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ABSTRAKT

Tonzilarni karcinomy (dale TC) zaujimaji vyznamnou cast nadort
hlavy a krku a jejich incidence v CR stoupa. Koufeni tabaku a
nadmérna konzumace alkoholu jsou povazovany za puvodce tii
ctvrtin vSech nadorti hlavy a krku, mezi dal$i nezavislé rizikové
faktory je dnes jasné fazena i infekce lidskymi papillomaviry (déle
HPV).

Prezentovana prace si kladla za cil zjistit, zda a jak se navzajem
demograficky li§i skupina HPV pozitivnich a negativnich pacientt,
stanovit prevalenci HPV v TC u pacienttl v Ceské republice a zjistit,
zda je virus v HPV DNA pozitivnich nadorech transkripéné aktivni.
Dalsim cilem bylo ovéfit vhodnost jednotlivych markert HPV
infekce pro presny vybér pacienti s HPV asociovanym
onemocnénim a stanovit prognosticky vyznam téchto markerd.

Na souboru 109 pacientii s TC jsme provedli detekci HPV DNA v
nadorové tkani a piitomnosti HPV specifickych protiladtek v séru.
Pomoci dotaznikli jsme ziskali informace ohledné rizikovych
faktorti. Pro analyzu exprese virové E6 a E2 mRNA a
imunohistochemickou detekci proteinu p16 a p53 bylo k dispozici 45
ze 109 vzorkd.

Celkova prevalence HPV DNA v TC byla 65%. U 93% HPV16
DNA pozitivnich vzorkli byly nalezeny zndmky transkrip¢ni aktivity
viru. Pomoci exprese E2 oblasti virového genomu jsme zjistili, ze
virus je integrovan v genomu hostitelské bunky u 64% pozitivnich
vzorkll. Exprese proteinu pl6é a pfitomnost HPV16 E6/E7
specifickych protilatek vysoce korelovala s HPV DNA i RNA
pozitivitou. Specifické pieziti pacientdl s HPV pozitivnimi nadory
bylo vyznamné lepsi, nez preziti pacientd s HPV negativnimi nadory.
Nase prace dokazuje kauzalni vztah HPV se vznikem Casti
karcinomt patrovych tonzil, definuje klinicky vyuZzitelné markery a
ukazuje na prognostickou vyhodu pacientd s HPV asociovanymi
nadory. Vysledky prace tak davaji predpoklad k zaclenéni poznatkti
o HPV infekci v orofaryngedlni oblasti do klinické praxe.

Klic¢ova slova: lidské papillomaviry, tonzilarni karcinomy,
protilatky, prognoza
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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
guestionnaires. 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.UVOD

Soucasné studie ukazuji, ze 20-25% dlazdicobunéénych karcinomi
hlavy a krku je etiologicky spjato s infekci vysoce rizikovymi typy
lidskych papillomaviri (dale jen HR HPV)"®. Nejvyssi prevalence HPV
DNA je standardné nalézana ve tkani karcinomii patrovych tonzil (dale
TC = tonsilar cancer)*®. U této podskupiny nadord se také pomoci
vedlejSich markerti podafilo nejsilngji prokazat kauzalni souvislost
virové infekce se vznikem nadoru.
Dlazdicobunécné karcinomy hlavy a krku obecné ptedstavuji svétove
priblizné 5 - 7% viech nadorovych onemocnéni .
Hlavni rizikové faktory, které jsou zodpovédné pfiblizn€ za 3/4 nadort,
jsou kouteni cigaret a konzumace alkoholu. Jejich sou¢asnym uzivanim
navic jednotliva rizika nes¢itaji, ale nasobi’.
Jednim z cild této prace bylo vytvorit homogenni soubor, ktery poskytne
prikaznéjsi vysledky nez soubor heterogenni. Celd prace je tedy
vénovéana podskupiné pacientd s primarnimi TC, které Ize chapat jako
jakysi model virové indukovaného nadoru oblasti hlavy a krku.

Tonzilarni karcinomy

Tonzilarni karcinomy (TC) jsou nejcastéj§i zhoubné nadory
orofaryngealni oblasti, jejich incidence je v soudasné dobé v Ceské
republice 3,8x10° u muzi a 1,1x10%u Zen °. Vyskyt téchto nadort
neustale stoupa.
Diagnostika tonzilarnich karcinomil zacina aspekci a palpaci. Po odbéru
biopsie a verifikaci procesu je VE&t§iné pacientd provedena
panendoskopie v celkové narkéze k posouzeni rozsahu a operability
nadoru a k vySetfeni oblasti nedostupnych ambulantnim vySetfeni.
Rozsah nadoru a pfitomnost regionalnich metastdz zptesni pouZiti
zobrazovaci metody - nejcastéji CT, v n€kterych ptipadech NMR.
Na Klinice ORL a chirurgie hlavy a krku 1. LF UK a FN v Motole je
nejCastéji volena u resekabilnich nadord primarné chirurgicka terapie.
Operace ze zevniho pfistupu jsou prakticky vzdy spojeny s blokovou
resekci  krénich  uzlin.  Pooperatni  radioterapie = pfipadné
chemoradioterapie je indikovana u vétSiny pacienti na zaklade
histologického nalezu v oblasti priméarniho tumoru a uzlin.
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Dalsi moznosti primarni 1écby je radioterapie v ptipade pokrocilejSich
nadort chemoradioterapie.

Prognéza pacientd s tonzilarnim karcinomem zlistava v poslednich 30
letech bez vyznamnéjSich zmén — okolo 50%. Odviji se od velikosti
tumoru (T) a rozsahu regionalnich metastaz (N).

Charakteristika lidskych papillomaviri

HPV jsou neobalené DNA viry, jejichz genom obsahuje 8000 pb. V
soucasnosti bylo popsano vice nez 109 jednotlivych typt, systém jejich
klasifikace je zaloZen na porovnani podobnosti nukleotidové sekvence
genomtl jednotlivych izolata™.
Podle toho, zda zptsobuji benigni (napft. laryngealni papilomatdza) nebo
maligni 1éze, jsou déleny na vysoce a nizce rizikové (high/low-risk
HPV)™. Vysoce rizikové typy, z nichZ nejéast&jsi je HPV 16, 18, 31, 33,
jsou schopny zpiisobit maligni transformaci bunék slizni¢niho epitelu.
Nejlépe prostudovanym zhoubnym nadorem zptsobenym infekei vysoce
rizikovymi typy HPV je karcinom délozniho ¢ipku u zen.
Virus prochazi nejprve latentni fazi v proliferujicich bunikach stratum
basale a nésledné ptechazi do aktivni faze, kdy dochdzi k masivné expresi
nejprve Casnych (E), pozdéji pozdnich virovych proteina (L). Dojde-li k
vytvoreni virové partikule, dochazi k lyze hostitelské bunky, uvolnéné
partikule tak mohou napadat dalsi buriky.
Klicovym d&jem pro transformaci buiiky v nadorovou je exprese velkého
mnozstvi (tedy "overexprese") onkoproteinu E6 a E7. Protein E6 vaze a
potlacuje funkci bunéného regulatoru p53, protein E7 pak tlumi funkci

pRb.

Piehled dosavadnich dikazi o souvislosti HPV infekce s tonzilarnimi
karcinomy

V Evropé¢ i ve Spojenych statech americkych stoupa incidence
orofaryngedlnich nadorti, zatimco incidence karcinomi hrtanu
(prokazatelné¢ tabakem — indukovaného typu karcinomu) vSeobecné klesa.
Mnozi se diikazy o tom, ze je tento jev zplsoben vzrlstajici incidenci
HPYV infekce v orofaryngeélni oblasti®.
V tkani karcinomt hlavy a krku je jiz standardné nalézana HPV DNA.
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Nejcastéji zastoupenym typem v téchto karcinomech je HPV 16, méné
Casto pak HPV 18, a dalsi. Ve tkani tonzilarnich vzorkd zdravych kontrol
je naopak vyskyt HPV DNA vzacny — okolo 8%*.

Vznik karcinomu na podkladé HPV infekce je podminén kontinualni
expresi velkého mnozstvi virovych onkoproteini E6 a E7. Prave tseky
virové E6 a E7 mRNA Ize rovnéz detekovat ve tkani TC.

Dalsim diikkazem je imunohistochemicka pozitivita na protein p16, jehoz
zvySena exprese reflektuje pravé pusobeni virového onkoproteinu E7.
Zarovenl bylo zjisténo, ze mutace genu pro p53 se u HPV pozitivnich
karcinom vyskytuje mnohem vzacnéji nez u karcinomd HPV
negativnich. Obecné to dokazuje, Ze se ve vzniku HPV pozitivnich
tumord uplatiuji jiné patofyziologické d€je nez u tumort negativnich.
Vysledky studii opakovan¢ prokazaly, Ze pacienti s HPV pozitivnimi
nadory hlavy a krku maji vséru detekovatelnou hladinu HPV
specifickych protilatek. Vznikaji protilatky proti kapsidovym proteiniim,
které znaci expozici infekci béhem zivota a protilatky proti virovym
onkoproteintim, které znaci invazivni onemocnéni. Tyto pozdéji zminéné
protilatky jsou u pacienti s orofaryngedlnimi nadory naléziny ve
vysokych koncentracich.

V neposledni fadé dokazuje vzajemnou odlisnost HPV pozitivnich a
negativnich nadorti i odli$né biologické chovani. V mnoha studiich se
podafilo prokazat, ze pacienti s HPV pozitivnimi nadory maji vyznamné
lepsi specifické pieziti'?, n&které studie dokonce prokazaly, 7e HPV
pozitivita v nadorové tkani je nezavislym pozitivnim prognostickym
faktorem™,

Soucasné prace se vSak shoduji na tom, Ze prognostickd vyhoda plati
vyhradné pro pacienty, v jejichz tumoru ma HPV skute¢né etiologicky
vyznam. Je tedy nezbytné mit k dispozici co nejpiesnéjsi, ale zaroven co
nejjednodussi a klinicky snadno vyuzitelné markery, které oznac¢i HPV
indukované nadory od téch, kde mohlo napiiklad dojit pouze k nadhodné
superinfekci.
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2. CiLE PRACE

- Zjistit prevalenci HPV DNA v homogenni skupiné
dlazdicobunécnych karcinomi tonzil z hlediska lokalizace u
pacientti v Ceské republice

- Zjistit, zda je virus v HPV DNA pozitivnich
dlazdicobunéénych karcinomech tonzil skute¢né transkripéné
aktivni ¢i pouze pasivné piitomny

- Oveftit vhodnost jednotlivych markerd HPV infekce pro
presny vybér pacientti s HPV asociovanym onemocnénim pro ucely
Klinické praxe

- Zjistit, zda se 1i$i navzajem skupina HPV pozitivnich a
negativnich pacientti demograficky a klinicky

- Zjistit, zda pacienti s HPV etiologii dlazdicobunécnych
karcinomt tonzil 1épe ptezivaji a zda toto prezivani ovliviiuji jeste
jiné demografické a klinické faktory
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3. METODIKA

Soubor pacienti

Do studie bylo zatazeno 109 pacientt 1ééenych na Klinice ORL a
chirurgie hlavy a krku 1. LF UK a FN v Motole s primarnim histologicky
ovéfenym dlazdicobunéénym kacinomem patrovych tonzil (MKN-10:
C09.0; C09.1; C09.8; C09.9). Pacienti podepsali informovany souhlas se
zafazenim do studie a vyplnili dotazniky, které se tykaly rizikovych
faktort (napi. kutactvi, konzumace alkoholu a dalsi).

Sbér biologického materialu

Pti zatazeni pacienti zaroven provedli vyplach dutiny ustni (cytologie) a
bylo jim odebrano 10 ml krve.

Vsichni pacienti s vyjimkou tii byli 1éCeni chirurgicky. B€éhem vykonu
byl odebran vzorek tkand nadoru a odeslan do laboratore Ustavu patologie
a molekularni mediciny 2. LF UK. Vzorek byl fixovan v 10% neutralnim
pufrovaném formolu a zalit do parafinu. Z kazdého blocku pak byly
vytvofeny Tfezy uréené k izolaci nukleovych kyselin a k
imunohistochemické detekeci.

Zpracovani vzorkiu:
1) Extrakce DNA a RNA
a) z parafinovych fezl
b) zcytologického materialu
2) Polymerazova retézova reakce (PCR)
a) PCR kontrolniho genu u DNA/RNA z parafinovych fezi
b) PCR detekce HPV v DNA extrahované z tkan¢ v parafinovych
blocich pomoci GP5+/6+ primert
c) PCR detekce HPV v DNA extrahované z tkané v parafinovych
blocich pomoci GP5+/GP6+BIO primert
d) PCR detekce HPV DNA u vyplachi
e) Detekce HPV16 E6*I mRNA
f) Detekce HPV16 E2 mRNA
3) Analyza PCR produkti Southern blotem
4) Urceni typu HPV sekvenaci
5) Imunohistochemie
6) Sérologické testy

10
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a) Ptiprava antigenu
b) Detekce specifickych protilatek proti HPV
7) Statisticka analyza

4. VYSLEDKY
Demografické charakteristiky

Z celkového poctu 109 vzorkt bylo 65% (71/109) HR HPV DNA-
pozitivnich nadorové tkani.
Pramérny vék (56 vs. 58 let, P=0.309), distribuce pohlavi (adj.P=0.248)
a délka vzdélani 12 let vs. >12 let) (adj. P=0.925) se statisticky
vyznamné neliSily mezi pacienty s HPV pozitivnimi a negativnimi
nadory. Signifikantni rozdil jsme nenalezli ani v parametrech sexualniho
chovani. Vyznamn¢ se vSak pacienti s HPV pozitivnimi a negativnimi
nadory navzajem liSili v Kkufackych zvyklostech a to nezavisle na
modelu, ktery byl pro srovnani pouzit. Naproti tomu v ohledu
konzumace alkoholu se dvé studované skupiny vzajemné nelisily.
Klinicko-patologické charakteristiky

HPV pozitivni tumory byly celkové vétsi, avsak rozdil nedosahoval
statistické vyznamnosti. Pacienti s HPV pozitivnimi naddory méli ¢astéji
v dobé¢ diagnézy uzlinové metastazy (85% vs. 69%, adj. P=0.053). Tyto
charakteristiky se promitly do rozdilu ve stadiu, kde HPV pozitivni
nadory byly vyznamné pokrocilejsi (IIl a IV vs. | a 1) (89% vs. 72%,
adj. P=0.038).
Typové specificki HPV DNA prevalence

Celkova prevalence HR HPV DNA v nadorové tkani byla 65%
(71/109 pacienttr). Nejcastéji se vyskytoval typ HPV 16 (nalezen v 94%
HPV-pozitivnich vzorku).
Prevalence HPV DNA ve vyplaSich dutiny ustni
Pacienti s HPV DNA pozitivnimi tumory méli vyznamné castéji
detekovatelnou HPV DNA ve vyplachu dutiny tstni nez pacienti s HPV
DNA negativnimi tumory. Senzitivita a specificita této detekéni metody
vysla 74% a 82%, respektive.
Prevalence HPV-specifickych protilatek

Pritomnost protilatek specifickych pro HPV16 VLP i pro HPV 16
E6- a E7 v séru dobie korelovala s pfitomnosti HR HPV DNA v

11
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nadorové tkani (Kappa hodnota=0,396; 0,719 a 0,584, respektive).
HPV16 VLP-specifické protilatky byly nalezeny u 65% HPV-
pozitivnich pacientii a pouze 21% HPV-negativnich (adj. P=0,003).
Protilatky proti HPV16 E6 a E7 onkoproteinim byly pfitomny v sérech
80% a 70% HR HPV-positivnich pacientd, respektive.
Detekce markeriu aktivni virové infekce

Pro izolaci RNA a imunohistochemickou analyzu bylo k dispozici
celkové 47 vzorkd. Pro veskeré analyzy nepiimych markerd jsme
pouzili pouze vzorky HPV DNA negativni a HPV DNA 16 a 18
pozitivni.
Kromé dvou vzorki byla u vS§ech HPV DNA-pozitivnich piipadi (93%)
nalezena i exprese virové HPV16 E6-specifické mRNA. Kromé jednoho
HPV DNA-pozitivniho vzorku (97%) zadny =z téchto vzorkl
neexprimoval p53 v detekovatelné mire, zatimco u 8 (50%) z 16 HPV
DNA-negativnich ptipadi jsme overexpresi p53 imunohistochemicky
potvrdili. Exprese proteinu p16 byla az na 2 vzorky nalezena u vSech
HPV DNA-pozitivnich pfipada (93%).
Optimalni kombinaci vysoké senzitivity 1 specificity vykazovala
imunohistochemicka detekce p16 (96% a 94%, respektive), o malo nizsi
hodnoty pak sérologicka detekce HPV 16 E6 a/nebo E7- specifickych
protilatek (96% a 89%, respektive).
Pouze u 9 (36%) z 25 vzorkl exprimujicich E6 mRNA jsme ziroven
nalezli i mRNA specifickou pro oblast E2. To jasn¢ znaci, ze 16 z 25
(64%) HPV mRNA pozitivnich piipadii vykazovalo znamky exprese
virové mRNA, kterd je charakteristicka pro integraci viru do genomu
bunky.
Analyzy preziti

Pouzitim Kaplan-Meierovy metody a log-rank testu jsme zjistili
vyznamné lepsi specifické preziti u pacient s HR HPV pozitivnimi
nadory oproti pacientim s HPV-negativnimi nadory (primérny cas
preziti 4,4 vs. 3,3 let, P=0,004)
Prognosticka vyhoda pacienti s HPV-pozitivnim tumorem byla
pozorovana nezavisle na tom, ktery marker byl ke stanoveni aktivni
HPV infekce pouzit. Multivariantni Coxova regresni analyza potvrdila
lepsi preziti pacientl s HPV pozitivnimi tumory i v pfitomnosti dalSich
kofaktord (adj. P=0,023) — vék, kuractvi, konzumace alkoholu, velikost

12
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tumoru, stadium onemocnéni, diferenciace nadoru a incidence a rozsah
uzlinového postizeni.

5. DISKUZE

Tato prospektivné koncipovana studie byla provedena na presné
definovaném souboru pacientli s primarnim tonzildrnim karcinomem.
Analyzovali jsme pfitomnost, transkripcni aktivitu a integraci HR HPV
a nekolik dal§ich neptimych markeri, které by mohly mit prognosticky
vyznam. Vysledky poskytuji dal$i vyznamny dikaz pro hypotézu, Ze
pacienti s HPV-iniciovanymi tumory maji lep$i pteziti a mohli by tak
byt 1éceni méné agresivnimi nebo odliSnymi metodami. Zaroven jsme
identifikovali nékolik biomarkerd, které se ve vzajemné kombinaci jevi
jako vysoce senzitivni 1 specifické a mohou byt navic vyuzity v klinické
praxi.

Prevalence HPV DNA byla v nasi studii 65%, nejcast&jSim typem
HPV byl HPV 16, ktery zaujimal 94% vSech HPV DNA pozitivnich
tumort. Tato data se shoduji s vysledky dal$ich studii *°

Skupina pacienti s HPV-pozitivnimi a skupina s HPV-
negativnimi tumory se v nasem souboru neliSila v demografickych
charakteristikach jako je vék, pohlavi, vzdélani, sexualni chovani a
konzumace alkoholu. Vyznamny rozdil jsme vsSak pozorovali v
kurackych zvyklostech: ve skupiné pacienti s HPV-negativnimi bylo
vyrazné vice kutraki a silnych kutaki. Toto pozorovani se shoduje jak s
nasimi piedeslymi daty', tak s vysledky mnoha dalsich praci ™ *.
Zaroven jasn¢ ukazuje, ze koufeni, kter¢ predstavuje vyznamny rizikovy
faktor pro dlazdicobunécné karcinomy hlavy a krku obecné, nehraje v
ptipadé HPV-pozitivnich nadorti zdaleka tak vyznamnou roli. Jaka je
skutecna role kouteni u HPV pozitivnich nadorii neni v souc¢asné chvili
znamo. V nasem souboru bylo celkové preziti HPV pozitivnich kutaka
jen nesignifikantné hor§i nez HPV pozitivnich nekufakt. V tomto
ptipadé byl navic soubor rozdélen na zakladé pfitomnosti HR HPV
DNA, neslo tedy o bezpe¢ny diikaz HPV etiologie u HPV pozitivnich
pacienttl. Je mozné, Ze ¢ast HPV pozitivnich kufakti méla sice v nadoru
ptitomnou virovou DNA, ktera se vSak neuplatiiovala na vzniku tumoru
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a Slo u nich o tabdkem indukovany tumor (pro vySetfeni RNA byla k
dispozici jen zhruba polovina vzork).

Na rozdil od jinych studii se vSak mezi HPV-pozitivnimi a
negativnimi v naSem souboru nepodafilo prokazat rozdil v sexualnich
praktikach.

Vysledky predeslych studii naznacuji, ze ptitomnost HR HPV
DNA ve tkani tumoru jesté nutné neznaci kontinualni expresi virovych
onkogent a tim padem vliv na vznik TC. Na vzorcich cervikalnich
karcinom bylo zjiSténo, Ze nejlépe virovou aktivitu reflektuje
pritomnost E6/E7 mRNA ve tkani'’. Zamé&fili jsme se proto jak na tyto
piimé markery infekce, tak na markery nepiimé, jako je exprese pl6 a
dalsi. Pro testovani RNA byla k dispozici jen mensi ¢ast vzorka (celkem
45). Tento podsoubor byl v8ak shodny s celym souborem v
demografickych i klinickych charakteristikach.

HPV16 E6*I mRNA, ktery je povazovan za hlavni transkript
genu E6/E7 u HPV-16 dependentnich karcinomd, byl nalezen v 93%
vzorkl pozitivnich na HPV-16 DNA.

Ve shod¢ s nasimi vysledky popsali Lindquist a kol. E6 mRNA
ve 42 z 53 (79%) vzorka HPV16 DNA-pozitivnich TC. Zaroven ale tito
autofi nalezli E7 mRNA v 94% takto pozitivnich vzorkd '®. Dalsi 2
studie vénované tomuto tématu prokazaly expresi onkogentt v mensi
mife. Smeets a kol. zdetekovali E6 mRNA expresi v 6 (75%) z 8
HPV16 DNA-pozitivnich vzorcich orofaryngealnich karcinoma *°. Jung
a kol. nedavno popsali expresi HPV onkogenu pouze u 12 z 30 (40%)
HR HPV DNA-pozitivnich vzorki orofaryngealnich karcinoma®.

Takto diskrepantni vysledky mohou vychdzet z odliSnosti v
prevalenci HPV v TC, z geografickych a socioekonomickych souvislosti
a z rozdilnych metod pouzitych pro analyzu RNA.

Jako prvni jsme provedli na vzorcich TC analyzu exprese genové
oblasti HPV 16 E2, tedy na urovni RNA, coz je metoda povazovana za
zlaty standard detekce integrace virové DNA do genomu hostitelské
buiiky . V cervikalnich karcinomech vede integrace HR HPV DNA
do genomu bunky k eliminaci supresniho vlivu genu E2 na geny E6 a
E7, které jsou nasledng “overexprimovany”*.

Absence mRNA obsahujici oblast E2 byla zjisténa u 16 (64%) z
25 vzorkli TC exprimujicich E6 mRNA, coZ znaci, Ze exprese E6/E7
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pochazi v téchto nddorech z integrovaného HPV genomu. Tento pomér
je shodny s tidaji, které uvadi Hafkamp a kol. a Koskinen a kol.** %, Ve
zbyvajicich 9 vzorcich, které jsou na expresi E2 pozitivni, pochazi
E6/E7 mRNA velmi pravdépodobné z extrachromosomalniho,
neintegrovaného plasmidu HPV. Bohuzel vSak pouzitd metoda
vhodné doplnit dal§i analyzy k objasnéni, zda tyto vzorky neobsahuji
krome¢ episomalniho viru zaroven i ¢ast integrovaného.

Podsoubor vzorkli, vhodnych pro RNA analyzu, jsme dale
vysettili z hlediska nepfimych markert aktivniho plsobeni viru v buiice,
tedy na expresi proteinu pl6 a pS3 pomoci imunohistochemie. Protein
pl6 je dnes vSeobecné piijiman za nepfimou znamku aktivniho vlivu
onkogenu E7 v buiikich cervikalniho karcinomu . Nage vysledky, ve
shodé s dalsimi autory *?, ukazuji, Ze detekce exprese pl6, zejména
pokud je zaroven detekovana HPV DNA, ptedstavuje velmi senzitivni a
specifickou metodu pro vybér pacientti s HPV-asociovanym tumorem i
v oblasti hlavy a krku.

Senzitivita a specificita kombinace imunohistochemické detekce
pl6 s PCR detekci HPV DNA vypoctena z naSich vysledkti vychazi
100% a 88%, respektive. Jedna se o srovnatelné hodnoty s ostatnimi
studiemi *°, které zaroven naznaduji, e spoleéna analyza HPV DNA a
pl6 by mohla nahradit technicky i finan¢n€ narocnou detekci E6
mRNA.

Dale jsme v mens$im souboru 45 vzorkd analyzovali expresi
proteinu p53. Krom¢ jednoho zadny z HPV-pozitivnich vzorki
neexprimoval v detekovatelné mife p53, zatimco mezi HPV-negativnimi
tumory byla p53 overexprese nalezena v 50%. Bohuzel v§ak senzitivita i
specificita tohoto "inverzniho" markeru byla nizka. Jednim z moznych
vysvétleni mize byt jev popsany difve ** % 7e imunohistochemicka
detekce exprese p53 nevypovida zcela vérohodné o mutacnim stavu
genu TP53. Souhrnné lze fici, ze absence overexprese p53 neni
spolehlivym markrem aktivniho pisobeni HPV v TC.

Vysledky analyzy vyplacht dutiny ustni ukazaly, Ze pfitomnost
HPV DNA v odlou¢enych buiikach dutiny ustni dobie koreluje s
ptitomnosti HPV DNA ve tkani a jevi vysokou senzitivitu (74%) a
specificitu (82%). Podobné vysledky popisuji i dalsi autoii® .
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Sérologické markery pouzité v nasi studii vysoce koreluji s HPV DNA i
RNA pozitivitou nebo negativitou v nadorové tkani.

Sérologické studie u pacientek s cervikdlnim karcinomem
ukazuji, ze ackoli protilatky proti virovym partikulim, detekovatelné
pomoci VLP castic, reflektuji anamnestickou expozici HPV infekci,
nepodavaji zadnou informaci o soudasné probihajicim onemocnéni *
Naproti tomu protilatky proti onkoproteinim E6 a E7 jsou velmi Casto
pfitomny v sérech pacienti s HPV-asociovanym néadorovym
onemocnénim, ale nejsou pfitomny v sérech zdravych pacientd ¢i u
nositel asymptomatické infekce *.

V souladu s touto teorii byla v celém souboru 109 pacientti s TC
nalezena statisticky vyznamna korelace HPV DNA a/nebo RNA
pozitivity/negativity se séropozitivitou na protilatky proti E6/E7
onkoproteintim.

Pfitomnost anti-E6/E7 protilatek (na rozdil od ptitomnosti HPV
specifickych protilatek proti VLP) zirovenn vyznamné korelovala s
prezivanim pacientdl. Podobnd pozorovani popsali i dal§i autofi **. Z
vySe uvedeného vyplyva, ze protilatky proti HPV 16 E6 a E7
onkoproteinlim jsou vysoce senzitivnimi (96%) a specifickymi (89%)
markery HPV-asociovanych TC.

Vysledky multivariantni analyzy celého souboru ukazaly, ze HPV
pozitivita predstavuje nejsilné€jS$i ukazatel pfeziti u pacientd s TC.
Prognosticka vyhoda HPV-pozitivnich navic nezavisi na markeru, ktery
byl pouzit k identifikaci HPV pozitivity nadoru.

Jediny z dalSich faktort, u n¢hoz se projevil vliv na prognozu,
byla velikost tumoru, coz se shoduje s vysledky jinych studii ** *.
Rozsah uzlinového postizeni (N-klasifikace) nemél pro nas soubor
pacientli vyznamny vliv na pteziti, coz souhlasi s nasimi predeslymi
vysledky * a vysledky dalsich studie %, naproti tomu Hoffmann a kol.
popisuje, Ze mira postiZzeni uzlin v jejich souboru vyznamné ovlivnila
preziti a to nezavisle na HPV statusu®’.

Prognosticka vyhoda HPV-pozitivnich pacientti byla potvrzena
vysledky mnoha praci ** * * zpracovano v metaanalyze *. Dilezité je
v tomto bodé podotknout, Ze pfevazna vétsina studii hodnoticich preziti
ve vztahu k HPV byla koncipovéna retrospektivng, pouze dvé studie 2"
“0 probihaly podobné jako nase v prospektivnim schématu. Pro
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vysvétleni byla navrzena celd fada hypotéz, stale vSak neni v této otazce
jasno. Jako nejpravdépodobnéjsi se jevi nazor, ze zablokovani
metabolickych cest p53 a pRb virovymi onkoproteiny je podstatné
mensim zasahem do genomu, nez cCetné mutace u tabakem
indukovanych nadord. Nadorové builky s mensim genetickym
poskozenim pak 1épe odpovidaji na 1é¢bu*!.Dalsi moznosti je, ze HPV
pozitivni nadory stimuluji imunitni systém, ktery se pak podili na
eliminaci nadoru.

Pokusili jsme se i blize definovat vztah HPV a koufeni, coby
vyznamného rizikového faktoru pro karcinomy hornich cest dychacich a
polykacich. Porovnali jsme parametry pteziti ve skupinach rozdélenych
dle parametrti kufactvi i HPV statusu dohromady. Kaplan-Maierova
analyza ukazala statisticky vyznamny rozdil v preziti ve skupiné kuraka
dle HPV pozitivity, zatimco ve skupiné HPV pozitivnich pacientt mezi
kuraky a nekutdky vyznamny rozdil nalezen nebyl.

Toto zjisténi se jednak shoduje s vysledky popsanymi v dalsi
studii *% ale zaroveii znan& podtrhuje HR HPV etiologii coby
nejsilngjsi prognosticky faktor pro karcinomy hlavy a krku.

6. ZAVER

Vysledky, které prace poskytuje, svédéi pro existenci dvou
etiologicky odlisnych skupin TC.

Pacienti s HPV iniciovanymi karcinomy se v mnoha aspektech 1i§i od
pacientt, jejichz nadory byly vyvolany klasickymi rizikovymi faktory,
mimo jiné i vyznamnou prognostickou vyhodou.

To napovida, ze by se HPV pozitivita tumoru, jakozto nezavisly
prognosticky faktor, mé¢la mit vliv na klinické rozhodovani. Pacienti
postizeni HPV pozitivnim nadorem by tak pravdépodobné mohli
podstoupit 1écbu v odlisném — mén¢ agresivnim — rezimu.

Aby se v8ak nezhorsSily dosud velmi dobré vysledky 1é¢by pacientd s
HPV-zavislymi tumory, musi byt bezpodminecn¢ zavedeni tohoto
poznatku do praxe potvrzeno jesté pomoci dalsich studii provedenych
na velkych souborech pacientt.

Ukazali jsme, ze detekce HR HPV DNA pomoci PCR v nadorové tkani
spolu s imunohistochemickou detekci p16 a/nebo sérologickou detekci
anti-E6 a/nebo anti-E7 protilatek predstavuji vysoce senzitivni a
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specifické metody k identifikaci pacientt, jejichz TC je kauzalné spojen
s HPV infekci. Navic jsou tyto testy snadno dostupné v rutinni klinické
praxi.

Obecné ma problematika HPV asociovanych zhoubnych nadori
V soucasnosti jesté¢ dalsi vyznamny rozmér, vzhledem k nové vyvinutym
vakcinam proti papillomavirové infekci, které jiz prosly stddiem
klinickych zkouSek a jsou jiz bézn¢ (v nekterych zemich dokonce
plosn€) aplikovany. Dosavadni vysledky ukazuji, Ze tyto vakciny
s velkou pravdépodobnosti (pfi dodrzeni urcitych podminek) zabrani
vzniku cervikalniho karcinomu — tedy prototypu HPV-asociovanych
nadori. Je velmi pravdépodobné, ze by plosnd vakcinace mohla mit
podobny vliv i na ¢ast dlazdicovych karcinomi hlavy a krku. Vzhledem
k zvySujicimu se podilu HPV pozitivnich nadord by se pak vakcinace
mohla stat vedle protitabakovych opatieni nejvyznamnéj$im faktorem
v prevenci nadort hlavy a krku. Definitivni ustanoveni etiologické
souvislosti nadort hlavy a krku by zaroven vybizelo k vakcinaci nejen
divek, ale i chlapct
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