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ABSTRAKT

Karcinomy hlavy a krku (HNSCC) jsou celosvétove
vyznamnou pii¢inou umrtnosti. Mezi hlavni etiologické
faktory patii kouteni, konzumace alkoholu a infekce
lidskymi papillomaviry (HPV). Pacienti s HPV-
asociovanymi HNSCC maji lepsi prognozu. U pacientd
s HNSCC byla detekovana fada abnormalit v imunitnim
systému. Jen nékolik malo praci porovnava jak
virologické, tak imunologické parametry a koreluje je s
progndzou pacienta.

Dizertacni prace byla zaméfend na studium
imunologického profilu u pacientii s HNSCC, ktery je ¢i
neni etiologicky spjat s HPV.

Do souboru bylo zatazeno 110 pacientii s HNSCC. Na
zakladé HPV 16 E6 mRNA byli pacienti rozdéleni do
skupiny HPV-pozitivnich a HPV-negativnich. Zakladni
lymfocytarni subpopulace v periferni krvi (PK) (CD3+,
CDA4+ CD25+ Treg, CD4+ CD25+ FoxP3 Treg, CD4+,
CD8+, CD19 B buiiky a CD3- CD56+ CD16+ NK
buiiky) byly detekovany pomoci priitokové cytometrie.
Pacienti s HPV-asociovanymi HNSCC byli prognosticky
zvyhodnéni. Dale bylo pfeZivani ovlivnéno hladinou
CD4+ CD25+ Treg a niz§im pomérem CD8+/ CD4+
CD25+ Treg v PK. Skupina pacientii s HPV-
asociovanymi karcinomy a vyssi hladinou CD4+ CD25+
Treg vykazovala signifikantné lepsi piezivani. U
pacienti s HPV-asociovanymi karcinomy byly
detekovany signifikantni zmény v zastoupeni
jednotlivych lymfocytarnich subpopulaci. Z vysledka
vyplyva, zZe u pacientd s HPV-asociovanymi HNSCC je
imunitni systém modifikovan.



ABSTRACT

The increasing incidence of head and neck squamous cell
carcinoma (HNSCC) is associated with an infection
caused by human papillomaviruses (HPV). Most
significant feature of patients with HPV-positive HNSCC
is a lower recurrence rate. HNSCC is linked to an
alteration in the immune system. While many studies
reported correlation of the level of T cell populations and
patient prognosis only few of them analyzed both
virological and immunological parameters. The aim of
this study was to determine whether HPV infection and
the immunological status influence patient prognosis
individually or in concurrence.

In our study, 110 patients with HNSCC were enrolled.
They were divided into HPV-positive and HPV-negative
groups based on the expression of HPV 16 E6 mRNA.
Basic lymphocyte subpopulations (CD3+, CD4+ CD25+
Treg, CD4+ CD25+ FoxP3 Treg, CD4+, CD8+, CD19 B
cells, and CD3- CD16+ CD56+ cells K cells) were
determined by flow cytometry in the peripheral blood
(PB).

We observed significantly better survival in patients with
HPV-associated HNSCC. Moreover, survival was
affected by the levels of CD4+ CD25+ Treg and a lower
CD8+/ CD4+ CD25+ Treg ratio in the PB. Group of
patients with HPV-associated carcinomas and higher
level of CD4+ CD25+ Treg showed significantly better
survival. Patients with HPV-associated carcinomas had
significantly changes in the immune system.

The immune system of HPV-associated HNSCC is
modified.
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Karcinomy hlavy a krku (HNSCC) jsou s piiblizné

550 000 kazdorocné nové diagnostikovanymi piipady
celosvétoveé vyznamnou pfi¢inou nemocnosti a umrtnosti
(Warnakulasuriya 2009).

Mezi hlavni etiologické faktory patii kouteni a
konzumace alkoholu. Ptiblizné 25% HNSCC je
asociovano s infekci HPV (Smith et al. 2012). Velké
epidemiologické studie popisuji vzestupny trend

Vv incidenci karcinomu orofaryngu, zatimco incidence
karcinomil v jinych lokalitach hornich cest dychacich a
polykacich ma sestupnou tendenci (Nasman et al. 2009).
Tato vzrustajici incidence je vysvétlovana HPV infekeci.
s HPV-asociovanymi HNSCC mayji lepsi prognézu
(Koslabova et al. 2013).

U pacientii s HNSCC byla detekovana fada abnormalit

V imunitnim systému (Duray et al. 2010).

V soucasné dobé je dobte znamo, ze vznik HNSCC je
spjat s koufenim, konzumaci alkoholu a HPV. Avsak rust



a progrese nadortl jsou asociovany se selhanim
imunitniho systému. Recentni studie poukazuji na
specifické zmény v imunitnim systému pacienta

s HNSCC (Duray et al. 2010). Kli¢ovou roli na poli
protinadorové imunity hraji T lymfocyty (Badoual et al.
2013), které jsou nyni v souvislosti s nadorovymi stavy
detailn¢ studovany. Bylo zjisténo, ze T lymfocyty
vyskytujici se v nddorem postizeném organizmu vykazuji
fadu nejen kvalitativnich defekti, ale 1 kvantitativni
zmény a to jak v nadorovém mikroprostiedi (NM), tak

v periferni krvi (PK) (Hoffmann et al. 2002; Nordfors et
al. 2013). HPV infekce aktivuje v napadaném organizmu
jak neadapativni tak adaptivni imunitni mechanizmy
(Deligeoroglou et al. 2013). Z neadaptivnich
mechanizmil se uplatiiuji zejména NK buiiky, NKT
bunky a makrofagy (Deligeoroglou et al. 2013). Z
adaptivnich imunitnich mechanizmu to jsou specifické
Tc lymfocyty (Deligeoroglou et al. 2013). Ve vétsing
ptipadli dochézi po aktivaci téchto mechanizmi

k potlaceni infekce. HPV vsak disponuje fadou
mechanizmi, jak imunitnimu systému uniknout.

Mnoho studii popisuje prognosticky vyznam
imunologickych parametrd u epitelovych nadort (Salama
et al. 2009), ale je jen par studii zabyvajicich se vztahem
mezi HPV infekei, imunitnim stavem a prognézou u
pacient s HNSCC (Wansom et al. 2012; Nordfors et al.
2013).

2. STANOVENI CiLU A HYPOTEZ

Dizertaéni prace je zaméfena na detekci jednotlivych
lymfocytarnich subpopulaci v periferni krvi u pacient
s HPV-asociovanymi a neasociovanymi HNSCC a na
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vliv imunologickych a virologickych parametrt na
progndzu pacienta.

Cile dizertacni prace lze shrnout do nasledujicich bodu:

A) Stanovit prognosticky vyznam HPV

B) Ov¢fit, je-li mozné pro prikaz HPV etiologie
HNSCC nahradit detekci HPV 16 E6 mRNA
detekci kombinace markerd HPV 16 DNA a pl6

C) Ur¢it, je-li imunofenotyp u pacientd s HNSCC
V porovnani s imunitnim systémem zdravych
jedinct modifikovany

D) Porovnat piipadné zmény v imunitnim systému u
pacientii s HPV-asociovanymi a neasociovanymi
HNSCC

E) Zjistit, ovliviiuje-1i imunitni stav pacient
s HNSCC jejich prognozu

F) Ur¢it, zda virologicky ¢i imunologicky faktor je
prognosticky vyznamnéjsi, zda tyto faktory
pusobi v soucinnosti, ¢i nezavisle na sob¢.

Cile byly stanoveny na zaklad¢ téchto hypotéz:

1H1 — HPV pozitivita je asociovana s lepsi prognozou
pacientti s HNSCC

1HO — Neni pozorovano lepsi ptezivani v zavislosti na
HPV statutu

2H1 — Pro prikaz stanoveni HPV- pozitivity je
postacujici detekce kombinace markerat HPV DNA +
p16, neni nutné detekovat HPV 16 E6 mRNA



2HO — Kombinace markera HPV DNA + p16 neni
dostate¢na pro ptesnou detekei etiologie HPV u HNSCC

3H1 — U pacientli nddorovym onemocnénim dochézi ke
zménam v zastoupeni jednotlivych lymfocytarnich
subpopulaci v PK v porovnéni se zdravymi osobami
3HO — Nejsou pozorovany zmény v zastoupeni
imunitnich parametrii v PK u pacientli s nadorem

V porovnani se zdravymi osobami

4H1 Zastoupeni jednotlivych imunologickych parametrti
v PK se 1i8i v zavislosti na etiologii nadoru (HPV-
asociovany/HPV-neasociovany karcinom)

4HO0 Zmény v imunitnim systému nejsou ovlivnény
etiolgickym agens

S5H1 Imunitni profil pacientti s HNSCC ovliviiuje
prognozu pacienta

5HO Prognoéza pacienta s HNSCC neni ovlivnéna
imunitnim stavem nemocné

3. MATERIAL A METODIKA

Do souboru bylo zatazeno 110 pacienti s HNSCC.
Celkem 52 zdravych jedinci tvofilo kontrolni skupinu.
Na zékladé HPV 16 E6 mRNA, ktera byla izolovana

z nadorové tkané, byli pacienti rozdéleni do skupiny
HPV-pozitivnich a HPV-negativnich. HPV 16 E6 mRNA
byla vySetfena metodou reverzni transkripce a nasledné
byla provedena PCR. HPV DNA byla izolovana z tkané
karcinomu a byla detekovana pomoci PCR. Typizace
byla provedena metodou reverni hybridizace (revese line



blott hybridization). Exprese proteinu p16 byla stanovena
na zaklad¢ imunohistochemického vysetteni.

Zakladni lymfocytarni subpopulace v periferni krvi (PK)
(CD3+, CD4+ CD25+ Treg, CD4+ CD25+ FoxP3 Treg,
CD4+, CD8+, CD19 a CD3- CD56+ CD16+) byly
detekovany pomoci prutokové cytometrie.

Primérné hladiny imunologickych parametrti byly
porovnavany mezi skupinou pacient S HNSCC a
skupinou zdravych kontrol. Dale byly tyto primérné
hodnoty porovnavany mezi pacienty s HPV-
asociovanymi a HPV-neasociovanymi karcinomy. Navic
byla zjis§tovana zavislost imunitnich bun¢k na véku
pacienta s karcinomem a na véku zdravého jedince.

Na zakladé hladiny Treg v PK byli pacienti rozd¢leni do
skupiny Treg high, u kterych bylo detekovano vice nez
5,2% Treg v PK v porovnani se zdravymi jednici a do
skupiny Treg low, u nichz bylo v PK méné nez 5,2%
Treg v porovnani s kontrolni skupinou. Cut off pro Treg
byl stanoven na zékladé¢ medidnu kontrolni skupiny.
Ptezivani bylo méteno ve dnech od data diagnozy do data
umrti nebo k datu posledni kontroly metodou Kaplan-
Meier, Log-rank testem a Coxovou regresi. Pomoci
Mann-Whitney testu byla zjiStovéana zavislost mezi HPV
a Treg.

4. VYSLEDKY

Demografické a klinicko-patologické charakteristiky
Do studie bylo zatazeno 110 pacienti s HNSCC a
kontrolni skupina sestavala z 52 zdravych osob. VétSina
pacientli byli muzi (66,3%), primérny veék pacientii ve
studii byl 58,2 let. VétSina byla v dobé zatazeni do studie



aktivnimi kutéky, ktefi pravideln¢ konzumovali alkohol.
Nejfrekventovanéjsi byla orofaryngealni lokalizace
karcinomu. Do studie byli zafazeni pacienti pievazné

s mens§imi karcinomy (T1 a T2) a ¢astéji u nich byla
detekovana piitomnost lokoregionalnich metastaz.
Vzhledem k uzlinovému nalezu se nejcastéji jednalo o
pokrocilejsi stddia onemocnéni (stadium Il a IV), a
karcinomy byly casté&ji dobte diferencované

Detekce HPV DNA a HPV 16 E6 mRNA v nadorové
tkani

Ze 110 pacient byla HPV DNA detekovéna u 44
(40,0%), zjistény byly pouze vysoce rizikové typy HPV.
Nejastéji detekovany byl typ HPV 16. Castéji byla HPV
DNA detekovana v orofaryngealni lokalizaci (93,2%).
HPV DNA nebyla nalezena ani u hypofaryngealnich ani
u laryngedlnich karcinomt. HPV 16 E6 mRNA byla
exprimovana u 83,7% pacienti. Shoda mezi soucasnou
pozitivitou HPV 16 DNA a pozitivitou HPV 16 E6
mRNA byla stiedné vyznamna (Kappa =0,5848).

Detekce proteinu p16 v nadorové tkani

Celkem v 55,0% ptipadi byl detekovan protein p16
Shoda mezi HPV 16 E6 mRNA pozitivitou a p16
pozitivitou a shoda mezi HPV 16 DNA pozitivitou a p16
pozitivitou byla sttedn€ vyznamna (Kappa = 0,685 a
Kappa=0,514). Detekce HPV DNA spolu proteinem p16
vykazovala 66,6% senzitivitu a 91,5% specificitu.
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Porovnani jednotlivych lymfocytarnich subpopulaci
mezi pacienty s karcinomem a kontrolni skupinou
Analyza byla provedena u 110 pacientli a 52 zdravych
jedinct.

Analyza téchto parametrii potvrdila statisticky vyznamné
rozdily v zastoupeni lymfocytarnich parametrti mezi
pacienty a kontrolami pro CD19 B bunky (P=<0,001),
CD4+ CD25+ Treg (P=<0,001) a FoxP3 Treg
(P=<0,001). Statisticky vyznamny rozdil v zastoupeni
CD19 B bun¢k, CD4+ CD25+ Treg a FoxP3 Treg mezi
pacienty a kontrolami zlstal zachovan i po adjustaci na
vek a koureni.

Dale bylo hodnoceno zastoupeni jednotlivych
lymfocytarnich subpopulaci v zavislosti na véku pfi
srovnani pacientl a kontrolni skupiny a jednotlivé
imunitni parametry byly adjustovany na koufeni.
Statisticky vyznamné rozdily mezi pacienty a kontrolni
skupinou byly pozorovany jen u CD3- CD56+ CD16+
NK bun¢k.

Imunitni profil u pacienti s HPV-asociovanymi a
neasociovanymi karcinomy hlavy a krku

Primérné zastoupeni jednotlivych lymfocytarnich
subpopulaci v PK bylo porovndvano mezi pacienty

s HPV-asociovanymi a HPV-neasociovanymi karcinomy.
Analyza téchto parametri potvrdila statisticky vyznamné
zvySené hladiny CD8 + T lymfocytd (pramér = 28,6; P=
0,039), CD3- CD56+ CD16+ NK bunék (priamér =
12,6%; P=0,033) a snizené hladiny CD19 B bun¢k
(pramér = 9,8%; P=0,035) u HPV-asociovanych
karcinomil ve srovnani s HPV-neasociovanymi
karcinomy. U pacientli s HPV-asociovanymi karcinomy
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byla zvySena i hodnota souctu CD4+ CD8+ T lymfocytt
(pramér = 75,2%; P=0,002). Po adjustaci na vék ziistal
zachovan statisticky vyznamny rozdil v zastoupeni CD8+
T lymfocyt, CD19 B bunék a souc¢tu CD4+ CD8+ T
lymfocyta.

Dale bylo hodnoceno zastoupeni jednotlivych
lymfocytarnich subpopulaci v zavislosti na véku
pacienta. Hladina CD8+ T lymfocyt, CD3- CD56+
CD16+ NK bunék a CD19 B bunék se s vékem
zvySovala, zatimco hladina CD4+ a CD4+ CD25+Treg se
s vékem snizovala. Nicméng¢, az na CD3- CD56+ CD16+
NK buiiky (P=0,007) byly hodnoty statisticky
nevyznamne.

Vyznam virologickych, imunologickych a klinicko-
patologickych parametri pro prognézu pacienti

s karcinomem hlavy a krku

Za pouziti Kaplan Meierovy analyzy a log rank testu bylo
pozorovano lepsi specifické preziti (DSS- disase-specific
survival) pacientti s HPV-asociovanymi karcinomy ve
srovnani s HPV- neasociovanymi karcinomy (P=0,032).
V multivariantni Coxové analyze byly testovany
nasledujici proménné a jejich vliv jak na DSS, tak na
celkové preziti (OS-overall survival): velikost nadoru,
pfitomnost uzlinovych metastaz, diferenciace nadoru,
kouteni, konzumace alkoholu, pfitomnost recidivy,
pomér CD8+/CD4+ CD25+ Treg, hladina CD4+
CD25+Treg, CD3+ T lymfocyti,, CD4+ T lymfocytu,
CD8+ T lymfocytli, CD3- CD56+ CD16+ NK bun¢k a
CD19 B bun¢k. Kazdy z téchto parametrt byl adjustovan
na HPV a vék pacienta.
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Pro DSS bylo pozorovano statisticky vyznamné lepsi
ptezivani u pacientt bez recidivy (adj P=0,001), bez
ptitomnosti lokoregionalnich metastaz (adj P=0,020), s
niz§im pomérem CD8+/CD4+ CD25+ Treg (ad]
P=0,001) a vy$8imi hladinami CD4+ CD25+ Treg (CD4+
CD25+Treg high) (adj P=0,001). Na hranici statistické
vyznamnosti pfezivani pacientii ovliviiovaly vyssi
hladiny CD3- CD56+ CD16+ NK bunék (adj P=0,062) a
kombinace parametri HPV+/CD4+CD25+Treg high (adj
P=0,063).

Signifikatné lepsi pfezivani v OS bylo, dle piedpokladi,
pozorovano u pacientli s mensimi karcinomy (T1 + T2),
(adj P=0,021) a bez diagnostikované recidivy (adj
P=<0,001). Dale u pacientt s niz§im pomérem CD8+/
CD4+ CD25+ Treg (adj P=0,012) a vys$§imi hladinami
CDA4+ CD25+Treg (CD4+ CD25+Treg high) (adj
P=0,043).

Dale bylo hodnoceno pfezivani pacientli v zavislosti na
kombinaci virologickych a imunologickych markeri.
Byly porovnany ctyti skupiny pacienti: HPV+/ CD4+
CD25+Treg high, HPV-/ CD4+ CD25+ Treg low, HPV-/
CD4+ CD25+ Treg high, a HPV+/ CD4+ CD25+ Treg
low. Signifikantné lepsi ptezivani v DSS bylo
pozorovano u podskupiny pacienti s HPV-asociovanymi
karcinomy a vy$§imi hladinami CD4+ CD25+ Treg

V porovnani se skupinou pacientti s HPV-
neasociovanymi karcinomy a nizkou hladinou CD4+
CD25+ Treg (P=0,008).

Pouzitim Mann-Whitneyho testu byla sledovana
vzajemna zavislost mezi HPV a CD4+ CD25+Treg, ktera
nebyla statisticky vyznamna (P=0,901), coz ukazuje, ze
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virologické a imunologické parametry ovliviiuji
progndzu pacienta nezavisle.

5. DISKUZE

Tato prospektivni studie byla zaméfend na

detekci imunitnich parametrti u pacienti s HPV-
asociovanymi a HPV-neasociovanymi HNSCC.
Nejprve byla provedena detekce zastoupeni jednotlivych
lymfocytarnich subpopulaci u pacienti s HNSCC

V porovnani se zdravymi kontrolami. Zatimco zvysené
hladiny CD4+ CD25+ Treg byly detekovany u pacientd
S karcinomem, u zdravych kontrol byly pozorovany
zvysené hladiny CD4+ CD25+ FoxP3 Treg. Jisté se zde
uplatituje individudlni variabilita imunitniho systému,
komorbidity, abusus alkoholu ¢i tabaku, mozny je téz
socioekonomicky vliv.

Pozornost byla déale vénovana tomu, jaky vliv na
zastoupeni jednotlivych lymfocytarnich subpopulaci v
PK ma v¢k pacienta v dobé stanoveni diagnozy. Byly
pozorovany zmény v zastoupeni imunitnich parametri
Vv zavislosti na véku, nicméné pouze zavislost CD3-
CD56+ CD16+ NK buné¢k na v€ku byla statisticky
vyznamna. Vzhledem k absenci podobnych studii nelze
tyto vysledky porovnavat s jinymi pracemi.

Z hlediska vzajemné interakce mezi imunitnim systémem
a virem indukovanym karcinomem je studovan imunitni
profil u pacientli s HPV-asociovanymi karcinomy.
Zatimco Wansom (Wansom et al. 2012) neprokazal
zmény v zastoupeni jednotlivych imunologickych
parametrl v PK v zavislosti na HPV statutu u pacientli
s HNSCC, v prezentovaném souboru byly pozorovany
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zmény v zastoupeni jednotlivych lymfocytarnich
subpopulaci mezi pacienty s HPV-asociovanymi a HPV-
neasociovanymi HNSCC. Tyto zmény jsou
pravdépodobné vyvolany obrannym imunitnim
mechanizmem uplatitujicim se v eliminaci viru.

Z Klinického hlediska je nejzajimavéjsi a zaroven
nejptinosné€jsi zkoumat vliv jednotlivych imunitnich
bunék, potazmo zmeény jejich hladin, na prognoézu
pacienta.

Bylo zjisténo, ze ptezivani je ovlivnéno zvysenou
hladinou CD4+ CD25+ Treg, dale kombinaci markert
HPV+/CD4+ CD25+ Treg high a vysoce statisticky
vyznamny byl zejména niz§i pomér CD8+/CD4+ CD25+
Treg. Timto byly potvrzeny vysledky praci popisujici
paradoxné pozitivni vliv zvySené hladiny Treg na
progndzu pacientt (Salama et al. 2009).Nejzajimavé;si
vysledky pfinasi kombinace virologickych a
imunologickych parametri a jejich vliv na prognozu
pacienta. V nasi studii byli poprvé pacienti rozdéleni do
podskupin na zadkladé¢ HPV statutu a hladiny CD4+
CD25+ Treg v PK. Bylo zjisténo, Ze pacienti s HPV-
asociovanymi HNSCC a vyssi hladinou CD4+ CD25+
Treg v PK pfezivaji vyznamné 1épe v porovnani

s pacienty HPV-neasociovanymi karcinomy a s niz§i
hladinou CD4+ CD25+ Treg. Zarovein nebyla
pozorovana statistickd zavislost mezi témito dvéma
parametry, z ¢ehoz vyplyva, Ze HPV infekce a CD4+
CD25+ Treg ovliviiuji prognozu pacienta nezavisle.
Studie byla dale zamétend na ovétreni prognostického
vyznamu HPV. Zatimco piitomnost HPV DNA
neprokazuje jednoznacnou etiologii HPV, HPV 16 E6
mRNA reflektuje zapojeni viru do procesu maligni
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transformace. Tkan karcinomu byla proto analyzovana na
ptitomnost HPV16 E6 mRNA Tato prace potvrdila, ze
pacienti s HPV-asociovanymi karcinomy ptezivaji
signifikantné¢ 1épe v porovnani s pacienty s HPV-
neasociovanymi HNSCC.

Studie vénujici se etiologii HNSCC ve vztahu k prognoze
zduraznuji vyznam vysSetieni proteinu p16 v kombinaci

s HPV DNA (Hoffmann et al. 2010).

Senzitivita a specificita kombinace imunohistochemické
detekce p16 a detekce HPV DNA byla v této praci 66,6%
respektive 91,5%. Tyto vysledky nepotvrdily, Ze exprese
p16 spolu s HPV DNA muze slouzit jako jedina metoda
ke spolehlivému uréeni pacienti s HPV-asociovanymi
HNSCC. Je nutné brat v uvahu, ze v aktualnim souboru
se nejednalo jen o pacienty s tonzilarnim karcinomem,
ale §lo o skupinu pacientt s heterogennim zastoupenim
karcinom z jednotlivych sublokalit hornich cest
dychacich a polykacich. Znalost kombinace
imunologickych a virologickych parametrti a jejich
pusobeni na prognézu by mohla byt v blizké budoucnosti
velmi cennym voditkem pro vice specifickou 1écbu
pacientii s HNSCC.

6. ZAVERY
Nejdilezitéjsi zavery dizertaéni prace 1ze shrnout takto:
A) HPV je prognosticky vyznamnym faktorem pro
DSS u pacientti s HNSCC

B) Detekci markeru aktivni virové infekce - HPV 16
E6 mRNA nelze nahradit kombinaci markert
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HPV 16 DNA + p16, pfedevsim ne u karcinomu
jiné, nez orofaryngeélni lokalizace

C) Zastoupeni jednotlivych lymfocytarnich
subpopulaci v PK se 1isi u pacientti s HNSCC a u
zdravych jedinct

D) U pacient s HPV-asociovanymi HNSCC byly
v PK detekovany zvysené hladiny CD3- CD56+
CD16+ NK bun¢k, CD8+ T lymfocyta a soucet
CD4+ CD8&+ T lymfocytt, aZz na CD3- CD56+
CD16+ NK buiiky ztstaly hodnoty statisticky
vyznamné i po adjustaci na vék

E) Ptezivani bylo ovlivnéno hladinou CD4+
CD25+Treg, niz§im pomérem CD8+/ CD4+
CD25+Treg a CD3- CD56+ CD16+ NK buiikami
nezavisle na HPV statutu. Lepsi prognézu méli
pacienti s HPV-asociovanymi karcinomy a vyssi
hladinou CD4+ CD25+ Treg v PK ve srovnani
s pacienty s HPV-neasociovanymi karcinomy a
niz§i hladinou CD4+ CD25+ Treg v PK

F) Virologické a imunologické parametry ovliviiuji
progndzu pacienta nezavisle
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