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Seznam zkratek:

EBV virus Epstein-Baarové

EV Epidermodysplasia verruciformis
GTV gross tumor volume

HIV virus lidské imunodeficience
HR HPV vysoce rizikovy typ HPV
HPV lidsky papilomavirus

ISH in situ hybridizace

LCR locus control region

OFK orofaryngealni karcinomy

RLU relative light unit

STD sexualné pfenosna choroba

UICC Union for International Cancer Control
VAG+ pozitivni stér na HR HPV na déloznim Cipku

VAG- negativni stér na HR HPV na déloZnim Cipku



Uvod:

Spinocelularni karcinomy dutiny ustni patfi mezi nejCastéjSi nadory
horniho aerodigestivniho traktu. Jedna se o 6. nej¢astéj$i nador na svété?.
Incidence je v globalnim méfitku asi 500.000 hlasenych pfipadu. Tradi¢né
nejCastéji se tyto karcinomy vyskytuji v jihovychodni Asii, kde jejich podil na
celkovém mnozstvi malignich onemocnéni Cini asi 35-45% s incidenci 15
pripadd na 100.000 obyvatel. V Ceské republice se OFK podili na celkové
onkologické problematice podili asi 2 %. Jakkoliv se toto €islo muze zdat
marginalni, mortalita vyjadfena v pétiletém preziti od stanoveni diagndzy se
pohybuje (v zavislosti na stadiu onemocnéni) mezi 40 %-50 %'* . | pres
intenzivni vyzkum a pokrok v [é€bé zlstava mortalita takika nezménéna po

fadu desetileti.

Vedle tradi¢nich vyvolavajicich nox, které jsou znamy jiz po desetileti,
se od 80. let minulého stoleti prosazuje nazor, ze urcita ¢ast OFK, respektive
spincelularniho karcinomu dutiny Ustni mdze byt podminéna infekci lidskym
papilomavirem (HPV). Otevienou otazkou zUstava, jaka je cesta této infekce
do dutiny ustni. Obecné Ize fici, Zze tento HPV patfi do skupiny chorob
sexualné prenosnych (Sexually Transmitted Diseases - STD). Jednou
z moznosti vstupu infekce mohou proto byt alternativni sexualni praktiky
(nekoitalni, oralni sex) coz ovSem néktefi autofi povazuji za malo

pravdépodobné.®’

Cilem predkladané prace je posoudit moznou souvislost mezi
typy sexualnich praktik (koitalnich vs. nekoitalnich) a infekci lidskym

papilomavirem v ustech a na déloznim Cipku.



Obecna cast

Vyvoj kazdého organismu je zavisly na bunéfném déleni. Charakeristika
bunécného cyklu byla v roce 1953 pfedstavena Pelcem a Howardem. Tento
cyklus kon¢i rozdélenim puvodni buriky na buriky dcefinné, coz umozni jejich

dalsSi rlst a nasledné dochazi k dalSimu déleni.
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2. Spinocelularni karcinomy dutiny Ustni

se vymyka genetické regulaci fyziologickych procesti v organizmu?’
Jedna se o nekontrolované déleni, vychazejici z mutaci na urovni kmenovych

bunék.

Specifické zvlastnosti nadorovych bunék charakterizovali Hannahan a

Weinberg' na na zakladé poruch v $esti fyziologickych procesech:

- autonomie v rastovych signalech

- porusena apoptoza

- nekonecna replikace

- porusena citlivost na inhibi¢ni ristové signaly
- angiogeneze

- tendence k Invazivnimu ristu a metastazovani

2.1. Teorie kancerogeneze

Za obecné uznavanou teorii kancerogeneze je povazovana teorie
geneticka: nadory vznikaji na podkladé vrozeného nebo ziskaného
genetického poskozeni. Nazory na mechanizmus tohoto poskozeni nejsou

zcela jednotné.

Somaticka teorie vychazi z predpokladu, Zze v burnice dochazi ke
kumulaci chyb genomu, vedouci k nekontrolované proliferaci. VSechny buriky
nadoru jsou proto ireverzibilné poskozeny (dysregulace), a proto pfi 1éEbé

musi byt kazda alterovana burika odstranéna.

12



Regulacni teorie predpoklada, Ze nador je vysledkem genetické

nestability

28

Pfedpoklada se, Ze kancerogeneze muze byt ovlivnéna tfemi faktory:

endogennimi, exogennimi a faktory synonkogeneze.

Mezi ,

geneticka dispozice a porucha imunity.
K exogennim

Za faktory synonkogeneze

protoonko-

inek, recesiv -

Je znama silna vazba mezi kancerogenezi, zivotnim prostfedim a
Zivotnim stylem. Chronicky znamé jsou vlivy exogenni: koufeni a konzumace
alkoholu nebo expozice UV zareni. V souvislosti s exogennimi faktory je tfeba
zminit vliv virt - zejména HPV. Z endogennich faktord hraji dulezitou roli
genové aberace, podminujici klinickou manifestaci rdznych syndromu

(napfiklad Gorlin Goltziv syndrom) a nahodné genetické mutace.

U koufeni a konzumace alkoholu pUsobi benzopyren a benzantracen,
které jsou obsazené v cigaretach , dale alkohol, kde se C€asto vyskytuji

nitrosaminy, poskozuji DNA bunék vytvofenim elektrofilnich meziproduktl, a
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tim bud vytlaci elektrony v nukleotidech uvnitf DNA, ¢imZ poSkodi parové

vazby a sekvenci bazi nebo se navazi pfimo na DNA®.

21.1.

Mechanizmus kancerogenniho uc¢inku u kuraku :

lokalni drazdéni (termické, chemické -polonium, benzpyreny)
zvysené procento mutaci genu p53 s poruchou regulace apoptozy

zvySeni potfeby vit. C ve tkanich, ¢aste¢na blokada jeho rezorbce ze

zazivaciho traktu
sniZeni hladiny beta-karotenu v plasmé

zvySeni hladiny nitritd a volnych kyslikovych radikala

. Kancerogenni efekt konzumace alkoholu :

lokalni drazdéni
zvySena exprese mutaci genu p53 s poruchou regulace apoptozy

snizeni pfijmu bézné stravy (az 45% denni energetické potieby

hrazeno alkoholem)

deficit vit. C (zvySena exkrece), malabsorbce vit. E
snizeni migrace granulocytl, sniZeni aktivity makrofagu
snizeni produkce cytokind

zvySeni hladiny acetaldehydu (produkt metabolismu etanolu

povazovany za kancerogen)

potenciace kancerogennich u¢inkl tabakovych zplodin (alkohol jako

rozpoustédlo usnadriuje jejich rezorbci)

14



2.1.3. Mechanické drazdéni a malhygiena jako etiologické faktory

kancerogeneze:

Vliv chronického drazdéni na potencialni vznik nadoru je znamy. V
ustech musime zminit chronické drazdéni ostrymi okraji zubu a zubnich
nahrad (fixnich nebo snimatelnych). Takové drazdéni plsobi chronicky zanét,
ktery, zejména potencovany koufem a/nebo alkoholem, muze vést k

malignizaci epitelové bunky.

Vliv malhygieny na rozvoj onkologického onemocnéni neni zcela jasny.
Duvodem k tomuto tvrzeni je fakt, Ze vétSina pacientd s OFK holduje
potatorstvi a tabakismu, kdy péCe o hygienu nejen dutiny ustni nebyva

primarnim zajmem téchto pacientu.

2.1.4. Vliv lidského papilomaviru na vznik OFK:

U HPV tumorld se na deregulaci buné€ného cyklu podileji produkty
virovych onkogenti E6 a E7'"'2"3 (Obr. 2). E6 se navaze na p53 (buriky bez
funkéniho p53 nepodléhaji apoptdéze) a inaktivuje telomerazu. Vazba
onkogenu E7 na pRb uvolni transkrip&ni faktor, ktery aktivuje geny regulujici
bunécnou proliferaci. HPV+ tumory jsou charakterizovany snizenou hladinou
retinoblastomového proteinu (pRb) a cyklinu D1, jejich dalSi vlastnosti je
obsah nemutovaného (divokého typu) genu p53'*. Prevalence infekce oralni
HPV u asymptomatické populace se pohybuje v pomérné Sirokém rozmezi 0-
10%. Predpoklada se, Zze ke klinické manifestaci dlazdicobunééného

karcinomu dochazi teprve za 10-35 let od infekce virem'®.
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Obr.2 Genom lidského papilomaviru s lokalizaci hlavnich onkogent E6 a E7

2.2. Diagnostika karcinomu dutiny ustni

Onkologicka prohlidka ust stomatologem je v ramci preventivniho
pojiStovnou hrazeného vysSetfeni 1x za pual roku. Paradoxem zustava, ze i
pfes snadnou samovySetfitelnost a vySe zminéné bezplatné prohlidky

pfichazeji pacienti velmi ¢asto v pokrocilém stadiu nadorového onemocnéni.

Diagnostika nadoru vychazi z anamnézy, klinického vySetfeni vCetné
vyuziti zobrazovacich metod a histopatologického vySetfeni bioptického

materialu.
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2.2.1. Anamnéza

Velmi dalezitym anamnestickym udajem je délka trvani obtizi. Dale nas
zajima celkovy zdravotni stav v ramci osobni anamnézy anamnéza

farmakologicka, abuzus nikotinu a alkoholu a pracovni prostfedi pacienta.

2.2.2. Klinické vySetreni

Pfi klinickém vySetfeni se zaméfujeme na tvar, velikost, povrch,

pfipadnou infiltraci a poruchu funkce nadorem postizené tkané

K urCeni pfesné diagnézy a naplanovani dalSiho terapeutického
postupu ma toto vySetifeni nezastupitelnou roli. RozliSujeme biopsii ¢asti nebo
odbér celé Iéze (v pfipadé malych nalezll) - zde je nutno peclivé zaznamenat

pfesnou polohu odbéru pro pfipadnou dalSi chirurgickou terapii.

ech

jejich

bec. 3

, mnohojad
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. Soucasti histopatologického vySetfeni je také

stanoveni histopatologického gradingu,

Specifika histopatologického nalezu u HPV+ tumor( viz kapitola 5.4.

Detekce lidského papilomaviru.

2.2.4. Metastazy

Jednou z vlastnosti zhoubnych nadort je nekontrolované se Sifit. Vedle
lokalniho, inflitrativniho ristu mohou zakladat vzdalena loziska, a to bud

hematogenng, lymfogenné nebo kombinaci obou zpUsobd.

Schopnost nadoru zakladat metastazy je slozity biologicky déj, ktery
probiha v nékolika etapach. ZacCina invazi prfes bazalni membranu epitelu a
Sifenim mezi endotelialni buriky lymfatickych nebo krevnich cév za
spolupusobeni nékterych enzymu( (kolagenazy, heparinazy a stromelyzinu).
DalSim krokem je vznik nadorovych embolu uvnitf lymfatickych nebo krevnich
cév, kde se nachazi velmi silné ochranné prostfedi zajiStované imunitnim
systémem. Pfi ,nadorové kolonizaci® regionalnich lymfatickych uzlin nebo
jinych vzdalenych tkani se znovu uplatiiuje vliv vy§e zminénych enzymda.
Proces implantace nadorovych bunék v nové tkani s vytvofenim samostatné
fungujicich bunécnych klonl vyzaduje angiogenni a rastové faktory tak, aby
bylo zajisténo krevni zasobeni, stimulace k replikaci metastatickych bunék a
potlaeni vlivu hostitelskych bunék nebo jejich aktivace na strané druhé (napf.
osteoklastll k resorpci kosti). Odhaduje se, Ze pouze asi 1% pokusu o

metastazovani je pro nadorové buriky plné tispésné®.

Spinocelularni  karcinomy nej¢astéji metastazuji do regionalnich
lymfatickych uzlin. V zavislosti na lokalizaci nadoru existuji urcité predilekéni

lokality, ve kterych Ize existenci metastaz predem predpokladat (Obr. 3).

18
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Obr. 3 Metastazovani karcinomu dutiny ustni do jednotlivych skupin

lymfatickych uzlin

Z chirurgického hlediska jsou jednotlivé oblasti na krku rozdéleny tzv.
etazemi (I-VI) (Obr. 4).

hypofaryngu a laryngu.
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Obr. 4 Etaze lymfatickych uzlin na krku: la — submentalni oblast, Ib —
submandibularni oblast, Il - horni jugularni oblast, Ill —

IV — dolni jugularni oblast, V - , VI—

20



2.2.5. Zobrazovaci metody

V ramci stagingu onemocnéni nadorem musime k vySe uvedenym
vySetfenim doplnit zobrazovaci metody. K zakladnim by mélo slouzit CT
vySetfeni hlavy a krku s intraven6zné aplikovanou kontrastni latkou. Nékteré
odborné spolec¢nosti radéji nez CT doporuc€uji MR pro jeho vétsi vypovédni
hodnotu. Obligatorni soucasti vySetfovaciho algoritmu je i zadopfedni

rentgenogram srdce a plic.

Jinou moznosti, kterou nam souCasné zobrazovaci metody nabizeji je
celotélovy sken s vyuzitim PET CT. Senzitiviia PET CT vySetfeni je
odhadovana na 93-100%, specificita na 90-100%. Dale je PET CT vySetfeni
mozno zakomponovat do nasledného radioterapeutického planu (Viz kapitola

3.2. Radioterapie).

2.3. Biologické vlastnosti a progndza karcinomu

Zakladnimi deskriptivnimi metodami nadorového onemocnéni jsou jeho

staging (rozsah) a grading (stuper diferenciace nadoru).

Pfi stanoveni stadia (stagingu) nadorového onemocnéni vychazi klinik
z vysledki TNM klasifikace. Grading urCuje histopatolog na zakladé
mikroskopického, resp. imunohistochemického vySetfeni vzorku nadoroveé

tkané.

2.3.1. Staging nadorového onemocnéni

2.3.1.1. TNM klasifikace

1952. V roce 1950 ustavila UICC (Union for

International Cancer Control - )

21



ech

tem
retrospek vzdy po uplynuti i let.
Cile TNM klasifikace by se daly shrnout do nasledujicich bodu:
- by
- by
2.3.1.2. Stadium onkologického onemocnéni
Stadium T N M
onemochnéni
Stadium 0 TIS NO MO
Stadium | T1 NO MO
Stadium |1 T2 NO MO
Stadium Il T1-2 N1 MO
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T3 NO, 1 MO
Stadium IVA T1-3 N2 MO
T4a NO — N2 MO
Stadium IVB T(jakékoliv) N3 MO
T4b N (jakékoliv) MO
Stadium IVC T(jakékoliv) N(jakékoliv) M1

2.3.2. Grading nadorového onemocnéni

Prognéza maligniho onemocnéni spinocelularnich karcinomt orofaryngu

(

edp ) @ na klinickém stadiu.

Velmi dulezitym prognostickym faktorem u karcinomu( hlavy a krku je

hloubka invaze (Obr 5.), perineuralni nebo intravaskularni Sifeni.

Tumor
thickness

Risk of occult
nodal metastasis

Overall incidence
f nodal metastasis

% patients dead
f di

Obr.5 Souvislost mezi hloubkou invaze a pravdépodobnosti metastazovani &
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3. Lééba tumort dutiny ustni

Lécba slizni¢nich karcinomu dutiny Ustni stoji na tfech zakladnich pilifich:

- radikalni chirurgické odstranéni nadoru

- radioterapie

- chemoterapie

3.1. Chirurgicka lécba

Chirurgicka lé¢ba nadoru hlavy a krku spociva v odstranéni primarniho
loziska tumoru pokud mozno vcelku a s dostateCnou radikalitou a exenteraci

spadovych lymfatickych uzlin.

3.1.1. Odstranéni primarniho loziska tumoru

Chirurgicky vykon stale zustava nejefektivngjSim typem IéCby
zhoubného onemocnéni. Sklada se ze samotné excize nadoru spolu s okolni
zdravou tkani tak, aby byl vlastni okraj extirpovaného zhoubného tumoru
vzdalen minimalné 0,5 cm od resekcni linie. Tento poZzadavek nelze vzdy
splnit, ale ukolem chirurga je pohybovat se co nejvice ve zdrave, nadorem

neinfiltrované krajiné.

Vznikly defekt je poté mozno uzavfit mistnimi posuny tkani anebo,
pokud to neni mozZné, vyuzZivat k rekonstrukci defektu vzdalenych anebo
rotaCnich lalokd. Je nutno pamatovat na to, Ze onkochirurgické vykony jsou

nejen velmi zatézujici pro pacienta, ale také Casové a finan¢né narocné.

V ramci nutricniho zajisténi pacienta velmi ¢asto zavadime perkutanni

endoskopickou gastrostomii, jelikoZz prosta nazogastricka sonda nejenze
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paciety obtéZuje svou pfitomnosti, ale po vice jak 10 dnech muze zpusobit
dekubity v misté kontaktu s travici trubici, coZ vede k jizveni a strinkturam.
Vzhledem k naroc¢nosti vykonu a riziku pooperacnich edému v krajiné ustni
dutiny a hornich dychacich cest Casto volime tracheostomii k zajisténi

pruchodnosti dychacich cest.

3.1.2. Kréni blokova disekce

Vedle eliminace vilastniho nadorového loZiska musime pfistoupit i k

eradikaci metastaz v oblasti krénich lymfatickych uzlin na krku.

Crile v roce 1906 navrhl tzv. radikalni kréni blokovou disekci s
odstranénim lymfatickych uzlin i pfes klinicky negativni nalez krénich
metastaz. Tato operace ve své dobé znamenala pralom v |é€bé& nemocnych
nadory hlavy a krku, jimZ umoznila vyrazné delSi pfeziti. Je nutné podotknout,
Ze i v dneSni dobé ma tato operace stale své misto v chirurgické Iécbé

krénich metastaz.

Podle soucasné klasifikace Vyboru pro chirurgii hlavy a krku Americké
akademie otolaryngologie - chirurgie hlavy a krku (Committee for Head and
Neck Surgery and Oncology of the American Academy of Otolaryngology-
Head and Neck Surgery) rozliSujeme nékolik typu krénich blokovych disekci,

které jsou zaloZeny na nasledujcich principech:

Radikalni kréni blokova disekce - standardni zakrok k provedeni kréni

lymfadenektomie, vS8echny ostatni operace reprezentuji jednu nebo nékolik

modifikaci této operace.

Zakrok spocCiva v en bloc odstranéni tukové-lymfatické tkané, ktera
obsahuje lymfatické uzliny z etazi |-V a z okoli cauda parotis. Dale jsou

resekovany n. accesorius, v. jugularis interna a m. sternocleidomastoideus.

Dnes je tato operace doporu€ena pouze u pacientl s vysokym N+
stadiem, pfi uzlinovych recidivach po chemoradioterpii nebo u pacientl s
rozsahlym extrakapsularnim Sifenim smérem Kk n. accesorius, m.

sternocleidomastoideus a/nebo v. jugularis interna.
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Modifikovana radikalni_kréni blokova disekce zachovava jednu nebo

nékolik nelymfatickych struktur. Rozsahem je tedy stejna jako radikalni
blokova disekce, ale SetrnéjSi vuci jedné nebo nékolika dulezitym strukturam,

napf. n. accesorius, v. jugularis interna, nebo m. sternocleidomastoideus.

Selektivni_kréni blokova disekce se zaméfuje na skupinu uzlin, které

jsou vzhledem k lokalité primarniho tumoru statisticky nejCastéji postizeny.

U této blokové disekce u karcinomU dutiny ustni exenterujeme urovné
I-11l. DoporuCovana je u stadii NO a N1, nicméné diky slozité lymfatické

drenazi jazyka néktefi autofi doporucuji rozsah etazi I-IV.

Extendovana krcni blokova disekce zahrnuje odstranéni dalSich tkani,

postizenych metastatickym Sifenim nadoru.

3.2. Radioterapie

Radioterapie u onkologicky nemocnych muaze byt vyuzita v ramci
primarni terapie nadort hlavy a krku, jako adjuvantni nebo neoadjuvatni

soucast chirurgické 1é€by anebo jako tzv. paliativni IéCba.

hlavy a

Radioterapie se sklada ze 2 hlavnich kroku, kterymi jsou planovani

ozafovaciho pole a vlastni radioterapie.
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j 40,41
Vysledky modernich zobrazovacich metod (CT s kontrastni latkou,
PET CT, MR) je za ucelem stanoveni ozafovaciho planu mozno fuzovat se

|42

samotnym planovacim CT. Studie Daisneho a spol™ uvadi, Ze v tomto

smyslu je PET CT nejpfesnégjsi.

Pfi ozafovani v oblasti hlavy a krku se nevyhneme zacileni na oblast
primarniho nadoru a jedno- nebo oboustrannych lymfatickych uzlin na krku,
coz déla tento zakrok slozitym diky pfitomnosti Cetnych Zivotné dualezitych
organu. Donedavna byla nejcastéji pouzivanou metodou technika postupného
zmenSovani poli (shrinking field technique), kdy oblasti primarniho tumoru
a oboustrannych krénich uzlin byly ozafovany ze dvou protilehlych boc¢nich
poli davkami 40-44Gy. AvSak homogenita davky neni u tohoto typu

radioterapie zcela optimalni, navic planovani je velmi slozité.

Naproti tomu radioterapie modulovanou intenzitou (IMRT) optimalné
distribuuje davky zafeni diky optimalnimu rozlozeni intenzity zafeni v
jednotlivych polich. Celkové je tato metoda velmi vyhodna, protoze umozniuje
homogenni ozafeni cilového objemu za Setfeni rizikovych struktur. Dalsi,

a velm

(p = 0,003)*

44,45
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Vyhodou IMRT techniky je v okoli nadoru

47-48

Protonova terapie

Jedna se aplikaci ozareni urychlenymi protony. Vyhoda této IéCby

spoCiva v presném ozareni cilového objemu

49

3.3. Chemoterapie

Ve spektru metod vyuzivanych pfi |éCbé nador( hlavy a krku ma
chemoterapie spiSe pomocny, dopliujici vyznam. V protokolech standardni
léCby OFK rozliSujeme 3 druhy chemoterapie: neoadjuvantni, adjuvantni a

konkomitantni radiochemoterapii.

Neoadjuvantni (induk&ni) chemoterapie muze byt podavana s cilem
zlepSit vysledky lé€by, nebo je soucasti takzvanych zachovnych protokolu.
Zachovny protokol predstavuje alternativu k radikalni chirurgické lecbé.
V uvodu podana chemoterapie ma za ukol selektovat nadory vhodné pro
primarni radioterapii. Vychazi se z pfedpokladu, Zze chemosenzitivni nador

bude i radiosenzitivni.®*

Pfikladem této I[éCby mulaze byt lokoregionalni neoadjuvatni
chemoterapie kanylaci arteria temporalis superficialis, jejiZz dlouhodoby efekt a

vyznam pro dobu preZiti nemocného nebyl potvrzen.*>®

Ugelem adjuvantni chemoterapie je terapeuticky ovlivnit eventualni
vzdalené mikrometastdzy nadoru. V souCasné dobé se povazuje za
prokazané, Ze konkomitantni podani chemoterapie s radioterapii je u€innéjsi
nez neoadjuvantni chemoterapie s naslednym zafenim. Ukazuji na to
vysledky metaanalyz hodnotici velké mnozstvi pacientd, kterym byla

chemoterapie podana®°. Chemoterapie do jisté miry senzibilizuje nadorovou
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tkan k ucinku radiacniho zafeni a tim zlepSuje vysledny efekt [éCby.
Nevyhodou konkomitantni chemoterapie je jeji toxicita, kterou pacienti
zejména s pokroCilym onemocnénim nadory hlavy a krku nemuseji vzdy

tolerovat.

3.4.Biologicka lécba

V poslednich nékolika letech je vénovana pozornost latkam, které
zasahuji pouze nékteré molekularni cile. Tyto preparaty pusobi cilené na
receptor epidermalniho rdstového faktoru (EGFR - epidermal growth factor
receptor). Jde o jeden ztransmembranovych signalnich proteinu, ktery se
podili na kontrole normalniho buné&ného rastu a diferenciace, ale i na vzniku
nadoru ajeho propagaci. EGFR je exprimovan fadou nadorl, vcetné
karcinomu hlavy a krku, a jeho vysoka exprese koreluje s agresivitou nadoru,
niz§im prezitim a rezistenci vadi radioterapii®’*®. Biologicka lé&ba byva
zarazovana zpravidla v kombinaci s radioterapii jako pooperacni zajisténi,
nebo v pfipadech pooperacnich nadorovych recidiv. Jeji nevyhodou zUstavaji
zatim zejména vysoké finan¢ni naklady a ¢asové omezené prodlouzeni doby
preziti pacientl (v fadu mésicl). LepSich vysledkd bylo dosazeno pfi lé€bé

u karcinomu orofaryngu a lépe diferencovanych nadorti.>®

4. Lidské transformujici viry

Nejen HPV viry jsou zodpovédné za maligni transformaci bunék.
Zvifeci viry byvaji zodpovédné za akutni transformaci bunék, naproti tomu
humanotropni viry k maligni transformaci potrebuji delSi dobu latence se

spoluti¢asti vnitfnich a vnéjsich vliva®.

(podle International Agency for Research on Cancer
- pov
(HPV), virus hepatitidy B (HBV), virus hepatitidy C (HCV), lidsky
T- lymfotropni virus 1 (HTLV-1), lidsky herpesvirus 8 (HHV-8, KSHV) a virus
lidské imunodeficience (HIV) (Tabulka 1)
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adenoviry. Velka

etiologii rakoviny prsu.®'?

rovnéz zarazen>®

eci) a

mladého endogenniho retroviru HERV v

Nazev viru Malignita
EBV v lymfom
v lymfom
Karcinom nosohltanu
ni lymfoproliferativni
nemoc
HPV

ipek, vulva, vagina, anus,
penis) Karcinomy hlavy a krku

Lidsky herpesvirus 8

Kaposiho sarkom
Lymfom serdznich blan
Primarni efusni lymfom

Multicentricka Castlemanova choroba

Virus hepatitidy B

Hepatocelularni karcinom

Virus hepatitidy C

Hepatocelularni karcinom

Lidsky T- lymfotropni virus -1

lych

HIV

Lymfomy
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Tabulka . Pfehled humanotropnich kancerogennich virg "

20

biologickeé techniky:
- Pouze nemocna tka elého patogenu.

- tu kopii genomu patogenu.

ni.

Povaha mikroorganismu detekovaného pomoci

se znamou biologickou charakteristikou onemocnéni.

- kaz je reproducibilni.

5. Lidsky papilomavirus

Virus lidského papilomaviru nalezi do skupiny Papovaviridae, ktera
zahrnuje pfiblizné 100 rlznych sérotypovych druh(, a dale déli do dvou
dil€ich skupin - alfa a beta. Jedna se o0 malé neobalené dvouvlaknové DNA
viry, které jsou mutaCné stabilni a druhové specifické. Virus lze nalézt na
mnoha mistech téla - na sliznicich (déloznim C¢ipku, v ustech, oro-
hypofaryngu), kazi - v oblasti genitalu nebo konecniku. HPV nachazime v
mnoha lézich, které maji charakter benignich (veruky, condylomata
accuminata), ale i malignich solidnich nadord (karcinomy délozniho &ipku,

pyje, kuze, dutiny ustni, orofaryngu).

Genom HPV se sklada ze 3 oblasti:

- requlaéni region (LCR) - obsahuje vazebna mista pro virové proteiny E1 a

E2, zde zacCina virova replikace, dale promotory (P1-P4) a vazebna mista pro
transkripCni faktory
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- Casny region (early region)

- pozdni region (late region).

Na zakladé rizika malignizace hostitelské bunky byly vytvofeny 3
skupiny, do nichz jsou jednotlivé typy HPV Fazeny: low risk, intermediate risk
a high risk (HR).

Skupina alfa HPV je jedinou, ktera je obsazena v skupiné HR HPV
tumorl, nejlépe probadanou a nejvice diskutovanou s ohledem na riziko

malignich transformaci infikovanych bunécnych struktur.

Prevalenci pfitomnosti lidského papilomaviru v neoplaziich'®"®

vyjadfuje Tabulka 2:

Lokalizace Prevalence
Karcinom délozniho Cipku 99.7 %
Karcinom anu az 93 %
Karcinom pochvy az91 %
Adenokarcinom délozniho Cipku 82 %
Karcinom penisu az82 %
Karcinom vulvy 40 %
Dlazdicobunééné karcinomy hlavy a krku | az 35 %

Tab. 2 Prevalence pfitomnosti lidského papilomaviru v riznych neoplaziich.

Z pohledu OFK fadime k HR-HPV typy 16, 18, 31, 33, 35. Jedna se o
viry s dvouvlaknovou DNA s pfiblizné 8000 nukleotidy, které kéduji sedm
Casnych (early) gent (E1-7), dva pozdni (late) L1, L2 a locus control region

(LCR) (Obr. 1). Z vySe uvedenych je nejCastéjSim zastupcem typ 16, ktery se
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vyskytuje asi v 90-95% HPV+ nadoru, nasledovany zna¢né mensi skupinou
typt 18 a 33 49,

Naproti tomu patogeneticky vyznam HPV ze skupiny beta
jélr21,22
ebi hlubSiho objasnéni jejich molekularnich
charakteristik a znalost epidemiologie, aby bylo mozné lépe t jejich

roli v karcinogenezi.'

regreduji v horizontu 5 let®®
trpicich vzacnou genetickou chorobou
znamou pod nézvem epidermodysplasia verruciformis (EV)?. Ve vztahu s EV
jsou beta HPV typy 5 a 8 klasifikovany jako vysoce rizikové®. B
asti nemelanomovych koznich malignit nejen u
imunokompromitovanych, al 26

ipadna role beta HPV v karcinogenezi je predmétem vyzkumu'®.

5.1. Pfenos infekce

Infekce lidskym papilomavirem je povazovana za sexualné& pfenosné
onemocnéni (STD). K pfenosu infekce muize dojit jakymkoliv sexualnim
stykem — koitalnim, nekoitalnim, hetero- nebo homosexualnim, a to
obousmérné. Pfenos infekce mulze nastat i libanim nebo autoinokulaci.
Mechanizmus osidleni dutiny ustni je objasnén nejméné. Obecné se za
nejpravdépdobnéjSi povazuji alternativni koitalni praktiky (orogenitalni
prenos). Nicméné Casto typ HPV v Ustech a na genitalu neni totozny a to jak u
sexudlniho partnera tak u osoby samotné®*®°. Podle nékterych autorli neni
mozné vylou€it pfenos nepohlavni cestou: bylo prokazano, Zze viry v
keratinocytech mohou za vhodnych podminek preZivat az jeden tyden®'.
Vzhledem k tomu, Ze virémie vznika az po infekci virem HPV, je kontaminace

krevni cestou spi$e nemozna.®
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Posledni moznosti pfenosu infekce zustava vertikalni pfenos z matky
na dité. Toto je teoreticky mozné dvéma zpusoby: v pribéhu téhotenstvi nebo
b&hem porodu’?. Tento pfenos je sice mozny, avéak dochazi k nému relativné
vzacné. Pokud dojde k infekci, vétinou do nékolika mésictl vymizi’®. K trvalé
infekci dutiny ustni dochazi u asi 10% infikovanych jedinct a ke genitalni u

méné nez 2% takto infikovanych novorozencil.™

HPV jsou celosvétové nejCastéji prenasenym infekénim agens.
CeloZivotni riziko infekce u Zen je az 80%®. Pfenos pravdépodobné nastane
kontaktem sliznic obou partneri béhem sexualniho styku. Drobné ranky, které
se na sliznici nebo kuzi vyskytuji pak slouzi jako vstupni brana pro infekci

virem, ktery se tak dostane ke slizni¢ni bazalni membrané.

5.2. Mechanismus infekce burnky virem HPV

Dlazdicobunéény epitel sliznic lidského téla v mistech skvamo-
kolumnarni junkce pfechazi v epitel cylindricky. V této lokalité dochazi k

vyrazné proliferacni aktivité; jedna se o oblast velmi nachylnou k infekci HPV.

Bazalni nebo parabazalni burika skvamo-kolumnarni junkce se muze
transformovat jak v keratinocyt, tak v burku cylindrického epitelu. Proto
pfipadné dysplastické zmény mohou byt v oblasti obou zminénych typl
epitelu.®” HPV v8ak k dokonéeni svého Zivotniho cyklu potiebuje diferenciaéni
gradient, ktery je pfitomen pouze v mnohovrstevném dlazdicovém epitelu,
nikoliv vS8ak v jednovrstevném cylindrickém epitelu. To je dlvod, pro¢

v posledné uvedeném neni primarni sidlo HPV infekce.®®

Virus se po proniknuti defektem v epitelu vaze na jeho bazalni
membranu a nasledné na bazalni keratinocyty®® (Obr. 6). Obé vazby jsou
zprostfedkovany virovym kapsidovym proteinem L17%7". Inkorporace viru je
vSak mnohem slozitéjSi proces. Jedna bunka muze byt infikovana nékolika

typy HPV, do genomu hostitele se ale zpravidla zapiSe pouze jeden.
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Obr. 6 Cesta infekce epitelu virem HPV

5.3. Charakteristika pacientt s HPV+ karcinomem

HPV+ tumory byly v poslednich 10 letech intenzivné studovany. Dnes
vime, Ze dutina ustni a orofarynx jsou k infekci lidskym papilomavirem
nachylné, pficemz typ HPV 16 je nejCastéjSim zastupcem high risk

skupiny”®7®.

Nemocni s HPV tumorem jsou vétSinou v mnoha aspektech odlisni od
"klasickych" HPV negativnich. Jedna se vétSinou o mladsSi pacienty, Casto s

dobrym socioekonomickym zazemim a vySSim vzdélanim (Tab. 3)

Srovnani skupin pacientl s HPV pozitivnim a negativnim spinaliomem

dutiny ustni a orofaryngu:
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HPV + HPV —

Lokalizace tonzily, baze, kdekoliv

kofen jazyka

Incidence vzestupna stejna
Vék mladsi jedinci starsi jedinci
Pohlavi M:Z 3:1 M:Z 3:1

Socioekonomicky [stfedni az vysoky |nizky

status

Rizikové faktory [sexualni alkohol, tabak
promiskuita

Prognéza lepSi horsi

Tab. 3 Srovnani skupin pacienti s HPV pozitivnim a negativnim spinaliomem

dutiny ustni a orofaryngu

Pacienti, jejichz nador je p16 pozitivni maji ve srovnani s pacienty p16
negativnimi signifikantné vysSi pravdépodobnost, Zze se u nich nerozvine
recidiva tumoru po prodélané chemoradioterapii. Dale i pfes progresi recidivy
nadoru maji pacienti s p16 pozitivnimi karcinomy dutiny ustni signifikantné
vySSi délku preziti nez u skupiny p16 negativnich, jak ukazal zavér studie
Fakhryové z roku 2014.%" (Graf 1)
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Graf 1 Graf ukazujici srovnani 2 letého preziti od vypuknuti recidivy u

pacientt p16 pozitivnim a negativnim karcinomem orofaryngu®’.

Chirurgicka terapie u HPV+ tumor( ma, stejné jako u HPV negativnich,
ve srovnani s ostatnimi lé¢ebnymi modalitami, nejlepsi efekt. Fakhryova®' ve
sveé studii hodnoti vysledky operaci u lokoregionalnich recidiv, ze kterych
vyplyva, Ze operace i v pfipadé recidivy HPV+ tumoru ma prognosticky lepSi

vysledek nez pouha paliativni adjuvantni terapie.

Také paliativni chemoterapie HPV+  karcinom( vykazuje vySSi
pravdépodobnost petiletého preZiti nez u HPV- . Dlvodem pro¢ HPV
pozitivni karcinomy Iépe reaguji na léCbu, mize byt skuteCnost, Ze ve
sorvnani s HPV negativnimi vykazuiji rozdily v expresi p53%?, p16%, p21%® a
EGFR8.

5.4. Detekce lidského papilomaviru

V souCasné dobé existuje cela fada metod umoziujicich stanoveni
pfitomnosti HPV v biologickém materialu. Mezi metody nepfimé patfi zejména

cytologie, histologie bioptického materialu a imunohistochemické vySetreni.
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5.4.1 Histologicka detekce infekce lidskym papilomavirem

Histopatologicky obraz HPV-pozitivniho spinaliomu dutiny ustni nema
specifické rysy. Ve vétSiné pfipadl jde o nekeratinizujici, Spatné
diferencovanou lézi. Mohou byt pfitomny nékteré histopatologické znaky jako
koilocytoza, dyskerat6za, hyperkeratéza, akantéza a parakeratoza.
Koilocytéza je nejCastéjSi cytopaticky efekt viru a je povazovana za hlavni
histopatologicky aspekt HPV infekce. Koilocytéza oznacuje pfFitomnost
abnormalnich koilocytd s pyknotickym jadrem a velkym perinuklearnim

projasnénim. Nicméné studie®*>®

zabyvajici se prukazem HPV suspektnich
karcinomU orofaryngu na zakladé histologického vySetfeni ve srovnani s
detekci pomoci PCR prokazaly, Zze pfitomnost koilocytd v biopsiich
spinocelularnich karcinomu dutiny Ustni nesvédci vzdy pro skute€nou virovou

infekci.

5.4.2. Laboratorni diagnostika HPV infekce

Existuje  nékolik testd, umoznujicich uréit HPV etiologii
orofaryngealnich spinocelularnich karcinomua: HPV PCR, HPV in situ
hybridizace (ISH) a imunohistochemicky prikaz exprese nadorové
asociovaného supresorického proteinu p16. V klinické praxi se posledné

uvedena metoda pouZziva nejvice.

P16 protein je regulator bunécného cyklu, jehoz normalni funkci je
potlaCovat aktivitu cyklin dependentnich kinaz. Byl dokumentovan jako marker
transkripéné aktivnich HPV u orofaryngealnich karcinomud. Overexprese p16
se dava do souvislosti s lepSi odpovédi na terapii a lepSi klinické vysledky u
orofaryngealnich spinocelularnich karcinomud. Overexprese p16 proteinu se
objevuje jako vysledek degradace Rb proteinu HPV E7 onkoproteinem.
ProtoZze p16 je tumor supresorovy protein, jehoz normalni funkci je inhibice
cyklin dependentnich kinaz, chybi jeho exprese u vétSiny HPV negativnich
spinocelularnich karcinom hlavy a krku, protoze gen je mutovany,

deletovany nebo metylovany. Limitaci proteinu p16 jako optimalniho
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biomarkeru je, Ze neni specificky jenom pro HPV infekci, protoze mize byt
overexprimovany i jinymi mechanizmy. Je prokazano, ze p16 pozitivni, HPV
negativni spinocelularni karcinomy maiji pfeziti srovnatelné s p16 pozitivnimi,
HPV pozitivnimi tumory a statisticky signifikantné lepSi nez p16 negativni,
HPV negativni spinocelularni karcinomy. P16 protein tak urCuje nejvétsi

kohortu orofaryngealnich spinocelularnich karcinomu s ,dobrou prognézou®.

Vyuziti serologickych metod pro prikaz HPV infekce je sporné.
papilomaviry neprochazeji totiz virémickou fazi, a jsou jen velmi obtizné
kultivovatelné na tkanovych kulturach. Kazuistiky z poslednich let naznacuiji,
ze vzorky ziskané v Case diagn6zy u nadorl orofaryngu, penisu a délozniho

&ipku jsou velmi silné asociovany s HPV 16 E6 a E7 séropozitivitou °.

V laboratorni praxi se nejCastéji pouzivaji molekularné genetické HPV
testy, dnes jiz komercné dostupné, které umoznuji detekci virové nukleové
kyseliny ve vzorku. OdliSuji se mezi sebou pfedevsim senzitivitou a specifitou.
RozliSujeme zejména screeningové HPV testy, genotypizacni HPV testy a
HPV in situ hybridizaéni testy”. Volba metod detekce HPV zavisi na
pozadovaném vysledku dané laboratofe. Pro rutinni preventivni a
diagnosticky screening cervikalnich lézi obvykle pIné postacuje urCeni HPV
negativity nebo HPV pozitivity bez urCeni konkrétniho HPV typu. V pfipadé
pozitivniho vysledku Ize nékterou z typizacnich metod urcit konkrétni genotyp
ze skupiny HR (High risk — vysokého rizika) €i LR (low risk — nizkého rizika)
HPV. Ktomuto uCelu se vyuziva napfiklad PCR s typové specifickymi
primery, metoda RFLP (Restriction Fragment Lenght Polymorphism) zaloZzena
na rozliSeni specifické délky restrikénich fragmentl ¢i metodu hybridizace dot-
blotu s typové specifickymi oligoprébami. Komeréné dostupna je také metoda

reverzni hybridizace.

Nejpouzivangjsi metodou stale je Hybrid Capture Il systém (Digene),
ktery pouziva pro hybridizaci RNA sondy jak pro skupinu HR HPV (typ
16,18,31,33,35,39,45,51,52,56,58,59,68), tak pro skupinu LR HPV typul
(6,11,42,43,44). Metoda je zaloZena na pfimé hybridizaci HPV DNA. Hybridy
DNA-RNA, které vzniknou navazanim specifické skupiny sond, jsou

detekovany pomoci specifickych sekundarnich protilatek konjugovanych
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s pfislusnym enzymem, ktery S$tépi pfidany substrat za vyzareni
chemiluminiscence. Chemiluminiscencni svétlo je méfeno v luminometru a
softwarem vyjadieno jako relativni svételné jednotky (RLU - relative light unit)
ve srovnani s kontrolami reakce. Pro zvySeni citlivosti detekce vyuziva
metoda amplifikace signalu a stava se srovnatelné citlivou s detekci
zaloZzenou na bazi PCR. Nékteryé publikace uvadeji, ze je takto mozné
detekovat pfitomnost papilomavirl s citlivosti jiz od 1pg HPV DNA/mI. Metoda
Hybrid Capture Il je dobfe reprodukovatelna. Vykazuje vS8ak urCitou miru
analytické nepfesnosti. Pfi analyze vzorkl mulze dochazet ktzv. kfizové
reaktivité, ktera vznika nezadouci reakci sondy s dalSimi typy HPV a vede k
faleSné pozitivnim vysledkim. Tento nedostatek je mozné redukovat
definovanim Sedé zoény testu a pouzitim vySSi cut-off hodnoty RLU pro
stanoveni jasné pozitivniho nalezu. Vysledky ze Sedé zdény jsou oznaCeny za
hraniéni a je tfeba je znovu testovat, aby bylo mozno ziskat validni

vysledek’®.

DalSim moznym zplusobem detekce HPV s moznosti pfesného urceni
genotypu je vyuziti metod zaloZzenych na polymerazové fetézové reakci —
PCR (polymerase chain reaction). Metody PCR vykazuji nejvysSi senzitivitu a
jsou Casové nenarocné. Pfi pouziti PCR je tfeba vyloucit pfitomnost inhibitor(
DNA polymerazy a souCasné pfi kazdé reakci ovéfit dostateCné mnozstvi
DNA vstupujici do reakce. Za timto uCelem se pouziva amplifikace

kontrolniho genu napf. pro lidsky beta-globin.

Podle vychoziho materialu Ize volit rizné systémy primerd v PCR.
Nabizi se provedeni jednostupriové nebo nested. Nested PCR je modifikace
polymerazové fetézové reakce, kdy jsou pouzity dva pary primera. Prvni par
primert amplifikuje pozadovany usek stejné jako jednostupriova PCR. Druhy
par primerl naseda na misto v PCR produktu amplifikovaném v prvni PCR
reakci. Produkt druhé PCR reakce je ve srovnani s prvnim produktem kratsi.
Hlavni vyhodou nested PCR je, ze zvySuje specifitu amplifikace

pozadovaného useku DNA a také zvysSuje vytézek amplifikace.

Pro urCeni nékolika zakladnich typl vjedné reakci je mozné

zvolit multiplexni PCR.
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Vysledek PCR je vizualizovan napfiklad pomoci elektroforézy nebo
pfimo metodou hybridizace a imunochemické detekce na mikrotitracnich
desti¢kach. V pripadé real time PCR je produkt detekovan stanovenim zmény

intenzity fluorescencniho zareni béhem amplifikace.

Z dalSich metod urceni HPV typu je mozné uvést kapilarni sekvenaci,
ktera mUze byt i v provedeni zahrnujici pfedchozi klonovanim amplikond,
nebo metodu SSCP (Single Strand Conformation Polymorphism). Zvlastni
skupinu tvofri testy detekujici HPV na principu in-situ hybridizace (ISH). Testy
jsou vSak pomérné narocné na provedeni a vykazuji nizsi citlivosti detekce.
Jedna se o navazani specifické sondy na genom HPV v burice. Vznikly hybrid
je vizualizovan pomoci systému protildtek s enzymatickym znacenim.
Barevné zménény substrat v misté pfitomné HPV infekce je pak detekovan v
histologickém kontextu pod mikroskopem. Rozdily v barveni pozitivhiho
signalu pfiblizné odliSuji episomalni infekci HPV od pokrocilé infekce, kdy je

virus jiz integrovan do lidského genomu.

Nabidka molekularné genetickych testl pro detekci HPV je velmi
Siroka. Pfi vybéru spravného testu miaze byt napomocna i Narodni referenéni
laboratof pro papilomaviry, ktera na svych strankach uvadi prehledné

hodnoceni vybranych HPV testu.

Kazda z metod ma své vyhody a sva rizika z hlediska citlivosti,
specifity, rizika kontaminace, faleSné pozitivnich nebo negativnich vysledkd
apod. KonelCny vybér zavisi vzdy na ucelu stanoveni, pfistrojovych a

prostorovych moznostech laboratofe a zvazeni rizik a vyhod kazdé metody.
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Specialni ¢ast

6. Cil prace

Cilem pFedkladané prace je posoudit moznou souvislost mezi typy
sexualnich praktik (koitalnich vs. nekoitalnich) a infekci lidskym

papilomavirem v ustech a na déloznim Cipku.

7. Material a metodika

Ve spolupraci s Gynekologicko-porodnickou klinikou FN Olomouc
a Katedrou mikrobiologie LF a FN Olomouc jsme vySetffili 87 pacientek. Z nich
6 neudélilo souhlas se zarazenim vysledkl vaginalnich, ale jen oralnich stérd
do studie. U 81 pacientek z 87 jsme provedli stéry z dutiny ustni, orofaryngu
a délozniho Cipku. VySetfované Zeny byly seznameny s cilem studie,
podepsaly informovany souhlasa vyplnily dotaznik (Obr. 6), schvalené Etickou
komisi LF UP a FN Olomouc. Poté byly provedeny gynekologem stéry
z délozniho C&ipku a maxilofacialnim chirurgem 2z dutiny ustni z mist
s nejpravdépodobnéjSim vyskytem HPV infekce - tonzila, kofen jazyka
a spodina dutiny ustni. Vzorky jsme poté odeslali do laboratofe ke zpracovani
metodou PCR.

Vzhledem k mozZnosti pfenosu infekce HPV do dutiny ustni
a orofaryngu jinymi nez nekoitalnimi sexualnimi praktikami, byly otazky
v dotazniku (Obr. 6) sméfovany také k hygienickym navykim (pouzivani
cizich zubnich kartacku), a také ke zlozvykim, kdy mohlo dojit k pfenosu sliny
do ust: pfi koufeni marihuany, vodni dymky ¢&i fajfky - coz jsou aktivity,
u kterych mize dochazet ve skupiné ke sdileni naustku, pfipadné cigarety

samotné.

V nasi praci jsme sledovali mozny vztah infekce délozniho Cipku HPV

HR a vékem, poc&tem oralnich, koitalnich, analnich partnert, dale koufenim a
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konzumaci alkoholu. Za timto ucelem byla skupina probandek rozdélena na
skupiny a to s HPV+ a HPV- nalezem na déloznim &ipku (VAG+ a VAG-).

Material, ziskany stéry z oblasti délozniho Cipku z tonsily, kofene a
spodiny jazyka byly zpracovany v laboratofich Katedry mikrobiologie LF UP a
FN Olomouc metodou Real time PCR (HPV High Risk Screen Real-TM RG)
firmy Sacace. Metoda byla detekovana pfitomnost HPV viru typa (16, 18, 31,
33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59) a jako pozitivni kontrola byl pouzit B-

globinovy gen pouzivany jako vnitfni kontrolu.

Pacientky byly rozdéleny do skupin v zavislosti na vékovych dekadach
(od 20 do 71 let) - viz graf 2. NejpoCetné&jsi skupinou byly vékové kategorie
31-40 a 41-50 (po 14 respondentkach). Vékovy pramér dotazovanych Zen byl
43,2 let (min 22, max 83), median 41 let.

350
308
020-300
Pocet 258
respondentekz20z E31-40m
15@ 0O41-500
108 O51-60E
5@
Bel-a

ol

VékovéozloZeni@despondentek?

Graf 2 Pocet pacientek v decéniich
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Povolani (v pfipadé penze nebo vice povolani, vyjmenujte prosim co nejvice
povolani,které jste vykonaval / vykonavala ) : ................c.ooinl

Onkologie

pfibuznych?
Ano / Ne
Vyskytla se rakovina dutiny ustni u Vasich nejblizSich pfimych pfibuznych?
Ano / Ne
Koufeni: Ano
Ne
Prilezitostné

Pokud ,ANO* nebo ,PRILEZITOSTNE*: Jak dlouho?.........

Zaskrtnéte(moZzno i vice): cigarety, doutnik, fajka, joint, vodni dymka

Drogy

Mate zkuSenost s drogami: Ano / Ne

Pokud ,ANQO*, s jakymi?

UzZivala jste je pravidelné? Ano/ Ne

Jak jste je aplikovala: Koureni: Ano/Ne

Do Zily: Ano / Ne

Tablety: Ano/ Ne
Deélila jste se nékdy o pomucky ke koufeni nebo aplikaci drog (fajfka, virzinko,
injekéni jehla)?: Ano / Ne

Péce o chrup
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Délila jste se nékdy s nékym o svuj zubni kartacek: Ano/Ne

Mate svého oSetfujiciho stomatologa? Ano / Ne

Pokud ne: Jak dlouho?

Cistite si zuby pravideln&? Ano/Ne

Pokud ano: kolikrat denné

Pijete alkohol? Ano / Ne

Pokud ano: Co (v€etné piva)? ........cooeveiiiiiiiiiiiieen,
Pravideln&?
Kolikrat denné?..........oooiiieiiiiiiee
Jak dlouhO?.......ccooe e

Sexualni partnefi:

Jaka je VasSe sexualni orientace: Heterosexualni (osoby opacného pohlavi)
Homosexualni (osoby stejného pohlavi)
Bisexualni

V jakém véku jste zaCala pohlavn@ Zit?...........cccueeeeeiieniis

Kolik sexualnich (i kratkodobych) partnert jste doposud za cely Zivot

méla?...............
Prodélala jste néjakou sexualné pfenosnou chorobu? Ano / Ne
Pokud ,ANQO*, jakou?

Sexualni praktiky:

Provozovala jste nékdy:

A) Oralni sex: Ano (s kolika partnery)
Ne

B) Analni sex: Ano (s kolika partnery)

Ne

Obr. 6 Dotaznik
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8. Vysledky

Primérné pocty sexualnich partnert uvadi Tab. 3, kde nam vychazi, ze
nejvice koitalnich sexualnich partneri se pramérné vyskytlo, podle
predpokladd, ve vySSich vékovych skupinach. OvSem u probandek ve 3.
deceniu bylo nevice nekoitalnich sexualnich partnerd ze vSech vékovych

skupin.

Pozitivni high risk HPV vysledek by ziskan z ust pouze u jedné z 87
pacientek, tj v1,1 % . Tato pacientka udavala 3 ordlni a 9 Kkoitalnich
sexualnich partneri, v tomto pfipadé byl stér zvaginy negativni na
pfitomnost HPV infekce. U 86 z 87 hodnocenych tj. 98,9 % nebyla HPV

infekce HR skupinou HPV prokazana.

Z naSeho dotazniku vyplynulo, Ze 19 respondentek sdilelo cizi zubni
kartaCky. 10 dotazovanych pfipustilo sdileni cigaretové Spicky nebo fajfky
s ostatnimi osobami. Mezi témito zenami se nevyskytla ani jedna osoba
drogové zavisla, 11 z nich mélo zkusenost s koufenim kanabis. U zZadné

z téchto probandek nebyla HPV infekce v ustech nalezena.

U 10 z 81 (1j. 12,3 %) vySetfovanych, byla zjisténa HPV HR infekce na

déloznim Cipku, avSak v ustech se tato infekce neprokazala.

8.1. Vysledky statistického zhodnoceni souboru pacientek

Z vysledku vyplyva, ze pacientky ve skupiné PCR VAG pozitivni byly
signifikantné mladsi a nachazelo se zde signifikantné vice kuracek, v jinych

parametrech se vySetfované skupiny vyznamné statisticky neliSily. (Tab 5)
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20-30 31-40

41-50 51-60

@ Oralni sexualni partnefi

W Vaginal ni sexualni partnefi

61-

Graf 3 Prumérné pocty sexualnich partnert

Pacientky Pacientky
Cely s pozitivnim s negativnim
soubor(n= | nalezem VAG | nalezem VAG
87) (n=10) (n=71) P
Vék 35,0 (20-83) | 29,5 (21-37) 36,0 (20-83) 0,017
Pozitivita PCR
, 1(1,1%) 0 1(1,4%) 1,000
DU
Pocet oralnich
. 5 (0-10) 5 (0-7) 4 (0-10) 0,965
partneru
Pocet koitalnich
. 5(0-13) 5(1-7) 5 (0-13) 0,393
partneru
Koureni 22 (25,3%) 6 (60,0%) 14 (19,7%) 0,012
Alkohol 54 (62,1%) 8 (80,0%) 42 (60,0%) 0,306
Analni sex 15 (17,2%) 2 (20,0%) 12 (16,9%) 0,681

Tab 5. Statistické zpracovani jednotlivych skupin respondentek
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Dale jsme posuzovali miru shody mezi pozitivitou PCR a z vaginalnich
stérl a pozitivitou stér z dutiny Ustni (Tab 6), kdy shoda mezi obéma testy je

86,4% (95%Cl: 77,0%-93,0%).

95%Cl je 95% interval spolehlivosti pro shodu metod.

Crosstabulation
PCR_WAG
negativni | pozitivni Total

PCR_DU | negativni | Count 70 10 a0
% of Total B6,4% 12,3% 98,8%

pozitivni Count 1 0 1

% of Total 1,2% 0,0% 1,2%

Total Count 71 10 a1
% of Total 87,7% 12,3% 100,0%

Tab 6 Mira shody mezi pozitivitou PCR z vaginalnich stéri (PCR_VAG) a
dutiny ustni (PCR_DU)

Vnitfni kontrola betaglobinovym testem neodhalila chybnou metodiku

odbéru vzorku u zadného ze zpracovanych odbéra
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Vyhodnoceni dotazniku u vSech respondentek ukazuje Tab. 4 :
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Tab 4. Vysledek zpracovani jednotlivych dotazniku

9. Diskuze

Role tradi¢nich kancerogent u nadora hlavy a krku spociva prfedevsim
v indukci mutace genetickych regulatort bunééného cyklu. U HPV pozitivnich
tumort se na deregulaci podileji produkty virovych onkogent E6 a E7'""3, E6
se navaze na p53 (buriky bez funkéniho p53 nepodléhaji apoptdze) a
inaktivuje telomerazu. Vazba onkogenu E7 na pRb uvolni transkripéni faktor,
ktery aktivuje geny regulujici bunécnou proliferaci. HPV+ tumory jsou
charakterizovany snizenou hladinou retinoblastomového proteinu (pRb) a
cyklinu D1. Jejich dalsi vlastnosti je obsah nemutovaného (divokého typu)
genu p53™. Problematickou ziistava otazka skuteéné prevalence oralni HPV
infekce v asymptomatické populaci, jejiz podil kolisd mezi 0-10%.
Predpoklada se, Zze ke klinické manifestaci dlazdicobuné&ného karcinomu

dochazi teprve s odstupem 10-35 let od infekce virem'.
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V souCasné dobé existuje cela fada metod umoznujicich stanoveni
pfitomnosti HPV ve tkanich. Mezi metody nepfimé patfi zejména cytologie a
histologie bioptického matrialu. Vyuziti serologickych metod pro prakaz HPV
infekce je omezené. Papilomaviry neprochazeji viremickou fazi a jsou jen
velmi obtizné kultivovatelné ve tkanovych kulturach. Samotny prakaz HPV

protilatek se pro bézné klinické ucely nepouziva.

Incidence HPV asociovanych nadorld v dutiné uastni, orofaryngu a
hrtanu se znacné liSi. To je mozné vysveétlit mimo jiné rozdilnymi metodami
detekce virl. Tak Siroké rozpéti je mozné vysvétlit rozdilnymi metodami
detekce viru, kdy in situ hybridizace ma nizSi senzitivitu nez polymerazova
fetézova reakce (PCR), kde také zaleZi na zvolenych primerech pro

identifikaci viru.

Pfevazujici vyskyt HPV+ tumord v orofaryngu je mozné vysvétlit
histologickym usporadanim epitelu (viz dfive) v této lokalizaci, které je
podobné architektonice povrchovych vrstev epitelu délozniho hrdla. Také
krypty tonzil s velkym povrchem mohou mit vliv na zvySeny vyskyt HPV

infekce v této lokalizaci'>®.

Nezodpovézenou otazkou zuUstava mechanizmus pfenosu HPV do
ustni dutiny. Papilomaviry jsou obecné pokladany za sexualné prenosné;

proto (i kdyz s urgitymi vyhradami'®’

) prevlada domnénka, zZe Kk
prenosu infekce do Ust dochazi pfi nekoitalnich sexudlnich praktikach®.
Riziko oralniho pfenosu infekce je pak umeérné poctu sexualnich partnerd.
D"Souza® povaZzuje za vysoce rizikovy pocet 6 takovych partnert. Smith®
uvadi, Ze vice nez sexualni 4 partnefi v obdobi pfed klinickou manifestaci
nadoru indikuji vySSi riziko vzniku nadoru v dutiné ustni nezli v orofaryngu
(85% vs. 50%, p = 0,07). Pfitomnost high risk HPV byva nizsi u kufakl nez u
nekufaku, a to pravdépodobné pro vysSi promiskuitu u posledné jmenované
skupiny. Smith dale uvadi, ze dalSim rizikovym faktorem je high risk HPV
pozitivita u muzu jejichz partnerky mély abnormalni Pap stér nebo dysplazii
Cipku. Neshledal vSak jiné demografické riziko, rizikové sexualni praktiky ani
léze na genitalu Ci ustni sliznici, které by byly charakteristické pro HPV+

pacienty. Smith uvadi, ze pro vznik HPV asociovaného tumoru, je rizikovéjSi

64



mlad$i skupina pacientl, ktera v dotaznicich uvedla vétSi mnozstvi
sexualnich partner( a rizikovéjsi alternativni sexualni praktiky. HPV + tumory

nalezl pfevazné u mladsSich pacientt (<55 let).

Stran mozné infekce novorozence pfi porodu porodnimi cestami
panuje spiSe skepse. Pokud takova situace nastane, jedna se o latentni
infekci®®®!, ktera se klinicky manifestuje zpravidla aZ po zahajeni sexualniho
Zivota jedince®®®'. Navic typy oralnich HPV infekci jsou odliné od typu
infekce v oblasti anogenitalni u sexualniho partnera®. Naopak u jedné osoby
se mohou nachazet stejné typy v obou oblastech, coz je mozné vysvétlit

autoinokulaci®®'®.

Mezi HPV + Kkarcinomy prevladaji nizce diferencované nadory
s lokoregionalnimi metastdazami do lymfatickych uzlin®*". HPV v Ustni dutiné
a orofaryngu vyvolava téméf vyhradné spinocelularni karcinomy, zatimco
v anogenitalni oblasti mize iniciovat i adenokarcinomy nebo malobunééné

karcinomy Cipku.

Zda se, ze podil HPV pozitivnich tumord hlavy a krku postupné
nartsta. Podle retrospektivni studie Chaturvediho et al. byl v letech 1984-
1989 podil HPV — pozitivnich OKC 16,3% v porovnani s lety 2000-2004, kdy
to jiz bylo 72,7%"".

Celosvétové je incidence OFK disproporcionalni. Vzhledem
k nejednotnému pfistupu detekce viru HPV v tumorech neni mozno presné
urit incidenci HPV pozitivnich OFK a nadoru dutiny ustni ve svété. O
srovnavaci studii na podkladé nepfimych dukazl se pokusil Chatuverdiho
tym'®”. NapIni studie bylo porovnani &etnosti vyskytu OFK a malignich
nadorl plic, které jsou spojeny s koufenim. V zemich, kde doSlo k poklesu
incidence novotvarl plic, usoudili, Ze za etiologii OFK je s nejvysSi
pravdépodobnosti infekce HPV. Ze zavérl tohoto vyzkumu, ktery zahrnoval
183.000 pacientt ze 23 zemi 4 kontinentu, sledovanych v obdobi 1983-2002
vyplynulo, Zze nejCastéji se orofaryngealni HPV karcinomy vyskytuji paradoxné
v rozvinutych zemich, tedy tam, kde protikufacké kampané snizuji pocty
kuraku, ale sexudlni promiskuita a rizikové sexualni chovani u mladSich

kohohort jsou na vzestupu. Ve stejné studii autofi odhaduji, ze v USA je 60-
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V89,107

70 % orofaryngedlnich karcinom( zpusobeno virem HP , haproti tomu

v ekonomicky méné vyvinutych zemich jsou tyto typy nadorl zastoupeny

pouze v 10 %'071%9,

Na prognézu HPV pozitivhich tumord neni v soucasné dobé
jednoznadny nazor. Vétsina autorl az na malé vyjimky (napt. Dahigren®® a
Dahlstrand®) vyjadiuje presvédéeni, ze HPV pozitvni OFK  jsou
prognosticky pfiznivéjSi. Analyzou klinickych dat bylo zjisténo, Zze HPV
pozitivni nadory hlavy a krku maji lepSi odpoved na léCbu a také delSi dobu
preziti nemocnych %' Fischer'® povazuje pFitomnost p16-pozitivniho
proteinu za nezavisly pozitivni prognosticky faktor u pacientd s karcinomy
hlavy a krku a to nejen s ohledem na radioterapii nebo radiochemoterapii, ale

i extirpaci tumoru s nebo bez adjuvantni terapie.

Nedavno byly zvefejnéné dvé mezinarodni studie, které porovnavaly
v retrospektivni studii chemoradioterapii u mistné pokrocilych tumora hlavy
a krku ve stadiu 1l ve vztahu preziti a k pozitivité tumort na HPV®*1%, Ang et
al.”® zjistili, Ze 63.8% z 323 pacient(i s nadory hlavy a krku mélo HPV 16
pozitivni karcinomy (potvrzené in situ hybridizaci). Tito nemocni méli lepsi 3-
leté preziti (82.4% vs 57.1% ve srovnani s pacienty s HPV-negativnimi
tumory; P <0.001) a po zapocitani faktort, jako byly vék, rasa, TNM staging,
tabakismus, méli pacienti s HPV pozitivnimi nadory o 58% lepSi vysledky
preziti. P16 pozitivita se jevila jako silny prognosticky indikator, kdy p16
pozitivni pacienti méli 3 leté preziti v 83.6 % ve srovnani s 51.3% u p16-
negativnich pacientl. Po zapocitani vSech ostatnich faktort méli p16 pozitivni
pacienti 0 67% niz$i riziko umrti.'**

viwv s

dosud ne zcela objasnénou silnou imunitni reakci, indukovanou radio- nebo
chemoterapii. Dal$im vysvétlenim je dle Vermeera® postiradiaéni snizeni
povrchovych CD47 receptorl u HPV pozitivnich tumor, coz vede i k redukci

objemu tumoru®°.

Jednoznacny prukaz lepSi progndézy HPV pozitivnich nadort doposud

chybi. Nejsou k dispozici prospektivni studie, zabyvajici se progn6zou HPV+
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vs. HPV- nadoru. Z téchto duvodl doposud nebyl standardizovan léCebny
protokol pro HPV+ tumory v National Comperhensive Cancer Network
Guidelines (NCCN) "%

Samotna pfitomnost HPV viru neni nezbytnym predpokladem budouci
klinické manifestace onkologického onemocnéni. Proces kancerogeneze je
velmi komplikovany a neni je$té plné objasnén. Nicméné prukaz HPV
pozitivity by s ohledem na zvySené riziko manifestace nadorové choroby
patrné mél byt divodem k onkologické dispenzarizaci pacienta. Kolonizaci
epitelu onkogennimi HPV Ize pfedejit vakcinaci nejen Zenské, ale i muzské
Casti populace a to jesté ve véku, kdy Ize pfedpokladat, Ze jedinci jsou virga -

tedy Ze nedoslo k infekci HPV.
V zasadé existuji dva typy vakcin proti HPV infenkci:
- profylaktické
- terapeutické

Od roku 2006 byly na trh uvedeny 2 profylaktické vakciny, slouZici
k vakcinaci jedincl, ktefi doposud s infekci do styku nepfisli (tzv. naivni

Jedinci).

Vyvoj vakciny, ktera by potlacila eventualné piné eradikovala HPV infekci

je v souCasné dobé predmétem vyzkumu.

Vysledky nami predloZzené studie ukazuji na nizkou prevalenci viru
v dutiné ustni a to i navzdory vysokému poctu sexualnich partneru, které
mnohé nase pacientky mély. Nazor, Ze kolonizace dutiny ustni a orofaryngu
HPV je pfimo umérna poctu sexualnich koitalnich anebo nekoitalnich partner
se v naSem souboru nepodafilo potvrdit. Mizeme vsak vyloucit, Ze nizky
poCet pacientek s HPV+ nalezem v dutiné uUstni byl zpasoben metodickou
chybou.

V nasi studii jsme prokazali HPV HR pozitivni nalez na déloZnim Cipku u
10 probandek z 81, tji.u 12,83 %. Catiadase et al.®” udava na vzorku 188
prostitutek HPV high risk délozniho Cipku az v 80 %. Takto vysoké Cislo je

vysvétlitelné promiskuitou jeho probandek.
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HPV pozitivita v dutiné ustni byla v nasi studii prokazana jen u jediné
pacientky z 87, tj, u 1,1 %. Tato €isla jsou porovnatelna s vysledky Kurose et
al.'% ktery proved! kontrolni stéry na 662 zdravych dobrovolnicich, kdy HPV

infekci prokazal u 0,6 %.

Prokazali jsme, Ze pacientky VAG + byly signifikatné mladsi nez VAG-.
Tento rozdil je vysvétlitelny tim, ze jak Zeny, tak i jejich partnefi v mladSich
vékovych kategoriich méli vétSi pocCet sexualnich (koitalnich / nekoitalnich)
partneru, tedy Ze pravdépodonost nakazy HPV HR infekci byla vy$Si nezZli u

starSich pacientek.

VyS§Si promiskuitou u mladSich partnerd si vysvétlujeme skutecnost, ze
jsme nezjistili signifikatntné vysSi pocet vSech sexualnich partnerd u VAG+
Zen. RovnéZ jsme prokazali statisticky vy$sSi poCet kuraek ve skupiné VAG+
zen. To si vysvétlujeme tim, Ze tyto probandky se pravdépodobné rekrutovaly
ze socialné slabsich skupin. NemuzZeme prokazat pfimou etiologickou
souvislost mezi koufenim a kolonizaci délozniho Cipku timto virem, ale tato

etiologicka souvislost nebyla v Zadné dostupné praci zkoumana.

10. Zavér

V na$i studii studii jsme nenalezi korelaci mezi sexualnim chovanim a
HPV pozitivitou v duting Ustni a orofaryngu. Radime se tak k t&m nékolika
autortim®’'% ktefi popiraji pfimou korelaci mezi sexualitou a HPV nakazou
dutiny ustni. VétSina praci vSak tuto souvislost potvrzuje, tyto diskrepance
mohou byt vysvétlitelné rozdilnou prevalenci HPV infekce v jednotlivych
zemich, zpUsobené rozdilnym sexualnim chovanim a promiskuitou v téchto
zemich. Muzeme se vSak domnivat, Ze pfi vySSim poctu HPV+ probandek

v dutiné ustni by tato souvislost mohla byt prokazana.

Z vysledkl dizertace dale vyplyva, ze pacientky s nalezem pozitivnich
stér z oblasti délozniho Cipku byly signifikantné mladsi a nachazelo se zde

vyznamné vySSi poCet kurfatek. Domnivame se, Ze oba tyto faktory nejsou
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nezavislymi prediktory, ale maji vztah k sexualnim praktikam, Zivotnimu stylu

a HPV statusu v oralni a genitalni oblasti u partnerq, které jsme netestovali.

Vzhledem k neustale narustajici HPV asociovanych nadorl hlavy a krku
bude této infekci nutno vénovat | do budoucna pozornost a v pfipadé

epidemiologicky zavazné situace zvazit i preventivni vakcinaci déti.
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