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SOUHRN

Karcinomy hlavy a krku (HNSCC) jsou spiiblizn¢ 550000 kazdoro¢né nové
diagnostikovanymi ptipady celosvétoveé vyznamnou pfi¢inou nemocnosti a imrtnosti.

Mezi hlavni etiologické faktory patii kouteni a konzumace alkoholu. Pfiblizné 25%
karcinomt hlavy a krku je asociovéano s infekci lidskymi papillomaviry (HPV). Velké
epidemiologické studie popisuji v poslednich 40 letech vzestupny trend v incidenci karcinomi
orofaryngu, zatimco incidence karcinomi v jinych lokalitach hornich cest dychacich a
polykacich ma sestupnou tendenci. Tato vzrustajici incidence je vysvétlovana HPV infekei.

lepsi progndzu a nizsi frekvenci recidivy onemocnéni.

U pacientli s HNSCC byla detekovana fada jak kvalitativnich tak kvantitativnich abnormalit
bunék imunitniho systému. Existuje jen nékolik mdlo praci, které porovnavaji jak virologické,

tak imunologické parametry a koreluji je s progndzou pacienta.

Dizertacni prace byla zaméfena na studium imunologického profilu u pacientd s HNSCC,

ktery je ¢i neni etiologicky spjat s HPV.

Do souboru bylo zatazeno 110 pacientii s HNSCC. Na zakladé HPV 16 E6 mRNA izolované
Z nadorové tkang byli pacienti rozdéleni do skupiny HPV-pozitivnich a HPV-negativnich.
Zékladni lymfocytarni subpopulace Vv periferni krvi (PK) (CD3+, CD4+ CD25+ Treg, CD4+
CD25+ FoxP3 Treg, CD4+, CD8+, CD19 a CD3- CD56+ CD16+) byly detekovany pomoci

pratokové cytometrie.

Pacienti s HPV-asociovanymi HNSCC byli prognosticky zvyhodnéni. Dale bylo piezivani
ovlivnéno hladinou CD4+ CD25+ Treg a nizSim pomérem CD8+/ CD4+ CD25+ Treg v PK.
Skupina pacienti s HPV-asociovanymi karcinomy a vyssi hladinou CD4+ CD25+ Treg
vykazovala signifikantné lepsi pfeZivani v porovnani se skupinou HPV-negativnich pacientt
s niz$imi hladinami CD4+ CD25+ Treg. U pacienti s HPV-asociovanymi karcinomy byly
detekovany signifikantn¢€ zvysené hladiny CD3+ CD56+ CD16+ NK bun¢k, CD8+ T
lymfocytt a soucet CD4+ CD8+ T lymfocytu.

Z vysledkl vyplyva, Ze u pacientl s HPV-asociovanymi HNSCC je imunitni systém
modifikovan. Kombinace virologickych a imunologickych parametrti by mohla zptesnit
prognostickou informaci a zaroven uzce profilovat 1é¢ebny postup s cilem doséhnout

maximalniho terapeutického efektu a zlepsit prognézu pacientii s HNSCC.
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SUMMARY

Head and neck squamous cell carcinomas (HNSCC) remain a significant cause of morbidity
worldwide, with approximately 550,000 new cases diagnosed each year. The main etiological
factors include smoking and alcohol consumption. The incidence of non-oropharyngeal
HNSCC is gradually decreasing while the incidence of squamous cell oropharyngeal
carcinoma (OPSCC) is still on the rise. This increasing incidence can be most likely attributed
to an increasing prevalence of human papillomavirus (HPV) infection. From the clinical point
of view the most significant fact is that patients with HPV positive OPSCC have better

prognosis.

HNSCC is linked to an alteration in the immune system. Only a limited number of studies

have correlated both the immunological parameters and HPV status with patient prognosis.

Therefore, we focused on the research of the immunological profile of patients with HNSCC

of viral and non-viral etiology.

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 detected in the
tumor tissue. Basic lymphocyte subpopulations (CD3+, CD4+ CD25+ Treg, CD4+ CD25+
FoxP3 Treg, CD4+, CD8+, CD19, and CD3- CD16+ CD56+ 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 Treg showed significantly better survival by comparison to the group of HPV-
negative patients with lower levels of CD4+ CD25+ Treg. Furthermore, we observed
significantly higher counts of CD3- CD56+ CD16+ NK cells, CD8+ T lymphocytes and
CD4+ CD8+ sum in patients with HPV-associated carcinomas.

The immune system of HPV-associated HNSCC is modified. The combination of virological
and immunological parameters might help to obtain precise prognostic information and

eventually lead to modification of the therapeutic modalities.
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1. PREHLED O SOUCASNEM STAVU PROBLEMATIKY

1.1 Karcinomy hlavy a krku

S ptiblizné 550 000 kazdoro¢né nové diagnostikovanymi ptipady zlstavaji karcinomy hlavy a
krku celosvétoveé vyznamnou pii¢inou nemocnosti a umrtnosti (Warnakulasuriya 2009; Zivile
et al. 2013).

Mezi hlavni etiologické faktory patii koufeni a konzumace alkoholu. Podle nejnovéjsich dat je
prevalence HPV v orofaryngu piiblizné¢ 48 % (Mehanna et al. 2013).Velké evropské i
americké epidemiologické studie v poslednich 40 letech popisuji vzestupny trend v incidenci
karcinomii orofaryngu a to zejména u mladsich jedincti (Hammarstedt et al. 2006; Zivile et al.
2013), zatimco incidence karcinomt v jinych lokalitaich hornich cest dychacich a polykacich
ma sestupnou tendenci (Chaturvedi et al. 2008; Nasman et al. 2009). Vzestup pocétu nové
diagnostikovanych ptipadd je pfisuzovan zvySujici se prevalenci vysoce rizikovych typi-
faktem je, ze HPV pozitivni karcinomy jsou asociovany s lepsi prognozou pacienta (Attner et

al. 2011; Rotnaglova et al. 2011; Koslabova et al. 2013).

Mezi hlavni [é€ebné modality karcinomt hlavy a krku patii chirurgicka a onkologicka 1écba,
zejména radioterapie. Obecnym pravidlem je, Ze u nadori diagnostikovanych v ¢asném stadiu
se pouziva jedna lécebna modalita (Klozar et al. 2014). Lécba u pacientl s pokro¢ilym
nadorovym onemocnénim vyuziva kombinaci lécebnych postupi, tedy chirurgie s naslednou
adjuvantni onkologickou 1écbou (Forastiere et al. 1999; Grandis et al. 2004). Uziti této
kombinované 1écby bylo zahajeno v roce 1970, kdy Fletcher a Evers publikovali pfesvéd¢ivy
dikaz vyhody kombinace chirurgické 1é¢by a radioterapie (Adelstein et al. 2003). Do
l1écebnych protokolti karcinomi hlavy a krku bylo v sedmdesatych letech zatazeno
chemoterapeutikum cisplatina. Publikované vysledky pii pouZiti kombinované adjuvantni
onkologické 1é¢by ve smyslu chemoradioterapie (CHRT) dokazovaly vysokou ucinnost této
1é¢by (Al-Sarraf et al. 1998). Studie rovnéz poukazaly na vyssi lokoregionalni kontrolu u
pacientil, kterym byla podédna adjuvantni CHRT ve srovnani s pacienty, kteti byli po operaci
ozafeni bez soucasného podani chemoterapeutika (Cooper et al. 2004; Denis et al. 2004). Tato
kombinovana lécba je vSak spojena s nezadoucimi toxickymi Gcinky.

V posledni dobé¢ je studovan vyznam chemoterapeutika taxanu (Yared et al. 2012) a jeho
vyuziti v 1é¢bé karcinomi hlavy a krku (Qin et al. 2012).



Piezivani pacientid s karcinomy hlavy a krku se 1i$i v zavislosti na stadiu onemocnéni (TNM
Classification of the UICC,1997). U pacientl se stadiem onemocnéni 1a 2 je pétileté prezivani
70% - 90% nezavisle na lokalizaci tumoru (Forastiere et al. 1999). Zatimco pacienti

s pokroc¢ilej$im tumorem — stadium 3a 4, piezivaji haie (Forastiere et al. 1999).

I ptes znaény pokrok v diagnostice a 1é¢bé jsou dvé tietiny karcinomu hlavy a krku
diagnostikovany v pozdnich stadiich onemocnéni a ptiblizné¢ 50% pacientii zemie na

karcinom do dvou let od stanoveni diagnézy (Duray et al. 2010).

V blizké budoucnosti 1ze predpokladat, ze bude soucasti diagnosticko-terapeutického
schématu rovnéz informace o zaclenéni HPV do procesu maligni transformace, coz povede ke
zpiesnéni prognostické informace a modifikaci 1é€by ve smyslu deeskalace 1é¢ebného

postupu (Klozar et al. 2014).

V soucasnosti se pozornost zaméfuje na vliv imunitnich parametri na prognozu pacientil s
HPV-asociovanymi karcinomy hlavy a krku (Wansom et al. 2010; Nasman et al. 2012;
Wansom et al. 2012; Nordfors et al. 2013). Kombinace znalosti virologickych a
imunologickych markerti by mohla jesté vice zpifesnit prognostickou informaci, na zakladé
které by bylo mozné a modifikovat 1é¢bu pacienti smérem k vyvoji specifickych
protinadorovych vakcin. Navic by znalost imunitniho profilu v sou¢innosti s HPV-pozitivitou

mohla byt vyuzita v rdmci screeningovych programi.



1.2 HPV infekce

Lidsky papillomavirus je neobaleny virus s cirkularni DNA patiici do celedi
Papillomaviridae. V soucasné dobé je znamo vice nez 170 typtt HPV z nich asi 40 typtu ma

onkogenni potencial (de Villiers 2013).
1.2.1 Klasifikace HPV

Systém klasifikace papillomavirti zaznamenal v poslednich letech vyznamné zmény. Prvni
systém vychazel z klinickych projevt papillomavirové infekce. Na zakladé sekvence nejvice
konzervativniho HPV genu L1 byly v roce 1991 stanoveny nové podminky pro klasifikaci
HPV typt (de Villiers et al. 2004).

Dle schopnosti maligni transformace infikovanych bun¢k se HPV typy déle rozd€luji na
vysoce rizikové (high-risk, HR) a nizko rizikové (low-risk, LR). Mezi nizko rizikové patii
napiiklad typy HPV 6, 11, 34, 40, 42, 43 a 44, mezi vysoce rizikové patii typy HPV 16, 18,
31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 54, 56, 58 (Bernard et al. 2010). U karcinomu hlavy a krku se
nejcastéji vyskytuje HPV typ 16 (Mirghani et al. 2014).

1.2.2 Stavba virionu

Papillomaviry jsou malé viry s cirkularni dvouretézcovou DNA, ktera je dlouha ptiblizné
7900 pb. Velikost kapsidy je pfiblizné 52 az 55 nm. Kapsida je slozena ze 72 kapsomer,

Z nichz 60 je hexavalentnich a 12 pentavalentnich a je tvofena dvéma strukturnimi virovymi
proteiny. Majoritnim (L1) a minoritnim (L2). Zatimco L1 protein je nezbytny pro sbaleni
kapsidy, L2 protein zajist'uje specifickou enkapsidaci genomu a vytvoreni infek¢niho virionu

(Arney et al. 2010).
1.2.3 Virovy genom

Genom papillomavirt je tvofen ¢asnou (E — early), pozdni (L — late) a nekodujici oblasti LCR
(z angl. Long Control Region). Geny lokalizované v ¢asné oblasti genomu se oznacuji E1 —
E8, v pozdni oblasti L1 a L2 (Obrazek 1) (Arney et al. 2010). L1 gen koéduje proteiny virové
kapsidy a je hlavnim cilem pro amplifikaci a detekci HPV DNA. Produkty genti ¢asné faze
jsou zodpovédné za maligni transformaci bunky. Nekddujici LCR oblast je cilem pro virové a

bunécné regulacni proteiny.
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Obrazek 1. HPV genom, pievzato Arney et al., 2010, (Arney et al. 2010)

HPV genom: Schéma ukazuje pribliznou polohu 8 prekryvajicich se ctecich ramcu v linearni
orientaci.



1.2.4 Zivotni cyklus HPV

Lidské papillomaviry infikuji buiiky bazalni vrstvy vicevrstevného dlazdicového epitelu
sliznic a kuze, které jsou charakteristické svou prolifera¢ni aktivitou (Moody et al. 2010).
Vzhledem k tomu, ze HPV genom nenese geny kodujici enzymy nezbytné pro replikaci viru,
je mnozeni viru zavislé na regula¢nich proteinech hostitelské buriky (Moody et al. 2010).
Exprese gent je rozdélena na fazi Casnou a pozdni a tyto faze jsou spojeny s konkrétnim
stupném diferenciace infikované buiiky (Obrazek 2). Exprese ¢asnych virovych gend, které
jsou zodpoveédné za transformaci infikovanych buné¢k a replikaci virové DNA, probiha

V bazalnich buiikach vicevrstevného dlazdicového epitelu, zatimco exprese pozdnich genti
probiha vylucéné v termindlné diferencovanych buiikach. V horni epitelové vrstvé rovnéz
dochazi k syntéze kapsidovych proteinti, vegetativni syntéze DNA a vzniku a uvolnéni

funk¢nich viriont (Moody et al. 2010).
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Obrazek 2. Zivotni cyklus HPV, pievzato Moody et al. (Moodly et al. 2010)



1.2.5 Proces maligni transformace

Za fyziologickych okolnosti, dojde-li k poskozeni DNA, dochazi v bunice k intenzivni expresi
proteinu p53, ktery aktivuje gen p21. Produkt genu p21, protein p21, je inhibitor cyklin-
zavislych kinaz, ktery zabrafuje fosforylaci retinoblastomového proteinu (pRB). Vysledkem
téchto procest je zastaveni bunécného cyklu v G1 fazi. Déle tento protein aktivuje geny

rodiny bax, coz ma za nasledek spusténi apoptozy.

Béhem maligni transformace dochézi k vytvoteni stabilniho komplexu mezi onkoproteinem
mdm-2 a proteinem p53. Mdm-2 protein takto zabrafiuje transkripci genti regulované pravé
proteinem p53 (Momand et al. 1992). Timto mechanizmem dochazi k potlaceni reparace
DNA.

Na procesu bunééné karcinogeneze se podili nékolik mechanizmii (Obrazek 3). Na rozdil od
karcinomt etiologicky spjatymi s konzumaci tabdku a alkoholu, kde k maligni transformaci
bunék dochazi na podkladé mutace gentli regulujicich bunéény cyklus, u HPV-asociovanych
virovymi proteiny podilejicimi se na regulaci bunééné proliferace infikovanych buné€k jsou
onkoproteiny E6 a E7. Onkoproteiny E6 a E7 ovliviiuji metabolické drahy proteinti p53 a
PRD, interferony, signalni drahu P13K-mTOR a telomerazy (Moody et al. 2010).
Onkoproteiny E6 a E7 jsou po integraci virového genomu zodpovédné za nadorovou
transformaci bunkky. Onkopreotin E7 po vazbé& na pRb potencuje zvysenou proliferacni
aktivitu bunky, apoptdza je blokovana onkoproteinem E6. Imortalizace nadoroveé

transformovanych bunék je docileno pomoci proteinu ES.
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Obrazek 3. Maligni transformace buriky, pfevzato Chung et al., 2009 (Chung et al. 2009)

Schéma maligni transformace zpiisobené HPV onkoproteiny E6 a E7; ve sméru hodinovych
rucicek od; A) vytvoreni komplexu E7 a Cullin 2 ubiquitin ligdzy a pRb vede k degradaci pRb,
B), interakce mezi E7 a proteinem p27 prispiva ke karcinogenezi; C), interakce mezi E7 a
proteinem p21 prispiva ke karcinogenezi; D) vazba E6 onkoproteinu na ubikvitin ligdzu E6AP
vede k degradaci proteinu p53 a tim nedochdzi ke spusténi apoptozy E) zvysena exprese
pl6INK4a v dusledku zpétné vazby z absence funkce pRb a F) degradace NFX1
transkripcniho represou sdruzenim E6 a E6AP, coz ma za nasledek aktivaci hTERT vedouct

k bunécné imortalizaci.



Diilezitym mechanismem uplatiiujicim se pii transformaci buné€k je integrace virového
genomu do hostitelské DNA. Detailn¢ byl mechanizmus maligni transformace studovan u
karcinomu délozniho krcku, ktery je ve 100% etiologicky spjaty s infekci HPV. Zatimco

Vv prekancerdznich 1ézich je HPV genom nejcastéji ve formé epizomalni, u high-grade 1€zi je

genom integrovan do hostitelského chromozomu (Moody et al. 2010).

Integrace probihd v oblasti virového genu E2. U 1€z, které obsahuji HPV genom v epizomalni
formé, protein E2 ptimo potlacuje expresi ¢asnych onkogenti E6 a E7 (Stubenrauch et al.
1998). Integrace virové DNA narusuje expresi genu E2, coZ vede k deregulované expresi
Casnych virovych gentt E6 a E7 (Schwarz et al. 1985; Baker et al. 1987). Role integrace u

karcinomu hlavy a krku vSak neni takto evidentni.

Onkoprotein E7 se vaze na nékolik bunéénych proteint. Nejlépe charakterizovana je vazba
onkoproteinu E7 na pRb. Rodina proteint pRb tidi piechod z G1 faze do faze S pomoci
rodiny transkripénich faktort E2F (Dyson 1998). Rodina E2F se sklada z 8 ¢lent pusobicich
jak aktivaci transkripce, tak jeji potlaceni (Moody et al. 2010). E2F vazebna mista se
nachdzeji v promotorech gend, které se podileji na regulaci progrese bunécného cyklu,

diferenciaci, mitoze a apoptoze (DeGregori et al. 2006).

Protein pRb se v burice nachazi ve dvou formach. Jako defosforylovany v GO fazi bunééného
cyklu. V této fazi dochazi k vazbé transkripéniho faktoru E2F na pRb protein prostiednictvim
konzervované sekvence genti na jeho amino-konci. Protein pRb pak piisobi jako aktivni
represor transkripce probihajici z E2F zavislych promotort (nedochazi k proliferaci a syntéze
DNA) (Turek 1994). V pozdni G1 fazi je pRb fosforylovan cyklin-zavislou kinazou (CDK),
coz vede k uvolnéni transkripéniho faktoru E2F a pfechodu do S faze bunécného cyklu
(Stevaux et al. 2002). E2F protein se stava aktivnim a vaze se na promotory genti pro DNA
polymerazu, dihydrofolat- reduktazu, tymidin- kinazu a dalSich uplatiujicich se pfi proliferaci
a syntéze DNA (Syrjanen et al. 1999).

Onkoprotein E7 pfispiva k imortalizaci bun¢k také prostfednictvim kli¢ovych proteinii
bunééného cyklu. Inhibitory CDK — protein p21 a p27 jsou dilezitymi regulatory riistu béhem
epitelialni diferenciace (Shin et al. 2009). Hlavnim cilem proteint p21 a p27 v lidskych
keratinocytech je CDK2, ktera je dulezita pro piechod z G1 do S faze prostfednictvim
interakce s cyklinem E a cyklinem A (Deshpande et al. 2005). Onkoprotein E7 disponuje

fadou mechanizmt, jak udrzet vysokou hladinu CDK2. Karboxy-konec E7 se vaze na
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proteiny p21 a p27 a tim u€inné neutralizuje jejich inhibicni u¢inky na cyklin E a cyklin A

asociované kinazy (Zerfass-Thome et al. 1996; Jones et al. 1997).

Navic E2F transkripéni faktor indukuje zvySenou expresi p16INK4a, coz je inhibitor
komplexu cyklin-zavislych kinaz. Cyklin-zavisla kinaza fosforyluje pRb, nasledné dochazi k
uvolnéni E2F a progresi bunécného cyklu do faze S, G2 a M. Je-li tato kindza inaktivni,
nachazi se pRb protein v trvale defosforylované forme a tim dochazi k zablokovani progrese

bunécného cyklu. Protein p16 slouzi jako nepfimy marker aktivni virové infekce.

E6 onkoprotein se vaze na ubiquiti- ligdzu E6 asociovany protein, coz je typicky Clen rodiny
HeCT a spole¢né s proteinem p53 vytvaii trimetricky komplex (Huibregtse et al. 1991). To
vede k ubikvitinaci a proteozomalni degradaci proteinu p53 (Scheffner et al. 1990). E6 protein
se muze vazat piimo na protein p53 a blokovat transkripci interferenci s jeho DNA (Lechner
et al. 1994). Onkoprotein E6 také ovlivituje funkci proteinu p53 tim, Ze se vaze na histony
acetyltransferazy P300 a CREB vazajici protein, tim dochazi ke sniZzené acetylaci proteinu
p53 ajeho zvySené stabilité (Patel et al. 1999).

Aby byly buiiky imortalizovany, musi dojit k expresi telomerazy, enzymu, ktery je dilezity
pro replikaci kone¢nych sekvenci DNA v nadorovych bunkach (Artandi et al. 2010). Protein
E6 ativuje transkripci telomerazy reverzni transkriptazy (TERT), ktera je spolecné s inaktivaci

pRB proteinu zakladnim krokem bunééné imortalizace (Wise-Draper et al. 2008) (Obrazek 4).
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Obrazek 4. Imortalizace bunék infikovanych HPV, pfevzato Moody et al., 2010 (Moody et
al. 2010)
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Na transformaci bunék infikovanymi HPV se podili také protein ES, ktery potencuje funkci
onkoproteint E6 a E7 a prispiva tak k nadorové progresi (DiMaio et al. 2001) (Obrazek 5). U
mySich modela bylo prokdzano, ze protein ES sam muze transformovat buniky normalni

Vv buiiky nadorové, coz mu prisuzuje onkogenni potencial (Maufort et al. 2010). E5 se
uplatiuje zejména v Casnych fazich vzniku nadorového onemocnéni (Bravo et al. 2004) a
podporuje proliferaci diferencovanych bunék a produktivni replikaci viru (Moody et al. 2010).
Na transformaci zptsobenou E5 proteinem se u HPV podili receptor pro epidermdlni riistovy
faktor (EGF). HPV ES5 protein neaktivuje EGFR piimo, ale ovliviiuje jeho metabolismus.
Kultury lidskych keratinocytti exprimujicich HPV 16 ES5 protein maji na svém povrchu
zvySené mnozstvi EGFR, coz je zpsobeno snizenou schopnosti degradace EGFR

v endozomech, protoze HPV 16 ES5 protein je schopen interagovat s velkou podjednotkou
ATPazy (Conrad et al. 1993). Tato interakce ma za nasledek inhibici transportu H+ iontl do
endozomu, nedochazi tak k jeho okyseleni a vysoké pH endozomu mizZe zabranit degradaci
endocytovaného EGFR a jeho prezentaci na bunéény povrch (Straight et al. 1993). Dale
dochazi prosttednictvim HPV ES5 ke snizeni exprese HLA 1. tfidy na buné¢ném povrchu

infikovanych bunék (Suprynowicz et al. 2008).
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Obrazek 5. Transformace zptsobena HPV ES proteinem a jeho asociace s EGFR, pfevzato
Moody et al., 2010 (Moody et al. 2010)
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1.3 HPV ve vztahu ke karcinomim hlavy a krku

V soucasné dob¢ je dobte znamo, Ze piiblizné 25% karcinomu hlavy a krku je etiologicky
spjato s infekci HPV (Gillison et al. 2000; Smith et al. 2004), Tyto HPV-asociované
karcinomy jsou lokalizovany zejména v oblasti orofaryngu (Mehanna et al. 2013).

Z epidemiologického hlediska je zasadni, ze pritomnost HPV infekce je pfi¢inou vzristajici

incidence orofaryngealnich karcinomt (Hammarstedt et al. 2006; Genden et al. 2013).

HPV-pozitivni karcinomy hlavy a krku jsou diagnostikovany pfedevsim u mladsich osob
(Mellin et al. 2000; Ang et al. 2010) s pfevahou muzského pohlavi (Kumar et al. 2007;
Chaturvedi et al. 2008), z vyssi socioekonomické sféry a s vy$$im maximalné dosazenym
vzdélanim (Gillison et al. 2008). Ve srovnani s HPV-negativnimi tumory ma vyssi vliv na
rozvoj nadorového onemocnéni také sexudlni chovani. Je popisovan vyssi pocet oralnich i
genitalnich sexudlnich partnerd, nizky vék prvniho pohlavniho i ordlniho styku, nedostate¢né
pouzivani bariérové ochrany, ¢i anamnéza sexualné pienosnych chorob (Fakhry et al. 2008;

Gillison et al. 2008).

o 24

postizeni v dob¢ stanoveni diagnozy (Mellin et al. 2000; Gillison et al. 2008). Uzliny maji
zejména cysticky charakter, coz miize vést k mylné diagnéze lateralni kréni cysty
(Goldenberg et al. 2008; Cantrell et al. 2013). U celkem 25-50% pacientti S krénimi
uzlinovymi metastazami s nezndmym primarnim tumorem se primarni loZisko se nachazi

v orofaryngealni oblasti (EI-Mofty et al. 2008). Detekce HPV v krénich lymfatickych
uzlindch pfi patranim po tumoru nejasné primarni lokalizace miiZze byt voditkem, Ze tumor je

lokalizovan v oblasti orofaryngu (EI-Mofty et al. 2008; Park et al. 2010).

Zivotni cyklus HPV je omezen na sliznici a kizi. Virus infikuje nejéastéji bazalni vrstvy
epitelu sliznice orofaryngu, zejména patrovou a jazykovou mandli. Tyto lymfatické organy
hraji zasadni roli v udrZeni imunitni rovnovahy v oblasti hltanu. Imunitni bunky v nich
umisténé maji schopnost rozpoznat patogen a zahajit imunitni odpoveéd’ (Nave et al. 2001).
HPV vsak disponuje fadou mechanizmi, jak imunitnimu systému uniknout. Pfispiva k tomu
zejména Zivotni cyklus viru, protoze HPV infikuje buiiky v bazalni vrstvé epitelu sliznic a
ktze a zde také zahajuje svlij Zivotni cyklus. Jedna se tedy o misto mimo dosah dermalnich
bun¢k imunitniho systému. Dalsi zptisob, jak unika HPV imunitnimu systému je, ze
produkuje pouze nesekretované proteiny a vetSinu zivotniho cyklu udrzuje jejich nizkou

produkci. Velmi dilezitym faktorem pfispivajicim k Gniku pfed imunitnim systémem je
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absence virémie a rozvoje zanétu, coz vede k nedostatecné aktivaci antigen prezentujicich
bun¢k a pouze ke slabé imunitni reakci (Stanley et al. 2006). Navic béhem replikace viru a pfi
uvoliiovani virionti nedochazi k lyze infikované bunky. Pokud jiz dojde k napadeni
infikovanych bunék imunitnim systémem, zabraiuji virové proteiny apoptoze a také zasahuji
do imunitni ochrany zprostifedkované interferony. HPV i v epizomalni form¢ snizuje produkci
zanétlivych cytokini a chemokinti, tim dochazi ke snizené aktivaci Langerhansovych a
dendritickych bun¢k. Déle je tnik pied neadaptivni i adaptivni imunitni odpovédi
zprostiedkovan zejména virovymi onkoproteiny, které ovlivituji zpracovani antigent a
naslednou prezentaci jejich epitopit molekulami HLA 1. tfidy na povrchu napadenych bun¢k.
U bunék infikovanych HPV dochézi ke snizeni exprese molekuly HLA-A a HLA-B, zatimco
HLA-C a HLA-E jsou zachovany, tim je dosazeno necitlivosti napadenych bunék k

ucinku NK bungk a cytotoxickym T lymfocytim (Tc Lymfocyty) (Tachezy et al. 2014).

Z klinického hlediska je nejdulezitéjsi fakt, Ze pacienti s HPV-asociovanymi karcinomy hlavy
a krku maji lepsi prognézu a mensi procento rekurenci nez pacienti s HPV-negativnimi
karcinomy (Fakhry et al. 2008; Rotnaglova et al. 2011; Koslabova et al. 2013; Klozar et al.
2014) (Lindquist et al. 2007; Fakhry et al. 2008; Attner et al. 2011). HPV-pozitivita je
nejsilnéj$im nezavislym prognostickym faktorem orofaryngealnich karcinomu (Rotnaglova et
al. 2011; Koslabova et al. 2013; Klozar et al. 2014). Rovnéz se ukazuje, ze u HPV-pozitivnich
karcinoml je prognosticky vyznam regionalnich metastaz podstatné nizsi nez u karcinomi

nevirové etiologie (Straetmans et al. 2009; Klozar et al. 2014).

Mechanismus, diky kterému HPV-pozitivni karcinomy vykazuji lepsi lécebnou odpovéd

na chemoradioterapii ale i vyss§i ispéSnost chirugické 1é¢by, je dosud nejasny. HPV-pozitivita
je pravdépodobné piiznivy prognosticky faktor nezévisle na druhu zvolené 1écebné modality
(Klozar et al. 2014). Existuji rovnéz studie, které popisuji vy$si senzitivitu HPV-pozitivnich
karcinomu k chemoterapii ve srovnani s HPV negativnimi karcinomy (Fakhry et al. 2008;
Worden et al. 2008). Vysvétleni nabizi experimenty in vitro, které popisuji vyssi sklon

k apoptéze u HPV-pozitivnich bunéénych linii ve srovnani s HPV-negativnimi bunécnymi
liniemi (Gupta et al. 2009). Spanos a spol. (Spanos et al. 2009) v in vitro pokusech pozorovali
vy$$i rezistenci k chemoradioterapii u HPV-pozitivnich buné¢nych linii potkand ve srovnani
s HPV-negativnimi bunéénymi liniemi. Avsak jejich experiment in vivo prokazal vyssi
senzitivitu HPV-pozitivnich karcinomt k chemoterapii ve srovnani s HPV-negativnimi

karcinomy. Tato senzitivita v§ak byla pozorovéana jen u imunokompetentnich mysi. Spanos a
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spol. (Spanos et al. 2009) proto zduraziuji dialezitost imunitniho systému, ktery je

modifikovan chemoradioterapii, v eliminaci HPV infekce.
1.4 Adaptivni a neadaptivni imunitni mechanizmy

Hlavnim tikolem imunitniho systému je branit organizmus pfed cizorodymi latkami zevniho i
vnitiniho prostfedi. Imunitni mechanizmy lze rozdélit do dvou zékladnich kategorif;

neadaptivni (vrozené, nespecifické) a adaptivni (ziskané, specifické) (Obrazek 6).

Neadaptivni imunitni mechanizmus je evolu¢né starsi systém. Sklada se z rozpustnych
faktort, jako jsou sérové proteiny zvané komplement, a riznych bunéénych komponent,
granulocytii (bazofily, eozinofily a neutrofily), zZirnych bun¢k, makrofagi, dendritickych
bun¢k a NK bun¢k.

Adaptivni imunitni reakce se rozviji pomaleji, ale projevuje se vétsi antigenni specificitou a
imunologickou paméti. Adaptivni imunitni systém je zalozen na protilatkové odpovéedi (B
lymfocyty) a bunééné odpovédi (CD4 + T lymfocyty; CD8 + T lymfocyty). T a B lymfocyty
na svém povrchu exprimuji T-bunééné receptory (TCR) a B-bunééné receptory (BCR,
povrchové imunoglobuliny). Tyto povrchové receptory se lisi detaily struktury vazebného
mista pro epitop daného antigenu. Tim je dan hlavni rozdil mezi neadaptivnim a adaptivnim
imunitnim systémem. Zatimco receptory bun€k neadaptivni ¢asti rozeznavaji hrubé
strukturalni rysy molekul na povrchu mikrobi, antigenné specifické receptory se zaméiuji na
rozeznani detaill struktury. Neadaptivni a adaptivni imunitni mechanizmy spolu kooperuji,

existuje fada spojovacich ¢lank umoziujicich jim tuto spolupréci.

NK buiiky (Natural Killer cells - ,,pfirozeni zabije¢i*) a gama-delta T lymfocyty patii do

skupiny cytotoxickych lymfocyti a lezi na rozhrani neadaptivni a adaptivni imunity (Dranoff
2004).

Dendritické buriky (DC) jsou leukocyty, které jsou pojmenovany podle jejich povrchovych
vystupkd, které se podobaji dendritim neuront. DC se hojné nachazeji ve tkanich, které jsou
na rozhrani mezi vn&j§im a vnitinim prostfedim, napt. kiizi a sliznici traviciho traktu. Jejich

funkci je predkladat antigen a aktivovat T lymfocyty.
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Obrazek 6. Neadaptivni a adaptivni imunitni systém, pievzato Dranoff et al., 2004 (Dranoff
2004)

18



1.5 Imunitni stav u pacientti s nadorovym onemocnénim

Vsechny nddory vznikaji v diisledku genetické poruchy klicovych genti kontroly bunécného
cyklu: protoonkogenti, supresorovych genti a DNA reparacnich gent. Tyto onkogeny a
antionkogeny v nemutované formé koduji fadu signaliza¢nich proteint, transkripénich
faktort, proteint regulujicich bunécnou adhezivitu ¢i apoptoézu (Hotejsi et al. 2005). Produkty
mutovanych gentt mohou mit abnormalné zvySenou ¢i snizenou aktivitu a vedou k procesu

maligni transformace bunky.

Imunitni systém muze rozeznat nadorové bunky dvéma zptisoby. Pomoci nadorove
specifickych antigenti (TSA, molekul, které jsou exprimované pouze nadorovymi bunikami)
anebo pomoci S nadorem asociovanych antigenti (TAA), molekul, které jsou exprimovany jak
na buiikach nadorovych, tak na bunikach normalnich (Graziano et al. 2005). TSA jsou
produktem genti pivodné normalnich bunék, které jsou zménéné jedineénou mutaci

(Srivastava et al. 1988).

Zakladnim ptedpokladem protinadorové imunitni odpovédi je rozpoznani antigend na
nadorov¢ transformovanych bunkach imunitnim systémem jako cizi a snaha 0 jejich
odstranéni. Kontrolni fyziologické funkce imunitniho systému spociva v rozpoznani a v casné

eliminaci vSech vzniklych transformovanych nadorovych bunék (Obrazek 7) (Swann et al.
2007).
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Obrazek 7. Princip imunitniho dozoru, pfevzato Swann et al., 2010 (Swann et al. 2007)

Transformované bunky unikajici vnitini kontrole jsou rozpoznany imunitnim systém, ktery
nadorové zmeénéné bunky detekuje a eliminuje drive, nez se nador klinicky projevi. Tato fdze
se nazyvd eliminacni. Dalsi fazi se je tzv. ,,ekvilibrium*, ve kterém se nadorové a imunitni
bunky nahdzi v dynamické rovnovaze, ktera brani rustu nadoru. Prevazi-li imunosupresivni
mechanizmy nadorovych bunék, dojde k oslabeni protinadorové imunitni reakce, coz vede

K riistu nadoru. Klinicky detekovatelné ndadory jiz nemohou podléhat mechanizmu imunitniho

dozoru a Vv jejich pripadé se hovori o uniku z imunitniho dozoru ¢ili ,,escape *
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Apoptotickou smrt nadorovych bunék 1ze rozdé€lit na imunogenni a neimunogenni.
Neimunogenni, vede k eliminaci nadorové buiiky bez soucasné aktivované zanétlivé reakce.
Naproti tomu imunogenni smrt je vyvolana fyzikalnimi ¢i chemickymi podnéty a je
provazena imunitni reakci, zejména maturaci dendritickych bunék, které jako antigen
prezentujici bunky (APC) zahajuji imunitni odpoveéd’ (Obrazek 8) (Carlos et al. 2005;
Aarnoudse et al. 2006; Zitvogel et al. 2008).
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Obrazek 8. Nadorové antigeny vyvolaji T-bunéénou odpoveéd’, jsou-li prezentovany naivnim
T lymfocytim na povrchu APC, ptevzato (http://myelomacinderella.net/2013/07/targeted-

anticancer-therapy-iii-immune-checkpoint-molecules/)

21



Nadorové bunky vSak disponuji fadou mechanismd, jak imunitnimu dozoru uniknout
(Obrazek 9). Unikne-1i nador obrannym imunitnim mechanismim, dochézi k jeho ristu,
invazi a metastazovani. Unik je umoZnén kvili poklesu exprese jednotlivych markerti na
povrchu nadorovych buné€k; dochézi ke snizené expresi hlavniho histokompatibilniho
komplexu I. tiidy (MHC 1.) a dale ke snizeni exprese kostimula¢nich molekul zajistujicich
dostate¢ny ptenos signalu (Costello et al. 1999; Whiteside 2002; Hoskin et al. 2008). Navic
jsou nadorové bunky schopny produkovat imunosupresivni molekuly, jako jsou transformujici
rustovy faktor (TGF ), prostaglandin E2 (PGE?2), adenosin a inhibi¢ni cytokiny IL-6 a IL-10.
Nadoroveé zménéné buiniky se rovnéz prezentuji zvysSenou rezistenci k apoptdze a v neposledni
radé zvySenou expresi ligandu FasL, ktery po vazbé na receptor Fas na povrchu T lymfocytu

spousti apoptdzu cilové tumor-infiltrujici buniky (Costello et al. 1999; Hoskin et al. 2008).

Piisobeni neadaptivnich imunitnich mechanizmt v protinddorové imunitni odpovédi je dnes
jiz dobfe znamo. Detailné jsou studovany s tumorem-asociované makrofagy (TAM) a NK

buiky.

Makrotagy jsou buiiky diferencujici se z myeloidni linie. Nejprve vznikaji monocyty, které
cirkuluji v periferni krvi a poté se ve tkanich diferencuji v makrofagy. Jejich hlavni funkeci je
pohlcovat cizorodé latky a epitopy danych antigenti vystavovat na svém povrchu vazané na

molekulu MHC 1I. tfidy a tyto epitopy predkladat efektorovym buitkam.

TAM jsou hlavni komponentou imunitniho systému v nddorovém mikroprostfedi, ve kterém
disponuji unikatnimi vlastnostmi. Nadorové buiiky maji schopnost atrahovat TAM. D¢je se
tak pomoci kolonie stimulujiciho faktoru-1 (CSF — 1), chemokinti 2, 3, 4, 5, 8 (CCL 2, 3,4, 5
a 8) a vaskularniho endotelialniho rastového faktoru (VEGF) (Lamagna et al. 2006; Lewis et
al. 2006; Coffelt et al. 2009).

Jejich funkce je v soucasné dobé¢ detailn¢ studovana a nejnovejsi poznatky poukazuji na
paradoxni ptisobeni TAM. To miize byt vysvétleno existenci dvou fenotypd, ve kterych se
tyto buniky vyskytuji. M1 fenotyp stimuluje aktivaci cytotoxickych CD8+ T lymfocytl a
diferenciaci naivnich CD4+ T lymfocyti smérem k Thl CD4+ T lymfocytim a Th17 CD4+
lymfocytim, coZ objasiiuje lep$i progndzu asociovanou s vyssi hladinou TAM (Bingle et al.
2002; Tsung et al. 2002; Laoui et al. 2011). Existuji rovnéz studie, které popisuji horsi
progndzu u pacientl se zvysenou hladinou TAM. V tomto ptipadé se jedna o M2 fenotyp
TAM. Tyto TAM iniciuji diferenciaci naivnich CD4+ lymfocyti smérem k Th2 lymfocytim a

regula¢nim T lymfocytim (Treg), dale potencuji angiogenezi a remodelaci tkané (Lamagna et
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al. 2006; Coffelt et al. 2009). TAM usnadnu;ji rast nadoru produkci epidermalniho ristového
faktoru (EGF), desti¢kového rustového faktoru (PDGF), v hypoxickych tkanich stimuluji
aniogenezi pomoci TGF- 3, VEGF, tumor nekrotizujiciho faktoru a (TNF-a), prozanétlivych
cytokint IL-1, IL-6, IL-8 a CSF . TAM také podporuji invazi a migraci nadorovych bun¢k
tim, ze produkuji metaloproteinazy (MMP) degradujici mezibunécnou hmotu a dale produkci
cytokini IL-1 a TNF-a (Duray et al. 2010). Jejich imunosupresivniho u¢inku je dosazeno
pomoci cytokini TGF-B, IL-10 a PGE2 (Duray et al. 2010). V mnoha studiich byla prokazana
piima souvislost mezi zvySenym po¢tem TAM a hor§im piezivanim pacientt (Leek et al.
1996; Lewis et al. 2006). Hlavni marker charakterizujici jak M1 tak M2 fenotyp je CD68
(Duray et al. 2010).

23



MHC ¢ Q Arginase/
Costimulatory |, ROS \
molecules * . Qs
Y - @ O
Apoptosis e My T <

e @ )
Apoptotic CD8* T 0 ~2° Tumor cell

cell Q o) & _ " 8
8= (@ § L -y 8
—(0g @ (92

MDSC

€= CTGF-B, VEGF, GM-CSE ;ﬂ I A AN

IL-6, PGE2, COX-2 f\ o
l l | C‘, N 7':.'
Lll-l.” 71[-1!] &

TGE-§, VEGF, GM-CSF, TGF-a, IL-1, [L-6, IL-8

Antibody pmduumn ¢— Cytokine G—O"Qt‘

by B cell
YO8 CDA* Th2 T cell

" s J Apoptotic

G Tumor cell Q CD8* T cell

@ TAMM2 @ CD4* Th2

" phenotype T cell
MDSC Q Ireg

Q’ CD8* T cell Q CD4' Thi7

T cell

O [Immunosupprcmnn

TGF-B, PGEZ, IL-6, IL-10, adenosine

( hunoklm
'Q CD4* Thi7 T cell
= Q - *"D‘ NK cell

— Treg

~ Y- e
=~ (& . Immunosuppression
®) FHy—
h oty -

TGF-$, PGE2, [L-10

f ‘\..,._\
. @ e/

(- “\f =\, EGFE PDGF, TGF- ,‘, IL-6, [L-1, TNF-a

@
MMPs, TNF-a, IL-1
L)

L,\

o

Q CD4* T cell ! Inhibit
Q» NK cell

¢+ Interact

—> Promote

Obrazek 9. Imunosupresivni mechanismy v mikroprostfedi nadoru, ptevzato Duray et al.,

2010 (Duray et al. 2010)

Nadorové bunky disponuji fadou mechanizmii, jak uniknout imunitnimu systému. Patri mezi

né ztrata nebo snizeni exprese MHC molekuly I. tFidy a kostimulacnich molekul, exprese

ligandu FasL, ktery po vazbé na specificky receptor na povrchu cilovych bunék spousti

apoptozu efektorove buiiky a v neposledni radeé produkuji Fadu imunosupresivnich cytokinii

vcetné TGF-p, PGE2, IL-6, IL-10, a adenosinu. Subpopulace naivnich CD4 lymfocyti, tzv.

CD4 + Th17 T lymfocyty produkuji IL-17 a tim podporuji zanétlivou reakci, zatimco CD4+

Th2 T lymfocyty stimuluji B bunky k produkci protilatek. Treg podporuji progresi nadoru
inhibici funkce CD4+ T lymfocytii, CD8+ T lymfocytii a NK bunék. TAM M2 fenotyp

podporuje vyvoj naivnich CD4+ T lymfocytit smérem k CD4+ Th2 T lymfocytum a Treg.
Navic M2 fenotyp podporuje rist nadoru (EGF, PDGF, TGF-g, IL-6, IL-1, TNF-a),
angiogenezi (TGF-g, VEGF, GM-CSF, TGF-q, IL-1, IL-6, a IL-8), invazi nadoru (MMP,
TNF-o, IL-1), imunosupresi (TGF-f, PGE2, a IL-10) a metastazovani.



Do skupiny neadaptivnich imunitnich mechanizmt uplatiiujicich se v protinddorové imunité
patii také NK buiky. Jsou velké granularni lymfocyty, jejichz charakteristickym rysem je
schopnost pisobit bez predchoziho kontaktu s antigenem. NK buinky hraji dtlezitou roli

Vv destrukci nadorovych a virem infikovanych bun¢k. NK bunky rozeznavaji bunky, které maji
na svém povrchu abnormalné malé mnozstvi MHC glykoproteinu I. Jejich aktivace probiha
prostfednictvim vazby signalnich molekul na stimula¢ni nebo inhibi¢ni receptory. Mezi
stimulacni receptory patii povrchové adhezivni molekuly NKR-P1 a Fc receptor CD16. Tyto
receptory rozeznavaji struktury na povrchu nejriiznéjSich typti bun¢k. Mezi inhibicni
receptory fadime imunoglobulinové receptory KIR (Killer cells Imunoglobin Receptor) a
lektinové receptory (n€kolik typt heterodimert CD94/NKG2) (Vivier et al. 2011). Inhibi¢ni
receptory reaguji s MHC | glykoproteiny. V piipadé jejich absence nedostava NK buiika
dostate¢né mnozstvi inhibi¢nich signall, coz vede k jeji aktivaci (Vivier et al. 2011), zatimco
v pfipad¢ absence zanétlivého ¢i nadorového onemocnéni je na povrchu bunék dostate¢né
mnozstvi MHC molekul I. tfidy a NK buiiky tak dostavaji pfedev§im inhibi¢ni signaly a
nejsou aktivovany. V piipad¢ alterace organizmu zanétlivym ¢i nddorovym procesem
ziskavaji NK buiiky prevazné¢ aktivacni signaly. Navic jsou NK burky aktivovany
prozanétlivymi cytokiny, jakou jsou INF-o, INF-f a IL-12, které jsou uvolnovany buitkou

Vv piipadé¢ virového postizeni. Podle exprese povrchovych receptorit CD56+ a CD16+ se NK
buiiky d&li do dvou podskupin. CD56""9" NK buiiky, které neexprimuji povrchovy marker
CD16+ a tvoii piiblizné 10 % NK bunék v periferni krvi. Zbylych 90% tvoti podskupina
CD56%™ NK bunky, které na svém povrchu exprimuji receptor CD16+ a jsou charakteristické

svou cytotoxickou aktivitou.

V cytoplazmé NK bunék se vyskytuji granula obsahujici perforin (protein vytvarejica pory

V bunécné membrang) a proapoptotické protéazy zvané granzymy. Poté, co NK bunka
rozezna pomoci svych povrchovych receptorti buiiku cilovou, cytotoxické granule migruji

k cytoplazmatické membrané v misté kontaktu obou bunék, nasledn¢ dochazi k fazi granul

S membranou a obsah granul je uvolnén do uzké Stérbiny mezi obéma buiikami. Perforin je
schopen v cilové butice tvofit pory, kterymi je obsah granul vpraven do cytoplazmy cilové
bunky. Granzymy pak v cytoplazmé cilové bunky $té€pi prekurzory proteaz, tzv. kaspaz, které
se tim aktivuji a nasledné dochézi ke spusténi kaskady reakct, ktera vede k apoptotické smrti

buiky.

Obecné lze fici, ze zvySené hladiny NK bun¢k u rdznych druhti malignit koreluji s lepSim

prezivani pacientt (Ishigami et al. 2000; Cao et al. 2005; Rosso et al. 2012).
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Dalsi podskupinou NK buné¢k jsou NKT burniky (NKT), které na svém povrchu nesou kromé
stimulacnich a inhibi¢nich receptorti téz TCR. Jsou proto soucasti adaptivnich imunitnich
mechanizmtl. Jejich funkci je rovnéz eliminovat virem infikované ¢i nddorové transformované
bunky a to jak prostfednictvim inhibi¢nich cytokint, tak pomoci cytotoxickych proteina

granzymu a perforinu (Hofejsi et al. 2005).

Mezi bunky uplatnujici se v neadaptivni imunit¢ jsou fazeny také dendritické bunky. DC patfi
do skupiny antigen prezentujicich buné€k a hraji zasadni roli ve spolupraci mezi neadaptivni a
adaptivni imunitni odpovédi (Steinbrink et al. 2009; Liu et al. 2010). Jsou znamy dva druhy
DC: myeloidni DC (mDC), které maji ptivod v kostni dfeni a plazmacytoidni DC (pDC)
pochazejici z lymfatickych uzlin. Na sliznicich a v kiizi se nachazi mDC, které jsou dale
rozdéleny do dvou podskupin; Langerhansovy burky, které se vyskytuji v epidermis a v horni
casti aerodigestivniho traktu a na bunky intersticidlni a dermalni, které se nachazi v kuizi
(Valladeau et al. 2005). V krvi a lymfatickych organech jsou detekovany pDC (Charles et al.
2010). V perifernich tkanich se vyskytuji zejména nezralé DC, které jsou charakterizovany
vysokou antigenni kapacitou. Pfitomnost mikrobidlnich produkti a prozénétlivych cytokind,
jako IL-1, IL-12, TNF-o usnadnuji vyzravani DC. Ty postupné ztraceji schopnost vychytavat
antigeny a zvySuje se jejich schopnost prezentovat antigen a stimulovat efektorové T
lymfocyty. Na povrchu zralych DC dochazi ke zvySené expresi kostimmula¢nich molekul
CD40, CD80, CD86 a DC produkuji prozanétlivé cytokiny IL-1, IL-12 a TNF-a (Duray et al.
2010). Zralé DC pak migruji z nelymfoidni tkdné do sekundarnich lymfatickych organi, kde
predkladaji antigeny T lymfocyttim, které se diferencuji v efektorové T lymfocyty schopné
eliminovat nadorové buiky (Steinbrink et al. 2009; Duray et al. 2010). Imunosupresivni
cytokiny IL-10 a TGF-$ mohou ptevést nezralé DC na tolerogenni DC, které mohou navodit
toleranci T lymfocytti vici cizorodym antigenim. Déje se tak zejména béhem aktivace Treg

(Jonuleit et al. 2000; Hawiger et al. 2001; Yamazaki et al. 2006).

V protinddorové imunité hraji svou nezastupitelnou roli také adaptivni imunitni mechanizmy,
zejména CD8+ T lymfocyty a CD4+ T lymfocyty. Vétsina CD8+ T lymfocytd jsou
prekurzory cytotoxickych T lymfocyti (Tc lymfocyty), zatimco CD4+ T lymfocyty jsou
prekurzory pomocnych T lymfocytt (Th lymfocyty). T lymfocyty se vyvijeji ze svych
prekurzorii v thymu, kde jsou jako nezralé¢ T lymfocyty vystaveny antigenim bunék
retikuldrniho epitelu. Piiblizné v 95% dochdazi po interakci TCR s epitopem daného antigenu
k pfili$ intenzivni nebo naopak k nedostatecné reakci a tyto T lymfocyty jsou zni¢eny. Pouze

5% T lymfocytl opousti thymus, dostava se do cirkulace a osidluje sekundarni lymfatické
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organy (slezina, lymfatické uzliny). V téchto sekundarnich lymfatickych orgénech setrvavaji
v naivnim stavu. K aktivaci T lymfocyti dochazi po vazbé mezi TCR a komplexem MHC na
povrchu APC. Dostate¢né silny ptenos signalu je zajistén pomoci kostimulacnich molekul
CD80 a CD86 na povrchu APC a CD28 na povrchu T lymfocytt (Hofejsi et al. 2005). Po
aktivaci dochazi k vyvoji efektorové ¢i pamét'ové bunky. Hlavni funkci CD8+ T lymfocytl je
eliminace infikovanych ¢i abnormalnich nadorovych buné¢k ptes apoptotické receptory
(Fas/CD95, TNF-receptor) nebo vpravenim pro-apoptotickych enzymii (granzym B) (Hotejsi
et al. 2005).

Mechanizmus ptisobeni CD4+ T lymfocytl je zavisly na subtypu CD4+ T lymfocytt. Podle
jimi produkovanych cytokinl se déli na Th 1 lymfocyty (produkujici zejména IL-2 a INF-y),
které podporuji cytotoxickou bunéénou imunitu (Tc lymfocyty, makrofagy). Th 2 lymfocyty
produkuji zejména cytokiny IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, a jejich hlavni funkci je usnadnéni
protilatkové imunitni odpovédi (B lymfocyty, tvorba protilatek). Th 17 lymfocyty, které
produkuji IL 17, stimuluji produkei dalSich prozanétlivych cytokint (Ostrand-Rosenberg
2008). Posledni podskupinu CD4+ lymfocyti tvoti Treg, kterym je v soucasnosti vénovana

velka pozornost.
1.5.1 Regulacni T lymfocyty

Existence supresorové regulace imunitni odpovédi proti nadorovym bunkam byla poprvé
zminéna Sakaguchim a spol. v roce 1995, ktefi demonstrovali mechanismus vlastni tolerance
zajistovany podskupinou CD4+ T lymfocyti, které zacali nazyvat Treg. (Sakaguchi et al.
2011). Funkci Treg je potlaceni proliferace a efektorové funkce Sirokého spektra imunitnich

bunék (Strauss et al. 2007).

V pribéhu vyzkumu zamétujiciho se na Treg doslo k znaénému vyvoji v detekci markert
charakterizujicich Treg. Sagakuchi a spol. popisuji Treg jako subpopulaci CD4+ T lymfocyti,
které na svém povrchu exprimuji alfa fetézec I1L-2 (CD25) (Sakaguchi et al. 2011). Pouziti
povrchového markeru CD25+ jako znaku definujici Treg je vSak nedostatecné, jelikoz
receptor CD25+ je exprimovan také na aktivovanych efektorovych T butikach. Je vSak mozné
tyto bunky rozd¢lit do ttech podkupin CD25+ low/intermediate/high, pficemz skupina
CD25+high s vysokou pravdépodobnosti exprimuje forkheadbox transcription factor (FoxP3),
klicovy marker charakterizujici Treg. FoxP3 hraje kli¢ovou tlohu pro Treg béhem vyvoje

v thymu a pro regulaci jejich funkce, byva také oznacovan jako ,,master regulator. Jeho
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funkci je modulovat rozdilnou odpovéd’ na stimulaci TCR u regulacnich a u efektorovych T

lymfocytt (Sakaguchi et al. 2011).

Byla snaha ptesn¢ji charakterizovat CD4+ CD25high FoxP3 Treg pomoci povrchového
markeru CD127 (receptor pro alfa fetézec 1L-7) (Sakaguchi 2000). Pro Treg je specificka
snizena exprese CD127 na povrchu Treg, avSak sniZzena exprese tohoto povrchového markeru
je detekovana také u aktivovanych T lymfocytli. Proto detekce snizené exprese CD127 pro
charakterizaci Treg nebyla dostacujici (Liu et al. 2006; Seddiki et al. 2006). Pomocnym
markerem by v tomto pfipadé mohl byt receptor CD62+, také znamy jako L-selektin.
Regula¢ni T lymfocyty, pravé aktivované z naivnich T lymfocytd, je tak mozno
charakterizovat jako CD4+ CD25high FoxP3high CD127low CD62+ (Seddiki et al. 2006;
Sakaguchi et al. 2011). Nové poznatky poukazuji na jesté presnéjsi zpusob detekce aktivnich
Treg. Treg exprimujici na svém povrchu vSechny receptory urcujici jejich zarazeni k Treg
nemusi byt funkéni, tozn. nepotlacuji funkei efektorovych bunék. Takové buiiky se nazyvaji
non-regulacni Treg. Rozdil mezi regulaénimi a non-regula¢nimi Treg spoc¢iva v urovni
metylace genu FoxP3. Non-regulacni Treg maji nekompletné demethylovan gen FoxP3,
zatimco Treg maji kompletné demethylovany gen FoxP3. Demethylace genu pro FoxP3

sved¢i praveé pro aktivitu Treg (Sakakura et al. 2006; Wieczorek et al. 2009).

V soucasnosti jsou definované dvé zdkladni skupiny Treg; pfirozené se vyskytujici, nTreg a
indukované, Treg (Tabulka 1). nTreg jsou charakterizovany jak expresi transkripéniho faktoru
FoxP3, tak i mnoha dalSich markera, které nejsou vyluéné€ spojeny se supresivni funkci Treg.
Mezi tyto molekuly fadime GITR (Glucocorticoid-Induced Tumour-Necrosis Factor Receptor
Related Protein). Ten je exprimovan na povrchu Treg, ale je také v riizné mife pfitomen na

efektorovych T lymfocytech a APC (Ronchetti et al. 2004; Sakaguchi 2005).

Na povrchu Treg dale nachazime CTLA-4 (Cytotoxic T-Lymphocyte-Associated Antigen 4),
coz je tzv. counter-receptor (molekula vazajici se na receptor cilové butiky) pro kostimulaéni
molekuly CD80, CD86, které jsou exprimovany na povrchu APC. Po navazani molekuly
CTLA-4 na CD80,CD86 dochazi k produkci indolamin-2,3-dioxygenazy (IDO) a vysledkem
je katabolismus tryptofanu. Snizené mnozstvi tryptofanu negativné reguluje imunitni
odpovéd’ (Kronenberg et al. 2005).

Treg na svém povrchu exprimuje téz kostimula¢ni receptor CD28. Ten je nezbytny pro vyvoj
Treg v thymu, kde CD28 kostimulace vyvijejicich se thymocyti indukuje expresi FoxP3 (Tali
et al. 2005; Randolph et al. 2006).
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n-Treg i-Treg
n-Treg Trl Th3
Fenotyp CD4+ CD25+ FoxP3 | CD4+ CD25+ IL10+ | CD4+ CD25+ TGF-B
Pivod Thymus Periferie Periferie
Bunécny kontakt Solubilni cytokiny: Bunécény kontakt
Pasobeni Solubilni cytokiny IL- | IL-10, TGF-B, IFN-y Solubilni cytokin:
10, TGF-p TGF-B

Tabulka 1. Podskupiny Treg

V soucasnosti se pozornost zamétuje na mechanizmus ptisobeni Treg. Existuji ¢tyfi hlavni

mozné varianty (Obrazek 10):

1) pusobeni prostfednictvim sekrece inhibi¢nich cytokind

2) ptimé pusobeni kontaktem mezi regulacni a cilovou buiikou

3) metabolicka disrupce

4) neptimé plsobeni prostrednictvim ovlivnéni dendritickych bun&k

Varianta prvni zahrnuje pisobeni hlavnich inhibi¢nich cytokind : IL-10, TGF-, IL-35. Jejich

imunosupresni efekt byl opakované prokazan v in-vitro i in-vivo experimentech (Strauss et al.
2007; Vignali et al. 2008).

V piipad€ druhém - ovlivnéni cilové buiiky buiikou regulacni, je stale ¢astéji zdiraziiovan

vyznam tésného kontaktu (Thornton et al. 1998). Pti pfimém kontaktu bunék, ktery je

zprostiedkovan molekulou granzymu A, B a perforinu s molekulou CD18, dochazi k cytolyze

cilové bunky.

Velka pozornost je v posledni dobé vénovana tfetimu mechanizmu - takzvané metabolické

disrupci. Tento pojem zahrnuje konzumpci IL-2. Treg exprimuji na svém povrchu

trimetrickou formu receptoru pro IL-2, ke které ma IL-2 mnohonasobné vyssi afinitu, coz
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vede k jeho vychytavani Treg, a tim dochazi ke sniZeni lokalni dostupnosti pro délici se
efektorové bunky (Shevach 2009).

Dalsi studie zdGraznuji vyznam adenosinu pro funkci Treg. Aktivita cilové bunky je
potla¢ena, dojde-li k pfenosu cAMP (cyklicky adenosin-monofosfat) do cytoplazmy cilové

buriky prostiednictvim ,,gap junction® (Bopp et al. 2007).

Druhé4 moznost vyuziti adenosinu k potlaceni funkce cilové buniky vychazi z predpokladu, ze
na povrchu Treg jsou vazany enzymy CD73—ecto-5-nukleotidaza spolu s CD39—
exonukleosid-trifosfat-difosfohydrolazou-1.Tyto enzymy produkuji z extracelularnich
nukleotidii vysokou koncentraci adenosinu (Deaglio et al. 2007). Adenosin se poté navaze na
inhibi¢ni A2A receptor na povrchu aktivovanych efektorovych T lymfocytt a tim dochazi ke

snizeni jejich aktivity (Deaglio et al. 2007).

Poslednim moznym mechanizmem ovlivnéni pribéhu imunitni reakce je vzijemné
ovliviiovani Treg a plasmocytoidnich dendritickych bunék (pDC) a dalsich antigen
prezentujicich bun¢k (Bordon 2010; Irla et al. 2010). Treg pisobi inhibiéné prostiednictvim
vazby CTLA-4 na kostimula¢ni molekuly CD80 nebo CD86, coz vede k produkci IDO. Tento
enzym zvySuje mnozstvi katabolitii tryptofanu, ktery ptsobi inhibi¢né€ na efektorové buiky

(Fallarino et al. 2003; Mellor et al. 2004).

30



a Inhibitory cytokines b Cytolysis

Membrane-

Granzyme A or granzyme B
tethered TGFB L gy
TGFB i
OO X o & ° ° (]
o © o 0 / ° o
——————————
) 1 = =
© o © o L]
Q o 9 Perforin pore
Tpeg cell IL-35 IL-10 Effector T cell Apoptotic effector
T cell
¢ Metabolic disruption d Targeting dendritic cells
IDO 4
Death due ° 0
to cytokine Ly
deprivation

Through

gp
junctions

Adenosine class Il

Inhibition of DC maturation
and function

Nature Reviews | Immunology

Obrazek 10. Mozné mechanismy ucinku Treg, prevzato z Vignali et al., 2008 (Vignali et al.
2008).

Na zaklad€ dostupnych poznatki je ptisobeni Treg v protinddorové imunitni odpovédi
nezpochybnitelné, avSak popisovany vliv na prognézu pacientli dokladovany v riznych
studiich je zna¢n¢ heterogenni (Obrazek 11). Vychazime-li z ptedpokladu, ze Treg potlacuji
protinadorovou imunitni odpovéd’, pak by méli byt pacienti s nddorovym onemocnénim a se
zvySenymi hladinami Treg prognosticky znevyhodnéni. Tento predpoklad je splnén u
pacientt S ovarialnim karcinomem (Curiel et al. 2004), karcinomem pankreatu (Vizio et al.
2012), karcinomu plic (Karagoz et al. 2010) karcinomu jater (Fu et al. 2012) a mnoha dal$ich.
Existuje vSak i fada studii, které popisuji paradoxné lepsi progndzu u pacientii se zvySenymi
hladinami Treg, napf. pacienti s malignim melanonem (Ladanyi et al. 2004), kolorektalnim
karcinomem (Salama et al. 2009), Hodgkinovym lymfomem (Alvaro et al. 2005) a

s karcinomem hlavy a krku (Nasman et al. 2012; Wansom et al. 2012; Badoual et al. 2013;
Nordfors et al. 2013). Paradoxni role Treg mize mit nékolik moznych vysvétleni. Jak jiz bylo
zminéno vyse, detekce markerd definujicich Treg zaznamenala v poslednich 20 letech rychly

rozvoj. Existuji hypotézy, Ze skutecné funkéné aktivni Treg maji kompletné demethylovany
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usek genu pro transkrip¢ni faktor FoxP3 (Wieczorek et al. 2009). Tento novy diagnosticky
postup posunul dale moznosti detekovat funkci Treg, coz vSak znesnadiiuje korelovat

Navic, Wieczorek a spol. (Wieczorek et al. 2009) studoval hladiny Treg jak v periferni krvi,
tak v nadorovém mikroprostiedi a pozoroval signifikantné zvySené hladiny Treg u pacientt

S malignim melanomem, karcinomem plic a kolorektalnim karcinomem, ktefi byli 1éceni IL-2
a naopak snizené hladiny Treg u pacienti, kteti absolvovali imunosupresivni 1é¢bu po

transplantaci.

Druhé vysvétleni vychazi z faktu, ze negativni efekt Treg je zprostfedkovan zejména jejich
inhibi¢nim puisobenim na protinadorové CD8+ T lymfocyty. Proto se zda byt vice
vypovidajicim parametrem zejména pomér mezi CD8+ T lymfocyty a Treg (Sato et al. 2005;
Gao et al. 2007). Hodnoceni samotnych Treg bez znalosti tohoto poméru mutize vést k mylné

interpretaci vysledkd.

V neposledni fadé miize byt prognoéza pacienta ovlivnéna soucinnosti Treg a jiného
biologického faktoru, jako je tomu v piipadé karcinomu hrdla délozniho, etiologicky témét ve
100% spjatych s HPV. Bylo prokazano, Ze s progresi karcinomu hrdla délozniho se zvySuje
exprese cytokinu IL-10 a zaroven byla pozorovana statisticky vyznamna korelace mezi
hladinou IL-10 a HPV-pozitivitou, zejména typem HPV 16. Tyto vysledky poukazuji na vztah
mezi HPV infekei, IL-10 a nadorovou progresi (Bhairavabhotla et al. 2007; Bermudez-
Morales et al. 2008). Rada praci popisuje vyssi zastoupeni Treg u pacientek s pokro&ilym
stadiem onemocnéni (Scott et al. 2009; Chen et al. 2012; Zeng et al. 2013). Vyssi hladiny
Treg u pacientek s karcinomem hrdla délozniho koreluji s hor§im pfezivanim (Jordanova et al.
2008).
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Malignancy N pts  Prognostic

valie
Breast carcinoma (Bates er al., 20006) 237 Unfavorable
Breast carcinoma (Gobert et al., 2009) 191 Unfavorable
Colorectal carcinoma (Salama er al., 2009) 967 Favorable
Cervix carcinoma (Jordanova et al., 2008) 115 Unfavorable
Esophagus carcinoma (Yoshioka et al., 2008) 122 Not significant
Gastric carcinoma (Mizukami et al., 2008) 80 Unfavorable (*)

Head & neck carcinoma (Badoual er al., 2006) 84 Favorable
Hepatocellular carcinoma (Gao et al., 2007) 302 Unfavorable

Kidney carcinoma (Siddiqui et al., 2007) 170 Not significant
Lymphoma (B cell) (Carreras er al., 2006) 98 Favorable
Lymphoma (Hodgkin) (Alvaro et al., 2005) 257 Favorable
Ovary carcinoma (Curiel et al., 2004) 104 Unfavorable
Pancreatic carcinoma (Hiraoka er al., 2000) 198  Unfavorable

Obrazek 11. Prognosticka role Treg v riznych typech malignit, pievzato Martin et al., 2010
(Martin et al. 2010)

1.5.2 Imunitni stav u pacienti s karcinomem hlavy a krku

V soucasné dob¢ je znamo, ze vznik karcinomu hlavy a krku je spjat napf. s koufenim,
konzumaci alkoholu a infekci lidskymi papillomaviry. AvSak rist a progrese karcinomd jsou
asociovany i se selhanim imunitniho systému karcinomem postizeného organizmu. Recentni
studie poukazuji na specifické zmény v imunitnim systému pacientt s karcinomy hlavy a krku
(Young 2006; Duray et al. 2010; Alhamarneh et al. 2011). Kli¢ovou roli na poli protinadorové
imunity hraji T lymfocyty (Albers et al. 2005; Badoual et al. 2013), které jsou nyni

v souvislosti s nadorovymi stavy detailné studovany. Bylo zjisténo, ze T lymfocyty
vyskytujici se v nadorem postiZzeném organizmu vykazuji fadu nejen kvalitativnich defekti,
coz omezuje jejich funkéni schopnosti, ale 1 kvantitativni zmény T lymfocyti jak

v nadorovém mikroprostiedi, tak v periferni krvi (Hoffmann et al. 2002; Whiteside 2002;
Albers et al. 2005; Whiteside 2005; Badoual et al. 2013). Mezi funk¢ni defekty patii mimo
jiné nizkda, nebo zadna, exprese CD3 zeta fetézce, ktery je kliCovou signalni molekulou

Vv prenosu signalu pres TCR receptor (Whiteside 2005), dale je to nevyvazenost

Vv cytokinovém profilu — absence IL-2 ¢i nadprodukce INF-y (Reichert et al. 1998) ¢i
ptitomnost povrchovych apoptotickych znaki (Young et al. 1996; Whiteside 2005). Studie
popisujici snizenou hladinu T lymfocytt v periferni krvi u pacienti s karcinomem hlavy a
krku poukazuji na schopnost T lymfocytti podléhat spontanni apoptoze (Hoffmann et al. 2002;

Kuss et al. 2003). Apoptozu je mozno detekovat pomoci nasledujicich apoptotickych znaki:
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anexinu V, zeta fetézce vaziciho se na TCR receptor a pomoci receptoru Fas (Hoffmann et al.
2002). Tyto kvalitativni a kvantitativni zmény T lymfocytl umoznuji nadorovym buikam

jejich vlastni pfezivani a efektivni tinik protinddorové odpovédi hostitelského organizmu.

Specifické zmény v imunitnim systému mohou byt detekovatelné jak v periferni krvi, tak

v nadorovém mikroprostiedi (Hoffmann et al. 2002; Whiteside 2005; Badoual et al. 2013).
Pro snazsi dosazitelnost byly priméarné k vysetieni specifickych imunologickych zmén u
pacientl s nadorovym onemocnénim vysetfovany vzorky periferni krve a byly detekovany jak
kvalitativni, tak kvantitativni zmény v jednotlivych lymfocytarnich subpopulacich (Saito et al.
1999; Schaefer et al. 2005; Lau et al. 2007; Strauss et al. 2007; Boucek et al. 2010). Nékolik
studii prokazalo pozitivni korelaci v zastoupeni jednotlivych bunék v periferii a nadorovém
mikroprostiedi (Liyanage et al. 2002; Lau et al. 2007; Green et al. 2013), nicméné prace
Wansoma a spol. (Wansom et al. 2012) tuto korelaci nepotvrdila. Soucasné studie se zamétuji
na vysetfeni imunitnich bunék v nddorovém mikroprostiedi (Nasman et al. 2012; Wansom et
al. 2012; Nordfors et al. 2013).

1.5.2.1 Neadaptivni imunitni mechanizmy

Mezi neadaptivni imunitni mechanizmy patii zejména aktivace NK bunék a makrofagt. NK
buiiky jsou charakteristické svou schopnosti destruovat cizorodou buiiku bez piedchoziho
kontaktu s antigenem (Kiessling et al. 1975) a jejich hlavni funkci je Gi¢ast v protivirové (Lee
et al. 2007) a protinadorové (Smyth et al. 2002) imunitni odpovédi. U pacienti s karcinomem
hlavy a krku jsou v periferni krvi detekovany zejména snizené hladiny NK bun¢k (Bose et al.
2008; Wulff et al. 2009; Chen et al. 2011; Accomando et al. 2012), av§ak Botcher a spol.
(Bottcher et al. 2013) popisuji hladiny zvySené. V soucasnosti existuje jedna studie zabyvajici
se progndzou pacientt ve vztahu k NK bunkam. V praci Schneiderse a spol. (Schneiders et al.

2012) je popisovana horsi prognoza korelujici se snizenymi hladinami NK bunék.

Hlavni funkci makrofagu je prezentovat antigen efektorovym T lymfocytam (Pollard 2009).
Navic jsou makrofagy zapojeny do tkanové remodelace (Lewis et al. 2006). V soucCasnosti se
studie zamétuji predevsim na jejich schopnost indukovat neoangiogenezi. Je popisovana
pozitivni korelace mezi urovni neovaskularizace a poctem TAM a ta je asociovana S horsi
progndzou (Leek et al. 1996; Lewis et al. 2006). TAM jsou rovnéz ve vyssi mite detekovany
v pokrocilejsich nadorovych 1ézich (Li et al. 2002; Liss et al. 2002; Ritta et al. 2009). Dale
jsou zvysené hladiny popisovany u pacientti s pozitivnim uzlinovym postizenim (Marcus et al.

2004) a u nadora s extrakapsularnim Sitenim (Marcus et al. 2004). Lze tedy shrnout, ze
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zvySené hladiny TAM jsou nepiiznivym prognostickym markerem u pacientt s karcinomem

hlavy a krku.

1.5.2.2 Adaptivni imunitni mechanizmy

Soucasti adaptivni protinadorové imunitni odpovédi jsou subpopulace T lymfocytl, zejména
CD8+ T lymfocyty, Treg a v mensi mite téz CD4+ T lymfocyty (Badoual et al. 2006; Boucek
et al. 2010; Wansom et al. 2012; Badoual et al. 2013). Jejich zastoupeni jak v periferni krvi,
tak v nadorovém mikroprostiedi je heterogenni. V periferni krvi jsou popisovany jak zvysené
hladiny T lymfocyta (Schaefer et al. 2005; Lau et al. 2007; Strauss et al. 2007; Boucek et al.
2010), tak hladiny snizené (Saito et al. 1999; Kuss et al. 2003). Ptekvapivé jsou vysledky ze
studii detekujici hladiny T lymfocytii v nadorovém mikroprostredi, které ve vSech dosud
publikovanych ptipadech popisuji zvysené hladiny subpopulaci T lymfocytt, které korelu;ji

s lepsi progndzou pacienttt (Nasman et al. 2012; Wansom et al. 2012; Badoual et al. 2013;
Nordfors et al. 2013; Park et al. 2013).

1.5.3 Imunitni stav u pacienti s HPV-asociovanymi karcinomy

HPV infekce aktivuje v napadeném organizmu jak neadaptivni, tak adaptivni imunitni
mechanizmy (Deligeoroglou et al. 2013). Jak jiz bylo zminéno vySse, vrozena neadaptivni
imunita je zaloZena na nespecifickych obrannych mechanizmech, které zahrnuji epitelové
bariéry, komplex sérovych proteinti zvanych komplement a buiiky schopné pohltit antigen a
prezentovat jej na svém povrchu (Deligeoroglou et al. 2013). V obrané proti HPV infekei se
uplatiiuji zejména NK buniky, NKT butiky a makrofagy. V mensi mife se na eliminaci HPV
podili také DC (Deligeoroglou et al. 2013). Z adaptivnich imunitnich mechanizmu se v obrané
vici HPV podili zejména specifické CD8+ T lymfocyty namifené proti E2 a E6 antigenim
(Deligeoroglou et al. 2013). Ve vétsing piipadi dochazi po aktivaci téchto mechanizmut

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

uniknout (viz. Kapitola 1.3)
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1.5.3.1 Specifické zmény v imunitnim systému u pacientek s karcinomem hrdla

délozniho

Karcinomy hrdla délozniho jsou etiologicky témét ve 100% piipadu spjaty s HPV infekci
(Parkin et al. 2006). Imunitni bunky pfitomné v tumordzni tkani hrdla délozniho jsou
dualezitou soucasti protinddorové imunitni odpovédi, zasadni roli pfitom hraji CD8+ T
lymfocyty a NK bunky (Patel et al. 2009). Aktivace téchto imunitnich mechanizmu vede ve
veétsing pripada k potlaceni virem indukované 1éze. Udéava se, ze az 90 % 1ézi je eliminovano

béhem dvou let (Renoux et al. 2011).

1.5.3.1.1 Neadaptivni imunitni mechanizmy

Z neadaptivnich komponent imunitniho systému se uplatiiuji zejména NK bunky a

makrofagy.

Renoux a spol. (Renoux et al. 2011) jako prvni popsal vztah NK bunék a HPV indukovanych
1ézi. Protilatky proti kapsidovému proteinu se navazi na CD16 receptor (receptor pro Fc-
fragment imunoglobulinu IgG), ktery je exprimovan na povrchu NK bun¢k (Perussia et al.
1984). Tim je spustén efektorovy mechanizmus zvany cytotoxicka reakce zavisla na
protilatkach (Lanier et al. 1986). Studie provadéna in vitro dokumentuje vyssi cytotoxicitu
NK bunék v piitomnosti HPV VLP (virus like particles), ktera se projevuje jednak zvySenou
exocytozou granuli obsahujicich molekuly granzym a perforin, jednak zvySenou produkci
cytokini TNF-a a INF-y (Renoux et al. 2011). Zvysené mnozstvi NK bunék je detekovano
zejména u prekancerdz, zatimco u pacientek s malignimi lézemi (Molling et al. 2007;
Arreygue-Garcia et al. 2008) ¢i u zdravych kontrol (Textor et al. 2008; Renoux et al. 2011)

jsou detekovany sniZzené hladiny NK bunck.

Dle ptedpokladi, zvysené hladiny TAM, detekované u karcinomi hrdla d€lozniho, koreluji
s nadorovym rustem (Bolpetti et al. 2010), nadorovou progresi (Bolpetti et al. 2010) ¢i
zvysenou proliferacni aktivitou tumoru (Bolpetti et al. 2010). Lepique a spol. (Lepique et al.
2009) ve své praci popisuji schopnost TAM asociovanych s HPV efektivné potlacit T

bunécnou odpoved.
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1.5.3.1.2 Adaptivni imunitni mechanizmy

Zastoupeni jednotlivych komponent adaptivnich imunitnich mechanizmi se 1i$i v zavislosti
na stadiu onemocnéni. Zatimco ve stromatu prekancerdz jsou detekovany zejména CD4+ T
lymfocyty, u invazivnich karcinomtl to jsou zejména CD8+T lymfocyty (Monnier-Benoit et
al. 2006). HPV se snazi uniknout imunitni kontrole snizenim exprese molekul HLA 1. t¥idy na
povrchu infikovanych bunék, ¢imz je dosazeno snizeni specifické imunitni odpovédi proti
onkoproteinim E6 a E7 (de Boer et al. 2007). U karcinomi hrdla délozniho jsou detailné
studovany téz Treg. Jejich zvySené hladiny jsou detekovany u pacientek s prekancerdéznimi
1ézemi a to jak v periferni krvi (Visser et al. 2007), tak v nadorovém mikroprostiedi (Molling
et al. 2007; Loddenkemper et al. 2009). Existuji dva ptedpoklady vysvétlujici zvyseni hladiny
Treg u HPV indukovanych 1ézich hrdla délozniho. V takto infikovanych tkanich jsou
detekovany zvysené hladiny inhibi¢niho cytokinu IL-10, ktery aktivuje Treg (Bhairavabhotla
et al. 2007; Bermudez-Morales et al. 2008). Navic HPV16 E7 indukované 1éze produkuji
cytokin IL-2, ktery je zasadni pro aktivaci Treg (Molling et al. 2007).

1.6 Imunitni stav u pacienti s HPV-asociovanymi karcinomy hlavy a krku, vztah k

prognodze

Mnoho studii popisuje prognosticky vyznam imunologickych parametrli u epitelovych nadort
(Curiel et al. 2004; Ladanyi et al. 2004; Alvaro et al. 2005; Salama et al. 2009; Fu et al. 2012),
ale je jen malo studii zabyvajicich se vztahem mezi HPV infekci, imunitnim stavem a
prognozou pacientd s karcinomem hlavy a krku. Wansom a spol. (Wansom et al. 2012)
detekovali zvysené hladiny Treg v nadorovém mikroprostiedi, které korelovaly s lepSim
prezivanim pacientli nezavisle na HPV statutu. Nasman a spol. (Nasman et al. 2012) popsali
zvysené hladiny CD8+ T lymfocyti a vys$i pomér CD8+/ Treg v nadorovém mikroprostiedi
korelujici s lepsi prognoézou u pacientti s HPV-pozitivnimi i HPV-negativnimi tonzilarnimi
karcinomy. Na jejich praci navazal Nordfors a spol. (Nordfors et al. 2013), kteti vySetfili
soubor 275 pacientl s diagnostikovanym orofaryngealnim karcinomem. Autoii detekovali
zvysené hladiny CD8+ T lymfocytli v nddorovém mikroprostiedi u HPV-pozitivnich
pacienttl, coz korelovalo s lep$im piezivanim. Park a spol. (Park et al. 2013) vysetfovali
pokrocilé tonzilarni karcinomy a popsali, ze zvySena exprese p16 proteinu je asociovana se

zvySenou hladinou Treg a lepsi progndzou.

Jedno z moznych vysvétleni paradoxni role Treg u karcinomu hlavy a krku vychazi z

piedpokladu, ze dochézi k translokaci mikrobiélni flory pfitomné v orofaryngu do tkédné

37



nadorové, stejné jako je to popisovano u kolorektalniho karcinomu (Ladoire et al. 2011). Tato
mikrobidlni flora stimuluje T bunéénou protizanétlivou odpoveéd’, kterd zahrnuje rovnéz
aktivitu Th17 T bunék, které usnadnuji riist nadoru. Aktivita Th 17 T buniek mtze byt
oslabena pusobenim Treg, coz by mohlo vysvétlovat lepsi prognozu u pacientt s karcinomy
hlavy a krku se zvysSenou hladinou Treg. Je také mozné, Ze zvySené hladiny Treg jsou

stimulovany ptitomnou HPV infekci (Bermudez-Morales et al. 2008).
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2. STANOVENI CIiLU A HYPOTEZ

Dizertaéni prace je zaméiena na detekci jednotlivych lymfocytarnich subpopulaci v periferni
krvi u pacientit s HPV-asociovanymi a neasociovanymi karcinomy hlavy a krku a na vliv

imunologickych a virologickych parametri na prognézu pacienta.

Cile dizerta¢ni prace lze shrnout do nasledujicich bodu:

A) Stanovit prognosticky vyznam HPV

B) Oveéfit, je-li mozné pro prukaz HPV etiologie karcinomu hlavy a krku nahradit detekci
HPV 16 E6 mRNA detekci kombinace markert HPV 16 DNA a pl6

C) Ur¢it, je-li imunofenotyp u pacientt s karcinomem hlavy a krku v porovnani

S imunitnim systémem zdravych jedinci modifikovany

D) Porovnat pfipadné zmény v imunitnim systému u pacientti s HPV-asociovanymi a

neasociovanymi karcinomy hlavy a krku
E) Zjistit, ovliviiuje-li imunitni stav pacienti s karcinomem hlavy a krku jejich prognozu

F) Ur¢it, zda virologicky ¢i imunologicky faktor je prognosticky vyznamnéjsi, zda tyto

faktory piisobi v sou€innosti, ¢i nezavisle na sobé
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Cile byly stanoveny na zaklad¢ téchto hypotéz:

1H1 — HPV pozitivita je asociovana s lepsi prognozou pacientd s karcinomem hlavy a krku

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

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

2HO — Kombinace markerd HPV DNA + p16 neni dostatecnd pro piesnou detekci etiologie
HPV u karcinomt hlavy a krku

3H1 — U pacienti nddorovym onemocnénim dochazi ke zménam v zastoupeni jednotlivych

lymfocytarnich subpopulaci v periferni krvi v porovnani se zdravymi osobami

3HO — Nejsou pozorovany zmény v zastoupeni imunitnich parametrt v periferni krvi u

pacientil s nadorem v porovnani se zdravymi osobami

4H1 Zastoupeni jednotlivych imunologickych parametrii v periferni krvi se li§i v zavislosti na

etiologii nddoru (HPV-asociovany/HPV-neasociovany karcinom)

4H0 Zmény v imunitnim systému nejsou ovlivnény etiolgickym agens

5H1 Imunitni profil pacientl s karcinomem hlavy a krku ovliviiuje prognézu pacienta

5HO Prognoza pacienta s karcinomem hlavy a krku neni ovlivnéna imunitnim stavem

nemocného
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3. MATERIAL A METODIKA
3.1 Soubor pacienti

Do studie bylo zatazeno celkem 110 pacientt s primarnim karcinomem hlavy a krku (MKN-
10: C01-C06, C9-10, C12-13, C32), ktefi byli 1é¢eni v letech 2004-2012 na Klinice
otorinolaryngologie a chirurgie hlavy a krku 1.LF UK a FN v Motole. VSichni zafazeni
pacienti podepsali informovany souhlas. Déle pacienti obdrzeli dotaznik ke zjisténi
zékladnich demografickych udajt a informaci ohledné rizikovych faktorti souvisejicich se
vznikem karcinomu hlavy a krku. U kazdého zarfazeného pacienta byl vyplnén navic klinicky
formulaf informujici o zdravotnim stavu jedince a patologicky formuléi obsahujici kompletné
zpracované udaje nezbytné pro klinicko-patologickou klasifikaci. Kontrolni skupinu tvofilo
52 dobrovolniku, kteti byli do studie zatfazeni po podepsani informovaného souhlasu, od
kterych byla odebrana periferni krev a formou dotazniku zjistény zékladni demografické

udaje a informace o rizikovych faktorech souvisejicich se vznikem karcinomu hlavy a krku.

Na pocatku bylo do studie zatazeno 60 pacientll s primarnim karcinomem hlavy a krku a 30
kontrol. V prubéhu analyzy, kdy byly provedeny zmény v metodice, byl nasledné soubor

roz§ifen na konecnych 110 subjektii a 52 kontrol.
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3.2 Odbér materialu a zpracovani

Odbéry materialu probihaly na Klinice otorinolaryngologie a chirurgie hlavy a krku 1. LF UK
a FN v Motole v letech 2005 — 2012. Od vSech pacienti byl odebran vzorek nadorové tkané

k detekci HPV. Celkem 106 pacientd podstoupilo chirurgickou 1é¢bu a od téchto pacientt
byla ziskana nadorova tkan béhem operace. U Ctyt pacientd, kteti nepodstoupili operacni
vykon, byla nadorova tkan odebrana béhem bioptického ovéteni nadoru. Tkanové vzorky byly
zpracovany na Ustavu patologie a molekularni biologie 2. LF UK. Z kazdého blo¢ku byl
zhotoven prvni fez pro histologickou analyzu a dva nasledné fezy (10-20 um) pro detekci
lidskych papillomavird metodou polymerazové retézové reakce (PCR), a dalsi fez opét pro
histologickou analyzu. Histologick4 analyza zjistila, zda v materialu odebraném pro PCR
detekci HPV a pro imunohistochemické vySetieni, je pfitomno nejméne 10% nadorovych
bunék (zda nedoslo k prokrajeni materialu, buniky nebyly nekrotické, nejednalo se o zdravou
tkan ptiléhajici k 1ézi apod.). Pouze takové vzorky byly zatazeny do studie. Dva fezy pro
HPV PCR detekci byly pfeneseny do sterilni mikrozkumavky. Mezi tyto vzorky byly viazeny
kontrolni blo¢ky (blo¢ky bez tkané, nebo s tkani neobsahujici HPV), aby byl monitorovan
eventudlni pfenos kontaminace mezi klinickymi vzorky v pribéhu jejich ptipravy. Nuz
mikrotomu, pouZité nastroje a plocha v jeho nejbliz§im okoli byla po kazdém vzorku otirdna
xylenem. Pro kazdou sérii vzorkli nafezanych z parafinovych blokl byl vyplnén protokol

s pofadovym ¢islem série, datem zpracovani a pofadovym ¢islem a jemu odpovidajicim

identifikaé¢nim ¢islem bloku.

Vsem pacientlim 1 kontroldm byla odebrana krev klasickou venepunkci do zkumavek
Vacuette (GBO, Kremsmunster, Austria) k vysetieni zakladnich lymfocytarnich subpopulaci,
které probihalo na Klinice détské hematologie a onkologie, 2. LF UK a FN v Motole.
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3.2.1 lzolace DNA a RNA

DNA i RNA byly izolovany pomoci Ambion Recover All TM Total Nucleic Acid Isolation
Kit for FFPE Tissues kitu podle firemniho protokolu (Applied Bioscience, Austin, TX,
USA). Z fezt z nadorové tkané byl xylénem odstranén parafin. Po deparanifizaci byl vzorek
inkubovan s 800 ul pufru Digestion Buffer a 8 ul Proteasy. Polovina vzorku pro izolaci RNA
byla inkubovana pii teploté¢ 50°C po dobu 3 hod, zatimco k izolaci DNA byla druhé polovina
vzorku inkubovana pii stejné teploté 48 hodin. Po inkubaci o délce 3 hod pii teploté 50°C
bylo odebrano ze vzorku 400 pl do nové mikrozkumavky a zbytek vzorku byl dale inkubovéan
pii teploté 50°C. K odebranému vzorku bylo piidano 480 ul Additive a po zvortexovani jeste
1,1 ml 100% etanolu a vSechny reakéni slozky byly opatrné promichany pipetovanim.
Nasledné byly ptipraveny kolonky do dodanych zkumavek a vytvorena smés jednotlivych
vzorkl byla rozpipetovana po 700 pl vzorku do pfipravenych kolonek a centrifugovana 30-
60 s pfi 10 000 x g. Po centrifugovani byla slita tekutina ze sbérné zkumavky a ptidan zbytek
vzorku, ktery byl opét centrifugovan 30-60 s pti 10 000 x g. Nasledovalo promyti 1x

700 pl roztoku Wash 1 centrifugace 30-60 s pii 10 000 x g a poté 1x promyti v 500 ul Wash
2/3 a centrifugace 30-60 s pti 10 000 x g. Po promyvani nasledovala inkubace v 60 ul DNase
mix, ktery se skladal ze 6 ul 10xDNase Buffer + 4 ul DNase + 50 pl Nuclease-free water pfi
pokojové teploté po dobu 30 min. Po inkubaci byly vzorky opét promyvany jednou

v 700 pl roztoku Wash 1 a dvakrat v 500 ul Wash 2/3. Na zavér byl vzorek eluovan v 30 pl
Elution Solution pfi pokojové teplot¢ 1 min a nasledné centrifugovan 1 min pii 15 000 X g.
Eluce byla opakovana dvakrat, vysledné mnoZstvi eluovaného vzorku bylo 60 pl. Vzorek byl
uskladnén pti -70°C. Izolace DNA z druhé poloviny vzorku byla mozna za 48 hod od
zahgjeni inkubace. Probihala stejné jako izolace RNA s vyjimkou inkubace, ktera probihala

v 60 pul RNase mix, ktery se skladal z10 ul 1 RNase A + 50 ul 1 Nuclease-free water.
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3.22 PCR

Na izolované DNA z nadorové tkan¢€ byla provedena amplifikace kontrolniho genu za ucelem
zjisténi, zda vzorek obsahuje dostatecné mnozstvi DNA a jestli neobsahuje inhibitory PCR.
Jako cilova oblast pro amplifikaci byl vybran fragment o délce 110 pb cileny do genu pro
lidsky beta globin. Tento fragment byl amplifikovan pomoci primeru PC 03/04 (GREER
1991). 50 ul reak¢éni smeési obsahovalo 1x koncentrovany PCR reak¢ni pufr (Fermentas,
Vilnius, Lithuania), 4,0 mM MgCL2, 0,2 mM dNTS, 0,05 pmol. pl™ kazdého primeru PC 03
a 04 (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), 2,5 U Tag-polymerazy (Fermentas, Vilnius, Lithuania)
a 4 ul vzorku. Vzorky byly amplifikovany v PCR termocykleru PTC-200. (MJ Research Inc.
Quebeck, Canada). Program se skladal z pocatec¢ni denaturace 5 min pii 95°C, dale ze 40
cykla skladajicich se z denaturace 1 min pii 95°C, reasociace primert 2 min pii 55°C a
syntézy fetézcl 2 min pii 72°C. Nasledovala kone¢na inkubace 3 min pfi pti 72°C. PCR
produkty byly analyzovany elektroforézou na 3% agar6zovém gelu NuSieve 3:1 (Lonza,
Basel, Switzerland) pii 150 V 55 min. U vzorkd nadorové tkané, které amplifikovaly
kontrolni gen, byla HPV DNA detekovana pomoci PCR s primery BS GP5+/ BS GP6 bio
vymezujici 150 pb dlouhy fragment virového genu L1 (van den Brule et al. 2002). Padesat pl
reakéni smési obsahovalo 1 x koncentrovany reakéni pufr Ampli Gold (Life Technologies,
Carlsbad, CA, USA), 3,0 mM MgCI2 Ampli Gold, 0,2 mM dNTS, 50 pmol. pl-1 kazdého
primeru BS GP5+ a BS GP6+ , 1U Taq — polymerazy AmpliGold a 4 ul DNA. Vzorky byly
amplifikovany v PCR termocykleru PTC-200 (MJ Research Inc. Quebeck, Canada). Program
se skladal z pocatec¢ni denaturace 4 min pii 94°C, dale ze 40 cykll skladajicich se

Z denaturace 20 s pfi 94°C, reasociace primert 30 s pii 38°C a syntézy fetézct 80 s pii 71°C.
Nasledovala kone¢na inkubace 4 min pii 72°C. PCR produkty byly analyzovany
elektroforézou na 3% agardézovém gelu NuSieve 3:1 (Lonza, Basel, Switzerland) pti 150 V 55

min.
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3.2.3 Hybridizace

U analyzovanych vzorki byl nasledné ur¢en HPV typ pomoci metody RLB (z angl.Reverse
Line Blott hybridization), ktera umoznuje detekci 37 HPV typu. V reakci byly pouzity
nasledujici HPV typové specifické oligopréby; 6, 11, 16, 18, 26, 31, 33, 34, 35, 39, 40, 42, 43,
44, 45,51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 61, 66, 68, 70, 72, 73, 82 (MM4), 83 (MM7), 84
(MMB), 82 (1S39), CP6108, 71 (8061), 81 (CP8304). Tyto proby byly kovalentné navazany
na negativné nabitou membranu Biodyne C (Pall Bio-Support, East Hills, NY, USA).
Membrana byla aktivovana pouzitim 16% (wt/vol) EDAC[1-ethyl-3-(3 dimethylaminopropyl)
carbodiimide] (Sigma, St. Louis, MO, USA) a vlozena do minibloteru MN 45 (Immunetics,
Cambridge, MA. USA). Proby byly nanaseny paralelné, nasledovala inkubace 1 min, poté
byly proby aspirovany a membrana inaktivovana 100 mM NaOH, poté promyta ve 2XxSSPE
(1x SSPE je 0.18 M NaCl, 10mM NaH2PO4, a 1 mM EDTA [pH 7.7); (Life Technologies,
Carlsbad, CA, USA) s 0,1% sodium dodecyl sulfate (SDS) (BDH, Dorset, England). Pro
hybridizaci bylo pouzito 10 ul PCR produktu, ktery byl rozpustén ve 150 ul roztoku 2 x
SSPE-0,1% SDS, nasledné byl vzorek denaturovan 10 min pfi teploté 96°C a poté ihned
prenesen na led. PCR produkty byly na membranu nandseny kolmo k oligoprobam.
Nésledovala hybridizace 1 hod pii teplote 42°C a poté byla membréana dvakrat promyta ve 2 x
SSPE-0,5% SDS pii 51°C. Déle byla membrana inkubovana s konjugatem streptavidin-
peroxidaza 60 min pii 42°C (1:4,000 dilution in 2 x SSPE-0,5% SDS) (Roche Diagnostics,
Basel, Switzerland), dvakrat promyta ve 2 x SSPE—0.5% SDS, 10 min pii 42°C a déle
promyta ve 2 x SSPE 5 min pfi pokojové teploté. Detekce byla provedena pomoci ECL kitu
(Amersham, Buckinghamshire, England). Membrana exponovéana na Hyperfilm (Amersham,

Buckinghamshire, England) 30 s, 1 min a 5 min. Na zavér byl film vyvolan.
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3.2.4 Reverzni transkripce

cDNA byla pfipravena pomoci reverzni transkripce z 1ug RNA. Nejprve bylo provedeno
DNazovani pomoci 2 pl RNase Free DNase (Promega, WI) a 2 ul 5x reakéniho pufru
(Promega, Fitchburg, WI, USA) 30 min pfi teploté 37°C. Po skonceni reakce byla RNase Free
DNase inaktivovana pomoci 1 pl Stop Solution (Promega, Fitchburg, WI, USA). Z reak¢ni
smesi o koncentraci 20 pl bylo odebrano 16,5 pl a inkubovéano 10 min pti 70°C, poté byly
vzorky ihned pfeneseny na led. Zbylych 3,5 ul vzorku bylo pouzito ke kontrolnimu ovéfeni
nepiitomnosti DNA v RNA po DNazovani pomoci amplifikace kontrolniho genu GADPH.
Reakéni smés pro reverzni transkripci o koncentraci 13,5 pl obsahovala 0,0375 ul M-MLV
reverse transcriptase (Promega, Fitchburg, WL, USA), 0,75 pl RNasin (Promega, Fitchburg,
WI, USA), 1,5 ul Random Hexameru (Promega, Fitchburg, WI, USA), 1,5 ul 10x ANTS, 6 ul
5x koncentrovaného reakéniho pufru (Promega, Fitchburg, WI, USA) a 3, 375 ul RNA vody.
Inkubace probihala 1 hod pii 37°C.

K ovéfeni pifepsani mRNA do cDNA byl amplifikovan gen pro beta-globin. Tento fragment
byl amplifikovan pomoci primeru PC 03/04 (Greer et al. 1991). Padesat pul reakéni smési
obsahovalo 1x koncentrovany PCR reak¢ni pufr (Fermentas, Vilnius, Lithuania), 4,0 mM
MgCL2, 0,2 mM dNTS, 0,05 pmol. pl™* kazdého primeru PC 03 a 04 (Invitrogen, Carlsbad,
CA, USA), 2,5 U Tag-polymerazy (Fermentas, Vilnius, Lithuania) a 4 ul vzorku. Vzorky byly
amplifikovany v PCR termocykleru PTC-200 (MJ Research Inc. Quebeck, Canada). Program
se skladal z poc¢atecni denaturace 5 min pii 95°C, dale ze 40 cyklid skladajicich se

Z denaturace 1 min pti 95°C, reasociace primerti 2 min pii 55°C a syntézy fetézcti 2 min pfi
72°C. Nésledovala konecna inkubace 3 min pii1 72°C. PCR produkty byly analyzovany
elektroforézou na 3% agar6zovém gelu NuSieve 3:1 (Lonza, Basel, Switzerland) pfi 150 V 55

min.

Dale byla provedend PCR specifickd pro HPV 16E6*I mRNA oncoprotein, kterd byla
provedena na cDNA s primery amplifikujici usek o délce 86-pb. Cilovy fragment byl
amplifikovan pomoci primeru E6 forward a E6 revers (Smeets et al. 2007). 25 ul reak¢ni
smési obsahovalo 0,5x koncentrovany PCR reakcni pufr (Fermentas, Vilnius, Lithuania), 2,0
mM MgCL2, 0,1 mM dNTS, 0,025 pmol. ul™ kazdého primeru (Invitrogen, Carlsbad, CA,
USA), 1,25 U Tag-polymerazy (Fermentas, Vilnius, Lithuania) a 2 pl vzorku. Vzorky byly
amplifikovany v PCR termocykleru PTC-200 (MJ Research Inc. Quebeck, Canada). Program

se skladal z pocate¢ni denaturace 5 min pii 95°C, dale ze 40 cykll skladajicich se
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Z denaturace 1 min pii 95°C, reasociace primert 2 min pii 55°C a syntézy tetézcii 2 min pii
72°C. Nasledovala kone¢na inkubace 3 min pii 72°C. PCR produkty byly analyzovany
elektroforézou na 3% agar6zovém gelu NuSieve 3:1 (Lonza, Basel, Switzerland) pti 150 V 55

min.

3.2.5 Imunohistochemie

Imunohistochemické vySetieni bylo provedeno na 2-um fezu z parafinového blo¢ku pomoci
protilatky p16INK4a (Purified Mouse) Anti-Human p16, Clone G175-405, BD, dilution1:100
(Pharmingen, San Diego, CA, USA). Jako pozitivni kontrola byly pouzity dysplastické
cervikalni epitelové bunky. Vyhodnocen byl podil obarvenych bun¢k (uréeny v procentech) a
intenzita zbarveni (rozdélena od jednoho + az po tfi +++). Rovnéz bylo specifikovano, zda se
jedna o cytoplazmaticky ¢i jaderny signal. Jako p16 pozitivni buiiky byly hodnoceny ty, které

vykazovaly pozitivitu vice nez 50% v jadrech a/nebo cytoplazmé.
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3.2.6 Prutokova cytometrie

U vSech pacientil zafazenych do studie byly vySetfeny nasledujici lymfocytarni subpopulace:
CD3+, CD4+, CD8+, CD4+ CD25+ Treg, CD4+ CD25+ FoxP3 Treg , CD19,
CD4+CD45RA+, a CD3-CD56+CD16+. Po lyze erytrocyti za pouziti FACS Lysing Solution
(BD, San Jose, CA, USA) a po obarveni protilatkami s fluorochrom konjugaty byly vzorky z
periferni krve analyzovany pritokovou cytometrii BD FACSCalibur (BD Biosciences, San
Diego, CA, USA). Byly pouzity nasledujici protilatky: anti-CD45 FITC/CD14 PE (pro
spravné nastaveni vybéru lymfocyti), anti-CD3 FITC/CD19 PE, anti-CD3 FITC/ CD16CD56
PE, anti-CD4 FITC/ CD8 PE, anti-CD45RA FITC/anti-CD4 PE a anti-CD3 FITC/ CD4
PE/CD25 APC (Beckmann Coulter, Nyon, Switzerland). Exprese FoxP3 z CD4+CD25+ byla
detekovana za pouziti kitu Human Regulatory T Cell Staining Kit (eBioscience, Inc., San
Diego, CA, USA). Kit obsahoval protilatky anti-CD4 FITC, anti-CD25 APC a anti FOXP3

PE, dale fixa¢ni koncentraty, dilu¢ni roztoky a pufry.

Pomoci lymfocytarni brany bylo vybrano tisic lymfocytl pro analyzu, ktera byla provedena
pomoci softwaru Cell Quest software (BD Biosciences, San Diego, CA, USA). Vysledky byly
vyjadieny jako procentudlni podily jednotlivych bunéénych subpopulaci lymfocyti a
regulacni T lymfocyty byly vyjadieny jako procenta CD25+ bun¢k z CD3+ CD4+ bunék.
Primérné hodnoty téchto parametri byly porovnany mezi skupinami HPV-pozitivnich a
HPV-negativnich tumorid a mezi pacienty s dobrou a Spatnou prognozou. Na poc¢atku analyzy
byla za zvySenou hladinu Treg povazovana hodnota vétsi nez 10% Treg v periferni krvi ve
srovnani se zdravymi kontrolami, coz vychéazelo z primérné hodnoty kontrolni skupiny
stavajici se ze 30 zdravych kontrol. U téchto 60 pacientii nebylo technicky mozné detekovat
marker FoxP3, proto k vylou€eni vlivu akutniho z&dnétu na imunologické parametry byly
vySetfeny standardni "zanétlivé parametry”. Hodnota leukocytl (cut off < 10%/L )acC-

reaktivni protein (CRP) ( < 8 mg/l) byly detekovany pomoci rutinnich laboratotnich vySetteni.

Po rozsifeni souboru na 110 subjekti (u 50 z nich byl jiz FoxP3 detekovan) byla nové
definovana kontrolni skupina o poc¢tu 50 osob. Vybér kontrol byl vztazen na 50 nové
zafazenych pacienttl, u kterych byl detekovan marker FoxP3, tak aby byly kontroly stejného
pohlavi a v pétiletém v€kovém limitu. Podle medianu kontrolni skupiny byli pacienti
rozdéleni do skupiny Treg high, jejichz hladiny CD4+ CD25+ v periferni krvi byly vyssi nez
5,2% a Treg low, kdy hodnota CD4+ CD25+ byla nizsi nez 5,2%. U podskupiny s piesnéji
charakterizovanymi regulacnimi T lymfocyty jako CD4+ CD25+ FoxP3 byl median kontrolni
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skupiny 4,2%, podle kterého byly pacienti rozdéleni do skupiny Treg high a skupiny Treg

low.

49



3.3 Statisticka analyza

Priimérné hodnoty imunologickych parametrii métené v periferni krvi byly porovnany mezi
skupinami pacienti s HPV-asociovanymi a HPV-neasociovanymi karcinomy a mezi
skupinami pacientl s dobrou a Spatnou prognézou. Mezi pacienty s dobrou prognézou byli
zafazeni ti bez recidivy a zijici na konci sledovani, mezi pacienty se Spatnou prognozou patfili
ti, ktefi méli bud’ recidivu onemocnéni, nebo zemfeli na nador v dobé sledovani. Lymfocyty

detekované v periferni krvi byly povazovany za kontinudlni proménnou ve vSech

provedenych analyzach.

Regula¢ni T lymfocyty byly rozdéleny do dvou skupin: na zac¢atku analyzy; skupina CD4+
CD25+ Treg high u pacient s vice nez 10% Treg v periferni krvi (PK) a CD4+ CD25+ Treg
low u pacientl s méné nez 10% Treg v PK v porovnani se zdravymi kontrolami. Po rozsifeni
souboru na 110 subjektli pak do skupiny CD4+ CD25+ Treg high u pacientt s vice nez 5,2%
Treg v PK CD4+CD25+ Treg low u pacientd s hladinou Treg mensi nez 5,2% v porovnani se
zdravymi kontrolami. CD4+ CD25+ FoxP3 Treg byly rozdéleny do skupiny CD4+ CD25+
FoxP3 Treg high a CD4+ CD25+ FoxP3 Treg low dle medianu kontrolni skupiny, ktery byl
4,2 %.

U 50 pacientt byla korelovana detekce CD4+ CD25+ FoxP3 Treg s CD4+ CD25+ Treg

pouzitim Spearmanova testu.

Srovnani bylo provedeno pomoci t-testu s 95% intervalem spolehlivosti (CI) a P hodnot.
Vsechny testy byly oboustranné a hladina vyznamnosti byla a = 0,05. Pteziti bylo méteno ode
dne stanoveni diagn6zy a potazmo zafazeni do studie, do data imrti nebo k datu posledni
kontroly anebo kdy bylo naposledy zndmo, Ze je pacient nazivu. Pacienti, ktefi zemieli na
Jjinou pfi¢inu, nez byl karcinom hlavy a krku, byli vyfazeni z pozorovani pro specifické pieZiti
(DSS- disease specific survival). Analyzy byly provadény metodou Kaplan-Meier, Log-rank
testem a Coxovou regresi. Intervaly spolehlivosti byly zaloZeny na normalni aproximaci.
Nésledujici proménné byly analyzovany Coxovou regresi; pritomnost HPV, vek, pohlavi,
kouteni, konzumace alkoholu, velikost nadoru, pfitomnost uzlin (T + N podle TNM
klasifikace UICC, 1997), diferenciace, lokalizace nadoru, hladina CD4+ CD25+ Treg, CD4+
CD25+ FoxP3 Treg, CD4+, CD8+, CD4+ CD8+ soucet, CD4+/ CD8+ pomér, CD8+/ CD4+
CD25+ Treg pomér, CD19 B bunék a CD3- CD56+ CD16+ NK bunék. Pro porovnéani
kvalitativnich proménnych byl pouzit Pearsontiv chi kvadrat test pro 2x2 kontingen¢ni

tabulky a k porovnani kvantitativnich proménnych byl pouZit Mann-Whitney test. Analyzy
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byly provadény pomoci statistického programu SPSS (SPSS, Chicago, IL, USA). Kappa
korela¢ni koeficient byl vypocéten pro miru soucasné pozitivity HPV DNA a expresi HPV E6
MRNA.

51



4. VYSLEDKY

4.1 Demografické a klinicko-patologické charakteristiky

Do studie bylo zatazeno 110 pacientl s primarnim karcinomem hlavy a krku a kontrolni
skupina sestavala z 52 zdravych osob. Demografické charakteristiky jsou uvedené v tabulkach
2a a 2b. Vétsina pacientt byli muzi 73/110 (66,3%), primérny vek pacientt ve studii byl 58,2
let. VéEtSina ze zatfazenych jedinct byla v dobé zatazeni do studie aktivnimi kufaky, ktefi
pravidelné konzumovali alkohol. Nejfrekventovanéjsi byla orofaryngealni lokalizace
karcinomu, nejcastéji se jednalo o karcinom tonzily, mén¢ Casty byl karcinom kotene jazyka.
V men$im mnozstvi byli do studie zatazeni pacienti s karcinomem dutiny Ustni, hrtanu a
hypofaryngu. Do studie byli zahrnuti pacienti pfevazné s mensimi karcinomy (T1+T2) a
Castéji u nich byla detekovana pritomnost lokoregionalnich metastdz. Vzhledem k uzlinovému
nalezu se nejéastéji jednalo o pokrocilejsi stadia onemocnéni (stadium III a IV), a karcinomy

byly €astéji dobie diferencované.
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Tabulka 2a. Zakladni demograficko-klinicko-patologické charakteristiky pacientti (n=110)

Charakteristiky No (%)
. <55 37 (33,6%)
Vek >55 73 (66,3%)
] Zeny 17 (15,5%)
Pohlavi Muzi 93 (84,5%)
Soucasny kuiak 55 (50,9%)
Koufeni Byvaly kuiak 32 (29,6 %)
Nekutak 21 (19,4 %)
Soucasny konzument 80 (76,1%)
Alkohol Byvaly konzument 5 (6,0%)
Abstinent 18 (17,1%)
. ] T1+T2 77 (72,0%)
Velikost nadoru T3+ 74 30 (28,0%)
L . NO 31 (28,7%)
Uzlinové postiZeni NI_ N3 77 (71,3%)
. I+ 11 27 (24,5%)
Stadium i+ v 83 (75.5%)
. . ) Gl+ G2 71 (66,9%)
Diferenciace nadoru c3 35 (33,1%)
Orofarynx 81 (73,6%)
) . Dutina ustni 16 (14,5%)
Lokalizace nadoru Hrtan 10 (9,0%)
Hypofarynx 3 (27,0%)

Tabulka 2b. Zakladni demografické charakteristiky kontrolni skupiny (n=52)

Charakteristiky No (%)

<55 20 (38,0%)
Vék

>55 32 (62,0%)
] Zeny 13 (25,0%)
Pohlavi Muzi 39 (75,0%)
- Kutak 10 (21,7%)
Kouren Nekufak 36 (78,2%)
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4.2 Detekce HPV DNA a HPV 16 E6 mRNA v nadorové tkani

Ze 110 pacientd byla HPV DNA detekovana u 44 pacientt (40,0% ; 44/110), zjistény byly
pouze vysoce rizikové typy HPV. Nejcastéji detekovany byl typ HPV 16, ktery byl nalezen u
97,6% karcinomi (42/43). U jednoho pacienta (2,3% ;1/43) byl detekovan typ HPV 58 a
pouze u jednoho pacienta (2,3%;1/43) byla pozorovana vicecetna infekce typem HPV 16 a
HPV 18. Castéji byla HPV DNA detekovana v orofaryngealni lokalizaci nez v duting tstni
(93,2% vs. 6,8%). HPV DNA nebyla nalezena ani u hypofaryngealnich ani u laryngealnich
karcinomt. V orofaryngealni lokalizaci byly HPV DNA pozitivni nejcastéji karcinomy
tonzily 65,8 % (27/41). U 42 HPV 16 pozitivnich pacientti byla provedena detekce HPVV16 E6
mRNA. Jeden vzorek nebyl pro tuto analyzu dostupny. HPV 16 E6 mRNA byla exprimovéana
u 83,7% (36/42) pacient. Shoda mezi soucasnou pozitivitou HPV 16 DNA a pozitivitou
HPV 16 E6 mRNA byla stfedn¢ vyznamna (Kappa =0,5848). Pro dalsi analyzu byly za HPV
pozitivni povaZzovany vzorky pozitivni na HPV 16 E6 mRNA. Vzorky pozitivni na jiné typy
HPV nebyly do dalSich analyz zatfazené.

4.3 Detekce proteinu p16 v nadorové tkani

Celkem v 55,0% (60/109) piipadi byl detekovan protein p16 . Tfi vzorky pozitivni na HPV
16 E6 mRNA mély negativni expresi pl16. Jeden vzorek nebyl dostupny pro
imunohistochemickou analyzu. Shoda mezi HPV 16 E6 mRNA pozitivitou a p16 pozitivitou a
shoda mezi HPV 16 DNA pozitivitou a p16 pozitivitou byla stfedné¢ vyznamna (Kappa =
0,685 a Kappa=0,514). Detekce HPV DNA spolu s onkoproteinem p16 vykazovala 66, 6%

senzitivitu a 91, 5% specificitu.
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4.4 Porovnani jednotlivych lymfocytarnich subpopulaci mezi pacienty s karcinomem a
kontrolni skupinou

Analyza byla provedena u 110 pacientti a 52 zdravych jedinci.

Pramérné zastoupeni jednotlivych lymfocytarnich subpopulaci (CD4+, CD8+, CD4+ CD25+
Treg, CD4+ CD25+ FoxP3 Treg, CD19 B bun¢k a CD3- CD56+ CD16+ NK bunék)

Vv periferni krvi bylo porovnavano mezi pacienty a kontrolami (Tabulka 3). Analyza téchto
parametrt potvrdila statisticky vyznamné rozdily v zastoupeni lymfocytarnich parametri mezi
pacienty a kontrolami pro CD19 B bunky (P=<0,001), CD4+ CD25+ Treg (P=<0,001) a
CD4+ CD25+ FoxP3 Treg (P=<0,001). Statisticky vyznamny rozdil v zastoupeni CD19 B
bunék, CD4+ CD25+ Treg a CD4+ CD25+ FoxP3 Treg mezi pacienty a kontrolami zistal

zachovan i po adjustaci na vek a kouteni.

Dale bylo hodnoceno zastoupeni jednotlivych lymfocytarnich subpopulaci v zavislosti na
véku pii srovndni pacientl a kontrolni skupiny a jednotlivé imunitni parametry byly

adjustovany na koufteni (Obrazek 12a-f).

Klesajici hodnoty v periferni krvi jak u pacientti, tak kontrolni skupiny byly pozorovany u
téchto lymfocytarnich subpopulaci; CD4+ CD25+ Treg (adj P=0,116), CD4+ (adj P= 0,166)
a CD19 B bun¢k (adj P=0,327). Poéty CD4+ CD25+ FoxP3 Treg (adj P=0,074) a CD3-
CD56+ CD16+ NK bunék (adj P=0,005) u pacienti klesaly, zatimco u kontrolni skupiny se
jejich zastoupeni v periferni krvi v zavislosti na véku zvySovalo. Hladiny CD8+ T lymfocytt
(adj P=0,833) se zvySovaly u pacientl a klesaly u kontrolni skupiny. AvSak statisticky
vyznamné rozdily mezi pacienty a kontrolni skupinou byly pozorovany jen u CD3- CD56+

CD16+ NK bunék.
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Tabulka 3. Pramérné zastoupeni lymfocytarnich populaci bunék u pacienti (n=50) a
kontrolni skupiny zdravych jedincti (n=52)

4 s H H 0,
Lymfocytarni Pacolen:u Koroltr(ily P hodnota  95%Cl P hod_nota 95 /c_)CI
subpopulace (primér) (primeér) adj* adj*

CD4+ 45,9 47,5 0,420 -2,3;5,5 0,376 -3,6;6,0
CD8+ 27,5 25,1 0,160 -5,8;0.9 0,586 -5,4;3,0
CD19+ 11,6 14,56 <0,001 1,5;5,2 0,013 0,6;5,3
CD3-CD56+16+ 11,23 10,63 0,582 -2,7;,1,5 0,690 -3,1;2,0
CDa+ CD25+ 84 5.8 <0001  -38-12 0002  -400,9
Treg
CDa+ CD25+ 27 4,1 <0001 0522 <0001 0829
FoxP3 Treg

*=adjustovano na vék a koufeni

95% Cl=konfiden¢ni interval; P=vyznamnost
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Obriazek 12a. Rozlozeni CD4+ CD25+ Treg (0sa Y) v zavislosti na v&ku pacientt a kontrol

adjustovano na koufeni (osa X zndzornuje vék v mésicich; P=vyznamnost)
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Obrizek 12b. Rozlozeni CD4+ CD25+ FoxP3 Treg (0Sa Y) v zavislosti na véku pacientl a

kontrol adjustovéano na kouteni (osa X znazoriiuje v€k v mésicich; P=vyznamnost)
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Obriazek 12¢. Rozlozeni CD4+ T lymfocyti (0Sa Y) v zavislosti na v&ku pacientt a kontrol

adjustovano na koufeni (osa X zndzornuje vék v mésicich; P=vyznamnost)
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Obriazek 12d. Rozlozeni CD8+ T lymfocyti (0Sa Y) v zavislosti na véku pacientt a kontrol

adjustovano na koufeni (osa X znazoriiuje vék v mésicich; P=vyznamnost)
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Obriazek 12e. Rozlozeni CD19+ B bunék (0Sa Y) v zavislosti na véku pacientt a kontrol

adjustovano na koufeni (osa X znazoriiuje vék v mésicich; P=vyznamnost)
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Obrizek 12f. Rozlozeni CD3- CD56+ CD16+ NK bunék (0sa Y) v zavislosti na véku

pacientl a kontrol adjustovano na koufeni (osa X znazoriiuje v€k v mésicich; P=vyznamnost)
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4.5 Imunitni profil u pacientii s HPV-asociovanymi a neasociovanymi karcinomy hlavy a

krku

Primérné zastoupeni jednotlivych lymfocytarnich subpopulaci (CD4+, CD8+, CD4+ CD25+
Treg, CD19 B bun¢k a CD3- CD56+ CD16+ NK bun¢k) Vv periferni krvi bylo porovnavano
mezi pacienty s HPV-asociovanymi a HPV-neasociovanymi karcinomy (Tabulka 4). Analyza
téchto parametru potvrdila statisticky vyznamné zvySené hladiny CD8+ T lymfocytd (pramér
= 28,6; P=0,039), CD3- CD56+ CD16+ NK bun¢k (pramér = 12,6; P= 0,033) a snizené
hladiny CD19 B bungk (prumér = 9,8; P=0,035) u HPV-asociovanych karcinomi ve srovnani
s HPV-neasociovanymi karcinomy. Zvys$ena byla u pacientti s HPV-asociovanymi karcinomy
i hodnota sou¢tu CD4+ CD8+ T lymfocytt (pramér = 75,2; P=0,002). Po adjustaci na vék
zustal zachovén statisticky vyznamny rozdil v zastoupeni CD8+ T lymfocytt, CD19 B bunék
a souctu CD4+ CD8+ T lymfocytu.

K uréeni prognostického vyznamu imunologickych markert byly porovnavany jednotlivé
lymfocytarni subpopulace u pacientd s dobrou a Spatnou prognézou (Tabulka 5). Analyza
nepotvrdila statisticky vyznamné rozdily v zastoupeni zadné ze studovanych lymfocytarnich

subpopulaci bunék.

Dale bylo hodnoceno zastoupeni jednotlivych lymfocytarnich subpopulaci v zdvislosti na
véku pacienta (Obrazek 13a-e). Hladina CD8+ T lymfocytt (pocitano z celkového poctu
CD3+ lymfocytl), CD3- CD56+ CD16+ NK buné¢k (pocitano z celkového poctu CD3+
lymfocytl) a CD19+ B bunék (pocitano z celkového mnozstvi CD45+ lymfocytil) se s vékem
zvySovala, zatimco hladina CD4+ lymfocytl (pocitano z celkového poctu CD3+ lymfocytl) a
CD4+ CD24+ Treg (pocitano z celkového mnozstvi CD4+ lymfocytl) se s vékem snizovala.
Nicméng, az na CD3- CD56+ CD16+ NK buiky (P=0,007) byly hodnoty statisticky

nevyznamneé.

Hladiny zanétlivych parametri nebyly elevované u pacientl s vy$§imi hladinami Treg.
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Tabulka 4. Porovnani pramérnych hodnot imunologickych parametri mezi pacienty s HPV-

asociovanymi a HPV-neasociovanymi karcinomy

Lymfocytarni HPV + HPV - P- P-hodnota 95%CI
subpopulace (primér) (prumér) hodnota 95%CI adj* adj*
CD8+ 28,6 25,2 0,039 1,7;6,5 0,027 0,4;6,9
CD4+ 46,5 45,4 0,476  -1,9;41 0,721 -2,5;3,6
CD19+ 9,8 12,0 0,035 -4,1;-15 0,033 -4,2;-1,8
CD3-CD56+16+ 12,6 10,3 0,033 -43;-19 0,114 -3,8,0,4
CD4+CD8+soudet 75,2 70,7 0,002 16;7,2 0,004 1,3;7,1
CD4+ CD25+Treg 12,0 12,2 0,905 3,128 0,641 -3,7;2,3
CD4+/CD8+ pomér 1,8 2,0 0,480 -0,4;0,2 0,439 -0,4;2,1
CD8+/CD4+ CD25+
Treg pomér 3,8 29 0,178 -0,3;:2,1 0,143 -0,3:2,2

*=adjustovano na vek

95% Cl=konfiden¢ni interval; P=vyznamnost
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Tabulka 5. Srovnani primérnych hodnot imunologickych parametrii mezi pacienty s dobrou

a Spatnou prognézou (pro charakterizaci viz. Material a metodika).

Dobra Spatna p.
Fo ’ , 0

Lymfocytarni protgmzza proign(zza hodnota 95%ClI

subpopulace (pramér) (pramér)
CD8+ 26,5 27,7 0,494 -2,3;4,7
CDA4+ 46,2 45,7 0,788 -3,8;2,9
CD19+ 10,8 10,8 0,951 -2,2;2,1
CD3-CD56+16+ 11,6 10,8 0,476 -3,1;1,5
CD4+/CD8+ pomér 2,0 1,7 0,222 -0,6;0,1
CD8+CD4+ soucet 72,8 73,5 0,638 -2,5;3,9
CD4+ CD25+Treg 11,3 13,9 0,172 -0,6;5,8

CD8+/CD4+ CD25+

3,3 3,8 0,482 -0,8;1,8

Treg pomér

95% Cl=konfiden¢ni interval; P=vyznamnost
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Obrazek 13a. Rozlozeni CD4+ T lymfocytu (osa y) v zavislosti na véku pacienta v dobé

zatazeni do studie (osa X). P=vyznamnost
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Obrazek 13b. Rozlozeni CD8+ T lymfocyti (osa y) v zavislosti na véku pacienta v dobé

zatazeni do studie (osa X). P=vyznamnost
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Obrazek 13c. Rozlozeni CD3- CD56+ CD16+ NK bunék (osa y) v zavislosti na véku

pacienta v dobé¢ zatazeni do studie (osa X). P=vyznamnost
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Obrazek 13d. Rozlozeni CD4+ CD25+ Treg (0sa Y) v zavislosti na véku pacienta v dobé

zatazeni do studie (osa X). P=vyznamnost
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Obrazek 13e. Rozlozeni CD19 B bunék (osa y) v zavislosti na v€ku pacienta v dob¢ zatazeni

do studie (osa x). P=vyznamnost
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4.6 Vyznam virologickych, imunologickych a klinicko-patologickych parametri pro

prognozu pacientu s karcinomem hlavy a krku

Primérna doba sledovani v této studii byla 3 roky. Na konci sledovani bylo 74 pacientii bez
znamek primarniho onemocnéni. Z 33 pacientll, kteti zemfeli, jich 21 podlehlo primarnimu
onemocnéni a 12 zemielo na chorobu nesouvisejici s karcinomem. U tii pacient nebyly

k dispozici tidaje pro statistické zpracovani.

Za pouziti Kaplan Meierovy analyzy a log rank testu bylo pozorovano lepsi specifické pieziti
(DSS- disase-specific survival) pacienti s HPV-asociovanymi karcinomy ve srovnani s HPV-

neasociovanymi karcinomy (P=0,032) (Obrazek 14).
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Obrazek 14. Prezivani pro DSS u HPV-asociovanych a HPV-neasociovanych karcinomd.

P=vyznamnost
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V multivariantni Coxové analyze byly testovany nésledujici proménné a jejich vliv jak na
DSS, tak na celkové preziti (OS-overall survival) (Tabulka 6): velikost nadoru, pfitomnost
uzlinovych metastaz, diferenciace nadoru, koufeni, konzumace alkoholu, pfitomnost recidivy,
pomér CD8+/ CD4+ CD25+ Treg, hladina CD4+ CD25+ Treg, CD3+ T lymfocytti, CD4+ T
lymfocyt, CD8+ T lymfocytt,CD3- CD56+ CD16+ NK bun¢k a CD19 B bunék. Kazdy

Z téchto parametra byl adjustovan na HPV a vek pacienta.

Pro DSS bylo pozorovano statisticky vyznamné lepsi piezivani u pacientl bez recidivy

(adj P=0,001), bez pritomnosti lokoregionalnich metastaz (adj P=0,020), s niz§im pomérem
CD8+/ Treg (adj P=0,001) a vy$8imi hladinami CD4+ CD25+Treg (CD4+ CD25+Treg high)
(adj P=0,001). Na hranici statistické vyznamnosti pfezivani pacientll ovliviiovaly vyssi
hladiny CD3- CD56+ CD16+ NK bunék (adj P=0,062) a kombinace parametria HPV+/Treg
high (adj P=0,063).

Signifikatné lepsi ptezivani v OS bylo, dle pfedpokladii, pozorovano u pacientti S mens$imi
karcinomy (T1 + T2), (adj P=0,021) a bez diagnostikované recidivy (adj P=<0,001),s niz§im
pomérem CD8+/ CD4+ CD25+ Treg (adj P=0,012) a vy$§imi hladinami CD4+ CD25+Treg
(CD4+ CD25+Treg high) (adj P=0,043).

Dale bylo hodnoceno ptezivani pacientll v zavislosti na kombinaci virologickych a
imunologickych markerti. Byly porovnany c¢tyfi skupiny pacientti: HPV+/CD4+ CD25+ Treg
high, HPV-/ CD4+ CD25+ Treg low, HPV-/ CD4+ CD25+ Treg high, a HPV+/ CD4+
CD25+ Treg low (Tabulka 7) (Obrazek 15). Signifikantné lepsi prezivani v DSS bylo
pozorovano u podskupiny pacienti s HPV-asociovanymi karcinomy a vys$imi hladinami
CD4+ CD25+ Treg v porovnani se skupinou pacienti s HPV-neasociovanymi karcinomy a

nizkou hladinou CD4+ CD25+ Treg (P=0,008).
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Tabulka 6. Faktory ovliviiujici prognozu pacienta — A) DSS a B) OS

A)
Adjusted* | Adjusted
DSS P-value HR 95%Cl juste juste 95%Cl
P-value HR
i Zeny Referent
Pohlavi —
Muzi 0,277 0326 | 00432458 | 0356 | 0385 | 0,051-2,929
vk 0,035 0,972 | 0,920 1,026 NA
" Nekurak Referent
Koureni —
KuFak 0218 | 0623 | 0293-1,323 | 0,435 0,740 | 0,347-1,576
Ano Referent
Konzumace alkoholu
Ne 0971 | 1,010 | 0,586-1,741 | 0,837 1,059 | 0,615-1,822
. T1+T2 Referent
Velikost tumoru
T3+T4 0187 | 1,930 | 0,727-5,127 | 0,151 2,061 | 0,768-5,529
. . . NO Referent
Uzlinové metastazy
N1-N3 0,091 | 3565 | 0,815-15,605 | 0,020 6,035 | 1,334-27,305
. . G1 Referent
Diferenciace tumoru
G2 +G3 0980 | 1,006 | 0,627-1,616 | 0,932 1,018 | 0,683-1,516
. Orofaryngealni Referent
Lokalizace tumoru —
Oralni 0631 | 1363 [ 03864814 | 0,993 1,006 | 0,277-3,653
. Ano Referent
Recidiva
Ne <0,001 | 12,208 | 4,5591-32,460 | <0,001 | 10,503 | 3,843-28,705
CD4+ CD24+ Treg 0,054 0,917 0,840-1,001 0,061 0,920 0,843-1,004
CD4+ CD25+ Treg high -2 Referent
High 0,001 0,102 | 0,027-0,388 | 0,001 0,107 | 0,027-0417
HPV-/ Treg low 0,205 Referent 0,205 Referent
HPV-/ Treg high 0,560 0,695 0,204-2,367 0,571 0,693 0,195-2,465
HPV+/ Treg low 0,953 1,068 0,119-9,585 0,952 1,072 0,114-10,124
HPV+/ Treg high 0,620 0264 | 0,650-1,071 0,063 0,236 0,650-1,074
CD4+ 0,929 1,003 0,946-1,063 0,772 0,991 0,936-1,051
CD8+ 0,260 1,032 | 0977-1,091 | 1,091 1,027 0,972-1,085
Soutet CD4+ CD8+ 0,202 1,038 0,980-1,098 | 0,472 1,021 0,964-1,082
Pomér CD4+/CD8+ 0,274 0,701 | 0,371 1,325 | 0,246 0,693 0,373-1,288
Pomé&r CD8+/Treg <0,001 1,211 1,098-1,336 | <0,001 | 1,187 1,074-1,311
CD19 0,851 0,991 0,905-1,085 0,953 1,003 0,921-1,091
CD3-56+16+ 0,020 0,885 0,798-0,981 0,062 0,905 0,815 1,005
HPV DNA Negatlvr’u Referent NA
Pozitivni 0,035 | 0,191 [ 0,041-0,888

*=adjustovano na HPV a vék; 95% Cl=konfiden¢ni interval; HR= relativni riziko;

P=vyznamnost; prognosticky vyznamné hodnoty jsou zvyraznény
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B)

j | Adjusted
0s Pvalue | HR gsycy | Adiusted | Adju 95%Cl
P-value HR
Z Referent
Pohlavi Ze"}’_
Muzi 0,099 | 0,300 | 0,072-1,253 [ 0,226 | 0,327 [ 0,078-1,370
Vék 0,892 | 1,003 | 0,963-1,044 NA
__— Nekurak Referent
Koureni —
Kurak 0,019 | 0505 | 02850894 | 0,021 | 049 [ 0,274-0,898
Ano Referent
Konzumace alkoholu
Ne 0847 | 0962 | 0648-1428 | 0864 | 0966 [ 0647-1,440
. TL1+T2 Referent
Velikost tumoru
13+T4 0,027 | 2,192 | 1,092-439 | 0,021 | 2296 | 1,135-4,646
. . . NO Referent
Uzlinové metastazy
N1-N3 0188 [ 1,700 | 0,771-3,747 | 0,064 | 2,228 | 0,955-5194
. . G1 Referent
Diferenciace tumoru
G2 +G3 0408 | 1,102 | 0,875-1,388 | 0498 | 1,080 [ 0,864-1,350
. Orofaryngealni Referent
Lokalizace tumoru —
Oralni 0812 | 0881 | 0,309-2510 | 0508 | 0697 | 0,239-2,029
- Ano Referent
Recidiva
Ne <0,001 | 6,936 | 3372-14,268 | <0,001 6,711 | 3,192-14,111
CD4+ CD24+ Treg 0459 | 0984 | 0,943-1,027 | 0525 0,986 | 0,956-1,029
Referent
CD4+ CD25+ Treg high [-o
High 0,040 | 0,284 0,088 - 0,942 0,043 0,288 | 0,086 - 0,961
HPV-/ Treg low 0,342 Referent 0,361 Referent
HPV-/ Treg high 0,945 | 0961 | 0,305-3,031 | 0,089 0,923 | 0,284-2,997
HPV+/ Treg low 0,901 | 1,150 | 0,128-10,338 | 0,860 1,222 | 0,131-11,369
HPV+/ Treg high 0242 | 0482 | 0,142-1638 | 0,236 0,993 | 0,140-1,623
CD4+ 0815 [ 0995 | 0,956-1,036 | 0,615 0,990 | 0,951-1,030
CD8+ 0,199 | 1,026 | 0,987-1,066 | 0,236 10,023 | 0,985-1,063
Soucet CD4+ CD8+ 0272 | 1,023 | 0,982-1,065 | 0,443 1,017 | 0,974-1,061
Pomér CD4+/CD8+ 0,154 | 0,735 | 0,481-1,122 | 0,129 0,725 | 0,479-1,098
Pomér CD8+/Treg 0,008 | 1,135 | 1,033-1,248 | 0,012 1,136 | 1,029-1,253
CD19 0617 | 0986 | 0,924-1,052 | 0,853 0,994 | 0,932-1,060
CD3-56+16+ 0295 | 0968 | 0,911-1,029 | 0,409 0,974 | 0,915-1,037
ivni Referent
HPV DNA Negatlw:u eferen NA
Pozitivni 0072 | 0502 | 0,237-1,054

*=adjustovano na HPV a vék; 95% Cl=konfiden¢ni interval; HR= relativni riziko;

P=vyznamnost; prognosticky vyznamné hodnoty jsou zvyraznény
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Obrazek 15. DSS (A) a OS (B) v zavislosti na detekci exprese HPV 16 E6 mRNA a hladiné

Treg bunék. P=vyznamnost
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Tabulka 7. Kombinace virologickych a imunologickych parametru a jejich vliv na DSS (A) a
OS (B).

A)
DSS HPV+/Treg high
HPV+/Treg low P= 0,505
HPV-/Treg high P=0,135
HPV-/Treg low P= 0,008
B)
oS HPV+/Treg high
HPV+/Treg low P=0,868
HPV-/Treg high P=0,139
HPV-/Treg low P=0,204

PouZitim Mann-Whitneyho testu byla sledovana vzajemna zavislost mezi HPV a Treg, ktera
nebyla statisticky vyznamna (P=0,901), coz ukazuje, Ze virologické a imunologické

parametry ovliviiuji prognézu pacienta nezavisle.
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5. DISKUZE

Tato prospektivni studie byla zaméfend na detekci imunitnich parametrii u pacientti s HPV-

asociovanymi a HPV-neasociovanymi karcinomy hlavy a krku.

Jednim z cilt prace bylo potvrdit hypotézu prognostického zvyhodnéni pacientti s HPV-
asociovanymi karcinomy hlavy a krku. Tato studie potvrdila, ze pacienti s HPV-asociovanymi
karcinomy vykazuji signifikantn¢ lepsi pieZzivani ve srovnani s pacienty s HPV-

neasociovanymi karcinomy hlavy a krku.

Vysledky této prace poukazuji na to, Ze prognoza pacientii s karcinomem hlavy a krku je téz
ovlivnéna zménami v zastoupeni imunitnich bun¢k u pacientli s karcinomem. Lepsi prezivani
bylo pozorovano u pacientti s vy$§imi hladinami Treg v periferni krvi a také u pacientd s

niz§im pomérem CD8+/ CD4+CD25+ Treg.

Studie naznacila, ze vyssi hladiny CD4+CD25+ Treg jsou detekovany v periferni krvi
pacientil v porovnani se skupinou zdravych kontrol nezdvisle na subpopulaci CD8+ T
lymfocytl a paradoxné zvySené hladiny CD4+CD25+FoxP3 Treg byly pozorovéany u

kontrolni skupiny zdravych jedinci.

Daéle byla prace zaméfena na zmény v imunitnim systému u pacienti s HPV-asociovanymi a
neasociovanymi karcinomy hlavy a krku. U pacientti s HPV- asociovanymi karcinomy byly
detekovany zvySené hladiny CD8+ T lymfocytl, zatimco hladiny CD4+CD25+ Treg se u

jednotlivych podskupin pacientl nelisily.

Vliv virové etiologie na vznik karcinomu hlavy a krku a prognozu je dnes
neoddiskutovatelny. Je vSak potfeba zkoumat dal§i biomarkery, které by pomohly
specifikovat terapeuticky postup ¢i prognézu pacientl s karcinomem hlavy a krku. Déle tyto
potencujicim, inhibi¢nim ¢i nezavislém vlivu na prognézu pacientil.

Horni cesty dychaci a polykaci jsou mistem, kde se ve velké mife akumuluje lymfaticka tkan,
ktera je jednak organizovana ve form¢ Waldeyerova mizniho okruhu a jednak volné
rozptylena na sliznicich. Je mistem koncentrace imunokompetentnich bunék, které brani
vstupu infekce ze zevniho prostiedi do organizmu. Z toho divodu je aktuadlné vénovana
pozornost zménam v imunitnim profilu u pacientli s nddorovym onemocnénim orofaryngu,
ktery je bohaty jak na organizovanou tak na disperzni lymfatickou tkan (Nasman et al. 2012;
Wansom et al. 2012; Nordfors et al. 2013).
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Recentni studie popisuji zmény v zastoupeni jednotlivych imunokompetentnich bun¢k u
pacientil se solidnimi nddory, a to jak v periferni krvi, tak v nadorovém mikroprostredi
(Hoffmann et al. 2002; Whiteside 2005; Badoual et al. 2013; Nordfors et al. 2013). Otazka,
zda misto nejpresnéjsi detekce imunokompetentnich bunék ve vztahu k prognoze pacienta

S nddorovym onemocnénim je V nddorovém mikroprostiedi, v jeho okoli, ¢i v periferni krvi, je
Vv soucasnosti velmi aktualni. Existuji studie popisujici korelaci mezi periferii a
mikroprostiedim nadoru (Liyanage et al. 2002; Lau et al. 2007; Green et al. 2013). Zatimco
prace Wansoma (Wansom et al. 2012) a spol. tuto zavislost nepotvrzuje. Vzhledem Kk tomu, Ze
veskeré imunologické déje se odehravaji v lymfatickych uzlinach a imunokompetentni bunky
jsou nasledné transportovany do periferie, je mozné povazovat periferii za odraz aktudlniho
stavu imunitniho systému. I z tohoto diivodu byla v nasi studii zvolena pro detekci
imunokompetentnich buné¢k periferni krev. Mezi dalsi vyhody vySetieni periferni krve patii

snadny odbér materidlu a rutinni zpracovani vzorka pritokovou cytometrii.

V této praci byla nejprve provedena detekce zastoupeni jednotlivych lymfocytarnich
subpopulaci u pacientt s karcinomem hlavy a krku v porovnani se zdravymi kontrolami. Aby
bylo vySetieni co nejptresnéjsi, bylo k 50 pacientim s karcinomem vybrano 52 zdravych
jedincti stejného pohlavi a v pétiletém vékovém horizontu. V analyze byl rovnéz zohlednén
vek a koufeni. Byly prokazany statisticky vyznamné zmény v zastoupeni CD4+ CD25+ Treg
a CD4+ CD25+ FoxP3 Treg u pacientll s karcinomem ve srovnani se zdravymi jedinci. Neni
mozné vSak jednoznacné fici, jestli maji pacienti s karcinomem jen zvySené ¢i sniZzené hladiny
imunitnich bun¢k. Zatimco zvysené hladiny CD4+ CD25+ Treg byly detekovany u pacientti
s karcinomem, u zdravych kontrol byly pozorovany zvysené hladiny CD4+ CD25+ FoxP3
Treg. Jisté se zde uplatiiuje individualni variabilita imunitniho systému, komorbidity, abusus
alkoholu ¢i tabaku, mozny je téZ socioekonomicky vliv.

Pozornost byla dale vénovana tomu, jaky vliv na zastoupeni jednotlivych lymfocytarnich
subpopulaci v periferni krvi ma vék pacienta v dobé stanoveni diagnozy. V této praci byly
pozorovany zmény v zastoupeni imunitnich parametrii v zavislosti na véku, nicméné pouze
zavislost CD3- CD56+ CD16+ NK bunék na veéku 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 pacienti s HPV-asociovanymi karcinomy.
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Zatimco Wansom a spol. (Wansom et al. 2012) neprokazali zmény v zastoupeni jednotlivych
imunologickych parametrti v periferni krvi v zavislosti na HPV statutu u pacientti

s karcinomem hlavy a krku, v prezentovaném souboru byly pozorovany zmény v zastoupeni
jednotlivych lymfocytarnich subpopulaci mezi pacienty s HPV-asociovanymi a HPV-
neasociovanymi karcinomy. U pacientti s HPV-asociovanymi karcinomy byly detekovany
zvysené hladiny CD3- CD56+ CD16+NK bunék, CD8+ T lymfocytii a sou¢et CD4+ CD8+ T
lymfocytl. Zmény v zastoupeni imunitnich bun¢k u pacientii s HPV-asociovanymi karcinomy
jsou pravdépodobné vyvolany obrannym imunitnim mechanizmem uplatfiujicim se

v eliminaci viru. Na eliminace viru se uplatiiuji jak mechanizmy specifické imunitni obrany,
zejména CD8+ T lymfocyty, tak mechanizmy nespecifické obrany, kde klicovou roli hraji NK
buiiky. Toto mize byt jedno z moznych vysvétleni zvysenych hladin CD8+ T lymfocytt a
CD3- CD56+ CD16+NK bunék u pacientl s HPV-asociovanymi karcinomy. Avsak statisticka
vyznamnost CD3- CD56+ CD16+ NK bun¢k jiz nebyla pozorovana po adjustaci na vék, coz
vyplyva ze silné zavislosti NK bunék na véku pacienta. Zajimava by byla korelace

Vv zastoupeni jednotlivych podskupin lymfocytd v periferni krvi a mikroprostiedi nadoru.

Aby bylo zjisténo, jaky vliv na progndzu pacienta maji imunitni buiiky, byly porovnany
priamérné hodnoty poctu imunitnich bunék mezi pacienty s dobrou prognézou (bez recidivy ¢i
nazivu na konci sledovéni), anebo téch, ktefi zemieli. Nebyly pozorovény statisticky
vyznamné rozdily mezi t€émito dvéma podskupinami, coz potvrdilo vysledky prace Wansoma

a spol. (Wansom et al. 2012).

Treg hraji kli¢ovou roli na poli protinadorové imunity. Jejich funkei je udrZovat periferni
homeostazu. Uplatiiuji se v potlaceni proliferace a efektorové funkce Sirokého spektra

imunitnich bun¢k (Strauss et al. 2007).

V pribéhu vyzkumu zabyvajiciho se optimalizaci markert nejpiesnéji charakterizujicich Treg
doslo ke zna¢né dynamickému a progresivnimu vyvoji. V soucasnosti je Treg nejpresnéji
ozno charakterizovat jako subpopulaci CD4+ CD25high FoxP3 high CD127low CD62+
(Seddiki et al. 2006; Sakaguchi et al. 2011), pti¢emz transkripéni faktor FoxP3, zvany téz
,master regulator je pro zatazeni lymfocytarni subpopulace k Treg nepostradatelny. FOxP3 je
klicovy pro Treg béhem vyvoje v thymu a pro regulaci jejich funkce, protoZze moduluje

rozdilnou odpovéd’ na stimulaci TCR u regulacnich a u efektorovych T lymfocyti.

Vzhledem k tomu, ze specificka monoklonalni protilatka pro FoxP3 byla dostupna az po roce

2006, mohly byt takto detekované jen vzorky odebrané do studie po roce 2006. Z tohoto
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davodu byl marker FoxP3 detekovan u 50 ze 110 vzorkl zatazenych pacienti. Pomoci
Spearmanova testu, byla zjistovana korelace mezi subpopulaci CD4+ CD25+ Treg a CD4+

CD25 + Treg FoxP3, ktera byla vysoce statisticky vyznamna.

Receptor CD25+ a marker FOxP3 mohou byt v prub&hu zanétlivého procesu exprimovany na
povrchu jak Treg, tak aktivovanych efektorovych T lymfocytd. Z toho divodu byly
vysetfovany téz zanétlivé parametry (pocet leukocyti a CRP) v periferni krvi u pacienta

s nadorem. U zadného z pacientii zatazené¢ho do studie nebyly detekovany zvySené hodnoty
CRP a WBC, coz svédci pro to, ze v piipadé detekovanych CD4+ CD25+ T lymfocytt a
CD4+ CD25+ FoxP3 T lymfocytt v této studii se jednalo o Treg (Sakaguchi et al. 2011).

Ve studii Boucka a spol. (Boucek et al. 2010) bylo zjisténo, ze pacienti s karcinomem hlavy a
krku maji v dob¢ stanoveni diagndzy vyssi hladiny Treg v periferni krvi ve srovnani se
zdravymi kontrolami, coZ bylo potvrzeno i dal§imi autory (Liyanage et al. 2002; Karagoz et
al. 2010; Fu et al. 2012). Nicméné Hoffmann a spol. popsal nizsi hladiny cirkulujicich Treg u
pacientt s karcinomem hlavy a krku (Saito et al. 1999; Hoffmann et al. 2002).

Z klinického hlediska je nejzajimavéjsi a zaroven nejpiinosnéjsi zkoumat vliv jednotlivych

imunitnich buné€k, potazmo zmény jejich hladin, na progndzu pacienta.

V tomto souboru bylo zjiSté€no, Ze pieZivani je ovlivnéno zvySenou hladinou Treg, dale
kombinaci markerd HPV+/CD4+ CD25+ Treg high a vysoce statisticky vyznamny byl
zejména nizsi pomer CD8+/CD4+ CD25+ Treg. Timto byly potvrzeny vysledky praci
popisujici paradoxné pozitivni vliv zvySené hladiny Treg na progndzu pacientii s malignim
melanonem (Seddiki et al. 2006), kolorektalnim karcinomem (Salama et al. 2009) a

Hodgkinovym lymfomem (Alvaro et al. 2005).

Tato paradoxni role je obtizné vysvétlitelna, nicmén€ mnozstvi Treg v periferni krve nemusi
reflektovat funk¢nost jednotlivych bunék. Tim by mohlo byt piezivani ovlivnéno zejména
HPV infekci. Nové je v souvislosti s funkénosti Treg zvazovana detekce kombinace markert
FoxP3 a CD39 (Hong et al. 2014; Muller et al. 2014; Schuler et al. 2014), ktera by zptesnila
selektivni detekci pouze funk¢nich Treg. Dalsi hypotéza je, Ze skutecné funkéné aktivni Treg
maji kompletné demethylovany usek genu pro transkrip¢ni faktor FoxP3 (Wieczorek et al.
2009). Uroveti metylace souvisi s moznou trnskripci genti. Je-li tisek genomu pro konkrétni
gen methylovany, nemtize byt tento gen ptepisovan. Naopak, demethylovany usek je znakem

mozné transkripce genu pro FOXP3.
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Existuje jen malo studii zabyvajicich se vzajemnym plisobenim imunologickych a
virologickych parametrti u pacientti s karcinomem hlavy a krku a vlivem kombinace téchto
dvou parametrti na pacientovu prognoézu. Detailnéji byl vztah mezi HPV infekei a imunitnim
systémem studovan u karcinomt cervixu. Bylo prokazano, ze s progresi karcinomu cervixu se
zvysuje exprese cytokinu IL-10 a zaroven byla pozorovana statisticky vyznamna korelace
mezi hladinou IL-10 a HPV- pozitivitou, zejména HPV typem 16. Tyto vysledky poukazuji na
vztah mezi HPV infekei, IL-10 a nadorovou progresi (Bhairavabhotla et al. 2007; Bermudez-
Morales et al. 2008). Tyto prace davaji podklad pro hypotézu, ze HPV muze indukovat Treg
skrze cytokin IL-10, ktery se uplatiiuje jako jeden z aktiva¢nich piisobkt Treg.

V prezentovaném souboru byl také prokazan vliv CD3- CD56+ CD16+ NK bun¢k na
prognoézu pacientl s karcinomem hlavy a krku. Doposud Zadna prace neporovnavala vliv NK
buné¢k v periferni krvi na prezivani pacienti s HPV-asociovanymi karcinomy hlavy a krku.
Vzhledem k protivirovému mechanizmu NK bungk jsou zvySené hladiny NK bunék
pravdépodobné v dusledku infekce HPV, ktery by mohl byt NK bunkami z organizmu

eliminovan, coz by pfispivalo k lepSimu piezivani pacientt s HPV asociovanymi karcinomy.

Nejzajimavéjsi vysledky pfinasi kombinace virologickych a imunologickych parametra a
jejich vliv na prognézu pacienta. V nasi studii byli poprvé pacienti rozdéleni do podskupin na
zaklad¢ HPV statutu a hladiny CD4+ CD25+ Treg v periferni krvi. ProtoZe neni stanovena
jednoznacna hrani¢ni hodnota pro hladinu Treg v periferni krvi, byla tato v nasi studii
stanovena jako median piesné definované kontrolni skupiny, ktera odpovidala vékem i
pohlavi skupiné¢ pacientl s karcinomem. V jinych studiich byla hladina zvySené/snizené
hladiny Treg stanovend na zaklad¢ percentilii ¢i primérné hodnoty kontrolni skupiny. Tento
fakt maze byt limitem studie, protoZe pfi neexistujici jednoznacné hrani¢ni hodnoté dan¢ho

markeru je porovnani s jinymi pracemi velmi obtizné.

V této studii bylo zjiSténo, Ze pacienti s HPV-asociovanymi karcinomy hlavy a krku a vyssi
hladinou CD4+ CD25+ Treg Vv periferni krvi pfezivaji vyznamné Iépe v porovnani s pacienty
HPV-neasociovanymi karcinomy a s nizsi hladinou CD4+ CD25+ Treg. Zaroven nebyla
pozorovana statistickd zavislost mezi témito dvéma parametry, z ¢ehoz vyplyva, ze HPV

infekce a CD4+ CD25+ Treg ovliviiuji progndzu pacienta nezavisle.

Studie byla dale zamé&fena na ovéteni prognostického vyznamu HPV. Zatimco pfitomnost

HPV DNA neprokazuje jednoznacnou etiologii HPV, ale svéd¢i spiSe pro pfitomnost viru
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ve tkani karcinomu, HPV 16 E6 mRNA reflektuje zapojeni viru do procesu maligni
transformace. Tkai karcinomu byla proto analyzovana na ptitomnost HPV16 E6 mRNA,
jakozto nejpresnéjsiho markeru pro detekci aktivni virové infekce. Tato prace potvrdila, ze
pacienti s HPV-asociovanymi karcinomy ptezivaji signifikantn¢ 1épe v porovnani s pacienty s
HPV-neasociovanymi karcinomy hlavy a krku. Toto pozorovani se shoduje jak s predeslymi
tuzemskymi pracemi (Rotnaglova et al. 2011; Koslabova et al. 2013; Klozar et al. 2014), tak
s vysledky mnoha dalSich zahrani¢nich studii (Lindquist et al. 2007; Fakhry et al. 2008;
Attner et al. 2011).

Celkov¢ byla HPV-pozitivita v této studii detekovana u 40,0% pacientd s karcinomem
orofaryngealni tak i neorofaryngealni lokalizace, coZ bylo mensi procento pacientu, nez v nasi
predeslé praci (Rotnaglova et al. 2011). Toto pozorovani pravdépodobné souvisi

s heterogentitou soucasného souboru. Do studie byli zafazeni kromé pacientt s tonzilarnimi,
respektive orofaryngedlnimi karcinomy, téZ pacienti s karcinomem dutiny tstni, hypofaryngu,
¢i laryngu. Ve studiich jinych autorti, ve kterych byla popisovana vyssi prevalenci HPV, byly
markery HPV infekce vysetfovany ve tkani pochézejici z orofaryngealni lokalizace a HPV
pozitiva byla v téchto pracich stanovena na zakladé detekce HPV DNA (Nasman et al. 2012;
Wansom et al. 2012), exprese nepiimého markeru aktivni virové infekce - proteinu p16 (Park
et al. 2013).¢i na zakladé pFitomnosti kombinace téchto dvou markert (Kumar et al. 2007,
Rotnaglova et al. 2011; Nordfors et al. 2013).

Podle recentni metaanalyzy je prevalence HPV v orofaryngu ptiblizné 48 % (Mehanna et al.
2013) a nejcastéji je HPV DNA detekovana v tonzilarnich karcinomech (Syrjanen 2004;
Hammarstedt et al. 2006; Nasman et al. 2009). Toto pozorovani bylo potvrzeno také v této

praci, ve které byla prevalence HPV DNA ve tkani tumoru 65,8%.

HPV 16 E6 mRNA, byla detekovana v 81,8% vzorku pozitivnich na HPV 16 DNA. V
ptedeslé praci byla pozorovana vyssi korelace (93%) mezi soucasnou ptitomnosti HPV 16
DNA a virovych onkogenti (Rotnaglova et al. 2011), kterou pozoroval také Lindquist a spol.
(Lindquist et al. 2007) popisujici 79% shodu mezi HPV 16 E6 mRNA a HPV 16 DNA u
tonzilarnich karcinomi. Jiné prace popisuji soucasnou detekci téchto dvou HPV markerti u
orofaryngealnich karcinomt v niz§im procentu (Smeets et al. 2007; Hoffmann et al. 2012).
Diskrepantni vysledky mohou byt ddny poctem zatazenych subjekti, rozdilnym zastoupenim
karcinomt z jednotlivych orofaryngealnich sublokalit, geografickymi a socioekonomickymi

odliSnostmi a v neposledni fad¢ téZ metodikou vySetfeni RNA.
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Krom¢ markeri aktivni virové infekce a HPV DNA byla provadéna téz detekce exprese pl6,
ktery slouzi jako nepiimy znak aktivni virové infekce. Imunohistochemické vySetieni p16 se
rutinné provadi na patologickych pracovistich, zejména pii vySetieni 1ézi hrdla d€lozniho, coz
by mohlo byt vyuzito rovnéz v ramci diagnostického schématu u karcinomi hlavy a krku a k
uptfesnéni 1éCebné modality. Protein p16 byl detailné studovan u karcinomt hrdla délozniho,
kde je povazovan za nepiimy marker aktivniho vlivu virového onkogenu v bunkach

karcinomu (Cuschieri et al. 2008).

Studie vénujici se etiologii karcinomti hlavy a krku ve vztahu k prognéze zdiraznuji vyznam
vySetieni proteinu p16 v kombinaci s HPV DNA (Klussmann et al. 2003; Kumar et al. 2007;
Hoffmann et al. 2010), protoZze samostatné vySetfeni p16 nemuze slouzit jako surogatni

marker aktivni virové infekce (Hoffmann et al. 2012).

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 urceni pacientt s HPV-
asociovanymi karcinomy hlavy a krku, coz bylo pozorovano v ptedeslé studii zamétené na
markery infekce HPV u tonzilarnich karcinomti (Rotnaglova et al. 2011). Je nutné brat

V tvahu, ze v aktualnim souboru se nejednalo jen o pacienty s tonzilarnim karcinomem, ale
Slo o skupinu pacientli s heterogennim zastoupenim karcinomt z jednotlivych sublokalit
hornich cest dychacich a polykacich, coz mohlo ovlivnit interpretaci dat. V prezentovaném
souboru byla HPV DNA detekovana v 93,2% u orofaryngealnich karcinomti a v 6,8% u
karcinomti dutiny ustni. U karcinomii hypofaryngalnich ¢i laryngalnich HPV DNA
detekovana nebyla. Stejné tak 1 jini autofi prezentovali, Ze detekce markert HPV je v jinych,
(neorofaryngealnich) lokalitach nizsi (Combes et al. 2014; Salazar et al. 2014; Upile et al.
2014).

Diky detekci imunologickych parametri by mohla byt zpfesnéna prognosticka informace,
ktera je vyznamna pro volbu terapeutického postupu. V soucasné dobé, kdy se zvazuje
deeskalace 1écby na zakladé HPV statutu by mohla informace o znalosti imunitnich parametr
ovlivityjicich pfezivani byt velmi vyznamna. Navic, v budoucnosti by se do terapeutického
protokolu u pacientl s karcinomy hlavy a krku mohla zafadit téZ imunoterapie, ktera je

Vv soucasnosti ve fazi klinického zkouseni s prvotnimi slibnymi vysledky (Whiteside et al.
2012).
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Znalost kombinace imunologickych a virologickych parametri a jejich ptisobeni na prognézu
by mohla byt v blizké budoucnosti velmi cennym voditkem pro vice specifickou 1é¢bu

pacientl s karcinomem hlavy a krku, kterd by mohla pfinést pacienttim jak kvalitnéjsi a

vvvvvv
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6. ZAVERY

wewvr

A) HPV je prognosticky vyznamnym faktorem pro DSS u pacientd s karcinomy hlavy a
krku

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

lokalizace.

C) Zastoupeni jednotlivych lymfocytarnich subpopulaci v periferni krvi se li$i u pacientl

s karcinomem hlavy a krku a u zdravych jedinc.

D) U pacient s HPV-asociovanymi karcinomy hlavy a byly v periferni krvi detekovany
zvySené hladiny CD3- CD56+ CD16+ NK bungk, CD8+ T lymfocytl a soucet CD4+
CD8+ T lymfocytil, az na CD3- CD56+ CD16+ NK bunky zastaly hodnoty statisticky

vyznamné i po adjustaci na vék.

E) Piezivani bylo ovlivnéno hladinou CD4+ CD25+Treg, niz§im pomérem CD8+/ CD4+
CD25+Treg a CD3- CD56+ CD16+ NK bunkami nezavisle na HPV statutu. Lepsi
prognézu méli pacienti s HPV-asociovanymi karcinomy a vyssi hladinou CD4+
CD25+Treg V periferni krvi ve srovnani s pacienty s HPV-neasociovanymi karcinomy
a niz8i hladinou CD4+ CD25+Treg Vv periferni krvi.

F) Virologické a imunologické parametry ovliviiuji prognozu pacienta nezavisle.
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