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ABSTRAKT  

Tonzilární karcinomy (dále TC) zaujímají významnou část nádorů 

hlavy a krku a jejich incidence v ČR stoupá. Kouření tabáku a 

nadměrná konzumace alkoholu jsou povaţovány za původce tří 

čtvrtin všech nádorů hlavy a krku, mezi další nezávislé rizikové 

faktory je dnes jasně řazena i infekce lidskými papillomaviry (dále 

HPV).  

Prezentovaná práce si kladla za cíl zjistit, zda a jak se navzájem 

demograficky liší skupina HPV pozitivních a negativních pacientů, 

stanovit prevalenci HPV v TC u pacientů v České republice a zjistit, 

zda je virus v HPV DNA pozitivních nádorech transkripčně aktivní. 

Dalším cílem bylo ověřit vhodnost jednotlivých markerů HPV 

infekce pro přesný výběr pacientů s HPV asociovaným 

onemocněním a stanovit prognostický význam těchto markerů.  

Na souboru 109 pacientů s TC jsme provedli detekci HPV DNA v 

nádorové tkáni a přítomnosti HPV specifických protilátek v séru. 

Pomocí dotazníků jsme získali informace ohledně rizikových 

faktorů. Pro analýzu exprese virové E6 a E2 mRNA a 

imunohistochemickou detekci proteinu p16 a p53 bylo k dispozici 45 

ze 109 vzorků. 

Celková prevalence HPV DNA v TC byla 65%. U 93% HPV16 

DNA pozitivních vzorků byly nalezeny známky transkripční aktivity 

viru. Pomocí exprese E2 oblasti virového genomu jsme zjistili, ţe 

virus je integrován v genomu hostitelské buňky u 64% pozitivních 

vzorků. Exprese proteinu p16 a přítomnost HPV16 E6/E7 

specifických protilátek vysoce korelovala s HPV DNA i RNA 

pozitivitou. Specifické přeţití pacientů s HPV pozitivními nádory 

bylo významně lepší, neţ přeţití pacientů s HPV negativními nádory.  

Naše práce dokazuje kauzální vztah HPV se vznikem části 

karcinomů patrových tonzil, definuje klinicky vyuţitelné markery a 

ukazuje na prognostickou výhodu pacientů s HPV asociovanými 

nádory. Výsledky práce tak dávají předpoklad k začlenění poznatků 

o HPV infekci v orofaryngeální oblasti do klinické praxe. 

Klíčová slova: lidské papillomaviry, tonzilární karcinomy, 

protilátky, prognóza 
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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. ÚVOD 

Současné studie ukazují, ţe 20-25% dlaţdicobuněčných karcinomů 

hlavy a krku je etiologicky spjato s infekcí vysoce rizikovými typy 

lidských papillomavirů (dále jen HR HPV)
1-3

. Nejvyšší prevalence HPV 

DNA je standardně nalézána ve tkáni karcinomů patrových tonzil (dále 

TC = tonsilar cancer)
4-6

. U této podskupiny nádorů se také pomocí 

vedlejších markerů podařilo nejsilněji prokázat kauzální souvislost 

virové infekce se vznikem nádoru.  

Dlaţdicobuněčné karcinomy hlavy a krku obecně představují světově 

přibliţně 5 - 7% všech nádorových onemocnění 
7
.  

Hlavní rizikové faktory, které jsou zodpovědné přibliţně za 3/4 nádorů, 

jsou kouření cigaret a konzumace alkoholu. Jejich současným uţíváním 

navíc jednotlivá rizika nesčítají, ale násobí
8
. 

Jedním z cílů této práce bylo vytvořit homogenní soubor, který poskytne 

průkaznější výsledky neţ soubor heterogenní. Celá práce je tedy 

věnována podskupině pacientů s primárními TC, které lze chápat jako 

jakýsi model virově indukovaného nádoru oblasti hlavy a krku. 

 

Tonzilární karcinomy 

Tonzilární karcinomy (TC) jsou nejčastější zhoubné nádory 

orofaryngeální oblasti, jejich incidence je v současné době v  České 

republice 3,8x10
5
 u muţů a 1,1x10

5
u ţen 

9
. Výskyt těchto nádorů 

neustále stoupá.  

Diagnostika tonzilárních karcinomů začíná aspekcí a palpací. Po odběru 

biopsie a verifikaci procesu je většině pacientů provedena 

panendoskopie v celkové narkóze k posouzení rozsahu a operability 

nádoru a k vyšetření oblastí nedostupných ambulantním vyšetření.  

Rozsah nádoru a přítomnost regionálních metastáz zpřesní pouţití 

zobrazovací metody - nejčastěji CT, v některých případech NMR. 

Na Klinice ORL a chirurgie hlavy a krku 1. LF UK a FN v Motole je 

nejčastěji volena u resekabilních nádorů primárně chirurgická terapie. 

Operace ze zevního přístupu jsou prakticky vţdy spojeny s blokovou 

resekcí krčních uzlin. Pooperační radioterapie případně 

chemoradioterapie je indikována u většiny pacientů na základě 

histologického nálezu v oblasti primárního tumoru a uzlin.  
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Další moţností primární léčby je radioterapie v případě pokročilejších 

nádorů chemoradioterapie. 

Prognóza pacientů s tonzilárním karcinomem zůstává v posledních 30 

letech bez významnějších změn – okolo 50%. Odvíjí se od velikosti 

tumoru (T) a rozsahu regionálních metastáz (N). 

 

Charakteristika lidských papillomavirů 

HPV jsou neobalené DNA viry, jejichţ genom obsahuje 8000 pb. V 

současnosti bylo popsáno více neţ 109 jednotlivých typů, systém jejich 

klasifikace je zaloţen na porovnání podobnosti nukleotidové sekvence 

genomů jednotlivých izolátů
10

. 

Podle toho, zda způsobují benigní (např. laryngeální papilomatóza) nebo 

maligní léze, jsou děleny na vysoce a nízce rizikové (high/low-risk 

HPV)
11

. Vysoce rizikové typy, z nichţ nejčastější je HPV 16, 18, 31, 33, 

jsou schopny způsobit maligní transformaci buněk slizničního epitelu. 

Nejlépe prostudovaným zhoubným nádorem způsobeným infekcí vysoce 

rizikovými typy HPV je karcinom děloţního čípku u ţen. 

Virus prochází nejprve latentní fází v proliferujících buňkách stratum 

basale a následně přechází do aktivní fáze, kdy dochází k masivné expresi 

nejprve časných (E), později pozdních virových proteinů (L). Dojde-li k 

vytvoření virové partikule, dochází k lýze hostitelské buňky, uvolněné 

partikule tak mohou napadat další buňky. 

Klíčovým dějem pro transformaci buňky v nádorovou je exprese velkého 

mnoţství (tedy "overexprese") onkoproteinu E6 a E7. Protein E6 váţe a 

potlačuje funkci buněčného regulátoru p53, protein E7 pak tlumí funkci 

pRb. 

 

Přehled dosavadních důkazů o souvislosti HPV infekce s tonzilárními 

karcinomy 

V Evropě i ve Spojených státech amerických stoupá incidence 

orofaryngeálních nádorů, zatímco incidence karcinomů hrtanu 

(prokazatelně tabákem – indukovaného typu karcinomu) všeobecně klesá. 

Mnoţí se důkazy o tom, ţe je tento jev způsoben vzrůstající incidencí 

HPV infekce v orofaryngeální oblasti
5
. 

V tkáni karcinomů hlavy a krku je jiţ standardně nalézána HPV DNA. 



Příloha č.  3 

 8 

Nejčastěji zastoupeným typem v těchto karcinomech je HPV 16, méně 

často pak HPV 18, a další. Ve tkáni tonzilárních vzorků zdravých kontrol 

je naopak výskyt HPV DNA vzácný – okolo 8%
4
. 

Vznik karcinomu na podkladě HPV infekce je podmíněn kontinuální 

expresí velkého mnoţství virových onkoproteinů E6 a E7. Právě úseky 

virové E6 a E7 mRNA lze rovněţ detekovat ve tkáni TC.  

Dalším důkazem je imunohistochemická pozitivita na protein p16, jehoţ 

zvýšená exprese reflektuje právě působení virového onkoproteinu E7. 

Zároveň bylo zjištěno, ţe mutace genu pro p53 se u HPV pozitivních 

karcinomů vyskytuje mnohem vzácněji neţ u karcinomů HPV 

negativních. Obecně to dokazuje, ţe se ve vzniku HPV pozitivních 

tumorů uplatňují jiné patofyziologické děje neţ u tumorů negativních.  

Výsledky studií opakovaně prokázaly, ţe pacienti s HPV pozitivními 

nádory hlavy a krku mají v séru detekovatelnou hladinu HPV 

specifických protilátek. Vznikají protilátky proti kapsidovým proteinům, 

které značí expozici infekci během ţivota a protilátky proti virovým 

onkoproteinům, které značí invazivní onemocnění. Tyto později zmíněné 

protilátky jsou u pacientů s orofaryngeálními nádory nalézány ve 

vysokých koncentracích. 

V neposlední řadě dokazuje vzájemnou odlišnost HPV pozitivních a 

negativních nádorů i odlišné biologické chování. V mnoha studiích se 

podařilo prokázat, ţe pacienti s HPV pozitivními nádory mají významně 

lepší specifické přeţití
12

, některé studie dokonce prokázaly, ţe HPV 

pozitivita v nádorové tkáni je nezávislým pozitivním prognostickým 

faktorem
13

. 

Současné práce se však shodují na tom, ţe prognostická výhoda platí 

výhradně pro pacienty, v jejichţ tumoru má HPV skutečně etiologický 

význam. Je tedy nezbytné mít k dispozici co nejpřesnější, ale zároveň co 

nejjednodušší a klinicky snadno vyuţitelné markery, které označí HPV 

indukované nádory od těch, kde mohlo například dojít pouze k náhodné 

superinfekci. 

 

 

 

 

 



Příloha č.  3 

 9 

2. CÍLE PRÁCE 

 

- Zjistit prevalenci HPV DNA v homogenní skupině 

dlaţdicobuněčných karcinomů tonzil z hlediska lokalizace u 

pacientů v České republice 

 

- Zjistit, zda je virus v HPV DNA pozitivních 

dlaţdicobuněčných karcinomech tonzil skutečně transkripčně 

aktivní či pouze pasivně přítomný 

 

- Ověřit vhodnost jednotlivých markerů HPV infekce pro 

přesný výběr pacientů s HPV asociovaným onemocněním pro účely 

klinické praxe  

 

- Zjistit, zda se liší navzájem skupina HPV pozitivních a 

negativních pacientů demograficky a klinicky 

 

- Zjistit, zda pacienti s HPV etiologií dlaţdicobuněčných 

karcinomů tonzil lépe přeţívají a zda toto přeţívání ovlivňují ještě 

jiné demografické a klinické faktory 
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3. METODIKA 

Soubor pacientů 
Do studie bylo zařazeno 109 pacientů léčených na Klinice ORL a 

chirurgie hlavy a krku 1. LF UK a FN v Motole s primárním histologicky 

ověřeným dlaţdicobuněčným kacinomem patrových tonzil (MKN-10: 

C09.0; C09.1; C09.8; C09.9). Pacienti podepsali informovaný souhlas se 

zařazením do studie a vyplnili dotazníky, které se týkaly rizikových 

faktorů (např. kuřáctví, konzumace alkoholu a další).  

 

Sběr biologického materiálu 

Při zařazení pacienti zároveň provedli výplach dutiny ústní (cytologie) a 

bylo jim odebráno 10 ml krve. 

Všichni pacienti s výjimkou tří byli léčeni chirurgicky. Během výkonu 

byl odebrán vzorek tkáně nádoru a odeslán do laboratoře Ústavu patologie 

a molekulární medicíny 2. LF UK. Vzorek byl fixován v 10% neutrálním 

pufrovaném formolu a zalit do parafinu. Z kaţdého bločku pak byly 

vytvořeny řezy určené k izolaci nukleových kyselin a k 

imunohistochemické detekci.  

 

Zpracování vzorků: 

1) Extrakce DNA a RNA 

a) z parafinových řezů 

b) z cytologického materiálu 

2) Polymerázová řetězová reakce (PCR) 

a) PCR kontrolního genu u DNA/RNA z parafínových řezů 

b) PCR detekce HPV v DNA extrahované z tkáně v parafinových 

blocích pomocí GP5+/6+ primerů 

c) PCR detekce HPV v DNA extrahované z tkáně v parafinových 

blocích pomocí GP5+/GP6+BIO primerů 

d) PCR detekce HPV DNA u výplachů 

e) Detekce HPV16 E6*I mRNA 

f) Detekce HPV16 E2 mRNA 

3) Analýza PCR produktů Southern blotem 

4) Určení typu HPV sekvenací 

5) Imunohistochemie 

6) Sérologické testy 
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a) Příprava antigenů 

b) Detekce specifických protilátek proti HPV 

7) Statistická analýza 

 

 

4. VÝSLEDKY  

Demografické charakteristiky 

Z celkového počtu 109 vzorků bylo 65% (71/109) HR HPV DNA-

pozitivních nádorové tkáni.  

Průměrný věk (56 vs. 58 let, P=0.309), distribuce pohlaví (adj.P=0.248) 

a délka vzdělání 12 let vs. >12 let) (adj. P=0.925) se statisticky 

významně nelišily mezi pacienty s HPV pozitivními a negativními 

nádory. Signifikantní rozdíl jsme nenalezli ani v parametrech sexuálního 

chování. Významně se však pacienti s HPV pozitivními a negativními 

nádory navzájem lišili v kuřáckých zvyklostech a to nezávisle na 

modelu, který byl pro srovnání pouţit. Naproti tomu v ohledu 

konzumace alkoholu se dvě studované skupiny vzájemně nelišily. 

Klinicko-patologické charakteristiky 

HPV pozitivní tumory byly celkově větší, avšak rozdíl nedosahoval 

statistické významnosti. Pacienti s HPV pozitivními nádory měli častěji 

v době diagnózy uzlinové metastázy (85% vs. 69%, adj. P=0.053). Tyto 

charakteristiky se promítly do rozdílu ve stadiu, kde HPV pozitivní 

nádory byly významně pokročilejší (III a IV vs. I a II) (89% vs. 72%, 

adj. P=0.038). 

Typově specifická HPV DNA prevalence 

Celková prevalence HR HPV DNA v nádorové tkáni byla 65% 

(71/109 pacientů). Nejčastěji se vyskytoval typ HPV 16 (nalezen v 94% 

HPV-pozitivních vzorků).  

Prevalence HPV DNA ve výplaších dutiny ústní 

Pacienti s HPV DNA pozitivními tumory měli významně častěji 

detekovatelnou HPV DNA ve výplachu dutiny ústní neţ pacienti s HPV 

DNA negativními tumory. Senzitivita a specificita této detekční metody 

vyšla 74% a 82%, respektive. 

Prevalence HPV-specifických protilátek 

Přítomnost protilátek specifických pro HPV16 VLP i pro HPV 16 

E6- a E7 v séru dobře korelovala s přítomností HR HPV DNA v 
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nádorové tkáni (Kappa hodnota=0,396; 0,719 a 0,584, respektive). 

HPV16 VLP-specifické protilátky byly nalezeny u 65% HPV-

pozitivních pacientů a pouze 21% HPV-negativních (adj. P=0,003). 

Protilátky proti HPV16 E6 a E7 onkoproteinům byly přítomny v sérech 

80% a 70% HR HPV-positivních pacientů, respektive.  

Detekce markerů aktivní virové infekce 

Pro izolaci RNA a imunohistochemickou analýzu bylo k dispozici 

celkově 47 vzorků. Pro veškeré analýzy nepřímých markerů jsme 

pouţili pouze vzorky HPV DNA negativní a HPV DNA 16 a 18 

pozitivní.  

Kromě dvou vzorků byla u všech HPV DNA-pozitivních případů (93%) 

nalezena i exprese virové HPV16 E6-specifické mRNA. Kromě jednoho 

HPV DNA-pozitivního vzorku (97%) ţádný z těchto vzorků 

neexprimoval p53 v detekovatelné míře, zatímco u 8 (50%) z 16 HPV 

DNA-negativních případů jsme overexpresi p53 imunohistochemicky 

potvrdili. Exprese proteinu p16 byla aţ na 2 vzorky nalezena u všech 

HPV DNA-pozitivních případů (93%). 

Optimální kombinaci vysoké senzitivity i specificity vykazovala 

imunohistochemická detekce p16 (96% a 94%, respektive), o málo niţší 

hodnoty pak sérologická detekce HPV 16 E6 a/nebo E7- specifických 

protilátek (96% a 89%, respektive).  

Pouze u 9 (36%) z 25 vzorků exprimujících E6 mRNA jsme zároveň 

nalezli i mRNA specifickou pro oblast E2. To jasně značí, ţe 16 z 25 

(64%) HPV mRNA pozitivních případů vykazovalo známky exprese 

virové mRNA, která je charakteristická pro integraci viru do genomu 

buňky. 

Analýzy přežití 

Pouţitím Kaplan-Meierovy metody a log-rank testu jsme zjistili 

významně lepší specifické přeţití u pacientů s HR HPV pozitivními 

nádory oproti pacientům s HPV-negativními nádory (průměrný čas 

přeţití 4,4 vs. 3,3 let, P=0,004) 

Prognostická výhoda pacientů s HPV-pozitivním tumorem byla 

pozorována nezávisle na tom, který marker byl ke stanovení aktivní 

HPV infekce pouţit. Multivariantní Coxova regresní analýza potvrdila 

lepší přeţití pacientů s HPV pozitivními tumory i v přítomnosti dalších 

kofaktorů (adj. P=0,023) – věk, kuřáctví, konzumace alkoholu, velikost 
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tumoru, stadium onemocnění, diferenciace nádoru a incidence a rozsah 

uzlinového postiţení.  

 

 

5. DISKUZE 

Tato prospektivně koncipovaná studie byla provedena na přesně 

definovaném souboru pacientů s primárním tonzilárním karcinomem. 

Analyzovali jsme přítomnost, transkripční aktivitu a integraci HR HPV 

a několik dalších nepřímých markerů, které by mohly mít prognostický 

význam. Výsledky poskytují další významný důkaz pro hypotézu, ţe 

pacienti s HPV-iniciovanými tumory mají lepší přeţití a mohli by tak 

být léčení méně agresivními nebo odlišnými metodami. Zároveň jsme 

identifikovali několik biomarkerů, které se ve vzájemné kombinaci jeví 

jako vysoce senzitivní i specifické a mohou být navíc vyuţity v klinické 

praxi. 

Prevalence HPV DNA byla v naší studii 65%, nejčastějším typem 

HPV byl HPV 16, který zaujímal 94% všech HPV DNA pozitivních 

tumorů. Tato data se shodují s výsledky dalších studií 
4, 5

 

Skupina pacientů s HPV-pozitivními a skupina s HPV-

negativními tumory se v našem souboru nelišila v demografických 

charakteristikách jako je věk, pohlaví, vzdělání, sexuální chování a 

konzumace alkoholu. Významný rozdíl jsme však pozorovali v 

kuřáckých zvyklostech: ve skupině pacientů s HPV-negativními bylo 

výrazně více kuřáků a silných kuřáků. Toto pozorování se shoduje jak s 

našimi předešlými daty
14

, tak s výsledky mnoha dalších prací 
15, 16

. 

Zároveň jasně ukazuje, ţe kouření, které představuje významný rizikový 

faktor pro dlaţdicobuněčné karcinomy hlavy a krku obecně, nehraje v 

případě HPV-pozitivních nádorů zdaleka tak významnou roli. Jaká je 

skutečná role kouření u HPV pozitivních nádorů není v současné chvíli 

známo. V našem souboru bylo celkové přeţití HPV pozitivních kuřáků 

jen nesignifikantně horší neţ HPV pozitivních nekuřáků. V tomto 

případě byl navíc soubor rozdělen na základě přítomnosti HR HPV 

DNA, nešlo tedy o bezpečný důkaz HPV etiologie u HPV pozitivních 

pacientů. Je moţné, ţe část HPV pozitivních kuřáků měla sice v nádoru 

přítomnou virovou DNA, která se však neuplatňovala na vzniku tumoru 
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a šlo u nich o tabákem indukovaný tumor (pro vyšetření RNA byla k 

dispozici jen zhruba polovina vzorků).  

Na rozdíl od jiných studií se však mezi HPV-pozitivními a 

negativními v našem souboru nepodařilo prokázat rozdíl v sexuálních 

praktikách. 

Výsledky předešlých studií naznačují, ţe přítomnost HR HPV 

DNA ve tkáni tumoru ještě nutně neznačí kontinuální expresi virových 

onkogenů a tím pádem vliv na vznik TC. Na vzorcích cervikálních 

karcinomů bylo zjištěno, ţe nejlépe virovou aktivitu reflektuje 

přítomnost E6/E7 mRNA ve tkáni
17

. Zaměřili jsme se proto jak na tyto 

přímé markery infekce, tak na markery nepřímé, jako je exprese p16 a 

další. Pro testování RNA byla k dispozici jen menší část vzorků (celkem 

45). Tento podsoubor byl však shodný s celým souborem v 

demografických i klinických charakteristikách. 

HPV16 E6*I mRNA, který je povaţován za hlavní transkript 

genu E6/E7 u HPV-16 dependentních karcinomů, byl nalezen v 93% 

vzorků pozitivních na HPV-16 DNA. 

Ve shodě s našimi výsledky popsali Lindquist a kol. E6 mRNA 

ve 42 z 53 (79%) vzorků HPV16 DNA-pozitivních TC. Zároveň ale tito 

autoři nalezli E7 mRNA v 94% takto pozitivních vzorků 
18

. Další 2 

studie věnované tomuto tématu prokázaly expresi onkogenů v menší 

míře. Smeets a kol. zdetekovali E6 mRNA expresi v 6 (75%) z 8 

HPV16 DNA-pozitivních vzorcích orofaryngeálních karcinomů 
19

. Jung 

a kol. nedávno popsali expresi HPV onkogenu pouze u 12 z 30 (40%) 

HR HPV DNA-pozitivních vzorků orofaryngeálních karcinomů
20

.  

Takto diskrepantní výsledky mohou vycházet z odlišností v 

prevalenci HPV v TC, z geografických a socioekonomických souvislostí 

a z rozdílných metod pouţitých pro analýzu RNA.  

Jako první jsme provedli na vzorcích TC analýzu exprese genové 

oblasti HPV 16 E2, tedy na úrovni RNA, coţ je metoda povaţovaná za 

zlatý standard detekce integrace virové DNA do genomu hostitelské 

buňky 
21, 22

. V cervikálních karcinomech vede integrace HR HPV DNA 

do genomu buňky k eliminaci supresního vlivu genu E2 na geny E6 a 

E7, které jsou následně “overexprimovány”
23

.  

Absence mRNA obsahující oblast E2 byla zjištěna u 16 (64%) z 

25 vzorků TC exprimujících E6 mRNA, coţ značí, ţe exprese E6/E7 



Příloha č.  3 

 15 

pochází v těchto nádorech z integrovaného HPV genomu. Tento poměr 

je shodný s údaji, které uvádí Hafkamp a kol. a Koskinen a kol.
24, 25

. Ve 

zbývajících 9 vzorcích, které jsou na expresi E2 pozitivní, pochází 

E6/E7 mRNA velmi pravděpodobně z extrachromosomálního, 

neintegrovaného plasmidu HPV. Bohuţel však pouţitá metoda 

nedokáţe rozlišit čistě episomální formu od formy smíšené a bylo by tak 

vhodné doplnit další analýzy k objasnění, zda tyto vzorky neobsahují 

kromě episomálního viru zároveň i část integrovaného. 

Podsoubor vzorků, vhodných pro RNA analýzu, jsme dále 

vyšetřili z hlediska nepřímých markerů aktivního působení viru v buňce, 

tedy na expresi proteinu p16 a p53 pomocí imunohistochemie. Protein 

p16 je dnes všeobecně přijímán za nepřímou známku aktivního vlivu 

onkogenu E7 v buňkách cervikálního karcinomu 
17

. Naše výsledky, ve 

shodě s dalšími autory 
26-28

, ukazují, ţe detekce exprese p16, zejména 

pokud je zároveň detekována HPV DNA, představuje velmi senzitivní a 

specifickou metodu pro výběr pacientů s HPV-asociovaným tumorem i 

v oblasti hlavy a krku. 

Senzitivita a specificita kombinace imunohistochemické detekce 

p16 s PCR detekcí HPV DNA vypočtená z našich výsledků vychází 

100% a 88%, respektive. Jedná se o srovnatelné hodnoty s ostatními 

studiemi 
19

, které zároveň naznačují, ţe společná analýza HPV DNA a 

p16 by mohla nahradit technicky i finančně náročnou detekci E6 

mRNA. 

Dále jsme v menším souboru 45 vzorků analyzovali expresi 

proteinu p53. Kromě jednoho ţádný z HPV-pozitivních vzorků 

neexprimoval v detekovatelné míře p53, zatímco mezi HPV-negativními 

tumory byla p53 overexprese nalezena v 50%. Bohuţel však senzitivita i 

specificita tohoto "inverzního" markeru byla nízká. Jedním z moţných 

vysvětlení můţe být jev popsaný dříve 
29, 30

, ţe imunohistochemická 

detekce exprese p53 nevypovídá zcela věrohodně o mutačním stavu 

genu TP53. Souhrnně lze říci, ţe absence overexprese p53 není 

spolehlivým markrem aktivního působení HPV v TC. 

Výsledky analýzy výplachů dutiny ústní ukázaly, ţe přítomnost 

HPV DNA v odloučených buňkách dutiny ústní dobře koreluje s 

přítomností HPV DNA ve tkáni a jeví vysokou senzitivitu (74%) a 

specificitu (82%). Podobné výsledky popisují i další autoři
3, 31

. 
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Sérologické markery pouţité v naší studii vysoce korelují s HPV DNA i 

RNA pozitivitou nebo negativitou v nádorové tkáni.  

Sérologické studie u pacientek s cervikálním karcinomem 

ukazují, ţe ačkoli protilátky proti virovým partikulím, detekovatelné 

pomocí VLP částic, reflektují anamnestickou expozici HPV infekci, 

nepodávají ţádnou informaci o současně probíhajícím onemocnění 
32

. 

Naproti tomu protilátky proti onkoproteinům E6 a E7 jsou velmi často 

přítomny v sérech pacientů s HPV-asociovaným nádorovým 

onemocněním, ale nejsou přítomny v sérech zdravých pacientů či u 

nositelů asymptomatické infekce 
33

. 

V souladu s touto teorií byla v celém souboru 109 pacientů s TC 

nalezena statisticky významná korelace HPV DNA a/nebo RNA 

pozitivity/negativity se séropozitivitou na protilátky proti E6/E7 

onkoproteinům.  

Přítomnost anti-E6/E7 protilátek (na rozdíl od přítomnosti HPV 

specifických protilátek proti VLP) zároveň významně korelovala s 

přeţíváním pacientů. Podobná pozorování popsali i další autoři 
34

. Z 

výše uvedeného vyplývá, ţe protilátky proti HPV 16 E6 a E7 

onkoproteinům jsou vysoce senzitivními (96%) a specifickými (89%) 

markery HPV-asociovaných TC.  

Výsledky multivariantní analýzy celého souboru ukázaly, ţe HPV 

pozitivita představuje nejsilnější ukazatel přeţití u pacientů s TC. 

Prognostická výhoda HPV-pozitivních navíc nezávisí na markeru, který 

byl pouţit k identifikaci HPV pozitivity nádoru.  

Jediný z dalších faktorů, u něhoţ se projevil vliv na prognózu, 

byla velikost tumoru, coţ se shoduje s výsledky jiných studií 
24, 35

. 

Rozsah uzlinového postiţení (N-klasifikace) neměl pro náš soubor 

pacientů významný vliv na přeţití, coţ souhlasí s našimi předešlými 

výsledky 
36

 a výsledky dalších studie 
24

, naproti tomu Hoffmann a kol. 

popisuje, ţe míra postiţení uzlin v jejich souboru významně ovlivnila 

přeţití a to nezávisle na HPV statusu
37

. 

Prognostická výhoda HPV-pozitivních pacientů byla potvrzena 

výsledky mnoha prací 
35, 38, 39

, zpracováno v metaanalýze 
12

. Důleţité je 

v tomto bodě podotknout, ţe převáţná většina studií hodnotících přeţití 

ve vztahu k HPV byla koncipována retrospektivně, pouze dvě studie 
27, 

40
 probíhaly podobně jako naše v prospektivním schématu. Pro 
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vysvětlení byla navrţena celá řada hypotéz, stále však není v této otázce 

jasno. Jako nejpravděpodobnější se jeví názor, ţe zablokování 

metabolických cest p53 a pRb virovými onkoproteiny je podstatně 

menším zásahem do genomu, neţ četné mutace u tabákem 

indukovaných nádorů. Nádorové buňky s menším genetickým 

poškozením pak lépe odpovídají na léčbu
41

.Další moţností je, ţe HPV 

pozitivní nádory stimulují imunitní systém, který se pak podílí na 

eliminaci nádoru.  

Pokusili jsme se i blíţe definovat vztah HPV a kouření, coby 

významného rizikového faktoru pro karcinomy horních cest dýchacích a 

polykacích. Porovnali jsme parametry přeţití ve skupinách rozdělených 

dle parametrů kuřáctví i HPV statusu dohromady. Kaplan-Maierova 

analýza ukázala statisticky významný rozdíl v přeţití ve skupině kuřáků 

dle HPV pozitivity, zatímco ve skupině HPV pozitivních pacientů mezi 

kuřáky a nekuřáky významný rozdíl nalezen nebyl.  

Toto zjištění se jednak shoduje s výsledky popsanými v další 

studii 
42

, ale zároveň značně podtrhuje HR HPV etiologii coby 

nejsilnější prognostický faktor pro karcinomy hlavy a krku. 

 

6. ZÁVĚR 

Výsledky, které práce poskytuje, svědčí pro existenci dvou 

etiologicky odlišných skupin TC. 

Pacienti s HPV iniciovanými karcinomy se v mnoha aspektech liší od 

pacientů, jejichţ nádory byly vyvolány klasickými rizikovými faktory, 

mimo jiné i významnou prognostickou výhodou. 

To napovídá, ţe by se HPV pozitivita tumoru, jakoţto nezávislý 

prognostický faktor, měla mít vliv na klinické rozhodování. Pacienti 

postiţení HPV pozitivním nádorem by tak pravděpodobně mohli 

podstoupit léčbu v odlišném – méně agresivním – reţimu.  

Aby se však nezhoršily dosud velmi dobré výsledky léčby pacientů s 

HPV-závislými tumory, musí být bezpodmínečně zavedení tohoto 

poznatku do praxe potvrzeno ještě pomocí dalších studií provedených 

na velkých souborech pacientů. 

Ukázali jsme, ţe detekce HR HPV DNA pomocí PCR v nádorové tkáni 

spolu s imunohistochemickou detekcí p16 a/nebo sérologickou detekcí 

anti-E6 a/nebo anti-E7 protilátek představují vysoce senzitivní a 
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specifické metody k identifikaci pacientů, jejichţ TC je kauzálně spojen 

s HPV infekcí. Navíc jsou tyto testy snadno dostupné v rutinní klinické 

praxi. 

Obecně má problematika HPV asociovaných zhoubných nádorů 

v současnosti ještě další významný rozměr, vzhledem k nově vyvinutým 

vakcínám proti papillomavirové infekci, které jiţ prošly stádiem 

klinických zkoušek a jsou jiţ běţně (v některých zemích dokonce 

plošně) aplikovány. Dosavadní výsledky ukazují, ţe tyto vakcíny 

s velkou pravděpodobností (při dodrţení určitých podmínek) zabrání 

vzniku cervikálního karcinomu – tedy prototypu HPV-asociovaných 

nádorů. Je velmi pravděpodobné, ţe by plošná vakcinace mohla mít 

podobný vliv i na část dlaţdicových karcinomů hlavy a krku. Vzhledem 

k zvyšujícímu se podílu HPV pozitivních nádorů by se pak vakcinace 

mohla stát vedle protitabákových opatření nejvýznamnějším faktorem 

v prevenci nádorů hlavy a krku. Definitivní ustanovení etiologické 

souvislosti nádorů hlavy a krku by zároveň vybízelo k vakcinaci nejen 

dívek, ale i chlapců 
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