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ABSTRAKT

Tonzilarni karcinomy (dale TC) zaujimaji vyznamnou ¢ast nadorti hlavy a krku a jejich
incidence v CR stoupa. Koufeni tabiku a nadmérna konzumace alkoholu jsou
povazovany za puvodce tii Ctvrtin vSech nadorG hlavy a krku, mezi dal$i nezavislé
rizikové faktory je dnes jasn¢ fazena i infekce lidskymi papillomaviry (dale HPV).
Prezentovana prace si kladla za cil zjistit, zda a jak se navzdjem demograficky lisi
skupina HPV pozitivnich a negativnich pacientt, stanovit prevalenci HPV v TC u
pacientd v Ceské republice a zjistit, zda je virus v HPV DNA pozitivnich nadorech
transkripcné aktivni. Dal§im cilem bylo ovéfit vhodnost jednotlivych markerd HPV
infekce pro pfesny vybér pacienti s HPV asociovanym onemocnénim a stanovit
prognosticky vyznam téchto markerd.

Na souboru 109 pacientti s TC jsme provedli detekci HPV DNA v nadorové tkani a
ptitomnosti HPV specifickych protilatek v séru. Pomoci dotaznikii 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
vzorkll byly nalezeny znamky transkripéni aktivity viru. Pomoci exprese E2 oblasti
virového genomu jsme zjistili, Ze virus je integrovan v genomu hostitelské buiky u 64%
pozitivnich vzorkid. Exprese proteinu pl6 a ptitomnost HPV16 E6/E7 specifickych
protilatek vysoce korelovala s HPV DNA i RNA pozitivitou. Specifické pteziti pacientd
s HPV pozitivnimi nadory bylo vyznamné lepsi, nez preziti pacienti s HPV negativnimi
nadory.

Nase prace dokazuje kauzalni vztah HPV se vznikem ¢asti karcinomi patrovych tonzil,
definuje klinicky vyuzitelné markery a ukazuje na prognostickou vyhodu pacienti
s HPV asociovanymi nadory. Vysledky prace tak davaji pfedpoklad k zaclenéni

poznatki o HPV infekci v orofaryngeélni oblasti do klinické praxe.

Klic¢ova slova: lidské papillomaviry, tonzilarni karcinomy, protilatky, prognéza



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 HPVV 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 HPVV16 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 HPVV 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 karcinomti hlavy a krku je
etiologicky spjato s infekci vysoce rizikovymi typy lidskych papillomavird (dale jen HR
HPV)1'3. Nejvyssi prevalence HPV DNA je standardné nalézana ve tkdni karcinomu
patrovych tonzil (dale TC = tonsilar cancer)*®. U této podskupiny nadort se také pomoci
vedlejSich markerti podafilo nejsilnéji prokézat kauzalni souvislost virové infekce se

vznikem nadoru.

Karcinomy hlavy a krku obecné pfedstavuji svétove piiblizn€ 5 - 7% vSech nadorovych
onemocnéni ', Celosvétové studie uvadgji, ze se roéné vyskytne mezi 400 000 a 500 000
novych piipadi a zhruba poloviéni poget pacientii roéné na toto onemocnéni umiré’.

Incidence nadort hlavy a krku je pfiblizné 3-4x vyS$$i u muzi nez u Zen, i kdyz se tento
rozdil u nékterych nadorti v poslednich dekadach lehce stira. Lze vysledovat vyznamné
geografické rozdily ve vyskytu — obecné jsou tyto nadory Castéjsi v Indii a v jihovychodni
Asii, ale i v zapadni Evropé a ve Spojenych statech americkych (kde je popsana vyssi
incidence u pfislusnikli afro-americké rasy nez u bélochll). V Evropé byla pozorovana
vzrustajici incidence smérem od severu k jihu — vysoky vyskyt nadorti hlavy a krku je

tradiéné popisovan ve Francii, nizky vyskyt ve Svédsku® a Finsku®.

Hlavni rizikové faktory zodpovédné piiblizné za 3/4 nadorti jsou kouieni cigaret a
konzumace alkoholu. Jejich sougasnym uZivanim se jednotliva rizika neséitaji, ale nasobi®.
Bylo prokazano, ze riziko vzniku nadoru stoupa s uzitou davkou (az do urcité hranice® - jak
alkoholu, tak cigaret) a délkou uzivani'® .

Jako dal§i mozZné rizikové faktory, podloZené mensSim mnoZstvim dat, jsou uvadény
dietni faktory (zejména deficit v prjmu vitamin)*?, Zvykani tabaku™ nebo betelovych
ofechi™. K méng pritkaznym rizikovym faktorim patii napiiklad uZivani konopi, uroveii
Gstni hygieny a dal3i. Rada studii se zabyva i vztahem individualnich genetickych dispozic k

riziku vzniku karcinomi hlavy a krku®®.

Humannim papillomavirim, jakozto nezavislému rizikovému faktoru, je vénovana

samostatna cast této prace.



Pojem "nadory hlavy a krku" je v literatufe pouzivan velmi ¢asto, nicmén¢ je nutné mit
na paméti, ze predstavuje velmi heterogenni skupinu a to z nékolika hledisek. Predevsim se
na hlavé a krku muze vyskytnout fada nadort rtizného plivodu a rtzné histologické
struktury. V ptfevazné vétsiné ptipadt se pojem ,,nadory hlavy a krku“ pouziva ve ziZeném
vyznamu pro dlazdicobunééné karcinomy hornich cest dychacich a polykacich. | v ramci
této kategorie nalézame nadory zna¢né odlisné. Tato heterogenita vSak nespociva jen v
riznych nadorovych sublokalitach, ale i v jejich patologicko-anatomickych odliSnostech,
expozici a vlivu rizikovych faktori a v epidemiologickych charakteristikach. Typickym
prikladem jsou nddory nosohltanu, které jsou specifické svymi rizikovymi faktory a vétSinou
i po strance mikroskopické morfologie. I ze skupiny nadort s piredpokladanymi stejnymi
rizikovymi faktory a podobnou morfologii se pravdépodobné budou vyclenovat podskupiny
nadord se specifickymi vlastnostmi, jak o tom svéd¢i ptiklad HPV pozitivnich nédort.
Identifikace takovych podskupin bude patrné v budoucnosti hrat vyznamnou roli pii volbé
1é¢by, ktera by méla byt stale vice individualizovana az k ideélu terapie ,,Sité€ na miru®.

Obecné se zda, ze vétsi vypoveédni hodnotu maji studie vénované bud’ jedné presné

definované sublokalité nebo ty, v nichz jsou jednotlivé sublokality studovany oddélen¢.

Jednim z cili této prace bylo vytvofit homogenni soubor, ktery poskytne prikaznéjsi
vysledky neZ soubor heterogenni. Celd prace je tedy vénovana podskupin€ pacientll s
primarnimi tonzilarnimi karcinomy, které lze chéapat jako model virové indukovaného

nadoru oblasti hlavy a krku.

1.1 Tonzilarni karcinomy

1.1.1 Epidemiologie
Dlazdicobunécné tonzilarni karcinomy patfi mezi nejcastéj§i zhoubné nadory
orofaryngealni oblasti. Jejich incidence je v soucasné dob& v Ceské republice 3,8/10° u
muzi a 1,1/10% Zen '°. Vyskyt t&chto nadord neustale stoupd, za poslednich 30 let doslo
v CR zhruba k trojndsobnému vzestupu incidence a tento riist dale pokraduje.
Situace v jinych evropskych zemich a v USA je v podstaté¢ podobné. Ve Finsku stoupla

incidence TC v poslednich padesati letech dvakrat %, ve Svédsku v poslednich tiiceti letech
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tiikrat'’. Ve Spojenych statech americkych byl popsan statisticky vyznamny meziro&ni

vzestup incidence TC v poslednich 20 letech v kategorii pacientt mladsich Sedesati let *°.
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Graf 1. Vyvoj incidence TC v Ceské republice v poslednich 30ti letech; zdroj:
www.svod.cz'®

1.1.2 Priznaky a diagnostika

Dominantni obtizi, se kterou se pacienti vétSinou dostavi k 1ékafi, je dysfagie ¢i
odynofagie, néktefi pozoruji pfitomnost krve ve slindch, nebo si stézuji na bolesti
vystielujici do ucha na strané nadoru (zptsobené drazdénim nervus glossopharyngeus). U
nékterych pacientdi mohou byt tyto pfiznaky zaménény za zanétlivé onemocnéni hltanu a
neziidka jsou tito nemocni opakované léceni antibiotiky. Varovnym signalem by v tomto
pfipadé méla byt jednostrannost obtizi a asymetricky nélez v oblasti tonzil by mél byt
prakticky vzdy peclivé vysetien K vylouceni nadoru. V nékterych piipadech vsak pacient
zadné obtiZze nemd a prvnim ptiznakem je az objeveni se regionalni metastazy.

Z diferencialné¢ diagnostického hlediska se v patrovych mandlich mohou vedle
dlazdicobunéénych karcinomti tvofit extranodalni lymfomy, popiipad¢ adenokarcinomy.
Benigni nadory jsou vzacné, u déti se mohou vyskytnout hemangiomy nebo lymfangiomy, u

dospélych pak nejcastéji papilomy.
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Diagnostika tonzilarnich karcinomil za¢ind aspekci a palpaci. Pro pomérné Casty vyskyt
duplicitnich tumort, je vZzdy nutné provést vySetieni celé ORL oblasti. Po odbéru biopsie a
verifikaci procesu je vétSina pacientli indikovdna k provedeni panendoskopie v celkové
narkoze k presnéjSimu posouzeni rozsahu a operability nadoru a k vySetfeni oblasti, které
nejsou dostupné pii ambulantnim vySetteni, jako je naptiklad oblast jicnu.

Rozsah nadoru a ptitomnost regionalnich metastdz zptesni pouziti zobrazovaci metody -
nejcastéji CT (computer tomography = pocitaCova tomografie), v nékterych ptipadech MR

(magneticka rezonance).

1.1.3 Lécebny postup

Po provedeni vSech vysetfeni je v interdisciplinarnim tymu rozhodnuto o volbé 1é¢ebné
modality. Na Klinice otorinolaryngologie a chirurgie hlavy a krku 1. LF UK a FN Motol je
nejcastéji volena u resekabilnich nddort priméarné chirurgicka terapie. K dispozici je nékolik
operacnich pfistupli, které jsou voleny podle rozsahu tumoru. NejkonzervativngjSim
postupem je peroralni resekce, ktera se uplatituje u velmi malych nadorti a u TC ptichazi
v Gvahu ziidka. Castéji je zde peroralni piistup pouzit v kombinaci s pfistupem zevnim.
Dalsi moZnosti je lateralni nebo mediélni faryngotomie, pii které je hltan otevien na lateralni
stén€ nebo ve valekule glosoepiglotické. Mandibula neni pfi téchto postupech dotéena a
pfedstavuje kranidlni omezeni operacniho pole. Expozice tonzilarni jamy je pii lateralni
faryngotomii dostate¢na. Pokud se tumor §ifi kranialnéji, je tieba zvolit rozsahlejsi ptistup.
Tim je docasnd mandibulotomie, pfi které je protnuta mandibula nejcastéji pred vystupem
tfeti vétve trigeminu. Rez tak prechazi intraoralné a oblast tumoru je §iroce exponovana.
V ptipadé Ze se tumor §iti do bezprostfedni blizkosti mandibuly, k ¢emuz nej€astéji dochéazi
Vv oblasti retromolarniho trigona, je nezbytné resekovat lateralni segment mandibuly. Tato
operace se nejcastéji nazyva transmandibularni bukofaryngektomie a patii k nejrozsahlej$im

vykoniim pro TC.

Se vzrustajici radikalitou vykonu se zvétSuji nésledky pro pacienta a klesa kvalita jeho
Zivota po 16&b& %°. Operace ze zevniho piistupu jsou prakticky vzdy spojeny s blokovou
resekci krénich uzlin. Poopera¢ni radioterapie, ptipadné chemoradioterapie, je indikovana u

vetSiny pacientil na zdklade histologického nalezu v oblasti primarniho tumoru a uzlin.
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Dalsi moznosti primarni 1écby je radioterapie, V ptipadé pokrocilejSich nadord
chemoradioterapie. V odborné vetejnosti probiha celosvétova diskuze ohledné indikaci
primarni konzervativni 1écby u pacientli s dlazdicobunéénymi karcinomy orofaryngealni
oblasti a ndzory na vhodnost této 1écby se stale riizni. V nékterych zemich je drtiva vétSina
pacientil s tonzilarnimi karcinomy léena primarni radioterapii a K opera¢nimu feSeni je
pfistoupeno az v piipad¢é recidivy nebo persistence nadoru. Podobné jako u karcinomu
hrtanu byly i u TC v ramci studii pouzity tzv. "organ zachovavajici nebo zachovné
protokoly"”, kdy byly pacientovi nejprve aplikovany dvé série chemoterapie a o 1é¢ebné
modalité bylo rozhodnuto na zaklad¢ odpovédi na tuto indukéni chemoterapii. Tento postup
se dnes prakticky nepouziva a pojem zachovné protokoly je v soucasnosti spiSe uzivan

Vv §irSim smyslu pro kaZzdou nechirurgickou 1é€bu.

1.1.4 Uzliny

Vzhledem Kk tomu, ze tonzilarni karcinomy jsou typické Castym regionalnim S$ifenim,
soucasti 1écby je téméf u vSech pacientl i 1éCba krénich uzlin. Lécebna modalita se zde tidi
podle toho, jak byl lécen primarni tumor. V pfipad¢ chirurgie je 1écbou krénich uzlin
blokova disekce, pokud je primarni lécbou radioterapie, jsou ozafovana i kréni pole.
Zajimava je otazka 1écby krénich uzlin v pfipadé€, ze na zaklad¢ vySetieni neni suspekce na
jejich postizeni. Vzhledem k Castému vyskytu subklinickych metastdz je u vSech TC od
klasifikace T2 a vySe elektivni 1écba krénich uzlin indikovéna. Rozsah blokové disekce u NO
neni pfesné stanoven, ale zpravidla jde o selektivni blokovou disekci krénich uzlin v rozsahu
I az IIT (viz. obr.1). Vyuziva se i peroperacni histologické vySetieni a v piipadé nalezu
pozitivni uzliny je vykon rozsifen 1 na dalsi oblasti.

Na nékterych pracoviStich byla experimentdlné pouZivana 1 identifikace sentinelové

uzliny, ale oblast tonsily se pro pouZiti této metody nejevi optimalni.

13



i \\‘\ N

%I\‘[\\\

Vi 8 ‘ \
U

~\

Obr.1 Klinické rozdéleni oblasti na krku (pouZito z: Betka, J.; Cerny, E. Atlas chirurgie
hlavy a krku™)

1.1.5 Volba lécebné modality
Jak jiz bylo uvedeno, existuji v principu dv€ zakladni varianty postupu. Chirurgicka
a nechirurgickd. U malych nador bez regiondlnich metastaz je moZno zpravidla vystacit
s jedinou modalitou tedy bud’ samostatnou radioterapii, nebo limitovanym chirurgickym
vykonem. V piipad¢ pokrocilejsich nadort je posuzovano, zda je tumor radikalné operabilni,
zda celkovy pacientiiv stav dovoluje podstoupit naro¢ny chirurgicky vykon a jaky typ

rekonstrukce bude potieba pouzit po resekci tumoru.

Pii volbé 1é¢ebné modality hraje vyznamnou roli 1 iivaha o nésledcich 1é¢by pro pacienta
a funkci po ukonceni 1écby. Chirurgicka 1écba s sebou nese Casto uréitou mutilaci, ktera
muze zhorSovat pacientovo spoleCenské nebo pracovni uplatnéni. Funk¢ni postizeni se tyka
pfedev§im polykani. To je mnohdy zhorSeno vyznamnéji po chemoradioterapii neZ po

chirurgické ablaci.

Jak chirurgické, tak konzervativni postupy, maji své vyhody i nevyhody. V soucasné
dobé neexistuje ve svétove literatufe randomizovana studie, kterd by srovnavala onkologické
a funkéni vysledky téchto modalit mezi sebou. Vyhodou chirurgie je moznost piizpusobit

adjuvantni 1écbu histologickému nalezu. Kromé pooperacni klasifikace pN, kterd se mize od
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klinické klasifikace liSit, je to pifipadnd mikroskopickd pozitivita okraje resekatu a
pfitomnost perivaskuldrni nebo perineuralni invaze. Vyznamnou roli zde hraje kromé
radikality vykonu na primarnim nadoru i znalost uzlinovych prognostickych faktort.

Z hlediska uzlinového nalezu patii k prognosticky nepfiznivym faktorim kromé vyssi
klasifikace pN pfitomnost extrakapsularniho Sifeni a vyssi pocet postizenych uzlin. Znalost
téchto znakl je vyznamnym voditkem pro davkovani radioterapie na oblast krku a pro
rozhodnuti, zda jako adjuvantni 1écba bude pouzita samotna radioterapie nebo
konkomitantni chemoradioterapie. Nevyhodou chirurgie je pfitomnost jizev a dle rozsahu
resekce mensi nebo vétsi pooperacni deformita. Pacient zdroven musi byt v celkovém stavu,
ktery dovoluje n¢kolikahodinovou celkovou anestezii.

Vyhoda konzervativnich postupii spo¢iva predev§im ve vyhnuti se chirurgickému vykonu
a snim souvisejici mutilaci. Nevyhodou je, Ze moderni U¢inna schémata konkomitantni
chemoradioterapie maji pomérn¢ vysokou toxicitu jak akutni tak i chronickou. Podminkou
podani je dobry celkovy stav, zejména ledvinné a jaterni funkce, coz u skupiny pacienti
s nadory hlavy a krku, ktefi jsou charakterizovani abusem tabdku a alkoholu, mize zuzovat
indikaci.

Akutni toxicita mize vést k nedodrzeni 1é¢ebného planu a tim zhorseni vysledkd u casti
nemocnych. Chronické toxicité nebyla dosud vénovéna vétSi pozornost a zda se, Ze
vyznamné zhorSuje kvalitu Zivota €asti nemocnych. Polykaci obtiZe charakteristické pro
agresivni konkomitantni reZimy v n&kterych piipadech po 1é€bé neodezni a pacienti

zlstavaji zavisli na gastrostomii.

Urcitou nad€ji do budoucna piedstavuje cilend terapie. Z hlediska nadord hornich
dychacich a polykacich cest jde dnes zejména o blokaci metabolické cesty epiderméalniho
rustového faktoru. Monoklondlni protildtka cetuximab se navaze na receptor a brani jeho
dimerizaci a tim blokuje spusténi metabolické cesty. Preparat prokazal v kombinaci
s radioterapii ucinnost srovnatelnou s chemoradioterapii u pokrocilych karcinomu hlavy a
krku pri nizsi toxicité a tim vyssi adherenci k 168b&* %, V soucasné dobé& probihaji studie
riznych rezimi kombinujicich biologickou terapii s klasickou chemoterapii a zafenim
s cilem zvysit t€innost 1éCby pii souCasném omezeni toxicity.

Dalsi moznou cestou omezeni toxicity 1é¢by je vétsi individualizace 1é¢by. K tomu by

mohla pfispét i nase prace tykajici se virové etiologie ¢asti TC. HPV pozitivni nddory maji
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odlisné klinické vlastnosti od nadort indukovanych tabdkem, cehoz bude v blizké

budoucnosti bezesporu vyuzivano pfi planovani 1écby

1.1.6 Prognoza

Prognoza pacientl s tonzildrnim karcinomem zUstava v poslednich 30 letech bez
vyznamnéjSich zmén. Pres pokroky radioterapie, zavadéni novych ucinnéjSich
chemoterapeutik a vyvoj chirurgie, predevSim zavedeni fady novych rekonstruk¢nich
technik, se pétileté preziti pohybuje jiz mnoho let okolo 50%. Prognéza zavisi na velikosti
tumoru - velmi zevrubné lze fici, Ze pétileté preziti je u T1 80%, u T2 60%, u T3 40% a T4
20%. Dal$im vyznamnym prognostickym faktorem je pfitomnost a rozsah regionalnich
metastdz. Tradicn€ je uvadéno, Ze pfitomnost nddorem postizenych krénich uzlin zhorSuje
prognozu o 50%. Na zaklad¢ vysledka novéjsich studii se zda, ze vyznam postizeni uzlin u
TC je mensi neZ se pivodné uvadélo?” . Tento fakt mize byt dan zv&tsujicim se podilem

HPYV pozitivnich nadort.
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1.2 Chrakteristika lidskych papillomaviri

Na zacatku 20. let minulého stoleti se objevila prvni zminka o infekénim ptvodu koZnich
bradavic. N&kolik desetileti poté provedli Rous a spol.?® n&kolik studii, jimiZ byl prokézan
vztah HPV a karcinogeneze. Papillomaviry (Human papillomaviruses — HPV) pak byly
poprvé elektronopticky vizualizovany v r.1949. V roce 2008 byla udélena Nobelova cena
profesoru Haraldu zur Hausenovi za objev kauzalni souvislosti HPV infekce se vznikem
cervikalniho karcinomu u Zen.

V soucasnosti je definovano vice nez 100 jednotlivych typtt HPV a vzhledem k tomu, ze
neni mozné tyto viry snadno péstovat v tkanovych kulturach, je systém jejich klasifikace
zaloZen na porovnani podobnosti nukleotidové sekvence genomi jednotlivych izolata?’.

Celed’ Papillomaviridae je rozdélena na rody oznadované feckymi pismeny, dale délené
do druht oznaCovanych c¢isly. Nejcastéji se v patologii ¢lovéka vyskytuje rod alfa.

Papillomaviry jsou obecné ptisné druhove specifické.

Genus
Alpha-papillomavirus

Beta-
papillomavirus

Delta-
papillomavirus

OvPV1
3
OvPV2

Epsilon-papillomavirus v

BPV5
Gamma-

EcPV1 48) papillomavirus

Zeta-papillomavirus ¥
papi viru POPV/ opy a0p\

c 1 63 6
MmPV (cRPv\ Fapv ~ \BPv3BPYe\_/

. 2|, BPva
vPsPV\ Pi-papillomavirus
Eta-papillomavirus {™PV / o -
\" - R * Omikron-papillomavirus
G Mu-papillomavirus N Xi-papillomavirus
L

Theta-papillomavirus ambda-papillomavirus

Kappa-papillomavirus Nu-papillomavirus
lota-papillomavirus

Obr.2 Fylogeneticky strom zahrnujici sekvenci 118 typt papillomaviria. Cisla na
koncich jednotlivych vétvi oznacuji HPV typ. Pouzito a upraveno z E.-M. de Villiers a
spol., 2004 %
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HPV u clovéka cilené napadaji buniky epitelu sliznic a kiize. Podle toho, zda zptisobuji
benigni nebo maligni 1éze, jsou déleny na vysoce a nizko rizikové (high/low-risk HPV)?,
Nizko rizikové typy zpusobuji vznik benignich 1ézi (laryngealni papilomatoza, solitarni
papilomy ¢i veruky, v genitilnich oblastech - condylomata accuminata nebo genitalni
bradavice), vysoce rizikové typy, z nichz nejcastéjsi je HPV 16, 18, 31, 33, jsou schopny
zpiisobit maligni transformaci bunék slizni¢niho epitelu®.

Nejlépe prostudovanym zhoubnym nadorem zpiisobenym infekci vysoce rizikovymi typy
HPV je karcinom dé€lozniho Cipku u zen. V dnesni dob¢ je etiologicka souvislost HPV

infekce prokazana i u karcinom vulvy, vaginy, anu, penisu a dalsich®. Souvislosti HPV se

vznikem nadorti hlavy a krku bude vénovéana samostatna ¢ast textu.

1.2.1 Stavba virionu HPV
Virova partikule HPV méfi ptiblizné 55nm, sklada se z dvousSroubovice cirkularni DNA
(o délce cca 8000 pb) a kapsidy, kterou tvorii z vétSiny pentamerické molekuly hlavniho
kapsidového proteinu a nékolik malo molekul vedlejsiho kapsidového proteinu. Hlavni
kapsidovy protein je produktem L1 ORF, ktery je vysoce konzervovany mezi jednotlivymi

typy papillomaviri.

Obr. 3. Virova partikule HPV

HPV viry jsou neobalené, coz je ¢ini pomérn¢ stabilnimi vic¢i vnéjSimu prostiedi. Jsou
odolné vici zménam teploty a zlstavaji infekéni 1 mimo hostitele.
Genom HPV se obecné sklada z oblasti "¢asnych" (E1-E9) a "pozdnich"(L1, L2) gend a z

nekodujici oblasti zvané "long control region” (LCR).
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1.2.2 Zivotni cyklus viru

Hlavnim cilem viru je infikovat buniku, kterd proliferuje a diferencuje se (bazalni bunky
epitelu sliznic a kaze). Proliferace a diferenciace bunky je nutna k mnozeni viru — spolu s
bunécnou S-fazi probiha replikace episomalni virové DNA. Virus je v proliferujicich
buiikach pfitomny Vv latentni formé a virové proteiny jsou exprimovany pouze v malém
mnozstvi (E1 a E2, viz nize). V bunkach prochazejicich diferenciaci pak dochazi k
preskupeni jednotlivych oblasti virového genomu, virus picjde do aktivni faze a zahaji tak
intenzivnéjsi transkripci svych proteint (nejprve ¢asnych, nasledné pozdnich). Navzdory
skutecnosti, ze v buikach prochazejicich diferenciaci normalné¢ k syntéze DNA jiz
nedochazi, replikace virové DNA v téchto bunkach pokracuje pravé vlivem casnych
virovych proteint a vznika tak vysoky pocet kopii virového genomugl.

Kli¢ovym dé&jem pro transformaci buniky v nddorovou je exprese velkého mnozstvi (tedy

"overexprese") virovych onkoproteint E6 a E7 (viz. Tab. 1).

Tabulka 1. Stru¢ny piehled funkci jednotlivych transkripénich produkti HPV genomu

E1l |ATP-dependentni helikaza, kterd v kooperaci s E2 miciyje replikaci virové DNA.

Transkrip¢ni faktor, ktery usnadiuje vazbu E1 na DNA a piisobi jako represor pro

B2 expresi proteinu E6.

E4 Protein se schopnosti destrukce keratinové sit¢, usnadiiuje uvolnéni virovych
partikuli z bunky.

E5 Drobny hydrofobni protein se schopnosti vazby a aktivaci signalni cesty EGFR

receptoru, ktery dale inhibuje expresi tumorsupresorového genu pro p21.

Protein se schopnosti vazby na protein p53, ¢imz plisobi jeho degradaci cestou
E6 |ubigitinizace. Dale zvysuje aktivitu telomerazy a obéma mechanismy tak brani
apoptoze.

Protein se schopnosti vazby mnoha bunéénych proteini. Nejvyznamnéjsi je vazba na
E7  |protein pRb, kterou dojde k uvolnéni transkrip&niho faktoru E2F, ktery facilituje
syntézu cyklinii a zptsobi tak posun bunééného cyklu.

L1 je kédovan L1 ORF, coz je vysoce konzervovany tisek HPV genomu mezi

L1
velkym mnoZzstvim HPV typt, jeho produktem je hlavni kapsidovy protein.

L2 | Vedlejsi kapsidovy protein
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1.2.3 Integrace

Stale nevyifesenou otazkou v oblasti nadord hlavy a krku je proces integrace HPV do
genomu hostitelské buriky.

V bunkéach cervikalnich karcinomii bylo popsano, Ze virovy genom je témei vzdy
integrovan do genomu hostitelské bunky. Integrace viru je dokonce nékterymi autory
povazovana za rozhodujici krok v rozvoji prekurzorovych cervikdlnich 1ézi do stadia
invazivniho karcinomu®,

Tim, ze se virovy genom integruje do DNA hostitelské buriky, dojde k poruseni kodujici
oblasti pro ¢asné proteiny E1 a E2 a k potlaceni jejich exprese. Snizena exprese E2, coby
represoru transkripce proteintit E6 a E7, zplisobi nadmérnou produkci E6 a E7 vedouci k
vyznamné selektivni riistové vyhod¢ infikované bunky. Tak vznikd invazivni nador™.

V oblasti nddort hlavy a krku byla otazka integrace viru studovan nckolika autory s
riiznorodymi vysledky. Mellin a spol.* popisuje piitomnost pouze episomalniho (tedy
extrachromosomalniho) viru ve vSech 12 studovanych HPV pozitivnich tumorech v
souboru®, zatimco dalsi autofi pozorovali pfitomnost jak integrované, tak episomalni formy
a u ¢asti vzorki ptitomnost obou forem virového genomu36’ 3

Zasadni rozdil v jednotlivych pracich, které jsou tim padem obtizné srovnatelné, je
metoda pouzita ke stanoveni pfitomnosti integrace. VétSina dosud provedenych praci na toto
téma u nadort hlavy a krku pouziva detekci pfitomnosti E2 genu na urovni DNA (at’ uz
metodou PCR nebo hybridizaci). Nov€ je vSak za nesrovnatelné piesnéj$i povazovano
stanoveni expresniho profilu tohoto proteinu, tedy stanoveni na Urovni mRNA®*® ¥ prave
tato metoda byla pouzita v nasi studii.

Z vyse uvedeného je ziejmé, ze k porozuméni formé viru v buiikach nadort hlavy a krku

jsou nezbytné dalsi studie na vétSich souborech.

1.2.4 HPV a tonzildarni karcinomy
Dosud nebylo jasné¢ vysvétleno, pro¢ je HPV infekce nejvice rozSifena v patrovych
tonzilach. Jedno z pravdépodobnych vysvétleni predpokldda, ze hlavni vyznam ma
ptfitomnost hlubokych krypt vystlanych jednovrstevnym epitelem, coz vytvaii jednak velkou
plochu epitelu ptistupnou virové infekci a dale toto uspotfaddani usnadiiuje prinik k bazalnim

40-42

vrstvam epitelu, které jsou pro virus cilové . 'V kryptach je navic niZ§i mechanicka
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obmeéna epitelovych bunck. Neékteti autofi pfirovnavaji tonzilarni epitel k epitelu délozniho

hrdla a tim vysvétluji jeho vétsi nachylnost k HPV infekci.

1.3 Piehled dosavadnich dikazi o souvislosti HPV infekce s tonzilarnimi

karcinomy

1.3.1 Epidemiologie

Jak bylo zminéno vySe, incidence tonzilarnich karcinomi ve vSech evropskych zemich, i
ve Spojenych statech americkych, stoupd. Naproti tomu incidence naptiklad karcinomu
hrtanu, ktery je obecné povazovan za jeden z prototypti koufenim indukovaného
onemocnéni, celosvétové klesd. V zemich, kde byly uspé$né protikurdcké kampané,
napiiklad ve Spojenych statech americkych, doSlo k poklesu konzumace tabdku a
V navaznosti na to, priblizné s dvacetiletou latenci, k poklesu incidence tabakem
indukovanych karcinomut. Uvadi se, ze incidence téchto nadort je zavisla na prevalenci
kufaki a byvalych kufakt v populaci. Zaroven se vSak ukazuje, Ze V zemich Gspésnych
v omezeni koufeni dochazi k vzestupu incidence nadori s pravdépodobnou virovou etiologii

(tedy karcinomi kofene jazyka, orofaryngu a dutiny Gstni)*.

4,5
== C09 - Tonzilarni karcinom

=== C10 - OrofaryngedIni karcinom

35 F—F— VWV
=== C04 - Karcinom spodiny ustni

/ === C01 - Karcinom kofene jazyka

=== C02 - Karcinom volného jazyka

/\/\/ ~ === (03 - Karcinom &elisti
15 o
/\—{M\ CO05 - Karcinom tvrdého patra
P A

C06 - Karcinom nespec. ¢astiust

Incidence na 105 obyvatel
N
N o

C032 - Karcinom hrtanu
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Graf 2. Vyvoj incidence dle jednotlivych nadorovych lokalizaci v Ceské republice za
poslednich 30 let; zdroj: www.svod.cz*
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Situace v evropskych zemich je velmi podobnd. Ve Finsku stoupla incidence TC
v poslednich padesati letech dvakrat’, ve Svédsku v poslednich 30 letech tfikrat'’.V obou
téchto zemich doslo ve sledovaném obdobi k vyznamnému omezeni konzumace tabéaku.

V Ceské republice bohuZel data o spotiebé cigaret nesvédéi o tom, Ze by lidé méng
koufili, nicméné kufactvi piibyva jen minimalng, zatimco incidence TC stoupla v CR za

poslednich 30 let trojnadsobné.
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Graf 3. Vyvoj spotieby cigaret v CR za poslednich 30 let vypoéteny z jejich nakupu, zdroj:
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Graf 4. V/yvoj spotieby alkoholu v CR za poslednich 30 let, zdroj: SZU
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Prace Svédskych autori vyznamné ptispéla k dikazim o etiologické souvislosti HPV a
TC tim, ze dokumentovala vzrustajici podil tonzildrnich karcinomt, v jejichz tkani je
pfitomna HPV DNA béhem jednotlivych desetileti®. Stejny trend prokazali pozdéji tito
autofi 1 u karcinomu kofene jazyka44 a demonstruji tak nejen vzristajici incidenci téchto
nadord, ale i1 vzristajici proporci HPV pozitivnich nadori jako dasledek epidemie HPV
infekce v populaci.

Dalsi velkou skupinou demografickych dat naznacujicich etiologicky vyznam HPV u TC
jsou zivotni zvyklosti pacientl. Ty se v mnoha pracich vzajemné 1i$i u pacienti s HPV

pozitivnimi a negativnimi nédory.

Cela tada studii zabyvajicich se rizikovymi charakteristikami skupin pacienti s HPV
pozitivnimi karcinomy hlavy a krku opakované prokdzala, Ze ve skupiné pacientl
postizenych HPV pozitivnim karcinomem je vyznamné vys$i podil nekuidkti a lidi bez

o 2,4
nadmérné konzumace alkoholu % *°

nez ve skupiné pacientti s HPV negativnimi nadory.

Applebaum a spol. ve své studii popsali, Ze koufeni a alkohol statisticky nezvysilo riziko
vzniku karcinomu hlavy a krku u pacientli séropozitivnich na HPV (viz. nizZe), zatimco u
nekufakt ¢i subjektti s mirnou konzumaci alkoholu zvysila séropozitivita HPV toto riziko
tiicetkrat *°. Muzeme to chapat jako statistické vyjadieni poznatku, ze papillomavirova
infekce je zcela nezavisly etiologicky faktor rozvoje ¢asti tonzilarnich karcinom?.

Nekolik studii bylo vénovano zpisobu pienosu HPV v souvislosti s nadory
orofaryngealni oblasti. Jak jiz bylo zminéno vySe, HPV je nutnou podminkou rozvoje
cervikalniho karcinomu. Zaroven je genitalni HPV infekce oznaCovana jako vlastné
nejCastej$i pohlavné prenosné onemocnéni a genitoanalni oblast je povaZovana za rezervoar
HPV infekce. K dalsim dikazim sdileni HPV infekce patfi naptiklad prikaz vyssiho
vyskytu TC u manzeli Zen postizenych cervikalnim karcinomem®’ nebo vyssi vyskyt HPV
v dutin& Gstni u zdravych studentt v souvislosti s libanim a oralnim sexem®.

Jiné prace prokazaly, Ze riziko rozvoje oralniho ¢i orofaryngeédlniho karcinomu stoupa s
vy$$im poctem sexudlnich partnert, praktikovanim orogenitalniho sexu, poptipadé s niz§im
vékem prvniho pohlavniho styku * *°. Byl vysloven i ptedpoklad, Ze se pfenos miize
uskute¢novat u jednoho jedince pii nedostatku osobni hygieny.

Zaroven je pravdépodobné, ze dochézi i k vertikalnimu pienosu infekce, protoze byla

HPV infekce nalezena i v bukalnich stérech u novorozenct a mladsich dét150,51.
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1.3.2 Molekularne biologicke diikazy

1.3.2.1 Pfitomnost DNA

V tkéni karcinomi hlavy a krku je jiz standardné nalézdna HPV DNA.

Nejcastéji zastoupenym typem v téchto karcinomech je HPV 16, mén¢ Casto pak HPV 18,
33, 35, 26, 52 a 58, Vyskyt nizko rizikovych typtt HPV je v téchto karcinomech vzacny.

V tonzilarni tkéni pacientli bez nadorového onemocnéni (vétSinou se jedna o vzorky
ziskané po tonzilektomii pacienti s chronickou tonzilitis, tonzilarni hypertrofii atd.) se
prevalence HPV DNA pohybuje okolo 8%*.

Jednotlivé nadorové lokalizace se lisi proporci HPV DNA pozitivnich nddorti. Vyznamna
proporce takto charakterizovanych nadortt (mimo TC) je v oblasti kofene jazyka, méné pak
v oblasti dutiny Ustni. Jak bylo zminéno vyse, v nejvyssi mite jsou HR HPV DNA pozitivni
nadory zastoupeny u tonzilarnich karcinomu. Prevalence HPV DNA u TC se v jednotlivych
publikovanych souborech lisi — Ndsman a spol. popsali prevalenci HPV DNA v TC mezi
lety 2006-2007 ve Svédsku — 93%°, Klussmann a spol. v Némecku 55%°2, v nasem souboru

je prevalence 65%.

1.3.2.2 Ptitomnost RNA
Vznik karcinomu na podkladé HPV infekce je podminén kontinudlni expresi velkého
mnozstvi virovych onkoproteintt E6 a E7 (pro popis jejich funkce viz Tabulka 1.). Zaroven
bylo zjisténo, ze lze ve tkani karcinomu nalézt E6 a E7 mRNA, ktera tak velmi citlivé znaci
kauzalni vztah infekce s rozvojem dané¢ho maligniho onemocnéni.
Zatim jen n&kolik studii zkoumalo tuto problematiku v oblasti nadort hlavy a krku®* .
Napiiklad Lindquist a spol. popsali ptitomnost E6 mRNA v 79% HPV 16 DNA pozitivnich

TC a zaroveii i v 94% takto pozitivnich vzorki nalezli E7 mRNA®,

1.3.2.3 Protein p16
Dalsi z dikazl etiologické souvislosti HPV infekce s urcitou ¢asti nadort hlavy a krku
poskytuje pozitivita téchto nadortt na nékteré imunohistochemické markery, které byly
popsany u cervikalnich karcinomii a které reflektuji aktivitu virovych onkoproteinii v
nadoru. Nejvyznamnéj§im z téchto proteind je inhibitor cyklin-dependentni kinazy — pl6,
ktery patii do rodiny INK4a. K jeho overexpresi dochazi na zakladé¢ bunécné deregulace
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zptisobené onkoproteinem E7. Ten véaze protein pRb, potlaci tak jeho funkci a na zéklade

zp&tné vazby pak dojde k overexpresi p16°°.

1.3.2.4 Mutace p53

Mutaci tumorsupresorového genu TP53 Ize ve skupiné nadord hlavy a krku obecné
prokazat velmi Casto, coz je povazovano za dusledek mutagenniho vlivu koufeni na bunky
sliznice hornich cest dychacich a polykacich.

U HPV pozitivnich tumort vSak bylo zjisténo, Zze se mutace TP53 vyskytuje v
signifikantné niz8i mife nez u nadord HPV negativnich. Na zékladé téchto zjisténi pak byla
formulovéana hypotéza, ze HPV pozitivni tumory vznikaji jako dasledek potlac¢eni funkce
tumorsupresorovych proteinti (v tomto pripad¢ proteinu p5S3 onkoproteinem E6) a lisi se tak
od nadort HPV negativnich, jejichz podkladem je mutace v genech pro tyto vyznamné
buné¢né regulatory. Potlaceni funkce p53 jeho blokaci navic pravdépodobné neni funkéné
ekvivalentni poruse funkce vzniklé mutaci, coz by mohlo vysvétlovat lepsi reakci HPV
pozitivnich karcinomu hlavy a krku na 1é¢bu zafenim (viz dale). Mutace v TP53 byla totiz

popsana jako nositel radiorezistence a tim padem i horsi prognozy.

1.3.3 Sérologie

Vysledky studii opakované prokazaly, Ze pacienti s HPV pozitivnimi nadory hlavy a krku
maji v séru detekovatelné hladiny HPV specifickych protilatek. Jedna se jak o protilatky
proti kapsidovym antigenim viru, tak 0 protilatky proti vySe zminénym virovym
onkoproteinim E6 a E7. Vyzkum v oblasti karcinomu délozniho hrdla pomohl objasnit, ze
pfitomnost protilatek proti kapsidovym antigentim je disledkem pfirozené infekce HPV,
zatimco protilatky proti E6 a E7 proteinim vznikaji az pfi invazivnim nadorovém
onemocnéni. Nase i dalsi vysledky potvrzuji, ze piitomnost protilatek proti onkoproteintim
E6 a E7 velmi dobfe koreluje s HPV pozitivitou nadoru. V nasem souboru pacientii s TC
byla anti-E6 nebo anti-E7 pozitivita nalezena v 85% pacienti s HPV pozitivnim TC,

zatimco u HPV negativnich TC pouze v 5%.
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1.3.4 Prognosticke rozdily

Ve vyctu dikazt, které mame zatim k dispozici pro tvrzeni, Ze HPV pozitivni karcinomy
hlavy a krku pfedstavuji komplexné odliSnou entitu, nez nadory HPV negativni, by neméla
chybét zminka o odlisné reakci téchto tumort na 1écbu.

V mnohych studiich, jejichz pocet mimochodem stale roste, bylo prokdzano, ze HPV
pozitivni karcinomy na 1écbu reaguji vétSinou 1épe nez karcinomy HPV negativni. Zprvu se
zdalo, Ze jsou pouze radiosenzitivngjsi>’, coz vysvétlovala vyse zminéna teorie, ze vliv
onkoproteinu E6 na funkci p53 neni tak vyznamny pro reakci bunky na poskozeni, jako
mutace v jeho genu. Bunky HPV pozitivnich nadord tak maji zfejmé do urCité miry
zachovanu schopnost apoptozy v reakci na zateni.

Jiné prace vSak dokumentovaly lepsi vysledky pfeziti i u pacientii léenych pouze
chirurgicky®®, coZ naznaduje, Ze dochazi k mnohem komplexngj$im d&tm, neZ pouze ke
zvyseni radiosenzitivity. Nespornou, ale zatim malo objasnénou roli v protinadorové reakci

organismu, hraje i imunogenicita viru.

Zajimavy je vztah HPV a tradi¢né uzivanych prognostickych markert jako je napi. TNM
klasifikace. V poslednich desetiletich je obecné mira postizeni lymfatickych uzlin
metastatickym nadorem (spolu s velikosti tumoru) povazovéna za jedno z nejvyznamnéjSich
ukazatelt pteziti. HPV infekce vsak byla opakované prokazana jako nezavisly pozitivni
prognosticky faktor’’. Straetmans a spol. v nedavné studii prokazali, 7e v piipads
tonzilarnich karcinomt (vzhledem k vyznamnému zastoupeni HPV pozitivnich tumort)
nema klasifikace N prognosticky vyznam®. Naznadené lepsi vysledky preziti logicky
vyvolavaji diskuzi, zda by mohli byt pacienti s HPV pozitivnimi karcinomy hlavy a krku
napiiklad uSetfeni ¢asti 1écby, kterd ma vétSinou vyznamny dopad na jejich kvalitu Zivota.

Soucasné prace, vcetné nasi, souhrnné ukazuji, ze prognosticka vyhoda plati vyhradné
pro pacienty, v jejichz tumoru ma HPV skute¢né etiologicky vyznam. Je tedy nezbytné mit k
dispozici co nejpiesnéjsi, ale zarovenn co nejjednodussi a klinicky snadno vyuzitelné
markery, které odlisi HPV indukované nadory od téch, kde mohlo napiiklad dojit pouze k

nahodné superinfekci.
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1.4 Moznosti detekce HPV infekce, jejich vyznam pro klinickou praxi.

1.4.1 Detekce HPV DNA

HPV DNA je mozno prokézat ve tkani tumoru pomoci nékolika metod. Jedna se o vysetieni
bud’ pfimo ve tkani, nebo po izolaci DNA.

NejcCastéji je pouzivana metoda polymerazové fetézové reakce (PCR) DNA izolované z
tumordzni tkané za pouziti primerd cilenych do konzervovanych tseki papillomavirového
genomu (napt. L1), identifikujicich pfitomnost celé fady typtt HPV Vv jedné reakci nebo
typové specifickych primerd. V piipadé pouziti obecnych primert je dale k uréeni piesného
typu HPV po provedeni PCR provadéna napi. metoda obracené hybridizace — RLB —
"reverse line blot", ktera umoznuje typizaci az 37 HPV typa v jednokrokové reakci. Pokud
hybridiza¢ni reakce neurci jasné€, o ktery HPV typ se jednd, je pak mozno pouzit sekvenaci
(detailngji viz metodicka ¢ast).

Dal$i moznosti pritkazu pfitomnosti HPV DNA ve tkani nadoru je fluorescencni in situ
hybridizace (FISH), ktera pouziva fluorescencné oznacené proby kompatibilni k Gsekim

DNA specifickym pro vybrané typy HPV (napt. HPV 16).

1.4.2 Detekce RNA

Studie na rozsahlych souborech vzorkl cervikélnich tumort ukézaly, Ze nalezeni virové
DNA ve vzorku jesté nutné neznaci aktivné probihajici infekci, tedy tu, kterd je kli¢ova pro
maligni transformaci bunék. Pouze informuje o pfitomnosti viru, ale nefika nic o jeho
transkripcni aktivité.

Ukézalo se, Ze ke stanoveni klinicky vyznamné infekce je vhodnéjsi pouzit detekci virové
mRNA ve tkani tumoru. Nejnovéjsi studie navic prokazuji, Ze toto vySetfeni nevyzaduje
zmrazenou tkan, ale Ze detekce je velmi vytéZznd i1 z tkan€ fixované ve formalinu a
uchovavané v parafinu.

Nicméné i pfesto, Ze je stanoveni exprese virovych onkoproteinii obecné piijimano jako
zlaty standard prikazu transformujici papillomavirové infekce, jedna se o technicky a
finanéné narocnou metodu. Metoda sice velmi dobie poslouzi pro vyzkum této

problematiky, ale pravdépodobné nebude rutinné vyuzitelna v klinické praxi.
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1.4.3 Detekce p16 a p53 pomoci imunohistochemie

Velmi dobfe dostupnou a v patologicko-anatomickych laboratofich dnes rutinné
pouzivanou metodou je imunohistochemie. Bylo opakované prokazano, ze pozitivita pl6
velmi dobie koreluje s HPV DNA 1 RNA pozitivitou tumorti hlavy a krku a lze ji tak
povazovat za velmi spolehlivy nepiimy marker klinicky relevantni HPV infekce®. Bylo
dokonce navrzeno, aby byla imunohistochemicka detekce p16 (naptiklad z ekonomickych
divodi) provadéna samostatn€, bez nutnosti "ovéreni" pritomnosti viru pomoci PCR ¢i jiné
detekce virovych nukleovych kyselin. Autofi se v8ak shoduji na tom, ze nejvyssi citlivosti a
specificity je dosazeno kombinaci imunohistochemie pl6 a PCR detekce HR HPV DNA.
Dle dostupnych vysledkti vykazuje kombinace téchto markerti srovnatelnou citlivost a

specificitu pro prikaz aktivni infekce jako je technicky naro¢na detekce virové mRNA.

1.4.4 Sérologie

Sérologicka detekce HPV  specifickych  protilatek je vyuzivana zejména
Vv séroepidemiologickych studiich.

Jak bylo popsano vyse, imunitni systém reaguje na papillomavirovou infekci mimo jiné
tvorbou  virové-specifickych  protilatek, kter¢ je mozné detekovat pomoci
enzymoimunoanalyzy (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay = ELISA). Protilatky proti
hlavnimu kapsidovému proteinu viru (L1) vznikaji u ¢asti infikovanych osob jako reakce na
pifirozenou infekci a v laboratornich podminkach se v soucasné dobé& pro jejich detekci
pouzivaji tzv. viru podobné ¢astice (virus-like particles, VLP). Ty se spontanné tvoii pfi
vysoké expresi L1 proteinu v rekombinantnich expresnich systémech (baculoviry/hmyzi
buniky, kvasinky atp.) a po dukladném vy¢isténi slouzi jako antigen. Pro detekci protilatek
proti ¢asnym antigentim (onkoproteinim E6 a E7 vysoce rizikovych typi HPV, pfedev§im
HPV16), jejichz tvorba je usnadnéna integraci virové DNA do genomu buiiky, se pouzivaji
fazni proteiny virovych antigenti s glutation-S-transferazou (GST), pfipravované
Vv bakterialnich expresnich systémech.

Na zakladé dnes jiz mnoha dostupnych dat je ziejmé, ze anti—-VLP protilatky nejsou
pouzitelné pro detekci invazivniho onemocnéni, at’ uz délozniho hrdla nebo sliznice hornich
cest dychacich a polykacich. Naopak ptitomnost anti-E6/E7 velmi dobie koreluje s
pfitomnosti nddorového onemocnéni. Predbézné vysledky téz ukazuji, Ze u pacientti s HPV
pozitivnimi karcinomy hlavy a krku byva hladina anti-E6/E7 dokonce nékolikanasobné

vy$8i, nez je tomu u pacientek s invazivnim karcinomem cervixu a ze tato hladina po
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uspesné 1écbe klesa. Jejich opétovna pritomnost v séru pacienta by pak mohla byt uziteCnym
casnym markerem recidivy onemocnéni. Studie, které by mély tento ptfedpoklad potvrdit,

jsou v béhu a vysledky mizeme ocekavat v blizké budoucnosti.

1.4.5 Vyplachy dutiny ustni
V n¢kolika studiich bylo testovano cytologické vySetfeni na principu izolace DNA a
nasledné detekce HPV v deskvamovanych epiteliich z vyplachu dutiny ustni. Pfitomnost
virové DNA ve vyplachu velmi dobie korelovala s pfitomnosti HPV pozitivniho nadoru
(zejména v orofaryngedlni oblasti)®*. N&kolik praci navic ukézalo i shodu ve variantach nebo
typech viru pfitomnych ve tkani tumoru jako Vv bunkach vyplachu u jednotlivych
pacienti®®®. Dle nejnovéjsich vysledki predstavuje cytologické vysetfeni oralniho vyplachu

dalsi neinvazivni metodu pro HPV infekci ordlni a orofaryngeélni oblasti, ktera v kombinaci

se sérologii vykazuje vysokou citlivost i specificitu®*.
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2. CILE PRACE

- Zjistit prevalenci a typovou specificitu HPV v homogenni skupiné

dlazdicobunécnych karcinomi tonzil u pacientd v Ceské republice

- Zjistit, zda je virus v HPV DNA pozitivnich dlazdicobunécnych karcinomech

tonzil skute¢né transkripéné aktivni ¢i pouze pasivné piitomny

- Ovéfit vhodnost jednotlivych markerit HPV infekce pro pfesny vybér pacientl s
HPYV asociovanym onemocnénim S ohledem na mozné vyuziti pro tcely klinické

praxe

- Zjistit, zda se lisi navzdjem skupina HPV pozitivnich a negativnich pacientt

demograficky a klinicky

- Zjistit, zda pacienti s HPV etiologii dlazdicobuné¢nych karcinomu tonzil 1épe

pfezivaji a zda toto prezivani ovliviiuji jesté jiné demografické a klinické faktory
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3. METODIKA

3.1 Soubor pacientu

Do studie byli zarazeni pacienti 1éCeni na Klinice otorinolaryngologie a chirurgie
hlavy a krku 1. LF UK a FN v Motole mezi lety 2001 — 2007 s primarnim
histopatologicky ovéfenym dlazdicobunéénym kacinomem patrovych tonzil (MKN-10:
C09.0; C09.1; C09.8; C09.9).

Koncept studie byl schvalen etickou komisi FN v Motole a UHKT v Praze. Pacienti
podepsali informovany souhlas se zatfazenim do studie a vypliovali dotazniky, které se
tykaly kutéctvi a konzumace alkoholu, déle zjiStovaly vzdélani, pracovni a socialni
anamnézu a sexudlni chovani. Pacienti i kontroly provedli pfi zafazeni vyplach dutiny
ustni (cytologie) a bylo jim odebrano 10 ml krve.

Pacienti zatazeni do studie byli klinicky sledovani po celou dobu trvani studie a jsou
nadale v dispenzarizaci.

Ke kazdému subjektu byla sestavena dokumentace obsahujici informace o zdravotnim
stavu pii zafazeni, o zpusobu 1é¢by, odpovédi na ni a o stavu pacienta v prub&hu
dlouhodobého sledovani. Do studie tak bylo celkem zarazeno 109 pacient. Data byla
ulozena spolu s klinickymi udaji a vysledky provadénych laboratornich vysSetfeni
v digitalni podobé k dal§imu pocitatovému zpracovani. Dotazniky i dalsi udaje byly
zpracovavany anonymnég, spolupracovnici zadavajici data do pocitace byli

Z laboratorniho pracovisté a neméli piistup k datim identifikujicim jednotlivé pacienty.

3.2 Vzorky tkané tumoru

VSichni pacienti s vyjimkou tfi byli 1é€eni chirurgicky. Béhem vykonu byl odebran
vzorek tkané makroskopicky z nadoru velikosti cca 5x5mm a odeslan zmrazeny do
laboratofe Ustavu patologie a molekuldrni mediciny 2. LF UK. U ti pacientt, ktefi
chirurgicky léceni nebyli, byl odebran biopticky vzorek v lokdlni anestézii a zpracovan
stejnym zptisobem jako u perioperacné ziskané tkan¢ (viz dale).

Patolog obdrzel dva oddélené vzorky, z nichZ jeden byl zamraZen na teplotu -70° a
archivovan pro dalSi/budouci vySetfovani. Druhy vzorek byl fixovan v 10% neutralnim
pufrovaném formolu a nasledné zalit do parafinu. Z kazdého parafinového blocku byl
vzdy prvni z fezli vySetfen patologem, zda obsahuje minimalné 10% nadorovych bun¢k,

nasledné dva fezy byly uchovany pro izolaci nukleovych kyselin a pro imunohistochemii,
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posledni fez pak byl opét zhodnocen, zda obsahuje potiebné mnozstvi nadorové tkane.
Rezy pro imunohistochemickou analyzu byly piipraveny spoleéné s fezy pro PCR.
Pro dal$i vysetfovani byly zafazeny pouze ty vzorky, které podléhaly vySe popsanym

kritériim.

3.3 Krev

Od vsech pacientli bylo odebrano pti vstupu do studie, mésic a rok po ukonceni 1€cby,
10 ml srazlivé krve. Materidl jsme skladovali pfi +4°C a transportovali do laboratote
nejdéle jeden den po odbéru. Sérum bylo odd¢leno stacenim pii 1600 otackach 10 minut

a ulozeno v alikvotech pti — 20°C.

3.4 Cytologie

Cytologie byla odebrana od pacientli dle nasledujiciho postupu: pacient si vyplachl
usta 5 ml sterilniho roztoku kuchynské soli, 30 vtefin kloktal a vyplivl obsah do 10 ml
sterilni zkumavky. Material jsme skladovali pifi +4°C a transportovali do laboratofe
nejdéle jeden den po odbéru. Od pacientd byly cytologické vzorky odebirany pted 1écbou
a rok po ukonceni 1écby.

Buiiky ziskané oralnim vyplachem jsme v laboratofi promyli fyziologickym roztokem
(kazdy vzorek byl tiikrat centrifugovan pti 3000 rpm), nasledné jsme v Biirkerové
komirce urcili poc€et basdlnich a spinocelularnich epitelidlnich bun€k, coz umoZznilo
standardizovat mnozstvi bunék pouzitych dale pro izolaci DNA (primémé pocty
basalnich bungk 10* — 10°/ml a spinocelularnich bungk 10* — 10°/ml ). Buiiky jsme
skladovali v alikvotech pii —70°C.

3.5 l1zolace DNA a RNA

3.5.1 Parafinové blocky s biopsiemi.
HPV DNA a RNA byly izolovany z 20um parafinovych fezl. Kontrolni fezy c¢istého

parafinu byly vytvofeny po kazdém ctvrtém vzorku tkdné, aby se predeSlo piipadné
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kontaminaci. N0z mikrotomu, stejné jako veSkeré pouzité ndstroje, byly oSetfeny

etanolem po manipulaci s kazdym jednotlivym vzorkem tkané.

Parafin z fezli jsme odstranili xylenem a DNA jsme izolovali inkubaci pifi 55°C v
lyzacnim pufru s 200 pg/ml proteinazy K. Po inaktivaci proteinazy K jsme piipravené
hrubé lyzaty skladovali pii teploté —20°C. V priib¢hu studie jsme zavedli novou metodu
extrakce, ktera umoziuje izolovat z parafinovych fezii nejen DNA, ale i RNA. DNA i
RNA ze vzorki s ¢islem 100 a vyse byla izolovéana za pouziti Recover All Total Nucleic
Acid Isolation kit (Applied Biosystems). Pomoci tohoto kitu jsme parafin z fezi
odstranili xylenem a vzorky inkubovali s Digestion pufrem a proteinazou K pii 50°C 3
hodiny a poté jsme polovinu vzorku odebrali pro izolaci RNA. Izolace RNA zacala
pfidanim Isolation aditive ke vzorku a promichanim. Po pfidani etanolu jsme vzorek
nanesli na pfipravené kolonky, stocili a promyli roztokem Wash 1 a Wash 2/3. Kolonku
jsme dale inkubovali s DNazou, opét promyli roztokem Wash 1 a Wash 2/3. RNA jsme
vymyli Elution Solution a skladovali pii -70°C do dal$iho pouziti. Abychom snizili
riziko, Ze izolovana RNA je kontaminovana DNA, podrobili jsme ziskanou RNA pied
reverzni transkripci je$té samostatnému cyklu DNazovani. RNA (2 ug) spolu s 2 ul U
RQ1 DNAse (Promega, WI, USA) a 2 ul DNAse Buffer 10x (Promega, WI, USA) bylo
Vv celkovém objemu 20 pl inkubovéano 30 minut pii teploté 37°C, poté jsme piidali 1 pl
SS stop solution (Promega, W1, USA) a inkubovali 1 minutu pii 65°C.

DNA jsme izolovali z druhé pulky vzorku po 48 hodinové inkubaci. Postup izolace byl
stejny jako pro RNA. DNA byla ze vzorku odstranéna inkubaci s RNéazou a dale
skladovana pii -20°C.

3.5.2 Cytologie

DNA z vyplacht jsme izolovali pomoci kitu Qiagen DNA Blood Midi Kit firmy
Qiagen podle firemniho protokolu. Po rozmrazeni vzorkl pfii laboratorni teploté jsme
vzorky inkubovali spolecné s Protease Q a AL pufrem pii 70°C 10 min. Ke vzorku jsme
pridali 100% etanol a centrifugovali pfes Qiagen kolonky. Kolonky jsme promyli pufrem
AW1 a AW2. DNA jsme vymyli AE pufrem, ptfesrazeli pomoci etanolu a rozpustili v 10
mmol/l Tris-HCI pufru na kone¢nou koncentraci DNA ze 7 500 bunék v 1 pl. Vzorky

jsme skladovali pfi teploté — 20°C. Na kazdych 7 vzorkl jsme pro izolaci pfidali jednu
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mikrozkumavku s vodou pro monitorovani eventudlniho pfenosu kontaminace mezi
vzorky v pritbéhu jejich zpracovani.

Jelikoz publikace od D'Souza a spol.®®

prokézala vyssi vytéznost izolace virové DNA
metodu Gentra Puregene firmy Qiagen pro izolaci DNA z vyplachi, rozhodli jsme se
vybrané cytologické vzorky z naseho souboru touto metodou presetfit.

Po rozmrazeni vzorki pfi laboratorni teploté jsme zkumavky centrifugovali 5 min pii
3 000 rpm. Odsali jsme supernatant, ptidali 300 ul roztoku lyzujicitho buiiky a 5 pl
proteindzy K a inkubovali pii 55°C 2 hodiny. Poté jsme pfidali 1,5 pl roztoku RNAsy A a
inkubovali pti 37°C 15 min. Vzorky jsme zchladili na pokojovou teplotu, pfidali 100 ul
roztoku rozpoustéjiciho proteiny, intenzivné promichali, ulozili na led na pét minut a poté
sedimentovali pfi 14 000 rpm. Supernatant jsme pienesli do ¢isté zkumavky, promyli
100% isopropanolem a 70% etanolem, stocili a supernatant odstranili. K sedimentu jsme
pridali DNA pufr tak, aby vysledny objem obsahoval DNA ze 7 500 bun¢k v 1 ul a
vzorek jsme inkubovali jesté hodinu pti 65°C. Vzorek jsme skladovali pii teploté -20°C.
Metodu jsme testovali na 25 vzorcich pro porovnani s pfedchozi metodou izolace.
Pomoci metody Gentra Puregene jsme identifikovali o 20% vice pozitivnich vzorkd, a
proto jsme od Cervna 2009 pouZzivali tuto metodu. Piivodné negativni vzorky jsme ze

zmrazenych alikvoti pretestovali.

3.6 Polymerazova fetézova reakce (PCR)

Ctyii ul DNA jsme amplifikovali v cykleru PTC 200 firmy MJ Research, Inc. Po
dokonceni amplifikace jsme 10 pl PCR produktu podrobili elektroforéze v 3 %
agardzovém gelu (NuSieve 3:1, FMC BioProduct).

3.6.1 PCR kontrolniho genu u DNA/RNA z parafinovych rezii

Jako prvni byla provedena amplifikace kontrolniho genu. Pozitivni vysledek
amplifikace tohoto genu ukazuje na nepfitomnost inhibitorii a na dostate¢né mnoZstvi
DNA ve vzorku. Fragment o délce 110 pb z genu pro lidsky beta-globin jsme
amplifikovali za pomoci primerit PC 03 (5’ ACACAACTGTGTTCACTAGC 3") a PC 04
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(5"CAACTTCATCCACGTTCACC 3)%. Pokud byla amplifikace kontrolniho genu
neuspésnd, provedli jsme fenol-chloroformové precisténi vychoziho materidlu a
amplifikaci kontrolniho genu jsme opakovali, ale pouze u vzorkl izolovanych klasickou
metodou. Padesat ul reakéni smési obsahovalo 1x koncentrovany reakéni pufr
(Fermentas), 4,0 mmol/l MgCI2, 0,2 mmol kazdého ze étyt ANTP, 0,05 pmol kazdého
primeru (PC 03 a PC 04) a 2,5 U Taq polymerazy (Fermentas). Po pocate¢ni denaturaci 5
minut pfi 95°C se kazdy ze 40 cykli PCR skladal z denaturace 1 minutu pti 95°C, pii
hybridizovani primeru 2 minuty pfi 55°C a syntézy fetézce 2 minuty pii 72°C. Pro

dokonceni syntézy vSech fetézcli jsme pridali na zavér tfiminutovou inkubaci pti 72°C.

3.6.2 PCR detekce HPV v DNA extrahované z tkané v parafinovych blocich pomoci
GP5+/6+ primerii

U vzorkt, u nichz byla amplifikace kontrolniho genu pozitivni, jsme provedli detekci
HPV pomoci obecnych primert GP5+ (5" TTTGTTACTGTGGTAGATACTAC 37) a GP
6+ (5" GAAAAATAAACTGTAAATCATATTC 3°), které amplifikuji 150 pb dlouhy
usek v L1 genu (Snijders, 1990). Padesat pl reakéni smési obsahovalo 10 mmol/l Tris-
HCI, pH 8,5; 50 mmol/l KCI, 3,5 mmol/l MgCl12, 200 uM kazdého dNTP, 50 pmol
primertt GP5+ a GP6+ a 1 U Taq polymerazy (Fermentas). Po¢ate¢ni denaturace 5 min v
94°C byla nasledovana 40 cykly, z nichZ kazdy sestaval z 1 min v 94°C, 2 min ve 40°C,
1,5 min pii 72°C. Nakonec byl zafazen 1 cyklus pro dokonceni syntézy fetézct 4 min pfi
72°.

Tato metoda byla nahrazena vylepSenymi primery a metodou reverzni hybridizace pro
uréeni typu (viz. déale). Vzorky s Cisly 1-100, které byly vySetfeny ptiivodni metodou, byly
pretestovany metodou novou. Vzorky s Cisly vysSimi nez 100 byly analyzovany pouze

metodou novou (viz dalsi bod.

3.6.3 PCR detekce HPV v DNA extrahované z tkane v parafinovych blocich pomoci
GP5+/GP6+BIO primerii
U vzorki, u nichZ byla amplifikace kontrolniho genu pozitivni, jsme provedli detekci
HPV téz pomoci obecnych primera stejnych jako v bodé 3.6.2 s tou vyjimkou, ze primer
GP6+ byl znaceny biotinem (GP6+BIO). Padesat pl reakéni smési obsahovalo 10 mmol/l
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Tris-HCI, pH 8,5; 50 mmol/l KCI, 4 mmol/l MgCl,, 200 uM kazdého dNTP, 0,5 pmol
primerd GP5+ a GP6+ a 1 U AmpliTaq Gold polymerazy (Applied Biosystems).
Pocate¢ni denaturace 5 min pii 94°C byla nasledovana 40 cykly, z nichz kazdy sestaval z
90 sec pti 94°C, 30 sec pii 38°C, 80 sec pii 71°C. Nakonec byl zatazen jeden cyklus pro

dokonceni syntézy fetézcti 4 min pii 71° (van den Brule a spol., 2002).

3.6.4 PCR detekce HPV DNA u vyplachii
U vzorkii DNA zvyplachi jsme provadéli detekci a typizaci HPV pomoci
GP5+/GP6+BIO primerti popsanou vyse.

3.6.5 Diskrepantni vzorky

U vSech diskrepantnich vzorkd, tj. takovych s pozitivnim vysledkem na gelu a
negativnim pii typové-specifické hybridizaci, jsme vzorky dale analyzovali pomoci PCR
s degenerovanymi primery MY 09 (5"CGTCCMARRGGAWACTGATC 3°) a MY 11
(5" GCMCAGGGWCATAAYAATGG 3’), amplifikujicich 450 pb dlouhy usek v LI
genu (CP PCR L1) (Manos a spol., 1989). Soucasti reakce byly i primery GH20 a PC04
amplifikujici kontrolni gen pro lidsky b-globin, pro kontrolu integrity DNA a ptitomnosti
inhibitorii ve vzorku. Padesat pul reakéni smési obsahovalo 1x koncentrovany reakéni pufr
(Fermentas), 4,0 mmol/l MgCI2, 0,2 mmol kazdého ze ¢tyi dANTP, 0,5 pmol kazdého
primeru (MY 09 a MY 11), 0,05 pmol primerd GH20 a PC04 a 2,5 U Taq polymerazy
(Fermentas). Po pocate¢ni denaturaci 5 minut pii 95°C se kazdy ze 40 cykli PCR skladal
z denaturace 1 minutu pfi 95°C, pfihybridizovani primeru 2 minuty pfi 55°C a syntézy
fetézce 2 minuty pii 72°C. Pro dokonceni syntézy vSech fetézcii jsme piidali na zavér

tfiminutovou inkubaci pii 72°C.

3.6.6 Detekce HPV16 E6*1 mRNA

Ze smeési izolované a DNazou opracované RNA (2 pg) jsme cDNA pfipravovali
metodou reverzni transkripce: 11pl smési s opracovanou RNA jsme inkubovali 10minut
pfi 70°C a poté prenesli na led na Sminut. Po pfidani 9 pl reakéni smési byla celd smés

inkubovdna 90 minut pfi teplot¢ 37°C. Reakéni smés obsahovala 50 U of M-MLV
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reverzni transkriptazy (Promega, WI, USA); reakéni pufr slozeny z 50 mmol/l Tris-HCI
(pH 8,3), 75 mmol/l KCI, 3 mmol/l MgCl,, 10 mmol/l DTT (Promega, WI, USA); 20 U
RNasin Plus inhibitoru RNAsy (Promega, WI, USA); 10 pmol smési nahodnych
hexamerovych primert (Fermentas, Vilnius, Lithuania) a 10 pmol smési nukleotidi
(dNTPs).

Absenci kontaminujici DNA jsme prokazali pomoci amplifikace interniho kontrolniho
genu GADPH (GAPDH-U: 5-CGAGATCCCTCCAAAATCAA-3" a GADPH-L: 5" -
CATGAGTCCTTCCACGATACCAA-3 amplifikujici 288 bp dlouhy fragment 65).
Dvacet pét mikrolitri reakéni smési obsahovalo 1x koncentrovany pufr (Fermentas,
Vilnius, Lithuania), 4 mmol/l MgCl,, 200 uM dNTPs, 5 pmol kazdého primeru a 1,25 U
Tag-polymerazy (Fermentas, Vilnius, Lithuania). Po pocate¢ni denaturaci 5 minut pfi
95°C se kazdy ze 40 cykli PCR skladal z denaturace 1 minutu pii 94°C, pfihybridizovani
primeru 1 minutu pii 55°C a syntézy fetézce 1 minutu pti 72°C. Po dokonceni syntézy
vSech fetézcl jsme pridali na zavér ¢tyfminutovou inkubaci pii 72°C. Kvalita cDNA byla
ovéiena opét amplifikaci kontrolniho genu — v tomto ptipad€ genu pro lidsky beta globin
(délky 110pb), jak popséano vyse.

PCR specifickou pro HPV 16E6 onkoprotein jsme provadéli se 4 pul cDNA s primery,
které amplifikuji fragment dlouhy 86 pb ** (5° TTACTGCGACGTGAGGTGTA 3’ ; 5’
GGAATCTTTGCTTTTTGTCC 37). Padesat mikrolitri reakéni smési obsahovalo 1x
koncentrovany pufr (Fermentas, Vilnius, Lithuania), 1,5 mmol/l MgCl,, 200 uM dNTPs,
25 pmol kazdého primeru a 1 U Taq-polymerazy (Fermentas, Vilnius, Lithuania). Po
pocatecni denaturaci 5 minut pti 95°C se kazdy ze 40 cyklt PCR skladal z denaturace 1
minutu pti 95°C, ptihybridizovani primeru 2 minuty pii 55°C a syntézy fetézce 2 minuty
pii 72°C. Pro dokonleni syntézy vSech fetézcli jsme pfidali na zdvér tfiminutovou

inkubaci pti 72°C.

3.6.6 Detekce HPV16 E2 mRNA

Detekci genu pro HPV 16 E2 jsme provadéli na 4ul DNA izolované z parafinovych
fezd. Pouzili jsme primery popsané v Cricca a spol.®®, které amplifikuji 184 pb dlouhy

fragment. Padesat mikrolitri reakéni smési obsahovalo 1x koncentrovany pufr
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(Fermentas, Vilnius, Lithuania), 1,5mM MgCl,, 200uM dNTPs, 25pmol kazdého primeru
a 1U Tag-polymerazy (Fermentas, Vilnius, Lithuania).

Po pocatecni denaturaci 5 minut pfi 95°C se kazdy ze 40 cykli PCR skladal z
denaturace 1 minutu pii 95°C, piihybridizovani primeru 2 minuty pii 50°C a syntézy
fetézce 2 minuty pti 72°C. Po dokonceni syntézy vsech fetézcl jsme piidali na zavér

tiiminutovou inkubaci pti 72°C.

3.7 Analyza PCR produkti Southern blotem

Specificitu amplifikace primery MY 09/11 jsme potvrdili hybridizaci PCR produktl
na Southern blotech. Gel byl kratce depurinovan v 0,25 mol/l HCI a ponofen na 10 minut
do alkalického roztoku (0,6 mol/l NaCl, 0,4 mol/l NaOH) pouzivaného pro pienos DNA
na nylonovou membranu Biodyne B (Pall Biosupport). Membrana byla nasledné
neutralizovana v 1 mol/l Tris-HCI, pH 7,4 a 1,2 mol/l NaCl 15 minut. Hybridizaci jsme
provadéli se smési péti 410 pb dlouhych prob specifickych pro HPV11, 16, 18, 31, 51 a
oligopréby pro lidsky beta-globin. HPV préoby jsme generovali a znacili PCR za pouziti
typové specifickych primerti a DIG-11-dUTP (Boehringer Mannheim). Oligoproba pro
lidsky beta-globin je syntetizovana s 5" koncem znacenym digoxigeninem. Membranu se
vzorky jsme prehybridizovali 2 hod pii 42°C v prehybridizaénim pufru (5x high grade
SSC, 20% formamid, 0,1% ficoll, 0,01% BSA, 50 mM Na,PO,, 0,1% high grade SDS,
0,1 mg/ml Herring sperm DNA). K prehybridizacnimu roztoku jsme pfidali proby a
membranu hybridizovali pfes noc pii 42°C. Nespecificky navazanou probu jsme
odmyvali pii pokojové teploté€ 2 x 5 min ve 30 ml roztoku A (2xSSC; 0,1%SDS) a dale
pii teploté 50°C 3 x 30 min ve 300 ml roztoku B (0,5xSSC; 0,1%SDS). Detekci jsme
provadéli s pouzitim "DIG-Wash and Block Buffer setu”, ”Anti-digoxigenin-AP” (FAB
fragment), "CSPD ready-to-use” (Boehringer Mannheim). Membranu jsme ekvilibrovali
ve 30 ml promyvaciho roztoku (WB) (0,1 mol/l kyselina maleinova, 0,15 mol/l NaCl,
0,3% Tween 20, pH 7,5), inkubovali 45 minut v blokovacim roztoku (BS) (0,1 mol/Il
kyselina maleinova, 0,15 mol/l NaCl, 3,5% blokovaci reagens) a poté tficet minut v
témze roztoku s FAB fragmentem. Promyti jsme provadéli 3 x 15 min ve 30 ml WB
roztoku a ekvilibrovali 5 min v detekénim roztoku (0,1 mol/l Tris-Cl; 0,1 mol/l NaCl, pH
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9,5). Ekvilibrovanou membréanu jsme inkubovali s CSPD nejdfive pfi laboratorni teploté
5 min, pak 15 min pii 37°C. Membranu jsme exponovali 30 minut na “Lumi-Film

Chemiluminescent Detection” (Boehringer Mannheim).

3.8 Urceni typi HPV metodou obracené hybridizace

Tato metoda umoziuje urceni az 37 HPV typt v jednokrokové reakci. Kratké typove
specifické oligonukleotidy pfipravené¢ komercéné jsme pies aminoskupinu na 5’konci
kovalentné navézali na aktivovanou negativné nabitou membranu Biodyne C. Aktivaci
membrany jsme provedli 16% 1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl) carbodiimidem
(EDAC). Po inaktivaci a promyti jsme membranu vlozili do blotovaciho zatizeni MN45
(Inogmunetics). Na membranu jsme nanesli amplikony a inkubovali 1 hodinu pti 42°C.
Membranu jsme promyli a inkubovali se streptavidinovym konjugatem znacenym
peroxidazou po dobu 1 hodiny pti 42°C. Po promyti jsme navazané amplikony detekovali
chemiluminiscencné pomoci ECL detekéniho kitu (Amersham Biosciences) a membranu

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

3.9 Ur¢eni typu HPV sekvenaci

U vzorki, které po PCR ukazaly na gelu jasny prouzek a u nichZ nebyl typ urc¢en
reverzni hybridizaci, jsme HPV typ urcili sekvenaci. Padesat mikrolitri PCR produktu
jsme izolovali z 2% agar6zového gelu (NuSieve GTG agarose, FMC BioProducts)
pomoci ,MinElute Gel Extraction kitu*“ (Qiagen), sekvenovali pomoci “BigDye
Terminator Primer Cycle Sequencing kitu” (Perkin Elmer Corporation) a analyzovali na

automatickém sekvenatoru ABI PRISM 310 (Perkin Elmer Corporation).

3.10 Imunohistochemie

Imunohistochemickou analyzu jsme provedli na 2 um parafinovych fezech z
histologickych preparati piipravenych jak popsano vySe. Pouzili jsme protilatky proti
proteinu p16 (Purified Mouse Anti-Human p16, Clone G175-405, BD Pharmingen™ ,
fedéni 1:100) a protilatku proti proteinu p53 (Monoclonal Mouse Anti-Human p53

Protein, Clone DO-7, Dako, fedéni 1:50). Deparafinizaci jsme provedli za pouziti
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vzestupné fady alkoholl, za ucelem demaskovani antigenli byly preparaty podrobeny
varu v citratu (30 minut pro pl6 a 40 minut pro p53). K blokadé vnitini enzymatické
aktivity jsme pouzili peroxid vodiku. Inkubace fezii s primarni protilatkou vzdy probihala
pies noc. Nasledujici den jsme odmyli pfebytek primarni protilatky a tuto detekovali
pomoci sekundarni protilatky s chromogenem (3,3"-diaminobenzidin tetrahydrochlorid
hydrat (Fluka)). Pro vizualizaci bunéénych jader a orientaci v nddorové a normalni tkani
jsme vzorky dobarvili hematoxylinem/eosinem. Nasledné¢ bylo provedeno odvodnéni
preparatu ve vzestupné fad¢ alkoholi.

Jako pozitivni vnitini kontrola pro p53 slouzilo pozitivni barveni bazalnich
keratinocytii normalniho dlazdicobunééného epitelu tonzilarni nebo orofaryngeéalni
sliznice. Jako pozitivni vngj$i kontrola byla pouZita pozitivita barveni jader bunck
invazivniho karcinomu prsu u pacientli s mutaci TP53, Jako pozitivni kontrola pro
detekci protein p16 slouzily dysplastické bunky cervikalniho epitelu infikované HPV.

Vysledky imunohistochemie byly hodnoceny jak z hlediska intenzity (oznaceno + az
+++), tak zhlediska proporce obarvenych bunék oproti neobarvenym (vyjadieno
v procentech). Pro statistické hodnoceni jsme pouzili semikvantitativni vyjadieni: vzorek
byl povazovan za pozitivni na p53, pokud bylo zbarveno nejméné 10% bunék, a pozitivni
na plé v ptipadé, kdyz bylo obarveno minimalné¢ 50% bunék a to jak v jadie, tak

V cytoplazmé.

3.11 Sérologické testy

3.11.1 Priprava antigenii

3.11.1.1 Ptiprava kapsid (virus—like particles, VLP)

Hmyzi bunky Sf9 jsme péstovali v suspenzi v TNM-FH hmyzim médiu s 10%
fetilniho teleciho séra. Pfiblizng 4x10° bungk jsme infikovali rekombinantnim
baculovirem pti multiplicité infekce 10 PFU/buiiku. Jednotlivé rekombinantni baculoviry
nesou genetickou informaci pro obalovy protein L1 riznych typt HPV (6, 11, 16, 18, 31
a 33). Za 72 hodin po infekci jsme buiiky sklidili, proplachli 1x PBS a peletované buiiky
zamrazili pti —20°C.

Bunéény pelet jsme resuspendovali ve 40 ml extrakéniho pufru (10 mmol/l MgCL,, 50
mmol/l CaCl,, 150 mmol/l NaCl, 0,01% Triton X-100, 20 mmol/l HEPES, pH 7,4) a

sonikovali 3x30 s pii 0°C, po odstfedéni jsme pelet znovu resuspendovali ve 40 ml
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extrakéniho pufru a celou proceduru zopakovali. Oba supernatanty jsme spojili a roztok
nasytili chloridem cesnym do 30% koncentrace. Roztok jsme centrifugovali 22 hod pfti 45
000 otackach/min a 18°C, odebrali horni prouzek, dialyzovali 30 min proti PBS a znovu
délili na CsCl ,,step* gradientu (36%—-30,5%—-16%,) 4 hod pfi 35 000 otackach/min, 18°C.
Prouzek jsme odebrali a pfitomnost VLP jsme testovali SDS PAGE elektroforézou
(koncentrace proteinil), Western blottingovou analyzou (antigenni specificita —
denaturovany protein) a ELISA testem se specifickymi protildtkami (antigenni specificita

— VLP (kapsomery)).

3.11.1.2 Ptiprava rekombinantnich bakterialnich proteinti E6 a E7 viru HPV16

Rekombinantni bakterie E. coli BL21, nesouci genetickou informaci pro virové
onkoproteiny HPV16 E6 a E7 navazané na glutathion—S—transferazu (GST) a na 3’konci
znacené undekapeptidem, odvozenym z SV40 T antigenu (tag), jsme péstovali v Luria
Bertani mediu s 1 mmol/l ampicilinu. Poté, co bakterialni kultura dosahla hodnoty
optické denzity 0,5 (méfeno pii 600 nm), indukovali jsme expresi rekombinantniho
proteinu pfidanim isopropyl-p—D-thio—galaktosidu (IPTG) do koneéné koncentrace 0,25
mmol/l. Sest hodin po indukci jsme buiky sklidili, pelet resuspendovali v PBS s 2
mmol/l DTT, 1% Tritonem X—100 a koktejlem inhibitorti proteaz a lyzovali sonikaci 5x
30 s pfi 0°C. Zbytky bunék jsme z lyzatu odstranili centrifugaci, ur¢ili jsme koncentraci
proteind, lyzat natedili 1:1 glycerolem a uloZili pfi teploté —20°C. Jako kontrolni antigen
jsme stejnym zpusobem pftipravili lyzat rekombinantnich bakterii, které nesly genetickou
informaci pro GST a tag. Uginnost exprese jsme zjistovali reakci s monoklonalni

protilatkou proti tag.

3.11.2 Detekce specifickych protilatek proti HPV

3.11.2.1 Protilatky proti VLP

Pritomnost specifickych protilatek v sérech jsme testovali piimou metodou
enzymatické imunoanalyzy (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay = ELISA). Jako
antigen jsme pouzivali kapsidy pfipravené z baculovirovych rekombinant, které
exprimuji majoritni kapsidovy antigen L1 (u typu 6, 16, 18, 31, 33) nebo oba kapsidové
proteiny L1 a L2 (u typu 11). ELISA test jsme provadéli podle nasledujiciho schématu:
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jamky mikrotitra¢nich desti¢ek (Polysorp NUNC immunoplate, Thermo Fisher Scientific,
Denmark) jsme potahovali roztokem VLP v 50 ul PBS v koncentraci 2 pg/ml a to po
dobu 2 hod pfi teploté 37°C a pres noc pii 4°C. Viechny dalsi inkubace jsme provadéli po
dobu 1 hodiny pii 37°C, po kazdé inkubaci jsme jamky promyvali pétkrat roztokem A
(PBS, 0,21 mol/1 NaCl, 0,1% Triton X-100). Potencialn¢ volna vazebna mista jamek
jsme vysytili 1% roztokem BSA v PBS a po inkubaci k jamkam ptidali v paralelach séra
fedénd 1:25 v roztoku A s 1% BSA. Navazané protilatky jsme oznacili oslim
imunoglobulinem proti lidskému IgG (H a L fetézec), konjugovanym s kienovou
peroxidazou, fedénym 1:7 500 v roztoku A s 1% BSA a barevnou reakci jsme vyvolali
0,04% roztokem o—fenylendiaminu v 50 mmol/l fosfatovém—citratovém pufru, pH 5,0 s
0,006% peroxidu vodiku. Reakci jsme zastavili pfidanim 2 mol/l roztokem kyseliny
sirové a vyhodnotili spektrofotometricky jako OD pii 492 a 630 nm (Infinite 200
microplate reader, TECAN, Austria).

3.11.2.2 Protilatky proti onkoproteinim HPV16 E6 a E7

Ptitomnost specifickych protilatek v sérech jsme testovali sendvi€ovou enzymatickou
imunoanalyzou. ELISA test jsme provadéli podle nasledujiciho schématu: jamky
mikrotitra¢nich desti¢ek (Polysorp NUNC immunoplate, Thermo Fisher Scientific,
Denmark) jsme potahovali 100 pl roztoku konjugatu kasein—glutathion (2 pg/ml) pies
noc pii teploté +4°C. Viechny dal§i inkubace jsme provadéli po dobu 1 hodiny pti 37°C,
po kazdé inkubaci jsme jamky promyvali pétkrat roztokem B (PBS, 0,05% Tween 20).
Potencialné¢ volnad vazebnd mista jamek jsme vysytili roztokem C (roztok B s 0,2%
kaseinu) a po inkubaci k jamkam pftidali pfisluSné rekombinantni proteiny v koncentraci
0,25 pg/ml v roztoku C. Séra jsme fedili 1:50 v roztoku C s kontrolnim antigenem
(rekombinantni GST) v koncentraci 0,25 pg/ml, takto nafedéna séra jsme ponechali 30
minut pii laboratorni teploté a poté k jamkam pfidali v paralelach. Navazané protilatky
jsme oznacili oslim imunoglobulinem proti lidskému IgG (H a L fetézec), konjugovanym
s kfenovou peroxidazou, fedénym 1:10 000 v roztoku C a barevnou reakci vyvolali
pfidanim 0,01% roztokem tetrametylbenzidinu ve 100 mmol/l acetdtovém pufru pH 6.0
s 0,003% peroxidu vodiku. Reakci jsme zastavili pfidanim 1 mol/l roztokem kyseliny

sirové a vyhodnotili spektrofotometricky jako OD pii 450 a 630 nm.
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3.11.3 Vyhodnoceni

Na kazdé mikrotitrani desti¢ce jsme vzdy testovali standardni pozitivni a negativni
sérum proti danému antigenu. Od hodnoty OD séra, ziskané na mikrotitracni desti¢ce
s virové—specifickym antigenem, jsme odecetli hodnotu OD stejného séra na desticce
kontrolni (v ptipadé¢ VLP bez antigenu, v piipad¢ onkoproteinit GST). Pro kazdy antigen
a desticku jsme spocitali hrani¢ni hodnotu (cut-off) jako aritmeticky pramér rozdild OD
plus 2 (VLP) respektive 3 smérodatné odchylky (onkoproteiny), vyloucili séra s rozdilem
OD vyssim nez hodnota spoctend a proceduru opakovali tak dlouho, az hodnota rozdilu

OD zadného ze zbyvajicich sér nebyla vyssi.

Vysledky ELISA testl vyjadiujeme jako tzv. OD index (pomér mezi rozdilem OD
daného séra a CO hodnotou). Testovana séra s OD indexem vyS$$im nez 1 jsme oznacili
jako pozitivni. Pro konfirmaci vysledkt jsme vSechny vzorky s OD indexem do 10% nad

hodnotou CO opakovali, stejné jako asi 25% vzorki z celého souboru.

3.12 Statisticka analyza

MnozZstvi spotfebovaného tabaku bylo vyjadiené jako rok/balicek. Jeden rok/balicek
znamena koufeni 1 balicku (20 cigaret) za den, po dobu 1 roku. MnoZstvi vypitého
alkoholu bylo vyjadiené poctem davek za tyden. Davkou alkoholu se rozumi 0,5 | piva,
0,2 1 vina nebo 0,05 1 destilatu. Pfi analyze rizikovych faktor byli pacienti rozdéleni do
skupin nekufaci, byvali kufaci (koufili pravidelné alespoii ptil balicku cigaret za tyden po
dobu jednoho roku nebo vice, ale nebyli kufdky v dob& diagnézy), a soucasni kuraci.
Podobné definice byly pouZity u konzumace alkoholu; abstinenti (nepili nikdy), byvali
pyjaci (pili primérné jednu davku alkoholu nebo vice za tyden, ale nepili v dobé

diagnozy) a soucasni konzumenti alkoholu.

Hrani¢ni hodnoty pro koufeni a spotfebu alkoholu byly vypocteny jako median
spotieby skupiny HPV negativnich pacientll (v nasem souboru 33 cigaret/den, 15 davek
alkoholu/tyden).

Pro porovnani parametrit kutackych zvyklosti pacienti s HPV pozitivnimi a HPV
negativnimi tumory jsme pouzily 3 rizné modely. V prvnim jsme porovndvali pocet
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kufakl a nekuidkl, ve druhém a tietim modelu jsme HPV pozitivni a negativni pacienty
rozdélili vzdy na 3 skupiny — kutéky, byvalé kutaky a nekutdky (ve druhém modelu) a na
silné kufaky (koufici vice nez hrani¢ni hodnot — 33 cigaret/den), slabé kuraky (<33
cigaret/den)
Pro porovnani primeéri kontinudlnich proménnych mezi skupinami jsme pouzili t test.
Chi® test a v nékterych piipadech i Fisheriv test jsme pouzili pro porovnani

kategorickych dat mezi jednotlivymi skupinami.

V 2 x 2 tabulkédch byly vypocéteny poméry Sanci (odds ratio = OR) s 95% intervaly
spolehlivosti (confidence interval = CI) a hladinou vyznamnosti o= 0,05 pomoci
programu EPI INFO statistical package (2002) a GraphPad InStat (version 3.00)
(GraphPad Software, San Diego, CA). Veskeré testy byly dvoustranné. Korelace mezi
proménnymi a pozitivitou na HPV byla hodnocena za pouziti logistické mnohorozmeérné
regrese, véetné postupné metody vybéru kovariant (P value >0,1).

Preziti bylo méfeno ve dnech od data diagnézy az po tmrti ¢i do data posledniho
kontaktu s pacientem. Datum umrti pacienta, ktery zemfel zjiné pfi¢iny, nez na
sledovany nador bylo hodnoceno jako cenzurovany udaj v analyze specifického preZiti
vztazeného k nadoru. Miry preziti byly odhadovany Kaplan-Meierovou metodou.
Vyznamnost rozdilu v pfezivani mezi skupinou pacienti s HPV pozitivnimi a HPV
negativnimi nddory byla vypoltena pomoci log-rank testu. Pomoci Coxovy
mnohorozmérné regrese jsme ovéfili faktory ovliviujici progndzu pacienta. Vyznamnost
byla vypoctena pro hladinu vyznamnosti a = 0,05 (dvoustranny test). Devadesati péti
procentni intervaly spolehlivosti pro OR byly pocitdny pomoci aproximace normalnim
rozlozenim.

Proménné testované v Coxové regresnim modelu byly: pfitomnost HR HPV, vék,
pohlavi, spotfeba cigaret, spotfeba alkoholu, histologicky grading nadoru, velikost nadoru
— pT podle klasifikace TNM dle UICC 1997, stav uzlinovych metastdz — pN. Postupna
metoda byla pouzita pro vybér proménnych, které piezivani ovliviiovaly (P>0,1).

Analyzy byly provedené pomoci programu SPSS (version 12; SPSS Inc., Chicago, IL).

44



4. VYSLEDKY

4.1 Demografické charakteristiky/parametry

V souboru pacientit s TC pouzitém v této studii bylo 83% muzli a 17% zen. Z
celkového poctu 109 vzorkl bylo 65% (71/109) HR HPV DNA-pozitivnich a 35%
(38/109) HR HPV DNA-negativnich v nadorové tkani.

Demografické charakteristiky zobrazuje tabulka 2. Primérny veék (56 vs. 58 let,
P=0.309), distribuce pohlavi (adj.P=0.248) a délka vzd¢lani (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, jako je
pocet sexualnich partnerd (<6 vs. >6) (adj.P=0,489) ¢i provozovani orogenitalniho (adj.
P=0,834) a oro-analniho (adj.P=0,785) sexu.

Vyznamné se vSak pacienti s HPV pozitivnimi a negativnimi nadory vzdjemné lisili
v kutackych zvyklostech a to nezavisle na modelu, ktery byl pro srovnani pouzit (pro
ptesnéjsi popis viz METODIKA). Mezi pacienty s HPV-pozitivnim karcinomem bylo
oproti t€ém s negativnim karcinomem podstatné vice nekufakd, tito pacienti byli zaroven
mén¢ Casto kufdci a bylo mezi nimi mén¢ tézkych kuraka.

Z hlediska konzumace alkoholu se vsak obé studované skupiny vzajemné nelisily.

Kouieni

70%
60%

B Nekuraci

B Byvali kufaci

50% -

40%

B Soucasni kufaci
30%

20% /
10% /

0%

HPV pozitivni pacienti (N)  HPV negativni pacienti (N)

Graf. 5. Zastoupeni pacientl ve skupiné HPV DNA+/HPV DNA- dle kufackych
zvyklosti
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Graf. 6. Zastoupeni pacientt ve skupiné HPV DNA+/HPV DNA dle konzumace
alkoholu

Pocet sexualnich partneri

53%
52%
51%
50%
49%
48%
47%
46%
45%

>7
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HPV pozitivni pacienti HPV negativni pacienti
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Graf. 7. Zastoupeni pacientt ve skupiné HPV DNA+/HPV DNA dle po¢tu partnert
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Graf. 8. Zastoupeni pacientt ve skupiné HPV DNA+/HPV DNA dle sexualnich praktik

Tabulka 2 Demografické a epidemiologické charakteristiky pacientti s TC

Charakteristika [ (Poget") hHZDIHN ﬁHaP(\1/ -N OR (95%CI) |P-hodnota Adjustované® |Adjustovani P
(Poce pripady I\ | pripady OR (95%Cl) hodnota
(%) (%)
vek® 109 |Vek - primer| 58 56 0,309
Vik 44 Vek<55 | 26(37%) | 18 (47%) 1 1
é
65 Vék >55 | 45(63%) | 20(53%) | 0,6 (0,3-1,4) 0,277 | 0,9(0,3-2,1) 0,834
19 Zenské | 13(18%) | 6(16%) 1 1
Pohlavi
90 Muxké | 58(82%) | 32(84%) | 1,2(0,4-3,4) | 0,741 | 0,4(0,1-1,8) 0,248
78 <12 48(68%) | 30(79%) | 1,8 (0,7-4,5) 0,214 | 1,1(0,3-3,2) 0,925
Vzdélani
31 >12 23(32%) | 8(21%) 1 1
Potet sexulnichl 5 <6 32(48%) | 18(49%) 1 1
partnert 54 >7 35(52%) | 19(51%) | 1,0(0,4-22) | 0931 | 0,7(0,2-2,0) 0,489
Oro-genitélni 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
9% Ne 61(88%) | 35(95%) 1 1
Oro-analni sex
10 Ano 8(12%) 2(5%) | 2,3(0,4-16,6) 0,31 1,3(0,2-8,4) 0,785
. 20 Ne 20(28%) | 0(0%) 1 1
Kuiactvi
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= odds ratio; CI= confidence interval; P= pravdépodobnost;

'Pocet = pocet subjektt s dostatkem dat
2Adjustoveino na vek, konzumaci alkoholu a koufeni cigaret
3pouzit T-test k porovnani primérného véku
“Tam, kde parametry nabyvaly nulovou hodnotu, byl pouzit logit-model, kde k nulové hodnotg bylo ptidano 0,5
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4.2 Klinicko-patologické charakteristiky

HPV pozitivni tumory byly celkové vétsi, avSak rozdil nedosahoval statistické
vyznamnosti. Pacienti s HPV pozitivnimi nddory méli Castéji (na hranici statistické
vyznamnosti) v dobé diagnozy uzlinové metastazy (85% vs. 69%, adj.P=0.053). Tyto
charakteristiky se promitly do rozdilu ve stadiu, kde HPV pozitivni nadory byly
vyznamné¢ pokrocilejsi (Il a IV vs. I a II) (89% vs. 72%, adj.P=0.038), kde statistické
vyznamnosti dosazeno bylo. HPV pozitivni nadory meély tendenci byt méné

diferencované (G3 vs. G1,2) (43% vs. 26%, adj. P=0.429), ale tento rozdil nedosahl

statistické vyznamnosti.

70% |
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50% 1
40% 1
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Graf. 9. Rozdil v zastoupeni velikosti tumoru ve skupiné¢ HPV DNA+ a HPV DNA-
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Graf. 10. Rozdil v mife postizeni krénich uzlin mezi HPV DNA+ a HPV DNA-

Tabulka 3. Klinicko-patologické charakteristiky tumort u pacientti s TC

HPV+

HPV-

Charakteristika |(Poget") pripady | pripady | OR (95%Cl) | P-hodnota Adjustované® |Adjustovand
N (%) | N (@) OR (95%CI) | P-hodnota
18 | T1 | 8(11%) | 10(28%) 1 1
Velikost tumory |—25_|_T2_|41(58%) [ 14(39%) [ 15 (L2-1L1)| 0,002 [37(09-145)[ 0,061
18 | T3 |14(20%)| 4(11%) | 4,4 (1,0-1855)| 0,046 |7.0(13-385)| 0,025
16 | T4 | 8(11%) | 8(22%) | 1.3 (0.3-48) | 0,746 | 1.9(04-97) | 0,418
Velkost ooy |73 | TL+T2[49(69%) | 24(67%) 1 1
34 | T3+T4]22(31%)| 12(33%) | 0.9 (0.4-2.0) | 0.805 | 14(053.7) | 0512
Uzinové 22 | NO |11(16%)| 11(31%) 1 1
metastizy 85 | N1-3 |60(84%)| 25(69%) | 2.4 (0.9-6.2) | 0073 |32 (L0-10,3)] 0,053
Stadium tumory |18 111 | 8(11%) [1028%) 1 1
89 | 11I+1V |63(89%)| 26(72%) | 3.0 (1,1-85) | 0036 | 3,7 (11-1,3)| 0,038
Crade 67 | 1+2 |39(57%)| 28(74%) 1 1
39 | 3 |29(43%)| 10(26%) | 2.1 (0,9-50) | 0,097 | 1.5(0.6-3.9) | 0,429

Pro vysvétlivky viz. Tabulka 2.

4.3 Typové specificka HPV DNA prevalence
Celkova prevalence HR HPV DNA v nadorové tkani byla 65% (71/109 pacienti).

Nejcastéji se vyskytoval typ HPV 16 (nalezen v 94% HPV-pozitivnich vzorkl). Dale

byly vzdy po jednom vzorku detekovany HPV typy 26, 33, 52 a 58. Mnohocetna

infekce (HPV 16 a 18) byla nalezena rovnéZ pouze v jednom vzorku.

4.4 Prevalence HPV DNA ve vyplasich dutiny ustni

Pacienti s HPV DNA pozitivnimi tumory méli vyznamné Castéji detekovatelnou

HPV DNA ve vyplachu dutiny Ustni nez pacienti s HPV DNA negativnimi tumory. U
51 ze 70 (73%) HPV DNA pozitivnich pacienta se HPV typ ve vyplachu shodoval s

HPV typem ve tkani tumoru. Citlivost a specificita této detekéni metody vysla 74% a

82%, respektive.
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Tabulka 4 Typové¢ specificka prevalence HPV ve vyplasich dutiny ustni ve vztahu k
HPV DNA pozitivité/negativité tkan¢ tumoru

HPYV typ - tka

HPYV typ - vyplach

pd

HPV pozitivni (N=70)

HPV16

SN
w

HPV81

HPV84

HPV89

HPV16, 51

HPV16 (N=65)

HPV16,56,82

HPV16,11

HPV16,42

HPV16,33

HPV16,31

RlRr|lRr(RrlRr[RrR,R|~

HP Vnegativni

[
w

HPV26 (N=1)

HP Vnegativni

HPV33 (N=2)

HPV33

HPV52 (N=1)

HP Vnegativni

HPV58 (N=1)

HPVnegativni

HPV negativni (N=39)

HPV16

HPV16,55

HPV16,51

HPV45,51

HPV40

HPV61

HPV70

HPVI11

RlRrlRr(RrlRr[NR[w R R[N -

HP Vnegativni

N
oo

Tabulka 5. Korelace HPV DNA pozitivity ve vyplachu dutiny ustni s HPV DNA
pozitivitou tkané€ tumoru

HPYV DNA ve tkani tumoru

N OR (95%Cl) [P hodnota
HPV-poz. (N=69)| HPV-neg. (N=40)
>
o £ HP ivni/LR HP
2 g Vnegativa/LR HPV) - o) 18 (26,0%) 33 (82,5%) 1,00 ref.
<< pozitivni
Z =B
o= 3
2"
I HR HPV pozitivni 58 51 (74,0%) 7 (17,5%) 14,4 (1,0-1000) | <0,001

Pro vysvétlivky viz. Tabulka 2.
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4.5 Prevalence HPV-specifickych protilatek

Pritomnost protilatek specifickych pro HPV16 VLP v séru dobfe korelovala s
pritomnosti HR HPV DNA v nadorové tkani (Kappa hodnota=0,396). HPV16 VLP-
specifické protilatky byly nalezeny u 65% HPV-pozitivnich pacienti a pouze u 21%
HPV-negativnich (adj. P=0,003) (viz. Tabulka 6). Protilatky proti HPV16 E6 a E7
onkoproteinim byly pfitomny v sérech 80% a 70% HR HPV-pozitivnich pacientt,
respektive. Mezi HPV negativnimi pacienty byl pouze jeden, v jehoz séru jsme nalezli
HPV 16 E6-specifické protilatky a dva pacienti s pozitivitou HPV 16 E7-specifickych
protilatek (adj. P<0,001 pro E6 i E7).

Mezi 71 pacienty s HR HPV DNA-pozitivnim tumorem jsme u 85% nalezli
protilatky specifické pro alesponi jeden z HPV 16 E6 a E7 antigen. U 66% pacientl byly
v séru ptitomny oba typy protilatek (adj. P=0,006 a P<0,001, respektive). Pfitomnost
HPV 16 E6- a E7-specifickych protilatek tedy vysoce korelovala s ptitomnosti HR HPV
DNA v nadorové tkani (Kappa hodnota=0,719 a 0,584).

Tabulka 6. Korelace sérologické pozitivity/negativity s HPV DNA
pozitivitou/negativitou ve tkani tumoru

AP it Adjust 52 | Adjustovana
Charakteristika| (Poget’) pfipady | pfipady OR (95%CIl) |P-hodnota Jus oza"e Pjh d
N (%) | N (%) OR (95%Cl) -hodnota
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
UG G 51 neg. | 14(20%)| 37(97%) 1 1
58 poz. |57(80%)| 1(3%) |142,0(18,8-1000,0)] <0,001 [ 250,0 (21,3- inf) <0,001
S ED 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
aHnF:j\/i):6E7EG 14 i‘; r;)eobzc.) 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 vysvétlivky viz. Tabulka 2.

o1




4.6 Detekce markeri aktivni virové infekce

Pro izolaci RNA a imunohistochemickou analyzu bylo k dispozici celkové 47
vzorkd. Pro veskeré analyzy neptimych markeri jsme pouzili pouze vzorky HPV DNA
negativni a HPV DNA 16 a 18 pozitivni. (Vyloucili jsme vzorky pozitivni na HPV 33,
52 a 58).

Oznaceni
vzorki: 5

12

Obr. 4 Vysledek elektroforézy RNA ziskané izolaci ze tkané€ tumoru u vybranych 5
vzorkd

Pti rozdéleni této podskupiny dle RNA se HPV 16 E6 mRNA pozitivni a negativni
pacienti neli§ili v primérmém veéku, v zastoupeni pohlavi a délce vzdélani. RNA
pozitivni pacienti sice uvedli vétsi pocet sexudlnich partnertt (>6) béhem zivota (64%
vs. 41%, adj. P=0,040), ale nelisili se od HPV negativnich v parametrech vypovidajicich
o cesté pienosu infekce (oralné-genitalni/oralné-analni kontakt).

Stejn¢ jako v celém souboru, tumory pozitivni na HPV 16 E6 mRNA byly Castéji
diagnostikovany v pokrocilém stadiu (IIl a IV vs. I a II, 30% vs. 11%, P=0,017) nez
nadory bez virové mRNA exprese. HPV 16 E6 mRNA pozitivni nadory byly dale oproti
negativnim Castéji asociovany s uzlinovymi metastdzami v dobé diagnézy (N+ vs.NO,
81% vs. 56%, P=0,022). Statisticka vyznamnost obou téchto parametr vSak zmizela po
adjustaci. Jediny parametr, ve kterém se skupina HPV 16 mRNA pozitivnich a
negativnich lisila statisticky vyznamné, byl stupen diferenciace, kdy u HPV 16 E6
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mRNA pozitivnich tumorti byla patrna tendence k nizs§i diferenciaci nez u RNA
negativnich. Hodnoty citlivosti a specificity jednotlivych ptimych a nepifimych markert
pro detekci aktivni virové infekce (stanovené detekci HPV E6 mRNA u vzorka

dostupnych pro RNA izolaci) jsou uvedeny v Tabulce 7.

Krom¢ dvou vzorkti byla u v§ech HPV DNA-pozitivnich ptipadt (93%) nalezena
exprese virové HPV16 E6-specifické mRNA.

85 pb fragment

Pozitivni kontrola STHA DNA

Vzorky DNA z tkane tumorti
—

Marker pUC18/Mspl

Obr.5 Vysledek elektroforézy PCR produktt detekce HPV 16 E6 mRNA u vybranych
vzorkl

Kromé jednoho HPV DNA-pozitivniho vzorku (97%) z&dny z téchto vzorkl
neexprimoval p53 v detekovatelné mite, zatimco u 8 (50%) z 16 HPV DNA-negativnich
pripadii jsme overexpresi p53 imunohistochemicky potvrdili.

Exprese proteinu p16 byla az na 2 vzorky nalezena u vS§ech HPV DNA-pozitivnich
ptipadi (93%).
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Obr. 7 Vzorek 1. Parafinovy fez tkani dlazdicobuné¢ného karcinomu, barveno
imunohistochemicky protilatkou proti proteinu pl6, originalni zvétSeni 400x.
Hodnoceno jako 100% pozitivita nukledrné i cytoplazmaticky
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Obr. 8 Vzorek 1, Parafinovy fez tkani dlazdicobunééného karcinomu, barveno

imunohistochemicky protilatkou proti proteinu p53, originalni zvétSeni 400x.
Hodnoceno jako negativni.
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Stejn¢ jako v celkovém souboru (109 TC) jsme i1 u této podskupiny pacientii
prokazali vyznamnou shodu v pfitomnosti HPV DNA a séropozitivitou na HPV16 E6 a
E7-specifické protilatky. Tyto protilatky byly v séru pfitomny u vSech kromé& dvou
(93%) HPV DNA pozitivnich pacientil, oba vySe zminéné typy protilatek byly zaroven

nalezeny pouze u jednoho pacienta s HPV DNA-negativnim tumorem.

Jeden ze dvou vyse popsanych piipadii bez detekovatelné exprese mRNA pii HPV
DNA pozitivit¢ byl pravé ptipad pozitivni na HPV 16 i HPV 18 DNA zaroven (viz.
Typové specificka prevalence). Dalsi markery aktivni virové infekce spise ukazuji u
tohoto vzorku na etiologicky vyznam HPV 18 nebo na jinou nez virovou etiologii.
Naproti tomu u druhého HPV 16 DNA pozitivniho vzorku bez exprese HPV16 E6
mRNA vsechny nepiimé markery naznacovaly aktivné probihajici HPV infekci. Pficina
nemoznosti zachyceni HPV 16 E6 mRNA je tedy otazna.

Pro stanoveni citlivosti, specificity, pozitivni (PPV) a negativni (NPV) prediktivni
hodnoty jednotlivych markerd jsme podsoubor rozdé€lili na skupinu pozitivnich na
expresi virového genomu (HR HPV DNA-pozitivni s expresi HPV 16 E6 mRNA) a
skupinu negativnich (DNA a RNA-negativni nebo DNA-pozitivni a RNA-negativni).

Optimalni kombinaci vysoké citlivosti i specificity vykazovala imunohistochemicka
detekce p16 (96% a 94%, respektive), o malo niz$i hodnoty pak sérologicka detekce
HPV 16 E6 a/nebo E7- specifickych protilatek (96% a 89%, respektive). Srovnatelnou
hodnotu citlivosti, ale nizsi specificitu ukazala metoda imunohistochemické detekce p53

(96% a 56%, respektive).

Pouze u 9 (36%) z 25 studovanych vzorku exprimujicich E6 mRNA jsme zaroven
nalezli i mRNA specifickou pro oblast E2. To jasn¢ znaci, ze 16 z 25 (64%) HPV
mRNA pozitivnich piipadd vykazovalo znamky exprese virové mRNA, ktera je

charakteristicka pro integraci viru do genomu buiiky.
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Tabulka 7. Tkanové a sérologické markery v podskupiné pacientii, u nichz byl dostupny
materidl pro RNA analyzu

.. Protilatky
worca | HPYTYP L mania] P53 1HC [ p161He | DR [ hevas [ Hevis [ Hevis
E6’ E7? E6/ET7?
1 16 1 0 1 0 0 1 1
2 16 1 0 1 1 1 0 1
3 16 1 0 1 0 1 1 1
4 16 1 0 1 0 1 0 1
5 16 1 0 1 NA 1 1 1
6 16 1 0 1 0 0 1 1
7 16 1 0 1 NA 1 1 1
8 16 1 0 1 1 1 1 1
9 16 1 0 1 0 1 1 1
10 16 1 0 1 1 1 0 1
11 16 1 0 1 1 1 1 1
12 16 1 0 1 0 1 1 1
13 16 1 0 1 0 1 1 1
14 16 1 0 1 1 1 1 1
15 16 1 0 1 1 1 0 1
16 16 1 0 1 0 0 1 1
17 16 1 0 1 0 1 1 1
18 16 1 0 1 0 1 1 1
19 16 1 0 1 1 1 1 1
20 16 1 0 1 0 1 1 1
21 16 1 0 1 0 1 1 1
22 16 1 0 1 0 1 0 1
23 16 1 0 1 0 1 1 1
24 16 1 0 1 1 1 1 1
25 16 1 0 1 0 1 1 1
26 16 1 0 1 1 1 1 1
27 16 1 1 0 0 0 0 0
44 16,18 0 0 0 0 0 0 0
45 16 0 0 1 0 1 1 1
28 0 0 1 0 NA 0 0 0
29 0 0 1 0 NA 0 0 0
30 0 0 1 0 NA 0 0 0
31 0 0 1 0 NA 0 0 0
32 0 0 1 0 NA 0 0 0
33 0 0 1 0 NA 0 0 0
34 0 0 1 0 NA 0 0 0
35 0 0 1 0 NA 0 1 1
36 0 0 0 0 NA 0 0 0
37 0 0 0 0 NA 0 0 0
38 0 0 0 0 NA 0 0 0
39 0 0 0 0 NA 0 0 0
40 0 0 0 0 NA 0 0 0
41 0 0 0 0 NA 0 0 0
42 0 0 0 0 NA 0 0 0
43 0 0 0 0 NA 0 0 0
sensitivita 27127 (100%)| 27/27 (100%)| 26/27 (96%) |26/27 (96%) 23/27 (85%)| 21/27 (78%)| 26/27 (96%)
specificita 16/18 (89%) [ 18/18 (100%6)[10/18 (56%)[17/18 (94%) 17/18 (94%)| 16/18 (89%)| 16/18 (89%)

NA = nedostupny pro piislusnou analyzu
Y =séropozitivni/ O=séronegativni na HPV 16 E6- a/nebo E7-specifické protilatky
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4.7 Analyzy preZiti

Analyzy pfteziti byly provedeny na komplexnim souboru pacienti (N=109). Z téchto
109 pacientit 77 (71%) zilo v dobé analyzy bez zndmek nadoru. Doba sledovani se
pohybovala mezi 0,02-4,9 roky. Primérna doba sledovani byla 2,4 let. Ze 32 pacientq,
kteti zemfteli, 26 mélo recidivu TC, jeden zemfel na duplicitni nadorové onemocnéni a 5
pacientli zemielo na onemocnéni bez souvislosti s nadorem

Pouzitim Kaplan-Meierovy metody a log-rank testu jsme zjistili vyznamné lepsi
specifické preziti u pacientii s HR HPV pozitivnimi nadory oproti pacientim s HPV-
negativnimi nadory (pramérny cas pieziti 4,4 vs. 3,3 let, P=0,004, viz. Tab. 8 a Obr.9).

Prognostickd vyhoda pacienti s HPV-pozitivnim tumorem byla navic pozorovana
nezavisle na tom, ktery marker byl ke stanoveni HPV infekce pouzit. Pacienti se
séropozitivitou na HPV16 E6 a/nebo HPV16 E7 specifické protilatky méli rovnéz delsi
prumérnou dobu preziti (4,4 vs. 3,4 a 4,3 vs. 3,5, P=0,004 a P=0,033, respektive).

Nepiekvapilo zjisténi, ze jsme u pacientll s mensimi tumory (T1 a T2) pozorovali
vyznamné lepsi specifické preziti nez u pacientii s nadory velikosti T3 a T4 (primérna
doba pieziti 4,3 vs. 3,0, P=0,003).

Analyzy epidemiologickych parametrli s vlivem na pfeziti ukazaly, Ze soucasni
kutéci v porovnani s byvalymi nebo té€Zci v porovnani s lehkymi kutaky maji statisticky
vyznamné horsi preziti (P=0,026, P=0,045, respektive). Nepozorovali jsme vsSak v
nasem souboru zadny vliv konzumace alkoholu na pfeziti.

Podrobnéjsi analyza vztahu kufactvi a HPV pozitivity a jejich vlivu na preziti
ukazala, ze kufaci 1 nekufaci s HPV-pozitivnim nddorem maji vyznamné lepsi preZiti
nez pacienti s HPV-negativnim naddorem (mezi kterymi nebyl, mimochodem, v celém
souboru ani jeden nekufdk). Zminény rozdil v preziti si udrzel statistickou vyznamnost i
po adjustaci na dal$i kofaktory (v€k, konzumace alkoholu, velikost tumoru, incidence a
rozsah uzlinovych metastaz) v Coxové regresni analyze (adj. P=0,048, adj. P=0,013,

respektive, Obr. 9).
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Obr. 9: Analyza preziti podle detekce virové DNA: A/ HR HPV-pozitivni vs. HR HPV-
negativni ptipady (P=0,007) a B/ podle soucasného hodnoceni pfitomnosti virové DNA
a kutactvi - HPV-pozitivni kufaci, HPV- pozitivni nekutaci a HPV-negativni kufaci

Multivariantni Coxova regresni analyza potvrdila lepSi pfeziti pacienti s HPV
pozitivnimi tumory i v pfitomnosti dalSich kofaktort (adj. P=0,023) — v¢k, kufactvi,
konzumace alkoholu, velikost tumoru, stadium onemocnéni, diferenciace nadoru a
incidence a rozsah uzlinového postizeni. Vyznam HR HPV pozitivity pro pieziti
pacienti jsme potvrdili 1 pomoci omnibus testu, kde se jako nejméné¢ hodnotny
prognosticky model ukézal ten, z néhoz byla HR HPV pozitivita v tumorosni tkani jako

proménna vyrazena.
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Obr.10 Analyzy pieziti podle vysledkt detekce nepiimych markerd aktivni virové
infekce: A/ HR HPV-pozitivni vs. HR HPV-negativni, B/ tumory pozitivni vs. negativni
na expresi HPV 16 E6 mRNA, C/ ptipady pozitivni vs. negativni na piitomnost HPV 16
specifickych E6/E7 protilatek v séru, D/ tumory pozitivni vs. negativni na expresi
proteinu p16, E/ tumory pozitivni vs. negativni na expresi proteinu p53, F/ HPV-
pozitivni kutéaci, HPV pozitivni nekutéci a HPV negativni kuféaci

Jedinym dalSim faktorem s vlivem na pteziti, jehoZ vyznamnost byla potvrzena

multivariantni analyzou, byla velikost tumoru (adj. P=0,049)

61



V analyze pfeziti provedené izolované pro podsoubor pacientl, jejich vzorky byly
dostupné pro izolaci RNA, byly pozorovany stejné trendy, jako v celkovém souboru
109 pacientt, ale vysledky nedosahly statistické vyznamnosti. Vysledky analyzy pteziti
podle jednotlivych nepfimych markerd HPV infekce jsou zobrazeny na Obr. 10.

Tabulka 8. Faktory s vlivem na pfeziti pacienti

Celkovy Kaplan-Mayerova analyza Coxova regresni analyza
Faktor pocet Primémé preZiti (95% s Adjustovana
pacienti Cl) P-hodnota HR™ (95%C1) P-hodnota*
HR HP'\(/iDNAEEJ,ZIFNItaV 4,30 (3,96-4,64)
TECorone an 109 0,004 | 0,368 (0,155-0,874) 0,023
HR HPV DNA negativita v 3,25 (2,64-3,87)
nadorové tkani S
1 | oba poz. 4,41 (4,08-4,75)
1 2 23-0,41 2
HPV 16 E6/ET" [~ o 09 3.28 (2.74.353) 0,00 0,098 (0,023-0,416) 0,00
» | pozitivni 3,91 (3,44-4,39)
1 4 255 (0,100-
HPV 16 VLP® |- 09 3,89 (346.4.32) 0,848 | 0,255 (0,100-0,663) 0,005
Uzlinové NO 3,72 (3,41-4,03)
rctastizy NL3 107 3,82 (3.43.4.21) 0,089 | 3,528 (0,794-15,670) 0,098
Velikost tumory |12 107 4,30 (3,96-4,64) 0003 | 2.357 (1,002-5,541) | 0,049
T3+T4 3,05 (2,46-3,63)
Grade Gl1+2 106 3,98 (3,55-4,40) 0,638 | 1,340 (0554-3241) | 0517
G3 3,74 (3,20-4,28)
o Ano 3,71 (3,35-4,08)
Koufeni Ne 109 463 4155.12) 0,061 | 3,484 (0,415-29,412) 0,25
Ano 3,82 (3,45-4,19)
Alkohol 109 0,695 | 1,162 (0,403-3,351 0,781
ono Ne 4,08 (3,45-4,72) ' 162 (0,403-3,351) :
, z 4,19 (3,44-4,93)
p 1 447 4(0,178-2,4 22
ohlavi v 09 378 (3434 12) 0, 0,654 (0,178-2,400) 0,5
s <55 3,90 (3,36-4,43)
kové sk 1 1 214-1,431 222
Vékova skupina = 09 3,66 (3,28-4,03) 0,000 0,553 (0, ,431) 0,

YHPV 16 E6- a/nebo E7-specifické protilatky v séru

?jako antigen pouzity HPV 16-specifické VLP

*HR = hazard ratio - pomér rizik

4Adjustovémo na v&k, konzumaci alkoholu a tabaku, velikost tumoru, incidenci a rozsah uzlinovych
metastaz
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5. DISKUZE

Tato prospektivné koncipovana studie byla provedena na piesné definovaném
souboru pacientil s primarnim tonzilarnim karcinomem. Analyzovali jsme pfitomnost,
transkripcni aktivitu a integraci HR HPV a nékolik dalSich nepfimych markera, které by
mohly mit prognosticky vyznam. Vysledky poskytuji dal§i vyznamny dikaz pro
hypotézu, ze pacienti s HPV-iniciovanymi tumory maji lep$i pfeziti a mohli by tak byt
1é¢eni méné agresivnimi nebo odliSnymi metodami. Zaroven jsme identifikovali nékolik
biomarkerd, které se ve vzajemné kombinaci jevi jako vysoce senzitivni i specifické a

vhodné pro vyuziti v klinické praxi.

Prevalence HPV DNA byla v nasi studii 65%, nejcastéjSim typem HPV byl typ 16,
ktery infikoval 94% vsech HPV DNA pozitivnich tumord. Tato data se shoduji s
vysledky dalsich studii * °. Piestoze jsme pouzili metodu, pomoci niz lze detekovat 37
ruznych typt i pfipadné multiplicitni HPV infekce, nalezli jsme, na rozdil od udajii
uvedenych v metaanalyze®’, pouze jeden vzorek pozitivni na dva HPV typy zarovei. V
souhlasu s vySe zminénou metaanalyzou se shoduje udaj o prevalenci HPV 33, ktery
jsme nalezli u 1% vzorkt. Dalsi typy (HPV 26, 52, 58), jejichZ vyskyt ostatni studie
nepopisuji, jsme nalezli kazdy v jednom vzorku. Na rozdil od jinych autort 68 jsme

v nadorové tkani nenasli zadné nizko rizikové typy.

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 vSak
pozorovali v kutadckych zvyklostech: ve skupiné pacienti s HPV-negativnimi bylo
vyrazné vice kufdkll a silnych kufdki. Toto pozorovani se shoduje jak s naSimi

piedeslymi daty ®°, tak s vysledky mnoha dalsich praci *"2

. Zéarovei jasné ukazuje, Ze
koufeni, které ptedstavuje vyznamny rizikovy faktor pro dlazdicobunétné karcinomy
hlavy a krku obecné, nehraje v ptipadé HPV-pozitivnich nadorti zdaleka tak vyznamnou
roli. Jaka je skutecna role kouteni u HPV pozitivnich nadori neni v soucasné chvili
znamo. V nasem souboru bylo celkové pfeziti HPV pozitivnich kutdk jen
nesignifikantné horsi nez HPV pozitivnich nekurakt. V tomto ptipadé byl navic soubor

rozdélen na zakladé¢ ptitomnosti HR HPV DNA, neslo tedy o bezpecny dikaz HPV
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etiologie u HPV pozitivnich pacientl. Je mozné, ze ¢ast HPV pozitivnich kuiaki méla
sice v nadoru ptitomnou virovou DNA, ktera se vSak neuplatiiovala na vzniku tumoru a
§lo u nich o tabakem indukovany tumor (pro vysetfeni RNA byla k dispozici jen zhruba
polovina vzorkl). Teprve vySetfeni vétSich souborii pacientd na markery ukazujici na
aktivni roli HPV v nadoru da ptesnéjsi odpovéd na otdzky interakce koufeni a
pfitomnosti HPV.

Na rozdil od jinych studii se vSak mezi HPV-pozitivnhimi a negativnimi v naSem

souboru nepodatilo prokazat rozdil v sexualnich praktikach.

Vysledky ptedeslych 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 karcinoml bylo zjiSténo, Ze nejlépe virovou aktivitu
reflektuje piitomnost E6/E7 mRNA ve tkani’>. Zamé&fili jsme se proto jak na tyto pimé
markery infekce, tak na markery neptimé, jako je exprese pl6 a dalsi. Pro testovani
RNA byla k dispozici jen mensi ¢ast vzorku (celkem 45). Tento podsoubor byl vsak

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.

Detekce exprese HPV onkogenl byla zatim provedena jen v omezeném mnoZstvi
studii na nadorech hlavy a krku. Ve shodé s naSimi vysledky popsali Lindquist a spol.
E6 mMRNA ve 42 z 53 (79%) vzorkii HPV16 DNA-pozitivnich TC. Zaroven ale tito
autofi nalezli E7 mRNA v 94% takto pozitivnich vzorki *°. Dalii 2 studie vénované
tomuto tématu prokazaly expresi onkogentl v mensi mife. Smeets a spol. zdetekovali E6
MRNA expresi v 6 (75%) z 8 HPV16 DNA-pozitivnich vzorcich orofaryngealnich
karcinomi >*. Jung a spol. nedavno popsali expresi HPV onkogenu pouze u 12 z 30
(40%) HR HPV DNA-pozitivnich vzorki orofaryngealnich karcinoma’”.

Takto diskrepantni vysledky mohou vychazet z odliSnosti v prevalenci HPV v TC, z
geografickych a socioekonomickych souvislosti a z rozdilnych metod pouzitych pro
analyzu RNA. Podobnych studii je ve svétové literature teprve nékolik s malym poctem
zatazenych subjekt. Studie exprese virovych onkogeni na vétSim poctu pacient

umozni piesnéji posoudit divody piipadnych diskrepanci.
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Jako prvni jsme provedli na vzorcich TC analyzu exprese genové oblasti HPV 16 E2,
tedy na trovni RNA, coz je metoda povazovana za zlaty standard detekce integrace
virové DNA do genomu hostitelské buiiky 38,39,

V cervikalnich karcinomech vede integrace HR HPV DNA do genomu bunky k
eliminaci supresniho vlivu produktu genu E2 na expresi geni E6 a E7, které jsou
nasledné velmi silng exprimované .

Absence mRNA obsahujici oblast E2 byla zjisténa u 16 (64%) z 25 vzorki TC
exprimujicich E6 mRNA, coz znaci, ze exprese E6/E7 pochazi v téchto nadorech z
integrovaného HPV genomu. Tento pomér je shodny s udaji, které uvadi Hatkamp a
spol. a Koskinen a spol.*® *". Ve zbyvajicich 9 vzorcich, které jsou na expresi E2
MRNA  pozitivni, pochazi E6/E7 mRNA  velmi  pravdépodobné z
extrachromosomalniho, neintegrované¢ho plasmidu HPV. Bohuzel vSak pouzitd metoda
dalsi analyzy k objasnéni, zda tyto vzorky neobsahuji krom¢& episomalniho viru zaroven

1 ¢ast integrovaného.

Podsoubor vzorkl, vhodnych pro RNA analyzu, jsme dale vySetiili z hlediska
nepiimych markerd aktivniho ptisobeni viru v burce, tedy na expresi proteinu p16 a p53
pomoci imunohistochemie. Protein pl6 je dnes vSeobecné pfijimdn za nepfimou
znamku aktivniho vlivu onkogenu E7 v buiikach cervikalniho karcinomu ® Nicméng v
oblasti nadort hlavy a krku byla nedavno popsana zhruba 20% neshoda ve vysledcich
detekce HPV DNA a p16 °. Autofi interpretovali vystupy této studie tak, ze pl6
samostatné nemuze slouzit jako nepiimy marker HPV infekce pro karcinomy hlavy a

krku. Naproti tomu nase vysledky ve shodé s dal§imi autorysz’ 60, 77

ukazuji, Ze detekce
exprese pl6, zejména pokud je zéroven detekovana HPV DNA, piedstavuje velmi
citlivou a specifickou metodu pro vybér pacienti s HPV-asociovanym tumorem i v
oblasti hlavy a krku.

Citlivost a specificita kombinace imunohistochemické detekce p16 s PCR detekci
HPV DNA v nasi studii byla 100% a 88%, respektive. Jedna se o srovnatelné hodnoty s
dalSimi publikovanymi udaji > Vysledky nasi studie ve shodé s dal§imi tedy naznacuji,
ze spolecna analyza HPV DNA a p16 by mohla nahradit technicky 1 finan¢né naro¢nou

detekci E6 mRNA.
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Dale jsme v mensim souboru 45 vzorkt analyzovali expresi proteinu p53. Citlivost i
specificita tohoto markeru vSak byla nizka — u HPV-negativnich vzorkd, u kterych
bychom ocekavali pozitivni p53 expresi ve vétSiné piipadi, byla tato nalezena pouze v
50%. Jednim z moznych vysvétleni mize byt omezend vypovédni hodnota
imunohistochemické detekce exprese p53. Ta ziejmé nevypovida zcela vérohodné o
mutacnim stavu genu TP53" " Souhrnné lze ¥ci, Ze absence zvysené exprese pS3 neni

spolehlivym markerem aktivniho ptisobeni HPV v TC.

Vysledky analyzy vyplachii dutiny ustni ukazaly, ze ptfitomnost HPV DNA v
odloucenych buiikach dutiny ustni dobie koreluje s pfitomnosti HPV DNA ve tkdni a
jevi vysokou citlivost (74%) a specificitu (82%). Podobné vysledky popisuji i dalsi
autoi® ®, zatimco autofi rozsahlé mezinrodni studie popsali vyskyt HPV DNA
pozitivity ve vyplachu dutiny ustni stejny ve skupiné pacientd s nadory dutiny Gstni a
orofaryngu jako ve skupiné zdravych kontrol®. Nicméng cytologicka analyza byla v
této studii provedena jen u casti vzorkll a studie navic probihala multicentricky, coz
nutné pripousti rozdilnost v ziskdvani cytologickych vzorkt, kterda muize vést ke

zkresleni.

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 Ccastic, reflektuji
anamnestickou expozici HPV infekci, nepodavaji Zadnou informaci o soucasné
probihajicim onemocnéni ®. Naproti tomu protilatky proti onkoproteiniim E6 a E7 jsou
velmi Casto pritomny v sérech pacienti s HPV-asociovanym nadorovym onemocnénim,
ale nejsou pritomny v sérech zdravych pacientli ¢i u nositelti asymptomatické infekce 8,

V souladu s touto teorii byla v celém souboru 109 pacientli s TC nalezena statisticky
vyznamna korelace HPV ~ DNA a/mebo RNA pozitivity/negativity  se
séropozitivitou/séronegativitou na protilatky proti E6/E7 onkoproteinim.

Ptitomnost anti-E6/E7 protildtek (na rozdil od pfitomnosti HPV specifickych

protilatek proti VLP) zarovenl vyznamné korelovala s pfezivanim pacientii. Podobna
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pozorovéni popsali i dal3i autoti ®. Z vyse uvedeného vyplyva, Ze protilatky proti HPV
16 E6 a E7 onkoproteinim jsou vysoce senzitivnimi (96%) a specifickymi (89%)
markery HPV-asociovanych TC.

Vysledky multivariantni analyzy celého souboru ukazaly, ze HPV pozitivita
predstavuje nejsilné€j$i ukazatel preziti u pacient s TC. Prognostickd vyhoda HPV-
pozitivnich pacientd navic nezavisi na markeru, ktery byl pouzit k identifikaci HPV
pozitivity nadoru. I kdyZ pro mensi soubor pacienti (limitovany dostupnosti pro RNA
analyzu) nebylo dosazeno statistické vyznamnosti, oba typy markerti — pfimé i nepfimé
— korelovaly s lepsim specifickym piezitim.

Jediny z dal$ich faktorti, u n€hoz se projevil vliv na prognézu, byla velikost tumoru,

3. 84 Rozsah uzlinového postizeni (N-

coz se shoduje s vysledky jinych studii
klasifikace) nemél pro nas soubor pacientli vyznamny vliv na pieziti, coZ souhlasi s
nasimi piedeslymi vysledky 2* a vysledky dalsich studii ¥, naproti tomu Hoffmann a
spol. popisuje, Ze mira postizeni uzlin v jejich souboru vyznamné ovlivnila pfeziti a to
nezavisle na HPV statusu®.

Prognostickd vyhoda HPV-pozitivnich pacientli byla potvrzena vysledky mnoha
praci °8, 84, 86 zpracovano v metaanalyze ¥ Dilezité je v tomto bod¢ podotknout, Ze
pfevazna vétSina studii hodnoticich preziti ve vztahu k HPV byla koncipovana

retrospektivng, pouze dvé studie " %

probihaly podobné jako naSe v prospektivnim
schématu. Pro vysvétleni byla navrZzena cela fada hypotéz, stale v§ak neni v této otazce
jasno. Jako nejpravdépodobnéjsi se jevi nazor, ze zablokovani metabolickych cest p53 a
pRb virovymi onkoproteiny je podstatné menSim zdsahem do genomu, neZ cetné
mutace u tabdkem indukovanych nadorti. Nadorové bunky s mensim genetickym
poskozenim pak 1épe odpovidaji na 16¢bu®. Dalsi moznosti je, ze HPV pozitivni nadory
stimuluji imunitni systém, ktery se pak podili na eliminaci nadoru. Existuje studie
dokazujici u mysi, ze pro prognostickou vyhodu HPV pozitivnich nadort je nezbytna

pfitomnost funkéniho imunitniho systémugo.

Pokusili jsme se i blize definovat vztah HPV a koufeni, coby vyznamného rizikového
faktoru pro karcinomy hornich cest dychacich a polykacich. Porovnali jsme parametry
preziti ve skupinach rozdélenych dle parametrti kuiactvi i HPV statusu dohromady.

Kaplan-Maierova analyza ukazala statisticky vyznamny rozdil v pteziti ve skupiné
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kurakt dle HPV pozitivity, zatimco ve skupiné HPV pozitivnich pacienti mezi kutréky a
nekufaky vyznamny rozdil nalezen nebyl.

Toto zjisténi se jednak shoduje s vysledky popsanymi v dalsi studii % ale zaroveii
zna¢né podtrhuje HR HPV etiologii coby nejsilnéjsi prognosticky faktor pro karcinomy
hlavy a krku.
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6. ZAVERY

Souhrnné lze fici, ze bylo dosazeno téchto vytyCenych cilt:

-Ve vysoce homogenni a pfesn¢ definované skupiné pacientii s primarnim
dlazdicobunéénym karcinomem tonzily v Ceské republice byla zji§téna

prevalence HPV DNA v nadorové tkani 65%.

-Pouzitim detekce exprese virové HPV16 E6-specifické mRNA, kterd je obecné
pfijiméana jako zlaty standard pro stanoveni transkripéni aktivity viru, byla tato

prokazéana u (93%) HPV DNA-pozitivnich ptipadi.

-Na mensim souboru pacientll se podafilo prokazat vysokou korelaci nepfimych
markert HPV infekce (p16; anti HPV16 E6/E7) s HPV DNA/RNA pozitivitou

nadoru. Tyto markery se zaroven ukézaly jako vysoce citlivé i specifické.

-Mezi pacienty s HPV pozitivnimi a negativnimu tumory jsme nalezli celou fadu

rozdila v klinickych i demografickych charakteristikach.

-Zjistili jsme, ze pacienti s HPV pozitivnimi dlazdicobunéénymi karcinomy tonzil
statisticky vyznamné lépe preZivaji a Ze je tato prognostickd vyhoda nezavisla na
dalSich faktorech (koufeni, vék, stadium tumoru, pfitomnost pozitivnich uzlin a

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

Pacienti s HPV iniciovanymi karcinomy se v mnoha aspektech li$i od pacientu, jejichz
nadory byly vyvoldny klasickymi rizikovymi faktory, mimo jiné i vyznamnou

prognostickou vyhodou.

To napovida, ze by HPV pozitivita tumoru, jakozto nezavisly prognosticky faktor, méla
mit vliv na klinické rozhodovani. Pacienti postizeni HPV pozitivnim nadorem by tak
pravdépodobné mohli podstoupit 1é¢bu v odlisSném — méné agresivnim — rezimu. V
pripadé nadort hlavy a krku je nutné mit na paméti, ze se jedna o onemocnéni, jehoz
lécba je pro pacienta velmi zatézujici — at uz mame na mysli ¢asto mutilujici
chirurgické vykony ¢i velké mnozstvi nezddoucich vedlejSich ucinkli konzervativni

onkologické terapie.

Aby se vSak nezhorSily dosud velmi dobré vysledky 1écby pacientli s HPV-zavislymi
tumory, musi byt bezpodmine¢né zavedeni tohoto poznatku do praxe potvrzeno jesté

pomoci dal$ich studii provedenych na velkych souborech pacientd.

Ukézali 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 pfedstavuji vysoce senzitivni a specifické metody k identifikaci pacientd,
jejichz TC je kauzaln€ spojen s HPV infekci. Navic jsou tyto testy snadno dostupné v

rutinni klinické praxi.

Obecné¢ mé problematika HPV asociovanych zhoubnych nédorti v souCasnosti jesté
dal$i vyznamny rozmér, vzhledem k nové vyvinutym vakcinam proti papillomavirové
infekci, které jiz prosly stadiem klinickych zkousek a jsou jiz bézné (v nékterych

zemich dokonce plosné) aplikovany.

Dosavadni vysledky ukazuji, ze tyto vakciny s velkou pravdépodobnosti (pii dodrzeni

urcitych podminek) zabrani vzniku cervikalniho karcinomu — tedy prototypu HPV-
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asociovanych nadorti. Je velmi pravdépodobné, ze by plosna 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 opatfeni, nejvyznamnéjSim faktorem v prevenci naddorti hlavy a krku.
Definitivni ustanoveni etiologické souvislosti nadorti hlavy a krku s HPV infekci by
vybizelo k vakcinaci nejen divek, ale 1 chlapcti. Pomérem ,,cost-benefit™ této vakcinaéni

strategie se dnes zabyva fada studii na celém svéte.
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