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SOUHRN

Lidsky papilomavirus (HPV) je DNA virus schopny infikovat kuzi a sliznice a zptisobovat rizna
benigni, ale 1 maligni onemocnéni. Vysoce rizikové HPV typy mohou kromé rakoviny délozniho ¢ipku
zpusobovat i nadory orofaryngu. Incidence HPV-asociovanych nadort orofaryngu se v poslednich
desetiletich zvysuje. Cirkulujici nadorova HPV DNA (ctHPV DNA), ktera je uvoliiovana z nadorovych
bunc¢k do krevniho obéhu ve form¢ rizné dlouhych fragmenti DNA, predstavuje slibny zpisob
v€asného zachytu HPV-asociovanych nadoru orofaryngu. Detekce ctHPV DNA vSak miize byt vyuzita

1 pro predikei recidivy tohoto onemocnéni.

Cilem této studie bylo testovat vyuziti detekce cirkulujici nadorové HPV DNA pro vCasné
odhaleni recidivy pfi pravidelnych kontrolach pacienti po dokonceni 1éCby. Vysledky této studie
dokazaly, ze detekce ctHPV DNA je slibnym biomarkerem v¢asného zachytu recidivy onemocnéni. Tato
metoda predstavuje slibny nastroj pro presnéjsi sledovani pacientu po 1é¢bé s HPV-asociovanym

OPSCC a pro v¢asnou predikei pfipadného rozvoje recidivy.
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SUMMARY

Human papillomavirus (HPV) is a DNA virus capable of infecting the skin and mucous
membranes and causing various bening as well as malignant diseases. High risk HPV types can cause
oropharyngeal tumors in addition to cervical cancer. The incidence of HPV-associated oropharyngeal
tumors has been increasing in recent decades. Circulating tumor HPV DNA (ctHPV DNA), which is
released from tumor cells into the bloodstream in the form of DNA fragments of various lengths,
represents a promising method for the early detection of HPV-associated tumors of the oropharynx.

However, the detection of ctHPV DNA can also be used to predict the recurrence of this disease.

The aim of this study was to test the use of detection of circulating tumor HPV DNA for the
early detection of recurrence during regular check-ups of patients after completion of treatment. The
results of this study proved that the detection of ctHPV DNA is a promising biomarker for the early
detection of disease recurrence. This method represents a promising tool for more accurate follow-up of
patients with HPV-associated OPSCC after treatment and for early prediction of the possible

development of recurrence.
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Seznam symboli a zkratek

HPV
OPSCC

HNSCC

FFPE

ctHPV DNA
BPV

EcPV

CPV

FPV

E

L

LCR

VLPs

PML

pRb
HSPG
NCoR/SMRT

PCNA
MCM
BRCA
LR-HPV

Lidsky papilomavirus, z angl. Human papillomavirus

Orofaryngealni dlazdicobunéény karcinom, z angl. Oral pharyngeal squamous
cell carcinoma

Dlazdicobunéény karcinom hlavy a krku, z angl. Head and neck squamous cell

carcinoma

Formalinem fixovany v parafinu vloZeny, z angl. Formalin-fixed paraffin-
embedded

Cirkulujici nadorova HPV DNA, z angl. Circulating tumor HPV DNA
Bovinni papilomavirus, z angl. Bovine papillomaavirus

Koni papilomavirus, z angl. Equine papillomavirus

Psi papilomavirus, z angl. Canine papillomavirus

Kocici papilomavirus, z angl. Feline papillomavirus

Casny region, kodujici proteiny E, z angl. Early region

Pozdni region, kodujici proteiny L, z angl. Late region

Dlouha nekodujici oblast

Viru podobné ¢astice, z angl. Virus-like particles

Té¢liska proteinu promyelocytové leukémie, z angl. Promyelocytic leukemia
protein bodies

Pocatek replikace, z angl. Origin of replication
Bromodomain-4

tumor-supresorovy protein p53

Interkalaéni domény: PSD-95, Discs large, ZO-1

z angl. Membrane-associates guanylate kinase

z angl. Disk large

Cyklin-dependentni kinaza

Retinoblastomovy protein, z angl. Retinoblastoma protein
Heparan sulfat proteoglykan

z angl. Nuclear receptor co-repressor/silencing mediator of retinoic acid and
thyroid hormone receptor

z angl. Proliferating cell nuclear antigen
z angl. Minichromosome maintenance protein complex
z angl. Breast cancer susceptibility gene

Nizce rizikové typy HPV, z angl. Low risk human papillomavirus

Vii



HR-HPV Vysoce rizikové typy HPV, z angl. High risk human papillomavirus
HC2 z angl. Hybrid capture 2

tPCR Polymerazova fetézova reakce v realném cCase, z angl. real-time polymerase
chain reaction

PCR-EIA z angl. Polymerase chain reaction — enzyme immunoassay

PET/CT Pozitronova emisni tomografie — pocitacova tomografie, z angl. Positron
emission tomography — computed tomography

MRI Magneticka rezonancni tomografie, z angl. Magnetic resonance imaging
TORS Transoralni roboticka chirurgie, z angl. Transoral robotic surgery

TNM klasifikace z angl. Tumor, node, metastasis classification

dNTPs Deoxyribonukleotid trifosfaty, z angl. Deoxyribonucleotide triphosphates
MgCl, Chlorid hofecnaty

H,O Voda

RFU Relativni fluorescencni jednotka, z angl. relative fluorescence unit
GAPDH Glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogenaza
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1 Uvod

Lidsky papilomavirus (HPV) je sexualn¢ prfenosny DNA vir. HPV je pfenasen genitalnim
a orogenitalnim kontaktem a je povaZovan za nejcastéj§i sexualn¢ prenosnou infekei. Témér kazdy
sexualn¢ aktivni jedinec se alespon jedenkrat za Zivot nakazi timto virem, avSak naprosta vétSina pripadu
je asymptomatickych. HPV mizeme rozdélit do dvou skupin, nizce rizikové typy, které mohou
zpusobovat benigni 1éze a vysoce rizikové typy, které mohou zptisobovat urcité typy rakoviny, napriklad

rakovinu délozniho ¢ipku ¢i rakovinu orofaryngu.

Nadory orofaryngu v posledni dob¢ predstavuji vyznamny problém, a to predevs§im kvuli
rostouci incidenci tohoto onemocnéni. Drfive byla za hlavni pfi¢inu téchto nadori povazovana
konzumace alkoholu a koufeni. V soucasné dob¢ je vSak vétSina nadorti orofaryngu spojena s jinym
rizikovym faktorem, kterym je perzistentni infekce vysoce rizikovymi HPV typy. Vysoka incidence
HPV-asociovanych nadori orofaryngu je prevazné problémem rozvinutych zemi a castéji toto
onemocnéni postihuje muze ve véku od 45 do 70 let. Pacienti s HPV-asociovanymi nadory orofaryngu
maji vys$si Sance na preziti alépe odpovidaji na onkologickou 1é¢bu, nez pacienti s HPV-neasociovanymi

nadory orofaryngu.

Poslednim trendem ve vyzkumu je vyuziti cirkulujicich biomarkeru v tekutych biopsiich, které
mohou byt vyuzivany pro vcasnou diagnostiku a stanoveni prognozy. Tyto biomarkery jsou
detekovatelné v krvi nebo v jinych télnich tekutinach. Diagnostika pomoci cirkulujicich biomarkeru
v tekutych biopsiich je minimalné invazivni, opakovatelna a spolehliva metoda. Monitorovanim
pritomnosti téchto biomarkera v pribéhu lécby pacienta s nadorovym onemocnénim lze sledovat
efektivitu terapie, detekovat rezistenci na 1é¢bu nebo progresi v 16Eb¢é onemocnéni. V neposledni fadé je

lze vyuzit pro predikci recidivy nadorového onemocnéni.



2 Cile prace

Cilem této prace je v teoretické cCasti seznameni s problematikou infekce lidskym
papilomavirem, s molekularni podstatou orofaryngealnich nadora (OPSCC) asociovanych s HPV
infekci, popsat soucCasné moznosti véasné detekce onemocnéni a seznameni s rizikovymi
a prognostickymi faktory HPV-asociovanych i1 neasociovanych OPSCC. Prace je také zaméfena
na moznosti sledovani 1écby pomoci biomarkerii a jejich potencial pro stanoveni prognoézy a rizika

rekurence onemocnéni.

Prakticka cast této prace bude zaméfena na retrospektivni stanoveni HPV pozitivity u skupiny
pacientu s diive diagnostikovanym OPSCC. U HPV-asociovanych OPSCC bude soucasné provedena
genotypizace jednotlivych HPV typu ze vzorka primarni nadorové tkan€ v FFPE bloccich. Dale bude
testovano vyuziti metody odbéru tekutych biopsii (vendzni krev) pro sledovani pritomnosti cirkulujici
nadorové HPV DNA (ctHPV DNA) v plazm¢ pacientu po ukonéeni onkologické 1é¢by. Cilem této prace
tedy je — stanovit podil HPV-asociovanych OPSCC, zjistit souc¢asnou distribuci riiznych HPV genotypu
v HPV-asociovanych OPSCC a testovat vyuziti monitorovani ctHPV DNA pro rychlejsi odhaleni
recidivy HPV-asociovanych OPSCC.



3  Literarni prehled

3.1 Papilomaviry

Papilomaviry jsou DNA viry. Tato skupina je velmi rozmanita a pravdépodobné se vyskytuje
u vétSiny savcu a ptaku. Tyto viry jsou vét§Sinou znamé pro svou souvislost s rozvojem bradavic a jejich

roli pfi rozvoji urCitych typi rakoviny, zejména tedy rakoviny délozniho ¢ipku u lidi.

Papilomaviry jsou prizpusobeny k replikaci u jednoho zivoc¢isného druhu. Existuje jen velmi
malo dukazii o mezidruhovém pfenosu. Papilomaviry maji velké mnozstvi hostiteli ve zvireci fisi
od velkych saveu (napriklad primati, koné, jeleni, psi, kocky, ...), pfes malé savce (jako jsou napriklad

kreccei syrsti, krysa africka ¢i mys obecna), az po ptaky.

Napriklad existuji bovinni papilomaviry (BPV), které infikuji skot a jsou spojovany s vyvojem
nadora na kuzi a sliznicich. Equine papilomaviry (EcPV) napadaji kon¢ a zptisobuji bradavice a kozni
léze. Dale se u pst vyskytuji canine papilomaviry (CPV) a u koéek feline papilomaviry (FPV).

Papilomaviry jsou §iroka skupina vira a existuje mnoho raznych typu infikujicich zvirata. [1]

3.2 Genom papilomaviru

Papilomaviry maji kruhovou dvoufetézovou DNA o velikosti blizké 8 kb. Genom papilomavirt
je organizovan do tii oblasti, konkrétné je to rana oblast (E), pozdni oblast (L) a dlouha kontrolni

nekodujici oblast (LCR). [2]

Rana oblast genomu zabira vice nez 50 % genomu viru. Obsahuje geny, které jsou dulezité
k replikaci viru a nasledné kontrole cyklu replikace viru v hostitelskych burikach. Koduje Sest
otevienych ctecich ramceii (E1, E2, E4, ES. E6 a E7), kter¢ jsou prekladany v proteiny. Proteiny E1 a E2
se podileji na replikaci virové DNA a transkripéni regulaci. Neni zatim znamo, Ze by protein E3
exprimoval néjaky protein. Proteiny E5, E6 a E7 jsou onkogeny, kter¢ mohou naruSit regulaci
hostitelskych bunék a prispét k onkogenezi. Je nutné si v§ak uvédomit, Ze ne vSechny papilomaviry jsou
patogenni nebo spojené s rakovinou. Mnoho papilomavirt je neSkodnych a mohou zptisobovat benigni

vyrustky, napfiklad bradavice.|2]

Pozdni oblast genomu obsahuje geny, které koduji strukturalni kapsidové proteiny. Tato oblast
pokryva 40 % genomu viru. V této oblasti jsou kodovany strukturni proteiny, L1 a L2, které tvoii

kapsidu. Kapsida je vn¢jsi obal viru a slouzi k ochran¢ virového genomu. [3], [4]

Dlouha kontrolni nekddujici oblast je segment o velikosti priblizné 850 bp, cozje 10 % genomu

papilomaviru. Tato oblast nekoduje zadné proteiny, ale vyskytuje se zde pocatek replikace a vazebna



mista pro transkripéni faktory, ktera jsou dulezita pfi regulaci transkripce iniciované polymerazou II

(viz obrazek 1).|2]
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Obrazek 1 — RozlozZeni genti v genomu HPV 16

3.2.1 Strukturni proteiny

Protein L1 je hlavnim strukturnim proteinem papilomavira a tvofi kapsid virionu. Chrani
auchovava geneticky material. L1 protein se samovolné sestavuje do pentamerickych kapsomer.
Kapsomery poté¢ vytvari ikosahedralni kapsidu, ktera se stabilizuje pomoci disulfidickych vazeb.
Je schopen spontanné vytvaret castice podobné virim, které se nasledné stavaji silnymi imunogeny
a tvori zaklad pro vakciny proti lidskym papilomavirum. Protein L1 je schopen se uchytit na povrchu
hostitelskych bunck, coZz nasledné umoziuje viru vstoupit do buriky a spustit infekci. Tento protein

je klicovy pro vytvoreni stabilniho virionu. [4], [5]

Protein L1 je schopen se asociovat do struktur, které napodobuji povrch pfirozenych
papilomavira. Pfi tomto procesu se vytvaii virus-like particles (VLPs). Pii vytvareni virionu je dilezita
flexibilita proteinu L1, diky které je umoznén selektivni vstup virového genomu do vnitiniho prostoru
virionu. Flexibilita proteinu L1 je tedy klicova pro sbaleni viralniho genomu do virionu. Pfi procesu
zrani virionu pfechazi virion z nestabilniho do stabilniho stavu, a to pomoci vytvareni disulfidickych

vazeb mezi sousednimi molekulami L1.

L1 proteiny se zapojuji také do procesu vstupu virionu do hostitelské buriky a nasledného
uvolnéni viralniho genomu uvnitf bunky. Tento proces zadina interakci proteinu L1 s molekulami
heparan sulfatu na povrchu buniky. Po této interakci nastava expozice N-terminalni ¢asti proteinu L2,
ktery je nasledné §tépen bunéCnou proteazou furinem. Po §tépeni L2 proteinu k dal§im zménam
konformace virionu a vazb¢é na sekundami receptory na povrchu hostitelské burniky pravdépodobné

pomoci L1 proteint. Proces endocytozy virionu do buiiky neni v soucasnosti pln¢ objasnén, nicméné

4



jde pravdépodobné o proces nejvice prlipominajici pinocytéozu. Po interakci L1 proteinu
s extracelularnimi receptory a transportu virionu do buriky dochazi v endozomu za nizkého
pH k rozpadu kapsidy a k degradaci L1 proteinu. Po rozbaleni kapsidy zistava velmi malé mnozstvi L1
proteinu. L2 protein interaguje s virovou DNA a tim se tvoii L2/DNA komplex. Tento komplex
je nasledn¢ transportovan do Golgiho aparatu a nasledné¢ do jadra buriky. V jadre je tento komplex

naveden na PML téliska, coz jsou mista, kde probiha transkripce a translace. [4][6]

Protein L2 je minoritni kapsidovy protein. Na C-terminalnim konci proteinu L2 se nachazi
vazebna mista, ktera se vaZou na protein L1 a pravdépodobné usnadniuji jeho inkorporaci do viriond.
Protein L2 ma nékolik klicovych funkci. Ma schopnost se vazat na viralni DNA a pravdépodobné hraje
roli pfi zapouzdieni viralniho genomu do nové formovanych virionu. Dale je schopen organizovat
ostatni strukturalni slozky virionu, jako jsou proteiny L1 a E2. Existuje hypotéza, Ze protein L2 muze
hrat roli pfi regulaci stability viriont, a to konkrétn€ pomoci cysteinovych zbytkd v proteinu. Mutace
téchto cysteinovych zbytki mohou ovlivnit infekéni schopnost virioni. Protein L2 interaguje

s hostitelskymi buikami béhem procesu infekce. Nejdulezitéjsi role tohoto proteinu je vSak pii vstupu

papilomavira do hostitelskych bunék. [3]

3.2.2 Regulacni proteiny

Regulacni protein El, také zvany jako El helikaza, hraje dillezitou roli v procesu replikace
viralni DNA a amplifikaci viralni DNA v jadfe buniky. E1 protein iniciuje replikace viralni DNA.
El helikaza se po vstupu do hostitelské builky navaze na misto ori (=origin of replication) a zacne
rozplétat dvouvlaknovou strukturu DNA. Vzhledem k roli proteinu E1 pfi replikaci viru byly nékteré
oblasti tohoto proteinu zkoumany jako potencialni cile pro 1éc¢bu infekci papilomaviry. Inhibitory
E1 mohou blokovat replikaci viru a potencialné omezit jeho schopnost se replikovat a zpusobovat

infekce, které mohou v krajnich piipadech vést k rozvoji maligniho onemocnéni. [7]

E2 regulacni protein ma funkci transkripéniho regulatoru, coz znamena, z¢ tento protein
ovliviiuje, kdy a jakym zptsobem jsou viralni geny transkribovany v hostitelské burice. Protein E2
je tedy schopen potlacit a nasledné aktivovat transkripci gena. Tento protein také usnadiuje vazbu El
proteinu na misto po¢atku replikace (misto ori). Tento protein hraje dilezitou roli i v procesu integrace
DNA papilomavirii tim, Ze pomaha integrovat viralni genom do hostitelského genomu. K integraci

je vyuzit i protein znamy jako bromodomain-4 (Brd4). [8]

Proteiny E4 maji u vétSiny typi HPV patmé vyznamné strukturni podobnosti, jejich primarni
aminokyselinové sekvence se vSak vyznamné lisi, stejné jako byly popsany drobné rozdily v uloze E4
proteint u odlisSnych HPV typt. Ackoliv se protein nachazi v rané fazi virového genomu, primarné
se exprimuje az béhem pozdni faze infekce, az pii pocatku amplifikace genomu. Schopnost proteinu E4

narusovat bunéénou sit’ miize usnadnit uvoliiovani ¢i pfenos viru. U nckolika typit HPV protein E4



inhibuje bunécnou proliferaci v G2 fazi bunééného cyklu. Tyto proteiny se dale ucastni amplifikace
genomu a skladani viru. Protein E4 miuze slouzit jako specificky HPV-biomarker pro detekei aktivni

HPYV infekce v 1ézich. [9]

3.3 Onkogeny
3.3.1 Onkogenni protein ES

Proteiny ES jsou kratké transmembranové proteiny, které jsou kdédovany mnoha zvifecimi
1 lidskymi papilomaviry. Gen E5 se nachazi na 3" konci ran¢ oblasti virového genomu. Tyto proteiny
maji velikost pfiblizn¢ 40 az 85 aminokyselin. Protein ES5 je bohaty na hydrofobni aminokyseliny.
Vzhledem k jejich malé velikosti a prevazné hydrofobni povaze vSak proteiny ES5 postradaji velké
rozpustng, globularni domény, které obvykle zprostiedkovavaji specifické protein-proteinové interakce.

Piestoze ma HPV E5 slabou transformaéni aktivitu iz vitro, muze hrat dulezitou roli
v karcinogenezi, a to zejména u vysokorizikovych typt HPV, coz naznacuje, ze protein ES mohou
prispivat k rozvoji malignit. ES proteiny zesiluji transformacni aktivitu E6 a E7 proteinti, ¢imz pfispivaji
k maligni aktivaci proliferace epitelovych bunék. E5 proteiny maji samy o sobé slabou transformacni
aktivitu, pricemz nékteré HPV typy ES protein ani neexprimuji, nebo je gen pro ES proteiny v procesu

integrace virové DNA do hostitelského genomu stépen. [10]

3.3.2 Onkogenni protein E6

Proteiny E6 spolecné s proteiny ES a E7 stimuluji bunéénou proliferaci a jsou to onkogeny. Tyto
proteiny interaguji s bunécnymi proteiny prostfednictvim motivi LXXLL. [11] Ovliviiuji rizné bunééné
procesy, vcetné¢ degradace proteini a transkripcni regulace. Hlavni funkce tohoto proteinu

je zprostredkovani degradace p53, coz je hlavni tumor supresorovy protein.

Onkogenni protein E6 je schopen vazat mnozstvi intracelulami cilt, které maji ve své sekvenci
exprimovany kysely LXXLL peptid. Pomoci této vazby bylo mozn¢ identifikovat buné¢cnou ubiquitin
protein ligazu E6AP (E6 asociovany protein), ktery se vaze do komplexu s E6 proteiny vysoce
rizikovych HPV a stabilizuje ho. Komplex E6-E6AP vyhledava a vaze protein p53, ktery nasledné
degraduje prostrednictvim ubiquitinace. Degradace proteinu p53 ma pfimy vliv na rozvoj malignich
nadorovych onemocnéni. V nepfitomnosti HPV v hostitelské buiice je p53 regulovan ubikvitin ligazou
Mdm?2. V HPV asociovanych buiikach je ubikvitin ligaza Mdm?2 neaktivni a protein p53 je regulovan
HPV E6-E6AP. Tento proces zpusobuje inhibici transkripéni aktivity p53 a neschopnost apoptozy
indukované timto proteinem. Hostitelska burika tak neni schopna reagovat napf. na poskozeni DNA
v prub¢hu bunécného cyklu. E6AP dale slouzi jako koaktivator pro jaderné receptory a interaguje

s dal§imi ubiquitinovymi ligazami. [11]



Bylo také prokazano, ze protein E6 je schopen cilit i na jin¢ bunééné proteiny a tim nasledné
ovliviiyje nékolik metabolickych drah v hostitelské burice. Kromé proteinu p53 komplex E6-E6AP cili
1 na dal$i proteiny, jako jsou podjednotky proteasomu a P300/CBP. [12] Jeden z dalsich cilu je protein
NFX1-91. Tento protein za normalnich okolnosti potlacuje produkci telomerazy, coz je protein,
ktery umoziiuje buikam se neomezené délit. Protein E6 degraduje protein NFX1-91, tim se zvysi
hladina telomerazy v butice a nasledné je inaktivovan mechanismus udrzujici rast bunék pod kontrolou.

[13]

Protein E6 ve své C-terminalni struktufe obsahuje PDZ-vazebny motiv (PBM;
z angl. PDZ domain Binding Motif), jenz je schopen se vazat na PDZ domény jinych proteinti
a degradovat je pomoci E6AP. Tyto proteiny jsou zapojeny do signalizace a polarizace bunck.
PDZ domény jsou malé oblasti proteinu schopné vazat se na peptidove ligandy na cilovych proteinech.
Nejcastéji se vyskytuji v bunéénych faktorech, které funguji pii prenosu signalu. E6 je schopen se vazat
na PDZ domény vyskytujici se napf. na proteinech rodiny MAGUK (z angl. Membrane-Associated
Guanylate Kinase Family), ktera zahmuje proteiny Dlg, MAGI-1, MAGI-2 a MAGI-3. Navazani
proteinu E6 na PDZ domény DLG (z angl. disk large homolog) proteinu zplsobuje naruseni jeho
supresorove funkce. MAGI1-3 proteiny maji obvykle struktumi funkci, ale zapojuji se 1 pfi signalizaci.
Po navazani proteinu E6 dochazi k naruseni jejich tvaru a tim je zabranéno jejich signalizacni funkeci.
[14]

3.3.3 Onkogenni protein E7

Protein E7 ma 98 aminokyselin a na C-konci ma doménu vazajici zinek. Tento protein obsahuje
tfi konzervované domény, CDI, CD2 a CD3. V¢tsina charakteristickych funkei pro protein E7
je mapovana v oblasti CD2 a CD3. CD1 doména je rozhodujici pro schopnost E7 indukovat progresi

S faze a bunécnou transformaci.[15]

Primami funkce proteinu E7 je inaktivace ¢lenu rodiny nadorovych supresorovych proteini
pRb. Protein pRb hraje kli¢ovou roli v regulaci bunééného cyklu, fidi fazovy pfechod mezi G1 a S fazi.
Za normalnich podminek je pRb v Casné G1 fazi nefosforylovan a poté je progresivné fosforylovan
smérem k S fazi. Nefosforylovany pRb interaguje s transkripcnimi faktory E2F. Faktory E2F se podileji
na transkripéni regulaci gent zapojenych do syntézy DNA. V HPV-asociované butice reaguje E7
s nefosforylovanym pRb a degraduje ho prostiednictvim ubikvitinové proteazomové drahy. NaruSenim
komplexu pRb-E2F se uvolni volny E2F, coz vede k transkripci indukované E2F, ktera vede k upregulaci
CDK2 a cyklina A a E. Tato aktivita proteinu E7 je povaZovana za kritickou pro fizeni progrese
bunééného cyklu v diferencujicim se epitelu, ¢imz poskytuje prostfedi vhodné pro replikaci DNA.
[16][17]



Mimo interakei s pRb proteinem se protein E7 vaze také na dalsi ¢leny pRb proteinové rodiny
—pl107 apl30. Tyto dva proteiny jsou dulezité pro regulaci bunécné proliferace, diferenciace a apoptozy.
Negativné reguluji prechody z GO faze a G1 faze a do S faze bunécného cyklu. [17] Nedavné studie
navic ukazaly, ze E7 vaze ainaktivuje E2F6 protein, coz vede ke zménam v epigenetickém profilu

spojeném s umlcovanim geni. [18]

3.4  Zivotni cyklus papilomaviri

Replikacni cyklus papilomavirti je spojen s epitelialnimi burikami a epitelialni diferenciaci.
HPV infikuje bazalni epitelialni buiiky s vysokou mitotickou aktivitou. Po proniknuti do buriky jsou
papilomaviry nasledné¢ schopny dokoncit sviij Zivotni cyklus v epitelové tkani, ve které produkuji

infek¢ni Castice, a ty jsou nasledn€ vylucovany z epitelového povrchu.

3.4.1 Vstup HPV do bunky

Infekce zapocina v okamziku, kdy ¢astice viru proniknou do bazalni vrstvy epitelu. V této vrstveé
se nachazeji buriky s vysokou mitotickou aktivitou. Vysoka mitoticka aktivita je dana neustalym délenim
buné¢k, ¢imz dochazi k zajisténi obnovy epidermalni vrstvy. Virové ¢astice pronikaji do epitelové vrstvy
pomoci poskozeni této vrstvy (mikroabrazi), v mist¢ vlasového folikulu, nebo v misté, kde se setkavaji
sloupcoveé a vrstvené epitelové bunky (takoveé misto najdeme napriklad v dé€loznim hrdle nebo v fitnim
otvoru, tzv. pfechodova zona) (viz obrazek 2). V kapsid¢ viru se vyskytuje protein L1, ktery je schopen
se vazat na bunécné receptory, které se vyskytuji na bazalni membrané. [4] Za primarni receptory
pro pocatecni navazani viru se povazuji HSPG, coz jsou heparin sulfatové proteoglykany. [19] B€hem
interakce papilomaviru s HSPG dojde ke konformacni zméné, kdy N-konec slozky L2 proteinu je
premistén na povrch virionu. Nasledné probéhne §tépeni N-konce L2 proteinu pomoci furinu a PC5/6.
[20] Po tomto specifickém Stépeni je virus schopen se navazat na sckundarni receptory, které se nachazi

na plazmatické membran¢ hostitelské buriky.
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Obrazek 2 - Grafické znazoméni vstupu virovych castic papilomaviru do bazalnich bun¢k epitelu [27]

Papilomavirus po interakei s receptory vstupuje do bunék formou endocytozy. Nasledné probiha
transport viralniho genomu do jadra pomoci tubulinu. Viralni genom vstupuje do jadra bud’ béhem
rozpadu jaderné membrany pii mitdze anebo prostupuje jadernymi péry. V jadie hostitelské buriky dojde
k rozlozeni kapsidy a protein L2 s viralnim genomem se spojuji s jadernymi télisky PML (z angl.

promyelocytic leukemia protein). [21] Poté nasleduje viralni transkripce.

3.4.2 Rana faze replika¢niho cyklu

Primami cil viru, ktery doputoval do jadra hostitelské buriky je ¢asna transkripce. Po jaderné
infekei je mozné jako prvni identifikovat proteiny E1 a E2, kter¢ slouzi k pocatecni replikaci viralniho

genomu.

Transkribovany protein E2 tvofi homodimer, po vazb¢ s DNA a proteiny, ktery je schopen
se vazat na Ctyfi palindromaticka mista v LCR. Protein E2 se nasledné vaze na protein E1l a tim zacina
replikaci viralniho genomu. Prvni fazi replikace ovliviiuje protein E8A E2 a bunéény komplex
NCoR/SMRT. [22] Replikace kruhové virové DNA probiha soucasné s replikaci DNA hostitelské buriky.
Po replikaci je virova DNA pomoci vazani na chromozomy rovnomérné rozdélena do dcefinych bunék.
Virova DNA se na chromozomy vaze pomoci E2 proteinu, ktery je vazan na virovém genomu v misté
LCR a na chromozomy se vaze pomoci vazebnych proteinti. [8] Nejznaméjsim vazebnym proteinem
pro HPV je Brd4, ale muzou se zapojovat i jiné vazebné proteiny, napiiklad MKIp2, ChIRI
¢i TopBP1.[23]

Virové proteiny se béhem replikace exprimuji v nizkych hladinach, a to z divodu zabranéni

imunitni odpovédi organismu. Protein E2 je schopen potla¢ovat funkci promotéru P97.



P1i této fazi hraji dillezitou roli onkoproteiny E6 a E7, které svymi €inky stimuluji opétovny
vstup buriky do bunécného cyklu. Exprese téchto proteini je nezbytna pro replikaci HPV. Protein E6
mimo jin¢ slouzi k udrzeni epizomalniho genomu. Protein E7 aktivuje kontrolni bod prechodu z G1
do S faze v keratinocytech. Za normalnich okolnosti by se buriky dale nereplikovali. Protein E7
interaguje s regulatorem bunééného cyklu pRb nebo s proteinem pl07 ¢i pl130. [24] Pii této reakci
se uvoliiuje transkripcni faktor E2F. Transkripéni faktor E2F podporuje replikaci DNA tak,
ze transaktivuje geny cyklin A a cyklin E. [25] Jakmile se dosahne uréité hladiny obsahu p21 a p27
bunika prechazi do S-faze bunééného cyklu, pri které dochazi k replikaci DNA. Pokud je v buice
pritomna pfili§ vysoka hladina p21 a p 27, bunéény cyklus se zastavi pfed S fazi. Ve fazi produktivni
faze infekce muze byt pro diagnostické ucely vyuzito detekce proteint cyklin E, PCNA, Ki67, pl6,
MCM ¢i survinin. [25]

Protein E6 napomaha ve funkci proteinu E7, asociuje s proteinem p353 a degraduje ho pomoci
ubikvitinace.[11] Protein E6 muze narusit funkci proteinu p53 vazanim na histon-acyteltransferazu
CBP/p300. [26] Muze taky zpusobit konformacni zménu p53, a tim inhibovat jeho transkripéni

vlastnosti. Stejné jako protein E7, i protein E6 inhibuje proces spusténi apoptozy.

Jednotlivé typy papilomaviru se li§i nastartovanim amplifikace virového genomu, u Zadného
HPV typu vSak nedochazi k amplifikaci genomu pfimo v bazalni vrstvé. K amplifikaci dochazi

v bunkach vysSich vrstev epitelu, které diferenciuji a jsou tlaéeny smérem k povrchu epitelu. [27]

3.4.3 Pozdni faze replikacniho cyklu

V této fazi probiha vegetativni replikace DNA a tvorba viriont. Prvn¢ dochazi ke zvyseni
exprese proteini E1, E2, E4 a E5. Pozdni faze replikace probiha pravdépodobné podle mechanismu
otacivé kruznice. V této fazi je u vysoce rizikovych typit HPV nejhojnéjsim regulacnim faktorem protein

E4, ktery se produkuji dfive nez kapsidové proteiny L1 a L2. [28]

Po uspésné amplifikaci nastava sestaveni a uvolnéni novych virioni ve svrchnich vrstvach
epitelu. Kapsidové proteiny se exprimuji az béhem pozdni faze replika¢niho cyklu spolecné s E4
proteinem, ktery se také podili na sestavovani virionu. Prvné je exprimovan protein L2 a az poté
majoritni kapsidovy protein L1. Proteiny L1 a L2 enkapsuluji amplifikovany HPV genom. Jakmile
se burnika pfesune do svrchnich epitelialnich vrstev, dochazi k uvolnéni viru, ¢emuz napomaha protein

E4 interakei s cytokeratiny. [29]

3.5 Regulace genové exprese

Regulace genové exprese u papilomaviri je fizena riznymi mechanismy na nékolika
bunécnych urovnich. Mezi hlavni regulacni prvky se fadi napt. regulace transkripce vazbou bunéénych

a virovych transkripénich faktora, predéasné ukonceni transkripce, regulace na tirovni post-transkripéni
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modifikace mRNA, ale i regulace na irovni translace. Velky vliv na regulaci genové exprese ma zména
stability nékterych viralnich mRNA pomoci regulacnich elementi. Aby byla regulace genové exprese
uspésna, musi probéhnout specificka exprese gent v zavislosti na fazi diferenciace epitelialnich bunék.
Zejména jde o expresi Casnych virovych gent v nizSich vrstvach epitelu, ktera je nahrazena expresi
pozdnich gent v diferenciovanych bunkach svrchniho epitelu. Predcasna exprese L1 a L2 proteina

v niz§ich vrstvach epitelu by vyvolala mohutnou imunitni reakci a eliminaci infekce.[30]

Pri regulaci genové exprese jsou klicové proteinové faktory, které jsou vazané na cis-reaktivni
elementy v LCR (z angl. long terminal repeat) viru. LCR zabira asi 12 % viralniho genomu a je dlouhé
priblizn¢ 800-900 bp. [30] LCR se d¢li na tfi segmenty, které maji odlisSnou funkci. Segmenty

rozliSujeme jako 5’segment, centralni segment a 3'segment.

Prvni segment LCR se nazyva 5'segment. Vyskytuje se mezi termina¢nim kodonem translace
genu L1 a prvnim vazebnym mistem proteinu E2. [30] Tento region ovliviiuje pfipojovani virového
genomu k jademé matrici. Obsahuje mista, které¢ ukoncuji transkripci a polyadenylaci pro pozdni

transkripty.

Centralni segment ma funkci transkripéniho enhanceru, coz je isek DNA, ktery muze zvysit
transkripéni aktivitu genu. Tento enhancer je casto modulovan fyziologickymi faktory a intracelulamimi

signalnimi drahami. [30]

Treti segment LCR se nazyva 3'segment a je ohranic¢en druhym vazebnym mistem proteinu E2
atouto vazbou je identifikovan pocatek replikace. Spole¢n¢ s transkripénim faktorem Spl, mistem

vazani E2 a TATA boxem je 3'segment schopen modulovat aktivitu promotéra E6/E7. [27]

Kazdy z téchto tii segmentu obsahuje jedno ¢i vice mist, kde je schopen se navazat faktor Yin
Yang (YY1). Tento faktor je schopen potlacovat a stimulovat n¢které virové i bunééné promotory.
Nektera z téchto vazebnych mist jsou schopné potladit transkripci proteinu E6 nebo E7. Mutaci v téchto
vazebnych mistech maze dojit ke snizeni regulaéni kapacity, coz nasledn¢ vede ke vzniku mutantnich

genomum se zvySenou karcinogenicitou. [31]

3.6 Karcinogeneze vlivem HPV

HPV viry nekdduji enzymy nutné pro produktivni virovy Zivotni cyklus, tudiz musi vyuzivat
replikacni aparat hostitelské buiky, véetné DNA polymeraz a bunéénych transkripénich faktoru. Cilem
HPV je virova replikace v diferenciovanych epitelialnich burikach, aniz by doslo k aktivaci imunitni
odpovédi napadené buriky a eliminaci infekce. Béhem procesu, pii kterych se HPV pokousi zabranit
imunitni odpovédi, maze dojit ke vzniku rakoviny, ktera v§ak neni cilem produktivniho virového cyklu.

Existuje totiz prekryv mezi bunéénymi funkcemi, které jsou potfebné pro uspéSnou replikaci viru
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a bunéénymi funkcemi, které¢ zvysuji nachylnost hostitelskych bun¢k k onkogenezi. Vznikla rakovina
je tedy vedlejsim produktem béhem infekce. V okamziku, kdy dojde k onkogenni transformaci

hostitelskych bun¢k, omezi se produkce infekénich virovych ¢astic.

Karcinogeneze je komplexni d¢j, pfi kterém se uplatiiuje mnozstvi mechanismu, které prispivaji
k transformaci bun¢k a rozvoji rakoviny. Mezi néz patfi napf. integrace virového genomu do genomu
hostitelské buiiky a s ni spojena deregulace genové exprese viralnich onkoproteint, indukce nestability
genomu nebo aktivace telomerazové aktivity. ZvySena aktivita proteini E6 a E7 muze zpusobit
chromozomalni nestabilitu, ktera nasledné vede k tumorogenezi. Tato zvySena aktivita je vétSinou
zpusobena integraci genomu vysoce rizikového papilomaviru do genomu hostitelské buriky. Pii
integraci virového genomu do genomu buiiky nejprve dochazi k linearizaci viralni DNA, coz muize vést
k naruseni nckterych genu. Integraci tak dochazi napft. ke sté€peni genu, kodujiciho protein E2, ktery jiz
neni exprimovan, a neni tak schopen regulovat expresi HPV onkoproteini. ZvysSenou expresi
onkoproteinii mize zpusobit i vytvoreni Brd4-ovladané¢ho super enhanceru. [32] Priblizn¢ v 15 %
pfipadu rakoviny délozniho ¢ipku je vSak viralni DNA pfitomna v epizomalni podobé. V takovych
pripadech je protein E2 exprimovan, ale je i tak zvySena exprese onkogennich proteind. [33] Expresi
proteini E6 a E7 dochazi k obejiti G2-M kontrolniho bodu, jehoz ukolem je za normalnich podminek
v piipad¢ poskozeni DNA zastaveni bunééného cyklu a iniciace apoptotické bunécné smrti. [34] Funkce
proteinu E6 a E7 jsou nezbytné pro normalni infekéni Zivotni cyklus viru, ale v nadbytku onkoproteind

mohou vSechny tyto interakce a regulacni drahy spojené s onkoproteiny vést k tvorbé nadora.

3.7 HPV - Lidsky papilomavirus

Lidsky papilomavirus se fadi mezi DNA viry z Celedi Papilomaviridae. HPV virus je maly,
neobaleny a napada bazalni bunky epitelu. Ve skupiné lidskych papilomavira je identifikovano pres 150
riznych HPV typa, pficemz téméf polovina infikuje genitalni trakt. HPV virus miize zpusobovat,
jak benigni onemocnéni kaze, kterymi jsou napf. genitalni bradavice, tak onemocnéni maligni.
Mezi nejznamé;jsi a nejcastéjsi maligni onemocnéni, zpusobena perzistentni infekci HPV, patfi karcinom
délozniho hrdla u Zen, anogenitalni nadory muzi i Zen, nebo rakovina dutiny Gstni a ustni ¢asti hltanu.
Viry ze skupiny lidskych papilomaviri délime, pravé v zavislosti na riziku rozvoje maligniho

o nemocnéni, na dvé skupiny — vysoce rizikove¢ a nizce rizikové typy.
3.7.1 Nizce rizikové typy HPV

Nizce rizikové typy HPV (LR-HPV, angl. low risk) zptuisobuji benigni léze (genitalni bradavice,
bézné bradavice, ploché bradavice, veruky a mymecie a dalsi kozni 1éze) nebo benigni papilomy, které

mohou v organismu pietrvavat mésice ¢i roky, ale nakonec jsou odstranény pomoci imunitniho systému

organismu. [35] Tuto skupinu muzeme také nazyvat jako neonkogenni typy HPV. Nizce rizikové druhy
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HPV lze vyjimeéné detekovat i u invazivnich rakovin délozniho ¢ipku a konecniku, ale tyto pripady

jsou vzacné. [36] Mezi LR-HPV patii napriklad HPV 6 nebo 11.

Jeden z hlavnich rozdili, diky kterym miizeme odlisit typy HPV s nizkym nebo vysokym
rizikem je, Ze nizkorizikové typy neexprimuji geny E6 a E7 k fizeni rozsahlé bunééné proliferace
bazalnich a parabazalnich bunécnych vrstvach. [37] To je zptusobeno rozdilnou regulaci transkripce

téchto genu u nizkorizikovych typu.

3.7.2 Vysoce rizikové typy HPV

Vysoce rizikové typy HPV, HR-HPV (z angl. high risk human papilomavirus), jsou castou
pri¢inou n¢kolika znamych druhii rakovin. HR-HPV zpusobuji naprostou vétSinu pripadi rakoviny
délozniho cipku, dale anogenitalnich nadorti, nebo v posledni dob¢ stale castéji zapficinuji vznik
n¢kterych nadort hlavy a krku. Vysoce rizikové lidské papilomaviry tvofi podskupinu rodu
Alphapapillomavirus. Mezi vysoce rizikové typy HPV patii 13 typu, jsou to: HPV 16, 18, 31, 33, 35,
39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 a 68. [38] Nejrizikov¢jsimi typy jsou HPV 16 a 18, které jsou pfitomné
ve vetsSing pripadu vyskytu rakoviny délozniho Cipku, ale jsou pfitomny také v ostatnich typech rakovin,
napftiklad u rakovin oronfaryngu, konec¢niku, pochvy, vulvy a penisu. Vysoce rizikové typy HPV jsou
schopny produkovat onkogenni proteiny a zacleniovat svoji DNA do DNA hostitelské kmenové buriky.
Diky tomu perzistentni infekce HR-HPV predstavuje vyssi riziko vzniku rakovinu. [38]

I pres vysoké riziko je vétSina infekci vysoce rizikovych typt HPV asymptomaticka a postupem
Casu (v prubéhu 1 az 2 let) samovolné¢ vymizi bez zadnych priznaku a komplikaci. Proti vysoce
rizikovym typiim HPV existuji vakciny, naptiklad vakcina Gardasil 9, ktera je konkrétné proti HPV 16,
18, 31, 33, 45, 52 a 58 (a take proti nizkorizikovym typu 6 a 11) (viz kapitola Imunologic a ockovani).
[39]

3.7.3 Epidemiologie

Lidsky papilomavirus je prenasen sexualnim kontaktem s infikovanym cervikalnim,
vaginalnim, vulvalnim, penilnim nebo analnim epitelem. Pfenos pravdépodobné probiha
prostfednictvim mikroskopickych odérek na sliznici nebo kuzi. Lidsky papilomavirus patfi mezi
nejcastéji sexualné prenosné infekce po celém svéte. Alespon jednou za zivot se timto virem nakazi
priblizn¢ 70-80 % vsech sexualné aktivnich jedincu. Vétsina HPV infekei je vSak asymptomaticka
a samovolné¢ vymizi. Mezi rizikové faktory patii brzky zacatek sexudlniho Zivota, vysoky pocet
sexualnich partneri, vék, dlouhodobé uzivani hormonalni antikoncepce [40], nutriéni stav, koufeni,

muzska obrizka [41], genitalni infekce a pfitomnost mutace BRCA 1 a BRCA 2. [42]
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Papilomavirus se prenasi nejen sexudlnim kontaktem, ale lze pfenést infekci i z rodice
na potomky, pfi t€hotenstvi, konkrétné béhem porodu. [43] HPV pozitivni novorozenci nesou stejné

typy HPV jako jejich matky. Perinatalni pfenos je vSak pomémeé vzacnou udalosti. [44]

Celosvétove je 4,5 % pripada rakoviny zpusobeno pravé lidskym papilomavirem. [45] Odhaduje
se, ze v roce 2018 bylo virem HPV infikovano 80 milionti Americant a bylo zptisobeno pfes 14 miliontu
novych infekei. [45] U rakoviny délozniho Cipku byla zjisténa az u 99 % pripadu pritomnost HPV.

Rakovina délozniho ¢ipku se stala ¢tvrtym nejsmrtelnéj§im nadorovym onemocnénim u zen. [46]

3.7.4 Imunologie a o¢kovani

Dfive byly dostupné v Ceské republice tii vakciny, a to Cervarix, Gardasil a Gardasil 9.
V soucasn¢ dob¢ je nejvice vyuzivana vakcina Gardasil 9, v mensi mife pot¢ vakcina Cervarix. Vakcina
Gardasil se piestala v CR pouzivat od 31. 5. 2023. Vakeiny slouzi k prevenci snizeni vyskytu rakoviny
asociovan¢ s HPV virem. ProoCkovanosti obyvatelstva proti HPV jiz vedlo ke snizeni celosvétového

vyskytu rakoviny délozniho Cipku. [45]

Vakcina Cervarix je bivalentni vakcina, kterou vyrabi spole¢nost GlaxoSmithKline Biologicals
SA. Tato vakcina je cilena proti HPV 16 a 18. Vakcina Gardasil je kvadrivalentni vakcina od spolecnosti
Merck. Tato vakcina je cilena proti dvéma vysoce rizikovym typum HPV 16 a 18, a dvéma nizce
rizikovym typim HPV 6 a 11, které zpusobuji genitalni bradavice. Vakcina Gardasil9 je nonavalentni
vakcina. Gardasil 9 ma nejSirsi spektrum ochrany pred infekci HPV, mezi néz patii — HPV 6, 11, 16, 18,
31,33,45,52a358.

Vakciny proti HPV jsou zaloZeny na viru podobnych ¢asticich (VLP, z angl. virus-like particle),
které jsou tvofeny HPV povrchovymi slozkami. VLP se¢ spontann¢ sestavuji ze 72 pentamert L1
hlavniho kapsidového proteinu. [39] VLP nejsou infekéni, jelikoZ neobsahuji virovou DNA. VLP jsou
imunogenni, diky nim se tvori v t€le vysoké hladiny protilatek proti HPV. Vakciny proti HPV jsou

rrrrr

vyskytujici infekce HPV.
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Ve vyspélych zemich jsou od roku 2007 zavadény ockovaci programy proti HPV. V rozvojovych
regionech svéta vSak v naprosté vétSing pripadua ockovaci programy proti tomuto viru stale neexistuji,
1 presto, ze je v téchto zemich nejvyssi riziko infekce HPV (viz obrazek 3). V nejchudsich regionech
svéta je nejvetsi riziko vyskytu HPV asociované rakoviny délozniho Cipku, zatimco ve vyspélé Casti

svéta je nejvice rizikova HPV-asociovana rakovina orofaryngu. [44] Ockovaci programy

.

@ Ockovani v celé zemi
@ Ockovani neni rutinné zavedeno

Ockovani pouze v ur¢itych
regionech zemé

Neni znamo

Obrazek 3 — Mapa svéta, znazoriujici postup v zavadéni ockovacich programu proti HPV. Zelenou
barvou jsou znazomény zemé, které maji zavedeny ockovaci program proti HPV v celé zemi.
Cervené vyznadené staty nemaji rutinné zavedeno ockovani proti HPV. Ve Zluté vyznagenych

zemich je ockovaci program jen v urcitych regionech. V zemich, které jsou vyznaceny Sedou barvou

nejsou k dispozici zadné data o ockovacim programu.

Ockovani proti HPV by mélo probéhnout pred prvnim moznym setkanim s virem, coz je obdobi
pred zahajenim sexualniho Zivota. Toto ofkovani je tedy doporucovano divkam i chlapcum ve véku
od jedenacti do étrnacti let. V Ceské republice je v tomto vékovém rozmezi odkovani proti HPV hrazeno

zdravotni pojistovnou.

Ockovani vakcinou Gardasil 9 je v Ceské republice nejcastéjsi a nejvice doporu¢ované. Provadi
se bud’ podle dvoudavkového, nebo tfidavkového schématu, s ohledem na vék o¢kovaného. V pripadé
ockovani ve tfech davkach je jeji podavani naplanovano v ¢asovém schématu 0, 2 a 6 mésicu. VSechny

tfi davky musi byt podany v intervalu jednoho roku.

Ockovani proti viru HPV slouZzi pfedevsim k prevenci vyskytu rakoviny asociované s HPV.
Podle vyzkumu by plosné¢ ockovani mladych ro¢niki vakcinou Gardasil 9 mohlo zabranit vice
nez 87.4 % pripada rakoviny souvisejici s HPV postihujici Zenské genitalie. [44] V roce 2020 schvalil
americky ufad pro kontrolu potravin a 1é¢iv vakcinu Gardasil 9 i1 pro pouziti v ramci prevence proti HPV

asociovanym orofanryngenalnim nadorum. [47]
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3.8 Metody detekce HPV infekce

V soucasn¢ dobé¢ jsou pro detekci HPV vyuzivany predevsim techniky molekularni biologie,
které¢ jsou zaloZené na vyuziti sond pro nukleové kyseliny. Tyto techniky jsou zaloZeny na tfech
zakladnich principech, kterymi jsou hybridizace nukleovych kyselin, zesilovani signalu a cilena

amplifikace s vyuzitim znacenych sond. [48]

Do prvni skupiny metod se fadi detekce pomoci dvou zakladnich technik — Southern blot
a stanoveni pomoci in sifu hybridizace. Tyto techniky se vyuzivaly predevsim v pocatecnich studiich.
Ob¢ metody se vyuzivaji pro detekci specifického tiscku DNA pomoci pfedem definovanych pfimych
sond. [48] Tyto pfimé metody jsou vSak malo citlivé, metoda je ¢asové naro¢né a ve vzorku musi byt

velké mnozstvi vysoce purifikované DNA, proto se tato metoda v soucasné dob¢ témer nevyuziva.

Mezi metody, které jsou zaloZzeny na zesilovani signalu fadime naprtiklad komeréné dostupny
Hybrid Capture 2 test (HC2). Tyto metody jsou vSak zaloZeny na principu metody z predeslé skupiny.
V pripad¢ HC2 testu se vyuzivaji specifické sondy RNA, které jsou cileny proti specifickym sekvencim
HPV DNA. Nasledng jsou tyto hybridy DNA-RNA detekovany pomoci proprietarnich protilatek. Tato

metoda ma vysokou citlivost a je povazovana jako zlaty standard pro detekci HPV. [49]

V soucasnosti je vSak HPV infekce nejcastéji detekovana pomoci testi, zalozenych na cilené
polymerazové fetézové reakci v realném Case (rtPCR; z angl. real-time polymerase chain reaction). Tyto
testy vyuzivaji smési primera a znac¢enych sond proti jednomu konkrétnimu HPV genotypu nebo smés
riznych primert a sond, umoznujici detekei nckolika riznym HPV typl v jedné multiplexni rtPCR
reakci. Vyhodou téchto testt, zalozenych na PCR reakci, je jejich vysoka sensitivita, specificita

a moznost okamzité¢ genotypizace. [50]

Existuje velké mnozstvi detekénich kit pro HPV, ne vSechny se v§ak mohou pouzivat v klinické
praxi. Mezi standardni srovnavaci HPV testy patii test HC2 a GP5+/6+ PCR-EIA. Tyto testy jsou
validovany prostfednictvim studii. Mezi dal$i, bézn¢ vyuzivané testy pro detekci infekce vysoce
rizikovymi HPV typy patii detekcni sady Abbott RealTime, Anyplex HPV HR, Cobas 4800,
BD Onclarity, HPV-Risk, PapilloCheck a Xpert HPV. Nedavné studie ukazaly, Ze kritéria pro pouziti
v praxi splnili naptiklad i testy Alinity a Cobas 6800. Americky ustav pro kontrolu potravin a léciv
schvalil testy BD Onclarity, Cobas 4800, 6800, 8800, HC2, Cervista a APTIMA. [51] Mezi posledni
komercné dostupné novinky patfi napfiklad test Allplex HPV 28, umoziujici rychlou a citlivou detekci

HPYV infekce a soucasnou genotypizaci 28 riaznych vysoce i nizce rizikovych HPV. [51]

3.9 HPV-asociovany karcinom orofaryngu

Orofarynx je stfedni (istni) ¢ast hrdla neboli hltanu. Do orofaryngealni oblasti zahrnujeme

patrové mandle, m¢kké patro, kofen jazyka (zadni 1/3 jazyka) a zadni/bo¢ni stény ustni ¢asti hrdla.

16



Skupina nadorti orofaryngu asociovanych s HPV infekci je dle nejnovéjsiho vydani TNM klasifikace
zhoubnych novotvaru (8. vydani z roku 2017) odliSovana od skupiny nadorti orofaryngu negativnich
na HPV na zaklad¢ stanoveni exprese pl6 proteinu. [52] HPV-asociovany orofaryngealni karcinom

muze vznikat v jakékoliv sublokalizaci orofaryngu, tim nejcastéjsim je vSak tonzilarni nador.
3.9.1 Anatomie OPSCC

Povrch dutiny ustni i orofaryngu je tvofen nepferuSovanym vrstevnatym dlazdicovy epitelem.
Z historického hlediska byly karcinomy v této oblasti povazovany za jediny typ a oznacovaly
se souhrnné jako rakovina ustni dutiny. V soucasnosti jsou vSak nadorova onemocnéni ustni dutiny
a orofaryngu rozliSovana na dvé samostatné¢ skupiny s odlisSnym klinickym, epidemiologickym
1 molekularnim profilem. Vyskyt nadori orofaryngu se béhem poslednich tii desetileti vyznamné zvysil,
zatimco karcinomy v Gstni dutiné maji Cetnost vyskytu konstantni ¢i dokonce klesajici. [53]
Nejvyznamnéjsi rozdil v ustni dutiné a orofaryngu je pritomnost ¢i nepfitomnost tkan€¢ mandli. HPV-
asociovang karcinomy nejéastéji vznikaji pravé z tonzilarni tkan€ orofaryngu, ktera je vii¢i HPV infekci
velmi nachylna. Karcinomy neasociované s HPV vznikaji z povrchového epitelu lemujici nontonzilarni
mista. [54] Porovnanim OPSCC podle pfitomnosti tonzilarni tkané v primarmim lozisku bylo zji§téno,
ze pouze 3 % OPSCC vznikajicich z netonzilarnich mist jsou HPV-asociované, zatimco OPSCC

vznikajicich v lingvalnich a patrovych mandlich jsou z 92 % asociované s infekci vysoce rizikovym

HPV typem. [53]

Mandle slouzi jako prvni obranna linie proti vzdusnym a pozitym antigenum. Jako mandle
orofaryngu jsou ozna¢ovany mandle patrové a lingvalni. Na povrchu mandli se vyskytuji tonzilarni
krypty, které zvétSuji povrch mandle az 700x a vyskytuje se zde sitovany vrstevnaty dlazdicovy epitel.
[54] Tento epitel usnadiiuje transport cizich antigenu do tonzilami lymfoidni tkané. Bazalni bunééna
membrana na mandlich je neuplna, diky ¢emuz mohou lymfocyty a buiiky prezentujici antigen pfimo
prochazet touto vrstvou. Pfi deskvamaci, coz je proces, pii kterém se odlupuji povrchové vrstvy kize
nebo sliznice, je vystavovano vnitini prostfedi mandli vnéjSim patogenum (viz obrazek 4). Pfirozena
fenestrace dlazdicového epitelu mandli tak vytvari vhodné prostredi pro infekci bazalnich bunék epitelu.
P1i infekci dé€lozniho ¢ipku virem HPV je pro infekei nutna pfitomnost mechanické abraze, zatimco

v tonzilach neni pro napadeni HPV tato abraze nutna. [54]
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a naruSenym epitelem umoziujici vystaveni bazalni bunééné vrstvy virovym ¢asticim. [51]
3.9.2 Epidemiologie

Z dat Svétové zdravotnické organizace vyplyva, ze HPV je celosvétoveé nejcastéjsi sexualné
prenosnou infekei. Lidsky papilomavirus se prenasi pohlavnim stykem a orogenitalnim kontaktem,
ktery vede koralni i orofaryngenalni infekci papilomavirem. Tyto infekce jsou vétSinou
asymptomatické a do dvou let samovoln¢ vymizi. V kazdém momenté je mozné u 6,9 % jedincu
detekovat pfitomnost HPV pravé v ustni dutin€ ¢i orofaryngu. [55] Existuje vice nez 150 typu lidskych
papilomaviru, z nichz onkogenni potencial je znam u 13 typt. Vét§ina orofaryngealnich spinocelulamich
karcinomu (OPSCC) je vSak zpusobena typem HPV 16 a vyskytuje se u vice nez 90 % pripadia OPSCC
asociovanych s HPV. [56]

Drive byly OPSCC i ostatni spinocelularmni karcinomy hlavy a krku (HNSCC) spojeny
s konzumaci alkoholu a koutenim. Po poklesu intenzity koufeni u obyvatelstva v zemich s vysokymi
piijmy doslo ke snizeni vyskytu HNSCC zpusobenym koufenim a castou konzumaci alkoholu.
Avsak HPV infekce je dalsim vyznamnym rizikovym faktorem, ktery vedl ke zvySeni poctu pacienti
s orofanryngenalnim karcinomem. Ve spojenych statech americkych je pifiblizn¢ 60 % karcinomu

orofaryngu spojeno s infekci lidského papilomaviru. [57] V Evropé se podil orofaryngealnich
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karcinomi spojenych s HPV ligi v ramci zemi, napiiklad ve Svédsku je HPV piitomen v 90 % piipadi
OPSCC. V evropskych zemich, kde je zaznamenana vys$S§i mira uzivani tabakovych vyrobku se

pohybuje podil OPSCC spojenych s HPV okolo 20 %. [58]

HPV-asociovany karcinom orofaryngu patfi mezi karcinomy s nejrychleji rostoucim vyskytem
v zemich s vysokymi pfijmy a jeho incidence se v poslednich 3 dekadach vice nez ztrojnasobila.
U pacientd s HNSCC se trend v incidenci lisi v zavislosti na anatomické sublokalizaci v ustni dutiné
nebo orofaryngu. Vyskyt karcinomu v tistni duting se snizil, ale vyskyt karcinomt orofaryngu se zvysil.
Toto zvySeni pozorujeme predevsim u mladSich pacientt. [S9] Dominantni roli ve zvySujicim se vyskytu
rakoviny orofaryngu u mladSich pacientii ma persistentni HPV infekce, ktera miize byt vysledkem
rizikového chovani, jako je napf. zvyseny pocet sexualnich partnerd, anamnéza anogenitalnich bradavic

nebo zadatek sexualniho Zivota v nizkém véku.[59]

Na zakladé¢ studii, testujicich prevalenci HPV u OPSCC, bylo zjisténo, Ze se prevalence HPV-
asociovanych OPSCC v jednotlivych studiich lisi v rozmezi od 20 % do 90 %. Tyto rozdily mohou byt

zpusobené ¢asovym obdobim studii, jelikoZ incidence vyskytu stale roste.

Mezi lety 2002-2011 probéhla ve Spojeném kralovstvi studie zahmujici 1 474 pripada OPSCC.
Primémy vek pacienti pfi diagnoze byl 59,3 let, pricemz 75 % OPSCC bylo diagnostikovano u muzii.
Z celkového poctu bylo 57,9 % OPSCC v oblasti mandli. V Anglii bylo vletech 2002-2011
diagnostikovano 17 739 OPSCC, v této studii je tedy zahrnuto 8,3 % pripadi OPSCC. Celkové bylo
HPV-asociovanych nadora 51,8 % a podil HPV-asociovanych pripadu byl vy$si u muzi. Nejvyssi
prevalenci HPV vykazovaly nadory mandli a nejnizsi prevalenci nadory v oblasti m¢kkého patra. Ze
764 HPV-asociovanych OPSCC byl v 732 pripadech pfitomen vysoce rizikovy kmen HPYV.
V 710 pripadech byl detekovan jeden typ HPV a v 22 piipadech bylo detekovano vice typu HPV.
HPV 16 a/nebo HPV 18 bylo identifikovano v 714 z 764 ptipadi (93,5 %). HPV 33 bylo detekovano
ve 20 pripadech (2,6 %). Incidence OPSCC se mezi lety 2002-2011 zvysila o 100,6 %. [60]

Podobna studie byla provedena mezi lety 1990-2010 v Nizozemsku. Tato studie zahrmovala 240
pripadi OPSCC. Celkem u 17,1 % pacientu byl diagnostikovan HPV-asociovany nador v porovnani
s 82,9 % pripadu, které nebyly spojeny s HPV infekci. Z této studie vyplyva, Ze v prubchu let incidence
HPV-asociovanych pripadi rostla. Mezi lety 1990-1995 bylo v ramci této studie zaznamenano celkem
5 % HPV-asociovanych OPSCC, mezi lety 1996-200 bylo HPV-asociovanych OPSCC 8 %, mezi lety
2001-2005 prevalence HPV-asociovanych OPSCC stoupla na 20 % a v obdobi do konce studie uz bylo
HPV-asociovanych OPSCC celkem 29 %. Median véku pacientii s HPV-asociovanych OPSCC byl 61,1
let a median véku pacienti s HPV-neasociovanym OPSCC byl 61,5 let. V této studii bylo obdobna
incidence OPSCC v oblasti mandli (34,6 %), jako incidence OPSCC v oblasti kofene jazyka (27,9 %).
[61]
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Mezi lety 2011-2021 probéhla ve Francii studie, kterd zahmovala 1 365 pacientd. Primérmy
podil pacienti s HPV-asociovanym OPSCC bylo 45,4 %. Podil pacienti HPV-asociovanym OPSCC
v jednotlivych letech se neustale zvySoval. Zatimco v roce 2011 byl HPV-asociovany OPSCC detekovan
u 43 % pacienti, v roce 2021 bylo pacienti s HPV-asociovanym OPSCC jiz 57.3 %. Podil Zen byl
21,3 % a v prab¢hu let se tato hodnota vyrazné neménila. V prib¢hu studie v§ak dochazelo ke zméné
pramérného stari v Case diagndzy. Celkovy prumérny vek pacientii byl 61,7 let, nicmén¢ na zacatku
studie byl prumérny vék pacienti 60,2 let, ktery se az do konce studie zvySoval na 63,6 let (v roce 2021).
Podobn¢ jako v predeslé studii, i v této bylo procentualni zastoupeni OPSCC v oblasti mandli a kofene
jazyka podobné. V oblasti mandli se vyskytovalo 42,6 % primarnich nadora. Na kofeni jazyka bylo
nalezeno celkem 42,7 % nadoru. V oblasti mékkého patra bylo 9,6 % piipadi a v jinych Castech

orofaryngu pak 5 % vSech pfipadu. [62]

Z vysledkii metaanalyzy, ktera zahrnovala studie z 11 riiznych zemi a ze 4 kontinentu, je patmné,
ze prevalence HPV-asociovanych OPSCC v jednotlivych ¢astech svéta se velmi lisi. Studie zahrnuté
v této metaanalyze méli od 55 do 1474 pacienti s OPSCC. Celkové metaanalyza obsahuje data
od 6 009 pacientti s OPSCC. Studie probihaly v letech 1980-2016 a prumérna délka studii byl 11,3 let.
Velka vétsina HPV-asociovanych pripada byla zpisobena typem HPV 16, ktery byl detekovan ve vice
nez 80 % HPV-asociovanych nadord. Dale bylo mozné ve zbytku nadoru detekovat typy HPV 33,35 a
18. Velmi sporadicky byl zaznamenan vyskyt HPV 26, 31, 45, 56, 58, 59 a 67. Celkova prevalence HPV-
asociovancho OPSCC v metaanalyze je 44,8 %, stim Ze nejvyssi mira prevalence byla zjisténa
na Novém Z¢landu, kde bylo celkem 74.5 % nadorti asociovanych s HPV. Nasledujici nejvyssi
prevalence byly zjistény ve Svédsku (70,0 %) a Dansku (61,7 %). Nejniz§i mira prevalence byla zjisténa
v Brazilii (11,1 %). Nizké prevalence mélo také Némecko (25,0 %) a Nizozemsko (30,3 %). Prevalence
u muzu a zen byla podobna. U muzu byla prevalence HPV 45,7 % a u zen 42,2 %. Prumérny vék
pacientt byl 59.1-67,1 let. Pacienti s HPV-asociovanym OPSCC méli primémy vék 63.5 let a pacienti
s HPV-neasociovanym OPSCC m¢li primémy vek 55,7 let. [63]

V Ceské republice je zdat webového portalu Epidemiologie zhoubnych nadora v Ceské
republice (dostupné na www.svod.cz) v poslednich tfech desetiletich patrny narust incidence noveé
diagnostikovanych OPSCC (viz Graf 1). NejvySs$i narust incidence je u nadort vyskytujicich se
na mandlich neboli tonzilach (viz Graf 2). Mortalita jednotlivych onemocnéni je v poslednich deseti

letech témér konstantni.
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Graf 1 - Incidence a mortalita orofaryngealniho karcinomu na uzemi Ceské republiky. Graf zobrazuje
¢asovy vyvoj hrubé incidence (pocet piipadu na 100 000 osob) a hrub¢é mortality (pocet imrti na
diagnozu na 100 000 osob) pro OPSCC.
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Graf 2 - Incidence u riznych lokalizaci OPSCC v Ceské republice. Graf zobrazuje asovy vyvoj hrubé
incidence (pocet pfipadii na 100 000 osob).
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3.9.3 Klinicky obraz a diagnostika

Klinicka diagnostika orofaryngealnich dlazdicobunéénych karcinomu predstavuje 1 v dnesni
dob¢ urcitou vyzvu. Velké mnozstvi téchto nadord je v primarnim stadiu velmi mala, nemanifestujici
zadné nebo minimalni klinické pfiznaky. ZvétSeni nadorového loziska se v dalSich fazich muze
projevovat zdufenim na krku, pocitem ciziho télesa v hltanu, a s tim souvisejici bolesti v krku. Dalsimi
priznaky OPSCC muze byt napf. dysfagie (potize pfi polykani potravy), odynofagic (bolesti pfi
polykani), ¢i otalgie (bolesti v oblasti usi). U nalezu novych OPSCC hrozi zaména s nezavaznymi
benignimi stavy, a proto by méla byt pfi nalezu pouzita konfirmacni ultrasonografie nebo jiné

zobrazovaci metody a nasledny odbér bioptického materialu. [64], [65]

Nejcast¢jsimi nadory orofaryngu jsou nadory mandli a kofene jazyka, tvofi témér 96 % vSech
orofaryngealnich nadort. [66] Pii vySetfovani podezielych nalezu v oblasti orofaryngu se doporucuje
provést flexibilni endoskopii horniho aerodigestivniho traktu, pozitronovou emisni tomografii
a pocitacovou tomografii (PET-CT) a magnetickou rezonanci (MRI). Tyto vySetfeni se provadi
kvuli uréeni rozsahu lokoregionalniho S§ifeni nadoru v mékkych tkani (napf. metastazovani
do lymfatickych uzlin), pro stanoveni rozsahu onemocnéni, pro zjisténi pfipadné kostni invaze a kvili

vyskytu metastaz v oblasti plic a jater. [67]

3.9.4 Klasifikace TNM

K popisu charakteristiky nadora slouzi TNM klasifikace malignich nadorovych onemocnéni.
[68] Pismeno T oznacuje velikost a rozsah primarniho nadoru. Pismeno N oznacuje pfitomnost a rozsah
postizeni regionalnich lymfatickych uzlin nadorem. Pismeno M oznacuje pfitomnost a rozsah

vzdalenych metastaz. Metastazy jsou sekundarni nadory vzdalené od primarniho nadoru. [68] [69]

V osmém vydani TNM klasifikace probéhlo n¢kolik zmén oproti predchozi verzi. Nové vydani
bylo doplnéno o zmény, tykajici se klasifikace p-16 pozitivnich orofaryngealnich nadort, klasifikace
neznamych primamich nadorii v oblasti cervikalnich uzlin, klasifikace karcinomu kuize hlavy a krku,
klasifikace neuroendokrinnich nadort a dalSich. Pro uéely studie prezentované v této bakalarské praci
je tou nejvyznamnéjs§i zménou praveé striktni rozliseni HPV-asociovanych nadort orofaryngu (pl6
pozitivni OPSCC) od skupiny nadort orofaryngu neasociovanych s HPV infekci (pl6 negativni
OPSCC). [69]

Rozsah primarniho nadoru, oznacované identifikatorem T, vyjadfuje miru pokroc€ilosti nadoru.
Rozsah primarniho nadoru 0 je stadium, pfi kterém neni mozné identifikovat nadorové burky a neni
zjevna jejich pritomnost. Rozsah primarniho nadoru 1 a 2 oznacuji nadory, které jsou mal¢ a vyskytuji
se pouze v jedné oblasti. Rozsah primarniho nadoru 3 oznacuje stav, kdy je nador vétsi nez 4 cm nebo
je rozsiten na lingvalni plochu epiglottis. Rozsah primarniho nadoru 4 oznacuje rakovinu, ktera je jiz

v pokro¢ilém stadiu. [69]
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Jednotlivé stupné charakteristiky N oznacuji rozsah postiZzeni regionalnich lymfatickych uzlin
nadorem. Stupeit NO znamena, Ze neni pfitomna zadna metastaze do regionalnich lymfatickych uzlin.
Stuperi N1 oznacuje stav, kdy je pfitomna jednostranna metastaze v lymfatickych uzlinach a metastaze
ma prum¢ér 6 cm nebo mén¢. Stupenn N2 oznacuje stav, kdy je diagnostikovana kontralateralni
nebo oboustranna metastaze do lymfatickych uzlin, a tyto metastaze maji v praméru 6 cm nebo méng.
Stuperi N3 oznacuje stav, kdy jsou diagnostikovany metastazy v lymfatickych uzlinach s primérem

vet§im nez 6 cm. [69]

Charakteristika M oznacuje pritomnost ¢i nepfitomnost metastaz. Stupen MO oznacuje stav,
kdy nejsou pritomny zadné znamky vzdalenych metastaz. Stupein M1 oznacuje stav, kdy jsou pritomny

vzdalené metastazy v jinych ¢astech téla, nez kde se vyskytoval primarni nador. [68][69]
3.9.5 Lécba a riziko recidivy

Lécba OPSCC probiha obvykle pomoci chirurgické excize, chemoradioterapii nebo pomoci
primarni radioterapie. V dnesni dobg je jiz chirurgicka excize ve velkém poctu pripadi nahrazena méné

invazivni laserovou mikrochirurgii nebo jesté castéji transoralni robotickou chirurgii (TORS). [57]

Nejvétsim rizikem u HPV-asociovanych OPSCC je recidiva onemocnéni, ktera se objevuje
v obdobi 2-5 let od prvni diagndzy. Z toho divodu jsou pacienti po dokonceni onkologické 1écby
pravideln¢ sledovani. Podle klasického schématu dispenzarizace probihaji kontroly po dobu péti let
od ukonceni onkologické 1é¢by. Prvni dva roky probihaji kontroly kazdé 3 mésice, nasledujici tfi roky
pak probihaji kontroly kazdé¢ho pul roku. Ackoliv jsou do schématu dispenzarizace zafazeny i vySetfeni
pomoci zobrazovacich metod, ¢etnost jejich pouziti neni vysoka a hrozi tak riziko neodhaleni recidivy

v ¢asném stadiu pomoci vizualniho vySetteni. [58], [70]

Pri odhalovani recidivy muzete predstavovat HPV detekce dulezity nastroj, ktery by mohl byt
vyuzit pro citlivou a v¢asnou detekci recidivy u HPV-asociovanych OPSCC v klinické praxi. Vyuzivaji
se detekce oralni a plazmatické cirkulujici nadorové HPV DNA stejného typu jako v primarnim nadoru.
Pii méfeni hodnot cirkulujici HPV DNA ze vzorki z plazmy byla zjisténa nejvyssi citlivost pro detekci
recidivy. [71] Tyto metody by mohly pomoci k ¢asnéjsi detekei recidiv a tim by se mohla zlepsit ic¢innost

168by. [72]
3.10 Cirkulujici nadorova DNA

Cirkulujici nadorova DNA (ctDNA) je soudasti cirkulujici volné DNA (cfDNA),
ktera se vyskytuje v télnich tekutinach. Jedna se o fragmenty DNA, které pochazeji z nadorovych
bun¢k. Tyto fragmenty se nasledné uvoliuji do krevniho ob¢hu pacienta. Cirkulujici nadorova DNA
se vyuziva jako dulezity biomarker v riiznych typech onkologickych onemocnéni, jelikoz je vysoce

specificka. [71]
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Pacienti s malignim nadorovym onemocnénim maji vyrazné¢ vyssi hladiny ctDNA oproti
zdravym pacientim. Cim vétsi je nador, tim vice se v krvi vyskytuje apoptotickych a nekrotickych
bunék, které by mély byt za normalnich podminek odstranény fagocyty. [ 73] Rakovinové buitkky mohou
uvoliiovat malé¢ fragmenty volné DNA do obéhu tfemi mechanismy. Prvni zpisob uvoliovani
je apoptdza neboli programovana bunéfna smrt. Druhy zpusob je nekroticky rozklad bunky.
A poslednim zpusobem je aktivni sekrece nadorovych buné¢k (viz obrazek 5). Tyto procesy uvoliiovani
mohou byt zintenzivnény vlivem ruznych faktort, kterymi jsou napfiklad invaze do okolnich tkanich,

¢i zakladani vzdalenych metastaz. [74]
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Obrazek 5 - Uvolnovani ctDNA do krevniho ob¢hu [71]

Cirkulujici nadorovou DNA lze detekovat vice zpiisoby, mezi hlavni a nejcitlivéjsi metody
detekce patfi polymerazova fetézova reakce (PCR) a sekvenovani DNA. [73] Vyzkumy spojené
s ctDNA maji v onkologické praxi mnoho vyuziti. CtDNA muze byt vyuzivana pii diagnostice
nadorovych onemocnéni. Mutacni zatéz a geneticka heterogenita ctDNA mohou poskytovat
prognostické informace o prabéhu rakoviny. Diky sledovani ctDNA v prubéhu 1écby pacienta
s nadorovym onemocnénim lze sledovat efektivitu terapie, 1ze detekovat rezistenci na 1¢¢bu a pfipadnou
progresi v 1¢cbé onemocnéni. V neposledni fad¢ se detekce ctDNA vyuziva pii predikei recidivy

nadorovych onemocnéni. [73]
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4 Material a metody
4.1 Biologicky material

Biologicky material byl odebran na Klinice otorinolaryngologie a chirurgie hlavy a krku (ORL),
Fakultni nemocnice Olomouc. Odbér biologického materialu probéhl po podepsani informovaného
souhlasu pacienta sodbdrem, zpracovanim a skladovanim biologického materialu na Ustavu
molekulamni a translaéni mediciny (UMTM, Lékaiska fakulta, UPOL). Primami nadorova tkai byla
vyzadana z archivu Ustavu klinické a molekularni patologie, Fakultni nemocnice Olomouc. Odebrany

material:

— Nesrazliva venozni krev — 10 ml

— Nadorova tkan v parafinovém bloc¢ku (FFPE, z angl. formalin-fixed paraffin-embedded)

4.2  Pouzité chemikalie, soupravy a roztoky

Ethanol (96-100%), Isopropanol (100%), Xylen (100%), DNA sample preparation kit (DNA SP,
Cobas, REF 05985536190), QIlAamp circulating nucleic acid kit (QIAGEN, kat. ¢. 55114), PAXgene
blood ccfDNA kit (PreAnalytiX, A QIAGEN/BD Company), HotStar Taq DNA Polymerase kit
(QIAGEN, kat. ¢. 203203)

4.3  Seznam pouzitych pristroju a zarizeni

Sankovy mikrotom (Slide 2003, PFM Medical), Vyhfivaci blok (TBD-100, Biosan), Vyhfivaci
blok (ThermoStat plus, Eppendorf), Vortex (PV- 1, Grant-bio), Minicentrifuga (miniSpin Eppendorf),
Systém vakuum 25anualy (QIAvac 24 plus connecting systém), Vyhfivaci vodni lazen (IntellMed),
laminami box Herasafe KS (Trigon-plus), Chlazena centrifuga (Rotina 420R, Schoeller), Centrifuga
(centrifuge 5430, Eppendorf), Real time PCR cykler — CFX96 Real-time systém (BioRad),

4.4  Pouzité experimentalni a vyhodnocovaci postupy
4.4.1 Priprava plazmy pro izolaci ccfDNA

Pacientovi bylo odebrano 10 ml krve do specialni zkumavky PAXgene blood ccfDNA. Krev
byla odebirana pomoci standartni venepunkéni techniky do evakuované zkumavky. Ve zkumavce
je pritomno 1,5 ml aditiva pro stabilizaci bunék v pom¢éru 0,15 ml aditiva na 1 ml krve. Kvuli pfitomnym
aditivim je potfebné zabranit zpétnému toku ze zkumavky. Zkumavky byly uchovany pfi pokojové
teplot¢ (15-25 °C). Po odbéru krve byly zkumavky okamzit¢ 8x otoCeny, aby se krev promichala
s aditivem. Naplnéné zkumavky byla transportovana do laboratote UMTM a skladovana do doby

zpracovani pri pokojove teploté (15-25 °C).

Po odebrani krve byly zkumavky s krvi centrifugovany pii pokojové teploté po dobu 15 minut

pii 2500xg. Plazma byla odpipetovana po 2 ml alikvotech do pfipravenych a popsanych zkumavek.
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Odebrana plazma byla skladovana pii -70 °C/ -80 °C. Pfed pouzitim byla plazma rozmraZzena

a temperovana pii laboratorni teploté.

4.4.2 Purifikace cirkulujici nukleové kyseliny z 2 ml plazmy

Mezi volné cirkulujici nukleové kyseliny fadime nadorové specifické fragmenty extracelularni
DNA a mRNA. Tyto nukleové kyseliny jsou vétSinou kratké fragmenty mensi nez 1000 part bazi u DNA
a 1000 nukleotidti u RNA. Cirkulujici nadorové DNA jsou dlouhé n¢kolik desitek az stovek paru bazi.
Voln¢ cirkulujici miRNA ma potencial poskytovat biomarker pro urcité druhy rakoviny. Volné
cirkulujici DNA se v plazmé ¢lovéka vyskytuje v koncentraci 1-100 ng/ml. [75] Tento postup slouzi

k izolaci a precisténi volné cirkulujici DNA z lidské plazmy.

Pred zahajenim purifikace bylo potfeba udélat n¢kolik pfipravnych kroki. Vzorky plazmy byly
rozmrazeny a vytemperovany na laboratorni teplotu. Vzorky, s objemem plazmy mensim nez 2 ml, byly
doplnény do 2 ml pfislusnym mnozstvim fyziologického roztoku pufrovanym fosfatem (1x PBS).
Zarizeni QIAvac 24 plus pro vakuovou izolaci bylo sestaveno a byla otestovano dokonalé utésnéni
systému, bylo zapnuto vyhfivani vodni 1azn¢ nebo vyhfivaciho bloku na 60 °C pro 50 ml centrifugacni
zkumavky a nastaven vyhfivaci blok na 56 °C pro 2 ml odbérové zkumavky. Pufr AVE byl
vytemperovan na pokojovou teplotu. Pfed prvnim pouzitim byly pfipraveny pufry ACB, ACW1
a ACW2 podle nasledujicich pokynu. Piidat 200 ml isopropanolu (100%) do 300 ml pufru ACB, pfidat
25 ml ethanolu (96 — 100%) do 19 ml pufru ACW1 a pridat 30 ml ethanolu (96 — 100%) do 13 ml pufru
ACW?2. Jako posledni pfipravny krok bylo zapotiebi pridat nosicovou RNA rekonstituovanou v pufru
AVE do pufru ACL podle pokynu v tabulce 1.

Tabulka 1 - Objemy pufru ACL a nosi¢ové RNA (rozpusténé v pufru AVE) potiebné pro zpracovani 2

ml vzorku plazmy.

Pufr | Nosicova RNA Pufr | NosiCova RNA Pufr | Nosicova RNA
Pocet Pocet Pocet
ACL v pufru AVE ACL v pufru AVE ACL v pufru AVE
vzorku vzorku vzorku
[ml] [ [m] [ul] [m] [ul]
1 1.8 5.6 9 15,8 50,6 17 299 95.6
2 3.5 11,3 10 17.6 56,3 18 31,7 101,3
3 5.3 16,9 11 19.4 61,9 19 33,4 1069
4 7,0 22.5 12 21.1 67,5 20 35,2 112.5
5 8.8 28.1 13 229 73.1 21 37,0 118,1
6 10,6 33,8 14 24.6 78.8 22 38.7 123.8
7 12,3 38.4 15 26.4 84,4 23 40,5 129.4
8 14,1 45,0 16 28.2 90,0 24 422 135.0
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Po pfipravé pufru ACL s nosicovou RNA rozpusténou v AVE pufru zapocal postup purifikace.
Vzorky plazmy byly centrifugovany pii 16 000x g po dobu 10 minut pro odstranéni pfipadnych zbylych
bun¢k a bunéénych fragmentt. Bylo napipetovano 200 ul QIAGEN Proteinase K do 50 ml centrifugaéni
plastové falkony. Do 50 ml falkony s Proteinzou K byly pfidany 2 ml plazmy. Nasledné bylo pfidano
1,6 ml pufru ACL (obsahujiciho 1,0 pug nosicové RNA). Falkony s pfipravenou lyzacni smési byly
uzavieny a zvortexovany po dobu 30 sekund. Bylo nezbytné, aby se ve zkumavce vytvoril viditelny vir,
k zajisténi ucinného zlyzovani. Falkony byly poté inkubovany ve vodni lazni nebo vyhfivaném bloku

pii 60 °C po dobu 30 minut.

Po inkubaci byly falkony umistény do flowboxu a k lyzatu bylo pfidano 3,6 ml pufru ACB.
Falkony byly uzavieny a dukladné zvortexovany po dobu 15-30 sekund. V dal§im kroku byly falkony
se sm¢si inkubovany po dobu 5 minut na ledu. Béhem inkubace byly vloZzeny kolony QIAamp Mini
do VacConnectoru na QIAvac 24 plus. Do otevienych QIAamp Mini kolonek byly vloZeny 20 ml

nastavce.

Po inkubaci byla smés lyzatu a pufru ACB pienesena do nastavce zkumavky QIAamp Mini.
Bylo zapnuto vakuové ¢erpadlo a jakmile byly vSechny lyzaty odsaty skrz kolonu, byla vypnuta vyvéva
a tlak byl uvolnén na 0 mbar. Nastavce na kolonach byly opatrné¢ byly zlikvidovany, tak aby nedoslo
ke kontaminaci mezi jednotlivymi vzorky. Na kolonky bylo naneseno 600 pl pufru ACWI. Vicko
kolony bylo ponechano oteviené a bylo zapnuto vakuové ¢erpadlo. Po projiti veskeré¢ho pufru ACW1
pfes kolonu QIAamp Mini bylo vypnuto vakuové cerpadlo a tlak byl uvolnén na 0 mbar. Nasledné bylo
naneseno 750 ul pufru ACW 2 a zopakoval se postup stejny jako pfi naneseni pufru ACWI.
Po promyvacich pufrech bylo na kolonky naneseno 750 ul etanolu (96-100%), kterym byly kolonky
finaln¢ promyty.

Kolonka byla vyjmuta z vakuového systému. Kolonka QIAamp Mini byla umisténa do Cisté
2 ml zkumavky a centrifugovany pii plné rychlosti, coz je 20 000x g po dobu 3 minut. QIAamp Mini
kolonka byla umistény do nové 2ml sbémé zkumavky a inkubovana v zahfivacim bloku pfi 56 °C
po dobu 10 minut do upln¢ho vysuseni membran. Vysusena kolonka byla umisténa do Cisté 1,5ml eluéni
zkumavky. Pro eluci navazané ctDNA bylo na stfed kolonky napipetovano 55 pl pufru AVE. Kolonka
byla inkubovana se zavienym vickem po dobu 3 minut pfi laboratorni teploté. V poslednim kroku byla
kolonka centrifugovana pii 20 000x g po dobu 1 minuty. Eluovana c¢tDNA byla uchovana do doby
testovani pii 4 °C pro kratkodobé skladovani a pii -20 °C pro dlouhodob¢ uskladnéni. [75]

4.4.3 Izolace genomické DNA ze vzorku v parafinovém blocku

Pro izolaci genomické DNA bylo pomoci manualniho satikového mikrotomu éerstvé nakrajeno
4-6 teza/vzorek (10 um) z prislusnych FFPE blockt. Pied izolaci DNA byly nastaveny dva vyhfivaci

bloky na 56 °C ana 90 °C, byla rozmrazena pfipravena proteinaza K, nebo byla proteinaza K pfipravena
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nafedénim 4,5 ml RNA vody. Zkumavky s pfipravenymi vzorky biopsii v parafinovém blocku byly

nejprve zcentrifugovany, aby se usadil parafin na dn¢ zkumavky a zamezilo se tak kontaminaci vzorkd.

Do popsané zkumavky se vzorkem bylo pfidano 500 ul xylenu. Obsah zkumavky byl
zvortexovan a byla provedena inkubace po dobu 5 minut. Do zkumavky bylo pfidano 500 pl ethanolu,
obsah zkumavky byl zvortexovan a byla provedena dalsi inkubace po dobu 5 minut. Obsah zkumavky
byl zcentrifugovan pii 20 000x g po dobu 2 minut. Po centrifugaci byl ze zkumavky odstranén
supernatant do odpadni falkony. K sedimentu byl pfidan 1 ml ethanolu a obsah zkumavky byl dikladné

zvortexovan.

V dalsim kroku byla provedena centrifugace pfi 20 000x g po dobu 2 minut. Ze zkumavky byl
odstranén supernatant. Sediment ve zkumavce byl vysuSen na vyhtivacim bloku pfi 56 °C po dobu
10 minut. V pfipad€, Ze ve vzorku bylo pfitomno velké mnozstvi tkan¢ bylo potfeba v prub&hu suseni
odsat pripadnou vyskytujici se vodu a sediment dukladn¢ dosusit. Z kitu bylo do vysusenych sedimentu
pridano 180 ul DNA TLB. Nasledné¢ bylo pridano 70 ul proteinazy K, obsah zkumavky byl zvortexovan
a zkumavky byly pfeneseny do vyhfivaciho bloku, kde prob¢hla inkubace pfi 56 °C po dobu 60 minut.

Po uplynuti inkubace byl obsah zkumavky zvortexovan a zkumavky byly premistény
do druhého vyhfivaciho bloku, kde probéhla druha inkubace pii 90 °C po dobu 60 minut. Béhem
inkubace byly pfipraveny promyvaci zkumavky z kitu a elucni zkumavky o objemu 1,5 ml. Byly
pfipraveny 3 fady odpadnich zkumavek z kitu, 1 fada 1,5ml zkumavek bez vrsku a 1 fada popsanych
zamrazovacich zkumavek. Zkumavky se po inkubaci nechaly zchladnout a nasledné byly zvortexovany
a kratce zcentrifugovany. K obsahu zkumavky bylo pfidano z kitu 200 ul PBB pufru. Obsah zkumavky
byl zvortexovan a nasledn¢ inkubovan po dobu 10 minut. Do zkumavky bylo pfidano
100 ul isopropanolu, obsah byl propipetovan a prenesen na kolonku. Jako dalSi krok prob&hla
centrifugace pfi 8 000x g po dobu 1 minuty.

Kolonka byla prenesena do nové odpadni zkumavky a bylo pfidano 500 ul pufru WB 1.
P1i pouziti nového kitu je potieba pridat k pufru WB I 15 ml ethanolu. Poté byla provedena centrifugace
pii 8 000x g po dobu 1 minuty. Kolonka byla pfenesena do nové odpadni zkumavky a na kolonku bylo
pfidano 500 pl pufru WB II. Pfi pouziti nového kitu je potieba pridat k pufru WB II 50 ml ethanolu.
Nasledn¢ byla provedena centrifugace pii 8 000xg po dobu 1 minuty. Kolonka byla pfenesena do nové
odpadni zkumavky, ktera byla nasledn¢ zcentrifugovana pfi 16 000x g po dobu 1 minuty. Kolonka byla
prenesena do nové 1,5ml zamrazovaci zkumavky. Na kolonku bylo pfidano 100 ul elué¢niho pufru do
stfedu membran. Probéhla inkubace po dobu 5 minut a jako posledni krok byla provedena centrifugace

pii 8 000x g po dobu 1 minuty.
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4.4.4 Polymerazova retézova reakce v realném cCase

Polymerazova fetézova reakce (PCR, zanmgl polymerase chain reaction) se vyuziva
k amplifikaci konkrétnich sekvenci DNA. Pii klasické PCR je amplifikovany produkt detekovan
v koncovém bodu reakce napf. pomoci elektroforetickych metod, zatimco u PCR v realném case
(real time PCR) se pritomnost amplifikaéniho produktu méfi v pribéhu reakce. Pii PCR v realném case
se kombinuje klasicka PCR a fluorescencni reportérova chemie pro sledovani amplifikace. Hlavni
vyhodou této metody PCR je, Ze je mozné kvantifikovat vstupni pocet kopii templatové DNA. Vysledky
PCR vrealném case d€lime na kvalitativni (zjiS§tuje se pfitomnost nebo nepfitomnost sekvence)

a kvantitativni (zji$t'uje se pocet kopii). [50], [76]

Pribéh PCR reakce mizeme rozdélit do tfi kroki. Prvnim krokem pii priibéhu PCR reakce
je denaturace. Vzorek DNA se zahfeje na vysokou teplotu, vétSinou se vyuziva teplota kolem 94-98 °C.
Vysoka teplota zptsobi rozdéleni dvouvlaknové DNA na jednovlaknové fetézce rozrusenim vodikovych
mustkt mezi vlakny DNA. Po denaturaci nastava krok, kdy na jednovlaknovou DNA nasedaji
komplementarni primery. Primery jsou kratké useky DNA, které jsou komplementami k cilové
sekvenci. V anglické literature se tato ¢ast nazyva annealing. Béhem tohoto kroku se teplota snizuje
na 50-65 °C. Posledni ¢ast PCR se nazyva elongace. V této fazi se teplota opét zvySuje, a to obvykle
na 72 °C. Pti této teploté se aktivuje DNA polymeraza (viz obrazek 6). DNA polymeraza je enzym, ktery
je schopen se vazat na primery a slouzi k syntéze nového vlakna DNA. Vysledkem jednoho cyklu PCR
reakce jsou dveé nové dvojvlaknové molekuly DNA, kter¢ jsou identické s puvodni DNA. [76], [77]

o Denaturace (95-96 °C) e Nasedani primert e Elongace (72 °C)
(50-65 °C)
Obrazek 6 - Schéma pribéhu polymerazové fetézove reakce (PCR)

Pii PCR reakci musi byt pfitomno nékolik zakladnich slozek. Je nutné, aby smés obsahovala

DNA vzorek, ktery obsahuje cilovou sekvenci, kterd bude nasledné amplifikovana. Dalsi slozkou jsou
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primery. Primery jsou kratké oligonukleotidy, které maji schopnost vazat se na cilové oblasti DNA. DNA
polymeraza je enzym katalyzujici syntézu novych vlaken DNA. Nejcastéji se u PCR reakci setkame
s Taq polymerazou. Dalsi nezbytnou slozkou PCR reakce jsou nukleotidy (dNTPs). Nukleotidy jsou
stavebni bloky DNA a ucastni se syntézy novych DNA fetézcu. Do reakéni smési se pridava pufr,
ktery slouzi k udrZeni optimalniho pH a iontové sily. Posledni nezbytna slozka je magnesium (MgCl,).

Magnesium je kofaktor pro aktivitu DNA polymerazy. [77]

Pied PCR reakci je potfeba si pfipravit master mix (viz tabulka 2). Master mix obsahuje
10x pufr, H,O, dNTPs (25mM), HPV16 E6 v9 P/P (9/2,5 uM), GAPDH P/P (5/5 uM) a HotStart
Taq polymerazu (5U). Do mikrozkumavky bylo pfidavano 15 pl master mixu a 5 pl DNA. Vysledny
objem na reakci byl 20 ul. Po napipetovani vSech potfebnych slozek byl na PCR cykleru nastaven
protokol na BioRad CFX 96 (FAM, HEX). V prvnim kroku prob¢hla aktivace enzymu pii 95 °C po dobu
15 min. Nasledovalo 45 cykla denaturace (94 °C, 30 s) a annealingu/clongace (60 °C, 1 min). Na konci
kazdého kroku byl odecten fluorescencni signal. Pri vyhodnoceni detekce ctHPV16 DNA byl pouzit
neménny tresh-hold pozitivni reakce pro vsechny stanoveni — 100 RFU (relativni fluorescenéni

jednotka).

Tabulka 2 - Priprava smési pro PCR reakci

1 reakce [pnl] | 6 reakci [ul]
10x pufr 2 12
H>0 6,24 37,44
dNTPSs (25 mM) 0,16 0,96
HPV16 E6_v9 P/P (9/2,5uM) |2 12
GAPDH P/P (5/5 uM) 0.4 2.4
HotStart Taq polymerazu (SU) | 0,2 1,2
DNA 9 -
Vysledny objem 20 -
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S  Vysledky

5.1. Souhrnna charakteristika pacienta ucastnicich se studie

Do studie bylo zarfazeno celkem 59 pacienti sdfive diagnostikovanym orofaryngealnim
nadorem, kteti byli ve fazi sledovani po dokonceni 1écby. U pacientu byly v pravidelnych intervalech
odebirany vzorky krve a byly vyzadany FFPE blocky s primarni nadorovou tkani pro uréeni HPV statusu
a soucasnou genotypizaci HPV typu v HPV-asociovanych OPSCC. Z 59 pacientu, zarazenych do studie,
bylo 41/59 (69,5 %) muza a 18/59 (30,5 %) zen (viz. Tabulka ¢. 2). Vzhledem k tomu, Ze byli pacienti
zafazovani do studie v riznych fazich sledovani a vzorky nebyly shromazd’ovany pred zacatkem
této prace, kazdy pacient podstoupil jiny pocet I¢karskych prohlidek a odbérti vzorki. Celkové za dobu
trvani této prace podstoupilo 23 pacientt jednu prohlidku (39 %), 17 pacienti dvé prohlidky (28.8 %),
10 pacienti tfi prohlidky (16,9 %), 4 pacienti ¢tyfi prohlidky (6,8 %) a 5 pacientd podstoupilo
pét prohlidek (8,5 %).

Vétsina primarnich nadorti byla lokalizovana v oblasti mandli (tonzil) a to konkrétn¢ 43/59
nalezenych nadoru (72,9 %). Nador v oblasti kofene jazyka byl lokalizovan u 9/59 pacienta (15,3 %).
Nador v oblasti bo¢ni stény hltanu byl nalezen pouze u jednoho pacienta (1,7 %), stejn¢ tak jak v pripadé
nalezu v oblasti zadni stény hltanu (1,7 %), horni ¢asti ustni dutiny (1,7 %) a dolni ¢asti tstni dutiny

(1.7 %).

Na zaklad¢ vysledki HPV testovani v primami nadorové tkani a detekce pl6é pomoci
imunohistochemie (viz Tabulka 2) bylo 52/58 (89,7 %) primarnich OPSCC klasifikovano jako HPV-
asociovanych OPSCC (HPV+/p16+) a 7/58 (10,3 %) bylo HPV-neasociovanych OPSCC (HPV-/p16-).
U jednoho pacienta nebylo mozné vyhodnotit HPV status, vzhledem k chybéjicim udajim z analyzy
p16 exprese, ackoliv HPV detekce v primarni tkani byla negativni. Diskordantni vysledky HPV+/p16-

a HPV- /p16+ nebyly ve zkouman¢ kohorté zaznamenany.
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Tabulka 3 - Souhmna charakteristika pacientu ucastnici se studie

Charakteristika Pocet pacientt | %
Kohorta Retrospektivni 59 100,0 %
Pohlavi Muz 41 69,5 %
Zena 18 30,5 %
Vek* Median véku 60,5 let -
Nejmladsi pacient 40 let -
Nejstarsi pacient 78 let -
Kompletni prohlidky Jedna 23 39,0 %
Dv¢ 17 28,8 %
Tri 10 16,9 %
Ctyii 4 6,8 %
Pét 5 8,9 %
Lokalizace tumoru Tonzila 43 72,9 %
Bocni sténa hltanu 1 1,7 %
Zadni sténa hltanu 1 1,7 %
Kofen jazyka 9 153 %
Horni ¢ast Gstni dutiny 1 1,7 %
Spodni ¢ast ustni dutiny 1 1,7 %
Neznamé primarni misto 3 5,0 %
HPV status HPV+/pl16+ ** 52 89,7 %
HPV+/pl6- ** - -
HPV-/pl6+ - -
HPV-/P16- 6 10,3 %
Neni znamo 1 -

* Vek v Case diagnozy, ** HPV — asociovany karcinom OPSCC

5.2  Vék pacienti v dobé diagnézy

Pacienti s dfive diagnostikovanym OPSCC byli k datu diagnozy ve vékovém rozpéti 40-78 let.
Median véku pacientii v dobé diagnozy byl 60,5 let. U jednoho pacienta nebylo mozné kvuli chybé&jicim
udajum urcit pfesny vék pii diagnoze a z této analyzy byl vyfazen. VySetfenych pacientu mladSich
nez 50 let bylo 11 (19 %), ztoho mélo 10 pacienti HPV-asociovany OPSCC. Pacienti v rozmezi
od 51 do 55 let byli 2 (3.4 %), oba mély HPV pozitivni nalez. Pacienti ve vékovém rozmezi 56-60 let
bylo 16 (27,6 %), ztoho 15 pacienti m¢la HPV-asociovany nador. Pacienti ve vékovém rozmezi
od 61 do 65 let bylo 15 (25,9 %), z toho m¢lo 13 pacientit HPV-asociovany OPSCC, 1 pacient m¢l HPV-
neasociovany OPSCC a u jednoho pacienta nebyla HPV status urcen. Pacient ve vékovém rozmezi 66-

70 let bylo 5 (8.6 %), z toho 4 pacienti byli s HPV-asociovanym OPSCC. Pacientu starSich nez 71 bylo

9 (15,5 %) a vsichni m¢li HPV-asociovany nador (viz Tabulka 3 a Graf 3).
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Tabulka 4 - V¢k pacienti v dobé diagndzy a jejich HPV status

Vek OPSCC asociovany s OPSCC neasociovany s NA Pocet pacientii
HPV HPV celkem
<50 10 91 %) 1 (9 %) - 11 (19 %)
51-55 2 (100 %) - - 2 (3,4 %)
56-60 15 (93,8 %) 1 (6,2 %) - 16 (27,6 %)
61-65 13 (86,7 %) 1 (6,7 %) 1 (6,7 %) 15 (25,9 %)
66-70 4 (80 %) 1 (20 %) - 5 (8,6 %)
>71 9 (100 %) - - 9 (15,5 %)
NA - 1 - -
Graf 3 - V¢k pacientt v dobé diagnozy vyjadren ve sloupcovém grafu
Vék pacientd v dob¢ diagnozy
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5.3  Pohlavi pacienti

Pacientii ucastnicich se studie bylo celkem 59, z toho bylo 41 muzi (69,5 %) a 18 Zen (30,5 %).

Z muzu m¢lo 37 pacientit HPV-asociovany OPSCC (90,2 %) a 4 muzi méli HPV-neasociovany OPSCC

(9.8 %). Z 18 zen mélo 15 HPV-asociovany OPSCC (88,2 %), 2 Zeny mély HPV-neasociovany OPSCC

(11,8 %) a u jedné Zzeny nebylo mozné uréit HPV status (viz Tabulka 4 a Graf 4).

Tabulka 5 - Pohlavi pacientu s OPSCC a jejich HPV status

, | OPSCC asociovany s OPSCC neasociovany s
Pohlavi HPV HPV NA
Muzi 37 (90,2 %) 4 (9,8 %) -
Zeny 15 (88,2 %) 2 (11,8 %) 1

33




Graf 4 - Pohlavi pacienti s OPSCC a jejich HPV status vyjadiené ve sloupovitém grafu
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5.4 Charakteristika nadoru

K popisu charakteristiky nadora slouzi TNM klasifikace malignich nadorovych onemocnéni.
[68] Pismeno T oznacuje velikost a rozsah primarniho nadoru. Pismeno N oznacuje pfitomnost a rozsah
postiZeni regionalnich lymfatickych uzlin nadorem. Pismeno M oznacuje pfitomnost a rozsah metastaz.

Metastazy jsou sekundarni nadory vzdalené od primarniho nadoru.

Studie se ucastnilo 59 pacienti s OPSCC. U jednoho pacienta nebylo mozné identifikovat
rozsah primarniho nadoru. U 7 pacientu byl zjistén rozsah primarniho nadoru 0 a vSichni tito pacienti
m¢li HPV-asociovany karcinom. U 37 pacientt byl zjistén rozsah primarniho nadoru 1 nebo 2, 34
pacientu mé¢lo HPV-asociovany OPSCC, 2 pacienti m¢li HPV-neasociovany OPSCC a u 1 pacienta
nebylo mozné urcit HPV status. U 11 pacienti byl zjistén rozsah primarniho nadoru 3, kdy 8 pacienti
meélo HPV-asociovany OPSCC a 3 pacienti méli HPV-neasociovany OPSCC. Rozsah primarniho nadoru
4 byl zjistén u 3 pacientt, kdy pouze jeden z nich mél HPV-neasociovany OPSCC (viz Tabulka 5).

Z 59 pacienti méli 4 pacienti stupeit NO (6,8 %), ztoho méli 3 HPV-asociovany OPSCC.
Nejvice pacienti mélo rakovinu ve stupni N1, konkrétné 34 pacientt (57,6 %). VSichni tito pacienti m¢li
rakovinu asociovanou s virem HPV. Rakovinu ve stupni N2 mélo 16 pacientd (27,1 %), z toho
11 pacienti mélo HPV-asociovany OPSCC, 4 pacienti m¢li HPV-neasociovany OPSCC a u jednoho
pacienta nebylo mozné ur¢it HPV status. U 4 pacientu byl zjistén stav rakoviny N3 (6.8 %), z toho m¢li
3 pacienti HPV-asociovany OPSCC. U jednoho pacienta nebylo mozn¢ urcit N stupent. (viz tabulka 5 a
graf 5).

U 57 z 59 pacientt nebyly nalezeny metastazy v jiné ¢asti téla (96,6 %). Z téchto 57 pacientu
m¢lo 51 pacientt HPV-asociovany OPSCC, 5 pacienti mé¢lo HPV-neasociovany OPSCC a u jednoho
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pacienta nebylo mozné HPV status urcit (1,7 %). U jednoho pacienta se vyskytovala metastaze a tento

pacient m¢l HPV-neasociovany OPSCC. U jednoho pacienta nebylo mozné urcit stupein M (1,7 %) (viz

tabulka 5 a graf 5).

Tabulka 6 - Souhmna charakteristika nadoru

OPSCC OPSCC Pocet
Charakteristika asociovany s neasociovany s pacientu Vyjadieno v
nadoru HPV HPV NA celkem procentech
T 0 7 - - 7 12,0 %
1 13 1 - 14 24,1 %
2 21 1 1 23 39,7 %
3 8 3 - 11 19,0 %
4 1 - 3 5,2 %
NA 1 - - 1 -
N 0 3 1 - 4 6,9 %
1 34 - - 34 58,6 %
2 11 4 1 16 27,6 %
3 3 1 - 4 6,9 %
NA 1 - - 1 -
M 0 51 5 1 57 98,3 %
1 - - 1 1,7 %
NA 1 - - 1 -

Z 59 pacienti mélo 35 pacientti tumor ve stadiu I (59.3 %), vSichni tito pacienti méli HPV-
asociovany OPSCC. Ve stadiu II se nachazelo 14/59 (23,7 %) pacientu a 12 z nich m¢lo HPV-asociovany
OPSCC, 1 pacient m¢l HPV-neasociovany OPSCC a u jednoho pacienta nebylo mozné urcit HPV status.
Ve stadiu II se nachazelo 6/59 (10,2 %) pacientu a 5 z nich mélo HPV-asociovany OPSCC. U 4/59
(6.8 %) bylo onemocnéni diagnostikovano v riznych stupnich stadia IV. U vSech Ctyf pacientd byla
zjisténa pritomnost HPV-neasociovaného OPSCC. U 2/4 pacientu s HPV-neasociovanym OPSCC bylo
stadium IVa, u 1/4 OPSCC bylo stadium IVb au 1/4 OPSCC bylo stadium IVec.

Tabulka 7 - Klasifikace OPSCC nadori podle klinického stadia (* - u HPV-neasociovanych OPSCC
rozliSujeme stadium 4 do tii skupin — 4A, 4b, 4¢)

Stadium OPSCC Iflli?‘c]iovany s | OPSCC n}eizll’s‘(;ciovany ST NA Poéectte ]liiclifntﬁ %
1 35 - - 35 59.3 %
2 12 1 1 14 23.7 %
3 5 1 - 6 10,2 %
4 - 4* - 4 6,8 %
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A) Rozsah primarniho nadoru u pacienta s OPSCC B) Stupné M u pacientii s OPSCC
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Graf 5 - Charakteristika nadoru, rozdélena podle HPV statusu a TNM klasifikace: A — Rozsah
primarniho nadoru (T) u pacienti s OPSCC, B — pritomnost vzdalenych metastazi (M), C —

metastazovani v regionalnich miznich uzlinach (N), D — klinické stadium maligniho

5.5 HPYV genotypizace v primarni nadorové tkani

Detekci HPV DNA v primarnich nadorovych tkanich bylo zjisténo, ze 52 pacientii mélo HPV-
asociovany nador a 7 pacienti m¢lo nador HPV-neasociovany (viz Tabulka 2). Ve skupin¢ HPV-
asociovany OPSCC byl u 50/52 (96,2 %) HPV-asociovany OPSCC detekovana pritomnost HPV16
genotypu v primarni nadorové tkani. U 1/52 (1,9 %) HPV-asociovany OPSCC byly detekovany
soucasn¢ dva vysoce rizikové HPV typy — HPV 16 a 33. U 1/52 (1.9 %) HPV-asociovany OPSCC byl
detekovany genotyp HPV 59 (viz Graf ¢.6).
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Detekované HPV genotypy z FFPE u pacientii s OPSCC

= HPV 16 HPV 16/33 HPV 59 HPV negativni

Graf 6 - Detekované HPV genotypy z FFPE u pacienti s OPSCC v kolacovitém grafu

5.6 Detekce cirkulujici HPV DNA ve vzorcich plazmy

Cirkulujici nadorova HPV DNA (ctHPV DNA) muze slouzit jako citlivy biomarker vcasného
zachytu recidivujiciho onemocnéni. Jestlize byl nador vyskytujici se u pacienta s HPV-asociovanym
OPSCC, lze poté pii pravidelnych kontrolach po dokonceni 1é¢by na zaklad¢é detekce ctHPV DNA
predikovat riziko rozvoje nebo jiz existujici recidivu. U pacient byla provedena ve vSech dostupnych
odbérech specificka detekce cirkulujici nadorové HPV16 DNA. Recidiva onemocnéni byla klinicky
potvrzena u 5 pacientii s OPSCC ucastnicich se studie. Tfi z t€chto pacienti méli HPV 16 pozitivni nador
a byla u nich detekovana cirkulujici nadorova HPV16 DNA v plazmé. Jeden pacient s recidivou m¢l
HPV-neasociovany nador. A jeden pacient m¢l HPV16 asociovany nador, ale podstoupil pouze jeden
krevni odbér, kde byl vysledek na cirkulujici nadorové HPV16 DNA negativni (viz Tabulka 7). U dalSich
sedmi pacientu byla v alesponi jednom odbéru detekovana ctHPV16 DNA, ale nebylo klinicky potvrzeno
recidivujici onemocnéni. U 4/7 téchto pacientii byla v nasledujicich odbérech detekce ctHPV16 DNA
negativni. U 3/7 pacientli byla detekce ctHPV 16 DNA pozitivni v poslednim dostupném odbéru v ramci

této studie.

Tabulka 8 - Detekcee cirkulujici nadorové HPV16 DNA u pacientu ve fazi sledovani po 1€¢bé,

charakteristika primarniho nadoru (HPV typ a HPV status) a vyskyt recidivujiciho onemocnéni.

PacIi]znta 1 3 Odl;er = 1 s HPYV typ HPV status | Recidiva
1 Neg. NA Neg. - - -
2 Neg. - - - - -
3 Neg. Neg. - - - -
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50 Neg. - - - -
51 Neg. - - - -
52 Neg. - - - -
53 Neg. Neg. - - -
54 Neg. Neg. - - -

55 Neg. - - - - -
56 Neg. Neg. Neg. - - -
57 Neg. - - - - -
58 Neg. - - - - -
59 Neg. - - - - -

Legenda k tabulce €. 7

— Neg. — negativni detekce ctHPV16 DNA; Poz. — pozitivni detekce ctHPV16 DNA; NA — neni
dostupny; HPV-/p16- - HPV-neasociovany nador; HPV+/p16+ - HPV-asociovany nador

5.7 Detekce recidivy onemocnéni

Na obrazku 7, 8 a 9 jsou snimky z pozitronové emisni pocitaCové tomografie (PET/CT)
od pacienta s ID ¢. 41. U tohoto pacienta byl pozorovan recidivujici nador kofene jazyka (BOT, z angl.
base of tongue), ktery byl potvrzen v ¢ase druhé navstévy v ramci této studie, kdy byl taktéz pozitivné
testovan na pritomnost ctHPV16 DNA. Na obrazku 7 jsou zobrazeny snimky z PET/CT vySetfeni
pacienta ¢. 41, kde je zobrazen primarni HPV-asociovany OPSCC, ktery se nachazi v oblasti pravé
mandle/kofene jazyka (modré Sipky) soboustrannym lokoregionalnim Sifenim do lymfatickych
uzlinach (zluté Sipky). Tyto snimky jsou pofizeny v Case diagnozy. U primarniho OPSCC byla zjisténa
HPV-pozitivita s pfitomnosti HPV typu HPV16.

Obrazek 7 - Snimky z PET/CT vysetfeni koronalniho a axialniho fezu pacienta ¢. 41 s primamim HPV-

asociovanym OPSCC nachazejicim se v oblasti mandli/kofene jazyka (modré Sipky) a s oboustrannymi

metastazemi v lymfatickych uzlinach (zluté Sipky).
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Na obrazku 8 jsou zobrazeny snimky z kontrolniho PET/CT pacienta €. 41, které byly pofizeny

po dvou letech od diagnézy s kompletni remisi onemocnéni. Na snimcich nejsou viditelné Zadné loziska

recidivujicitho onemocnéni.

Obrazek 8 - Snimky z PET/CT vysetfeni koronalniho a axialniho fezu pacienta ¢. 41 po ukoncéeni 1écby

s kompletni remisi. Snimek byl pofizen dva roky od dokonceni terapie)

Na obrazku ¢. 9 jsou snimky z PET/CT od pacienta ¢.41 po tfech letech od diagnézy. U tohoto
pacienta byla v ¢ase druhé navstévy od zarazeni do studie klinicky diagnostikovana recidiva v oblasti
pravé tonzily a zaroven detekovana pritomnost ctHPV16 DNA (krevni odbér z prvni navstévy neni
dostupny). U pacienta byl proveden odbér krve a chirurgicka resekce v Case 3. navstévy. Pritomnost
ctHPV 16 byla detekovana v Case chirurgické resekce postizené tonzily 1 opakované pii navstévach ¢. 4

a 5, které byly provedeny v mési¢nich intervalech po chirurgické resekei recidivy.
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Obrazek 9 - Snimky z PET/CT vysSetfeni koronalniho a axialniho fezu pacienta ¢. 41 s potvrzenou

lokoregionalni recidivou BOT OPSCC (modré Sipky) v Case druhé navstévy, s detekovatelnou ctHPV16
DNA. Snimky byly pofizeny tfi roky od CRT administrace.

Pro lepsi prehlednost jsou v tabulce ¢. 8 uvedeny souhrnné vysledky odbéri u pacienti
s potvrzenou recidivou, U pacienta ¢. 4 byla zjisténa pritomnost ctHPV16 v plazmé a nasledné byla
diagnostikovana recidiva v krénich lymfatickych uzlinach. U pacienta ¢. 31 byla detekovatelna
ctHPV 16 v plazmé¢, tento pacient mél v roce 2020 HPV-asociovany OPSCC a v roce 2022 u n¢ho byla
zjisténa recidiva v lymfatickych uzlinach. I po kompletni remisi onemocnéni je vSak nadale
detekovatelna ctHPV 16, prestoze nebyl pacientovi diagnostikovan dalsi viditelny recidivujici nador.
Rozbor pacienta €. 41 viz vySe. U pacienta ¢. 52 byl diagnostikovan primarni HPV-asociovany nador
v oblasti kofene jazyka, kterému byla po dokonceni onkologické 1¢¢by diagnostikovana recidiva
v oblasti lymfatickych uzlin (v ¢ase zafazeni do studie). V Case zafazeni do studie nebyla v plazmé

detekovatelna pritomnost ctHPV16 DNA. Nasledné odbéry u pacienta ¢. 52 nejsou dostupné.

Tabulka 9 - Detekce cirkulujici nadorové HPV16 DNA u pacientd s recidivou ve fazi sledovani po

16¢bé, charakteristika primarniho nadoru (HPV typ a HPV status) a vyskyt recidivujiciho onemocnéni.

ID
pacienta

HPYV status Recidiva
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6 Diskuse

V ramci této bakalarské prace byly analyzovany vzorky pacient s dfive diagnostikovanym
OPSCC. U téchto pacienti byla provedena HPV detekce v primarni nadoroveé tkani, ktera byla uchovana
jako biopsie v parafinovych blo¢cich (FFPE). U pacientii zarazenych do studie byly v pravidelnych
intervalech odebirany vzorky krve, z nichZ byla izolovana cirkulujici nadorova DNA a provedena cilena
detekce cirkulujici nadorové HPV DNA, ktera je slibnym biomarkerem v¢asného zachytu recidivujiciho

onemocnéni.

OPSCC jsou ve vétsi mire diagnostikovany muzim. Z 59 pacientu ucastnici se této studie bylo
celkem 41 muza (69,5 %) a 18 Zen (30,5 %). Podil diagnostikovanych OPSCC u muzu a zen se nelisi
od studii provedenych v jinych regionech. Ve studii ze Spojencho kralovstvi (z obdobi 2002-2011), ktera
zahmovala 1 474 pripada OPSCC, bylo 75 % téchto pripadil diagnostikovano muzam. [60] Ve studii
z Nizozemska zlet 1990-2010, ktera zahrnovala 240 pacienti s OPSCC, bylo 159/240 (66,25 %)
pacientt muzského pohlavi. [61] Ve studii, ktera prob¢hla ve Francii v letech 2011-2021 byli 78,7 %
z pacienti muzi. [62] MuzZeme tedy konstatovat, Ze pomér muzu a zen s OPSCC byl v nasi studii byl
podle ocekavani, v souladu s pozorovanim v jinych zemich a potvrzuje tim trend vysSiho vyskytu

OPSCC u muzu nez u zen.

Pacienti ucastnici se této studie byly ve véku od 40 do 78 let v dobé diagnozy. Median véku
pacientu byl 60,5 let. Podle metaanalyzy je primérmy vek pacient od 59-67.1 let. [63] Vékovy pramér
pacientu zahrmutych v této studii odpovida celosvétovému vékovému praméru pacienti s OPSCC
a potvrzuje tedy vysledky z této metaanalyzy. Této studie se ucastnilo 11 pacientu (19 %) mladsich
50 let, tento udaj nam naznacuje zvySujici se incidenci této formy karcinomu u mladsi populace. Tento

trend lze pozorovat i v jinych zemich svéta, napriklad v Severni Americe. [55], [59]

Prevalence HPV u OPSCC se v jednotlivych studiich lisi ato od 20 % do 90 %. [58] Tyto rozdily
mohou byt zptisobené ¢asovym obdobim, ve kterém byly studie provedeny, jelikoz incidence vyskytu
je v ramci desetileti dynamicka a stale roste. Dal$im faktorem, ktery mlize mit vliv na rozdily v HPV-
prevalenci u OPSCC napfi¢ studiemi, je zem¢, kde byla studie provadéna, jelikoz HPV-asociovany
OPSCC se vyskytuje pfevazné v zemich s vysokymi prijmy. V této studie byla prevalence HPV u
OPSCC 89,7 %. Nejvyssi prevalence HPV u OPSCC byla zjisténa v severnich zemich, naptiklad ve
Svédsku. [55] Velmi vysoka prevalence HPV-asociovany OPSCC v této studii muze byt dana
hodnocenim vysledki u malého souboru pacientii v ramci studie, provedené v jednom regionu Ceské
republiky. Pfedpokladame vsak, ze prevalence HPV u OPSCC se stale zvySuje a aktualni vysledky

v ostatnich studiich by nejspise mély také vyssi hodnoty prevalence.

Vétsina OPSCC je zptsobovana typem HPV 16 a vyskytuje se u vice nez 90 % pripadia OPSCC
asociovanych s HPV. [56] V této studii bylo u 50 z 52 (96,2 %) pacienti s HPV-asociovanym OPSCC
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diagnostikovan genotyp HPV16. V jednom pripadé byl diagnostikovan genotyp HPV 16 a HPV 33
a u jednoho pacienta byl pfitomen genotyp HPV 59. V metaanalyze byla zjisténa pritomnost HPV 16
u 80 % HPV-asociovanych OPSCC. [63] Ve studii ze Spojen¢ho kralovstvi byla zjistén pritomnost HPV
16/18 u 93.5 % pacientl. [60] V nasi studii je procentualni pfitomnost HPV 16 u pacienti s HPV-
asociovanym OPSCC vyssi. Tento vysledek muaze byt dan hodnocenim vysledku u malého souboru
pacientu. Kazdopadné nase vysledky potvrzuji predpoklad, Ze vétsina HPV-asociovanych OPSCC je
zpusobovana genotypem HPV 16. Duvod, pro€ je nejvice pripada spojovano s genotypem HPV 16 je,
ze genotyp HPV 16 je povaZovan za jeden z nejonkogennéjsich genotypu lidskych papilomavira. HPV
16 je velmi nakazlivy a pfenasi se pfimym kontaktem s infikovanymi sliznicemi a ma tendenci
k lokalizaci v oblasti orofaryngu. To je dano pritomnosti specifickych slizni¢nich bun¢k, které¢ jsou
nachylnéjsi na infekci papilomaviry. Navic je orofarynx vystaven vnéjS§imu prostiedi a to znamena, zZe
je zde vyssi pravdépodobnost setkani s lidskymi papilomaviry prostfednictvim oralniho sexu nebo

dalsich sexualnich praktik.

Vétsina primarnich nadoru v této studii, konkrétné 43/59 (72,9 %), bylo lokalizovano v oblasti
tonzil. Druha nejcastéjsi lokalizace primamich nadort byla v oblasti kofene jazyka, v této oblasti se
karcinom vyskytoval u 9/59 pacient (15,3 %). Dalsi zjisténé lokalizace, které byly zjistény vzdy u 1/59
pacientu (1,7 %), byly boc¢ni sténa hltanu, zadni sténa hltanu, horni ¢ast Gstni dutiny, spodni ¢ast ustni
dutiny. U tfech pacienti nebylo mozné primarni nador lokalizovat. Ve studii z Nizozemska z let 1990-
2010 bylo 83/240 (34,6 %) nadoru lokalizovano v oblasti mandli, na kofeni jazyka bylo lokalizovano
67/240 (27,9 %) nadord, na mékkém patie se nachazelo 31/240 (12,9 %) nadoru a v oblasti orofaryngu
bylo zjisténo 59/240 (24,6 %) nadori. [61] Ve studii z Francie z let 2011-2021 bylo v oblasti mandli
lokalizovano 582/1365 (42,6 %) nadoru, v oblasti kofene jazyka bylo 583/1365 (42,7 %) nadoru,
v oblasti m¢kkého patra bylo 131/1365 (9,6 %) nadorti a v oblasti dalSich ¢asti orofaryngu se nachazelo

69/1365 (5 %) nadori. [62]

Jednim z cilu této prace bylo testovat vyuziti monitorovani ctHPV DNA pro rychlejsi odhaleni
recidivy HPV-asociovanych OPSCC. V ramci této studie byla klinicky potvrzena recidiva u péti
pacientu, z nichz 4 m¢li primarni HPV-asociovany OPSCC. Jeden z téchto pacienti mél primarni nador
HPV-neasociovany. Cirkulujici nadorova HPV DNA lze detekovat pouze v pripad¢, Ze primarni nador
byl HPV-asociovany a uvoliuje tedy cirkuluji nddorovou HPV DNA do krevniho obéhu. U jednoho
pacienta s HPV-asociovanym OPSCC nebyla pfi prvni navstévé detekovana pritomnost ctHPV16, i
presto byla u pacienta zjiSténa recidiva v oblasti lymfatickych uzlin. U tfech pacienta, ktefi m¢li
diagnostikovanou recidivu, bylo mozné detekovat ctHPV 16 ze vzorka tekuté biopsie. U dvou pacientu
odhalila detekce ctHPV16 DNA vyskyt recidivujiciho onemocnéni ve stejném case, jako bylo potvrzeno
klinicky pomoci zobrazovacich metod. U téchto pacienti nejsou dostupné predeslé odbéry z doby
zafazeni do studie, v nichZz by bylo mozné provést analyzu pfitomnosti ctHPV16 DNA jesté pred

klinickym potvrzenim recidivy. U jednoho pacienta byla opakovan¢ detekovana pritomnost ctHPV16
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DNA, i pfesto ze je pacient v celkové remisi. Detekce ctHPV DNA u pacienti v dlouhodobé remisi
muze poukazovat rezidualni onemocnéni nebo velmi ¢asnou fazi recidivujiciho onemocnéni, které jeste
neni mozn¢ klinicky potvrdit ani pomoci nejmodermnéjSich zobrazovacich metod. [69] Tyto pozorovani
potvrzuji predikci, ze cirkulujici nadorova DNA muze byt vyuZivana jako biomarker pro sledovani
nadora. Muze diky ni byt monitorovan vyskyt recidivy u pacientu s HPV-asociovanym OPSCC. Tato
studie byla provadéna na uzkém souboru pacientd, ve které bylo pouze u Ctyf pacientil s primarnim
HPV-asociovanym OPSCC klinicky potvrzeno recidivujici onemocnéni. U 20 % pacienti dojde
k rozvoji recidivy v rozmezi prvnich dvou let po dokonceni 1€¢by. U nékterych pacient ucastnicich se
této studie jest¢ neubchly dva roky od diagndzy a je tedy mozné, Ze recidiva onemocnéni se teprve
objevi. To plati i u pacientt, u kterych byla detekovana ctHPV v nékterych z odbéra, kde recidiva nebyla

doposud klinicky potvrzena, ale recidiva se muze teprve objevit.

Analyzou dat této prace byly zjistény podobné trendy v problematice orofaryngealnich nadora
jako vjinych zahrani¢nich studiich. V testované skupin¢ pacienti, dfive diagnostikovanych
s orofaryngealnim nadorem (median véku v Case diagnozy - 60,5 let), bylo zastoupeno vét§i mnozstvi
muzu v porovnani s Zenami (69,5 % muzi vs. 30,5 % Zeny). Se zjisténou prevalenci 89,7 % HPV-
asociovanych OPSCC (v ramci testované kohorty) se fadime mezi staty s vy$Sim zastoupenim HPV-
asociovanych OPSCC v porovnani s HPV-neasociovanymi OPSCC, které jsou nejéastéji spojovany
s rizikovymi faktory, jako je koufeni a konzumace alkoholu. Dle jinych studii je vétS§ina HPV-
asociovanych OPSCC vyvolano genotypem HPV 16, coz bylo potvrzeno i v pfipad¢ nasi studie. Bylo
totiz zjisténo, ze 96,2 % z HPV-asociovanych OPSCC bylo zpusobeno praveé timto vysoce rizikovym
onkogennim genotypem. Bylo také potvrzeno, Ze cirkulujici nadorova HPV DNA by mohla v budoucnu
slouzit jako dulezity biomarker v klinické praxi onkologické diagnostiky pro rychly zachyt recidivy
onemocnéni. Pro dosazeni presnéjSich vysledkt, nezbytnych pro mozné zavedeni tohoto testovani

v klinické laboratorni praxi, je vSak zadouci rozsifeni testované kohorty v ramci multicentrické studie.
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7  Zavér
Vysledky prezentované v této bakalarské praci jsou dikazem toho, Ze je mozné identifikovat

pacienty s recidivou HPV-asociovanych OPSCC nebo pacienty, u nichz je pravdépodobné pfitomné

rezidualni onemocnéni, pomoci detekce ctHPV DNA z tekutych biopsii, konkrétné z krevni plazmy.

Do studie byli zarazeni pacienti s diagnostikovanym OPSCC, u nichz byly testovany vzorky
primarni nadorov¢ tkang a pravidelné odebirany vzorky krevni plazmy. U téchto vzorki byla provedena
detekce HPV DNA v primami nadorov¢ tkani a genotypizace onkogennich HPV typt. Ze vzorki plazmy
byla izolovana a nasledn¢ detekovana cirkulujici nadorova HPV DNA. V testované kohort¢ pacientu
bylo prevazujici mnozstvi muzi (69,5 %) v porovnani se zastoupenim zen (30,5 %) s dfive
diagnostikovanym OPSCC. U 89,7 % pacienti byl diagnostikovan HPV-asociovany OPSCC.
V 96,2 % pripadi HPV-asociovany OPSCC byla zjisténa pritomnost vysoce rizikového genotypu
HPV16. U zbylych dvou piipadi byla detekovana koinfekce genotypy HPV 16/33 a HPV 59. U 72.9 %

pacientu se vyskytoval primarni nador v oblasti tonzil.

V obdobi mezi dokonéenim onkologické 1éCby a vyhodnocenim vysledka této prace byla
u 5 pacientt diagnostikovana recidiva onemocnéni. Celkem ¢tyfi pacienti s potvrzenou recidivou méli
diagnostikovany primarni HPV-asociovany OPSCC a jeden pacient mél primarni HPV-neasociovany
OPSCC. U dvou pacientt byla detekovana ctHPV DNA ve vzorcich plazmy ve stejném terminu, jako
klinické potvrzeni recidivy onemocnéni pomoci zobrazovacich metod. U jednoho pacienta byla
opakovan¢ detekovatelna pfitomnost ctHPV DNA, i pfesto, Ze byla klinicky potvrzena remise
recidivujiciho onemocnéni. Pritomnost cirkulujici nadorové HPV DNA u takovych pacientii je moznym
voditkem pro odhaleni rezidualniho onemocnéni, které v budoucnu muze zpusobit recidivu. CtHPV
DNA nebyla detekovatelna u jednoho pacienta v Case potvrzeni recidivujictho HPV-asociovaného

OPSCC.

I presto, ze vysledky byly hodnoceny u malého souboru pacienti, a pouze u velmi nizkého poctu
z nich byl prokazan vyskyt recidivy, lze konstatovat, Ze detekce ctHPV DNA je slibnym biomarkerem
v€asného zachytu recidivy onemocnéni. Tato metoda predstavuje slibny nastroj pro presnéjsi sledovani
pacientt po 1écbé a pro v€asnou predikei pripadného rozvoje recidivy, které jesté muze byt ve fazi,

kdy nemusi byt klinicky rozpoznatelné.
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