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SOUHRN

Uvod: Infekce lidskym papilomavirem (HPV) hraje ddleZitou roli v etiopatogenezi dlazdicobunéénych karcinom( orofaryngu. Prikaz
HPV infekce u téchto nadorl je pozitivni prognosticky marker. Exprese proteinu pl16 je nepfimy marker aktivni HPV infekce, ktery
je vysetfovan imunohistochemicky. Prognosticky vyznam HPV/pl6 pozitivity u karcinomd dutiny ustni, na rozdil od karcinom(
orofaryngu, neni jasny. Nékteré studie prokazuji dokonce horsi progndzu pacientt s HPV/p16 pozitivnim karcinomem dutiny Ustni.
Cilem nasi studie je posouzeni vyznamu exprese pl16 ve vztahu ke klinicko-patologickym parametrdim a prognoze u pacientd s dlaz-
dicobunécnymi karcinomy dutiny ustni.

Metodika: Do retrospektivni studie bylo zafazeno 120 pacientl chirurgicky lé¢enych pro karcinom dutiny uUstni. Nej¢astéjsimi
anatomickymi lokalizacemi karcinom0 dutiny ustni bylo télo jazyka (54; 45 % pripadd) a spodina dutiny ustni (35; 29,2 % pripadd).
U vSech nadorl byla imunohistochemicky stanovena exprese proteinu p16. Vysledky byly korelovany s klinickopatologickymi uka-
zateli a statisticky zhodnoceny.

Vysledky: Pozitivita exprese p16 byla prokazana u 10 (8,3 %) pacientl. V souboru byla exprese p16 prokdzana jako nejvyznamnéjsi
faktor negativné ovliviujici preziti pacientl (p = 0,019). Preziti p16 pozitivnich bylo podle Coxova modelu proporciondlnich rizik
4krat horsi v porovnani s p16 negativnimi pacienty. DalSimi faktory statisticky vyznamné ovliviujici preziti byly: T status, N status
a udaj o recidive.

Zaveér: Exprese pl6 ma u karcinomU dutiny Ustni bezesporu jiny vyznam nez u nador( orofaryngu. Zda se, ze pl6 pozitivita je
negativnim prognostickym faktorem, nicméné vyznam pfitomnosti HPV u nadord mimo orofaryngealni lokalizaci z(stava nejasny.
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p16 exprese - karcinom dutiny tstni - prognéza

ABSTRACT

Maléfrova S., Kalfeft D., Grega M., Tachezy R., Klozar J.: The significance of p16 protein expression in oral squamous cell carcinoma
Introduction: Human papillomavirus (HPV) infection plays an important role in the etiopathogenesis of oropharyngeal squamous
cell carcinomas. HPV detection in these tumours is a positive prognostic marker. The p16 protein expression, which is detected
immunohistochemically, is an indirect marker of active HPV infection. Unlike in oropharyngeal carcinoma, in oral carcinoma, the
prognostic significance of HPV/p16 positivity is unclear. Some studies even show a worse prognosis in patients with HPV/p16 posi-
tive oral carcinoma. The aim of our study is to consider the significance of p16 protein expression in relation to clinicopathological
parameters and prognosis in patients with oral squamous cell carcinomas.

Methods: One hundred and twenty patients treated surgically for oral carcinoma were enrolled in the study. The most common
anatomical sites of oral carcinoma were the tongue body (54; 45% of cases) and floor of mouth (35; 29.2% of cases). All tumours
were analysed immunohistochemically for p16 protein expression. The results were correlated with the clinicopathological parameters
and analysed statistically.

Results: Ten patients (8.3%) tested positive for p16 expression. In the study cohort, p16 expression was identified as the most signifi-
cant factor with a negative effect on survival (p=0.019). Based on the Cox proportional hazard model, the p16-positive patients had
four times worse survival than the p16-negative ones. Other factors with a statistically significant effect on survival were T status,
N status, and recurrence.

Conclusion: The significance of p16 expression differs between oral and oropharyngeal carcinomas. The p16 positivity seems to be
a negative prognostic factor in oral carcinomas. Nevertheless, the significance of HPV presence in tumours outside the oropharyn-
geal area remains unclear.
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Dlazdicobunécény karcinom dutiny astni je jednim z nej-
Castéjsich malignit horniho aerodigestivniho traktu.
Postihuje 2-4krat ¢astéji muze nez zeny. I pfes progre-
sivné se vyvijejici nové moznosti onkologické 1écby se
pétileté preziti pacientd pohybuje, v zavislosti na stadiu
onemocneéni, mezi 40-50 %. Hlavnim rizikovym faktorem
je kouteni, zejména v kombinaci s konzumaci alkoholu
[3]. Dal$im rizikovym faktorem pro vznik dlazdicobu-
nécnych karcinomd hlavy a krku, zejména v oblasti
orofaryngu, je infekce lidskym papilomavirem (HPV).
Nejcastéjsimi typy zde nachazenymi jsou vysokorizikové
typy HPV 16 a HPV 18.

U dlazdicobuné¢nych karcinomt orofaryngu predstavuje
HPV pozitivita vyznamny prognosticky faktor, ktery jiz
byl implementovan do aktualniho vydani TNM Klasifi-
kace (klasifikace zhoubnych novotvart, 8. vydani) [15].
Prognosticka role HPV pozitivity u dlazdicobunécnych
karcinom v ostatnich lokalitich hlavy a krku z@stava
nejasna. V patogenezi dlazdicobunéénych karcinoma
hlavy a krku hraje vyznamnou roli imunitni systém
a nadorové mikroprostredi [19].

HPV infekci je moZno prokazovat riznymi laboratornimi
metodami. Nejcastéjsi metoda pro detekci HPV infekce
u nadort orofaryngu, ktera se vyuziva v bézné klinické
praxi, je imunohistochemicka detekce exprese proteinu
P16INK4a (p16) [10]. Jednim z hlavnich zpiisobl zasahu
viru do metabolismu buriky je zablokovani funkce retino-
blastomového proteinu (pRb) virovym onkoproteinem E7.
Néslednou negativni zpétnou vazbou dochazi ke zvysené
expresi proteinu pl6. Exprese pl6 se proto povazuje za
nepfimy marker HPV-indukovanych dlazdicobunécnych
karcinomt hlavy a krku. Pro detekci HPV-asociovaného
orofaryngedlniho karcinomu ma vysokou citlivost 88 %
a o néco nizsi specificitu (76-80 %). Jde o nejjednodussi
anejlevnéjsi diagnostiku HPV pozitivity u orofaryngealni
lokalizace, a proto byla také pouzita v nejnovéjsi TNM
Klasifikaci (TNM-8), kde kategorie T a N p16 pozitivnich
pacientd s orofaryngedlnim karcinomem jsou pii stej-
ném rozsahu onemocnéni nizsi neZ u pl6 negativnich
tumord. [15, 20].

Dal$i mozZnosti je detekce HPV DNA pomoci polymerazové
fetézové reakce (PCR). Nasledné je pro urceni genotypu
mozné doplnit vySetfeni typizaci pomoci reverzni hyb-
ridizace nebo sekvenace. Detekce HPV DNA neni v§ak
prikazem aktivni virové infekce, a proto je pro presné
urceni etiologie HPV DNA diagnostika kombinovana
s diagnostikou exprese pl6 proteinu [23]. K dal$im moz-
nostem HPV diagnostiky patii fluorescenéni in situ hyb-
ridizace (FISH) a in situ hybridizace na sklickach (ISH).
K rutinnimu vysetfeni klinickych vzorkd se pro pracnost,
nizkou citlivost a problémy s interpretaci tyto metody pro
prikaz HPV infekce nepouzivaji.

Zlatym standardem je prikaz transkripce virovych on-
koproteinti pomoci detekce E6/E7 mRNA. Tato metoda
detekuje transkripcné aktivni HPV infekci. Hlavni limi-
taci této metody je fragmentace RNA, ke které dochazi
Casto u fixovanych tkani zalitych v parafinu. Praveé tyto
materialy jsou v pfipadé nadort hlavy a krku nejcastéji
vyuzivané pro rutinni diagnostické ucely.

U neorofaryngealnich karcinomu hlavy a krku se podle
nékterych studii jevi diagnosticky vyznam zvysené
exprese pl6 jako markeru HPV infekce jako nejasny,
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podobné nejasna je i role HPV infekce v jejich etiologii
[11, 16].

Prevalence pl6 exprese v karcinomech dutiny dstni se
v publikovanych studiich 1isi, v Evropé se pohybuje v roz-
mezi 7-15,4 % [1, 5, 7, 8, 22]. Podle recentni piehledové
publikace se oralni prevalence HPV DNA u zdravé evrop-
ské populace pohybuje v rozmezi1,2-11,6 %, z toho vysoce
rizikové typy HPV (HR HPV) jsou nalézany u 2,2-7,2 %
jedinca [26].

Vysledky studii zaméfenych na posouzeni vlivu p16/HPV
DNA pozitivity na pfeziti pacientli po 1é¢bé karcinomu
dutiny ustni jsou rovnéz velmi rozdilné.

SOUBOR A METODIKA

Charakteristika souboru

Do retrospektivni studie bylo zafazeno 120 pacientii, pri-
marné chirurgicky 1é¢enych na Klinice ORL a chirurgie
hlavy a krku 1. LF UK a FN v Motole pro dlazdicobunéény
karcinom dutiny astni (télo jazyka, spodina dutiny Gst-
ni, sliznice dutiny ustni, retromolarni oblast a daserl)
v obdobi 2002-2017.

Soubor zahrnuje dvé skupiny pacientli. Skupina 1 (N = 31)
je skupina pacientit operovanych v obdobi 2002-2012,
jejichz data a vzorky biologického materidlu byly pro-
spektivné odebirany v ramci predchozich projektd nasi
skupiny [12, 23]. V tomto souboru byla jiZ provedena
imunohistochemicka detekce pl6 a detekce HPV DNA.
Skupina 2 (N = 89) je skupina pacientdl operovanych
v obdobi 2013-2017, u kterych je k dispozici pouze vysledek
imunohistochemického pl6 vySetfeni. Obé skupiny byly
podobné, co se tyce zdkladnich klinicko-patologickych
parametra (vék, pohlavi, kufactvi, anatomicka lokali-
zace, T a N status).

Muzi tvofili 77,5 % a Zeny 22,5 %, vékové rozmezi zkou-
maného souboru pacientli bylo 32-87 let s primérnym
vékem 59,2 roku (median 60 let).

V souboru bylo 56,8 % pacientl aktivnimi kufaky cigaret,
22,5 % byvalymi kutaky a 20,7 % nekutaky. Od 7,5 % pa-
cient@ nebyl daj o kouteni k dispozici. Alkohol pravidel-
né konzumovalo 37,0 % pacientd, 63,0 % pacientl alkohol
nepilo viibec nebo jen pfilezitostné. Od 7,5 % pacientd se
informaci nepodafilo zpétné dohledat.

Soubor zahrnoval 47,2 % tumort téla jazyka (C02), 32,0 %
tumorl spodiny dutiny tstni (C04), 14,4 % tumord lo-
kalizovanych vjinych castech dutiny Gstni (C06) a 6,4 %
tumord v retromolarni oblasti (C062) nebo na dasni (C03).
Co do rozsahu onemocnéni, pfevazovali pacienti s nadory
PT1(42,5%)a pT2(43,3%). Postizeni uzlin nadorem (pN+)
bylo prokazano u 47,5 % pacientd.

Adjuvantni radioterapie probéhla u 67,5 % pacienti
v souboru. Z této skupiny 21,8 % pacientil podstoupilo
konkomitantni chemoradioterapii.

Perineurdlni $ifeni nadoru bylo potvrzeno u 40,5 %
pacientli. Hodnoceni extrakapsuldrni §ifeni (anglicky
zkratka ENE - extranodalni extenze), bylo k dispozici
u 85/120 pacient (70,5 %) a pozitivné popsano u 24,7 %.
U zbyvajicich pacientdi, operovanych pred rokem 2013,
nebylo mozné data dohledat.

V prubéhu sledovani byla recidiva diagnostikovana u 30 %
pacientli a nadorova duplicita u 8,3 % pacientd.
Vsechny klinicko-patologické parametry jsou shrnuty
v tabulce 1.
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Tabulka 1. Klinicko-patologické parametry
Table 1. Clinicopathological parameters

Klinicko-patologické parametry

N

s . ) <60 63 52,5
Veék v ¢ase diagnozy 60 7 475
. muz 93 77,5
Ponlavi sena 27 25
kurdk 63 56,8

Kourenf* byvaly kufak 25 22,5
nekurdk 23 20,7

B ano 41 37
Alkohol ne 70 63
télo jazyka 59 472

S ) - spodina dutiny ustni 40 32
Anatomicks lokalizace dasen a retromolarni oblast 8 6,4
jiné ¢asti dutiny ustni 18 14,4

pT pTl 51 42,5
pT2 52 433

pT3 12 10

pT4 5 42

pN NO 63 52,5
N+ 57 475
Grading* Gl 24 20,9
G2 77 67

G3 14 12,1

Adjuvantni radioterapie ne 39 325
ano 81 67,5

Recidiva ne 84 70
ano 36 30

Perineuralini Sifeni* ne 50 59,5
ano 34 40,5

Extrakapsularni sifenf* ne 64 75,3
ano 21 24,7

Stav pfi kontrole po 5 letech Zije 59 49,2
zemrel 61 50,8

*nékterd data se retrospektivné nepodafilo dohledat
**nékteré primarni nadory mély vice anatomickych lokalizaci

*some data could not be traced back retrospectively
**some primary tumours appeared at multiple anatomical sites

P16 detekce

Exprese pl6 byla stanovena imunohistochemicky v nado-
rové tkani pomoci protildtky pl6INK4a (Purified Mouse)
Anti-Human pl6, Clone G175-405, BD, v fedéni 1 : 100
(Pharmingen, San Diego, CA, USA). Jako pozitivni kont-
rola byly pouzité dysplastické cervikdlni epitelové buriky.
Vyhodnoceni je semikvantitativni, na zakladé podilu
obarvenych bunék (v procentech) a intenzity zbarveni
(déleni od jednoho + az po tfi +++). Dale se hodnoti lo-
kalizace exprese (cytoplazmaticka, jaderna) a intenzita
zbarveni. Jako pozitivni jsou hodnoceny nadory, které
vykazuji stfedni a vyssi intenzitu barveni 2+, 3+) a ja-
dernou i cytoplazmatickou pozitivitu, a to minimalné
v 70 % nadorovych bunék.

Exprese v niz§im procentu nadorovych bunék, niz-
§i intenzita exprese pripadné pouze cytoplazmaticka
pozitivita s jadernou negativitou se podle doporuceni
College of American Pathologists (CAP) hodnoti jako
negativni [14].
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HPV DNA detekce a genotypizace

Oralni exfoliované butiky byly ziskany z oralniho vy-
plachu provadéného po dobu 30-60 sekund s 10 ml
fosfatového pufru (PBS), (pH 7,4; AccuGENE, Cambrex
Bio Science, Verviers, Belgie). DNA pro detekci HPV
byla extrahovana pomoci Puregene Core Kit B (Gentra
Qiagen, Hilden, Némecko) podle protokolu vyrobce
arozpusSténa v 10 mM Tris-Cl, pH 8,0 na kone¢nou kon-
centraci 50 ng/ul. HPV DNA detekce a genotypizace byly
provadény pomoci PCR za pouziti §irokospektralnich GP5
+a GP6 + (BSGP5 +/6 + bio) primert, specifickych pro
gen L1, a metodou reverzni hybridizace (RLB), pomoci
Kkteré 1ze identifikovat 37 riznych typli HPV v jediném
testu [27].

Statisticka analyza

Ke statistickému zpracovani vysledki byl pouzit stati-
sticky program IBM SSPS verze 22.0. Pro popis souboru
byly zvoleny metody deskriptivni statistiky, Fishertiv
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Table 2. Correlation between clinicopathological parameters and p16 expression

p16 exprese

Klinicko-patologické parametry p16 pozitivni p16 negativni p-value
N
o o <60 7 70 56 50,9
Veék v ¢ase diagnozy 60 3 20 0 491 0,329
. muz 10 100 83 755
Pohlavi zena 0 0 27 245 Rl
kurak 5 55,6 58 56,8
Koureni * byvaly kurdk 3 333 22 21,6 0,623 ***
nekurdk 1 n1 22 21,6
. ano 1 n1 40 39,2
Alkohol ne 8 889 62 60,8 0,150
télo jazyka 3 30 51 46,5
spodina dutiny ustni 4 40 31 282
s . - télo jazyka + spodina 0 0 5 4,5 0,578
Anatomicka lokalizace retromolarni oblast 0 0 5 4.5 e
dasen 0 0 3 2,7
sliznice dutiny ustni 3 30 15 13,6
pT1 4 40 47 42,7
pT2 5 50 47 42,7 er
PT pT3 1 10 il 10,0 0,900
pT4 0 0 5 4,6
NO 5 50 58 52,7
PN N+ 5 50 52 473 1000
Gl 1 10 23 219
Grading * G2 7 70 70 66,7 0,553 ***
G3 2 20 12 14
. R : ne 1 10 38 34,5
Adjuvantni radioterapie ano 9 9 72 655 0,164
. ne 8 80 76 69,1
Recidiva ano 5 20 2 209 0,721
) e ne 0 0 30 375
Perineuralini Sifeni ano 4 100 0 625 0,024
e ne 2 50 62 76,5
Extrakapsuldrni sifenf . 2 50 19 235 0,254
o Zije 1 10 58 52,7
Stav pfi kontrole po 5 letech semiel 9 9 5 473 0,019

*néktera data se retrospektivné nepodafilo dohledat
**nékteré primarni nadory mély vice anatomickych lokalizaci
***u analyzy byl pouzit Pearson(v test

*some data could not be traced back retrospectively
**some primary tumours appeared at multiple anatomical sites
***The Pearson test was used in the analysis

pfesny test a Pearsoniv chi-kvadrat test. K hodnoceni
Sletého preziti od ukonceni 1é¢by bez zndmek nadoru
(DFS) a celkového preziti (OS) byla pouzita Kaplanova-
-Meierova metoda a ve vztahu k riznym faktorim
Log rank test (Mantel-Coxova metoda). Pro hodnoceni
statistické vyznamnosti byla zvolena hodnota p < 0,05.
Metodou Coxova modelu proporcionalnich rizik byly
v zafazenych proménnych spocitané signifikance,
hazard ratio HR (zména rizika exitu pfi jednotkové
zméné nezavislé proménné) a 95% intervaly spoleh-
livosti HR.

VYSLEDKY

Prevalence pl6 pozitivity v celém souboru byla 8,3 %
(10/120) pacientti. V prvni podskupiné byla exprese pl6
zjisténa v 16,1 %, v druhé podskupiné v 5,6 %. HPV DNA
byla detekovana u 9,7 % pacientt (3/31), HPV16 (N = 1)
a HPV18 (N =2). Dva pacienti byli pozitivni na HPV DNA
i expresi pl6, 2 pacienti byli pozitivni pouze na p16, ale
pritomnost HPV DNA se nepotvrdila. Jeden pacient byl
HPV18 pozitivni, ale exprese pl6 u ného nebyla proka-
zana.
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Exprese pl6 - vztah demografickych a klinicko-pato-
logickych parametrii

V souboru pl6 pozitivnich pacientl byli vSichni (10/10)
muzského pohlavi, v souboru pl6 negativnich taky pfe-
vazovalo muzské pohlavi (75,5 %; 83/110) bez statisticky
signifikantniho rozdilu (p = 0,114).

Prameérny vék v souboru pl6 pozitivnich byl 57,2 roku,
prameérny vék v souboru pl6 negativnich byl 59,4 roku.
Pacientli ve véku 60 let a méné bylo v souboru pl6 pozi-
tivnich 70,0 % (7/10), v souboru pl6 negativnich 50,9 %
(56/110), (p = 0,329).

Tabulka 3. \Vztah klinicko-patologickych parametrd a Sletého preziti (OS)

V nasi studii nebyl zjistén vztah mezi kutactvim a zvy-
Senou expresi pl6 (p = 0,623).

V souboru pl6 pozitivnich bylo nejvice pacientti s tumo-
rem v oblasti spodiny dutiny tstni (40,0 %; 4/10 pacientlt),
v souboru pl6 negativnich byla polovina pacientti s nddory
v oblasti téla jazyka (50,9 %; 56/110 pacientlr). Vysledky
analyzy vztahu exprese pl6 a anatomické lokalizace nebyly
statisticky signifikantni (p = 0,578).

Nebyl prokazan statisticky vyznamny vztah exprese pl6
k velikosti nadoru (pT) a k rozsahu uzlinového postizeni
(pN) - p =0,900, respektive p =1,000.

Table 3. Correlation between clinicopathological parameters and 5-year overall survival (OS)

Klinicko-patologické parametry

5leté prezivani (OS)

Zije zemfiel

Vék v case dg. <60 31 49,2 32 52,8 100
> 60 28 49,1 29 51,9 '
. muz 4 44,1 52 559
Pohlavi 7ena 18 66,7 9 333 0,05
e kurdk 31 49,2 32 50,8
Koueni byvaly kufak 12 48,0 13 520 OBI0%
nekurdk 13 56,5 10 435
N ano 18 439 23 56,1
Alkohol ne 38 543 ) 457 0,329
télo jazyka 26 44,1 28 45,9
spodina dutiny ustni 22 37,3 13 213
Anatomicka lokalizace ** télo jazyka + spodina 2 3.4 3 49 0,349
retromolarni oblast 1 1,7 4 6,6 o
dasen 1 1,7 2 33
sliznice dutiny ustnf 7 1,8 n 18,0
pTl 32 62,7 19 37,3
pT pT2 23 44,2 29 558 0,016
pT3 4 33,3 8 66,7 e
pT4 0 0 4 100
pN NO 38 60,3 25 39,7 001
N+ 21 36,8 36 63,2 ’
P Gl 13 54,2 n 45,8
Grading G2 38 49,4 39 50,6 0,281
G3 4 28,6 10 4
Adjuvantni radioterapie ne 27 69,2 12 30,8 0003
ano 32 39,5 49 60,5 ’
Recidiva ne 50 59,5 34 40,5 0.001
ano 9 25,0 27 75,0 ’
q AT 15 ne 35 70,0 15 30,0
Perineuralni Sifeni ano 10 29.4 24 206 <0,001
A1 (10 ne 40 62,5 24 375
Extrakapsularni Sifeni . 5 286 15 7.4 0o,0n
p16 negativni 58 52,7 59) 47,3
P16 exprese p16 pozitivni 1 10,0 9 90,0 0,017

OS - celkové preziti

*nékterd data se retrospektivné nepodarilo dohledat
**nékteré primarni nadory mély vice anatomickych lokalizaci
***4 analyzy byl pouzit Pearson(v test

OS - overall survival

*some data could not be traced back retrospectively

**some primary tumours appeared at multiple anatomical sites
***The Pearson test was used in the analysis
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Perineuralni ifeni bylo pfitomné u vSech 4 vySetfenych
pacientd s p16 pozitivitou a u 37,5 % (30/81) vySetfenych
v souboru pl6 negativnich (p = 0,024). Extrakapsularni $i-
feni bylo potvrzeno u 50,0 % (2/4) p16 pozitivnich a 23,5 %
(19/81) p16 negativnich (p = 0,254).

Pacienti s expresi pl6 nemeéli ¢astéji recidivu onemocnéni
(p=0,721).

Celkové 5leté preziti (OS) bylo ve skupiné pl6 negativnich
delsinez u pl6 pozitivnich pacientd (p = 0,019). Nebyl na-
lezen statisticky vyznamny rozdil v naddorové specifickém
preziti (DSS) (p = 0,952) u pacientdl s HPV pozitivnimi ve
srovnani s HPV negativnimi tumory.

VSechny klinicko-patologické parametry a jejich vztah
k expresi p16 jsou shrnuty v tabulkach 1a 2.
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Figure 1. Correlation between 5-year overall survival (Kaplan-
-Meier estimate) and p16 expression
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Obr. 3. \Vztah Sletého celkového preziti (Kaplan-Meier) a pT
statusu

Figure 3. Correlation between 5-year overall survival (Kaplan-
-Meier estimate) and pT status
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Faktory ovliviiujici 5leté preZiti

Pétileté preziti od ukonceni 1é¢by v analyze podle
Kaplana-Meiera bylo 49,2 % (59/120), z toho u muzi 44,0 %
(41/93) au Zen 66,7 % (18/27). Pohlavi neovliviiovalo 5leté
preZiti pacienti (p = 0,05).

VEK pii diagndze neovliviioval 5leté preziti pacientt (p =
0,771). Ani v Coxové modelu proporcionalnich rizik vék
nemél vliv na riziko amrti (p = 0,902; HR = 0,965; 95 %
CI 0,545-1,708). Kouteni neovliviiovalo 5leté preZiti pa-
cientl (p = 0,586). Ani v Coxové modelu proporciondlnich
rizik nemélo vliv na riziko umrti (p = 0,295; HR = 1,476;
95 % CI 0,715-3,58).

Anatomicka lokalizace neovliviiovala 5leté preziti (p =
0,349). Pét let prezivalo 45,8 % (27/59) pacientil s karcino-
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Obr. 2. Vztah Sletého celkového preziti (Kaplan-Meier) a pN
statusu

Figure 2. Correlation between 5-year overall survival (Kaplan-
-Meier estimate) and pN status
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Obr. 4. \/ztah Sletého celkového preziti (Kaplan-Meier) a recidivy
zdkladniho onemocnéni

Figure 4. Correlation between 5-year overall survival (Kaplan-
-Meier estimate) and recurrencies
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Obr. 5. Vztah Sletého celkového preziti (Kaplan-Meier) a kouteni
Figure 5. Correlation between 5-year overall survival (Kaplan-
-Meier estimate) and smoking status

mem téla jazyka, 60,0 % (24/40) pacientl s karcinomem
dutiny tGstni, 22,2 % (2/9) pacientd s karcinomem disné
nebo retromolarni oblasti a 44,4 % (8/18) pacientd s kar-
cinomem jiné ¢asti dutiny tustni.

Klasifikace pT ovliviiovala 5leté pieziti (p = 0,016). Pét
let pfezivalo 62,7 % (32/51) pacientl s pT1, 44,2 % (23/52)
pacientli s pT2, 33,3 % (4/12) u pacient s pT3a 0,0 % (0/4)
u pacient s pT4.

Pét let od ukonceni 1é¢by prezivalo 60,3 % (38/63) pacient
bez postizeniuzlin a 36,8 % (21/57) pacientdi s postiZzenim
uzlin (p = 0,011). N status, jako faktor v Coxové modelu
proporcionalnich rizik, ovliviioval riziko tmrti (p = 0,007;
HR =2,159;95 % CI 1,236-3,772).

Recidiva statisticky signifikantné ovlivnila 5leté preziti
(p = 0,001). V Coxové modelu proporcionalnich rizik,
recidiva onemocnéni vyznamné ovlivnila riziko tmrti
(p=0,007; HR=2,263; 95 % CI 1,248-4,106).

VSechny klinicko-patologické parametry a jejich vztah
k pfeziti jsou shrnuty v tabulce 3.

Jako statisticky vyznamné faktory negativné ovliviujici
Sleté preziti byly identifikované: pozitivni exprese pl6
(obr. 1), vyssi status N (obr. 2), vyssi status T (obr. 3)
arecidiva onemocnéni (obr. 4). Faktory koufeni (obr.5)
avék (obr. 6) statisticky signifikantné neovlivnily 5leté
preziti.

Tabulka 4. CoxCv model proporcionalnich rizik
Table 4. The Cox proportional hazard model

p-value Hazard ratio (HR) 95 % Cl
p16 status 0,000 4,088 1,862-8,973
pN status 0,007 2,159 1,236-3,772
pT status 0,569 1,237 0,595-2,572
Koufeni 0,295 1476 0,712-3,058
Vék rozdéleni 0,902 0,965 0,545-1,708
Recidiva 0,007 2,263 1,248-4,106
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Obr. 6. \/ztah 5letého celkového preziti (Kaplan-Meier) a véku
Figure 6. Correlation between 5-year overall survival (Kaplan-
-Meier estimate) and age

Pomoci Coxova modelu proporcionalnich rizik byly fak-
tory pl6 pozitivita, recidiva a postiZzeni krénich uzlin
nadorem (pN+) zhodnoceny jako faktory zhorsujici 5leté
preziti (tab. 4).

DISKUSE

Ve studii jsme hodnotili zavislost pl6 pozitivity nadort
dutiny tstni na demografickych a klinickych paramet-
rech a zkoumali jeji vliv na pfeziti. Jak jiz bylo uvedeno
v na$ich pfedchozich studiich a také z literatury vyplyva,
Ze konkordance mezi HPV DNA pozitivitou a pl6 pozitivi-
tou je u orofaryngealnich dlazdicobunéénych karcinom
vysoka (93 %) [23]. Otazkou je, zda je tomu tak podobné
i u neorofaryngealnich dlazdicobuné¢nych karcinomi
hlavy a krku. Nékteré literarni idaje uvadéji, Ze konkor-
dance je vyrazneé nizsi [9, 18]. Smysl by v tomto ptipadé
mélo doplnéni HPV DNA detekce. Tato diagnostika je
v klinické praxi htife dostupna. V omezené mife jsme
mohli konkordanci p16 a HPV pozitivity posoudit v prvni
skupiné nasich pacient. HPV pozitivita, vyjadfena dvoji
pozitivitou na HPV DNA a expresi pl6, v ni byla potvrzena
u 2 pacientti, 2 pacienti byli pozitivni pouze na pl6, ale
pritomnost HPV DNA se u nich nepotvrdila. U jednoho
pacienta byla pfitomna HPV DNA (typ 18), ale exprese pl6
byla negativni. Narozdil od orofaryngealnich karcinomi
se ani v naSem malém podsouboru pacientli nejevi pl6
pozitivita jako spolehlivy marker HPV etiologie nadorc
dutiny tstni.

Ve zkoumaném souboru byla prevalence pl6 pozitivity
8,3 %, coz je v souladu s recentnimi evropskymi studie-
mi z Némecka a Spanélska, kde zjistili 7 % a 11 % pl6
pozitivnich pacientd s karcinomem dutiny tstni [8, 22].
Korelace mezi expresi pl6 a prognézou, ktera je klinicky
vyuzivana u orofaryngedlniho karcinomu, je kontro-
verznim tématem i u nador mimo oblast hlavy a krku.
Existuje Siroké spektrum nadort se zvySenou expresi pl6,
u kterych neni HPV kauzalnim agens. U téchto nadora
miiZe byt zvySena pl6 exprese zplisobena napiiklad geno-



vou mutaci v tomto genu ¢i v genech, které jeho expresi
reguluji. Pro nékteré nddory (karcinom plic, kolorektalni
karcinom, melanom) je ztrata exprese pl6 spojena s horsi
prognézou [28], taky dalsi studie potvrzuji, Ze zvySend
exprese pl6 byla u neuroblastomu a u karcinoma prostaty
asociovana se zhorSenym prezitim [21].

Jednoznacné pozitivni vliv pl6 exprese na pétileté prezi-
ti, celkové preziti a sniZeni miry recidiv bylo prokazano
zatim pouze u orofaryngeélnich karcinomu [12, 23].
Studie, které zkoumaly vztah mezi pl6/HPV DNA pozi-
tivitou a vlivem na preziti pacientdi po 1é¢bé karcinomu
dutiny ustni maji rozdilné zavéry. Nékteré jsou v souladu
s vysledky nasi studie a udavaji horsi prognézu u pl6/
HPV DNA pozitivnich pacientd [6, 13, 24]. Jiné studie
naopak udavaji p16/HPV DNA pozitivitu jako faktor lepsi
progndzy u pacientdl s karcinomem dutiny ustni [9, 17,
25]. Jako vysvétleni nabizeji, Ze nadmérna exprese pl6
vede ke sniZeni invazivity nadoru redukci matricovych
metaloproteindz (MMP-1 a MMP-9). Tyto enzymy jsou
spojeny s vys$i invazivitou a rizikem metastazovani [10].
V téchto studiich méli pacienti s p16/HPV DNA pozitivitou
trikrat vétsi riziko vzddlenych metastiz a 2-3krdt vyssi
pravdépodobnost imrti, ve srovnani s pacienty p16/HPV
DNA negativnimi tumory. Pfi¢iny v§ak nejsou znamsé.
Neéktefi autofi zdlirazriuji, Ze plé exprese nemusi byt
znamkou HPV infekce u karcinomt dutiny ustni a jde
tedy o samostatny prognosticky marker.

Recentné publikovana ceska studie na souboru 78 pa-
cientll s ordlnim karcinomem neprokazala statisticky
signifikantni rozdily v 3letém preZiti mezi pacienty s p16
pozitivnimi tumory ve srovnani s pacienty s pl6 nega-
tivnimi tumory. V ¢lanku vsak chybi jasné rozdéleni
pacientdl podle anatomické lokalizace tumoru a zda se,
Ze v souboru jsou zahrnuti i pacienti s tumory kofene
jazyka [2].

Zavéry dosud publikovanych studii se znac¢né 1isi. Z do-
savadnich vysledkd vyplyva, Ze prevalence HPV DNA
v tumorech dutiny ustni je vyrazné nizsi nez u nadort
orofaryngu a zda se, Ze neexistuje korelace mezi ptitom-
nosti HPV a expresi pl6 v téchto nadorech. Otazka HPV
etiologie u nadort dutiny dstni tedy neni zatim objas-
néna. Exprese pl6 se, na zakladé nasich i publikovanych
dat, zda byti spiSe negativnim prognostickym faktorem.
Z dal$ich faktord negativné ovliviiujicich prognézu by-
ly v nasi studii identifikované rekurence onemocnéni
a pozitivita uzlin. Podobné vysledky popisovala recentni
prehledova studie, kde se vysledky zahrnutych studii
mezi sebou lisily, pokud jde o pT status a rekurenci
onemocnéni. Pozitivita regionalnich lymfatickych uzlin
méla negativni dopad na celkové a nadorové specifické
preziti [4].

ZAVERY

Prevalence pl6 pozitivity u karcinoma dutiny tstni v nasi
studii byla 8,3 %. Multivariantni analyzou se nam ze
zkoumanych klinicko-patologickych parametra (vék,
koufeni, T a N status, recidiva a p16 exprese) potvrdily ja-
ko statisticky vyznamné prognostické faktory: N status,
recidiva a pl6 exprese. Nejvyznamnéj$im negativnim
prognostickym faktorem byla pl6 pozitivita, kterd zhor-
Sovala riziko preziti 4krat. Vzhledem k malé prevalenci
P16 pozitivity v naSem souboru vsak nelze tento zavér

PUVODNIi PRACE

preceniovat. Pfes limitovany pocet subjektli v nasem
souboru lze uzavtit, Ze marker pl6, ktery je nepfimym
znakem HPV infekce a vyznamnym prognostickym mar-
kerem u nadord orofaryngu, nemusi byt vhodnym pro
pouziti u naddorc hlavy a krku jiné anatomické lokalizace.
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