiny HPV16, E6
a E7, podporovaly aktivitu MMP1, 2, a 9, ¢imzZ pfispivaly ke zvySené migraci bunék (Zhu, Ye,
& Zhang, 2015).

Negativnim prognostickym markerem HNSCC je také proangiogenni faktor VEGF (Kyzas et al.,
2005). Prokazala jsem vyznamné vyssi expresi VEGFa na urovni mRNA (p<0,0001) a stejny
trend (p=0,0922) na urovni proteinu ve skupiné HNSCC negativnich na HPV. Tyto analyzy jsou
v souladu s predchozimi vysledky z nasi laboratore, kde bylo detekovano signifikantné vice
VEGFa pozitivnich bunék u HPV- HNSCC (Pokryvkova et al., 2020). Vyssi expresi VEGF u HPV-
HNSCC detekovali i dalsi autoti (Baruah et al., 2015; Karpathiou et al., 2019), jini vSak tento
rozdil v souvislosti s etiologii nddoru neprokazali (Troy et al.,, 2013, Fei et al.,, 2009). Je
mozné, ze diskrepantni vysledky studii Ize alespon ¢aste¢né pficist i metodice detekce HPV.
Napfriklad Troy a kol. ve své studii detekovali HPV metodou in situ hybridizace, kterd je malo
citlivd a pomoci této metody nelze urcit, zda se v pripadé pozitivity jedna o aktivni virovou

infekci.

Na urovni proteinu jsem u HPV+ HNSCC prokazala (p=0,0013) vyssi mnozstvi HIF1a, hlavniho
reguldtoru bunécné odpovédi na zmény hladiny kysliku. Jednim z mechanism(, ktery by
mohl vést k rozdilnému mnoiZstvi proteinu HIFla mezi HPV+ a HPV- nadory, je pfima

interakce HPV onkoproteinu E6 s podjednotkou HIFla, ktera ma za ndsledek snizeni
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interakce HIFla s proteinem VHL, coZ vede ke stabilizaci podjednotky a nasledné k vyssi
aktivité HIF1 a posileni glykolyzy (Guo et al., 2014b). Az 7,2x vice proteinu HIFla v HPV+
liniich oproti HPV- liniim odvozenych od HNSCC bylo detekovano bez ohledu na hladinu
kysliku (Knuth et al., 2017). Jina studie také na bunécnych liniich odvozenych od HNSCC ale
ukdzala vyssi expresi HIFla na urovni proteinu i mRNA u HPV- linii (Jung et al., 2017).
ZvySend exprese proteinu HIFla byla pozorovana u nadorl cervixu, které jsou témeér ve
100 % asociované s HR HPV infekci (Bachtiary et al., 2003). Vzhledem k tomu, Ze HIFla je
regulovan na urovni proteinu (Nakazawa, Keith and Simon, 2016), rozdil mezi skupinami

nemusi byt na Urovni exprese mRNA patrny.

V souladu s vyssi expresi proteinu HIFla jsem u HPV+ HNSCC detekovala vice proteinu
prenasece glukdzy GLUT1 (p<0,0001), ktery je pozitivné regulovany HIF1. Na Urovni mRNA
jsem rozdil mezi HPV+ a HPV- skupinami neprokazala. Jiné studie, které se zabyvaly detekci
GLUT1 v HNSCC bez ohledu na HPV status ukazaly, Ze exprese proteinu byla zvySend ve vSech
téchto nadorech (Mellanen et al., 1994; Li et al., 2008). ZvySend hladina proteinu GLUT1 je
typicka pro tfadu dalSich malignit (Szablewski, 2013). V nddorech cervixu byla pozorovana
soucasné zvySena exprese mRNA i proteinu GLUT1 oproti zdravé tkani (Rudlowski et al.,
2003). Déle byla vtéchto nadorech prokazana role tohoto proteinu jako nezdvislého
negativniho prognostického faktoru (Kim and Chang, 2019). Ve vzorcich od pacient(
s nadory plic byla zvySena exprese mRNA i proteinu GLUT1 pozorovana v souvislosti s aktivni

infekci HPV (Fan et al., 2016).

Protein P4HA1 je pozitivné regulovany prostrednictvim faktoru HIF1 (Cao, Cao, Li, Zhang, &
Zhu, 2019; Kappler et al., 2017). U HNSCC byla exprese mRNA P4HA1 identifikovana jako
nezavisly marker hypoxie, a zaroven byl tento znak vyhodnocen jako negativni prognosticky
marker (Kappler et al., 2017; Tawk et al., 2016). V nasi studii jsem prokazala vyssi relativni
expresi mMRNA P4HA1 u HPV- HNSCC (p=0,0139). Tento vysledek koresponduje se zavéry
autorq, kteri pozorovali vyssi expresi mMRNA P4HA1 u HPV- HNSCC rlznych lokalizaci (Q. Li et
al.,, 2020). Vzhledem k prognostickému vyznamu mRNA P4HA1l by bylo vhodné doplnit
vysledky téZz na uUrovni detekce proteinu. Prognosticky vyznam mRNA P4HA1 ovéfime ve
studii, kterd pravé v laboratofi probiha a jejimz zdkladem jsou pilotni data z mé diplomové

prace.
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Na HPV- bunécnych liniich odvozenych od HNSCC byla normoxii pozorovana zvysena exprese
MRNA marker( hypoxie HIF1la, PDK a CA9, coZ bylo v souladu se zvySenym metabolismem
glukdzy a produkci laktatu (Jung et al., 2017). HPV+ bunécné linie oproti tomu vice vyuzivaly
mitochondridlni respiraci a mély zvySenou hladinu cytochromu C. Pozorovani, Zze HPV+
HNSCC jsou méné hypoxické podporuji i vysledky dalsi studie, jejiz autofi ve vzorcich téchto

nadord detekovali nizsi relativni expresi mRNA HIFla, GLUT 1, 3 a P4HA3 a rovnéZ niZsi

mnozstvi proteinu CA9 (Hanns et al., 2015).

Mé vysledky ukazuji na vyssi expresi mRNA markerd hypoxie u HPV- HNSCC, na urovni
proteinl ale ukazuji na vyssi mnozstvi markert hypoxie u HPV+ HNSCC. Pri detekci marker(
hypoxie je vyznamnéjSi mira jejich exprese na urovni proteint, jelikoz nékteré ztéchto
proteinli jsou regulovany posttranslacné. Jednim z moznych davod( diskrepance téchto
vysledk( je heterogenita nddor(i. Nadory jsou obecné co do transkriptomu, proteomu a
metabolismu ¢asto vysoce heterogenni. Stejné tak i exprese marker( hypoxie mlze v ramci
nadoru vykazovat znacnou heterogenitu (Kidd and Grigsby, 2008; Gerlinger et al., 2012;
Mangano et al., 2015); (lakovlev et al., 2007). V neposledni fadé mohou byt vysledky
ovlivnéné i charakterem hypoxie v nddorech (akutni vs chronickd), coz dale ovliviiuje fenotyp
nadoru (Chan et al., 2008). V mé studii jsem pro ucely detekce exprese mRNA izolovala RNA
ze vSech bunék nadoru i z bunék infiltrujicich naddor. Oproti tomu metoda IHC umozniuje

analyzovat jednotlivé ¢asti nadoru a zohlednit tak Iépe jejich heterogenitu.

Virové indukované nadory odpovidaji Iépe na lé¢bu (kap. 3.3.3.1), a zaroven bylo ukdzano, ze
hypoxické ndadory byvaji radiorezistentni (kap. 3.1.1). Ve studii jsem ale prokazala vyssi
expresi proteinovych markerl hypoxie (HIFla, GLUT) pravé u HPV+ HNSCC, u kterych je
obvykle lepsi odpovéd na |écbu. Jednim z moznych vysvétleni by mohlo byt snizeni Urovné
proteinli Ucastnicich se oprav DNA v hypoxii, coz by mohlo mit za nasledek zvysSenou
radiosenzitivitu téchto bunék (Hill et al., 2015). Odpovéd HNSCC r(izné etiologie na Iécbu
také ovliviuje fada dalsich faktor(, jako je napriklad vék pacient(, protinadorova imunitni

odpovéd nebo rozdily v mechanismu inaktivace tumorsupresorovych gent (kap. 3.3.3).

Vysledky porovnani exprese hypoxickych markert a ASPH u HNSCC rozdélenych do skupin
dle jinych rizikovych faktor( a klinicko-patologickych charakteristik, nezZ je infekce HPV, jsou

pro tento analyzovany soubor pacientll omezeny nestejnym zastoupenim HPV+ a HPV-
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nadord ve skupinach. ProtoZe je HPV infekce vyznamné spojena s nadory HNSCC v oblasti
orofaryngu, dale ve skupiné nadorU stddia | prevladaji HPV+ nddory a ve skupiné
kurakl/konzumenttd alkoholu naopak HPV- nadory, vysledky dalsich analyz tim mohou byt
ovlivnény. Po rozsiteni souboru bude na vysledky aplikovdna pokrocild statistika pro zjisténi
nezavislosti jednotlivych proménnych, jako je HPV infekce, vék pacientl, lokalizace nebo

napftiklad stadium nadoru.

Ve své prdci jsem porovndvala vliv stadia nador( podle jejich patologické klasifikace (pTNM)
(stddium 1 vs. 1I-1V) na expresi ASPH a marker( hypoxie. Na Urovni mRNA byly signifikantné
vice exprimovany ASPH (p=0,0051) a VEGFa (p=0,0103) u skupiny pokrodilejSich nadoru
stddia II-IV oproti nddorlm stadia I, stejné tak VEGFa i na urovni proteinu (p=0,0134).
Shodné pozorovani ukazala studie na 69 pacientech s HNSCC, ve které detekovali VEGFa na
proteinové urovni (Kyzas et al., 2005). Ve studii zabyvajici se expresi ASPH v souvislosti se
stadiem nadoru u pacientl s adenokarcinomem plic detekovali vyssi expresi mRNA ASPH
u pokrocilejSich stadii nadord (Xu et al., 2020). Dle vysledk(i vyzkum( na jinych typech
solidnich nador(, konkrétné karcinomech tlustého stfeva a hepatocelularnich karcinomech,
bylo u pokrocilejsich stadii detekovano vyssi mnozstvi protein HIF1a resp. GLUT1 (Amann et
al., 2009; Wu et al., 2010). Ja jsem pro oba proteiny prokazala vyssi expresi u nador( stadia |,
coz mohlo byt zplsobeno pravé nestejnym zastoupenim HPV+ a HPV- nadord

v analyzovanych skupinach, 17/20 nadora stadia | bylo pozitivnich na HPV.

Dale jsem porovnavala expresi marker( hypoxie u skupin nadord rozdélenych dle lokalizace
na oblast orofaryngu (orofaryng, kofen jazyka, tonsily a mékké patro) a oblast dutiny Ustni
(télo jazyka, spodina dutiny uUstni nebo retromoldrni oblast). Pozorovala jsem vyssi relativni
expresi mMRNA ASPH, HIF1la, VEGFa i PAHA1 u nador( v dutiné Ustni. Vyssi exprese protein(
HIF1a a GLUT1 byla naopak ve skupiné nador( z oblasti orofaryngu, coz koreluje s jejich vyssi
expresi u HPV+ HNSCC, nebot viechny nadory této lokalizace v mé praci jsou spojeny

s infekci HPV.

Dale jsem zkoumala souvislost koureni a konzumace alkoholu, rizikovych faktort vzniku
HNSCC, s expresi ASPH a markerd hypoxie. Pfi porovndani skupin nador( kurakda a nekuraku
jsem mezi témito skupinami nezaznamenala rozdil v relativni expresi mRNA ASPH ani

hypoxickych marker(. Na Urovni proteinu byl statisticky vyznamny vyssi pocet pozitivnich
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bunék pro VEGFa u kurakl. Na toto pozorovani bude mit pravdépodobné vliv opét nestejné
zastoupeni HPV+ a HPV- nador0 v analyzovanych skupinach (17/20 HPV- vzork( pochazelo

do kufrak), i nestejna velikost téchto skupin.

Mezi konzumenty alkoholu a pacienty, ktefi se za konzumenty alkoholu neoznacili, jsem
neprokazala Zzadny signifikantni rozdil v expresi sledovanych markerd ani ASPH. Vliv
chronického pfisunu alkoholu na hypoxii byl zjistén v mysim modelu, kde vedl k hypoxii jater
(Arteel et al., 1996) a zaroven byla prokazana vyssi exprese mRNA HIFla v jatrech (Zhou et
al., 2013). Vztah hypoxie a kouteni u pacientl s HNSCC naznacuje studie Hoff a kol., kterd
zjistila, Ze koureni zvySuje u téchto pacientld mnozstvi karboxyhemoglobinu, (Hoff, Grau and
Overgaard, 2012). Karboxyhemoglobin znemoznuje prenos kysliku, jeho vy$si mnozstvi by
tedy mohlo vést k celkové hypoxii u kurdkd. Vyssi miru hypoxie u kurak(i podporuje i
pozorovani vlivu nikotinu na zvySeni exprese HIF1la nebo VEGFa v karcinomech nasofaryngu

(Shi et al., 2012).

Uvedené vysledky naznacuji, Zze HPV status HNSCC ma vliv na expresi marker(i hypoxie a
ASPH, coz by mohlo castecné vysvétlit rozdilnou progndzu a odpovéd na |é¢bu u HNSCC
rozdilné etiologie. Analyzy je tfeba nyni provést na vétSim souboru pacientl a pokusit se
vytipovat znak ¢i jejich kombinaci, které by vedle HPV statusu mohly umoznit dalsi stratifikaci

jednotlivych pacientt pro co nejvhodnéjsi individualizovanou lécbu.
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7 Souhrn

Ve své praci jsem provedla charakterizaci vzork( od pacientl s nadory hlavy a krku. Po izolaci
nukleovych kyselin a reverzni transkripci jsem ziskala cDNA. Vzniklou cDNA jsem pouzila pro
detekci HPV onkogenu E6 k uréeni HPV statusu nadoru. Metodou reverzni transkripce s
naslednou kvantitativni PCR jsem stanovila relativni expresi mRNA ASPH a vybranych
hypoxickych marker(i HIFla, HIF2a, GLUT1, VEGFa a P4HA1l. Na modelovych systémech
nador( hlavy a krku jsem optimalizovala metodu multispektrdlni imunohistochemie a
nastaveni dvou multiplexovych panell, kazdy obsahujici 5 fluorescenénich barev. Touto
metodou jsem provedla detekci ASPH a markerl hypoxie HIF1a, GLUT1, VEGFa, MMP13 a
MMP9 na urovni proteinu u stejné kohorty vzork(, kterou jsem analyzovala pomoci
kvantitativni PCR. Porovnala jsem miru exprese téchto marker(i s ohledem na virovou

etiologii nador( a dalsi rizikové faktory ¢i klinicko-patologické charakteristiky.

Potvrdila jsem hypotézu “Ndadory hlavy a krku indukované HPV maji rozdilnou expresi
markerd hypoxie nez nadory hlavy a krku negativni na HPV*, moje vysledky ale jednoznacné
neukazuji na vyssi miru hypoxie u jedné z téchto skupin nadorl. Na urovni mRNA jsem
prokazala vyssi relativni expresi ASPH, P4HA1 a VEGF u skupiny nador0 negativnich na HPV.
Na drovni proteinu jsem detekovala vyssi expresi HIF1a, GLUT1, ASPH a MMP13 u nadoru
pozitivnich na HPV. Pro detekci markerli hypoxie je vyznamnéjsi mira jejich exprese na
drovni proteind, protoze nékteré ztéchto markerd, napf. HIFla jsou regulovany na
proteinové urovni. Jiné markery, napf. GLUT1 jsou v burikdch i na Urovni proteinu pritomny
stdle, podstatné je ale porovnani miry exprese téchto proteinl mezi jednotlivymi skupinami.
Je rovnéz dulezité zminit, Ze nepfima detekce hypoxie prostiednictvim exprese endogennich
hypoxickych markerl nemusi byt ve shodé s vysledky fyzikdlnich metod, napfiklad PET,

méfricich hypoxii pfimo.

Tato prdce rozsifuje poznani o studiu hypoxie u nador( hlavy a krku a ukazuje na jeji moznou
souvislost s virovou etiologii nador(. BlizSi objasnéni tohoto vztahu by mohlo castecné
vysvétlit rozdilnou progndzu pacientl s nadory hlavy a krku pozitivnimi a negativnimi na HPV
a zaroven umoznit vhodnéjsi, vice individualizovanou volbu terapie pro pacienty s témito

nadory.
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