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Abstrakt:

Cervikalny karciném (CCa) je spésobeny perzistentnou infekciou vysokorizikovych
l[udskych papilomavirusov (hrHPV). Novo navrhnuté detekéné systémy boli
testované na 40 vzorkach, uktorych bola opakovanou analyzou potvrdena
pritomnost HPV33 v 95 %. U 57 vzorkach bola opakovanou detekciou potvrdena
HPV51 v 98,3 % PCR.
Genotypizacia v8etkych cervikalnych a cerviko-vaginalnych sterov bola prevedena

pritomnost prostrednictvom multiplex real-time
prostrednictvom PapilloCheck® HPV-Screening (Greiner Bio-One). Analytické
parametre ziskané zdat vyhodnotili 95% senzitivitu pre HPV33 a 98,2%
pre HPV51. Specificita pre obidva genotypy bola 100 %. Detekéné systémy
umoznili analyzovat v multiplexu az 4 koépie/reakciu u HPV33. Boli schopné
detekovat’ integrovanu (I) a zmieSanu (Z) formu HPV, ktoré predstavuju zvySené
riziko vzniku cervikalnych intraepiteliarnych lézii s naslednou progresiou do CCa.
| forma bola zistena v67,5% a Z v 20 % vzoriek u HPV33. V pripade HPV51
nebola detekovana ani jedna z nich.
len na hrHPV HPV33 a HPV51,

v minimalnom mnozstve. Tieto testy by boli vhodné pre dalSi vyskum inych hrHPV.

Detekéné systémy boli aplikované
ktoré su v Ceskej populacii zastupené
Zaroven by bolo potrebné vySetrit omnoho vacsie mnozstvo vzoriek u zien nad 30
rokov, aby boli navrhnuté detekéné systémy zvazované na screening HPV.
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Cervical carcinoma (CCa) is caused by a persistent infection of high-risk human
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1 UVOD A CIELE PRACE

Onkogénne ludské papilomavirusy spdsobuju celosvetovo Stvrty najCastejSi typ
rakoviny u zien — cervikalny karcindbm. Kazdy rok pribudne priblizne 530 tisic
novych pripadov a 270 tisic Zien na toto onemocnenie umiera. K priblizne 85 %
umrti na cervikalny karcinom dochadza v rozvojovych krajinach, najma v Strednej
a Juznej Amerike, Karibiku, v subsaharskej Afrike a juznej Azii (Small et al., 2017).
V Ceskej republike je diagnostikovanych 1 016 pripadov roéne a 315 Zien na toto
ochorenie umiera (Bruni et al., 2017).

Medzi ciele diplomovej prace patrilo vypracovanie literarnej reSerse na tému
metody detekcie fudského papilomavirusu so zameranim na rozliSenie Zien
s vysokym rizikom vzniku cervikalného karcinomu a zien s tranzientnou HPV
infekciou. Na podrobnejSie informacie o taxondémii, organizacii genomu a jeho
samotnej integracii do fudského genému je zamerana bakalarska praca: Formy
HPV infekcie u Zien s rizikom cervikalneho karcindbmu. Upriamena pozornost bola
na prevalenciu/incidenciu, rizikové faktory, samotnu prevenciu a rozliSenie
cervikalnych prekarcer6z podla cytologického a histologického vySetrenia.
Jednotlivé podkapitoly nacrtli priebeh screening-u v jednotlivych Statoch Eurdpy
a moznosti detekcie HPV (Martinkova, 2016), ktoré su blizSie popisané
v predloZenej diplomovej praci.

Experimentalna Cast spocCivala v navrhnuti primerov a préb pre E2 a E6 gény
HPV33 a HPV51 pre detekciu tychto genotypov pomocou multiplex real-time PCR.
Najprv bola overena funkénost detekénych systémov na troch HPV33 a HPV51
pozitivnych vzorkach. Potom bola vyluéena krizova reaktivita s dalSimi HPV
genotypmi so stanovenim limitu detekcie testov. Nasledne boli nové detekéné
systémy pouzité k vySetreniu vSetkych dostupnych HPV33 a HPV51 pozitivhych
vzoriek. Zo ziskanych dat bola vypoclitana senzitivita a Specificita novo

navrhnutych detekénych metdd.



2 LUDSKY PAPILOMAVIRUS

Ludsky papilomavirus (HPV; human papillomavirus) bol identifikovany ako hlavny
etiologicky faktor vzniku cervikalneho karcindbmu (CCa; cervical cancer). Je
schopny infikovat epidermalne alebo mukdzne epiteliarne bunky, ktoré umoznuju
proliferaciu buniek (zur Hausen, 2002). Tento pomerne maly, neobaleny virus
tvaru ikosaedralnej kapsidy s priemerom 55nm je zaradeny do Celade
Papillomaviridiae, ktora predstavuje velmi heterogénnu skupinu s viac ako 200
druhmi HPV virusov. Klasifikuju sa podfa onkogénneho potencialu na vysoko-
(hrHPV) a nizkorizikové typy (IrHPV; tab. 1) (Burd, 2003; Mufoz et al., 2003).
HrHPV genotypy ako HPV16 a 18 su spojené so vznikom cervikalnych
intraepiteliarnych lézii (CIN), CCa okrem toho i karcinbmu vulvy, vaginy, penisu,
konec€niku, pokozky, ustnej dutiny, orofarynxu a larynxu (Ondryasova et al., 2013).
LrHPV typy ako HPV6 a 11 su spaté s vznikom genitalnych bradavic (kondylémy),
rekurentnou respiracnou papilomatézou a léziami nizSich §&tadii CIN (Trottier
& Franco, 2006; Omland et al., 2014).

Tab. 1: Klasifikacia HPV podfa onkogénneho potencialu (svet).

klasifikacia HPV podtyp
onkogénne (hrHPV) 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68, 73, 82
pravdepodobne onkogénne HPV 26, 53, 66
neonkogénne (IrHPV) 6, 11, 40, 42, 43, 44,54, 61, 70, 72, 81, CP6108
HPV s neurcitym rizikom 34, 57, 83

(prevzaté z OndryaSova et al., 2013)

HPV16 a HPV18 sa vyskytuju v najvacSom zastupeni spomedzi vSetkych
HPV. Celosvetova prevalencia je zostupne v poradi HPV16 (55,1 %), HPV18
(14,3 %), HPV45 (5 %), HPV33 (4,2 %), HPV58 (3,9 %), HPV31 (3,5 %), HPV52
(3,5 %), HPV35 (1,7 %), HPV39 (1,5 %) a HPV59 (1,4 %) (Kim & Kim, 2017). Ich
vyskyt v Ceskej republike sa v porovnani so svetom prili§ nelidi (Obr. 1), najma
u vysokorizikovych HPV16 (68,5 %) a HPV18 (10,7 %). NajvySSia prevalencia
hrHPV 37 % je uz Zien vo veku do 25 rokov. So zvySujucim sa vekom nad 61
rokov dochadza k zniZeniu prevalencie na 9 %. PredloZzena praca je zamerana
na dva hrHPV: HPV33 a HPV51. Prevalencia HPV33 je v Ceskej republike 8,1 %
(5,2-12,5 %), HPV51 0,0 % (0,0-0,7 %) (Bruni et al., 2017; Tachezy et al., 2013).



Gendm virusu pozostava z jedinej molekuly DNA (7 900 bp), ulozené
v kapside, kondenzované vdaka interakciam s proteinmi podobnym histbnom.
HPV gendm moézeme rozdelit do troch oblasti. Nekédujuca dlha kontrolna
oblast’ (LCR; long control region) o velkosti 400-1 000 bp, zloZzena zo skorého
promotoru p97, zosilhovacov a tlimiacich sekvencii. Reguluju replikaciu DNA
riadenim transkripcie otvoreného cCitacieho ramca (ORF; open reading frame).
Prave v tejto oblasti dochadza k najvacSiemu poc¢tu zmien v HPV genéme. Skora
oblast ORF tvorena génmi E1, E2, E4, E5, E6 a E7 zabezpecuje virusovu

replikaciu a onkogenicitu. Neskora oblast ORF obsahuje gény kddujuce

Strukturne proteiny L1 a L2 (Burd, 2003).

Mormalna cytologia L-SIL/CINL
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Obr. 1: Prevalencia (v %) desiatich najviac sa vyskytujucich hrHPV v Ceskej republike. Porovnanie
prevalencie hrHPV u Zien s normalnou cytoldgiou (bez nalezu zmien) a s postupnou progresiou
onemocnenia. Vysvetlenie skratiek podfa cytologického vySetrenia: CIN1-3 (cervikalne
intraepiteliarne neoplazie 1. az 3. stupna, CIS (karcindm in situ); podla histologického vySetrenia:
L-SIL (fahké Stadium dlazdicovej intraepiteliarnej lézie), H-SIL (tazké Stadium dlazdicovej

intraepiteliarnej lézie) (prevzaté a upravené z Bruni et al., 2017).



3 VZNIK A VYVOJ CERVIKALNEHO KARCINOMU

Za samotnym pociatkom vzniku CCa stoji pretrvavajuca HPV infekcia. Replikacny
cyklus HPV zacina vstupom virusu do bazalnych buniek epitelu (stratum
germinativum) hostitelského organizmu (Burd, 2003). Prienik virusu je umozneny
pomocou proteoglykanového receptoru heparan sulfatu na bunkovom povrchu
(Giroglou et al.,, 2001; Fisher, 2015). Pri perzistentnej infekcii dochadza
k integracii HPV v rizikovych oblastiach chromozomovych translokacii, ale aj
v transkripCne aktivnych oblastiach hostitefského gendému. Virus takto ovplyvni
expresiu vlastnych génov aj génov hostitelského organizmu (Schmitz et al., 2012).
Integrovana forma bola detekovana vo viac ako 80 % HPV pozitivnych vzoriek
CCa (McBride & Warburton, 2017).

Virusové regulacné gény E1 a E2 podporuju pociato¢nu replikaciu viralnej
HPV DNA vo forme extrachromozomalneho epizdmu o nizkom pocte Kkopii
cca 50 -300 koépii na bunku (Obr. 2). Vtejto faze sa HPV gendm rozdeli
do dcérskych buniek, kde uz dochadza k replikacii vysokého mnozstva virusovych
Castic s postupnym diferencovanim do vysSich vrstiev epitelu. Virusové Castice
sa hromadia v jadre. Kompletné viriony sa uvolnia z odumretych buniek hornej
vrstvy epitelu (Obr. 3) (McBride & Warburton, 2017; Shanmugasundaram & You,
2017; Burd, 2003).

V pripade genitalnych bradavic je replikacia spojena s proliferaciou
vo vSetkych vrstvach epitelu okrem bazalnej vrstvy. Bunecna proliferacia
v bazalnej vrstve vedie ku genodmovej nestabilite a malignej transformacii
smerujucej k viacstupfiovému procesu vzniku CCa. Progresia do tohto Stadia trva
10 az 20 rokov (Burd, 2003).

Pri procese integracie dochadza k naru$eniu funkcie a eliminacia expresie
génu E2 skorej oblasti ORF, ktora vedie k nadmernej regulacii a expresii
onkoproteinov E6 a E7. Tieto onkoproteiny deaktivuju tumorsupresorové proteiny
p53 (tumorsupresorovy protein) a pRB (retinoblastomovy protein) s naslednou
stratou kontroly nad buneénym cyklom (BC) (Vega-Pefa et al., 2013;
Shanmugasundaram & You, 2017). Onkoprotein E6 spb6sobuje degradaciu p53,
ktory v pripade poSkodenia DNA zastavuje bunku v G1 faze. Onkoprotein E7
interaguje s defosforylovanou formou pRB, ktora vznika v priebehu anafazy.
NaruSuje vzajomné poOsobenie medzi pRB s transkripénym faktorom E2F-1.
Nasledkom je uvolnenie E2F-1 a transkripcia génov, ktorych produkty su potrebné

na vstup bunky do dalSej fazy BC. Onkoproteiny E6 a E7 indukuju deaktivaciu
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tumorsupresorov pRB a p53 pomocou ubiquitin ligazy. Medzi dalSimi désledkami
expresie onkoproteinov je udrziavanie proliferacnej aktivity, vyhnutie sa rastovym
supresorom a indukcia angiogenézy. HrHPV onkoproteiny E6 a E7 maju vySSiu
afinitu k p53 a pRB v porovnani s IrHPV, zapriCinia tak vacsie a rozsiahlejSie
poSkodenia DNA, ktoré uz nie je mozné opravit (Burd, 2003; Durzynska et al.,
2017).

epizomalna forma

integrovana forma

»
>
L
.

hast p{A)

Obr. 2: Porovnanie cirkularneho HPV gendému (epizomalna forma) s HPV genémom po integracii
do ludskej DNA. (Vlavo) kompletny HPV genédm so vSetkymi tromi funkénymi oblastami (viz. 2.
kapitola). Epizomalna forma HPV DNA je detekovana prevazne u tranzientnej/prechodnej HPV
infekcie a L-SIL. (Vpravo) su znazornené dva mozné typy integracie HPV do fudského genému.
Po integracii virusu su mozné 2 formy integrovania: typ 1 s jednou képiou HPV DNA atyp 2
s integraciou pocetnejsich kopii virusovej DNA. U typu 1 dochadza k integracii jednej képie HPV
genomu. Tento typ vykazuje aktivnhu expresiu onkoproteinov E6 a E7 prostrednictvom stabilnejSich
transkriptov, naruSenim regulaéného ORF aktivitou E2 génu. U typu 2 je do ludského genému
integrovana viac nez jedna kopia HPV gendmu. VSetky képie az na poslednu kopiu na 3' konci
konkatemeru (dlha kontinualna DNA molekula o vysokom obsahu képii) maju hypermetylovanu
LCR asu teda expresne neaktivne. Vyskytuje sa najma v spojitosti s H-SIL a CCa (prevzaté

a upravené z Durzynska et al., 2017).

CCa je vysledkom progresie cervikalnych intraepiteliarnych 1ézii (CIN1, 2 a 3)
(Obr. 3). CIN1 indikuje sexualne prenosnu hrHPV infekciu, zatial o dalSie 2 Stadia
su skutoénym prekurzorom CCa. Pravdepodobnost’ progresie medzi CIN1 v CIN2
je 1 %, pricom riziko progresie z CIN2 do CIN3 je 16 % v priebehu 2 rokov a 25 %
v priebehu 5 rokov (Burd, 2003). VacSina HPV infekcii je asymptomaticka
a prechodna (70-90 %), organizmus sa s nimi spontanne vysporiada do 1-2 rokov
(Kim & Kim, 2017). Napriek tomu 10-20 % HPV infekcii je perzistentnych, ktoré
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mobzu viest k vzniku CIN lézii s pripadnou progresiou v rézne typy rakoviny
(Shanmugasundaram & You, 2017). Na vzniku CCa sa podielaju aj iné faktory:
fajCenie cigariet, dlhodobé uzivanie hormonalnej antikoncepcie, koinfekcie
s virusom herpes simplex typu 2 alebo virusom fudskej imunodeficiencie (HIV)
(Small et al., 2017). V¢asna detekcia HPV a nasledna lie€ba mbzZe zabranit vzniku
tohto ochorenia (Burd, 2003).

Normalny cervix Skvamézna intraepitelidina lézia Invazivny karciném
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Obr. 3: Progresia HPV infekcie do cervikalneho karcindbmu. Po infekcii HPV sa virus dostava
k bazalnym bunkam cervikalneho epitelu, kde su exprimované skoré HPV gény a replikuje
sa epizomalna forma HPV DNA (fialové jadra). Po odumreti buniek v hornej vrstve epitelu
dochadza k uvolneniu viriénov iniciujucich novu infekciu. Progresia CIN do invazivneho karcindmu
je zapri€ineny integraciou HPV gendmu do hostitelskych chromozémov (Cervené jadra) suvisiace
so stratou/narudenim funkcie génu E2, ktory reguluje expresiu onkoproteinov E6 a E7 (prevzaté
Z https://www.alphamedical.sk/files/styles/content_image_centered/public/2016_01_onkogenne_vir
usy-obrl.jpg?itok=yolDYWb6, stiahnuté 27.10.2017; Woodman et al., 2007).
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4 SUCASNE PRISTUPY DIAGNOSTIKY

Vyznam detekcie a diagnostiky HPV smeruju k velkému pokroku v primarnej
a sekundarnej prevencii vzniku CCa. Primarna prevencia zahriiuje vyvin vakcin
zameranych na najrozSirenejSie hrHPV (Wentzensen et al., 2016). Profylaktické
vakciny Silgard/Gardasil® (Merck, Sharp & Dohme) a Cervarix® (GlaxoSmithKline)
dokazali za posledné desatrolie vyrazne znizit vyskyt CCa (Shanmugasundaram
& You, 2017). Stvorvalentna vakcina Silgard je zamerana proti HPV6, 11, 16 a 18
a vakcina Cervarix proti HPV16 a 18. Obidve obsahuju neinfekéné kapsidové
proteiny (virusu podobné Castice), ktoré chrania len proti vakcinarnym HPV
genotypom (Stillo et al., 2015; Markowitz et al., 2007). Nedavno bola na trh
uvedena novalentna vakcina Gardasil® 9 proti 7 hrHPV (16, 18, 31, 33, 45 a 58)
zodpovedajucim za 90 % CCa a 2 IrHPV (6, 11) spésobujuce 75-90 % genitalnych
bradavic (Joura et al., 2015; Yanofsky et al., 2012).

Sekundarna prevencia CCa zahriiuje screening prostrednictvom
cytologického vySetrenia (Pap test, Papanicolaou test) a detekcie HPV testami.
Spociatku boli testy detekujuce HPV DNA alebo RNA schvalené na testovanie
pripadov len s cytologickym nalezom: atypickych dlazdicovych buniek nejasného
vyznamu (ASC-US). Prelom nastal v USA v aprili 2014, kde bol cobas® 4800 HPV
Test schvaleny Uradom pre kontrolu potravin a liegiv (FDA; the US Food and Drug
Administration) pre primarny screening HPV Zien = 30 rokov (Wentzensen et al.,
2016; ACS, Simon, 2014).

V Ceskej republike je screening zalozeny na Pap teste doplnenym HPV
diagnostikou len v pripade ASC-US (cca 4 %) (OndryasSova et al., 2013). Vramci
prevencie je predovSetkym mladym Zenam doporucené oCkovanie a pravidelna
uCast na cervikalnom screening-u raz roCne. Z ddévodu nizkej ucCasti Zien
na cervikalnom screening-u zacali zdravotné poistovne od roku 2014 adresne
pozyvat Zeny, ktoré sa nezUgastnili pravidelnych prehliadok. Zial, ani to neviedlo
k uspednej organizovanej ucasti, ktora je v sucasnosti len okolo 50 % (Slama,
2017; Tachezy et al., 2013). DalSie mozZnosti pre Zeny nezudastiiujuce
sa screening-u je zakupenie HPV vySetrenia prostrednictvom samoodberovej sady
Evalyn® brush (Rovers medical) v hodnote 1 199K&/45 € (van Baars et al., 2012;
http://www.vyzkumrakoviny.cz/produkt/samoodberovy-hpv-test/).

V sucasnosti sa v praxi vyuzivaju tri alternativy screening-u CCa: cytologicky
screening, detekcia HPV testami, pripadne paralelné pouzitie cytologie a HPV

diagnostiky (co-testovanie) (Wentzensen et. al., 2016).
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4.1 Cytologické vySetrenie

Cytologické vySetrenie je najpouzivanejSia metdda zaloZzena na morfologickom
hodnoteni exfoliovanych buniek zo steru kréka maternice (tab. 2). Pomocou Pap
testu odliSuje bunkové zmeny typické pre CIN alebo malignitu od vzoriek
bez morfologickych zmien. AvSak niektoré cytologické abnormality byvaju
nejednoznacné — ASC US, ASC-H (Markowitz et al., 2007). Uplatnenim v praxi
doSlo k podstatnému zniZeniu vyskytu CCa, najma v krajinach s organizovanym
screening-om (Koliopoulos et al., 2017; Wentzensen et al., 2016).

V Europe byvaju zeny vo veku 21-65 rokov pozyvané na testovanie kazdé 3
roky, v pripade Ceskej republiky je to raz roéne (Sadovsky, 2014; Ondryasova et
al., 2013). Roc¢ny interval nie je doporu€eny ako navrh organizovaného screeningu
vSetkych krajin Eurdpy, neprinasSa vacsiu vyhodu znizZenia rizika. Naopak zvysuje
finanné naklady snim spojené (Sadovsky, 2014). NajidealnejSi navrh
cytologického screening-u by bol odporucany kazdé 3 roky a zapocal by uz od 21
roku (Hoste et al., 2013). U Zien starSich ako 30 rokov je doporuc¢ené spolo¢né
testovanie s HPV diagnostikou (ACOG, 2012).

Tab. 2: Cytologicka a histologicka klasifikacia cervikalnych prekarceroz.

Cytologicka klasifikacia Histologicka klasifikacia
(pre screening) (pre diagnostiku)
klasifikacia podla
Pap test Bethesda system CIN
WHO
trieda 1. normalne atypické normalne
ASC-US, ASC-H atypické atypické
trieda Il. CIN1 zahrriujuca )
L-SIL koilocyt6za
ploché kondylomy
) H-SIL CIN2 mierna dysplazia
trieda Il1.
H-SIL CIN3 zavazna dysplazia
karcindm in situ
trieda IV. H-SIL CIN3
(CIS)
trieda V. invazivny karciném invazivny karcindm invazivny karcinébm

(prevzaté a upravené z WHO, 2014)

* vysvetlenie skratiek: ASC-US: atypické dlazdicové bunky nejasného vyznamu; ASC-H: atypické
dlazdicové bunky nevylu€ujuce pritomnost' H-SIL; CIN: cervikalna intraepiteliarna neoplazia; L-SIL:
lahké stadium dlazdicovej intraepiteliarnej lézie; H-SIL: tazké Stadium dlazdicovej intraepiteliarnej
lézie (WHO, World Health Organization, 2014).
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Cytologické vySetrenie dosahuje vysoku Specificitu (SP) 98-99 %, pre ASC-
US a horsie 96,8 %, pre L-SIL a horsie 98,8 %. Naopak dosahuje nizku senzitivitu
(SE) len okolo 60-75 %, pre ASC-US len okolo 53,7 %, ktora vedie k zvySenému
mnozstvu faloSne negativnych vzoriek (FN) a neschopnosti zachytit vacésinu
prekarceroznych 1ézii. Nizka SE jedného vySetrenia je obzvlast problém u Zien,
ktoré nenavstevuju pravidelne gynekologické prehliadky (WHO, 2002; Agorastos
et al., 2015; Turyna et al., 2010; Valentine et al., 2016).

HPV pozitivne vzorky s ASC-US tvoria vacsinu abnormalnej cytoldgie,
predstavuju bunkové zmeny, ktoré ale nemusia byt spojené s CIN. Napriek tomu
su vystavené zvySenému riziku vzniku H-SIL/CCa anemaju byt umiestnené
do pravidelnych screening-ovych intervalov. V pripade ASC-US je doporucené
podstupenie HPV testovania (Obr. 4). Nie je efektivne aby Zeny s ASC-US hned
podstupovali kolposkopiu, len kvéli zvySenému riziku, bez dalSieho testovania
(Schmitt et al., 2006; Wentzensen et. al., 2016; Ondryasova et al., 2013).

4 LSILH-SIL —— Kolposkopia /,.r Kolposkopia

A
- Pozitine na HPV/
-

_______ ,-"H

Cytolégia {—> ASCUS — > | HPVitest | <
N\ T ™ negatime na HPV

negatine na HPY ——  pravidelny screening b pravidelny screening

Obr. 4: Screening-ovy algoritmus schvaleny v Ceskej republike a aplikovany v praxi. Pacientky
negativne na HPV sa vratia k pravidelnému screening-u raz roéne. Zeny s L-SIL/H-SIL st odvolané
na kolposkopiu, zeny s ASC-US su podrobené HPV testovaniu. V pripade pozitivity su odvolané
na kolposkopiu, pri negativnom vysledku su zaradené do pravidelnych screening-ovych prehliadok
(prevzaté a upravené z Cox et al., 2013, stiahnuté 15.4.2018).

4.2 Co- testovanie

Spolo¢né (co-) testovanie spocivajuce v kombinacii HPV DNA s Pap testom
je odporucané zenam vo veku 30-65 rokov (ACOG, 2012). Rdzne publikacie
podporuju skuto€nost, Zze vysledok 2 nezavislych testov poskytuje vacsiu ochranu
pred CCa ako jeden. HPV DNA testy ponukaju vysSSiu citlivost a cytoldgia
zas Specifickost, ich kombinacia by bola v screening-ovom algoritme

najidedlnejSia a najbezpeénejsia (Valentine et al., 2016). Zeny by tak boli
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testované kazdych 5 rokov v pripade negativheho HPV testu i cytologie (Cox et
al., 2013). V suCasnej dobe cena nakladov na HPV testy dramaticky klesla
na uroven cytologickych vySetreni, napriek tomu pouzitie obidvoch metdod by
zvysSilo finan¢né naklady (Koliopoulos et al., 2017).

Podla Americkej spolocnosti pre vyskum rakoviny (ACS; American Cancer
Society) je spolotné testovanie zbyto¢né aviac by preferovala len HPV
testovanie. Na zaklade tychto dékazov by mala byt upriamena pozornost’ prave
na HPV testovanie ako hlavny primarny screening HPV (Dijkstra et al., 2014)
v kombinacii s tzv. triazovymi testami, ktoré by boli schopné rozlisit zeny hrHPV+

s vysokym rizikom vzniku CCa (Valentine et al., 2016).

4.3 Metody detekcie HPV

Klinicky validované HPV DNA/RNA testy su vyhodné pre diagnostiku hrHPV. Ich
vysoka citlivosti (az 100 %) (WHO, 2002) ma hlavny vplyv na prediZenie intervalov
screening-u oproti cytologii (Hoste et al., 2013). Podla Ronco et al., 2014 Styri
eurdpske Studie Swedescreen (Svédsko), POBOSCAM (Holandsko), ARTISTIC
(Anglicko) a NTCC (Taliansko) potvrdili nizSi vyskyt CCa po 5-tich rokoch
po negativnom HPV teste v porovnani s cytolégiou po 3 rokoch. HPV screening
po 5-tich rokoch by tak mohol znizit pocCet kolposkopickych vySetreni s biopsiou
a zaroven by sa zniZili financné naklady (Naucler et al., 2007; Bulkmans et al.,
2007; Kitchener et al., 2009; Ronco et al., 2010). Studia od Berkhof et al. uviedla
moznost prediZenia HPV testovania aZ na 6-8 rokov, bez zvy$eného rizika vzniku
CCa, ale len pre hrHPV negativne vzorky. HrHPV pozitivne zeny s normalnou
cytolégiou maju 5,2% riziko vzniku CIN3+, prili§ vysoké na oddialenie sledovania
na 3-5 rokov, ale naopak prili§ nizke na podstupenie okamzitej kolposkopie
(Dijkstra et al., 2014).

HPV testy su schopné detekovat' pritomnost HPV v takmer 100 % pripadov
invazivnych CCa, v 75-90 % u prekurzorovych lézii (L-SIL/CIN1, CIN2/3, H-SIL)
av 50 % ASC-US (WHO, 2002). Zaroven dosahuju vysoku SP az 96 % pre ASC-
US, pre L-SIL 93 % a pre H-SIL 83 % (Muresan et al., 2016). HPV testy su ale
menej Specifické nez cytoldgia, to predstavuje riziko zvySeného mnozstva faloSne
pozitivnych vysledkov (FP) (Agorastos et al., 2015). Detekuju i netransformujucu
prechodnu/tranzientnu HPV infekciu (Ondryasova et al., 2015), ktora by ale mohla
byt v najblizS§ich dvoch rokoch eliminovana (Kim & Kim, 2017). Preto je

doporucCené aplikovat tieto HPV testy az pre Zeny starSie ako 30 rokov, u ktorych
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by uz nebola pritomna tak vysoka prevalencia tranzientnych HPV infekcii (Hoste et
al.,, 2013) adoSlo by kzniZzeniu poCtu FP vzoriek a nepotrebnych biopsii
a kolposkopii (Meijer et al., 2009).

Aplikovanie HPV testu ako primarny screening-u HPV ponuka kvalitnejSi
screeningovy algoritmus pre zeny starSie ako 30 rokov v porovnani so samotnou
cytolégiou (Hoste et al., 2013). Cobas® 4800 HPV Test, schvaleny FDA
pre primarny screening HPV, odporuca triedenie HPV pozitivnych Zien podfa Obr.
5. Na zaklade tychto poznatkov je potrebné zabezpecit lepSi primarny screening-
ovy algoritmus v Ceskej republike, ktory by bol uplatneny v praxi. Umoznil by
presnejSiu diagnostiku hrHPV pozitivnych pacientiek. Tie by v pripade rizika,
nemuseli hned podstupovat kolposkopické vysSetrenie v pripade H-SIL alebo
pretrvavajuceho L-SIL, ako je tomu v sucasnosti (Obr. 4) (Wentzensen et al.,
2016).

.4, pozitivne na HFV16/18 =  Kolposkopia
&
.\“) I
& /
j w /
HPV test L= pozitivne na ostatnych —— = Cytolégia {
12 hiHPV N
Ny

opakovanie po 12 mesiacoch

A negativne na HPV —————= pravidelny screening

Obr. 5: Potencialny algoritmus pouzitia HPV testu: napr. cobas® 4800 HPV Test (Roche)
pre primarny screening HPV. Pacientky negativhe na HPV sa vratia k pravidelnému screening-u
v 3-roénych intervaloch. Zeny pozitivne na HPV16/18 st odvolané priamo na kolposkopiu. Tie,
ktoré su pozitivne na iné hrHPV, su znovu testované. V pripade pozitivity na ASC-US/H-SIL su
taktiez odvolané na kolposkopické vySetrenie, vzorky s normalnou cytolégiou su znovu testované

po 12 mesiacoch (prevzaté a upravené z Wentzensen et al., 2016).

V sucasnosti su testy pre screening HPV validované podla tzv. Meijerovho
protokolu. Standardizované testy: Hybrid Capture Il test (Qiagen, USA) a GP5+/6+
PCR EIA (Diassay, Holandsko) su navrhnuté ako kritérium pri overovani dalSich
novych HPV testov, ktoré ponuknu vysokokvalitny screening HPV (Carozzi et al.,
2016; Dijkstra et al.,, 2014). Opakovane preukazali klinicki SE 90-95 %
na detekciu = CIN2 a SP najmenej 98 % u zien vo veku starSich 30 rokov (Meijer
et al., 2009).
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Podla Meijer et al. potencialny HPV test vhodny na primarny screening HPV
by mal spifat’ nasledovné kritéria. Test by mal mat klinickd senzitivitu pre = CIN2
najmenej 90 % (citlivost HC2 97,3 %, GP5+/6+ PCR EIA 94,1 %). Vysoka SE
sa prejavuje vySSou negativnou prediktivnou hodnotou HPV testu, ktora umoznuje
prediZit screening-ovy interval. Zarovet ma mat potencialny HPV test klinicku
Specificitu najmenej 98 % u zien starSich 30 rokov (Specifita HC2 93,2 %,
GP5+/6+ PCR EIA 97,3 %). Vysoka SP obmedzi poCet FP vysledkov. Vacsina
kandidatnych testov hrHPV sa v klinickej SP a SE liSi. Tieto rozdiely su dané
do znacnej miere rozdielom v detekcii perzistentnych HPV infekcii
charakterizovanych nizkym viral load. Klinicka SP HC2 sa zvySuje CiastoCne kvéli
znizenej krizovej reaktivite sIrHPV. Kandidatny test by mal vykazovat
vnutrolaboratéornu  reprodukovatelnost a medzilaboratornu zhodu s mierou
spolahlivosti najmenej 87 % (v porovnani s HC2 a GP5+/6+ PCR EIA bola
medzilaboratérna zhoda najmenej 92 %) (Meijer et al., 2009; Snijders et al., 2003).

Vsetky tieto kritéria spifiaju HPV testy: cobas® 4800 HPV Test (Roche,
v USA uz schvaleny FDA), PapilloCheck HPV-screening test (Greiner Bio-One),
Abbott RealTime hrHPV test (Abbott Molecular), BD Onclarity HPV test
(Onclarity), HPV-Risk Assay test (Self Screen) a test Aptima HPV (Hologic)
zaloZeny na detekcii mMRNA. Tieto testy mézu byt teda doporucené ako primarne
screening-ové metddy. Testy, ktoré Giastoéne spifiaju poziadavky byt aspor tak
presné ako HC2 a GP5+/6+ PCR EIA su Cervista HPV HR test (Hologic),
GP5+/6+ PCR LMNX (Diassay). Pre tieto metdody bude ale potrebné previest
dalSie klinické studie (Arbyn et al., 2015; Szarevski et al., 2012).

V suCasnosti sa pracuje na tzv. triaZzovych testoch, urCenych k vyberu
hrHPV+ Zien s vysokym rizikom vzniku CCa, ktoré by sa mali podrobit kolposkopii
(Schiffman et al., 2015, Wentzensen et al., 2016). Ako dalSi potencialny marker
diagnostiky hrHPV  predstavuje  detekcia  zvySenych  hladin  mRNA
pre onkoproteiny E6/E7, ktoré vplyvom integracie HPV a naslednej overexpresie
zapricinuju nekontrolovanu proliferaciu a genetické zmeny (Dijkstra et al., 2014).

Molekularne metdédy detekcie HPV DNA/RNA rozliSujeme na neamplifikacné
(napr. Southern blotting a in situ hybridizacia) a amplifikacné, ktoré su v oblasti
klinického vyskumu vyuzZivané CastejSie. Amplifikacné metédy mézeme rozdelit
na metody zaloZzené na zosilneni signalu napr. test hybridného zachytenia I
(Hybrid Capture 1l test; HC2) alebo amplifikacie ciefovej nukleovej kyseliny (NK)
zalozenej na principe PCR napr. GP5+/6+ PCR EIA (Schmitt et al., 2006).
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4.3.1 Standardizované porovnavacie testy

Hybrid Capture 1l test (HC2) bol schvaleny FDA ako prvy referenCny test
pre dalSie potencialne HPV testy (Meijer et al.,, 2009). V dneSnej dobe
najrozsirenejsi HPV test, ktory je schopny detekovat az 13 hrHPV (HPV16, 18, 31,
33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 a 68). Tato metdda je zaloZzena na denaturacii
DNA, hybridizacii s RNA prébou a chemiluminiscenénom stanoveni DNA-RNA
hybridov s naslednou amplifikaciou signalu pre kvalitativnu detekciu HPV (Obr. 6).
HC2 nie je priamo urCeny na screening celej populacie ale je pomocnym rieSenim
pri rozliSovani IrHPV a hrHPV infekcie, najma u Zien odkazanych na kolposkopiu.
Nedostatkom HC2 je kriZzova reaktivita sond (cross reactivity) pritomna u HPV6,
13 a 42 (Burd, 2003; Arbyn et al., 2015; Qiagen pribalovy letak; Wong et al.,
2012). Tento test neumoznuje Specificku identifikaciu a genotypizaciu HPV.
Nedostatok CiastoCne vyrieSili testy zaloZzenych na PCR za pouzitia Specifickych

primerov, ktoré umoznia detekciu SirSieho spektra HPV (Liao et al., 2013).
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Obr. 6: Schéma technolégie Hybrid Capture Il test (Qiagen). DNA z cervikalnych sterov je
zdenaturovana a premieSana s pool-om RNA sondy v pufrovanom roztoku. Test umozZiiuje pouZitie
dvoch RNA sond naraz alebo oddelene. Sonda A pool detekuje IrHPV a druha sonda B pool
hrHPV, ale nie je schopna rozlisit jednotlivé genotypy HPV (prevzaté a upravené z Qiagen
pribalového letaku, 25.9.2017; Burd, 2003).
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GP5+/6+ PCR EIA Test (Diassay, Holandsko) ponuka rovnaké testovanie
cielovych 13 hrHPV ako HC2, navySe dokaze detekovat HPV66. S tymto
genotypom bola popisana krizova reaktivita metédy u HC2 sondy B (Meijer et al.,
2009). Princip testu spocCiva v amplifikacii ciefovej DNA sekvencie L1 génu
o velkosti 150 bp prostrednictvom PCR, nasledne je HPV detekovany enzymovou
imunoanalyzou (EIA). Typizacia je umoznena hybridizaciou PCR produktov
so Specifickymi oligonukleotidmi imobilizovanymi na membranach. Detekcia

je prevedena pomocou chemiluminiscenénej reakcie (Schmitt et al., 2006).

4.3.2 HPV testy plne validované podla Meijerovho protokolu

Tieto testy spifiaju vSetky kritéria Meijerovho protokolu a mohli by byt pouZité
pre primarny screening HPV, podobne ako cobas® 4800 HPV Test (Roche) (Arbyn
et al., 2015). Navzajom sa liSia v type amplifikacie, cielovom géne alebo v druhu
cielovej nukleovej kyseliny (NK), zaroven sa odliSuju v Ciasto¢nej alebo uplnej
genotypizacii (resp. samostatnej genotypizacii hrHPV16 a 18) (Tab. 3). Testy
su vacsinou zalozené na PCR amplifikacii odliSsnych génov/popripade celého
genému, s ur¢enim pritomnosti HPV DNA. Pre Klinickl prax su najvyhodnejsie
HPV testy schopné detekovat ¢o najvacsi pocet hrHPV podtypov. Validovany test
cobas® 4800 HPV Test je zarover schopny plne automatickej izolacie DNA priamo
zo vzorku, zamerany na SpecifickejSiu genotypizaciu hrHPV16/18. Automatizovany
systém je schopny eliminovat pripadné chyby ludského faktoru a zaroven vysetrit
vacsi pocet vzoriek (Arbyn et al., 2015; Ondryasova et al., 2013).

Cobas® 4800 HPV Test, Cervista HPV test a Abbott RealTime High Risk
HPV test su zamerané na oblast génu L1, ktora méze byt v désledku integracie
HPV do ludského gendmu fragmentovana. Fragmentacia cielovej oblasti moze
viest k zvySenému poctu faloSne negativnych vysledkov (FN) (Arbyn et al., 2015;
Ondryasova et al., 2013). Niektoré metddy su zalozené na detekcii hrHPV E6/E7
MRNA, ktoré sluzia ako biomarker pre PreTect HPV-Proofer (Proofer). Tento test
dokaze roztriedit pacientky pozitivne na hrHPV s normalnou cytologiou aj
pri zvySenom riziku CIN2+ v pripade pozitivneho vysledku mRNA (Dijkstra et al.,
2014). Ako dalSie testy vyuZzivajuce spominany marker su APTIMA HPV assay,
Cervista HPV test (v kombinacii s génom L1), BD Onclarity HPV assay a qPCR
(E6/E7) (Arbyn et al., 2015).

Pouzitie samotnych validovanych HPV testov podla Meijerovho protokolu
nestaci na znizenie poCtu FP vysledkov z prechodnej/tranzientnej HPV infekcie.
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Vyuzitie triaZzovych testov u hrHPV+ pozitivnych pacientiek, ako doplnkovych
testov k HPV diagnostike, by mohli poméct odliSit Zeny s prechodnou
a perzistentnou HPV infekciou. Tymto sp6sobom by mohlo dojst k znizeniu FP
vzoriek (Djikstra et al., 2014).

Tab. 3: Charakteristika hrHPV testov podla Meijerovho protokolu.

hrHPV test NK typ amplifikacie  cielovy gén genotypizacia

13 hrHPV (16, 18, 31, 33, 35, 39,
cely virusovy

HC2" DNA signalna . 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68)
genom
a5IrHPV (6, 11, 42, 43, 44)
GP5+/6+ PCR EIA" DNA cielfova L1 ako HC2 + HPV66
APTIMA HPV assay* RNA ciefova E6/E7 HPV16, 18-45
Abbott RealTime
) ) DNA ciefova L1 16, 18 a dalsich 12 hrHPV
High Risk HPV test*
BD Onclarity HPV 16,18,31,45,51,52;
DNA cielova E6/E7
assay* 33-58; 56-59-66; 35-39-68
Cervista HPV test* DNA signalna L1/E6/E7 14 hrHPV (samostatne 16, 18)
16, 18 a 12 hrHPV
cobas 4800 HPV test* DNA cielova L1
(ako HC2 plus 66)
hrHPV (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45,
gPCR (E6/ET7)* DNA cielfova E6/E7 51, 52, 53, 56, 58, 59, 66, 68)
a IrHPVE, 11
. 16, 18 a 13 hrHPV
HPV-Risk assay* DNA cielova E7

(ako HC2 plus 66 a 67)
16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52,
DNA cielova El 53, 56, 58, 59, 66, 68, 70, 73, 82
alrHPV: 6, 11, 40, 42, 43, 44
hrHPV: 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45,
GP5+/6+ PCR-LMNX DNA cielova L1 51, 52, 56, 58, 59, 66, 68,
detekuje tiez 26, 53, 73 a 82
careHPV Test DNA signalna cely geném -
Pretect HPV-Proofer RNA cielova E6/E7 16, 18, 31, 33, 45

PapilloCheck HPV

screening test*

(prevzaté a upravené z Arbyn et al., 2015)
* $tandardizované HPV testy

* validované HPV testy podla Meijerovho protokolu

4.3.3 Triazové testy

Ako alternativne rieSenie znizenia FP vzoriek je pouZitie potencialnych markerov
asociovanych s vysokym rizikom progresie do CIN2+/3+. Testy zalozené
na p16™*?/Ki-67 dualnom farbeni a detekcii hymermetylacie promotéru u génov
CADM1, MAL a miR124-2 ako doplnkova metdéda k HPV testom, ktoré by ponukili

presnejsiu interpretaciu hrHPV+ pozitivnych vzoriek (Del Mistro et al., 2017).
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Inhibitor cyklin-dependentnej kinazy p16™<4

(taktiez len p16) je regulacny
protein bune¢ného cyklu (BC), ktory je deregulovany nadmernou expresiou hrHPV
onkoproteinu E7 v proliferujucich bunkach. V normalnych bunkach sa expresia
pl6 a Ki-67 navzajom vylu€uje. Deregulacia BC umozni proteinu Ki-67 suc€asnu
detekciu expresie proteinu p16 v cervikalnych bunkach. Samotna detekcia
inhibitora prostrednictvom dualneho farbenia cytologie vykazovala vySSiu SE
0 18 % v porovnani s klasickou cytolégiou (Pap test). Zaroven ponuka vysSiu SP
v porovnani s HPV testovanim, vdaka comu sa znizil poCet FP vzoriek o 50 %.
V kombinacii dualneho farbenia stestom hrHPV bola detekovana vyssSia SE
pre = CIN2+ 95,2 % u zien mladSich ako 30 rokov (Dijkstra et al., 2014; lkenberg
et al., 2013).

Proces vyuzila firma Roche pre vyvoj imunocytochemického testu CINtec®
PLUS test. Princip testu spo€iva na farbeni pl6/Ki-67 v pripade abnormalnych
cytologickych vysledkov ASC-US a L-SIL alebo hrHPV pozitivnych vzorkach

(Tjalma, 2017). Algoritmus pouzitia CINtec® PLUS test-u je znazorneny na Obr. 7.

Kontrola
po 12 mesiacoch

Opakovana kontrola
—
MNegativne
Negativne 34133 135]
———— Cobas® ?@%@fﬁ
— - :
4800  @nemen |- N
HPV Test %@ S N
ASC-US 59166 166 Pozitivne
L7100 465/ na MRy CINtec®
Cytoldgia — @3 18 PLUS test
. J
L-SIL &
—
Pozitivne
ASC-H na HPV16/18
H-5IL
—
Kolposkopia

Obr. 7: Screeningovy algoritmus s pouZitim CINtec® PLUS test. V pripade pozitivneho vysledku
na hrHPV prostrednictvom cobas® 4800 HPV Test-u a u vzoriek s L-SIL prostrednictvom cytolégie
je doporu€ené pouZzitie CINtec® PLUS testu (prevzaté aupravené z http://patologija.lt/wp-
content/uploads/2016/11/algoritmas.png, stiahnuté 23.10.2017).

V rozsiahlej studii Kaiser Permanente Northern California (KPNC) bolo prevedené
porovnanie doplnkového farbenia s cytolégiou na hrHPV pozitivnych vzorkach.

Dvojité farbenie p16™“® a Ki-67 malo vy$siu SE i SP s niz$ou mierou odporudéania

22


http://patologija.lt/wp-content/uploads/2016/11/algoritmas.png
http://patologija.lt/wp-content/uploads/2016/11/algoritmas.png

pacientiek na kolposkopiu v porovnani s cytolégiou. HPV pozitivne Zeny, ktoré boli
pozitivne na dvojité farbenie mali vysoké riziko CCa s okamzitym podstupenim
kolposkopie, zatial ¢o negativne farbenie odporu¢a opatovné testovanie po 12
mesiacoch (Wentzensen et. al., 2016). Je vSak potrebné dalSie overovanie, €i by
metdda bola vhodna ako triazovy test pre screening HPV. U Zien od 18 rokov by
mohol tento test sluzit' k presnejSej identifikacii prekurzorovych lézii v kombinacii
s HPV testom. Umoznil by rozliSit zdravé Zeny s prechodnou HPV infekciou
od Zien s vysokym rizikom vzniku CIN3+, ASC-US alebo L-SIL lézii (Roche, 2017;
Ikenberg et al., 2013).

Zmeny expresie onkoproteinov a strata funkcie nadorovych supresorovych
génov su potrebné pre vznik plne invazivnej rakovinnej bunky. Jednou z moznosti,
ako muzu byt supresory inaktivované je hypermetylacia ich promotérovej oblasti.
Zmienena detekcia metylacie méze byt vyuzita ako potencialny biomarker najma
ak bola detekovana uz v prekarceréznych $tadiach. Uroveri metylacie promotérov
génov CADM1 (bunkova adhézna molekula 1), MAL (protein asociovany
s maturaciou T-lymfocytov) a miR124-2 (microRNA-124-2) sa zvySuje so stupfom
CIN, najvy$Sia uroven metylacie promotérov tychto génov je u CCa (100 %)
(Dijkstra et al., 2014; Del Mistro et al., 2017).

PreCursor M-kit (Diassay) detekuje zvySené hladiny metylacie u génov
CADM1 a MAL. Tento metylacny test je schopny rozlisit Zeny s dlhodobymi CIN2+
so zvySenym rizikom progresie do CCa. Sluzil by ako potencialny triazovy test
na potvrdenie pritomnosti/nepritomnosti pretrvavajucej CIN u hrHPV pozitivhych
pacientkach. Zaroven vysledky dokazuju, Zze metylaCnhe negativny vysledok
pre CIN2+ u mladych Zien predstavuje léziu schopnu regresie s vysokou
pravdepodobnostou (van Baars et al., 2016).

The QIAsure Methylation Test (Qiagen) je multiplex real-time metylacne-
Specificka PCR (gMSP), ktory sa vyuZiva ako doplnkovy test u Zien s pozitivnym
HPV testom alebo s cytologickym nalezom ASC-US alebo L-SIL. Je zalozeny
na detekcii hypermetylacie promotorov amplifikaciou biomarkerov FAM19A4 (gén
koédujuci malé sekretované proteiny) a miR124-2 (microRNA-124-2) spojenych
s transformaciou cervikalnych buniek nielen u CIN2/3 ale i u normalnej cytoldgie.
Méze odlisit Zeny s pokroc€ilou transformaciou CIN (vysoké riziko progresie)
od tranzientnych CIN — bez hypermetylacie (nizke riziko progresie). Ponuka
vysoku citlivost — az 100 % v pripade detekcie CCa v hrHPV+, CIN3+ 88,9 %,
u CIN3 63,3 %, uCIN2 52,4 % a 28,2 % < CIN1. Pacientky s vysokym rizikom
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progresivnej transformacie CIN su odporucené na kolposkopiu. V pripade detekcie
nizkych hladin metylacie promotérov u FAM19A4 a miR124-2 je pravdepodobné
nizke riziko progresie do CCa a pacientky maju byt nadalej sledované podfa
algoritmu na Obr. 8 (Qiagen, pribalovy letak ku QIAsure Methylation Test Kit-u).

MetylaCnou analyzou FAM19A4/miR124-2 v kombinacii s genotypizaciou
HPV16/18 doSlo k znizeniu Specificity pre CIN3+ 46 %. Désledok viedol k zisku
signifikantne vysSej SE pre CIN3+ 88,5 %. Vyhodou analyzy je detekcia vSetkych
abnormalit spojenych s CCa (De Strooper et al., 2016)

Cytoldgia a——s| ASC-US;’Q

\,/

G:.uref 1—. HPY E\ H/;l-nﬁ.:.ur)
NGNSV ARG /

GlAsure + lI|I U‘IAE.D
& HPY 7 & Hwy

B C

Obr. 8: Screeningovy algoritmus s pouzitim QIAsure Methylation Test Kit-u. A, B — pozitivny
vysledok testu znadi vysoké riziko transformécie CIN, je doporu¢end kolposkopia; C, D — negativny
vysledok testu znali nizke riziko pokroc€ilej transforméacie CIN, nie je doporu€ena kolposkopia

(prevzaté a upravené z Qiagen, pribalovy letak ku QlAsure Methylation Test Kit-u).

SucCasné triedenie hrHPV+ pozitivnych pacientek nie je uUplne idealne.
Detekcia HPV testami vedie k zvySenému poctu faloSne pozitivnych vysledkov,
kvOli nizSej SP oproti cytoldgii a nembze byt tak uplatnena pre Zeny mladSie ako
30 rokov. Cytolégia naopak postrada vySSiu SE (pre ASC-US len okolo 53,7 %),
ktora vedie k pripadnému vynechaniu detekcie neoplastickych zmien. Identifikacia
hypermetylacie promotérov génov CADM1, MAL, FAM19A4 a miR124-2 poskytuje
nadej pre mladsSie Zeny, ktoré by boli doplnkovo triedené prostrednictvom
zmienenych triaZzovych testov. Sufasne by ponukli presnejSiu interpretaciu
vzoriek s ASC-US a L-SIL alebo pozitivnym HPV testom aj u zien starSich 30
rokov (Muresan et al., 2016; Qiagen, pribalovy letdk k QlAsure Methylation Test

Kit; van Baars et al., 2016; Valentine et al., 2016; Agorastos et al., 2015).
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5 EXPERIMENTALNA CAST

Uz v bakalarkej praci bol rozobraty problém v rozpoznani prechodnej
od perzistentnej HPV infekcie (progresia k vzniku CCa). Presna identifikacia CIN
je potrebna pre spravne nastavenu lieCbu v pripade nutnosti vykonania
kolposkopie. V suc€asnosti je v praxi aplikované vyuZzitie cytologie v kombinacii
s HPV testami u ASC-US s genotypovou analyzou HPV16/18. Buducnost
screening-ovych programov HPV diagnostiky je zamerana na vyuZitie metodd prave
na baze PCR (De Strooper et al., 2016).

V praci boli vybraté pacientské vzorky cervikalnych a cerviko-vaginalnych
sterov pozitivne na HPV33 alebo HPV51 analyzované testami cobas® 4800 HPV
Test a PapilloCheck® HPV-Screening. Genotypova analyza bola prevedena
pomocou PapilloCheck® HPV-Screening-u. Cobas® 4800 HPV Test (Roche, USA)
pozostava z pristroja cobas x 480 pre plne automaticku pripravu vzorky
a analyzatoru cobas z 480. Tento systém zaloZzeny na real-time PCR je schopny
samostatnej genotypizacie HPV16/18 a sucasnej detekcie ostatnych hrHPV: 31,
33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66 a 68 (Roche, 2012). Test PapilloCheck HPV-
Screening (Greiner Bio-One GmbH, Nemecko) pracuje na principe PCR
mikroCipov zameranych na E1 HPV gén. Oligonukleotidy imobilizované
na mikroarrayi umoznuju identifikaciu az 24 HPV genotypov: 6, 11, 16, 18, 31, 33,
35, 39, 40, 42-45, 51-53, 56, 58, 59, 66, 68, 70, 73 a 82. Test vyuziva amplifikaciu
350 bp HPV DNA fragmentu ako nového konsenzualneho setu primerov: kazdy
Rw primer je predizeny na 5” konci. Oblast génu ADAT1 je sugasne amplifikovana
za pouzitia fluorescenéne znaceného primeru Cy5-dUTP. Amplikony hybridizuju
so Specifickymi sondami na mikroarrayi. Vyhodnotenie prebieha na CheckScaner-
y (Dalstein et al., 2009). Screeningové HPV testy dosahuju klinickii SE pre cobas®
4800 HPV Test 90 % pre CIN2, 93,5 % pre CIN3 a SP 70,5 % pre CIN2 (Roche,
2012). Pre Pre PapilloCheck® HPV-Screening bola klinickd SE 95,8 % pre CIN3
a SP 96,7 % pre CIN2 (Greiner Bio-One, 2011).

Prva cast celého postupu spocCivala v navrhnuti primerov a préb
prostrednictvom softwaru PrimerQuest Tool pre E2 aE6 gény. Tieto gény
su vyznamné pri ur€eni formy HPV. Epizomalna forma HPV obsahuje rovnaky
pocet képii tychto génov. Po integracii do hostitel'skej bunky zvy€ajne dochadza
k naruSeniu funkcie epizomalneho E2 génu, dbsledkom je znizenie poctu koépii
génu E2. Zatial ¢o u génu E6 k poruSeniu nedochadza. Prostrednictvom pomeru

E2/E6 HPV DNA génov sme nasledne schopni ur€it formu HPV DNA (Peitsaro et
25



al., 2002). Napriek integracii nedochadza vzdy k zjavnému znizeniu poctu kopii E2
génu, ktora by bola detekovana ako integrovana forma HPV. Ako pri€ina
sauvadza, Zze gén E2 byva exprimovany v hornych vrstvach CIN1 a CIN2
s pravdepodobnym znizenim expresie a poklesu poctu kopii génu E2 u CIN3 (Xue
et al., 2012).

Spravna funkénost navrhnutych primerov bola overena na 3 pozitivhych
vzorkach prostrednictvom kvantitativnej multiplex real-time PCR. Technoldgia
umoznuje amplifikaciu a su€asnu kvantifikaciu ciefovej DNA pri kazdom cykle
PCR. Fluorescenéné farbiva interkaluju s dvojviaknovou DNA alebo so sondami
Specifickymi pre danu sekvenciu. Samotny proces prebieha v termocyclery, kde je
merana fluorescencia po kazdom cykle. Met6da bola vyvinuta pre kvantifikaciu
HPV DNA v Klinickych vzorkach (Molijn et al., 2005) schopna detekovat' viral load
s rozsahom az log™’. Multiplex real-time PCR umoZfiuje taklto extrapolacia zvlast
pri malych koncentraciach vzoriek, ktoré klasicka PCR nie je schopna detekovat.
Zaroven ponuka rychle, relevantné a reprodukovatelné vysledky v klinickom
prostredi (Zaravinos et al., 2009).

Dalsim krokom bolo vytvorenie kalibraénych rad (KR) na stanovenie limitu
detekcie (LOD), celkovej linearity a koeficientu variacie (CV) intra-assaye
v rozsahu 2x10° - 2x10° képii/reakciu prostrednictvom kvantitativnej multiplex real-
time PCR. Vybrala sa jedna KR s najviac linearnym priebehom pre obidva HPV
genotypy. KR s/bez DNA s bunecnou liniou CEM umoznili porovnat a overit,
Ze novo navrhnuté detekéné systémy funguju rovnako aj u simulovanej vzorky.
U navrhnutych detekénych systémov sme skontrolovali moznost' kriZovej reaktivity
(cross reactivity) s inymi nez cielovymi HPV genotypmi.

Nasledne sme detekéné systémy pouzili k vySetreniu vSetkych pacientskych
vzoriek pozitivnych na HPV33 alebo HPV51. Zo ziskanych dat bola vypocitana
analyticka senzitivita a Specificita novo navrhnutych detekénych metod. Medzi
vypocitanymi udajmi bolo urCenie formy HPV infekcie podla pomeru poctu kopii
jednotlivych génov E2 a E6 HPV infekcie: epizomalna (E; >0,8), integrovana (;
<0,4) a zmieSana (Z; 0,4-0,8) (Martinkova, 2016).
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5.1 Material, pomécky a pristrojové vybavenie

5.1.1 Pouzité chemikalie

Ambion® DEPC-treated voda (Thermo Fisher Scientific, USA); Qubit® dsDNA HS
Assay Kit (Thermo Fisher Scientific, USA), stcast kitu: Qubit® dsDNA HS buffer,
Qubit® dsDNA HS Standard #1, Qubit® dsDNA HS Standard #2, Qubit® dsDNA HS
Reagent 200x (fluorescenéna fabicka, Thermo Fisher Scientific, USA); Qubit®
dsDNA BR Assay Kit (Thermo Fisher Scientific, USA), stgast kitu: Qubit® dsDNA
BR buffer, Qubit® dsDNA BR Standard #1, Qubit® dsDNA BR Standard #2, Qubit®
dsDNA BR Reagent 200x (fluorescencna fabicka, Thermo Fisher Scientific, USA);
Thermo-Start PCR pufer 10x (Thermo Fisher Scientific, USA); MgCl, (25 mM,
Thermo Fisher Scientific, USA); Thermo-Start Tag DNA polymerasa (250 U,
50 U/ul, Thermo Fisher Scientific, USA); Eva green® gPCR Mix Plus (Biotium,
USA); dNTP (100 mM, Promega, USA)

Primery a préby pre genotypy HPV33 a HPV51 pouzité v tejto praci boli vyrobené
firmou Geneti Biotech (Ceska republika). Z dévodu planovaného patentovania
tohto testu nie je mozné sekvencie primerov a prob zverejnit. Proby pre E2 gén
boli znacené FAM-BHQ1 (5 nmol), préby pre E6 HEX-BHQ2 (5 nmol) a préba
pre GAPDH Cy5- BHQ2 (Martinkova, 2016).

5.1.2 Pouzity biologicky material
- gendmova DNA HPV33 klonovana vo vektore pBRdriv (klonovacie miesto
Bglll; Karolinska Institutet, Svédsko)
- genomova DNA HPV51 klonovana vo vektore pUC13 (klonovacie miesto
HindlIl; Karolinska Institutet, Svédsko)
- DNA izolovana z T-lymfoblastickej leukemickej bunec¢nej linie CEM
(Thermo Fischer Scientific, USA)

5.1.3 Pouzité pomécky a pristrojové vybavenie

$picky s filtrom (eppendorf®, Nemecko); pipety (eppendorf®, Nemecko);
eppendorfky (1,5 ml); stojany; chladené stojany; mikroskumavky; stojan na PCR
mikroskumavky; PCR skumavky (50 ml); Qubit® Fluorometer 2.0 (Thermo Fisher
Scientific, USA); Qubit® assay tubes (Thermo Fisher Scientific, Cina); vortex
MIXER VX-200 (Labnet, USA); flowbox (Mars Safety Classe 2, ScanlLaf,

Skandinavia); 8-skimavkové stripy (BlOplastics, Holandsko); 96 jamkova
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mikrotitradna PCR dosticka AD-plate 0,3 ml (Roche, Svajéiarsko); priesvitna
tesniaca folia (MicroAmp® Optical Adhesive Film, Thermo Fischer Scientific, USA);
PCR termocycler LightCycler® 480 Instrument Il (Roche, Svajgiarsko); centrifuga
Mini Spin (eppendorf®, Nemecko); votex mixer PV-1 (Grant-bio, Velka Britania),
minicentrifuga FVL-2400N Combi-Spin (Biosan, LotySsko), centrifuga 5430
(eppendorf®, Nemecko); minicentrifuga GmCLab (Gilson, USA)

5.2 Zlozenie roztokov
PCR mixy:
HPV33 E2 E6 300 ul voda, 4 ul E2 PFw, 4 pyl E2 PRw, 2 ul E2 préba,
4 ul E6 PFw, 4 pl E6 PRw 2 pl préba
HPV51 E2 E6 300 ul voda, 4 yl E2 PFw, 4 ul E2 PRw, 2 pl E2 proba,
4 ul E6 PFw, 4 ul E6 PRw 2 pl préba
GAPDH 308 pl voda, 4 ul PFw, 4 pl PRw, 2 ul préba

5.3 Vzorky pacientskych cervikalnych sterov

Diplomova praca bola prevedena podfa navrhu Studie schvalenou Etickou
Komisiou Lekarskej fakulty a Zubného lekarstva Univerzity Palackého a Fakultnej
nemocnice v Olomouci, v sulade s Helsinskou deklaraciou. VSetci u€astnici studie
podpisali informovany suhlas s vyuzitim ich biologického materialu pre vyskumné
ucely. Z celkového poctu 2 416 vzoriek cervikalnych a cerviko-vaginalnych sterov
bolo na HPV infekciu pozitivnych 672 vzoriek, na hrHPV bolo pozitivnhych 614
vzoriek. Vramci experimentalnej Casti boli analyzované vzorky zaslané
z kolposkopickych poradni (n = 50), z IVF klinik (n = 39), vzorky ziskané pomocou
samoodberovej sady Evalyn brush (Rovers medical, n = 7) a 1 vzorka vySetrovana
vramci externého porovnavania kvality. Testované pacientky boli vo veku od 20
do 56 rokov. Spolu bolo testovanych 40 HPV33 (39 cervikalnych a 1 cerviko-
vaginalny ster) a57 HPV51 (51 cervikalnych a 6 cerviko-vaginalnych sterov)
pozitivnych vzoriek testovanych prostrednictvom PapilloCheck® HPV-Screening

(Greiner Bio-One, Frickenhausen, Nemecko).
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5.4 Pouzité metdédy a pracovné postupy

Pri manipulacii so vzorkami a reagenciami boli, rovnhako ako priich skladovani,
dodrzované pravidla prace v pre-PCR, PCR a post-PCR laboratériu. Priprava
reakénych zmesi a praca s pacientskymi vzorkami prebiehala v sterilnych
laminarnych boxoch, ur€enych vyhradne pre danu €ast’ postupu. VSetky reagencie
pouzité na pripravu reakCnych zmesi, boli pred pouzitim a po pouziti uskladnené
pri - 20 °C. Rozmrazovanie potrebnych cinidiel prebiehalo oddelene od materialu
obsahujuceho DNA. V priebehu pripravy reakénych zmesi bola pouzita
termostabilna Taq polymeraza, po celu dobu chladena v chladiacom
stojane. V3etky vzorky, reagencie a reakéné zmesi boli pred pouZitim pulzne

zvortexované a sto¢ené na stolnej centrifuge s vortexom.

5.4.1 Navrhnutie primerov pre genotypy HPV33 a HPV51

Prvym krokom bolo vyhladanie DNA sekvencie gendmu daného typu pre gén E2
v oblasti 3 200-3 700 bp, pre gen E6 % oblasti 100-500 bp
(https://pave.niaid.nih.gov/). Nasledné navrhnutie primerov pre obidva genotypy
prebiehalo prostrednictvom softwaru od firmy Geneti Biotech - PrimerQuest Tool
(http://eu.idtdna.com/PrimerQuest/Home/Index). Podmienky, ktoré mali byt
splnené: PCR produkt o velkosti 80-150 bp; teplota topenia (melting temperature)
okolo 60 °C (max 68 °C); obdobne dihé PCR produkty. U primerov navrhnutych
softwarom sme preverili, €i sa netvoria vlasenkovité Struktury (hairpins), popripade
teplota ich topenia. Dalej sme pomocou softwaru BLAST
(https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cqi) overili Specifitu primerov len
pre detekované genotypy. Overena bola predovSetkym moznost interakcie
primerov s inymi genotypmi, fudskou DNA a DNA fyziologickou i patogénnou
genitalnou flérou. Nasledne bola overena funkcnost’ Specifickych primerov na 3
pozitivnych vzorkach pre obidva genotypy a na plazmidoch so zaklonovanymi

gendmmi HPV33/HPV51. Po overeni funk&nosti primerov sme doobjednali proby.

5.4.2 Overenie funkénosti primerov

Priprava 2 primerov pre HPV33 a HPV51 spocivala v zmieSani 152 yl DEPC H0,
4 ul Fw a 4 pyl Rw (bez pridania préby) pre E2 a E6 gén. Reagensie boli pripravené
podla tabulky 4. Ako negativna kontrola (NC) bolo pouzitych 2 ul vody a ako
pozitivnu kontrolu (PC) sme pouzili plazmid obsahujuci gendm HPV33/51.

Reakéna zmes vytvorena podla tabuflky 4 bola rozpipetovana do stripu, po stoceni
29


http://eu.idtdna.com/PrimerQuest/Home/Index
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

v minicentrifuge bol spusteny PCR program podla tabulky 6. U vSetkych 3
pozitivnych vzorkach bola overena funkcnost detekénych systémov pre obidva

genotypy, ktoré boli testované v duplikate.

Tab. 4. Schéma pouZita na pripravu PCR mixu na 1 reakciu.

PCR mix Finalna koncentracia 1R (ul)
Thermo-Start PCR pufer (10x%) 1x 2,5
MgCl, (25 mM) 3mM 3
Primer E2, E6 0,2 mM 2
Eva green 100 nM 1
Thermo-Start Taq polymerasa (5 U/uL) 1U 0,2
dNTP (10 mM) 0,2 mM 0,5
DEPC H,0 13,8
DNA 2
Celkovy objem 25

5.4.3 Stanovenie limitu detekcie a linearity assaye

U plazmidov pre HPV33 aHPV51 pouzitych ako kontrola bola zmerana
koncentracia pomocou fluoromera Qubit® dsDNA HS Assay kit. Kalibracia
a meranie boli prevedené podfa navodu pre pristroj Qubit 2.0°. Po kalibracii
pristroja bola zmerana koncentracia plazmidu v 1 pl vzorky pomocou kitu Qubit®
dsDNA HS kitu. Koncentracia plazmidu s gendmom HPV33 bola 0,230 ng/pl
a pre plazmid s genémom HPV51 bola 0,416 ng/ul.

Plazmidy boli nariedené a pouzité k vytvoreniu KR v rozpati 2x10° - 2x10°
képie plazmidu (1 képia E2 génu a 1 képia E6 génu)/reakciu. Primery a proba
pre gény E2 a E6 boli pripravené zmieSanim 300 ul vody, 4 ul E2 PFw, 4 pl E2
PRw, 2 ul E2 préba, 4 ul E6 PFw, 4 yl E6 PRw 2 ul préby pre obidva typy
genotypov.

Plazmidy boli najprv pripravené na rozsah 2x10° képie plazmidu/pl.
Pre HPV33 bolo zmieSanych 5 pulDNA (0,230 ng/ul) a4,2 ulvody;
[(1,84%10%/2x107) = finalny objem 9,2 pl = 5 ul DNA + 4,2 pl vody]. Pre HPV51
bolo zmie$anych 5 pl DNA (0,416 ng/ul) a 429,23 pl vody; [(8,6846x10%2x10") =
finalny objem 434,23 ul = 5yl DNA + 429,23 pl vody]. Nariedenie plazmidov
v rozpati 2x10” na rozpatie 2x10° képii plazmidu predstavovalo pre HPV33

i pre HV51 zmieSanie 5 ul DNA a 495 ul vody. Takto pripraveny plazmid bol
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napipetovany po 100 ul do prvej jamky stripu. Do jamiek 2-6 bolo pridanych 90 pl
vody, 7 jamka sluzila ako negativna kontrola (NC). KR boli pripravené riedenim
faktorom 10, popisané a pouzité v nasledujucom kroku priotestovani LOD
a linearity jednotlivych setov primerov a prob pre detekciu HPV33 a HPV51

v multiplex real-time PCR.

5.4.4 Real-time PCR
Reakéna zmes pre obidva genotypy bola vytvorena podfa tabulky 5. Amplifikacia
bola prevedena v 96 jamkovej PCR dostiCke do finalneho objemu 25 pl.
Reagensie boli rozpipetované 8-kanalovou pipetou po 23 yl PCR mixu a 2 pl
prislusnej DNA z pripravenej KR. Kazda KR bola analyzovana v duplikate.
Posledna 7 jamka sluzila ako NC (PCR mix bez pridanej DNA a 2 pl vody).
Mikrotitratna PCR dostiCka bola zalepena priesvitnou tesniacou fdliou
a po stoceni v centrifuge prenesena do PCR termocycleru. Prislusné parametre
pre real-time PCR program su uvedené v tabulke 6. Po uspeSnom otestovani
bol stanoveny LOD a linearita detekcie KR pre HPV33 a HPV51 s vyberom

najvhodnejSej KR, ktora sa pouzila v dalSich postupoch.

Tab. 5: Schéma pouZita na pripravu PCR mixu na 1 reakciu.

PCR mix Finalna koncentracia 1R (ul)
Thermo-Start PCR pufer (10x) 1x 2,5
MgCl, (25 mM) 3mM 3
Primer mix vratane proby 0,2mM 4
Thermo-Start Taq polymerasa (5 U/uL) 1U 0,2
dNTP (10 mM) 0,2 mM 0,5
DEPC H,0 12,8
DNA z KR 2
Celkovy objem 25

Tab. 6: Program pre PCR reakciu.

PCR program

Predenaturacia 95 °C 15 min
Denaturacia 95 °C 15s
45 cyklov
Annealing a elongéacia 60 °C 60 s
Chladenie 4°C 0

31



5.4.5 Simulacia realnej vzorky DNA

Dalsim ciefom prace bolo tzv. simulovanie realnej vzorky (DNA z cervikalneho
steru) s moznym porovnanim CV priemeru u koncentracie a Cp pre jednotlivé
rozpatia KR so smerodatnou odchylkou (SD) bez/s CEM DNA. Porovnanim tychto
parametrov bola overena podobna funkénost detekéného systému u KR
len s pouzitim plazmidu, ako aj u KR s CEM DNA (priloha 1-4).

Cely postup spocival v otestovani KR s pridanim 50 ng DNA z bunecnej linie
CEM (25 ng/ul), tzn. 2 pul DNA/reakciu. V prvom kroku bola zmerana koncentracia
DNA CEM na Qubit®-e dsDNA BD (Broad-Range) Assay kit podfa navodu
s reagentmi pre BD Assay kit. Do PCR mixu boli napipetované reagensie podla
tab. 7 s pridanim 2 pl/reakciu GAPDH a 2 pl/reakciu DNA (25 ng/ul), s vyslednym
objemom PCR mixu 23 pl nareakciu. PCR mix bol nasledne rozpipetovany 8-
kanalovou pipetou po 23 pl do PCR dosti¢ky do jamiek 1-6.

Dalsim krokom bolo pridanie 2 ul DNA z KR do vysledného objemu 25
na reakciu. Do reakcie boli zahrnuté taktiez dva druhy NC. Prva NC bola uplne
bez DNA (objem DNA nahradeny DEPC vodou), druha kontrola obsahovala
len50ng CEM DNA. Stoena mikrotitratna PCR dosticka bola presunuta
do termocycleru, kde bol spusteny PCR program podla tab. 6.

Tab. 7: Schéma pouZzita na pripravu PCR mixu na 1 reakciu.

PCR mix Finalna koncentracia 1R (pl)
Thermo-Start PCR pufer (10x) 1x 2,5
MgCl, (25 mM) 3mM 3
Primery a préba pre E2 a E6 gény 0,2mM 4
Thermo-Start Taqg polymerasa (5 U/pL) 1U 0,2
dNTP (10 mM) 0,2 mM 0,5
GAPDH 2
DEPC H,0 8,8
DNA z CEM (25 ng/ul) 2
DNA z KR 2
Celkovy objem 25
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5.4.6 Test krizovej reaktivity (cross reactivity)

Analyzované vzorky pozitivne na HPV33/51 mbzu byt pozitivhe aj na iné typy
HPV genotypov, napriklad: HPV16, 18 apod. Preto bolo nevyhnutné otestovat
krizova reaktivitu u navrhnutych primerov a préb s vylu€enim faloSnej pozitivity
u vzoriek pozitivnych na iné nez ciefové HPV genotypy (Preisler et al., 2016).
Za tymto uCelom boli testované vzorky uvedené v tabulke 8.

Na test krizovej reaktivity bolo vybratych 15 vzoriek DNA z cervikalnych
sterov pre HPV33 (okrem genotypu HPV33), 14 vzoriek pre HPV51 (okrem
genotypu HPV51) a 5 HPV negativnych vzoriek. Krizova reaktivita bola testovana
na inych nez cielovych HPV genotypoch: 13hrHPV (16, 18, 31, 35, 39, 45, 52, 56,
58, 59, 68, 73 a 82), 7 IrHPV (6, 11, 40, 42, 43 a 44/55) a 2 pravdepodobne
onkogénne HPV genotypy HPV53 a 66 (Ondryasova et al., 2013).

Tab. 8: Vzorky vybraté na testovanie cross-reactivity pre HPV33 a HPV51.

€. vzorky Cislo genotyp HPV33 Cislo genotyp HPV51
1 7 HPV42, 82, 70 7 HPV42, 82, 70
2 447 HPV40, 59 871 HPV39, 73
3 871 HPV39, 73 872 HPV16, 18, 42, 56
4 872 HPV16, 18, 42, 56 1350 HPV31, 82
5 1030 HPV16, 31, 51, 70 2211 HPV52, 68
6 1350 HPV31, 82 3135 HPV58, 73, 82
7 2129 HPV11, 31, 51 3143 HPV42, 44,45, 73
8 2211 HPV52, 68 3172 HPV35, 40
9 2282 HPV42, 51, 53, 70 3312 HPV6, 35
10 3107 HPV16, 18, 39, 51, 59 3628 HPV31, 43, 45
11 3135 HPV58, 73, 82 3705 HV18, 56, 59, 70
12 3143 HPV42, 44, 55, 73 3737 HPV39, 66, 68, 70
13 3312 HPV6, 35 3927 HPV31, 33
14 3430 HPV59, 66 3936 N
15 3628 HPV31, 43, 45 3938 N
16 3936 N 3943 N
17 3938 N 3944 N
18 3943 N 3945 N
19 3944 N 3959 HPV16, 53, 11
20 3945 N - -

* N = HPV negativne
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Prvy krok spocival v priprave PCR mixu podla tab. 7 (DNA z cervikalneho
steru) pre obidva genotypy. Nasledne bolo rozpipetovanych po 23 pl
do mikrotitracnej PCR dosticky. KR pre HPV33, HPV51 i GAPDH boli testované
v duplikate, rovnako ako NC (DEPC voda). VSetky vzorky boli otestované
v triplikate. Test na krizovu reaktivitu bol pre HPV33 ipre HPV51 negativny
pre vSetky vzorky (pozitivne len KR). Nedochadzalo ku krizovej reaktivite, vdaka

c¢omu mohli byt priamo otestované pacientské vzorky cervikalnych sterov.

5.4.7 Analyza pacientskych vzoriek

Po overeni limitu detekcie, celkovej linearity assaye a vylu€eni pripadnej cross
reactivity s ostatnymi HPV genotypmi boli pomocou novo navrhnutych detekénych
systémov vysSetrené pacientské vzorky. 40 vzoriek cervikalnych a cerviko-
vaginalnych sterov pre HPV33 a 57 vzoriek pre HPV51 (z nich u 12 vzoriek bol
prevedeny cely postup izolacie DNA prostrednictvom Kitu QIAamp® DNA Micro Kit-
u; postup viz. Martinkova, 2016). Priprava PCR mixu prebiehala podla postupu
vkroku 5.45 podfa tab. 7 (namiesto DNA zCEM pouzita DNA
z cervikalneho/cerviko-vaginalneho steru). VSetky reagensie boli rozpipetované
do mikrotitraCnej PCR dosticky s naslednym pridanim 2 yl DNA z pacientskych
sterov. Kalibracna rada a GAPDH boli testované v duplikate, vSetky pacientské
vzorky v triplikate. Zo ziskanych vysledkov bola vypocitana SE a SP navrhnutych
systémov. Podla pomeru poctu képii jednotlivych génov E2 a E6 bolo mozné urcit
formu HPV infekcie: epizomalna E (>0,8), integrovana | (<0,4) a zmieSana Z (0,4-
0,8) (Martinkova, 2016).
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6 VYSLEDKY
Samotné vySetrenie vSetkych vzoriek pozitivnych na HPV33 a HPV51

predchadzalo overenie funkCnosti navrhnutych  detekCnych  systémov
pre diagnostiku HPV namalom pocte pozitivnych pacientskych vzoriek
prostrednictvom multiplex real-time PCR. Po overeni funkénosti sme
prostrednictvom kalibracnych rad stanovili limit detekcie 4 képie/reakciu u HPV33
aHPV51 pre KR bez CEM DNA auHPV33 sCEM DNA (priloha 1-4).
Prostrednictvom KR bolo overena moznost kvantifikovat pocet képii E2 a E6 HPV
génov v rozpati 400 000 az 4 képie u HPV33 a u HPV51 len v pripade bez CEM
DNA (priloha 1-4). V pripade simulovanej vzorky s CEM DNA u HPV51 nebol
detekovany gén E2 a E6 pre 4 koépie/reakciu, na zaklade €oho nebol zisteny
najnizsi limit detekcie u tohto HPV genotypu (priloha 3, priloha 4).

Zarovenn bola prostrednictvom KR stanovena linearita assaye
prostrednictvom koeficientu determinacie (R?) pre obidva genotypy HPV33
a HPV51 bez/s DNA s buneCnou liniou CEM uvedena vtab. 9. Linearita KR
pre HPV33 bola 0,9903 + 0,007. Podobné hodnoty linearnej regresie pre HPV33
vykazovala $tudia od Depuydt et al., ktora zaroven uréila u CIN3+ hodnotu pre R?
=20,85. Linearita pre HPV51 bola 0,9938 + 0,004 ale do tohto merania nebola
zaratana detekcia rozpatia 4 koépie/reakciu pre simulovanu vzorku CEM DNA
(priloha 3, priloha 4). V tomto pripade nie je mozné hodnotit' celkovu linearitu

pre tento HPV genotyp.

Tab. 9: Linearita assaye pre KR s HPV33 a HPV51 genotypom.

R* HPV genotypu
Pouzity plazmid HPV gén
HPV33 HPV51
_ E2 0,9961 0,9962
Plazmid s genémom bez CEM DNA
E6 0,9968 0,9972
_ E2 0,9837 0.988"
Plazmid s genémom + 50 ng CEM DNA ' .
E6 0,9847 0,9938
priemer R*+ SD 0,9903 + 0,007  0,9938" + 0,004

* R? — koeficient determinacie, CEM — buneéna linia, SD — smerodatna odchylka

* pri tomto koeficiente determinacie nebolo zaratané posledné riedenie 2x10° (4 kopie/reakciu)

Komparacia koncentracie a Cp medzi DNA s plazmidom a simulantnou
vzorkou DNA, ktora okrem plazmidu obsahovala 50 ng DNA z bunec¢nej linie CEM

(25 ng/yl) bola zistena podobna funkénost detekénych systémov. Podla
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koeficientu variacie CV (%) bola zistena hodnota pre intra-assay pre kazdé
rozpatie KR ako podiel SD z priemeru 2 hodnét plazmidu s génomom HPV33/51
bez a s CEM DNA, ktora sa delila priemerom hodnoty a vynasobila x 100. Priemer
jednotlivych hodnét CV sauvadza ako CV vramci testu a mal by dosahovat
hodnoty menej ako 10 % (https://www.salimetrics.com/inter-and-intra-assay-
coefficients-of-variability/). Analyza toto tvrdenie nepotvrdila, kde vysledky pre CV
u HPV33 dosahovali pre E2 gén hodnoty 16,6 % a pre gén E6 14,6 %. NizSie
hodnoty CV boli ziskané z genotypu HPV51 pre gén E2 10,9 % a pre gén E6
6,5 %. Porovnanim hodn6t Cp boli zistené hodnoty intra-assaye CV pre E2 a E6
geny HPV33: 3,4 a 3,2 % a pre genotyp HPV51 pre E2 gén 2,02 % a pre E6 gén
1,3 % (priloha 1-4).

Zaroven bola vylu€ena cross reaktivita s HPV genotypmi, na ktoré test nebol
cieleny, tj. dalSich 13 hrHPV, 7 IrHPV a 2 pravdepodobne onkogénnymi HPV
genotypmi. Natest bolo vybratych 15 vzoriek DNA z cervikalnych sterov
pre HPV33 (okrem genotypu HPV33), 14 vzoriek pre HPV51 (okrem genotypu
HPV51) a 5 HPV negativnych vzoriek. VSetky vzorky boli negativne na iné HPV
genotypy.

Vramci analyzy bolo testovanych 40 HPV33 pozitivnych vzoriek a 57 HPV51
pozitivnych vzoriek cervikalnych a cerviko-vaginalnych sterov od Zien vo veku
od 20 do 56 rokov. Zo ziskanych dat bola stanovena senzitivita a Specificita novo
navrhnutych detekénych systémov. U vSetkych testovanych pacientskych vzoriek
bola urCena analyza 1/Z/E formy HPV (tab. 10, priloha 5, priloha 6). Analyticka
senzitivita novo navrhnutych detekénych metdd bola vypocitana podfa:
SE =TP/(TP + FN), kde SE diagnostického testu spociva v presnej analyze
pacienta s onemocnenim (skuto&na miera pozitivity). Specificita bola vypoé&itana
podla vzorca: SP =TN/(TN + FP), kde SP diagnostického testu je naopak
schopnost spravne analyzovat jedincov, ktori onemocnenie nemaju (skuto¢na
miera negativity) (Koliopoulos et al., 2017; Mangrulkar, 2013).

Zo 40 vzoriek, uktorych bola PapilloCheck® HPV-Screening testom
detekovana pritomnost HV33, potvrdila novo navrhnutd metéda HPV33 pozitivitu
u 38 vzoriek (95 %). Integrovana forma HPV33 bola pritomna u 67,5 %, zmieSana
v 7,5 % a epizomalna v 20 % vzoriek. Detekcia HPV33 nebola potvrdena v 5 %
(tab. 10, priloha 5). Analyticka senzitivita detekCnej metddy bola 95 %;
SE =38/(38 + 2). Specificita vypo&itana z dat bola 100 %; SP =20/(20 + 0).
Klinicka informacia o vysledkoch cytologického alebo histologického vySetrenia
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v kratkom Casovom rozmedzi bola dostupna len u 50 % vysledkov (20/40)
pre HPV33. Integrovana forma HPV33 bola detekovana u vzoriek s L-SIL (5krat),
H-SIL (2krat), CIN3 (4krat), ASC-H (1krat) a ASC-US (4krat) (priloha 5). V analyze
bola epizomalna forma zistena u 1 vzorky v pripade L-SIL i H-SIL a u 2 vzoriek,
ktoré nevykazovali neoplasticku intraepiteliarnu zmenu. ZmieSana forma nebola
detekovana u Ziadnej dostupnej vzorky s klinickou informaciou.

PapiIIoCheck® HPV-Screening detekoval HPV51 u 57 vzoriek. Novo
navrhnuty test potvrdil pritomnost HPV51 u 56 vzoriek cervikalnych a cerviko-
vaginalnych sterov (98,3 %), ztoho utychto vzoriek bola identifikovana len
epizomalna forma HPV. HPV51 nebola detekovana v 1,7 % vzoriek (tab. 10,
priloha 6). Analyticka senzitivita detekénej metddy bola 98,2 %; SE = 56/(56 + 1).
Analyticka Specificita vypocitana z dat bola 100 %; SP =19/(19 + 0). Klinicka
informacia o vysledkoch cytologického alebo histologického vySetrenia v kratkom
casovom rozmedzi bola dostupna len u 40,4 % vysledkov (23/57) pre HPV51
(priloha 6). Najvacsi pocet dostupnych klinickych vysledkov pre HPV51 bol u L-SIL
(13/23 vzoriek) a ASC-H (5/23 vzoriek). Ostatné neoplastické zmeny boli dostupné
v nizsom zastupeni 2krat H-SIL, 2krat CIN1, 2krat CIN3 a 3krat pre ASC-US.
Vsetky tieto vzorky vykazovali epizomalnu formu HPV infekcie. Pre presnejSiu
interpretaciu vysledkov histologického a cytologického vySetrenia by bolo potrebné

mat dostupné udaje zo vSetkych cervikalnych a cerviko-vaginalnych sterov.

Tab. 10: Detekcia 40 vzoriek na HV33 a 57 vzoriek na HPV51 na ur¢enie I/Z/E formy HPV.

typ HPV | Z E ND
HPV33 27 (67,5 %) 3 (7,5 %) 8 (20 %) 2 (5 %)
HPV51 - - 56 (98,3 %) 1 (1,7 %)

* | - integrovand (<0,4), Z - zmieSana (0,4-0,8), E - epizomalna (>0,8), ND — nedetekovana forma HPV

Novo navrhnuté detekéné systémy su schopné detekovat’ nizke pocty kopii
vo vzorku v pripade HPV33. U HPV51 genotypu to nebolo potvrdené, kde
simulacia realnej vzorky nebola schopna detekovat gény E2 a E6 s pridanou CEM
DNA. Detekéné testy umoznuju analyzovat v multiplexu dva HPV gény a internu
kontrolu a rozlisit pritomnost I, Z a E formu HPV infekcie. Z dévodu malého poctu
vzoriek, ku ktorym bola dostupna klinickd informacia z cytologického
a histologického vySetrenia len u 46,7 %, nie je mozné vyvodit relevantné zavery

asociacie formy HPV s vysledkami vySetreni.
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7 DISKUSIA

Vramci diplomovej prace bolo testovanych 97 pacientskych vzoriek cervikalnych
a cerviko-vaginalnych sterov od pacientiek vo veku 20-56 rokov pozitivhych
na HPV33 alebo HV51 prostrednictvom HPV testov: cobas® 4800 HPV Test
(Roche) a Pre PapilloCheck® HPV-Screening (Greiner Bio-One). Vzorky
cervikalnych sterov boli poslané z kolposkopickych poradni, IVF klinik a cerviko-
vaginalne stery boli ziskané prostrednictvom samoodberovej sady. Opakovanou
analyzou bola u 40 vzoriek potvrdena pritomnost HPV33 v 95 %. U 57 vzoriek
bola potvrdena pritomnost HPV51 v 98,3 %. Tieto virusy patria medzi vysoko-
rizikové HPV spbsobujuce vznik cervikalnych intraepiteliarnych Iézii a cervikalneho
karcinomu (Burd, 2003).

Podfa ziskanych vysledkov novo navrhnutych detekénych systémov bola
stanovena 95% analyticka SE pre HPV33 a 98,2% SE pre HV51. Analyticka SP
bola pre obidva HPV genotypy 100%. Nové testy su skér vhodné
na experimentalne ucely, overenie HPV pozitivity pre HPV33 aHPV51
a na urCenie formy HPV. Podla pribalového letaku pre cobas® 4800 HPV Test
je limit detekcie pre HPV33 150-300 kopii/ml cervikalneho steru a pre HPV51 300-
600 kopii/ml (Roche, 2012). PapilloCheck® HPV-Screening udava LOD pre HPV33
300 kopii/reakciu a pre HPV51 30 koépii/reakciu (Greiner Bio-One, 2011). Novo
navrhnuté detekéné metody boli schopné analyzovat az 4 kopie/reakciu u HPV33
bez/s CEM DNA, v pripade genotypu HPV51 to bolo umoznené len bez CEM
DNA. U 38 vzoriek zo 40 (95 %) bola potvrdena pritomnost HPV33. Integrovana
forma bola analyzovana v 67,5%, zmieSana v 7,5% aepizomalna v 20 %
pripadov. ZmieSana forma HPV byva detekovana u CIN a integrovana je spajana
s vysokym rizikom progresie z prekarceréznych lézii do CCa (Peitsaro et al.,
2002). Perzistentna infekcia HPV33 spbésobuje najma vznik H-SIL (Khouadri et al.,
2006). Tato analyza zistila vyskyt H-SIL v 3 pripadoch podla histologického
vySetrenia (2krat ako |, 1krat ako E forma) a v 4 pripadoch podla cytologického
vySetrenia (CIN3; v | forme). Vacsi pocet vysledkov bol dostupny u L-SIL (5krat
v | forme a 1krat v E forme). U 56 vzoriek z 57 bola potvrdena pritomnost HPV51
(98,3 %). VSetky tieto vzorky boli analyzované len na pritomnost epizomalnej
formy HPV (98,3 %). Vacsie zastupenie HPV51 bolo detekované u L-SIL neZ u H-
SIL (Hwang et al., 2004). Analyza tieto udaje potvrdila, kde bol identifikovany
najvacsi pocet dostupnych vysledkov pozitivnych na HPV51 uL-SIL (13/23

vzoriek) a ASC-H (5/23 vzoriek).
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8 ZAVER
Ludské papilomavirusy HPV33 a HPV51 su jednymi z 15-tich vysokorizikovych

infekcii zodpovedajucich za vznik cervikalneho karcindmu (Mufoz et al., 2003).
V procese progresie postupuje cez tri predrakovinné sStadia, klasifikované podla
Bethesda systému ako cervikalne intraepiteliarne neoplazie, trvajuce zvycajne 10-
20 rokov kym by nadobudli podobu karcindmu (Burd, 2003). Diagnostika HPV
je v dnesnej dobe poskytovana bud ako cytologicky screening alebo v kombinacii
s HPV DNA/RNA diagnostikou (Wentzensen et. al., 2016), ktora ponuka vyhody
obidvoch metdd. A to vysoku citlivost HPV testov (az 100 %) a vysoku Specificitu
cytolégie (98-99 %) (WHO, 2002). Nevyhoda HPV testov je zapri€inena nizSou
Specificitou, ktora detekuje i prechodnu/tranzientnu HPV infekciu u zZien do 30
rokov. Ta je vo vacsine pripadov eliminovana imunitnym systémom do 1-2 rokov
a nespdsobi vznik a progresiu prekarcerdznych lézii do cervikalneho karcinému
(Kim & Kim, 2017). V sucCasnosti su vyvijané tzv. triazové testy, ktoré by vybrali
hrHPV+ pozitivhe Zeny s vysokym rizikom progresie do CCa a tie by boli odoslané
na kolposkopiu (Valentine et al., 2016). Nové markery by zaroven pomohli
k presnejSej interpretacii vysledkov s nizSou mierou odporuc¢ania na kolposkopiu
(Wentzensen et. al., 2016).

Opakovana analyza potvrdila pritomnost hrHPV33 v 95 % a hrHV51
v 98,3 % pripadoch cervikalnych alebo cerviko-vaginalnych sterov. Novo
navrhnuté detekéné testy dosahovali 95% senzitivitu pre HPV33 a 98,2%
pre HV51. Specificita ziskana z dat bola pre obidva HPV genotypy 100 %.
Navrhnuté detekéné systémy umoznili detekovat 4 kopie/reakciu u HPV33.
Zarovenn umoznovali analyzovat v multiplexu dva HPV gény, internd kontrolu
a rozlisit pritomnost’ |, Z a E formu HPV infekcie. Forma HPV infekcie bola zistena
v675% vl 75% v Zav 20% vE forme uHPV33. V pripade HPV51 bola
analyzovana len epizomalna forma v 98,3 % pacientskych vzoriek. ZmieSana
forma HPV je najCastejSie detekovana u prekarceréznych |ézii, s integrovanou
formou je spojena rizikom progresie do cervikalniho karcinomu (Peitsaro et al.,
2002). Zvysené riziko vyvoja cervikalneho karcinomu je spojené prave s CIN2
do CIN3 v 16 % v priebehu 2 rokov av 25 % v priebehu 5 rokov (Burd, 2003).
Vzorky diagnostikované na ASC-US, ktoré boli v 4krat u HPV33 a 3krat u HPV51
by mali byt opakovane testované. V pripade pozitivity by mali byt pacientky

odoslané na kolposkopické vySetrenie (Wentzensen et. al., 2016).
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Zoznam skratiek

ACS

ACOG

ASC-H

ASC-US

BC
bp
CADM1
CCa
CDK
CIN
CIN1
CIN2
CIN3
CIS
CcVv
DEPC voda
dNTP
E

El
E2
E2F
E4
E5
E6
E7
FDA

FN
FP
GAPDH
HC2
HPV

Americka spolo¢nost pre vyskum rakoviny, The American cancer

society

Americkej spoloCnost pbérodnikov a gynekoldégov; The American

Congress of Obstetricians and Gynecologists

atypické dlazdicové bunky, nevylu€ujuce H-SIL, atypical squamous

cells - cannot exclude H-SIL

atypické dlazdicové bunky nejasného vyznamu, atypical squamous

cells of undetermined significance

buneény cyklus, cell cycle

pocCet parov baz, base pairs

bunkova adhézna molekula 1, cell adhesion molecule 1
cervikalny karcinoém, cervical carcinoma (cervical cancer)

cyklin-dependentné kinazy, cyclin-dependent kinases

cervikalna intraepiteliarna neoplazia, cervical intraepithelial neoplasia

lahka dysplazia cervikalneho epitelu

stredna dysplazia cervikalneho epitelu

tazka dysplazia cervikalneho epitelu

karcindm in situ

koeficient variacie, coefficient of variation

voda oSetrena pridavkom diethyl-polykarbonat-u
zmes deoxinukleotid- trifosfatov (dATP, dCTP, dGTP, dTTP)
epizomalna forma, episomal form

skory gén HPV, pri replikacii HPV gendému

skory gén HPV, reguluje replikaciu a transkripciu
transkripény faktor interagujuci s pRB

skory gén HPV, pri uvolfiovani virionov

skory gén HPV, znizuje degradaciu

skory onkoprotein HPV, deaktivuje p53

skory onkoprotein HPV, deaktivuje pRB

Urad pre kontrolu potravin a lie¢iv, the US Food and
Administration

falodne negativne, false negative

falodne pozitivne, false positive

glyceraldehyd 3-fosfat dehydrogenasa

the Hybrid Capture 1l test

ludsky papilomavirus, human papillomavirus
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hrHPV
H-SIL

IVF
Ki-67
KR

L1

L2
LOD
LCR
IrHPV
L-SIL

MAL

N

NC

ND

NZ
ORF
p16INK4A
p53

p97
Pap test
PC
PCR
pRB
PFw
PRw
gMSP
real-time PCR
SD

SE

SP

TN

P

Z

vysoko-rizikovy typ HPV high-risk HPV

tazkeé stadium dlazdicovej intraepiteliarnej lézie, high-grade squamous
intraepithelial lesion

integrovana forma, integral form

in vitro fertilizacia, umelé oplodnenie

proliferacny protein (marker)

kalibracna rada

neskory protein HPV, hlavny majoritny kapsidovy protein
neskory protein HPV, maly minoritny kapsidovy protein
limit detekcie, limit of detection

dlha kontrolna oblast, long control region

nizko-rizikovy typ HPV, low-risk HPV

lahké Stadium dlazdicovej intraepiteliarnej lézie, low-grade squamous
intraepithelial lesion

protein asociovany s maturaciou T-lymfocytov, protein associated with
human T-cell differentiation

negativne

negativna kontrola, negative control

nedetekované, not detected

neoplasticka zmena

otvoreny ¢&itaci ramec, open reading frame

CDK4 inhibitor p16-INK4A

tumorsupresorovy protein, transkrip&ny faktor

skory promotor HPV

Papanicolaou test

pozitivna kontrola, positive control

polymerazova retazova reakcia, polymerase chain reaction
retinoblastdmovy protein, retinoblastoma protein

primer forward

primer reverse

multiplex real-time metylacne-Specificka PCR

kvantitativna PCR s detekciou v redlnom Case

smerodatna odchylka

klinicka senzitivita, sensitivity

klinicka Specificita, specificity

skutoCne negativne, true negative

skutoéne pozitivne, true positive

zmieSana forma, mixed form
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Prilohy

Priloha 1: Porovnanie CV koncentracie a Cp hodnét KR a SD KR pre E2 gén u HPV33.

Plazmid s genémom Plazmid s genémom oV (%)
0
rozpiatie | HPV33 bez CEM DNA | HPV33 + 50 ng CEM DNA ]
(kopiel ] ) (SD/priemer)x100
: priemer £ SD priemer £ SD
reakciu)
koncentracia Cp koncentracia Cp koncentracia Cp
306833.33 1950 245166.67 19.58 276000 19.54
400 000 + + + t o "
43604.92 0.06
10945.57 0.06 3804.24 0.03 (15.8 %) (0.3 %)
49916.67 22.53 55866.67 22.61 52831'67 22;57
40 000 + + + + - -
4207.29 0.06
1579.47 0.05 1349.90 0.05 (89%) (0.3 %)
5365.00 26.24 7021.67 26.91 6193.34 26.58
4 000 N * * * 1171.44 0.47
159.14 0.05 1386.56 0.40 (19 %) (1.8 %)
353.33 30.83 239.17 33.98 29625 324
400 + E + + - 5
80.72 2.23
86.87 0.39 95.52 0.94 (27.3%) (6.9 %)
41.20 34.04 35.83 37.18 38;52 35;{61
40 * * + + 38 299
11.23 0.38 13.23 0.74 (10 %) (6.2 %)
3.31 37.15 4.39 39.90 38 38.53
4 kA + + + - ~
0.76 1.9
1.07 0.40 0.64 0.17 (20 %) (5.1 %)
priemer 16.6 % 34%

Priloha 2: Porovnanie CV koncentracie a Cp hodnét KR a SD KR pre E6 gén u HPV33.

Plazmid s genémom Plazmid s genémom oV (%)
0
rozpatie | HPV33 bez CEM DNA | HPV33 +50 ng CEM DNA )
(kopie/ . ) (SD/priemer)x100
: priemer £ SD priemer £ SD
reakciu)
koncentracia Cp koncentracia Cp koncentracia Cp
312000.00 19.70 246000 19.78 279+000 19,;74
400 000 + + + + iy =
46669.05 0.06
11460.08 0.06 5300 0.04 (17 %) (0.3 %)
48950.00 22.73 55100 22.81 52225 22;77
40 000 t t t % g h
4348.71 0.06
838.15 0.03 1600 0.06 (8.4 %) (0.25 %)
5225.00 26.40 6790 27.09 6027'5 26;75
4000 * t x % 6 y
1106.62 0.49
120.66 0.04 1270 0.37 (18.4 %) (1.8 %)
330.00 30.95 249 33.87 283'5 32,;41
400 t x t % > 0
57.28 2.06
62.66 0.31 83.1 0.74 (20 %) (6.4 %)
41.72 34.12 36.5 37.13 39;11 35;63
40 * * * * 3.7 213
7.76 0.27 12.0 0.64 (9.4 9) (6 %)
3.88 37.34 4.81 39.81 4'35 38;58
4 + + + + ‘ e
0.66 1.75
0.89 0.32 1.11 0.27 (15.1 %) (4.5 %)
priemer 14.6 % 3.2%
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Priloha 3: Porovnanie CV koncentracie a Cp hodnét KR a SD KR pre E2 gén u HPV51.

Plazmid s genémom

Plazmid s genémom

CV (%)
rozpiatie | HPV51 bez CEM DNA | HPV51 + 50 ng CEM DNA ]
(kopie/ . ) (SD/priemer)x100
: priemer £ SD priemer £ SD
reakciu)
koncentracia Cp koncentracia Cp koncentracia Cp
335000 20.89 279000 20.86 307000 20.88
400 000 + + + + - -
39597.98 0.02
6.930 0.04 6090 0.04 (13 %) (01.9%)
53900 24.00 58100 24.05 56800 24;03
40 000 % + " " * x
2969.85 0.04
1660 0.05 2720 0.10 (5.3 %) (0.15 %)
4410 28.28 4140 29.51 4275 28.9
4 000 + + + + 190.92 0.87
759 0.28 1090 0.59 (4.59%) (3 %)
314 32.76 355 34.45 3345 33.61
400 + + + + t *
28.99 1.2
32.4 0.17 80.4 0.44 (8.7 %) (3.6 %)
51.0 35.94 36.6 37.65 43.8 36.8
40 + + + + - =
10.18 1.21
17.9 0.58 29.9 1.35 (233 %) (3.3 %)
9.40 39.25
4 + * - - - -
9.35 1.30
priemer 10.9 % 2.02%

Priloha 4: Porovnanie CV koncentracie a Cp hodnét KR a SD KR pre E6 gén u HPV51.

Plazmid s genémom

Plazmid s genémom

CV (%)
rozpatie HPV51 bez CEM DNA HPV51 + 50 ng CEM DNA ]
(képiel ) ) (SD/priemer)x100
: priemer £ SD priemer £ SD
reakciu)
koncentracia Cp koncentracia Cp koncentracia Cp
331000 20.60 301000 20.55 316000 20.58
400 000 + + + + T -
21213.20 0.04
6920 0.04 6870 0.04 6.7 %) 0.17 %)
50600 23.68 53600 23.70 52100 23.69
40 000 + + + . + +
2121.32 0.01
1600 0.05 2.690 0.09 (@1 %) (0.06 %)
4520 27.65 4200 28.41 43+6° 28403
4 000 E= + + + ~ =
226.27 0.54
504 0.18 981 0.47 (5.2 %) (1.9 %)
344 31.86 326 33.02 335 32.44
400 + + + + - o
12.73 0.82
25.5 0.13 2.8.7 0.16 (3.8 %) 2.5 %)
432 35.34 36.0 36.31 39.6 35.83
40 * * * * 5.1 0.69
13.8 0.52 11.0 0.50 (12.9 %) (1.9 %)
7.62 38.73
4 + + - - - -
6.80 1.41
priemer 6.5 % 1.3%

* vysvetlenie skratiek k prilohe 1-4: KR — kalibra¢na rada, SD — smerodatna odchylka, CEM — bune¢na linia, CV —

koeficient variacie; kazdy priemer koncentracie a Cp u plazmidov (bez/s CEM DNA) bol vyhodnoteny z 5-tich merani,

u prilohy 3 a 4 do priemeru CV neboli zaratané 4 képie/reakciu.
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Priloha 5: Suhrnné tabulka a vysledky cervikalnych a cerviko-vaginalnych sterov na HV33.

€. vzorky (késiilul) (kéEi?alpl) E2/E6 Forma '(-:;DZ\//E')n fekcie ‘(,:)),;I/i?:tk
vySetrenia
1 3940 4170 0.94 E bez Nz
2 24300 26200 0.93 E bez NZ
3 58.4 110 0.53 z
4 5880 6540 0.90 E H-SIL
5 750 843 0.89 E
6 20500 21100 0.97 E L-SIL
7 24.1 35500 0.00 |
8 35.6 120 0.30 | CIN3
9 35.3 122 0.29 | ASC-H
10 32.7 582 0.06 |
11 ND 281 0.00 | H-SIL
12 32.0 888 0.04 |
13 38.4 4.3 8.94 E
14 28.6 4270 0.01 | L-SIL
15 32.6 622 0.05 | L-SIL
16 31.3 1180 0.03 |
17 29.7 2410 0.01 | CIN3
18 27.9 5740 0.00 |
19 39.6 15.6 2.53 E
20 37.2 93.3 0.40 z
21 29.3 2930 0.01 |
22 37.6 44.0 0.85 E
23 32.8 627 0.05 |
24 30.3 1850 0.02 |
25 31.4 1120 0.03 | ASC-US
26 28.5 5560 0.01 |
27 20.1 227000 0.00 | H-SIL
28 28.2 6120 0.00 |
29 36.7 48.7 0.75 z
30 ND 92.1 0.00 |
31 245 31800 0.00 | ASC-US L-SIL
32 24.9 27000 0.00 | L-SIL
33 35.0 337 0.10 |
34 ND ND ND ND ASC-H
35 25.8 19300 0.00 | L-SIL
36 36.3 268 0.14 | CIN3
37 23.8 47400 0.00 | ASC-US
38 ND ND ND ND
39 20.0 256000 0.00 | ASC-US
40 25.9 20500 0.00 | CIN3
* vysvetlenie skratiek: | — integrovana forma HPV, Z — zmie$Sanad forma HPV, E — epizomélna forma HPV, ND -

nedetekovana forma HPV, NZ — neoplastickda zmena, ASC-US: atypické dlazdicové bunky nejasného vyznamu, ASC-H:
atypické dlazdicové bunky nevylu€ujuce pritomnost H-SIL; CIN: cervikalna intraepiteliarna neoplazia; L-SIL: lahké $tadium

dlazdicovej intraepiteliarnej 1ézie; H-SIL: tazké Stadium dlazdicovej intraepiteliarnej lézie
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Priloha 6: Suhrnné tabulka a vysledky cervikalnych a cerviko-vaginalnych sterov na HV51.

& E2 E6 quma I—_IPV vysletjok

vzorky (képielpl) (képielpl) E2/E6 infekcie C)‘l’t./hISt..
(I/Z/E) vySetrenia

1 4000 2830 1.41 E

2 105000 110000 0.96 E

3 39800 36100 1.10 E

4 38600 35200 1.10 E

5 425000 526000 0.81 E H-SIL

6 17300 13400 1.29 E ASC-H

7 37.2 27.7 1.35 E

8 38100 35600 1.07 E

9 54200 49300 1.10 E

10 1630 1040 1.57 E

11 14500 12200 1.19 E

12 10700 8260 1.29 E

13 26400 23300 1.13 E L-SIL, RCC

14 9480 7260 1.31 E

15 146 64.7 2.25 E L-SIL

16 188000 196000 0.96 E

17 443 269 1.64 E

18 209000 217000 0.96 E

19 771 462 1.67 E

20 145 80.6 1.79 E

21 1060 653 1.63 E

22 127000 127000 1.00 E ASC-H, L-SIL, RCC

23 526 280 1.88 E

24 1720 649 2.65 E

25 156000 170000 0.92 E L-SIL

26 1220 749 1.62 E CIN3

27 61200 59700 1.03 E L-SIL

28 14800 12300 1.21 E

29 903 567 1.59 E L-SIL

30 5410 3350 1.61 E ASC-H

31 4860 4320 1.13 E ASC-H, L-SIL, RCC

32 ND ND ND ND

33 15100 12400 1.22 E

34 2580 1610 1.60 E CIN3

35 24300 19000 1.28 E

36 1490 752 1.99 E

37 780 488 1.60 E

38 241000 243000 0.99 E

39 16700 13300 1.26 E ASC-US

40 39800 33900 1.17 E

41 16000 12400 1.28 E L-SIL

42 27000 21300 1.27 E

43 59700 55100 1.08 E CIN1

44 21900 18200 1.20 E

45 58100 53900 1.08 E
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46 3450 2280 151 E
47 966 662 1.46 E

48 1180 669 1.76 E L-SIL

49 16400 13400 1.22 E

50 1560 833 1.87 E L-SIL

51 284000 327000 0.87 E ASC-US, CIN1
52 18100 13700 1.32 E L-SIL

53 28900 25000 1.16 E

54 37000 31800 1.16 E ASC-H

55 34600 29500 117 E H-SIL

56 55800 50700 1.10 E L-SIL

57 9210 6650 1.38 E Aigi]git(';;i”‘

* vysvetlenie skratiek: E — epizomélna forma HPV, ND — nedetekovana forma HPV, ASC-US: atypické dlazdicové bunky
nejasného vyznamu, ASC-H: atypické dlazdicové bunky nevylucujuce pritomnost H-SIL; CIN: cervikélna intraepiteliarna
neoplazia; L-SIL: fahké Stadium dlazdicovej intraepiteliarnej 1ézie; H-SIL: tazké Stadium dlazdicovej intraepiteliarnej lézie,

RCC - reaktivne bunecné zmeny spésobené zanetom
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