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levads

Plakanstinu karcinoma ir visbiezak sastopamais laundabigais audzgjs
galvas un kakla rajona (Sung et al., 2021). Galvas un kakla plakanStnu
karcinoma (GKPSK) ir septitais izplatitakais vézis pasaulg, katru gadu registrgjot
vairak neka 660 000 jaunus saslim$anas gadijumus un 325 000 naves gadijumus
(Gormley et al., 2022). Saskana ar GLOBOCAN datiem 2020. gada tika registréti
98 412 jauni orofaringealas (OFPSK), 98 412 jauni balsenes (LARCC) un
84 254 jauni hipofaringedlas plakanstinu karcinomas (HFPSK) gadijumi
(Sung et al., 2021).

Tabakas smékéSana un alkohola lieto$ana ir nozimigi sinergiski riska
faktori GKPSK attistibai (Kuper et al., 2002; Hashibe et al., 2009). So faktoru
izraisTtajos vézu audos biezi vien ir novérojamas p53 géna mutacijas, ietekméjot
stinu cikla regulésanu (Carlos de Vicente et al., 2004). Iesp&jamas mutacijas ari
pl6 audzgja supresora g€na, ka rezultata pl6 zaudé CDK inhibitora funkciju
(Beck et al., 2017; Deneka et al., 2022). Parasti p16 saistas ar CDK4/CDK6
kompleksu, nomacot pRb. Savukart pl6 funkcijas trauc€jumu rezultata tiek
traucgta Stinu cikla regulacija, izraisot nekontrol&tu §tinu proliferaciju (Kotake et
al., 2015; Senga & Grose, 2021). Neraugoties uz GKPSK saslimstibas vispargju
samazinasanos pédéjo 20 gadu laika, ir novérots mutes dobuma un rikles
plakan$inu karcinomu saslimstibas pieaugums (Taylor et al., 2021;
Kawakita et al., 2022).

Papildus Siem tradicionaliem riska faktoriem par atseviskiem un
neatkarigiem GKPSK riska faktoriem tiek uzskatiti arf augsta riska cilvéka
papilomas virusa (AR-CPV) veidi, jo ipasi CPV 16, kas ir Ipasi saistits ar OFPSK.
CPV var bt iesaistits arT mutes dobuma plakansiinu karcinomas patogenézg, bet
visspécigaka ir saistiba starp CPV un OFPSK (Chaturvedi et al., 2011; Gillison
et al., 2015).



Lai gan AR-CPV infekcija, jo Tpasi CPV16, ir ciesi saistita ar OFPSK
attistibu un CPV izplatiba $ajos v&zos sasniedz pat 70 % (Schache et al., 2016;
Timbang et al., 2019), AR-CPV loma citos galvas un kakla véZa paveidos,
pieméram, BPSK un HFPSK, joprojam ir diskusiju objekts, jo $ie véZi biezak ir
CPV negativi un salidzinajuma ar OFPSK tiek pétiti retak.

CPV pozitivs galvas un kakla vezis biitiski atSkiras no CPV negativa véza
molekularo mehanismu, audz&ja progreséSanas, epidemiologijas un pacientu
izdzivotibas zina. CPV klatbiitne, jo Ipasi OFPSK, kalpo ka prognostisks faktors,
kuru saista ar samazinatu naves un recidivu risku (Mallen-St Clair et al., 2016).
CPV ir ciesi saistits ar auksléju mandelu v&zi, méreni saistits ar citiem
orofaringeala véza paveidiem un vaji saistits ar mutes dobuma v&zi (Hobbs et al.,
2006). CPV 16 seropozitivitate palielina OFPSK attistibas risku gan smekétajiem
un alkohola lietotajiem, gan nesmek&tajiem un alkohola nelietotajiem (D'Souza
et al., 2007). Tomér attieciba uz citiem GKPSK veidiem nav noteikta galiga
saistiba starp CPV statusu un izdzivotibas rezultatiem (H. Wang et al., 2019;
Wu et al., 2021; Sharkey Ochoa et al., 2022). CPV pozitiviem GKPSK piemit
noteiktas molekularas iezimes, tostarp wild-type p53 degradacija, p53 géna
mutaciju neesamiba, samazinata PRb ekspresija un attiecigi palielinata
pl6 ekspresija. Sis molekularas atikiribas var palidzét atskirt ar CPV saistitu
vezi, ieviest izmainas arstéSana un kalpot ka prognostiskie markieri (Mallen-St
Clair et al., 2016).

Virusu onkoproteins E6, kas ir viens no galvenajiem faktoriem ar CPV
saistitos veézos, veicina p53 degradaciju, izmantojot ar E6 saistito ubikvitina
ligazi. Sada @nu cikla kontrolpunktu izjauk3ana, izvairiSanas no apoptozes un
p21 inaktivacija izraisa §Gnu cikla apstasanos G1 fazé (Pal & Kundu, 2019;
Johnson et al., 2020). Turpreti ar CPV nesaistitiem galvas un kakla véziem
parasti noveéro p53 ge€na mutacijas, kas izraisa p53 funkcijas zudumu un veicina

invaziju, metastaze€sanos un véza Sinu proliferaciju (Nathan et al., 2022).



P&tijumi liecina, ka pacientiem ar CPV pozitiviem GKPSK ar samazinatu
p53 ekspresiju (E6 izraisitas degradacijas dgl) ir labvéligaka prognoze un labaka
kopgja izdzivotiba (Smith et al., 2010).

Turpreti E7 spécigi saistas ar pRb un veicina ta degradaciju proteasomala
cela, ka rezultata atbrivojas E2F transkripcijas faktors un tiek stimul&ta Stnu
cikla progresésana S fazeé (Boyer et al., 1996; Berezutskaya & Bagchi, 1997;
Pal & Kundu, 2019). E7 mediéta pRb degradacija izraisa ari pl6 augSup-
regulaciju. P16 hiperekspresijas noteikSana kalpo par molekularo pazimi ar CPV
saistitu OFPSK identificé$anai un pozitivi ietekmé pacientu izdzivotibu $ajos
gadijumos. Tomer §T saistiba nav stingri noteikta attieciba uz neorofaringealiem
GKPSK veidiem (Bishop et al., 2015; Du et al., 2019), p&tijumos zinojot vai nu
par pl6 ekspresijas trikumu pat CPV mRNS klatbtitng, vai arT par lidzigu
pl6 ekspresijas Iimeni neatkarigi no CPV statusa (Castellsagué et al., 2016;
Senga & Grose, 2021).

Tomér virusu onkogénu E6 un E7 ekspresija ir nepiecieSama, bet ne
pictickama, lai attistitos epit€lija displazija un ar CPV saistitas karcinomas.
Veicot dzemdes kakla véza audu molekularo analizi, ir novérots, ka virusa
genoms biezi integréjas saimnieka $iinu genoma (zur Hausen, 2000).

Lai secindtu virusa iesaistiS$anos onkogen€zg, ir nepiecieSams noteikt ta
transkripcijas aktivitati (Snijders et al., 2003; Jung et al., 2010). Pie transkripcijas
zina aktiviem CPV markieriem parasti pieskaita p16 parmerigu ekspresiju, ka ar1
E6 un E7 proteinu ekspresiju (Wiest et al., 2002; Jung et al., 2010; Kato et al.,
2020).

Kopuma CPV pozitivai GKPSK ir labaka prognoze neka CPV negativai
GKPSK. Vairaki pétijumi liecina, ka pacienti ar CPV pozitivu OFPSK labak
padodas arstésanai neka pacienti ar CPV negativu OFPSK (Kumar et al., 2007,
2008).



Latvija pedgja laika p16 noteiksana OFPSK ir kluvusi par ierastu praksi.
Tomér CPV statusa noteik§ana GKPSK pacientiem nav standarta prakse, lai gan

ta ir plasi izplatita attistitajas valstis.

Darba meérkis

ST pétijuma merkis ir noskaidrot CPV infekcijas (CPV DNS un E6/E7
mRNS) prevalenci pacientiem ar OFPSK, HFPSK un BPSK, ka arf tas nozimi
audzgja attistiba un pacientu izdzivotiba, papildus imunhistokimiski (IHK)
novertgjot audz&ja supresoru proteinu (pl6 un p53) un AR-CPV E6 un E7

onkoproteinu ekspresiju.

Darba uzdevumi

Lai sasniegtu promocijas darba mérki, ir izvirziti $adi uzdevumi:

1. Analizét saistibu starp anamnézes datiem (pacienta dzimums un
vecums, izdzivotibas dati), primara audzgja atrasanas vietu, TNM
datiem, kaitigiem ieradumiem (sm&ke€Sana un alkohola lietoSana),
morfologiskajiem un molekularas virusologijas rezultatiem, lai
izpetitu CPV lomu OFPSK, HFPSK un BPSK attistiba, ka ari to

ietekmi uz izdzivotibu.

2. Noteikt CPV DNS (zema riska (ZR-) un AR-) klatbaitni GKPSK

audos, izmantojot PKR ar konsensa praimeriem.
3. Noteikt AR-CPV DNS (ipasi CPV 16, 18) klatbitni CPV+ GKPSK.

4. Noteikt AR-CPV transkripcijas aktivitati AR-CPV+ GKPSK,
nosakot E6/E7 mRNS.

5. Analizét audz&ja supresoru proteinu pl6 un p53, ka ari AR-CPV
E6/E7 onkoprotemnu IHK ekspresiju audz&ju audos no pacientiem ar

histologiski apstiprinatu OFPSK, HFPSK un BPSK.



Darba hipotézes

1. CPV infekcijai ir nozime OFPSK, HFPSK un BPSK attistiba.

2. CPV statuss pacientiem ar OFPSK, HFPSK un BPSK ir

neatkarigs prognostisks faktors.

3. pl6, p53, AR-CPV E6/E7 onkoproteiniem ir prognostiska

nozime, un tie ietekmeé izdzivotibu.

4. Pastav saistiba starp p16, p53, CPV statusu (CPV DNS, E6/E7
MRNS, AR-CPV E6/E7 onkoproteina imunoekspresija) un
izdzivotibu pacientiem ar OFPSK, HFPSK un BPSK.

Darba novitate

ST pétijuma novitate ir CPV lomas izpéte BPSK un HFPSK
etiopatogenéze. Lai gan CPV loma OFPSK ir labi zindma, joprojam pastav
ievérojamas neskaidribas par ta saistibu ar BPSK un HFPSK. Izmantojot
daudzpusigas molekularas un imiinhistoktmiskas analizes, $is pétfjums
apstiprina CPV iesaisti BPSK un HFPSK attistiba, izgaismojot lidz §im novarta
atstatu ar CPV saistito véza veidu aspektu.

ST pétijuma bitiskaka dala ir AR-CPV E6/E7 onkoproteinu
imiinhistoktmiskas noteikSanas efektivitates pieradiSana un to izmantoSana
prognostiskos  noliikos,  1pasi  neorofaringealu = vézu  gadijumos.
Imunohistoktimijas izmantoSana klast par vertigu lidzekli So véza veidu
prognozes novértésanai, bitiski uzlabojot miisu izpratni par CPV lomu BPSK
un HFPSK karcinogenézé. Visbeidzot, $is pétfjums ir novatorisks ieguldijums,
jo paplagina miisu izpratni par ar CPV saistito GKPSK attistibu. Iegiitie rezultati
ir daudzsolosi, jo izmantojami BPSK un HFPSK diagnostikas, prognozes un,

iesp€&jams, arstéSanas stratégiju pilnveidosanai.

10



1. Materiali

Petijums sastavéja no divam dalam — retrospektivas un prospektivas.

Retrospektivais pétijums tika veikts Rigas Austrumu kliiskas
universitates slimnicas Latvijas Onkologijas centra; taja tika icklauti 247 pacienti
ar diagnosticétu OFPSK, kas tika klasificéti saskana ar Starptautiskas Pretvéza
savienibas izstradato laundabigo audz&ju TNM Kklasifikaciju (6. izdevums).
P&tfjuma periods bija no 2000. gada 1. janvara Iidz 2010. gada 31. decembrim.
Pacientu dati tika iegfiti no slimnicas arhiva un Slimibu profilakses un kontroles
centra. Apkopoti $adi dati: vai pacients ir dzivs vai miris, naves datums (ja
attiecinams), vecums diagnozes noteikSanas bridi, dzimums, TNM statuss,
slimibas stadija, kaitigie ieradumi, arstéSanas veids, primara audzgja atraSanas
vieta un audzgja histopatologiskais variants.

Otraja dala tika veikta 106 pacientu ar histologiski diagnosticgtu GKPSK
kompleksa analize. Pacientu uznemsanas periods bija no 2015. gada janvara lidz
2019. gada augustam. Pettjums tika veikts, apkopojot pacientu kliniskos datus un
veicot savakto audz€ja paraugu IHK un molekularo analizi. Peétijuma tika
izmantotas vairakas morfologiskas metodes — IHK un imiinfluorescences
metode. Papildus tika izmantotas dazadas molekularas biologijas metodes.
Petfjums tika veikts Rigas Austrumu kliniskas universitates slimnicas Latvijas
Onkologijas centra. Papildus svaigiem audzgju paraugiem (iegiti operaciju un
biopsiju laika) tika iegiti formalina fikséti un parafina iegulditi audzgja audu
bloki (FFPI) kopa ar patohistologiskas izmekléSanas slédzieniem Rigas
Austrumu  kliniskas universitates slimnicas Patologijas centra. Visi
morfologiskie pétijumi tika veikti Anatomijas un antropologijas institita
Apvienotaja elektronu mikroskopijas laboratorija. Molekulari biologiskie
pétijumi veikti Rigas Stradina universitates Mikrobiologijas un virusologijas

institiita.
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2. Metodes

2.1. Pirma dala. Pacientu ar OFPSK izdzivotibas analize atkariba
no histopatologiskas atrades, slimibas stadijas, audzgja
lieluma, kaitigiem ieradumiem un sanemtas arstéSanas

Petijums aprakstits manuskripta “Lifsics, A., Rate, E., Ivanova, A., Tars, J.,
Murovska, M., and Groma, V. (2020). Survival analysis of oropharyngeal
squamous cell carcinoma patients linked to histopathology, disease stage, tumor
stage, risk factors, and received therapy. Experimental oncology. 42(1), 51-59.
https://doi.org/10.32471/exp-oncology.2312-8852.vol-42-no-1.14147".

Retrospektivaja pétijuma tika ieklauti 247 pacienti ar histologiski
apstiprinatu OFPSK. Iegiitie dati tika analizéti, lai noteiktu visu pacientu kop&jo
un slimibai specifisko tris un piecu gadu izdzivotibu (Kaplan-Meier analize) un
analiz&to faktoru riska attiecibas (Cox regresija), lai noteiktu batiskos faktorus,
kas ietekm@ pacientu izdzivotibu. Pacientu raksturojums ir apkopots 2.1. tabula.

OFPSK FFPI paraugi tika iegiiti no Latvijas Onkologijas centra
Patologijas nodalas arhiva. Tika parskatiti visu audzgju patohistologiskas
izmekl&sanas sl€dzieni, ka arT veikta hematoksilinu un eozinu iekrasoto paraugu
patstaviga mikroskopiska analize. Audzgji tika klasificéti, pamatojoties uz to
histologiskajam pazimém. Tomér jaatzimg, ka §1 retrospektiva pétijuma
sakumposma dazi faktori, pieméram, invazijas modelis audzgja mala,
perineiralas invazijas klatbiitne un imiinsistémas atbildes reakcija, ko ierosinaja
Brandwein un lidzautori (Brandwein-Gensler et al., 2005) un v&lak apsprieda citi
pétnieki (Duvvvuri et al.,, 2014), tika novértéti par zemu. Lidz ar to
histopatologiskaja novértg&juma netika nemta véra kirurgisko malu parskatiSana
un blakusaudu novertejums. Mikrofotografijas tika uznemtas, izmantojot Leitz

DMRB spilgta lauka optiku, kas aprikota ar digitalo kameru DC 300F.
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Pacientu raksturojums

2.1. tabula

Dzimums — n (%):

e virieSu 227 (91,90)

e sievieSu 20 (8,10)
Vecums (gados):

e vidgjais (SD) 60 (8,985)

e diapazons 27-85
Slimibas stadija — n (%)*:

o 3(1,22)

o 1l 19 (7,72)

o Il 61 (24,80)

e IV 163 (66,26)
T pakape — n (%)**:

e T1 23(9,39)

e T2 59 (24,08)

e T3 73 (29,80)

e T4 90 (36,73)
N pakape — n (%)*:

e NO 77 (31,0)

e N1 54 (21,95)

e N2 82 (33,33)

e N3 30 (12,20)

e NXx 3(1,22)
Alkohola lietosana — n (%)***:

e ja 82 (35,19)

e né 151 (64,81)
Smékesana — n (%)****:

e ja 180 (75,95)

* né 57 (24,05)
Alkohols un sméke&sana — n (%): 73 (31,47)

* Nav zinama 1 pacientam.

** Nav zinama 2 pacientiem.
**% Nav zinama 14 pacientiem.
**%% Nav zinama 10 pacientiem.
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2.2. Otra dala. Prospektivs pétijums ar 106 pacientiem ar GKPSK

Sis dalas rezultati ir publicéti trijos manuskriptos:

1. “LifSics, A., Cistjakovs, M., Groma, V. & Murovska, M. (2021).
Detection and Genotyping of Human Papillomavirus in
Hypopharyngeal Carcinoma Samples. Proceedings of the Latvian
Academy of Sciences. Section B. Natural, Exact, and Applied
Sciences. 75(1), 11-15. https://doi.org/10.2478/prolas-2021-0002";

2. “Lifsics, A., Groma, V., Cistjakovs, M., Skuja, S., Deksnis, R. &
Murovska, M. (2021). Identification of High-Risk Human
Papillomavirus DNA, p16, and E6/E7 Oncoproteins in Laryngeal and
Hypopharyngeal Squamous Cell Carcinomas. Viruses. 13(6), 1008.
https://doi.org/10.3390/v13061008;

3. “Lifsics, A., Cistjakovs, M., Sokolovska, L., Deksnis, R., Murovska,
M. & Groma, V. (2023). The Role of the p16 and p53 Tumor
Suppressor Proteins and Viral HPV16 E6 and E7 Oncoproteins in the
Assessment of Survival in Patients with Head and Neck Cancers
Associated with Human Papillomavirus Infections. Cancers. 15(10),
2722. https://doi.org/10.3390/cancers15102722”.

Pétijums tika apstiprinats Rigas Stradina universitates Etikas komiteja

(Lémums Nr. 3/24.09.2015.) un veikts saskana ar Helsinku deklaraciju.

2.2.1. Pacientu raksturojums

Katram pacientam tika novertéts dzimums, vecums, TNMG statuss,
smékeSanas un alkohola lietoSanas paradumi, ka arT arsteéSanas veids. Dati par to,
vai pacients dzivs vai miris, tika iegiiti no Slimibu profilakses un kontroles centra
2022. gada 1. janvari. Kopuma 34 no 106 pacientiem bija OFPSK, 41 pacientam
bija BPSK un 31 pacientam bija HFPSK. Pacientu dati apkopoti 2.2. tabula.
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Pacientu raksturojums

2.2. tabula

Gadijumi (n = 106)

OFPSK BPSK HFPSK
(n=34) (n=41) (n=31)

Dzimums:

e virieSu 27 39 29

e sievieSu 7 2 2
Vecums (mediana) 58,5 64,3 65,9
T pakape:

N 6 4 0

T2 6 8 4

« T3 6 24 16

- T4 16 5 11
N pakape:

0 35 6

e 1 1 4 16

e 2 12 2 8

e 3 6 0 1
M pakape:

e 0 34 40 27

e 1 0 1 4
G pakape *:

¢ 1 5 5 6

2 21 34 21

c 3 7 2 4
Kaitigie ieradumi:

e nav 9 4 3

e smékeSana 8 29 20

e smekeSana un

alkohola lietoSana 17 8 8

Arstégana ™

e RT 16 1 21

e KA 0 9 0

e RT+KA 2 29 4

e RT+KT

(Cetuksimab)+/-KA 10 0 0
e Simptomatisks 6 1 6

* Vienam pacientam OFPSK grupa triikka datu. Vienam pacientam BPSK grupa
trilka datu. RT — staru terapija, KA — kirurgiska arsté$ana, KT — kimijterapija.
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2.2.2. Molekularas biologijas metodes

DNS ekstrakcija no svaigi sasaldéta audu materiala tika veikta, izmantojot
standarta fenola/hloroforma ekstrakcijas metodi. DNS ekstrakcija no FFPI tika
veikta, izmantojot blackPREP FFPE DNA Kit (Analytik Jena, Vacija), ievérojot
razotaja protokolu.

RNS ekstrakcija tika veikta tikai no tiem paraugiem, kuros konstateta
AR-CPV DNS. Svaigi sasaldétiem audu paraugiem tika izmantota standarta RN'S
ekstrakcija ar TRIzol LS reagentu no Thermo Fisher Scientific saskana ar razotaja
protokolu. RNS ekstrakcijai no FFPI véza paraugiem tika izmantots PureLink
FFPE Total RNA Isolation Kit (Thermo Fisher Scientific, ASV), ievérojot
razotaja protokolu.

Visi iegttie DNS paraugi tika izmekleti ar PKR, izmantojot konsensa
praimerus MY9/MY 11 un GP5+/6+, lai noteiktu plasu AR-CPV un ZR-CPV tipu
klastu. Rezultati tika vizualizéti ar elektroforézi 1,7 % agarozes gela. Par CPV
pozitiviem tika uzskatiti 450 bp un 150 bp gari amplifikacijas produkti attiecigi
MY09/11 un GP5+/6+ gadijuma. Katra reakcija tika ieklauta pozitiva un
negattva kontrole.

Tika veiktas ari PKR, izmantojot CPV16 un 18. tipam specifiskos
praimerus. PKR, izmantojot CPV16 specifiskos praimerus, tika iegti 152 bp
gari amplikoni, bet, izmantojot CPV18 specifiskos praimerus, — 216 bp gari
amplikoni. Visi pieejamie paraugi tika analiz&ti, izmantojot Sos praimerus.

Anyplex Il HPV28 multiplex reala laika PKR tika veikta saskana ar
razotaja ieteikumiem (Seegene, Dienvidkoreja). Rezultati tika analizéti,
izmantojot Seegene Viewer programmatiru (Seegene, Seula, Korejas
Republika). Ar So komplektu tika analizgti tikai tie paraugi, kas bija pozitivi PKR
ar konsensa vai ar CPVV16/18 L1 praimeriem.

HPV High-Risk Screen Real-TM Quant (Sacace Biotechnologies, Italija)
ir in vitro reala laika amplifikacijas tests 16., 18., 31., 33., 35., 39., 45., 51., 52.,
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56., 58., 59. CPV tipu kvantitativai noteikSanai. Tas ietver praimeru maisijumu,
kas paredzets CPV A7, A9 grupai (CPV16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 52, 58, 59),
CPV AS grupai (CPV51) un CPV A6 grupai (CPV56), un tam ir ieks€ja kontrole
(B-globina gens). Tika analizeti tikai tie paraugi, kas bija pozitivi PKR ar
konsensa vai ar CPVV16/18 L1 praimeriem.

E6/E7 mRNS tika noteikta reala laika PKR, izmantojot PreTect HPV-
Proofer komplektu. ST parbaude lava kvalitativi identificét AR-CPV E6/E7
onkogénu mRNS, tostarp CPV16, 18, 31, 33 un 45. E6/E7 mRNS noteikSanai
tika izmantoti tikai AR-CPV DNS pozitivi paraugi.

2.2.3. Imiinhistokimiska analize

FFPI paraugi tika izmantoti IHK analizei. CPV16 E6/E7 proteinu, p53 un
pl6 proteinu IHK reakcijas paraugos tika veiktas saskana ar ieprieks apstiprinatu
protokolu (Skuja et al., 2018; Zake et al., 2018).

Isuma, 4-5 pm biezi FFPI audz&ju griezumi tika uzlikti uz SuperFrost
Plus prieks§metstikliniem (Gerhard Menzel GmbH, Brauns$veiga, Vacija) un tiem
veikta standarta sagatavoSanas procediira. Péc tam tos inkub&a uz nakti
4 °C temperatiira ar specifiskim primarajam antivielam. Tika izmantota
monoklonala peles antiviela pret CDKN2A/pl16'NK4 (Abcam, Kembridza,
Apvienota Karaliste, atSkaidita 1:300, ab201980), monoklonala peles antiviela
pret p53 (Santa Cruz Biotechnology, Inc., Dalasa, Teksasas stats, ASV, atSkaidita
1:50, sc-47698), monoklonala peles antiviela pret CPV16 E6 + CPV18 E6
(Abcam, Kembridza, Apvienota Karaliste, iepriek$ atSkaidita, ab51931) un
monoklonala peles antiviela pret CPV16 E7 (Santa Cruz Biotechnology, Inc.,
atSkaidita 1:50, sc-6981). IHK reakciju vizualizacijai tika izmantota HiDef
Detection HRP poliméru sisttma un diaminobenzidina tetrahidrohlorida

substrata komplekts (Cell Marque, Roklina, Kalifornijas stats, ASV). Tika veikta
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$tnu kodolu pretkraso$ana ar Mayer hematoksilinu. Katra reakcija tika ieklauta
negativa kontrole, nepievienojot primaro antivielu.

Par pozitivu imtinreaktivitati liecindja broini reakcijas produkti. pS3 un
CPV16 E7 proteinu gadijuma bija kodolu krasojums, bet p16 proteina un CPV16
E6 proteina gadijuma — kodola un citoplazmas krasojums. p16 hiperekspresija
tika defingta ka p16 imtinpozitivitate > 50 % audzgja Stinu. p53 imiinpozitivitates
noveértésanu veica puskvantitativi. p53 hiperekspresija tika definéta ka
p53 iminpozitivitate > 50 % audzgja Stnu ar intensitati = 2 vai > 25 % audzgja
§tnu ar intensitati = 3. Paraugus, kas neatbilda Siem kriterijiem, uzskatija par
p53 negativiem (p53-).

E6 un E7 proteinu ITHK noteikSana tika veikta tikai AR-CPV DNS
pozitivajos paraugos (visi paraugi bija CPV16 DNS pozitivi). E6 un E7 proteinu
ekspresijas puskvantitativa noveértéSana tika veikta katra parauga 20 nejausi
izveletos redzes laukos. Novértésanai tika izmantoti divi interpretacijas veidi:

e Atkariba no imiinpozitivo §tinu Ipatsvara E6 un E7 imiinekspresijas
limenis tika klasificéts attiecigi ka negativs — 0, vajs — <10 %,
mérens — 11-50 % un spécigs — > 50 % (publikacija MDPI Viruses).

e EO6 un E7 imiinekspresijas [imenis tika novertets ka negativs, ja tika
konstatets < 10 % imtinpozitivu §iinu, un pozitivs, ja tika konstatéts

> 10 % imiinpozitivu §tnu (publikacija MDPI Cancers).
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3. Statistiska analize

3.1. Pirma dala (retrospektiva)

Statistiska analize tika veikta, izmantojot IBM SPSS, lai novertétu
saistibu starp analiz€jamiem raditajiem un izdzivotibu, ka ar1 vidgjo kopgjo
dzivildzes laiku p&c diagnozes noteikSanas. Atkariba no grupas lieluma
atSkiribas starp grupam tika novertetas, izmantojot Pirsona hi kvadrata testu vai
Fisera tieSo testu, ar nozimiguma Itmeni p < 0,05. Lai noteiktu saistibu starp
nominaliem datiem, tika noteikti Kramera V raditaji. Lai salidzinatu dzivildzes
vidgjos laikus atkariba no dazadiem nominalajiem raditajiem, tika izmantots
Manna-Vitnija vai Kruskala-Valisa tests. Kaplana-Meijera izdzivotibas analizé
noveértéja 3 un 5 gadu kopgjo izdzivotibu (KI) un slimibai specifisko izdzivotibu
(SSI), izmantojot Logranka testu, lai salidzinatas grupas, nemot vera visus laika
punktus vienkopus (p < 0,05 tika uzskatits par statistiski nozimigu). Riska

attiecibas tika aprekinatas, izmantojot Koksa regresijas metodi.

3.2.  Otra dala (prospektiva)

Statistiska analize, izmantojot GraphPad Prism, ietvéra normalitates
testus skaitlisko datu sadalifjuma noteiksanai, vienvirziena ANOVA salidzinaja
vidgjos raditajus starp grupam, Kruskala-Valisa vai Fridmena testu izmantoja
neparametrisko datu gadijuma. Manna-Vitnija tests vai Vilkoksona tests tika
izmantots, lai salidzinatu skaitliskas v@rtibas starp divam grupam.
Neparametriska Spirmena korelacijas analize izvert€ja sakaribas starp
analiz€jamam grupam. Statistiska nozimiba tika noteikta ka p < 0,05.

Seegene rezultati tika puskvantitativi noveértéti un kodgéti, bet Sacace testa
virusa slodze tika logig transforméta statistiskajai analizei. Koena « tests
novértgja saskanu starp CPV noteik§anas metodém. Ar Kaplana-Meijera metodi
tika veikta vienfaktora izdzivotibas analize attieciba uz KI un SSI, bet ar Koksa
regresijas metodi tika veikta daudzfaktoru izdzivotibas analize. Statistiska

nozimiba tika noteikta ka p < 0,05.
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4, Rezultati

4.1. Retrospektiva 247 pacientu ar OFPSK izdzivotibas analize

Retrospektivaja kohortas pétijuma tika pétiti 247 pacienti ar histologiski
apstiprinatu OFPSK dazadas stadijas. Kohorta icklautiem pacientiem primara
audz€ja lokalizacija bija auksl&ju mandeles (n = 110, 44,52 %), m&les pamatne
(n =76, 30,77 %), mikstas auksl&jas (n = 20, 8,10 %) un rikles mugurgja siena
(n =41, 16,60 %). Liclakajai dalai pacientu bija slimibas vélinas stadijas. Lielaka
dala pacientu bija viriesi (n = 227, 91,90 %), vidgjais vecums 60,20 gadi.

Sievie$u dzimtes pacientiem bija ievérojami ilgaks vidgjais dzivildzes
laiks neka virieSiem. Tomér nebija korelacijas starp izdzivotibas ilgumu un
dzimumu, un KI atSkiriba starp dzimumiem nebija statistiski nozimiga. SSI
sievietem bija ieveérojami labaks neka virieSiem. Pacienti tika iedaliti arT trijas
vecumgrupas (< 55 gadi, 55-64 gadi un > 65 gadi). Lai gan vecakaja apak$grupa
bija ievérojami vairak miruSo pacientu, korelacija starp vecumgrupu un
izdzivotibas ilgumu netika nov€rota. Kaplana-Meijera analize noradija
izdzivotibas ilguma samazinasanos, picaugot vecumam, ta¢u, nemot vera visas
tris vecumgrupas, statistiski nozimigas atSkiribas netika atrastas. Parveida
salidzinajumi atklaja statistiski nozimigu atskiribu izdzivotibas ilguma starp
pacientiem, kas jaunaki par 55 gadiem, un pacientiem, kas vecaki par 64 gadiem
(p = 0,048).

P&ttjuma tika pétita arT saistiba starp izdzivotibas ilgumu un slimibas
stadiju, atklajot mérenu korelaciju. Kaplana-Meijera izdzivotibas analize atklaja
statistiski nozimigas atskiribas (p =0,058) KI un SSI atkariba no slimibas
stadijas. Tomér, veicot parveida salidzinajumus, netika konstatStas statistiski
nozimigas KI un SSI atSkiribas starp konkrétam slimibas stadijam. Konstatets,
ka vidgjais izdzivotibas laiks un labveligie iznakumi (pacients dzivs)

samazinajas, palielinoties T pakapei, noradot uz mérenu Kkorelaciju starp
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iznakumu un audzgja izm@ru. Pacientiem ar mazakiem audzgjiem (T1-2) bija
labaka KI un SSI neka pacientiem ar liclakiem audzgjiem (T3—4).

Starp izdzivotibas ilgumu un N statusu nebija korelacijas. KI un SSI
bitiski neatSkiras atkariba no N statusa (NO pret N+). Tika konstatéta mérena
korelacija starp smek&sanu un izdzivotibas ilgumu, un nesméketajiem bija labaki
Kl un SSI. Parmeériga alkohola lietoSana nebija saistita ar izdzivotibas ilgumu vai
vidgjo KI laiku. Zimigi, ka pacientiem, kuri gan smékgja, gan parmerigi lietoja
alkoholu, statistiski nozimigi pasliktinajas KI un SSI (2. pielikuma 1. attgls).

Audzgja atrasanas vieta neietekméja videjo KI laiku vai KI ilgumu.
Pacientiem ar rikles sienas un auksl&ju mandelu audzgjiem bija sliktakie KI
(p =0,03) un SSI (p = 0,026) raditaji, savukart pacientiem ar miksto aukslgju
audzgjiem bija labaki rezultati. Lielaka dala audzg€ju bija plakanstinu karcinomas
ar parragosanos (KPSK; 70,85 %), mazak bija plakansinu karcinomu bez
parragosanas (NKPSK; 19,43 %), nediferencétu karcinomu (1,21 %) vai
adenokvamozu karcinomu (0,4 %). Audz€ja histologiskais variants butiski
neietekméja KI vai SSI.

KPSK audu paraugos tika konstattas lielas, labi norobezotas poligonalas
plakansiinas dazadas diferenciacijas pakapes — no labi diferencétam lidz vaji
diferencétam, ar dazadu keratinizacijas pakapi. Tika noverotas keratina perles,
kas norada uz keratina veidoSanos. Pat zemu diferencétos audzgjos bez
parrago$ans bija vérojama difiiza plakansiinu nobriesana. KPSK paraugos biezi
bija novérojamas norobeZotas §tinu salinas ar bagatigu eozinofilo citoplazmu un
kodolu pleomorfismu. Biezi bija novérojamas audzgja §unu infiltrativas salinas
desmoplastiskaja stromd. NKPSK paraugos tika novérota §iinu organizacija
pavedienu, salinu, ka arT neregularas formas veidojumu veida ar skaidri
izsekojamam robezam. Siem audzgjiem bija raksturigas relativi monomorfas,
blivi sakopotas bazaloidas $linas ar olveida un varpstinveida morfologiju,

nenoteiktam §inu robezam, izteikti hiperhromatiskiem, lieliem kodoliem.
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Lai gan pétijuma netika noteikti CPV pozitivi un CPV negativi audzgji,
var pienemt, ka KPSK audzgji, visticamak, ir CPV negafivi, savukart NKPSK
audz&ji varétu biit saistiti ar CPV infekciju. NKPSK bija raksturiga augSana
pavedienu, salinu, ka arT neregularas formas veidojumu veida ar skaidri
izsekojamam robezam, un audz&ju $Gnam bija bazaloidas iezimes ar periféru
Stinu rozeSu veidoSanu.

Lai izprastu audzg€ja agresivo raksturu, tika novérteti tadi faktori ka
perineirala izplatiba, limfovaskulara un muskulu invazija, nemot véra, ka
diferenciacijas pakape, kas pamatojas tikai parragosanas stadija, var nebit
pietickama, lai spriestu par klinisko iznakumu. Petfjuma konstatéts, ka
perineirala invazija un limfovaskulara invazija ir biezi sastopamas plakan$tinu
karcinomas un to klatbiitne korel€ ar samazinatu izdzivotibu. Turklat, audzgja
audiem izplatoties dzilak, laundabigas Siinas infiltr&ja Skerssvitrotas
muskulatiiras audus, veidojot salinas un pavedienus.

Tika novérota spéciga korelacija starp izdzivotibas ilgumu un izmantoto
arstéSanu. Savukart korelacija starp terapiju un vid&jo izdzivotibas ilgumu netika
atrasta. Starp dazadam arst€Sanas metodém tika konstatétas biitiskas KI un SSI
at3kiribas. Pacientiem KA un RT + KA grupas bija labaki izdzivotibas rezultati
salidzinajuma ar citam arst€Sanas grupam. Parveida salidzinajumi atklaja
biitiskas at3kiribas K1 tikai starp RT un RT + KA grupam, RT + KA un RT + KT
(Cetuximab) +/— KA grupam (p <0,05) un gandriz statistiski nozimigas
atkiribas starp RT un KA grupam. Sie rezultati liecina par augstaku izdzivotibu
kirurgiskas iejaukSanas gadijuma, savukart RT grupa (iznemot simptomatisko
arsteéSanu) izdzivotibas raditaji (KI un SSI) bija viszemakie.

Liclakajai dalai pétijuma ieklauto pacientu arstéSanas ietvaros netika
veikta kirurgiska iejauksanas (n =196). Tikai nelielam skaitam pacientu tika
veikta primara audzgja izgrieSana (n = 10), kakla disekcija (n =28) vai abas

(n=13). Analizgjot kirurgiskas iejauk$anas ietekmi uz pacientu izdzivoSanu,
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mes konstat&jam, ka miruSo pacientu skaits bija ieveérojami lielaks, ja operacija
netika veikta.

Turklat vidgjais KI ilgums p&c slimibas diagnostic€Sanas bija ieverojami
ilgaks kirurgiski arstétiem pacientiem. Tomér més neatklajam korelaciju starp
vidgjo KI ilgumu un konkreto veiktas operacijas veidu. Kaplana-Meijera analize
paradija statistiski nozimigas izdzivotibas ilguma (kop€ja un slimibai specifiska)
atskiribas atkariba no ta, vai pacientam tika veikta operacija vai ne, ar ievérojami
lielaku izdzivotibas ilgumu pacientiem, kuriem tika veikta operacija
(p <0,0001). Tomér dazadu kirurgisko procediiru veidu parveida salidzinajums
neuzradija statistiski nozimigas atSkiribas KI (p = 0,29) vai SSI (p = 0,11).

Daudzfaktoru Koksa regresijas analize paradija, ka statistiski nozimiga
ietekme uz nomirsanas risku bija T2 pakapei, N pakapei, kaitigiem ieradumiem
un arstédanas veidam RT + KA. Pacientiem ar T2 pakapes audz&jiem bija par
57 % un 77 % mazaks nomirSanas risks salidzinajuma ar pacientiem ar T3 un T4
pakapes audzgjiem. Turklat NO pakape bija saistita ar par 34 % zemaku
nomirsanas risku neka N+ gadijuma.

P&tijuma ar atklajas, ka KA un RT kombinacijai ka arstéSanas metodei
bija ieverojami mazaks nomirSanas risks salidzinajuma ar citam arstéSanas
metodem, tostarp tikai RT vai kombinacija ar KT ar cetuksimabu (2. pielikuma
2. attels).

NomirSanas risks bija par 300 % mazaks, ja tika veikta RT+ KA,
salidzinot ar simptomatisku arsté$anu, un par 154 % mazaks, salidzinot ar
RT + KT (Cetuximab) +/— KA. Turklat, salidzinot RT + KA arstésanas veidu ar
RT vai KA atseviski, tika aprékinats, ka nomir$anas risks ir 2,02 un 1,27 reizes
lielaks attiecigi RT un KA gadijuma. Daudzfaktoru Koksa regresijas analize ari
apstiprindja, ka parmériga alkohola lietoSana un/vai smékeSana palielinaja

nomir$anas risku.
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4.2. Prospektivas dalas pirma publikacija
4.2.1. CPV genoma sekventu noteik§ana GKPSK paraugos

(FFPI1 audu blokos)

DNS izdali§ana no FFPI audu blokiem, izmantojot blackPREP FFPI DNS
Kit komplektu, bija salidzino$i vienkar$a un atra procedira. Zemaka izdalitas
DNS koncentracija bija 16,54 ng/ul, lielakaja dala izdalito DNS paraugu
koncentracija bija virs 60 ng/ul. Visi izdalitie DNS paraugi bija 8 globina géna
pozitivi, tapec tie bija derigi turpmakai analizei.

Paraugu skrinings ar MY09/11 konsensa praimeriem atklaja tikai 1/31
pozitivu paraugu. Tomér PKR, izmantojot GP5+/6+ konsensa praimerus, bija
daudz efektivaka, un tas rezultats bija 100 % pozitivs (n = 31) attieciba uz CPV
DNS.

CPV genotipa noteik$ana, izmantojot tipam specifiskus praimerus
(CPV16 un 18), uzradija pozitivu rezultatu tikai CPV16 — 15/31 (48,4 %).

Izmantojot Anyplex Il HPV28 testu, CPV DNS tika konstatéta 14/31
(45,2 %) paraugos. Viena gadijuma tika konstatéta divu CPV tipu (16. un
56. tipa) koinfekcija. Pargjos 13 gadijumos bija CPV 16 monoinfekcija.

Izmantojot Sacace HPV High-Risk Screen Real-TM Quant, CPV DNS
tika konstatéta 12/31 (38,7 %) paraugos, turklat tikai HEX kanala, kas atbilst
CPV A9 grupai (16, 31, 33, 33, 35, 52, 58).

4.2.2. Dazadu genotipéSanas metoZu rezultatu salidzinajums
Tos pasus DNS ekstraktus no 31 atlasita FFPI parauga, kas testéti ar
konsensa praimeriem un CPV16 specifiskajiem praimeriem, talak parbaudija ar
Anyplex Il HPV28 testu un Sacace HPV High-Risk Screen RealTM Quant testu.
Izmantojot abus testus, tika iegtti derigi rezultati visiem biopsijas paraugiem.
Daudz pretrunigu rezultatu bija starp PKR ar CPV16 specifiskiem

praimeriem un reala laika PKR testiem (Anyplex un Sacace). Saskanu starp PKR
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ar HPV16 specifiskiem praimeriem un Anyplex testa rezultatiem nebija
iesp&jams novertét augstas p vertibas dél (Koena x Kkoeficients = 0,288,
p = 0,156). PKR ar CPV16 specifiskajiem praimeriem un Sacace testa rezultatu
salidzinajums uzradija lidzigu ainu (Koena x koeficients = 0,285, p = 0,149), kas
nozimg, ka So divu metozu savstarpgja saskana nebija statistiski nozimiga.

No 14 CPV pozitivajiem paraugiem, kas tika ieghti ar Anyplex testu,
11 (78,6 %) bija pozitivi ar Sacace testu. Abu metozu saskana bija laba (Koena
x koeficients = 0,736, p < 0,001).

Turklat tika konstatéta mérena pozitiva korelacija starp virusa slodzi
(novertéta ar Sacace testu) un puskvantitativi novertétajiem Anyplex testa
rezultatiem (rs =0,60, intervals 0,30-0,79, p = 0,0004; 2. pielikuma 3. attls).

4.3. Prospektivas dalas otra publikacija

4.3.1. CPV genoma sekvencu klatbiitne audzéju paraugos
(HFPSK un BPSK)

No 72 testétajiem audzgju paraugiem 11 paraugos (15,3 %) tika
konstateéta CPV DNS, izmantojot MY09/11 praimerus, savukart 55 paraugi
(76,4 %) bija pozitivi, izmantojot GP5+/6+ praimerus. Kopuma, testgjot ar
konsensa PKR, 61 audzgja audu parauga (84,7 %) tika konstatéta CPV DNS, no
kuriem 31 paraugs bija HFPSK un 30 paraugi bija BPSK.

4.3.2. CPV genotipa noteikS$ana, izmantojot CPV16 un CPV18 L1
praimerus un Anyplex Il HPV28 reala laika PKR

Visiem 72 audzgja audu paraugiem veica CPV genotipa noteikSanu,
izmantojot CPV16 un CPV18 L1 praimerus. Divi audz&ju paraugi (abi BPSK),
kas bija pozitivi, veicot PKR ar CPV16 L1 praimeriem, bija negativi konsensa
PKR. Neviena no paraugiem netika konstatéta CPV18 DNS. Kopuma 26 paraugi
(36,1 %) bija CPV16 pozitivi, no tiem 10 paraugi bija BPSK un 16 — HFPSK.
Turpmakai analizei tika izmantoti 63 CPV DNS+ paraugi.
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63 CPV pozitivie paraugi, kas apstiprinati, izmantojot konsensa
praimerus vai CPV16 specifiskos praimerus, tika talak analiz&ti, izmantojot
Anyplex Il HPV28 multipleksu reala laika PKR. No 63 paraugiem 28 paraugi bija
CPV DNS negativi, novértgjot ar Anyplex Il HPV28 testu. No atlikusajiem CPV
DNS pozitivajiem paraugiem 32 paraugos tika konstateéta CPV16 DNS,
2 paraugos tika konstatéta vienlaicigi CPV16 un CPV31 DNS un 1 parauga tika
konstateta vienlaicigi CPV16 un CPV56 DNS. No 32 AR-CPV+ paraugiem
19 BPSK un 13 HFPSK paraugi bija CPV16+, 2 BPSK paraugiem konstatgja
CPV16 un CPV31 koinfekciju, bet 1 HFPSK paraugam — CPV16 un CPV56
koinfekciju.

Interesanti, ka 7 audz&ja audu paraugi (1 BPSK un 6 HFPSK), kas
sakotngji tika apstiprinati ka CPV16+, izmantojot CPV16 L1 praimeru PKR, bija
negativi, izmantojot Anyplex 1l HPV28 reala laika PKR. Tadgjadi més kopuma
ieguvam 42/72 (58,3 %) CPV16+ paraugus. CPV16 infekcijas prevalence,
ieskaitot vairakas infekcijas viena parauga, bija 22/41 (53,7 %) BPSK un 20/31
(64,5 %) HFPSK gadijuma. Visi CPV 16+ HFPSK paraugi bija Il vai IV stadijas
audzgji (2. pielikuma 4. A attels).

No CPV16+ paraugiem 21 parauga tika konstatéta zema virusa slodze,
9 paraugos — vidgja virusa slodze un 2 paraugos — augsta virusa slodze,

izmantojot Anyplex Il testu (2. pielikuma 4. B attéls).

4.3.3. IHK noteikta p16 ekspresija

IHK analize apstiprinaja, ka 11,1 % audzgja audu paraugu bija vérojama
p16 ekspresija. No 41 BPSK parauga un 31 HFPSK parauga attiecigi se$os un
divos paraugos tika konstatéta p16 ekspresija. Salidzinot p16 un CPV statusu,
audzgji tika iedaliti $adas kategorijas: 7/72 (9,7 %) bija p16+/CPV+, 1/72 bija
pl6+/CPV—, 8/72 (11,1 %) bija p16—/CPV—un 56/72 (77,8 %) bija p16—/CPV+.
Lielaka dala p16+/CPV+ audzgju bija BPSK (5 gadijumi), bet divi gadijumi bija
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HFPSK. Tikai viena gadfjuma tika konstatéts pl6+/CPV— audzgjs, kas bija
BPSK. No septiniem p16+/CPV+ audzgjiem sesos gadijumos vieniga infekcija
bija CPV16, bet viena gadijuma bija CPV16 un CPV31 koinfekcija. No
56 p16—/CPV+ audzgjiem 27 bija BPSK, bet 29 bija HFPSK. No tiem
35 gadijumos tika konstatéta CPV16 monoinfekcija, izmantojot Anyplex Il reala
laika PKR un CPV16 L1 praimeru PKR, savukart divos gadijumos bija ming&tas
AR-CPV koinfekcijas (2. pielikuma 4. C attgls).

4.3.4. IHK noteikta CPV16 E6 un E7 onkoproteinu ekspresija

CPV16 onkoproteinu E6 un E7 IHK noteikSana tika veikta 42 FFPI
paraugos (22 BPSK un 20 HFPSK), kas bija CPV16+, izmantojot molekularas
virusologijas testus.

E6 onkoproteina ekspresija CPV16+ BPSK paraugos tika konstatéta
21/22 gadijumos. Iminpozitivas struktiiras tika noveérotas audzgja masa un
virsmas epitélija ar displazijas pazimém. Dazos gadijumos E6 onkoproteinu
saturgja tikai atseviSska audzgja SGnu salina izmeklgjamaja parauga. Speciga
CPV16 E6 onkoproteina imiinekspresija audz&ja masa (> 50 %) tika novérota
3/22 gadijumos, un divos no tiem speéciga iminekspresija tika noverota ari
displastiskaja epitélija (1. pielikuma 1. A att€ls; 2. pielikuma 5. A, B attéls).
12/22 BPSK paraugos konstatéja vaju E6 onkoproteina ekspresiju audzgja masa
(2. pielikuma 5. A attéls). Displastiskaja epitélija E6 ekspresijas Iimenu
sadalijums paraugos bija at8kirigs. Trijos gadijumos netika konstatéta E6
ekspresija displastiska epitélija §tinas, divos no tiem audz&ja masa bija zema
imiinpozitivitate (2. pielikuma 5. B attéls). Lielakaja dala paraugu tika noverota
iminpozitivitate invazivaja fronté, parasti suprabazalajas $unas (1. pielikuma
1. B, C attels). CPV16 E6 proteina ekspresija biezi tika noverota armT mazo

asinsvadu endotglija $tinas (1. pielikuma 1. B, C attels).
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CPV16 E7 proteina iminekspresija tika apstiprinata 20/21 BPSK parauga
(2. pielikuma 5. C attels). ImGinpozitivam $tnam bija kodola reakcija, dazam —
kodola un citoplazmas reakcija. CPV16 E7 onkoproteina ekspresija tika noverota
pseidodaudzkartaina cilindriska epitélija un daudzkartaina plakana epitélija,
parsvara bazalajas un suprabazalajas $iinas (1. pielikuma 2. A, B att€ls).

Spéciga CPV16 E7 onkoproteina imtinekspresija audzgja audos tika konstateta
8 no 21 BPSK parauga (1. pielikuma 2. C attéls; 2. pielikuma 5. C, D attels).

18/20 HFPSK paraugos tika konstatéta CPV16 E6 onkoproteina
imiinekspresija (2. pielikuma 5. E, F attels). Lielakaja dala paraugu bija
noverojama CPV16 E6 onkoproteina imiinekspresija displastiska epitélija $tnu
citoplazma. E6 onkoproteina ekspresija audz€ja masa kopuma bija zema
(1. pielikuma 1. D attgls).

13/20 HFPSK gadijumu tika konstatéta CPV16 E7 onkoproteina
imiinekspresija, galvenokart kodola (2. pielikuma 5. G, H attéls). Pozitivas
reakcijas tika novérotas audz€ja $iinas un epitélija suprabazalajas $tinas, ka art
endotélija §tnas (1. pielikuma 2. D attgls).

Kopuma netika konstatétas biitiskas atskiribas audzgja vai displastiska
epitelija CPV16 E6/E7 onkoprotetnu ekspresija, iznemot biitiskas atSkiribas E6
onkoproteina iminekspresijas zinda HFPSK paraugos (2. pielikuma 5. E attgls).
Kopuma gan BPSK, gan HFPSK, gan audz&ja masa, gan displastiskaja epitélija
tika noverots Iidzigs CPV16 E6/E7 onkoproteinu ekspresijas limenis, ka paradits
2. pielikuma 5. A, C un G attgla.

Tika veikta puskvantitativo reala laika PKR un E6/E7 onkoproteina
iminekspresijas  rezultatu neparametriska  korelacijas analize.  Starp
puskvantitativiem reala laika PKR un CPV16 E7 IHK datiem BPSK audu
paraugos, jo ipaSi displastiskaja epitelija, tika novérota merena pozitiva
korelacija (rs = 0,445, p = 0,056). HFPSK audu paraugos tika konstatéta vaja lidz

merena pozitiva korelacija, bet ta nebija statistiski nozimiga.
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4.4. Prospektivas dalas tresa publikacija

4.4.1. CPV DNS un genotipi dazados GKPSK veidos

Tika analizéti pacientu ar GKPSK paraugi, lai noteiktu CPV DNS
klatbiitni un ta genotipus. 92/106 (86,79 %) GKPSK paraugi bija CPV DNS
pozitivi. CPV DNS klatbiitne atskiras dazados GKPSK veidos: 29/34 OFPSK
paraugi (85,29 %), 32/41 BPSK paraugi (78,05 %) un 31 HFPSK paraugs
(100 %) bija CPV DNS pozitivi. Visbiezak atklatais AR-CPV genotips bija
CPV16, kas tika konstatéts 68/106 (65,09 %) GKPSK paraugos. CPV16 bija
konstatéts 26/34 (76,47 %) OFPSK paraugos, 22/41 (53,66 %) BPSK paraugos
un 20/31 (64,52 %) HFPSK paraugos. CPV koinfekcija ar CPV16 tika novérota
7/106 GKPSK paraugos, CPV31 tika konstatéts 2 paraugos, CPV33 — 1 parauga,
CPV35 — 1 parauga un CPV56 — 4 paraugos. Nemot véra ta lielo izplatibu,

turpmakaja analiz€ galvena uzmaniba tika pievérsta CPV16.

4.4.2. CPV16 E6/E7 mRNS CPV16 pozitivos GKPSK paraugos
Petfjuma tika analizéta CPV16 E6/E7 mRNS klatbiitne CPV16 pozitivos
GKPSK paraugos. No CPV16 pozitivajiem paraugiem CPV16 E6/E7 mRNS tika
konstatéta 15/26 (57,7 %) OFPSK paraugos, 2/22 (9 %) BPSK paraugos un 0/20
HFPSK paraugos. Korelacijas analize atkldja mérenu pozitivu korelaciju starp
puskvantitativo CPV16 virusa slodzi un CPV16 E6/E7 mRNS klatbitni
(rs = 0,601, p < 0,0001). Turklat tika novérota vaja pozitiva korelacija starp IHK
p16 ekspresiju un E6/E7 mRNS klatbiitni (rs = 0,472, p < 0,0001). Tomér netika
konstateta korelacija starp IHK p53 ekspresiju un E6/E7 mRNS klatbiitni.

4.4.3. THK noteikta p16 ekspresija GKPSK paraugos

Lai novértétu pl6 ekspresiju GKPSK paraugos, tika veikta IHK
(1. pielikuma 3. A attéls). No 106 GKPSK paraugiem p16 hiperekspresija tika
novérota 24 paraugos (22,64 %). Precizak, ta tika konstatéta 16/34 OFPSK
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paraugos (47,06 %), 6/41 BPSK paraugos (14,63 %) un 2/31 HFPSK paraugos
(6,45 %). Nemot véra CPV16 pozitivitati, pl6 hiperekspresija tika apstiprinata
15/26 CPV16+ OFPSK paraugos (57,69 %), 5/22 CPV16+ BPSK paraugos
(22,73 %) un 2/20 CPV16+ HFPSK paraugos (10 %).

4.4.4, IHK noteikta p53 ekspresija GKPSK paraugos

P&ttjuma atklajas, ka p53 hiperekspresija (p53+; 1. pielikuma 3. B attgls)
tika apstiprinata 49/106 (46,23 %) GKPSK paraugos. Starp dazadiem GKPSK
apaksveidiem p53 hiperekspresija tika novérota 17/34 (50 %) OFPSK paraugos,
21/41 (51,22 %) BPSK parauga un 11/31 (35,48 %) HFPSK parauga.

P&c tam, analiz€jot CPV16+ paraugus, ieveérojama dala gadijumu netika
konstatéta p53 ekspresija (p53-). 15/26 (57,69 %) OFPSK paraugi bija p53—, ka
ari 10/22 (45,45 %) BPSK paraugi bija p53—. Attieciba uz HFPSK paraugiem
14/20 (70 %) paraugu bija p53—.

Turklat to paraugu apaks$grupa, kuros tika konstatéta E6/E7 mRNS, kas
norada uz aktivu CPV infekciju, p53— rezultats tika konstatéts 11/15 (73,33 %)
OFPSK paraugos un 1/2 (50 %) BPSK paraugos.

4.4.5. IHK noteikta CPV16 E6 un E7 onkoproteinu ekspresija
GKPSK paraugos

CPV16 E6 proteina hiperekspresija (1. pielikuma 3. C attéls) tika
apstiprinata 44/106 (41,5 %) GKPSK paraugos. Precizak, ta tika novérota 21/34
(61,8 %) OFPSK paraugos, 14/41 (34,1 %) BPSK parauga un 9/31 (29,0 %)
HFPSK parauga.

Tapat CPV16 E7 proteina (1. pielikuma 3. D attéls) hiperekspresija tika
konstatéta 39/106 (36,8 %) GKPSK paraugos. Precizak, ta tika novérota 19/34
(55,9 %) OFPSK paraugos, 14/41 (24,1 %) BPSK parauga un 6/31 (19,4 %)
HFPSK parauga.
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4.4.6. Kaplana-Meijera izdzivotibas analize
K1 un SSI atkariba no CPV DNS (AR-CPV un ZR-CPV)

Piecu gadu KI un SSI tika novertetas CPV+ un CPV— pacientiem atkariba
no primara audzja atra$ands vietas. Pacientiem ar OFPSK KI raditaji bija
26,82 % CPV+ pacientiem un 0 % CPV— pacientiem, lai gan atSkiriba nebija
statistiski nozimiga (p = 0,077; 2. pielikuma 6. A att€ls). Tomér SSI raditaji bija
27,78 % CPV+ pacientiem un 0 % CPV-— pacientiem, un tas bija statistiski
nozimigi (p < 0,05; 2. pielikuma 6. B attgls).

Pacientiem ar BPSK KI raditaji bija 64,59 % CPV+ pacientiem un 44,44 %
CPV— pacientiem, sasniedzot statistisko nozimigumu (p <0,05; 2. pielikuma
6. C attels). SSI raditaji bija 68,90 % CPV+ pacientiem un 50 % CPV— pacientiem,
sasniedzot statistisko nozimigumu (p < 0,05; 2. pielikuma 6. D attels).

Ta ka visi HFPSK paraugi bija CPV DNS pozitivi, $ai grupai nevargja
veikt Kaplana-Meijera izdzivotibas analizi.

KI un SSI atkartba no CPV16 DNS, CPV16 E6/E7 mRNS un p16, p53,
E6 un E7 proteinu IHK ekspresijas

Tika veikta Kaplana-Meijera izdzivotibas analize, stratificgjot pacientus
pEc primara audzgja atrasanas vietas. Tika aprekinata KI un SSI, un lielakajai
dalai mainigo lielumu vienfaktora izdzivotibas analize, izmantojot Kaplana-
Meijera metodi, nesasniedza statistisko nozimibu.

Tomér starp pl6+ un pl6— OFPSK pacientiem bija gandriz statistiski
nozimigas atskiribas (p = 0,057; 2. pielikuma 7. A, B attéls) KI un statistiski
nozimigas atskiribas SSI.

Analizgjot p53+ un p53— HFPSK pacientus, tika konstatétas statistiski
nozimigas atSkiribas KI un SSI (2. pielikuma 7. C, D attéls), un p53— grupas
pacientu izdzivotibas raditaji bija labaki.

CPV16 E6 proteina IHK hiperekspresija bija saistita ar ievérojami labaku
KI un SSI pacientiem ar OFPSK (2. pielikuma 7. attéls E, F).

31



4.4.7. Daudzfaktoru Cox regresijas analize

OFPSK

Grupa bija 34 pacienti, no kuriem 26 nomira. Divi pacienti tika izslégti
no analizes, jo tritka datu. Koksa regresijas analize atklaja, ka p16, p53 un CPV16
protetnu E6 un E7 THK ekspresija, audz&ja izmers, arsteéSana un smékeSana
bitiski ietekmé&ja OFPSK pacientu izdzivosanu.

p16, p53 un CPV16 E6 proteina hiperckspresija bija saistita ar daudz
zemakiem riska attiecibas raditajiem, kas norada uz zemaku nomirSanas risku.
No otras puses, CPV16 E7 proteina hiperekspresija bija saistita ar lielaku
nomirsanas risku.

Sos secinajumus apstiprindja ari datu grafiska analize. Pacientiem ar
pl6+ audzgjiem bija labaki izdzivotibas raditaji salidzinajuma ar pacientiem ar
pl6— audzgjiem (2. pielikuma 8. A att€ls). Tomér CPV16 E7 proteina
hiperekspresija bija saistita ar samazinatu izdzivotibas ilgumu. Interesanti, Ka,
kombingjot abus markierus (pl6 un CPV16 E7 proteinu), E7 proteina
hiperekspresija  samazinaja izdzivotibas ilgumu pat pacientiem ar
pl6+ audzgjiem (2. pielikuma 8. A attéls). V&l viens interesants atklajums bija
saistits ar p53 un CPV16 E6 proteina IHK ekspresiju. Pacientiem ar p53+/E6+
audzgjiem bija vislabakie izdzivotibas raditaji, savukart pacientiem ar p53—/E6—
audzg€jiem izdzivotibas raditaji bija vissliktakie (2. pielikuma 8. B attgls).
Izdzivotibas ilgums neat$kiras starp pacientiem ar p53—/E6+ un p53+/E6—

audzgjiem.

BPSK
Koksa regresijas analize attieciba uz BPSK neuzradija nevienu faktoru,

kas bitiski ietekmétu izdzivotibas ilgumu.
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HFPSK

Grupa bija 31 pacients, no tiem 29 nomira. Koksa regresijas modelis
radfja, ka vairaki faktori statistiski nozimigi ietekm&ja HFPSK pacientu
izdzivosanu. Sie faktori ietvéra pl6 un CPV16 E6 proteina IHK ekspresiju,
CPV16 DNS klatbiitni, kaitigos ieradumus un T, N un M statusu.

IHK p16 un CPV16 E6 proteinu hiperekspresija bija saistita ar loti zemu
nomirsanas risku (2. pielikuma 9. A, C attéls). Tomer, parbaudot p16 un CPV16
E7 proteina kombingto statusu, tika konstatéts, ka E7 proteina ekspresija bitiski
neietekméja izdzivotibas ilgumu (2. pielikuma 9. B attéls). Apliikojot p53 un
CPV16 E6 proteina kombinéto statusu, tika novérots, ka pacientiem ar E6+
audzgjiem bija labaki izdzivotibas raditaji un p53 hiperekspresija, skiet, vel
vairak uzlaboja So pacientu izdzivoSanu (2. pielikuma 9. D att€ls). Pacientu
grupai ar p53—/E6— audzgjiem bija vissliktakie izdzivotibas raditaji.

CPV16 DNS klatbiitne bija saistita ar ieveérojami augstaku nomirSanas
risku (2. pielikuma 9. E attéls). Turklat Koksa regresijas analize atklaja, ka lielaki
primarie audzgji bija saistiti ar augstaku nomirSanas risku. Konkréti, pacientiem
ar T3 audz&jiem bija par 87 % mazaks nomirSanas risks salidzinajuma ar
pacientiem ar T4 audzgjiem. Turklat zemaka N stadija bija saistita ar zemaku
riska attiecibu. Tika konstatéts, ka distalo metastazu klatbiitne ir cie$i saistita ar
22 reizes lielaku naves risku. Visbeidzot, tika konstatets, ka smé&kgjoSiem
pacientiem bija 57 reizes lielaks nomirSanas risks salidzinajuma ar

nesméketajiem / alkoholu nelietojosajiem.
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5. Diskusija

5.1. Zemakas T un N pakapes, kaitigu ieradumu neesamiba un
kirurgiska arstéSana saistiti ar labaku izdzivotibu un zemaku
riska attiecibu OFPSK (retrospektivaja petijjuma)

Izdzivotibas analize tika veikta pacientiem ar OFPSK, kas arstéti viena
Latvijas slimnica 10 gadu laika posma. P&tjjuma merkis bija noteikt
prognostiskos  faktorus, izvertgjot slimibas stadiju, audzgja lielumu,
lokoregionalo metastazu esamibu, vecumu, dzimumu, kaitigos ieradumus
(smékeSana, parmériga alkohola lietoSana), audzgja histopatologisko variantu,
primara audzgja atraSanas vietu un sanemto arst€sanu. Analize atklaja, ka lielaka
dala pacientu bija smeketaji (76 %) un ieverojamai dalai bija problémas ar
alkohola lietoSanu (35 %). SméekéSana un parmeriga alkohola lietoSana bija
neatkarigi saistitas ar KI un SSI samazinaSanos, turklat smé&keSanai bija
izteiktaka ietekme uz SSI. So riska faktoru kombinacija vél vairak samazinaja
izdzivotibas ilgumu. Lidzigi secinajumi ir minéti iepriek§¢jos pétijumos
(Kuper et al., 2002; Farsi et al., 2017). Daudzfaktoru analize, izmantojot Koksa
riska modeli, radija lielaku nomirSanas risku, ja bija vismaz viens no Siem riska
faktoriem.

Peétijuma rezultati liecina, ka lielakajai dalai pacientu slimiba tika
diagnosticéta velinas slimibas stadijas (III un IV stadija), kas nozZimé sliktaku
prognozi. Kaplana-Meijera KI un SSI apl&ses, pamatojoties uz slimibas stadiju,
liecinaja par sliktaku izdzivotibu pacientiem ar vélino slimibas stadiju.
No 247 pétijjuma ieklautajiem pacientiem tikai 3 un 19 pacientiem tika
diagnostic@ta attiecigi I un II stadijas slimiba. Sie rezultati uzsver agrinas véza
atklasanas un tiilit€jas nositiSanas pie specialistiem nozimi, kas tika uzsvérta
ieprieksgjos petijumos (Pitchers & Martin, 2006).

OFPSK ir pazistama ar savu agresivitati, bieZi vien ta tiek diagnosticéta

velina stadija un tai ir augsts limfmezglu metastazu ipatsvars (Yuan et al., 2018).
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Saja petijuma lielakajai dalai pacientu bija kliniski pozitiva kakla slimiba. Kamér
pacientiem ar pozitiviem limfmezgliem bija augstaks nomirSanas risks
(daudzfaktoru Koksa regresijas analize), tome KI un SSI raditaji batiski
neatskiras.

Petfjums atklaja sakaribu starp zemakam T pakapeém un labakiem
slimibas iznakumiem. So secindjumu apstiprindja Kaplana-Meijera KI un SSI
apléses, kas liecinaja par bitisku izdzivotibas ilguma samazinasanos,
palielinoties T pakapei, un visilgakais izdzivotibas ilgums tika noveérots
gadijumos ar zemaku T pakapi. Tom@r ir svarigi atzimét, ka $aja p&tijuma iegiitas
izdzivotibas apléses bija zemakas, salidzinot ar tam, par kuram zinots rietumu
puslode (Gillison et al., 2019).

Rikles sienas un auksl&ju mandelu audzgji bija saistiti ar sliktakajiem
KI un SSI rezultatiem, kas atbilst ieprieks veiktajiem pé&tijumiem (Cohan et al.,
2009). Lielakajai dalai Saja pétjuma ieklauto pacientu bija plakan$inu
karcinoma auksl&ju mandelu un méles saknes rajona.

Kirurgiska arsteSana, 1pasi RT + KA grupa, uzradija labakus KI un SSI
raditajus salidzindgjuma ar citiem arst€Sanas veidiem. Lai gan netika novérotas
butiskas izdzivotibas atskiribas atkariba no konkreta operacijas veida, biitiskas
atSkiribas radas, ja jebkuru kirurgisku iejaukSanos salidzinaja ar nekirurgisku
arstéSanu. Ir svarigi atzimét p&tijjuma ierobezojumus, pieméram, nevienmerigo
un salidzinosi nelielo pacientu skaitu. PaSreiz€ja literatlira apstiprina, ka
kirurgiska arsté$ana ir batiska un vélama pieeja lielakajai dalai pacientu
(Ling et al., 2013).

Turklat vairakos citos pétijumos ir konstatets, ka pacientiem, kuriem
veikta kirurgiska arsté$ana, ir labakas izdzivotibas iespgjas, pat nemot véra CPV
statusu (Karatzanis et al., 2012; Kamran et al., 2018). Tomeér rezultatu
interpretacija attieciba uz CPV statusa ietekmi uz izdzivotibas ilgumu ir bijusi

pretrunu objekts. Miinscher ar kolégiem veica pétijumu, kura tika izteikts
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pienémums, ka CPV statusam, iesp&jams, nav biitiskas ietekmes uz izdzivotibas
ilgumu (Miinscher et al., 2017). NepiecieSami turpmaki p&tfjumi, lai noverteétu
OFPSK iznakumu pacientiem, kuriem veikta vienpusgja vai abpusgja kakla
disekcija. Tom@r dazos pétijumos ir zinots, ka ilgtermina nav batisku atSkiribu
izdzivotibas ilguma starp vienpusgju un abpus&ju kakla disekciju pacientiem ar
kliniski negativu kakla kontralateralo pusi (Lanzer et al., 2012; Al-Mamgani
etal., 2017).

Salidzinot dazadus arst€8anas veidus, Gillison ar koleégiem pétijuma
pieradits, ka CPV pozitiva OFPSK gadijuma cisplatina un staru terapija ir paraka
par cetuksimabu un staru terapiju (Gillison et al., 2019). Tomér cetuksimabs bija
vienigais Kimijterapeitiskais lidzeklis, ko Latvija petijuma veikSanas laika
izmantoja GKPSK arste$anai. Ir pamatoti parskatit kimijterapija izmantoto
medikamentu izvéli. Papildus $aja pétijuma veiktd pacientu ar OFPSK
izdzivotibas analize atklaja, ka gados jaunakiem pacientiem bija mazaks
nomirSanas risks salidzinajuma ar gados vecakiem pacientiem. Ir noradits, ka RT
var ilgsto§i nomakt iminsistému, tadgjadi potenciali padarot dazus OFPSK
pacientus neaizsargatakus pret audz€ja recidivu un sliktakiem izdzivotibas
rezultatiem (Dovsak et al., 2018).

Prognozes faktori ir loti svarigi, izvéloties arstésanu OFPSK pacientiem.
Audzgja izmérs, “RT + KA” terapijas veids, kaitigi ieradumi (smékéeSana,
parmériga alkohola lietoSana) regionalas limfmezglu metastazes skaidri
prognozg pacientu iznakumu. Kakla disekcija, jo ipasi ipsilaterala planveida
kakla disekcija kliniski negativiem kakliem, $kiet nepiecieSama, pamatojoties uz
citiem pé&tijumiem (Fasunla et al., 2011; Psychogios et al., 2013). Diemzgl $aja
pétijuma tritka datu par pacientu CPV statusu, kas ierobezoja CPV prognostiskas
nozimes novertéSanu, un $o faktoru atzist arl citi pétnieki. CPV statusa
ieklauSana biitu vargjusi sniegt vertigu ieskatu par pacientu izdzivotibu (Andrews

et al., 2009; Gillison et al., 2019).
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P&déjas desmitgadés saslimstiba ar OFPSK ir palielinajusies, iesp&jams,
pateicoties CPV ietekmei. CPV pozitivai OFPSK ir labaka prognoze neka CPV
negativai OFPSK, tad&jadi uzsverot, cik svarigi ir noteikt CPV statusu prognozes
un arsteSanas planoSanas noltka (Sinha et al., 2018).

Petfjumu ierobezo ta retrospektivais dizains un salidzinoSi neliela
populacija. Novertét arstéSanas metozu nozimi ir sareZgiti, nemot Vera
iespgjamas atlases novirzes, piem&ram, pacienti ar progresg€jusu vézi un sliktu
vispargjo veselibas stavokli sanem tikai staru terapiju. P&tijums arT liecina, ka ir
nepiecieSama plasaka kimijpreparatu izvéle un lietoSana So vezu arst€sana. Lai
gan iepriek$jos petijumos tika atbalstita supraomohioida kakla disekcija ka
primara arst€Sanas metode klmiski NO audzgju gadijuma (Stsli et al., 2013),
petijuma netika verteta atSkiriba starp kakla disekcijas [tmeniem un veidiem

(vienpusgjs pret abpusgju).

5.2. DNS izdaliSana no FFPI audu blokiem ir uzticama. Velams
izmantot vairakus diagnostiskus PKR testus (prospektivas
dalas pirma publikacija)

Pedgjos gados DNS ekstrakcija no FFPI audu blokiem un tas izmanto$ana
test€Sanai ir kluvusi arvien izplatitaka. Turklat vienadu DNS ekstraktu
izmantoSana visam metodém nodroS§ina augstu rezultdtu precizitati un
piemérojamibu, novertgjot dazadu CPV noteikSanas metozu saskanu.

Anyplex 1l HPV28 tests ir piemérota un uzticama CPV noteikSanas
metode (Veyer et al., 2018; Baasland et al., 2019). Tomer ir iegtti dati, kuros
atzita nepiecieSamiba péc papildu konformas CPV16 genotipam specifiskas
molekularas noteikSanas, jo 1pasSi CPV negativiem paraugiem (Veyer et al.,
2018). Saja pétijuma nevargja drosi secinat par Anyplex Il testu un PKR ar
CPV16 L1 praimeriem rezultatu saskanu. Bija vairaki CPV16 pozitivi paraugi

PKR ar CPV16 specifiskiem praimeriem, kas diagnosticéti ka negativi Anyplex
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Il HPV28 testa, un otradi. Tas liecina, ka ir nepiecieSamas vairakas CPV DNS
noteikSanas metodes, izmantojot no FFPI izdalitus DNS paraugus.

No FFPI iegiitais genétiskais materials ir loti atskirigs DNS kvalitates un
kvantitates zina (Lillsunde Larsson et al., 2015). Novertéjuma rezultatus ietekmé
dazadi faktori — fiksacijas procediira izmantotie reagenti, fiksacijai paklauto audu
daudzums, turpmaka audu apstrade u. c. (Ludyga et al., 2012). Hipofaringeala
vEza biopsijas materials biezi ir ierobeZots, jo biopsijas tick veiktas ar vietgjo
anest€ziju un netieSu vizualizaciju. Tomér musu iegiitie rezultati liecina par
veiksmigu CPV DNS noteik$anu pat paraugos ar nelielu DNS koncentraciju.

GP5+/6+ konsensa praimeru (150 bp) 100 % pozitivais rezultats pretstata
1/31 pozitivajam rezultatam ar MY 09/11 konsensa praimeriem (450 bp) liecina,
ka praimeri, kas rada Tsakus amplikonus, ir piemérotaki, jo 1pasi fragmentetas
DNS, kas iegiita no FFPI paraugiem, gadijuma.

Miisu novérojumi liecina, ka Anyplex Il HPV28 un Sacace HPV HighRisk
Screen Real-TM Quant testus var izmantot kliniskaja laboratorija, lai noteiktu un
genotipgtu CPV, izmantojot DNS no FFPI audzgju paraugiem. So divu testu

kombinacija ir laba, atklajot dazadus CPV tipus un novértgjot virusa slodzi.

5.3. CPV var biit nozimiga loma ne-OFPSK gadijuma
(prospektivas dalas otra publikacija)

Pieejamie dati liecina, ka aptuveni 20 % BPSK un 5 % HFPSK gadfjumu
ASV izraisa CPV infekcija (Saraiya et al., 2015). Saslimstiba ar CPV pozitivu
galvas un kakla vézi Eiropa kopuma ir zemaka (Ndiaye et al., 2014), lai gan
attistitas valstls, pieméram, Apvienotaja Karaliste, Danija un Vacija, ta ir
augstaka salidzinajuma ar mazak attistitajam Austrumeiropas valstim
(Chaturvedi et al., 2013; Wittekindt et al., 2019). Sis atikiribas tiek skaidrotas ar
atSkirtbam dzivesveida, ieradumiem, seksualajiem paradumiem un, kas ir
svarigi, pilnvértigas CPV testé8anas trikumu. Lai gan smék&Sana ir nozIimigs

faktors galvas un kakla véza attistiba Latvijas sabiedriba (Lifsics et al., 2020), §is
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pétijums liecina par CPV lomu ne-orofaringeala véza karcinogengzg, jo ipasi
CPV16, kas visbiezak novérots BPSK un HFPSK un saskan ar citu pétfjumu
rezultatiem (Ndiaye et al., 2014; Janecka-Widla et al., 2020).

Sis pétijums uzsver augsto CPV pozitivu audzgju sastopamibu un AR-
CPV saikni ar HFPSK un BPSK Latvija, salidzinot ar Eiropu un Ziemelameriku.
Pétijums atklaj lielaku CPV16 prevalenci gan BPSK, gan HFPSK. Tomer, lai
noteiktu CPV infekcijas aktivitati audz&ja audos, ir javeic papildu petijumi (Jung
et al., 2010). Papildu skaidribu var&tu sniegt CPV E6/E7 mRNS noteikSana
BPSK un HFPSK audu paraugos (Wittekindt et al., 2018). Primara audzgja
lokalizacijas pareiza noteik§ana joprojam ir izaicinajums, jo ipasi vélina slimibas
stadija. Loti svarigi ir optimiz&t diagnostikas precizitati, jo Ipasi v€linas
laundabigo audzgju stadijas. Neraugoties uz griittbam precizi noteikt primaro
audz€ja izejas vietu, ir pieradijumi, kas liecina par AR-CPV infekcijas biezaku
izplatibu vélina hipofaringeala véza stadija (ErnouxNeufcoeur et al., 2011). Saja
petijuma lielakajai dalai pacientu bija III un IV stadijas audzgji un visiem CPV
pozitivajiem HFPSK tika diagnostic&ti I1I vai IV stadijas audzgji.

Tikai nedaudzos pétijumos ir raksturota CPV E6 un E7 onkoproteinu
ekspresija audz€ja un displastiska epitélija Stnas, izmantojot IHK metodi
(Rodrigues et al., 2016; Brand et al., 2018). Dazos pétijumos ir zinots par CPV
DNS un RNS in situ hibridizacijas rezultatiem, izmantojot FFPI paraugus un
parasto gaismas mikroskopiju (Augustin et al., 2020; Chi et al., 2020). Saja
pétijuma tika izmantoti FFPI paraugi no CPV16 pozitiviem audzgjiem (n = 42),
kas identificéti ar molekularas biologijas metodém. Lielakajai dalai CPV16
pozitivo paraugu tika konstatéta pozitiva E6 vai E7 onkoprotetnu IHK ekspresija.
Tomeér E6/E7 onkoproteinu imtinekspresijas trilkums dazos paraugos liecina, ka
audzg&ju attistiba ir iesaistti arT citi ar CPV nesaistiti mehanismi.

S1 pétijuma mérkis bija raksturot balsenes un hypopharynx audzgju

karcinogengzi, koncentr&joties uz AR-CPV DNS, p16 un E6/E7 onkoproteiniem,
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kas novertéti, izmantojot molekularo virusologiju un IHK. Lai gan dazas
korelacijas nebija statistiski nozimigas, vaja lidz vidgji pozitiva korelacija starp
molekularas virusologijas un IHK rezultatiem norada uz, iespgjams, aktivu CPV
infekciju. Tomer galigajiem secinajumiem par CPV aktivitati ir nepiecieSama
turpmaka izpéte. PKR apstiprindgja CPV DNS klatbiitni BPSK un HFPSK
paraugos, taéu izmantotas molekularas biologijas metodes nesp&ja atskirt aktivu
infekciju no latentas. Tomér AR-CPV E6/E7 proteinu klatbitne, kas, ka zinams,
veicina audzgju attistibu, liecina par AR-CPV aktivu iesaistiSanos audzgju
veidoSanas procesa.

Dazos CPV 16 pozitivos paraugos audzgja $tnas netika konstateta CPV16
E6/E7 onkoproteinu imiinekspresija, bet displastiskaja epitélija bija pozitiva.
Turklat dazas endot€lija $iinas bija CPV16 E6/E7 proteinu imiinpozitivas,
noradot uz PKR analizes ierobezojumiem genétiska materiala avota noteikSana.
AR-CPV E6 un E7 onkoproteinu klatbiitne liecina par iesp&jamu véza
transformaciju, tau virusa integracija (Miinger et al., 2004), kas ir izplatits
mehanisms ar CPV saistitos véza veidos, GKPSK notiek retak. Sajos audzgjos
var rasties E6/E7 génu disregulacija episomala stavokli, iesp&jams, metiléSanas
del, kas izjauc CPV E2 saistiSanas vietas (McBride & Warburton, 2017). CPV16
E6/E7 onkoproteinu neesamiba audzg€ja Stnas kopa ar to klatbiitni displastiska
epitelija un endotélija $iinas var liecinat par CPV integracijas trilkumu. Velinas
audzgja stadijas var notikt virusa DNS klirenss un alternativi karcinogenézes
mehanismi.

Saja petijuma tika identificéts ievérojams skaits pl16—/CPV+ paraugu
BPSK un HFPSK pacientiem, kas liecina, ka p16 nevar tikt pilnvértigi izmantots
ka CPV infekcijas surogatmarkieris Sajos véza veidos (Lewis et al., 2017). Tomér
dazi autori ierosina, ka AR-CPV infekcija varétu veicinat balsenes karcinogen&zi
ar virusa DNS integraciju saimnieka Stinas genoma, kas izraisa palielinatu p16

ekspresiju (Torrente et al., 2011).
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Saja pétijuma tika izmantots plass CPV specifisko testu klasts, tostarp
PKR, pl6 un E6/E7 onkoproteinu IHK. Neraugoties uz stiprajam pusem,
ierobezojumi ietver salidzino$i nelielu paraugu skaitu, datu trikumu par CPV
mRNS klatbiitni un noveéroto dzimuma un audzgju stadiju nelidzsvarotibu, lai

gan tie batiski neietekméja kopg&jos rezultatus.

5.4. CPV infekcija biitiski ietekmé gan OFPSK pacientu, gan ar
ne-OFPSK pacientu izdzivotibu. AR-CPV E6 proteina IHK
noteik3ana kalpo ka érts prognostisks faktors GKPSK
(prospektivas dalas tre§a publikacija)

ST pétfjuma mérkis bija novértet CPV infekcijas un ar to saistito markieru,
tostarp pl6, p53, CPV16 E6/E7 onkoproteinu, CPV DNS un E6/E7 mRNS
klatbtitnes ietekmi uz pacientu izdzivoSanu. Kaplana-Meijera izdzivotibas
analize atklaja, ka ne tikai AR-CPV, bet ar1 ZR-CPV infekcija varetu ietekmét
pacientu ar OFPSK un BPSK izdzivosanu. Aptuveni vienai tresdalai pacientu
bija iespgjama ZR-CPV infekcija. Pétfjuma rezultati liecina, ka pacientiem ar
CPV DNS pozitivu OFPSK un BPSK ir labaka piecu gadu KI un SSI. Sie
rezultati saskan ar pétijumiem, kas liecina par labakiem izdzivotibas raditajiem
pacientiem ar GKPSK un auksl&ju mandelu vézi, ja vinu audz&jos konstatéta
CPV DNS (Fakhry et al., 2008; Attner et al., 2012). Iesp&jamais §a novérojuma
skaidrojums ir tads, ka CPV pozitivie audzgji ir jutigaki pret staru terapiju, kas
lauj veikt mazak agrestvu arst€Sanu un pacientiem nodrosinat labakus iznakumus
(Attner et al., 2012). Turklat ar CPV inficétas Stnas varétu but vieglak
atpazistamas imunsist€émai, tadgjadi atvieglojot to identificéSanu un
iznicinasanu.

PE&tfjumi konsekventi liecina par labakiem tris un piecu gadu izdzivotibas
raditajiem CPV pozitiviem OFPSK gadijumiem salidzindgjuma ar CPV
negativiem gadijumiem (You et al., 2019). Lai gan §1 vienpratiba galvenokart

attiecinama uz AR-CPV tipiem, jo 1pasi CPV16 un 18, vairaki petjjumi liecina,
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ka CPV pozitiviem BPSK audzgjiem nav bitisku izdzivotibas uzlabojumu
(Ahmadi et al., 2018; Hughes et al., 2019). Tom@r jaunakie dati, tostarp Sis
petijums, atklaj labakus izdzivotibas rezultatus pacientiem ar CPV pozitivu
BPSK (H. Wang et al., 2019).

Turpret $aja pétjuma galvena uzmaniba tika pieversta pacientu ar
GKPSK stratifikacijai, pamatojoties uz primara audzgja atraiands vietu un
konkrétu CPV tipu noteiksanu. M@s atklajam, ka CPV16 DNS klatbiitne HFPSK
gadijumos ievérojami samazinaja pacientu izdzivotibas raditajus, kas varétu
liecinat par nozimigu CPV16 lomu HFPSK attistiba. Tomér janem véra ari
imunologiskie aspekti. Virusu antigénu klatbiitne potenciali varétu stimulét
pretvéza imiinas atbildes reakcijas, kas uzlabotu pacientu izdzivotibas raditajus
(Masterson et al., 2016; Cillo et al., 2020).

Saja pétijuma, izmantojot vienfaktora izdzivotibas analizi, tika atkartoti
apstiprinata p16 prognozgjosa loma OFPSK, kas saskan ar ieprieks veiktajiem
pétijumiem (Wendt et al., 2021). Koksa regresijas analize apstipringja, ka p16 ir
statistiski nozimigs OFPSK prognozgjoss raditajs. Lai gan HFPSK un BPSK
vienfaktora analize neapstiprindja So saistibu, Koksa regresija liecingja par
labaku izdzivotibu un samazinatu naves risku pl6+ HFPSK, noradot uz to ka
iespgjamu prognozgjoso markieri. Tas saskan ar citu pétjjumu rezultatiem
(Tribius et al., 2018; Shi et al., 2022). Saistiba starp pl6 un CPV aktivitati
ne-OFPSK izraisa jautajumus par ta izmanto$anu ka surogatmarkieri CPV
infekcijai un ta piemérotibu izdzivotibas prognozei. P&tijumi liecina, ka pl6
hiperekspresija biezi vien neatbilst CPV statusam ne-orfaringeala véza gadijuma,
tacu tam ir prognostiska vertiba attieciba uz izdzivotibu (Sanchez Barrueco et al.,
2019; Gallus et al., 2022).

Vienfaktora izdzivotibas analize attieciba uz p53 IHK ekspresiju paradija
ievérojami labaku KI un SSI pacientiem ar p53— HFPSK, ko varétu skaidrot ar

AR-CPV E6 proteina nomacoso darbibu atskiriba no Koksa regresijas analizes,

42



tomér bez statistiskas nozimibas. OFPSK pacientu Koksa regresijas analize
radija, ka p53 hiperekspresija bija saistita ar ievérojami mazaku nomirSanas
risku. So novérojumu varétu skaidrot ar p53 audzg&ju nomaco$ajam ipasibam.
Tomér OFPSK bija ievérojams skaits CPV16+ paraugu, tostarp CPV16 E6/E7
mRNS pozitivu paraugu. Ir logiski sagaidit, ka CPV izraisita véza gadijuma p53
tiks nomakts, kas atspogulojas ka p53— IHK rezultats. Public&tie dati liecina, ka
CPV izraisitos audzgjos verojama p53 nomaks$ana (S. Wang et al., 2021).
Turprett vairakos pétijumos zinots, ka p53 hiperekspresija korelé ar labaku
atbildes reakciju uz Kimijterapiju un ir saistita ar labaku izdzivotibu (Hasegawa
et al., 2018; Sun et al., 2021). Tomér $ajos petijumos netika petits CPV statuss.
Sakotngji CPV izraisita véza gadijuma p53 hiperekspresija vargtu biit saistita ar
pRb degradaciju, ko izraisa E7 onkoproteins, ka rezultata palielinas p53
stabilizacija (Howie et al., 2009). Metaanalize par méles plakan$tinu karcinomu
liecina, ka p53 nevar izmantot ka S$o audz&u prognostisku biomarkieri
(Almangush et al., 2017). Lidzigus secinajumus Halec ar kolégiem izdarija ari
par BPSK (Halec et al., 2013). Diem#&l miisu pétijuma netika vértétas TP53 géna
mutacijas, kas varétu sniegt skaidribu par ieprick§ minétajiem jautdjumiem
(Zhou et al., 2016). Turklat pastav iespeja, ka p53 hiperekspresija nav saistita ar
CPV infekciju, 1pasi nemot véra lielo smekétaju skaitu misu pétjjuma.
NepiecieSami turpmaki pétijumi, lai izpétitu p53 prognostisko nozimi GKPSK,
ipasi OFPSK un HFPSK.

Cik mums zinams, ir maz pétijjumu, kuros raksturota CPV EG6/E7
onkoproteinu IHK ekspresija un to nozime izdzivotibas vai nomirSanas riska
izvértesana. Gan OFPSK, gan HFPSK gadijuma IHK rezultati atklaja, ka CPV16
E6 proteina imiinpozitivitate audz€ja paraugos bija saistita ar labakiem
izdzivotibas raditajiem. Tomer tika noverots, ka augsta p16 vai p53 ekspresija
biezi vien sakrita ar E6 ekspresiju, ko varétu uzskatit par pozitivu rezultatu

markieri pacientiem. Turklat pastav iesp&ja, ka E6 onkogénam nav bijis

43



pietickami daudz laika, lai izjauktu Stnu ciklu. Piem&ram, E6 inicieé no
proteasomam atkarigu p53 noardiSanu, piesaistot ubikvitina ligazi E6AP. Turklat
tikai E6 un E6AP kombingtais komplekss var mijiedarboties ar p53. Tas nozimé,
ka atseviska CPV16 E6 proteina ekspresija var neietekmé&t p53 degradaciju,
padarot ta noteikSanu mazak informativu, lai prognozgtu pacientu iznakumu (Li
et al.,, 2019). Diemzgl $aja petijuma netika verteta E6AP aktivitate. Tomer
pacientiem ar HFPSK, veicot IHK, tika konstatéta E6 proteina iminekspresija
audzgja audos, bet E6 mRNS netika konstatéta un CPV16 DNS joprojam bija
nosakama. Sis atklajums var netiesi noradit uz persistgjosu CPV16 infekciju, kas
varétu biit viens no iemesliem, kapgéc CPV16 DNS klatbitne HFPSK paraugos
bija saistita ar sliktakiem rezultatiem.

Pamatojoties uz mutaciju analizém, E7 tiek uzskatits par AR-CPV
galveno transformgjoso proteinu (Basukala & Banks, 2021). Turklat ir pieradits,
ka E7 ir iz8kiro$a nozime agrina karcinogenézes procesa (Song et al., 2000). Sis
pétijums paradija, ka CPV16 E7 proteina hiperekspresija OFPSK ir saistita ar
sliktaku prognozi, izmantojot Koksa regresijas analizi. Tomér paredzams, ka ar
CPV saistitos audzgjos E7 olbaltumviela ir virzosais faktors p16 hiperekspresijai,
kas ir saistita ar labaku izdzivoSanu. No otras puses, dazi p&tijumi liecina, ka p16
hiperekspresija konsekventi korelg ar labveligu atbildes reakciju uz terapiju un
labakiem kliniskajiem rezultatiem OFPSK un ne visos gadijumos pl6
hiperekspresiju var saistit ar CPV onkogénu aktivitati (Rich et al., 2009; Fischer
et al., 2010). Tas liecina, ka ar E7 proteTnu saistita karcinogengzg pastav papildu
mehanismi. Vairakos pétjjumos ir pieradits, ka E7 izraisa dazadu matriksa
metaloproteinazu augSupregulaciju (Menges et al., 2006; Srivastava et al., 2015),
kas ir saistitas ar audz&u invazivitates veicinasanu (Basukala et al., 2019).
Turklat AR-CPV E7 protelna funkcija ir saistita ar stabilaku mitotisko funkciju,
kas nepiecieSama virusu genoma uzturéSanai un replikacijai (Yu & Munger,

2013). Sie procesi varétu veicinat invazivu un potenciali metastatisku véza
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fenotipu, tadgjadi izskaidrojot sliktaku prognozi, kas novérota OFPSK ar THK
CPV16 E7 proteina ekspresiju (Basukala & Banks, 2021). Oton-Gonzalez ar
kolégiem atklaja, ka OFPSK pacientiem ar nosakamu CPV16 E7 proteinu
seruma bija sliktaka kop€ja un bezrecidivu izdzivotiba. Autori ar konstatgja
korelaciju starp E7 proteina Itmeni seruma un E7 mRNS ekspresiju, kas lava
viniem secinat, ka E7 protelna avotam jabiit CPV16 pozitivam vezim, Tpasi
cirkulgjosam audzgja $inam, kas norada uz metastatisku procesu (Oton-
Gonzalez et al., 2021). Ir svarigi atzimét, ka ne visi audzgji ir saistiti ar CPV un
ir pieradits, ka virusa izraisita onkogenéze attistas ilgstosi un daZiem pacientiem
ar GKPSK var biit vienlaikus CPV infekcija (Basukala & Banks, 2021).

Viens no §1 petijuma ierobezojumiem ir salidzinosi neliels pacientu skaits
katra grupa (oropharynx, balsene un hypopharynx), kas var mazinat statistisko
jaudu un ierobezot secinajumus, jo Tpasi attieciba uz markieriem, kas nesasniedza
statistisko nozimibu. Tomer ir griiti nenemt véra novérotas tendences attieciba
uz pétitajiem markieriem un to ietekmi uz izdzivoSanu. V&l viens ierobezojums
ir tas, ka gandriz visi HFPSK paraugi bija FFPI, kas potenciali vargja izraisit
genétiska materiala, ipasi RNS, degradaciju. Tomér visi paraugi bija pieméroti
analizei, pamatojoties uz mRNS noteikSanai izmantota testa esoSo ieksgjo

kontroli vai f-globina géna noteiksanu DNS kvalitates noverteésanai.
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Secinajumi

. Pacientiem ar mazaku primaro audz&u, bez lokoregionalo limfmezglu
iesaistes, bez kaitigiem ieradumiem (smékeSana, parmeriga alkohola
lietosana), ka arT pacientiem, kuriem arst€$anas ietvaros tika veikta kirurgiska
icjauksanas, tika novérota labaka KI un SSI, ka arT zemakas riska attiecibas.

. CPV infekcijai ir ievérojama ietekme uz GKPSK attistibu, ipasi OFPSK
gadijuma. Ne tikai AR-CPV, bet arf ZR-CPV var ietekmét BPSK un OFPSK
pacientu izdzivotibu.

. Reala laika PKR testi, kas amplificé mazakus DNS fragmentus, ir labi un
uzticami CPV genétiska materiala noteikSanai FFPI paraugos.

. CPV16 genotips ir plasi izplatits ne tikai orofaringeala, bet arT balsenes un
hipofaringedla véza gadijumos, kas apstiprinats ar CPV PKR testiem.

. OFPSK tika apstiprinata mérena korelacija starp E6/E7 mRNS klatbatni
parauga un CPV16 virusa slodzi, savukart §1 korelacija netika novérota
neorofaringealo vézu gadijumos.

. CPV E6/E7 onkoproteinu ekspresijas traikums CPV DNS pozitivos audzgjos
liecina par alternativu, no virusu integracijas atskirigu audz€ju veidoSanas
mehanismu esamibu.

. p16 hiperekspresija ir saistita ar labakiem izdzivotibas rezultatiem un zemaku
riska attiecibu ne tikai pacientiem ar OFPSK, bet ari pacientiem ar HFPSK.
P53 ekspresijas ka prognostiska raditaja izmanto$ana pacientiem ar GKPSK
joprojam ir diskutabla un neskaidra. CPV16 E6 proteina ekspresijas
novértésana, izmantojot IHK, ir vértigs prognostisks raditajs gan OFPSK, gan

HFPSK gadijuma.
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Pielikumi



1. pielikums

GKPSK paraugu imiinhistokimiskais noveértejums

1. attéls. CPV16 E6 onkoproteina noteikSana ar IHK*

* A — BPSK, audzgja §tinu veidoti pavedieni un salinas, kas sastav no diftizi izkliedétam
E6 proteina pozitivam $inam, starp kuram ir E6 onkoproteina negativas Siinas;

B — BPSK, diferencétas suprabazalas audzgja §tinas, kurds redzama bagatiga CPV16 E6
pozitiva citoplazma un polimorfiski kodoli (oranzas bultas), E6 pozitivi endoteliociti
(melnas bultas); C — BPSK, CPV16 E6 imiinpozitivitate suprabazalajas, vairak
diferenc@tajas audzgja $inds, E6 pozitivas endotélija $finas (melnas bultas); D — HFPSK,
blivi audzgja $tunu pavedieni ar CPV16 E6 onkoproteina imtinpozitivu §tnu klatbttni
parsvara vairak diferencétas stinas.
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* A — BPSK, audzgja §finas salind un dazas virsmas §finas (oranas bultas), kas uzrada
CPV16 E7 iminpozitivu kodolu; B — BPSK, daudzas CPV16 E7 imiinpozitivas §finas ar
kodolu kraso$anos; C — BPSK, loti polimorfas CPV16 E7 imiinpozitivas audzgja $iinas
ar gandriz pilnigu kodolu dekoraciju; D — HFPSK, daudzas CPV16 E7 imiinpozitivas
Stnas ar kodolu krasoSanos, endotélija (oranza bulta) $tinas.
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3. attels. IHK p16, p53, CPV16 E6 un E7 antigénu noteikSana
GKPSK*

* A — OFPSK (auksl&ju mandele). Reprezentativs attéls, kura redzams > 75 % p16
imiinpozitivu audz&ja §tinu ar galvenokart kodola un citoplazmas reakciju. B — BPSK.
Reprezentativs attéls ar p53 hiperekspresiju ar viendabigu, spécigu audzgja $tinu kodola
krasojumu. C — OFPSK (auksl&ju mandele). Reprezentativs attéls, kura redzama CPV16
E6 proteina citoplazmas ekspresija audzgja $iinds. D — OFPSK (auksl&ju mandele).
Reprezentativs attéls, kura redzama CPV 16 E7 proteina imtinekspresija audzgja Stinu
kodolos. Méroga joslas: 100 um un 50 um.
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2. pielikums
Statistiska analize

Alkobola plemérign
Setatans un'vai stmekeians
~F THevern
yAlkehols ;\fn Frign heto tana

1.00

va gt e -crmsoced

Tzdzvoetiba (%)

%0 56,00 10000 15000 X000

Meéneis

1. attéls. Kaplana-Meijera SSI diagramma atkariba
no kaitigiem ieradumiem

Piehotors semetana
T
~XA
VTR
SVETHE T\ Cetsmanb 1K A
FTRT Piatrumin-5 A
I Comprommonasicn

1.00

Tzdzvoetiba (%)

o0 x.00 40,00 6000 Boo0 100,00 12000 14000
Méneis
2. att€ls. Koksa regresijas kumulativas izdzivotibas diagramma*

* Faktori — dzimums, vecuma grupa, T stadija, N statuss, parmériga
alkohola lietoSana un/vai smékeSana, arstéSana, primara audzgja
atraSanas vieta, histologiskais variants. Terapijas diagramma.
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3. attéls. Divu reala laika PKR testu korelacija
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4. att€ls. CPV16+ audzéju paraugu sadalijums péc atrasanas
vietas, slimibas stadijas un PKR datiem*

* A—CPV16+ audz&ju paraugu sadalifjums p&c atra$anas vietas un slimibas stadijas;
B — CPV 16+ paraugu sadalijums p&c atraSanas vietas un Anyplex testa rezultatiem,;
0 — negativs, + zema virusa slodze, ++ vidgja virusa slodze, +++ augsta virusa slodze;
C — CPV16+ paraugu sadalfjums p&c atrasanas vietas, p16 IHK un genotip&Sanas rezultatiem.

66



ER atazlaninhd w1

TV aobcopremse
A A rmel matedye
e

-t

- Tews

- en

|
|

[P T SN
~ eme oy e

m
-m
-
E
5

EUTE aebmpmwns
e LR T

-
- e
- oAt
- g

r L §
TR — .’-’-‘

- P o = EMM

cSBEBE5B3BES

R

rasies Inens wINg

3

L
sty

-

- e

- eane

-t

PR .'\"" " eme

Wrdreasprenios Bveel

5. attéls. Virusu onkoproteinu E6 un E7 novértéjums CPV16+
balsenes (A—D) un hipofaringeala (E-H) véZa audu paraugos,
izmantojot IHK un statistiku*
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* A, C — CPV onkoproteina E6 (A) un E7 (C) imtnekspresijas raksturojums audzgja
masa un displastiska epitelija BPSK paraugos; B, D — IHK CPV onkoproteina E6 (B) un
E7 (D) ekspresijas limeni audzgja masa, kas novertéti attieciba pret [imeniem attieciga
BPSK parauga displastiskaja epitélija; E, G — CPV onkoproteina E6 (E) un E7 (G)
iminekspresijas raksturojums HFPSK paraugu audz&ja masa un displastiskaja epitélija;
F, H— CPV onkoproteina E6 (F) un E7 (H) IHK ekspresijas limeni audzgja masa, kas
novertéti attieciba pret limeniem attieciga HFPSK parauga displastiskaja epitelija.
Vijoldiagrammas: zvaigznites norada nozimiguma ltmeni (ns — nenozimigs, * p < 0,05,

**p <0,01), atskiribam starp grupam (divpakapju Vilkoksona tests). Kolonnu
diagrammas — krusttabulu analize, trijstiiri (A ) att€lo paraugu, kura nav vert§jumam
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piem@rota epitélija apgabala, tapéc tas nav ieklauts krusttabulu analizg.
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6. attéls. Kaplana-Meijera izdzivotibas analize*

* A, B — Kl un SSI apléses atkariba no CPV DNS klatbiitnes (AR- un ZR-) OFPSK;
C, D — KI un SSI apl&ses atkariba no CPV DNS klatbitnes (AR- un ZR-) BPSK.
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7. attels. Kaplana-Meijera izdzivotibas analize*

* A, B — KI un SSI apléses atkariba no IHK p16 ekspresijas rezultatiem OFPSK; C, D —
KI un SSI apléses atkariba no IHK p53 ekspresijas rezultatiem HFPSK; E, F — Kl un
SSI apléses atkariba no IHK CPV16 E6 proteina ekspresijas rezultatiem OFPSK.
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8. attéls. Izdzivotibas apléses, Koksa regresija*

* A — paredzamas izdzivotibas novertejums atkariba no p16 un E7 proteina IHK
ekspresijas; B — paredzamas izdzivotibas novertéjums atkariba no p53 un E6 proteina
IHK ekspresijas.
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9. attels. Izdzivotibas apleses, Koksas regresija*®

* A — aprekinata izdzivotiba atkariba no p16 IHK ekspresijas; B — aprékinata izdzivotiba
atkariba no p16 un CPV16 E7 proteina IHK ekspresijas; C — aprékinata izdzivotiba
atkariba no CPV16 E6 protena IHK ekspresijas; D — aprékinata izdzivotiba atkariba no
p53 un CPV16 E6 proteina IHK ekspresijas; E — aprékinata izdzivotiba atkariba no
CPV16 DNS klatbitnes.
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