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CILE PRACE

Teoreticka ¢ast

Zpracovani literarni reSerSe zamétfené na téma:

e Popis struktury genomu lidského papilomaviru a funkce jeho proteinti
e Zivotni cyklus lidského papilomaviru a karcinogeneze
e Nadory hlavy a krku a jejich asociace s lidskym papilomavirem

e Metody detekce lidského papilomaviru
Prakticka cast

e Zvladnuti laboratornich technik izolace nukleovych kyselin dvéma rozdilnymi
metodami
e Zvladnuti techniky real-time PCR pouzitelné pro detekci lidského papilomaviru

e Otestovani pacientskych vzorki na pfitomnost lidského papilomaviru



1 UVOD

Lidsky papilomavirus (HPV) je virus schopny napadat keratinocyty epitelidlni tkané
ktize a sliznic ¢loveéka. V nékterych piipadech mtize dojit k tvorbé nezhoubnych utvara
(pti infekci nizce rizikovymi genotypy HPV) nebo k rozvoji pfednadorovych zmén ¢i
nadorového onemocnéni (vysoce rizikové genotypy HPV). Infekce vysoce rizikovymi
typy HPV je nejcastéji spojovana s naddory délozniho hrdla, kde byla prokézana kauzalni
souvislost, ve vice nez 99 % karcinomi je pfitomna HPV infekce, nejcastéji typem
HPV16 (Cottage et al., 2001). HPV je vSak spjato s celou fadou nadorti, jako jsou
nadory hlavy a krku, jejichz incidence je pfiblizné¢ 600 000 ptipadii rocné a celosvétove
jsou Sestym nejcastéjSim karcinomem. I kdyz jsou hlavnimi rizikovymi faktory
dlouhodobé¢ vystavovani alkoholu a tabdkovym vyrobkiim, byla infekce HPV taktéz
prokézéana jako rizikovy faktor pro rozvoj nddorového onemocnéni v oblasti hlavy a
krku a ptipadt, kde je HPV skute¢nou pfi€inou, stoupd. Pro prognézu karcinomu hlavy
a krku je pak velmi dulezité detekovat pfitomnosti ¢i neptfitomnosti HPV (Keck et al.,
2015).

V této bakalaiské praci byly otestovany pacientské vzorky na pfitomnost vysoce
rizikového HPV16 metodou real-time PCR. Tyto vzorky byly odebrany od pacientii
kloktanim pomoci odbérové sady GARGTEST, o které se uvazuje jako o technice, jenz
by se mohla vyuzivat v béZné praxi pii odebirani biologického materialu pro néslednou
detekci HPV. V soucasnosti se touto metodou odebiraji pacientské vzorky pro testovani
na pfitomnost viru SARS-CoV-2. Pro optimalizaci metody detekce byly testovany dvé
odlisné metody izolace nukleovych kyselin ze simulovanych vzorkli s naslednou real-

time PCR analyzou.



2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY
2.1 Lidsky papilomavirus

2.1.1 Charakteristika lidského papilomaviru
Lidské papilomaviry (HPV) patii mezi neobalené viry (Handisurya et al., 2009), jejichz

nukleovou kyselinou je cirkuldrni dvouvlaknovd DNA spojend s proteiny, které jsou
podobné histonu (Araldi ef al., 2018). Viriony maji ikosahedralni tvar (Doorbar, 2006)
o pruméru 50-55 nm a jejich molekulovd hmotnost se pohybuje okolo 5000 kDa.
Velikost virové DNA je ptiblizné¢ 8000 bp. Genom viru se d¢€li na tii oblasti — Casna,
pozdni a nekédujici (Obr. 1). Casna oblast (E) zahrnuje geny kédujici proteiny E1, E2,
E4, ES, E6 a E7, které souvisi s replikaci viru (Araldi et al., 2018). K transkripci téchto
gentl dochazi na promotoru P97 (Doorbar, 2006; Zheng a Baker, 2006). Pozdni oblast
(L) obsahuje geny kodujici velky L1 a maly L2 strukturni protein kapsidy (Araldi et al.,
2018). Ty jsou transkribovany z promotoru P670 (Zheng a Baker, 2006). Nekodujici
oblast (NCR) nebo také dlouhd kontrolni oblast (LCR), umisténa mezi otevienymi
¢tecimi ramci (ORF) L1 a E6, zahrnuje velkou cast regula¢nich prvka transkripce a
replikace, jako je zacatek replikace (Ori) (Araldi et al., 2018).

HPV mohou infikovat epitel klize a sliznic (Stanley et al., 2007). Zptsobuji benigni i
maligni nddory (Zheng a Baker, 2006), podle ¢ehoz jsou kmeny viru rozdéleny na

skupiny s nizkym anebo vysokym rizikem transformace lidskych bunék (Stanley et al.,

vvvvvvv

nezhoubnych 1¢ézi a fadi se zde kmeny HPV®, 11, 40, 42, 43, 44, 54, 61, 70, 72, 81, 89
(Ref. 1), pficemz nejrozsitenéjsi je typ 6 a 11 (Araldi et al., 2018). Viry s vysokym
rizikem (high risk HPV, hrHPV) zptisobuji zhoubné nadorové bujeni a patii zde kmeny
HPV16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68, 73, 82 (Ref. 1), kdy nejcastéji
vyskytujicimi se typy jsou 16, 18, 31, 33 a 45 (Araldi ef al., 2018). Kmeny HPV jsou
klasifikovany podle liSicich se sekvenci genu, ktery koduje velky kapsidovy protein L1
(de Villiers et al., 2004).
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Obrazek 1 Schéma genomu lidského papilomaviru typu 16 (Rautava a Syrjénen, 2012)

2.1.2 Protein E1

Protein EI ma molekulovou hmotnost 68 kDa. Je kédovan ORF genu E/, coz je u
papilomavirt druhou nejvice konzervovanou sekvenci. Ma podstatnou funkci
v replikaci virové DNA (Araldi et al., 2018) a je také jedinym proteinem viru, ktery ma
enzymatickou aktivitu (Castro-Mufioz et al., 2019). Tento protein se skladd ze tii
domén: N-terminalni, centrdlni a C-terminalni (Araldi et al., 2018). N-termindlni
doména nese sekvenci pro jadernou lokalizaci a jaderny exportni signal. C-terminalni
doména ma helikasovou/ATPasovou aktivitu a také obsahuje sekvence podilejici se na
oligomerizaci proteinu (Castro-Munoz et al., 2019). Centralni doménou se protein El
vaze s proteinem E2, vytvaii komplex E1-E2 (Araldi et al., 2018) a v tomto komplexu
se pak pomoci DNA-vazebnych domén vazi na pocatek replikace Ori virové DNA.
Postupné dochazi k tvorbé dvojitych hexamert E1, které funguji jako helikasa rozvijici
vlakna DNA. V této fazi diky interakci s E1 dochéazi k vazb& dalSich enzymi,
potitebnych pro replikaci, do mista Ori. Takovymi enzymy jsou topoisomerasa I, DNA

polymerasa a a replikacni protein A (Schuck et al., 2015).

2.1.3 Protein E2

Protein E2 m4 molekulovou hmotnost 48 kDa. Je kddovan ORF stejnojmenného genu a
tak jako protein E1, je podstatny pro replikaci virové DNA. Tento protein obsahuje dvé
domény: N-termindlni transaktiva¢ni a C-terminalni. Krom¢ iniciace replikace tvorbou
komplexu E1-E2, ma také funkci reguldtoru transkripce ORF E6 a E7. Pokud se E2
vyskytuje ve vys§im mnozstvi, vaze se na sekvenci promotoru P97 v LCR. Takto se na

promotor P97 nemuze navazat RNA polymerasa Il a exprese E6 a E7 je tak potlacena.



Jestlize se E2 vyskytuje v malém mnozstvi, vazi se na ngj transkripcni faktory potiebné
pro replikaci (Araldi et al., 2018).

Pfi integraci virového genomu do genomu hostitele u karcinomti délozniho hrdla
Casto dochézi k disrupci genu E2 (Collins et al., 2009) a ztrat¢ proteinu E2. U bun¢k, ve
kterych je gen E2 narusen, je vétsi pravdépodobnost, ze dojde k vyvoji v nador a méné
pravdépodobné u takovych bunék probchne apoptosa (Sanchez-Perez et al., 1997).
Naopak ptitomnost proteinu E2 mtze mit pro vyvoj naddoru supresorovou funkci. To
bylo potvrzeno u bunécnych linii karcinomu délozniho hrdla, které neexprimovaly
virovy protein E2. Po pfidani proteinu E2 k t¢émto bunéénym liniim do$lo k zastaveni
bunéén¢ho cyklu v Gl fazi prostfednictvim represe endogenni exprese E6 a E7

(Bellanger et al., 2011).

2.1.4 Protein E4

mRNA u HPV je Casto polycistronicka a zahrnuje vice nez jeden ORF, jako je tomu u
proteinu E4. Ten byvd oznacovan i jako pozdni protein EI"E4. Jeho prvnich pét
aminokyselin pochazi z ORF E/, ostatni pak z ORF E4. Z HPV proteini je tento nejvice
exprimovanym a také prvnim exprimujicim se pozdnim proteinem (Tsakogiannis et al.,
2012). K jeho expresi dochazi pred L1 a L2 (Mclntosh et al., 2010; Doorbar, 2013)
v celém epitelu, avSak akumuluje se ve svrchnich vrstvach (Mclntosh et al., 2010).
Nadmérna exprese tohoto proteinu muize vést k zastavé bunécného cyklu v G2 fazi
(Tsakogiannis ef al., 2012).

E4 ma také funkci pfi zrani virionii (Roberts et al., 1993). Reorganizuje a zastavuje
dynamiku keratinové sité¢ intermedidrnich filament keratinocytd. Intermediarni
filamenta slouzi pfedevSim k mechanické opote buiiky a jsou schopna ptestaveni napt.
pfi mitose. K jejich reorganizaci dochazi vazbou proteinu E17E4 na keratin
prostiednictvim N-termindlniho motivu, ktery je bohaty na leucin, a ndslednou
multimerizaci proteinu, diky C-termindlni domén¢ E17°E4. Pii takovém stresu buiky
mohou byt sité keratinovych intermedidrnich filament cilem fosfatas nebo kinas napf.
SAPK. To vede k hyperfosforylaci, ubikvitinilaci a nasledné degradaci keratinu
v proteazomu, coz poskozuje stabilitu sité. Dochazi k naruSeni polymerizace
keratinovych vldken a tim ke kiehkosti epidermis indukujici naruseni celistvosti epitelu,

coz usnadnuje uvolilovani zralych virionti (McIntosh et al., 2010).



2.1.5 Protein ES
Protein ES je hydrofobni protein (Araldi et al., 2018; Chang et al., 2001). Lisi se svou

molekulovou hmotnosti u jednotlivych typt viru, kdy u HPV16 dosahuje 9,4 kDa,
zatimco u HPV18 8,3 kDa (Araldi et al., 2018). Je lokalizovan na bunééné membran¢
(Chang et al., 2001), ale vyskytuje se i v Golgiho aparatu, endoplasmatickém retikulu
(Araldi et al., 2018) a jaderné membran¢. Jeho pfitomnost v§ak neni nezbytné nutna pro
maligni pfeménu buiiky, protoze ne vSechny nadory obsahuji protein E5 nebo jeho gen.
Pii integraci genomu viru do genomu hostitelské bunky casto dochéazi i k deleci genu
E5.

Protein E5 se mlze vazat na 16 kDa podjednotku protonové pumpy ATPasy
umisténé v membrané endosomu (Tsai a Chen, 2003). Tim je inhibovéano snizeni pH
v endosomu a degradace receptoru epidermalniho rtistového faktoru (EGFR) (Straight et
al., 1995). Vice molekul receptoru tak ziistava v aktivni podobé a bunika pokracuje v
proliferaci. Aktivaci EGFR je iniciovana signalni kaskada, kterd vede k nadmérné
expresi onkogenti a podporuji rychly rast bunky. E5 také muze inhibovat expresi genu

p21, ktery slouzi jako nddorovy supresor (Tsai a Chen, 2003).

2.1.6 Protein E6
Protein E6 je ptiblizné 150 aminokyselin dlouhy polypeptid (Mantovani a Banks, 2001),

(Thomas et al., 1999) o molekulové hmotnosti 18 kDa. Typickym znakem jsou Ctyfi
motivy Cys-X-X-Cys, které jsou konzervovany v proteinu E6 u celé rodiny HPV, a diky
nimZ je umoznéna tvorba dvou zinkovych prstd (Thomas et al, 1999). Spolecné
s proteinem E7 vysoce rizikovych typi HPV se podili na indukci imortalizace
primarnich lidskych keratinocytll a je spojen s maligni pfeménou infikované buiky
(Scheffner et al.,, 1990). Pravdépodobné nejdulezitéjsi funkci E6 je interakce
s proteinem p53. Ten funguje jako nadorovy supresor, podporuje zastavu bunécného
cyklu a apoptosu. Proteiny E6 hrHPV indukuji degradaci p53 tak, ze se vazi na E6AP a
vytvaii stabilni komplex E6-E6AP. E6AP je ubikvitin ligasa, pficemz vazbou proteinu
E6 je pozménéna substratova specifita EOAP pravé na protein p53. Cely komplex je
nasledné urcen k degradaci v proteazomu (Mantovani a Banks, 2001).

U onkogennich typt HPV je dalsi funkci proteinu E6 aktivace promotoru hTERT. Je
tedy zvysSena transkripce tohoto genu, ktery koduje telomerasovou reverzni
transkriptasu (Veldman et al., 2001; Liu et al., 2009; Doorslaer a Burk, 2012),
potiebnou pro zachovani telomerickych struktur na koncich chromosomii. Prodlouzeni

telomer (telomerasova aktivita) se vyskytuje ve vice nez 90 % ptipadi imortalizovanych
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nadorovych bunék (Veldman et al., 2001), v malé mife i u normalnich kmenovych
bun¢k (Liu et al., 2009) a jde o dulezity krok vedouci k maligni transformaci a
imortalizaci primarnich lidskych keratinocyti (Veldman et al., 2001). Mimo jiné protein
E6 muze interagovat s fadou dalSich proteint, které piipivaji k rozvoji nadorového
onemocnéni prostiednictvim regulace diferenciace, proliferace buiky, apoptosy,

transkripce gentli ¢i chromozomové stability (Liu ef al., 2009).

2.1.7 Protein E7
Protein E7 je polypeptid o pfiblizné 100 aminokyselindch (Avvakumov et al., 2003;

McLaughlin-Drubin a Miinger, 2009). Spolecné s proteinem E6 se u hrHPV podili na
maligni transformaci bun¢k (Scheffner et al., 1990; Yim a Park, 2005). V CR2 domén¢
proteinu E7 se nachazi konzervovany motiv Leu-X-Cys-X-Glu (LXCX), ktery je
dilezity pro vazbu E7 na pRb. pRb je retinoblastomovy protein, fungujici jako
nadorovy supresor (McLaughlin-Drubin a Miinger, 2009). E7 se vaze na pRb v mist¢
zvaném ,,pocket doména, kterd v normalnich buiikach vaze transkripéni faktory rodiny
E2F a potlacuje expresi geni, které koduji replikaéni enzymy. Interakci s E7 dojde
k zabranéni vazby E2F na pRb (Jim a Park, 2005). E2F jsou uvolnény v transkripéné
aktivni formé, ¢imz je ovlivnén piechod z G1 do S faze a z G2 do M faze bunécného
cyklu (Avvakumov et al., 2003; Jim a Park, 2005) a je podporovana replikace a déleni
bunky.

Protein E7 je schopny ovliviiovat proliferaci buiiky i jinymi zplsoby. Piikladem
muze byt interakce s inhibitory cdk (CKI) p21 a p27 (Jim a Park, 2005). Za normalnich
podminek v priabehu bunééné diferenciace keratinocytl, hladiny téchto CKI rostou a cili
na cdk2, coz vyusti v zastaveni bunétného cyklu v Gl fazi (Jones et al., 1997;
McLaughlin-Drubin a Miinger, 2009). V infikovanych buiikach se E7 vdze na p21 a rusi
tak inhibici cdk2, kterd by byla za normalnich podminek inhibovana vazbou s p21
(Jones et al., 1997), ale zistava aktivni. E7 mtize interagovat i pfimo s cdk2 nebo
cykliny A a E, coz jsou pozitivni regula¢ni podjednotky cdk2, a aktivita cdk2 je tak
podporovéana (McLaughlin-Drubin a Miinger, 2009).

2.1.8 Proteiny L1 a L2

Proteiny L1 a L2 vytvareji virovou kapsidu (Finnen ef al., 2003) a hraji daleZitou tlohu
pii virové infekci a skladadni virionl. Jsou exprimovany pozdéji, a proto jsou

detekovatelné v jiz diferencovanych epitelidlnich vrstvach (Buck et al., 2013).



Kapsida viru mé ikosahedralni tvar a je tvofena 360 kopiemi hlavniho kapsidového
proteinu L1, poskladaného do 72 pentamerickych kapsomer (Finnen et al., 2003), které
jsou spojeny disulfidickymi vazbami (Buck et al., 2013). P& monomera L1 je obsazeno
v kazdé kapsomeie. Hlavni kapsidovy protein L1 o 55 kDa se vyuzivd pro
fylogenetickou klasifikaci riznych typid a podtypl viru, protoZe je nejkonzervovangjsi
sekvenci genomu (Araldi et al., 2018). Je dilezity pfi procesu virové infekce, kdy se
diky nému vaze virion na heparansulfat umistény v bazalni membrané epidermis (Buck
etal., 2013).

Minoritni kapsidovy protein L2 interaguje s pentamery L1. L2 o pfiblizné 74 kDa se
ve virionu vyskytuje ve 36 kopiich. Je schopen vazat DNA viru a podili se tak na
enkapsidaci. Muze se také nachdzet na povrchu virionu a vytvaret specificky epitop,
ktery pak interaguje s bunécnym receptorem a usnadiuje adsorpci viru (Finnen et al.,

2003).



2.2 Zivotni cyklus lidského papilomaviru

2.2.1 Prenos infekce
Infekce hrHPV se nejcastéji Siii kontaktem sliznic, konkrétnéji sexualnim prenosem, at’

uz jde o penilné-vaginalni, penilné-analni ¢i ordlné-genitalni styk. Byl vSak potvrzen 1
nesexualni prenos, kdy u pacientii s genitalnimi bradavicemi asociovanymi s HPV, byly
detekovany stejné typy HPV na rukou. Je tedy mozné, ze by takovi pacienti mohli
prenést infekci HPV na své sexualni partnery prostfednictvim kontaktu mezi genitaliemi
a rukama. Dikazem ru¢niho pienosu mize byt i pfipad déti trpicich anogenitalnimi
bradavicemi. Piedpokladé se, Ze doSlo k autoinokulaci z bradavic na jejich vlastnich
rukou nebo se infikovaly od blizkych rodinnych pfislusnikli postizenych ru¢nimi
bradavicemi (Sonnex et al., 1999).

Infekce HPV mize byt pravdépodobné prenasena i vertikalné. Sekvence DNA HPV
byly totiz detekovany v matetském mléce, plodové vodé, placenté, krvi z pupecniku a
ustni dutin€ novorozencu. Sekvence HPV DNA byly identifikovany i ve spermiich, kdy
HPV pravdépodobné zplisobuje neplodnost, protoze mize ovliviiovat pohyblivost
spermii. HPV nejspiSe mulize byt i pficinou spontanniho potratu, ktery je zplsobeny
poSkozenim genomu trofoblastickych bunék plsobenim proteini E6 a E7 HPV16
(Araldi et al., 2018).

Vertikalni pfenos HPV infekce potvrzuje i fakt, Ze déti zen, které béhem tehotenstvi
trpély genitalnimi bradavicemi, maji velké riziko vzniku laryngeédlnich papilomt. S
respiraCnimi papilomy byvaji ¢asto spojovany typy HPV16 a 11, pfiCemz se projevi do
4 let u 4 déti ze 100 000 a 5 % respiracnich papilomt spojenych s HPV16 se mize

dokonce rozvinout v nadorové onemocnéni (Gillison et al., 2012; Araldi et al., 2018).

2.2.2 Vstup do bunky
V pocatecni fazi zivotniho cyklu HPV je napadena hostitelskd bunka. Aby doslo k

infekcei, je nutné, aby se infekéni virové castice dostaly k bazalni vrstvé keratinocytl
epitelidlni tkdn€. Piistup k t€émto bunkdm je zajiStén prostfednictvim tkanovych 1ézi
nebo i nepatrnych mikroporanéni tkané (Doorbar, 2005) (Obr. 2). Vstup virionu do
hostitelské bunky zacina vazbou virového proteinu L1 na heparansulfat proteoglykan
(HSPG) (Horvath et al., 2010). HSPG jsou molekuly, které se vyskytuji piipojené k
riznym proteintim na bunééném povrchu nebo v extracelularni matrix (ECM) a mnoho
patogenti véetné virti je vyuziva k vazbé na povrch bunék (Cagno et al., 2019). Ackoli
jsou HSPG castym vazebnym mistem, jako receptory pro HPV mohou slouzit i jiné

molekuly, jako je laminin-5 lokalizovany v ECM.
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Interakci proteinu L1 a HSPG dochdzi ke konforma¢ni zméné kapsidy, vedouci k
vystaveni N-termindlni oblasti proteinu L2, kterd je $tépena furinem. Nasleduje druha
konformaéni zména kapsidy viru a dojde k vystaveni vazebného mista pro sekundarni
receptor nebo se snizi afinita k primarnimu receptoru. Tim je potom umoznéna vazba na
sekundérni bunécné receptory (Horvath et al., 2010).

Virus je dale transportovan do bunky mechanismem endocytosy, kterda je
zprostiedkovana klathrinem nebo kaveolinem. Po vstupu do bunky se na tyto
endocytické struktury vazi lysosomy a tvoii se fagolysosomy, organely vzniklé
spojenim lysosomu a fagosomu. Nasledn¢ v nich dochdzi ke snizeni pH, ¢imz je
episomalni genom je poté transportovan do jadra prostfednictvim tubulinu (Graham,

2017).

Obrazek 2 Mista vstupu HPV do hostitelské buiiky (Doorbar et al., 2012)



2.2.3 Pocatecni faze Zivotniho cyklu
Po napadeni a vstupu do jadra bunky jsou na nizké Grovni exprimovany virové proteiny

El, E2, E6 a E7 (Doorbar et al., 2012; Graham, 2017). Nejdiive dochéazi k expresi E1 a
E2, nebot’ musi dojit k replikaci viru (Graham, 2017). Jelikoz HPV neexprimuje
polymerasy, interakci ¢asnych virovych proteinti s bunikou hostitele dochazi k vyvolani
nastupu buiiky do S faze, a tim také k zisku komponent potiebnych k replikaci (Araldi
et al., 2018). E2 vytvari komplex s E1 a ten se poté vaze na virovy pocatek replikace.
Exprese E2 také reguluje ¢asny promotor pro pfimou expresi proteinti E6 a E7. Genom
viru je udrzovan ve formé episomu s malym poctem kopii, ptiblizné 50 az 100 kopii na

buiiku v bazalni vrstvé (Graham, 2017).

2.2.4 Produktivni faze Zivotniho cyklu
Za normalnich podminek buiiky bazalni vrstvy dokon¢i svilij bunéény cyklus, prochdzeji

diferenciaci a v prtibéhu tohoto procesu postupuji od bazalni vrstvy smérem k povrchu
epitelu. V produktivni fazi replikace virového genomu je vSak tento proces narusen
(Doorbar, 2005). Bunéény cyklus infikované buiiky je znovu aktivovan, diky interakcim
virovych proteint, jako je vazba E7 na pRb nebo zabranéni apoptosy degradaci p53
proteinem E6 (Graham, 2017), a pocCet kopii virového genomu se tak zvysuje. U vétSiny
typtt HPV hlavni roli proteini E6 a E7 neni podpora proliferace bazalnich bunék, ale
spiSe stimulace opétovného vstupu do bunécného cyklu za ucelem amplifikace genomu
(Doorbar et al., 2012). Mimo E6 a E7 jsou exprimovany i ostatni ¢asné virové proteiny,

aby byl virovy epizom udrzen pii malém poctu kopii (Doorbar, 2005).

2.2.5 Pozdni faze Zivotniho cyklu
V posledni fazi zivotniho cyklu HPV, kterd probiha ve vrchnich vrstvach epitelu,

dochazi k produkci infekénich viriont (Doorbar et al., 2012; Graham, 2017). Po
amplifikaci virového genomu builka vystoupi z bunééného cyklu a exprimuji se
kapsidové proteiny nutné pro zabaleni genomu (Doorbar ef al., 2012). Nejprve dochazi
k expresi proteintt E4, poté L2 a nasledné L1 (Graham, 2017). Dulezitou funkci E4 je
naruseni struktury keratinovych vldken, coz zpusobi, Ze se builkka stane kieh¢i a
nachylnéjsi k uvolnéni virionti (Doorbar ef al., 2012; Graham, 2017). L2 je importovan
do jadra (Graham, 2017) a akumulovan v jadernych strukturach, tzv. PML téliskach
(Doorbar, 2005). Zde se po syntéze lokalizuji 1 virové genomy (Graham, 2017) a L2 zde
rekrutuje 1 proteiny L1 (Doorbar, 2005). Ty se nejprve v cytoplasmé¢ samostatné

sestavuji v pentamerni kapsomery a poté jsou transportovany do jadra. L2 se
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pravdépodobné zabudovavd do stfedu kapsomer (Graham, 2017). Jakmile dojde k

enkapsulaci genomu a infikované buiiky dosdhnou povrchu epitelu, jsou viriony
uvolnény ven (Doorbar, 2005) (Obr. 3).

Virus release

Virus assembly

Genome amplification

Genome maintenance
and cell proliferation

Genome maintenance

Obrazek 3 Znazornéni exprese virovych proteinti v urcitych fazich zivotniho cyklu HPV
(Doorbar et al., 2020)
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2.2.6 Integrace genomu viru do genomu hostitele

Integrace genomu HPV do genomu hostitele je hnaci silou onkogeneze (McBride et al.,
2017), ale neni souc¢asti normalniho zivotniho cyklu viru (Senapati et al., 2016). Pro
virus se jedna spiSe o slepou uli¢ku, protoze integraci ztraci schopnost vytvofit genom,
ktery by se zabaleny mohl pienést do nového hostitele (McBride et al., 2017). Mista
integrace jsou lokalizovéna v celém lidském genomu a charakterizuji je oblasti, kde
nedochazi k opravam zlom dvouvlaknové DNA. Takové poSkozeni miize byt
indukovano napf. reaktivnimi formami kysliku ¢i proteiny HPV.

Integraci neni ovlivnén jen hostitelsky genom, protoze jsou pifi ni naruSeny rovnéz
virové geny El, E2, E5 a L2. Nasledn¢ se nadmérné exprimuji geny pro proteiny E6 a
E7. To vede k deregulaci buné¢ného cyklu a zvysSené genomické nestabilité hostitele.
Integrace tedy ovliviluje genom hostitele nejen amplifikaci onkogenli a naruSenim
tumor supresorovych gentl, ale také fizenim chromozomalnich presmykil jako delece,
translokace a inverze, které se objevuji v oblastech genomu blizko integracnich mist.

Existuji dv€ moznosti integrace. V prvnim piipad¢ je integrovana jedna kopie
virového genomu. Ve druhém je do hostitelského chromosomu integrovan virovy
genom ve formé konkatameru (Senapati et al., 2016). I kdyz je integrace genomu casta
u nadort asociovanych s HPV, neni to pravidlem. DNA HPV se mtize vyskytovat ve
form¢ integrované, episomalni ¢i v kombinaci téchto dvou ptipadi. HPV v integrované
formée se Casto nachédzeji u premalignich 1¢ézi a fad¢ anogenitalnich a orofaryngealnich
nadort. U karcinomt délozniho hrdla pozitivnich na HPV dochazi k integraci u vice nez
80 % ptipadi. U HPV-pozitivnich orofaryngedlnich spinocelularnich karcinomi je
procento integrace nizsi, virova DNA se vyskytuje v episomalni nebo kombinované

formé¢ (McBride et al., 2017).
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2.3 Nadory hlavy a krku

2.3.1 Anatomické lokalizace nadori hlavy a krku
TNM je jednim z mezinarodnich klasifika¢nich systémii v onkologii, ktery vznikl v

polovingé 20. stoleti. U nadorii popisuje jejich anatomicky rozsah prostfednictvim tii
hodnot T, N a M. T ur€uje rozsah v misté primarniho naddoru (T = tumor) (Ref. 2), N
uruje nepfitomnost nebo piitomnost a piipadny rozsah metastaz v oblastech
regionalnich lymfatickych uzlin (N = lymph nodes) a M ur€uje nepfitomnost nebo
pfitomnost metastaz (Brierley et al. 2017) vzdaleného organového postizeni (M =
metastasis). Podle téchto tii hodnot je nasledn¢ stanoven celkovy rozsah a klinické
stadium nadoru. Klasifikacni systém TNM je dulezity pro spravnou klasifikaci, vybér
1é¢by a odhad prognédz, vyzkum, epidemiologii (Ref. 2) a kontrolu aktivity rakoviny
(Huang a O’Sullivan, 2017). Je vyuzivan l€kafi, védci a jinymi odborniky (Ref. 2) a je
pravidelné aktualizovan (Huang a O’Sullivan, 2017).

Nadory hlavy a krku podle 8. vydéani klasifikace TNM zahrnuji tyto anatomické

lokalizace a sublokalizace (Tab. 1):

Tabulka 1 Anatomické lokalizace a sublokalizace nadort hlavy a krku podle 8. vydani TNM

Ret zevni horni ret

zevni dolni ret

ustni koutky

Dutina ustni sliznice dutiny Gstni

horni alveolarni hieben a dasen

dolni alveolarni hieben a dasen

tvrdé patro

jazyk
spodina dutiny ustni
Hltan orofarynx predni sténa (glosso-

epigloticka oblast)
boc¢ni sténa
zadni sténa
horni sténa

nazofarynx strop a zadni sténa

bocéni sténa

spodni sténa

hypofarynx prechod hltanu v jicen

sinus piriformis

zadni sténa hypofaryngu

Hrtan supraglottis
glottis
subglottis

Dutina nosni a dutiny | dutina nosni

paranazalni dutina Celistni
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Tabulka 1 Anatomické lokalizace a sublokalizace nadorti hlavy a krku podle 8. vydani TNM
(pokracovani)

dutiny ¢ichové

Karcinom neznameé
primarni lokalizace - kréni
uzliny

Maligni melanom horniho
oddilu dychaciho a
traviciho traktu

Velké slinné zlazy glandula parotis (ptiusni zlaza)

glandula submandibularis (pod¢elistni zlaza)

glandula sublingualis (podjazykova zlaza)

Stitna zlaza

2.3.2 Nové zavedené klasifikace
V poslednim 8. vydani klasifika¢niho systému TNM byla zavedena nové klasifikace pro

orofaryngealni karcinom pozitivni na pl6. Cilem bylo dosdhnout spravného popisu
charakteru a prognézy nemoci. Mezi HPV asociovanymi/neasociovanymi
orofaryngealnimi nadory je rozdil v biologické podstaté nemoci, odlisny etiologicky
molekularni proces a progndéza onemocnéni. Proto je zavedeni této samostatné
klasifikace presnéjsi.

V 8. vydani klasifikace TNM se uptednostiiuje jako metoda detekce HPV zastupny
marker - imunobarveni proteinu pl6. Za alternativni metodu se povazuje detekce HPV
in situ hybridizaci (ISH) nebo PCR. ISH nebo PCR by vSak mély byt provedeny, je-li
imunobarveni pl6 nejednoznacné. Jestlize se pfitomnost pl6 neprokdze, postupuje se
dale podle TNM klasifikace jako v pfipadé orofaryngeélniho karcinomu negativniho na
pl6/HPV (Huang a O’Sullivan, 2017).

Dalsi noveé zavedenou klasifikaci v 8. vydani systému TNM jsou karcinomy krénich
uzlin s neznamou primarni lokalizaci. Jsou specifikovany jako metastizy v
lymfatickych uzlindch, kdy v zacatku 1écby je nezndmy jejich anatomicky ptvod. Z
hlediska nadori hlavy a krku mize tento karcinom ptedstavovat az 5 %. Je vSak mozné,
ze se béhem lécby objevi asociace s HPV nebo virem Epstein-Barrové (Kennel ef al.,
2019). Jestlize se potvrdi pfitomnost viru Epstein-Barrové, mélo by se déale postupovat
podle klasifikace pro nasofarynx. Kdyz je potvrzena ptitomnost HPV, postupuje se dale
podle klasifikace pro orofarynx pozitivni na HPV/p16 (Ref. 3).
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2.3.3 Nadory hlavy a krku asociované s HPV

Karcinomy dlazdicového epitelu v oblasti hlavy a krku zasahuji Gstni dutinu, hrtan,
orofarynx a hypofarynx (Du et al., 2012). Orofaryngedlni karcinom patifi mezi
nejcastéj$i nadory hlavy a krku asociované s HPV. Mize postihovat kofen jazyku,
hlavné pak tonsily (You et al., 2019), nebot’ se predpoklada, Ze epitel v zahybech
tonsilarnich krypt je senzitivnéjsi k infekci HPV.

Obecné bylo za hlavni pfi¢inu vzniku karcinomu dlazdicovych bun€k v oblasti hlavy
a krku povazovéano pozivani alkoholickych napoji a koufeni ¢i Zvykani tabidkovych
vyrobkll. Pfi soucasném pulisobeni téchto faktorti se jejich karcinogenni vliv jesté
umocni. Typicky se toto onemocnéni vyskytuje u starSich lidi, Cast&ji pak u muzi.
Ptipada karcinomt orofaryngu vSak v posledni dob¢, v fadu desetileti, zacalo pfibyvat i
u mladSich lidi a Zen, ktefi nekonzumovali alkohol, nekoufili nebo neméli jiné
pfidruzené choroby a celkové méli dobry zdravotni stav (Novakova a Laco, 2008). U
takovychto jedinci je az v 72 % piipadi potvrzena ptitomnost hrHPV, hlavné pak
HPV16 (Araldi et al., 2018). Riziko vzniku karcinomu je patnéactkrat az padesatkrat
zvyseno v piripad¢ infekce HPV v orélni oblasti (Mechl a Lovasova, 2010). V letech
1980-2000 doslo k nariistu prevalence HPV u karcinomu oropharyngu z 16 % na 72 %
a epidemiologie ukazuje, ze pocCty se stale kazdym rokem zvysuji (Araldi et al., 2018).
Na viné mohou byt, krom¢ imunosupresivy, zmeény v sexudlnim chovani jako oralni
sex, oralné-analni kontakt, Casté stfidani sexualnich partnerii nebo diivejsi vstup do
sexudlniho zivota (Mechl a Lovasova, 2010). Virova infekce se v§ak muze $itit krome
sexudlniho pfenosu i vertikalné a hematologicky (Araldi et al., 2018).

Odhaduje se, ze karcinomy hlavy a krku a karcinomy d€lozniho hrdla, zptisobené
infekci HPV, v USA zapfticinuji podobny pocet tmrti. AvSak pfitomnost HPV infekce u
nadort hlavy a krku je vnimana spiSe jako pozitivni, protoze u pacientd s timto typem
karcinomu je predikovana ptiznivéjsi progndza (Novakova a Laco, 2008), Casto je 1écba
zahajena v diivéjSim stddiu nadoru a celkové byvaji pacienti v lepSim zdravotnim stavu
(Mechl a Lovasova, 2010). HPV pozitivni naddory také Iépe reaguji na 1écbu v podobé
chirurgického odstranéni, chemoterapie nebo chemoradioterapie (Araldi et al., 2018).
Vykazuji vyssi citlivost k 1é¢bé, protoZe je u nich zachovéno alespoil néjaké mnozstvi
funk¢niho proteinu p53. HPV negativni karcinomy jsou pravdépodobné méng¢ citlivé na
1é¢bu z toho diivodu, ze disponuji vétSim poctem mutaci v genech, které koduji proteiny
zucastiiujici se regulace bunééného cyklu (Novakova a Laco, 2008). Dal§im divodem

lepsi odpovédi na 1é€bu by mohlo byt, ze hypoxie u HPV pozitivnich nadorti hlavy a
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krku nezeslabuje uc¢inek radioterapie (Araldi et al, 2018). Pii hypoxii dochdzi k
omezeni dostupnosti kysliku. Je typickym znakem solidnich nadorii. Podporuje progresi
karcinomu a snizuje citlivost na radioterapii, coz muze byt divodem selhani 1écby
(Brahimi-Horn ef al., 2007). Ptiznivéjsi progndéza u HPV asociovanych nadori je ddna i
mensi celkovou mutacéni zatézi (Taberna et al., 2018).

Chemoradioterapie na bazi cisplatiny je standardnim postupem v 1é€bé mimo
pacienty s pocatecnim stadiem karcinomu orofaryngu. Tato 1écba se ukazala jako
efektivni, avSak s moznymi vedlejSimi u¢inky jako je sucho v tstech ¢i ztrata chuti, ale 1
vSak spojena relativné vyssi timrtnost a vedlejsi u€inky plynouci z toxicity. Proto jsou
hledany jiné 1éCebné postupy, u kterych by byla snizena toxicita, avSak zachovana
uspesnost vyléceni. Takovou alternativou by mohlo byt snizeni davky radioterapie v
kombinaci s pouzitim chemoterapie, cisplatiny nebo bez pouziti cisplatiny anebo snizeni
davky chemoterapie pouzivané po chirurgickém odstranéni nadoru. MozZnosti pro
potlaceni vedlejSich uc¢inku cisplatiny je terapie cilena na EGFR, kdy se vyuzivaji anti-
EGFR latky (Taberna et al., 2018). Takovym piikladem je latka Cetuximab, kterd ma
v kombinaci s radioterapii dobré vysledky v 1écbé (Araldi et al., 2018). Cetuximab je
chimérickd monoklondlni protildtka (Specenier a Vermorken, 2011), jejiz funkci je
inhibice receptoru epidermalniho ristového faktoru, ktery je dulezity pro nadorovou
proliferaci (Mechl a Neuwirthova, 2011). Imunologickou 1écbou s vyuzitim latky
nivolumab se dosdhlo také podobnych vysledkii (Araldi et al., 2018). Nivolumab je
lidské protilatka ze tiidy IgG4, kterd se vaze na T-lymfocyty, konkrétné€ na receptor na
jejich povrchu, protein 1 programované bunécné smrti PD-1, které jsou zodpovédné za
inaktivaci T-lymfocytu. Vazbou nivolumabu na receptor dojde k zabranéni navéazani
receptoru na antigen viru PD-L1/PD-L2 a tim by doslo k jeho inaktivaci. T-lymfocyt tak
zUstava aktivni v imunitni reakci v neprospéch nadorové buiky (Finek, 2019). Dalsi
moznosti 1é¢by je vyuziti transoralni robotické chirurgie, laserové chirurgie nebo jejich
kombinace. Oproti béznému chirurgickému zékroku se efektivita 1€cby nelisi. Hlavni
vyhodou je, Ze tyto postupy jsem méné invazivni, dochdzi k menSimu poSkozeni

perifernich tkani a tim k men$im kosmetickym a funkénim vadadm (Kofler et al., 2013).

2.3.4 Rozdily mezi HPV-pozitivnimi a HPV-negativnimi nadory hlavy
a krku

je pri¢inou vzniku nddoru HPV, zatimco HPV-negativni nadory maji jiného ptvodce,
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pusobi jako karcinogeny s mutagenni aktivitou. Tito Cinitelé zplsobuji mutace v
dilezitych tumor supresorovych genech jako p53 a pRb. U 45 % karcinomt hlavy a
krku, hlavné u kufdki, se vyskytuje mutace genu p53. NaruSenim téchto gent tedy
vznikaji genetick¢é mutace, které nasledné indukuji karcinogenezi. Oproti tomu HPV-
pozitivnimi karcinomy vznikaji i v nepfitomnosti somatickych mutaci genii p53 a pRb,
ale hlavné indukci genomické nestability (Novakova a Laco, 2008).

Kromé toho, pfi srovnavani genomické analyzy HPV-pozitivnich a negativnich
karcinomii hlavy a krku byly detekovéany specifické genetické zmény, které vedou k
rozdilnému chovani nadord. Celkova mutacni zatéz byla podobna v obou ptipadech.
Mutace v HPV-negativnich nadorech byly podobné tém u spinocelularnich karcinomu
plic a jicnu, avSak navic s mutacemi v genech 7P53, CDKN2A, MLL2, CUL3, NSDI,
PIK3CA a NOTCH a zvySenym poctem kopii EGFR, CCNDI a FGFRI. Mutace v
genech PIK3CA, MLL2 a NOTCHI se vyskytovaly takté¢zZ u HPV-pozitivnich nadori.
Ty vykazovaly ale jedine¢né mutace v DDX3X, FGFR2/3, zmény drahy PI3K a vzacnéji
mutace KRAS. Mutace FGFR2/3 se vyskytovaly u 17,6 % HPV-pozitivnich nador.
Gen DDX3X, kodujici ATP-dependentni helikasu, byl mutovan pouze v HPV-
pozitivnich nddorech. I kdyZ prognéza HPV-pozitivnich nadorti byva lepsi nez HPV-
negativnich, u pacientd, kteti méli v anamnéze uzivani tabaku a HPV, byla prognéza
hor§i a mutacni zatéz byla Ctytikrat az Sestkrat vyssi. Taktéz se v téchto ptipadech

Castéji objevily mutace KRAS a TP53 (Seiwert et al., 2015).
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2.4 Metody detekce lidského papilomaviru

Stanoveni spravné diagnozy je nutné pro predikci vyvoje nadorového onemocnéni a
vcasné¢ zahajeni odpovidajici 1écby. Bylo dokazano, ze infekce HPV v ptipadé
karcinomii dlazdicovych bun¢k hlavy a krku je dilezitym prognostickym a prediktivnim
markerem. Oproti karcinomtim délozniho hrdla, kde ma ptitomnost HPV mensi klinicky
vyznam, nebot’ vétSina téchto karcinomt je zptisobena HPV, pro karcinomy hlavy a
krku museji byt pouzity specidlni metody, protoze v tomto ptipad¢ je informace o HPV
podstatnd pro prognézu i indikaci terapie. Dilezitost rozliSeni mezi HPV-pozitivnimi a
HPV-negativnimi naddory hlavy a krku také podporuje to, ze HPV-pozitivni nadory 1épe
reaguji na léCbu. V budoucnu by tak mohly lé¢ebné postupy cilit na specifické
molekularni dréhy, které jsou v téchto dvou ptipadech odlisné.

Nebyla nalezena jedind optimalni metoda pro detekci HPV v nadorech hlavy a krku,
pro rozliSeni HPV-pozitivnich a negativnich pfipadi lze pouzit vice metod (Venuti a
Paolini, 2012). Imunohistochemické barveni proteinu p16 je v soucasné dob¢ pouzivano
jako screeningovy test, exprese proteinu pl6 je nepfimym markerem aktivni HPV
infekce. Pokud je jeho vysledek pozitivni, je ovéfena ptitomnost HPV prostiednictvim

PCR nebo in situ hybridizace (Lewis, 2012).

2.4.1 Polymerasova retézova reakce
Polymerasova fetézova reakce (PCR) je metoda molekularni biologie, kterd dokaze

velmi rychle, pfesné a s vysokou citlivosti detekovat pritomnost specifické DNA/RNA
sekvence v biologickém vzorku (Venuti a Paolini, 2012). Z hlediska pouziti jedné
metody pro detekci HPV ve vzorku, je PCR nejvhodnéjsi metodou (Prigge et al., 2017;
Vidal Loustau et al., 2019). Dosahuje citlivosti az 98 %, coz je vyssi citlivost
v porovnani s metodami imunohistochemického barveni pl6 a in situ hybridizace.
Avsak pii kombinaci PCR s metodou imunohistochemického barveni pl6 bylo
dosazeno vyssi specifity, nez jakymi disponuji tyto dvé metody samostatné (Prigge et
al., 2017). PCR reakce probihd opakovanim cykli, pfi kterych nejprve dochéazi k
denaturaci za vysoké teploty a tim k naruseni vazeb mezi pivodnimi fetézci. Nasleduje
hybridizace jednovldknovych fetézch DNA s komplementarnimi primery a zdvérem
probihd samotna replikace diky termostabilni DNA polymerase, ¢imz dojde ke vzniku
novych kopii ptivodniho vldkna (Venuti a Paolini, 2012). Produkty PCR mohou byt
detekovany riznymi zplisoby. Jednim znich je Stépeni amplikonu restrikénimi
endonukleasami nasledované elektroforezou na agarosovém gelu. DalSim zplisobem

detekce produkti PCR je vyuziti typové specifickych fluorescencné ¢i jinak znacnych
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sond (Zaravinos et al., 2009). V soucasné dobé se pro HPV diagnostiku pouziva real-
time PCR s fluorescencné zna¢enymi sondami (Trzcinska et al., 2020).

Tato metoda je rychld, reprodukovatelna a vyuzitelna pii semikvantitativni detekci
virové zatéze. Také dokaze identifikovat velmi nizké koncentrace nukleovych kyselin
(Zaravinos et al., 2009) a disponuje vysokou specificitou (Venuti a Paolini, 2012).
Moznou, avSak ne Casto pouzivanou metodou detekce HPV je varianta real-time PCR,
PCR s reverzni transkripci. Vyhodou této metody je jeji schopnost podat informace o
transkripni aktivité viru. Nicméné pro rutinni screening je tato metoda technicky
naro¢na. Ne piili§ castym, avSak moznym zplsobem sniZzeni senzitivity PCR je, Ze u
primeri zacilenych na oblast L/ muze dochéazet k deleci v priibéhu virové integrace
(Venuti a Paolini, 2012). Pro PCR Ize vyuzivat typové specifické nebo obecné typy
primert. Typové specifické primery jsou uréeny k amplifikaci konkrétniho genotypu
HPV, zatimco obecné primery slouzi k amplifikaci SirSiho spektra genotypt (Zaravinos
et al., 2009). Casto komeréné vyuzivanymi primery, zamé&fenymi na oblast L/, jsou
GP5+/GP6+ (Schmitt ef al., 2008) nebo PGMY09/11 (Venuti a Paolini, 2012). Jako
interni kontrola kvality DNA se pro PCR s GP primery ¢asto vyuziva -globin (Schmitt
et al., 2008). Existuji také detekeni testy zalozené na PCR zaméfené na jiné oblasti

ruznych typt HPV jako E1, E6 nebo E7.

2.4.2 Imunohistochemické barveni proteinu p16
Protein p16 muze slouzit jako prognosticky imunohistologicky marker (Klussmann et

al., 2003; Chung et al., 2014) a exprese proteinu pl6 je nepfimym markerem aktivni
HPV infekce. Metoda imunohistochemického barveni (IHC) p16 vyuziva specifickych
vazeb mezi protildtkami a antigeny. Vzorky mohou byt inkubovany s primarnimi
monoklondlnimi a poté sekundarnimi protildtkami znacenymi casto kienovou
peroxidasou. Nasleduje barveni napfiklad diaminobenzidinovym ¢inidlem a
hematoxylinem. Exprese proteinu je pak hodnocena podle umisténi a intenzity
barevného signalu (Schlecht et al., 2011). IHC pl16 ma relativné vysokou sensitivitu.
Vyhodou je komer¢ni dostupnost monoklonalnich protilatek proti proteinu pl6, snadna
proveditelnost metody na tkanich fixovanych formalinem ¢i parafinem, dostupnost
provedeni pro vétSinu laboratofi (Venuti a Paolini, 2012) a také nizka cena této metody
(Augustin et al., 2020). Z téchto divodi je imunohistochemické barveni proteinu pl6

rutinné€ pouzivano pro rozliSeni HPV pozitivnich/negativnich naddort hlavy a krku.
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Protein E7 onkogennich typti HPV se vaze na protein Rb (Venuti a Paolini, 2012) a
tim vyvolava obrannou odpoveéd’ buiiky prostiednictvim exprese tumor supresorového
proteinu pl6, ktery inhibuje CDK4/6 podstatné pro priabéh bunécného cyklu. Timto
procesem je indukovana zastava bunécného cyklu, nebot’ dochazi k hromadéni proteinu
Rb. pl6 je ptekvapivé i pies svou supresorovou funkci nezbytny pro preziti karcinomi
(Munger et al., 2013). AvSak v nékterych nadorech neasociovanych s HPV muze
dochazet k jeho expresi a stejné tak ne vSechny HPV pozitivni nadory expresi tohoto
proteinu vykazuji (Klussmann et al., 2003), coz miize vést k nepfesnym vysledkiim.
IHC pl6 tedy disponuje nizsi specificitou. I kdyz detekce pl6 nemusi jednoznacné
znamenat infekci HPV, z jeho pfitomnosti lze vyvodit podstatné informace pro
prognoézu a 1éc¢bu nadorovych onemocnéni (Venuti a Paolini, 2012) a jedna se o velmi

levnou a rutinné pouzitelnou metodu.

2.4.3 In situ hybridizace

Metoda in situ hybridizace (ISH) je vyuzivana pro detekci urCit¢ hledané sekvence
nukleové kyseliny v misté jeji plivodni lokalizace na topografické urovni (Diirst ef al.,
1992). Diky zachovani bunécnych vztahti mohou byt odhaleny interakce mezi buitkami
exprimujicimi rizné proteiny. Principem metody je hybridizace hledané sekvence DNA
nebo RNA se sondou, kterou je komplementarni nukleova kyselina. Tyto sondy mohou
byt znaceny radioaktivnimi a neradioaktivnimi nukleotidy (Wilcox, 1993). V komeréné
dostupnych testech detekce HPV zaloZenych na ISH jsou obsazeny sondy bud’ po jedné
pro jednotlivé typy HPV nebo vétsi mnozstvi sond pro vice typtt HPV najednou.
Ptitomnost HPV v jadrech testovanych bunék je nasledné¢ hodnocena mikroskopicky.
Podle signalt Ize také urcit stav viru, kdy interpunkcni signaly poukazuji na integrovany
virus a difusni signaly na virus v episomalni podobé. Tato metoda disponuje vysokou
specificitou, avSak ne zcela ideélni citlivosti (Venuti a Paolini, 2012; Augustin et al.,
2020). Technikami pro zesileni signalu, jako je tyramidova amplifikace, 1ze sensitivitu
zvysit. Nizka sensitivita a ndro¢nost jsou divodem, pro¢ metoda nenasla vyuziti pii

rutinnim screeningu (Venuti a Paolini, 2012).

2.4.4 Southern blot

Southern blot byl povazovan za metodu zlatého standardu. Ve srovnani s PCR je ale
mén¢ citlivy (Schiffman et al., 1991), nelze jej vyuzit pro detekci HPV ve vzorcich
fixovanych ve formalinu a parafinu a nema praktické vyuziti. AvSak tato metoda je

relativné specifickd a dokéaze rozliSovat mezi episomalni a integrovanou virovou DNA.
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Na zacatku je provedena extrakce genomové DNA ze vzorku a nasledné je $tépena
restrikénimi enzymy. Fragmenty DNA jsou poté separovany podle jejich velikosti
pomoci elektroforezy na agarosovém gelu. Fragmenty jsou dale pfeneseny na
membranu z nitrocelulosy nebo nylonu a hybridizuji se s klonovanymi genomovymi
sondami HPV. Tyto sondy jsou znafeny isotopovymi nebo neisotopovymi technikami.
Detekce téchto hybridi DNA ve vzorku indikuje pfitomnost HPV (Venuti a Paolini,
2012).
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3 EXPERIMENTALNI CAST
3.1 Material

3.1.1 Biologicky material
Jako biologicky material pro ptfipravu simulovanych vzork byly pouzity komeréné
dodavané bunéeéné linie SiHa (HTB-35") a CaSki (CRL-1550™). Oba tyto typy
bunéénych linii jsou odvozené od karcinomli délozniho hrdla, pfi€emz oba typy
vykazuji pozitivitu na ptitomnost HPV16 (Grenman et al., 1988; Mitra et al., 2006).
Jako pacientsky material byly pouzity vzorky z testovani pacientli na piitomnost viru
SARS-CoV-2, ziskané pomoci sady GARGTEST (IntellMed, s.r.0.). GARGTEST je
sada obsahujici vSechny komponenty potifebné k samoodbéru vzorku z ustni dutiny a
hltanu pro néslednou mikrobiologickou analyzu patogenii infikujicich Ustni dutinu a
horni cesty dychaci. Odbér provadi kazdy pacient samostatné. Pro pravdépodobnéjsi
zachyt infekce zdolnich cest dychacich se pacient zhluboka nadechne a zakaSle.
Nasledné si pacient vlije do tst 5 ml pitné vody a kloktd po dobu 20 az 30 s. Obsah Ust
po vykloktani vyplivne zpét do odmérky a ptelije jej do zkumavky s lyofilizovanym
stabiliza¢nim médiem, ktera je soucasti sady. Zkumavku uzavie, protiepe, podepise a
takto ptipraveny vzorek je pfipraven pro analyzu laboratoii (Ref. 4). Pro stanoveni
pfitomnosti HPV v pacientskych vzorcich bylo pouzito 100 vzorki GARGTESTu
ziskanych od pacientd v nedefinovaném vékovém rozmezi a poméru mezi obéma
pohlavimi. Tyto vzorky byly primarné urCeny pro testovani na ptitomnost SARS-CoV-
2. Pacientské vzorky GARGTESTG poslouzily jako materidl pro izolaci nukleové

kyseliny pomoci izola¢niho kitu Zybio.

3.1.2 Pouzité chemikalie

Zybio Acid Extraction Kit (Magnetic Bead Method)

e deionizovana voda

e dimethyl karbinol

e guanidinium isothiokyanat
e NaCl

e Proteinasa K

e Tris pufr

QIAamp® DSP Virus Spin Kit
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*  96% ethanol

e Elucni pufr

e Lyzacni pufr obsahujici guanidin hydrochlorid

e Nosna RNA

e Promyvaci pufr 1 obsahujici guanidin hydrochlorid
e Promyvaci pufr 2

e QIAGEN Proteasa obsahujici subtilisin

e Rozpoustédlo proteasy

Real-time PCR

e DEPC voda
e (JNTP
e MgCh

e Polymerasovy pufr ThermoTaq
e Probe/primer mix E6
e Probe/primer mix GAPDH

e Thermo HotStart Taq polymerasa

3.1.3 Pouzité roztoky
Roztok Proteinasy K

e <5% Proteinasa K

Reagencie pro extrakci nukleovych kyselin

Eluéni pufr
e deionizovand voda
Extrakéni reagencie |

o <10% Tris pufr
e <50% dimethyl karbinol

e <50% guanidinium isothiokyanat
Extrakéni reagencie 11

e <10% NaCl
o <10% Tris pufr
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Roztok magnetickych kuli¢ek

<50% magnetické kulicky

Reakéni mix pro real-time PCR na jednu reakci

Polymerasovy pufr ThermoTaq

3 mmol 1" MgCl,

100/200 nmol-1"! Probe/primer mix E6
100/100 nmol-1"! Probe/primer mix GAPDH
1 U Thermo HotStart Taq polymerasa

200 umol-1"! ANTP

DEPC voda

3.1.4 Pouzité pristroje

Centrifuga 5430 (Eppendorf)

Centrifuga MiniSpin (Eppendorf)

Laminarni box Herasafe™ KS (Thermo Fisher Scientific™)
Light Cycler 480 (Roche)

Termoblok Dry Batch Incubator (Major Science)

Vortex Genie 2 (Scientific Industries)

Zybio EXM 6000 (Zybio) - pPftistroj pro provedeni izolace nukleovych kyselin

3.1.5 Ostatni pomiucky

Automatické pipety Eppendorf

Elu¢ni zkumavky

Folie na uzavieni mikrotitracnich desticek
Kadinky

Lyza¢ni zkumavky

Mikrotitracni desticky s 96 jamkami
Mikrozkumavky Eppendorf

Nuzky

Pinzeta

Promyvaci zkumavky

QIAamp MinElute kolony s promyvacimi zkumavkami
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Sterilni $picky

Spicky s aerosolovymi bariérami
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3.2 Metody

3.2.1 Priprava biologického materialu pro izolaci nukleovych kyselin
Pted stanovenim ptitomnosti HPV v pacientskych vzorcich GARGTESTu byla nejprve
provedena analyza vzorki simulovanych, znichz byla nukleova kyselina izolovana
pomoci Zybio Nucleic Acid Extraction Kitu (Magnetic Bead Method). Pro pfipravu
vzorkll byl pouzit mij vlastni GARGTEST, jakozto vzorek od pacienta, ktery je
s vysokou pravdépodobnosti negativni na HPV. U tifi vzorki GARGTESTu byla
nasimulovana pozitivita na HPV pfidanim CaSki bunécné linie. V téchto preparatech
byla vytvofena z jedné kultury koncentracni fada se sestupnym mnozstvim bun¢k. Jako
pocatecni roztok pro fedéni byl pouzit vzorek GARGTESTu s buné¢nou linii CaSki o
poctu 5 000 000 bunék ve vzorku o objemu 500 pl. 100 pl tohoto roztoku bylo 5x
ziedéno samostatnym GARGTESTem, tedy ke 100 pl roztoku GARGTEST+CaSki bylo
piidano 400 pl roztoku samostatného GARGTESTu. Vznikl tak vzorek o celkovém
objemu 500 pl obsahujici ptiblizné 1 000 000 bunék. 200 pl tohoto roztoku bylo pouzito
jako vzorek GARGTEST+CaSki, ve kterém je pfiblizn¢ 400 000 bunék. Zbylych 300 ul
roztoku bylo vyuzito pro ptipravu dalsiho vzorku, kdy bylo opét 100 pul tohoto roztoku
5x ziedéno roztokem samostatného GARGTESTu, tedy ptfidavkem 400 pl. Vznikl tak
vzorek o celkovém objemu 500 pl obsahujici piiblizné 200 000 bunék. 200 pl tohoto
roztoku bylo pouzito jako vzorek GARGTEST+CaSki obsahujici pfiblizn¢ 80 000
bunék. Stejny postup byl aplikovan pti tvorbé vzorku obsahujici 16 000 bunck (Tab. 2).
Tyto bunécné linie jsou pozitivni na HPV16, pfi¢emz jedna bunika obsahuje 500-600
kopii viru a byly zvoleny ztoho dGvodu, protoze pravé tento typ je jednim z
nejrozsirenéjsich, které zptisobuji naddory hlavy a krku asociované s infekci HPV. Jeden

vzorek GARGTESTu byl ponechéan bez jakéhokoli ptidavku bunééné linie.
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Tabulka 2 Postup pro ftedéni pii piipravé koncentracni fady simulovanych vzorki
GARGTEST+CaSki pouzité pro detekci genu E6 HPV16 a GAPDH real-time PCR po izolaci

nukleovych kyselin pomoci Zybio Nucleic Acid Extraction Kitu

Vzorek . . Vstupni Vysledny
Vvysledn): % o Pocet objem pro pocet bunék
pocet bunék Redéni » . . -
bunék/1 pl izolaci (ul) vloZeny do
ve vzorku .
izolace
1 500 pl 200
5000 000 GARG+CaSki 10 000 2 000 000
2 400 wl
1 000 000 GARG+100 pl 2 000 400 000
(@)
3 400 pl
200 000 GARG+100 pl 400 80 000
2
4 400 pl
40 000 GARG+100 pl 80 16 000
3)

27




3.2.2 Izolace nukleovych Kkyselin pomoci Zybio Nucleic Acid
Extraction Kitu (Magnetic Bead Method)

Izolace nukleovych kyselin pomoci Zybio Nucleic Acid Extraction Kitu (Magnetic
Bead Method) se vyuziva pro extrakci a purifikaci nukleovych kyselin ve vzorcich,
pricemz jeji produkty jsou vyuzitelné v klinické in vitro diagnostice. Principem je
vyuziti magnetickych kulicek. U bun€k a virQ, které jsou pfitomny ve vzorku, za
specifickych podminek, jako je napiiklad vysoka salinita, rychle dochazi k indukci lyzy
a uvoliovani nukleovych kyselin. Nukleové kyseliny jsou specificky adsorbovany na
povrch magnetickych kuli¢ek a nasledné pfi pouziti magnetického separatoru jsou
oddéleny od kapalné faze. Rlizné zbytkové necistoty a inhibitory pochazejici z kapalné
faze jsou odstranény promytim v extrakénim ¢inidle II. Zavérem prostfednictvim zmény
podminek kapalné faze jsou nukleové kyseliny uvolnény z magnetickych kulicek a je

tak zajiSténa efektivni separace nukleovych kyselin (Ref. 5) (Obr. 4).

magnet

absorpce absorpce
, magnetickych , magnetickych
kulitek kulicek

b et -
Epicka [~ 4 >
T 1 pfenos | : pfenas = 1 1 prenos
. 1) magnetickych | 1 B magnetickych a b | mag‘:'netick\'n:h
kuli¢ek kuligek kuligek
boart !
Lyza Promyti Eluce

Obrazek 4 Proces izolace nukleovych kyselin v magnetickém separatoru (prevzato a upraveno
podle Ref. 6)

28



Pro izolaci nukleovych kyselin byl pouzit semi-automaticky systém extrakce pomoci
piistroje Zybio EXM 6000. Zmrazené vzorky byly vyjmuty z mrazédku a ponechany pfii
pokojové teploté za uCelem rozmrznuti. VSechny komponenty izola¢niho kitu byly
vyjmuty ze soupravy a temperovany pii pokojové teploté. 96-jamkové mikrotitracni
desticky, obsahujici vyrobcem piipravené roztoky pro extrakci nukleovych kyselin, byly
ponechany stat 3-5 min, aby kapky roztoku ulpivajici na hlinikové folii, ktera kryje
desticky, a sténach jamek stekla na dno, nasledné byly centrifugovany. Hlinikova folie
byla opatrné sundana z desticek a do jamek s reagenciemi pro extrakci bylo pomoci
pipety pfidano 15 pl Proteinasy K a nésledné 200 pl vySetfovaného vzorku. Systém
extrakce nukleovych kyselin byl zapnut a na strance Program Edit byl nastaven proces
extrakce podle (Tab. 3). Stisknutim tlacitka ,,Start* byl spustén 12 min trvajici proces
extrakce. Po ukonceni procesu izolace nukleovych kyselin byly desticky s eluovanou

DNA vyjmuty z pfistroje a vzorky byly uskladnény pfi -80 °C do doby PCR analyzy.

Tabulka 3 Parametry programu pro izolaci nukleovych kyselin pomoci Zybio Nucleic Acid
Extraction Kitu (Magnetic Bead Method) na pfistroji Zybio EXM 6000

Poradi | Proces | Doba michani | Doba absorpce | Rychlost Stav Teplota
(min) mag. kulicek | michani teploty (°cO)
(O]

1 pohyb 0 30 pomalé - -

2 lyza 4 60 pomalé zahtivani 55
pro lyzu

3 promyti 1 60 pomalé - -

4 eluce 2 30 pomalé zahtivani 80
pro eluci

5 pohyb 0 0 pomalé - -
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3.2.3 Izolace nukleovych kyselin pomoci QIAamp® DSP Virus Spin
Kitu
QIAamp® DSP Virus Spin Kit je metoda pouzivana pro izolaci a purifikaci nukleovych
kyselin mnoha druht virti z riznych biologickych vzorki, které mohou byt jak Cerstvé,
tak zmrazené, a je vyuzitelna pro in vitro diagnostické ucely. Princip metody je zalozen
na vyuziti technologie silikaitové membrany (QIAamp technologie). Proces izolace
nukleovych kyselin touto metodou zahrnuje Ctyti faze. Nejdiive probiha lyza, kdy jsou
bunikky nebo virové castice rozruseny, coz je nutné k uvolnéni nukleovych kyselin.
Nasleduje navazani uvolnénych nukleovych kyselin na Castice kfemiku v silikatovych
membranach diky chaotropnim solim obsazenym v lyzaénim a promyvacim pufru 1.
Poté probiha promyti nukleovych kyselin za ucelem odstranéni nezadoucich
kontaminantli a zavérem je provedena eluce nukleovych kyselin z membrany (Obr. 5).

Takto izolované nukleové kyseliny jsou pfipraveny pro dals$i manipulaci (Ref. 7).

Pfidani vzorku
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Obrazek 5 Proces extrakce nukleovych kyselin pomoci QIAamp DSP Spin Kitu (pfevzato a
upraveno podle Ref. 8)
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Pred procesem samotné izolace bylo nutné pfipravit reagencie a pufry. Pro pfipravu
QIAGEN Proteasy byl cely obsah nadoby obsahujici 4,4 ml rozpoustédla proteasy
pifidan do nadoby s lyofilizovanou QIAGEN Proteasou a roztok byl dikladné
promichén. Pro ptipravu lyzacniho pufru bylo 310 ul elu¢niho pufru ptiddno do nadoby
s310 pg lyofilizované nosné RNA. Aby byla nosnd RNA dokonale rozpusSténa
v lyza¢nim pufru, musela byt nejprve rozpusténa v eluénim pufru a pak az pfidana do
lyza¢niho. K promyvacim pufrim byl pied pouzitim piidan 96% ethanol. Do nadoby
s promyvacim pufrem 1 bylo pfiddno 25 ml ethanolu a k promyvacimu pufru 2 bylo
pfidano 30 ml ethanolu.

Do kazdé¢ lyzaéni zkumavky bylo pomoci pipety odméteno 25 ul QIAGEN Proteasy,
200 pl vzorku obsahujici DNA a nasledn¢ 200 pl lyza¢niho pufru. Zkumavka byla
uzaviena vickem a ptiblizné 15 s byl obsah zkumavky dikladné¢ michan na vortexu.
Vzorek byl poté ponechan inkubovat na termobloku pii 56 °C po dobu 15 min. Po
inkubaci probéhla kratka centrifugace, aby tekutina neulpivala na st€éndch zkumavky
nebo na vicku. Nasledné bylo ke vzorku v lyza¢ni zkumavce piiddno 250 pl 96%
ethanolu, zkumavka byla uzaviena vickem a ptiblizn€ 15 s byl obsah zkumavky michan
na vortexu. Po dikladném promichdni byl lyzat s pfidanym ethanolem ponechdn
inkubaci pfi laboratorni teploté asi 5 min. Vzorek byl opét kratce centrifugovan a po
centrifugaci byl veSkery obsah lyza¢ni zkumavky opatrné pfenesen na QIAamp
MinElute kolonu tak, aby nebyly smaceny okraje kolony a Spi¢kou pipety nedochazelo
ke kontaktu s membranou kolony. Zkumavka byla uzaviena a centrifugovdna po dobu
90 s pii 6000 x g. Jestlize lyzat po centrifugaci neprosel pies kolonu tplné, bylo nutné
centrifugaci opakovat, az veskera tekutina prosla kolonou. Po centrifugaci byla kolona
piremisténa do nové Cisté promyvaci zkumavky a na kolonu bylo naneseno 500 pl
promyvaciho pufru 1. Promyvaci zkumavka byla uzaviena a centrifugovana po dobu 90
s pfi 6000 x g. Po probéhnuti centrifugace byla kolona pfenesena do nové promyvaci
zkumavky a bylo k ni pfiddno 500 pl promyvaciho pufru 2. Zkumavka byla uzaviena a
probéhla centrifugace za stejnych podminek jako v predeslém kroku. Po centrifugaci
byla kolona opét premisténa do nové promyvaci zkumavky a na kolonu bylo pfidano
500 pl 96% ethanolu. Zkumavka byla uzaviena a opét probéhla centrifugace za stejnych
podminek jako v ptedeslém kroku. Po ukonceni byla kolona pfenesena do nové
promyvaci zkumavky a centrifugovana jesté jednou po dobu 3 min pfi piiblizn€ 20000 x
g, aby se kolona upln¢ vysuSila. Po ukonceni centrifugace byla kolona pfemisténa do

nové promyvaci zkumavky a sotevienym vikem byla ponechdna inkubovat na
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termobloku pfi 56 °C po dobu 3 min, aby se z kolony odpafila zbyvajici tekutina a
kolona tak byla dokonale sucha. Po inkubaci byla kolona pfemisténa do elucni
zkumavky a pridanim 70 pl elu¢niho pufru do stfedu membrany byla zahdjena eluce.
Nasledn¢ byla zkumavka uzaviena, ponechana inkubovat 5 min pii laboratorni teplot¢ a
centrifugovana po dobu 90 s pii 20000 x g. Takto pfipravené vzorky byly uskladnény
pii -80 °C do doby PCR analyzy.

32



3.2.4 Real-time PCR pro detekci genu £6 HPV16 a GAPDH

Detekce genu byla provedena pomoci real-time PCR. Pii reakci byly pouzity primery
pro HPV16 gen E6, které byly navrzeny (Peitsaro et al., 2002) a zaroven primery pro
lidsky gen GAPDH popsany (Jaworek et al., 2020). Gen GAPDH koédujici
glyceraldehyd-3-fosfatdehydrogenasu je housekeeping gen vyuZzivany pro srovnani
informaci o expresi (Barber et al., 2005) a jehoz ptitomnosti je potvrzena i pfitomnost
lidské DNA ve vzorku. Oba primery byly znaCeny prostfednictvim TagMan proby. Tato
sonda byla zna¢ena pomoci HEX na 5" konci a BHQ1 na 3" konci pro gen £6 a CY5 na
5" konci a BHQI na 3" konci pro gen GAPDH. Na 5° konci je proba znafena
reportérovym fluorescencnim barvivem a na 3" konci nese zhaSeci fluorescencni
barvivo. Jestlize neni proba porusend, je emise fluorescence reportérového barviva
blokovana zhéaSecim barvivem. V pribéhu PCR je vSak proba S$tépena diky
exonukleasové aktivit¢ DNA polymerasy a reportérové barvivo je uvolnéno a oddéleno
od zhaseciho. Emise fluorescence reportérového barviva jiz neni blokovana a v takovém
piipad¢ dochazi k emisi fluorescence (Gibson et al., 1996) (Obr. 6). Sekvence
jednotlivych primert a prob jak pro gen £6 HPV 16, tak pro gen GAPDH, jsou uvedeny
v (Tab. 4) (Jaworek et al., 2020).

Tabulka 4 Sekvence jednotlivych primert a prob gent HPV16 E6 a GAPDH pro detekci
pomoci real-time PCR

Gen Primer/proba Sekvence DNA
HPV16 Forward 5'-GAGAACTGCAATGTTTCAGGACC-3'
E6 Reverse 5'-TGTATAGTTGTTTGCAGCTCTGTGC-3'
Proba HEX-CAGGAGCGACCCAGAAAGTTACCACAGTT-BHQI1
GAPDH Forward 5'-GAGTGAGTGGAAGACAGAATG-3’
Reverse 5'-GGGACACAAGGTTACCATATAC-3'
Proba CY5-CAACTAGGATGGTGTGGCTCCC-BHQI
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Emise fluorescence fluorochromu

Zhaset T
quard ey Je blokovana zhaseéem
prrmerl g

Reverse
primer

Taq polymeraza pfi syntéze DNA
svou exonukleazovou aktivitou od3tépi fluorochrom

Obrazek 6 Nahote navazani primerd a proby na denaturovana vlakna DNA, pfi¢emz proba je
neporusena, dole probihajici syntéza DNA, kdy proba je §t€pena a reportérové barvivo uvolnéno
(pfevzato a upraveno podle Ref. 9)

Pro samotnou reakci byl nejprve pfipraven reakéni mix podle (Tab. 5), kdy 23 ul
reakéniho mixu bylo pipetou pieneseno do jamek mikrotitracni destiCky. Poté byly do
jamek, s reakénim mixem, pfidany 2 pl jednotlivych vzorki DNA tak, Ze po smiseni
vysledny objem kazdého vzorku byl 25 pl. Mikrotitracni desticka byla po aplikaci
vzorkll uzaviena folii, protfepana na vortexu a centrifugovana. Nasledn¢ byla vloZena
do cycleru pro provedeni PCR za podminek PCR programu popsané¢ho v (Tab. 6) a
DNA byla amplifikovdna. Jako pozitivni kontrola pii PCR pro GAPDH byla pouzita
bunécna linie CEM, coz jsou lidské bunky zasazené leukemii, a jako pozitivni kontrola
pro E6 byla zvolena buné¢na linie CaSki. Netemplatovou a tedy negativni kontrolou
byla voda. Analyza ptfitomnosti GAPDH a E6 genu probihala souc¢asné v jedné reakci.

Po provedeni PCR byly analyzovéany vysledky, kdy z nastaveni bylo vybrano ABS
Quant. Byla vyuzita ABS Quant Fit Points metoda, s manudlné¢ nastavitelnym
noisebandem. Noiseband zéaroven slouzil i jako treshold, protoze nebyly pouzivany
standardy. Vysledkem této analyzy byla u kazdého vzorku hodnota Cp, ktera definuje
cyklus PCR, kdy fluorescen¢ni signal vzorku dosdhne hodnoty tresholdu. Pro analyzu
vysledki HPV genu E6 byl zvolen filtr HEX s rozsahem excitace a emise 540-580 nm a
pro gen GAPDH filtr CYS5 s rozsahem 610-670 nm a potvrzeno tlacitkem ,,analyze*.
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Tabulka 5 Slozeni reakéniho mixu pouzitého pro stanoveni pfitomnosti viru HPV16 pomoci

real-time PCR

Slozka Zasobni Finalni Objem na
koncentrace koncentrace jednu reakci
[md]
Pol. pufr ThermoTaq 1x 2,5
MgCl, 25 mM 3mM 3
Probe/primer mix E6 1,25/2,5 uyM 100/200 nM 2
Probe/primer mix 1,25/1,25 uM 100 nM 2
GAPDH
Thermo HotStart Taq 1U 0,2
polymerasa
dNTP 10 mM 200 uM 0,5
DEPC H,0 12,8
DNA = bio. vzorek 2
Celkovy objem 25
Tabulka 6 Podminky PCR programu
PCR program Teplota Cas Pocet opakovani
Predenaturace 95°C 15 min 1
Denaturace 95°C 15s 45
Annealing a elongace 60°C 60 s 45
Chlazeni 4°C 1
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4 VYSLEDKY

4.1 Stanoveni pritomnosti HPV po izolaci nukleovych kyselin pomoci

Zybio Nucleic Acid Extraction Kitu v simulovanych vzorcich
Pti analyze genu GAPDH ve vzorku GARGTESTu sbunécnou linii CaSki, kterd

obsahovala pfiblizné 400 000 bunék, nedoslo k detekci. Stejny vysledek byl dosazen 1
v pripad¢ vzorku GARGTESTu s linii CaSki o poctu 80 000 bun¢k. Detekce GAPDH
probéhla az v ptipade¢, kdyz byl pocet bunék linie CaSki ve vzorku pfiblizné 16 000. U
samostatného GARGTESTu byl gen GAPDH detekovan pii hodnoté Cp 25,70.
Pozitivni kontrola pro GAPDH, kterou byla bunécné linie CEM s pfibliznym poctem
2 500 000 bun¢k ve vzorku, vysla podle ptedpokladu pozitivné pti Cp 30,14, coz je
vy$$i hodnota nez u vzorku samostatného GARGTESTu. Voda, jakoZto negativni
kontrola pro GAPDH, byla ovéfena jako negativni.

Detekce genu E6 vysla pozitivné u vzorki GARGTESTu s bunécnou linii CaSki
s piibliznym poctem 400 000, 80 000 i 16 000 bunék, pficemz se sniZujicim se
mnozstvim bun¢k CaSki ve vzorku, kdy klesala virova naloz, rostla hodnota Cp. U
GARGTESTu bez ptitomnosti bunék z bunéénych linii CaSki nebyla ptfitomnost genu
E6 detekovana. U pozitivni kontroly, kterou pro gen E6 ptredstavovala bunécnd linie
CaSki s ptibliznym poctem 2 500 000 bun¢k ve vzorku, byl gen E6 HPV 16 detekovan
s Cp 15,12. U negativni kontroly byla prokézana neptitomnost £6 (Tab. 7).

Tabulka 7 Vysledky PCR pro jednotlivé typy simulovanych vzorkli po Zybio izolaci
nukleovych kyselin

Typ vzorku GAPDH-CYS HPV 16 E6-HEX
Cp Pocet bunék Cp Pocet bunék
CaSki+tGARG - 400 000 16,11 400 000
CaSki+tGARG - 80 000 16,47 80 000
CaSki+GARG 31,59 16 000 18,85 16 000
GARG 25,70 - - -
Poz. PCR 30,14 2 500 000 15,12 2 500 000
NTC PCR - - - -
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Ocekavanymi vysledky pro detekci GAPDH byla pozitivita jak v pfipade
GARGTEST?U s bunéénymi liniemi CaSki, tak u samotného GARGTESTu. V piipadée
GARGTESTU s CaSki, které obsahovaly ptiblizn¢ 400 000 a 80 000 bun¢k nedoslo k
detekci z diivodu vysyceni PCR reakce. Az v ptipad¢ vzorku, kde pocet buné¢k klesl na
ptiblizné 16 000 bungk, doslo k detekci GAPDH. Detekce HPV16 E6 genu u samotného
GARGTESTu vysla podle ocekavani. Predpokladanymi vysledky pro HPV16 E6 byla
pritomnost £6 u vzorki s CaSki a negativni vysledek pfitomnosti £6 pro samostatny
GARDTEST. Realné vysledky se shodovaly s ptedpokladem, tudiz pfitomnost E6 byla
potvrzena u vSech tfi vzorkd obsahujici bunééné linie CaSki o rlizném mnozstvi bunck a
vyvracena u samotného GARGTESTu. Hodnota Cp se se snizujicim mnozstvim bunék

zvySovala, coZ naznacuje lepsi detekci pti vySSim mnozstvi bunck (Tab. 7).
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4.2 Stanoveni pritomnosti HPV po izolaci nukleovych kyselin pomoci

QIAamp DSP Virus Spin Kitu v simulovanych vzorcich

Pti analyze genu GAPDH ve vzorku GARGTESTu s bunécnou linii CaSki nedoslo k
detekci. V ptipadé vzorku GARGTESTu obsahujiciho linii SiHa detekce GAPDH
probéhla a pfitomnost genu v tomto vzorku byla potvrzena s Cp 29,65. U GARGTESTu
bez ptidané bunécné linie byl gen GAPDH detekovan pii Cp 29,60, coz je vyssi hodnota
nez u vzorku GARGTESTu bez piidané¢ bunécné linie po izolaci Zybio Nucleic Acid
Extraction Kitem. Pro pozitivni a negativni kontrolu byly pouzity totozné vzorky jako u
stanoveni ptitomnosti GAPDH po izolaci nukleovych kyselin pomoci Zybio Nucleic
Acid Extraction Kitu. Hodnota Cp pozitivni kontroly, kterou byla CEM linie, pro
GAPDH byla stejné jako v pfedeslé analyze vyssi nez Cp samostatného GARGTESTu.

Detekce genu E6 vysla pozitivné jak u vzorku GARGTESTu s bunécnou linii CaSki,
tak s bunécnou linii SiHa. Hodnota Cp vSak byla o skoro polovinu vyssi v ptipadé
vzorku se SiHa bufikami. U samostatného GARGTESTu nebyla opét pfitomnost genu
E6 detekovana. Pro pozitivni a negativni kontrolu byly pouzity totozné vzorky jako u
stanoveni pfitomnosti £6 po izolaci nukleovych kyselin pomoci Zybio Nucleic Acid
Extraction Kitu, tedy bunécna linie CaSki jako pozitivni kontrola a voda jako negativni

kontrola (Tab. 8).

Tabulka 8 Vysledky PCR pro jednotlivé typy simulovanych vzorkli po QIAamp izolaci

Typ vzorku GAPDH-CYS HPV 16 E6-HEX
Cp Pocet bunék Cp Pocet bunék
SiHa+GARG 29,65 2 500 000 29,95 2 500 000
CaSki+tGARG - 2 500 000 15,14 2 500 000
GARG 29,60 - - -
Poz. PCR 30,14 2 500 000 15,12 2 500 000
NTC PCR - - - -
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U detekce GAPDH byla o¢ekavana pozitivita u vSech tii vzorki. V GARGTESTu,
kde byla pozitivita simulovdna piidavkem CaSki bunék, bylaPCR pro detekci
pritomnosti GAPDH fale$n¢ negativni z diivodu vysyceni PCR reakce. U samostatného
GARGTESTu a GARGTESTu se SiHa buikami byl gen GAPDH pomoci PCR
spolehlivé detekovan. Pro E6 byla ptedpokladdna piitomnost v obou vzorcich s
bunécnymi liniemi a neptitomnost v GARGTESTU bez bunéénych linii. Pfredpoklad byl
potvrzen realnymi vysledky, kdy £6 v GARGTESTu bez ptidavku bunécné linie nebyl
detekovan a ve vzorku obsahujici CaSki bunécnou linii byl detekovan s hodnotou Cp o
skoro polovinu niz§i nez v ptipad¢ SiHa bunék. I ptes stejny piiblizny pocet bunék obou
bunéénych liniich ve vzorku byl pocet virovych kopii jiny, nebot jedna bunka z
bunécné linie CaSki obsahuje 500-600 virovych kopii, coz je mnohem vice nez u SiHa
linie, kdy jedna bunka obsahuje 1-2 kopie viru. Niz§i hodnota Cp u vzorku
GARGTEST+CaSki naznacuje lepsi detekci £6 pifi vétSim mnozstvi virové DNA (Tab.
8).
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4.3 Stanoveni pritomnosti HPV v pacientskych vzorcich

Pro stanoveni pfitomnosti HPV v pacientskych vzorcich bylo pouzito 100 vzorka
GARGTESTU ziskanych od pacientli v nedefinovaném vékovém rozmezi a poméru
mezi obéma pohlavimi. Jelikoz se jednalo o realné pacientské vzorky, predpokladalo se,
ze gen GAPDH bude ptitomen v kazdém vzorku. To bylo potvrzeno vysledky, kdy
opravdu v kazdém piipadu vyjma negativni kontroly, kterou byla voda, bylo GAPDH
detekovano. Hodnota naméteného Cp se pohybovala od 20,50 do 31,54. Jako pozitivni
kontrola byla zvolena bunécné linie CEM. Oproti tomu virovy gen E6 nebyl detekovan
v zadném z pacientskych vzorki (Tab. 9), coz naznacuje pravdépodobnou neptitomnost
HPV16 infekce u téchto jedinci. Detekce genu E6 v kontrolnim vzorku, ktery
predstavovala bunécna linie CaSki, vySla pro tento gen podle predpokladu pozitivné.

Negativni kontrolou byla jako u analyzy GAPDH voda.

Tabulka 9 Vysledky analyzy PCR pro jednotlivé pacientské vzorky

HPV 16 E6-HEX GAPDH-CY5
Vzorek Cp Vzorek Cp

- - POZ PCR (CEM) 29,89

- - NTC PCR -
CoV162572 - CoV162572 25,74
CoV162573 - CoV162573 25,88
CoV162574 - CoV162574 26,65
CoV162575 - CoV162575 25,91
CoV162576 - CoV162576 25,55
CoV162577 - CoV162577 25,38
CoV162578 - CoV162578 24,96
CoV162579 - CoV162579 24,54
CoV162580 - CoV162580 26,07
CoV162581 - CoV162581 23,78
CoV162582 - CoV162582 24,09
CoV162583 - CoV162583 26,96
CoV162584 - CoV162584 24,85
CoV162585 - CoV162585 24,41
CoV162586 - CoV162586 26,74
CoV162587 - CoV162587 27,37
CoV162588 - CoV162588 26,72
CoV162589 - CoV162589 24,07
CoV162590 - CoV162590 23,82
CoV162591 - CoV162591 23,51
CoV162592 - CoV162592 26,62
CoV162593 - CoV162593 27,78
CoV162594 - CoV162594 25,62
CoV162595 - CoV162595 27,05
CoV162596 - CoV162596 27,71
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Tabulka 9 Vysledky analyzy PCR pro jednotlivé pacientské vzorky (pokracovani)

CoV162597 CoV162597 20,50
CoV162598 CoV162598 24,25
CoV162599 CoV162599 26,79
CoV162600 CoV162600 28,10
CoV162601 CoV162601 27,69
CoV162602 CoV162602 22,73
CoV162603 CoV162603 28,60
CoV162604 CoV162604 25,78
CoV162605 CoV162605 24,34
CoV162606 CoV162606 25,86
CoV162607 CoV162607 25,05
CoV162608 CoV162608 23,47
CoV162609 CoV162609 27,32
CoV162610 CoV162610 26,52
CoV162611 CoV162611 26,55
CoV162612 CoV162612 23,64
CoV162613 CoV162613 24,50
CoV162614 CoV162614 27,92
CoV162615 CoV162615 27,70
CoV162616 CoV162616 25,56
CoV162617 CoV162617 22,26
CoV162618 CoV162618 22,13
CoV162619 CoV162619 25,58
CoV162620 CoV162620 25,49
CoV162621 CoV162621 23,94
CoV162622 CoV162622 24,68
CoV162623 CoV162623 25,88
CoV162624 CoV162624 21,41
CoV162625 CoV162625 24,27
CoV162626 CoV162626 26,41
CoV162627 CoV162627 25,60
CoV162628 CoV162628 22,99
CoV162629 CoV162629 23,99
CoV162630 CoV162630 24,06
CoV162631 CoV162631 27,62
CoV162632 CoV162632 27,75
CoV162633 CoV162633 27,50
CoV162634 CoV162634 26,42
CoV162635 CoV162635 24,95
CoV162636 CoV162636 21,66
CoV162637 CoV162637 26,17
CoV162638 CoV162638 23,44
CoV162639 CoV162639 21,87
CoV162640 CoV162640 24,23
CoV162641 CoV162641 24,33
CoV162642 CoV162642 24,75
CoV162643 CoV162643 24,87
CoV162644 CoV162644 22,48
CoV162645 CoV162645 26,48
CoV162646 CoV162646 24,82
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Tabulka 9 Vysledky analyzy PCR pro jednotlivé pacientské vzorky (pokracovani)

CoV162647 - CoV162647 27,03
CoV162648 - CoV162648 24,56
CoV162649 - CoV162649 26,65
CoV162650 - CoV162650 25,01
CoV162651 - CoV162651 29,22
CoV162652 - CoV162652 21,33
CoV162653 - CoV162653 26,97
CoV162654 - CoV162654 20,72
CoV162655 - CoV162655 23,45
CoV162656 - CoV162656 24,41
CoV162657 - CoV162657 27,99
CoV162658 - CoV162658 25,46
CoV162659 - CoV162659 28,61
CoV162660 - CoV162660 21,28
CoV162661 - CoV162661 31,54
CoV162662 - CoV162662 24,82
CoV162352 - CoV162352 26,33
CoV162669 - CoV162669 28,74
CoV162670 - CoV162670 26,21
CoV162671 - CoV162671 26,57
CoV162672 - CoV162672 26,91
CoV162673 - CoV162673 24,37
CoV162674 - CoV162674 27,92
CoV162675 - CoV162675 25,41
CoV162676 - CoV162676 26,61

POZ_PCR (CaSki)

NTC PCR
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5 DISKUSE

Hlavnim cilem této bakalarské prace bylo otestovat pacientské vzorky GARGTESTu na
pritomnost lidského papilomaviru HPV16. Tento typ je jednim z nejrozsitenéjsich typu,
jehoz infekce mulze vyustit v nadorové onemocnéni. Pied testovdnim samotnych
pacientskych vzorkl byly na HPV16 analyzovany vzorky vlastniho GARGTESTu, u
nichz byla pozitivita na virus simulovéana pfidavkem bunécnych linii SiHa a CaSki. Pro
izolaci nukleovych kyselin ze vzorka byly pouzity dvé rozdilné metody.

Prvni metodou izolace nukleovych kyselin byl QIAamp DSP Virus Spin Kit. U
vzorku s ptidavkem CaSki bun¢k doslo pfi nasledné PCR analyze pro houkeeping gen
GAPDH k nulovému vysledku, a tedy GAPDH nebylo naméteno. Tento vysledek 1ze
prisoudit vysyceni PCR reakce. To miize byt vysvétleno tak, ze ve vzorcich, ve kterych
je obsazen velky pocet virovych kopii, je virova DNA preferenén¢ amplifikovana. Pti
amplifikaci této virové DNA dojde k vysyceni PCR reakce, tedy ke spotifebé vSech
reagencii. Pro amplifikaci interni kontroly jiz pak nejsou dostupné zadné reagencie a
detekce genu nemiize probéhnout. Ve srovnani se vzorkem s bunécnou linii SiHa, ktery
obsahoval piiblizné stejné mnozsvi bunc¢k jako vzorek s CaSki, detekce GAPDH
probéhla a housekeeping gen byl pifi analyze PCR detekovan. To lze odtvodnit
mnozstvim virovych kopii nachéazejici se v jedné bunice. Zatimco jedna buiika bunécné
linie SiHa nese jednu az dvé kopie viru, jedna buiika linie CaSki obsahuje az 600
virovych kopii, coz pii celkovém mnozstvi bun€k ¢ini mnohem vice virové nukleové
kyseliny ve vzorcich GARGTEST+CaSki. U vzorku GARGTEST+SiHa nedoslo tedy
k vysyceni PCR reakce a detekce mohla probéhnout.

Podobnych vysledkt bylo dosazeno pouzitim druhé metody izolace Zybio Nucleic
Acid Extraction Kit, ktery vyuzival magnetické kulicky. Vzorky, ze kterych se nukleova
kyselina izolovala timto zplGsobem, byly obohaceny pfidavkem bunécné linie CaSki.
Pro ovéieni mnozstvi bunék, pii kterém nedochézi k vysyceni PCR pro GAPDH, byla
vytvoiena koncentra¢ni fada se snizujicim se poctem. Pfi vysSich mnozstvich CaSki
bun¢k obsazenych ve vzorku nebyl GAPDH detekovan. Jednalo se o stejnou piicinu
jako v prvnim ptipadé, kdyz byl pro izolaci nukleovych kyselin pouzit QlJAamp DSP
Virus Spin Kit. Pfi analyze doSlo k vysyceni reagencii PCR reakce pro amplifikaci
interni kontroly GAPDH. Az pfti snizeni poctu CaSki bun¢k ve vzorku bylo mozné
detekovat i housekeeping gen GAPDH. Metoda Zybio, co se detekce GAPDH
v samostatném GARGTESTu tyce, prokazala lepsi vysledek nez metoda QIAamp, kdy
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po analyze PCR byla hodnota Cp niz8i nez v ptfipadé detekce po izolaci metodou
QIAamp. Oba typy extrakce nukleovych kyselin prokédzaly schopnost izolace DNA
HPV16 v malych objemech vzorkti, avSak urCité omezeni nastalo v detekci genomové
DNA, pokud bylo ptfitomno piili§ vysoké mnozstvi virovych nukleovych kyselin, coz
nicméné nijak neovliviiuje diagnostiku ptitomnosti HPV.

Pro otestovani realnych pacientskych vzorkii na ptitomnost HPV16 bylo pouzito 100
vzorki GARGTESTu. Pro izolaci DNA byla vyuzita metoda Zybio Nucleic Acid
Extraction Kit a naslednd PCR, kterou ve své praci pro detekci HPV u nadora plic
vyuzili Jaworek et al. (2020). V kohorté otestovanych vzorki se zadny neprokazal jako
pozitivni. Nepfitomnost ani jednoho pozitivniho pacienta se dala ocekavat a byla
pravdépodobné déna tim, ze v bakalaiské praci nebyly pouzity vzorky odebrané od
pacientli postizenych nddorovym onemocnénim hlavy a krku, u kterych by primérné
pfitomnost HPV méla byt potvrzena nebo vyvracena. V soucasné dobé, kdy jsou
preventivni vySetfeni utlacovana do pozadi, nelze bohuzel dostate¢ny dataset ziskat.
Prevalence HPV 16 v Gstni dutiné v bézné populaci je velmi nizké (Migaldi et al., 2012;
de Abreu et al., 2018; Vidal Loustau et al., 2019) a bylo by tifeba testovat tisice
bezptiznakovych jedinci pro zachyceni alespoi jednoho pozitivniho. Castou pfi¢inou
vzniku nadort hlavy a krku v Ceské populaci je pozivani alkoholu a koufeni nebo
zvykani tabakovych vyrobkii. To potvrzuje 1 studie Tachezy et al. (2005). Ti se ve své
studii zaméfili na HPV a jiné rizikové faktory vzniku nadori v oblasti ustni dutiny a
orofaryngu v Cesku. Z celkového poétu 68 pacientii bylo pozitivni na HPV 51,5 %, u
nichz v 80 % byl pfitomen HPV16. Avsak celkem 50 % pacientii bylo pravidelnymi
kutdky a 63 % patiilo do skupiny lidi, ktefi ¢asto konzumuji alkohol. Nicméné novéjsi
data naznacuji, ze pocet ptipadt nadort hlavy a krku spojenych s infekci HPV v ¢eské
populaci roste, kdy byl vletech 1977-2016 zaznamenan vyrazny nariist incidence
nadorti hlavy a krku asociovanych s HPV, zvlasté¢ pak v oblasti tonsil. Nartst byl
zaznamenan i v prevalenci HPV pozitivnich nadort hlavy a krku, kdy v roce 2010 byla
prevalence 3913 ptipadu, zatimco v roce 2016 se zvysila na 5636 (Ref. 10).

Pomoci simulovanych vzorkli byla otestovdna citlivost detekéni metody 1 jeji
vhodnost pro vySetfeni tohoto typu vzorkl. Tato forma odbéru biologického materialu
je jednoznaéné velmi vhodna k zisku materialu pro detekci HPV v dutiné€ ustni, a to jak
pro jeji neinvazivnost, tak proto, ze lze pomoci tohoto odbéru dosdhnout odbéru ze
vSech Casti dutiny ustni. U pacientll s orofaryngealnim karcinomem neni problémem

vySetfit samotnou biopsii vzorku ¢i stér z této 1éze, nicméné u bezptiznakovych jedinci,
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piipadné pacientll po 1é¢b¢, u nichz je tieba sledovat stav onemocnéni, v soucasné dobé
neexistuje zadna validovand metoda odbéru. Metodu odbéru pomoci GARGTESTu
s naslednou izolaci DNA a detekci HPV pomoci PCR by bylo mozné pouzit rovnéz pro
screening pacientll v riziku rozvoje orofaryngealniho karcinomu, a to bud’ v bézné
populaci nebo u pacientil se zvySenym rizikem (napf. u sexudlnich partnerd HPV

pozitivnich Zen).
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6 ZAVER

V teoretické Casti této bakalaiské prace byla vypracovana literarni reSerSe, ktera se
zabyvala asociaci infekce lidského papilomaviru s nadory v oblasti hlavy a krku. Prvni
cast byla zaméfena na zakladni popis genomu lidského papilomaviru a funkci
jednotlivych virovych proteint pii zivotnim cyklu a infekei hostitele. Dale byl popsan
samotny zivotni cyklus viru a integrace do lidského genomu, coz je ptedpoklad pro
rozvoj nadorového onemocnéni. Druha ¢ast byla vénovana nadorim hlavy a krku, jejich
anatomické lokalizaci podle nejnovéjsiho 8. vydani klasifikace TNM, roli infekce
lidského papilomaviru u téchto nadort a rozdily mezi HPV pozitivnimi a negativnimi
nadory. V zavéru teoretické Casti byly popsany zakladni metody detekce lidského
papilomaviru v nadorech hlavy a krku.

Cilem praktické ¢asti bylo validovat moznost detekce HPV16 u vzorkl ziskanych
kloktanim. Pro praktickou cast byly vytvoieny vzorky GARGTESTu, ve kterych byla
pozitivita na HPV simulovdna SiHa a CaSki bunénymi liniemi. Z takto pfipravenych
vzorkli byly izolovany nukleové kyseliny dvéma rozdilnymi metodami a naslednou
PCR analyzou sledovana jejich uc¢innost izolace. Obé metody prokazaly uspésnost v
izolaci virovych nukleovych kyselin ze vzorkd s malymi objemy, avSak ve vzorcich
s vys$§im mnozstvim virové DNA nedosSlo k detekci interni kontroly, kterou byl lidsky
housekeeping gen GAPDH. V ramci experimentdlni Casti bylo otestovano 100
pacientskych vzorkdi na pfitomnost HPV16 pomoci PCR. Z tohoto poctu se jako
pozitivni neprokazal ani jeden piipad. V této bakalaiské praci byla prokazana vhodnost
odbérového systému GARGTEST pro vySetieni pfitomnosti viru HPV16. V navazujici
praci bude rozsifen soubor pacientskych vzorkii o vzorek pacienta s prokazanym HPV
pozitivnim orofaryngedlnim karcinomem a bude screeningové vySetfeno vice vzorki

odebranych pomoci kloktaci sady GARGTEST.
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