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ABSTRAKT

Tonzil 8§rnfdBhealifPmaj 2 vIiznamnou | §st n&d
incidencevL Rst oup8§. KouSen?:2 tabgku a nadmDr n
povagovsgny za pTveoadder TSl hvyrtai krkdagechme

ri zi kovj® fdrkd o rjyiarsfnddk Sea zleindis k T mi papil |l oma
Prezentovan8 pr8ce si kl adla za «c¢?2]| zji s
skupina HPV poziti v n?Tstdnovigprevaleng &PV W@ a ch pa
paci elrets k®v r eap whliisad t |, zda je virus v HPYV
transkripbDahRgzarktc¥heém bylo ovnRDSit vhodnos
infekce pro pSesnl vibDr pacmbDehmTas stHPVO
prognostickl viznam tRchto markerT.

Na souborul 09 pac i pmetpiovedli dctekcHPV DNA Vv n8dorov®
pS2tdmmPdstspeci ficklch protil 8t skne v z 3Rk all.
informace ohl edn Bro andl ziedpres irav®@E6 fa EX MRNA T .

imunohistochemiciu detelci proteinupl6apSBy |l o k di spozi.ci 45 zc¢
Cel kov8 prevalence HPV DNA v TC byl a 65%
vzor kyT nbayllezeny zn8mky t. r aPosnkorci 22 eblagtiraekstel v

Virov®hg sgnenaemju stili, §e hiorsus tjed SMBt & qirRK
pozitivn2ch wvzorkT. Exprese proteinu plé6
protil 8tek vysoce koreloval a s HPaVvw iBNA Ti f

s HPV pozitivn2mi né8&ndedg yp Deydiot 2vimacaimnndt T es
ngdory.

Nage pr8ce dokazupeaznkemug St in2k arz¢iamomPVpatr
definuje klinicky vyugiteln® mamplkeientaT u
SHPV asociovani mi ngdory. VI s | ed&lyl emmsice
poznatkT o HPV infekci v orofarynge8ln? ot

Kl 2] ov8idilskwapapillomaviry, tonzil 8rn2 ka



SUMMARY

Tonsillar cacer (TC) presents an important part of head and neck caacdrit
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.
Furthermorega roleof human papillomaviru¢HPV) as an independent risk factor has
been demonstrated recently.

Theaimsof the present study were to find demographical differences between the group
of HPV-positive and negative patients, to determine the prevalence of HFPC iof

Czech patients and also to find out whether the virus in BRMA positive tumors is
transcriptionally active. Anothexim was to test different markers of HPV infection for

a precise selection of patients with HPV associated disease and to detdrenine
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. Fisty samples were available for E6 and

E2 mRNA analysis and for immunohistochemical analysis of p16 and p53 expression.
The overall prealence of HPV DNA in TC was 65. In 93% of HPV16 DNA positive
samples the virus was transcriptionally active. The E2 exprestatus has shown that

in 64% of positive samples the virus is integrated in cellular geR@fexpression and

the presence of HPV16 E6/E7 specific antibodies correlated well with HPV DNA and
RNA positivity. Disease specific survivalf patients with HPV positive tumors was
significantly better than #t 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 cancantibodes prognosis
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1.bvOD

Soulasn® studi2é %uldd awWjddi cohpenROnNT ch karcir
etiologicky sppt o s infekc2 vysoce rizikovIl mi typy
HPW3 Nejvygg2 prevalence HPV DNA je stand
patrovich totongiliarlcangdt®s§l @ T&®t o podskupiny n§dc
vedl ej ga&adh pmamlSil o nejsilnhRNji prok8§zat ka

vzni kem n8doru

Karcinomy hlavy a krku obe<7® vpjSecdhs tnagvduojr2o
oremocHICei osvNRtov® studie uvg§dhNj2, ge se ro
novich pS$S2padT a zhruba poloviln?2 "“polet pac
I ncidence n8§dor T h#davwyyadgRrkuu mug Tp Sieljl iug nyl
rozd?2| u nNhNktpob tdeedknE&leBioeehT2 ri8ze vysl edovat

geografick® rioaxbdednn vjes ovul stkyytndiia wnjiBodToa hyo d na2s t I
Asii,al e i v z8padn2 Evroaprikra ¢(kédelSpej eproipsh nsa
incidence u -pBersiluk®@2kisyafney wpbbDowmokEn.

vzr Tsitnagi2dcence s mBhDr emv yso ksle velr suk yka kjkui §aduo r T F
tradi |l nhD popisovg&n ve Pamnskdi i, n2zkT viskyt

Hav n2zi kiov® zédake Pdiy® pSibli gsoukoudeB? 4cngdr
konzumace alkoholul ej i ch soul aejnddmoutgl2ivwssn2rmi zi ka nes
Byl o prok§8z8no, @§e rs zudkiot o(eeond &wk onEidijakr @ tsrt a
alkoholu, tak cigargta d ®1 k o™ ug2 v §n2

Jako dal gz mogn® ri zi kowmm®o ¢fsatkvi2zom yd atp,odj o
dietn2z faktory (zej m®tayvd&Bineéd nebatestpas2g vniuc h
o0Se®Km®nN prTkaznim rizikovim faktorTm pat
“wstn2 hygieny a HaBgahem hddai du8dn2cbegenbt |

riziku vzniku k&rcinomT hlavy a krku

Hum8nn2m papjhbkomawvi rnfenz 8vi sl ®mue r V8B v v ®

samostatng | 8§st t®to pr 8ce.



Poem'n§dory hl'peyval kt&uatuSe poug2vsgn velm
na pamBBeidstdgeupe vel mi het déaegisehmmS e dsekvugp?i m us
na hlavhR a krku mTge vyskgdwmoat rfaa® h§d:c
struktury.Vp SeveéBn @®iSAPadT se pojem Ang§daryyeml®anv y
viznamudpagdi cobunhD|l n® kar cian opnoyl ylkar@icdih c
t ®t o kategorie nal ®z 8§ meheteno§editavr gya kz nnad snpdo | @ dvl8i
rTznTch n&dor ov]1 c kjejishuphtdlogikkeal ni att Socnhi ,c kd Iceh o d | i
expozici a vlivavrepi &emi chhak § imd ik EToyipki S&ckh .m

pS2kladem jsou n§dory nosohltanu, kter® jso
[ po str&nce mikroskopi ck®pSwmddmKlofgdanT mi z
rizi kovimi faktory a podothmdu bmamofuolvydi e Roe
ng§dor T se specifickTl mi vl astnost mi, j ak o
ldenti fi kace takovT cbhudmaudcsnkowpgiin hbr@gde vy atniam
| ® by, kter§ by mhDiaobEhalefHgluk teraeiien digy it d
ObecnhD se zd§, ge vhDtg2 vipovhdn?2 hodnot
definovan®esdbwbltogkalvitnhchg jsou jednotliv®

Jedn2zm z c¢c2|1 T t@®tmogpenre dylborv,ytktod&ilt e

visledky neg soubor heterogenn?2. Cel &8 pr §.
pri m8r n2 mi tonzil 8r n2 mi karci nomy, kter® |
ng8doru oblasti hlavy a krku.

1.1Tonzi | § rroirfomyk a

1.1.1Epidemiologie

Dl agdi cobmzD|Il 8®n2t phaSeéi nmeny i nej |l astnNj g?
or of ar yn g eX®jichidcideace jeagsotuil a s n @ edsokb@) rve pl®Plul i c e
mugT /BHul genViskyt thRDchto n&§dorffcmeliGtigéer
VLR zhruba k trojn8sobn®mu vzestupu inciden
Situace v jinlTch evropsklch zem2ch a v US
incidence TCywos|l edn2ch padés&ud Gyed d i kidSdeatkri§ t
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112PS2znaky a diagnosti ka

Domi nant n? obtz2gz, se kterou se pacienti
odynofagi e, nNktesSt? krozer vp2 spBhgomn nebo
vystSeluj2c?2 do (mphaohan® tedvsglddsopmascomeysi

nNDkterTch pacientT mohou bit tyto pS2znaky
nezS2dka jsou ti®benemanni bopak&@yvanWarovnl
pS2padhN mNhla bilt jednostrannost obt 2 g?2 a
prakt i cpkeyl IwiyyMpgeyk Syelnou | e n¥n Mk8tdeorrTuch pS2padech
g8§dn® obtprrven2meemsSjaenalk objeven2 se regions§
4 di ferenci 81 nhih di agnostick®ho hlvedéi s k a

dl agdicobunhD|l hvolBi tkaegitnamdPd§| n2 | ymf omy,
Benign? n8dory jsou vz8§cn®, u dhRDt?2 se mohol
dospRI Tch pak nejlastnNDji papil omy.
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Di agnostika tonzil 8rn2ch karcinomT zal 2n8§
duplicitn2ch tumor T, je vgdy nutn® prov®st
veri fikaci procesuoy@&nabDkgpnaveaen&npdaneéemd
nark-ze k pSesnhDjg2mu posouzen? rozsahu a
nejsou dostupn® pSi ambulantn2m vyget Sen2,
Rozsah n&doru a pS2tomm®Pesdn? emyd wdistl 2z db me
nej | astdgmputTer tomography, =v poDRtal ovig p&n

(magnetick.8 rezonance)

1.13L®| ebnlT postup
Po pr owgamnhyz?e jfeSiemeerdi sciplingrn2zm timu ro
modality. Na Klinice otorinolaryngologie a chirurgie hlavy a krkuLE UK a FN Motol je
nejlastBDjresgsekeahbplrn?2m8hr nME8 dccohriTrdr gpockB8cit eyap

operaln2ch pS2stupT, kter® jsou WwvVohBng2n
postupem je peror8l n2 resekce, kter8 se up
viavahu zS2dka. LastRji | lkombinatiep Pegtour Bd m?2 z @\£

Dal g2 mognost?2 je |later8§8ln2 haboomedB&hnaaf
stNDnND nebo ve valekule glosoepiglotick®. \Y
pSedstavuje krani 8§l n2 ome zZielngrSojgee rm$in2 hat @
far yngot omi.Po kduods tsaet et] nrgoir, ¢j2eS2t ketaani BV mINijt
T2m je dolasn8 mandi bul ot omi e, pSi kter ® |
t Set?2 vNDtivextaki pBemtch8z2 intraor&8lnhN a obl a
VpS2padh ¢ge seez ptruonsotrS egd2n$2 bdt o? |zldkoasjglia smadj d i bduc
vobl asti retromol BenPbhon®rirgesekhovat | at er 81
operace se nejlasthNji nazlvg§ trmaajsmanss§blue|s

vikonTm. pro TC

Se vzrTstaj2c?2 radikalitou vikonu se zvDt
givota %o Op@Iirlalte ze zevn2ho pS2stlokpvou j s ou
resekc?2 kr | n2c hdioieragdiep 62 pRdopPechbjmdriamdiok @v &
vRDtginy pacientT na z8hkl adbDi hpst mBog? bk ®h an

12



Dal g?2 mognost 2 padidterafie wp S2 p@ldMWy pjo&r ol i | ej
chemoradi ot er avpiifestiprVobsé dtBorcne® osvhDt ovg di sk
pri m8rn?2 konzervativn? | ® by u pacientT s
obl asti a n8zory na vhodnost t®to | ® by se
pacientT s arcnniom§r d2®hieohler @ d pgreSram|Se yeand?i | e
pSistagpenopS2padN reci di vo dnoebbrod pjearksd st e k-
hrtanu byl y istuddpodCgtitvw.r §8thor g8§nnelmachegghay?
protokoly"”, kdy byly pacient o v i nej piryv edsv@gliemdicoapicsa | ®] ebn®
modal it bylo rozhodnuto na z 8Kk |l Bedtdpostug p ov Nc
se dnes prakticky nepoug2v§8 a pepeéuggezaw8mnho\
vgirg2m smysud uneahi karggi ckou | ®| bu.

1.1.4Uzliny

Vzhledem kK o mu,onge | 8r n?2 karcinomy jsou typick
soull&asljbey t ®mNS u vgech padi® retbh & mo@laba tlar |
podl e toho, j ak byVp S2@laednd pcrhiim8urrng?i et ujneor |. ¢
bl okovs8 disekce, pokud | esou@za$agiv Rr|In@ bpa
Zaj2mavsg§ je ot§zkmSAm®addy, kydgraeBrakl admMv s
jejich posti §gasd ®miVghytdemulikl i ni ckTch met

kl asifikace T2 a vige elektivn2 | ® ba kr| n?
nen2 pSesnhD stanoven, ale zpravidl sozsphde o0 s
I a ¢(viz.l obrl). Vyug2vsg se i peroperalSapatiDsngl
pozitivn2 wuzliny je vikon rozg2Sen i na dal

Na nRkterTch pracovigt2ch byla experi men:

uzliny, ale obl astmettoondsyi Inye jseev 2p roop tpi onu8glint22. t

13
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ObrlKIl inick® rozdhDle@emnaugoblbagt?2 Bitiakchinurgie . ; L
hlavy a krkd?)

115Vol ba | ® ebn® modal ity

Jak ji g bylo pvedenpu exiDytzBjlsadpu. va&hi a
anechirurgick§. U mallch n8dorT bez region
sjedinou modal it owouradieteragi bodlb e ammti & tumayni Tc k T
vi kemVpS2padi pokr olpasioevj§ymtlacenturanrs droard[i k&l nN o p
zda cel kovl pacientTv stav dovolajpalkilodsy]

rekonstrukce bude potSeba poug2t po resekci

~

PSi volbhRD | ® ebn® modal ity hraje viznamno
a funkc i po ukon| en2 | ®|skey.ouChmierswer gliacskt8o |u®||biat
mTge zhorgovat pacientovo spolelensk® nebo
pSedevg2m polyk8&n2. To je mnohdy =zhorgeno
chr ur gi ck® abl aci .

Jak chirtakgkok®er v,anaij ®wkshwbysn eiplylsody as ¥V®
dobhN neexistuje ve svDtov® |iteratuSe rando
a funkln2 visledky tRchto gnoaaj ét mmguostsep

adjuvantn?2 | ® bu histologick®mu n8l ezu. Kro

14



klinick® k| pei ftiokapm®?2 plaidni§t mi kroskopi ck§ [
pS2tomepnksvacnkwbloS§rmeér i ne¥Wir&mnamnoiunvaalei. zde |
radi kality vikonu na prim8rn2m n8doru i zna
Zhl edi ska wuzl i nopr®hgnomnsgliecky metp$?2 zkivIim f
kl asifikace pN pS2tomnospoleatrpasapsgeé8T aBb ht
t Dchhakg viznamnim vod2tkem pro d8§vkovgn?

rozhodnut 2, zda j ako adjuvantn? | ®| ba b
konkomitantn2 chemoradi ot er aostijizv a déeaozdatiuo d o u
resekce meng? nebo vDtg2 poopercadlInko vd®nh osrtna
kterT dovoluje nhRkolikahodinovou cel kovou a
Vihoda konzervativn2ch postupT spol2v§ pSe
asnZzZm souvisej2c? mutilaci. Nevihodou | e,

chemoradioterapie maj2 pomBDrnhD vysokou t oXx]

pod&§n2 je dobrlT celkovli stav, zejm®na | edyv
sng8dory hlavy a krku, kteS2 jsou charakteri
indikaci.

Akutn2 t oxi cnietdao dmTggeen 2v @sR| ekon®ho pl 8nu a t
nemocnl ch. Chronick® toxicithD nebydd sesu
viznamnhD zhorguje kvalitu ¢givota | §sti nen
agresivn? k onk omktaenrtTneh rpe$2i preyd ex h po | ®| I
zTst8vaj?2 z8visl? na gastrostomi.@

Ur|litou nadDhji de kedewndnhd eg Sigd et. anvgidior T
dichac2ch a polykac2ch cest jde dnes zej m®
rTstov®ho faktoru. Monokl on8l n2 protil 8tka
di meri zaci a t2mabobkak® eceatgy NDrkémbirexe ar 8t

sradioterapi? Yl chewmst adiromtvenradaeilZnow pgokr ol i
krku pSi nigg?2 toxil®ftfVa out ms n gg2ghvab B d pset ove
rTznlch regi mT kombinukta3chkddu octbgmokeuarp
sc2lem zvIigit %% innost | ® by pSi soulasn®m
Dal g2 mognou cestou omezen? toxi toniby | ®| b

moh!| aRtp Sii spage pr&§ce tlkaj2c?2 se virov® et.i

15



odlign® klinick® vlastnost:i od n8klo¥ Zk ® n

budoucnosti bezesporu vyug2vgno pSi pl &nov§

1.16Pr ogn- za

Progn- za paciehmT k ar ztTeroApw®E|l e dn 2 c h 30 | e
viznamniDj g2ch zmDn. PSes pokroky radi ot
chemoterapeutik a VvIvoj chirurgie, pSedev

techni k, sep @yh Ujea ®jitopdSah @ Po ogdv-izsa?2 na vel
tumoru-vel mi zevrupBADi |l et ®BBBEYTI26®, §j T8 40% a T4

2000 Dal g2 m viznamnIim prognostickIm faktorem
metast8§z. TradiplSBDomaosv§mBuoremMeposti genl
progn-zu o 50%. Na z8kladnR visledkT novRhjg:
TC je meng?2 nedg?&e Tpe[nvtood nfla kutv SHPES mb Iste pHrd
HPV pozitivn2ch n8dorT.
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1.2Chrakteristika lidskTch papillomavirT

Na =z al208dtnkiunul ®ho stolet?2 se objevila prvn?
bradavic NDk o | i k d emowvedlii Roesa $poPhnolxk@ | i,k jsitmidg 2byl pr
vztah HPV a karcinogenezePapillomaviry (Human papillomaviruses HPV) pak byly

p o p elgk@onoptickyv i zual vizle40.§ny oce 2008 byl a udnIl e
profesoru Wr al du zur Hausenovi za oOobjev kauz8l n:
cervi k8l nzho karcinomu u ¢gen.

V sou|l adebishovireojedoet h eHPV alledenpximu, §e
nen? tyto gy ®nadno pRNstovat yjestyks§tReonv Tjcenj ikcuhl t kul
zal ogen na porovng&n2 podobnosti nuWKKleotidov
L e | Raphillomaviridaej e r oz drfbldeyn ao znnaa| ovan® 8&c¢leT @inl g
dodruhT oznal oNegnlacsht Nj % slsye v pat od afg.i i |1

Papillomaviry jsou obecnhB pS2snhD druhovhD sp

Genus
Alpha-papillomavirus

CCPV

ms s
5. 5 4553;3 (267
35’
0 82 X 3116
- Z

54 1
6 [ a3, a3 91
77 39,78, 7 42 740 ¢ 12
7 s188533 32k10 32 7 -)
1

4
5 PePV] Rhpv1
# 2

Beta-
papillomavirus

Delta-

OvPV1
3
OvPV2

Epsilon-papillomavirus v

BPV5
Gamma-

EcPV1 papillomavirus

- i i 4
Zeta-papillomavirus POPV, , a0P\V)

CoPv 1 63 )
mmPY ( crev | Fapvss % (BPvaPVe\/

P AN -7 AN S ) ;
Eta-papillomavirus \chv / o R Pf."} Repe Lo
- * Omikron-papillomavirus
Cip" Mu-papillomavirus N Xi-papillomavirus
L

Theta-papillomavirus ambda-papillomavirus

Kappa-papillomavirus Nu-papillomavirus
lota-papillomavirus

Obr2 Fyl ogenetickij 2stroscekzxahch 118 typ
konc?2ch jednotlivlich vDtv?2 o0 Z£nMa HeuMillkers aH P
spol, 2004%

T pa
V ty
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HPVul |l ovRka c¢c21lenhD napadaj Pobu®kyolp,teta
benign? nebo malign?2 | Goei zi lsow®rdkHPEgly/ Inaw
N2kari zi kov® typy zpTsobujélw2znipkapbéoimgn?2 cla

papil omy | ver uky, - cendygneta iatcc@rinatd beh gbhas 8k
bradavice), vysmiccehg imdjkloavst ITjygply ,j ez HPV 16,
zpTsobit malign?2 transf®rmaci bunhRDk slizni/l
Nejl ®pe prostudovanim zhoubnTm n§§dorem zp"
HPV je karcinom d.Mdnjenggnh2o d bplk uj eu ejteinol ogi
infekcepr ok 8z 8na i u karcinomT v BouyslostiHRVgse n vy ,

vzni kem n8§dor T hlavy a krku bude vDnov8na s

1.2.1Stavba virionu HPV

Virovsg par 0DBRSU bS] B1d§ se z cdwv kwdr8a wmld oD
(0o d®I| 8080pl)a kapsidy kt erou tvoaSderz cki®t gnodye kpé iy
kapsi dov®ho proteinu a nBRkolik m8lHI ammP e k
kapsidovl protein je produkt enmetijle Rdt | ikvTen
typypapi |l l omavir T.

Obr.33Virovsg partikule HPYV

HPV viry souneobal en®, cog je |lin?2 pomBDrnhN stab
odol n® vTli zmDn8m teploty a zTst8vaj?2 infe

Genom HPV se obecnD skEFdId& 7 phlzldpgdenhl” "d azs 1
n e k - doubjl2acs?t"long zontelnre®ion” (LCR)
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1.22Gi votn2z cyklus Vviru

Hl avn2m c2lem viru je infikova(thbadauRkruz kul
epitel u slRraiferacea diferenkidcdy @ Rk nut n§ Kk i spolwsg e n 2

bunhD| A8 2bS pBo r epliisloandd a ¥ ® DNA. Virus | e

buRKkg®ht omat efnotrradi r ov® proteiny jsou expr.i
mnogstv2 (E1 .a VE2huRKSzZdijn2pgen)chh di ferlenciac
pSeskjumemdt |liawitdo vdth oviruppBejmde do aaa htBkvh2
i nt en ztianskrif@isy 2 ghot @ jnplr ve | as ng azid nRaegdsyy.ed n
skutelnoduiRk 8§ gl mrochgzendrcd&lhnNdiki esgnt®ae
nedocitedkaée,vr ov® vDNMcht opobkuwRki8ucjd i peBviD asnl
viromdtcehi nT a vzni képicviarko w@s® kd e porhie t

Kl 2] alijmmo transformaci buRky v ng§dorovou

"overexprese"yV i r o ankoprbteiT E6 a E7 (viz. Tabl).

Talulkal.St rul nT pSehl ed funkc?2 jednotlivich t

El |ATP-dependentn?2 helik8za, kter§ v

£2 Transkripln2 faktor, kterlT wusnadR
expresi proteinu E6.
Protein se schopnost?2 destrukce K
E4 . )
partikul?2 z buRky.
DrobnlT hydrofobn2 protein se scho
E5 ~ . , .
receptoru, kterl d8le inhibuje ex

Protein se schopnost? vazby na pr
E6 |ubigitinizace. D8l e zvyguje aktiyv
apopt - ze.

Protein se schopnost? vazby mnoha
E7 |[protein pRb, kterou dojde Kk wuvoln
synt®zu cyklinT a zpTsob2 tak pos

L1 je k-dovs&n L1 ORF, cog je vysd
vel kTm mnogstv2m HPV typT, jeho p

L1

L2 |[Vedlej g2 kapsidovli protein

19



1.2.3Integrace

St 8l e nevySegeonbdua sd ti § znk§odi® propes inlegiacey HPY dok r k u
genomu hostitels® b u Rk Yy .

V. buR&&cwi k§l n2ch karcinomTJ bylkot®PmpS§ nva,
integroy 8N do genomu .hioesgridecd sk®r buRky dokonce
povagovs8§na za rozhoduj 2c? krok v rozvoji
invazivn2h#® karci nomu

T2m, §e genemintegrujeododNA host i t,ddjdeko® rtugRrknye k- d
oblastipr o | asn® ap2okp®i h ywjicleekpreseSn2 e n 8§ E2ecohyr e s e
represoru traksr i pc e Hbmr &T,zep Ths[o b 2 nadmBDrnou produkci
vi znamn® rsTeslteokvt®@ vvnizh o d N iTrafki kvozvnami§&FdairunRikayz i v n
V obl asti ng§dor T hlavy a krku byla otg&zk
rTznor odl miMelim h spol plopi suje pS2tomnost pouze
extrachromosom8l n2 hot)u dwiviaBV o p o zvigteicvhn 2 T A t
soubord®, z&a 2 mco dal g2 autoSi pozorovali pS$2tomn.
a u | &§sti vzorkTvpBovemddgenomau forem
Z8sadn? rozd2pr avcRt¢@@hdinoo b i P onh pS§demlem®t 2 ¢
metoda poudgit§ ke stanoven2? pS2tomnost. i nt
t®ma u n8dor T hlavy a krku poug2v8§ detekci
met odou PCR nebo hybridizac?2). howRgpe 8§ vag
stanoven? expresn2ho prafanberiz ok &t mMRNAY B
tato metoda byla pougita v nag?2 studi.

Z vige uveden®ho | ef arSmlpvmiuRike ckavymadidmz a mhi

jsou nezbytn® dal g2 studie na vDtg2zch soubo

124HPVat onzi |l 8rn2z karci nomy

Dosud nebylo jasnhD vysvDtleno, pabi o\jlec hH
tonzil §ch. Jedno z pravdhRpodobnTch vysvnDnt
pSt omnost hluboklch krypt vystlanlch jednov

plochu epitelu pS2stupnou virov® ibnafzeSk cniz ma

vistvEm epitelu, kt*®**re®Vj «oywppBohvjerusau?2t:c
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obmNDna epitelovich bunhDk. NRktepttauto8NDIl o
hrdla a t2m vysvDtIHBYidfekg,eho vDtg?2 n8chylnos

1.3 PSehl ed dosavadn?ch HPY knafzeTk ce s o utvo nszliols

karcinomy

1.3.1Epidemiologe

Jak bylo zm2nhRDno vige, incidence tonzil §r
ve Spojenlamer b5,tsgtoeuphs . Naprot. tomu incide
hrtanu, kterl j eza jedbre zprdtypp kv ag§enEm i nduko
onemocniDwBt ovcleYVb&E®mM3 & h, kde byl 'y Yas pRNgnN® p
napS2vkel a@pojenTamerstckti edphokldegl o k&knzumace

vh8vaznost.i na deaget p5ieb kpokiesuNmticentet2a,b § ke m

i ndukokanktcmomT. Uvg§d? se, ge incidence tI

kuS8kT a bT vpopulad.B § kusSe8 R\V[ g avk, ujkeamacé@ YispNgn
vomezen?2 ko WkSevz2e sd auptu§ 7 2rpeai diemacdeo lnréadwo rvli rso v o

(tedy karcinomT koSene j*azyka, orofaryngu a

=—C09-TOonzil 8rn

=—C10-Or of arynges§

——=C04-Karcinom sg

/ =———C0l-Karcinom ko

=—C02-Karcinom vo

/\/\/ /\/ ——C03-Karcinort
S 15 —_~ .
/\’W\ CO5-Karcinom t\
/\ A

CO06-Karcinom nes

Incidence na 105 obyvat¢
N
N

C032- Karcinom hrtanu

Graf2Vivoj incidence dle jednotlivich n8&8dor ov
pos | ed n 2zdrdj: wBwdsvod.ezt
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Situace v evropsklch zem2ch je vel mi PO C
vposl edn?2ichl| ptaedls Swlev aGp®ds lewlne ch 3'Wodoet ech
t Dcht o zeen2<glhe dlovbgdioo®m k volnzerzeermr?®kwo nz u mace t
V. Lesk® republice bohugel otomt ageo bsyolt iSé&® |
kouSili, nicm®nhN kuSgctat hmS&dbhu€&€ JTENnsmoop
posledn2ch 30 |l et trojn8sobnn.

2500
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o o o
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Cigarety (kusy/1 obyvatele za rok)
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Graf3.M voj spotSeby cigaret v LR za posledn?c
SZb
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[EnY
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I
[EnY
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{
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1

| i st®ho

litry
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Graf4.M v 0 j spot Seby al koholu v LR za posl edn?
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Prg§ce gv®dsklch autorT viohamgnBk@Sisapll |

TC t2m, ge dokumentovala vzrTstaj?2c? pod?|
pS2tomna HPV DNA bhRDhem Seenpoil itwiecnhd de s0et§i
autoSi i u kar &ian odeTmoknsieemez ?jTaAWl & c2 i nci
ngdor @l e i vzrHBYajpdeit pyvoikoh cdnfs&doerdTe k e pi

infekce v populaci.
Dal g2 vel kdeumogkuwudikckdahnal uj2c2ch etiol ogi
jsou @givotn?2 zvyklosti pa8mMndn tITi.g 2T yu speacu et

pozitivn?2mi a negativn?zmi ngdory.

Cel 8§ Sada studri2i kawlariajkz erdlst skamMPV skupi
pozitivn?2zmi kar ci nomy hl avy a kr ku opako\
postigenlich HPV pozitivn2zm karcinomem je \
nadmDrn® konzuinede val ksdkhugt iV npeagcaiteinvin? nsi  n §

Applebaumaspol ve sv® studid. popsal i, ge kouSen
vzni ku karcinomu hlavy a krku . m?2 pa, enaff2 m
nekuS8kT |Inm?2 rsnwhuj ekkotnTzusmac?2 al koholu zvTgil a

Si c&t kMFeameS§ptaot jako statistick® vyjgdSe

~+

nfekce je zcekh hekB8ovoistrbzebjel b§sti tonzi
NDkolsit kidi 2 byl pp Tw@priaevnSonsou sodwsMst sy n§dory

orofarynge3ak2jiohpl byt io. zm2nNDno vige, HPV

cervi k8l n2ho ZEgagéeRioth®M imnfék ce oznal ov8&na | al
nej |l astnNjg2 pohl avan Iy epng etnooasnn§® nc?n eonbol cansiin 2j e

HPV infekce. Kdal g2 m dTkazTm sdz2l en? HP Vv vy go)f2e k c e
viskly@ u mangel T gen postiegiémdied vegyid k&l a1k
vdut i nD Y%stn?2 u soudislostvd 2cthg rs2m de n&rT§lvn2 m sexen
Jip®&ce proks8gzaly, ge riziko rozvoje or8ln
vygg2m poltem sexu8ln2ch partner T, nprggktm Kk c
vDkem prvn2ho p&mBylaywoehipSsetdphkdadpSdros mT
uskutel Rovat u jednosobyjdeydi nce pSi nedost at
ZS§roveR je pravdDpwdartbink®g | nj2emud opcheSnz?s ui i kn

HPV infekce nalezenaibu k § 1 n2ch st NDrech u?®YovorozencT
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132Mol ekul 8rnhD biologick® dTkazy

1.3.21P S2 t oDNAO s t

V tk8&&ni karcinomT hlavy a krku je jig star
Nej |l astNDji zavsttolkcphetool momgpbmj e HPV 186, m®r
33,35,26,52a8,V1 s k ykoriziko2vzi ¢ h t y ptThD dkRt\Mocjienovmec h vz §c
Vtonzil 8rn2 tk§gni pacientT bez n8dorov®hoc
z2skan® po tonzche&bhiobomkou paonent it iss, t onz

prevalence HPV DNA pohybuje okolo 8%

Jednotliv® ng§dorov® | ®ONAlI ippad ¢ i s\l 2zcrihayrnggol 1o «
proporce takto chdgmmokliCg ri o wadd lash in &bddre e
v oblastiJdktbgpyowusmhahNDno v HRKERV vDMA | pyZHIgR i
ng8dory zastoupeny urevaentceHPVBDNANECsle kan eidmomT .
publ i kovanT chi Namaraspolepopsali prévajehci HPV DNA v TC mezi
lety 20062 0 0 7 v e | @3%RKdussknanma spolv. NN mB5&k u v . nagem sou

je prevalence 659

1.3.22P S2 t ORNAO s t

Vzni k karcinomu na podkladn HPV infekce |
mnogstv2 virovlich onkopr futkevinThwlEag.). Z28 rEo7v e(Ro r
byl o zjigthDno, ¢ge | E6aEXMRNA k &t ieell@xiti adkn avinti  n ¢
kauz8ln?2 vztah infekce s rozvojem dan®ho ma
Zat?2m jen nhRkolik studi? zkoumalo *#Uto pr
Na p S 2ikdquistia spol.popsalp $2 oemn E6 mMRNA v 79% HPV 16
TCaz §r dv®Ritkt o pozitivnZEehRNRKZor kT nal ezl i

1.3.2.3Proteinpl6
Dalzg?2dTkazT etiologick® souvislostd.i HPV i
poskytje pozi ti vita tDchto n8dorT nemynbDkter® b
pops8ny u <cervik8ln2zch karcinomT a kter®
ng§do. NejviznamnhDjg2m z thRdapendaoeotiEBNRI ) &
kterl pat $2 do rodiny | NKaaz 8§ KI gdelh ob uonvl®| rne®x
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zpTsoben® onkoproteinemoE7Tal Tenak8§gehpr oéue
zpNtn® vazby paklefojde k overexpresi

1.3.2.4Mutace p53

Mutad t umor supr esor ole®&heo sgkeunpui NTP5n38 dor T hl av
prok8&8zat velmi | asto, cog je poudBabwRky za
slizncehorn2ch cest dlchac2ch a polykac2ch.

U HPV pozitivpgébkyh ot wmadrgTt NDn oTP53 yyskytusev mut a
signifikantnhB nigg2 m2Se neg u n§dorT HPV |
formul ov8&na Wy potz®@za,vngeijtadPor g otzind ka2 f u
tumorsupreso(oviomtpr ptSéipmTN protaeilnuj?2p 53
od n8dor T HPV negativn2ch, jejichg podkl ad
bunhD| n® rPetld eIn&t opreyBk e homabfPokpcavdhDpodobnib
ekvival ent n?2 poruge funkce vzni k|l ® mutac?2,
pozitivn?2chh akvayr cai nkom&[$ e(nvainzl. Bh&lac)e v TP53 by
pop€ na | akroadnioosrietzeilst ence a t2m p8dem | hor §:

1.33S®r ol ogi e
Visledky studi?2 opakoWMRBRVNDppziokiEvmi mi, meder
maj 8 ® gatekovatel®hladiny HPV speci fi ckTchjapa opi ot§itle&t

proti kma pan tdiogy d,ntdkno pwiortu | §t ky proti vige
onkoprotei WTmkHEdast katEidomw NI o gn2phomaobhridl abj asni
pS2topmoekiplr®tt i kapsi dovim ap$igendm® j ien fdelks

zat 2 mco prtaot i E@Gt ey EgroproteinTm vznikaj? é
0 n e mo chNnalgne? . i dal g2 visledky pot omkepmieifm ge p
E6 a E7 vel mi dobSe kor &l wjaegesn BPVW bpo i tpiax
byla antiE6 nebo anfE7 pozi tivita nalezena v 85% pa

zat2mco u HPV negativn2ch TC pouze Vv 5%.
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134Prognostick® rozdz1ly
Ve vIi|ltu dTkazT, kter® m8&8me zat2m k dispo:
hl avy a krku pSedotuavewnjtd tkigmmledgx miE dod lyi HPV

chybhDt zm2nka o odlign® reakci tRDchto tumor

V. mnohTch studi2ch, jejichg polet mimochc
pozitivn2nakdr®diebg@®dm$Pi nou | ®pe n eadt ikdprwvdse n o my
zd8§l o, §eradosemnziptiuzee®g gay av il lgeteorem2 g&n § 1 i v
onkoproteinu E6 na funkci P53 nen2 tak vI z

mutace v jeho genuBu RkH/PV pozitivn2ch n8dorT tak ma
zachov8nu schopnost apopt:-zy v reakci na z 8
Jin® pr8&ce vgdkepdgdk wnesnteakayl pSegdit 2 [ u
chirurgicky®, cog na&zdalcthj8ez,2 ¢k mnohem kompl exnhj
zv1 gensenzitvizdi Mespornou, ale zat?2pmom§in@dobjas
organismuhraje i imunogenicita viru

Zaj2mavli je vztah HPV a tradifpkaje ul@mSanT c |
klasifikace. V.~ posl|l edn?2 ch desetil et?2ch ] e obecnnD
metastatick$mohnh§dsr eepddkaoEavsna moa uj)edno z
ukazat elHPV ipfékeey igtak . olpyalkadvanhD pr ok § kpBonzai tji avkne®
prognost i’c Btlaetmhnaak $pol.rv ne d §vstudi pr ok,§z gleip S22 padh
tonzil §r n?2 ovihledena kvcli znnoammTn ®mu zast oupen? HPV
n e mi@asifikace Npr ognost mt.kNaznwhzea® | epg?2 visledk
vyvol §vaj2 dishklutzi pacidantbiy snoHPV pozitivn?2
napSukkeabeniy |KGtsamg gid®hou viznamnl dopad na
Sou| @ps8ee, v | et rRBoummady ukazuj 2, ge prognosticksE&
propaciery, Vv jejichg tumoru m8 HPV skutelnhD et
di spozi ci co nej pSesnhj g2, ale z8roveR <co
marker y , it ieP¥®indoky an® n8dory od tDch, kde moh

ng8hodn® superinfekci.
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14Mognosti detekce HPV infekce, jejich vizn

1.4.1Detekce HPV DNA

HPV DNA je mogno prok8zat ve tk8ni tumoru j
buN pS2mo ve tk8&ni, nebo po izolaci DNA.
Nej |l ast nDj i je poug?2vs8na metoda polymer 8zov
tumor 2 k8§nhN za pougi tokongervdvahec HE Eka p ielnll emavi r o
genomu (napS.c2@l2t dodedartti §a kywjeydm® HRAK C i
t ypoepedlick cprimefT. p82padhR pougit?2 obwerclndrc2h pPSdam
typu HPV po pprrooweSddedmie. t PGIRR obr §c einRRB ihy br i d

"reverse |line blot" 37k H&NSE teydmdogkhr uoj kecoktidy pri ezaak
hybridizaln2 reakce neur |j2e jpaaskn Pmo gon ok tpeorul § 2|
detailnnRji Wiz metodick8 | 8§8st

Dal g2 mognost 2 prTkazu pS2tomnost. HPV DNA
hybridizace ( FIl1 SH) , kter8 poupg®? vilByniplautoirbeislicne?2n| ln T

DNAspecimpirokVybr an® atpySpy. HPR/V 1 6)

1.4.2Detekce RNA

Studie na rozsg8hlTch souborech vzorkT cer
DNA ve vzartkd) jnegtnfal® aktivnhD prob2haj2c?

mal i gn?2 tran®fwzenaicn f drumulke o pS2tomnost.i

transkripln?2 aktivithh.

Ukg§8zalo se, ge ke stanoven? kIl idreitekyivIvadm:
MRNA ve tk&reijnowvmP@pygad. st udjiee tnoavo? cv ypjreot kSaezni? |
zmragenou tk§&8R, ale ¢ge detekce je vel mi \

uchov8van® v parafinu.

Ni cm®&nnD i pSest o, ge poprpkeprobeienmnT ebhecreBe
zl at 1 standard pr Tkazu transf oromechnktkyZza papi
finanlnhD n8r dMetndas i areet o@l mi dobSe posloug

probl emati ky, al e pravdDpoldionbinclk & epbruadxei .r ut i
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143Det ekce p16 a p53 pomoc? iIimunohistoche
Vel mi dobSe dost upamat oani vk T gt oll algd rcktoo S
poug2vanou metodou je imunohistochemie. By
vel mi dobSe koriel RNA poHiPtvi vDNA U tumor T hl
povagovat za velmi espa&leémiickly mep &iBgdmt mar k
dokoncenavr geno, aby byla imunohistochemickZ§8 ¢
dTvodT) provg&dhNna samoptS@ttoMmnpseadcivi PARS 1 i
detekcev i rovich nuk. edwtiadi kyes et gk sditlvabtig 2 n a
specificity je dosageno kombinac?2 I munohi s
Die dostupnich kdmbihaeced BT htvy k mau K eircillivossa ov n a't

specifisGtupr o pr Tkaz aktivn2 infekce jakao je tec

1.44S®r ol ogi e

S®r ol ogi ck § detekce IBP¥k speci viyulRP oig n a)
vs ®r oepi de nsitod doig2i cchk.T ¢ h

Jak byl o piomsrginton 2v T g papiomavirosoaigfekgimi ma | i n ®

tvorbou-spweicidv@kT ch protil 8§8tdeek,ek olwtagr ® p ojn
enzymoi mu r{EmaymedihkbdzlmmmunoSorbent Assay ELISA). Pr ot iptot§ t k y
hl anwuk & p s mdpootei@u viru (L1)v zni kaj 2 u | 8sti i nfikoval

pSirozenau vi dfadloaiat orseasdu | paosdnp® jejictEdetalci

p O U (g izv. gy podob® | § @itus-likeeparticles, VLP) Ty se spont 8nn
Vysok® expresreklolmbpmamneinBehv expresn2zch sy
buRKY, kvasidiMky agamn®m) vy | p gigeh Rrd detehcipw ek | j8a k o
protil as minm i g@enKmp moEbaEmMYVYsoce rizikovich typT
HPV16), jejichg tvorba je usnadnDna integr :
f Yaz n?2 proteiny v dlutatiorSt crha nzsafnet ri EB8T) , s pSi pr
vbakteri 8l n2ch expresn2ch syst®mech

Na z8kladhR dnes jig mnohantiVoR t ppai c h§tdlay
pougiteln® pro detekci i nvazivn2ho onemocnfl
cest dichwkachchappdomaike 6§t E7 velkoeluedob Se
pS2tomnost?2 n§dofed®PRgn®nemoskcaddky t BBV ukaz!
pozitivn2mi karcinomy aftiE&VE7adekeocel uaBk dll
vygg?, neg gnret etkonsu iunvpadivn?2 mg & ahladinmmome m ¢
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uspN@I@®N kles§. Jejis®rwpaoiveagt @ SBY omalo s me
| asnl ner enmr keci di vy onemocnhin? . Studi e, kte
jsouvb Dhu ak yv TnsTl geedme b |2ezkk§8 abtudvo ucno st i

1.45VT pl achy dutiny %stn?

V. nDkoli ka studi?2ch bylo testov8no cytol
ng§sledn® detekce HPV v deskvamovanlch epit
virov® DNaAc hwe vvell pri d ob $%t oknonroeslto?v aH RV spozi |
(zej m®rnaf arr y ng &8INk? | d kkl g9 taici)? snhaovd?uc vusb8vzaarl i oa
typechvi ru pS2tomnTch jake eb utRkk88ncih tvuinpolrauc hu u

paci®@mtlle nejnovhRjg2ch visledkT pSedstavuje
dal §2 neinvazivn2 metodu pro HPV infekci or

se s®rol ogi 2 cilivostisgecificie"”. vy sokou
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2CELE PRCCE

- Zjistit prevalenci a typovou specificitu HP V v homogenn?2 s

dl agdi cobunhDl nTahpkeaienhdmV tesk®l reput

- Zjistit, zda je virdlsagdiPWUDNMANpohi Ki
tonzilskut el nD transkriplnhD aktivn2z | pou

- OvNhRSit vhodnmat kpe@nelPVi vhékekce pro p$S
HPV asociovanTisohdreadmac manimdgn® elyy gk it 2 |

praxe

- Zjistit, zda se |ig? navzsg8jem skupina

demograficky a Kklinicky

- Zjistit, zda pacienti HPV et dbhgdi eobunhD| nl clh®pkear ci

pSeg2vaj? a zda toto pSeg2veg&n?2 ovlivRuj
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3. METODIKA
3.1Soubor pacientT
Do studie byli z a SKlizice mtorinolargngologien @ ¢hirugi® | e n 2
hlavy a krku 1. LF UK a FN v Motole mezi lety 2001 2007 s pri m§r
hi stopatologicky ovRSenT npadIraydi¢dNeLOOMIZ|inl T
C09.0; C09.1; C09.8; C09).

Koncept studie byl schvsg§len etickow komi
podepsal. informovanl souhlas se zaSazen?
tTkaly kuSgctv? a konzumace alkohol u, ds§
anamn®zu a sexu8§ln?2 chovsgn2. Paci emyi i k

Yoastn2 (cytologie) a bylo jim odebr8no 10 r
Pacienti zaSazen?2 do studie bystudieajsdui ni ck
n a d 8disgenzarizaci.

Ke kagd®mu subjektu byla sestavena dokum

stavusSpsen2, o zpTsdoba ni®| by, 0 osdmowhd paci
dl ouhodob®ho sl edovgn?2. D 010%ptaucdiieen ttTa k Dhoayt |:
ulogena kisipoi akTsmi vudaj i a visledky prov:

vdi git 8l ndd pomdwbpolk2tal ov®mu zpracov§g§n?2,
zpracovsgvsgny anonymni, spolupracovn?2ci
zl aboratorn2ho pracdoavtiTgnt N dae nnteinifd lkiu jp?<22snt uj p

32Vzorky tk8nhD tumoru

Vgichnienga st DATI1jii mk®lue n i chirurgicky. BT
vzorek tk8nhD makroskopicky z n8doru veldi
aboratoSe PDstavu patologie &aDmmcliehndlT§r rk?

hirurgicklyi,| ®&ylniodelbry§n biangtsia®klpiazowv§l

(@]

tejnim zpTsobem jako u perioperalnhD z2sk:

n

Pat ol ogdvaobdddrijleeln® vzorky, z nichg70jA daen
archivovgn pro dal ga7T budouek bybhefSav§gh.
pufrovan®m formolu a n8slednD zalit do pe
vgdy prvn2 z SezT vygetSen patologem, =zda

§slavalSe® y byly uchov8hghpkpsélkziohaai pnoki m
31
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posledn?2 Sez pak byl opnt zhodnocen, zda
Ffezy pro imunohistochemickouSeanyalpirzou PoOR.y
Pro dal g2 vyget Sovs&n2 bypypdi®Bartgnylgeunp
Krit®ri?2m.

3.3Krev

Od vgech pacientT bylo odebr&no pSi vstu
10 ml sr8gliv® krve. Materi 81l j sme skl ad:
nejd®l e jeden delhopododbd®dna.stS®rem? myp Si

a ulogeno p8iablAiCkvotech

3.4 Cytologie

Cytol ogie byla odebr8na od pacientT dlIl e
YWasta 5 ml steriln2ho roztoku kbhsahllylRsnk® so
steril n? zkumavky. Materi 8l j sme skl adove:

nej d®l e jeden den po odbBRDru. Od pacientT I
a rok po ukonlen? | ®| by.

BuRky z2skan® or&lneatoe8plpcomml j singzivol
(kag d T vzotr@ik§tbydentri fugovsgn pSi 3000 rpm
komTrce ur /| il pol et bas8l nz2ch a spinoce
standardi zovat mnogstv?2 abcuinDRNAo@gi TmBhn
bas§l n2zchi Wim&®kpilmocel ul §fin20%¢ Ml bynNKBuUuRGY
skl adovali W#o0dlC.kvotech pSi

3.51zolaceDNA a RNA

35.1Par af i no bi@psigmi.ol ky s
HPV DNA a RNA byly izolov&myntz o2mheémSealya
parafinu byly vytwodzmyk up ot kkGangl,®@maby se |
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kontaminaci . NTg mi kr ot omu, stejnhD jako
etanolem po manipulaci s kagdTim jednotl!livl

Parafzf gs®Be odstranili xylenem a DNA j
lyzaln2zm pufru s 200 Og/pmlot pHjomsSrméyngSiyp Kav
hrub® | yz§&ty skdo&dvpvw dbiDhpSistuepleotfBme zav
extrakceqg@Rujeer Sipamoradv mtovich SezT BMjien DN
RNA ze V2sdlkm 400 a vige byla izolovgna z
Acid Isolation kit (Applied Biosystems)P o mo c 2 t ohotwaor aki2thu zj s3In
odstranili xylenem a vzoskinkubovali sDi gesti on puf Kepdia 5DrACt &
hodiny a pot® jsme polovinu vzorku odebr
pSidg&n2m Isolation aditive ke vzorku a p
nanes|l i na pSipravea®pkomphkyrostokem Was
j sme d8Il e DiNBkwhigv alpiDts pr omyl i roztokem Wa
vymyl i Elution Sol-uGA®nda do&&ll ggadoo ap o u (piSti 2
rizi ko, ge i zol ovarD8A Badrabilijseez R ¢ k & & mpuSheRWSN a
rever zn?2 jtergams kraimpes2t at n ® RNA (Zeydk)l us PDONEBLz oy § n
RQ1 DNAse (Promega, WI, USA) ag2IDNAse Buffer 10x (Promega, WI, USA) bylo

vcel kov®m objemu 20 Ol inkAGovgob®3psmeé np
SS stop solution (Promega, WI, USA) a inkt
DNA jsmeizolovalizd r uh® pTl ky vzorku po 48 hodino"
stejnld j akDbNAprimy IRRNAze v zor ku RoNdBsztoruanddnd § |
skl adp$a%0nA C.

3.5.2Cytologie

DNAzviplachT jsme izolovali pomoc?2 Kkitu
Qi agen podle firemn2ho protokol u. Po rozr
vzorky inkubovak® a@pALepnd®e @ mPOp Siniems Ke v:
pSidali 100% etanol a centrifugovali pSes
AW1 a AW2. DNA jsme vymyli AE pufrem, pSe
mmol/l TrisH C | pufru na konel no500hbhkmDik e®t r a®iz o DR
jsme skladovabDACpSNatkpfdi®Oh 7 vzorkT jsm
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mi krozkumavku s vodou pro monitorovsgn? e
vzorky v prTbRhu jejich zpracov§gn?2.

¥prokgzal a viymagl2a ovd tWigrnm\seE

J e | ipublikareod D'Souzaa spo
metodu Getra Puregene firmy Qiagen pro izolaci DNA/Z p | ,aazhodli jsme se
vybran® cytologick® vzorky z nageho soubor

Po rozmragen2 vzorkT pSi laboratorn2 tep
3 000 rpm. Ods @t | pSimeéalsiupgd@at®ad roztoku
proteingzy K & i2nkhuobdovnayl.i P®I i@ 55met ki dRN.
i nk ub ov ad1b mip. Yiorky3smechladilina pokoj ovou tepl ot u
roztoku rozpaygthDptebhhovphDopeopnihichat i a pot
sedi ment o®@0i r p8i 3dpernatant |jsme pSenes

100% i sopropanolem a 70% et an osedamantujssne ol 1 |

pSidali DNAvpsfiedbhkobpbm obsahovial OIDNaA
vzorek jsme inkubo@alVzqgreghk Dj hnd i s3°CpEHa v &l
Metodu Jsme testoval. ng S2Eclvaoy cimeh oo
Pomoc? met ody Gentdeat PuUrkgeaki jeme@0% v2ce
proto jsme od |lervna 2009 poug?2vali tuto
zmragenich alikv-tT pSetestoval.i

36Pol ymer8§8zovg§ SetNDzovs§ reakce (PCR)

LtySi e | DNA |j sme ampl ifitfmy Mb Readarch, Inc. Poy k| e
dokon| en? amplifikace j S me 10 e | PCR pr

agar -zov®m gelu (NuSieve 3:1, FMC BioProdt

36lPCR kontroln2hopgenti2nobNAhRRAZT

Jako prvn? byl a provedhdeonageamp!l i Po Xiatciev 1
amplifikace tohoto genu ukazuje na nepS2t
DNA ve vzor ku. Fragment 0 d ®1| -glabin [Erie0 pb
amplifi kovald. za pomoc2 primerT PCCO043 (5E,

34


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22D'Souza%20G%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstract

(5GECAACTTCATCCACGETT®ROKQWd3t)yl a amplifikac:

nevsphnNgns§g, proovkeldoi ofjosmov ®ermpdlel i gt Nn?2 v
ampl i fikaci kontroln2ho genu jsme opakova
metodou Pades §t e | reak]| n?z sanddisti r ovlmsnid howvealo

(Fermentas)4,0 mmol/l MgCI2,02 mmol kagd®h®0Zepmmoly Skaddd:
primeru (PC03aPC04)25 U Taq polymer8zy (Fer mentas)
mi nut pSi 95eC se kagdl ze 40uttykpFi PEZRecC
hybridizovgn? primeru 2 minuty pSi 55e¢C
dokon|len?2 synt®zy vgech SethDzcT jsme pSid:

362PCR detekce HPV vt kDENpNA reaft ir mdowdiv cgito®hd zo2c 2
GP5+/ 6+ primerT

U vzor kT, u nichg byla amplifikace kontr
HPV pomoc2 obecnich primerT GP5+ (5E TTTG]
6+ (5E GAAAAATAAACTGTAAATCATATTC 3E), kte
“wWwseokl genu (Snijders, 1990) . Padessgt- ¢l r
HCI, pH 8,5; 50 mmol/l KCI,35 mmol / | MgCl 2, 200 &M kagc

pri merT GP5+ a GP6+ a 1 U Taq polymer 8zy

94AC byl an8n &0l ecdyckMay , z nichg kagdl sest §v
15 min pSi 72AC. Nakonec byl zaSazen 1 cyk
72A.

Tato metoda byla nahrazena vylepgenl mi p
urlen2ztypg8l éMi2sMAHOrlkktser® byly vyget Seny
pSetestovs8&§ny met d®osud yn ovwojuy.2 mVz onrekgy 1s00 by |
metodou novou (vid a lbayl?2

363PCR detekce HPV vt kDENpAA reaft ir mdiwThcahd @broacc

GP5+/ GP6+BI1 O primerT

U vzor kT, u nichg byla amplifikace kontr

HPV t®§ pomoc?2 obecnlibbdB2sti mar Vi gt emkonlechg

GP6+ byl znalenlT biotinem §BPS+BdID3ahEaalec
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Tris-HCI, pH 85; 50 mmol/l KCI, 4 mmol/l MgJJ, 200 eM kaOGpdpmd o dNT
primerT GP5+ a GP6+ a 1 U Ampli Taq Gol d
Pol §teln2 denaturace 5 min pSi d4A@sh\lvali
90 sec pSi 94AC, 30 sec pSi 38AC, 80 sec

dokonl|len?2 synt®zy Set Dzaspo,2002mi n pSi 71A (\

364PCR detekce HPV DNA u viplachT
U vzorkTviDiNNAachT |jsme iprav§g§dpliizadiet ¢y
GP5+/GP6BIOp r i mpeorpls anou v I ge

3.65Di skrepantn2 wvzorky

U vgech diskretpjant nsspbzivezhowrk2Tm vIisl edke .l
negativn2mpeSi figyk® Bybridizaci, jRORe vzo
sdegmer omigpnmely MY 09 (5ECGTCCMARRGGAWACTGATC
(5 EGCMCAGGGWCATAAYAATGG 3E), amplifikujz2c
genu (CP PCR L1) (Manasspol, 1989). Soul 8st2 reakce by
amplifikuj2c2 komwmibbbhn2pgenkpnorbldskhtbagrt
inhibitorT ve vzorku. Pades8t €l reakl n2z
(Fermentas)4,0 mmol/l MgCI2,02 mmo | kagd®ho5zembt yRagN®
primeru (MY 09 a MY 11)005 pmol G20 R4 &5 U Taqgq pol yme
(Ferment as) . Po pol|l 8teln2 denaturaci 5 mi i
z denaturace 1 minutu pSi 95eC, pSihybrid
SetNzce 2 minuty pSi w@edch PeatoNzdcoTk ojnd mmen 2 p
t S2minutovou inkubaci pSi 72ecC.

3.6.6Detekce HPV16 E6*1 mMRNA

Ze smdsliovan® a DN8zou opracovan® RNA (
metodou reverzn? transkripce: 11¢l smhDsi
pSi 70AC a pot® pSenesli na |led na 5minut

i nkubov8§na 90 minut pSi tepl ot 3VLXC. Re
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reverzn?2 transkri ptr&zayk | (nPr oonid gnmoldl MigkgCe nU S A)
(pH 8,3), 75 mmol/l KCI, 3 mmol/l MgCJ, 10 mmol/l DTT (Promega, WI, USA); 20 U

RNasin Pl us i nhi bitoru RNAsy (Promega, v
hexamerovich primerT (Fermentas, Vilnius,
(ANTPs).

Absenci k dDriNtAa misnmmej 2pcr2ok 8z al i pomoc?2 ampl i

genu GADPH (GAPDHJ : -C&AGATCCCTCCAAAATCAA3E a GADPHE

CATGAGTCCTTCCACGATACCAA3 Eampl i fi kuj2c2 288% bp d
Dvacet p Nt mi krolitrT r eakltm v grerMentasy 6 b s a
Vilnius, Lithuania),4 mmol/IMgCl,, 200eM d NTPs, 5 pmol 1R5=W d®ho
Tagpol ymer 8zy (Fer mentRs, poli §8tnelurs?, darn artuwarn:
95eC se kagdl ze 40 cykl T PICRIS&CSdmbi zy ln
primeru 1 minutu pSi 55eC a synt®zy SetDhz

vgech SethNDzcT jsme pSidali na z8vDhDr |tySmi
ovhDSena opNt ampl iifvi k @am ol emSt? paiddd2 hiod gleh ut
(d®l ky 110pb), jak pops8&no vige.

PCR specifickou pro HPV 16 EcDNASIprangry,ot ei n
kter® amplifikujpp (5B gMEAECTECRGACET BSEGTGT /
GGAATCTTTGCTTTTTGTCC 3E). Pades§t mi kr ol i
koncentrovanl pufr (FelpmmaitMgsh, 00 ng MsdNTI
25 pmol kagd®ho -ppoliymeeru8 zay 1 F@r maqt as, Vi
pol §tetntadend minut pSi 95eC se kagdl ze
minutu pSi 95eC, pSihybridizovgn2 primeru
pSi 72eC. Pro dokonlen?2 synt®zy vgech Se
i nkubaci pSi 72e

3.6.6Detekce HPV16 E2 mRNA

Det ekci genu pro HPV ul 6 DE2 | zsméopmio®Ewdind
SezT. Pougili |j\sGriecaapspoi®®nketreyr ® oapnspal ni® i kuj 2
fragment. Pademi8kr ol i tr T reak] n?2 smisi obsaho
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(Fermentas, Vilnius, Lithuanial,5mM MgCl,, 200eM dNTPs, 25pmol I
alUTagpol ymer 8zy (Fermentas, Vilnius, Lithue

Po pol 8tel n? denatur aci 5 mimQR spkSi§ dag e
denaturace 1 minutu pSi 95eC, pSihybridi z
SetNDzce 2 minuty pSi 72eC. Po dokonl|len2
tS2minutovou inkubaci pSi 72ecC.

37Anal Tza PCR produktT Southern blotem

Specificitu amplifikace primery MY 09/ 11
na Southern blotech. 0@&l moyl/ | k tHEtH c @ hbeomwrSi
do al kal i c@6nmod NaClp0zat onloud / (I NaOH) poug?2van®h

nanyl onovou me mbr 8§nu Bi odyne B (Pall Bi o
neutral i zov 8+E&l pH74almmd/I/NRCI T5rmingt. Hybridizaci jsme
provsgdnli se smBDs2 pDti 410 pb dlouhlTch p

ol i goprl-ibdys kdt doleit ra. HPV pr-by jsme generov
typovhD specifickliddiJT Ppr(iBonethTiag®t GMannhei m

| i dskd!| deitra j e syntetizov8na s 5E koncem z

vzorky jsme prehybdi zovali &2 kNooprep8iybaARdi zaln2zm pu
SSC, 20% formamid),1% ficoll, 0,01% BSA, 50 mM NgP0O,, 0,1% high grade SDS,

0,1 mg/ ml Herring sperm DNA). K prehybri
me mbr 8§nu hybridiz4RCal iNepPesi fniockypSnavgza
odmlvali pSi pokojov® tepl ot DN012%SXxDSH mi nd 8§
pSi t €°P B » 30/Mnin & 300 ml roztoku B)6xSSC;0,1%SDS). Detekci jsme
provs8dnli s -Wpsh angl Block Buffed 10 G -digoxigeninrAP o0 ( FAB
fragment ), -toauGRRD (rBeoaedchyr i nger Mannhei m) . Me
ve 30 ml promiva@R hmolr/olztloksedlbNBayl NaClL,l ei no
0,3% Tween 20, pH/ 5 ) , i nkuboval. 45 oku (BS) 0,1 mol/lbl ok o
kyselina Obhama/liNa@©®B883% bl okovac? reagens) a
t ®mge roztoku s FAB fragmentem. Promyt?2 |
roztoku a ekvilibr ova0lmol8 TrisCl;i®,1 mol/ldiNaCl, pHK | n 2 m
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95). Ekvilibrovanou me mBISPDN nejj dbBe vien lpuSh o ¢
5 min, pak A5 MembmpSnu 3j7sme exponFimal i 3

Chemil uminescent Detectiond (Boehringer Me

38Url en2 typT HPV metodou obr8cen® hybrid
Tato metoda umogRujy@jTeddhek? oRgv®7r ¢I®NCi
specifick® oligonukleotidy pSipraven® kon

koval entnD navs8zal.i na aktivovanou negat.
me mbr 8§ny ] S me pethyl-3+(8-dinhethylanthd@dpyl) 1 carbodiimidem

( EDAC) . Po inaktivaci a promytz2a §2szmeen 2meMib.
(Imogmunetics). nBlaesmeimbaBplbi kemg a i nkubo
Membr 8§nu jsme promyl. a i Klbonhowstadesé ms
peroxi d&8zou po dobu 1 hodiny pSi 42UC. Po
chemiluminiscen|l nhD pomoc2 ECL detek|l n2zho |

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

39Ur 1l en2 typuackPV sekven

U vzorkT, kter® po PCR wuk8zaly na geluwu
reverzn? hybridizac?2, Padesi$tPWI| i yp TuPICIRI if
j sme izoloval: z 2% agar-zov®ho gelu (Nu
pomoc2 | AMe nEse | Extraction kituh ( Qi agen
Terminator Primer Cycle Sequencing kitubo
automati ck®m sekven8toru ABI PRI SM 310 ( Pe

3.10Imunohistochemie

Imunohistochemicke analTzu jsme provedl. na 2
histologicklTch prepar8§8tT pSipravenlch | ak
proteinu p16 (Purified Mouse AAtluman p16, Clone G17405, BD PharmingelY ,
SedNn? 1:100) a protil 8tku pr o-Humanpb3ot ei n

Protein, Clone D& , Dako, Sedhn? 1:50) . Deparafin
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vzestupn® Sady alkohol T, za Yl elem demas.|
varu tvu c@i30 8mi nut pro pl6 a 40 minut pro
aktivity jsme pougili. peroxid vod?2ku. I n Kkt
pSes noc. N8sleduj2c2 den jsme odmyli p$S
pomo&auns&r n? proti | 8t kdaminobenzitim tetraydyoeoddn (3,
hydr &t (Fluka)). Pro vizualizaci bunhlnTc
jsme vzorky dobarvil. hemat oxyl i nem/ eosin
prepar®Bdut wen® Sadh al kohol T.

Jako pozitivn? vnitSn? kontrola pro pb5
keratinocyt T nor m8l n2 ho dl agdi cobunD] n®hc
sliznice. Jako pozitivn? vnhDj g2adkontbrumlD&k
i nvazivn?2horsulharpaicnemu T 3s)J arkwt apcc?zi TP ¥ n?2 k c
detekci protein pl6 slougily dysplastick®
Visledky imunohistochkbmedi bkayi hodampiceny
+++), tak zh |l edi sk a proporce obarvenTch bunnDk
vprocentech). Pro statistick® hodnporken?2 | s
byl povagov8&8n za pozitivn2 na p53, pokud t
na plé6 wS2padhD, kdyg bylo obarvenoj §d $¢é ms§t a

vcytopl azmn.

3.11S®r ol ogi ck® testy

311.1PS2prava antigenT

311.1.1PS2 pr av a Kikepasticles, V(R)i r us

Hmyz2 buRky Sf 9 sugpenaieNNiB 8t chvreylzidunsi0th ® d

fet8l n2zho tel ec2hdbusn@ka. j sPiei bli nd n Ko vdax 1i 0

bacul ovmuletmi plSiidi0ot PFUnbe R& e . Jednotl i v® r €

nesou genetickou informaci pro obal®&wvl pr.

a 33). Za 72 hodin po infekci jsme DbuRKky

zamr az20iCi pSi

BunhRl nl pelet | s4e mle sauxstpreankdlonvzai d ,,mef r u (

mmol/l CaC}, 150 mmol/l NaCl,0,01% Triton X100, 20 mmol/IHEPES, pH74) a

soni kovali 3x3m sodp$iSed®Nn2 jsme pelet zn
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extrakln2ho pufru a celou proceduru zopak
nasytili chloridem cesnim do 3ad% kan cheondt rpe
000 ot&8|l k8,h/adenbraalli8 horn2 prougek, dialy
dnl il i na CsCl 1RG5 B, 9r ad iheordt pp S 3 6% 000
Prougek jsme odebral:i a pS2tomkastof ¥YL®zg
(koncentrace proteinT), Western bliotti ng
denaturovanl protein) a ELISA testem se s|

i VLP (kapsomery)).

311.12PS2 prava rekombi nanntTn2E6h ab aEk7t evriir8ul nHPc)

Rekombinantn? bakterie E. col i BL21, n e
onkoproteinyHPV1I6E6 a E7 nav8§zi®it® amaf@elr@zat {iGSM)
znal en® undekapep3XM4doe ml, ardtviogemd my ltudag ) , j
Bertani mediu 4 mmol / | ampicilinu. Pot ®, co bak
opti ck®05de(nmMSegno pSi 600 nm), indukoval.i
proteinu pSiigpiBithvimal skpoepydu (1 PTG) 0260 kon
mmol / | . Gest hodin po indukci jPB® buRk

mmol/l DTT, 1% Tritonem X1 00 a koktejl em inhibitorT pr
30spSi{C.0 Zbytky bunhRk jsme z |lyz8&tu odstr a

proteinT, |lyz&8t naSedil ii2fC.1 Jgd kyac ek ood termo lar
jsme stejnim zpTsobem pSipravili |lyz8§t re
i nformaci pro GST a tag. Bl i nmoocklorg lenp r e ¢
protil 8tkou proti tag.

3112Det ekce specificklch protil 8tek proti
3.1121Proti |l 8t ky proti VLP

PS2tomnost speci si®cklchh jpmet it &sedavavi
enzymat i ck® Engymelimked lmminaSprbeit Assay ELISA). Jalo

antigen j s me p okuagp? sviad Vi pSipraven® z bacul ovi
exprimuj?2 majoritn2 kapsi d®3)heboaobd a geind d\1®
proteiny L1 a L2 (u typu 11). ELI SA test
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jamky mi kroti traln2ch destil|l ek (Polysorp NU
Denmar k) jsme potahovali roztokem VLP v 5
dobu 2 hod°p%i ptSeepsC ontolrg &Ihinyd dal g2 i nkubac
dobul hodi g, pdo KB&Jd® inkubaci j sme | amky

(PBS, 0,21 mol/1 NaCl,0,1% Triton X1 0 0 ) . Potenci 8l nRD volns§

jsme vysytili 1% roztokem BSA v PBS a po inkubagi le mk § m p @ ir ¢ &sk@ r Se h

SednNDn8v 1r@b5toku A s 1% BSA. Navg§zan® pr
i munogl obulinem proti l i ds k®mu k&€&ndqwoua
peroxi d§8§zou, SedhDniTm 1:7 500 v roztoku A
0,04% roztokem bfenylendiaminu v 5nmo | /| ficst 80 0v@@50Ospuf r u.
0006% peroxidu vod2zku. Reakci j sme zast a\
s2rov® a vyhodnotil: spektrofotometricky

microplate reader, TECAN, Austria).

3.1122Pr ot i | 8t ky proti onkoproteinTm HPV16
PS2tomnost specs®iekhchsmeotiebgbehkhl| v sen
i munoanal T lzou. ELISA test jsme prov§gdnli
mi krotitraln2ch desti | ek, Thefno |Fighero Scentifity U N C
Denmark) jsme potahovali ig0DQt &1 hiromret 0kRuOg
noc pSi °G.epMgoetcthntyd dal g2 inkubace | &me pro
po kagd® inkubaci j sme | a ntA8$,005% dweénv28)l i pn
Potenci 8l nD voln8 vazebn8 m2sta | @ik | s
kaseinu) a po inkubaci k jamk&8m pSidali p
025 Og/ ml v roztoku C. S®r a jlsnmem Saendtiilgie n
(rekombi nakohcertraci@ssT )Ogv/ ml, takto naSedhRDn§
mi nut pSi | abor gtaonrkn§m tpeSpildoatll av ppoatr@ | ke | §
j sme oznal il/| osl 2m i munogl obolLi kemj pgotial

skSenovou peroxi d§z onwztokuea aretnou rehkcilvgvolah 0 0\
pSid&n2m 0,01% roztokem tetrametyl benzidi
s0003% peroxidu vod?2Kku. Reakci j smdinyzast a

s2rov® a vyhodnoti i spektrofotometricky |j
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3.113Vyhodnocen?

Na kagd® mikrotitraln2 destilce |jsme vgd
S®r um proti dan®mu antigenu. Od haddatey (
sviriepBci fickIm antigenem, j sme odel et

kontroln2 (v pS2pp8Pp&dP bekommot giemTi, GST)
a destilku jsme spofoFthal ij atkkroamirlirn2nelio@miadt
plus 2 (VLP) respektive 3 smbDrodatorz® 2d dccarh
OD vygg2?2m neg hodnota spolten8 a procedur

OD g8dn®ho ze zblTvaj2c2ch s®r nebyla vygg?

Visledky ELISAeté¢atkD vygjvad30D eitmndex (pom
dan®ho s®ra a CO hoObDotiodpxeMevytyggadm8 ne@r
jako pozitivn2. Pro konf i rQbardéxenvdo $0boenadk T |
hodnotou CO opakovazZdadr,kBt®holDspabkor asi 250¢9

312St at i sti ck8& anallza

Mnogstv2 spotSebovan®ho tab8ku bylo vyj §
znamen8 kouSen?2 1 bal?2] ku (20 <cigaret) z
al koholu byl o vyj §deSte.n ® §vokl ot ue ma | dREENheidle, uz as et
02 | v200&6 detdoestil §tu. PSi anallze riziko
skupin neku$Sg8ci, bival?2 ku$Sgci (kouSili pr
dobu jednoho reoknuebrydbo kw2SsS&k,y al dobhn diag
Podobn® definice byly pougity u konzumace

pij 8ci (pi i pr TmRDrnN jednu d8vku alkoho
diagn-zy) a soulhailsn? konzument.i al ko
Hraniln2 hodnoty pro kouSen2 a spotSebu

spot Seby skupiny HPWV nnaejgeant 3 & licdpraupeatc/i ceenrt T
alkoholud t T)d e n

Pro porovng8n2 parametrT kuS8cklcHPVZvVyKkI c
negati vn?2mi tumory jsme pougpbyowdn&viazln® p
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kuS8§kT a nekuSg&8kT, ve druh®m a tSet2m mod
rozdhRDlili viddySBhy3 bBkuai ®ykuSs§ky a nekuS:
siln® kuSg8ky (kouS2cP33%2ciegaresyt /Hreanni,| nl a
cigaret/den)

Pro porovn8n2 prTmBRrT kontinu8ln2ch pr oml
Chtest a v nhRkterTch pS2padech in2Fishe

kategoricklich dat mezi jednotlivimi skupir

V. 2 x 2 tabulk8ch byly vypolteny pomRDry

spol ehlivosti (confidence i ntUe 03 | poe=moClk)
programu EPI INFO statistical package (2002)GraphPad InStat (versioB.00)

(GraphPad Softwar e, San Diego, CA) . Vegke
promnDnnT mi a pozitivitou na HPV byl a hodn

regrese, v|letnhD post uPval@>0met ody vIbRru ko
PSegit?2 bylo mRSeno ve dnech od data di

kontaktu paci ent em. Datum Yamrt 2j i p®cipeSetla,nykt
sledovanlT n8dor bylo hodmoaé¢mhaej sapeccéenehk
vztag e n ®h o k ngdor u. M2 ry p Skderovotl mdiogou.y o d |
Viznamnost rozd2lu v pSeg2vgn? me z i skup
negati vn?2mi ngdory bylraank yptoelstteun.a  Ppoomoocc

mnohorozmlRrn® réagkeéeoveyj sméi oRDOBR LR progn-
byla vypoltena pr =005 d{ chwo wsltzrnaammio stt é st )
procentn? intervaly spolehlivosti pro OR
rozIl ogenz2m.

PromDnn® testHovaeng® esnTmxomodel u byl y: pS
pohl av2, spotSeba cigaret, spotSeba al kohc
ipT podle klasifikace TNM dle TUINCCPDS2Tpn
metoda byla poughDnmal cphr,o kulebr® ppSred@m.v § n 2

AnalTzy byly proveden® pomoc2 programu SP¢
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4VhSLEDKY

41Demografick® charakteristiky/ parametry

V souboru pacientT s TC pougit®m Zv t ®t o
celkov®ho poltu 109 vzorkT -pogtiot i66ri@ c(h7 1d
(38/109) HRHPVDNAnhegati vn2ch v n8dorov® tk§gni
Demografick® charakt @rPFr ImhDkRPk zpb6awsje 5¢
P=0.309), distribucep o h | av 2 (adjkam=z@.NZ1ZB 8ep vs.a>12dled |
adj.P=0.925) sest ati sticky vIzpagienn® HBVIi giolzy t men ?
negativn2mi n8dory

Signifikantn?2 rozd?2]| j sme nenal ezl ani
pol et sexu8ln2chadpPDsB8aerTi (PBovezow &Nz or.
P=0,834) aorea n 8§ | (ad.A¥p785) sexu.

ViznamnhD se vgak pacient.i s HPV pogitivn
v kuSS8cklTch zvykl ostech aprdasor onvenz§snveprospl oeu gni at
pSesnhj g2 popis viz METQDIzZKA) vnRKezikapadcihne
oproti tRNm s negatswvAtmDhekuiSEkMemtito pa
me®nN | asto kuSg&ci a bylo mezi nimi m®&nnN tI
Z hlediskakonzumace alkoholusegk ®obWdovan® skupiny Vvz§8j e

Kous

70%
60% -

ENe k u ¢
EBT val?2
ESoul asn

50% -

40% -

30% H

m%-/f
m%-ff

0%

HPV pozitivn HPV negativn

Graf.5.Zastoupen?2 pacientT ve -sskepknuiS38§dRVcBhBNA
zvykl ost 2
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Konzumace dkoholu

80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10% =
0% - . —
PV pozitivHPV negatiyv
(N) (N)

= Nikdy
V minulosti

BSoul asi

I

Graf6.Zast oupen2 pacientT ve skupinhD HPV DNA
alkoholu

Pol et sexus8l

53%

52%

50% 1%

49% / >7
/

NN
IZ
> > >

45% - T {

HPV pozitiv HPV negatiyv
(N) (N)

Graf.7.Zast oupen?2 paci ONA+HPWDANA dldpwop it ulD ptaRY ner T
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Orogenit

80% -
70% -
60% -
50% -
40% A B Ne
30% A Ano
20% /
10% ’/
0% T f

HPV pozitivHPV negatiyv

(N) (N)

Graf.8.Zast oupen2 pacientT ve skupinhD HPV DNA
Tabulka2De mogr afi ck® a epidemiol ogick® char ak-
- ) HPVy | HPv Adjus t?|Adj ust

Charakteristika | ( Po™) e t pS2 palpS2 pN OR (95%Cl) |P-hodnota OR (95%Cl) hodnota
(%) (%)
Vv nk 109 |VRk - |prsgmr 56 0,309
VDK 44 VN® 5|526(37%) | 18 (47%) 1 1
65 V Nk55 | 45(63%)| 20(53%)| 0,6 (0,3-1,4) | 0,277 | 0,9 (0,3-2,1) 0,834
bonl ay? 19 Ge ns K ®(18%)| 6(16%) 1 1
90 Mu g s K ®8(82%) | 32(84%)| 1,2(0,4-3,4) | 0,741 | 0,4(0,1-1,8)| 0,248
vzdnl §n3 78 O12 | 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
Poj et s| 50 06 32(48%) | 18(49%) 1 1
partner] 54 >7 35(52%) | 19(51%)| 1,0(0,4-2,2) | 0,931 | 0,7 (0,2-2,0)) 0,489
Oro-geni 31 Ne 21(30%) | 10(27%) 1 1
sex 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
Oro-angl
10 Ano 8(12%) | 2(5%) | 2,3(0,4-16,6)| 0,31 1,3 (0,2-8,4) 0,785
s | 20 Ne 20(28%) | 0(0%) 1 1
Kusset v 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
Alcohol
85 Ano 52(73%) | 33(87%)| 2,4(0,8-7,1)| 0,109 | 1,4(0,8-7,1)| 0,567
OR= o0odds ratio; Cl= confidence interval P= pravdhDpodob
'Pol=etpol et subjektT s dostatkem dat
A\djustovs§no na vRk, konzumaci alkoholu a kou$Sen2 <cigare
PougtiastT k porovngn2 prTmBrn®ho vNku
“Tam, kde parametry nablvalmodel ovedehkdnotoy®bfhpbdpotufi b
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4.2Klinicko-pat ol ogi ck® charakteristiky
HPV pozitivn? t umo,r ya vbgyalky rcoezldgol & On evdidt gde

viznamnosti . Pacient. s HPVnaolzrndnivahiz mst a
viznamnodobl diagn-zy uzlinov®068)iTast §zy
charakteristiky se prom2tly do rozd?2lu v
viznanokily ol i lejg2 (111 a |V vskdel sa altli)st( &
viznamnosti .dodHPy¥enpozhyhing tnerndda®nch bT
di feref&8vars® Gl, 2) (43% vs. 26 %, adj . P :
S

tatistick® viznamnost.i

Velikost tumoru

70% 1
60% 1
50% 1
mT1
40% 1 -T2
30% - T3
mT4
20% -
10%-/
0% - .
HPV pozitivmMHPV pozitivn
Graf9.Rozd?2?I|l v zastoupen? velikosti ftumoru v
Pol et
70% -
60% -
50% -
= NO
40% -
N1
30% - N2
mN3
20% 1
10% 1
0%
HPV pozitivn HPV- pacienti (N)
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Graf.10Ro z dhmd Ses posti gen2HPKDNARAIKPVDNA | i n
Tabulka3.Klinicko-p at ol ogi ck® charakteristiky
HPV+ | HPV- T 2ladj ust
Charakteristka [( Po*)let |p S2 p|p S2 p|OR (95%Cl) | P-hodnota Jus
N (%) | N () OR (95%CI) | P-hodnota
18 T1 | 8(11%)]| 10(28%) 1 1
Velikost tumory —22 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
Velikost tumoru_ 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
Uzl inovd 22 NO [11(16%) 11(31%) 1 1
metast §4 85 |N1-3|60(84%) 25(69%) 2,4(0,9-6,2) 0,073 |3,2(1,0-10,3) 0,053
Stsdium 18 | I+l | 8(11%)| 10(28%) 1 1
89 |[llI+IV |63(89%) 26(72%)| 3,0 (1,1-8,5)| 0,036 | 3,7(1,1-1,3) 0,038
Grade 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
Pro vysvDtllkazky viz. Tab

43TypovhD specifick8 HPV DNA prevalence
Cel kov8 prevalence HR HPV DNA v

Nej |l astDji se VYSs kzert % HPYt oyzpi tH P/Wh 2 Icth

byly vgdy po jednom vzorku d8étMalodhw rey nHP
infekce (HPV 16 a 18) byla nalezena
4.4Prevalence HPVDNAvev T @l2a at i ny ¥st n?2

Pacienti sHPV DNA pozitivnz2mi tumory mDI i
HPV DNA ve viplachu dutiny ¥stn?2 neg

51 ze 70 (7/3%) HPV DNA pozitivn2ch pacientT

HPV typem veC Citlvogai speaemioffiuci ta t ®t o

82%, respektive.
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Tabul ka 4 TypovhD specifick8 prevalence HP
HPV DNA pozitivithD/negativithD tk8nhD tumort

HPV typ|HPW k§R
HPV16
HPV81
HPV84
HPV89
HPV16, 51
HPV16 (N=65) HPV16,56,82
HPV16,11
HPV pozit HPV16,42
HPV16,33
HPV16,31
HPVnega
HPV26 (N=1) HPVnega
HPV33 (N=2) HPV33
HPV52 (N=1) HPVnega
HPV58 (N=1) HPVnega
HPV16
HPV16,55
HPV16,51
HPV45,51
HPV negat. HPV40
HPV61
HPV70
HPV911
HPVnega

Nv

I
w

RlR|Rr(RrR|RR|R|-

%

—
|:
<

N

i1v
i1v

—

—

w

NI

g

Tabulka 5Kor el ace HPV DNA poziyi¥%stiy2 ve NMPYI
pozitivitou tk&nhD tumoru

HPVY DNA ve tk§
N OR (95%CI) [P hodnota]
HPV-poz. (N=69) HPV-neg. (N=40)
=]
<« |HPV i
- negativ g 18 (26,0%) 33 (82,5%) 1,00 ref.
< c - pozitiwv
5_ o
> o X
o
T HR HPV pod 58 51 (74,0%) 7 (17,5%) 14,4 (1,0-100,0) <0,001
Pro vysviRDtlivky viz. Tabul ka 2.
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45PrevalenceHPVs peci fi cklch protil §tek
PS2tomnost protil 8tek specificklch pro
pS2tomnost 2 HR HPV DNA v nG3d6p HBVMA®VLR k 8 n i |
specifick® protil 8tkyokytyvnatkzeld® ent6h ¥
HPV-negat i v n?20003) ((izz2zThpulkka6)P.= Pr ot i | 8t ky proti |
onkoproteinTm byly pS2tomnypozivt i sv@rzedhh p&k
repekti ve. Me z i HPV negativn2mi pacienty b
HPV 16 Ees peci f i ¢ k @vapacienti $ po&tiviloHPY 16 EZ peci fi ckl c
proti | §1t0604 prdEA icEj). P <

Mezi 71 pacienty s HR HPV DNA o z i t iumanennmsmé u 85% nalezli
protil 8tky specifick® pro alespoR jeden z
v s®ru pS2tomny oba&8006aymR0 OAr, otrielsPteckk i V&d | .
HPV16E6aEZspeci fi ckTch pr ot iall8t esk ptSe2dtyo nvnyossotc?
DNA v n8dorov® t KFI®e0584Kappa hodnot a=

Tabulka6.Kor el ace s®r ol ogick® pozitivity/ negat

pozitivitou/ negativitou ve tk8ni tumoru
PV | HPV: Adj us t’olAdj ust
Charakteristika| ( P o) e t pS2p|lpS2p| OR(95%CIl) |P-hodnota
0 P-h
N (%) | N (%) OR (95%ClI) odnota
55 neg. | 25(35%) 30(79% 1 1
HPV 16 VLP 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- inff  <0,001
Y 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
HPV 16 E6 E6 nebo o o
and/or E7 14 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

Pro vysviRDtlivky viz. Tabul ka 2.
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4.6Detekcemarker T a kt i viniekcevi r ov ®

Pro izol aci RNA a imunohistochemickou a
vzorPk . vegkenre® S2matkcTizyj sme poudgili pouze \
negativn2 a HPV DNA 16 a 18 poanaHPV33n2. (Vv
52 a 58)

Oznaceni
vzorki: 5

12

Obr.4Vli s | ed ekt rRONA rz@zsykan® i zoluawy bzantik®nis
vzor kT

PSi rozdhDlen2 t®t o podskupiny dle RNA se

pacient. nel i gi |l i v pr Tmbda n®&I cveDkwz d vl 813
pozitivn?2 pacienti sice wuvedli vidDt g2 pol e
vs.41%,adj.P&040) , al e neli gili se od HPV negatiyv

o cesthND pSenogani tn§ lekfcyd omdkd. Irk§idnn N
StejnhD jako v cel ®m sHPuMolrau,E& umRNA Ipywlzy

di agnosti kov8ny v pokrolil ®&m st®&0dli7u (nleldl
ng§dory bez virovG@®ERNARNMNA ppesiet.i HP2V n8§dory
negatl ase i asociovsg8§ny s uzlinovTl mi met a
81%vs.56%,P8022) . Statistick8 viznamnost obou
adjustaci . Jedinl par ametr, vV e kter ®m se
negati vn?2cthi clkiygivTaz nsatmentli,s byl stulpeER dife
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MRNA pozitivn2ch tumorT byla patrna tend
ne g at iHednatycitlivosti a specificiyj ednot |l i vich pS2miTth a
pro detekci aktiamaédvemi®& ode®t eikncf2e kidRRrV (E& n
dostupnl ch pjsauurRdedy Tabalee?. a ci )

KromRdvouv zor kT byl a u-pwgddh viHPYhDNMAS2padT (
exprese Vvirosyg®c HPiVAI® ERNA.

85 pb fragment

Pozitivni kontrola STHA DNA

Vzorky DNA z tkane tumorti

—

Marker pUC18/Mspl

Obr5VIi s| edekkt r of or ®z yekéEIRV 1p EGontRNA t Ty beanT ch
vzor kT

KromhD jednoh-poZHiPtvVi vDRA o vzorku (97 %) g 8§
neexpri moval p53 v detekovat el n®e gndtSieynzah
pS2padT jsme overexpresi P53 i munohi stoche
Exprs e proteinu pl6 byla ag na -Rowmiztoir kry2 amt
pS2padT (93%).
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Obr. 7 Vzorekl. Par af2novi diSegditclodruuzn N| n@ivemo kar ci
i munohi st oche miptok yprotepur pl6,i d r8itkiaugDing e n 2 400
Hodnoceno jako 100% pozitivita nukIl e8rnnD i
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