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Existence latentni faze infekce HPV, sledovana mcia
druhého projektu, byla dosud popsana pouze né&edeh
modelech. V analyzovaném souboru 59 vi#oddebranych
Zendm gedniho a vy3Siho ¢ku, které nerdly prokazanou
aktivni HPV infekci ani neosplastické #ny cipku, nebyla
ptitomnost latentniho HPV viru potvrzena. Latentninfa
genitédlnich HPV se pra¥gdodobre v lidské populaci
nevyskytuje, jedna se ovSem pouze o pilotni stdiérou je
tieba o¥tit na WtSim pacientském souboruit®mnost latentni
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IV. CILE PRACE

Jednim z cil této magisterské prace bylo vypracovani literdeserSe zatiené
na karcinom cervixu a lidsky papillomavirus (HPW).ramci této prace byly vySeny
vzorky tkaré pacientek s karcinomem cervixu. Ychito pacientek byl proveden HPV
screening se zaffenim na pitomnost HPV16 a HPV18 a néasledné #ji§t zda se HPV
genom integroval do hostitelské DNA nebdstal episomalni. Cilem projektu bylo
optimalizovat inuhohistochemickou detekci metylsimmas DNMT1, DNMT3A a
DNMT3B,EZH2 a WHSCL1 a nalezené rozdily v expresirakterizovat. Ziskané vysledky
této pilotni studie by mohly bytagodem pro dalsi studium 2m exprese metyltransferas
v karcinomech cervixu a moznym voditkem pro nov&masti I&€by tohoto onemoami.

Cilem druhého projektu mé diplomové prace bylo ffikovat piitomnost
latentniho HPV viru ve tkani pacientek, které podgily hysterektomii z jinéhotdvodu
nez pFitomnosti prekancer6zyi karcinomu. Latentni virus byl dosud prokazan jen
na zvfecich modelech. Né&pomnost latentniho viru HPV by mohla bytivibdem

pro zavedenidkovani proti HPV i u Zen mnohem star3ich, nez sgdui dnes.



V. TEORETICKA CAST
1. UVOD

Karcinom cervixu je relativh¢astym nadorovym onemo&mim postihujicim Zeny
vSech ¥kovych kategorii (Obr. 1.). Jednd se o maligni omamni Zen indukované
pohlavré prenosnou virovou infekci lidskym papillomavirem (HPW¢tSina Zzen se HPV
nakazi kratce po 2atku svého sexudlniho Zivo{ajek et al., 2012; Woodman et al.,
2007) Karcinom cervixu je po karcinomu prsu ¢eggjSim nadorovym onemoénim
u Zen a vice nez 90 % nadarervixu je HPV pozitivn{de Sanjosé, 2007; Walboomers et
al, 1999) Na celém ssté ro¢né diagnostikuji nador cervixu vice nez 500 000 ZzZen,
pies 270 000 Zen &oé na toto onemoami umira. Térd 85 % vSech ipadi tvori
pacientky z rozvojovych zemi. HPV viry igobujifadu dalSich nadorovych onemeénn
anogenitélni oblasti a také&které nadory hlavy a krku. Onkogenni HPV aarjame jako
»high risk® HPV (hrHPV), mezi & pati typy 16 a 18, které odpovidaji za vice nez 70 %
v8ech cervikalnich karcinaim typy 31 a 45 za dalSich 10 ¥Majek et al., 2012;
Woodman et al., 2007)

Genitalni HPV infekce se vyskytuji u Zen i ndunSech ras a vSech
socioekonomickych skupin. Nejgi vyskyt HPV infekce u Zen veéku 20-25 let
(prevalence az 45 %) je nasledovan prvninistém incidence karcinomu cervixu ékové
skupiny 25-29 let. Druhy vrchol prevalence HPV kdfieje v intervalu 45-50 let. Celkév
50 — 80 % sexuéatnaktivnich lidi je v pibéhu Zivota nakazeno HP{Majek et al., 2012;
Melkert et al., 1995),z nichZz 20 az 30 % HPV- pozitivnich miuzZen je infikovano vice
typy HPV (Giuliano et al., 2008; Mendez et al, 2005J mui genitalni HPV zfisobuje
rakovinu konéniku, penisu a pohlavni bradavice. Nejvice inufikovanych hr HPV pat
do wkové skupiny 30-34 let, ale uz véku 18-19 let byla HPV infekce prokézana u &m
20 % pgipadi (Giuliano et al., 2008).HPV infekce je ve &Sin¢ pripadi nezbytna, ale ne
dosta&ujici pro vznik karcinomu cervixu. Vyvoj karcinonogrvixu je velice pomaly, ktery
je podmirny persistentni infekci hrHPV. Primarni infekce HP}¢ WwtSinou
asymptomaticka (90 % Zen) a obvykle do cca 8—&&idin sama odezni. Uiiplizne 10 %
Zen nasledh vznikaji dysplastické z#my v epitelu cervixu, u mé&nnez 1 % dojde
ke vzniku karcinomun situ (CIS) a u mé#& nez 0,2 % se vyvine invazivni cervikalni
karcinom(Majek et al., 2012; Woodman et al., 2007)

Pomaly vyvoj karcinomu cervixu dava dostag prostor pro odhaleni HPV
infekce screeningem, ktery by musel byt celoplognyysoce organizovany, aby vedl
ke snizeni incidence a mortaligMajek et al., 2012) V Ceské republice incidence
mortalita karcinomu cervixu uz dlouhodobtagnuje (Obr. 1.), ale pet pacientek s timto

N e

onemocgnim je rok od roku vyssi (Obr. 2.). Karcinomem @euvdosahuje nejvyssi
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incidence u Zen ve¢ku 50 let, incidence prudce roste uz od 20. roku&enortalita od 25.
roku (Obr. 3.).

£53 = ZH hrdla déloZniho - cervicis uteri, Zeny
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Obr. 1.: Incidence a mortalita karcinomugldzniho hrdla WCeské republice
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Obr. 2.: Index fistu incidence nadorwstbZniho hrdla WCeské republice
(www.svod.cz)
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Vékoveé specificka incidence a mortalita

20 | —4—incidence
—— morialita
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Obr. 3.: Epidemiologie karcinomu &bzniho hrdla vCR — wkowé specifické analyzy
zaloZzené& na datech Narodniho onkologického regi20@1-200§Majek et al., 2012).

Celoplosny screening ackovani proti HPV by v budoucnu d&nsnizit vyskyt
a mortalitu karcinomu cervixu. V ramci vysséiinost #chto opateni bychom se
zantfit i na muze a jejich ochranou proti HPV. Jedna ahlavre prenosnou infekci,
pied niz by nily byt chrarny Zeny i muzi. Ofma pohlavim tento virus #pobuje
onkologicka onemocmi a nepijemné bradavic€Giuliano et al., 2008; Melkert et al.,
1995; Woodman et al., 2007)Je vSak pravgpodobné, Ze ani tato ochranna dépai
nepovedou kvymizeni nemoci tgopbenych HPV. Imunizace organismikovanim
pacienta ochrani pouzéea HPV, proti nimz je vakcina cilena. Ochrana va#ci nebude
absolutni a neni zcela jasné, jak dlouhou dobu budkovani jedinci ped HPV chra#ni,
riziko vzniku nadoru zf;sobeného HPV navicigtrvd u starSich jedificbez @kovani.
V genomech HPV rowt nentizeme vylodit zmeny, které zgsobi nedinnost vakcinace
(Woodman et al., 2007)Proto je i nadale vyzkum vlivu HPV na vyvoj karemi cervixu

velmi dilezity.
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2. LIDSKY PAPILLOMAVIRUS

Lidské papillomaviry (HPV) pat do ¢eledi Papillomaviriae HPV jsou neobalené
viry s ikosahedralnim kapsidem odperu 55nm(Bernard, 2005) Kapsid je tvéena 72
pentamery hlavniho kapsidového proteinu L1 a vieZ 2 kopiemi minoritniho
kapsidového proteinu LAowe et al., 2008) 8kb dlouhy HPV genom tweny cirkularni
dsDNA je usptédan do fiblizn¢ 30 nukleosorin (Obr. 4.), coz umaije 2,5 krat zkratit

délku HPV DNA (Favre et al., 1977) HPV genom je fepisovan pouze v jednom &ra
(Bernard, 2005)

Obr. 4.. Elektronové mikrofotografie HPV virionu (@) (Brunell, 2007)
a nukleoproteinového komplexu HPV DNA (b(Epvre et al., 1977)

Jsou zndmy sekvence genowice neZz 118 tyjpp HPV, ale pedpokladany pet
typt HPV se pohybuje okolo 200. Jako novy HPV typ jdéirde/dn HPV virus, jehoz
sekvence genu pro L1 protein se liSi minin&rl0 %. 40 typ HPV infikuje genitalni trakt
a 15 z nich bylo klasifikovano jako kancerogenniH{V). Papillomaviry dlime do 16
rodi, nejdileZit¢jSi je rod Alfa-papillomaviry napadajici sliznicekézi. Alfa-papillomaviry
zahrnuji vesSkeré hrHPV i IrHPV (low-risk HPV, neka&mogenni) napadajici genitalie
(Bernard, 2005; de Villiers et al., 2004)Mezi hrHPV zpisobujici nadorova onemasm
fadime HPV16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56,583 68, 73 a 82. 3 typy HPV byly
klasifikovany jako prav&podobné hrHPV (26, 53 a 66). 12 typiPV je povazovano
za IrHPV(6, 11, 40, 42, 43, 44, 54, 61, 70, 72,BR6108), infekcesmito typy HPV mize
byt bezgiznakova nebo f¥e vést ke vzniku benignich lé&i bradavic (Mufioz et al.,
2003) Nejrozstersjsi jsou infekce hrHPV typy 16, 18, 45 a @osch et al., 1995; de
Sanjosé et al., 2007Beta-papillomaviry zfpssobuji benigni i maligni koZni Iéze u pacient
se sniZzenou imunitou nebo s geneticky podmim koZnim onemocamim
epidermodysplasia verruciformis (EV). Pacienti s BvWaji mutaci v genu pro TMC6
nebo TMCS8, kodujici integralni membranové proteandoplasmatického retikula. Tato
mutace jecini extréme citlivymi k infekci HPV5 a HPV8. Infekce HPV5 a M8 vede
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ke tvork® malignich 1ézi na &i exponované slunc{Bernard, 2005; Doorbar, 2006;
Ramoz et al., 2002) Gama, Mu a Nu-papillomaviry #pobuji benigni kozni léze
(Bernard, 2005)

Lidsky papillomavirus je druhav i tkanové specificky. Alfa-HPV napadaji
vyhradré mnohovrstevny dlaZzdicovy epitelike a sliznic. Po por&ni epitelu nebo
pii ptimém kontaktu v oblastifpchodu dlazdicového epitelu v cylindrickyela@Zni hrdlo,
anus, farynx) se HPV dostava do bazalni vrstvyepibbsahujici mitoticky aktivni kky,

v jejichz jade se HPV naslednreplikuje. Bhem normalniho vyvoje epitelu dochazi
u keratinocytt v suprabazalni vrsévk zastaveni bustného cyklu, terminalni diferenciaci
a nasledné programované smrti. HPV vyvinul mectmansspro zrdinu normalni kontroly
burg¢ného fistu, zachovani butiného cyklu a nastaveni replikace své DNA. Jedréotli
faze Zzivotniho cyklu HPV jsou zavislé na difereecidanfikovanych keratinocyi
Replikatni model HPV ma 3 faze. Po @Spé infekci bazalnich bgk epitelu nizkym
poétem HPV dochazi k prvni na béimém cyklu keratinocytu nezavislé amplifikaci HPV
na 20-100 kopii na hiku, v této fazi dochazi pouze k omezené expresi e E6 a E7.
V dalSi fazi je poet kopii HPV v biice stabilni. Keratinocyty migruji k povrchu epitelu
a jsou exprimovany dalSi HPV geny. Po vstupu infé&keého keratinocytu do zény epitelu,
kde dochézi k terminalni diferenciaci a zastavemiééného cyklu keratinocyt je exprese
virovych proteim up-regulovana za masivni amplifikace virové DNA viae nez 1000
kopii na butku. V této fazi probihd syntéza protkikapsidy, jednotlivé komponenty viru
se seskupuji ve virion. Viriony se uwolji z jiZz oduntelych keratinocyt na povrchu
epitelu. Buiky napadené HPV, koilocyty, maji &$ené jadro (karyomegalie)
s nepravidelnou jadernou membranou a hyperchrom@aii tkai bez koilocyt maze byt
napadena HPVKadaja et al., 2009; Middleton et al., 2003; Roz#l et al. 2011; Zheng
et al., 2006).

2.1. HPV genom a Zivotni cyklus viru

HPV genom (8kb) rizeme rozdlit na 3 domény: nekdodujici dlouhou kontrolni
oblast (LCR) a regiony s otganymicétecimi ramci (ORF), kde jsou lokalizovany tzasné
geny (E1, E2, E4-E7) t¥i vice neZ polovinu HPV genomu a pozdni geny é.12)
(Obr. 5.). Vedkeréidezité ORF jsou lokalizované pouze na jednom Dig&zci. Tyto ti
domény jsou odfeny casnym (PAE) a pozdnim (PAL) polyaderynan mistem
(Schwartz et al., 1983; Stanley et al, 2007L.CR je DNA segment o 850bp (10 %
genomu), kde se nachazicatek replikace (ORI) a vazebna mista fadu transkripnich
faktori nezbytnych pro regulaci RNA polymerasy Il, kterdciuje transkripci v oblasti

¢asnych i pozdnich virovych promotofObr. 5.)(Zheng et al., 2006) Transkripce HPV
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protein probiha z polycystronni mMRNA obsahuji¢ékryvajici seteci rAmcgGanguly &
Perihar, 2009)

E2 E2 E2 E2 TATA P97
#4 #3 Et SPI #2 #1 [—_|>

/84

Obr. 5.: Organizace HPV genomu

Genom HPV16 (7904 bp) je znazémjako éerny kruh, na &mz je vyznaen ¢asny (p97) a pozdni
(p670) promotorCasné geny (E1, E2, E4-E7) jsou exprimovany z p®ioms70 viiznych stadiich
diferenciace epitelialnich bgk. Pozdni ORF (L1a L2) jsou ro¥h exprimovany z p670 po zms
splicingu a zrané polyadenylaniho mista Zasného (PAE) na pozdni (PAL). VSechny HPV ORF se
nachazi na jednottettzci cirkularni dsDNA. Na obrazku je #&enda oblast LCR obsahujici vazebna

mista pro E2, Elproteiny, SPI a TATA box promotp@r (Doorbar, 2006)

Na pa&atku kazdé HPV infekce je vétginé pripadi porargni epitelu, které umozni
pranik viriona k bazalnim bitkdm, kde je kapsidovy protein L1 rozpoznan dmym
receptorem (heparan sulfat peptidoglykany, ingyndekan-1) a virus je transportovan
do buiky. Syndekan-1 je sithup-regulovany i hojeni ran, jeho exprese je naopak nizka
v migrujicich a proliferujicich keratinocytech. Boni epitelu tedy zvySuje schopnost
bazalnich keratinocytvazat a internalizovat HPV. Sekundarnim receptokV je 06

integrin. a6 integrin se nachazi se na celém povrchulbumigrujicich k mistu poraimi.

15



HPV ¢éstice navazané nd integrin Bhem hojeni jsou endocytosoiemistny do buiky.
Viriony pronikaji do bazalnich keratinoéypomoci na dynaminu zavislé endocytdené
klathrinem nebo kaveolinem. Diky nizkému pH v emans dochéazi ke konforniaim
zméndm v kapsidu a dalSich molekul viru a naslednénwolngni virové DNA
nebo komplexu virové DNA s L2, ktera putuje do g@#teratinocytu. DalSi moZnou cestou
HPV do buiky je pomoci kaveolinovych ¢&u, které pepravi virus do Golgiho aparatu
a/nebo hladkého endoplasmatického retikula (HPVEBhdocytické drahy jsou vzajemin
propojengHindmarsh &Laimins, 2007; Latian & Tianyu, 2010).

2.1.1.E1 a E2 replikani proteiny

Po vstupu HPV do hiky jsou nejprve exprimovany geny pro E1 a E2 protei
nezbytné pro replikaci HPV genomugh&m produktivni HPV infekce se HPV genom
v buice nachazi ve forénstabilniho episomu, coZ vyZaduje expresi virovieplikatnich
proteiri. Protein E2 je nezbytny pro iniciaci replikaceegregaci vlaken viraini DNA. E2
dimery rozpoznavaji palindromaticky motiv v LCR (OB.) a zabréuji nespecifické vazb
helikasové domény E1. Vazba E2 a E1 dimea ORI HPV genomu vede k vaztiruhého
E1 dimeru. E2 se uvolni za spelty ATP a vznikly E1 double hexamer roauge paatek
replikace (Obr. 6.)(Abbate et al., 2004) Replikace zavisla na E1 a E2, na rozdil
od replikace genomu napadenéniky neprobihd pouze jednou za Bemy cyklus
hostitelské biikky. Re-replikace HPV neni zastavena ani p53 sigrdiahou, protoZze E6
HPV protein iniciuje degradaci p§&adaja et al., 2009)

DA
Binding

El Sites  EI Site

) ) ATP
Helix-axis

View

Origin
. Melting .
4% ¢ g g 3

Obr. 6.: Model seskupeni E1 heterodirera virovy ORI

Aktivaéni doména E2 dimeru (zelend, N-konec) interagigé simerem a DNA-vazebnou doménou

(¢ervena, C-konec), ktera se vadze na DNA v oblasélnino ORI. DNA-vazebnd doména E1 je
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znazorgna Zlut a helikasovd doména mied Po vaz¥ E2 a E1 dimé& na DNA naseda na virovy
ORI druhy dimer E1. Kompetice akti&sich domén druhého dimeru E1 a aktiviedomény E2 vede
k disociaci E2 dimeru za sgeby ATP. Nespecifické DNA-vazebné domény E1 intejiag DNA
pied nebo Bhem oligomerizace E1 dimer Nasleds se tvdi E1 double hexamer a dochazi
k rozvolreni dsDNA v oblasti OR(Abbate et al., 2004).

HPV genom se v bazalnich keratinocytech replikujg-fazi spolu s bus&nou
DNA. Kotveni episomu E2 proteinem k mitotickym chmasonim (u rékterych hrHPV
k mitotickému weténku) je nezbytné pro spravnou segregaci HPMntegraci HPV DNA
do hostitelského genomu dochazi k disrupci replikeh gei HPV. Kratce po integraci
vyvolavaji E2 a E1 mnohonasobnou iniciaci replikate integrovaném ORI v S-fazi
burg¢ného cyklu. B této replikaci dochazi také k amplifikaci gnych DNA sekvenci
lokalizovanych v oblasti integrovaného HPV geno(iadaja et al., 2009; Yugawa &
Kiyono, 2009)

Na diferenciaci zavisla replikace HPV genomutigena na urovni transkripce.
V keratinocytech v suprabazalni vistpitelu dochazi kigpnuti transkripce E1 a E2 gen
z E2-tizenéhocasného promotoru na E2- nezavisly pozdni promaim#,vede k vysoké
expresi E2 a E1 (Obr. 7(Kadaja et al., 2009).Pti nizké hladig E2 je tento protein
transkrignim aktivatorem, zatim co vysoka hladina E2 tluxgpresi onkogennich protein
E6 a E7 pemistnim SP1 transkriniho aktivatoru (Obr. 5(Doorbar, 2006) Aktiva¢ni ¢i
inhibi¢cni &inek E2 také zavisi na délce E2 transkriptu, prot&2 plné délky je
transkrignim aktivatorem, ale kratSi forma E2 naopak reperadHeino et al., 2000)
Exprese E6 a E7 génregulovand pomoci E2 proteinu, dovoluje malémuoZstvi
infikovanych keratinocyt expandovat, zvysit get burék, které budou tviit viriony.
Schopnosté&chto proteith udrZzovat biiky v S-fazi je nezbytné pro replikaci episbtdPV.
Napadené hiky maji diky E6 a E7 deregulovany kiiny cyklus a nedochazi u nich

k normalni terminalni diferencia@oorbar, 2006).
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Obr. 7.: Lokalizace expresgasnych a pozdnich ORF HPV16 v epitelu sliznice

Keratinocyty jsou barewnrozliSeny podle toho, které HPV proteiny jsouitkou exprimovany.
Buiiky s modrym jadrem jsou HPV negativni. Kmenovékyuv bazalni vrst¥ epitelu exprimuji E1
a E2 nezbytné pro replikaci virové DNAefvené jadro). V suprabazalnichinkéch séervenym
jadrem dochéazi k expresi E6 a E7 onkogennich mintéKeratinocyty se zelenou cytoplasmou
a ¢ervenym jadrem po aktivaci p670 exprimuji ORF néabypro vegetativni amplifikaci genomu
(E1,E2) a E4. Je zde zachovana exprese E6 a EfgoWahu epitelu jsou keratinocyty (Zluté jadro,
zelena cytoplasma) produkujici L1 a L2 kapsidov@giny a nasledhobsahujici viriony, tyto hiky

se z epitelu odlupuji nebo v epitelu vznikaji bnéda (Doorbar et al., 2006).

2.1.2.Funkce E6 a E7 hrHPV onkoproteif

Exprese E6 a E7 protéirje kthem normalniho Zivotniho cyklu viru, kdy se HPV
genom replikuje extrachromosomélnregulovdna pomoci E2. Po integraci HPV DNA
do genomu hostitelské fky dochazi k nad#rné expresi E6 a E7 a stabilizaci E6 i E7
MRNA E6 a E7 proteiny inaktivuji tumorsupresory Imgné pro spravnou regulaci
burg¢ného cyklu a apoptézy (p53 a pRB), aktivuji teloassr a zpsobuji imortalizaci
primarnich epitelialnich bk (Gunguly & Parihar, 2009; Yugawa & Kiyono, 2009)

18



Inhibition of apoptosis

0: § Acumulation of mutations
EB 7" EE — NF9>1(1- —_— e tAe(I;E:et:::eOf =—p [mmortalization
EGAP {transcriptional
EGAP ®® @ activation of
J— y 0 TERT gene)
¢pDZ)—-- O
Ubiquitination degradatio\
E7 » Transformation
p600
E? calpain E7 protecsome
subunit?
pPREB —— (pPRB e e —— Immortalization
degradation

Obr. 8.: Cilové proteiny hrHPV E6 a E7 onkoproteifY ugawa & Kiyono, 2009).

Protein E6 se spaiaé s E6-asociovanym proteinem (E6AP) vaZe na p53calje
jeho degradaci v proteasomu (Obr. 8.). E6AP ma dunkE3 ubiquitin ligasy
a ubiquitinyluje p53, to je poté degradovano preteaem(Gunguly & Parihar, 2009).
p53 je tumorsupresorovy protein, kteryi poSkozeni DNA zastavuje bBku v G, fazi
burg¢ného cyklu a umatje opravu DNA, v fipadt ireversibilniho poSkozeni indukuje
apoptozu. B dvousroubovicovych zlomech se aktivuje ATM kinglsira fosforylaci zvysi
stabilitu p53. Aktivovany p53 zvysuje expresi gepwo p2t“AFYC®L inhibitoru G
cyklin/CDKs a brani tak fosforylaci pRB &gehodu biiky z G, do S fazgDeVita, 2008)
E6 vSech hrHPV obsahuje na C-konci PDZ doménu,akteno#uje vazat jiné PDZ
proteiny. Mezi PDZ proteiny interagujici s E&dime hDLG, hScribble, MAGI-1 a MUPP-
1. Burecné proteiny s PDZ doménou jsoulelité pro zachovani baéné polarity, tvorbu
adhesivnich spojeni mezi ithami a vznik multiproteinovych signalnich komplexe6-
fizené degradace PDZ protéivede ke ztr&burgcné polarity nebo morfologické konverzi
a nasledné bwiné transformaci a karcinogengdiugawa & Kiyono, 2009) E6 také
inaktivuje transkripni koaktivator p53, adenosin deaminasu 3 (ADA3pBidranskripni
koaktivatory jako CBP a p300, coZ vede ke snizgpiese z promotoru pro interleukin-8
(Gunguly & Parihar, 2009).

E6 aktivuje expresi telomeragyugawa & Kiyono, 2009) Telomarasa (hTERT,
human telomerase reverse tranctriptase) je enzyjdtaéci zachovani délky telomer.
Zachovani aktivity telomerasy vede k imortalizagdarovych buék (DeVita et al., 2008)

E6 zajifuje degradaci NFX1-91 represoru promotoru hTERTo.d@gradaci represoru
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se do E-box promotoru vaze heterodimer Myc/Maxedktivaci hTERT promotoru souvisi
i zvySen& exprese c-Myc indukovana §igawa & Kiyono, 2009) K imortalizaci HPV
pozitivni buiky prispiva i blokace apoptézy vazbou E6 na proapopttiroteiny BCL-2
a Bak(IARC, 2007).

Beéhem vyvoje HPV infekci indukovaného cervikalnihadoal dochazi k down-
regulaci Notchl pomoci E6 a tim k paeai diferenciaci keratinooyt a jejich
abnormalnimu istu (Yugawa & Kiyono, 2009) E6 interaguje také s tumorsupresorem
tuberinem, ktery negati¥nreguluje signalni drahy aktivované inzulinem, &iije jeho
degradaci na protaesor(iu et al., 2004)

Vazba pRB na LXCXE motiv E7 onkoproteinu (N-kona@de k ubiquitinylaci
pRB a nasledné degradaci na proteasomu. Pro E&tigmikovanou degradaci pRB je
nezbytnd vapnikem aktivovana cysteinova proteasdpaika E7 vaze kalpain na pRB,
kalpain 3¢pi pRB na jeho C-konci, coz vede k uvaih E2F a proteasomalni degradaci
pRB (Darnell et al, 2007) pRB pisobi jako tumorsupresor v hypofosforylované féridy
vaze E2F transkrimi faktory, ¢imz brani vstupu hiky do S-faze. Bhem normalniho
buré¢ného cyklu je pRB fosforylovan komplexem cyklin BDK4 a cyklin E/ CDK2.
Po fosforylaci se uvélje E2F a bitka vstupuje do S-fazéDeVita et al., 2008)
K deregulaci @S kontrolniho bodu a néasledné nekontrolované feralti Fispiva takeé
deaktivace CDK inhibitar (p21, p27) proteinem E7. E7 protein interagufadou dalSich
proteimi nag. p600, pl107 a pl30 a proteiny TNFa IFN-*, coZ ovliviuje regulaci
apoptozy a imunitni odp&di na HPV infekci(Munger et al., 2001).

E6 i E7 proteiny indukuji genomickou nestabilitu hostkeé buiky (Obr. 9.).
Pri overexpresi dchto geti dochazi ke vzniku aneuploidie, numerickym a gtrukm
chromosomalnim aberacim. K numerickym aberacim @ichgedevsim vlivem E7
indukované dysregulace cyklinu A a E/CDK2 komifilektera vede k chromosomalni
overduplikaci a tvor®d multipolarniho mitotického i#eténka. Mezi strukturni aberace
hromadici se v E6/ E7 exprimujicichixach pati anafazni most. Anafazni most seitvo
mezi nechragnymi konci chromosoiy které vznikaji dikyastym DNA zlonim. K DNA
zlomam dochdzi kuli inaktivaci kontrolnich bod burg¢ného cyklu a deregulaci protéin
nezbytnych pro opravu poskozené DNA. kegmou opravou zloindochazi ke strukturnim
zmenam chromosofh (translokacim, amplifikacim nebo delecif@uensing & Munger,
2004; Yugawa & Kiyono, 2009)
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Obr. 9.: HPV16 EG6 a E7 indukovana genomické instabilitatiteiské buiky
E6 a E7 naruSuji signalni drdhu negativegulujici st hostitelské hiky. E7 iniciuje degradaci
pRB, p107 a p130. To vede k aberantni transkri@gi-Eegulovanych gena aktivaci cyklin/CDK2
komplexa a zvySeni hladiny CDC25A. Deregulace CDK2 aktivigpisobuje abnormalni
chromosomalni duplikaci- Spatnou segregaci chromésaneuploidii a kancerogenezi. E6 indukuje
proteasomalni degradaci p53, to ¢ezySuje podil bukk s mitotickymi vadami(Duensing &
Minger, 2004).

2.1.3.Funkce E4 a E5

Amplifikaci HPV genomu ovliituji i E5 a E1"E4 proteiny, k jejich expresi dochazi
ke konci zivotniho cyklu viru. E5 je transmembrapowrotein lokalizovany
na endoplasmatickém retikulu, Golgiho aparatu, sodwech a butné membra& E5
asociuje s protonovou vakuolarni pumpou (v-ATPastin zpomaluje proces endosomalni
acidifikace. V endosomu dochazi k recyklaci recgptdistovych faktod (nag. EGFR).
Selhani endosomalni acidifikace vede ke sniZzenfadege EGFR a zvySeni recyklace
receptoru. B overexpresi EGFR s nim E5 fifokomplex a tim ho aktivuje. V obou
ptipadech dochézi kindukci mitogenniho signédlu ahaeéni vhodnych podminek
pro replikaci i ve vySSich vrstvach epitélDoorbar et al., 2006; IARC, 2007; Zhang et
al., 2002)
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Funkce E4 (E17E4) neni zcela jasna. Jeho hladinaygeka lhem vegetativni
amplifikace genomu viru, ipd z&atkem syntézy L1 se ale ztraci. E1”“E4asociuje
s komplexem cyklin B1/CDK2, translokuje komplex dgtoplasmy, kde se s nim véze
na keratinova filamenta a dojde tak zastavenicngho cyklu v G fazi. E1"E4 je tedy
antagonistou E7, ktery stimuluje kignou proliferaci. E1"E4 HPV16 je v niZSich vrstvach
epitelu lokalizovan na filamentech (asociuje s keeam) i volre v cytoplasns, ale ve vice
diferenciovanych hitkadch asociuje se solitérnimi perinuklearnimi swdani. V E1~E4
exprimujicich biikdch nejsou detekovatelné diferedaiamarkery keratinocyt (Davy et
al., 2005; Doorbar et al., 1997)

Bicistronni transkript E1"E4 se uplaje pi naruSeni mikrofilamentarni struktury
buiky tvorené keratinem. E1”"E4 se akumuluje ve vy3Sich whtmépadeného epitelu, kde
N-koncem vaZe keratin a naslédrnteraguje C-koncovou multimerigai doménou
s dalSimi E1"E4 proteiny, coZ vede k cross-linkjgmit intermediélnich filament. Tato
dynamickd filamentarni skaji¥'uje integritu buik i tkarg, je nezbytna pro spravnyiieh
mitdzy, apoptdzy nebo batného stresu. Reakci na tyto psgnje fosforylace keratinu,
fosforylovany keratin je rozpustny. Keratin je defarylovan p38 MAPK a JNK, tibd se
nova keratinova filamenta. Fosforylace keratinu e1°E4 exprimujicich hikadch zvySena
v dusledku reakce na b&my stres. V E1"E4 exprimujicich tkéch dochéazi k hromadi
fosforylovaného a nasledn ubiquitinylovaného keratinu &eného k proteasomalni
degradaci. Exprese E1"E4 proteinu vede k masivgfadiaci keratinu, zvySeniréhkosti
burtk na povrchu epitelu a usnashi uvolreni viriond z oduntelych keratinocyl
(MclIntosh et al., 2010)

2.1.4.Kapsidové proteiny L1 a L2

Posledni fazi zivotniho cyklu HPV je syntéza kdpgych proteidi L1 a L2
a obaleni zreplikovaného viru do kapsidy za vznikionu (Obr. 4.a). Zrény, které vedou
od vegetativni amplifikace genomu k syntéze prdtdiapsidy, nejsou zcela jasné, ale
zavisi na zmné sestihu mMRNA a na vzniku transkriptu koéiciho na pozdni
polyadenylé&ni sekvenci. Néasovani syntézy L1 a L2 je regulovano na urovni rARN
a syntézy proteiin V kodujicich oblastech a v pozdni nekodujici stilese nachazi
negativni regukéni elementy. Je-li v proliferujici ge v oblasti L1 genu splicing silencer,
dojde vni kupednosténi syntézy ¢asnych geth Syntéza L1 i L2 je regulovana
dostupnosti tRNA pro neobvyklé koddny v jejich mRN#oto k jejich syntéze dochazi az
ve vrchni vrste epitelu(Doorbar, 2006; Zheng & Baker, 2006) L1 je sekvedtn¢ vysoce
konzervovany, srovnani jeho sekvenci se pouzivéogh§eni jednotlivych HPV typ (de
Villiers et al., 2004)
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Funkci L1 a L2 je vytviit kapsid okolo HPV genomu. HPV kapsid se skla@&@
kopii L1 proteinu usp@danych do 72 pentantetvoricich ikosahedralni strukturu kapsidu.
V kapsidu se nachazi 12 a vice monairie? proteinu, ktery interaguje s centralni dutinou
L1 pentameru i s HPV dsDNA. L1 m& schopnost sam@évae seskupit vtzv. viru
podobnoucéstici (VLP). Interakce L1-L2 je hydrofobni.ckieré domény L2 se mohou
nachazet na povrchu virionu a tim ovlivnit rozpazn&PV imunitnim systémem nebo
receptorem bazalnich beln(Lowe et al., 2008) L2 se nfize vazat fimo na DNA nebo s ni
interagovat za dasti E2 dimek a PML ¢astic. Po seskupeni L1 kapsomer v cytoptasm
interaguje L2 vazané na HPV dsDNA s centralni dutilkapsomery. Kapsid stabilizuji

bisulfidické mistky mezi jednotlivymi kapsomer§Doorbar, 2006).

2.1.5.Integrace HPV DNA do genomu hostitele

Integrace HPV genomu do hostitelské DNA je jedafjé stojicich na p&atku
nadorové progrese. Integrované hrHPV¢asgji najdeme v CIN3 a nadorech cervixu.
V nékterych gipadech obsahuje CIN3 a CIS integrované i episomidiPV. V CIN1
a CIN2 se HPV &nr¢ vyskytuje v episomalni fortn Friblizn¢ v 50 % HPV16, resp.
v 90 % HPV18 pozitivhich CIN3 a CIS se nachazi poutegrovana forma HP{Hudelist
et al., 2003).Do hostitelské btiky miZe byt vioZzena pouze jedna kopie linearizované HPV
DNA nebo konkatemizované genomy HR3éon et al., 1995)Ke zlomu cirkularni dsDNA
dochézi nejastji v oblasti ORF E1/E2 a E4 (Obr. 10.). E2 a E4j$tPV proteiny, které
negativié ovliviwji proliferaci a mohou Zjsobit zastaveni bétného cyklu v G fazi.
Po fragmentaci E2, negativniho transknfho regulatoru E6 a E7, dochazi k upregulaci E6
a E7 (Obr. 11.). Ke zvySeni hladiny E6 a Eispiva také zvySend stabilita mRNA
transkripti téchto geri. F¥i integraci dochazi k disrupci 3" konce UTR (unsiated
region), jehoz transkript obsahuje element snitgji@bilitu E6/E7 mRNA. Vysoka hladina
E6 a E7 m& za nasledek deregulaci &uného cyklu, nekontrolovatelnou proliferaci a
maligni transformaci hostitelskych bikn(Doorbar, 2006; Jeon & Lambert, 1995; Jeon
et al., 1995; Vinther et al., 2005)
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Obr. 10.: Zména transkriptiasnych gein po integraci HPV16 do hostitelského genomu
V horni ¢asti obrazku jsou znazanmmy mozné transkriptgasnych gein béhem infekce, kdy je HPV
episomalni. K integraci dochazi v oblasti E1/E2 zmik&4 chiméricka mRNA kodujici E6 a E7
Transkripce je iniciovana ngsném virovém promotoru (p97). ChimerickdA mRNA 28@bsahuje

jen transkript E6 a E7, v 5 % jégpisovan i E1 nebo E1"E¥inther et al., 2009.
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Obr. 11.: Zména exprese HPV proteairbéhem vyvoje nadorgMiddleton et al., 2003)
Jednotlivé biiky jsou barevis rozliSeny podle exprese HPV protiinBuiky s tma¥ modrym
jadrem jsou neinfikované, hlkly scéervenym jadrem exprimuji E7, se zelenou cytoplasequrimuji
E4, v buikach s tyrkysovym jadrem dochéazi k vegetativni dfikpti HPV genomu a keratinocyty
s oranzovym jadrem exprimuji hlavni strukturni piotkapsidu L1. Bhem vyvoje prekarcin6z
dochazi ke zrné formy HPV genomu. V CIN1 a CIN2 obsahujiitiky episomalni HPV, ale v CIN3
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a nadorech i@vlada integrovana forma genomui fhtegraci dochazi k disrupci E2 ORF a tim
deregulaci exprese E6 a E7 onkopraieirCIN3 a invasivnim nadoru. V karcinomu dochéapickize
k expresi E6 a EfMiddleton et al., 2003; Woodman et al., 2007)

Béhem integrace nedochazi pouze k remodelaci HPVmgenale i oblasti okolo
mista, kam se HPV DNA integruje. Vetsine pripadh se HPV integruje do tzv. oblasti
¢astych zlom (common fragile site, CFS) a dochazi k velkym lgtrenim zngnam,
delecim, translokacim a amplifikaci dgrcoz jsou jevyéasto pozorované v nadorovych
buinkach. Delece v této oblasti dosahuji stovek kilbbas 9Mb. Integraci napomaha
i zvySeni genomové instability vivem HPV infekcéz( 2.1.2.). Integrace HPV genomu
neni nahodna NefingjSim CFS, kam se HPV integruje (48 % HPV16 a 68 PV/HR), je
FRA3B(3p14.2), oblast genu pro tumorsupresor FHIT. Dat&stym mistem integrace (25
% HPV18) je oblast genu pro protonkogemyc (8924.2) lokalizovana v blizkosti dvou
CFS FRAS8C (8924.1) aFRAS8D (8g24.3). Geny, do nichZz se HPV genom integruje
nebo kterése nachazi v blizkosti mista integrace, mohiaspprat k vyvoji nadoru cervixu.
HPV se také integruje do oblasti promotoru pro hTERjehoz blizkosti se ale zadné CFS
nenachaz{Yu et al., 2005)

2.2. HPV a imunitni systémélovéka

VétSina HPV infekci je visledku irozené imunitni reakce pouzeéeghodna.
Béhem 7-24 masial t€lo HPV vylowi. Proto, aby doslo k maligni transformaci, je @utn
perzistentni infekce, ktera je definovana jako koée detekovand vice neZ jedenkrét
v ¢asovém useku 6 a viceesial. Interval mezi infekci HPV a vznikem nadorového
onemockni byva delsi nez 10 ldRoztodil et al., 2011) HPV se za &nych okolnosti
nedfi organismem krvi, coZ je jeden &wbdi prot je jen velmi malé mnoZstvi HPV
infikované tkag vystavené imunitni odpedi. Témei neviditelnost HPV infekce
pro imunitni systém napadeného organismu um@ZHPV persistentni chronickou infekci
(Stanley at al., 2007)

Replikatni cyklus HPV trva porrné dlouho. Od infekce do uvaini virionu
ubehnou giblizné¢ 3 tydny. Viriony se $i zjiz mrtvych keratinocyt, nedochéazi k lyze
buriky, nekroze ani k za&tu. Behem infekce se do okolniho priedi uvohuje jen velmi
malo prozastlivych cytokini nezbytnych pro aktivaci a migraci dendritickycméki HPV
by ml byt v epitelu rozpoznan Langerhansovymiikami (LB), profesionalnimi antigen-
prezentujicimi biskami dlazdicového epitelu. Vstup HPV kapsidu do &k vyvolava
specifickou imunitni odpad’. Po vazB L1 na glykosaminoglykany lokalizované naj&i
straré plasmatické membrany pomoci TLR (Toll-like recepjorozpoznavaji HPV LB,
které aktivuji HPV-specifické T- lymfocytfLe Bon & Tough, 2002; Stanley at al., 2007)
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HPV se aktivid vyhyba imunitni odposdi hostitele hned &kolika zpisoby. Inhibuji tvorbu
a funkci interferof a expresi jimi regulovanych gén experesi E-kadherinu
v keratinocytech a interferuji s MHC (Major histogpatibility complex)(Doorbar, 2006)

E6 a E7 hrHPV maji schopnost inhibovat imunitni @éd® down-regulaci gen
regulovanych interferony, které maji antivirotick@munomodul&ni &inky. E6 inhibuje
svou vazbou transaktivai funkci regul&niho faktoru interferonu 3 (IRF-3) a E7 interaguje
s IRF-1 a tlumi tak jeho transkipi aktivitu pro promotor IFNs. E6 a E7 také blokuji
antivirotickou a antiproliferativni funkci IFN-(Yugawa & Kiyono, 2009) S HPV infekci
je také spojen Uubytek Langerhansovych dwunv napadeném epitelu. Adheze
mezi keratinocyty a LB, nezbythd pro zachovani LEepitelu, je zprosedkovana
E-kadherinem. MnoZstvi E-kadherinu na povrchu HRMZifivnich burk je vlivem E6
nizké, tim je omezena adheze keratinocyt-LB a désleburg¢nd imunitni reakce
(Matthews et al., 2003).

HPV moduluje funknost MHC, u ¢lovéka komplex HLA (human leukocyte
antigen). Exprese MHCritly Il keratinocytim umo#uje prezentovat iftomny patogen
CD4+ T-lymfocytim a stimulovat tvorbu specifickych protilatek B-lfoayty (Obr. 12.).
Antigeny MHC #idy Il jsou syntetizovany v ER, kde se na a B podjednotku
heterodimerniho MHCiidy Il vdZe chaperon zvany invarianteigzec (li). V endosomu je
li na trimeruofli Stépen proteasami. Poté se a@ dimer MHC tidy Il vdZe antigenni
peptid, MHC Il poté putuje do plasmatické membrédwgratinocytu a prezentuje ho
T-lymfocytim. Postupna proteolytickd degradace i je zavistkyselém progedi
endocytotického wku a je kritickd pro spravné navazani antigenu ridCMridy 1. E5
hrHPV inhibuje acidifikaci pozdniho endosomu (viz1.3.), coZ ovliviuje vazbu
antigenniho peptid(Zhang et al., 2003) HPV16 a 18 ovlituje funknost i MHC tidy I.
snizenim transkripce E7 HPV16 a 18 sniZuje exprgem pro peptidovy
transportér 1(TAP1) a¢iky rettzec MHC ftidy | TAP1 je nezbytny pro transport
antigenniho peptidu do ER a pro jeho nasledné wgatana MHC itidy | (Obr. 12.). E5
zadrzuje MHC komplexitdy | v membran Golgiho aparatu a brani tak jeho transportu na
povrch buiky (IARC, 2007).
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Obr. 12.: Zpracovani antigenantigenprezentujicimi ikcami (www.lesc.ic.ac.uk)
Po zpracovani antigénnasleduje prezentace fragmentovanych protefpeptici) na MHC
molekulach na povrchu antigenprezentujicich gkurkde jsou rozpoznany T-lymfocyty. Peptidy
vazané na MHC | jsou produkty proteasomalnihipeni antigennich protein Vzniklé peptidy
s hydrofobnim C-koncem jsou pomoci TAP1 transp@myvdo ER, kde se vazou na MHC |. MHC |
aktivuji CD8+ T-lymfocyty (cytotoxické T-lymfocyty) Cytotoxické T-lymfocyty zabiji virem
infikované buiky jesS€ pred ukorenim replikace viru. MHC Il po degradaci li a uvaih posledni
proteinasy vazi antigenni peptid, ktery je doikyu transportovan endocytézoMHC Il jsou
rozpoznavany TCR CD4+ T-lymfoayt(pomocné T-lymfocyty) Pomocné T-lymfocyty aktivuiji

makrofagy a B-lymfocytyfwww.lesc.ic.ac.uk; Janeway et al., 2001)
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2.2.1.0¢kovani proti HPV

Vakcina proti HPV je historicky prvni protinadogwikovani. Tato vakcina je
pouze profylakticka, neméa zadnédéné dinky a neovlivni ani aktivni HPV infekci. Proto
je nejvhodejSi podavat vakcinu jedidm pred z&atkem jejich sexuélniho Zivota. Existuji
dva typy vakcin proti HPV, bivalentni a kvadrivaiein Bivalentni vakcina Cervarix
vyvinuta firmou GlaxoSmithKline chranitgd HPV16 a 18. Tato vakcina byva podavana
Zenam a divkam vesku 9 aZ 26 let. Cervarix je ¢&n k prevenci premalignich genitalnich
lézi. Kvadrivalentni vakcina Gardasil (u nas Siawyvinuta firmou Merck chrani
pied HPV6, 11, 16 a 18, dopdéuje se ji aplikovat Zenam a divkam od 10 do 253égard
chrani navic i fed bradavicemi zevniho genitalugibnost vakcin dosahuje az 100 %.
U ockovacich latek Silgard a Cervarix byla prokazama tzoss-protekce proti HPV31, 33,

45, 52 a 58. Ennost protinevakcinarnim typm HPV byva nizsi nez proti HPV,
proti nimZ je vakcina cilen&@ba typy vakcin obsahuji L1 protein schopnym spskat
se ve VLP (virus-like particles). Vakciny jsodigravovany za vyuziti rekombinantnich
DNA technologii, kapsidové proteiny produkuji kvasi (Silgard) ¢i bakulovirovy
expresni systém (Cervarix) (Obr. 13.). VLP jsouzmprazdnym HPV kapsidem bez virové
DNA, ktery nentize vyvolat HPV infekci, ale stimuluje tvorbu nelizgjicich protilatek B-
lymfocyty (DeVita et al., 2008; Sheinfeld Gorin et al., 201 Bmetana et al., 2011)

HPV L1 VLP Vaccine Synthesis

e
sl

l- Yeast cell D

L1 gene insertad

into genome of
yeast call

Capsid proteins
slation ’)

Yeast Cell (or Baculovirus Expression System)

Obr. 13.: Fiprava HPV vakcinyPartridge, www.medscape.org)

Do kvasinky Saccharomyces cerevis)arebo bakulovirového expresniho systému &na linie
odvozena odrrichoplusia ni)je vnesen gen pro L1 kapsidovy protein. L1 se @asje v prazdny
HPV kapsid, ktery po aplikagloveku vyvolava silnou imunitni odp&d’ (Sheinfeld Gorin et al.,
2011).
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U obou vakcin byla prokézana velka praétek schopnost. Hladina sérovych
protilatek je po 7,3 letech od aplikace vakciny v@eix 11krat vySSi nez pofipozené
infekci, zato u vakciny Silgard je hladina pro#@iétpo 18 nisicich od aplikace srovnatelna
s jejich hladinou po HPV infekci. Vakcina Cervatixké indukuje vznik vySSiho ptu
panttovych B-lymfocyti danych antigein nez Silgard. ProkazatelnvySsi @&innost maji
vakciny aplikované divkamied z&atkem jejich sexudélniho Zivota, nejoptimgfi wek
pro vakcinaci se pohybuje od 11 do 14(Bheinfeld Gorin et al., 2011; Smetana et al.,
2011) Cc¢kovani je velmi pinosné i pro jiz sexuaddnaktivni Zeny, riziko nové HPV nakazy
pretrvava cely Zivot. €innost vakciny je u sexudraktivnich Zen stejna, ale snizuje ji
perzistentni infekce ziskand&eg ukorkenim @kovani. | pro HPV pozitivni Zenyi Zen,
které jiz HPV infekci prodaly, mize byt vakcinaiinosna. \¢tSina HPV infekci je pouze
prechodna a vede ke tva@rlvelmi malého mnoZstvi protektivnich protilatekzlakovani
je tedy mozny vznik premalignich 1ézi isledku reinfekce stejnym typem HR¥dams,
2009)

HPV vakcinace, zahajena @eské republice vroce 2006, fiatlo kategorie
dopor@ovanych gkovani hrazenychaxovanym. EBhem prvnich 4 let se nechalokovat
priblizné 140 tisic divek a Zen starSich 9 let. Celkova §kowvanost Zen a divek ve&ku 9
az 26 let je fiblizné 12%. Preferovafjdi vakcinou je \Ceské republice kvadrivalentni
vakcina Silgard, dalo jifpdnost piblizn¢ 70 % @kovanych Zen. V lsském roce byl
schvalen z&kort. 369/2011 Sb. ze dne 6. listopadu 2011, kteghing. 48/1997 Sbh.,
0 verejném zdravotnim poji&hi a zngn¢ a doplréni, podle ghoz by na naklady pojisvny
mély byt ockovany nejekononitéjSi dostupnou vakcinou vSechny divky wkw 13 let.
Bivalentni vakcina by tedy &a byt €mto divkam pl& hrazena, na kvadrivalentni vakcinu
se bude doplacet. Ostatndkevé skupiny si i nadale budou muset vakcinu ginadit
(Petrds, 2011a; PetrdS a., 2011b; Petrds, 201Besna doba protekce vakcinami neni
znama, proto jsou nezbytné dlouhodobé studie, higjigysledky stanovi pi#bnost
preackovani. DalSim¢asto diskutovanym tématem HPV vakcinace je nutzastdeni
vakcinace muz Doporikenym \¥kem vakcinace muiZa chlapé je, steji jako u divek, 9
az 26 let(DeVita et al., 2008; Sheinfeld Gorin et al., 201 Bmetana et al., 2011)

Zavedeni vakcinace maizneni dilezité jen pro jejich vlastni ochranu, ale také
pro ochranu jejich sexualnich partheHPV vakcinace chranited vznikem karcinomu
cervixu a genitalnich bradavic, ale i karcinomuviila krku a karcinomu kowraiku, jimz
byvaji nefastji postizeni homosexualni muzi, jédtizikovéjsi je skupina HIV pozitivnich
homosexuélnich midz Proagkovani obou pohlavi veéku 12 let bivalentni vakcinou
by mélo za nasledek sniZeni vyskytu karcinomu cervixisepeného HPV16 a 18 0 98,8 %

Efektivnost vakcinace by byla mnohem vys8igroaikovani obou pohlavi, vesku 12 let,
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s rostoucim ¥kem akovanych efektivnost vakcinace klegg@iara et al., 2004; Kim,
2010) Mezi zn&né nevyhody HPV vakcin gajejich vysoka cena (Cervarix stojfilplizng
8200Ke a Silgard piblizné 10000 K za ti davky vakciny) a nizka tepelnd stabilita, coz
sniZzuje moznost vyuzitéthto @kovacich latek v rozvojovych zemich, kdy je vyskRvV

infekce a karcinomu cervixu nejvyg8ieVita et al., 2008; Sheinfeld Gorin et al., 2011)
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3. KARCINOM CERVIXU

Karcinom cervixu je druhym n&stjSim nadorovym onemoénim Zen. Vzniku
nadoru pedchazi perzistentni HPV infekce a vznik prekarzinBremaligni a maligni
zmeny nefastji vznikaji v oblasti pechodu dlazdicového epitelu v Zlazovy (cylindricky)
tzv. junkeni zona (Obr. 14.). Mezi prekancerozni oy fadime dysplazii cervixu
a karcinomin situ (CIS), ozn&ované jako cervikalni interepitelilni neoplazielN
(Roztotil et al., 2011)

Fallopian tube

~
Uterus
»""
Ovary
Glandulﬁr— 2
cells Faist
il Cervix
Squamous |
cells
Vagina

Obr. 14.: Anatomie Zenského reprodirkho systému, z%3eni v oblasti fiechodu

dlazdicového epitelu v Zlazowww.mayoclinic.com).

Cervikalni intraepitelialni neoplazie je charaktexiana zrénami ve vrstveni
epitelu i cytologickymi zrénami, jako jsou anizokary6za, hyperchromazie, jader
polyploidie, aneuploidie a zvy3eny qa mitdéz. RozliSujeme 3 stuprdysplazii (Obr. 11.
a Obr. 15.), lehkou, #dni a ¢Zkou (Roztc¥il et al., 2011)

Lehka dysplazie (CIN1je charakterizovana dysplastickymiiami ve spodni
tietiné dlazdicového epitelu a HPV 2mami z horniasti epitelu (Obr 15.). CIN1 #ize byt
zpisobeno IrHPV i hrHPV, néastji vSak byvd HPV16 pozitivni. CIN1 je ¢Bny
u reprodukn¢ aktivnich Zen. Pouze malé procento CIN#eghézi v invazivni formu
nadoru. Histologicka klasifikace CIN1 odpovida dgtpcké klasifikaci LSIL (low-grade

squamous intraepithelial lesion), definovanym 3rétk zwtSenym jadrem buik

dlazdicoveho epitelu na tkor cytoplasmy (Obr. 1BSIL byva spojen s produktivni HPV
infekci, gitomnosti koilocyl, ale nedochazi k zim¢ burgéného cyklu hostitelské liky.

Pri sttedni dysplazii (CIN2se dysplastické hilky nachazi ve dvoudtinach spodni

¢asti epitelu (Obr. 15.). Horni polovina epitelu Istdrykazuje jistou miru maturace
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a diferenciace. Jaderné atypie na povrchu episelu yyrazeijSi nez u CIN1. U pacientek
s CIN2 uz je indikovana tba.

U CIN3, &Zké dysplaziese nachazi dysplastickéiby v celé Sice epitelu, zrani

epitelu a HPV zreny mohou byt patrné na povrchu epitelu (Obr. 18lifoticky aktivni
buiky najdeme ve vSech vrstvach epitelu, jgasté i abnormalni mitézy. CIN2 a CIN3
jsou povazovany za skut® prekurzory nadoru cervixu. Mitoticky aktivni gyastické
buiky, vykazuji genetickou instabilitu¢asto byvaji aneuploidni a dochazi ke ztratam
heterozygosity &kterych gefi. CIN2 a CIN3 jsou neépstji HPV16, 18, 31, 33 a 58
pozitivni. Histologie CIN2 a CIN3 odpovida cytologému obrazu HSIL (high-grade
squamous intaepithelial lesion), charakterizovanyimohonasobnym 2tSenim jadra
na ukor cytoplasmy, variabilitou, hyperchromaziiarulaci, degeneraci jader a rozpadem
jader (karyorexi) (Obr. 16.). V HSIL dochazi k pregjvni deregulaci buiného cyklu
HPV, coz vede ke zvySené lkiné proliferaci, snizeni nebo zastaveni diferenciace
keratinocyti a nizSi mie virové replikace. Asi 10 % HSILfgchazi v karcinonfRoztogil et

al., 2011; Wei, 2009)

CIN Il

Obr. 15.: Cervikalni interepitelidlni neoplazie (barveni

(akramania.byethost11.com)
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Obr. 16.: Cytologické zminy cervikalni interepithelialni neoplasie é3eni jadra nu ukor
cytoplasmy)

A-Normalni exfoliované bitky superficialni vrstvy epitelu cervixu; B- LSILpKocyty; C- HSIL
(CIN2) D- HSIL (CIN3)(akramania.byethostl1.com)

Cytologicky obraz invazivniho karcinomu dlazdicowédpitelu cervixu (Obr. 17.)
je shodny se zémami jadra a jaderné membrany jako u HSIL, alelgvaji se zreny
na burkéném pozadi. Mezi hikami je zn&né mnoZstvi nekrotického materialu, leukocyty
a erytrocyty. Nadorové lslly maji nejasnou hranici cytoplasmy a itivehluky, klastry.
Invazivni nador vznika prolomenim bazalni vrstvyn&luepitelu a pinikem nadorovych
burék do stromatu cervixu. U karcinomu cervixu je pastma diferenciace nadoru jako
tzv. grading. Nadory diferenciované jsou iy buikami, které se nejvice podobaji
buikam tkag vzniku nadoru. S rostoucim gradingem se charatiehké rysy busk
pavodni tkar ztraci. Invazivni nadorovy karcinomuire byt rohovafici (keratinizujici)
nebo nerohovajici (velkoburéény nebo malobuitny). Karcinomu dlazdicového epitelu
cervixu tvai 80 az 90 % karcinoincervixu, zbylych 10 az 20 % t¥ioadenokarcinomy
(DeVita et al., 2008; Roztéil et al., 2011; Wei, 2009)
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Obr. 17.: Velkobureéény nekeratinizujici karcinom dlazdicového epiteduvixu (barveni
H-E)

Prekarcen6zni zény mizeme najit také v Zlazovém epitelu vystylajicifagevsim
endocervix. Charakteristické rysy abnormalit enda&alniho epitelu jsou: ztrata polarity
jader, polymorfie bugk, ztrata soudrznosti btk a tvorba klasfr. Premaligni zrny
Zlazového epitelu, atypické zlazovérhky, prechazi v adenokarcinoin situ a nasled#
karcinom endocervixu. U 20 az 50 %gad: adenokarcinomu (Obr. 18.) najdeme &
CIN. Adenokarcinom byv&asto multifokalni a tvid smiSené nadory s karcinomem
dlazdicového epitelu, tzv. adenosquamous karcirnm.buiky adenokarcinomu je typick&
tvorba velkych shluk burgk, zmeny stratifikace, vznik pseudozlazovych strukturzéty),
zména tvaru a okrdj burg¢nych shluki, chromatin na periferii jadrag@sté mitdézyDeVita
et al., 2008; Roztdil et al., 2011; Wei, 2009)
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Obr. 18.:Adenokarcinonin situ (a) tvaeny vysokymi sloupcovymi b‘ﬂ{arhi s jadernou

stratifikaci, hyperchromatii a nepravidelnosti (ilbrveni H-E).

Ke vzniku a tistu karcinomu &ozniho hrdla dochazi na povrchélagniho ¢ipku
(exocervikéalni forma) nebo v cervikdlnim kanale decervikalni forma). Casné
exocervikalni karcinomy tid kvétakovité nadorové Utvary pronikajici do pochvy,
pii kontaktu sil@ krvaceji. Endocervikalni forma roste dlouho bézmalki s invazivnim
charakteremirstu. Rist nadoru je obvykle kontinualnifgée do parametria (zé&sny aparat
délohy), vaginalniho epitelu, myometria hrdla alat ckloZzniho, lymfatickych uzlin
a okolnich orgéain (Roztcgil et al., 2011)

Mezi symptomy karcinomu &bZzniho hrdla pa&t vodnaty az krvavy wvytok,
nepravidelnd menstruace, kontaktni krvaceni (polapaffim styku), bolesti v podi$ku
a urologické komplikace jako hematurie, dysurie wdrbnefr6za. P#ateni faze
onemocgni nema (liS§ napadné projevy, na terapii nereagujici vytdk Spinéni
po pohlavnim styku. Vyrazysi symptomy fichazi az v pokralejSich stadiich nemoci
(Adam et al., 2004)

3.1. Diagnostika a |&ba karcinomu cervixu

Kvalitnim a efektivnim screeningem Ize zachytit mioereéni cervixu jiz ve stadiu
premalignich zrén. Rozhodujici vyznam v diagnostice mé& cytologieigeteni, testovani
HPV a expertni kolposkopické& kolpofotografické vy3deni. Pro cytologické vyS@ni
se pacientkam provadiéstz cgloZniho ¢ipku a hrdla. Cilem cytologického vyEeni je
odhalit buiky maligniho¢i premaligniho charakeru. Pro hodnoceni cytolodick@atru
se uziva systém Bethesda 2001 (LSIL a HSIL) (OBr.), luvadijici morfologickou
a celkovou charakteristiku ratl. V pripadce pozitivniho cytologického vysini a/nebo

makroskopického nalezu je Zenam indikovana Kkolppigkopro zjis¢ni zavaznosti
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cervikélni l1éze, plosného rozsahu a vztahu mezidéandocervikalnim kanalem. V dnesni
dobs se uziva tzv. digitélni cervikografie s okamzityghodnocenim kvality snimku, jeho
uloZzenim a moznym zaslanim Skolenému specialiskdirze byt také provedena ro#sia
kolposkopie po aplikaci 3-5% kyseliny octove, Luma@ roztoku nebo za uZziti zeleného
filtru, ktery pomah& lépe odliSit cévni atypie. Agalci kyseliny octové zHa oblast

s nahromaghim burgk se z¢tSenymi jadry, v normalnim cervixu by selmzbarvit pouze
junkéni zény. Lugolv roztok barvi normalni epitel dotma. Metoda je zaloZena
na barevné reakci glykogenu s jodem. Cervix $edai a &Zkou dysplasii¢ci nadorem
produkuje malé mnoZstvi glykogenu, proto se tytdastb nezbarvi. Po pozitivni
kolposkopii byva indikovdna biopsie éldzniho ¢ipku, nezbytna pro posouzeni
intraepitelialnich zrén. Jedna se o histologické wvy&sti hodnotici zeny v maturaci
dlazdicového epitelu cervixu, grading (Obr. 15.)iednotlivych vzork miZe byt proveden
test na pitomnost hrHPV, ta se testuje pomoci metod detefaljivirovou DNA (n situ
hybridizace, PCR) nebo pomoci sérologie, imunobigmie a morfologickych metod.
HPV testovani je za#ieno na ¥kovou skupinu nad 35 let. Navrhovana doba intervalu
mezi vySetenimi jsou 2 roky. Pokud jsou testy negativni alogie normalni, iy by se
zopakovat po 3-5 letech, jsou-li pozitivni po 6-b®sicich. (Kolakik et al., 2008;
Kolarova & Dorr, 2005; Roztcil et al., 2011)

Na zaklad pozitivity vySeteni je pacieritm indikovana terapie. U CIN2 a CIN3
pop. CIS byva doporten chirurgicky zakrok, ablaceldznihocipku. Ri lé¢bé karcinomu
cervixu se uplatuji 3 typy I&€by aplikované samostatrti v kombinaci, operéni |&ba,
radioterapie a chemoterapie. Opgialécba je indikovana pacientkam v celkodobrém
stavu gasnym stadiem nadoru cervixu. Tentaisgpb I€by umoiuje mladSim Zenam
zachovani funkce vajaiki a plodnost. V fipact objemrjSich nadoit byva doportovana
radikalni hysterektomie gijpadnou panevni lymfadenektomii. Vyoperovanim |éze
Zjistit presné informace o rozsahu onemadnAdam et al, 2004; Kol&ik et al., 2008;
Roztodil et al., 2011)

Radioterapie byva aplikovdna u pacientek v pékyoh stadiich nadoru,
u pacientek, které k operaci nedaly souhlas, néba pich nebylo moZné provést.
Kombinaci radioterapie s chirurgickouclbu se zvySuje riziko komplikaci a vedlejSich
Gcinka lécby, byva doporéovana pacientkam s objemnymi tumory, lymfo nebo
angioinvazi. Radioterapii¢ime na zevni oZéni (teleradioterapii) a brachyradioterapii.
Cilem zevniho ozé&ni malé panve je zféni nadorovych buk v oblasti parametrii
a spadovém lymfatickém systému. Zevnitena zasahuje i ledviny, jatrafetni klicky,
mocovod a stnu maiového néchyfe. Tyto organy snesou bez poSkozeni jeitau davku
oz&eni, proto byva teleradioterapie kombinovana shynadioterapii. Brachyradioterapii

je druh radioterapie, fp niz je zdroj z&eni v Uzkém kontaktu s ozavanym nadorem.
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Brachyradioterapie je aplikovana pomoci automatibkyafterloadingovych systé&m
zavaagnych do dlohy a poSevnich kleneb za kratkodobé celkové emest Nefastji
se uziva tzv. LDR (low-dose rate) s izotopem c&%@s (Adam et al, 2004; DeVita et al.,
2008; Kolarik et al., 2008; Roztdil et al., 2011) Radioterapie byvéa ro¢a kombinovana
s chemoterapii. K ¢ karcinomu cervixu se uZivaji cytostatika bleomyadiimsfamid,
cisplatina, karboxyplatina, 5-fluorouracil, meto@& vincristin a dalSi. K #¢ pouze
chemoterapii se uziva cisplatina v monoterapii nekombinaci s topotekane(beVita et
al., 2008).

3.2. Rizikoveé faktory vzniku karcinomu cervixu a HPV infekce

K rizikovym faktoim vzniku karcinomu cervixu pétkoufeni, poruchy imunity
a pohlave pienosné infekce (HPV, HIV &€hlamydia trachomat)s(Adam et al, 2004)
NejvyznamejSim rizikovym faktorem je infekce hrHPV, ktera jeezbytna, ale ne
dosta&ujici pro vznik karcinomu cervixu.iBs 90 % karcinoincervixu je HPV pozitivnich
(Walboomers et al., 1999) Mezi rizikové faktory infekce HPV pitcasny zéatek
sexualniho Zivota @ed 16. rokem), vysoky get sexualnich partnirvysoky p@et porod
a potrati (opakovand lacerace¢ldzniho ¢ipku), prvni porod ve velmi nizkéméku,
chronické zagtlivé onemocani postihujici cervix, uzivani drog, kimni (20 a vice cigaret
denrg) a Spatné socioekonomické podmintddam et al, 2004; Deacon et al., 2000).
hrHPV se penasi pevazié pohlavnim stykem, proto je¢tSina rizikovych faktok HPV
infekce i vyskyt cervikalniho karcinomu spjata pré&e sexualnim chovanim. hrHPV se
prenasi kontaktemtZe-kize. PouzZivani kondoimkompletr# neeliminuje riziko penosu
HPV infekce (Obr. 19.). HPV infikuje i oblasti koachem nechr&mé. UZivani kondofh
v8ak chrani proti f@nosu jinych pohlavh pirenosnych infekci, jejichz ffilomnost
prokazatel® zvySuje riziko HPV infekce a vzniku karcinomu cderv (Verteramo et al.,
2009; Weaver, 2006) Ndkaza HPV a tedy i riziko karcinomu cervixu & kazdym
novym sexualnim partneremiim vysSi je pdet sexudlnich partnértim vyssi je riziko
nakazy HPYV infekci (Obr. 20(Peacon et al., 2000; Weaver, 2006)
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Obr. 19.: Efektivnost pouzivani kondomu v prevenggposu HPM{www.arhp.org)

Pouzivani kondofhsnizuje riziko penosu HPV infekce, ale ochrana neni absolutni.
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Obr. 20.: Nérist vyskytu HPV infekce u mladych Zen s rostoucit@m sexualnich
partneti (Weaver, 2006).

Vyskyt karcinonfi cervixu je napadh niz8i ve statech s jiz dlouhou dobu
fungujicim screeningovym programem nebo ve statéde je sexualni Zivot strikén
regulovan virou (muslimské ze&m nez vrozvojovych zemicliDeVita et al., 2008)
Dostupnost screeningovych progiany rozvinutych zemich se odrazi v niz§i HPV
pozitivité starSich Zzen (Obr. 21.). ZvySeni prevalence HHR¥ke u starSich Zentbe byt
vyswétleno rekolika zpasoby. Hormonalni zémy v menopauze mohou indukovat snizeni
imunitni odpo¥di na jiz existujici (mozna latentni) infekci HPWtery se replikuje jen
v nizkém pétu. DalSim moznym vysilenim je znéna sexudélniho chovani Zen véesinim
véku nebo jejich partnér Pres 95 % Zendastnicich se HPV vyzkumu v Latinské Americe

potvrdilo, Ze jejich manzZel hmimomanzelsky pogr. S wkem se minici HPV prevalence
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miZe odrazet popuia¢ specifickou periodu, efekt kohort. Efekt kohort tayswtloval
rozdilnou lokalizaci druhého piku HPV infekce (vidvod) v populacich a odlidnost
v riznych oblastech sta. Na genos HPV maji vliv socidlni zny a s nimi spojena
odliSnost sexuélniho chovafde Sanjosé et al, 2007)Narist vyskytu adenokarcinomu
cervixu byl spojovan se zavedenim dlouhodobéhoamtivvormonalni antikoncepce, ale
spojitost nebyla prokdzan@eVita et al., 2008; Deacon et al., 20Q0) Africe pati

k dalSim vyznamnym rizikovym fakthm manZelstvi se starSim muZeth s muzem
majicim vice manzelek, ranyk/ prvniho manZzelstvi a Zivot ve Spatnych hygienitky
podminkach. Vysoka prevalence HPMWiza byt éast&né zpisobena HIV koinfekcide
Sanjosé et al, 2007).
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Obr. 21.: Swtovy odhad na&ku zavislé HPV prevalence ve vice a éozvinutych

zemich(de Sanjosé et al, 2007).

HIV infekce postihujici CD4+ T-lymfocyty Zsobuje imunodeficienci, tim
umoziuje aktivaci bezfiznakové HPV infekce a zvySuje citlivost organisknnové HPV
infekci. Imunodeficience sniZzuje prasmbdobnost, Ze dojde k odstéan HPV imunitnim
systémem, vznika perzistentni hrHPV infekce veddigivzniku nadoru cervixu u Zen
a nadoru konmiku u mua. Riziko vzniku nadoru korsmiku u homosexualnich mije
dvakrat vy3Si nez riziko vzniku karcinomu cervixwzen. U HIV pozitivnich jedint je
mozné snizit riziko fenosu HPV infekce sexudlni zdrZenlivosti a poudimdkondomu
(Strickler et al., 2005; Weaver, 2006).ZvySené riziko nové HPV nékazy bylo pozorovano
u jiz HPV pozitivnich jeding. U HPV18 pozitivnich jedint je minimalré 11 aZz 18krat
vétSi pravdpodobnost konfekce HPV 31, 39 a 45 nez u HPV18 thedeh osob.

U HPV16 nebo 18 pozitivnich paciérje pravépodobnost nové HPV58 ndkazy 5 az 7 kréat
vyS8i nez u HPV16,18 negativnich jedin@Mendez et al., 2005).Je prokazana i role
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dalSich pohlavé prenosnych infekci coby rizikovych faktowvzniku karcinomu cervixu.
Infekce Chlamydia trachomatisprokazateld zvySuje néchylnost k HPV infekciC.
trachomatiszpisobuje mikroabraze a 2my epitelialnich bugk, tim umozuje vstup HPV
viriont do cervikalniho epitelu. Koinfekc€. trachomatissnizuje schopnost hostitelského
organismu vyrovnat se s HPV infekci. Chronick& kotevede ke zvySené produkci volnych
radikali a sniZzeni hostitelské b&imé imunity (nezbytnd pro clearance HPV infekce).
Se zvySenym rizikem vzniku karcinomu cervixu jsopojena i koinfekce HPV

aUreaplasma urealyticurfVerteramo et al., 2009)

3.3. Epigenetické zriny v karcinomu cervixu

HPV infekce je pro vznik nadoru cervixu nezbytn&, sama o sabnestai. VétSina
HPV pozitivnich |ézi se nevyvine v invazivni kar@im. Pro vznik nadorovych bék jsou
mimo HPV infekcefieba i genetické a/ nelapigenetické z&ny. NejkzngjSi molekularni
alteraci v oblastech cervikaIni neoplasie je DNAtylaee. Metylace genomu roste
s nafistem patologickych z#m v tkani(Widschwendter et al., 2004)

V genomu jsou uloZeny informace ve dvou formachneagické a epigenetické.
Genetickad informace uloZzenad v sekvenci nukléoti#déduje pdadi aminokyselin
v proteinech. Epigeneticka informace rozhoduje jaky a kde bude geneticka informace
DNA na cytosinu v pozici 5 v dinukleotidech CpGhiO22.). DNA metylace je dnem
vyvoje obratlové dynamickd. Po oplozeni véa nastava celogenomova demetylace.
Béhem vyvoje je pak DNA afi metylovanade novometyltransferasami (DNMTSs), které
jsou navadny na DNA pomoci sekveéné specifickych DNA-vazebnych protdin Novy
metylani vzor je @i kazdém dleni zachovavan pomoci udrZzovacich metyltransferas.
Metylagni vzor se penasi z matské buiky na dc#inou @i kazdém budéném dileni.
To zaji®uje enzym tzv. udrZzovaci metyltransferasa (DNMKkigra metyluje no¥ vznikly
fettzec DNA podle templatu. Metylace DNA rozhoduje diadci a umEovani gen,
represi transkripce, zn¢ struktury chromatinu, inaktivaci X chromosomu, gatickém
vtisténi (imprinting), uméeni endogennich retrovila potl&uje negativni vliv repetitivnich
a palindromatickych sekvenci DNA na integritu gemonV souvislosti s nddorovym
onemocgnim je zajimava ffedevsim funkce metylaceéipumicovani a aktivaci gan Geny
mohou byt umieny prostednictvim metylace promotoru genu nebo jeho regidh
sekvenci, coz brani vagziproteini nezbytnych pro iniciaci transkripce. Existuji viaasti
genomu zvané CpG ostrovy s 10 az 20krat vySSimywgek CG nez je v genomwing,
které za fyziologickych podminekugtavaji nemetylované. CpG ostrovy se nachazeji
v blizkosti promotal tk&ioveé specifickych gefh nebo tzv. housekeepingovych gen

jejichZ exprese je progtSinu burk esencialni. DNA metylace je nezbytna pro tramskai
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umli¢eni geri pri diferenciaci busk. Metylace je zfisob, jak si biiky pamatuji svou
specializaci. Diferenciované tky predavaji s metylaini vzor, informaci o tom, které
geny maji byt exprimovany, na své tiné buiky, pii kazdém buséném dleni (Alberts et
al., 2008; Das & Singal, 2004; Meehan, 2003)

2w —G—C— = 2
-l m\_C_G— e LWN

N ]
J\‘\ v '
I
DA ONA
Cytosine 5-Methyl cytosine

cr,
- ‘\—G—C'—'\‘ -
- ""—C_G_ "w L

|
CH,
Obr. 22.: Metylatni modifikace DNA na 5 -cytosinu

Koenzymem DNMTs fenaSejicim metylovou skupinu na 5°-cytosin je SAI@-aflenosyl

methionin), ktery se po reakcigmi na SAH (S-adenosyl homocyste{mww.caymanchem.conh.

Pricnou maligni konverze kiky maze byt poskozeni DNA sekvence genomu jako
delece, mutacéi translokace Useku DNA, ale i epigenetick&mm V nadorovych hikach
dochazi ke zendm metylaniho vzorce, globalni hypometylace je doprovazena
hypermetylaci ve specifickych mistech genomu. Hygtytace DNA, tedy transkrimi
aktivace dive umkenych gef, je bZné urady nddorovych onemoémi, hepatocelularnich
nadofi, karcinoni cervixu, prostaty a hematologickych malignit. fldy nadoi nag.
centralni nervové soustavy, cervixu nebo prsu, yeomethylace znamkou nadorové
progrese. Hypometylaceigpiva k nadorové progresi aktivaci onkofj¢ako jec-myca h-
ras, aktivaci retrotransposan¥i nestabilitou chromosoin Dlouhé roztrouSené jaderné
elementy jsou spolu s retrotransposomy n&gpwjSi mobilni elementy v lidském genomu.
Hypomethylacedchto uselt DNA vede aktivaci transkripceady gefi nag. apc a c-myc
u karcinomu prsu aigva. Moznym dvodem hypomethylace je disrupce dgmo DNMTS,

ktera byla pozorovanatady nadorovych onemoémi. V nadorové bustné linii karcinomu
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kolorekta vedla disrupce genu pro DNMT1 a DNMT3B &eiZzeni imprintinguigf 11,
uml¢eni tumorsupresorového genu pro gD&s & Singal, 2004) V priblizné 80 % CIN
byl nalezen hypometylovany gen pro telomarasu (hMERIe v nddorech cervixu uz je
tento gen metylovafWidschwendter et al., 2004)

Buiky maji rekolik ochrannych mechanigm branicich CpG ostrovy
pred hypermethylaci: aktivni transkripce, aktivni @¢ytace, ndasovani replikace a lokalni
struktury DNA, které zabraji vazl# DNMTs. Hypermetylaci promotoru
tumorsupresorovych gérdochazi k undleni exprese tohoto genu a dereguléstu. CpG
oblasti, kam by se za normalnich okolnosti vazedynskrigni faktory, jsou metylované
a vazou se zde proteiny s metyl CpG vazebnou dom@i8D proteiny). Tyto proteiny
interaguji s histon deacetylasou, nastethiston metyltransferasa (HMT) metyluje lysin
histonu H3. Na metylované histony se vazou polycgmrdieiny, dochazi ke kondenzaci
DNA (Obr. 23.). Timto zfisobem mohou byt urgny specifické geny nebo klastry gen
(Alberts et al., 2007; Das & Singal, 2004).V nadorech byla nalezen&ada
hypermetylovanych geéndileZitych pro regulaci butného cyklu p16™<*? p18NK*® rp,
p14"F | rassfl3, opravu DNA brcal, mgmt apoptosu dapk, tms), detoxifikaci,
diferenciaci, angiogenezi a tvorbu metastaz. Hypéylované geny se u jednotlivych
nadof lisi, gen pro GSTP1 je hypermetylovany u 90 % médarostaty, ale vysoce
demetylovany u akutni myeloidni leukénfi@as & Singal, 2004) U nadoru cervixu byla
nalezena hypermetylace promdtdumorsupresorovych gérpro pl16, APC, E-kadherin,
RAR-B , potencionalni tumorsopresorovy gen pro HIC-1taswticky inhibitor DAPK
(death asociated protein kinase), BRCA1 a MGMD’methylguanine DNA
methyltransferase) protdinicastnici se oprav DNA a dalSich. Metyldtdel, apc abrcal
byla bBZrnejSi u adenokarcinomu cervixu, zatimco metylace gemo E-kaderin
se vyskytovala je u karcinomu dlaZzdicového epitdlékteré metylani znmeny se dokonce
poddilo asociovat nejen s cervikalni kancerogenezij alelPV infekci(Dong et al., 2001;
Narayan et al., 2003) nagg. metylacesfrpl(secreted frizzled-related protein 1), negativni
regulator Wnt signalni drahy, je nezbytnd pro tlamsaci HPV exprimujicich buik.
Metylace sfrp4, dalSiho negativniho regulatoru Wnt drahy, je asguia s HPV16

pozitivnimi nadory krku a hlavijWwoodman et al., 2007)
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Obr. 23.: Epigeneticka regulace genové expr@3elage & Dashwood, 2008)

Umlgeni genové exprese je rozhodujici interakce histowifikujicich enzyni a modifikaci histot.
DNMTs (DNA metyltransferasy) katalyzuji metylaci BNa proteiny s metyl-vazebnou doménou
(MBD) rekrutuji histon deacetylasy (HDAC) a historetyltransferasy (HMT), které dale reprimuji
genovou expresi. Tohoto procesu se aktivicastni PRC(polycomb repressive complex)
multiproteinové komplexy. Na H3K9me2 nebo me3 seevllP1 (histone- binding protein), s nimz
interaguje SUV (suppressor of variegation) wvquné aktivni chromatin kondenzuje za vzniku
heterochromatinu. Histony transk¢ig umkenych gef byvaji methylované ne H3K9, H3K27,
H4K20 a H1K26.V aktivnim stavu génsou histony acetylovdny HAT (histon acyltransterp
a metylovany na H3K4 nebo H3K79. Metylaci CpG DNMfAlekuje vazba transkrémich faktofi

na nemetylované CpG a RNA polymeraza Il. Vlivem immmentalnichéi vnitiniho prostedi
dochazi k deacetylaci histbiiDAC (histon deacetylasa) a demetylaci H3K4 LSD%i-specificka
demetylasa 1). V deacetylovaném a demetylovanéwu s$testorii je DNA citliva na metylaci CpG
DNMTs. Na metylovanou DNA se vazou MeCP, které jgdomplexu s HDAC udrZujicimi histony
demetylované. V tomto stavu se na DNA nemohou v@aaskrigni faktory, geny jsou transkidpé

umiéeny (Delage & Dashwood, 2008; www.caymanchem.com).
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3.3.1.DNMTs

Metylace cytosinu v dsDNA v sé&kh buikadch zajiSuji tii metyltransferasy
DNMT1, DNMT3A a DNMT3B. DNMTs jsou nadgmné exprimovany v mnoha solidnich
a hematologickych nadoreqiwoodman et al., 2007) Aktivita DNMTs je regulovana
interakci s dalSimi proteiny, posttransknp modifikovanymi histony, ncRNA (MiRNAs)
a posttranskrignich modifikaci. Mezi posttranskdpi modifikace DNMTSs fadime
acetylaci, metylaci, fosforylaci, ubiquitinylaciumoylaci (tyto modifikace zvy3uji jejich
enzymatickou aktivitu, stabilitu a interakci s dais proteiny), ADP-ribosylaci, citrulinaci,
butyrylaci, propionylaci a glykosyla¢Denis et al, 2011)Metylace DNA pomoci DNMTs
je zavisla na interakci DNMTs s EZH2 (polycomb-gudiamily, PcG) proteinem s histon
metyltransferasovou aktivitou. fiPsnizeni hladiny EZH2 se sniZzuje afinita DNMTs
k cilovému promotoru, klesa tedy metylace hiatoDNA (Hayes, 2006) DNMTs mohou
navadt na chromatin HDAC. Bhem S faze butného cyklu je DNMT1 kolokalizovana
s HDAC?2 v heterochromatin(Meehan, 2003) DNMTL1 je udrZzovaci metyltransferasou.
Béhem S faze je lokalizovana na replikém foci, kde interaguje s PCNA. M&tgi afinitu
k hemimetylované DNA, s niZ interaguje piesihictvim UHRF1. UHRF1 navic DNMT1
ubiquitinyluje. Ubiquitynylace spolu s acetylacidyt73, 1113, 1115 and 1117 DNMT1
vede za nefitomnosti HDAC1 a HAUSP k jeho degradaci. AktiviNBIT1 je v komplexu
se SAM (Obr. 22.) a dsDNA s nemetylovanymi CpGnijnsiz interaguje CXXC doménou
(cystein-rich ZA* vazebna doména). Pozice CXXC-BAH1 linkeru mezi rigfoeanou
DNA a aktivnim mistem DNMT1 brande novo aktivité. Tato autoinhibicede novo
metylace je nezbytna pro zvySeni efektivnosti zaékajici metylani aktivity.
V nadorovych bitkach byla pozorovdnade novoaktivita DNMT1(Denis et al., 2011).
HPV16 onkoproteiny ovliiuji hladinu a aktivitu DNMT1 v infikovanych hikach. E7
HPV16 vadZze DNMT1 a zvySuje jeho aktivitu. E7 také&zm zvySovat expresi genu
pro DNMTL, ktera jetizena transkrignim faktorem E2F1. E7 inaktivuje tzv. kapsovité
proteiny (nap. pRB) inhibujici funkci E2F transkripich faktofi (Woodman et al., 2007).
E6 sniZuje hladinu p53, knockdown p53 vede k upeejuDNMT1(Au Yeung et al.,
2010).
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Obr. 24.: Model lokalizace udrzovaci (DNMT1) de novo(DNMT3) metyltransferas
béhem replikace DNA v embryonalnich kmenovychikéach

DNMT1 zaji&¥uje zachovani metytamiho vzoru po replikaci, pro tuto funkci mozna feduje
pritomnost dalSich DNMTs. K metylaci pomoci DNMT34An@bo DNMT3B dochazi chvili po
replikaci, DNMT1 se uplédiuje pozdji. Vznik neaktivniho chromatinu je mimo DNA metgka
spojen s deacetylaci histomprostedkovanou HDACS, které interaguji s DNM{[Meehan, 2003)

DNMT1 ma spolu s DNMT3B vliv na zachovani stabiligegnomu, pedevsim
v oblasti centromer. DNMT1 je nezbytnd pro zachéudetylace tandemové repetitivni
DNA sekvence v oblasti centromery, v niZ jsou zapgji DNMT3. Komplex DNMT3A-
DNMT3B/HP1 posiluje stabilitu heterechromatinu. DNIBB je na rozdil od DNMT3A
nepostradatelna pro metylaci minoritnich sateliini@petic v centromerické DNA sekvenci.
DNMT3A a DNMT3B jsoude novometyltransferasy nezbytné pro embryonalni vyvoj,
metylaci v embryonalnich likach a embryonélnich kmenovychilkéch (Obr. 24.). Ztrata
obou alel obou geénje pro embryo letalni. DNMT3 jsoudkzité pro organizaci
a kompartmentaci genomu¢hem diferenciace tkani, nappro tk&owe specifickou
genovou expresi. DNMT3 secastni inaktivace X chromosomuag novometylaceXist
a CpG ostror na X chromosomudhem jeho inaktivace) a genomického st Funkce
DNMT3A a 3B se z velké&asti gekryvaji, pro zachovarde novometylace st&, aby byl
pln¢ funkéni jeden zd&chto enzym, ale neni-li pitomen ani jeden fudki gen
pro DNMT1, dochazi ke ztré&ttémet veSkeré DNA metylace bez ohledu na femdbst
DNMT3. DNMTS3 jsou vysoce exprimovany v nediferenanych embryonalnich tlkach,
po diferenciaci exprese ztrv& klesi a v dosfé somatické tkani je jejich exprese nizka
(Denis et al., 2011; Okano et al., 1999Aktivitu DNMT3 stimuluje katalyticky neaktivni
DNMT3L. DNMT3A a DNMT3B maji PWWP (prolin-tryptofatryptofan-prolin) doménu,
PHD-like ADD doménu a katalytickou doménu. DNMT3lamouze ADD doménu. ADD
doména v8ech DNMTS3 se selekttvndZze na nemetylovany lysin H3K4. DNMT3L je
nezbytnd pro imprinting génv embryonalnich hikdch. DNMT3L stabilizuje konformaci
aktivniho mista DNMT3A a zvy3uje jeho afinitu k SANDNMT3A-DNMT3L komplex
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preferuje CpG v pravidelné vzdalenosti 8 az 10lNMT3A i B jsou stabilg ukotveny
na nukleosomech somatickych Bknobsahujicich &Si mnoZstvi metylované DNA.
Katalytickd aktivita DNMT3A i B je ovlivina i sekvencemi okolo cilovych CpG.
DNMT3A enzymatickou aktivitu zvySuje interakce skBbme3(Denis et al, 2011).

3.3.1.1.DNA metylace a ovlivimi exprese gehHPV

HPV genom byva v nadorovych liniich odvozenych adckhomu cervixu také
metylovan buaénymi DNMTs. HPV16 a 18 DNA byva n&jsgji metylovana v oblasti L1
ORF. Touto metylaci jsou ovligény vSechny geny exprimované pod promotorem p97
a doslo-li k integraci HPV v oblastiasnych gein, nedochazi k produkci HPV protéin
Metylace integrované HPV DNA v nadorovych liniictpamarnich cervikalnich nadorech
brani transkripci 3iny HPV geii a nechava aktivni maximar transkrigni centra viru
v buice. DNA metylace ovliiwje transkrigné aktivaéni funkci E2 proteinu, kterému
metylace CpG v E2 vazebném ndisirdni ve vazb na DNA. CpG metylace jeébrgjsi
v karcinomech neZz v oblastech dyspldZieeng & Baker, 2006)

De novometylace HPV DNA riZze byt ochrannym mechanismem proti transkripci
cizi DNA nebo strategii viru pro vytveni persistentni infekce, pdpact oboji. OSaeni
cervikalnich nadorovych bgdnych linii demetyl&nim ¢inidlem (5 -azacytidyn) vedlo
k reaktivaci metylaci deaktivovaného intefitlho mista HPV. Proto existuje moznost, ze
by HPV infekce u starSich Zen mohla byt takéspbena reaktivaciitve umteného
integrovaného HPV genon{Woodman et al., 2007)Persistentni latentni papillomavirova
infekce v klinicky normalni tkani byla zatim prok&e pouze na zkécich modelech
(Maglennon et al., 2011)
3.3.2.Polycomb proteiny

Polycomb proteiny (PcG) byly objeveny jako proteingzbytné pro regulaci
formovani &la DrosophilamelanogasterPcG jsou nehistonové proteiny lokalizované
v heterochomatinu. PcG jsou esencialni pro normajnvoj vétSinu mnohobu&nych
organisnfi a spravnou expresi homeotickydio® geni béchem vyvoje. PcG jsou nezbytné
pro prevenci nespravné expredsex geni a homeotické transformace. PcG se také podili
na kontrole bu&ného cyklu, nadorové konverzi, starnuti, inaktivacichromosomu,
rozhodnuti o osudu liley a diferenciaci kmenovych bgik (Morey & Helin, 2010, Muller
& Kassis, 2009) PcG wvytvéi multiproteinové komplexy PRC (polycomb repressive
complexes) s vlastni enzymatickou aktivitou, pomdetré deaktivuji cilové geny (Obr. 23
a 25.). Exprese a aktivita PcG je regulovana sigmaldrahami (nap hedgehog signalni
draha) a posttranskdpimi modifikacemi (nap fosforylace serinu 1 na EZH2 redukuje
afinitu PRC2 ke chromatinu), které owliyji jejich vazbu na cilové sekvence, enzymatickou
aktivitu a stabilitu PRC kompléx PRC1 ma schopnost represe Notch a JAK-STAT
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signalnich drah, mutace PRC1 PcG vede k jejichvagitia mozné nadorové konverzi
(Morey & Helin, 2010; Wu et al., 2008).
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Obr. 25.: Transkrigni umkeni geri

PcG protein EZH2 je s@dasti PRC2/3 a metyluje histon H3K27 (modry krouzdkJH2
interaguje s DNMTs a navadi je do reguiaoblasti daného cilového genu. DNMTs metyluji DNA
(zelené body), na niz se mohou metyl vazebnou domédzat represivni komplexy jako PRC1
nebo histon deacetylasovy korepresor (HDA@ack, 2010)

PRC2 katalyzuje dimetyladii trimetylaci H3K27. PRC2 se sklada z katalytické
podjednotky EZH2( enhancer of zeste homolog 2)dkje aktivni pouze za vazby na dva
dalSi PcG proteiny, SUZ12 (suppressor of zeste 42FED (embryonic ectoderm
development) (Obr. 26.). Podjednotkami PRC2 jsaté tproteiny interagujici s histony
RbAp46 (retinoblastoma-associated protein 46) a fA8\a histon deacetylasy HDAC1
a HDAC?2 , tyto proteiny v3ak nejsou nezbytné prstdrideacetylasovou aktivitu PRC2.
JARID2 podjednotka PRC2 interagujici s EZH2 demsgtylhistony. EZH2 podjednotka
trimetyluje H3K27, vytvéi represivni Upravy geén v normalnich kmenovychgi
prekursorovych htkach. Trimetylace udrZuje pro vyvojilézité geny reprimované, ale je
mozné je oft aktivovat. Metylace H3K27 brani jeho acetylaci,nik dochazi
v negitomnosti PRC2. Histony mohou byt demetylovany LSRATX nebo JMJID3

a nasleda acetylovany. Histony jsou acetylované, je-li praanos aktivnhim stavu. Cilové

a7



oblasti PcG v kmenovych hkach jsou vSak mnohem citéjgi na trvalé undeni nez
necilové oblasti hypermetylace. Ztrata funkéehto geri vSak vede k abnormalni klonalni
expanzi busk, neoplastické iniciaci a progresi. Pro zachovamétylace wkterych
promotofi gerni je nezbytnd fima interakce EZH2 s DNMTs. Overexprese onkogenu
EZH2 a dalSich komponentPRC2 byla nalezena wady nadorovych onemoéni
(Margueron & Reinberg, 2011; Morey & Helin, 2010; Wu et al., B08). PCR2
downregulace se podili na senescenci multipotemtaieenovych bugk. Fri tomto procesu
dochazi ke snizeni exprese HDACs spolu s CpG protdEZH2, BMIL, SUZ12)

a upregulaci JMID3, expresehto proteiri pii senescenci je regulovana pt8* (Jung et

al., 2010)

ncRNA binding
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Obr. 26.: SloZzeni komplexu PRC2 v chromatinu a interakceqiitich podjednotek s history
DNA (Margueron & Reinberg, 2011).

PRC1 katalyzuje monoubiquitinylaci lysinu 119 (K}I8istonu H2A (H2AUDb1).
E3 ubiquitinligasovou aktivitu maji RING1A a RING1Bodjednotky komplexu, jejiz
ubiquitinylacni aktivita je posilena BMI1 (homolog NSPcl). FuekPRC1 je zavisla
na navedeni na cilovy gen za pomoci PRC2. NSPc1MBC@bsahuje protein s funkci
H3K36 histon demetylasy. Kombinaci H2A ubiquitinggaa demetylace histdtrNSPcl
ptimo umEtuje transkripci gein H3K27me2, H3K27me3 a H2AK119ubl jsou histonové
represivni zné&ky. H2AK119ubl vede k urdéni geri indukci kondenzace chromatinu
a inhibici transkripni elongace (brani vagbFACT). PRC1 asociuje s nehistonovym
chromatinovym proteinem CBX4 sE3 SUMO-protein aigvou aktivitou. CBX4
sumoylujefadu proteifi véetns de novometyltransferasy DNMT3AMorey & Helin,
2010; Wu et al., 2008)

Pro porozuméni regulaci buinych proces PcG proteiny je nezbytné znat
mechanismy, kontrolujici vazbu PcG na jejich ciloyény. PcG reguluji transkripci

nékolika tisial geni véetns TF urkujicich dalSi osud hiky, které jsou nezbytné pro expresi
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geni charakteristickych pro dany typ biky PcG proteiny v odliSnych typech hikn
inaktivuji rozdilné geny(Morey & Helin, 2010). Mezi elementy, které pravgodobré
reguluji vazbu a disociaci PcG na promotory cildévygeri pati PREs (polycomb-
responsive elements). PREs byly identifikovanyjaggula&ni sekvencénox geni, na &z

se vazou CpG. PREs jsou dlouhé &kalik kb, mohou byt lokalizovany desitky kb
od paétku transkripce nebo v proximalnim promotoru Cpléwych geri. PRES obsahuiji
vazebné mista prtadu TF a PcG. Mezi PREs identifikované u obratiopati PRE-kr,
za pomoci rozdilnych sekvenci navadi PRC1 a PRGZloxe geny (Obr. 27(ajfMorey &
Helin, 2010; Muller & Kassis, 2009).Lokalizaci PcG na cilovou sekvenci séastni

i varianty histoi (nag. H2AZ). Varianty histofi jsou histony liSici se od standardnich
histom1 primarni strukturou, tyto varianty secastni aktivace a represe transkripce.
Pro vazbu PcG na spravnou sekvenci jstleité i nekodujici RNA (ncRNA) (Obr. 27
(b)). ncRNA transHOTAIR (HOX antisense integenic RNA) navadi PRC2 navoilo
sekvenci g umi¢eni hoxdklastru gei. Fi inaktivaci X chromosomu je nezbytnd ncRNA
XIST, jejiz usek RepA asociuje s EZH2 a tim navadi PRC2 na X chromoskaua
onkogennich TF (n&APL, SNAIL1) m& schopnost nav&d®RC komplexy na promotory
tumorsupresorovych gérpop'. dalSich ge, jejichz uméeni gispiva k nadorové konverzi
(Margueron & Reinberg, 2011; Morey & Helin, 2010)
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Obr. 27.: Mozné zfisoby navedeni PRC2 na chromatin

PRC2 je na cilové misto v chromatinu n&smman pomoci TF a ncRNA (a). TF specifické pro dany
typ burék (nag. PML-RARo, PLZF-RARx) a/nebo TF specifické pro dané geny (mapNAIL,
JARID2) asociuji a tim navadi PRC2 na chromatirspednictvim PRE (nap PR3-kr3"). V saich
buiikach zatim nebyly identifikovany proteiny spojujRIRC2 s PRE (na obrazku Sipky naang ze
PRE sahé& i mimo prostor mezi nuleosomy) {oansncRNA (nag. HOTAIR) vaze PRC2 a navadi
ho na chromatin (i). PRC2 je nawddds-ncRNA exprimovanouifed nebo za PRC2 cilovym genem
(ii) (Morey & Helin, 2010).

3.3.3.N-Lysin- specifické histon metyltransferasy

NSD (nuclear receptor binding SET domain) protei$D1, NSD2 (MMSET,
WHSC1), NSD3 (WHSC1L1), p#tdo proteinové rodinyt histon lysin N-metyl transferas
(lysin-HMTSs). Tyto proteiny se podili na regulagtigity genia (Obr. 28.). Metylace i¥e
byt signalem ungleni nebo aktivit genu. H3K4me3v blizkosti gétku transkripce spolu
s H3K36, jehoZetnost se zvySuje od fdtku transkripce ke 3-konci, pozit&rovliviiuje
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transkripci, ale H3K27 me3 ji naopak reprimuje. DNSIlysin-HMT metyluje H3K36
a H4K20, NSD2 metyluje H3K4 a H4K20, NSD3 metyldji@K36. Histony mohou byt
zpst demetylovany pomoci LSD1 a 2 (lysine-specifictdne deacetylase).NSD1 mono
nebo dimetylaci aktivuje i NkB. Kofaktorem NSDs je stefnako u DNMTs SAM (S-
adenosyl methyonin). NSD1 navic aktivuje RAR (reiinacid receptor) signalni drahu
a spolu s NSD2 a NSD3 se podili se na degradanulyslSD2 reguluje vazbu p53-binding
proteinu na misto poSkozeni DNA. cH2A-MDC1-NSD2hdr&ede ke vzniku H4K20me2
okolo dvouetzcovych DNA zloni a nasledné va#bp53-binding proteinu. Pokud jsou
histony ve formd nukleosoni je substratem NSD2 H3K36 a H4K20, jsou-li ve férm
oktameru, metyluje se primdrnH4K44. Amplifikace NSD1 a NSD2 na &aku
kancerogeneze vede k nddorové transformactibansniZzeni hladiny NSD vede k supresi
nadorového tstu. NSD1 je asociovana s akutni myeloidni leukéaiimnohdetnym
myelomem, NSD2 s nadorem prostaty a mielroym myelomem a NSD3 s karcinomem
plic a akutni myeloidni leukémii. ZvySena hladin&D® zpisobuje zmMnu burgéného
rastu, adheze a seskupeni chromatinu. Nawdénexprese NSD2 je asociovani s aberantnim
zvySeni vyskytu H3K36me2 spolu s ndpadnym sniZemigtylace H3K27. Overexprese
NSD2 byla nalezena wady nadok véetrg nadofi Zenského pohlavniho astroji, byva
markerem progrese, agresivity i metastazovani ng@ddbert & Helin, 2010; Morishia &

di Luccio, 2011).
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Obr. 28.: Deregulece tumorsupesorovych genonkoget modifikaci histofi v nadorech
Tumorsupresorové geny mohou byt modifikaci higtommiceny (A), onkogeny mohou byt
aktivovany specifickou metylaci a acetylaci histonTranskrigni aktivace onkogen vede
k nadn&rné expresi onkogennich protéi(Albert & Helin, 2010).
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VI. EXPERIMENALNI CAST

1. MiRA EXPRESE EPIGENETICKYCH MODULATOR U V KARCINOMU
CERVIXU
Imunohistochemie (IHC) je v oblasti patologie jedroneuzivagSich metod, mezi

jejiz vyhody pati vysoka specifita,dasovd nenatmost a mozZna automatizace.
Imunohistologickd metoda ma ¥iné praxi pedevSim diagnosticky, prediktivni
a prognosticky vyznam. Toto vy$ehi je standardni pro deni hladiny fady
prognostickych markér a pro predikci reakce pacienta na cilenotblé Mezi takto
vySetované markery G¥eme z#adit nap. receptory pro Her2, estrogen a progesteron,
proteiny Ki-67a Bcl-2, jejichZ hladina jedavana pi tzv. komplexnim vySéeni karcinomu
prsu.

Cilem IHC je detekce specifickych antigennich dateant (molekuki jejich ¢asti)
s vyuZzitim imunologické vazby, interakce antigenpratilatky. Kazdy antigen je unikatni
a specificky bu&ny znak, k jehoz detekci uzivame koter dodavané a certifikované
specifické monoklonalndi polyklonalni protilatky. Detekovany antigen séiza nachazet
na povrchu bu¥k, v jejich cytoplasmd nebo jade. Pro svou préaci jsem zvolila ri@pou
dvoustumovou imunohistochemickou metodu, kterd je diky afikglci signalu mnohem
citlivgjSi nez IHC pima. Na tk&ové fezy se nejprve aplikuje neozmma protilatka
(imunoglobulin) tzv. primarni protilatka specifick&ac¢i prokazovanému antigenu.
Po navéazani protilatky na antigen je vznikly komplaitno zviditelnit pomoci protilatky
proti Fc-fragmentu imunoglobulinzvirete (nefasgji mys, kralik ¢i kan), z rehoz byla
primarni protilatka ziskana. Na sekundarni prdtilabyva navazan polymer, umuagici
amplifikaci signalu. Na polymeru je navazanekolik molekul enzymu, ktery svym
pusobenim peménuje chromogen na barvivo. Neggji je pouzivan diaminobenzidin
(DAB) oxidovany za vzniku hdoterveného barviva. Toto zbarveni je gong stabilni
a dovoluje dlouhodaij§i uchovani preparatu. Mezi dalSi pouZivané chgemygiadime
nap. FastRed, kter& mdéervenou barvu. K nejcitlijSi detekci antigein se uZivaji
fluorescerini barviva (FITC, Cy3 apod.). Pro nas vyzkum jswelii sekundarni protilatku
znaenou Kenovou peroxidasou (HRPO), ktera oxiduje DAB (diaohienzidin) na

hnédocerveny produkt (Obr. 29.).
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Obr. 29.: Schématické znazatni neffimé imunohistochemi@vww.leinco.com)
Na cilovy antigenni determinant se nejprve navaimni protilatka, na niz se naslédwaze
sekundarni protilatka ztana Kenovou peroxidazou. Peroxidas@emenuje DAB na produkt

hnédého zbarveni.

Pred provedenim vlastniho imunohistochemického bartglo nutné ovfit, zda
ma dany vzorek hledanou morfologii, obsahuje prekarzu a/nebo nadorovou tka
Ktomu jsme pouZili barveni hematoxylinem-eosinehrH). Hematoxylin je bazické
barvivo, které moik zbarvuje kyselé soéasti buiky tji. DNA, RNA. Mezi buréné
struktury barvici se hematoxylinem fatjadro, jadérko, ribozomy a granularni
endoplasmatické retikulum (Obr. 30.). Eosin batervert zasadité struktury Hiky
(acidofilni, eosinofilni) obsahujici hlagnproteiny, tj. cytoplasmu, mitochondrie, hladké
endoplasmatické retikulum a kolagen v mezitimé hmo¥ (Obr. 30.). Nadoroveé Hkiky
pozname podle napadirnvétSiho jadra. VSeobeénje mozZnoftici, Ze naiezu cervixem
obarveném H-E v oblasti nadortepaZuje modré zbarveni jader.

Po obarveni H-E fifeme pod mikroskopem rozeznat i jednotlivéikyunapadené
HPV, tzv. koilocyty. Koilocyty jsou z&tSené bitkky s perinuklearnim projasnim

cytoplasmy a pyknotickym jadrem s nepravidelnou im&mou na povrchu.
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Obr. 30.: Rez normalnim epitelem cervixu (barveni H-E)
Naiezu epitelem se nejintenzigjnbarvi bazalni vrstva, kde dochazi k neustalémiard burgk

nezbytnému pro zachovani epitelu

Béhem své prace jsem pouzivala protilatky specifioki&i epigenetickym
moduldtotm DNMT1, DNMT3A, DNMT3B, EZH2 a WHSC1 (NSD2). Cilerohoto
projektu bylo optimalizovat imunohistochemickou ouht detekce metyltransferas
pro cervikalni tké a zjistit, zda se liSi expresé&chto epigenetickych regulatowe zdravé
cervikalni tkani, u prekarcinéz a invazivniho nadom ma-li na jejich hladinu vliv

piitomnost HPV infekce pdppritomnost integrované nebo episomalni formy HPV.

1.1. Material a pomicky

Polyklonalni protilatka proti DNMT1 (Abcam), prditka proti DNMT3A (Imgenex),
protilatka proti DNMT3B (Sigma-Aldrich), protilatkgoroti EZH2 (Cell Signaling),
protilatka proti WHSC1 (Sigma-Aldrich), EnVision™election Systems Peroxidase/DAB
Rabbit/Mouse (Dako), Mayeais hematoxylin, eosin, histoclear , 99% etanol, et
nahrazka vody, DPX, IMS, 30% peroxid vodiku (Sigm&asein 10x (Vector
Laboratoories), Tween 20 (Sigma), ethidium bronsidaroasa, trisodium citrat dihydrat,
kyselina citronovd, DNeasy Blood & Tissue Kit (QI&®), burééné linie HelLa, SiHa, Ca
Ski, H929, Archie, 2x Thermo-Statt High Performance ReddyMi¥ PCR Master mix
(Thermo Fisher Scientific), specifické primery @Bioscience), loading dye 6x (Promega),

marker 1Kb (Invitrogen), kryci a podlozni skla, PERumavky, mikrozkumavky, Sgky,
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Spicky s filtrem, pipety (Eppendorf),tpdvazky, pH metr (Omega), elektrické michadlo,
GeneFlash (Syngene) mikrovinna trouba, Nanodropl800 (NanoDrop Technologies),
vortex, termoblok (Techne), chlazena centrifugap@mlorf), centrifuga (Fisher Scientific),

elektroforetické vany, zdroj n&p, swtelny mikroskop Elipse E400 (Nikon).

1.2. Vzorky pacientskych tkani

Pro optimalizaci byly pouzity vzorky &nich mandli (tonsily) aie. Byl vybran
soubor 65 pacientskych vzdrkkani potenciléh obsahujicich karcinométbzniho hrdla
(poskytnuté Walsgrave Hospital v Coventry). Proesipenty byly pouZzity histologicky

owtené 4 um silnéezy parafinovych blaktkani fixovanych formalinem.

1.3. Slozeni roztok

0,3% HO, 30% HO, (w/w); methanol

Citratovy pufr 4,3 mM trisodium citrat dihydrat;2LmM monohydrat kyseliny
citronové (pH 6)

1x TBST pufr 50 mM Tris.HCI; 150 mM NaCl; 0.1% Tere20(pH 7,6)

5x kasein 10x kasein, 10x PBS

10x PBS 1,4 M NaCl; 27 mM KCI; 100 mM B&PO,; 8 mM KH,PO, (pH
7,3)

1x TBE 89 mM Tris Base; 89 mM kys. borita; 2 mM E®TpH 8,3)

2% agarosovy gel 2g agarosy, 100 ml 1x TBEu€hidium bromidu
2,5% agarosovy gel 2g agarosy, 100 ml 1x TBRuIhidium bromidu

1.4. Pouzité metody a pracovni postupy
1.4.1.Barveni hematoxylinem a eosinem

Pred vySetenim tk&d® pomoci imunohistochemie bylo nutné z 65 dostupnych
parafinovych blok vybrat pouze ty, které obsahuji prekarcin6zu aneddor. K o¥teni
morfologie jednotlivych vzork tkarg jsme pouzili barveni Mayersovym hematoxylinem
a 1% eosinem. Nejprve bylo nutné itkdeparafinizovat, parafinovéezy jsme ponili
na 10 min do histoclearu a pro odna$tna 2 min do 99% etanolu. Nasledovala
rehydratace, 2 min v 90% etanolu, 2 min v 70% dtaagromyti studenou tekouci vodou.
Vzorky jsme barvili 2 min v Mayers@évhematoxylinu, jehozZigbytek jsme odmyli teplou
tekouci vodou, 2 min lazni ve Scottonahrad vody a ogtovnym promytim tekouci
vodou. Nasledovalo barveni eosinem (2 min) s odmpebytku barvy pod tekouci vodou.
Vzorky byly nakonec ofi dehydratovany, 2 min v 90% ethanolu, 2 min v 7€&mnolu a 5
min v histoclearu. Do oblasti vzorku jsme nanesiB Xapky DPX a zakryli krycim

sklickem. Trvalé preparaty jsme pozorovali podteinym mikroskopem. Na zaklad
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morfologie tkag byly od kazdého pacienta vybrany ty parafinovéypldkteré obsahovaly
invazivni nador a/nebo prekarcindzy (CIN3). Timtpisobem bylo zfwvodnich 65
pacienti vybrano 25, jejichz vzorky &ty hledanou morfologii. Vy®r vhodnych vzork

tkare a hodnoceni morfologie probihalo pod dohledem ekéBo patologa (Dr. M.

Pereira).

Obr. 31: H-E barvenyrez cervikalni tkani obsahujici invazivni nadorotkdn (1), CIN3(C) i
normalni epitel (E).

1.4.2. Imunohistochemie

Vybrané vzorky tké byly deparafinizovany v lazni histoclearu (10 mindsleds
pondeny na 10 min do IMS a omyty destilovanou vodowkte endogenni aktivity
peroxidas byla provedena 15 min lazni v 0,3% peloxiodiku. Nasledn byly vzorky
vloZeny do citratového pufru, ktery sied tim 10 minut vl v mikrovinné trouk (800 W).
Vzorky byly ponechany v pufru v mikrovinné trauba 10 min g 450 W a poté na dalSich
10 min @ 80 W. Né&dobu se vzorky jsme vyjmuli a nechali 80n ochladnout.
Po oplachnutiezi tkare tekouci vodou (5 min) nasledovalo omyti 1x TBSTrem (pH
7,6; 5 min) a blokovani nespecifickych sighék kaseinem (10 min). Vzorky jsme promyli
10x PBS a inkubovaliies noc fi £ C se 100 — 20Ql primarni protilatky ngedéni 10x
PBS. Ri optimalizaci jsme z#nali nafedinich 1:200, 1:400 a 1:800, podle vyslédk
zbarveni p téchto redni jsme koncentrace jednotlivych protilatek dalerawpvali.
Koneinéiedni protilatek a druh tkan na niz probihala optimalizace, jsou uvedeny v.Tab
12..
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DalSi den jsme vzorky tkérttikrat po 5 min oplachli v 1x TBST a inkubovali 30
min pii pokojové teplat s 1-2 kapkami sekundéarni protilatky Dako REAL Esigh HRP
Rabbit/Mouse. Tki& jsme tikrat po 5 min oplachli 1x TBST. Na vzorky jsme i&plali
100-150ul DAB substratu a inkubovali jsme je 3 miti paboratorni teplat, nasledovalo
promyti pod tekouci vodou po dobu 5 min. kéme barvili 3 min v hematoxylinu, jehoz
piebytek jsme odstranili 5 min promytim tekouci vodvaorky jsme na 10 min potib
do IMS a pak do histoclearu. Do oblasti vzorku jsapéikovali 2 kapky DPX, filoZili kryci
sklicko a nechali zaschnout. Preparaty jsme pozorovadli g¥telnym mikroskopem.
Pred aplikace této metody na pacientskych vzorcidb bgzbytné zoptimalizovatedni
jednotlivych protilatek. Optimalriedéni protilatek a druh tk@npouZzité k optimalizaci jsou
uvedeny v Tab. 12. Intenzita zbarveni jednotlivyarieparat byla hodnocena pomoci H
skore (% pozitivnich butk x intenzita barveni vyjddna subjektivé tremi stupni, 0 - Zadn&
1 - slabd, 2 - s&dni, 3 - silnd). H skére nabyva hodnot 0-300).tivihipozitivni kontrolou
kazdého vzorku byla bazalni vrstva cervikainihotedpi daného preparatu a \vinit
negativni kontrola byly hiky nachazejici se ve vySSich vrstvach fyziologické&pitelu.
Skorovani jednotlivych pacientskych vzarkrobihalo za dozoru kvalifikované patolozky

Dr. M. Pereira.

1.4.3. Izolace DNA z parafinovydrezi tkané

Pro izolaci DNA byl pouZit kit DNeasy Blood & TissKit (Qiagen). Koncentrace
ziskané DNA byla zgfena na spectrofotometeru NanoDr@p (Cistota DNA, podil
absorbanci 260/280 nm se pohyboval mezi 1,8 a 2aJvoty jednotlivych vzorki byly
naredny sterilni vodou na koncentraci 20 plg/Zasobni i needtné vzorky DNA byly
skladovany fi teplot -20°C. DNA izolovana z busgnych linii byla také niedina sterilni

vodou na koncentraci 20 nd/a skladovana stejnym &pobem jako DNA vzornk

1.4.4. PCR reakce

PCR reakce byla pouZzita pro zfgt HPV 16 a HPV18 pozitivity pacientskych
vzorki a u pozitivnich vzonk byla pro o¢ieni gitomnosti episomalnii integrované formy
HPV testovana fragmentace ge62 (HPV16) a E2 (HPV18). Dostété kvalita izolované
DNA a optimalni mnoZstvi DNA pouZzivané pro PCR adbylo zjis€no pomoci testu
na gen prg-globin. Pro ofeni spravnosti vysledkbyla pro kazdy test pouZita negativni
kontrola a pozitivni kontrola (DNA izolovana z ligné linie). Pro o¥feni spravnosti test
fragmentace E2 byla pouZita pozitivni kontrola, ategni kontrola a tzv. negativni negativni
kontrola (voda). Pro veSkeré reakce byl pouZzit Zvermo-Start High Performance PCR
Master mix a sterilni voda. VSechny reakce phiyp v pristroji PCR termocycleru ziky

Eppendorf. Testy pro optimalizaci mnoZstvi DNA ighiné pro reakci a testy pro zist
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HPV 16 a HPV 18 pozitivity byly provedeny v duplexlednotlivé PCR reakce jsou v této
kapitole dale blize popsany. PCR produkty byly yraany na 2% agarosovém gelu (2,5%
agarosovy gel pro HPV16 and 18 typizaci), 120V,880po dobu 20 min. (maly gel), 30
min. (stedni gel) nebo 40 min. (velky gel).

1.4.4.1. Pouzité primery

Tab. 1: Sekvence pouzitych primier

B- gl obin GH20 5-GAAGAGCCAAGGACAGGTAC -3
PCO4 5-CAACTTCATCCACGTTCACC -3
HPV16 E6 FW pri mer 5-GAACAGCAATACAACAAACC -3

RW pri ner 5-GATCTGCAACAAGACATACA -3’

HPV16 E2 FW pri mer 5-AGGACGTGGTCCAGATTAAG -3’
Prinmer set 1

RW pri ner 5-TCAAACTGCACTTCCACTGT -3

HPV16 E2 FW pri mer 5-TAACTGCACCAACAGGATGT -3
Prinmer set 2

RW pri ner 5-GCCAAGTGCTGCCTAATAAT -3’

HPV16 E2 FW pri mer 5-ATCTGTGTTTAGCAGCAACG -3’
Prinmer set 3

RW pri ner 5-TAAATGCAGTGAGGATTGGA -3

HPV16 E2 FW pri nmer 5-ACAGTGCTCCAATCCTCACT -3’
Prinmer set 4

RW pri mer 5-TCACGTTGCCATTCACTATC -3

HPV16 E2 FW pri mer 5- GGCATTGGACAGGACATAAT -3
Prinmer set 5

RW pri mer 5-CAAAAGCACACAAAGCAAAG -3

HPV18 E7 FW pri ner 5-GTTGACCTTCTATGTCACGA -3
RW pri ner 5-CAATTCTGGCTTCACACTTA -3
HPV16 E2 FW pri ner 5-TCCAGATTAGATTTGCACGA -3

Prinmer set 1

RW pri mer 5-CAATTGTCTTTGTTGCCATC -3

HPV16 E2 FW pri mer 5-ATACAAAACCGAGGATTGGA -3’
Prinmer set 2

RW pri ner 5-ACTTCCCACGTACCTGTGTT -3’

HPV16 E2 FW pri mer 5-AACACAGGTACGTGGGAAGT -3’
Prinmer set 3

RW pri mer 5-TTTCGCAATCTGTACCGTAA -3

HPV16 E2 FW pri mer 5-GACCTGTCAACCCACTTCT -3’
Prinmer set 4

RW pri nmer 5-ACATGGCAGCACACATACAT -3
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1.4.4.2. Pouzité buiné linie
Tab. 2.: Bung¢né linie, jejichz DNA byla pouzivana jako kontrola

Bun&cena linie P tvod HPV

H929 Myelom neg.

Si Ha SCC cervixu 16 integr.
HelLa Adenokarcinom 18 integr.
CaSki Kozni nador 16 episom. i 18
Archi e Keratinocyty 18 episom.

" ketatinocyty transfekované HPV18

1.4.4.3. Optimalizace mnoZstvi DNA pouzitého peiadtujici reakce

Pro tuto PCR reakci byly pouZity primery PCO4 a GHZab. 1.). Mix primek byl
ptipraven z 0,5 pl 10 uM PCO04 primeru a 0,5 pl 10 |@GW20 primeru, kongna
koncentrace primérve 25 pl PCR mixu byla 0,4 pM. Velikost PCR protukyla 268 bp
(Winder et al., 2009) Jako pozitivni kontrolu jsme pouZili bétmou linii H929.

Tab. 5. SloZzeni PCR mikpro 1 PCR reakci u testu fisglobin pro vzorky a kontrolu

PCR mi x- PCR mi x-
vzor ek kontrol a
Master mix 12,5 ul 12,5 pl
Primer mix 1l 1l
DNA 3ul 1,5 ul
Voda 8,5 ul 10 pl
Tab. 6. Program pro PCR reakci
PCR program
Predenaturace 95°C  15|min.
Denaturace 95°C 1/ min.
Annealing 55°C 1 min. 40
Elongace 72°C 1 min. cykl @
Konecné
prodlouzeni 72°C 10 min.
Konec 4°C =

1.4.4.4. HPV16 a HPV18 typizace

K této PCR reakci jsme pouZili primery HPV 16 E&RV 18 E7 (Tab. 1.). Mix
primera byl pripraven z 1,25 pl 10 pM forward primeru a 1,25 QM reverse primeru,
koneina koncentrace priméve 25 pl PCR mixu byla 1 pM. Velikost PCR produkityl
pro HPV16 152 bp a pro HPV18 113 Kf@ollins et al., 2009) Pro HPV 16 byla pozitivni
kontrolou bug¢na linie SiHa a pro HPV 18 b&na linie CaSki.

59



Tab. 7. SloZzeni PCR mikpro 1 PCR reakci pro HPV typizaci pro vzorky a totu

PCR mi x- PCR ni x-
vzor ek kontrol a
Master mix 12,5 ul 2,5 ul
Mix primer 1 2,5l 2,5 ul
DNA 6 pl 3l
Voda 4 ul 7 ul
Tab. 8. Program pro PCR reakci HPV typizace
PCR program
Predenaturace 95°C 15 min.
Denaturace 95°C 30 s 40
Annealing 58°C 30s cykl @
Elongace 72°C 40 s
Kone&né
prodlouzeni 72°C 10 min.
Konec 4°C o

1.4.4.5. Ureni piitomnosti episomalnd integrované formy HPV

Ptitomnost episomélnéi integrované formy HPV jsme zjidvali pomoci PCR
reakce za uZziti primérpro jednotlivé fragmenty genu pro protein E2, lkge fragmentaci
dochézi p integraci nejasgji (Obr. 32.). Pro HPV16 jsme pouZili primery HPVER set
1-5 (Tab. 1.), pozitivni kontrolou byla béima linie CaSki (episomalni HPV16) a negativni
kontrola HeLa (HPV18). Pro HPV 18 pozitivni vzorlyly pouZzity primery HPV18 E2 set
1-4 (Tab. 1.), pozitivni kontrolou byla b&ima linie Archie (episomalni HPV18) a negativni
kontrolou HelLa (integrovany HPV18). Kfipraw vSech mix primeri pro jednotlivé
fragmenty bylo pouzito 0,5 pl o 10 uM FW primeru0d gl o 10 uM RW primeru.
Konena koncentrace primérve 25 pl PCR mixu byla 0,4 piCollins et al., 2009)
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A

E1 E2 ES5
¥y — | — ¥
Nucleotide: 2755 3852
HPV16 E2 HPV16 E2 HPV16 E2 HPV16 E2 HPV16 E2
Primer set Primer set Primer set Primer set Primer set
1 2 3 4 5
27013119 3062 3402 33453568 3542 3785 37103916
B
E1 E2 E5
5 — L] — 3
Nucleotide: 2817 3914
HPV18 E2 HPV18 E2 HPV18 E2 HPV18 E2
Primer set Primer set Primer set Primer set
1 2 3 4
27863192 30863388 33693739 3598.3994

Obr. 32.: Lokalizace primel pouZzitych pro amplifikaci fgkryvajicich se Usékgenu E2
HPV16 (A) a genu E2 HPV18 (B). Nukleotidy jsdislovany podle sekvence celého
genomu jednotlivych HPYCollins et al., 2009)

Tab. 9.: Velikost jednotlivych fragmentE2 genu HPV16 a HPV18

Vel i kost E2 HPV16 HPV18
fragnment 4
Fragment 1 419 bp 407 bp
Fragment 2 341 bp 303 bp
Fragment 3 224 bp 371 bp
Fragment 4 244 bp 397 bp
Fragment 5 207 bp -

Tab. 10: SloZzeni PCR mixu pro 1 PCR reakci (stejné prehdg sety prime)

PCR m x- PCR mi x-
vzorek kontrol a
Master mix 12,5 ul 12,5 ul
Mix primer @ 1yl 1l
DNA 6 pl 5l
Voda 5,5 ul 6,5 ul
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Tab. 11: PCR program pro zji&i E2 fragmentace (pro vSechny sety priméyly
podminky PCR reakce stejné).

PCR program

Predenaturace 95°C 5 min.

Denaturace 95°C 30s 60
Annealing 84°C 1 min. cykl @
Elongace 72°C 2 min.

Finalni

prodlouzeni 72°C 10 min.

Konec 4°C oo

1.5. Vysledky

Imunohistochemickou metodu pdida se optimalizovat pro vSechéfpprotilatek
(Tab. 12.). Pro optimalizaci jsme vzdy volili tkao niz je znamo, zetiplHC se danou
protilatkou barvi sild nag. DNMT3B a jadra epitelidlnich bgk kize (Tab. 12.).
Pri hledani idealni koncentrace protilatky jsmeimali siedsnim protilatky 10x PBS 1:200,
1:400 a 1:800. Podle intenzity zbarveni jader ¢Bua pozadi u &hto fedini, jsme
koncentraci protilatky dale optimalizovali (Obr. .B3 Po optimalizaci jsme metodu
aplikovali na pacientské vzorky.

Tab. 12: Pouzitéedtni protilatek v 10x PBS

Protilatka DNMT1 DNMT3A DNMT3B EZH2 VWHSC1
Pavod kralik mys mys kralik kralik
Red&ni 1:1200 1:200 1:2000 1:200 1:200
Tkan pro tonsila cervix k uze cervix tonsila
optimalizaci

. ‘-:1 *}gr. !r

§ AL by \ % e Pa g ™ it O s
Obr. 33.: Optimalizace protilatky DNMT3B na parafinovéeru Kize
Postupné&edni protilatky od 1:200(a),fes 1:800 (b), 1:1000 (c) az na optimalni koncenttZ#000
(d), kde jiz nedochazi k zabarveni pozadi (cytopigs

Z pavodnich 65 pacientskych vzdarkbylo na zaklad H-E barveni vybrano 24

pacientskych vzoilk které narezu tkani mily prekancerotické zsmy a/nebo nador. 16 z 24
(67 %) vzork obsahovalo skvamdézni karcinom (SCC), 6 adenokamtioervixu (25 %),

62



1 (4%) adenosquamous karcinom cervixu a 1 (4%) hoepithelioma-like cervikalni
karcinom. U vSech 24 vzaikbyla provedena HPV typizace & plostupnosti materialu
byly vySeteny sledované markery pomoci IHC. @S¢ pripadi vykazovaly CIN3
i oblasti nddoru overexpresi DNMT1, DNMT3A, DNMT3B/HSC1 i EZH2. Mira exprese
epigenetickych regulatdrv CIN3 a nadoroveé tkani s&il§ neliSily. NejwtSi overexpresi
jsme pozorovali u DNMT1 a EZH2, u ostatnich zkougwdmn proteiri se H skore
pohybovalo okolo hodnoty 100i{oha 1.).

Z 24 pacientskych vzotkbylo 19 (79 %) HPV16 a/nebo HPV18 pozitivnich (Tab
13.). HP16/18 negativni vzorky jsou prépoddobrt infikovany jinym typem HPV viru.
V8echny HPV18 pozitivni vzorky obsahovaly SCC. HBVihfekce by mohla hrat
vyznamnou roli ve vzniku skvamézniho karcinomu. kgsHPV16 infekce byl pozorovan
rovnonerné u viech typ karcinoni a prekarcendzni tké&nV naSem souboru paciénbyl
u HPV16+ vzork stejny vyskyt episomalni i integrované formy vingechny HPV18+
vzorky v3ak byly vyhradfiintegrované (Rloha 2.). Mira exprese epigenetickych maitker
se u integrované i episomalni formy vyznantiila. U HPV16I pozitivnich vzonk jsme
pozorovali signifikant® vySSi overexpresi DNMT1 (Obr. 35.) a DNMT3B (OB6.) neZ u
episomalnich HPV16 vzoék U ostatnich epigenetickych markese nam nepodito

zmenu expreseipvzniku karcinomu cervixu prokazat.

Tab. 13.:HPV typizace a weni integrované (I§i episomalni (E) formy HPV

I E
HPV+ 19 11 9
HPV16+ 18 9 9
HPV 18+ 4 4 0
HP16/18+ 3 3 1
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E2FL EXPZ EZF3 E2P4 E2FS E2P3 E2P4 E2P5

000 o

000 [

200bp

Caski- episomalni HPV SiHa- integrovany HPY 100bp

Obr. 34.: Episomalni a integrovana forma HPV v Bamych liniich
Episomélni HPV16 ma velikosti fragméngenu pro E2 413bp (E2 P1), 348bp (E2 P2), 223I2p (E
P3), 242bp (E2 P4) a 206bp (E2 P5). Integrovanysvidava po PCR reakci fragmenty odliSné

velikosti (nap. nadorova linie SiHa) nebo nevznikaji Zzadné PGRIpkty fislusSného fragmentu
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p=0045
an0 | (Mann - Whitnay test)
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HPV16 T Rozsah neodleh.

Obr. 35.: Overexprese DNMT1 je signifikantnvy3si u naddr s integrovanou formou

HPV16 v porovnani s episomalnim HPV16.
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Obr. 36.: U nadoti s integrovanou formou HPV16 je mira exprese DNMT8Bnamr

vySSi nez u episomélnich HPV16.

1.6. Diskuse

U vSech nami sledovanych epigenetickych regulatddNMT1, DNMT3A,
DNMT3B, EZH2 a WHSC1, byla popsan&ast na kancerogenezi a jsou overexprimovany
v fad® nadorovych onemoéni (Morey & Helin, 2010; Morishia & di Luccio, 2011;
Woodman, 2007) Byla popséna overexprese DNMT1, 3A i 3B u karcinooarvixu
i v buns¢nych liniich od & odvozenych (HelLa, SiHa, CaskiNarayan et al., 2006;
Luczak et al., 2012) NaSe vysledky potvrdily overexpresi DNMTs u kamhu cervixu
a potvrdily tak vyznamnost regulacehto epigenetickych markiepii rozvoji cervikalniho
karcinomu. U CIN3 stadia byla overexprese DNMTsnidv halezena, coZ potvrzuje
deregulaci DNMTs jiz u tohoto prekarcenézniho stddDiky omezenému mnozZstvi
materialu se nam vSak nepoittaepigenetické markery vy&#tu vSech vzork a zjistit tak,
overexpresi vykazovaly DNMT1 a EZH2 proteiny.

U DNMT1 byla popsana z&éna exprese v fibéhu kancerogeneze cervixu. Hladina
exprese DNMT1 rostla od CIN nizkého stgpio CIN3, u mikroinvazivnich nadomhyla
hladina exprese DNMT1 stejna jako u CIN3, ale w#ivnich nadar klesala(Sawada et
al., 2007) V naSem souboru paciéntse mira overexprese mezi CIN3 a invazivnim
nadorem vyznamn neliSila. Nicmég rozdil vexpresi DNMT1 byl pozorovan

mezi epizomdlni a integrovanou formou HPV16. U eatgk s pacientek s integrovanou
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formou HPV16 viru byla pozorovana vysSi overexpreBBIMT1lneZz u pacientek
s episomalni formou infekce. Vy3Si overexpresi DNIMO HPV16l nez u HPV16E Ize
vyswitlit deregulaci exprese E6 a E7 v HPV16l nadoreEB. sniZzuje hladinu p53,
knockdown p53 vede k upregulaci DNM(PU Yeung et al., 2010).Interakce DNMT1
s E7 HPV16 vede ke zvySeni aktivity DNMT1. Inhibip®@B E7 proteinem Zsobuje
uvolreéni E2F a zvySeni exprese genu pro DNMWoodman et al., 2007).Podobné
regulace exprese a/nebo aktivity DNMT3 HPV protaiogud nebyly popsany, nicni€lze
predpokladat podobny mechanismus. Integrace HPV1bodttelského genomu u naseho
souboru paciefitvedla k vy3si overexpresi DNMT3B neZ v HPV16E giemich vzorcich.
Formu HPV jsme wiovali pomoci testu disrupce E2. K E2 fragmentachdai na z&atku
infekce HPV16 a 18, integrované formy HPV nalezéithe CIN nizkého stupf Zvoleny
test E2 disrupce neni schopen detekovat tzv. swiSénfekce, pi niZz je @itomna
episomalni i integrovana forma HPV. Je tedy pépediobné, Ze integrovana forma HPV16
se vyskytuje ve vice nez nami detekovanych 50 % H&Ppozitivnich vzorik. V3echny
HPV18 pozitivni vzorky obsahovaly integrovanou forrdPV (Badaracco et al., 2002;
Kristiansen et al, 1994) U 79 % vzork byla nalezena HPV16 a/nebo HPV18 infekce.
75 % pacientskych vzoikbylo HPV16 pozitivnich, 17 % HPV18 pozitivhich 2,3 %
HPV16 a 18 pozitivhich. Ostatni studie uvadi zgstmil HPV16 infekce u 50 %, HPV18
u 10 % pacierit a konfekce HPV16 a 18 byla popsana u 45 % riadervixu (Badaracco
et al., 2002; Bosch et al., 1995)

U nekterych pacientskych vzoikisme pozorovali zvySenou hladinu DNMTSs nejen
v jadie, ale i v cytoplasth (Obr. 37.). Tento jev se vyskytoval za &asné jaderné
overexprese dané DNMT i bez ni. Cytoplasmatické&liakce DNMT1 byla pozorovana
u isoformy DNMT210, DNMT1 isoforma exprimovana pouzeocytech. Cytoplasmaticka
lokalizace DNMT1o je prawpodobrg vyznamnd pro transkidpi aktivaci specifickych
geni pomoci pasivni demetylace. DalSi isoforma DNMTcyt®plasmatickou lokalizci byla
identifikovana v diferencovanych myotubach a vadat tato forma DNMT1 se nejspis
aktivre podili na metylaci DNA &em diferenciace a gametogenezeé Oftoplasmatické
isoformy DNMT1 maji zkraceny N-konec polypeptidoeéaiettzce (Dhe-Paganon et al.,
2011) Cytoplasmaticka lokalizace DNMT3A a 3B byla popsgii deleci NLS (uclear
localization signal{Chen et al., 2004)Vysoka cytoplasmaticka imunoreaktivita DNMT3A
bez jaderné imunoreaktivity byla pozorovana v nasiitkych hepatocytech
a dysplatickych uzlinach. Se zvySujicim se stadikamcerogeneze cytoplasmaticka
imunoreaktivita klesala a jadernd rostla. Cytopkatstkd hladina DNMT3A by tedy mohla
byt pouZita jako diagnosticky domk hepatocelularnich karcinam(Choi et al., 2003)
Podobny trends naSem souboru vzarknebyl patrny, je prawghodobné, Ze je aberantni

cytoplasmatickad pozitivita DNMTs spojena se émou sekvence DNMTs proteinu.
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Prognostickygi prediktivni vyznam cytoplasmatické positivity DN, je-li rgjaky, nebyl
doposud objasim.

b & L ; o - :
Obr. 37. Cytoplasmatickd imunoreaktivita DNMT3A (a) a DNIBB (b) v oblasti
karcinomu cervixu

Overexprese EZH2 je spojovan#asiou nadorovych onemaan etre karcinomu
cervixu (Fang et al.,, 2011) VSechny analyzované pacientské vzorky nadorostk
vykazovaly vysokou overexpresi EZH2. EZH2 je progfitkym a /nebo diagnostickym
markerem asociovanym s agresivitou nadoru. V HPpdftivnich buikach byla popsana
upregulace exprese EZH2 tmwbena E7 iniciovanym uvainim E2F transkrigniho
faktoru (Hollandet al., 2008). Poslednim sledovanym epigenetickym regulatorem byl
protein WHSC1, jehoz overexprese byla popsana ugirk@nu cervixu i wad jinych
nadorovych onemoeni (Hudlerbush et al., 2011).Vzorky nadorové tkahvykazovaly
overexpresi WHSC1, exprese vSak byla v porovngmoteinem EZH2 vyraznnizsi. Miru
overexprese EZH2 a WHSC1 se namizatlu nedostatku materialu nepéittaanalyzovat

u wtSiho mnozstvi pacieintvysledky tedy nelze korelovat s HPV typizéiciormou HPV.
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2. VYSKYT HPV INFEKCE V D ELOZNIM EPITELU ODEBRANEHO
ASYMPTOMATICKYM ZENAM ST REDNIHO A STARSIHO V EKU

Zivotni cyklus mnoha vir zahrnuje latentni fazi, kdy je virus v tkantitpmen
v nizkém pdétu jen v rekolika buikach, replikace genomu a exprese virovych prétgn
znan¢ omezena. Latentni virova infekce probiha bez jakgt priznaki onemocsni. Je
velmi pravaépodobné, Ze i lidské papillomaviry maji latentérif infekce. Nassdcuje
tomu i vysoka mira recidivy HPV6 a HPV11 infekcaténtni papillomavirova infekce byla
zatim prokadzana pouze na imdich modelech. Infekce tke kralika krakiim
papillomavirem (CRPV, Cottontail Rabbit Papillomad) miZze vyvolat asymptomatickou
infekci. Nizky p@et kopii (1 kopie genomu viru na 40 az 1000 dnv porovnani
s produktivni infekci 75 kopii genomu viru natibu) genomu papillomavir mize
pretrvavat v epidermalnich kmenovychik&ach hostitele. Jedinym exprimovanym virovym
proteinem pi latentni infekci je E1, nezbytny pro zachovanh@®u. Expozice exogennim
faktorim jako je UV z#&eni nebo mechanické podréadl miZe virus aktivova{Grauvitt,
2011; Maglennon et al, 2011)Cilem tohoto projektu bylo identifikovat latentriPV
infekci ve tkani cervixu odebrané Zenantedhiho a vysSiho ¢ku, u nichz se da
predpokladat, Ze dhem sveého Zivota HPV infekci jiz prédly a u kterych se mohla
vyvinout latentni HPV infekce. Hlavnim cilem je abpit, zda je latentni HPV infekce
ptfitomna v BZné lidské populaci a #ie tak iniciovat vyvoj karcinomu cervixu u
asymptomatickych Zen. Potvrzertitpmnosti latentni formy HPV by bylo velmi uZitee
z hlediska prevence vzniku nadorového onersiocdloznihocipku.

Polymerazové&etizcova reakce (PCR) je metoda pouzivana k rychlémuozeni
Useki DNA nachazejicich se mezi primery. Nadaku polymerdzové reakce DNA
denaturuje, na komplementarni mista na rozZr@nDNA nasedaji primery a zaasti
ExoKlenow fragmentu Taq polymerasy se syntetizajhglementarni vidkna k DNA (Obr.
9.). Tento proces se opakuje &kalika desitkach cykl (30 a vice). PCR je velmi citliva
metoda, je vhodna kdetekci i velmi nizkéhoc¢tpo kopii cilové DNA. PCR reakce
s vyuzitim GP5+/GP6+ priméibyla jedind dostatee citliva metoda pro detekci mé&émez
10 kopii HPV.
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GP5+/GP6+ primery vznikly prodlouzenim GP5/GP6 grima jejich 3 koncich,
coz vedlo az k 100nasobnému zvyseni citlivosti kdeteHPV. GP5+/GP6+ primery jsou

specifické pro L1 oblast 23 typHPV infikujicich sliznice. Citlivost testu je tadech

fentograni pro genotypy, které siénvazou s primery (n&pHPV16) a kadech pikograrin

pro genotypy, které se maji 4 a vice neparujiciusgeotidy s jednim nebo s &ha primery
(nap. HPV39) (Tab. 14.jde Roda Husman et al., 1995)

Tab. 14.: Srovnani sekvence GP5 a GP5+, GP6 a GP6+ sersekaieodpovidajiciho
regionu v L1 ORF 23 genotypHPV infikujicich sliznice (t&ky znamenaji identické base

jako v primeru, znaky odliSnost bagile Roda Husman et al., 1995)

Th rTh rArg
GP5 5-TTTGTTACTGTGGTAGATAC-3'
GP5+5-TTTGTTACTGTGGTAGATAC TAC-3'

HPV-6B .......cccoene. C..ACGC
HPV-Il C. ..
HPV-13 .......... AT
HPV-16 ........... T.Ten i s
HPV-18 ..o C..T..
HPV-30 ........... T.G..C..C.. TAG
HPV-31 ..o C...T
HPV-32 ..CA...T.G......C.T
HPV-33 ... C.T
HPV-34 . TA...T. ... TAA
HPV-35 ........... AT..A.C.T
HPV-39 ..C T.G.C.....C.T

HPV-45 ........... A.G.C.. .. C...
HPV-51 ..A...CTGT..T..... ... CA.A
HPV-52 ....C.A.T.G....C.T.T
HPV-53 ... A...T.G....C..CAG
HPV-56 ........... A TAA
HPV-58 ........ C..T...C.T.T

Glu GluTy r
Phe
GP6 3-ACTAAATGTCAAATAAAAAG-5'
GP6+ 3-CTTAT ACTAAATGTCAAATAAAAAG-5
HPV-6B CTT ..C.. ......... I
HPV-II ..C ..C.A
HPV-13 ... ... A




HPV-61 ....A.C.T..G....C..C... HPV-61.C.CA ... C.Toun.
HPV-66 ........... T.G..... ... CAA HPV-66 ..C ..... ... TG........ C.C..
ME180 ...C....... T.G....C..T... ME180 ..C.... ...... C.T..T...

2.1. Material a pomicky

Multiplex PCR kit (Qiagen), dNTP, ethidium bromidllPrep DNA/RNA FFPE Kit

(Qiagen), bu&ena linie SiHa, specifické primery, loading dye (®tomega)-fykol, marker
1Kb (Invitrogen), PCR zkumavky, mikrozkumavky, &pi, Spaky s filtrem, pipety,

Nanodrop ND-1000 (NanoDrop Technologies), vortessmiblok (Techne), chlazen&
centrifuga (Eppendorf), centrifuga (Fisher Scieoyf Veriti 96 well Thermal Cycler
(Applied Biosystems), elektroforetické vany, zdnajeti.

2.2. Vzorky pacientskych tkani

Pracovis&¢m Walsgrave Hospital v Coventry bylo pro #idt pritomnosti HPV infekce
poskytnuto 59 pacientskych vzdrkkani pochazejicich z hysterktomie, kterou pa&ient
podstoupily z jiného @lvodu nez cervikalni dysplaséé nnadorového onemoéni, pric¢inou
nebylo onemoai vyvolané HPV infekci. Pacientky byly asymptorké Zeny sedniho

a vy3siho wku. Vzorek zvoleny za vriihi kontrolu pochazel od pacientky s SCC.
Pro experimenty byly pouZity histologicky &ené parafinové bloky tkani fixovanych

formalinem.

2.3. SloZeni roztok
1x TEA 40 mM Tris base; 20 mM kys. octova; 2 mM ERTpH 8)
2,5% agarosovy gel 2g agarosy; 100 ml 1x TEApt@thidium bromidu

2.4. PouZité metody a pracovni postupy
2.4.1. 1zolace DNA

Pro izolaci DNA z tkaa fixované formalinem a zalité v parafinu byl pougitPrep
DNA/RNA FFPE Kit (Qiagen). Koncentrace ziskané DNA byla &ema na
spectrofotometeru NanoDrop™ (Cistota DNA bylav rozmezi 1,8 a 2,0). Alikvoty
jednotlivych vzork jsme naedili steriini vodou na koncentraci 50 pb/ Zasobni
i naredné vzorky DNA byly skladovanyipteplo® -20C. Spolu s pacientskymi vzorky
tkdné z cervixu jsme izolovali DNA z kni madle (tonsila), kterd byla naslédpouZzita
jako negativni kontrola. DNA izolovana z kignych linii byla také niedéna sterilni vodou

na koncentraci 20 ngl a skladovana stejnym &ipobem jako DNA vzorik
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2.4.2. PCR reakce

Pro zjiséni velmi nizkého p&tu kopii HPV ve vzorku jsme zvolili GP5+/6+
primery. Red provedenim samotného testu titilopnost HPV jsme provedli test kvality
izolované DNA za pomoci PCR reakcéi piZz dochazi k amplifikaci tseku DNA v oblasti
housekeepingového genu pro glyceraldehyd 3-fog&iydrogenasyGAPDH). Sekvence
pouZzitych primet jsou uvedeny v Tab. 15. GAPDH produkélnelikost 130bp. Kongna
koncentrace FW i RW primeru na reakci byla @/l (Oliver et al.,, 2011) Podminky

reakce a sloZeni PCR mixu jsou uvedeny v Tab. Téba17.

Tab. 15: Sekvence pouZitych primier

GAPDH FW pri ner 5-CATTGACCTCAACTACATGGT-3
RW pri ner 5-TCGCTCCTGGAAGATGGTGAT-3
GP5+/ GP6+ GP5+ 5-TTTGTTACTGTGGTAGATACTAC-3'
GP6+ 5'-GAAAAATAAACTGTAAATCATATTC-3'

Tab. 16:SloZeni PCR mixu na jednu reakci- GAPDH

PCR m x
10x PCR pufr 2,5 ul
MgCl, 1,25 pl
dNTP 0,2 ul
GAPDH F 0,5 ul
GAPDH R 0,5 ul
Tag DNA
polymerasa 0,25 pl
DNA 2 ul
Voda 5,5 ul
Tab. 17.:PCR program pro GAPDH
PCR program

Predenaturace 95°C 1 nfin.

Denaturace 95°C 15 s.

Annealing 855°C 15|s. cyi? a

Elongace 72°C  30s.

Konecné

prodlouzeni 72°C 7 mjin.

Konec 4°C

Po owteni kvality DNA byl proveden HPV screeningovy teatuZiti GP5+/GP6+
primeri (Tab. 15.). Konéna koncentrace GP5+ i GP6+ primeru ve 25 pl PCRurhida
5pM. Produkt PCR reakceéinvelikost 150 bpde Roda Husman et al., 1995Podminky
reakce a sloZzeni PCR niijsou uvedeny v Tab. 18. a Tab. 19.

Tab. 18.: SloZeni premixu pro jednu reakci, z§ist HPV pozitivity pomoci GP5+/GP6+
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PCR mi x
2x Master
mix 12,5 ul
GP5+ primer 1l
GP6+ primer 1l
Voda 8,5 ul
DNA 2 ul

Tab. 19: Program pro GP5+/GP6+

PCR program
Predenaturace 95°C  15|min.
Denaturace 94°C 1 min. 43
Annealing 41°C 2 min. cykl @
Elongace 72°C 1,6 min.
Konec&né
prodlouzeni 72°C 5 min.
Konec 4°C oo

2.5. Vysledky

Pred aplikaci PCR metody za vyuZiti GP5+/GP6+ primea pacientské vzorky
jsme owtili jeji citlivost, resp. detedni limit metody. Pro test citlivosti jsme vybrali
burg¢nou linii SiHa, kterou jsmeéedili HPV negativnim vzorkem DNA pouZzivanym jako
negativni kontrola (NC) (Obr. 39.). Byla vytema koncentini fada od 8638 kopii
(Obr.39; 1) po 2,75 kopii (Obr.39; 6. Touto metogeme schopni detekovat menez 10
kopii HPV.

100bg

Obr. 39.: Test senzitivity PCR metody u koncertiarady HPV16 pozitivhich SiHa
rednych HPV negativnim vzorkem zauziti GP5+/GP6+ prime

NC- negativni kontrola,1- 8636 kopii HPV16, 2- 1Kagii HPV16, 3-345 kopii HPV16, 4-69 kopii
HPV16, 5-14 kopii HPV16, 6- 2,75 kopii HPV16, SiHa

Vhodna kvalita a koncentrace DNA vSech viotkyla owtena za pomoci PCR
reakce detekujici GAPDH. VSech 59 vzbrgochazelo z hysterektomie, kterou pacientky
nepodstoupily z @lvodu neoplastickych zén (histologicky o¥teno). \€k pacientek se
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pohyboval od 35 do 80 let. DNA vSech vzibrkyla dostatéen¢ kvalitni, GAPDH bylo
detekovano u vSech 59 vzarkPCR detekci latentni formy HPV viru jsme aplikbvea 59
pacientskych vzork Jako pozitivni kontrola byl pouZit vzorek pacignt
s mikroinvazivnim SCC sitve potvrzenou HPV infekci. VSech 59 analyzovanyzbrki

bylo HPV negativni, nevykazovalo tedy Zadnéitgmnost latentniho HPV viru.

2.6. Diskuse

V nasem souboru 59 pacientskych viopgochéazejicich od asymptomatickych Zen
sttedniho a vy3Sihoéku se nepoddo detekovat latentni HPV infekci (vice neZz 3 kopi
HPV na 40 ng DNA izolované z cervikalniho epitelu).

V nami analyzované skuginpacientt nebyla potvrzena fiomnost latentni
(ani jiné) formy HPV viru. Vzhledem k malému qto analyzovanych pacientnelze
s jistotou tvrdit, Ze se latentni HPV infekce ské populaci nevyskytuje. Vysledek musi
byt verifikovdn na ¥tSim souboru pacieint Tato prace je jednim z prvnich vyzkéim
zabyvajicich fimo gitomnosti latentni formy HPV infekce v epitelu d&éni sliznice,
naprostéa #Sina studii se zabyvd pouzetitpmnosti produktivni HPV infekce
charakterizované vysokym @gem kopii genomu HPV n@pde Sanjosé, 2007Dosud
provedené studie zabyvajici se existenci HPV |ateseczarérovaly na populace Zen, které
proclaly HPV infekci, a po ufité dok® bez znamek infekce u nich byl HPV &p
detekovan. Opakovanou HPV pozitivitu @tihou intervalem HPV negativity ive
zpisobit reinfekce nebo reaktivace latentni infekceéktbré studie se zabyvaly skupinami
sexual® abstinujicich Zen, u nichZz byl vliv novych sexuéin partnet omezen,
ale pravdpodobre ne zcela eliminovan. 60 % sexudlrabstinujicich Zen tstalo
negativnich, ale Zeny s alegpdnim novym sexualnim partnerem byly ze 70 %¢nov
HPV pozitivni (Trottier et al., 2010). Pro studium HPV infekce dosud nebyly pouZzity
vzorky asymptomatickych Zen, v jejichz tkani by ssohl nachazet latentni virus.
V publikovanych pipadech pochézely vzorky z biopsii od Zen s pregnatii ¢i malignimi
zmegnami cervixu. Bhem potencialni latentni faze byly odebirany postg/ ze sliznice
s oduniielymi epitelialnimi bikami, které nijak nevypovidaji o0 moZn&tpmnosti nizkého
poctu kopii HPV (latentni infekce) ve spodnich vrstvdpitelu sliznicdde Sanjosé, 2007;
Gonzéles et al., 2010; Muioz et al2004; Stricker et al., 2005; Trottier et al., 20Q).
Existence latentni faze HPV a jeho nasledna reateivby vysetlovaly druhy pik HPV
prevalence u starsich zen (viz. Uvod). Nazory fisimu zvy3ené prevalence HPV infekce
u starSich Zen seaizni. \&tSina studii popisuje jako hlavniiginu pozdni HPV infekce
zmenu sexualniho chovani starSich Zen (silna asoci@a novymi sexualnimi partnery
a HPV incidenci). Reaktivace HPV infekce u stardeh s novym sexualnim partnerem je

nepravdpodobnd, novy sexudlni partner neni rizikovym fedo pro reaktivaci HPV
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infekce (de Sanjosé, 2007; Gonzalez et al., 2010; Trottiat al., 2010) Naopak #st
incidence HPV u Zen se stoupajicimtigon sexualnich partnirteorii reaktivace latentni
infekce nevylduje. DalSim faktorem zvySujicim prevalenci HPV jeizena imunitni
opowd’ in vitro na VLP HPV nebo mitogengde Sanjosé, 2007; Mufioz et al2004)
Nejpreswdivejsi informace o existenci HPV latence pochazeptaéii na HIV pozitivnich
pacientechStricker et al. detekoval novou HPV infekci u paciémio 18 ngsicni sexualni
abstinenci, vyskyt nové HPV infekce byl u HIV pdaitich pacientek vyssi nez u HIV
negativnich. Akutni HIV infekce vede kvelkému udhyt pangtovych T-lymfocyti
ve sliznici, coz mzZe vést k pechodu latentni HPV infekce v produktivni infekichunitni
systém ma kéiovou roli v zachovani papillomavirové infekce vddivém stadiu. V&Si
faktory jako pora#ni epitelu, hladiny hormannebo imunosuprese mohou vést k reaktivaci
infekce(Maglennon et al., 2011)

Studie zabyvajici se latentni HPV infekci by s#lynzantfit vyhradré na detekci
latentniho HPV v epitelu cervixu asymptomatickyan za potvrditéi vyvratit pravdivost
modeli HPV infekce vytvéenych na zékladzvirecich model (COPV, CRPV). Veskeré
dosud ziskanétitkazy o existenci latentni faze onkogennich lidskpeipillomavifi jsou
pouze nefimé. Cilem tohoto projektu bylo detekovat nizkycgtokopii HPV genomu
v epitelu cervikélni sliznice asymptomatickych martek, s normdlnim cytologickym
obrazem. U Zen #dniho a vySSiho&ku se da pedpokladat, Ze dhem svého Zivota
proclaly HPV infekci, kter4 nasle@gnmohla gejit v latentni infekci. U Zadného z 59
analyzovanych vzoik nebyl HPV virus detekovan. Soubor pacierttude roz&en
a vyzkum HPV latence bude dale probihatedpokladame, Ze budou nalezeni HPV
pozitivni pacientky, jez budou selektovani podlezipeity E4 proteinu na pacienty

s latentni formou infekce (E4 negativni) a produkitinfekci (E4 pozitivni).
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2.7. Zawr

Ze souboru 65 pacientskych tkani bylo vybrano 23nichZz byla nalezena
pritomnost CIN3 a/nebo cervikalniho karcinomu.ddhto tkani byla vySéena gitomnost
HPV16/18 infekce (HPV16/18 typizace) a forma vyskiPV viru (test E2 disrupce). Byla
optimalizovana imunohistochemicka detekce expré$®D1,DNMT3A, DNMT3B, EZH2
a WHSC1. Pacientské vzorky s prekancerotickymi ladnekanceréznimi zgmami
cervikalni tkag byly vySeteny na vSechny studované markery. U vSech epigdyeti
regulatofi byla pozorovana overexprese v CIN3 i nadorové itkddzhledem
k nedostaténému pdétu vySetenych pacierit nebyl nalezen vyznamny rozdil mezi expresi
v CIN3 ¢i nadorové tkani. Nicmén overexprese DNMT1 a DNMT3B byla vyssi
u integrované formy HPV16 v porovnani s pacientgpmsomalni formou HPV16, coz
patrré souvisi s agresivitou nadoru. Pro potvrzefieZitosti nalezenych zén je teba
provést analyzy na roZ8hém souboru pacientDalSi vyzkum by rél odhalit asociaci miry
exprese jednotlivych epigenetickych regulateragresivitou nadoréi odpowdi na I€bu a
metylatnim statutem vybranych gén

V druhém projektu jsme se snazili prokazat existéatentni faze Zivotniho cyklu
HPV napadajicich genitélie. Latentni virus by seél modle vyzkuni provedenych
na zvtecich modelech nachazet vikach bazalni vrstvy epitelu a to pouze v nizkértypo
kopii. Zadny z 59 pacientskych vzérlodebranych asymptomatickym Zenanedhiho
a vySsiho ¥ku nebyl HPV pozitivni. Lze tedy soudit, Ze se e forma genitalnich HPV
se v lidské populaci nevyskytuje. Nicn¥éedna se pouze o pilotni studii na velmi malém
souboru pacieft pro o¥ieni pravdivosti vysledku tohoto projektu jelta otestovat&Si
soubor pacientskych vzatrkitomnost latentni infekce by mohla zasaawlivnit ¢asnou
diagnostiku a tim prognézu pacientek s cervikalké@rcinomem. Studium Zivotniho cyklu
HPV a jeho vlivu na epigenetickou regulaci exprdagécénych geii je nezbytny
pro porozumini HPV indukované kancerogeneze, pro nadorovoundistiku a vyvoj

novych strategii by karcinomu cervixu.
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VIIl. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

ADA3

ADD
APC
Bak
Bcl-2
bp
BRCA1
BMI1
c-Myc

CBP
CBX4

CDC25A

CDK

CDK4
CDK6
CFS
CGIN
CIN
CIN1
CIN2
CIN3
CIS
COPV
CRPV
DAB
DNMT

DNMT1
DNMT3A
DNMT3B

adenosin deaminasa 3; ty@omplex modulujici transripci a je S@sti
HAT komplexi

PHD podobna doména interagujici s Lys nemedmgch histon
»<Adenomattous polipisis coli*; tumorsupresor

,Bcl-2 homologous antaginist/killer*; proapopitiy protein

.B-cell ymphoma 2“; proapoptoticky protein

.base pairs"; ptet nukleotidovych pdr

.Breast cancer 1“; tumorsupresor podilichaepravach DNA
»Polycomb ring finger oncogene*

transkrigni faktor; protoonkogen; vaze se do E-boxu a igige s
HATs

».CREB-binding protein®; transkrémi koaktivator

»,Chromobox homolog 4“; nehistonovy chromatigd@pG protein s E3
SUMO-protein ligasovou aktivitou

»Cell division cycle 25 homolog A*; fosfa@msezbytna pro aktivaci
CDK4 a CDK2; reguluje fechod z G1 do S faze hitmého cyklu
,Cyclin dependent kinase“; Ser/Thr protein lsaa regulator
bung¢ného cyklu

,Cyclin dependent kinase 4“; Ser/Thr proteindsa

,Cyclin dependent kinase 6“; Ser/Thr proteindsa

~,common fragile site”; oblagastych DNA zloni

~Cervical glandular intraepitelial neoplasia®

,,Cervical intraepithelial neoplasia“; EC: 3

lehk& dysplasie cervikalniho epitelu; EC: 3

stedni dysplasie cervikalniho epitelu; EC: 3

téZka dysplasie cervikalniho epitelu; EC: 3

,,carcinoman situ‘

,Canine Oral Papillomavirtis

,,Cottontail Rabbit Papillomavirus*”

diaminobenzidin

,,DNA metyltransferase”; transportuji metylavekupinu ze SAM na
cytosin v pozici 57; EC: 3.3.1.

udrZzovaci DNA metyltransferasa; EC: 3.3.1.

de novaDNA metyltransferasa; EC: 3.3.1.

de novaDNA metyltransferasa; EC: 3.3.1.
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DNMT3L
DPX

El

E2

E2F

E2F1

E4

ES

E6
EGAP
E7
EDTA
EED
EGFR

EV

ER
EZH2

FACT

FHIT

FRA3B
FRA8SC
FRA8D
GAPDH
H-E
HAT
HAUSP

enzymaticky neaktivni DNMT; stabilizuje DNMVBA
,,distyren/plasticizer/xylen®; montazni médiam syntetické pryskice
¢asny protein HPV; nezbytny pro replikaci HPV genoG: 2.1.1.
¢asny protein HPV; reguluje replikaci a transkripeu; EC: 2.1.1.
transkripni faktor interagujici s pRB; reguluje G1/S chedkpo
buns¢ného cyklu

transkripni faktor interagujici s pRB; reguluje G1/S chedkpo
burg¢ného cyklu

E1ME4 bicistronni transkript HPV; upiaje se pi uvolnéni viriona
z buaky; EC: 2.1.3.

¢asny HPV protein; sniZzuje Urovelegradace EGFR; EC: 2.1.3.
¢asny HPV onkoprotein; inaktivuje p53; EC: 2.1.2.

E6 asociovany protein; E3a ubiquitin-protéjiasa

¢asny HPV onkoproteinu; inaktivuje pR; EC: 2.1.2.

kyselina ehylendiamintetraoctova

~-Embryonic ectoderm development”; PcG protein

~Epidermal growth factor receptor”; dimernfdsginkinasovy receptor;
aktivuje MAP kinasovou signélni drahu

~Epidermodysplasia verruciformis“; geneticky poihéné kozZni
onemoceni zvysujici citlivost pacientana HPV5 a 8
endoplasmatické retikulum

.Enhancer of zeste homolog 2 histon N-lysmetyltransferasa,
souwést PRC2; EC: 3.3.2.

.Facilitates chromatin transcription“; hetenm@ricky proteinovy
komplex usnasiujici elongaci @ transkripci; ovliviuje RNA
polymerasu |

.Fragile histidine triad protein“; diadenosif’,5 - P1,P3-trifosfat
hydrolasa; tumorsupresorovy protein

CFS nachazejici se v blizkosti genu pro twmoresor FHIT; (3p14.2)
CFS nachazejici se v blizkosti genu pro pmkogen c-Myc; (8g24.1)
CFS nachazejici se v blizkosti genu pro mnakogen c-Myc; (8q24.3)
glyceraldehyd 3-fosfat dehydrogenasa; enziyhotyzy

Barveni hematoxylinem- eosinem

histon acyltransferasa

.Herpesvirus-associated ubiquitin-specificrotpase”; antagonista
Mdm2
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HDAC
hDLG

HIC1
HIV

HMT

hox

HOTAIR

HP1
HPV
HPV16E
HPV16l
hRas

hrHPV
HRPO
hScrible
hTERT

HSIL
IFN-o
IFN-B
IFN-y
l

IGF-2

IHC
IRF-3

JAK-STAT

JARID

histon deacetylasa

.Human disk large homolog 1 protein s DPZndmou, interaguje
s HPV E6 proteinem

~-Hypermethyled in cancer 1 protein®, tumorsegur
,Human immunodeficiency virus“, virus #gobujici progresivni
selh&ni imunitniho systému, napadd CD4+ T-lymfocyty

histon metyltransferasa

homeotické geny jsou vyznamné pro ontogeneticky bfgamalni)
vyvoj mnohobugénych organism

,HOX antisense integenic RNA"; ncRNA navidi PRC2 na cilovou
sekvenci pi umi¢eni hoxd klastru gen

»Histone-binding protein 1“

~-Human papillomavirus“; lidsky papillomavirus

Episomalni forma HPV16

Integrovanéa forma HPV16

.Harvey rat sarcoma viral oncogene homologTP@&sa; satast
signalni drahy aktivovandéstovym faktorem

high- risk HPV; kancerogenni lidsky papilloviras

.Horseradish peroxidase'feghnova peroxidasa

~-Human Scribbled homolog"; protein s PDafvénou; interaguje s E6
.Human telomerase reverse trancriptase”, I\Kat&& podjednotka
enzymu telomerasy

»High -grade squamous intaepithelial lesioBC: 3

.Interferon-alfa“; pyrogeni faktor

.interferon-beta“; antivirova aktivita

.interferon-gama"“; dimerni cytokin

invariantnifezec; chaperon MHGidy Il

.Insulin-like growth factor 2“, hormon strukiné podobny insulinu,
podporuje @st bthem thotenstvi

imunohistochemie

.interferon regulatory factor 3“, aktivatorahskripce IFNa a B a
dalSich interferony indukovanych gen

prenadé signadlu z extracelularniho prosturu do nky sloZzeny
Z receptoru; ,Janus kinase® (JAK) a ,Signal Trarestuand Activator
of Transcription“ (STAT)

,Lysine-specific demethylase®; histon demeasa
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JMJD3
L1
L2
LB

LDR
LCR

IrHPV

LSD1

LSD2

LSIL

MAGI-1

Mdm?2
MeCP

MGMT

MHC

MUPP-1

NC

ncRNA

NFX1-91

Notch

NSD

NSD1

NSD2

.Lysine-specific demethylase”; histon demasa

pozdni HPV protein; majoritni kapsidovy proteitC: 2.1.4.

pozdni HPV protein; minoritni kapsidovy proteC: 2.1.4.
Langerharsovy hiky; profesionalni antigenprezentujici by
dlazdicového epitelu

.Low-dose rate“; brachyradioterapie s nizkowkt#u radiacece

Jong control region; dlouha nekodujici oblastbsahujici ORI
a vazebna misti@ady transkripnich faktoti

low-risk HPV; lidsky papillomavirus Zgobujici bradavice a benigni
leze

.Lysine-specific histone demetylase 1“

.Lysine-specific histone demetylase 2“

.Low-grade squamous intaepithelial lessionC:E3.
.Membrane-associated guanylate kinase“, grots PDZ doménou,
interaguje s E6

E3 ubiquitin ligasa, negativni regulator tusugpresoru p53
.Methyl-CpG-binding protein“, vazbou na metydmé CpG ireprimuji
transkripci

,O°-methylguanine DNA methyltransferase*; opravuje
O°-methylguanine kancerogennich lézi DNAigpbenych alkyknimi
mutageny

.Major histocompatibility comlex”, komplexy spstedkovavajici
interakci leukocyi

~Multiple PDZ domain protein“, protein s DR#Ibménou, interaguje
s E6

negativni kontrola

».Non-coding RNA*

.Nuclear transcription factor X-box bindinY’, represor promotoru
genu pro hTERT

transmembranovy protein s EGF opakovanitastini se intercelularni
komunikace bugk

.Nuclear receptor binding SET domain“; histogsih N-metyl
transferasa; EC: 3.3.3.

.Nuclear receptor binding SET domain 1% histdysin N-metyl
transferasa; EC: 3.3.3.

-Nuclear receptor binding SET domain 2“; MMSBWVHSC1,; histon
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NSD3

pl4ARF

plsNK4b

plsNK4A
p21WAF1/CIPJ

p27

p38

p53

p97
pl107
p130
p300
p670
PAE
PAL
PBS
PcG

PCNA

PDZ

PHD

PML
PML-RARa

lysin N-metyl transferasa; EC: 3.3.3.

.Nuclear receptor binding SET domain 3“; WH&C] histon lysin
N-metyl transferasa; EC: 3.3.3.

produkt alternativnihéteciho ramce genu pro CDKN2A, inhibitor
mdm2 (inhibitro p53), reguluje baény cyklus

CDKNZ2B; ,Cyclin-dependent kinase inhibitor 2B*; iittuje CDK4/6
CDKN2A; ,Cyclin-dependent kinase inhibitor 2A"; iflluje CDK4/6
»Cyclin-dependent kinase inhibitot; jeho exprese je regulovana p53;
reguluje G1/S checkpoint bégného cyklu

DDKN1B; ,Cyclin-dependent kinase inhibitor 1Bhrani aktivaci
CDK nezbytnych pro gichod butky G1 fazi buséného cyklu

,P38 mitogen-activated protein kinases"; MAPndsa podili se
na signalni kaskadaktivované cytokiny a biinym stresem
transkripni  faktor, tumorsupresorovy protein, reguluje G1/S
checkpoint bu&ného cyklu

¢asny promotor HPV

RBLP1; ,Retinoblastoma-like protein 1%, tumapsesor

RBLP2; ,Retinoblastoma-like protein 2, tumapsesor

transkripni koaktivator, inaktivovany E6

pozdni promotor HPV

¢asné polyadenytai misto HPV genomu

pozdni polyadenytai misto HPV genomu

»S0dium perborate buffer”

.Polycomb-group family“, PcG proteiny secadtni remodelace
chromatinu, epigenetického uwalvani ge; EC: 3.3.2.

.Proliferating cell nuclear antigen“, faktorrqgeevity 6 DNA
polymerasy

strukturni doména transmemranovych prdéteiazbytna pro intrakci s
cytoskeletem a pro tvorbu signélnich komjlex

.Plant homeo domain“; doména interagujici s Lyetylovanymi
histony

~Promyeloic leucemia protein®; transkipi faktor a tumorsupresor
.Promyeloic leucemia protein“- ,Retinoic acid rgter o“; fuzni
protein charakteristicky pro akutni promyeloidnukémii; PML je
transkrigni faktor a tumorsupresor; RAR je jaderny receptor

aktivovany retinoovou kyselinou s funkci transkrifho regulatoru
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PLZF-RARx

pRB
PRC
PRE

ORF
ORI
RASSF1A

RAR

RbApP46
RbAp48
RING1
SAM
scc
SFRP1

SFRP4

SNAIL1
SPI
SuUv

SUzZ12
TAP1

TBE
TBST
TEA
TF
TLR

»Zinc finger and BTB domain-containing protein 1gRetinoic acid
receptor o; fazni protein charakteristicky pro akutni pronuoidni
leukémii; PLZF je regulator bétného cyklu; RAR je jaderny
receptor aktivovany retinoovou kyselinou s funkeanskrigniho
regulétoru

.Retinoblastoma protein“; E2F vazebny pockett@in; tumorsupresor
»Polycomb repressive complex”; podili se netieaci gerit
.Polycomb repressive element’, reguia sekvence v oblasti
promotoru genu

»0pen reading frame*“, otganydéteci ramec

,Origin of replication®; pgatek replikace

.Ras associated domain-containing protéjrtuinorsupresor, dastni
se oprav DNA

.Retionoic acid receptor®; jaderny receptor d&lsy retinoové;
regulator transkripce

.Retinoblastoma-associated protein 46'hgkaipsni represor
.Retinoblastoma-associated protein 48'hgkaipsni represor

E3 ubiquitin ligasa; podjednotka komplexu ARC

S-adenosyl methyonin; koenzym metyltransferas

~Squamous cell carcinoma*; EC: 3.

.Secreted frizzled-related protein 1 tumeresor, negativni
regulator Wnt signdélni drahy

.Secreted frizzled-related protein 5% tumeresor, negativni
regulator Wnt signdélni drahy

»Snail 1 zinc finger protein®; onkogeni trskripcni faktor

transkripni aktivator, vaze se do LCR HPV genomu

~Suppressor of variegation”, tumorsupresor, ategi regulator Wnt
signalni drahy

~Suppressor of zeste 12", CpG protein

»Antigen peptide transporter 1% ABC transgortdegradovanych
cytosolovych peptitido ER

Tris/Borate/EDTA pufr

Tris-Buffered Saline/Tween 20 pufr

Tris/Acetate/EDTA pufr

transkrigni faktor

.Toll-like  receptor’; receptor stromdlni dentitcké buiky
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TMC6

TMC8

TNF-a

UHRF1

UTR

UTX

v-ATPasa
VLP

WHSC1
XIST

rozpoznavajici HPV

.rransmembrane channel-like 6 integralni nieé&movy protein
endoplasmatického retikula; jeho gen byva mutovengnemocuni
epidermodysplasia verruciformis

.rransmembrane channel-like 6 integralni nieé&movy protein
endoplasmatického retikula; jeho gen byva mutovengnemocuni
epidermodysplasia verruciformis

»rumor necrosis factor-alfa“; cytokin

»Ubiquitin-like, containing PHD and RING fieg domains 1%
E3 ubiquitin ligasa a DNA vazebnou doménou

.untranslated region“, mRNA sekvence za netedkddujici sekvenci
genu
,Ubiquitously transcribed tetratricopeptide eg, X chromosome®;
histon demetylasa

protonové vakuolarni pumpa; zajjé acidifikaci endosomu
.Virus-like particles”; viralni kapsid tv@ny L1, vyvolava imunitni
odpowd’

také NSD2; histon N-lysin metyl transferds@; 3.3.3.
.X-inactive specific transcript’; RNA transkript aktivujici X

chromosom
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IX. PRILOHY
Priloha 1: tabulka vysledi&k imunohistochemie u &kterych vzork obsahujicich CIN3
a/nador

DNMI1 DNMI3A DNMI3B WHSC1 EZH2 |DNMI'1 DNMI3A DNMI3B WHSCl1 EZH2
1 249 80 54
2 60 20 282 20
3 206 5 15
4 300 95 110
5| 273 112 163 190 273 112 0 187
6 233 180 1
7 240 0 60
8 188 270 60 189
9 | 290 0 109 0
10 250 50
11| 245 0 85 105 300 120 100 160 270
12| 290 15 70 180 50 5 90
13
14| 250 210 280 200 130
15 160 140 290 45 105 300
16 300 172 180
17 119 5
18| 110 148
19| 60 45 45 196 0 215
20 165 0 180
21
22 255 0 300
23
24 267 255 150 230
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Priloha 2 Tabulka vysledk HPV typizace a weni formy HPV podle fragmentace genu
pro E2, E-episomalni, I- integrovany, 1- pozitivei,negativni

HPV16 E2fr.1 E2fr.2 E2fr.3 E2fr.4 E2fr.5 HPV18 E2fr.1 E2fr.2 E2fr.3 E2fr4

I 0 0 0 0 0 0
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