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ABSTRAKT  

Tonzil§rn² karcinomy (d§le TC) zauj²maj² vĨznamnou ļ§st n§dorŢ hlavy a krku a jejich 

incidence v ĻR stoup§. KouŚen² tab§ku a nadmŊrn§ konzumace alkoholu jsou 

povaģov§ny za pŢvodce tŚ² ļtvrtin vġech n§dorŢ hlavy a krku, mezi dalġ² nez§visl® 

rizikov® faktory je dnes jasnŊ Śazena i infekce lidskĨmi papillomaviry (d§le HPV).  

Prezentovan§ pr§ce si kladla za c²l zjistit, zda a jak se navz§jem demograficky liġ² 

skupina HPV pozitivn²ch a negativn²ch pacientŢ, stanovit prevalenci HPV v TC u 

pacientŢ v Ļesk® republice a zjistit, zda je virus v HPV DNA pozitivn²ch n§dorech 

transkripļnŊ aktivn². Dalġ²m c²lem bylo ovŊŚit vhodnost jednotlivĨch markerŢ HPV 

infekce pro pŚesnĨ vĨbŊr pacientŢ s HPV asociovanĨm onemocnŊn²m a stanovit 

prognostickĨ vĨznam tŊchto markerŢ.  

Na souboru 109 pacientŢ s TC jsme provedli detekci HPV DNA v n§dorov® tk§ni a 

pŚ²tomnosti HPV specifickĨch protil§tek v s®ru. Pomoc² dotazn²kŢ jsme z²skali 

informace ohlednŊ rizikovĨch faktorŢ. Pro analĨzu exprese virov® E6 a E2 mRNA a 

imunohistochemickou detekci proteinu p16 a p53 bylo k dispozici 45 ze 109 vzorkŢ. 

Celkov§ prevalence HPV DNA v TC byla 65%. U 93% HPV16 DNA pozitivn²ch 

vzorkŢ byly nalezeny zn§mky transkripļn² aktivity viru. Pomoc² exprese E2 oblasti 

virov®ho genomu jsme zjistili, ģe virus je integrov§n v genomu hostitelsk® buŔky u 64% 

pozitivn²ch vzorkŢ. Exprese proteinu p16 a pŚ²tomnost HPV16 E6/E7 specifickĨch 

protil§tek vysoce korelovala s HPV DNA i RNA pozitivitou. Specifick® pŚeģit² pacientŢ 

s HPV pozitivn²mi n§dory bylo vĨznamnŊ lepġ², neģ pŚeģit² pacientŢ s HPV negativn²mi 

n§dory.  

Naġe pr§ce dokazuje kauz§ln² vztah HPV se vznikem ļ§sti karcinomŢ patrovĨch tonzil, 

definuje klinicky vyuģiteln® markery a ukazuje na prognostickou vĨhodu pacientŢ 

s HPV asociovanĨmi n§dory. VĨsledky pr§ce tak d§vaj² pŚedpoklad k zaļlenŊn² 

poznatkŢ o HPV infekci v orofarynge§ln² oblasti do klinick® praxe. 

Kl²ļov§ slova: lidsk® papillomaviry, tonzil§rn² karcinomy, protil§tky, progn·za 
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SUMMARY  

Tonsillar cancer (TC) presents an important part of head and neck cancers and its 

incidence is rising in the Czech Republic. Cigarette smoking and alcohol abuse are risk 

factors responsible for approximately two thirds of all head and neck cancers. 

Furthermore, a role of human papillomavirus (HPV) as an independent risk factor has 

been demonstrated recently. 

The aims of the present study were to find demographical differences between the group 

of HPV-positive and negative patients, to determine the prevalence of HPV in TC of 

Czech patients and also to find out whether the virus in HPV DNA positive tumors is 

transcriptionally active. Another aim was to test different markers of HPV infection for 

a precise selection of patients with HPV associated disease and to determine the 

prognostic role of these markers. 

A set of 109 patients with primary TC was examined for HPV DNA presence in tumor 

tissue and for the presence of HPV specific antibodies in serum. Data regarding risk 

factors were obtained by questionnaires. Forty-five samples were available for E6 and 

E2 mRNA analysis and for immunohistochemical analysis of p16 and p53 expression. 

The overall prevalence of HPV DNA in TC was 65%. In 93% of HPV16 DNA positive 

samples the virus was transcriptionally active. The E2 expression status has shown that 

in 64% of positive samples the virus is integrated in cellular genom. P16 expression and 

the presence of HPV16 E6/E7 specific antibodies correlated well with HPV DNA and 

RNA positivity. Disease specific survival of patients with HPV positive tumors was 

significantly better than that of patients with negative tumors. 

In addition to providing further evidence of the involvement of HPV infection in the 

etiopathogenesis of a proportion of TC cases, our study demonstrates the prognostic 

advantage of patients with HPV associated tumors. The results of our study clearly 

show that recent findings concerning HPV infection of oropharyngeal region may be 

involved in clinical practice. 

Key words: human papillomavirus, tonsillar cancer, antibodies, prognosis 
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1. ĐVOD 

Souļasn® studie ukazuj², ģe 20-25% dlaģdicobunŊļnĨch karcinomŢ hlavy a krku je 

etiologicky spjato s infekc² vysoce rizikovĨmi typy lidskĨch papillomavirŢ (d§le jen HR 

HPV)
1-3
. Nejvyġġ² prevalence HPV DNA je standardnŊ nal®z§na ve tk§ni karcinomŢ 

patrovĨch tonzil (d§le TC = tonsilar cancer)
4-6
. U t®to podskupiny n§dorŢ se tak® pomoc² 

vedlejġ²ch markerŢ podaŚilo nejsilnŊji prok§zat kauz§ln² souvislost virov® infekce se 

vznikem n§doru.  

Karcinomy hlavy a krku obecnŊ pŚedstavuj² svŊtovŊ pŚibliģnŊ 5 - 7% vġech n§dorovĨch 

onemocnŊn² 
7
. CelosvŊtov® studie uv§dŊj², ģe se roļnŊ vyskytne mezi 400 000 a 500 000 

novĨch pŚ²padŢ a zhruba poloviļn² poļet pacientŢ roļnŊ na toto onemocnŊn² um²r§
7
. 

Incidence n§dorŢ hlavy a krku je pŚibliģnŊ 3-4x vyġġ² u muģŢ neģ u ģen, i kdyģ se tento 

rozd²l u nŊkterĨch n§dorŢ v posledn²ch dek§d§ch lehce st²r§. Lze vysledovat vĨznamn® 

geografick® rozd²ly ve vĨskytu ï obecnŊ jsou tyto n§dory ļastŊjġ² v Indii a v jihovĨchodn² 

Asii, ale i v z§padn² EvropŊ a ve SpojenĨch st§tech americkĨch (kde je pops§na vyġġ² 

incidence u pŚ²sluġn²kŢ afro-americk® rasy neģ u bŊlochŢ). V EvropŊ byla pozorov§na 

vzrŢstaj²c² incidence smŊrem od severu k jihu ï vysokĨ vĨskyt n§dorŢ hlavy a krku je 

tradiļnŊ popisov§n ve Francii, n²zkĨ vĨskyt ve Ġv®dsku
5
 a Finsku

4
. 

 

Hlavn² rizikov® faktory zodpovŊdn® pŚibliģnŊ za 3/4 n§dorŢ jsou kouŚen² cigaret a 

konzumace alkoholu. Jejich souļasnĨm uģ²v§n²m se jednotliv§ rizika nesļ²taj², ale n§sob²
8
. 

Bylo prok§z§no, ģe riziko vzniku n§doru stoup§ s uģitou d§vkou (aģ do urļit® hranice
9
 - jak 

alkoholu, tak cigaret) a d®lkou uģ²v§n²
10, 11

.  

Jako dalġ² moģn® rizikov® faktory, podloģen® menġ²m mnoģstv²m dat, jsou uv§dŊny 

dietn² faktory (zejm®na deficit v pŚ²jmu vitam²nŢ)
12

, ģvĨk§n² tab§ku
13

 nebo betelovĨch 

oŚechŢ
14

. K m®nŊ prŢkaznĨm rizikovĨm faktorŢm patŚ² napŚ²klad uģ²v§n² konop², ¼roveŔ 

¼stn² hygieny a dalġ². řada studi² se zabĨv§ i vztahem individu§ln²ch genetickĨch dispozic k 

riziku vzniku karcinomŢ hlavy a krku
15

. 

 

Hum§nn²m papillomavirŢm, jakoģto nez§visl®mu rizikov®mu faktoru, je vŊnov§na 

samostatn§ ļ§st t®to pr§ce. 
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Pojem "n§dory hlavy a krku" je v literatuŚe pouģ²v§n velmi ļasto, nicm®nŊ je nutn® m²t 

na pamŊti, ģe pŚedstavuje velmi heterogenn² skupinu a to z nŊkolika hledisek. PŚedevġ²m se 

na hlavŊ a krku mŢģe vyskytnout Śada n§dorŢ rŢzn®ho pŢvodu a rŢzn® histologick® 

struktury. V pŚev§ģn® vŊtġinŊ pŚ²padŢ se pojem Ăn§dory hlavy a krkuñ pouģ²v§ ve z¼ģen®m 

vĨznamu pro dlaģdicobunŊļn® karcinomy horn²ch cest dĨchac²ch a polykac²ch. I v r§mci 

t®to kategorie nal®z§me n§dory znaļnŊ odliġn®. Tato heterogenita vġak nespoļ²v§ jen v 

rŢznĨch n§dorovĨch sublokalit§ch, ale i v jejich patologicko-anatomickĨch odliġnostech, 

expozici a vlivu rizikovĨch faktorŢ a v epidemiologickĨch charakteristik§ch. TypickĨm 

pŚ²kladem jsou n§dory nosohltanu, kter® jsou specifick® svĨmi rizikovĨmi faktory a vŊtġinou 

i po str§nce mikroskopick® morfologie. I ze skupiny n§dorŢ s pŚedpokl§danĨmi stejnĨmi 

rizikovĨmi faktory a podobnou morfologi² se pravdŊpodobnŊ budou vyļleŔovat podskupiny 

n§dorŢ se specifickĨmi vlastnostmi, jak o tom svŊdļ² pŚ²klad HPV pozitivn²ch n§dorŢ. 

Identifikace takovĨch podskupin bude patrnŊ v budoucnosti hr§t vĨznamnou roli pŚi volbŊ 

l®ļby, kter§ by mŊla bĨt st§le v²ce individualizov§na aģ k ide§lu terapie Ăġit® na m²ruñ.  

ObecnŊ se zd§, ģe vŊtġ² vĨpovŊdn² hodnotu maj² studie vŊnovan® buŅ jedn® pŚesnŊ 

definovan® sublokalitŊ nebo ty, v nichģ jsou jednotliv® sublokality studov§ny oddŊlenŊ. 

 

Jedn²m z c²lŢ t®to pr§ce bylo vytvoŚit homogenn² soubor, kterĨ poskytne prŢkaznŊjġ² 

vĨsledky neģ soubor heterogenn². Cel§ pr§ce je tedy vŊnov§na podskupinŊ pacientŢ s 

prim§rn²mi tonzil§rn²mi karcinomy, kter® lze ch§pat jako model virovŊ indukovan®ho 

n§doru oblasti hlavy a krku. 

 

1.1 Tonzil§rn² karcinomy 

1.1.1 Epidemiologie 

DlaģdicobunŊļn® tonzil§rn² karcinomy patŚ² mezi nejļastŊjġ² zhoubn® n§dory 

orofarynge§ln² oblasti. Jejich incidence je v souļasn® dobŊ v  Ļesk® republice 3,8/10
5
 u 

muģŢ a 1,1/10
5
u ģen 

16
. VĨskyt tŊchto n§dorŢ neust§le stoup§, za posledn²ch 30 let doġlo 

v ĻR zhruba k trojn§sobn®mu vzestupu incidence a tento rŢst d§le pokraļuje.  

Situace v jinĨch evropskĨch zem²ch a v USA je v podstatŊ podobn§. Ve Finsku stoupla 

incidence TC v posledn²ch pades§ti letech dvakr§t 
4
, ve Ġv®dsku v posledn²ch tŚiceti letech 



11 

 

tŚikr§t
17
. Ve SpojenĨch st§tech americkĨch byl pops§n statisticky vĨznamnĨ meziroļn² 

vzestup incidence TC v posledn²ch 20 letech v kategorii pacientŢ mladġ²ch ġedes§ti let 
18

. 
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Graf 1. VĨvoj incidence TC v Ļesk® republice v posledn²ch 30ti letech; zdroj: 

www.svod.cz
19

 

 

1.1.2 PŚ²znaky a diagnostika 

Dominantn² obt²ģ², se kterou se pacienti vŊtġinou dostav² k l®kaŚi, je dysfagie ļi 

odynofagie, nŊkteŚ² pozoruj² pŚ²tomnost krve ve slin§ch, nebo si stŊģuj² na bolesti 

vystŚeluj²c² do ucha na stranŊ n§doru (zpŢsoben® dr§ģdŊn²m nervus glossopharyngeus). U 

nŊkterĨch pacientŢ mohou bĨt tyto pŚ²znaky zamŊnŊny za z§nŊtliv® onemocnŊn² hltanu a 

nezŚ²dka jsou tito nemocn² opakovanŊ l®ļeni antibiotiky. VarovnĨm sign§lem by v tomto 

pŚ²padŊ mŊla bĨt jednostrannost obt²ģ² a asymetrickĨ n§lez v oblasti tonzil by mŊl bĨt 

prakticky vģdy peļlivŊ vyġetŚen k vylouļen² n§doru. V nŊkterĨch pŚ²padech vġak pacient 

ģ§dn® obt²ģe nem§ a prvn²m pŚ²znakem je aģ objeven² se region§ln² metast§zy. 

Z diferenci§lnŊ diagnostick®ho hlediska se v patrovĨch mandl²ch mohou vedle 

dlaģdicobunŊļnĨch karcinomŢ tvoŚit extranod§ln² lymfomy, popŚ²padŊ adenokarcinomy. 

Benign² n§dory jsou vz§cn®, u dŊt² se mohou vyskytnout hemangiomy nebo lymfangiomy, u 

dospŊlĨch pak nejļastŊji papilomy.  
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Diagnostika tonzil§rn²ch karcinomŢ zaļ²n§ aspekc² a palpac². Pro pomŊrnŊ ļastĨ vĨskyt 

duplicitn²ch tumorŢ, je vģdy nutn® prov®st vyġetŚen² cel® ORL oblasti. Po odbŊru biopsie a 

verifikaci procesu je vŊtġina pacientŢ indikov§na k proveden² panendoskopie v celkov® 

nark·ze k pŚesnŊjġ²mu posouzen² rozsahu a operability n§doru a k vyġetŚen² oblast², kter® 

nejsou dostupn® pŚi ambulantn²m vyġetŚen², jako je napŚ²klad oblast j²cnu.  

Rozsah n§doru a pŚ²tomnost region§ln²ch metast§z zpŚesn² pouģit² zobrazovac² metody - 

nejļastŊji CT (computer tomography = poļ²taļov§ tomografie), v nŊkterĨch pŚ²padech MR 

(magnetick§ rezonance). 

 

1.1.3 L®ļebnĨ postup 

Po proveden² vġech vyġetŚen² je v interdisciplin§rn²m tĨmu rozhodnuto o volbŊ l®ļebn® 

modality. Na Klinice otorinolaryngologie a chirurgie hlavy a krku 1. LF UK a FN Motol je 

nejļastŊji volena u resekabiln²ch n§dorŢ prim§rnŊ chirurgick§ terapie. K dispozici je nŊkolik 

operaļn²ch pŚ²stupŢ, kter® jsou voleny podle rozsahu tumoru. NejkonzervativnŊjġ²m 

postupem je peror§ln² resekce, kter§ se uplatŔuje u velmi malĨch n§dorŢ a u TC pŚich§z² 

v ¼vahu zŚ²dka. ĻastŊji je zde peror§ln² pŚ²stup pouģit v kombinaci s pŚ²stupem zevn²m. 

Dalġ² moģnost² je later§ln² nebo medi§ln² faryngotomie, pŚi kter® je hltan otevŚen na later§ln² 

stŊnŊ nebo ve valekule glosoepiglotick®. Mandibula nen² pŚi tŊchto postupech dotļena a 

pŚedstavuje krani§ln² omezen² operaļn²ho pole. Expozice tonzil§rn² j§my je pŚi later§ln² 

faryngotomii dostateļn§. Pokud se tumor ġ²Ś² krani§lnŊji, je tŚeba zvolit rozs§hlejġ² pŚ²stup. 

T²m je doļasn§ mandibulotomie, pŚi kter® je protnuta mandibula nejļastŊji pŚed vĨstupem 

tŚet² vŊtve trigeminu. řez tak pŚech§z² intraor§lnŊ a oblast tumoru je ġiroce exponov§na. 

V pŚ²padŊ ģe se tumor ġ²Ś² do bezprostŚedn² bl²zkosti mandibuly, k ļemuģ nejļastŊji doch§z² 

v oblasti retromol§rn²ho trigona, je nezbytn® resekovat later§ln² segment mandibuly. Tato 

operace se nejļastŊji nazĨv§ transmandibul§rn² bukofaryngektomie a patŚ² k nejrozs§hlejġ²m 

vĨkonŢm pro TC.  

 

Se vzrŢstaj²c² radikalitou vĨkonu se zvŊtġuj² n§sledky pro pacienta a kles§ kvalita jeho 

ģivota po l®ļbŊ 
20
. Operace ze zevn²ho pŚ²stupu jsou prakticky vģdy spojeny s blokovou 

resekc² krļn²ch uzlin. Pooperaļn² radioterapie, pŚ²padnŊ chemoradioterapie, je indikov§na u 

vŊtġiny pacientŢ na z§kladŊ histologick®ho n§lezu v oblasti prim§rn²ho tumoru a uzlin.  
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Dalġ² moģnost² prim§rn² l®ļby je radioterapie, v pŚ²padŊ pokroļilejġ²ch n§dorŢ 

chemoradioterapie. V odborn® veŚejnosti prob²h§ celosvŊtov§ diskuze ohlednŊ indikac² 

prim§rn² konzervativn² l®ļby u pacientŢ s dlaģdicobunŊļnĨmi karcinomy orofarynge§ln² 

oblasti a n§zory na vhodnost t®to l®ļby se st§le rŢzn². V nŊkterĨch zem²ch je drtiv§ vŊtġina 

pacientŢ s tonzil§rn²mi karcinomy l®ļena prim§rn² radioterapi² a k operaļn²mu Śeġen² je 

pŚistoupeno aģ v pŚ²padŊ recidivy nebo persistence n§doru. PodobnŊ jako u karcinomu 

hrtanu byly i u TC v r§mci studi² pouģity tzv. "org§n zachov§vaj²c² nebo z§chovn® 

protokoly", kdy byly pacientovi nejprve aplikov§ny dvŊ s®rie chemoterapie a o l®ļebn® 

modalitŊ bylo rozhodnuto na z§kladŊ odpovŊdi na tuto indukļn² chemoterapii. Tento postup 

se dnes prakticky nepouģ²v§ a pojem z§chovn® protokoly je v souļasnosti sp²ġe uģ²v§n 

v ġirġ²m smyslu pro kaģdou nechirurgickou l®ļbu. 

 

1.1.4 Uzliny 

Vzhledem k tomu, ģe tonzil§rn² karcinomy jsou typick® ļastĨm region§ln²m ġ²Śen²m, 

souļ§st² l®ļby je t®mŊŚ u vġech pacientŢ i l®ļba krļn²ch uzlin. L®ļebn§ modalita se zde Ś²d² 

podle toho, jak byl l®ļen prim§rn² tumor. V pŚ²padŊ chirurgie je l®ļbou krļn²ch uzlin 

blokov§ disekce, pokud je prim§rn² l®ļbou radioterapie, jsou ozaŚov§na i krļn² pole. 

Zaj²mav§ je ot§zka l®ļby krļn²ch uzlin v pŚ²padŊ, ģe na z§kladŊ vyġetŚen² nen² suspekce na 

jejich postiģen². Vzhledem k ļast®mu vĨskytu subklinickĨch metast§z je u vġech TC od 

klasifikace T2 a vĨġe elektivn² l®ļba krļn²ch uzlin indikov§na. Rozsah blokov® disekce u N0 

nen² pŚesnŊ stanoven, ale zpravidla jde o selektivn² blokovou disekci krļn²ch uzlin v rozsahu 

I aģ III (viz. obr.1). Vyuģ²v§ se i peroperaļn² histologick® vyġetŚen² a v pŚ²padŊ n§lezu 

pozitivn² uzliny je vĨkon rozġ²Śen i na dalġ² oblasti.  

Na nŊkterĨch pracoviġt²ch byla experiment§lnŊ pouģ²v§na i identifikace sentinelov® 

uzliny, ale oblast tonsily se pro pouģit² t®to metody nejev² optim§ln².  
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Obr.1 Klinick® rozdŊlen² oblast² na krku (pouģito z: Betka, J.; ĻernĨ, E. Atlas chirurgie 

hlavy a krku
21

) 

 

1.1.5 Volba l®ļebn® modality 

 Jak jiģ bylo uvedeno, existuj² v principu dvŊ z§kladn² varianty postupu. Chirurgick§ 

a nechirurgick§. U malĨch n§dorŢ bez region§ln²ch metast§z je moģno zpravidla vystaļit 

s jedinou modalitou tedy buŅ samostatnou radioterapi², nebo limitovanĨm chirurgickĨm 

vĨkonem. V pŚ²padŊ pokroļilejġ²ch n§dorŢ je posuzov§no, zda je tumor radik§lnŊ operabiln², 

zda celkovĨ pacientŢv stav dovoluje podstoupit n§roļnĨ chirurgickĨ vĨkon a jakĨ typ 

rekonstrukce bude potŚeba pouģ²t po resekci tumoru.  

PŚi volbŊ l®ļebn® modality hraje vĨznamnou roli i ¼vaha o n§sledc²ch l®ļby pro pacienta 

a funkci po ukonļen² l®ļby. Chirurgick§ l®ļba s sebou nese ļasto urļitou mutilaci, kter§ 

mŢģe zhorġovat pacientovo spoleļensk® nebo pracovn² uplatnŊn². Funkļn² postiģen² se tĨk§ 

pŚedevġ²m polyk§n². To je mnohdy zhorġeno vĨznamnŊji po chemoradioterapii neģ po 

chirurgick® ablaci.  

Jak chirurgick®, tak konzervativn² postupy, maj² sv® vĨhody i nevĨhody. V souļasn® 

dobŊ neexistuje ve svŊtov® literatuŚe randomizovan§ studie, kter§ by srovn§vala onkologick® 

a funkļn² vĨsledky tŊchto modalit mezi sebou. VĨhodou chirurgie je moģnost pŚizpŢsobit 

adjuvantn² l®ļbu histologick®mu n§lezu. KromŊ pooperaļn² klasifikace pN, kter§ se mŢģe od 
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klinick® klasifikace liġit, je to pŚ²padn§ mikroskopick§ pozitivita okraje resek§tu a 

pŚ²tomnost perivaskul§rn² nebo perineur§ln² invaze. VĨznamnou roli zde hraje kromŊ 

radikality vĨkonu na prim§rn²m n§doru i znalost uzlinovĨch prognostickĨch faktorŢ.  

Z hlediska uzlinov®ho n§lezu patŚ² k prognosticky nepŚ²znivĨm faktorŢm kromŊ vyġġ² 

klasifikace pN pŚ²tomnost extrakapsul§rn²ho ġ²Śen² a vyġġ² poļet postiģenĨch uzlin. Znalost 

tŊchto znakŢ je vĨznamnĨm vod²tkem pro d§vkov§n² radioterapie na oblast krku a pro 

rozhodnut², zda jako adjuvantn² l®ļba bude pouģita samotn§ radioterapie nebo 

konkomitantn² chemoradioterapie. NevĨhodou chirurgie je pŚ²tomnost jizev a dle rozsahu 

resekce menġ² nebo vŊtġ² pooperaļn² deformita. Pacient z§roveŔ mus² bĨt v celkov®m stavu, 

kterĨ dovoluje nŊkolikahodinovou celkovou anestezii.  

VĨhoda konzervativn²ch postupŢ spoļ²v§ pŚedevġ²m ve vyhnut² se chirurgick®mu vĨkonu 

a s n²m souvisej²c² mutilaci. NevĨhodou je, ģe modern² ¼ļinn§ sch®mata konkomitantn² 

chemoradioterapie maj² pomŊrnŊ vysokou toxicitu jak akutn² tak i chronickou. Podm²nkou 

pod§n² je dobrĨ celkovĨ stav, zejm®na ledvinn® a jatern² funkce, coģ u skupiny pacientŢ 

s n§dory hlavy a krku, kteŚ² jsou charakterizov§ni abusem tab§ku a alkoholu, mŢģe zuģovat 

indikaci.  

Akutn² toxicita mŢģe v®st k nedodrģen² l®ļebn®ho pl§nu a t²m zhorġen² vĨsledkŢ u ļ§sti 

nemocnĨch. Chronick® toxicitŊ nebyla dosud vŊnov§na vŊtġ² pozornost a zd§ se, ģe 

vĨznamnŊ zhorġuje kvalitu ģivota ļ§sti nemocnĨch. Polykac² obt²ģe charakteristick® pro 

agresivn² konkomitantn² reģimy v nŊkterĨch pŚ²padech po l®ļbŊ neodezn² a pacienti 

zŢst§vaj² z§visl² na gastrostomii.  

 

Urļitou nadŊji do budoucna pŚedstavuje c²len§ terapie. Z hlediska n§dorŢ horn²ch 

dĨchac²ch a polykac²ch cest jde dnes zejm®na o blokaci metabolick® cesty epiderm§ln²ho 

rŢstov®ho faktoru. Monoklon§ln² protil§tka cetuximab se nav§ģe na receptor a br§n² jeho 

dimerizaci a t²m blokuje spuġtŊn² metabolick® cesty. Prepar§t prok§zal v kombinaci 

s radioterapi² ¼ļinnost srovnatelnou s chemoradioterapi² u pokroļilĨch karcinomŢ hlavy a 

krku pŚi niģġ² toxicitŊ a t²m vyġġ² adherenci k l®ļbŊ
22, 23

. V souļasn® dobŊ prob²haj² studie 

rŢznĨch reģimŢ kombinuj²c²ch biologickou terapii s klasickou chemoterapi² a z§Śen²m 

s c²lem zvĨġit ¼ļinnost l®ļby pŚi souļasn®m omezen² toxicity. 

Dalġ² moģnou cestou omezen² toxicity l®ļby je vŊtġ² individualizace l®ļby. K tomu by 

mohla pŚispŊt i naġe pr§ce tĨkaj²c² se virov® etiologie ļ§sti TC. HPV pozitivn² n§dory maj² 
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odliġn® klinick® vlastnosti od n§dorŢ indukovanĨch tab§kem, ļehoģ bude v bl²zk® 

budoucnosti bezesporu vyuģ²v§no pŚi pl§nov§n² l®ļby 

 

1.1.6 Progn·za 

Progn·za pacientŢ s tonzil§rn²m karcinomem zŢst§v§ v posledn²ch 30 letech bez 

vĨznamnŊjġ²ch zmŊn. PŚes pokroky radioterapie, zav§dŊn² novĨch ¼ļinnŊjġ²ch 

chemoterapeutik a vĨvoj chirurgie, pŚedevġ²m zaveden² Śady novĨch rekonstrukļn²ch 

technik, se pŊtilet® pŚeģit² pohybuje jiģ mnoho let okolo 50%. Progn·za z§vis² na velikosti 

tumoru - velmi zevrubnŊ lze Ś²ci, ģe pŊtilet® pŚeģit² je u T1 80%, u T2 60%, u T3 40% a T4 

20%. Dalġ²m vĨznamnĨm prognostickĨm faktorem je pŚ²tomnost a rozsah region§ln²ch 

metast§z. TradiļnŊ je uv§dŊno, ģe pŚ²tomnost n§dorem postiģenĨch krļn²ch uzlin zhorġuje 

progn·zu o 50%. Na z§kladŊ vĨsledkŢ novŊjġ²ch studi² se zd§, ģe vĨznam postiģen² uzlin u 

TC je menġ² neģ se pŢvodnŊ uv§dŊlo
24, 25
. Tento fakt mŢģe bĨt d§n zvŊtġuj²c²m se pod²lem 

HPV pozitivn²ch n§dorŢ. 
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1.2 Chrakteristika lidskĨch papillomavirŢ 

 

Na zaļ§tku 20. let minul®ho stolet² se objevila prvn² zm²nka o infekļn²m pŢvodu koģn²ch 

bradavic. NŊkolik desetilet² pot® provedli Rous a spol.
26

 nŊkolik studi², jimiģ byl prok§z§n 

vztah HPV a karcinogeneze. Papillomaviry (Human papillomaviruses ï HPV) pak byly 

poprv® elektronopticky vizualizov§ny v r.1949. V roce 2008 byla udŊlena Nobelova cena 

profesoru Haraldu zur Hausenovi za objev kauz§ln² souvislosti HPV infekce se vznikem 

cervik§ln²ho karcinomu u ģen. 

V souļasnosti je definov§no v²ce neģ 100 jednotlivĨch typŢ HPV a vzhledem k tomu, ģe 

nen² moģn® tyto viry snadno pŊstovat v tk§ŔovĨch kultur§ch, je syst®m jejich klasifikace 

zaloģen na porovn§n² podobnosti nukleotidov® sekvence genomŢ jednotlivĨch izol§tŢ
27

. 

ĻeleŅ Papillomaviridae je rozdŊlena na rody oznaļovan® ŚeckĨmi p²smeny, d§le dŊlen® 

do druhŢ oznaļovanĨch ļ²sly. NejļastŊji se v patologii ļlovŊka vyskytuje rod alfa. 

Papillomaviry jsou obecnŊ pŚ²snŊ druhovŊ specifick®. 

 

 

 

 

Obr.2 FylogenetickĨ strom zahrnuj²c² sekvenci 118 typŢ papillomavirŢ. Ļ²sla na 

konc²ch jednotlivĨch vŊtv² oznaļuj² HPV typ. Pouģito a upraveno z E.-M. de Villiers a 

spol., 2004 
28
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HPV u ļlovŊka c²lenŊ napadaj² buŔky epitelu sliznic a kŢģe. Podle toho, zda zpŢsobuj² 

benign² nebo malign² l®ze, jsou dŊleny na vysoce a n²zko rizikov® (high/low-risk HPV)
28

. 

N²zko rizikov® typy zpŢsobuj² vznik benign²ch l®z² (larynge§ln² papilomat·za, solit§rn² 

papilomy ļi veruky, v genit§ln²ch oblastech - condylomata accuminata nebo genit§ln² 

bradavice), vysoce rizikov® typy, z nichģ nejļastŊjġ² je HPV 16, 18, 31, 33, jsou schopny 

zpŢsobit malign² transformaci bunŊk slizniļn²ho epitelu
29

.  

Nejl®pe prostudovanĨm zhoubnĨm n§dorem zpŢsobenĨm infekc² vysoce rizikovĨmi typy 

HPV je karcinom dŊloģn²ho ļ²pku u ģen. V dneġn² dobŊ je etiologick§ souvislost HPV 

infekce prok§z§na i u karcinomŢ vulvy, vaginy, anu, penisu a dalġ²ch
30

. Souvislosti HPV se 

vznikem n§dorŢ hlavy a krku bude vŊnov§na samostatn§ ļ§st textu. 

 

1.2.1 Stavba virionu HPV 

Virov§ partikule HPV mŊŚ² pŚibliģnŊ 55nm, skl§d§ se z dvouġroubovice cirkul§rn² DNA 

(o d®lce cca 8000 pb) a kapsidy, kterou tvoŚ² z vŊtġiny pentamerick® molekuly hlavn²ho 

kapsidov®ho proteinu a nŊkolik m§lo molekul vedlejġ²ho kapsidov®ho proteinu. Hlavn² 

kapsidovĨ protein je produktem L1 ORF, kterĨ je vysoce konzervovanĨ mezi jednotlivĨmi 

typy papillomavirŢ. 

 

 

Obr. 3. Virov§ partikule HPV 

 

HPV viry jsou neobalen®, coģ je ļin² pomŊrnŊ stabiln²mi vŢļi vnŊjġ²mu prostŚed². Jsou 

odoln® vŢļi zmŊn§m teploty a zŢst§vaj² infekļn² i mimo hostitele. 

Genom HPV se obecnŊ skl§d§ z oblasti "ļasnĨch" (E1-E9) a "pozdn²ch"(L1, L2) genŢ a z 

nek·duj²c² oblasti zvan® "long control region" (LCR). 
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1.2.2 Ģivotn² cyklus viru 

Hlavn²m c²lem viru je infikovat buŔku, kter§ proliferuje a diferencuje se (baz§ln² buŔky 

epitelu sliznic a kŢģe). Proliferace a diferenciace buŔky je nutn§ k mnoģen² viru ï spolu s 

bunŊļnou S-f§z² prob²h§ replikace episom§ln² virov® DNA. Virus je v proliferuj²c²ch 

buŔk§ch pŚ²tomnĨ v latentn² formŊ a virov® proteiny jsou exprimov§ny pouze v mal®m 

mnoģstv² (E1 a E2, viz n²ģe). V buŔk§ch proch§zej²c²ch diferenciac² pak doch§z² k 

pŚeskupen² jednotlivĨch oblast² virov®ho genomu, virus pŚejde do aktivn² f§ze a zah§j² tak 

intenzivnŊjġ² transkripci svĨch proteinŢ (nejprve ļasnĨch, n§slednŊ pozdn²ch). Navzdory 

skuteļnosti, ģe v buŔk§ch proch§zej²c²ch diferenciac² norm§lnŊ k synt®ze DNA jiģ 

nedoch§z², replikace virov® DNA v tŊchto buŔk§ch pokraļuje pr§vŊ vlivem ļasnĨch 

virovĨch proteinŢ a vznik§ tak vysokĨ poļet kopi² virov®ho genomu
31

. 

Kl²ļovĨm dŊjem pro transformaci buŔky v n§dorovou je exprese velk®ho mnoģstv² (tedy 

"overexprese") virovĨch onkoproteinŢ E6 a E7 (viz. Tab. 1). 

 

Tabulka 1. StruļnĨ pŚehled funkc² jednotlivĨch transkripļn²ch produktŢ HPV genomu 

E1 ATP-dependentn² helik§za, kter§ v kooperaci s E2 iniciuje replikaci virov® DNA.

E2
Transkripļn² faktor, kterĨ usnadŔuje vazbu E1 na DNA a pŢsob² jako represor pro 

expresi proteinu E6.

E4
Protein se schopnost² destrukce keratinov® s²tŊ, usnadŔuje uvolnŊn² virovĨch 

partikul² z buŔky.

E5
DrobnĨ hydrofobn² protein se schopnost² vazby a aktivac² sign§ln² cesty EGFR 

receptoru, kterĨ d§le inhibuje expresi tumorsupresorov®ho genu pro p21.

E6

Protein se schopnost² vazby na protein p53, ļ²mģ pŢsob² jeho degradaci cestou 

ubiqitinizace. D§le zvyġuje aktivitu telomer§zy a obŊma mechanismy tak br§n² 

apopt·ze.

E7

Protein se schopnost² vazby mnoha bunŊļnĨch proteinŢ. NejvĨznamnŊjġ² je vazba na 

protein pRb, kterou dojde k uvolnŊn² transkripļn²ho faktoru E2F, kterĨ facilituje 

synt®zu cyklinŢ a zpŢsob² tak posun bunŊļn®ho cyklu.

L1
L1 je k·dov§n L1 ORF, coģ je vysoce konzervovanĨ ¼sek HPV genomu mezi 

velkĨm mnoģstv²m HPV typŢ, jeho produktem je hlavn² kapsidovĨ protein.

L2 Vedlejġ² kapsidovĨ protein
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1.2.3 Integrace 

St§le nevyŚeġenou ot§zkou v oblasti n§dorŢ hlavy a krku je proces integrace HPV do 

genomu hostitelsk® buŔky.  

V buŔk§ch cervik§ln²ch karcinomŢ bylo pops§no, ģe virovĨ genom je t®mŊŚ vģdy 

integrov§n do genomu hostitelsk® buŔky. Integrace viru je dokonce nŊkterĨmi autory 

povaģov§na za rozhoduj²c² krok v rozvoji prekurzorovĨch cervik§ln²ch l®z² do stadia 

invazivn²ho karcinomu
32

. 

T²m, ģe se virovĨ genom integruje do DNA hostitelsk® buŔky, dojde k poruġen² k·duj²c² 

oblasti pro ļasn® proteiny E1 a E2 a k potlaļen² jejich exprese. Sn²ģen§ exprese E2, coby 

represoru transkripce proteinŢ E6 a E7, zpŢsob² nadmŊrnou produkci E6 a E7 vedouc² k 

vĨznamn® selektivn² rŢstov® vĨhodŊ infikovan® buŔky. Tak vznik§ invazivn² n§dor
33

.  

V oblasti n§dorŢ hlavy a krku byla ot§zka integrace viru studov§n nŊkolika autory s 

rŢznorodĨmi vĨsledky. Mellin a spol.
34

 popisuje pŚ²tomnost pouze episom§ln²ho (tedy 

extrachromosom§ln²ho) viru ve vġech 12 studovanĨch HPV pozitivn²ch tumorech v 

souboru
35

, zat²mco dalġ² autoŚi pozorovali pŚ²tomnost jak integrovan®, tak episom§ln² formy 

a u ļ§sti vzorkŢ pŚ²tomnost obou forem virov®ho genomu
36, 37

.  

Z§sadn² rozd²l v jednotlivĨch prac²ch, kter® jsou t²m p§dem obt²ģnŊ srovnateln®, je 

metoda pouģit§ ke stanoven² pŚ²tomnosti integrace. VŊtġina dosud provedenĨch prac² na toto 

t®ma u n§dorŢ hlavy a krku pouģ²v§ detekci pŚ²tomnosti E2 genu na ¼rovni DNA (aŠ uģ 

metodou PCR nebo hybridizac²). NovŊ je vġak za nesrovnatelnŊ pŚesnŊjġ² povaģov§no 

stanoven² expresn²ho profilu tohoto proteinu, tedy stanoven² na ¼rovni mRNA
38, 39
. Pr§vŊ 

tato metoda byla pouģita v naġ² studii. 

Z vĨġe uveden®ho je zŚejm®, ģe k porozumŊn² formŊ viru v buŔk§ch n§dorŢ hlavy a krku 

jsou nezbytn® dalġ² studie na vŊtġ²ch souborech. 

 

1.2.4 HPV a tonzil§rn² karcinomy 

Dosud nebylo jasnŊ vysvŊtleno, proļ je HPV infekce nejv²ce rozġ²Śena v patrovĨch 

tonzil§ch. Jedno z pravdŊpodobnĨch vysvŊtlen² pŚedpokl§d§, ģe hlavn² vĨznam m§ 

pŚ²tomnost hlubokĨch krypt vystlanĨch jednovrstevnĨm epitelem, coģ vytv§Ś² jednak velkou 

plochu epitelu pŚ²stupnou virov® infekci a d§le toto uspoŚ§d§n² usnadŔuje prŢnik k baz§ln²m 

vrstv§m epitelu, kter® jsou pro virus c²lov® 
40-42
. V krypt§ch je nav²c niģġ² mechanick§ 
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obmŊna epitelovĨch bunŊk. NŊkteŚ² autoŚi pŚirovn§vaj² tonzil§rn² epitel k epitelu dŊloģn²ho 

hrdla a t²m vysvŊtluj² jeho vŊtġ² n§chylnost k HPV infekci. 

 

1.3 PŚehled dosavadn²ch dŢkazŢ o souvislosti HPV infekce s tonzil§rn²mi 

karcinomy 

1.3.1 Epidemiologie 

Jak bylo zm²nŊno vĨġe, incidence tonzil§rn²ch karcinomŢ ve vġech evropskĨch zem²ch, i 

ve SpojenĨch st§tech americkĨch, stoup§. Naproti tomu incidence napŚ²klad karcinomu 

hrtanu, kterĨ je obecnŊ povaģov§n za jeden z prototypŢ kouŚen²m indukovan®ho 

onemocnŊn², celosvŊtovŊ kles§. V zem²ch, kde byly ¼spŊġn® protikuŚ§ck® kampanŊ, 

napŚ²klad ve SpojenĨch st§tech americkĨch, doġlo k poklesu konzumace tab§ku a 

v n§vaznosti na to, pŚibliģnŊ s dvacetiletou latenc², k poklesu incidence tab§kem 

indukovanĨch karcinomŢ. Uv§d² se, ģe incidence tŊchto n§dorŢ je z§visl§ na prevalenci 

kuŚ§kŢ a bĨvalĨch kuŚ§kŢ v populaci. Z§roveŔ se vġak ukazuje, ģe v zem²ch ¼spŊġnĨch 

v omezen² kouŚen² doch§z² k vzestupu incidence n§dorŢ s pravdŊpodobnou virovou etiologi² 

(tedy karcinomŢ koŚene jazyka, orofaryngu a dutiny ¼stn²)
43

. 
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Graf 2. VĨvoj incidence dle jednotlivĨch n§dorovĨch lokalizac² v Ļesk® republice za 

posledn²ch 30 let; zdroj: www.svod.cz
19
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Situace v evropskĨch zem²ch je velmi podobn§. Ve Finsku stoupla incidence TC 

v posledn²ch pades§ti letech dvakr§t
4
, ve Ġv®dsku v posledn²ch 30 letech tŚikr§t

17
.V obou 

tŊchto zem²ch doġlo ve sledovan®m obdob² k vĨznamn®mu omezen² konzumace tab§ku. 

V Ļesk® republice bohuģel data o spotŚebŊ cigaret nesvŊdļ² o tom, ģe by lid® m®nŊ 

kouŚili, nicm®nŊ kuŚ§ctv² pŚibĨv§ jen minim§lnŊ, zat²mco incidence TC stoupla v ĻR za 

posledn²ch 30 let trojn§sobnŊ. 
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Graf 3. VĨvoj spotŚeby cigaret v ĻR za posledn²ch 30 let vypoļtenĨ z jejich n§kupu, zdroj: 

SZĐ 
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Graf 4. VĨvoj spotŚeby alkoholu v ĻR za posledn²ch 30 let, zdroj: SZĐ 
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Pr§ce ġv®dskĨch autorŢ vĨznamnŊ pŚispŊla k dŢkazŢm o etiologick® souvislosti HPV a 

TC t²m, ģe dokumentovala vzrŢstaj²c² pod²l tonzil§rn²ch karcinomŢ, v jejichģ tk§ni je 

pŚ²tomna HPV DNA bŊhem jednotlivĨch desetilet²
5
. StejnĨ trend prok§zali pozdŊji tito 

autoŚi i u karcinomŢ koŚene jazyka
44

 a demonstruj² tak nejen vzrŢstaj²c² incidenci tŊchto 

n§dorŢ, ale i vzrŢstaj²c² proporci HPV pozitivn²ch n§dorŢ jako dŢsledek epidemie HPV 

infekce v populaci. 

Dalġ² velkou skupinou demografickĨch dat naznaļuj²c²ch etiologickĨ vĨznam HPV u TC 

jsou ģivotn² zvyklosti pacientŢ. Ty se v mnoha prac²ch vz§jemnŊ liġ² u pacientŢ s HPV 

pozitivn²mi a negativn²mi n§dory. 

 

Cel§ Śada studi² zabĨvaj²c²ch se rizikovĨmi charakteristikami skupin pacientŢ s HPV 

pozitivn²mi karcinomy hlavy a krku opakovanŊ prok§zala, ģe ve skupinŊ pacientŢ 

postiģenĨch HPV pozitivn²m karcinomem je vĨznamnŊ vyġġ² pod²l nekuŚ§kŢ a lid² bez 

nadmŊrn® konzumace alkoholu 
2, 45

 neģ ve skupinŊ pacientŢ s HPV negativn²mi n§dory.  

Applebaum a spol. ve sv® studii popsali, ģe kouŚen² a alkohol statisticky nezvĨġilo riziko 

vzniku karcinomu hlavy a krku u pacientŢ s®ropozitivn²ch na HPV (viz. n²ģe), zat²mco u 

nekuŚ§kŢ ļi subjektŢ s m²rnou konzumac² alkoholu zvĨġila s®ropozitivita HPV toto riziko 

tŚicetkr§t 
46
. MŢģeme to ch§pat jako statistick® vyj§dŚen² poznatku, ģe papillomavirov§ 

infekce je zcela nez§vislĨ etiologickĨ faktor rozvoje ļ§sti tonzil§rn²ch karcinomŢ. 

NŊkolik studi² bylo vŊnov§no zpŢsobu pŚenosu HPV v souvislosti s n§dory 

orofarynge§ln² oblasti. Jak jiģ bylo zm²nŊno vĨġe, HPV je nutnou podm²nkou rozvoje 

cervik§ln²ho karcinomu. Z§roveŔ je genit§ln² HPV infekce oznaļov§na jako vlastnŊ 

nejļastŊjġ² pohlavnŊ pŚenosn® onemocnŊn² a genitoan§ln² oblast je povaģov§na za rezervo§r 

HPV infekce. K dalġ²m dŢkazŢm sd²len² HPV infekce patŚ² napŚ²klad prŢkaz vyġġ²ho 

vĨskytu TC u manģelŢ ģen postiģenĨch cervik§ln²m karcinomem
47

 nebo vyġġ² vĨskyt HPV 

v dutinŊ ¼stn² u zdravĨch studentŢ v souvislosti s l²b§n²m a or§ln²m sexem
48

. 

Jin® pr§ce prok§zaly, ģe riziko rozvoje or§ln²ho ļi orofarynge§ln²ho karcinomu stoup§ s 

vyġġ²m poļtem sexu§ln²ch partnerŢ, praktikov§n²m orogenit§ln²ho sexu, popŚ²padŊ s niģġ²m 

vŊkem prvn²ho pohlavn²ho styku 
1, 49

. Byl vysloven i pŚedpoklad, ģe se pŚenos mŢģe 

uskuteļŔovat u jednoho jedince pŚi nedostatku osobn² hygieny. 

Z§roveŔ je pravdŊpodobn®, ģe doch§z² i k vertik§ln²mu pŚenosu infekce, protoģe byla 

HPV infekce nalezena i v buk§ln²ch stŊrech u novorozencŢ a mladġ²ch dŊt²
50

,
51

.  
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1.3.2 Molekul§rnŊ biologick® dŢkazy 

1.3.2.1 PŚ²tomnost DNA  

V tk§ni karcinomŢ hlavy a krku je jiģ standardnŊ nal®z§na HPV DNA. 

NejļastŊji zastoupenĨm typem v tŊchto karcinomech je HPV 16, m®nŊ ļasto pak HPV 18, 

33, 35, 26, 52 a 58, VĨskyt n²zko rizikovĨch typŢ HPV je v tŊchto karcinomech vz§cnĨ. 

V tonzil§rn² tk§ni pacientŢ bez n§dorov®ho onemocnŊn² (vŊtġinou se jedn§ o vzorky 

z²skan® po tonzilektomii pacientŢ s chronickou tonzilitis, tonzil§rn² hypertrofi² atd.) se 

prevalence HPV DNA pohybuje okolo 8%
4
. 

Jednotliv® n§dorov® lokalizace se liġ² proporc² HPV DNA pozitivn²ch n§dorŢ. VĨznamn§ 

proporce takto charakterizovanĨch n§dorŢ (mimo TC) je v oblasti koŚene jazyka, m®nŊ pak 

v oblasti dutiny ¼stn². Jak bylo zm²nŊno vĨġe, v nejvyġġ² m²Śe jsou HR HPV DNA pozitivn² 

n§dory zastoupeny u tonzil§rn²ch karcinomŢ. Prevalence HPV DNA u TC se v jednotlivĨch 

publikovanĨch souborech liġ² ï Nªsman a spol. popsali prevalenci HPV DNA v TC mezi 

lety 2006-2007 ve Ġv®dsku ï 93%
6
, Klussmann a spol. v NŊmecku 55%

52
, v naġem souboru 

je prevalence 65%
53

. 

 

1.3.2.2 PŚ²tomnost RNA 

Vznik karcinomu na podkladŊ HPV infekce je podm²nŊn kontinu§ln² expres² velk®ho 

mnoģstv² virovĨch onkoproteinŢ E6 a E7 (pro popis jejich funkce viz Tabulka 1.). Z§roveŔ 

bylo zjiġtŊno, ģe lze ve tk§ni karcinomu nal®zt E6 a E7 mRNA, kter§ tak velmi citlivŊ znaļ² 

kauz§ln² vztah infekce s rozvojem dan®ho malign²ho onemocnŊn².  

Zat²m jen nŊkolik studi² zkoumalo tuto problematiku v oblasti n§dorŢ hlavy a krku
54, 55

. 

NapŚ²klad Lindquist a spol. popsali pŚ²tomnost E6 mRNA v 79% HPV 16 DNA pozitivn²ch 

TC a z§roveŔ i v 94% takto pozitivn²ch vzorkŢ nalezli E7 mRNA
55

.  

 

1.3.2.3 Protein p16  

Dalġ² z dŢkazŢ etiologick® souvislosti HPV infekce s urļitou ļ§st² n§dorŢ hlavy a krku 

poskytuje pozitivita tŊchto n§dorŢ na nŊkter® imunohistochemick® markery, kter® byly 

pops§ny u cervik§ln²ch karcinomŢ a kter® reflektuj² aktivitu virovĨch onkoproteinŢ v 

n§doru. NejvĨznamnŊjġ²m z tŊchto proteinŢ je inhibitor cyklin-dependentn² kin§zy ï p16, 

kterĨ patŚ² do rodiny INK4a. K jeho overexpresi doch§z² na z§kladŊ bunŊļn® deregulace 
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zpŢsoben® onkoproteinem E7. Ten v§ģe protein pRb, potlaļ² tak jeho funkci a na z§kladŊ 

zpŊtn® vazby pak dojde k overexpresi p16
56

.  

 

1.3.2.4 Mutace p53 

Mutaci tumorsupresorov®ho genu TP53 lze ve skupinŊ n§dorŢ hlavy a krku obecnŊ 

prok§zat velmi ļasto, coģ je povaģov§no za dŢsledek mutagenn²ho vlivu kouŚen² na buŔky 

sliznice horn²ch cest dĨchac²ch a polykac²ch.  

U HPV pozitivn²ch tumorŢ vġak bylo zjiġtŊno, ģe se mutace TP53 vyskytuje v 

signifikantnŊ niģġ² m²Śe neģ u n§dorŢ HPV negativn²ch. Na z§kladŊ tŊchto zjiġtŊn² pak byla 

formulov§na hypot®za, ģe HPV pozitivn² tumory vznikaj² jako dŢsledek potlaļen² funkce 

tumorsupresorovĨch proteinŢ (v tomto pŚ²padŊ proteinu p53 onkoproteinem E6) a liġ² se tak 

od n§dorŢ HPV negativn²ch, jejichģ podkladem je mutace v genech pro tyto vĨznamn® 

bunŊļn® regul§tory. Potlaļen² funkce p53 jeho blokac² nav²c pravdŊpodobnŊ nen² funkļnŊ 

ekvivalentn² poruġe funkce vznikl® mutac², coģ by mohlo vysvŊtlovat lepġ² reakci HPV 

pozitivn²ch karcinomŢ hlavy a krku na l®ļbu z§Śen²m (viz d§le). Mutace v TP53 byla totiģ 

pops§na jako nositel radiorezistence a t²m p§dem i horġ² progn·zy. 

 

1.3.3 S®rologie  

VĨsledky studi² opakovanŊ prok§zaly, ģe pacienti s HPV pozitivn²mi n§dory hlavy a krku 

maj² v s®ru detekovateln® hladiny HPV specifickĨch protil§tek. Jedn§ se jak o protil§tky 

proti kapsidovĨm antigenŢm viru, tak o protil§tky proti vĨġe zm²nŊnĨm virovĨm 

onkoproteinŢm E6 a E7. VĨzkum v oblasti karcinomu dŊloģn²ho hrdla pomohl objasnit, ģe 

pŚ²tomnost protil§tek proti kapsidovĨm antigenŢm je dŢsledkem pŚirozen® infekce HPV, 

zat²mco protil§tky proti E6 a E7 proteinŢm vznikaj² aģ pŚi invazivn²m n§dorov®m 

onemocnŊn². Naġe i dalġ² vĨsledky potvrzuj², ģe pŚ²tomnost protil§tek proti onkoproteinŢm 

E6 a E7 velmi dobŚe koreluje s HPV pozitivitou n§doru. V naġem souboru pacientŢ s TC 

byla antiïE6 nebo antiïE7 pozitivita nalezena v 85% pacientŢ s HPV pozitivn²m TC, 

zat²mco u HPV negativn²ch TC pouze v 5%.  
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1.3.4 Prognostick® rozd²ly 

Ve vĨļtu dŢkazŢ, kter® m§me zat²m k dispozici pro tvrzen², ģe HPV pozitivn² karcinomy 

hlavy a krku pŚedstavuj² komplexnŊ odliġnou entitu, neģ n§dory HPV negativn², by nemŊla 

chybŊt zm²nka o odliġn® reakci tŊchto tumorŢ na l®ļbu.  

V mnohĨch studi²ch, jejichģ poļet mimochodem st§le roste, bylo prok§z§no, ģe HPV 

pozitivn² karcinomy na l®ļbu reaguj² vŊtġinou l®pe neģ karcinomy HPV negativn². Zprvu se 

zd§lo, ģe jsou pouze radiosenzitivnŊjġ²
57
, coģ vysvŊtlovala vĨġe zm²nŊn§ teorie, ģe vliv 

onkoproteinu E6 na funkci p53 nen² tak vĨznamnĨ pro reakci buŔky na poġkozen², jako 

mutace v jeho genu. BuŔky HPV pozitivn²ch n§dorŢ tak maj² zŚejmŊ do urļit® m²ry 

zachov§nu schopnost apopt·zy v reakci na z§Śen². 

Jin® pr§ce vġak dokumentovaly lepġ² vĨsledky pŚeģit² i u pacientŢ l®ļenĨch pouze 

chirurgicky
58
, coģ naznaļuje, ģe doch§z² k mnohem komplexnŊjġ²m dŊjŢm, neģ pouze ke 

zvĨġen² radiosenzitivity. Nespornou, ale zat²m m§lo objasnŊnou roli v protin§dorov® reakci 

organismu, hraje i imunogenicita viru.  

 

Zaj²mavĨ je vztah HPV a tradiļnŊ uģ²vanĨch prognostickĨch markerŢ jako je napŚ. TNM 

klasifikace. V posledn²ch desetilet²ch je obecnŊ m²ra postiģen² lymfatickĨch uzlin 

metastatickĨm n§dorem (spolu s velikost² tumoru) povaģov§na za jedno z nejvĨznamnŊjġ²ch 

ukazatelŢ pŚeģit². HPV infekce vġak byla opakovanŊ prok§z§na jako nez§vislĨ pozitivn² 

prognostickĨ faktor
57

. Straetmans a spol. v ned§vn® studii prok§zali, ģe v pŚ²padŊ 

tonzil§rn²ch karcinomŢ (vzhledem k vĨznamn®mu zastoupen² HPV pozitivn²ch tumorŢ) 

nem§ klasifikace N prognostickĨ vĨznam
59

. Naznaļen® lepġ² vĨsledky pŚeģit² logicky 

vyvol§vaj² diskuzi, zda by mohli bĨt pacienti s HPV pozitivn²mi karcinomy hlavy a krku 

napŚ²klad uġetŚeni ļ§sti l®ļby, kter§ m§ vŊtġinou vĨznamnĨ dopad na jejich kvalitu ģivota.  

Souļasn® pr§ce, vļetnŊ naġ², souhrnnŊ ukazuj², ģe prognostick§ vĨhoda plat² vĨhradnŊ 

pro pacienty, v jejichģ tumoru m§ HPV skuteļnŊ etiologickĨ vĨznam. Je tedy nezbytn® m²t k 

dispozici co nejpŚesnŊjġ², ale z§roveŔ co nejjednoduġġ² a klinicky snadno vyuģiteln® 

markery, kter® odliġ² HPV indukovan® n§dory od tŊch, kde mohlo napŚ²klad doj²t pouze k 

n§hodn® superinfekci. 
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1.4 Moģnosti detekce HPV infekce, jejich vĨznam pro klinickou praxi. 

1.4.1 Detekce HPV DNA 

HPV DNA je moģno prok§zat ve tk§ni tumoru pomoc² nŊkolika metod. Jedn§ se o vyġetŚen² 

buŅ pŚ²mo ve tk§ni, nebo po izolaci DNA. 

NejļastŊji je pouģ²v§na metoda polymer§zov® ŚetŊzov® reakce (PCR) DNA izolovan® z 

tumor·zn² tk§nŊ za pouģit² primerŢ c²lenĨch do konzervovanĨch ¼sekŢ papillomavirov®ho 

genomu (napŚ. L1), identifikuj²c²ch pŚ²tomnost cel® Śady typŢ HPV v jedn® reakci nebo 

typovŊ specifickĨch primerŢ. V pŚ²padŊ pouģit² obecnĨch primerŢ je d§le k urļen² pŚesn®ho 

typu HPV po proveden² PCR prov§dŊna napŚ. metoda obr§cen® hybridizace ï RLB ï 

"reverse line blot", kter§ umoģŔuje typizaci aģ 37 HPV typŢ v jednokrokov® reakci. Pokud 

hybridizaļn² reakce neurļ² jasnŊ, o kterĨ HPV typ se jedn§, je pak moģno pouģ²t sekvenaci 

(detailnŊji viz metodick§ ļ§st). 

Dalġ² moģnost² prŢkazu pŚ²tomnosti HPV DNA ve tk§ni n§doru je fluorescenļn² in situ 

hybridizace (FISH), kter§ pouģ²v§ fluorescenļnŊ oznaļen® pr·by kompatibiln² k ¼sekŢm 

DNA specifickĨm pro vybran® typy HPV (napŚ. HPV 16). 

 

1.4.2 Detekce RNA 

Studie na rozs§hlĨch souborech vzorkŢ cervik§ln²ch tumorŢ uk§zaly, ģe nalezen² virov® 

DNA ve vzorku jeġtŊ nutnŊ neznaļ² aktivnŊ prob²haj²c² infekci, tedy tu, kter§ je kl²ļov§ pro 

malign² transformaci bunŊk. Pouze informuje o pŚ²tomnosti viru, ale neŚ²k§ nic o jeho 

transkripļn² aktivitŊ.  

Uk§zalo se, ģe ke stanoven² klinicky vĨznamn® infekce je vhodnŊjġ² pouģ²t detekci virov® 

mRNA ve tk§ni tumoru. NejnovŊjġ² studie nav²c prokazuj², ģe toto vyġetŚen² nevyģaduje 

zmraģenou tk§Ŕ, ale ģe detekce je velmi vĨtŊģn§ i z tk§nŊ fixovan® ve formalinu a 

uchov§van® v parafinu. 

Nicm®nŊ i pŚesto, ģe je stanoven² exprese virovĨch onkoproteinŢ obecnŊ pŚij²m§no jako 

zlatĨ standard prŢkazu transformuj²c² papillomavirov® infekce, jedn§ se o technicky a 

finanļnŊ n§roļnou metodu. Metoda sice velmi dobŚe poslouģ² pro vĨzkum t®to 

problematiky, ale pravdŊpodobnŊ nebude rutinnŊ vyuģiteln§ v klinick® praxi. 
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1.4.3 Detekce p16 a p53 pomoc² imunohistochemie 

Velmi dobŚe dostupnou a v patologicko-anatomickĨch laboratoŚ²ch dnes rutinnŊ 

pouģ²vanou metodou je imunohistochemie. Bylo opakovanŊ prok§z§no, ģe pozitivita p16 

velmi dobŚe koreluje s HPV DNA i RNA pozitivitou tumorŢ hlavy a krku a lze ji tak 

povaģovat za velmi spolehlivĨ nepŚ²mĨ marker klinicky relevantn² HPV infekce
60

. Bylo 

dokonce navrģeno, aby byla imunohistochemick§ detekce p16 (napŚ²klad z ekonomickĨch 

dŢvodŢ) prov§dŊna samostatnŊ, bez nutnosti "ovŊŚen²" pŚ²tomnosti viru pomoc² PCR ļi jin® 

detekce virovĨch nukleovĨch kyselin. AutoŚi se vġak shoduj² na tom, ģe nejvyġġ² citlivosti a 

specificity je dosaģeno kombinac² imunohistochemie p16 a PCR detekce HR HPV DNA. 

Dle dostupnĨch vĨsledkŢ vykazuje kombinace tŊchto markerŢ srovnatelnou citlivost a 

specificitu pro prŢkaz aktivn² infekce jako je technicky n§roļn§ detekce virov® mRNA.  

1.4.4 S®rologie 

S®rologick§ detekce HPV specifickĨch protil§tek je vyuģ²v§na zejm®na 

v s®roepidemiologickĨch studi²ch.  

Jak bylo pops§no vĨġe, imunitn² syst®m reaguje na papillomavirovou infekci mimo jin® 

tvorbou virovŊ-specifickĨch protil§tek, kter® je moģn® detekovat pomoc² 

enzymoimunoanalĨzy (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay = ELISA). Protil§tky proti 

hlavn²mu kapsidov®mu proteinu viru (L1) vznikaj² u ļ§sti infikovanĨch osob jako reakce na 

pŚirozenou infekci a v laboratorn²ch podm²nk§ch se v souļasn® dobŊ pro jejich detekci 

pouģ²vaj² tzv. viru podobn® ļ§stice (virus-like particles, VLP). Ty se spont§nnŊ tvoŚ² pŚi 

vysok® expresi L1 proteinu v rekombinantn²ch expresn²ch syst®mech (baculoviry/hmyz² 

buŔky, kvasinky atp.) a po dŢkladn®m vyļiġtŊn² slouģ² jako antigen. Pro detekci protil§tek 

proti ļasnĨm antigenŢm (onkoproteinŢm E6 a E7 vysoce rizikovĨch typŢ HPV, pŚedevġ²m 

HPV16), jejichģ tvorba je usnadnŊna integrac² virov® DNA do genomu buŔky, se pouģ²vaj² 

f¼zn² proteiny virovĨch antigenŢ s glutation-S-transfer§zou (GST), pŚipravovan® 

v bakteri§ln²ch expresn²ch syst®mech.  

Na z§kladŊ dnes jiģ mnoha dostupnĨch dat je zŚejm®, ģe antiïVLP protil§tky nejsou 

pouģiteln® pro detekci invazivn²ho onemocnŊn², aŠ uģ dŊloģn²ho hrdla nebo sliznice horn²ch 

cest dĨchac²ch a polykac²ch. Naopak pŚ²tomnost antiïE6/E7 velmi dobŚe koreluje s 

pŚ²tomnost² n§dorov®ho onemocnŊn². PŚedbŊģn® vĨsledky t®ģ ukazuj², ģe u pacientŢ s HPV 

pozitivn²mi karcinomy hlavy a krku bĨv§ hladina antiïE6/E7 dokonce nŊkolikan§sobnŊ 

vyġġ², neģ je tomu u pacientek s invazivn²m karcinomem cervixu a ģe tato hladina po 
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¼spŊġn® l®ļbŊ kles§. Jejich opŊtovn§ pŚ²tomnost v s®ru pacienta by pak mohla bĨt uģiteļnĨm 

ļasnĨm markerem recidivy onemocnŊn². Studie, kter® by mŊly tento pŚedpoklad potvrdit, 

jsou v bŊhu a vĨsledky mŢģeme oļek§vat v bl²zk® budoucnosti. 

 

1.4.5 VĨplachy dutiny ¼stn² 

V nŊkolika studi²ch bylo testov§no cytologick® vyġetŚen² na principu izolace DNA a 

n§sledn® detekce HPV v deskvamovanĨch epiteli²ch z vĨplachu dutiny ¼stn². PŚ²tomnost 

virov® DNA ve vĨplachu velmi dobŚe korelovala s pŚ²tomnost² HPV pozitivn²ho n§doru 

(zejm®na v orofarynge§ln² oblasti)
61

. NŊkolik prac² nav²c uk§zalo i shodu ve variant§ch nebo 

typech viru pŚ²tomnĨch ve tk§ni tumoru jako v buŔk§ch vĨplachu u jednotlivĨch 

pacientŢ
62,34

. Dle nejnovŊjġ²ch vĨsledkŢ pŚedstavuje cytologick® vyġetŚen² or§ln²ho vĨplachu 

dalġ² neinvazivn² metodu pro HPV infekci or§ln² a orofarynge§ln² oblasti, kter§ v kombinaci 

se s®rologi² vykazuje vysokou citlivost i specificitu
34

. 
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2. CĉLE PRĆCE 

 

- Zjistit prevalenci a typovou specificitu HPV v homogenn² skupinŊ 

dlaģdicobunŊļnĨch karcinomŢ tonzil u pacientŢ v Ļesk® republice 

 

- Zjistit, zda je virus v HPV DNA pozitivn²ch dlaģdicobunŊļnĨch karcinomech 

tonzil skuteļnŊ transkripļnŊ aktivn² ļi pouze pasivnŊ pŚ²tomnĨ 

 

- OvŊŚit vhodnost jednotlivĨch markerŢ HPV infekce pro pŚesnĨ vĨbŊr pacientŢ s 

HPV asociovanĨm onemocnŊn²m s ohledem na moģn® vyuģit² pro ¼ļely klinick® 

praxe  

 

- Zjistit, zda se liġ² navz§jem skupina HPV pozitivn²ch a negativn²ch pacientŢ 

demograficky a klinicky 

 

- Zjistit, zda pacienti s HPV etiologi² dlaģdicobunŊļnĨch karcinomŢ tonzil l®pe 

pŚeģ²vaj² a zda toto pŚeģ²v§n² ovlivŔuj² jeġtŊ jin® demografick® a klinick® faktory 
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3. METODIKA  

3.1 Soubor pacientŢ 

Do studie byli zaŚazeni pacienti l®ļen² na Klinice otorinolaryngologie a chirurgie 

hlavy a krku 1. LF UK a FN v Motole mezi lety 2001 ï 2007 s prim§rn²m 

histopatologicky ovŊŚenĨm dlaģdicobunŊļnĨm kacinomem patrovĨch tonzil (MKN-10: 

C09.0; C09.1; C09.8; C09.9).  

Koncept studie byl schv§len etickou komis² FN v Motole a ĐHKT v Praze. Pacienti 

podepsali informovanĨ souhlas se zaŚazen²m do studie a vyplŔovali dotazn²ky, kter® se 

tĨkaly kuŚ§ctv² a konzumace alkoholu, d§le zjiġŠovaly vzdŊl§n², pracovn² a soci§ln² 

anamn®zu a sexu§ln² chov§n². Pacienti i kontroly provedli pŚi zaŚazen² vĨplach dutiny 

¼stn² (cytologie) a bylo jim odebr§no 10 ml krve. 

Pacienti zaŚazen² do studie byli klinicky sledov§ni po celou dobu trv§n² studie a jsou 

nad§le v dispenzarizaci. 

Ke kaģd®mu subjektu byla sestavena dokumentace obsahuj²c² informace o zdravotn²m 

stavu pŚi zaŚazen², o zpŢsobu l®ļby, odpovŊdi na ni a o stavu pacienta v prŢbŊhu 

dlouhodob®ho sledov§n². Do studie tak bylo celkem zaŚazeno 109 pacientŢ. Data byla 

uloģena spolu s klinickĨmi ¼daji a vĨsledky prov§dŊnĨch laboratorn²ch vyġetŚen² 

v digit§ln² podobŊ k dalġ²mu poļ²taļov®mu zpracov§n². Dotazn²ky i dalġ² ¼daje byly 

zpracov§v§ny anonymnŊ, spolupracovn²ci zad§vaj²c² data do poļ²taļe byli 

z laboratorn²ho pracoviġtŊ a nemŊli pŚ²stup k datŢm identifikuj²c²m jednotliv® pacienty. 

 

3.2 Vzorky tk§nŊ tumoru 

Vġichni pacienti s vĨjimkou tŚ² byli l®ļeni chirurgicky. BŊhem vĨkonu byl odebr§n 

vzorek tk§nŊ makroskopicky z n§doru velikosti cca 5x5mm a odesl§n zmrazenĨ do 

laboratoŚe Đstavu patologie a molekul§rn² medic²ny 2. LF UK. U tŚ² pacientŢ, kteŚ² 

chirurgicky l®ļeni nebyli, byl odebr§n bioptickĨ vzorek v lok§ln² anest®zii a zpracov§n 

stejnĨm zpŢsobem jako u perioperaļnŊ z²skan® tk§nŊ (viz d§le).  

Patolog obdrģel dva oddŊlen® vzorky, z nichģ jeden byl zamraģen na teplotu -70Á a 

archivov§n pro dalġ²/budouc² vyġetŚov§n². DruhĨ vzorek byl fixov§n v 10% neutr§ln²m 

pufrovan®m formolu a n§slednŊ zalit do parafinu. Z kaģd®ho parafinov®ho bloļku byl 

vģdy prvn² z ŚezŢ vyġetŚen patologem, zda obsahuje minim§lnŊ 10% n§dorovĨch bunŊk, 

n§sledn® dva Śezy byly uchov§ny pro izolaci nukleovĨch kyselin a pro imunohistochemii, 
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posledn² Śez pak byl opŊt zhodnocen, zda obsahuje potŚebn® mnoģstv² n§dorov® tk§nŊ. 

řezy pro imunohistochemickou analĨzu byly pŚipraveny spoleļnŊ s Śezy pro PCR. 

Pro dalġ² vyġetŚov§n² byly zaŚazeny pouze ty vzorky, kter® podl®haly vĨġe popsanĨm 

krit®ri²m. 

 

3.3 Krev  

Od vġech pacientŢ bylo odebr§no pŚi vstupu do studie, mŊs²c a rok po ukonļen² l®ļby, 

10 ml sr§ģliv® krve. Materi§l jsme skladovali pŚi +4ÜC a transportovali do laboratoŚe 

nejd®le jeden den po odbŊru. S®rum bylo oddŊleno st§ļen²m pŚi 1600 ot§ļk§ch 10 minut 

a uloģeno v alikvotech pŚi ï 20ÁC.  

 

3.4 Cytologie 

Cytologie byla odebr§na od pacientŢ dle n§sleduj²c²ho postupu: pacient si vypl§chl 

¼sta 5 ml steriln²ho roztoku kuchyŔsk® soli, 30 vteŚin kloktal a vyplivl obsah do 10 ml 

steriln² zkumavky. Materi§l jsme skladovali pŚi +4ÜC a transportovali do laboratoŚe 

nejd®le jeden den po odbŊru. Od pacientŢ byly cytologick® vzorky odeb²r§ny pŚed l®ļbou 

a rok po ukonļen² l®ļby.  

BuŔky z²skan® or§ln²m vĨplachem jsme v laboratoŚi promyli fyziologickĨm roztokem 

(kaģdĨ vzorek byl tŚikr§t centrifugov§n pŚi 3000 rpm), n§slednŊ jsme v B¿rkerovŊ 

komŢrce urļili poļet bas§ln²ch a spinocelul§rn²ch epiteli§ln²ch bunŊk, coģ umoģnilo 

standardizovat mnoģstv² bunŊk pouģitĨch d§le pro izolaci DNA (prŢmŊrn® poļty 

bas§ln²ch bunŊk 10
4
 ï 10

5
/ml a spinocelul§rn²ch bunŊk 10

4
 ï 10

5
/ml ). BuŔky jsme 

skladovali v alikvotech pŚi ï70ÜC. 

 

3.5 Izolace DNA a RNA 

 

3.5.1 Parafinov® bloļky s biopsiemi.  

HPV DNA a RNA byly izolov§ny z 20ɛm parafinovĨch ŚezŢ. Kontroln² Śezy ļist®ho 

parafinu byly vytvoŚeny po kaģd®m ļtvrt®m vzorku tk§nŊ, aby se pŚedeġlo pŚ²padn® 
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kontaminaci. NŢģ mikrotomu, stejnŊ jako veġker® pouģit® n§stroje, byly oġetŚeny 

etanolem po manipulaci s kaģdĨm jednotlivĨm vzorkem tk§nŊ. 

Paraf²n z ŚezŢ jsme odstranili xylenem a DNA jsme izolovali inkubac² pŚi 55ÁC v 

lyzaļn²m pufru s 200 Õg/ml protein§zy K. Po inaktivaci protein§zy K jsme pŚipraven® 

hrub® lyz§ty skladovali pŚi teplotŊ ï20ÁC. V prŢbŊhu studie jsme zavedli novou metodu 

extrakce, kter§ umoģŔuje izolovat z parafinovĨch ŚezŢ nejen DNA, ale i RNA. DNA i 

RNA ze vzorkŢ s ļ²slem 100 a vĨġe byla izolov§na za pouģit² Recover All Total Nucleic 

Acid Isolation kit (Applied Biosystems). Pomoc² tohoto kitu jsme paraf²n z ŚezŢ 

odstranili xylenem a vzorky inkubovali s Digestion pufrem a protein§zou K pŚi 50ÁC 3 

hodiny a pot® jsme polovinu vzorku odebrali pro izolaci RNA. Izolace RNA zaļala 

pŚid§n²m Isolation aditive ke vzorku a prom²ch§n²m. Po pŚid§n² etanolu jsme vzorek 

nanesli na pŚipraven® kolonky, stoļili a promyli roztokem Wash 1 a Wash 2/3. Kolonku 

jsme d§le inkubovali s DN§zou, opŊt promyli roztokem Wash 1 a Wash 2/3. RNA jsme 

vymyli Elution Solution a skladovali pŚi -70ÁC do dalġ²ho pouģit². Abychom sn²ģili 

riziko, ģe izolovan§ RNA je kontaminov§na DNA, podrobili jsme z²skanou RNA pŚed 

reverzn² transkripc² jeġtŊ samostatn®mu cyklu DN§zov§n². RNA (2 ɛg) spolu s 2 ɛl U 

RQ1 DNAse (Promega, WI, USA) a 2 ɛl DNAse Buffer 10x (Promega, WI, USA) bylo 

v celkov®m objemu 20 Õl inkubov§no 30 minut pŚi teplotŊ 37ÁC, pot® jsme pŚidali 1 ɛl 

SS stop solution (Promega, WI, USA) a inkubovali 1 minutu pŚi 65ÁC. 

DNA jsme izolovali z druh® pŢlky vzorku po 48 hodinov® inkubaci. Postup izolace byl 

stejnĨ jako pro RNA. DNA byla ze vzorku odstranŊna inkubac² s RN§zou a d§le 

skladov§na pŚi -20ÁC.  

 

3.5.2 Cytologie  

DNA z vĨplachŢ jsme izolovali pomoc² kitu Qiagen DNA Blood Midi Kit firmy 

Qiagen podle firemn²ho protokolu. Po rozmraģen² vzorkŢ pŚi laboratorn² teplotŊ jsme 

vzorky inkubovali spoleļnŊ s Protease Q a AL pufrem pŚi 70ęC 10 min. Ke vzorku jsme 

pŚidali 100% etanol a centrifugovali pŚes Qiagen kolonky. Kolonky jsme promyli pufrem 

AW1 a AW2. DNA jsme vymyli AE pufrem, pŚesr§ģeli pomoc² etanolu a rozpustili v 10 

mmol/l Tris-HCl pufru na koneļnou koncentraci DNA ze 7 500 bunŊk v 1 Õl. Vzorky 

jsme skladovali pŚi teplotŊ ï 20ÁC. Na kaģdĨch 7 vzorkŢ jsme pro izolaci pŚidali jednu 
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mikrozkumavku s vodou pro monitorov§n² eventu§ln²ho pŚenosu kontaminace mezi 

vzorky v prŢbŊhu jejich zpracov§n². 

Jelikoģ publikace od D'Souza a spol.
63

 prok§zala vyġġ² vĨtŊģnost izolace virov® DNA 

metodu Gentra Puregene firmy Qiagen pro izolaci DNA z vĨplachŢ, rozhodli jsme se 

vybran® cytologick® vzorky z naġeho souboru touto metodou pŚeġetŚit. 

Po rozmraģen² vzorkŢ pŚi laboratorn² teplotŊ jsme zkumavky centrifugovali 5 min pŚi 

3 000 rpm. Ods§li jsme supernatant, pŚidali 300 Õl roztoku lyzuj²c²ho buŔky a 5 Õl 

protein§zy K a inkubovali pŚi 55C 2 hodiny. Pot® jsme pŚidali 1,5 Õl roztoku RNAsy A a 

inkubovali pŚi 37C 15 min. Vzorky jsme zchladili na pokojovou teplotu, pŚidali 100 Õl 

roztoku rozpouġtŊj²c²ho proteiny, intenzivnŊ prom²chali, uloģili na led na pŊt minut a pot® 

sedimentovali pŚi 14 000 rpm. Supernatant jsme pŚenesli do ļist® zkumavky, promyli 

100% isopropanolem a 70% etanolem, stoļili a supernatant odstranili. K sedimentu jsme 

pŚidali DNA pufr tak, aby vĨslednĨ objem obsahoval DNA ze 7 500 bunŊk v 1 Õl a 

vzorek jsme inkubovali jeġtŊ hodinu pŚi 65C. Vzorek jsme skladovali pŚi teplotŊ -20 C. 

Metodu jsme testovali na 25 vzorc²ch pro porovn§n² s pŚedchoz² metodou izolace. 

Pomoc² metody Gentra Puregene jsme identifikovali o 20% v²ce pozitivn²ch vzorkŢ, a 

proto jsme od ļervna 2009 pouģ²vali tuto metodu. PŢvodnŊ negativn² vzorky jsme ze 

zmraģenĨch alikv·tŢ pŚetestovali. 

 

3.6 Polymer§zov§ ŚetŊzov§ reakce (PCR) 

 

ĻtyŚi ɛl DNA jsme amplifikovali v cykleru PTC 200 firmy MJ Research, Inc. Po 

dokonļen² amplifikace jsme 10 ɛl PCR produktu podrobili elektrofor®ze v 3 % 

agar·zov®m gelu (NuSieve 3:1, FMC BioProduct).  

 

3.6.1 PCR kontroln²ho genu u DNA/RNA z paraf²novĨch ŚezŢ  

Jako prvn² byla provedena amplifikace kontroln²ho genu. Pozitivn² vĨsledek 

amplifikace tohoto genu ukazuje na nepŚ²tomnost inhibitorŢ a na dostateļn® mnoģstv² 

DNA ve vzorku. Fragment o d®lce 110 pb z genu pro lidskĨ beta-globin jsme 

amplifikovali za pomoc² primerŢ PC 03 (5ËACACAACTGTGTTCACTAGC 3Ë) a PC 04 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22D'Souza%20G%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstract
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(5ËCAACTTCATCCACGTTCACC 3Ë)
64
. Pokud byla amplifikace kontroln²ho genu 

ne¼spŊġn§, provedli jsme fenol-chloroformov® pŚeļiġtŊn² vĨchoz²ho materi§lu a 

amplifikaci kontroln²ho genu jsme opakovali, ale pouze u vzorkŢ izolovanĨch klasickou 

metodou. Pades§t ɛl reakļn² smŊsi obsahovalo 1x koncentrovanĨ reakļn² pufr 

(Fermentas), 4,0 mmol/l MgCl2, 0,2 mmol kaģd®ho ze ļtyŚ dNTP, 0,05 pmol kaģd®ho 

primeru (PC 03 a PC 04) a 2,5 U Taq polymer§zy (Fermentas). Po poļ§teļn² denaturaci 5 

minut pŚi 95ęC se kaģdĨ ze 40 cyklŢ PCR skl§dal z denaturace 1 minutu pŚi 95ęC, pŚi 

hybridizov§n² primeru 2 minuty pŚi 55ęC a synt®zy ŚetŊzce 2 minuty pŚi 72ęC. Pro 

dokonļen² synt®zy vġech ŚetŊzcŢ jsme pŚidali na z§vŊr tŚ²minutovou inkubaci pŚi 72ęC.  

 

3.6.2 PCR detekce HPV v DNA extrahovan® z tk§nŊ v parafinovĨch bloc²ch pomoc² 

GP5+/6+ primerŢ 

U vzorkŢ, u nichģ byla amplifikace kontroln²ho genu pozitivn², jsme provedli detekci 

HPV pomoc² obecnĨch primerŢ GP5+ (5Ë TTTGTTACTGTGGTAGATACTAC 3Ë) a GP 

6+ (5Ë GAAAAATAAACTGTAAATCATATTC 3Ë), kter® amplifikuj² 150 pb dlouhĨ 

¼sek v L1 genu (Snijders, 1990). Pades§t ɛl reakļn² smŊsi obsahovalo 10 mmol/l Tris-

HCl, pH 8,5; 50 mmol/l KCl, 3,5 mmol/l MgCl2, 200 ɛM kaģd®ho dNTP, 50 pmol 

primerŢ GP5+ a GP6+ a 1 U Taq polymer§zy (Fermentas). Poļ§teļn² denaturace 5 min v 

94ÁC byla n§sledovan§ 40 cykly, z nichģ kaģdĨ sest§val z 1 min v 94ÁC, 2 min ve 40ÁC, 

1,5 min pŚi 72ÁC. Nakonec byl zaŚazen 1 cyklus pro dokonļen² synt®zy ŚetŊzcŢ 4 min pŚi 

72Á. 

Tato metoda byla nahrazena vylepġenĨmi primery a metodou reverzn² hybridizace pro 

urļen² typu (viz. d§le). Vzorky s ļ²sly 1-100, kter® byly vyġetŚeny pŢvodn² metodou, byly 

pŚetestov§ny metodou novou. Vzorky s ļ²sly vyġġ²mi neģ 100 byly analyzov§ny pouze 

metodou novou (viz dalġ² bod.  

 

3.6.3 PCR detekce HPV v DNA extrahovan® z tk§nŊ v parafinovĨch bloc²ch pomoc² 

GP5+/GP6+BIO primerŢ 

U vzorkŢ, u nichģ byla amplifikace kontroln²ho genu pozitivn², jsme provedli detekci 

HPV t®ģ pomoc² obecnĨch primerŢ stejnĨch jako v bodŊ 3.6.2 s tou vĨjimkou, ģe primer 

GP6+ byl znaļenĨ biotinem (GP6+BIO). Pades§t ɛl reakļn² smŊsi obsahovalo 10 mmol/l 
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Tris-HCl, pH 8,5; 50 mmol/l KCl, 4 mmol/l MgCl2, 200 ɛM kaģd®ho dNTP, 0,5 pmol 

primerŢ GP5+ a GP6+ a 1 U AmpliTaq Gold polymer§zy (Applied Biosystems). 

Poļ§teļn² denaturace 5 min pŚi 94ÁC byla n§sledov§na 40 cykly, z nichģ kaģdĨ sest§val z 

90 sec pŚi 94ÁC, 30 sec pŚi 38ÁC, 80 sec pŚi 71ÁC. Nakonec byl zaŚazen jeden cyklus pro 

dokonļen² synt®zy ŚetŊzcŢ 4 min pŚi 71Á (van den Brule a spol., 2002). 

 

3.6.4 PCR detekce HPV DNA u vĨplachŢ 

U vzorkŢ DNA z vĨplachŢ jsme prov§dŊli detekci a typizaci HPV pomoc² 

GP5+/GP6+BIO primerŢ popsanou vĨġe. 

 

3.6.5 Diskrepantn² vzorky 

U vġech diskrepantn²ch vzorkŢ, tj. takovĨch s pozitivn²m vĨsledkem na gelu a 

negativn²m pŚi typovŊ-specifick® hybridizaci, jsme vzorky d§le analyzovali pomoc² PCR 

s degenerovanĨmi primery MY 09 (5ËCGTCCMARRGGAWACTGATC 3Ë) a MY 11 

(5ËGCMCAGGGWCATAAYAATGG 3Ë), amplifikuj²c²ch 450 pb dlouhĨ ¼sek v L1 

genu (CP PCR L1) (Manos a spol., 1989). Souļ§st² reakce byly i primery GH20 a PC04 

amplifikuj²c² kontroln² gen pro lidskĨ b-globin, pro kontrolu integrity DNA a pŚ²tomnosti 

inhibitorŢ ve vzorku. Pades§t ɛl reakļn² smŊsi obsahovalo 1x koncentrovanĨ reakļn² pufr 

(Fermentas), 4,0 mmol/l MgCl2, 0,2 mmol kaģd®ho ze ļtyŚ dNTP, 0,5 pmol kaģd®ho 

primeru (MY 09 a MY 11), 0,05 pmol primerŢ GH20 a PC04 a 2,5 U Taq polymer§zy 

(Fermentas). Po poļ§teļn² denaturaci 5 minut pŚi 95ęC se kaģdĨ ze 40 cyklŢ PCR skl§dal 

z denaturace 1 minutu pŚi 95ęC, pŚihybridizov§n² primeru 2 minuty pŚi 55ęC a synt®zy 

ŚetŊzce 2 minuty pŚi 72ęC. Pro dokonļen² synt®zy vġech ŚetŊzcŢ jsme pŚidali na z§vŊr 

tŚ²minutovou inkubaci pŚi 72ęC. 

 

3.6.6 Detekce HPV16 E6*I mRNA 

Ze smŊsi izolovan® a DN§zou opracovan® RNA (2 Õg) jsme cDNA pŚipravovali 

metodou reverzn² transkripce: 11ɛl smŊsi s opracovanou RNA jsme inkubovali 10minut 

pŚi 70ÁC a pot® pŚenesli na led na 5minut. Po pŚid§n² 9 ɛl reakļn² smŊsi byla cel§ smŊs 

inkubov§na 90 minut pŚi teplotŊ 37ÁC. Reakļn² smŊs obsahovala 50 U of M-MLV 
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reverzn² transkript§zy (Promega, WI, USA); reakļn² pufr sloģenĨ z 50 mmol/l Tris-HCl 

(pH 8,3), 75 mmol/l KCl, 3 mmol/l MgCl2, 10 mmol/l DTT (Promega, WI, USA); 20 U 

RNasin Plus inhibitoru RNAsy (Promega, WI, USA); 10 pmol smŊsi n§hodnĨch 

hexamerovĨch primerŢ (Fermentas, Vilnius, Lithuania) a 10 pmol smŊsi nukleotidŢ 

(dNTPs). 

Absenci kontaminuj²c² DNA jsme prok§zali pomoc² amplifikace intern²ho kontroln²ho 

genu GADPH (GAPDH-U: 5Ë-CGAGATCCCTCCAAAATCAA-3Ë a GADPH-L: 5Ë -

CATGAGTCCTTCCACGATACCAA-3Ëamplifikuj²c² 288 bp dlouhĨ fragment 
65

). 

Dvacet pŊt mikrolitrŢ reakļn² smŊsi obsahovalo 1x koncentrovanĨ pufr (Fermentas, 

Vilnius, Lithuania), 4 mmol/l MgCl2, 200 ɛM dNTPs, 5 pmol kaģd®ho primeru a 1,25 U 

Taq-polymer§zy (Fermentas, Vilnius, Lithuania). Po poļ§teļn² denaturaci 5 minut pŚi 

95ęC se kaģdĨ ze 40 cyklŢ PCR skl§dal z denaturace 1 minutu pŚi 94ęC, pŚihybridizov§n² 

primeru 1 minutu pŚi 55ęC a synt®zy ŚetŊzce 1 minutu pŚi 72ęC. Po dokonļen² synt®zy 

vġech ŚetŊzcŢ jsme pŚidali na z§vŊr ļtyŚminutovou inkubaci pŚi 72ęC. Kvalita cDNA byla 

ovŊŚena opŊt amplifikac² kontroln²ho genu ï v tomto pŚ²padŊ genu pro lidskĨ beta globin 

(d®lky 110pb), jak pops§no vĨġe.  

PCR specifickou pro HPV 16E6 onkoprotein jsme prov§dŊli se 4 l cDNA s primery, 

kter® amplifikuj² fragment dlouhĨ 86 pb 
54

 (5Ë TTACTGCGACGTGAGGTGTA 3Ë ; 5Ë 

GGAATCTTTGCTTTTTGTCC 3Ë). Pades§t mikrolitrŢ reakļn² smŊsi obsahovalo 1x 

koncentrovanĨ pufr (Fermentas, Vilnius, Lithuania), 1,5 mmol/l MgCl2, 200 ɛM dNTPs, 

25 pmol kaģd®ho primeru a 1 U Taq-polymer§zy (Fermentas, Vilnius, Lithuania). Po 

poļ§teļn² denaturaci 5 minut pŚi 95ęC se kaģdĨ ze 40 cyklŢ PCR skl§dal z denaturace 1 

minutu pŚi 95ęC, pŚihybridizov§n² primeru 2 minuty pŚi 55ęC a synt®zy ŚetŊzce 2 minuty 

pŚi 72ęC. Pro dokonļen² synt®zy vġech ŚetŊzcŢ jsme pŚidali na z§vŊr tŚ²minutovou 

inkubaci pŚi 72ęC.  

 

3.6.6 Detekce HPV16 E2 mRNA 

Detekci genu pro HPV 16 E2 jsme prov§dŊli na 4l DNA izolovan® z parafinovĨch 

ŚezŢ. Pouģili jsme primery popsan® v Cricca a spol.
66

, kter® amplifikuj² 184 pb dlouhĨ 

fragment. Pades§t mikrolitrŢ reakļn² smŊsi obsahovalo 1x koncentrovanĨ pufr 
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(Fermentas, Vilnius, Lithuania), 1,5mM MgCl2, 200ɛM dNTPs, 25pmol kaģd®ho primeru 

a 1U Taq-polymer§zy (Fermentas, Vilnius, Lithuania).  

Po poļ§teļn² denaturaci 5 minut pŚi 95ęC se kaģdĨ ze 40 cyklŢ PCR skl§dal z 

denaturace 1 minutu pŚi 95ęC, pŚihybridizov§n² primeru 2 minuty pŚi 50ęC a synt®zy 

ŚetŊzce 2 minuty pŚi 72ęC. Po dokonļen² synt®zy vġech ŚetŊzcŢ jsme pŚidali na z§vŊr 

tŚ²minutovou inkubaci pŚi 72ęC. 

 

3.7 AnalĨza PCR produktŢ Southern blotem 

 

Specificitu amplifikace primery MY 09/11 jsme potvrdili hybridizac² PCR produktŢ 

na Southern blotech. Gel byl kr§tce depurinov§n v 0,25 mol/l HCl a ponoŚen na 10 minut 

do alkalick®ho roztoku (0,6 mol/l NaCl, 0,4 mol/l NaOH) pouģ²van®ho pro pŚenos DNA 

na nylonovou membr§nu Biodyne B (Pall Biosupport). Membr§na byla n§slednŊ 

neutralizov§na v 1 mol/l Tris-HCl, pH 7,4 a 1,2 mol/l NaCl 15 minut. Hybridizaci jsme 

prov§dŊli se smŊs² pŊti 410 pb dlouhĨch pr·b specifickĨch pro HPV11, 16, 18, 31, 51 a 

oligopr·by pro lidskĨ beta-globin. HPV pr·by jsme generovali a znaļili PCR za pouģit² 

typovŊ specifickĨch primerŢ a DIG-11-dUTP (Boehringer Mannheim). Oligopr·ba pro 

lidskĨ beta-globin je syntetizov§na s 5Ë koncem znaļenĨm digoxigeninem. Membr§nu se 

vzorky jsme prehybridizovali 2 hod pŚi 42ÁC v prehybridizaļn²m pufru (5x high grade 

SSC, 20% formamid, 0,1% ficoll, 0,01% BSA, 50 mM Na2PO4, 0,1% high grade SDS, 

0,1 mg/ml Herring sperm DNA). K prehybridizaļn²mu roztoku jsme pŚidali pr·by a 

membr§nu hybridizovali pŚes noc pŚi 42
o
C. Nespecificky nav§zanou pr·bu jsme 

odmĨvali pŚi pokojov® teplotŊ 2 x 5 min ve 30 ml roztoku A (2xSSC; 0,1%SDS) a d§le 

pŚi teplotŊ 50
o
C 3 x 30 min ve 300 ml roztoku B (0,5xSSC; 0,1%SDS). Detekci jsme 

prov§dŊli s pouģit²m òDIG-Wash and Block Buffer setuò, òAnti-digoxigenin-APò (FAB 

fragment), òCSPD ready-to-useò (Boehringer Mannheim). Membr§nu jsme ekvilibrovali 

ve 30 ml promĨvac²ho roztoku (WB) (0,1 mol/l kyselina maleinov§, 0,15 mol/l NaCl, 

0,3% Tween 20, pH 7,5), inkubovali 45 minut v blokovac²m roztoku (BS) (0,1 mol/l 

kyselina maleinov§, 0,15 mol/l NaCl, 3,5% blokovac² reagens) a pot® tŚicet minut v 

t®mģe roztoku s FAB fragmentem. Promyt² jsme prov§dŊli 3 x 15 min ve 30 ml WB 

roztoku a ekvilibrovali 5 min v detekļn²m roztoku (0,1 mol/l Tris-Cl; 0,1 mol/l NaCl, pH 
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9,5). Ekvilibrovanou membr§nu jsme inkubovali s CSPD nejdŚ²ve pŚi laboratorn² teplotŊ 

5 min, pak 15 min pŚi 37ÁC. Membr§nu jsme exponovali 30 minut na òLumi-Film 

Chemiluminescent Detectionò (Boehringer Mannheim). 

 

3.8 Urļen² typŢ HPV metodou obr§cen® hybridizace 

Tato metoda umoģŔuje urļen² aģ 37 HPV typŢ v jednokrokov® reakci. Kr§tk® typovŊ 

specifick® oligonukleotidy pŚipraven® komerļnŊ jsme pŚes aminoskupinu na 5Ëkonci 

kovalentnŊ nav§zali na aktivovanou negativnŊ nabitou membr§nu Biodyne C. Aktivaci 

membr§ny jsme provedli 16% 1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl) carbodiimidem 

(EDAC). Po inaktivaci a promyt² jsme membr§nu vloģili do blotovac²ho zaŚ²zen² MN45 

(Inogmunetics). Na membr§nu jsme nanesli amplikony a inkubovali 1 hodinu pŚi 42ÜC. 

Membr§nu jsme promyli a inkubovali se streptavidinovĨm  konjug§tem znaļenĨm 

peroxid§zou po dobu 1 hodiny pŚi 42ÜC. Po promyt² jsme nav§zan® amplikony detekovali 

chemiluminiscenļnŊ pomoc² ECL detekļn²ho kitu (Amersham Biosciences) a membr§nu 

jsme exponovali na LumiFilm (Roche) po dobu 5 minut.  

 

3.9 Urļen² typu HPV sekvenac² 

U vzorkŢ, kter® po PCR uk§zaly na gelu jasnĨ prouģek a u nichģ nebyl typ urļen 

reverzn² hybridizac², jsme HPV typ urļili sekvenac². Pades§t mikrolitrŢ PCR produktu 

jsme izolovali z 2% agar·zov®ho gelu (NuSieve GTG agarose, FMC BioProducts) 

pomoc² ĂMinElute Gel Extraction kituñ (Qiagen), sekvenovali pomoc² òBigDye 

Terminator Primer Cycle Sequencing kituò (Perkin Elmer Corporation) a analyzovali na 

automatick®m sekven§toru ABI PRISM 310 (Perkin Elmer Corporation). 

 

3.10 Imunohistochemie 

Imunohistochemickou analĨzu jsme provedli na 2 ɛm parafinovĨch Śezech z 

histologickĨch prepar§tŢ pŚipravenĨch jak pops§no vĨġe. Pouģili jsme protil§tky proti 

proteinu p16 (Purified Mouse Anti-Human p16, Clone G175-405, BD Pharmingen
TM

 , 

ŚedŊn² 1:100) a protil§tku proti proteinu p53 (Monoclonal Mouse Anti-Human p53 

Protein, Clone DO-7, Dako, ŚedŊn² 1:50). Deparafinizaci jsme provedli za pouģit² 
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vzestupn® Śady alkoholŢ, za ¼ļelem demaskov§n² antigenŢ byly prepar§ty podrobeny 

varu v citr§tu (30 minut pro p16 a 40 minut pro p53). K blok§dŊ vnitŚn² enzymatick® 

aktivity jsme pouģili peroxid vod²ku. Inkubace ŚezŢ s prim§rn² protil§tkou vģdy prob²hala 

pŚes noc. N§sleduj²c² den jsme odmyli pŚebytek prim§rn² protil§tky a tuto detekovali 

pomoc² sekund§rn² protil§tky s chromogenem (3,3Ë-diaminobenzidin tetrahydrochlorid 

hydr§t (Fluka)). Pro vizualizaci bunŊļnĨch jader a orientaci v n§dorov® a norm§ln² tk§ni 

jsme vzorky dobarvili hematoxylinem/eosinem. N§slednŊ bylo provedeno odvodnŊn² 

prepar§tu ve vzestupn® ŚadŊ alkoholŢ. 

Jako pozitivn² vnitŚn² kontrola pro p53 slouģilo pozitivn² barven² baz§ln²ch 

keratinocytŢ norm§ln²ho dlaģdicobunŊļn®ho epitelu tonzil§rn² nebo orofarynge§ln² 

sliznice. Jako pozitivn² vnŊjġ² kontrola byla pouģita pozitivita barven² jader bunŊk 

invazivn²ho karcinomu prsu u pacientŢ s mutac² TP53, Jako pozitivn² kontrola pro 

detekci protein p16 slouģily dysplastick® buŔky cervik§ln²ho epitelu infikovan® HPV.  

VĨsledky imunohistochemie byly hodnoceny jak z hlediska intenzity (oznaļeno + aģ 

+++), tak z hlediska proporce obarvenĨch bunŊk oproti neobarvenĨm (vyj§dŚeno 

v procentech). Pro statistick® hodnocen² jsme pouģili semikvantitativn² vyj§dŚen²: vzorek 

byl povaģov§n za pozitivn² na p53, pokud bylo zbarveno nejm®nŊ 10% bunŊk, a pozitivn² 

na p16 v pŚ²padŊ, kdyģ bylo obarveno minim§lnŊ 50% bunŊk a to jak v j§dŚe, tak 

v cytoplazmŊ. 

 

3.11 S®rologick® testy 

3.11.1 PŚ²prava antigenŢ 

3.11.1.1 PŚ²prava kapsid (virusïlike particles, VLP) 

Hmyz² buŔky Sf9 jsme pŊstovali v suspenzi v TNMïFH hmyz²m m®diu s 10% 

fet§ln²ho telec²ho s®ra. PŚibliģnŊ 4x10
9
 bunŊk jsme infikovali rekombinantn²m 

baculovirem pŚi multiplicitŊ infekce 10 PFU/buŔku. Jednotliv® rekombinantn² baculoviry 

nesou genetickou informaci pro obalovĨ protein L1 rŢznĨch typŢ HPV (6, 11, 16, 18, 31 

a 33). Za 72 hodin po infekci jsme buŔky sklidili, propl§chli 1x PBS a peletovan® buŔky 

zamrazili pŚi ï20
o
C.  

BunŊļnĨ pelet jsme resuspendovali ve 40 ml extrakļn²ho pufru (10 mmol/l MgCL2, 50 

mmol/l CaCl2, 150 mmol/l NaCl, 0,01% Triton X-100, 20 mmol/l HEPES, pH 7,4) a 

sonikovali 3x30 s pŚi 0
o
C, po odstŚedŊn² jsme pelet znovu resuspendovali ve 40 ml 
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extrakļn²ho pufru a celou proceduru zopakovali. Oba supernatanty jsme spojili a roztok 

nasytili chloridem cesnĨm do 30% koncentrace. Roztok jsme centrifugovali 22 hod pŚi 45 

000 ot§ļk§ch/min a 18
o
C, odebrali horn² prouģek, dialyzovali 30 min proti PBS a znovu 

dŊlili na CsCl Ăstepñ gradientu (36%ï30,5%ï16%,) 4 hod pŚi 35 000 ot§ļk§ch/min, 18
o
C. 

Prouģek jsme odebrali a pŚ²tomnost VLP jsme testovali SDS PAGE elektrofor®zou 

(koncentrace proteinŢ), Western blottingovou analĨzou (antigenn² specificita ï 

denaturovanĨ protein) a ELISA testem se specifickĨmi protil§tkami (antigenn² specificita 

ï VLP (kapsomery)).  

 

3.11.1.2 PŚ²prava rekombinantn²ch bakteri§ln²ch proteinŢ E6 a E7 viru HPV16 

Rekombinantn² bakterie E. coli BL21, nesouc² genetickou informaci pro virov® 

onkoproteiny HPV16 E6 a E7 nav§zan® na glutathionïSïtransfer§zu (GST) a na 3ôkonci 

znaļen® undekapeptidem, odvozenĨm z SV40 T antigenu (tag), jsme pŊstovali v Luria 

Bertani mediu s 1 mmol/l ampicilinu. Pot®, co bakteri§ln² kultura dos§hla hodnoty 

optick® denzity 0,5 (mŊŚeno pŚi 600 nm), indukovali jsme expresi rekombinantn²ho 

proteinu pŚid§n²m isopropylïïDïthioïgalaktosidu (IPTG) do koneļn® koncentrace 0,25 

mmol/l.  Ġest hodin po indukci jsme buŔky sklidili, pelet resuspendovali v PBS s 2 

mmol/l DTT, 1% Tritonem Xï100 a koktejlem inhibitorŢ prote§z a lyzovali sonikac² 5x 

30 s pŚi 0
o
C.  Zbytky bunŊk jsme z lyz§tu odstranili centrifugac², urļili jsme koncentraci 

proteinŢ, lyz§t naŚedili 1:1 glycerolem a uloģili pŚi teplotŊ ï20
o
C. Jako kontroln² antigen 

jsme stejnĨm zpŢsobem pŚipravili lyz§t rekombinantn²ch bakteri², kter® nesly genetickou 

informaci pro GST a tag. Đļinnost exprese jsme zjiġŠovali reakc² s monoklon§ln² 

protil§tkou proti tag. 

 

3.11.2 Detekce specifickĨch protil§tek proti HPV 

3.11.2.1 Protil§tky proti VLP 

PŚ²tomnost specifickĨch protil§tek v s®rech jsme testovali pŚ²mou metodou 

enzymatick® imunoanalĨzy (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay = ELISA).  Jako 

antigen jsme pouģ²vali kapsidy pŚipraven® z baculovirovĨch rekombinant, kter® 

exprimuj² majoritn² kapsidovĨ antigen L1 (u typŢ 6, 16, 18, 31, 33) nebo oba kapsidov® 

proteiny L1 a L2 (u typu 11).  ELISA test jsme prov§dŊli podle n§sleduj²c²ho sch®matu: 
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jamky mikrotitraļn²ch destiļek (Polysorp NUNC immunoplate, Thermo Fisher Scientific, 

Denmark) jsme potahovali roztokem VLP v 50 Õl PBS v koncentraci 2 ɛg/ml a to po 

dobu 2 hod pŚi teplotŊ 37
o
C a pŚes noc pŚi 4

o
C. Vġechny dalġ² inkubace jsme prov§dŊli po 

dobu 1 hodiny pŚi 37
o
C, po kaģd® inkubaci jsme jamky promĨvali pŊtkr§t roztokem A 

(PBS, 0,21 mol/1 NaCl, 0,1% Triton X-100). Potenci§lnŊ voln§ vazebn§ m²sta jamek 

jsme vysytili 1% roztokem BSA v PBS a po inkubaci k jamk§m pŚidali v paralel§ch s®ra 

ŚedŊn§ 1:25 v roztoku A s 1% BSA. Nav§zan® protil§tky jsme oznaļili osl²m 

imunoglobulinem proti lidsk®mu IgG (H a L ŚetŊzec), konjugovanĨm s kŚenovou 

peroxid§zou, ŚedŊnĨm 1:7 500 v roztoku A s 1% BSA a barevnou reakci jsme vyvolali 

0,04% roztokem oïfenylendiaminu v 50 mmol/l fosf§tov®mïcitr§tov®m pufru, pH 5,0 s 

0,006% peroxidu vod²ku. Reakci jsme zastavili pŚid§n²m 2 mol/l roztokem kyseliny 

s²rov® a vyhodnotili spektrofotometricky jako OD pŚi 492 a 630 nm (Infinite 200 

microplate reader, TECAN, Austria).   

 

3.11.2.2 Protil§tky proti onkoproteinŢm HPV16 E6 a E7 

PŚ²tomnost specifickĨch protil§tek v s®rech jsme testovali sendviļovou enzymatickou 

imunoanalĨzou. ELISA test jsme prov§dŊli podle n§sleduj²c²ho sch®matu: jamky 

mikrotitraļn²ch destiļek (Polysorp NUNC immunoplate, Thermo Fisher Scientific, 

Denmark) jsme potahovali 100 Õl roztoku konjug§tu kaseinïglutathion (2 Õg/ml) pŚes 

noc pŚi teplotŊ +4
o
C. Vġechny dalġ² inkubace jsme prov§dŊli po dobu 1 hodiny pŚi 37

o
C, 

po kaģd® inkubaci jsme jamky promĨvali pŊtkr§t roztokem B (PBS, 0,05% Tween 20). 

Potenci§lnŊ voln§ vazebn§ m²sta jamek jsme vysytili roztokem C (roztok B s 0,2% 

kaseinu) a po inkubaci k jamk§m pŚidali pŚ²sluġn® rekombinantn² proteiny v koncentraci 

0,25 Õg/ml v roztoku C. S®ra jsme Śedili 1:50 v roztoku C s kontroln²m antigenem 

(rekombinantn² GST) v koncentraci 0,25 Õg/ml, takto naŚedŊn§ s®ra jsme ponechali 30 

minut pŚi laboratorn² teplotŊ a pot® k jamk§m pŚidali v paralel§ch. Nav§zan® protil§tky 

jsme oznaļili osl²m imunoglobulinem proti lidsk®mu IgG (H a L ŚetŊzec), konjugovanĨm 

s kŚenovou peroxid§zou, ŚedŊnĨm 1:10 000 v roztoku C a barevnou reakci vyvolali 

pŚid§n²m 0,01% roztokem tetrametylbenzidinu ve 100 mmol/l acet§tov®m pufru pH 6.0 

s 0,003% peroxidu vod²ku. Reakci jsme zastavili pŚid§n²m 1 mol/l roztokem kyseliny 

s²rov® a vyhodnotili spektrofotometricky jako OD pŚi 450 a 630 nm.   
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3.11.3 Vyhodnocen² 

Na kaģd® mikrotitraļn² destiļce jsme vģdy testovali standardn² pozitivn² a negativn² 

s®rum proti dan®mu antigenu. Od hodnoty OD s®ra, z²skan® na mikrotitraļn² destiļce 

s virovŊïspecifickĨm antigenem, jsme odeļetli hodnotu OD stejn®ho s®ra na destiļce 

kontroln² (v pŚ²padŊ VLP bez antigenu, v pŚ²padŊ onkoproteinŢ GST). Pro kaģdĨ antigen 

a destiļku jsme spoļ²tali hraniļn² hodnotu (cut-off) jako aritmetickĨ prŢmŊr rozd²lŢ OD 

plus 2 (VLP) respektive 3 smŊrodatn® odchylky (onkoproteiny), vylouļili s®ra s rozd²lem 

OD vyġġ²m neģ hodnota spoļten§ a proceduru opakovali tak dlouho, aģ hodnota rozd²lu 

OD ģ§dn®ho ze zbĨvaj²c²ch s®r nebyla vyġġ².   

VĨsledky ELISA testŢ vyjadŚujeme jako tzv. OD index (pomŊr mezi rozd²lem OD 

dan®ho s®ra a CO hodnotou). Testovan§ s®ra s OD indexem vyġġ²m neģ 1 jsme oznaļili 

jako pozitivn². Pro konfirmaci vĨsledkŢ jsme vġechny vzorky s OD indexem do 10% nad 

hodnotou CO opakovali, stejnŊ jako asi 25% vzorkŢ z cel®ho souboru. 

 

3.12 Statistick§ analĨza 

Mnoģstv² spotŚebovan®ho tab§ku bylo vyj§dŚen® jako rok/bal²ļek. Jeden rok/bal²ļek 

znamen§ kouŚen² 1 bal²ļku (20 cigaret) za den, po dobu 1 roku. Mnoģstv² vypit®ho 

alkoholu bylo vyj§dŚen® poļtem d§vek za tĨden. D§vkou alkoholu se rozum² 0,5 l piva, 

0,2 l v²na nebo 0,05 l destil§tu. PŚi analĨze rizikovĨch faktorŢ byli pacienti rozdŊleni do 

skupin nekuŚ§ci, bĨval² kuŚ§ci (kouŚili pravidelnŊ alespoŔ pŢl bal²ļku cigaret za tĨden po 

dobu jednoho roku nebo v²ce, ale nebyli kuŚ§ky v dobŊ diagn·zy), a souļasn² kuŚ§ci. 

Podobn® definice byly pouģity u konzumace alkoholu; abstinenti (nepili nikdy), bĨval² 

pij§ci (pili prŢmŊrnŊ jednu d§vku alkoholu nebo v²ce za tĨden, ale nepili v dobŊ 

diagn·zy) a souļasn² konzumenti alkoholu.  

Hraniļn² hodnoty pro kouŚen² a spotŚebu alkoholu byly vypoļteny jako medi§n 

spotŚeby skupiny HPV negativn²ch pacientŢ (v naġem souboru 33 cigaret/den, 15 d§vek 

alkoholu/tĨden). 

Pro porovn§n² parametrŢ kuŚ§ckĨch zvyklost² pacientŢ s HPV pozitivn²mi a HPV 

negativn²mi tumory jsme pouģily 3 rŢzn® modely. V prvn²m jsme porovn§vali poļet 
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kuŚ§kŢ a nekuŚ§kŢ, ve druh®m a tŚet²m modelu jsme HPV pozitivn² a negativn² pacienty 

rozdŊlili vģdy na 3 skupiny ï kuŚ§ky, bĨval® kuŚ§ky a nekuŚ§ky (ve druh®m modelu) a na 

siln® kuŚ§ky (kouŚ²c² v²ce neģ hraniļn² hodnot ï 33 cigaret/den), slab® kuŚ§ky (<33 

cigaret/den) 

Pro porovn§n² prŢmŊrŢ kontinu§ln²ch promŊnnĨch mezi skupinami jsme pouģili t test.  

Chi
2
 test a v nŊkterĨch pŚ²padech i FisherŢv test jsme pouģili pro porovn§n² 

kategorickĨch dat mezi jednotlivĨmi skupinami.  

 

V 2 x 2 tabulk§ch byly vypoļteny pomŊry ġanc² (odds ratio = OR) s 95% intervaly 

spolehlivosti (confidence interval = CI) a hladinou vĨznamnosti Ŭ= 0,05 pomoc² 

programu EPI INFO statistical package (2002) a GraphPad InStat (version 3.00) 

(GraphPad Software, San Diego, CA). Veġker® testy byly dvoustrann®. Korelace mezi 

promŊnnĨmi a pozitivitou na HPV byla hodnocena za pouģit² logistick® mnohorozmŊrn® 

regrese, vļetnŊ postupn® metody vĨbŊru kovariant (P value 0,1).  

PŚeģit² bylo mŊŚeno ve dnech od data diagn·zy aģ po ¼mrt² ļi do data posledn²ho 

kontaktu s pacientem. Datum ¼mrt² pacienta, kterĨ zemŚel z jin® pŚ²ļiny, neģ na 

sledovanĨ n§dor bylo hodnoceno jako cenzurovanĨ ¼daj v analĨze specifick®ho pŚeģit² 

vztaģen®ho k n§doru. M²ry pŚeģit² byly odhadov§ny Kaplan-Meierovou metodou. 

VĨznamnost rozd²lu v pŚeģ²v§n² mezi skupinou pacientŢ s HPV pozitivn²mi a HPV 

negativn²mi n§dory byla vypoļtena pomoc² log-rank testu. Pomoc² Coxovy 

mnohorozmŊrn® regrese jsme ovŊŚili faktory ovlivŔuj²c² progn·zu pacienta. VĨznamnost 

byla vypoļtena pro hladinu vĨznamnosti Ŭ = 0,05 (dvoustrannĨ test). Devades§ti pŊti 

procentn² intervaly spolehlivosti pro OR byly poļ²t§ny pomoc² aproximace norm§ln²m 

rozloģen²m.  

PromŊnn® testovan® v CoxovŊ regresn²m modelu byly: pŚ²tomnost HR HPV, vŊk, 

pohlav², spotŚeba cigaret, spotŚeba alkoholu, histologickĨ grading n§doru, velikost n§doru 

ï pT podle klasifikace TNM dle UICC 1997, stav uzlinovĨch metast§z ï pN. Postupn§ 

metoda byla pouģita pro vĨbŊr promŊnnĨch, kter® pŚeģ²v§n² ovlivŔovaly (PÓ0,1). 

AnalĨzy byly proveden® pomoc² programu SPSS (version 12; SPSS Inc., Chicago, IL). 
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4. VħSLEDKY 

4.1 Demografick® charakteristiky/parametry 

V souboru pacientŢ s TC pouģit®m v t®to studii bylo 83% muģŢ a 17% ģen. Z 

celkov®ho poļtu 109 vzorkŢ bylo 65% (71/109) HR HPV DNA-pozitivn²ch a 35% 

(38/109) HR HPV DNA-negativn²ch v n§dorov® tk§ni.  

Demografick® charakteristiky zobrazuje tabulka 2. PrŢmŊrnĨ vŊk (56 vs. 58 let, 

P=0.309), distribuce pohlav² (adj.P=0.248) a d®lka vzdŊl§n² (12 let vs. >12 let, 

adj.P=0.925) se statisticky vĨznamnŊ neliġily mezi pacienty s HPV pozitivn²mi a 

negativn²mi n§dory. 

Signifikantn² rozd²l jsme nenalezli ani v parametrech sexu§ln²ho chov§n², jako je 

poļet sexu§ln²ch partnerŢ (Ò6 vs. >6) (adj.P=0,489) ļi provozov§n² orogenit§ln²ho (adj. 

P=0,834) a oro-an§ln²ho (adj.P=0,785) sexu.  

VĨznamnŊ se vġak pacienti s HPV pozitivn²mi a negativn²mi n§dory vz§jemnŊ liġili 

v kuŚ§ckĨch zvyklostech a to nez§visle na modelu, kterĨ byl pro srovn§n² pouģit  (pro 

pŚesnŊjġ² popis viz METODIKA). Mezi pacienty s HPV-pozitivn²m karcinomem bylo 

oproti tŊm s negativn²m karcinomem podstatnŊ v²ce nekuŚ§kŢ, tito pacienti byli z§roveŔ 

m®nŊ ļasto kuŚ§ci a bylo mezi nimi m®nŊ tŊģkĨch kuŚ§kŢ. 

Z hlediska konzumace alkoholu se vġak obŊ studovan® skupiny vz§jemnŊ neliġily. 
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Graf. 5. Zastoupen² pacientŢ ve skupinŊ HPV DNA+/HPV DNA- dle kuŚ§ckĨch 

zvyklost² 



46 

 

0%

10%

20%

30%

40%

50%

60%

70%

80%

HPV pozitivn² pacienti 

(N)

HPV negativn² pacienti 

(N)

Konzumace alkoholu

Nikdy

V minulosti

Souļasn² pij§ci

 

Graf. 6. Zastoupen² pacientŢ ve skupinŊ HPV DNA+/HPV DNA dle konzumace 

alkoholu 
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Graf. 7. Zastoupen² pacientŢ ve skupinŊ HPV DNA+/HPV DNA dle poļtu partnerŢ 

 



47 

 

0%

10%

20%

30%

40%

50%

60%

70%

80%

HPV pozitivn² pacienti 

(N)

HPV negativn² pacienti 

(N)

Orogenit§ln² sex

Ne

Ano

 

Graf. 8. Zastoupen² pacientŢ ve skupinŊ HPV DNA+/HPV DNA dle sexu§ln²ch praktik 

Tabulka 2 Demografick® a epidemiologick® charakteristiky pacientŢ s TC 

Charakteristika (Poļet
1
)

HPV+ 

pŚ²pady N 

(%)

HPV- 

pŚ²pady N 

(%)

OR (95%CI) P-hodnota
Adjustovan®

2 

OR (95%CI)

Adjustovan§ P-

hodnota

VŊk
3 109 VŊk - prŢmŊr58 56 0,309

44 VŊk Ò 5526(37%) 18 (47%) 1 1

65 VŊk > 55 45(63%) 20(53%) 0,6 (0,3-1,4) 0,277 0,9 (0,3-2,1) 0,834

19 Ģensk®13(18%) 6(16%) 1 1

90 Muģsk®58(82%) 32(84%) 1,2 (0,4-3,4) 0,741 0,4 (0,1-1,8) 0,248

78 Ò12 48(68%) 30(79%) 1,8 (0,7-4,5) 0,214 1,1 (0,3-3,2) 0,925

31 >12 23(32%) 8(21%) 1 1

50 Ò6 32(48%) 18(49%) 1 1

54 >7 35(52%) 19(51%) 1,0 (0,4-2,2) 0,931 0,7 (0,2-2,0) 0,489

31 Ne 21(30%) 10(27%) 1 1

75 Ano 48(70%) 27(73%) 0,9 (0,3-2,2) 0,713 0,9 (0,3-2,7) 0,834

96 Ne 61(88%) 35(95%) 1 1

10 Ano 8(12%) 2(5%) 2,3 (0,4-16,6) 0,31 1,3 (0,2-8,4) 0,785

20 Ne 20(28%) 0(0%) 1 1

89 Ano 51(72%) 38(100%) 30,6 (1,8-522,7) <0,001 9,2 (2,0-62,8) 0,001

24 Ne 19(27%) 5(13%) 1 1

85 Ano 52(73%) 33(87%) 2,4 (0,8-7,1) 0,109 1,4 (0,8-7,1) 0,567

KuŚ§ctv²
4

Alcohol

VŊk

Pohlav²

VzdŊl§n²

Poļet sexu§ln²ch 

partnerŢ

Oro-genit§ln² 

sex

Oro-an§ln² sex

OR= odds ratio; CI= confidence interval; P= pravdŊpodobnost;  

1Poļet = poļet subjektŢ s dostatkem dat 
2Adjustov§no na vŊk, konzumaci alkoholu a kouŚen² cigaret 
3Pouģit T-test k porovn§n² prŢmŊrn®ho vŊku 
4Tam, kde parametry nabĨvaly nulovou hodnotu, byl pouģit logit-model, kde k nulov® hodnotŊ bylo pŚid§no 0,5 
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4.2 Klinicko -patologick® charakteristiky 

HPV pozitivn² tumory byly celkovŊ vŊtġ², avġak rozd²l nedosahoval statistick® 

vĨznamnosti. Pacienti s HPV pozitivn²mi n§dory mŊli ļastŊji (na hranici statistick® 

vĨznamnosti) v dobŊ diagn·zy uzlinov® metast§zy (85% vs. 69%, adj.P=0.053). Tyto 

charakteristiky se prom²tly do rozd²lu ve stadiu, kde HPV pozitivn² n§dory byly 

vĨznamnŊ pokroļilejġ² (III a IV vs. I a II) (89% vs. 72%, adj.P=0.038), kde statistick® 

vĨznamnosti dosaģeno bylo. HPV pozitivn² n§dory mŊly tendenci bĨt m®nŊ 

diferencovan® (G3 vs. G1,2) (43% vs. 26%, adj. P=0.429), ale tento rozd²l nedos§hl 

statistick® vĨznamnosti. 
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Graf. 9. Rozd²l v zastoupen² velikosti tumoru ve skupinŊ HPV DNA+ a HPV DNA- 
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Graf. 10. Rozd²l v m²Śe postiģen² krļn²ch uzlin mezi HPV DNA+ a HPV DNA- 

Tabulka 3. Klinicko-patologick® charakteristiky tumorŢ u pacientŢ s TC 

Charakteristika (Poļet
1
)

HPV+ 

pŚ²pady 

N (%)

HPV- 

pŚ²pady 

N (%)

OR (95%CI) P-hodnota
Adjustovan®

2 

OR (95%CI)

Adjustovan§ 

P-hodnota

18 T1 8(11%) 10(28%) 1 1

55 T2 41(58%) 14(39%) 1,5 (1,2-11,1) 0,022 3,7 (0,9-14,5) 0,061

18 T3 14(20%) 4(11%) 4,4 (1,0-18,5) 0,046 7,0 (1,3-38,5) 0,025

16 T4 8(11%) 8(22%) 1,3 (0,3-4,8) 0,746 1,9 (0,4-9,7) 0,418

73 T1+T2 49(69%) 24(67%) 1 1

34 T3+T4 22(31%) 12(33%) 0,9 (0,4-2,1) 0,805 1,4 (0,5-3,7) 0,512

22 N0 11(16%) 11(31%) 1 1

85 N1-3 60(84%) 25(69%) 2,4 (0,9-6,2) 0,073 3,2 (1,0-10,3) 0,053

18 I+II 8(11%) 10(28%) 1 1

89 III+IV 63(89%) 26(72%) 3,0 (1,1-8,5) 0,036 3,7 (1,1-1,3) 0,038

67 1+2 39(57%) 28(74%) 1 1

39 3 29(43%) 10(26%) 2,1 (0,9-5,0) 0,097 1,5 (0,6-3,9) 0,429
Grade

Velikost tumoru

Velikost tumoru

Uzlinov® 

metast§zy

St§dium tumoru

 

Pro vysvŊtlivky viz. Tabulka 2. 

 

 

4.3 TypovŊ specifick§ HPV DNA prevalence 

Celkov§ prevalence HR HPV DNA v n§dorov® tk§ni byla 65% (71/109 pacientŢ). 

NejļastŊji se vyskytoval typ HPV 16 (nalezen v 94% HPV-pozitivn²ch vzorkŢ). D§le 

byly vģdy po jednom vzorku detekov§ny HPV typy 26, 33, 52 a 58. Mnohoļetn§ 

infekce (HPV 16 a 18) byla nalezena rovnŊģ pouze v jednom vzorku. 

 

4.4 Prevalence HPV DNA ve vĨplaġ²ch dutiny ¼stn² 

Pacienti s HPV DNA pozitivn²mi tumory mŊli vĨznamnŊ ļastŊji detekovatelnou 

HPV DNA ve vĨplachu dutiny ¼stn² neģ pacienti s HPV DNA negativn²mi tumory. U 

51 ze 70 (73%) HPV DNA pozitivn²ch pacientŢ se HPV typ ve vĨplachu shodoval s 

HPV typem ve tk§ni tumoru. Citlivost a specificita t®to detekļn² metody vyġla 74% a 

82%, respektive.  
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Tabulka 4 TypovŊ specifick§ prevalence HPV ve vĨplaġ²ch dutiny ¼stn² ve vztahu k 

HPV DNA pozitivitŊ/negativitŊ tk§nŊ tumoru 

 

HPV typ - tk§ŔHPV typ - vĨplachN 

HPV16 43

HPV81 1

HPV84 1

HPV89 1

HPV16, 51 1

HPV16,56,82 1

HPV16,11 1

HPV16,42 1

HPV16,33 1

HPV16,31 1

HPVnegativn²13

HPV26 (N=1) HPVnegativn²1

HPV33 (N=2) HPV33 2

HPV52 (N=1) HPVnegativn²1

HPV58 (N=1) HPVnegativn²1

HPV16 3

HPV16,55 1

HPV16,51 2

HPV45,51 1

HPV40 1

HPV61 1

HPV70 1

HPV911 1

HPVnegativn²28

HPV16 (N=65)

HPV negativn² (N=39)

 HPV pozitivn² (N=70)

 

 

 

Tabulka 5. Korelace HPV DNA pozitivity ve vĨplachu dutiny ¼stn² s HPV DNA 

pozitivitou tk§nŊ tumoru  

 

HPV-poz. (N=69) HPV-neg. (N=40)

51 18 (26,0%) 33 (82,5%) 1,00 ref.

58 51 (74,0%) 7 (17,5%) 14,4 (1,0-100,0) <0,001

OR (95%CI) P hodnota

HPV negativn²/LR HPV 

pozitivn²

HR HPV pozitivn²H
P

V
 D

N
A

 v
e

 

v
Ĩ
p
l
a
c
h
u
 
d
u
t
i
n
y
 

¼
s
t
n
²

HPV DNA ve tk§ni tumoru
N

 

Pro vysvŊtlivky viz. Tabulka 2. 
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4.5 Prevalence HPV-specifickĨch protil§tek 

PŚ²tomnost protil§tek specifickĨch pro HPV16 VLP v s®ru dobŚe korelovala s 

pŚ²tomnost² HR HPV DNA v n§dorov® tk§ni (Kappa hodnota=0,396). HPV16 VLP-

specifick® protil§tky byly nalezeny u 65% HPV-pozitivn²ch pacientŢ a pouze u 21% 

HPV-negativn²ch (adj. P=0,003) (viz. Tabulka 6). Protil§tky proti HPV16 E6 a E7 

onkoproteinŢm byly pŚ²tomny v s®rech 80% a 70% HR HPV-pozitivn²ch pacientŢ, 

respektive. Mezi HPV negativn²mi pacienty byl pouze jeden, v jehoģ s®ru jsme nalezli 

HPV 16 E6-specifick® protil§tky a dva pacienti s pozitivitou HPV 16 E7-specifickĨch 

protil§tek (adj. P<0,001 pro E6 i E7).  

Mezi 71 pacienty s HR HPV DNA-pozitivn²m tumorem jsme u 85% nalezli 

protil§tky specifick® pro alespoŔ jeden z HPV 16 E6 a E7 antigen. U 66% pacientŢ byly 

v s®ru pŚ²tomny oba typy protil§tek (adj. P=0,006 a P<0,001, respektive). PŚ²tomnost 

HPV 16 E6- a E7-specifickĨch protil§tek tedy vysoce korelovala s pŚ²tomnost² HR HPV 

DNA v n§dorov® tk§ni (Kappa hodnota=0,719 a 0,584).  

 

Tabulka 6. Korelace s®rologick® pozitivity/negativity s HPV DNA 

pozitivitou/negativitou ve tk§ni tumoru 

Charakteristika (Poļet
1
)

HPV+ 

pŚ²pady 

N (%)

HPV- 

pŚ²pady 

N (%)

OR (95%CI) P-hodnota
Adjustovan®

2 

OR (95%CI)

Adjustovan§ 

P-hodnota

55 neg. 25(35%) 30(79%) 1 1

54 poz. 46(65%) 8(21%) 6,6 (2,8-0,4) <0,001 4,6 (1,7-12,3) 0,003

51 neg. 14(20%) 37(97%) 1 1

58 poz. 57(80%) 1(3%) 142,0 (18,8-1000,0) <0,001 250,0 (21,3- inf) <0,001

57 neg. 21(30%) 36(95%) 1 1

52 poz. 50(70%) 2(5%) 43,5 (9,4-200,0) <0,001 50,0 (8,3-200,0) <0,001

47 oba neg. 11(16%) 36(95%) 1 1

14
E6 nebo 

E7 poz.
13(18%) 1(2,5%) 41,7 (5,0-333,3) 0,001 58,8 (3,2-1000,0) 0,006

48 oba poz. 47(66%) 1(2,5%) 142,9 (18,9-1000,0) <0,001 4,8 (21,3- inf) <0,001

HPV 16 VLP

HPV 16 E6

HPV 16 E7

HPV 16 E6 

and/or E7

 

Pro vysvŊtlivky viz. Tabulka 2. 
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4.6 Detekce markerŢ aktivn² virov® infekce 

Pro izolaci RNA a imunohistochemickou analĨzu bylo k dispozici celkovŊ 47 

vzorkŢ. Pro veġker® analĨzy nepŚ²mĨch markerŢ jsme pouģili pouze vzorky HPV DNA 

negativn² a HPV DNA 16 a 18 pozitivn². (Vylouļili jsme vzorky pozitivn² na HPV 33, 

52 a 58). 

                

Obr. 4 VĨsledek elektrofor®zy RNA z²skan® izolac² ze tk§nŊ tumoru u vybranĨch 5 

vzorkŢ 

PŚi rozdŊlen² t®to podskupiny dle RNA se HPV 16 E6 mRNA pozitivn² a negativn² 

pacienti neliġili v prŢmŊrn®m vŊku, v zastoupen² pohlav² a d®lce vzdŊl§n². RNA 

pozitivn² pacienti sice uvedli vŊtġ² poļet sexu§ln²ch partnerŢ (>6) bŊhem ģivota (64% 

vs. 41%, adj. P=0,040), ale neliġili se od HPV negativn²ch v parametrech vypov²daj²c²ch 

o cestŊ pŚenosu infekce (or§lnŊ-genit§ln²/or§lnŊ-an§ln² kontakt). 

StejnŊ jako v cel®m souboru, tumory pozitivn² na HPV 16 E6 mRNA byly ļastŊji 

diagnostikov§ny v pokroļil®m st§diu (III a IV vs. I a II, 30% vs. 11%, P=0,017) neģ 

n§dory bez virov® mRNA exprese. HPV 16 E6 mRNA pozitivn² n§dory byly d§le oproti 

negativn²m ļastŊji asociov§ny s uzlinovĨmi metast§zami v dobŊ diagn·zy (N+ vs.N0, 

81% vs. 56%, P=0,022). Statistick§ vĨznamnost obou tŊchto parametrŢ vġak zmizela po 

adjustaci. JedinĨ parametr, ve kter®m se skupina HPV 16 mRNA pozitivn²ch a 

negativn²ch liġila statisticky vĨznamnŊ, byl stupeŔ diferenciace, kdy u HPV 16 E6 
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mRNA pozitivn²ch tumorŢ byla patrna tendence k niģġ² diferenciaci neģ u RNA 

negativn²ch. Hodnoty citlivosti a specificity jednotlivĨch pŚ²mĨch a nepŚ²mĨch markerŢ 

pro detekci aktivn² virov® infekce (stanoven® detekc² HPV E6 mRNA u vzorkŢ 

dostupnĨch pro RNA izolaci) jsou uvedeny v Tabulce 7.  

 

KromŊ dvou vzorkŢ byla u vġech HPV DNA-pozitivn²ch pŚ²padŢ (93%) nalezena 

exprese virov® HPV16 E6-specifick® mRNA.  

 

 

 

Obr.5 VĨsledek elektrofor®zy PCR produktŢ detekce HPV 16 E6 mRNA u vybranĨch 

vzorkŢ 

 

KromŊ jednoho HPV DNA-pozitivn²ho vzorku (97%) ģ§dnĨ z tŊchto vzorkŢ 

neexprimoval p53 v detekovateln® m²Śe, zat²mco u 8 (50%) z 16 HPV DNA-negativn²ch 

pŚ²padŢ jsme overexpresi p53 imunohistochemicky potvrdili.  

Exprese proteinu p16 byla aģ na 2 vzorky nalezena u vġech HPV DNA-pozitivn²ch 

pŚ²padŢ (93%).  
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Obr. 6 Vzorek 1. Paraf²novĨ Śez tk§n² dlaģdicobunŊļn®ho karcinomu, barveno 

hematoxylinem-eosinem, origin§ln² zvŊtġen² 400x 
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Obr. 7 Vzorek 1. Paraf²novĨ Śez tk§n² dlaģdicobunŊļn®ho karcinomu, barveno 

imunohistochemicky protil§tkou proti proteinu p16, origin§ln² zvŊtġen² 400x. 

Hodnoceno jako 100% pozitivita nukle§rnŊ i cytoplazmaticky 

 

 

 

 

 

 


