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1. Cile prace

Tato disertacni prace je zaméfena na nové moznosti a trendy v oblasti
screeningu cervikalniho karcinomu. Prvnim zcild této disertacni prace bylo
vypracovani literarni reSerSe zamérfené na screening cervikalniho karcinomu.
V soucasné dobé je v Ceské republice cervikdlni screeningovy program zaloZeny
na cytologickém vysetfeni stéru z délozniho Cipku. V fadé zemi jsou jiz pro primarni
screening pouzivany metody detekujici pritomnost lidského papilomaviru (HPV),
které jsou schopny zachytit pfes 99 % pokrocilych CIN (cervical intraepithelial
neoplasia) a cervikalnich nadorl (1). Sensitivita cytologického vysetreni pro detekci
pokrocilych CIN se naopak pohybuje pouze mezi 50-70 % (2-4). Jednim z cil(i této
prace bylo vypracovani review zamieného na prehled a porovnani dostupnych HPV
detekénich metod se zamérenim na metody vhodné pro primarni screening. Toto
review bylo publikovano v ¢asopise Ceska gynekologie (pfiloha 1).

Cervikalniho screeningu se v Ceské republice Uéastni pouze 55 % cilové
populace Zen (5). Jednou z moZnosti zvyseni Ucasti Ceskych Zen v cervikdlnim
screeningu bylo adresné zvani téchto Zen k ndvstévé gynekologa. Projekt adresného
zvani vSak zvysil Ucast na cervikdlnim screeningovém programu pouze o 8,1 % (6).
Rada studii naopak ukazala, 7e by nabidnuti samoodbé&rové sady 7endm, které
se screeningu neucastni, mohlo byt Uspésnéjsi (7). DalSim cilem této prace bylo
provedeni pilotni studie vyuZiti samoodbérové soupravy a molekuldrni diagnostiky
HPV infekce pro screening karcinomu déloiniho &ipku v Ceské Republice. V ramci
pilotni studie bylo hodnoceno, jak by byla ptijata moZnost samoodbéru v populaci
Ceskych Zen. Vysledky studie byly publikovany v €asopise Ceskd gynekologie
(pfiloha 2).

Dalsim cilem této prace bylo pfimé porovnani detekce HPV16, HPV18
a skupiny dalsich 12 hrHPV (vysoce rizikové HPV) genotypl pomoci tfi HPV
detekénich metod - cobas® 4800 HPV Test, PapilloCheck® HPV-Screening a LMNX
Genotyping Kit HPV GP. Cilem této studie bylo srovnani analytickych parametr(
metod uréenych pro primarni cervikalni screening na souboru cervikalnich stér
odebranych gynekologem a cervikovaginalnich stér( ziskanych samoodbérem.
Vysledky této studie byly publikovany v casopise The Journal of Molecular
Diagnostics (pfiloha 3).



2. Kapitola —teoreticka ¢ast

2.1 Infekce lidskymi papilomaviry

Infekce lidskym papilomavirem (HPV) patfi mezi nejrozsifenéjsi pohlavné
pfenosné choroby. HPV infekce je casto bezpfiznakova, sinkubacni dobou
1-8 mésicl. Prevalence HPV infekce se v jednotlivych studiich znacné lisi v zavislosti
na geografii, véku zkoumané populace a citlivosti pouzitych detekénich metod.
Vyhodnoceni celoZivotni prevalence ukazuje, Ze se béhem svého Zivota s HPV infekci
setka priblizné 80 % sexualné aktivnich jedincl. Nejcastéji k tomu dochazi kratce
po zacatku sexualniho Zivota. Nejvyssi HPV prevalence je tedy ve vékové skupiné
do 25 let a je vyrazné vyssi u skupiny jedincl se tfemi a vice sexualnimi partnery.
Ve vétsiné pripadd je HPV infekce béhem 12-18 mésicl eliminovana imunitnim
systémem (clearance virové DNA). Pfiblizné u 10 % HPV pozitivnich jedincd dochazi
k perzistenci HPV infekce a u méné nez 1 % z nich k vyvoji cervikalniho karcinomu
(obrazek 1.) (8-10).

Viral persistence

and
> progression
Normal "™ HpV.infected segs Precancerous
cervix gfmm cervix T lesion ’ Cancer
Clearance Regression Invasion

HPV

Precancer Cancer

I |
15 years 30 years 45 years
Obrazek 1. Prevalence HPV infekce a postupny vyvoj prekancerdzy a karcinomu
cervixu v zavislosti na véku Zen (11).

Dle miry onkogenniho potencidlu délime HPV na high risk (hrHPV) a low risk
(IrHPV). HPV genotypy jednotlivych skupin jsou uvedeny v tabulce 1. Pro vznik
karcinomu cervixu je nezbytna infekce alesporn jednim onkogennim podtypem hrHPV
(12). VHPV indukované kancerogenezi je zdsadnim krokem integrace HPV DNA
do lidského genomu, kterd vede k chromozomalni instabilité, fragmentaci HPV DNA
v oblasti E2 genu (v nékterych pfipadech rovnéz E1 nebo L1 genu), nadmérné expresi
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E6 a E7 onkogenll a progresi onemocnéni. K ¢asté integraci dochazi zejména
u genotypl HPV16 a 18, které jsou zaroven nejvice onkogenni a zodpovédné
za vétsinu pripadUd karcinomu cervixu (7;13;14).

Tabulka 1. Rozdéleni HPV dle miry onkogenniho vlivu na vznik karcinomu cervixu
(15;16).
Klasifikace HPV podtypy

Onkogenni (high-risk) HPV 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52,56, 58,

59

Pravdépodobné onkogenni HPV 68

Potencialné onkogenni HPV 26, 30, 34, 53, 66, 67, 69, 70, 73, 82,
85, 97

Neonkogenni (low-risk) HPV 6,11, 40,42, 43,44,54,61,72, 81, 89

Globdlné je infekce hrHPV pficinou pfiblizné 10 % karcinom( vyskytujicich
se u Zen avice nez 5% vsech nadorovych onemocnéni (17;18). Kromé karcinomu
cervixu je infekce hrHPV spojena se vznikem karcinomu vulvy, vaginy, penisu, fitniho
otvoru, kliZze, dutiny Ustni, oropharynxu a larynxu (obrazek 2). HPV DNA byla také
detekovana v nadorech esophagu, plic, tlustého stfeva, vajecnikd, prsu, prostaty,
mocového méchyre a nosni dutiny. Vliv hrHPV infekce na vznik téchto typld nadort
vsak neni zcela objasnén (18).

K hypotéze mozné asociace HPV infekce se vznikem karcinomu plic vedla
morfologickd podobnost nékterych karcinomd plic sHPV asociovanymi
anogenitalnimi nadory (19;20). Kromé toho je HPV infekce asociovdna s respiracni
papillomatdzou, ktera mize vést az ke vzniku nador( (21). HPV infekce je také
prokazatelné asociovana se vznikem ndadord orofarynxu, ktery se nachazi pobliz
dychaciho traktu (22). Vlivem HPV infekce na vznik karcinomu plic se zabyvaly fada
studii vcéetné meta-analyz (23-27). Vysledky téchto studii jsou vsak znacné
rozporuplné. HPV prevalence se u karcinomu plic pohybuje v zavislosti na geografii
mezi 0-78 % (27), s vyznamné vyssi HPV prevalenci v oblasti Severni Ameriky a Asie
nez v evropskych zemich (26). V rdmci nasi studie, nebyla pfitomnost hrHPV (HPV16,
18, 31, 56) u nemalobunéénych karcinom( plic v ¢eské populaci detekovana (28)
(ptiloha 4).
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Obrazek 2. HPV asociovana nadorova onemocnéni (18).

Infekce lidskymi papilomaviry (IrHPV) mUze také vést ke vzniku benignich lézi
k@ize nebo sliznic. HPV infekce kize miZe zplsobovat vznik béznych, plantarnich
nebo planarnich bradavic, anogenitdlnich bradavic nebo epidermodysplasia
verruciformis. Infekce sliznic se mlze projevit oralnimi bradavicemi, kondylomaty,
fokalni epitelidlni hyperplasii (tzv. Heckova choroba) a papilomy spojivky, larynxu,
dutiny nosni a cervixu (29).

Kromé vzniku malignich a benignich lézi mize HPV infekce ovliviiovat
fertilitu. HPV byl detekovan napftic genitalnim traktem muzl i Zen (30). U muza byl
HPV detekovan ve vzorcich ejakulatu, vazany v ekvatoridlni roviné hlavicky spermie.
Na zvifecich modelech bylo prokazano, Ze spermie transfekované HPV16 E6/E7
plasmidem i spermie vystavené kapsidovému proteinu HPV L1 jsou schopny
penetrovat oocyt a pienést tak HPV do oocytu (31). Rada studii popisuje vliv HPV
infekce na Uspésnost asistované reprodukce a zvyseni rizika potratu u spontannich
téhotenstvi i téhotenstvich po asistované reprodukci (32-34). Vliv HPV infekce
na fertilitu vSak nebyl zcela jasné prokazan, proto v soucasné dobé neni pritomnost
HPV infekce vysSetfovana u muzl ani Zzen z par(i [écenych pro neplodnost ani u darct
gamet (35;36).

1.2 Struktura viru a HPV indukovana kancerogeneze
Lidské papilomaviry (Celed Papillomaviriae) jsou malé neobalené dsDNA viry
s ikosaedralnim kapsidem (37). Kapsid je tvofen pentamery hlavniho kapsidového
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proteinu L1 a minoritniho proteinu L2 (38). HPV genom je tvofen jednou molekulou
cirkuldarni dsDNA o délce 8 kb asociované s proteiny podobnymi histonim
(obrazek 3) (39). VSechny oteviené cteci ramce (ORF) kddujici HPV proteiny jsou
kédovany pouze vijednom vldknu DNA a transkribovany do jednoho vldkna
polycystronni mRNA (40;41). HPV genom muzZeme funkéné rozdélit do tfi oblasti:
nekédujici dlouha kontrolni oblast (LCR) a regiony s ORF pro ¢asné HPV proteiny
a pozdni HPV proteiny. LCR obsahuje pocatek replikace, promotor véetné vazebnych
mist pro transkrip¢ni faktory regulujici expresi ¢asnych i pozdnich HPV genl. Mezi
Casné HPV geny se fadi E1, E2, E4, E5, E6 a E7, tedy geny kddujici proteiny podilejici
se na replikaci viru a HPV indukované kancerogenezi. Mezi proteiny, kédované
v pozdni oblasti, patfi strukturni proteiny L1 a L2, tvorici kapsid viru (40;42).

E2 E2 E2 E2 TATA P97
#4 #3 E1 SPI#2  #

Obrazek 3. Organizace HPV genomu- genom HPV16 (7904 bp) (43)

Casné geny (E1-E7) jsou exprimovény z p97 (¢asny promotor) nebo p670 (pozdni promotor)
v zavislosti na stadiu diferenciace epitelidlnich bunék. Pozdni ORF (L1 a L2) jsou rovnéz
exprimovany z p670, ale az po zméné splicingu a zméné polyadenylacniho mista z ¢asného
(PAE) na pozdni (PAL). VSechny HPV ORF se nachazi na jednom fetézci cirkularni dsDNA.
Na obrazku je zvétSend oblast LCR obsahujici vazebna mista pro E2, E1 proteiny, SPI
(transkripéni aktivator) a TATA box promotoru p97.
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Pro infekci HPV je nezbytnd pfistupnost bunék bazdlni vrstvy epitelu
a nasledny transport virové castice do délicich se bunék. Virus je transportovan
do bunék po rozpoznani kapsidového proteinu L1 heparan sulfat peptidoglykany
(napf. syndekan-1) nebo kapsidového proteinu L2 a-6 integrinem. Exprese
syndekanu-1 je vyznamné zvySena pfi hojeni ran a a-6 integrin je exprimovan
na povrchu bunék migrujicich k mistu poranéni epitelu. Poranéni epitelu tedy
zptistupniuje HPV bazdlni bunky epitelu a zdroven zvysuje schopnost bunék epitelu
HPV virion vazat a transportovat do bunky (44;45).

Po vstupu HPV do bazdlnich bunék epitelu jsou nejprve exprimovany
proteiny E1 a E2, nezbytné pro replikaci HPV genomu. Replikace virdlni DNA fizend
E1l a E2 proteiny je na rozdil od replikace genomu infikované bunky nezavisla
na bunécném cyklu hostitelské bunky (46). Replikace virdini DNA je regulovéna
na Urovni transkripce. V keratinocytech suprabazdlni vrstvy epitelu dochazi
k pfepnuti transkripce genl z E2-fizeného casného promotoru na E2-nezavisly
pozdni promotor a tim k zvySeni exprese E2 a E1 genl (47). Pfi nizké hladiné
E2 je tento protein transkripénim aktivatorem. Vysoka hladina E2 proteinu naopak
tlumi expresi E6 a E7 onkoproteinl. E6 a E7 proteiny dereguluji bunécny cyklus
napadené bunky, udrzuji ji v S-fazi, nezbytné pro replikaci epizom( HPV DNA a brani
normalni terminalni diferenciaci keratinocytu (43).

E6 protein hrHPV genotypl interaguje stumorsupresorovym proteinem
p53 a indukuje jeho ubiquitinylaci a naslednou degradaci (obrazek 4). Inaktivace p53
narusuje integritu replikované DNA, zplsobuje poskozeni DNA a chromosomalni
instabilitu. Kromé inaktivace p53 signalni drahy, vedouci v ptipadé ireversibilniho
poskozeni DNA k apoptose, pfispivd k imortalizaci infikované buriky také aktivace
exprese genu pro telomerasu, zvyseni exprese c-Myc a blokace apoptosy vazbou
proapoptotickych proteinli Bak, FADD (Fas-associated death domain-containing
protein) a prokaspasy 8 (48;49).

E7 protein hrHPV genotypu se vazZe na retinoblastoma protein (pRB) a brani
jeho vazbé na transkripéni faktory E2F. pRB za fyziologickych okolnosti uvolfuje
E2F aZ po fosforylaci cyklin-dependentnimi kinasami a umoziuje tak vstup burky
do S-faze. Overexprese E7 proteinu vede kderegulaci Gi/S kontrolniho bodu
a nasledné hyperproliferaci infikovanych bunék. E6 a E7 proteiny IrHPV genotypl
interaguji s p53 a pRB s mnohem nizsi afinitou nez hrHPV proteiny. Tato interakce
neindukuje degradaci cilovych proteint (48;49).
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Obrazek 4 Vliv HPV proteind E6 a E7 na bunécny cyklus hostitelské buriky (50)
Schéma zobrazuje bunéény cyklus a jeho regulaci v HPV negativnich burikach (A) a HPV
indukovanou stimulaci bunécné proliferace (B).

Ke konci Zivotniho cyklu viru dochazi expresi proteinli E5 a E17E4. E5 protein
je transmembranovy protein, ktery brani endosomalni acidifikaci, tim snizuje
degradaci a zvySuje recyklaci EGFR. ZvySeny pocet a E5 indukovana aktivace EGFR
umoznuji replikaci viru i ve vyssich vrstvach epitelu (43;51). E1*E4 (E4), produkt
bicistronniho transkriptu, se akumuluje ve vysSich vrstvach epitelu infikovaného
HPV, vytvafti cross-link spoje intermedialnich filament keratinu a indukuje fosforylaci
keratinu za vzniku jeho rozpustné formy a jeho naslednou degradaci. Degradace
keratinu zvysSuje krehkost bunék na povrchu epitelu a tim usnadruje uvolnéni
virovych ¢astic z odumfelych bunék keratinocytd v produktivni fazi HPV infekce,
ktera je charakteristicka amplifikaci episomalni HPV DNA (52). ZvySena exprese
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E4 proteinu je uZivana jako marker produktivni HPV infekce. PFfi pfechodu
v transformujici infekci a progresi onemocnéni exprese E4 klesda (obrazek 5) (53).

A

Viral DNA
Viral DNA

Viral DNA

CIN1 CIN2 CIN3 CaCx
|l
LSIL HSIL Cervical cancer

Obrazek 5. Zmény exprese HPV genl v zavislosti na progresi karcinomu cervixu (43)

Bunky jsou barevné odliSeny na zakladé rozdilné exprese HPV proteind. Buriky s modrymi
jadry jsou neinfikované HPV. Bunky s cCervenym jadrem jsou délici se bunky, jejichz
pfitomnost mimo bazalni vrstvu epitelu je disledkem HPV infekce, exprese onkoprotein(
E6 a E7. Ve vyssSich vrstvach epitelu jsou vyznaceny bunky se zelenou cytoplasmou, v nichz
dochdzi k expresi genli nezbytnych pro replikaci virainiho genomu (E1, E2, E4, E5). ZIuté jsou
vyznaceny jadra bunék svrchni ¢asti epitelu s amplifikovanou virdlni DNA, v nichZ jsou
exprimovany obalové proteiny L2 a L1, nezbytné pro sestaveni virionu a nasledné uvolnéni
virové &astice z odumrelych bunék keratinocyt(l. Sipky na pravé strané schéma epitelu
zndazornuji nacasovani a intenzitu exprese HPV genl. Exprese E6 a E7 proteinl (Cervené)
za pritomnosti nizké hladiny E1, E2, E4, E5 proteinl umoZnuje udrZeni HPV genomu
aintenzivni proliferaci (zelené). ZvySeni hladiny téchto proteint vede k amplifikaci HPV
genomu. V pfitomnosti L2 a L1 protein (Zluté) dochazi k seskupeni infekcni Castice.

Exprese HPV gent v LSIL/CIN1 lézich se podobd expresi HPV genl béhem produktivni infekce.
U HSIL/ CIN2 a CIN3 dochazi k expresi gent nezbytnych pro replikaci az v horni ¢asti epitelu.
Produkce infekénich Castic je s progresi |éze omezena na ¢im dal mensi ¢ast svrchni ¢asti
epitelu. Na deregulaci exprese E6 a E7 protein( u pokrocilych cervikalnich 1ézi se také podili
integrace HPV do hostitelského genomu. Pfi integraci dochazi ke ztraté/fragmentaci E1 a E2
genl. U cervikdlnich nador( neni pfitomna produktivni infekce a HPV genom je pritomen
predevsim v integrované formé.

Pfi perzistentni HPV infekci velmi ¢asto dochazi k integraci HPV do lidského
genomu. V disledku integrace dochazi ke ztraté nebo fragmentaci jednoho nebo
vice genll nezbytnych pro syntézu infekcni castice HPV a virus ztraci schopnost
regulace exprese virdlnich onkogenl (obrazek 6). Integrace obvykle vede
k fragmentaci nebo ztraté E2 a zvySené expresi a stabilité transkriptl onkogen(
E6 a E7 (54;55). MUze také dojit k disrupci genu pro E1 a ztraté E1 replikacni aktivity,
ktera muze indukovat poskozeni DNA, zastavu rlstu a zvysit genomovou instabilitu
v oblasti integrace HPV do genomu (47;56;57). K integraci dochazi ve vice nez 80 %
HPV pozitivnich cervikalnich nador( (58). U malé éasti cervikalnich nadord byva
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zachovan HPV genom ve formé episomu. V takovych pfipadech dochazi k naruseni
funkce E2 proteinu v disledku metylace E2-vazebného mista v LCR (59).
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Obrazek 6: Integrace HPV DNA do lidského genomu (60)
URR- upstream regulatory region (ekvivalentni k LCR- dlouha kontrolni oblast), Pe- Casny
promotor

Modely znazornuji razné zplsoby integrace HPV do lidského genomu vedouci ke vzniku
nadoru. Svétle modra kolecka vyznacuji vazebna mista pro E2 protein v URR a tmavé modré
Ctverecky znaci vazebna mista pro E1 protein v oblasti pocatku replikace (ORI).

Integrovana muZe byt jedna kopie HPV genomu nebo vice kopii HPV DNA
v tandemové repetici. Exprese HPV gen( probihd pouze z posledni kopie HPV
genomu na 3' konci. Interni kopie jsou umlceny v dlsledku metylace (14;54;59;61).
Integrace HPV genomu muizZe také vést kinzeréni mutagenezi, tedy k vloZeni
promotorové sekvence viru do regulacni oblasti uréitého genu, a tim k aktivaci
onkogenli nebo inaktivaci tumorsupresorovych genl. Kintegraci dochazi
preferencné v transkripéné aktivnich a fragilnich oblastech hostitelského
genomu (14). Mezi geny casto ovlivnéné integraci HPV patti geny podilejici
se na regulaci bunécného cyklu a apoptosy (gen TP63 - gen z rodiny TP53; gen
TPRG1 - regulovany p63; gen ILIRAP s prozanétlivou funkci a onkogen Myc)
a regulatory vyvoje a kancerogeneze jako KLF5 a KLF12. K integraci pravdépodobné
dochazi v mistech opravy dsDNA zlomu. Tyto oblasti vykazuji mikrohomologii mezi
lidskou a HPV DNA a obvykle se jedna o dobfe pfistupné useky DNA bez nukleosomll
(58;62).

HPV integrace mizZe také indukovat epigenetické zmény v oblastech
virdlnich i lidskych genl a tim ménit jejich expresi. E6 a E7 onkoproteiny indukuji

16



overexpresi DNA metyltransferas, predevsim DNMT1, které katalyzuji aberantni
metylaci promotoru gentd kédujicich tumorsupresorové proteiny a miRNA (63).

1.2 Karcinom cervixu

Celosvétové je karcinom cervixu u Zen tretim nejcastéjSim nadorovym
onemocnénim a Ctvrtou nejcastéjsi pricinou jejich imrti na nddorova onemocnéni.
K 85 % pfipadl karcinomu cervixu a s nim spojenych umrti dochazi v rozvojovych
zemich, kde neexistuje screeningovy program, ktery by umoznil véasnou detekci
prekancerdz nebo ¢asnych stadii karcinomu (17;18). V Ceské republice je kazdy rok
nové diagnostikovano pres 1000 novych pfipad( karcinomu cervixu a pfriblizné
400 pacientek stouto diagndzou rocné zemre (obrazek 7). Vékové specificka
incidence zacina vyrazné rlst od 29. roku Zivota, vrcholu dosahuje ve vékové skupiné
40-44 let (64). Vztah mezi infekci hrHPV podtypy a karcinomem cervixu
je nezpochybnitelny, az 99,7 % karcinomu cervixu je HPV pozitivnich. Nejrozsifené;si
hrHPV podtypy jsou HPV16 a 18, vyskytujici se u pfiblizné 70 % karcinomU cervixu
(7;12).

€53 - 2N hrdla déloZniho - cervicis uteri, Zeny -4 Incidence

Yijuoj v Eaze - Mortalita
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Obrazek 7. Incidence a mortalita cervikdlniho karcinomu v Ceské republice
(www.svod.cz, stazeno 11.9.2018).

1.2.1 Klasifikace cervikalnich lézi

Vzniku invazivniho cervikalniho karcinomu predchazi perzistentni HPV
infekce spolu s pretrvavajici prekancerézni |ézi. Progrese prekancerdzni léze
do invazivniho karcinomu je proces trvajici i déle nez deset let (65). Mezi
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prekancerdzni zmény oznacované jako cervikdlni intraepitelidini neoplasie (CIN)
fadime dysplasii cervixu a karcinom in situ. CIN jsou charakteristické zvySenou
mitotickou aktivitou bunék, atypickymi znaky bunék jako zménou velikosti, tvaru
a charakteristickych znakd jadra a jejich abnormalnim usporadanim bunék. CIN jsou
na zakladé histologického vysSetfeni déleny do tfi kategorii — CIN1, CIN2 a CIN3
(obrazek 8). CIN1 odpovida lehké dysplasii s dysplastickymi burikami ve spodni
tfetiné epitelu. CIN2 odpovida stfedné tézké dysplasii postihujici dvé tfetiny vysky
squamézniho epitelu cervixu a CIN3 odpovida tézké dysplasii nebo karcinomu in situ.
CIN3 a karcinom in situ se vyznacuji ztratou vrstev, aneuploidii jader, atypickymi
mitosami a nediferencovanym epitelem v celé jeho Siti bez poruseni bazalni vrstvy
epitelu (66-68). Bez jakékoliv |é¢by se pouze z 20 % CIN1 vyvine léze CIN2, z nichZ
30 % progreduje do CIN3. Priblizné ze 40 % CIN3 vznikd cervikdlni karcinom.
Ve zbylych pfipadech dochazi ke spontanni regresi léze (obrazek 1)(4).

CIN Il

Obrazek 8. Porovnani fezu cervikdlnim epitelem rlznych stupnd cervikalni
intraepitelidlni neoplasie (CIN1-3; barveni hematoxylinem a eosinem) s cytologickym
nalezem (barveni dle Papanicolaou) odpovidajicimu stupni CIN (68)

S progresi dochazi k Siteni atypickych bunék napfic¢ vSemi vrstvami epitelu. Na cytologickém
nalezu je patrny narast velikosti jadra buriky na Ukor cytoplasmy.
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1.2.2. Ockovani proti HPV

Diky pomalé progresi onemocnéni a moznosti CIN snadno detekovat
a efektivné |écit, je cervikdIni karcinom dobfe preventabilni onemocnéni (69).
Primarni prevence cervikdlniho karcinomu zahrnuje HPV ockovani. V soucasné chvili
jsou dostupné tri profylaktické vakciny. Vakcina Cervarix (Merck) je cilena proti
HPV16 a 18, genotypim asociovanym se 70 % pripadd cervikadlniho karcinomu
(12;70;71). Kvadrivalenti vakcina Gardasil/Silgard (GlaxoSmithKline) cilena proti
HPV6, 11, 16 a 18 navic chrani jesté proti IrHPV genotypim, zpUsobujicim 90 %
genitdlnich bradavic u muzl i Zen (72). Nonavalenti vakcina Gardasil 9 (Merck)
je zamérena proti HPV6, 11, 16, 18, 31, 33, 45, 52 a 58 genotypUm asociovanym
s 90 % cervikalnich nadord (12;73). VSechny tfi vakciny obsahuji L1 proteiny cilovych
HPV typl samovolné seskupenych do viru podobnych ¢&astic (VLPs- virus-like
particles). Tyto ¢astice jsou morfologicky a antigenné podobné skuteénym virionim
(71;74). Aplikace VLPs proto vyvolava produkci vysokého titru anti-HPV IgG
neutralizujicich protilatek, které brani vstupu HPV do buriky. Diky vysoké podobnosti
jednotlivych HPV typ( byla u vakcin Silgard a Cervarix kromé cilovych HPV typu také
pozorovana Castecné ochrana (tzv. cross-protekce) proti nevakcinarnim genotypim
HPV 31, 33, 45, 52 a 58 (71;73).

Vakciny jsou uréeny predevsim pro divky a chlapce starsi 10 let, jedince pred
zacatkem jejich sexudlniho Zivota. V CR je od roku 2012 zdravotnimi pojistovnami
hrazeno ockovani ekonomicky nejméné naroc¢nou vakcinou (Cervarix) divkdm mezi
13 a 14 rokem véku. | kdyz jsou vakciny primarné cileny na Zeny do 25 let, ockovani
je prokazatelné efektivni i u mladych muzi (16-26 let) a Zen stfedniho véku
(24 az 45-55 let). Vakciny pIné chrani Zeny, které jsou pred vakcinaci sérologicky
i HPV DNA negativni. U Zen bez zndmého HPV statutu, byla efektivita vakcin Cervarix
a Silgard pro CIN3 léze asociované s vakcindrnimi genotypy pouze okolo 45%.
Vakcina Silgard také vykazuje 95% efektivitu u HPV negativnich Zen pro vagindlni
(ValN2/3) nebo vulvérni intraepitelialni léze 2/3 (VIN2/3), asociované s vakcinarnimi
genotypy. U Zen s nezndmym HPV statutem klesa efektivita vakciny pro vznik
VaIN2/3 nebo VIN2/3 na80%. Obdobné je to u protekce proti genitalnim
bradavicim, kdy efektivita vakciny klesd z96 % na 80 % u Zen s nezndmym HPV
statutem (75-78).

Vakcina Gardasil9 uvadi 96% efektivitu proti HPV31/33/45/52/58
asociovanym CIN3+ a 100% efektivitu proti VIN2+ a VAIN2+ u HPV negativnich Zen.
Efektivita vakciny klesd na 5,2 % u Zen, kterym byla na zacatku studie detekovana
skvamodzni intraepitelidlni léze, byly séropozitivni na vakcinarni genotypy nebo
pozitivni na pritomnost alespon jednoho ze 14 hrHPV. Efektivita Gardasilu 9 proti
HPV6/11/16/18 asociovanym lézim byla porovnatelna jako u vakciny Silgard (73).
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Zadnad z vakcin neni G&innad pfi lé¢bé HPV infekce nebo HPV asociovanych
onemocnéni. Efektivni terapeutické vakciny, cilené predevSim na E6 a E7 HPV
proteiny, prozatim nejsou dostupné (79).

| kdyZz mGzeme ockovanim znacné snizit riziko vzniku HPV asociovanych
nadorovych onemocnéni, nelze jim vZadném pfipadé nahradit preventivni
gynekologicka vysetfeni, kterd mohou odhalit fadu dalSich gynekologickych alteraci.
Navic, i pfes vysokou Ucinnost vakcin, vakciny nechrani proti celému spektru hrHPV
genotypl (76).

1.2.3. Screening cervikalniho karcinomu v CR

V Ceské republice je screening karcinomu déloiniho hrdla upravovan
Véstnikem Ministerstva zdravotnictvi ¢. 07/2007. Dle doporuceni ministerstva
zdravotnictvi by mélo byt cytologické screeningové vysetreni provadéno dospélym
Zenam pfi pravidelné gynekologické prohlidce jednou ro¢né. Pro screeningové
vySetfeni se pouZiva cervikdlni cytologie (Pap test nebo jeho modifikace), kdy jsou
exfoliované cervikalni burky z odbérového kartacku naneseny na sklo, obarveny
a hodnoceny pod mikroskopem (obrazek 8). Pro hodnoceni nalezli cervikalni
cytologie je v soucasné dobé platny systém Bethesda 2001 (80). Zdokonalenim Pap
testu je Liquid-based cytology (LBC), kdy jsou buriky stéru solubilizovany ve vhodném
médiu a ndsledné naneseny na mikroskopické sklo. LBC zvy3uje senzitivitu vySetfeni
diky odstranéni rusivého vlivu krve i hlenu pfi klasickém Pap testu, test je navic lépe
hodnotitelny diky rovhomérnému rozmisténi bunék v jedné vrstvé a je pouzitelny
k dalSimu testovani, napt. k HPV DNA diagnostice (81).

Problémem cervikalni cytologie je vysoka mira falesné negativity, pro CIN3
a karcinomu cervixu je uddvana falesna negativita 15-35 % (82). Kromé neuspokojivé
sensitivity cytologie pro detekci pokrocilych CIN (50-70 %) je problémem také
limitovana reproducibilita testu. | pres nedostatky screeningu zalozeného
na cytologickém vysetfeni, se diky nému povedlo sniZit mortalitu a incidenci
cervikalniho karcinomu o 50-80 % (2-4). V poslednich letech je patrné ustaleni
poklesu incidence cervikalniho karcinomu, coZ vypovida o dosaZeni maximalniho
dopadu screeningovych program( zaloZenych na cytologickém vysetteni. Pro dalsi
pokles incidence cervikalniho karcinomu budou nezbytné zmény v rdmci primarniho
screeningu (83-85). Pro zjisténi pfitomnosti HPV infekce a s ni asociovanych |ézi jsou
mnohem efektivnéjsi metody zaloZené na detekci HPV, které jsou schopné zachytit
pres 99 % pokrocilych CIN a nadort (1).
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1.2.4. HPV screening

Pfinos HPV diagnostiky jako primarni screeningové metody byl prokdzan
fadou studii (86-90). Tyto studie ukazaly, Ze screening zalozeny na HPV detekci
zachyti perzistentni CIN3+ léze dfive nez cytologie a tim zvySuje pravdépodobnost
jejich 1écby jesté pred progresi do invazivniho cervikdlniho karcinomu. Screening
zalozeny na detekci HPV by mohl mit az o 70 % vyssi protektivni schopnost oproti
screeningu zaloZzeném na cytologickém vysetfeni. HPV negativni status ma navic
velmi vysokou negativni prediktivni hodnotu (NPV), 5 let po HPV negativnim testu
po negativnim cytologickém nadlezu. V pfipadé primarniho HPV screeningu
je doporucovan 5-lety screeningovy interval. Detekce HPV v kratSich intervalech
nebo u Zen mladSich 30 let by vedla ke sniZeni specificity vySetfeni. Vzhledem
k vysokému vyskytu HPV infekce a ndsledné clearance viru u mladsich zen by mély
byt pomoci HPV DNA diagnostiky vySetfovany pouze Zeny nad 30 let. Prodlouzeni
screeningového intervalu na 5 let by navic vedlo ke sniZeni nadbytecnych kolposkopii
s biopsii a ke sniZeni finanénich naklad( (86-92). HPV diagnostika je rovnéz vhodnéjsi
pro follow-up pacientek po konzervativni Iécbé cervikalnich lézi. Rezidualni nebo
rekurentni CIN2+ detekuje HPV diagnostika dfive, svyssi sensitivitou
a porovnatelnou specificitou jako cytologie (93).

V soucasné dobé jsou v Ceské republice vramci screeningu cervikdlniho
karcinomu k HPV DNA diagnostice zasilany pouze pfipady s abnormdlini cytologii
s nezndmym vyznamem (atypical squamous cells of undetermined significance;
ASC-US), vyskytujici se ptiblizné u 4 % ptipadl (94).

Zavedeni celoploSného screeningu vyrazné snizilo incidenci i mortalitu
cervikdlniho karcinomu. Ceskd republika bohuzel stile patfi mezi staty
s nedostatecné funkénim screeningovym programem, kdy se screeningu ucastni
priblizné polovina cilové populace (95). Redenim pro Zeny, které z néjakého divodu
nenavstévuji gynekologa, by mohlo byt pouZiti samoodbérové sady. V nékolika
studiich byla prokdzana vysokda shoda hrHPV detekce mezi vzorky ziskanymi
samoodbérem a cervikalnim stérem provedenym gynekologem (95;96).

Diagnostické HPV DNA testy se liSi vradé parametrd (tabulka 2),
napr. genotypech detekovanych hrHPV, moZnosti ¢astecné i plné genotypizace.
Vétsina metod detekujicich HPV DNA je zaloZena na polymerdzové retézové reakci
(PCR), ktera vyuziva primery detekujici rizné ¢asti HPV genomu, jako MY09/MY11,
GP5+/6+, SPF10 (detekce HPV genu L1), CP primery (detekce HPV genu E1) (97;98)
nebo pU primery (detekce HPV genll E6 a E7) (99). Pomoci klasické PCR reakce
se specifickymi HPV primery je mozné detekovat pouze pritomnost HPV DNA, nikoli
odlisit jednotlivé podtypy. Pro genotypizaci jsou nejcastéji pouzity metody zaloZzené
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na znaceni primer( (biotin) a nasledné ELISA reakci (enzyme-linked immunosorbent
assay), real-time PCR se znadenymi prébami, popt. hybridizaci PCR produkt(
se specifickymi oligonukleotidovymi prébami fixovanymi na stripu (line blot) nebo
¢ipu (microarray) (81).

Rada metod umoifiuje detekci pfitomnosti hrHPV podtyp(, nékteré z nich
umoznuji jejich uplnou genotypizaci. Z klinického hlediska je nejvyznamnéjsi detekce
hrHPV a genotypizace nejvice onkogennich podtypl HPV16 a 18 (12). Nékteré firmy
(Roche, Seegene a dalsi) proto uvedly na trh systémy urcené k ¢astecné genotypizaci
HPV. Jedna se vétSinou o automatizované metody zalozené na real-time PCR
s prébami specifickymi pro HPV16 a 18 a prébou nebo setem stejné znacenych préb
pro ostatni typy HPV. Tyto metody se zdaji byt pro klinickou praxi velmi vyhodné,
poskytuji informaci o pfitomnosti Sirokého spektra hrHPV, blize specifikuji
pfitomnost HPV16 a 18, jsou automatizované, tedy do zna¢né miry eliminuji chyby
zpUsobené lidskym faktorem a umoznuji rychlou analyzu vysokého poctu vzorkl
v kratkém case. Nékteré systémy jsou také spojené s automatickou izolaci DNA
ze vzorku (napf. cobas® 4800 HPV Test, Roche). Témér vSechny HPV DNA testy jsou
kompatibilni s odbérovymi médii PreservCyt a SurePath (81).

Problémem tady HPV DNA testll muaze byt jejich cileni na HPV gen
E1 nebo L1. Pfiintegraci viru do lidského genomu v nékterych pfipadech dochazi
k fragmentaci HPV DNA v oblasti E1 nebo L1 genu. V téchto pfipadech mohou takové
DNA testy poskytnout falesné negativni vysledek a minout tak nejzavazné;si pfipady
(7;13;14;60).

HPV detekéni testy validované pro primdrni cervikdlni screening

V soucasné dobé je komercné dostupnych vice nez 200 HPV detekcnich
metod (100), z nichzZ je dle Meijerova protokolu pouze nékolik vhodnych pro primarni
cervikalni screening. MeijerQv protokol ustanovuje, Ze HPV detekéni metody, vhodné
pro primarni screening cervikalniho karcinomu, by mély detekovat CIN2+ léze
s relativni sensitivitou > 0,90 a specificitou = 0,98 vi¢i standardnimu porovnavacimu
testu. Za standardni porovnavaci testy, plné klinicky a epidemiologicky validované,
jsou povazovany Hybrid Capture 2 (HC2) a GP5+/6+ PCR enzyme imunoassay (EIA).
Testy uréené pro primdrni screening by mély byt validovany na souboru alespon
60 CIN2+ a vice nez 800 < CIN1 cervikalnich stérech Zzen ve véku od 30 do 60 let (101).
Testy by také mély mit provérenou intra- a inter- laboratorni reproducibilitu (lower
confidence bound =87 %) (102). Na validaci novych HPV detekcnich systémi
pro primarni screening se vyznamné podili iniciativa VALGENT (VALidation of HPV
GENoyping Tests) (103).
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Tabulka 2 shrnuje charakteristiky HPV detekénich metod plné nebo ¢astecné
validovanych dle Meijerova protokolu a jejich klinickou sensitivitu a specificitu pro
CIN2+ (102;103). Pro metodu gPCR E6/E7 doposud nebyla publikovana studie
prokazujici jeji interlaboratorni reproducibilitu a pro metody LMNX Genotyping Kit
HPV GP chybi evidence o jeji intra- i inter- laboratorni reproducibilité (102).

CervikdIni screening zalozeny na HPV detekci je zaveden v Australii, Anglii,
Itdlii, Holandsku a na Novém Zélandu. V fadé dalSich zemi je také pladnovana zména
screeningové metody z cytologie na detekci HPV nebo probihaji pilotni studie
na porovnani téchto dvou typl cervikadlniho screeningu. Soucasné evropské
guidelines doporucuji screening zalozeny na HPV detekci pro Zeny ve véku 30-35 let
az do 60-69 let s 5-ti letym intervalem HPV test(. WHO (World Health Organization)
také doporucuje pouziti HPV screeningu pro zeny starsi 30 let kazdych 3-5 let. Pokud
neni HPV screening dostupny, doporucuje WHO cytologické vysetteni az po aplikaci
kyseliny octové. Toto doporuceni plati predevsim pro zemé, kde HPV screening neni
z ekonomickych dlvodd dostupny. Ve vétsiné zemi s primarnim HPV screeningem
je vramci tridze HPV pozitivnich Zen pouZivano cytologické vysSetieni. V Némecku,
kde v soucasné dobé probihd pilotni projekt, je v rdmci tridze HPV pozitivnich Zen
zvazovana cytologie, HPV genotypizace nebo detekce p16/Ki-76 (104).
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Tabulka 2. HPV detekéni metody validované pro primarni cervikalni screening dle Meijerova protokolu

Detekovany HPV Blizsi Klinicka Klinicka
gen, interni specifikace/ sensitivita  specificita
HPV test (vyrobce) Princip testu kontrola kvality Detekované HPV podtypy genotypizace pro CIN2+  pro CIN2+
RNA prdéba, detekce
Hybrid Capture 2 HPV vazby (DNA/RNA Cely HPV genom, 13 hrHPV (16, 18, 31, 33, 35,
DNA Test hybridd) bez interni 39, 45, 51, 52,56,58,59 a
(HC2, Qiagen) (101) chemiluminiscenci kontroly 68) ne 98,7 % 94,1%
. , . , 14 hrHPV (16, 18, 31, 33, 35,
GP 5+/6+ PCR-EIA PCR s biotinylovanymi L1, bez interni o o
(Diassay) (101) GP5+/6+ primery, EIA kontroly Zz’) 45,51,52,56, 58,59, 66, ne 98,7 % 96 %
Zachyceni cilové mRNA,
APTIMA HPV assay amplifikace RNA a vazba 14 hrHPV (16, 18, 31, 33, 35,
(Hologic Gene- na préby, detekce E6/E7, neinfekéni 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66,
Probe)(105) chemiluminiscenci DNA a RNA 68) ne 95,5 % 94,5 %
Abbott RealTime High multiplex real-time PCR 14 hrHPV (16, 18, 31, 33,35, HPV1e, 18
Risk HPV test fluorimetricka detekce ’ L1, B-globin 39, 45, 51, 52,56, 58,59, 66, a dalsich
(Abbott) (106-108) 68) 12 hrHPV 95,6-100% 92-93,3 %
HPV16, 18, 31,
45,51, 52,
14 hrHPV (16, 18, 31, 33,35, 33/58,
BD Oncolarity HPV test multiplex real-time PCR, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66, 56/59/66,
(BD Diagnostics)(109) fluorimetricka detekce  E6/E7, B-globin 68) 35/39/68 97 % 90 %
PCR s prébou s 14 hrHPV (16, 18, 31, 33, 35,
Cervista HPV HR Test technologii Invader, L1/E6/E7, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66,
(Hologic) fluorimetricka detekce  HIST2H2BE 68) ne 89-98,4%  91,2-85,2%
14 hrHPV (16, 18, 26, 31,33, HPV1e6, 18
cobas 4800 HPV test multiplex real-time PCR, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66, a dalsich
(Roche) (110;111) fluorimetricka detekce L1, B-globin 68) 12 hrHPV 90-98,3%  86,2-94,6 %
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PCR s biotinylovanymi

Linear ArrayHPV PGMO09/PGMY1
genotyping test a PC04/GH20 primery,
(Roche) (112) RHA L1, B-globin

multiplex real-time PCR,
gPCR (E6/E7) (113) fluorimetrickd detekce  E6/E7, B-globin

HPV-Risk Assay multiplex real-time PCR,
(Self-Screen BV) (114) fluorimetricka detekce  E7, B-globin

PCR, fluorescencni

PapilloCheck znaceni a hybridizace E1 (350 bp),
(Greiner Bio-One) (115) na microarray ADATI1
LMNX Genotyping Kit HPV

GP PCR s biotinylovanymi

(Diassay)(116) GP5+/6+ primery, RHA L1, CH14
Anyplex™ Il HPV HR Multiplex real-time PCR,

Detection detekce pomoci TOCE

(Seegene) (117) technologie L1, B-globin

37 HPV (HPVS6, 11, 16, 18, 26,
31, 33, 35, 39, 40, 42, 44, 45,
51,52, 53, 54, 56,58, 59, 61,
62, 64, 66, 67, 68, 69, 70, 71,
72,73, 81,82,83,84,89a
1539)

15 hrHPV (16, 18, 31, 33, 35,
39, 45, 51, 52, 53, 56, 58, 59,
66, 68) + 2 IrHPV (6, 11)

15 hrHPV (16, 18, 31, 33, 35,
39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66,
67, 68)

18 hrHPV (16, 18, 31, 33, 35,
39, 45, 51, 52, 53, 56, 58, 59,
66, 68, 70, 73, 82) + 6 IrHPV
(6, 11, 40, 42, 43, 44)

14 hrHPV (16, 18, 31, 33,35,
39, 45, 51, 52, 56,58, 59, 66,
68)

14 hrHPV (16, 18, 31, 33,35,
39, 45, 51, 52, 56,58, 59, 66,
68)

vSechny
podtypy

vSechny

podtypy
HPV16, 18

a dalsich
13 hrHPV

vSechny
podtypy

vSechny
podtypy

vSechny
podtypy

97,6 %

93,5%

97,1%

95,8 %

96,1 %

98,3 %

91,7 %

95,6 %

94,3 %

96,7 %

92,6 %

93,6 %

ADAT1- adenosine deaminasa, EIA- Enzyme Immunoassay, HIST2H2BE- histone H2B type 2-E, CH14- chromosom 14, PCR- polymerasova retézova

reakce, TOCE- tagging oligonucleotide cleavage and extension, RHA- reverzni hybridiza¢ni assay
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1.2.4 TridZové testy

V ramci HPV screeningu jsou nezbytné tridzové testy pro management HPV
pozitivnich Zen. V pfipadé pouzivani kotestovani (pouziti cytologie spolu s HPV
testem) je nutna tridz pro HPV pozitivni Zeny s normalni cytologii. Idealni jsou
tridzové testy, které vyuZivaji primarni screeningovy vzorek a neni tak tfeba
pacientku zvat k odbéru nového vzorku (104). | kdyZz doposud nebyla nalezena
optimalni tridzova strategie, mély by uzZivané tridzové testy spliovat NPV 98 % pro
CIN3+, tedy riziko vzniku CIN3+ u negativni pacientky v nasledujicich 2 az 3 letech
nizsi nez 2 %. Pozitivni prediktivni hodnota (PPV) tridZzové strategie vyznamné
ovliviiuje pocet pacientek odeslanych ke kolposkopickému vysetfeni. V Holandsku
jsou ke kolposkopickému vysSetrfeni odesilany pacientky s kratkodobym rizikem
CIN3+ vy$sim nez 20 %. V USA je hranici pro indikaci kolposkopie 10% riziko CIN3+.
Tyto parametry spliuji tridazové strategie zaloZzené na opakované cytologii, cytologii
a HPV16/18 genotypizaci nebo opakovana HPV detekce (118-120). Soucasné HPV
screeningové programy vyuZivaji ktridzi predevSim cytologické vysetteni.
V Holandsku je cytologické vysetieni doporuéeno vsem HPV pozitivnim Zenam, v USA
pouze Zenam HPV pozitivnim, které jsou negativni na HPV16 a 18 (121). Obrazky 8
a 9 znazornuji schémata doporucéenych tridzovych strategii pro Evropu (94) a USA
(1212).

Kromé tridze zahrnujici cytologické vysetfeni a HPV16/18 detekci byly
evaluovany strategie zahrnujici analyzu HPV E7 mRNA, p16/Ki-57 dualni barveni
a detekci epigenetickych zmén v lidském nebo HPV genomu (92;122). V soucasné
chvili jsou komeréné dostupné kity: CINtec® PLUS test (Roche), QiaSure (Qiagen)
a GynTec Assay (Oncgnostics).

CINtec® PLUS test je zaloZeny na imunohistochemické detekci p16/Ki-67.
Protein p16'™*4?je inhibitor cyklindependetni kinasy, jeho? exprese je deregulovana
v disledku nadmérné exprese E7 proteinu (obrazek 4). Ki-67 je markerem
proliferace. Simultanni detekce exprese pl6 a Ki-67 je znamkou deregulace
bunécného cyklu spojené s transformujici HPV infekci a vznikem cervikalniho
karcinomu. V porovnani s cytologii vykazuje dudlni barveni p16/Ki-67 v tridzi HPV
pozitivnich Zen vyznamné wvyssi sensitivitu (51,9 % vs. 74,9 %) a srovnatelnou
specificitu (75,0 % vs. 74,1 %) pro CIN3+. Dudlni barveni je také citlivéjsi (86,8 %) pro
detekci CIN3+ neZ cytologie (78,2 %), pokud je tridZzovy test pouZivan pro HPV
pozitivni Zeny, které jsou negativni na HPV16 a 18. PPV pro CIN3+ dosahuje 18,5 %
a NPV 97,4 % pfi pouziti testu ktridzi vSech HPV pozitivnich Zen. P¥i tridzi HPV
pozitivnich Zen, negativnich na HPV16 a 18, je PPV pro CIN3+ 13,8 % a NPV 98,2 %
(123).
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Obrazek 8 Algoritmy tridZzovych strategii doporucenych pro cervikalni screening
v ramci Evropy (124) dle European Guidelines for Quality Assurance in Cervical
Cancer Screening (94)
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Obrazek 9 Doporuceny triaZzovy algoritmus pro USA (121) (upraveno)
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Dalsi triazové testy vyuZivaji detekce hypermetylace DNA, ke které dochazi
béhem kancerogeneze. Testy detekujici hypermetylaci DNA jsou zaloZzeny
na multiplex real-time metylaéné-specifické PCR (qMSP). QlAsure Methylation Test
(Qiagen) detekuje hypermetylaci promotor(i genli FAM19A4 a miR124-2. Tento test
vykazuje 77,8 % sensitivitu a 69,3 % specificitu pro CIN3+ (obrazek 10). PPV testu
je36,4% a NPV dosahuje 98,3 % (obrazek 10). Nejlepsich vysledkl dosahovala
FAM19A4/ miR124-2 analyza v kombinaci s HPV16/18 detekci. Kombinace téchto
testy dosahovala 93,1% sensitivity, 49,4% specificity, 22,1% PPV a 97,9% NPV pro
CIN3+ (125). FAM19A4/ miR124-2 metyla¢né negativni pacientky maji pouze 1,7%
riziko vzniku cervikdlniho karcinomu v ndsledujicich 14 letech v porovnani s 2,4%
rizikem po negativnim cytologickém nalezu (122). Tento test byl validovan také pro
vysSetieni cervikovaginalnich stérl a lavazi ziskanych samoodbérem (126).

100
8,5 9,9
90
1,8 2 26
80 14,5 15,8
70 0,8 56,1
60 17,6
50 100
40 75,6 723
30 557 19,7
20
10 24,2
o =
Negative (234) CIN 1 (101) CIN 2 (131) CIN 3 (66) ICC (6)
B Neither positive B FAM 19A4 only positive
m miR124-2 only positive FAM19A4 and miR124-2 positive

CIN1- cervikalni intraepitelidIni neoplasie 1. stupné, CIN2- cervikalni intraepitelidlni neoplasie
2. stupné, CIN3- cervikalni intraepitelidlni neoplasie 3. stupné, ICC- invazivni cervikalni
karcinom

Obrazek 10 Pozitivita (%) metylace promotord gend FAM19A4 a miR124-2 v rliznych
stadiich cervikdalni intraepitelidlni neoplasie (125).

Test PreCurSor M-kit (Diassay) detekoval metylaci promotor( genli CADM1
(bunécéna adhezni molekula 1), MAL (protein asociovany s maturaci T-lymfocyt()
a miR124-2 (microRNA-124-2). Tento test detekoval 100 % cervikalnich nadorf
a 76 % endometridlnich karcinomd (obrazek 11) a byl validovan pro vySetfeni
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cervikovagindlnich lavazi ziskanych samoodbérem (127;128). PreCurSor M-kit se jiz
nevyrabi.

- 100.0%
it
80% - 76.2%
68.8%
60% -
40% 4 37.5%
24.7%
20% -
9.3%
o
No evidence  No evidence CIN2 CIN3 Cervical Endometrial
CIN2+ (HPV-) CIN2+ (HPV+) (n=12/32) (n=11/16) Cancer Cancer
(n=4/43) (n=19/77) (n=79/79) (n=16/21)

Clinical Endpoint

CIN2- cervikdlni intraepitelidlni neoplasie 2. stupné,CIN3- cervikalni intraepitelidlni neoplasie
3. stupné

Obrazek 11 Pozitivita metylace promotri geni CADM1/MAL/miR124-2 v rGznych
stadiich cervikalni intraepitelialni neoplasie a nadort endometria (127)

GynTec Assay (Oncgnostics) detekuje hypermetylaci v oblastech
genll ASTN1 (astroaktin 1), DLX1 (distal-less homeobox 1), ITGA4 (podjednotka
integrinu alfa 4), RXFP3 (Relaxin/insulin like family peptide receptor 3), SOX17
(SRY-box 1), a ZNF671 (Zinc finger protein 671). Tento test vykazuje 96,4%
sensitivitu a 82,6% specificitu pro CIN3+ (obrazek 12). PPV testu pro CIN3+
je 57,6 % a NPV dosahuje 98,9 % (129).
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Obrazek 12 Porovnani pozitivity test v rdznych stadiich cervikalni intraepitelidini
neoplasie (129)

1.3.  Souhrn kapitoly

Lidsky papilomavirus (HPV) je pficinou fady nddorovych onemocnéni, predevsim
karcinomu cervixu. Soucasny screening karcinomu cervixu v Ceské republice
je zalozen na cytologickém vysetteni, které je v ptipadech s abnormalnim vysledkem
nejistého vyznamu doplnéno HPV DNA diagnostikou. HPV detekujici metody jsou
nejcastéji zaloZzeny na PCR reakci s naslednou genotypizaci (Uplnou ¢i ¢aste¢nou).
Pfestoze ma HPV DNA diagnostika vyssi sensitivitu v porovnani s cytologii, neni
v soucasné dobé v Ceské republice zafazena do primarniho screeningu cervikalniho
karcinomu. Zarazeni HPV DNA testl do primdrniho screeningu karcinomu cervixu
by vyznamné zvysilo jeho sensitivitu a napomohlo by tak ke sniZzeni morbidity
i mortality tohoto onemocnéni v eské populaci.
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2. Kapitola — experimentalni ¢ast

2.1. Pilotni studie pro vyuziti samoodbérové soupravy
a molekularni HPV diagnostiky pro screening karcinomu
délozniho cCipku

2.1.1.Uvod

V soucasné dobé je celosvétové karcinom délozniho Cipku s 528.000 nové
diagnostikovanymi  ptipady rocéné 7. nej¢astéjSi nadorové onemocnéni
a 4. nejcastéjsi nddorové onemocnéni u Zen. Kazdy rok na toto onemocnéni zemre
266.000 Zen, coZ odpovida 7,5 % ze vSech umrti Zen na nadorovd onemocnéni.
V Ceské republice byl karcinom cervixu v roce 2011 nové diagnostikovan 1023 zendm
a 399 Zen na toto onemocnéni zemrelo. Onemocnéni postihuje predevsim Zeny
v produktivnim véku, pfiblizné 50 % incidence a 30 % mortality tvofi skupina Zen
mladsich 50 let (90;130;131).

Zavedeni cytologického screeningového programu, vyuZivajiciho tzv. Pap
(Papanicolau) testu, popf. liquid-based cytology (LBC), vedlo vradé zemi
k dramatickému sniZeni incidence a mortality karcinomu délozniho Cipku (3;4).
V Ceské republice doslo b&hem poslednich 10 let k poklesu incidence karcinomu
délozniho hrdla o014 % apoklesu Umrtnosti dokonce 027 % (132). Pomoci
screeningu zaloZeného na cytologickém vySetfeni se podafilo predevsim snizit
incidenci spinoceluldrniho karcinomu cervixu, ktery predstavuje az 85 % vsech
cervikalnich karcinomd. Incidenci adenokarcinomu, vzhledem k jeho lokalizaci,
screening vyznamné neovlivnil (133;134). Pravidelnym preventivnim cytologickym
vysetfenim (kazdych 12 mésicd) Ize docilit negativni prediktivni hodnoty 99,3 %
a pozitivni prediktivni hodnoty 37,5 % (119).

Zasadnim problémem screeningového programu zlstava nizké pokryti cilové
populace Zen (v CR 55 % 7en ve véku 25 — 59 let). Zeny, které preventivni vy$etfeni
nepodstupuji (45 %), se podileji 50 procenty na diagnostikovaném karcinomu
déloZniho hrdla (5;135). PrestoZe cytologicky screening dosahuje specificity 96,3 %,
jeho nevyhodou je nizka senzitivita (53,0 %) a znacna subjektivita interpretace,
vyzadujici striktni kontrolu kvality cytologickych laboratofi (132).

Pro vznik pfednadorovych i nadorovych zmén na déloznim cipku je nezbytna
infekce vysoce rizikovym genotypem HPV (hrHPV, jednd se o subtypy/genotypy
HPV16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 a 66) (7;136). HPV16 a HPV18 jsou
genotypy s nejvétsim onkogennim  potencidlem, zpUsobujici az 70%
spinoceluldrniho karcinomu cervixu a vice nez 90 % adenokarcinom( cervixu
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(137;138). Nespornou vyhodou hrHPV diagnostiky je také nizké riziko (< 2%) rozvoje
CIN3+ pro hrHPV negativni Zeny v nasledujicich 5 let (93).

Ackoliv fada studii prokazala vyssi senzitivitu (pfiblizné o 30 %) a nepatrné
nizsi specificitu (pfiblizné o 4 %) hrHPV diagnostiky pro detekci CIN2+ neZ cytologie
a tim lepsi ochranu proti cervikalnimu karcinomu, zlstava morfologické vysetreni
cervikdlni  cytologie  nejpouzivanéjsi metodou cervikdlniho  screeningu
(3;88;93;132;139).

Pro dosazeni optimalni ochrany Zen pred vznikem karcinomu délozniho Cipku
je nezbytné se zaméfit na nejvice rizikovou skupinu Zen, a to ZzZeny, které
se screeningového programu neucastni. Jednou moznosti je adresné zvani téchto
Zzen k navstévé gynekologa s ndslednym hodnocenim cytologie. Projekt adresného
zvani byl v Ceské republice zavedeny za¢atkem roku 2014. | pfes medidlni kampari
vsak zvysil projekt adresného zvani ucast na cervikdlnim screeningovém programu
pouze o 8,1 %. Navyseni je nizSi nez v jinych evropskych zemich, kde se Ucast zvysila
primérné o 15,2 % (v jednotlivych studiich 4,5 - 26,2 %) (6;140). Rada studii naopak
ukazala, Ze tyto Zeny preferuji moznost samoodbéru. Nabidnuti samoodbérové sady
Zenam, které nechtéji navstivit gynekologa za ucelem screeningu, vedlo k vyssSimu
procentu vySetfenych Zen. Az 39,1 % Zen, které nenavstévovaly screeningovy
program, odeslalo vzorek odebrany samoodbérem na hrHPV testovani, zatimco
opétovné adresné zvani presvédcilo v jednotlivych studiich jen 9,1 — 35,5 % Zen (7).
Navic 89 % Zen, jejichz samoodbér byl hrHPV pozitivni, nasledné navstivilo svého
gynekologa a podstoupilo cytologické vysetieni, pfipadné novy HPV test (141;142).
Z publikovanych studii tedy vyplyva, Ze by zaslani samoodbérové sady Zenam,
nenavstévujicim screening, mohlo vyrazné zvysSit zachyt prednadorovych
a nadorovych zmén i v Ceské republice a pfinejmensim skupinu hrHPV pozitivnich
Zen pak pfivést do gynekologickych ambulanci. O plosném zasilani samoodbérovych
sad se v CR zatim neuvaZuje, cilené je nabizi Nadace pro vyzkum rakoviny Ceska
republika (https://www.vyzkumrakoviny.cz/). MoZnost HPV wvySetfeni vzorku
ziskaného samoodbérem je nabizena Zendm nenavstévujicim cervikalni screening
v Holandsku a Australii (104).

Cilem této pilotni studie bylo ovéfit potencidl samoodbéru v kombinaci
s molekularnim vySetfenim na HPV pro zvySeni Ucasti ¢eskych Zen ve screeningovém
programu karcinomu délozniho hrdla. Vysledky tohoto projektu byly publikovany
v ¢asopise Ceska gynekologie (143).
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2.1.2.Pacienti a metody

Zendm ve véku 19-75 let, které projevily zdjem znat sv(j HPV status
a objednaly si HPV test prostfednictvim internetovych stranek
http://www.vecverejna-cz.eu/ (v soucasnosti https://www.vyzkumrakoviny.cz/),
byly rozeslany postou samoodbérové sady Evalyn® Brush (Rovers Medical Devices
B.V., Oss, Holandsko), které byly po odbéru doruéeny postou na Ustav molekularni
a translacni mediciny LF UP k dalsi analyze. Pilotni skupiné 60 Zen byl spolecné
se samoodbérovou sadou zaslan dotaznik zaméfeny na jejich zkuSenost
a spokojenost s timto typem odbéru. U analyzované skupiny Zen nejsou znamy
sociologické udaje ani informace o zdravotnim stavu. VSechny Zeny zarazené
do studie podepsaly informovany souhlas s Ucasti ve studii. Vyzkumny projekt byl
schvalen etickou komisi Lékarské fakulty Univerzity Palackého a Fakultni nemocnice
Olomouc.

Odebrané vzorky byly skladovany nasucho az do doruceni do laboratore, kde
byly fixovany v cobas® PCR Cell Collection médiu (Roche Diagnostics, Mannheim,
Némecko). Vsechny vzorky byly analyzovany na pfitomnost HPV16/18 a dalsich
12 hrHPV systémem cobas® 4800 HPV Test (Roche Diagnostics, Mannheim,
Némecko). Detekce HPV DNA pomoci cobas 4800 HPV Test (dale jen “cobas® 4800”)
je zaloZena na real-time PCR na pfistroji cobas z 480, které predchazi automatizovana
izolace DNA na pfistroji cobas x 480 (144). Genotypizace HPV byla provedena
systémem PapilloCheck® HPV-Screening (Greiner Bio-One, Frickenhausen,
Némecko), ktery detekuje 18 hrHPV a 6 nizko rizikovych HPV (IrHPV, tabulka 3).
PapilloCheck® HPV-Screening systém (dale jen “PapilloCheck®”) je zaloZen
na amplifikaci cilové sekvence virové DNA PCR reakci s naslednym fluorescencnim
znacenim a hybridizaci na microarray. Zpracovani a vyhodnoceni microarray probiha
automaticky za pomoci CheckScanner™ a CheckReport™Software (145). Rozdéleni
HPV genotypll na hrHPV a IrHPV bylo zachovano dle klasifikace vyrobcl pouzitych
detekénich metod. V pfipadé neshody vysledkll systému cobas® 4800
a PapilloCheck® jsme k potvrzeni HPV statusu pouzili LMNX genotyping kit HPV GP
(Diassay, Rijswijk, Holandsko; déle jen “LMNX"). Principem testu je amplifikace cilové
sekvence virové DNA pomoci biotinylovanych GP5+/6+ primerli a nasledna
hybridizace na sondy specifické pro jednotlivé genotypy, které jsou nanesené
na casticich znacenych odlisSnymi fluorofory (RHA — Reverse Hybridisation Assay).
Zpracovani a vyhodnoceni vzork( je plné automatizovdno na pfistroji spolecnosti
Luminex (116). Ke viem testim jsme pouZili DNA pfipravenou automatem
cobas x 480. Vysledky byly nasledné statisticky zpracovany pomoci software R
a Microsoft Excel.
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Tabulka 3. Srovnani zakladnich charakteristik pouzitych detekénich metod. HrHPV
podtypy detekované vsemi 3 detekénimi metodami jsou oznaceny tuénym pismem

(143)
PapilloCheck® HPV- LMNX Genotyping
cobas® 4800 HPV . .
Screening Kit HPV GP
Vyrobce Roche Greiner Bio-One Diassay
Certifikace CE-IVD CE-IVD CE-IVD
multiplex real- PCR, fluorescenéni  PCR's

Princip testu

Detekovany HPV
gen

Interni kontrola
kvality DNA

Detekované HPV
genotypy

time PCR,
fluorimetricka
detekce

L1 (200 bp)

B-globin

14 hrHPV (16, 18,
31, 33, 39, 45, 51,
52, 56, 58, 59, 66,

znaceni a
hybridizace na
microarray

E2 (350 bp)

ADAT1

18 hrHPV (16, 18,
31, 33, 35, 39, 45,
51, 52, 53, 56, 58,
59, 66, 68, 70, 73,

biotinylovanymi
GP5+/6+ primery,
RHA

L1 (150 bp)

CH14

14 hrHPV (16, 18,
31, 33,35, 39, 45,
51, 52, 56,58, 59,

68) 82) + 6 IrHPV (6, 11,

40, 42, 43, 44/55)

66, 68)

ADAT1- adenosine deaminasa; CE-IVD- Conformité Européenne, In Vitro Diagnostics; CH14-
chromosom 14; hrHPV- vysoce rizikové lidské papilomaviry; IrHPV- nizce rizikové lidské
papilomaviry; PCR- polymerazova retézovd reakce; RHA- reverzni hybridizacni assay.

2.1.3.Vysledky

Vysledky HPV testovani

Na zacdtku studie bylo postou rozesldno 215 samoodbérovych sad Evalyn
Brush, znichz bylo kanalyze doruceno 174 (81 %) samoodbérem ziskanych
cervikovaginalnich stér(l. U vSech vySetfovanych vzork( poskytl samoodbér
dostate¢né mnozstvi bunék potfebnych pro vysetieni systémem cobas (amplifikace
vnitini kontroly), Zadné vysetfeni nebylo nutné ztechnickych divodl opakovat.
Systémem PapilloCheck® HPV-Screening nebylo mozZné vysetfit 2 % (3 ze 174) vzorki
(opakované selhani amplifikace vnitini kontroly). Tyto vzorky byly stejné jako vzorky,
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u nichz se vysledky testu systémem cobas® 4800 a PapilloCheck® neshodovaly
ve vysledku (7%; 12 ze 174), nasledné vySetfeny pomoci LMNX genotyping kit HPV
GP (tabulka 4.).

Tabulka 4. Vysledky HPV analyzy vzorkd, u nichzZ se vysledky testu systémem cobas®
4800 a PapilloCheck® neshodovaly nebo analyza PapilloCheck® selhala (143).

e, commsessooupy TSI’ M Gemayone . onreiniry
1 Negativni HPV56, 53, 42 Negativni HPV56, 53, 42
2 HPVi6 HPV42 Negativni HPV16, 42
3 HPV16 HPV42 Negativni HPV16, 42
4 HPV16+dals$iHPV HPV6S8 Negativni HPV16, 68
5 HPV16+ dalsi HPV  Negativni HPV39 HPV16, 39
6 HPV16+dalSiHPV HPV39, 66, 6 HPV39, 66 HPV16, 39, 66, 6
7 Dalsi HPV Negativni HPV45 HPV45
8 Dalsi HPV HPV40 HPV58 HPV58, 40
9 Dalsi HPV HPV40 Negativni Dalsi HPV+HPV40
10 Dalsi HPV HPV53 HPV53, 58 HPV53, 58
11 DalSi HPV HPV44/55 HPV45 HPVA45, 44/55
12 Dalsi HPV Negativni HPV56 HPV56
13 Negativni Test selhal Negativni Negativni
14 Negativni Test selhal Negativni Negativni
15 DalSi HPV Test selhal HPV58 HPV58

Dalsi HPV+ zahrnuje HPV31, 33, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66 a 68. Pfitomnost HPV53, 70, 73,
82 a IrHPV (HPV6, 11, 40, 42, 43, 44/55) byla vyhodnocena pouze na zakladé analyzy

systémem PapilloCheck®.

Z analyzovanych 174 cervikovaginalnich stérd bylo 125 (72 %) HPV
negativnich, u 4 vzork( (2 %) byla detekovana pfitomnost pouze IrHPV infekce
a 45 vzorkl (26 %) bylo hrHPV pozitivnich. Nejéastéji detekovanym genotypem byl
HPV16 (15ze 45; 33 %). Pritomnost dalSich genotypl je zobrazena na obrazku 13.
Ve 13 pfipadech byla detekovana soucasna infekce nékolika hrHPV, v Sesti z nich byla
nalezena soucasné infekce IrHPV (tabulka 5). HrHPV pozitivnich Zeny byly v medianu
o 4 roky mladsi nez hrHPV negativni (medidn 34 vs. 38, P = 0,011). S rostoucim vékem
pocet hrHPV pozitivnich Zen nesignifikantné klesal (P = 0,013).
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Tabulka 5. Detekované HPV koinfekce u 20 ze49 HPV pozitivnich vzorkl (143).

Koinfekce Koinfekce .
vice vice Koinfekce
hrHPV a
hrHPV Detekované  NrHPVa Detekované IrtHPV Detekované
geNOtYRY  genotypy IrHPV genotypy genotypy
(Cislo (cislo (Cislo
vzorku) vzorku) vzorku)
1,2 HPV16,39 8,9  HPV16, 42 15 HPV16, 18, 53,42
3 HPV16, 31, 51 10 HPV45, 44/55 16 HPV16, 39, 66, 6
4 HPV16, 56 11 HPV52, 6 17 HPV31, 51, 42
5 HPV18, 68 12 HPV58, 40 18 HPV39, 66, 44/55
6 HPV52, 53 13 HPV58, 44/55 19 HPV56, 53, 42
7 HPV53, 58 14 dalsi HPV, HPV40 20 HPV82, 70, 42

hrHPV genotypy HPV16, 18, 16, 18, 31, 33, 39, 45, 51, 52, 53, 56, 58, 59, 66, 68, 70, 73, 82

jsou v tabulce vyznaceny tu¢nym pismem

IrHPV genotypy HPV6, 11, 40, 42, 43, 44/55

Obrazek 13. Zastoupeni jednotlivych HPV genotypl u 49 HPV pozitivnich vzorkd

(modre- pocet pripadl infekce 1 HPV genotypem, Cervené- pocet pfipadl HPV

koinfekce) (143)
16

14

12

10

W HPV koinfekce

M infekce 1 HPV genotypem

hrHPV genotypy HPV16, 18, 31, 33, 39, 45, 51, 52, 53, 56, 58, 59, 66, 68, 70, 73, 82
IrHPV genotypy HPV6, 11, 40, 42, 43, 44/55
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Hodnoceni spokojenosti se samoodbérovou sadou

260 odeslanych dotaznik(i bylo zaslano zpét 48 (80 %) vyplnénych
formuldra. Vysledky dotaznikového Setfeni jsou zndzornény na obrdzku 14. Svou
zkusenost se samoodbérovou sadou ohodnotilo jako dobrou aZ vybornou 47 ze 48
(98 %) dotazanych Zen. Navod k pouziti byl povaZzovan za dobry aZz vynikajici vSemi
Zenami (100 %). Vsechny Zeny také ohodnotily pohodinost pouZiti samoodbérové
sady jako dobrou aZ vynikajici. VétSina Zen (42 ze 48; 88 %) dava prednost
samoodbéru pred odbérem vzorku lékafem, pouze 10% (5 ze 48) hodnoti
samoodbér a odbér |ékafem stejné.

Obrazek 14. Vysledky dotaznikového Setreni (143).

a) Jaka je Vase zkus se dbé&rovym systémem b) Jak hodnotite Névod k pouZiti?
Evalyn Brush?
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a) Hodnoceni zkusenosti Zen se samoodbérovou sadou b) Hodnoceni ndvodu k pouziti c)
Hodnoceni pohodlnosti pouZiti samoodbérové sady d) Hodnoceni pohodlnosti samoodbéru

ve srovnani s odbérem vzorku u gynekologa

2.1.4.Diskuze

Ziskani validniho vysledku pfi testu systémem cobas® 4800 u vSech
174 analyzovanych vzork( potvrzuje, Ze mnoZstvi a kvalita odebraného materialu
samoodbérovou sadou jsou pro hrHPV vysSetreni dostatecné.

Ve studované skupiné vzork( jsme detekovali hrHPV DNA u 24 % vzorkd, coz
je vice neZ dvakrat vyssi hodnota nez uvadéji nejrozsahlejsi studie Zen (n = 27.792
a n =26.145), které nenavstévuji cervikalni screening (10 % a 8 %) (141;142). Naopak
podobné vysoké zastoupeni (27,4 %) hrHPV pozitivnich Zen bylo pozorovano
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ve studiich zamérenych na Zeny se zvySenym rizikem hrHPV infekce (Zeny s cervikalni
dysplasii, HIV pozitivni Zeny a pacientky kolposkopickych klinik) (146). Nas vysoky
zachyt hrHPV mUzZe byt zplsoben nereprezentativnosti vybéru. Vétsi zajem zjistit
sv{j HPV status pomoci samoodbéru mohou mit Zeny, které jiz trpi HPV asociovanym
onemocnénim nebo z jinych divodid spadaji do skupiny se zvySenym rizikem HPV
infekce.

Nicméné, celkové vysoké procento HPV pozitivnich vzorkd je v souladu
s Ceskou studii Tachezy et al., 2013 (147) a ukazuje na mimoradné vysokou
prevalenci hrHPV v populace ¢eskych Zen ve srovnani s jinymi evropskymi zemémi
(Obrazek 15).

38



Obrazek 15. Prevalence vyskytu HPV v Evropé - vazieny pramér 121 studii
publikovanych v letech 1996 -2014, kumulativné sesbiranych ve studii Bruni et al.,
2015 (143;148).

Portugal

|

>25% 25-20% 20-15% 15-10% 10-5% <5%

MoZnost samoodbéru cervikovaginalniho stéru pro HPV test byla Zenami
velmi dobfe pfijata. Zeny ocenily predevsim pohodinost a jednoduchost pouZiti sady.
Vétsina dotazanych Zen uprednostnila samoodbér pred odbérem vzorku lékarem.
Pouze 2 dotazované Zeny (2 ze 48; 4%) by po vyzkouseni samoodbéru uprednostnily
odbér cervikdlniho stéru gynekologem. Vysledky nasi analyzy skupiny ¢eskych Zen
jsou v rozporu se studii van Baars et al. z roku 2012 (96). Nizozemské Zeny nejcastéji
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upfednostiovaly odbér vzorku lékafem, protoze se jim zdd spolehlivéjsi a nemusi mit
obavy z nespravné provedeného odbéru. Pozorovany rozdil Ize vysvétlit napfiklad
podstatné mensim poctem jedincd v nasem souboru, potencidlné i rlznym
pristupem lékard k pacientce nebo selekci aktivnéjsi skupiny Zen v naSem souboru.
Ziskané vysledky se nicméné shoduji s daty ze stejné studie, ktera také sledovala
spokojenost Zzen se samoodbérem pomoci Evalyn® Brush (96).

U vzorkli odebranych lékafem a samoodbérem je podle literatury
dosahovana vysoka mira shody v detekci hrHPV (pro Evalyn® Brush 86,6 %) (96;146).
NasSe studie svym designem neumoznuje shodu mezi samoodbérem a odbérem
provedenym gynekologem zhodnotit, nicméné muiZeme potvrdit excelentni
vySetfitelnost vSech odebranych vzorkd, coz svédci o spolehlivosti provedeného
samoodbéru.

Pfes pozitivni vysledky nasi pilotni studie nemlZieme své ndlezy
generalizovat a kvantifikovat potencidlni pfinos samoodbéru ke screeningu
karcinomu cervixu v nasich podminkach. Abychom byli schopni odhadnout, jaky
efekt by méla moznost samoodbéru, bylo by nezbytné cilené zaslat samoodbérovou
sadu skupiné Zen, které se screeningu neucastni, pfipadné nereagovaly ani
na adresné vyzvani k preventivnimu vysetfeni. Provedeni takové studie a pfipadna
implementace samoodbéru do screeningového algoritmu v Ceské republice maze
byt jednou z efektivnich cest jak snizZit vyskyt tohoto onemocnéni v populaci.

2.1.5.Zavér

Samoodbér cervikovagindlniho stéru umoznuje ziskat validni vysledky HPV
genotypizace. Samoodbérovy kit Evalyn® Brush byl ceskymi Zenami dobre pfijat
(ndvratnost testu k analyze Cinila 81 %; Zeny byly s odbérem spokojeny). Kombinace
samoodbéru s hrHPV diagnostikou pro Zeny, které se zatim screeningu neucastni,
by mohla vést ke zvySeni pokryti cilové populace a zachytu casnych stadii
cervikalniho karcinomu.

2.1.6.Podil autora dizertaCni prace na daném tématu
Uvedend studie je publikovana v asopise Ceskd Gynekologie pod ndzvem
»Pilotni studie pro vyuZziti samoodbérové soupravy a molekularni diagnostiky HPV
infekce pro skrinink karcinomu délozniho ¢ipku“ (143) (pfiloha 2). Autorka se podilela
na designu, koordinaci studie a provedla samostatné vSechna HPV vysetfeni.
Zpracovala vysledky a nasledné rukopis studie.
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2.2. Srovnani metod detekce HPV DNA cobas® 4800 HPV,
PapilloCheck® HPV — Screening a LMNX Genotyping Kit HPV GP
v cervikalnich a cervikovaginalnich stérech

2.3.1. Uvod

Perzistentni hrHPV infekce je pric¢inou cervikdlnich nadorl a CIN2+ lézi
(149;150). V ramci prevence vzniku invazivniho cervikdlniho karcinomu a mortality
cervikalniho karcinomu je prokazatelné efektivnéjsi cervikalni screening zaloZzeny
na detekci HPV neZ screening zaloZeny na cytologickém vysSetfeni (93). Nékolik
evropskych randomizovanych studii prokdzalo nizsi kumulativni incidenci
cervikalniho karcinomu u Zen 5 let po HPV negativnim testu nez 3 roky po negativnim
cytologickém vysetteni (86;87;89;90).

Validované HPV testy a HPV testy certifikované Conformité Européenne,
In Vitro Diagnostics (CE-IVD) obvykle detekuji 14 hrHPV genotypl (102). Tyto
genotypy byly Mezinarodni agenturou pro vyzkum rakoviny (the International
Agency for Research on Cancer; IARC) klasifikovany jako kancerogenni (HPV16, 18,
31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58 a 59), pravdépodobné kancerogenni (HPV68)
a potencidlné kancerogenni (HPV66) (150).

Velka ¢ast komercné dostupnych kitl detekuje klastr hrHPV genotypll nebo
umoznuje parcidlni genotypizaci. Pouze nékolik testd umoznuje kompletni
genotypizaci detekovanych HPV genotypu (102). Vyhodou parcidlni genotypizace
je specificka detekce genotypl HPV16 a HPV18, které predstavuji vyssi riziko pro
vznik cervikdlniho karcinomu neZ infekce dalsSimi hrHPV genotypy (12;151).
Genotypizace dalSich hrHPV (vyjma HPV16 a HPV18) je vyhodna pro identifikaci
perzistentni infekce urcitym hrHPV genotypem, pro follow-up HPV pozitivnich Zen
a detekci residudlnich nebo rekurentnich pokrocilych cervikalnich lézi (152;153).

V rdmci tohoto projektu jsme porovnavali tfi CE-IVD certifikované metody:
cobas®4800 HPV Test (Roche Diagnostics, Mannheim, Némecko; dale jen
“cobas®4800”), PapilloCheck® HPV- Screening (Greiner Bio-One, Frickenhausen,
Némecko; dale pouze “PapilloCheck®”’) a LMNX Genotyping Kit HPV GP (Diassay,
Rijswijk, Holandsko; dale pouze “LMNX”). Cobas® 4800 (110;111) and PapilloCheck®
(115) jsou plné validované dle Meijerova protokolu, ktery ustanovuje podminky,
které by mély splfiovat HPV detekéni metody vhodné pro primarni screening
cervikalniho karcinomu (viz HPV detekéni testy validované pro primarni cervikalni
screening; str. 22) (101). Metoda LMNX je pouze c¢astecné validovana dle Meijerova
protokolu. LMNX splfiuje kritéria pro klinickou presnost na zadkladé porovnani
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se standardnimi porovndvacimi testy, ale doposud nebyla publikovana studie
prokazujici jeho dostatecnou reproducibilitu (116).

Jako jedna zperspektivnich moznosti pro zvySeni Ucasti Zen
ve screeningovém programu se jevi nabidnuti samoodbérovych sad Zzendm, které
se screeningu neucastni (142;154). Pravé proto jsme se rozhodli v ramci studie
otestovat diagnostické systémy také na vzorcich ziskanych samoodbérem, i kdyz
jsme k témto vzorkim neméli parovy vzorek odebrany gynekologem.

Cilem této studie bylo porovnani detekce HPV16, 18 a skupiny dalSich
12 hrHPV genotypl pomoci cobasu® 4800, PapilloChecku® a LMNX. Vysledky této
studie byly publikovany v ¢asopise Journal of Molecular Diagnostics (155).

2.3.2. Material a metody
Klinické vzorky

Do této studie bylo zarazeno 1.374 vzork(i odebranych ¢eskym Zenam
vevéku 17-72let (median 33,7let), bez ohledu na jejich histologicky
a histopatologicky status. 1.198 cervikalnich stér(l bylo odebrano gynekology
v kolposkopickych ambulancich (302 vzorkd) nebo na IVF klinikach (896 vzorki).
Kazdy vzorek byl po odebrani ponoren do cobas® PCR Cell Collection Media (Roche
Diagnostics, Mannheim, Némecko). VSechny wvzorky byly skladovany
a transportovany pti pokojové teploté.

Za pouziti samoodbérové sady Evalyn Brush (Rovers Medical Devices B.V.,
Oss, Holandsko) bylo odebrano 176 cervikovaginalnich stérl. Samoodbéry byly
ziskany diky preventivnimu programu proti karcinomu délozniho Cipku, ktery byl
organizovany nadaci Rakovina véc vefejna — nadace pro vyzkum rakoviny
(www.vecverejna.cz, v souc¢asnosti Nadace pro vyzkum rakoviny Ceskd republika;
https://www.vyzkumrakoviny.cz/). Po odebrani vzorku byla samoodbérova sada
uzaviena vickem, vracena do plivodniho obalu a odeslana postou k HPV vysetreni.
Kazdy Evalyn brush byl po zaslani do laboratofe ponofen do cobas® PCR Cell
Collection Media. Vsechny vzorky byly skladovany a transportovany pfi pokojové
teploté. Median doby mezi odebranim vzorku a jeho doru¢enim do laboratore byly
3 dny. Cervikalni a cervikovagindlni stéry nebyly sbirany paralelné od shodné skupiny
zen.

Priprava vzorkdi

VSechny vzorky byly odebrany do stabilizaéniho média cobas® PCR Cell
Collection Media doporuceného pro cobas® 4800 HPV Test. Pro PapilloCheck® HPV-
Screening a LMNX Genotyping Kit HPV GP je vyrobcem doporuceno pouzit
stabilizacni médium PreservCyt transport medium (Hologic Inc., Marlborough, USA).
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ProtoZe vyrobci téchto dvou médii neuvadi jejich sloZeni, provedli jsme podrobnou
chemickou analyzu. Obé média jsou z 55,4 % nebo 57,5 % tvorena pufrovanym
roztokem metanolu bez vyznamnych rozdild v dalSim sloZeni, jak potvrdila
elementarni analyza a nuklearni magneticka rezonance (Tabulka 7 a Obrazek 16).

Tabulka 7. Vysledky analyzy obsahu organickych rozpoustédel a elementarnich
slozek médii cobas® PCR Cell Collection media and PreservCyt transport media (155)

Analyt [jednotka] PreservCyt cobas® PCR Cell Collection media
methanol* 57.5% 54.4%

Mg [mg/I]+ <1.0 1.485

Cu [ug/I]* <1.0 <1.0

Zn [ug/NNt 324.3 324.25

Na [mmol/I]$ 10.25 10.5

K [mmol/I]# 0.173 0.163

Cl [mmol/I]* 6.75 6.5

Pl [mmol/1]5. <1.0 <1.0

Analyty byly mérené pomoci Ramanovy spektroskopie*, plamenové atomové absorpcni
spektroskopiet, iontové selektivni elektrody+ a atomové absorbéni spektroskopie®.
Uvedené hodnoty jsou pridmérné hodnoty ¢tyr opakovanych méreni.

MSPC1 and MSC1_Proton-1-1.esp
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Obrazek 16. Porovnani slozeni cobas® PCR Cell Collection Media (modrad)
a PreservCyt transport medium (éervend) pomoci 'H nukledrni magnetické
rezonance (155).
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Pro vSechny tfi HPV DNA detekéni metody byla pouzita DNA izolovana
pomoci cobas x 480. Pro PapilloCheck® je vyrobcem doporucena izolace DNA pomoci
oCheck DNA extraction kit (Greiner Bio-One, Frickenhausen, Némecko) a pro LMNX
je doporuceno pouzit DNA izolovanou pomoci QlAamp DNA Micro kit (Qiagen,
Hilden, Némecko). Pouziti DNA izolované pomoci cobas x 480 bylo pro metody
PapilloCheck® a LMNX validovano dle normy ISO 18189. K validaci jsme pouzili
soubor 193 cervikalnich stér(l odebranych v pribéhu roku 2012. V ramci validace
systému PapilloCheck® byly porovnany vysledky 49 HPV pozitivnich a 50 HPV
negativnich vzorkd izolovanych paralelné pomoci cobas x480 a oCheck DNA
extraction kit. Pro validaci systému LMNX bylo pouZito 46 HPV pozitivnich a 48 HPV

negativnich vzork( izolovanych paralelné cobas x480 a pomoci DNA Micro kitu
(tabulka 8).

Tabulka 8. Validacni studie: Porovnani vysledki HPV detekénich metod

PapilloCheck® a LMNX pfi pouZziti metody izolace DNA doporucené vyrobcem a DNA
izolované pomoci cobas x 480 (155)

HPV detekéni
metoda PapilloCheck® LMNX
Metoda izolace  oCheck DNA QlAamp DNA
DNA extraction kit  cobas x 480 Micro kit cobas x 480

True positive 48 49 40 46
False positive 2 0 0 0
True negative 48 50 48 48
False negative 1 0 6 0
Total 99 99 94 94
Sensitivita 0,98 1,00 0,87 1,00
Specificita 0,96 1,00 1,00 1,00
Pfesnost 0,97 1,00 0,936 1,00

Byla analyzovana pouze pozitivita na HPV16, 18, 31, 33, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66 a 68
genotypy.

Detekce HPV DNA

Cely soubor vzorkl byl testovan na pritomnost HPV DNA pomoci cobas®
4800 HPV Test za dodrZeni postupu doporuceného vyrobcem kitu (tabulka 9).
Vsechny vzorky byly také testovany kitem PapilloCheck® HPV-Screening, kromé
metody izolace DNA (viz vyse) byly dodrZeny postupy doporucené vyrobcem. LMNX
Genotyping Kit HPV GP byl z divodu vysokého poctu pripadl, u nichZ se nepodafilo
ziskat validni vysledek, pouZit pouze k testovani 337 vzorkl. Kromé metody izolace
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DNA byly dodrzeny postupy doporucené vyrobcem kitu LMNX Genotyping Kit HPV
GP. DNA izolovana pomoci cobas x 480 méla nizsi koncentraci a kvalitu (hodnocenou
pomoci poméru 260/280) nez DNA izolovana pomoci DNA Micro kit nebo oCheck
DNA extraction kit, coz vedlo k selhdni detekce HPV metodou PapilloCheck® a LMNX.
Analyza vzorku DNA pfipraveného metodou izolace doporucenou vyrobcem vedla
ke snizeni failure rate z 0,44 % na 0 % u metody PapilloCheck® az 11,1 % na 1,59 %
u metody LMNX. Z dlivodu vysoké miry chybovosti byl LMNX dale pouZivan pouze
k potvrzeni vysledku u42vzorkl, u nichz se vysledky metody cobas® 4800
a PapilloCheck® neshodovaly.
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Tabulka 9. Srovnani zakladnich charakteristik pouZitych HPV DNA testd (155)

cobas® 4800 HPV Test  PapilloCheck® HPV- LMNX Genotyping Kit
Screening HPV GP
Vyrobce Roche Greiner Bio-One Diassay

Princip testu

Analyzované geny
(velikost PCR
produktu)

Interni kontrola

Detekované
genotypy

Forma vysledku

Limit detekce*
(HPV16;HPV18)
Mnoistvi vkladané
DNA
Automatizace
(v€etné izolace DNA)
Casova naroénost
testu/¢asova
narocnost na praci
technika

Cena za vzorek

Potiebné specialni
vybaveni

multiplex real-time PCR,
fluorimetricka detekce

L1 (200 bp)

6-globin

14 hrHPV (16, 18, 31,
33, 35, 39, 45, 51, 52,
56, 58, 59, 66, 68)

Parcialni genotypizace
(HPV16, HPV18, dalsi
HPV)

300-600 kopii/ml’;
600 kopii/ml"

25 ul

ano

4h/0,5h

7 euro

Cobas x 480
(automaticky izolator

PCR, fluorescen¢ni
znaceni, hybridizace na
¢ip

E1 (350 bp)

ADAT1

18 hrHPV (16, 18, 31, 33,
35, 39, 45,51, 52,53, 56,
58, 59, 66, 68, 70, 73, 82)
+6IrHPV (6, 11, 40, 42,
43, 44/55)

Uplna genotypizace

50 kopii/reakce;
300 kopii/reakce

5ul
ne

4,25h/1h

11 euro

PCR cycler;
CheckScanner;

DNA); Cobas z 480 (real- CheckReport™ software

time PCR analyzator)

PCR s biotinylovanymi
GP5+/6+ primery, RHA

L1 (150 bp)

Fragment lidské DNA
lokalizovany na
chromosomu 14

14 hrHPV (16, 18, 31,
33, 35, 39, 45, 51, 52,
56, 58, 59, 66, 68)

Uplna genotypizace

10-100 kopii/reakce;
10-100 kopii/reakce

10 ul
ne

4h/1,25h

29 euro

PCR cycler, Luminex
100/200

Tucné vyznacené genotypy detekuji vSechny tfi analyzované metody.
*Limit detekce uvedeny vyrobcem daného kitu.

*ha ml pGvodniho vzorku
ADATI1-adenosine deaminasa 1; IrHPV-nizce rizikové HPV; hrHPV- vysoce rizikové HPV; PCR-
polymerasova retézova reakce, RHA reversni hybridizace
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Kazda z detekénich metod detekuje odlisné spektrum HPV genotyp(, proto
bylo analyzovano pouze 14 HPV genotypl (HPV16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56,
58, 59, 66 a 68) detekovanych vSemi tfemi metodami. Pouze dva vzorky z celkového
poctu 1.374 vzork( byly vylouéeny z analyzy. Jeden vzorek nebylo mozné vyhodnotit
z dlivodu neshodného vysledku analyzovanych metod. Dalsi vzorek poskytl nevalidni
vysledek vSemi porovndvanymi metodami. Pfi¢inou byl pravdépodobné nespravny
odbér vzorku. Celkové bylo do studie zafazeno 1.372 cervikalnich
a cervikovaginalnich stér(l. Konsensualni vysledek pro dany vzorek byl vyhodnocen
na zakladé shody vysledku alespor dvou porovnavanych HPV detekénich metod.

Analyza vsech vzork(, u nichZ se nepodafrilo ziskat validni vysledek metodou
PapilloCheck® (6 vzork(l) nebo LMNX (42 vzorkd), byla po izolaci DNA pomoci
vyrobcem doporuceného kitu zopakovana. Timto zptsobem byl ovéfen vliv metody
izolace DNA na robustnost daného HPV testu. Koncentrace DNA byla zmérena
pomoci fluorimetru Qubit® dsDNA HS Assay Kit (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA).

Statistickd analyza

Data byla analyzovana pomoci statistického softwaru R, verze 3.2.1; R Core
Team, R Foundation forStatistical Computing [http://www.r-project.org]).
Sensitivita, specificita a Cohen(v koeficient kappa s 95% komfidenénim intervalem
(Cl) byly vypocitany pro kazdou metodu a porovnany s konsensualnim HPV
vysledkem za poufziti funkci z epibasix R package, ver. 1.3. Pro stanoveni symetrie
pozitivnich vysledkl byl pouzit McNemar(v test. Konsensualni HPV vysledek (shoda
vysledkd alesponn dvou metod) byl ustanoven zlatym standardem pro vypocet
sensitivity, specificity a presnosti. Sensitivita, specificita, Cohenlv koeficient kappa
a konkordance vysledkli metody LMNX byly vypocitany pouze pro 337 vzork(
paralelné analyzovanych metodami cobas® 4800 a PapilloCheck®. Konkordance
vysledk(l byla pocitana pouze za predpokladu, Ze vysledky obou metod byly validni.
Ve validaéni studii byl zlatym standardem pro sensitivitu, specificitu a presnost
ustanoven vysledek metody cobas® 4800 (tabulka 10).

2.3.3. Vysledky
Mira HPV pozitivity

K identifikaci HPV DNA v cervikdlnich a cervikovagindlnich stérech jsme
pouzili tfi metody detekujici HPV: cobas® 4800 HPV Test, PapilloCheck® HPV-
Screening a LMNX Genotyping Kit HPV GP. Celkové bylo do studie zafazeno 1.196
z 1.198 cervikalnich stér( a vsech 176 cervikovaginalnich stérd. U jednoho vzorku
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cervikalniho stéru neposkytla ani jedna ze tfi metod validni vysledek z dlivodu nizké
koncentrace DNA ve vzorku. V dalSim pfipadé cervikalniho stéru nebylo mozné
ustanovit konsensualni vysledek, pravdépodobné zdlavodu pritomnosti krve
ve vzorku (tabulka 10).

HPV DNA byla detekovana u 291 z 1.372 (21,2 %; obrazek 17, tabulka 10) Zen
zarazenych do studie. Pouze HPV16 pozitivita byla detekovana u 63 z 291 vzork(
(21,6 %) a koinfekce HPV16 s dalsimi HPV genotypy byla detekovana u 26 vzorkd
(8,93 %). Jen u jednoho vzorku (0,34 %) byly nalezena koinfekce HPV16 a HPV18
stejné jako koinfekce HPV16, HPV18 a dalSich HPV genotypl. Pouze HPV18 pozitivita
byla detekovana u 8 z 291 vzork( (2,75 %), zatimco koinfekce HPV18 s dalsimi HPV
genotypy byla nalezena u 2 vzork( (0,69 %). Pfitomnost alespor jednoho genotypu
z dalSich 12 HPV byla detekovana u vétSiny HPV pozitivnich pripad( (190 z 291;
65,3 %).
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Tabulka 10. Souhrn vysledkd ¢aste¢né genotypizace za pouZziti detekénich metod
cobas® 4800, PapilloCheck® a LMNX. Vsechny tfi metody byly pouZity k paralelnimu
testovani 337 cervikalnich/cervikovaginalnich stér(i (155).

Metodami cobas® 4800 a PapilloCheck® bylo paralelné testovano
995 cervikalnich/cervikovaginalnich stérd au42 vzorkd cervikalnich/cervikovaginélnich
stérd, u nichZ se vysledek téchto dvou metod neshodoval, byla pro potvrzeni vysledku pouZita
metoda LMNX.

Y . LMNX _
ronca | Cobas"AB00HRY LR Genoting it
HPV GP

Cobas® 4800, PapilloCheck® a LMNX testovany paralelné

243 Negativni Negativni Negativni Negativni
6 Negativni Negativni Test selhal Negativni
3 Negativni Negativni HPV16 Negativni
2 Negativni Negativni HPV18 Negativni
7 Negativni Negativni Dali HPV Negativni
3 Negativni Daléi HPV Negativni Negativni
2 HPV16 Negativni Negativni Negativni
4 Dal$i HPV Negativni Negativni Negativni
12 HPV16 HPV16 HPV16 HPV16
1 HPV16 HPV16 Negativni HPV16
1 HPV16, 18 HPV16, 18 HPV16 HPV16, 18
5 HPV16, dalsi HPV HPV16, dalsi HPV HPV16, dalsi HPV HPV16, dalsi HPV
1 HPV16, 18, dalsi HPV HPV16, dalsi HPV HPV16, dalsi HPV HPV16, dalsi HPV
1 HPV18 Negativni HPV18 HPV18
28 Dal3i HPV Dalsi HPV Dal3i HPV Dalsi HPV
4 Dalsi HPV Dalsi HPV Negativni Dalsi HPV
7 Dalsi HPV Negativni Dalsi HPV Dalsi HPV
1 Negativni Dalsi HPV Dalsi HPV Dalsi HPV
1 Negativni Dal$i HPV  Hpv18, dalsi HPV Dalsi HPV
1 HPV16, daldi HPV Dals$i HPV Dalsi HPV Dalsi HPV
1 HPV16, dalsi HPV Negative Dalsi HPV Dalsi HPV
1 HPV18, daléi HPV Dalsi HPV Negativni Dalsi HPV
1 HPV18, dalsi HPV Negativn{ Dalsi HPV Dalsi HPV
1 Test selhal Test selhal Test selhal Test selhal

Cobas® 4800 a PapilloCheck® testovany paralelné se shodnym vysledkem.

799 Negativni Negativni Netestovdno Negativni
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46 HPV16 HPV16 Netestovano HPV16
18 HPV16, dalsi HPV HPV16, dalsi HPV Netestovano HPV16, dalsi HPV
1 HPV16, 18, dal&i HPV HPV16, 18, T_'a;i/l Netestovano HPV16, 18, (;I_|a|:|)i/l
5 HPV18 HPV18 Netestovano HPV18
1 HPV18, dalsi HPV HPV18, dalsi HPV Netestovano HPV18, dalsi HPV
125 DalSi HPV DalSi HPV Netestovano Dalé HPV
Cobas® 4800 a PapilloCheck® testovany paralelné s neshodnym vysledkem

9 Negativni Dal3i HPV Negativni Negativni
3 Dalii HPV Negativni Negativni Negativni
1 Negativni HPV16 HPV16 HPV16
2 HPV16 Negativni HPV16 HPV16
1 HPV16 HPV16, dalsi HPV HPV16 HPV16
2 HPV16, dalsi HPV Negativni HPV16, dalsi HPV HPV16, dalsi HPV
2 HPV18 Negativni HPV18 HPV18
1 HPV18 Dalsi HPV  HpV18, dalsi HPV HPV18, dal3i HPV
2 Negativni Dalsi HPV Dalsi HPV Dalsi HPV
3 HPV16, daléi HPV Dalsi HPV Dalsi HPV Dalsi HPV
1 HPV18, daléi HPV Dalsi HPV Dalsi HPV Dalsi HPV
14 Dalsi HPV Negativni Dalsi HPV Dalsi HPV
1 Dalsi HPV Negativni Test selhal Neprikazny

Dalsi HPV genotypy zahrnuji HPV31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66 a 68.
Konsensualni vysledek kaZdého vzorku byl ustanoven na zakladé shody alespon dvou

detekcnich metod. Byla vyhodnocena pouze pfitomnost hrHPV genotypl detekovanych
vsemi tfemi analyzovanymi HPV DNA detekénimi metodami (HPV16, 18, 31, 33, 39, 45, 51,
52, 56, 58, 59, 66 a 68).
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Obrazek 17. Vennovy diagramy znazornujici distribuci vzork( pozitivnich na HPV16,

HPV18 a dalsi HPV genotypy (HPV31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66 a 68) u

vzork( cervikalnich (A) a cervikovaginalnich stér( (B) (155)

Tabulka 11. Souhrn HPV pozitivity u cervikalnich a cervikovaginalnich stérd (155)

HPV18

Vsechny Cervikalni Cervikovaginalni
vzorky % stéry % stéry %
Celkovy pocet 1372 1196 176
HPV negativni 1081 78,8* 945 79,0+ 136 77,3*
HPV pozitivni 291 21,2* 251 21,0* 40 22,7*
HPV16 63 216" 56 223" 7 17,5
HPV16 & 18 1 034" 0 0 1 2,50"
+ +
HPV16 & 18 & dalsi HPV 1 034" 1 0,40" 0 0
HPV16 & dal3i HPV 26 893" 22 876" 4 10,0°
HPV1S 8 2,75" 8 319" 0 0
t t
HPV18 & dali HPV 2 069" 2 0,80" 0 0
Dali HPV 190 653" 162 64,5° 28 70,0"

*Procenta z celkového poctu vzorkd.

" Procenta z po¢tu HPV pozitivnich vzorkd.
Dalsi HPV zahrnuje genotypy HPV31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66 a 68.
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Informace o véku byla dostupnd u 94,5 % (1297 z 1372) Zen zahrnutych
do studie. Mladsich 25 let bylo 10,6 % (137 z 1.297) z téchto Zen a pouze 1,3 %
(17 2 1.297) Zen bylo starsich 60 let. Median véku vsech Zen byl 32,7 let. VétsSina zen
(88,1 %) spadala do cilové skupiny cervikalniho screeningu (25-60 let) (5). HPV
pozitivni Zeny byly mladsi nez HPV negativni Zeny (median 30,6 vs. 33,2 let; P<
0,001). Vyznamné nizsi vék HPV pozitivnich Zen byl pozorovan u skupiny Zen, které
pouzily samoodbérovou sadu (medidn 34,3 vs. 38,0 let; P= 0,012) stejné jako
u skupiny Zen, u kterych byl odbér proveden gynekolog (median 30,1 vs. 32,7 let; P <
0,001).

Porovnani HPV pozitivity u cervikdlnich a cervikovagindlnich stéri

Pfitomnost HPV DNA byla detekovana u 21 % (251 z 1.196) cervikalnich stérd
odebranych gynekologem a u 22,7 % (40 ze 176) cervikovaginalnich stér( ziskanych
samoodbérem. Distribuce HPV pozitivnich vysledk(l v jednotlivych HPV pozitivnich
podskupinach byla u cervikdlnich a cervikovaginalnich stérll porovnatelna
(obrazek 8, tabulka 11).

Porovnani vysledki metod cobas® 4800 HPV Test, PapilloCheck® HPV-Screening
a LMNX Genotyping Kit HPV GP

Metodou cobas® 4800 jsme detekovali HPV pozitivitu u 295 z 1.372 vzork(
(21,5 %) a pomoci PapilloCheck® u 273 z 1372 vzork( (19,9%; obrazek 9). LMNX
poskytl validni vysledek u 330 z 337 analyzovanych vzorkd, z nichz bylo 72 HPV
pozitivnich (72 z 330; 21,8 %).
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1 21.2%
@ Cobas® 4800 | 21.5%
a |
§ PapilloCheck® 1 19.9%
= 125.6% *
< LMNX ) 27.2%
" 1 21.0%
S Cobas® 4800 L 21.7%
z !
s PapilloCheck® 1 19.9%
S 1 25.5% *
3 LMNX i 27.7%
— 122.7%
T Cobas® 4800 i 24.4%
® ., .
© o 1
§ S  PapilloCheck® ! 19.9%
s @ 1 26.0% *
3 LMNX | 26.0%

Obrazek 9. Porovnani proporce HPV pozitivnich vysledkd analyzovanych metod
s konsensudlnim vysledkem (155)

Cervenad prerudovana ¢ara vyznacuje miru HPV pozitivity v dané skupiné na zakladé
konsensudlniho vysledku. Metodami cobas® 4800 a PapilloCheck® bylo analyzovédno 1.372
cervikalnich (n = 1.196) a cervikovaginalnich (n = 176) stér(i. Hodnoty oznacené hvézdi¢kou
(*) vyznacuji miru HPV pozitivity v dané skupiné na zékladé konsensualniho vysledku pro 371
cervikalnich (n= 275) a cervikovaginalnich (n = 96) stér(l analyzovanych cobas® 4800,
PapilloCheck® a LMNX. Konsensudlni vysledek kazdého vzorku byl ustanoven na zakladé
shody alespon dvou detekénich metod.

Do analyzy byly zahrnuty pouze vzorky s validnim vysledkem, u nichz bylo mozné ustanovit
konsensudlni vysledek.

Bez ohledu na genotyp se analyzované metody shodovaly ve vysledku u 291
z 330 vzork( (88,2 %). Vysledek castecné genotypizace se shodoval u 288 vzork(
(87,3 %). Vysledky metod cobas® 4800 a PapilloCheck® se shodovaly v 95,9 % (1.316
z1.372) vzorkl a vysledky genotypizace se shodovaly u 95,3 % (1.307 z1.372)
vzork(l. Metody cobas® 4800 a LMNX se shodovaly v 92,1 % (304 z 330) vysledk
av 90,6 % (299 z 330) detekovaly stejny genotyp HPV. Nejmensi shody dosahovaly
vysledky metod PapilloCheck® a LMNX, které se shodovaly pouze v 90,6 % vysledk
(299 z 330) a v 90,0 % se shodovaly ve vysledku genotypizace (tabulka 9, tabulka 12).
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Tabulka 12. Vzajemné porovnani vysledk( analyzovanych metod (155).

Konsensualni

® H ®
Cobas® 4800 PapilloCheck LMNX HPV vysledek
HPV+  HPV- HPV+  HPV- HPV+  HPV- HPV+  HPV-
HPV+ 0,876 0,767 0,970
Cobas® 4800 (0,844-0,907)* (0,681-0,852)* (0,954-0,985)*
HPV- 0,005’ 0,860" 0,423"
0,705 0,906
HPV. 2 17 ’ ’
PapilloCheck® rooe (0,609-0,802)*  (0,878-0,934)*
HPV- 39 1060 0,031' 0,009"
0,835
HPV 14 22 ,
LMNX o8 >0 (0,762-0,909)*
HPV- 12 246 9 249 0,239"
Konsensualni HPV+ 286 5 261 30 60 6
HPV vysledek HPV- 9 1072 12 1069 12 252

Do analyzy byly zahrnuty pouze vzorky s validnim vysledkem.

Prisecnice radku a sloupce pro dané metody odpovida kontingencni tabulce 2x2 pro tyto dvé metody. V pravém hornim rohu tabulky jsou uvedeny

K (95% Cl) s konfiden&nim intervalem (*) a P-value ziskana pomoci McNemar testu ().
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Sensitivita a specificita analyzovanych metod ve srovndni s konsensudInim vysledkem

Z testovanych metod dosahovala nejvyssi senzitivity (0,983) a specificity
(0,992) metoda cobas® 4800. LMNX mél nizsi sensitivitu (0,909), ale porovnatelnou
specificitu (0,955). PapilloCheck® dosahoval podobné specificity (0,989) jako cobas®
4800, ale nizsi sensitivity (0,897; tabulka 13). Metoda PapilloCheck® castéji
vyhodnotila vzorek jako faleSné negativni v porovnani s metodami cobas® 4800
a LMNX (2,33 % vs. 0,44 % a 2,12 %). Falesné pozitivni vysledky vydaval nejcastéji
test LMNX (3,94 % vs. 1,31 % pro cobas® 4800 a 0,95 % pro PapilloCheck; tabulka
10).

Vsechny tfi testy vykazovaly porovnatelnou specificitu pro detekci HPV16
(0,995-1,0), HPV18 (0,991-1,0) a dalSich 12 hrHPV (0,975-0,994).

55



Tabulka 13. Sensitivita, specificita a Cohenlv koeficient kappa pro jednotlivé metody vypocitany vzhledem ke konsensualnimu

vysledku (shoda vysledku alespor dvou metod) (155)

All samples Cervical swabs Cervicovaginal swabs
Method N SE SP K (95% Cl) C ;Iue* SE SP K (95% Cl) C ;Iue* SE SP K (95% CI) C ;Iue*
hrHPY Cobas4800 1372 0,983 0,992 (()(')?975?4-0,985) 0,423 1196 0,98 0,994 ?(;?97526-0,989) 1,000 176 1,000 0,978 ?6,959550-1,006) 0,248
PapilloCheck 1372 0,897 0,989 ?(;?;768-0,934) 0,009 1196 0,904 0,988 ?6?;81_0'939) 0,043 176 0,85 0,993 ?(')’,378;6_0,967) 0,131
LMNX 330 0,909 0,955 ?6,8;6352—0,909) 0,239 238 0,886 0,943 ?(;,7(58889—0,887) 0,211 92 0,955 0,986 ?6?:508—1,022) 1,000
PV Cobas4800 1372 0,989 0,995 (()6?95;3—0,986) 0,077 1196 0,987 0,997 ?6?97;7-0,999) 0,617 176 1,000 0,976 ?6?:957-0,993) 0,134
PapilloCheck 1372 0,956 1,000 ?6?97562-0,999) 0,134 1196 0,949 1,000 ?6,997425-0,999) 0,134 176 1,000 1,000 (1_'3220) NA
LMNX 330 0,950 0,990 ?6?550-0,997) 0,617 238 0,923 0,991 ?6?78521_11014) 1,000 92 1,000 0,988 ?6,972;6_1,069) 1,000
PVis Cobas 4800 1372 1,000 0,997 ?(3,875166-0,995) 0,134 1196 1,000 0,997 ?6?774?3-1,015) 0,248 176 1,000 0,994 ?('),606:6-1,283) 1.000
PapilloCheck 1372 0,667 1,000 ?6,7:(?6—0,992) 0,134 1196 0,636 1,000 ?6,757563-0,990) 0,134 176 1,000 1,000 (1_'3(;%0) NA
LMNX 330 0,500 0,991 2’3’21521_0’817) 0,617 238 1,000 0,987 2’3337_0’939) 0,248 92 0 1,000 ?_0’203_0’203) 1,000
3?,5" Cobas4800 1372 0,977 0,994 ?(3?96&?9—0,986) 0,773 1196 0,973 0,994 ?6?96;5-0,985) 1,000 176 1,000 0,993 ?(1),998414—1,018) 1,000
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PapilloCheck 1372 0,886 0,989 0,894 0,074 1196 0,898 0,988 0,900 0,281 176 0,813 0,993 0,858 0,131

(0,861-0,927) (0,866-0,935) (0,755-0,960)
0,863 0,818 0,963
LMNX 330 0902 0975 (T (g3 0773 238 0,882 0966 (14 0g5y 0,546 92 0,941 1000 ol as) 1000

Dalsi HPV zahrnuje genotypy HPV31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66 a 68.
*P-value vypocitana pomoci McNemarova testu.

SE-sensitivita, SP- specificita, K — Cohenlv koeficient kappa, NA- nelze
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Porovndni sensitivity a specificity metod pro cervikdini a cervikovagindini stéry

Z analyzovanych metod meéla pro detekci hrHPV v cervikdlnich stérech
nejvyssi sensitivitu (0,980) i specificitu (0,994) metoda cobas® 4800. Také pti analyze
cervikovaginalnich stérd méla metoda cobas® 4800 nejvyssi sensitivitu (1,0), ale
nejvyssi specificity (0,993) dosahovalo vysSetfeni pomoci kitu PapilloCheck®
(tabulka 13).

Sensitivita a specificita metody cobas® 4800 pro detekci HPV16 (cervikalni
vs. cervikovaginalni stéry; SE = 0,987 vs. 1,0; SP = 0,997 vs. 0,976), HPV18 (SE = 1,0
vs. 1,0; SP = 0,997 vs. 0,994) a dalSich 12 hrHPV genotypl (SE = 0,973 vs. 1,0; SP =
0,994 vs. 0,993) byla u vzorkd cervikalnich a cervikovaginalnich stérd porovnatelna.
Specificita metody PapilloCheck® pro detekci HPV16 (SE = 1,0 vs. 1,0), HPV18 (SE =
1,0 vs. 1,0) a dalsich 12 hrHPV genotypl (0,988 vs. 0,993) byla u vzork( cervikalnich
a cervikovaginalnich stérl také porovnatelnd, ale pfi detekci HPV16 a HPV1S8
vykazovala nizsi sensitivitu pfi vySetfeni vzorkd cervikalnich stér(i (0,949 vs. 1,0;
0,636 vs. 1,0). Pri detekci dalSich 12 hrHPV genotypl byla metoda PapilloCheck® vice
sensitivni u cervikalnich stér( v porovnani se stéry cervikovaginalnimi (0,898 vs.
0,813).

LMNX vykazoval obdobnou specificitu pro HPV16 (0,991 vs. 0,988) a HPV18
(0,987 vs. 1,0) pti vysetreni cervikdlnich a cervikovagindlnich stér(i. Sensitivita
detekce HPV16 metodou LMNX byla u cervikdlnich stérd nizsSi neZ
u cervikovagindlnich stér( (0,923 vs. 1,0). Pro HPV18 vykazovala metoda LMNX
absolutni sensitivitu pfi detekci HPV18 v cervikalnich stérech a nulovou sensitivitu
pfi detekci HPV18 v cervikovaginalnich stérech. Tento rozporuplny vysledek byl
zpUsoben fale$né negativnim vysledkem metody LMNX pro jediny HPV18 pozitivni
cervikovagindlni stér. Pfi detekci dalSich 12 hrHPV genotypl vykazovala metoda
LMNX srovnatelnou sensitivitu (0,95 vs. 0,926), ale nizsi specificitu (1,0 vs. 0,968)
u cervikovagindlnich nez u cervikalnich stért (tabulka 13).

Selhdni detekce HPV DNA

U 50z 1.374 vzorku (3,64 %) opakované selhala alespon jedna z testovanych
HPV DNA detekénich metod. Selhani detekce by mohlo byt zplsobeno nizsi
koncentraci a Cistotou DNA izolované automatem cobas x 480 neZ méla DNA ziskana
pomoci QlAamp DNA Micro kitu nebo oCheck DNA extraction kitu. Z tohoto dlivody
byla ze vSech vzork(, u nichZ se nepodafilo ziskat validni vysledek, izolovana DNA
pomoci vyrobcem doporuceného kitu a analyza zopakovana. Z dlivodu Spatné kvality
vzorku byly dva vzorky z analyzy vylouceny (viz 2.3.2. Materidl a metody).
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Analyza vsech vzork(, u nichZ se nepodafilo ziskat validni vysledek metodou
PapilloCheck® (6 vzork() nebo LMNX (42 vzorkd), byla po izolaci DNA pomoci
vyrobcem doporucéeného kitu zopakovana.

U Sesti vzork( (6 z 1.374; 0,44 %) byla po opétovné izolaci DNA opakovana
analyza metodou PapilloCheck®, jeden vzorek byl nasledné vyhodnocen jako
pozitivni na dalsi hrHPV a zbylych 5 vzork( bylo HPV negativnich. Detekci metodou
LMNX bylo nutné zopakovat u 42 vzorkd (42 z 377; 11,1 %), z nichz byl jeden vzorek
nasledné vyhodnocen jako HPV16 pozitivni, 4 vzorky pozitivni na dalsi hrHPV
a 31 vzorkd bylo HPV negativnich. U 6 vzork(i se i pres opakovani izolace DNA
a nasledné analyzy nepodafilo ziskat validni vysledek metodou LMNX (tabulka 14).
Median koncentrace DNA u téchto vzorkt [0,222 pg/ml (0,0608 pg/ml-0,504 pg/ml)]
byl vyznamné nizsi neZ median koncentrace 40 nahodné vybranych vzorkd
[11,61 pg/ml (6,42 pg/ml -125 pg/ml)] s validnim vysledkem metody LMNX (P <
0,001).

Metodou cobas® 4800 a Papillocheck® bylo moiné vyhodnotit vSechny
vzorky zahrnutého do analyzy. | pres opakovani analyzy po izolaci DNA dle
doporuceni vyrobce nebylo mozné vyhodnotit vysledky u 6 z 377 vzork( (1,59 %; P <
0,001) analyzovanych metodou LMNX (tabulka 14).

Tabulka 14. Souhrn charakteristiky 6 vzorkd, které nebylo mozné analyzovat
metodou LMNX (155)

Konsensualni Koncentrace
Ci 4 PapilloCheck LMNX T é
Cislo Cobas 4800 PapilloChec HPV vysledek DNA* yp stéru

vzorku
Negativni Negativni Test selhal Negativni 0,418 pug/ml  Cervikovaginalni
2 Negativni Negativni Test selhal Negativni 0,254 pug/ml  Cervikalni
3 Negativni  Negativni  1estselhal  nooativni  0,0736 ug/mi Cervikalni
4 Negativni  Negativni  1estselhal  Nooativni 0,008 pg/mi  Cervikalni
5 Negativni  Negativni  1estselhal  nooativni 0,190 yg/mi  Cervikalni
Test selhal

6 Negativni Negativni Negativni 0,504 pg/ml  Cervikovaginalni

*DNA izolovana pomoci QlAamp DNA Micro kit.

59



2.3.4. Diskuse

Tato studie porovnava analytické charakteristiky tfi HPV DNA detekcnich
metod: cobas® 4800 HPV Test, PapilloCheck® HPV-Screening a LMNX Genotyping Kit
HPV GP. Metody cobas® 4800 a PapilloCheck® byly testovany na souboru
176 cervikovaginalnich  stérd  ziskanych  pomoci  samoodbérové  sady
a 1.198 cervikalnich stért odebranych gynekologem. Metoda LMNX byla testovana
pouze na 94 cervikovagindlnich stérech a 243 cervikalnich stérech.

Z testovanych kitll vykazoval cobas® 4800 nejvyssi sensitivitu a specificitu
v detekci 14 hrHPV celkové a u cervikalnich stér(i. Pfi analyze cervikovaginalnich
stér( mél cobas® 4800 nejvyssi sensitivitu, ale PapilloCheck® mél nejvyssi specificitu.
Ziskana sensitivita a specificita metody LMNX muzZe byt ovlivnéna tim, Ze touto
metodou bylo analyzovdno mensi mnozstvi vzork(li nez metodami cobas® 4800
a PapilloCheck®. Hodnoty sensitivity a specificity metod cobas® 4800 a PapilloCheck®
byly vypocitdny na zakladé wvysledkd testovani 1.372 cervikalnich
a cervikovaginalnich stérd véetné 42 vzorkd, u kterych bylo z didvodu neshodného
vysledku metod cobas® 4800 a PapilloCheck® nutné doplnit vySetfeni metodou
LMNX. Metody cobas® 4800 a PapilloCheck® se shodovaly s konsensudlnim
vysledkem u vice nez 97 % vzorkd. Metoda LMNX se s konsensudlnim vysledkem
shodovalav 94,5 % ptipad(l (Tabulka 12). Klinicka sensitivita a specificita testovanych
metod byla potvrzena fadou studii (110;111;115;116).

Ve srovndni svysokym poctem studii zaméFenych na klinickou validaci
metod cobas® 4800, PapilloCheck® a LMNX bylo doposud publikovano jen nékolik
studii zamérenych na analytickou sensitivitu a specificitu téchto metod (145;156-
159). Doposud byly publikovany pouze dvé studie (157;159) porovnavajici
analytickou sensitivitu metody cobas® 4800 a konsensualniho vysledku (skutecné
pozitivni/negativni vysledek). V sou¢asné dobé nebyla zvefejnéna zadnd studie
porovnavajici analytickou sensitivitu metody PapilloCheck® nebo LMNX
s konsensudlnim vysledkem.

Ve studii Lindeman et al. (159) byla porovnana analytickd sensitivita
a specificita metod cobas® 4800 a HC2 na skupiné 1.360 vzork(. Vysledky obou
metod se shodovaly u 86,6 % vzork(. Sto Ctyficet ze 170 (82,4 %) neshodnych vzorku
bylo nasledné vysetfeno pomoci metody Linear Array HPV Genotyping test (159).
Park et al. (157) publikoval doposud jedinou studii (n= 356) porovnavajici
analytickou sensitivitu metod cobas® 4800, RealTime HR HPV assay a HC2
s konsensudlnim vysledkem. Vzorky s neshodnym vysledkem byly nasledné
analyzovany pomoci sekvenovani a GeneFinder HPV liquid beads microarray.
Ve srovnani se studii Park et al. jsme zaznamenali vySsSi sensitivitu metody
cobas® 4800 pro detekci skupiny 14 hrHPV genotypl (0,98 vs. 0,917) a pro HPV16

60



(0,987 vs. 0,885). Sensitivita pro HPV18 (1 vs. 1) a specificita pro skupinu 14 hrHPV
genotypl (0,994 vs. 0,97), HPV16 (0,997 vs. 0,991) a HPV18 (0,997 vs. 0,994) byly
v obou studiich porovnatelné.

Metody PapilloCheck® a LMNX byly porovnany ve studii VALGENT, kde byly
jejich vysledky porovnany navzajem, ale ne vucéi konsensualnimu vysledku.
Konkordance metod PapilloCheck® a LMNX byla 0,947 (k = 0,875) pro skupinu vsech
14 hrHPV genotypd, 0,99 (k =0,936) pro HPV16 a 0,99 (k = 0,801) pro HPV18 (158).
V nasi studii byla konkordance metod PapilloCheck® a LMNX pouze 0,906 (k = 0,705)
pro skupinu 14 hrHPV genotypu, 0,991 (k = 0,898) pro HPV 16 a 0,988 (k = -0,005)
pro HPV18. Rada fale$né pozitivnich/negativnich vysledk(l byla pravdépodobné
zpUsobena rozdilnou analytickou sensitivitou metod (limitem detekce). Nejvyssi limit
detekce témér vSech testovanych genotypl je deklarovan vyrobcem kitu
PapilloCheck®, u néjz jsme pozorovali nejvyssi pocet falesné negativnich vysledka.
Naopak nejnizsi limit detekce uvadi vyrobce kitu LMNX, metody u které jsme
pozorovali nejvyssi pocet falesné pozitivnich vysledkd.

Pfesnost vysledku HPV detekce a genotypizace vSech laboratofi pouzivajicich
cobas®4800 a LMNX byla ovérfena vrdmci mezindrodni studie odbornosti
organizované HPV laboratofi Laboratory Network’s (LabNet) (160).

Hlavni nevyhodou metody LMNX byla vysokd frekvence selhani testu
(42z377,11,1 %, P < 0,001) pokud byla pro test pouzita DNA izolovana cobas x 480.
Pro vSechny metody jsme pouZili stejnou metodu izolace DNA z dlivodu dostupnosti
omezeného mnozstvi vzorku, a abychom sniZili ndklady a ¢asovou narocnost studie
(157). Kvalita DNA izolovana pomoci automatu cobas x 480 byla témér ve vsech
pfipadech postacujici pro amplifikaci interni kontroly kitu cobas® 4800
a PapilloCheck®. DNA izolovana timto zplsobem méla nizsi koncentraci a Cistotu nez
DNA pfipravend pomoci QlAamp DNA Micro kitu, coZ pravdépodobné v nékolika
pfipadech pfispélo k selhani testu PapilloCheck® nebo LMNX. Po pouZiti metody
izolace DNA dle doporuceni vyrobce kitu klesl pocet selhani testu PapilloCheck®
20,44 % na 0 % a testu LMNX z 11,1 % na 1,59 %. | pfes pouZiti doporucené izolacni
metody DNA mély vzorky, u kterych test LMNX selhal, vyznamné nizsi koncentraci
DNA (0,222 pg/ml oproti 11,61 pug/ml u vzorkt s validnim vysledkem LMNX testu),
coz potvrzuje vyssi naroky metody LMNX na koncentraci vstupni DNA ve srovnani
s kity PapilloCheck® a cobas® 4800. Nicméné, pouzivani dvou metod izolace DNA pro
detekci HPV a genotypizaci by bylo pro rutinni diagnostiku velmi nepraktické.

Pfitomnost hrHPV DNA byla detekovana u 21,2 % vzorkd, s nejvySsi
prevalenci u Zen ve véku 26-30 let. Obdobnou hrHPV prevalenci v populaci ¢eskych
Zen uvadi také studie Tachezy et al. (147). Tato studie vyuZivajici HPV DNA detekéni
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metodu na bazi PCR uvadi 22,3% HPV pozitivitu s nejvyssi HPV prevalenci u Zen
ve véku 21-25 let.

Celosvétové se HPV prevalence u Zen s normalnim cytologickym nalezem
pohybuje mezi 10,4 % a 12 % v zavislosti na kontinentu a regionu (8;161;162).
V Evropé se HPV prevalence pohybuje mezi 8,1-14,2 % (8;161;162) s nejvyssi HPV
prevalenci 21,4 % ve vychodni Evropé (8;161). Nase vysledky potvrzuji vysokou HPV
prevalenci v populaci ¢eskych Zen, ktera je porovnatelna s HPV prevalenci v zemich
vychodni Evropy. Nejcastéji detekovanymi HPV genotypy jsou u nds stejné jako
celosvétové HPV16 a HPV18. Globdlné je HPV16 detekovan u 20,4-24 % HPV
pozitivnich Zen (8;161;162), pro ceskou populaci se uvadi 24,2-55% (147;163).
HPV18 tvofi 7,4-9,8 % HPV pozitivnich pfipadl celosvétoveé (8;161;162) a 7,7-10,3 %
HPV pozitivnich pripadii v Ceské republice (147;163). V nasi studii byl genotyp HPV16
s 31,3 % pozitivitou také nejcastéji detekovanym HPV genotypem. HPV18 byl naopak
detekovan pouze u 4,12 % pripada.

| kdyz vramci této studie nebyly testovdny paralelné odebirané vzorky
cervikadlnich a cervikovaginalnich stérd, HPV pozitivita se u skupiny vzork(
odebranych gynekologem a samoodbérem lisila pouze 0 1,7 %. U skupin jednotlivych
HPV genotypl byla distribuce HPV pozitivity pro cervikalni a cervikovaginalni stéry
také velmi podobna.

Tyto vysledky odpovidaji vystuplm fady meta-analyz (146;154;164).
Petignat et al. uvadi porovnatelnou priimérnou hrHPV pozitivitu vzork( odebranych
gynekologem a nebo pomoci samoodbéru (24,1 % vs. 24,8 %) s odchylkou 0,3 %
az 22,2 % (median 4,9 %)(146). Pozorované rozdily sensitivity a specificity vySetieni
mohly byt zplsobeny pouZitim odliSnych typd samoodbérovych sad. Nejvyssi
relativni sensitivity a specificity vySetfeni bylo dosaZzeno pfi samoodbéru pomoci
kartacku nebo lavaze s naslednou HPV detekci na bazi PCR (164). V nasi studii byla
analytickd sensitivita HPV detekénich metod pro vzorky ziskané samoodbérem
a odebranych gynekologem také porovnatelna. Pouze u metody PapilloCheck® jsme
zaznamenali o 5,4% vysSi sensitivitu pfi vySetfeni cervikdlnich stérl neZ
cervikovaginalnich stérd (P= 0,441). Margindini rozdily v senzitivité (1,7-5,4 %)
a specificité  (0,5-4,0 %) testovanych metod pfi vySetfeni cervikdlnich
a cervikovaginalnich vzorkd mohou byt zplisobeny rozdilnym poétem vzork( v téchto
dvou skupinach.

2.3.5. Zavér
Tato studie prokazuje vysokou miru shody mezi vSemi testovanymi metodami.
Nejvyssi konkordance wvysledk byla u metod cobas®4800 HPV Test
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evvs

a PapilloCheck® HPV-Screening assay. Nejnizsi konkordance byla pozorovana
u metod PapilloCheck® HPV-Screening assay a LMNX Genotyping Kit HPV GP.
Analytické parametry vSech testovanych metod byly porovnatelné. Nejvyssi
analytické sensitivity a specificity dosahovala metoda cobas® 4800 HPV Test. Pfi
pouziti metody LMNX Genotyping Kit HPV GP byla pozorovadno nejcastéjsi selhani
testu a nejvyssi naroky na koncentraci vstupni DNA, coZz mze byt limitujici pro jeho
pouziti v rutinni diagnostice.

2.3.6. Podil autora dizertaéni prace na daném tématu

Uvedena studie je publikovana v ¢asopise The Journal of Molecular
Diagnostics pod ndzvem , Head-to-Head Analytical Comparison of Cobas 4800 HPV,
PapilloCheck HPV Screening, and LMNX Genotyping Kit HPV GP for Detection
of Human Papillomavirus DNA in Cervical and Cervicovaginal Swabs” (155) (pfiloha
3). Autorka se podilela na designu, koordinaci studie a provedla samostatné vSechna
HPV vysetieni. Zpracovala vysledky a ndsledné rukopis studie.
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3.  Souhrn

Screening cervikalniho karcinomu pomoci HPV diagnostiky doplnéné
tridzovymi testy pravdépodobné nahradi screening zaloZeny na cytologickém
vySetfeni ve vSech rozvinutych zemich svéta. Zasadni vyhodou HPV screeningu
je vysoka negativni prediktivni hodnota vysetfeni po dobu 5 let, coZz umoziuje
prodlouZit screeningovy interval. HPV testy vSak nejsou schopny rozlisit pfechodnou
a transformujici HPV infekci, proto je nezbytné je doplnit tridZzovymi testy. Na zakladé
vysledku tridZového testu jsou ze skupiny HPV pozitivnich Zen ke kolposkopii s biopsii
odeslany pouze Zeny s vysokym rizikem vzniku pokrocilych prednadorovych lézi nebo
cervikalniho karcinomu. HPV detekci je na rozdil od cytologického vySetfeni mozné
pouzit k vySetfeni vzork(l ziskanych samoodbérem. MoZznost samoodbéru pro Zeny,
které se cervikdlniho screeningu neucastni, se v fadé studii ukazala natolik slibnou,
Ze ji nékteré zemé implementovaly do screeningového programu. V soucasné dobé
je v Ceské republice cervikdlni screening stale zaloZen na cytologickém vy3etieni,
doplnéni HPV testem pouze v ptipadech s abnormalni cytologii s neznamym
vyznamem (ASC-US).

Prvnim projektem této prace byla pilotni studie zamérend na vyuziti
samoodbérovych souprav a HPV diagnostiky pro cervikalni screening v Ceské
republice. Zrozeslanych 215 samoodbérovych sad bylo kanalyze doruceno
174 (81%) cervikovaginalnich stérd. VSechny vzorky byly odebrany spravné a bylo
mozné je vySetfit cobas 4800 HPV testem. PapilloCheck® HPV-Screening systémem
bylo mozné za zisku validniho vysledku vysetrit 98 % vzork(. Pfitomnost hrHPV byla
detekovana u 24 % vzork( a pfitomnost pouze IrHPV byla nalezena v dalSich
4 % pripad(. Zeny dotazané na svou zkudenost se samoodbérovou sadou ji hodnotily
jako dobrou aZ vybornou. Navod k pouziti Evalyn® Brush byl povaZovan za dobry
az vynikajici vSemi Zenami. Vétsina Zen z tohoto souboru (88 %) by dala prednost
samoodbéru pred odbérem vzorku lékafem. Vzhledem ktomu, Ze byla moZnost
samoodbéru ceskymi Zenami velmi dobre pfijata, mohlo by zavedeni samoodbéru
jako zplsobu ucasti na cervikdlnim screeningu, vést k vyznamnému zvyseni
navstévnosti tohoto programu.

Dalsi projekt této disertacni prace byl zaméren na pfimé porovnani detekce
HPV16, HPV18 a skupiny dalsich 12 hrHPV genotypl pomoci metod cobas® 4800 HPV
Test, PapilloCheck® HPV-Screening a LMNX Genotyping Kit HPV GP. HPV DNA byla
detekovana ve 21,2 % vzorkl, ztoho u 21 % (251 z1.196) cervikalnich stér(
a22,7% (40 ze 176) cervikovagindlnich stérl. Celkové, nevyssi sensitivity (0,983)
a specificity (0,992) pro detekci hrHPV dosahoval cobas®4800 HPV Test.
PapilloCheck® HPV-Screening and LMNX Genotyping Kit HPV GP dosahovaly
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porovnatelné specificity jako cobas®4800 HPV Test (0,989 vs. 0,955), ale nizsi
sensitivity (0,897 vs. 0,909). Cobas®4800 HPV Test dosahoval také nejvyssi
sensitivity (0,980) a specificity (0,994) pro detekci hrHPV u cervikdlnich stér(
odebranych gynekologem. Pfi vySetieni cervikovaginalnich stérd, ziskanych pomoci
samoodbérové sady, byla nejvyssi sensitivita pozorovana rovnéz u cobas® 4800 HPV
Test (1,00), nejvyssi specificity (0,993) vSak dosahovala metoda PapilloCheck® HPV-
Screening. VSechny testované metody vykazovaly vysokou sensitivitu i specificitu pfi
analyze cervikdlnich stérd odebranych gynekology i cervikovagindlnich stérd
ziskanych pomoci samoodbérové sady.
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4.  Summary

HPV testing with triage of HPV positive women will probably replace
cytology-based primary cervical cancer screening in all developed countries.
The main advantage of HPV screening is a high negative predictive value of HPV test
for the next 5 years which allows extension of the screening period. Nevertheless,
HPV tests are not able to distinguish transient and transforming HPV infection. That
is why another test is needed to triage HPV positive women. Triage test should
distinguish women at high risk of high-grade cervical neoplasia and refer them
to colposcopy with biopsy. In contrast with cytology, testing of self-samples using
HPV tests have comparable sensitivity and specificity to testing clinician acquired
samples. The possibility of self-sampling is a promising option for screening non-
attenders. Several countries already implemented self-sampling to their cervical
cancer screening program. Current cervical cancer screening in the Czech Republic
is cytology-based, using HPV test only in cases with atypical squamous cells
of undetermined significance (ASC-US).

The first project of this thesis was pilot study to get initial experience with
alternative sampling (self-sampling) for HPV testing as the means of cervical cancer
screening program in the Czech Republic. One hundred seventy-four of 215 (81%)
distributed self-sampling devices have been delivered to analysis. All cervicovaginal
swabs were sampled correctly and it was possible to analyze them by cobas 4800
HPV test. Similarly, 98% samples were analyzable by PapilloCheck® HPV-Screening.
High risk HPV infection was present in 24% of samples, and low risk HPV infection
was detected only in 4% of samples. Majority (98%) of women rated their experience
with self-sampling device as good to excellent. User manual of self-sampling device
was considered good to excellent by all women (100%). As expected, most of the
women (88%) preferred self-sampling to physician sampling. Cervicovaginal self-
sampling was accepted by Czech women very well. The self-sampling
as an opportunity to participate in cervical cancer screening could increase
the attendance of the screening program.

The second project of the thesis was focused on a head-to-head comparison
of HPV16, HPV18 and pool of other 12 high risk HPVs detection using cobas® 4800
HPV Test, PapilloCheck® HPV-Screening, and LMNX Genotyping Kit HPV GP. HPV DNA
was detected in 21.2% of all samples, 21% of cervical swabs (251 of 1,196) and 22.7%
of cervicovaginal swabs (40 of 176). The cobas 4800 HPV Test was the most sensitive
(0.983) and specific (0.992) for hrHPV detection overall. The PapilloCheck HPV-
Screening and LMINX Genotyping Kit HPV GP had comparable specificity with that
of the cobas (0.989 and 0.955, respectively), but lesser sensitivity (0.897 and 0.909,
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respectively). In physician-obtained cervical swabs, the cobas showed the highest
sensitivity and specificity (0.980 and 0.994, respectively) for hrHPV detection,
whereas in cervicovaginal swabs, the cobas had the highest sensitivity (1.00), but
the PapilloCheck had the highest specificity (0.993). In conclusion, all
of the detection methods evaluated were highly sensitive and specific for hrHPV
detection from both clinician-collected cervical swabs and self-sampled
cervicovaginal swabs.
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5. Seznam zkratek

ADAT1
ASC-US

ASTN1
Bak
bp

CADM1
CE-IVD
cl

CIN
CIN1
CIN2
CIN3
CIS
c-Myc
Ccp
DLX1
DNA
DNMT
DNMT1
dsDNA
El

E2

E2F

E4

E5
E6
E7
EGFR

EIA
ELISA

GP5+/6+,
FAM19A4

gen pro adenosin deaminasu 1

atypical squamous cells of undetermined significance ; abnormalni
cytologicky nalez neznamého vyznamu

gen pro astrotactin 1

Bcl-2 homologous antaginist/killer; proapoptoticky protein

base pairs, pocet nukleotidovych parl (jednotka délky nukleovych
kyselin)

gen pro Cell Adhesion Molecule 1

Conformité Européenne, In Vitro Diagnostics

Confidence interval, konfidenéni interval

Cervical intraepitelial lession, cervikalni intraepitelidIni neoplasie
lehka dysplasie cervikalniho epitelu

stfedni dysplasie cervikdlniho epitelu

tézka dysplasie cervikalniho epitelu

Carcinoma in situ, karcinom in situ

gen pro transkrip¢ni faktor c-Myc; protoonkogen

primery pouzivané k detekci HPV genu E1

gen pro transkrip¢ni faktor Distal-Less Homeobox 1
deoxyribonucleic acid, deoxyribonukleova kyselina

DNA metyltransferasa

udrZovaci DNA metyltransferasa

double strand DNA, dvouvldaknova DNA

¢asny protein HPV; nezbytny pro replikaci HPV genomu

¢asny protein HPV; reguluje replikaci a transkripci viru
transkri¢ni faktor interagujici s pRB; reguluje G1/S checkpoint
bunécného cyklu burky

E17E4 bicistronni transkript HPV; uplatniiuje se pfi uvolnéni virionu
z buriky

¢asny HPV protein; sniZuje Uroven degradace EGFR

¢asny HPV onkoprotein; indukuje degradaci p53

¢asny HPV onkoprotein; indukuje degradaci pRb

epidermal growth factor receptor; tyrosinkinasovy receptor;
aktivuje MAP kinasovou signalni drahu

enzyme imunoassay, enzymova imunoanalyza

enzyme-linked immunosorbent assay, heterogenni kompetitivni
enzymova imunoanalyza

primery pouzivané k detekci HPV genu L1

gen pro protein Family With Sequence Similarity 19 Member A4
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FADD Fas-associated protein with death domain

HC2 Hybrid Capture 2

HPV human papillomavirus; lidsky papilomavirus

hrHPV high-risk HPV; kancerogenni lidsky papilomavirus

HSIL high-grade squamous intaepithelial lesion; pokrocila léze
skvamdzniho epitelu cervixu, cytologicka klasifikace

CH14 chromosom 14

IARC the International Agency for Research on Cancer ; Mezinarodni
agentura pro vyzkum rakoviny

IgG Imunoglobulin G

ILIRAP gen ILIRAP s prozanétlivou funkci

KLF5 reguldtor vyvoje a kancerogeneze

ITGA4 gen pro Integrin Subunit Alpha 4

KLF12 reguldtor vyvoje a kancerogeneze

L1 pozdni HPV protein 1; majoritni kapsidovy protein

L2 pozdni HPV protein 2; minoritni kapsidovy protein

LabNet akronym pro Laboratory Network’s

LCR long control region; dlouhd kontrolni oblast, alternativa k URR

LBC liquid-based cytology

IrHPV low-risk HPV; lidsky papilomavirus zplsobujici bradavice a benigni
léze

LSIL low-grade squamous intaepithelial lession, nizky stupen léze
skvamdzniho epitelu cervixu, cytologicka klasifikace

MAL gen koédujici protein z rodiny MAL proteolipid(

miR124-2 gen pro microRNA 124-2

mRNA medidtorova RNA

miRNA microRNA

MY09/MY11 primery pouZivané k detekci HPV genu L1

NPV negative predictive value, negativni prediktivni hodnota

p16INK4A CDKN2A; inhibitor cyclin-dependentni kinasy 2A; inhibuje CDK4/6

p53 transkripéni faktor, tumorsupresorovy protein, reguluje G1/S
kontrolni bod buneéného cyklu

p97 ¢asny promotor HPV

p670 pozdni promotor HPV

Pap v textu Pap test, cytologické vySetieni zaloZzené na barveni dle
Papanicolau

PCR polymerase chain reaction, polymerasova retézova reakce

PAE polyadenylation site-early, ¢asné polyadenyla¢ni misto HPV genomu

PAL polyadenylation site-late, pozdni polyadenylaéni misto HPV genomu

PPV positive predictive value, pozitivni prediktivni hodnota
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pRB retinoblastoma protein; E2F vazebny pocket protein;

tumorsupresor

pU primery pouzivané k detekci HPV genu L1

ORF open reading frame, otevieny Cteci rdmec

ORI origin of replication; pocatek replikace

RXFP3 gen pro Relaxin Family Peptide Receptor 3

RHA reverse hybridisation assay, metoda zaloZend na reverzni
hybridizaci

SE sensitivita

SOX17 gen pro transkrip¢ni faktor SRY-Box 17

SP specificita

SPI transkripcni aktivator, vaze se do LCR HPV genomu

SPF10 primery pouzivané k detekci HPV genu E6 a E7

TP63 gen pro jeden z proteinll p53 proteinové rodiny

TPRG1 reguldtor proteinu kddovaného genem TP63

UTR untranslated region, mRNA sekvence za nebo pied kddujici sekvenci
genu

URR upstream regulatory region, ekvivalenti k LCR

ValN2/3 vaginalni intraepitelialni neoplasie 2/3

VALGENT akronym pro VAlLidation of HPV GENotyping Tests

VIN2/3 vulvarni intraepitelidlni neoplasie 2/3

VLPs virus-like particles, viru podobné ¢astice

WHO World Health Organization

ZNF671 gen pro takskripcni koregulator Zinc Finger Protein 671
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8. Prilohy
Pfiloha 1.

Karcinom cervixu — moznosti detekce
lidského papilomaviru

Cervical cancer - possibilities of detection of human
papillomavirus

Ondryatova H., Koudelskowa V.. Ha|dich M.
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Tab1 Roxclion HPY podia miny onkogennibo vilvy na voslk
kearcinomu cenvins [12]

Klasrkae
Onkaganni Chigh-risk) HPV

HPY podtypy

%6 B, 5, 55, 55,19, 45, 5,
5156, 55, 59,685,758, 82
15,5568

&1, 40,42, 45, 44 54, El,
0, 72, B, Crena

34, 5T, E5

Prawdépodobnd ankogennl HPY
Mearkogennil (low-risk) HR

HPY 5 naurt by rizkem

sexudlnimi parmery. Ve versing piipadd je HEV
Infakce behem 13-18 mesicl sliminovana imonie-
nim systémerm (clearance virove DNA). PrbliEng
110 % HFV pazicivnich fedinci dochii k perzis
encl HPY infekrce 2 0 méné nez 1% = nich k vyvoji
cervikdinfho karcinomu [6, 9, 11]. HPY sa podie
miry onkogennibo porencidlu 4Bl na high risk
[hrHPY) 2 low risk (IrtHPY). HPY subrypy jednot-
Uwjch skupin jsou uvedeny v @halce 1. Fro venik
EAICinomu cervixu je nesbyma infekce alespof
jednim onkogennim podrypemn hrilFY [7]. V HPV
Indukovans kancerogenezi je zisadnim krokam
Integrace HPY DNA do lidskeho genomu, kiemd
vede k chiomomomalnd instabilicg,

HPY DNAv oblasti E2 genu (v nékrerych pipadach
TovnEE El nebo L1 genu), nadmeme expresl E5a 5
onkogenil 3 progres] cnemocnind. ¥ fase nregracl
dochazi u HPV1GS a 18, kueré [sou zitovedt nejvice
OTkoEENNT 3 0dpovedns za variing piipadi kar
cimormu cerviow [IF, 23, 24].

KARCINOM CERVIXU
Calosverove je karcinom cervixi u dferm
TejastE|Sim NAAorvIn (NEMmomMANIm 4 CVE-
o0 neftase|si pHtinon jejich dmrt na nadorova
omemaocneni. K 85 % pfipadi karcinomuo cervicn
4 5 nim spojenych Lmro dochizl v reevojowch
zemich, kde neexisouje scTeeningovy program,
krary by umaoEnil viasnou derekol prekancerde
nebo tasnych s@dlf karcinomu [14, 18], ¥ Ceske
Tapublice je kasd§ ok nove diagnostkovano pres
1000 novjch pripadd karcinomi cervic a prible-
T 400 pacientek 5 ouD Aagnieou Tl memte.
Vekove spacificksa incidence zalfind wWia=né risc
od 79, roku Zivora, vicholu doszhuje ve veékove
gkuping 40-44 ler [10]. ¥xiah mee] infekc] hTHEY
poATypy 2 karcinomenm cetvixi je nezpochybniek
¥, ¥9,7 % karcinomil cervix je HPV poeitvnich.
Ne|roztifens|si htHEV podrypy jsou HPVIG & 18,
wyskyrujici se 1 pPBENS 70 % karcinomi cervin
[7, 24
' Clobalng je Infekee hriFY pfitnou prbliEng
10 % karcinomil vyskyujicich se u 3en a vice nes
5 % viech nadorovych onemoonént [14, 18]. Mimo

200 ol cTMEROLDGE 0I5 LA S
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karcinomu ceTvizy je infekce hrHFV spojend se
venikem karcinomu vulvy, vaginy, penisu, ko-
nefmiku, kige, dutiny ismi, crofaryTio 3 layn-
xil. HFY DNA byla rake detekovana v nadorech
exofagu, plic, rluseho steva, vajetniki, preu,
ProsTary, mofoveho machyfe 3 nosnd durny. Vv
hrHPY infekce na venik rddio rypl nado
neni zoela objasnen [15].

vEak

SCREENING CERVIKALNIHO
KARCINOMU ¥ CESKE REPUBLICE

W Ceske republice @ soreening karcinorm a8
loEn e hrdla upravovan vesmikem minisretsva
sdravomnicovi C. 02007, Podle doporulent minis-
Tersova miravarmiom | by malo byt cyrologicke soee
ningove vySerfani provadano dospelym Zenim
pti pravidaing pynekologicke prohlidce jadnou
ToinE. Pro scresningove vyierfeni se pousiva cer
vikain{ cytologie (Fap west nebo jeho modifikaca),
kdy jsou bufiky z odberoveno kAralky naneseny
na skio, obaveny a hodnoceny pod mikrosko-
pem. Fro hodnocend nalexd cervikalnd oy wologia
je v spuasnd dobe plamy systém Berhasda 2001
[70]. Zdokonalentm Pap resty je Liguid-tased cy-
tlogy (LBC), kdy jsou bufiky stéru solubilizovany
vevhodném médin a nasledng naneseny na mik-
Toskopicke sklo. LBCzvy Suje senz irivitu vyserteni
dfky odsmanéni rugivého vive kve & hlenu pri
klasickem Fap sy, 51 je navic 18ps hodnoried-
Tf diky TNDOMETATLL ToeTisen ] bunsk v jedns
VIsTVE 3 je pousitelny k dalfimo eswovand, nape.
k HFY DNA dlagnasrice.

Problémern cervikalni oyologie je vysoka mi-
12 falatné nagarivity, kierd je udidvana o 15-35 &
CIMII (ceTvical inmaepihelial neoplasia, grade 3)
a karcinomu cervicn [12]. Mnohem efekoivng]s
500 metody zalogens na detekel HFY DNA, kiezs
Js0u schopne zachy Tt pies 99 % prekancerotickych
zmén a nadori [5].

HPY DNA SCREENING

Pinos HPY DMNA diagnostiky byl jedno=natne
potvizen klinickou studif ATHENA (Addressing
THE Need for Advanced HPY diagnostics). Do sm-
diebylo zafamenovice nes & 000 Een starsich 7 1ex,
uwnichs byly sTovnavany vislediy LEC 2 HPY DNA
diagnostiky. Tao smdie ukazala na vyl citlivost
HPY DNA diagnostiky na 0kor Nl specificity,
krerd byla pravd@podobnd ovliviena zata-enim
Fan nEE&ich vEkovych skupin. Vzhledem k vyso-
R wskymn HEW infakee a ndslednd clearance
vir u miadtich fan by mély byt pomoci HPY DNA
diagnostiky wisrfovany poize 2any nad 30 let.
1da3ini screening by mel zahrmovar jak LEC, @k
HPV restovini [4, 71). HPV restovani poskynajevel



mi vy sakow negativil predikuvni hodnom [NEV],
kierd pi soubsinsm powsin cywologie umoEtuje
prodlousic screeningovy Inrerval a na & ler [8].
V sonfasns dobs jsouv Ceske republica k HEFY DNA
diagnostice zasflany pouze pipady s abnormalnt
oy logll 5 nexndmym viznamem (arypical squa-
mines cells of underermined significance; ASC-US]),
vyskyujicl se pHEne u 4 % ptpadi [1].
Zavedeni celoplcdneho soeeningn celosverove
viTa=nésniElo incklenci | mormalio cervikalntho
karcinomu. Ceskd republika bohusel sidle partf
mex] stary s nedosraEdng funkinim screenin-
EovYm programem, kdy se nasmi
piiblEns palovina cilové popolace [15]. Resentm
pro EEny, krerd = nejakeho divodu Tienav Sy i gy-
nekologa, by mohlo byt pous i samoodberovs sady
v podobé Rmponil, samoodberovg ch cervikovagl-
nalnfch kamalki nebo lavazl. ¥ nékolika soadiich
byla prokizani vysoka shoda hrHIV detekos mezi
vzorky ziskanymi samoodbirem a cervikainim

SIETETN provedenym gynekologern [3, 22].

HPY DMA TESTY 5 IVD CERTIFIKACI

P11 HPV DNA 1esTn mise byt derekovina pou-
z@ plitomnost nékeTého = hirHPY nebo mise do-
chazer k Cistetne & Aplng genoty piaci. ¥asina
merod detekuficich HPY DNA jezaloiena na po-
IyInEeTazove ternov & reakel (PCR), kIeTd vyuzivd
primery derekujicl rizné tastl HPV genomu,
jako MYOMY11, GPS+/6+, SFF10 [dewekce HFV
genu L1}, CP primery (derekos HEY gena E1)[2,15]
nebo pU primery (derekoe HPY geni E6 2 E7) [13].
Pomoci klasicke PCR reakce se specifickymi HPY
primery je mognd detekovar pouze pritnmonost
HPV DNA, nikoli odlisic jednotlive podrypy . FIo
geEnoTypkeaci jsou nejtasteji pouiiny memody za-
lozené na znalten! primeri (biodn) 2 nasledns
ELISA teakc] (enzyme-linked ImMmunosorbent
assay], Teatrime PCR se znatenymi probami,
popt. hybridizacl PCR. produkrd se specificky-
mi oligonukleordovyml prebami Tixovany mi
na stripu (line blor) nebo Cipu (microarray).
Jednorlive metodiky, kreré |sou certiflkoviny
jako in vimo diagnosrikam (CEIVD) 2 schvaleny
pro detekcl HPY u cervikalnich bunék jsouw shr-
nury v tabuloe 2.

Mnoho mernd umoEfuje derekel pritomnost
nrHFY podrypl, nékierd z nich nmestuji jejich
dpinou genorypizaci. Z Kinkckeho hlediska je
nefv§znamnejsi detekoa hrHPV a genotypizace
nejvice onkogennich podrypl HPV1E a 18 [7].
Nekuera fnny (Roche, Seegene) prow uweadly na
Irh syStemy urtens k Cistetneé genoty pleaci HEV.
Jde vETSINou 0 AUIIMArkovansd memdy zalote-
né Nz rezl-time PCR 5 probami specifickymi pro
HPFVIG 2 18 & probow pro os2mi typy HPV. Tyto

metody sezdaji byt pro klinickou praxi nejvhod-
ne;s[ poskyTuji informaci o pHomnest Siroke-

ho spekira hrHPY, biie speciflkujl pfitommnose
HEV15 2 18, [S0U AL COmATk0vane, tady Ao znaime
miry eliminuji chyby zplsobens lidskym fakio-
Tam & WmoEnnf fychiou analfzu vysokaho potm
vzOrkilv kTarkém fase. NEKTeTs sy stamy jsou take
spojend £ anromarckow kolac DNA ze vaorko
(nap?. Cobas 4300, Roche). Temat viechny HEV
DNA testy jsou kormparibing s odbenov §im meadii
Praserviyt a SurePath.

Froblémem versiny HPY DMA estl mise byt
jejich cileni ma HPV gen L1. PH integraci vim do
Iidskeho genoma v ndkierych piipadech dochiz(
¥k rzpadu fragmenmu 11. ¥ chio pEipadech je
moEnost falaing negativiry visladki, 2 miGe @k
dojic k opominud Nej=3vaEnsjsich ptipadd [T,
13, 1],

IAVER

HPV DMA testy jsou vhodne pro primarni scree-
ning karcinomu cervien, Maji vy S41 ser iriviog nes
oytologicke wwiarfend, nulovou sabjektvim a je
mozEné e spolehlivé aummadowar. Zahrmuo HFY
DNA diagnostickych metod do rurinnibo scree-
ningoveho programu by wIazne snElo morbiding
imormalim karcinomu déleEnho Cpka. HFY DNA
dlagnostika je idedlni merodikou primarniho ce-
rvikaAlnMoe scresningu pro Zeny nad 30 ler, kerd
viak v soulasne dobd neniv Ceske republice hTame-
nd z postedki veteiného zdEvoming pojiseni.
Velkym problémem EhD programu je
TOvDBE mald Gfast feskych zen, se kierou souvis
vysoky vskyt karinomu cerviey v porovnani se
zememi z2padni EvIopy. ¥ soutasné Aobe sa na-
bizf dvé moEnostl, 2 o 2dresneé zvani k vyserfen
2 zavadani kvalimihovyseden! veorki ziskanych
samoodbéTem.

Price granty IGA
WLF% _015 a Blomedreg
CL1.05/21.00/00.0030.
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Priloha 2.

Pilotni studie pro vyuziti samoodbéroveé
soupravy a molekularni diagnostiky
HPV infekce pro skrinink karcinomu
délozniho ¢ipku
Utilization of self-sampling kits for HPV testing
in cervical cancer screening - pilot study

OndrydSova H., Koudeldkova V., Drabek )., Vanek P, Slavkovsky R, Hajdich M.

Uketaw molakuldmi a translacnl madicing, LF UP 2 FM,

Klastr MedChemBlo, Clomouc-Hollce, vedoud doc. MUDr. Marlan Hajdidch, Ph.0.

Olbjective: To pat Initial axparienca with altermative
sampling (self-samgiling) for HPY tasting as the means
of CBrviCal Cancer SCresning program.
Dieslign: Orignal work,
Settimg: | ute of Moleoular and Trarslational Madicine,
Faculty of Madidna ard Centistry, Palacky University
n Qlomouc.
Methods: Bazed on axpresson of Interast, 215 self-sam-
pling kits were posted to women. Evalyn® Brush vaginal
owabs cbtained by self-samoling were analyzed for
the presence of HPY Infection by Cobas 4800 HPY
{Reche) rollowed by genotyping usng PapilicChedds®
HP-5creening (Greéner Bio-0re). Sty wamen ran-
domly chasen from our 5ample were sent 3 questionnaira
focusad on thelr axperience with saf-campling.
Results: Ona hundrad saventy-four af 215 (B1%) dis-
tributed self-=ampling desices have basn dalvared to
analysks. Al carvi rial swahs wara sampied correcty
and Ibwas possibia to anatyza tham by Cobas 4800 HPY
test. SImilanly, S&% (171174} samples were analyzable
&Peﬂllacne:k' I-F"\I'-SEFEEFIIH?.

& hundrad twenty-five (7255 of 174 tested samples
were HPW regativa Lo risk HPY Infection was datact -
ad only In ¥ samples (4%), and high nsk HPY (hrHPws

Cile studie: Ziskat prvotni zkatenost = altermativiim od-
bérem vzoro (samocdberem) pro testovani phitomnost)
HPY za dcetem skrininku karcinomu deomific dpku.
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Infection was present In 42 samples (24%). The most
neniuent detacted hrHPY gj E;pes wera HPVIG
»and HPYS3 (6,42, HPY ca-infection
was detedted In ¥0 Cases, NS m'mern IFHPY Infection
was find also.
OF the B0 quUestionnaires, 48 (80%) were returmed. Fram
this group, 47 (9E3) women rated their expeniance
with seir-sampling device as gocd to excellent. User
marual of self-zampiing device was corsiderad good
to eecdlent by all women (00%. Al women also rated
the carwvanience of self-sampling device Lsing as good
o excellent. A= expected, mosk of the women (n = 42
[&0%]) prefarred self-zampling bo phiysician samping
Cencluslon: Cenvicavaging saf-sampling leads to vald
rasuks of HPY SOTEENING LSND two MoleouEr genetios
mathods 3nd wes acoephed by Czech wamen vary wall Tha
salf-sampling as an apgortunity to participata In cervical
carcer screening could ncrease the attandance of tha

scraan mandwould helpte reduce tha incidanca
and rﬁa gru'isnlse.aseln Czech population

cervical cancer, cervical cancer screening, seif-
;En;pllng, human papliliomavirus, HPV, cytology,

Typ studle: POvedni prica,

Mazey asidio pracoviSta: Ustav molekuldrnl a transiacni
medciny, LF UP 3 FN Olomauc.

Metodlia: Na zikdads praclm'ngp rojeverého
wySatfenl byly 215 2erém zaslzny samood

FHIJOHF‘".I'



Evalyn® Brush. l:emkmra&rﬂn stery abdriend pottou
bty aralyzevany v nasl [shoraton fa pritamnost HPY
II'rI'EkI:E zystamam Cobas 4B00 HPY (Rodhe) 5 ndsled-
i;en:ltyplzal:l ﬂi-m meocl PapilloChedd® HPY-5creaning
mer BR-0reh ré vybranym 60 2endm z nateha
snul:-:-ru byl spoletne se samodbérovau sadau zaskdn
dotaznik zamdfany na jeich dosterast sesaﬂn-:-:lberem
vysledioy: Z rozes) h 215 sameodbenoyc] Ig'_n
ke znatyze dorutera 174 (91 %) ceml-mtagnélnlm
‘iechny vzorky by odebrany sprawne a byo mozngé e
%etnt Cobas 4800 HPW testamn. Papillocheck® HPV-
eaning syskEmem byo modnd za dsku valdnihovy-
sledho vyketfit 98 % vzorkd (7174)
4 vﬁeﬂe&‘th 174 vzorkl I:Iﬂln'l?ﬁ vaurkil [.'-‘2 ) HRY
wrikch, u 7 waork (4 detekavana pouze
phtomnost nizkorzkowe HRY | 2 u 42 veorki (24 %)
|sme detekoval pﬁmmnmhthnﬂalmé HF Infekice.
N casta|l detekavanymi vysooe rzlloc-v"‘.rn -PE ﬁg
;15' 16 (T4, 2 %}aHF\"S}[E-"
pripadech byla detekowana soutasna Infekce neknllka
brHPY, ¥ 5z nikch byla nalezena soutamne infekoe IFHPY.

v soudasné dobé je celosvEtors karcinom J&-
loEniho EHpku & 528 000 nove diagnostikoranymi
piipady rofné sedmé nejfascEjsl nddorové one-
mocnénd afore nejlas 55 niddoroveé onemocnsnd
u fen, Kaidy rok na toto onemomnén zemife 266
tsic Fen, oof odpovidd 7,5 % ze viech dmrd fen
na nidorovd onemocnéni, ¥V Seské republice byl
karcinom cervizu v roce 2011 nove diagnostikovin
1022Eendm a 299 fon na toto onemocnéni zemfelo,
Cnemornéni pestitnje pfedevEim feny v produk-
tvnim wEku, piiblifng 50 % incidence a 30 % mor-
tality tvoff skupina fen mladéfch 50 let [11, 15, 23],

Zavedeni cytologi ckého screeningového progra-
mu, vyuEivajictho tzv, Pap (Papanicolan) testu,
popf, lquid-based cytology (LBC), vedlo v fads
zemi k dramatickému snfen incidence a mor-
tality karcinomu délegnthe &pku [4, 19], V Seské
republice doflo bEhem poslednich 10 let k pokle-
su incidence karcinomu d&leEnihe hrdla o 14 %
a poklesu imrnosti dokonce o 27 % [9], Pormoci
skrininku zalofeného na wyEetieni se
podafilo pfedeviim snifit incidenci spinocelulir-
niho karcinomu cervizxn (5CC), kterf pfedstamje
af 85 % viech cervikdlnich karcinomii, Incidenci
adenokarcinormm, vzhledem k jeho lokalizaci, skri-
nink vifznamné neovlivnil [1, 6], Pravidelmfm
prventivoim ortologickim vyietfenim (kafdjch
L2mésiah) ke docilit negativnd prediktivnd hodnogy
29,3 % a pozitind prediktivnd hodnoty ¥ ,5 % [271],

Zisadnim problémern skrininkového programm
ziistivd nizké pokoytl oflové populace fenfv ER55%

Z 50 adeslargch dotazrikd bylo zaslanG zpet 48 (00%).
Z tétoshupiny chodneticswdy dostenost se samoodbe
ravod 53d0u jako dobrow a2 vybormou 47 (548 %) dotdze
nych 2en. Maved k poutit Evalyn® Brush D'gl%gwaauuan
-] dnure(eaz wynika)id viamil ¥enami (1007%) Viechny
2eny také ohodnotily pou2itl samocdbsnove sady |ako
doioré a2 vyrika)kd. Podle ntakavan| vetting 2an z ressho
soubond(n = 42 [B8 %] dava nest samoodbéry

odberem vzork |Sofem. pred peed
Zawer Samocdbgr :mlm'nﬁurﬂnlnn sty weds ph

i dveow testosranych melekulima genstidagich me
E.:' k waidnim vgslenﬁlm 3 byl Ceskyimi 2enami velmi
dobe priat. Zavaden| sameadbéru |ako zplscbu it

na carvikainim sknninku by mohle vést ke zviseni nd
wetEymiostl s rirlowennf oramu kardromiu decdniho
tipku, @ napamahio by kak ke snizeniinddence | martality
tahata onemocrén| v Seské populacl.

karcinem cerdxu, skrinink cerdlkdinihe karcinomu,
Pncnaumtmrrlldllﬂ papllomavins, HPV, cytologle,

Ces. Gymek, 2005, 80, © § 5 436443

Zen ve vBku 25-59 let), Zeny, které preventivnivy-
fetfeni nepodstupuji (45 %), sa podilejl 50 procenty
na diagnostikoraném k arcinomu d8laEniho hrdla
[, 2], Plestode cytologicky skrinink dosahuje
specificity 96,3 %, jeho nevfhodou je nizks sen-
zitivita (52 %) a znafnd subjektivita interpretace,
vyZadujici strikin{ kontrolu kvality orrologickgich
laboratofi [9],

Provznik pfednddorowych i nddoroviich zmén
na délednim &pku je nebymd infekce vwysoce rizi-
kovim genotypern HEY (hrHPV, jednsd se o subty-
py/genotypy HEV 16, 18, 31, 33, 35,39, 45 51, 52,56,
58, 59 a 66)[8, 28], HPV 16 2 HPV 18 jsou genotypy
8 nejvEEim onkogennim potenciilemn , zpdsobujicl
af 70% 5CC a vicenef 90 % adenokarcnorm cenvixn
[7, 171, Mespornou whodon hrHEY diagnostily je
také nizks riziko (< 2 %) rozvoje zévainého onko-
logického nilezn na délodnim hrdle (CIN3M) pro
hrHPY negativniZeny v nisledujicich 5 letech [2],

Atkoli fada studil prokizala vwisl senzitivi-
t (pfibliEng o 30 %) a nepatmé niEil specificitn
(pfibliEné o 4 %) hrHPY diagnostiky pro detekei
sifednd tEEks cervikdlni intraepiteidni neoplazie
a vyiiich stadif neoplazie (CTM2+) nef cytologie,
a tim lep& ochranu prot cervikilnimm karcdnomu,
zistivd morfologicks vySetfent i:mi]cﬂ:licrtnloﬂ.e
nejpoud frangjE metodon cervikalniho skrininku
[2, 2, 4, 9, 22],

P dosateni optimalni occhrany fen pied vani-
kem karcinomu d&lainiho Epku je nezbytné se
zam&fit na nejvice rizikowvou skupinu fen, a to
feny, které se skrininkowého prograrmm net&ast-
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Tabs, 1 Srowmdnl zikadnich charakterkstik putttjch detakénich metod, HHPY pockypy detekorvand wheml thaml detsktnim|
mitodaml jsou sznateny tudngm plsmem

Cobers® 4800 HFY PaplllaChack® HPY-Scresning LHNX Genotyping Kit HFY GP
Virabce Reche Grairer Bia-One Dimzzay
Cartifkacs CE-IND CE4VD CE-IVD

mukiplax rsal-+time PCR, PCR, fusrescandri znstanl PR s hictirgkovanymi GPS +/E+

¥ flucrimatricka datakos ahybridizace na microamay primary, RHA
Datekeownny HFV gan | L1:200 bp) E2 (350 by L1{E0 bpj
Intarni kertrola .
Kvniity DIMA f-glokin ADATI HH
o S HEY _:;h:;P;l; {;IEEE]EI.EIEE :;hl'HF‘l' (¥, B, 3 22, 25, 39, 45, £, 14 hiHPY (06, 16, 71 335, 75, 48,
ST 52, 16,06 59, 66, 62, 70, 72, 07 51,52, 56, 56,59

genetypy &, BE) +& FHPY (5, T, 40, 42, 43, 44/55) 52,56, 50,59, 66, 83
ACWAT! - mebera res e i, (- - Camformmii G i Méra HIH Tl LETE R FHPY - nizcs
sl i N e PR reemrmi

ni, Jednou moEnost je adresné zvand t&chto fen
k navEcévE gynekologa s néslednym hodnocenim
cytologie, Projekt adresného zvani byl v deské
republice zaveden zafdtkemn roku 2014, Ipies me-
didlni kampaf viak zvikil projekt adrasného zvani
fifast na cervikilnim skrininkovém programu
poEe o 8,1 %, MarfEend je niZéi nef v jingch ev-
ropskych zemich, kde se dfastzvidila primérng
015,2 % (v jednotlivich studifch 4,526 2 %) [16,
25], Bada studii naopak ukizala, fe tyto Zery
preferuji mofnost samoodb&ru, Nabidnuti sa-
moodbErowd sady Eendm, kterd nechtsji navitivit
Emekologa za ddelem skrininku, vedlo kvy#iimu
procentu vydetfenfch fen: af 39,1 % Zen, které
nenavitdvovaly skrininkov§ program, odeslalo
vzorek odebrany samoodbérem na hrHPY testo-
vini, zatimeo op&tovns adresné zvani piesvEdEilo
v jednotlivich studiich jen 9,1-35,5 % Zen [28],
Mavic 89 % Zen, jejichf samoodbér byl hrHEY
pozitivod, naslednd navétivilo svého gynekologa
a podstoupilo oytologicke vyfetfeni, pfipadng
novi HEV test [13, 14], Z publikovamfch studii
tedy vyplivd, e by zaslini samoodbérové sady
ZFendm nenavEtgvejicim skrinink mehlovyrazng
o ditzachyt pfednddorowfchinddorovich zmén
iv Ceské republicea pfinejmendim skupimm hrHFY
pozitivoich Zen pak dostat do gynekologickych
ambulanci, O plofném zasilini samoodbérovich
sad se v CR zatim neuvaZuje, cllen® je nabizi
Rakovina wic vefiejnd - nadace provizkum rako-
viny (www vecverajna, cz),

Cilemn na#i préice bylo owEfit potenciil samood-
béru v kombinaci & molekuldrnim vyEatienim na
HPV pro zviffeni (fasti feskych fen ve skrininko-
vérmn programu karcinomu délainiho brdla,
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Zenim ve vEku 19-75 let, kterd projevily zdjem
znatavlj HPY statusa objednaly s HPV test prostied-
nictvim internetovfch strinek http: /f/www, veore-
rejra~cz,enf, byly rozesliny podton samoodbEroé
sady Evalyn® Brush (Rovers Medical, Holandako),
které byly po odb¥m dorufend pegton do Ustau
molekulirnd a translafni mediciny LF UP k dalii
analfze, Pilotnd skuping 60Fen byl spolefng se sa-
moodbéron sadou zaskin dotaznik zam&fery na
jejich zkniencesta spokojenoet s dmto typem odbéru,
Uanalyzovans skupiny fen nejson zndmy sociologic-
kéddaje ani informaceozdravetnim stava, ¥Eachoy
feny zafazend do studie pedepsaly informovany
souhlas s dfast] ve smdii, vizkumng projekt byl
schvilen etickon koroisi Lékafske fakulty Univerzity
Palarkého a Faknltni nemomice Clomone,

Cdebmané vzorky byly skladovdny nasucho aZdo
dormfent do laboratofe, kde byly ficovdny v Cobas®
PCR Cell Collection médin(Roche Diagnostics, Seakd
Republika), ¥Eechny vzodsy byly analyzovimy na
piftornnost HEWY 16/18 a dalfich 12 hrHPW systémerm.
Cobas 4800 HPV Test (Roche Diagnostics, Seskd
Republika), Detelce HPY DNA pornoc] Cobas 4800
HEV Test je zalafena na real-time PCR na pifistroji
Cobas za80 , které piedchiziantomartizovans ola-
ce DMA na pifstroji Cobas x 480 [20], Genogrpizace
HP byla provedena systémem PapilloCheck ® HPY-
Screening (Creiner BiorOne, Mémecko), kterf de-
tekuje 18 htHPV a 6 nizkorizikerfch HPV QLIHPV,
tab, 1, Papillocheck® HPV-Scresning systém je
zaloden na amplifikaci cilové sekvence virord DA
PCR reake] s nasledmjmn flucrescenfnim znadenim
a hybrdizac na microarmy, Zpracordnd a vyhod-
nocenimicroarray probihd automaticky za pormoci



Tab. 2 Arabjza HPV stabusy, unichE se '\qdi-ll"mu systemem Cobas® 4300 HPY a PaplloCheck® HPY-Scresning neshedoaty

nabo analjza PaplioCheck™ HPY-Scnmning selhala

:- oot 4200 HEV ::‘u-mm- #ﬂ: ping Kit :fd-h ini HPY
1 Hegstivnl HPYCE, £2, 47 Mogstivi HPY L5, E2, 42

2 HPY % HPY 42 Magstived HRY 16, 42

3 HPY % HPY 47 Magativei HFY 16, 47

4 HPY 1+ calsl HFY HFY &2 Magativei HFY 16, 62

E HPY ¥+ dalél HPY Hegativi HPY 33 HPFY 16, 3%

13 HPY ¥+ datil HPY HPY 38,66, 6 HPY 25, 66 HPY 16, 23, 86,6
T Oz HPY Mogativi HPY 45 HPFY 45

B Oz HPY HPY 40 HPY 2 HPFY 53,40

2 Oz HPY HPY 40 Magativi Calil HPY+HPY40
o Oz HPY HPY 2 HPY E3, £2 HPY 53, £3

n Dz HPY HPY 44,55 HPY 45 HPY 45, 44,15
12 Dz HPY Magativri HFY 56 HFY 56

3 Hegatini Tast salthal Magativnl Magativnl

4 Hegatiwi Tast salthal Magativnl Magativnl

15 Dl HPY Tast saltal HPY 3 HPY 53

Dl WP+ aberats WP 31, 33, 36, 45, 51,52, 5, 55, 55, B5 w EG. Kora sl HPY v theck o zulofen r o oolb vl nckn cheos debabirich matod, v i pachh HPY
perokypd dutskovangch vism | Fan| poulibel vkl PRt acet HEV IS, T, T, B2 P CHPV 8, TL, 43, 42, 43, 44/9) byls vyhad ncomns pouos ra sikdedl asa-

Ky eyt Papl eChece® HPV-Scrsaniag.

CheckScanner™ a CheckReport™ Software [10],
Rozd&leni HPV genotypli na hrHPV a IrHev bylo
zachowino dle Kasifikace virobolh poufitfch de-
tekinich metod, ¥ pifpads neshody v?nledkﬂ Ly
tému Cobas 4800 HPV Test a PapilloChed® HEV
Soreening jame k potwzend HPV statusu poufli
LMY genotyping kit HPY GP (Diassay, Holandsko),
Principem testu je amplifikace cilowé selvence vino-
vé DMA pornoc] biotinylovangch CPSH 6+ primeni
a ndslednd hybridizace na sondy specifické pro jed-
notlivé genotypy, kterd json nanesend na Esticich
znafenych odlifnfmi flucrofory (RHA - Reverse
Hybridisation Assay), Zpracovand a whodnocent
vzorkil je plng automatizovino na sestavé piistro-
il spolefnost Iomines [12], Keviem testlim jsme
poEili DA plipravenou automatem Cobasix 480,

wisledky byly ndsledné stadsticky zpracovény po-
moc] software B a Microsoft Excel,

Visledky HFV testovini
Ma zaditkn studie byle poStou rozesline 215
samoodb&rovich sad Evalyn Brush, z michE by-

lo k analfze doméeno 174 (81 %) samoodbérem
ziskanych cervikovagindlnich st&rf, ©w viech
vyBetfovanych veorkd poskyt] samoodbir dosta-
tefné mnofstel bungk potfebnych pro vySetfent
systémem Cobas® 4500 HFV (amplifikace vnitnd
kontroly), #idné vyle tfeni nebylo numé z technic-
kjch diivedf opakovat, Systémem PapilloCheck®
HEV-Screening nebylo moEns vydeddit 2 % (3/174)
vzarkil (opakovans selhini amplifikace yniting
kontroly), Tyto vzorky byly stejné jako vzorky,
u nichf wisladky testu systémem Cobas® 4800 HEV
a Papillocheck® HPV-Screening neshodovaly we
visledkn 7 %; 12/174), ndsledns vySetfeny pomoct
LMK genotyping kit HFY GF (tab, 2,

Z analyzovanych 174 cervikovagindInich stérfi
bylo 125 G2 %) HPV negativnich, v 4 vzorkd (2 %)
byla detekovina piitornnost pouze IrHEY infek-
ce a 45 vzorki (26 %) bylo hrHPy pozitivnich,
Mejtastdji detekovanym genotypem byl HEV 16
(15/45; 33 %), PHromnost dalfich genotypli je zob-
razena na obrizku 1, Ve 12 pfipadech byla dete-
kovina soufasnd infekce nékolika hrHPY, v S=ati
z nich byla nalerena soufasné infekce ITHPV
{tab, 3}, Skupina hrHPV pozitivnich Zen méla
o &tyfi roky mladE vEkovy mediin nef hrHPV ne-
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Tab 3 Dotelovans HPY kolnfakos u 2045 HPY pedthmich workl

Kolnfakes o

wloa teHPV ;“ égwne- m-b:: Dstakevand ganatypy WHIII' e

“' _m. T wzarku) (fizlo vzoriay | S%VPY

1.2 HPYIE, 38 89 HPVIE, 42 5 HPY1E, 18, 53.42

3 HPY 18,31, 51 ) HPW 4B, 44,55 E HEW 16, 18, 66, 6
HPY 16,56 il HYEL 6 ¥ HPY B, 51,42

3 HPY I, 6B 7] HAVER 40 ] HEW B, 86, 440

3 HPY E2,53 B HPW BB, 44,50 B HFY B8, 63,42

7 HPY E5,58 ] ather HPY, HFY 40 w HPY B2, 70, 42

P gmatpy HFYTE, B W, W, B, 05, 39, 43, 5, 492, 35, 9, 56 56, 2R, B4, 7O, 73, B2 houw ishaks vymnets ey bulrim plemen
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gativni (34 va, 38, p=0,011), 5 rostoncim vEkem
pofet hrHPY pozitivnich £en nesigni fikanins
Klesal (p=0,013),

Hodnecend spokojencsti se samosd bérovon
sadom

Ze 60 odeslanych dotaznikil bylo zaslino
zpéEt 48 (B0 %) wplndnjch formuldif, visledky
dotaznikového Satfent json znizornény v obriz-
ku 2, svou zkufenost se samoodbErovon sadon
ohodnotilo jake dobrouw af wibornou &/48 (98 %)
dotizanychian, Mavod k pouZid byl povaiovan
za dobrf af vynikajici viemi Zenami (100 %),
viechny Zeny také ochodnotily pohodlnost poudi-
tf samoodb&rows sady jako dobron aZ vynikajict,
vEtfina fen (42/48; 88 %) divd plednost samao-
odbéru pfed odb&rem vzorku lékafem, pouze
10 % (5/48) hodnot] samoodbér a odbér lékafem
stejnE,
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wﬁl !D.EEI 3,53, 56, Ewm J'D.E.S! tHF'l'

tu systérmem Cobas® 4800 HEV u viech
174 analyzovangch veorkd povzuje, fa
mnaEstvi a kvalita odebrangho mate-
ridln samoocdbSrovon sadou jsou pro
hrHPY vyetfen! dostatefné,

¥ ndmi studované skuping vzork
jsme detekovali hrHPY DMA u 24 %
vzorkil, cof je vice nef dvakrdt vyisi
hodnota, nef wid&l nejrozsihlejii
studie fan (n = 27792 an =26 145), ke-
& menavitdvujl cervikdlng screening

(10 % a 8 %) [12, 14], Maopak podob-

~ né vysoks zastoupend (7,4 %) hrHPY
pozitivnich Zen byle pozorovino ve
studiich zaméfenych na feny se zvi-
Bermn rizikem hrHPV infekce Eeny
scenvikilnd dysplazii, HIV pozitimi fe-
nyapacientky kolposkopickfch klinik)
[18], M&S vysoky zdchyt hrHPY miife btz plsoben
nereprezantativnost] vibdn, vEE zdjem zjistit
svilj HPY status pornoc] samoodbém mohon mit
ZFeny, které j# trp{ HPV-asocioranim onemocné-
nim nebo z jimfch divrodi spadaji do skupiny sa
v femym rizikemn HPV infekce (zejména rizikové
senrnAnd chovin i,

Nirméng celkovd wysoké procento paithmich
vzorkd je v souladu s neddvno publikovanou studif
HPY pozitivnich vzorki [26] a ukazuje na mimeiéd-
nEvysokon prevalenci hrHPY v populaci faskfch fen
vie srovndnd & fingnd evropskgimi zem&mi (cbr, 3,

MoZEnost samoodbim cervikovagindlntho
stéru pro HEV test byla Zenami velmi dobife pii-
jata, Zeny ocenily pfedeviim pohodlnest a jed-
noduchost pouit] sady, vEtfina dotizanych Zan
upfednostnila samoodbér pfed cdb&rem vzorkn
lékafemn, Pouze dvE dotazovand Zeny (2 48; 4 %)
by po vyzkoudeni samoodbéru upfednostnily
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odbér cervikdlniho stém gynekologem, Male
vieledky ma &eskych fendch jsou v rezporu se
studif van Baars et al, z roku 2012, kdy nizo-
zemské feny nejéastdji upfednostiiovaly odbéEr
vzorku lkatemn, protofe se jim zdé spolebl v &jE
a nemusi mit obavy z nespravng provedendho
odb&r, Pozorovany rozdil lze vysvitlit napiiklad
podstaing meniim souborem jedincl v nafem
souboru, ale potencidlng i rizofm piistupem
lékaff k pacientre nebo saleked aktivn&jil sku-
piny fen v nafemn souboru, Ziskané visledky se
nicmén& shoduji & daty ze stejné studie, kterd
také sledovala spokojencstZen se samoodbérem
pomoct Evalyn® Erush [27],

U vzorkil odebramych lékafem a samoodbérem
je podle literatury dosahovina vysokd mira sho-
dy v detekci htHPV (pro Evalyn® Brush &, 6%)
[18, 27|, Made studie swym designem neumoEfinje
shodu mezi sameod bérem a odbérem provedenym
grnekologem zhodnotit, nicménd mifemes po-
wrdit excelentnd vy etfitelnost vech odebramich
vzorkil, oo svEdE o spolehlivost provedendho
samoodbE,

Ffes pozitivnd visledky nal{ pilomi studie
nemfifemne své nidlezy generalizovat a kvanti-
fikovat potencidln pfincs samoodbén ke skri-
ninku karcinomu cervizu v nadich podminkich,
Abychom byli schopni odhadnout, jaky efekt by

005,80, EERA GYHENDLOGIE

102

441



442 iEskderMENMOEE

méla moEnost samoesdbimu, bylo by nezbytné
cllen® zaslat samoodbérovon sadu skuping fen,
které se skrininku nedfasmi, pfipadné nerea-
govaly ani na adresné vyzvini k preventivnimu
vyetfeni, Provedeni takové studie a pfipadns
implementace samoodbérn do ekriningového
algoritmu v Eeské republice miife bt jednou
z efektivnich cest, jak snifit viskyt tohoto one-

mocnEniv populaci,

Samoodbér cervikovagindintho stfm uwmod-
finje ziskat validn{ visledky HPY genotypizace,
SamoodbErory kit Bvalyn® Brush byl feskymi -
nami dobfe pHijat{ndvratnost testu k analfze Einila
81 % Zeny byly s odbérem spokojeny), Kombinace
samoodbém s hrHPY diagnostikeu pro Zeny, kterd
ze zatim skoninku nedfastni, by mohla vést ke
zvifBani pokrytl ciloné populace azdchyt fasnych
stadif cervikdInfho karcinomu,

Price na tomto projekiu byla financovina
z prostiedio vnitini gramtové agentury
Univerzity Palackého v Olomond

(IGA _ﬂ_lﬂ“_nﬂﬂ.ﬂlkmnn:“
Ekolstvi, mlideZe a télovychovy Ceski
(CZLO5/3.L00,/14.0307;
3.00/30.004% LOTS04),
Ministerstva pramysh Ceshé republiky
(OPP1 5.1 S5PHO2/052) a Technol ogické
agentury Ceské republiky (TEO2000058).
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A Head-to-Head Analytical Comparison of
Cobas 4800 HPV, PapilloCheck HPV Screening,

and LMNX Genotyping Kit HPV GP for Detection of Human
Papillomavirus DNA in Cervical and Cervicovaginal Swabs

Hana Jaworek,*" Vladimira Koudselakova,*" Jiri Drabek, *" Jana Vrbkova,*' Blazena Zhorilova, ' Ivana Oborna, ™
Jana Brerinova,! Radim Marek, ¥ Karel Huml, ¥ Peter Vanek,*! and Marian Hajduch*'

Frow: the Testina of Molecular and Transhatioeal Medicine® and the Departnes of Biology aed Obaseoric s and Gymecology,) Facselly of Madicine and
Diensinry, Palacky Uiwersity (lomose, (lomaous: Cancer Research Crech Republic! lomoue; Fergmed 13d,1 (tlomouc: and Arbess VF [ad,) Koo mad
Ol Coerk Repashlic

:}.T:;;: High-risk human papillomevinus (heHPY) infection s & cause of cenvial @anoer dewelopment. The

addition af hrHPV testing to cervical cancer soreeming &nd mamitaring of cerdeal §rmreepithelisl
::Hme;:ﬂ, nestpli i trestment improves the efficscy of somening and trestment, respactively. Self-ssmpling for
T T — hrHPY testing ssemid & promising tool for incressing patient partic pibian in cenvical cander Soreemng.
Tramshinonal Medicme, Faasky In thi praject, 1198 cervical swabs abtsined by physicians and 176 cervicovagingl swibs abliined by
of Wedaure a0 Dy, self-wmpling (not cllscted in pamlel) were snsbyred for the presence of 14 hrHPV genotypes wing
Palaciy Usivesey (lommoase, thres commerd slly svail sbie ssuegs in @mpadson. HPY DRA wes deteded in 21.2% of sll samples (21%
Cancer Research Crech Re- of cerdesl swabs and 22.7% of cerd covaginal swals). The mbes S800 HPV Test was the mast sensitive
pubilic, Hesvotmaka 3, 713 13 [0.983) and specfic (0.992) for hrHPV detection owesll The PapillaCheck HPV-Scresning and LMNX
Cloma, ddeh Kepuole . b Genatyping Kit HPY GP hed comparsble specificity with that of the cobss (0989 &nd 0,955, respec-

U p . tively), but lesser sensitivity (0897 nd 0909, respectively). In physician-obtsined cervcl swabs, the

mhes showed the highest semitivity 2nd specificity (0950 2nd 0998, respedively) for heHPY
detection, whemas in cevicowsgingl swabs, the cohes hed the highest sensitivity (1.00], but the
PapillaCheck had the Inghest s pecificty (0.993). In anclugsian, sl of the detection methods eval sted
were fighly sensitive and specific for HPV detedion from both dinician-collacted cefrical swabs
and selfsampled cervicovaginsl swabs, (7 Mol Dagn 2018, 20: 849—858; hitpe: /ol o/ 10 101 61
Ljmakde 20 8 07 004)

Persistent  high-risk  human  papillomavims  (heHPY) Validsied HPY tesis and HPY tess cenified by
infection is a cause of cervical cancer and high-grade Conformitd Europdenne In Vitro Diagnoatics usually targed
cervical intraepithelial neoplasia '~ HPV -based cervieal 14 heHFY genntypes” These genotypes wene classified by

cancer acreendng is more effective than eytology-based the Intemnational Agency for Reseanch on Cancer as follows:
screening  (Papanicolaou kesf) for preventing invasive carcinogenic (HFY16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58,
cervical cancer development and cervical cancer monal-
iiy." Several European randomized wriak have shown thai

e cumulative incidence of cervical cancer in groups with X md ¥, L0304, (0 1010 VLB B
: . Nooenel, Fifer e ooty gramen 10304, § I

negative HPY st was lower after 5 years than the OINEIE, and LMHIN064 M HY; Technological Agmey of fe Crech

incidence in groups with a nomal cyislogy result afier Hipubilic grase TECNNOOYE (MUH_); e Cameer Researcks Crech R puablic.

3 years* ' D heomaes: Mo declamd.

Supgrared by Palicky Universey gmee LF 2015 008 (HL); Mimssry of

Coppight & 2003 Ameriom Socely G iy sy e Palobygy od e Ascocson e boleobe Pabology. Published by Buever e AL sghis sored
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Table 1 Comparison of the Basic Charsderistics for Esch of the HPV DHA Tests
Asssy charscteristics Cohat 800 HPV test PapilloChed: HPV scesning LMMK, genatyping kit HPV GP
M fac turer Rache Greiner Bio-Dne Driaes sy
Principle of test Multiphex resl-time PCR, PCR. fluorescent Leheling, PLR with biotinglsted GP5+/
fluadmetric detectian hybiridization on chip & + primers, RHA
Ansbyred gene (sizeaf PR LT (200 bp) E1 (350 bp) L1 (150 bp)
peoduet)
Internal contral -gplahin ADATI Human DHA fegment locsted an
chrom some 14
Detsctesd genotypes 14 heHPY (16, 18, 31, 33, 35, 18 eV (16, 18, 31, 33, 35, 14 heHPY (16, 18, 31, 33, 35,
39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 39, 45, 51, 52, 53, 56, 58, 349, 45, 51, 52, 56 58, 59,
66, 68) 59, 66, 68, 70, 73, 82) + & 66, 68)
IrHPW (6, 11, £0, £2, £3,
&4/55)
Farm af results Pattisl genotyping [HPV1S, Full genatyping Full genatyping

HPV1E, ather HAY)

Limit of detectian 300—5600 copy,mL’: 500
[HPV1E; HPV1E) capy/mLt

Valume af TNA input 25 pl

st stization (DA Yes

walstion included)

Turnsround times & hours/0.5 hous
techmidan time
Cost per sample 7 Eures
Specisl equipment The abes x 480 [instrument for
mquined sut omatizd ample
prepamtion);
cobas & £80 (resl-time PCR
anshyasr)

50 copy/resction: 300

10-100 e py/resd fon;

copyfresction 10—100 copy/rasdion
5ul 10 pl
Ha Ka

£.25 haurs/1 haur

11 Eures

PCR

£ hous /1,25 hours

29 Eurcs

eyeler; ThedSeanner: PR eyder, Luminex 100,200

CheddRepodt softwes

HFY genotypes detectable by all tested methods am: shown in bold.
TLimit of detertion was detemmined by the marefcner of each assay.
Per miL of oniginal ampe.

Al 1, adenomine deam rase 1; HEY, honan papi lomavizes; hrif, nghenise H 99 0P, lowenise P RHA, meeme hybridimtion asoy.

and 59), probably carcinogendic (HPV66), and possibly
carcinogenic (HPY68)."

Many HPY detection s ae commercially availahle
and typically detect clusters of heHPY genoiypes or pro-
vide pamial genotyping. Only a few iess provide full
genotype-specific  information.” Partial genotyping for
HFY 16 and HPYVIE could be benefictal because these
genolypes pose & greater risk of cansing cervical cancer
than e other e HPY genotypes ™™ Genotyping heHPY s
other than HFY 16 and HPFV18 is valuable for the idend-
fication of type-specific persistent infection, follow-up
evaluation of women who screen positive, and an indica-
tion of residual or recorrent disease in women weated for
high-grade cervical lesions.'"**

Three Conformie Boropdenne In Vi Diagnostici—
cemtified methods were compared in this study: the oobas
4800 HPY Test (Roche Diagnostics, Manohe im, Germany,;
mefemed W as fe cobas 4B00), te PapiloCheck
HFY-Screening (Greiner Bio-One, Frickenhausen, Ger-
mamy; feferred o as PapdlloCheck), and the LMNX Geno-
yping Kit HPY GP (Diassay, Rifpwijk, the Metherlands;
reformed @ a5 LMNX). The cobas 48007 and Papil-
loCheck'® were fully validated according to the Meijer

106

prowseol. ™ The Medjer protocsl was ssembled by an expert
commitee in 260 and proposes that new heHPY DMNA
detection methods shoold be highly reproducible {sens-
tvity, =080 specificity, =098) o detect high-
cervical intraepithe ial neoplasia (CIN23) or cancer.”

Hybrid Capture 2 (HC2; Qiagen, Hilden, Germany) and
the GPS+86+ PCR enzyme immuonossssy wene used a8
standard comparaior assays and ane considered fully clin-
cally and epidemiologically validaied " LMNX fulfilk the
crieria for clinical accuracy based on comparisons with
standard comparator assays; however, no publication exiss
showing i reproducibility according to the Meijer protocol.
Thas, te LMNX assay may be considered partially wali-
daied according i the Meijer proiooenl.'”

Self-sampling seems a promising metod for improving
palient pamicipation in cervieal cancer sereening." ™" Thus,
we iesied the performance of selecied diagnosic systems as
well for women self-collected samples, even if the pained
self-collcied and physcian-collected samples were mot
available.

The aim of this siudy was o direcdy compare the
detection of HFV16, 18, and a pool of 12 other heHPY
genotypes usng te cobas 4000, PapilloCheck, and LMNX.

jmd.amjpathol.org m The Journal of Molecular Diagnostics
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Aand B Venn diagrams showing the distribertion of jpagi twe detection of haman papiliomavins (HF) 18, HPY1Z, and the other 12 high-risk HPY

frHPY) genotypes (HPY 21, 33, 35, 39, 45, 5, 57, 56, 55, 59, &5, and &2) in cenical (K) and cenvicovaginal (B) swabs.

Materials and Methods
Ethical Cornsiderations

This study was parfarmed in compliance with the Hekinki
Declaration according to the sidy ethics proposal approved
by the Ehics Commitiee of te Faculy of Medicine and
Dentistry & Palacky University and the Faculty Hospital in
Oilomouwe. Writken informed consent for the wse of collected
samples for research was obtained from all smdy partic ipants.

Clinical Specimen (ollecton

For this study, 1374 samples were collected firom Febmuary
23 o August 2015 from Crech women ages 17 o 72
years (median age, 33.7 yeas), regardless of hisiopathology
of cytomorphology findings. Physicians collected 1198
cervical swabs for this smdy in cervical screening centers
(302 cases) or fn wire fentilization clindcs (#96 cases). After
sampling, each cervical brush was rinsed in cobas PCR Cell
Collection Media (Roche Diagnostics). All samples werne
Aored and transporied & moom e mperae

A total of 176 cervicovaginal swabs wem obtained by slf-
sampling using the Evalyn Brush device (Rovers Medical

Devices BV, Oss, the Metherlands) via a cerdcal cancer
P vention peogram organized by te Cancer Beseanch Crech
Fhepuhlic 1.Frﬂ',r-'.'.\'"nwn: L_\:i: |mru'.iuu|.rr_\.4:..'fd\'-e'4-'.r|LiMI-e'¢r.rn'rr-
wpether, bt accessed May 9, 2018). After sampling, each
pecimen was ssaled in i orginal dry sle imide 5 case
with & cap and seni by mail for HFY testing Each Bvalyn
Brush received was rinsed in cobas PCR Cell Callection
Meadia. The median time between sampling and sample recei pt
was 3 days. All samples were siored &l room emperature,
Cervical and cend covaginal swabs were not collecied in parallel .

Sample Preparation

Al samples were collected in cobas PCR Cell Collection
media, which & recommendead for the cobas 800 HPY Test.
PreservCyt transpont mediom (Hologie, Inc., Marlborough,
MA) is recommended for PapilloCheck HPVY-Screening and
the LMNX Genotyping Kit HFY GP. Because the chemical
compoation of he PresrvCyi and the cobas PCR Cell
Collection media & not avallable from manufactures and
thus not comparable, we have performed extensve chemical
analysis o compare both preservation medias, OF interest,
hoth compositions are based on 55.4% or 575% buffeed
methanol withow forther significant differences. as e videnced

Table 2 Summary of HPY Pesitivity Rabes in Owersll, Cetvical, and Cervioovaginal Swabs
A 5 amples % Cervicsl swabs % Lervicnwaginsl swabs %

Tatsl numbes 1372 1195 176
HPY negative 1081 78.8* a5 79.0* 136 773
HPY pars it e 21 2.2+ 251 210* &0 27
HPY 16 63 216" 55 223t 7 175"
HPV16 &nd 18 1 0341 Q i 1 250
HPY15, 18, 2nd ather HPY 1 0.3t 1 osgt 0 0
HPY1S &nd ather HPY 26 a3t 2 a7e 4 100"
HPY 18 ] 275t 8 ERLy ] 0
HPV18 and ather HPY 2 a.6at 2 asot a i
Other HPY 190 653" 162 645t 28 700t

“Pereriage from a tofl renber of canples.

|R'|:u'rtage fom a nomber of HEY- posThwe samples.

HE, haaman papilom avines.
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Figiite 2  Companson of methodspeofic buman papiloma vins (HA)-
posithe @ies with conseres moai. The dashed Hnes represent the HF-
positve detection rate valmes of consenmes mmits in 1377 cendcl
{m = 1196) and cervicvaginal (v = 176) samphs analymed by the wmbas
458010 and Papiliolhec. Becase only part of the mmple collertion was
eamined by the LMNL method, the asterisks mark fhe HPV-pasitve
detection @te valses of consenms mgults in 230 (222 convial and &

cend ovaginal) samples analyzed by the cobas 4200, Papiliolheci, and the
LM X in jparaliel. The: oorsenses HFY maultfora gien smple was obtained
when at least two methods wem conmosiant

by elementary analyss and noclear magnetic peciiosomHmy
(Supplemental Table 8 1; Supplemental Figue S1)

DMNA wasexiracted from all of te samples wing the cobas
= 480 fior use with all three HFY detection me tods, although
e PapiloCheck HFY-Screening and the LMNX Genotyp-
ing K it HFY GP recommend wing dif ferent DNA exraction
meitods. The oCheck DNA extraction kit (Greiner Bio-One)
& recommended for PapilloCheck and the QlAamp DMA
Micro kit (Qiagen, Hilden, Gemmany) for LMNX. For this
reason, the validation of fhe cobas x 480 DNA extracton for
these two HFY detection assays was performed acconding i
Inemational (rganzaton for Standardizaton 150 15189,
For this validation sudy, a set of 199 cervical swabs
{collected during 2012) was selected and esed by the cobas
AR, The resuhbs foom using the cobas x 480 DNA exraction
were companed with those using the oCheck DNA exraction
kit on 49 HPY -positive and 50 HPY -negative cervical swabs
and compared with those using the QlAamp DMNA Micro kit
on 4 HPV-positive and 48 HFV-negative cervical swals
{Supplemental Table 52),

HPY DNA Detection

All samples were teded for HPY DMNA using the cobas
4800 HFY Teat acoording i the manufacturer's recommends-
tions (Talle 1), PapilloCheck was wsed o test all samples ac-
conding o the manufacurer's instnctions, exoept forthe nucleic
acid preparation. LMNX was wad for parallel esting of the first
337 samples according to the manufacturer’s instrctions,
except for the mcleic acd preparation. Unforunstely, the
conocentration and qual ity (25 measned by a 260/ 8 ratio) of the
DMA isolated using the cobas x 480 (HPV Detection Failieres)
was dower than that obtmined wing te (lAamp DNA Micm
kit and conwribaed o an unaccepisble failure rae of bot
e PapilloCheck and TMNX asays DNA exwraction using

852

e recommended methods reduced the failure rate from
L44% o 0% and from 11.1% o L59%, respectively. Becase
of this, de LMNX assay was wsed only fior result omfirmation
in the remaining 42 samples, in which the resulis from cobas
4800 and PapilloCheck were not concordant {Supplemental
Tahle 53).

Although each detection method tests a slighdy different
spectrum of genotypes, only 14 high-risk HPY iypes
detectad by all three medwsds wene analyzed for ¢ ompanison:
HFVI6, 18 31, 33, 35, 30, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66, and
68, HPV16 and HFY 18 resulis were amlyzed individually,
and the remaining 12 high-risk HPY types wene pooled for
analysis, OFf te 138 samples collecied, 1 produced
inconclusive resulis and 1 failed in all tested asays, most
probably because of inappropriste sample collection. These
wo samples wene excloded from our audy. In ioal, 1372
cervical and cervicovaginal samples were analyzed. The
consensis HPY result for a given sample was obtained
when at least two detection medwds wene in agneemen.

Amalyses of samples deemed invalid by PapilloCheck
{6 cases) or LMNX (42 cases) were repeabed afier DNA
extraction according to the assay manufacirer's recom-
mendations to clarify the mole of the DNA extraction method
in asay robusiness DMNA concenwration was measuned
using e fuorescence-based Qubit dsDMNA HS Assay Kit
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA).

Statistical Anabysis

The swmtaical sofiware B version 321 (R Core Team, R
Foundation for Statistcal Computing, fope fwwoscr-profect.
arg, 1ot accessed Febmary 26 2008) was wed for data
evaluaton Measumes of agreement, such as sensdtivity,
apecificiy, and Cohen's k coefficens with 95% Cls, were
calcubaied for each method and compared with the HFY
consensus resull usng functons from the epibasiz R
package, version 1.3 The McMNemar ted was wed i
evaluaie te symmetry of positive mesadis HFY comensus
resulis (concordance of &t kead two metods) were
consddered e gold standard for semsitivity, specificity, and
k ocoefficient calcolstions. The senstvity, specificity,
Cohen's « ocoefficient, and concordance of nesulis obiained
by the LMNX assay were calculsted only for 337 samples
teded in parallel with the oobas 4800 and PapdloCheck.
Concordance between the mesuhs of the HPY detecton
methods was analyred only when bah methods being
compared produced valid resulis. In a validation audy, e
cobas 4800 was consldered the gold standard for sensitivity,
specificiy, and accuracy assesament {Supple mental Table 82),

Results

HPV Positivity Rates

Theee HPV DNA detection methods, the cobas 4800 HPY
Test, PapilloCheck HPV-Screening, and the LMNX
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Table 3 Prirwise Conmedance betwesn HPY DNA Detection Methods 2nd Consensus Results
wnhes £B00 Papillol heck LHKK Comenus HPV result
HPY HPY— HPY HPV— HPV HPY— HPY+ HPY—
mhas 4800
HPV 0876 (0.BLL ta 0.907)* 0.767 (0.681—-0.852)* 097 [Ta.gs.t—u&s}.*
HPY— o.oost 0860 0423
PapillaCheck
HPV 256 17 0.705 (0.609—0.802)* 0906 (0.878—0.934)*
HPY— 39 1060 o031t a0t
LMKK
HPY+ 58 14 50 22 0835 (0.762-0.909)"
HPY— 12 M6 9 249 a2t
Consensus HPY msult
HPY+ 286 5 261 30 &0 [
HPY— 9 1072 12 1069 12 %53

Oy samples with sakid reoatts from each method wew indmded in the araiyses. Ewesy intemection of method row and method cdsnn comesponds to a

2 x 2 comtingency table for Shose two methads.
" (#5% ) conoowdanoe metrics.
1P \alme was calodated wring the Mclemar test
H Y, homan papilomains.,

Genotyping Kit HFY GP, were wsed to identify HPY
infection in cervical and cervicovaginal samples. In idal,
1196 of 1198 cervical samples and all 17% cervicovaginal
samples were incluoded in te smdy. For one cervical spec-
imen, all hree methods showed an invalid result (low DNA
condent); the other cervical specimen had an inconclusive
resull, probably owing v hemomhage, These two samples
were nat analyzed funher {Supplemental Table 53).

HPFY DMA was detected in 291 of 1372 samples (21.2%)
(Figure 1, Table 2). HFY 16 alone was identified positively
in 63 of the 291 samples (21.6%). HPY 16 co-infection with
oiihier HPWa was found in 26 cases (B.93%). One (0.34%) of
the 291 samples showed co-infection with HPV 16 and
HFV1E, and oo-infection with HPY 16, HPVIE, and the
ofher HFVs was found in 1 case ako, HFVIE alone was
detected posiively in 8 of the 291 samples (2.75%),
whereas co-infection with HFVIE and the aher HFV: was
detected in 2 samples ((L69% ). The other 12 HPFY types
were found in the majority of positive cases (190 of 291;
65, 3%).

Age information was available for 94.5% (1297 of 1372)
of the women in the study, OF these, 1006% (137 of 1297)
were younger than age 25 years, and 1.3% (17 of 1297)
were older than age 60 years. The meadian age of all women
examined was 32.7 years. A majority of the women (B8.1%)
were within the recommended age range for cytologic
screening {age range, 25 in 60 years)™™ HPV-posiiive
women were significandy younger than HPY-negative
women (median age, 306 versus 33.2 years; P <= (L001).
This asociation of positive HPY deection with younger
age was observed both in women sampled by physicians
(median age, 3001 versus 327 years; P o= 0000 ), a5 well &
in se - sampled women {median age, 343 versus 380 years;
P o= 02
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Comparson of HPY Positivity Rates in Cervical and
Cervicovaginal Swabs

Twenty-one percent of cervical samples (251 of 1196)
collecied by physicians were HPY positive. Sinlary,
2 7% (40 of 176) of cervicovaginal self-samples were HFY
positive. The diswribution of HFY-positive resulis between
cervical and cervicovaginal swabs was comparable within
individual HPY subgroups (Figure 1, Table 23

Comparison of HPV Results from the cobas 4800 HPV
Test, PapilloCheck HPV-Screening, and LMNX
Genotyping Kit HPV GP Methods

HPY was detected in 295 of 1372 samples (21.5%) using
the cobas 4800, and in 273 of 1372 samples { 19.9%) using
PapilloCheck (Figure 2) LMNX produced valid resulis in
330 of 337 samples teded. OF the 330 samples with valid
mesuls, T2 (21LA%) wene HPV positive.

Imespective of HFY genotype, the three HPY detection
assays used produced concordant resulis in 291 of 330 cases
(B8 2%). Genotyping resulis of all three methods coincided
in 288 (B7.3%) cases. The cobas 4800 HPY detection resulis
were comnoordant with PapilloCheck resulis in 95.9% (1316
aof 1372) of samples, and genolyping nesulis were conoos-
dant between the two metwods in 95.3% (1307 of 1372) of
cases, The cobas 4800 and LMNX methods produced
conoofdant HPY identification resulis in 92.1% (304 of 3300
of cases, and concordant genotyping reslis in 9W6% (290
of 330) of cases.

The lvwed concordance was observed between the Pap-
MNoCheck and LMNX methods: 96% (299 of 3300
conoordant for HPY detecton and 900 {297 of 3300

153
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Table &  Sensitivity, Specificty, and Cohen’s « Coefficient of the Different Methods Caloulsted Using Consensus HPV Status (Defined by

Conmmdance of st Lexst Two Methods) & & Reference

A i ples Carvical swale
HPV type Mathad L 3E 5P w (95% 1) P ushe® L SE
hrHPY cobas L8500 1372 0983 0992 0970 (0.95£—0 985 ) 0,423 1196 0.98
Papil kolhed 172 0897 0.989 0.906 (08780934} 0.009 1196 0.904
LN 330 090 0.955 0835 (0.762—0.909) 0.239 238 0886
HPV1S cobss L4800 1372 0495 0.995 0954 (09230 .986) a.077 1196 0987
Papil kolhed 1372 0955 1 0.976 (0.952—0.999) 0,134 1196 0549
L 330 0450 0.990 0898 (0.800—0.997) 0.617 238 0923
HPV18 cobss £800 172 1 o997 0856 (0.T16—=0.995) 0,134 1196 1.000
Papil boDhed: 172 0667 1 0.799 (0.606—0.992) 0134 1196 0636
LI 330 0.500 0.991 0328 [—0.161 to 0.B1T) 0.617 238 1.000
Other HPY cobss £800 1372 08T 0.994 0968 (0.949—-0986) 0.773 1196 04973
Papil koChed 1372 08585 0.989 0894 (0.861—0.927) 0.074 1196 0598
LIk 330 0.a02 0.975 0863 (0.TE7—=0.939) 0.773 238 0882

[table ¢ontinues)

{rther HPY incdides HPY 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, '8, 59, &6, and &5 gendtypes.

“The P ale was ciulsted wring the Mclemar test.

H, human papilonawines; i, bgh-nst honan papillomavine; o, (oben's « coefident; NA, not aaiable SE sersriit 59, specthicry.

concordant for HPY genoiyping (Table 3, Supplemental
Table 83).

Sensitivity and Specficity of Detecon Methods Tested
in Comparson with Consensus Result

Orverall, e cobas 4800 had the highest sensdtivity (00983)
and specificity ((L992) of the tree deection methods
evaluated. The LMNX had lower senstivity (0.90) and
comparable specificity ((L955). Similarly, PapilloCheck had
comparable specificity {0.989), bu kesser sensitivity ((LB97)
(Table 4). PapilloCheck showed higher false negativity
companed with the cobas 4800 and LMNX (233% verss
0A4% and 212%, respectively), whereas higher false pos-
itivity was observed in the LIMNX (3.94% versus 1.31% for
cobas 4800 and 095% for PapilloCheck) (Supplemental
Table 83).

In addition, all tesis showed comparably high specificity
for HFV 16 (0995 © 1.0), HFVIE (0991 o 1.0), and the
ofver 12 heHPY (00975 1o 0.994) genoiype deection.

Comparison of Sensibivity and Specificity in Cervical
Versus Cervicovaginal Swabs

In cervical swabs, the cobas 4800 showed the highest
senativity (09800 and specificity (0L994) for heHPV
detection. Similarly, in cervicovaginal swabs, the cobas
4800 was the most sensitive { 1.0); however, PapilloCheck
was the mod specific (L993) (Table 4).

The cobas 4800 was similarly sensitive and specific for
both cervical and cervicovaginal swabs tesied for HFY 16
(sensitivity, 0987 wemsus 1.0 specificity, 0997 vemss
0976), HFY 1§ (sensitivity, 1.0 verss L0, specificity, 00990
versus 0994), and for the aher 12 HPY genotypes

(sensitivity, 0973 versus 10 specificity, 090 versm
0993). PapilloCheck showed comparable specificity for
cervical and cervicovaginal swals tesied for HPFVI1G
(specificity, 1.0 versus 1.0), HFY18 {specificity, 1.0 versms
100, and the other heHPY genotypes (specificity, (.98
versus (903, but was less sensitive 1o HPY 16 and HFV 18
in cervical swabs than in cervicovaginal swabs (sensitivity,
0949 versus 1.0; sensdtivity, (LE36 versus 1.0, respectively).
In conrag, PapilloCheck showed gresier sensitivity to the
ofer 12 heHPY genotypes in cervical swabs than in cervi-
covaginal swabs (sensitivity, (L8398 versos 0.813).

The LMNX showed comparable specificity for HFY16
{0991 versas 0.988) and HFV1E (0987 veraus 1.00 in cer-
vical and cervicovaginal swabs, bul lesser sensitivity o
HPY 16 in cervical swabs than in cervicovagnal swabs (0,923
versus 1. 00, In conirast to the absolute sensitivity of LMNX o
HPFV18 in cervical swabhs, LMNX had zero sensitivity o
HPFY 18 in cervicovaginal swabs because of te fake-ne gative
resuht of only one HPY 1 8-positive case. The LMNX showed
comparable sensdtivity (095 versus 00926) bt higher speci-
ficity (1.0 versus (L96H) for the other heHPY genotypes in
cervicovaginal swahs than in cervical swabs (Table 4).

HPV Detechon Failures

One or more of the HFY DN A detection methods nepe ate dly
failed i deect HFY DMA in 50 of 1374 samples (3.64%).
DMA isolaied usng the cobas x 480 showed lower con-
centration and purity compared with DNA isolated by the
QlAamp DNA Mico kit and oCheck DNA extraction kit In
the invalid samples, DMNA therefore was re-exracted ac-
cording o the assay manufacturer's recommendations and
the detection method was repested. Two samples were
excluded becaunse of poor quality (see the Marerial and
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Table & (continued)

Detvical swahs Cetvicoweginsl swale

5P x [95% 1) F value® N 5E 5P x [95% 1) F value®
0,994 04972 [0.956—0.983) 1.000 176 1.000 0978 0953 [0.900—1.0060) 0.248
0. 988 0.91 (0.881-0.9353) 0.0L3 176 085 0.993 0882 [0.796—0.967) 0131
0,943 0.788 [0.689—0 84T ) 0211 a2 0855 0.'986 0940 [0.858—1.022) L1000
0.997 0973 (0.947—0.999) 0617 176 1000 0.976 0845 [0.697—0.993) 0134
1000 04972 (0.945—0.999) 0134 176 1.000 1000 1000 (—1.100) WA
0.991 0882 [0.751-1.01) 1.000 a2 1.000 0,988 0927 (0.786—1.069) 1000
0.997 0879 [0.743—-1.015) 0.248 176 1.000 0,994 0664 [0.046—1.283) 1000
1000 0.776 (0.563—0.990) 0134 176 1.000 1000 1000 [—1.10) WA
0.987 0.396 [—0.147 to 0.939) 0.248 a2 a L1000 00203 to 0.203) 1000
0,994 0965 [0.945—0.986) 1.000 176 1.000 0,993 0981 [0.948—-1.018) L1000
0. 988 0900 [0.866—0.935) 0.281 176 0EL3 0,993 0858 [0.755—0.960) 0131
0. 966 0818 [0.718—0922) 0546 a2 0841 L1000 0963 [0.891—-1.035) L0009

Methods section). Afier repested testing of & of 1372
(0A44%) samples in which dwe PapilloCheck assay failed, 1
sample was found to be “oter HFY positive™ and 5 samples
had HPV-negative resulis. Of the 42 of 377 cases (11.1%)
initially deermined invalid by the LMNX assay, 1 was
found HPV16 positive, 4 had e “oter HPY positive™
result, 31 were HPY negative, and 6 remained invalid afier
repeated esting. The median DNA concenration of the
LMNX-invalid samples was 00222 pedml { (00608 o 0504
pezfml) companed with 1161 pedmL (642 i 125 pefml) in
A randomly selecied LMMNX-valid samples. The DMNA
concentration of LMNX-invalid samples was significantly
lower (P < 0L001) comparned with other tested samples, even
after  wing the  recommended isolaton  metwod
1:'iu|:-|:-lem:|u1 Talle S4).

Finally, the cobas 4800 and PapilloCheck asaays did not
fail to detect HFY in any sample included in the analysis
whereas the LMNX assay falled in 1.59% of samples (6 of
AT P = 0001), even though the analysis was repeated
with the mcommended DNA  exiraction  medwod
(Supplemental Tahle S4).

Discussion

This gudy compared the performance of hree Conformitd
Ewopéenne In YWiro Diagnostics hiHPY detection methods:
the cobas 4800 HPY Test, PapilloCheck HPVY-Screening,
and the IMNX Genotyping Kit HFY GF in 94 cervicova-
ginal self-samples and 243 cervical clinician-collected
samples and the cobas 4800 HPY Test and PaplloCheck
HFV-Screening in 176 cervicovaginal self-samples and
1198 cervical clinicianoollecied samples.

Of the three assays evaluated, the cobas 4800 was the
most sensilive and specific for detecting tee 14 heHPY ge-
notypees overall, and in panioular from te cervical swals. In
the cervicovaginal swabs, the cobas 4800 was the mos
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sendtive, bl PaplloCheck was the most specific. The
sendtivity and specificity of the LMNX method may have
been influenced by the lower number of samples ested
wing this method compared with the other two methods.
The sensitivity and specificity of the cobas 4800 and Pap-
NaCheck was caleulated from 1372 cervical'cervicovaginal
samples including 42 samples with discordant cobas 4800
and PaplloCheck resuls verified by the LMNX. The
senstivity and specificity of the cobas 4800 and Papd-
leCheck therefore could be slightly affecied by the bias.
Clinical validation of all methods tested was confirmed in
several smdies." "*"" The Cobas 4800 and PaplloCheck
yielded concordant resulis, with consensus in mone than
9% of samples, and te LMNX aligned with the consenas
resulis in 94.5% of samples (Table 3).

Few publications exig on the analytical sensitivity and
specificity of e cobas 4800, PaplleCheck, and the LMNX
for patient specimens, in contrast with the high number of
clindcal validation studies mentioned in the previous pars-
graph ™' Only two studies™ ™ comparing the analytical
sendtivity and specificity of the cobas 4800 with a
consenas HPY result (a toe positive/negative resuli) have
been published. Mo swdy comparing te analytical sensi-
tivity and specificity of PapilloCheck or the LMNX with a
condsenas HPY resuli has been published o our hea
knowledge.

Lindemann et 2™ performed an analytical comparism of
e cobas 4800 and te HC2. In a set of 1360 osrvical
samples, the cobas 4800 was comparable with the HC2,
with concordance of both methods in 86.6% of samples.
Howewver, only 824% {140 of 1700 of the inconclsive ne-
aulis firom tee oobas SR00 and te HC2 wene analyzed by the
Linear Array HPY Genotyping st Park et al™ published
the only gudy {(n = 356) comparing the analytical sens-
tivity and specificity of the cobas 4800, Feal Time HR: HFY
assay, and e HC2 with comensos HFY mesulis. Samples
with discrepant resulis were analyzed both by sequencing
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and by the GeneFinder HFY liquid beads microamay
{Innomeditech Inc, Seoul South Korea). Compared with
the findings of Park et al™, it was found dhat the cobas 4800
showed a higher sensitivity for the 14 heHPY genotypes
(098 versus 0L217), and for HPY1G individually (0987
versus (LERS). HPV 18 sensitivity {1 versus 1) and specificity
for the 14 heHPY genotypes (00994 versas 0097), HFV16
(09T verss 00991, and HPW 1 {00997 versus 0.904) wene
comparahle.

PapilotCheck and the IMNX were compared in the
VALidaton of HPY GENotyping Teas audy, but thesa
msays were nol compared with the gold standard. The
concordance of PapilloCheck with the LMNX was (L1947
{k = 0LETH forall 14 WHPY genotypes, 0199 (k= (L9346)
for HPV 16, and 0,99 (x = 0A01) for HFV I This siudy
showed a concordance of PapilloCheck with the LMNX of
only 096 (& = 0706 for all 14 hHPYs, 0991
(k = 0R9E) for HPY 16, and D988 {k = —0.005) for
HFW18. Several false-positive/fals-negative nealis wene
probably a reflection of different analytical sensdtivities
(limits of detection) of each assay. The highest limit of
detection of almost all tested genotypes was indicated by the
mamfacturer in PaplloCheck, which dwowed the highest
number of false-negative samples. The highest mmber of
false-positive results was produced by the TMNX assay,
which described the lowest Imit of deection.

The accuracy of HFY detection and genotyping in all
Lboratories using the cobas 4800 and PapilloCheck has
been proved by the HPY Laborstory Metwork's intems-
tonal proficiency smdy. Mo laboratory using LMNX
participaied in that study, ™

The main disadvantage of the LMNX was its high detec-
tion failure rate (42 of 377 1L1%; P < 0L001) when wsing
DMNA extracted wing the cobas x 480, As performed in otver
smdies, he DNA extraction method was onified to reduce
cost, wee limited sample quantity, and reduce technician
hands-on time requirement. ™ However, DNA quantity and
quality were an Bsee with te cobas x 480 and required
validation of the oher recommendsd DMNA exraction
methods. DMA extracted using the cobas 3 480 was of af-
ficiently good quality in almoes all cases for the inemal
conirol bo be amplified by the cobas 4800 and by the Pap-
NoCheck assays The concentration and purity of the DNA
solaed by te cobas x 480, however, was lower
with the DMA jsolaed by the QlAamp DNA Moo kitand
likely contribuied i the failwe raes of the PapilloCheck and
e LMMNX assays because the detection raies improved from
044% o 0% and from 11.1% to 1.59%, respectively, when
the mecommendad DMNA  extraction methods were used.
Despite e use of the recommended isolation metod, a
significandy lower DNA concentration was messured in the
remaining  six  LMNX-invalid samples (0022 pofml.
compared with 1161 pe/ml in te LMMNX-valid samples).
This clearly shows that e LMNX has higher demands for
DMNA conent companed with the cobas 4800 and Papil
loCheck. Nevenheless, usdng two dfferent DNA extraction
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method for HPY deection and gendtyping is exremely
inconvenien in clinical practice.

IwrHFY infection was observed in 21. 2% of samples, with
the hghest revalence of hr HFY -positive resulis found in
the 26- i A-year—old age calegory. These observations
comeapond with another study performed o e Crach
pomulation. Tachezy et al™ showed a 22.3% (310 of 1393)
prevalence of iHPY infection using a PUR-based HPY
detection metuod but, in their smdy, hfHFY infection was
most prevalent in the 21- 1o 25-year—old age group.

The worldwide HFY prevalence in women with nosmal
cytologic findings ranged from 10.4% o 12%, and preva-
lence vared between continents and regons ™ Dverall,
e HPV prevalence in Europe was §.1% i 14295
with the highest prevalence (214%) in  Esstem
Europe ' The high prevalence of HFV in the Czech
Republic & comparable with that in te Eastern European
countries, and has been confirmed by our data HFY 16 and
HPFY 18 are the most common HFY genaypes in the Crech
Republic and also worldwide. The HFV16 and HFVIE
penotypes have a frequency of 204% o 3% and 74% o
98% respectively, worldwide, and a frequency of 24.2% o
55% and T7% 1o 1003%, respactively, in the Crech Re-
public*' Similarly, HPY 16 was the mos frequent geno-
type in this sindy, reflecied in the finding that 31.3% of
HPFY-positive samples were HFY 16 positive. On the other
hand, HFVIE was detecied in only 4.12% cases,

Although parallel cervical and cervicovaginal samples
were nol comparned, he frequency of hiHPY-positive sam-
ples was comparable for both clinician-collecied samples
and s lf-samples, with a difference of only 1.7%. Simiarly,
the diswribution of HPFY-positive samples between cervical
and cervicovaginl swabs was comparahle within individoal
HPFY subsgroups.

This finding was consigent with the resulis of several
large metz-analyses. ™~ Petignat et ™ repored a com-
parsble average frequency of hiHPWV-positive samples be-
mween s lf-ample and plysician-collectad sample groups
(24.1% wversus 24.8%), with a difference ranging between
(3% and 22 2% (median, 4.9%) These diffeences oould
have been caused by te we of dfferent ypes of self-
sampling devices, which affecis the sensitivity and speci-
ficity of te examination. The PCR-based HPFY testing of
self-samples collected by brush or lavage has reached the
highest relative sensitivity and specificity.™ In this smdy,
the analytical sensitivity and specificity of all detection
methods evalusied also were comparable for self- and
clinician-sampling. Only the sensitivity of the PapdloCheck
aaaay was 5.4% higher for cervical swabs than for cervi-
covaginal swabs (P = 0441). The marginal differences
between the sensitivity (1.7% to 54%) and specificity
values (0.5% w0 4.0%) of HFY detection metsds analyzed
using self- and clindcian-samples could be caused by the
varied sizes of the sample groups analyzed.

In conclusion, this smdy showed a high concordance
between all tesed metods. The concordance was the

jmd.amjpathol.org m The Journal of Molecular Diagnostics
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highest between the cobas 4800 HPY Test and the Papd-
loCheck HPY-Screening assay, and the lowest between the
PapilloCheck HPY-Screening assay and the LMNX Geno-
typing Kit HFY GP. The analytical parameters of all
methods esed wene comparable; however, the cobas 4800
HFY Tea showed the highest analytical sensitivity and
specificity. The LMNX Genotyping Bit HFY GF showed
the highest detection failure rate and the highest demands
for DM A content, which may be limiting in clinical practice.
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The absence of high-risk human papillomavirus in Czech non-small cell lung
cancer cases
Hana Jaworek, Viadimira Koudelakova, Rastiday Slavkovsky, Jiri Drabek, Marian Hajduch

Aims. The purpose of our study was to examine the presence of human papillomavirus (HPY) DNA in Czech patients
with non-small cell lung cancer (NSCLC).

Methods. A highly sensitive quantitative polymerase chain reaction (gPCH) detecting the E6 gene of HPV16, 18, 31,
and 56 was designed. The limit of detection was assessed using serial dilutions of HPV-positive plasmids. The qPCR
wasvalidated ona set of 402 cervical swabswhere the gPCR, Cobas,and PapilloCheck methods were tested in parallel.
Firally, gPCH was usad for HPY detedtion in a s=t of B0 patients with primany NSCLE, both fram formalin-fized pa mffin-
embedded (FFPE) and fresh frozen (FF) tissue samples.

Results. The gPCR method was able to reliably deted at least 4 copies of the E6 gene per reaction in HPV16, 18, and
31, and 40 copies per reaction in HPVSS. The sensitivity and specificity of the qPCR were 75.6-99.3% and 63.9-100%
respectively, depending on the HPY genotype and reference method used. HPY DMA was not detected in the FFPE

and FF samples from the set of 80 NSCLC patients.

Condusion. No hrHPY DMA was found in primany MSCLC turmars from a Czech population,
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INTRODUCTION

Lung cancer is the leading cause of cancermlated
mortality worddwide. The pathogenesis of ing cancar is
a complex imeraction betwesn & myironmental and genatic
factors. Exposum to tobacco smoke (active or passivel,
radiation, radon, asbestos, hard metals, indoog outdoor
air polhgtion and penetics wem entiflied a8 main eticlogic
factors for lung cancer development'. However, several
viral infections were identified as human carcinogens, io-
ciyding the tuman papillomayins (HPV) infection®. The
camcinogenic mlke of highrisk (he) HPV indbction has been
demonstrated in almost all cervical carcinomas, and in a
subset of oropharyngeal and anogenital (penile, vaginal
vulvar, and anal) cancers’.

The mspiratory tract is located close to the cmophar
ynx where HFV is a known causal agent of a subsat of
cancers’. Momover, the HPV infection is the causal apant
of benign mepiratory papillomas that occasionally prog-
reas to malignancy*®. In addition lung tamors heve mor-
phological similarities to anogenital cancers causad by
HFV (ref ™). Thess facts led to the hypothesis that hee
I8 an essociation betwesn HFY infaction and lung cancer.
Several studies have examined the impact of the HFV
infection on lyng cancer development, including larpe
metaanalyses, byt with conflicting mesualts®* .

HFV prevalenca, a5 mporked in these sadies, ranged
from 0% to T8% and showed extreme peogaphical vark
ahility?, HPV prevalence was significantly higher in South
American and Asian studies compamed to European

ones. The presance of E6/E7 mRNA is the most infor
matve for meopnizing biclogically-ralevant HPV infbe-
tion. A mcent, larges Central Buropean study found oo
active HPV infections in its samples even though the
samples ware 10% poaitive for HFYV DMNA (e ).

‘While several studies have shown the pressnce of HFV
inlung cancer the causative robe of HPY in lung carcino-
genesis remains unclear. The objective of this shady was
to determine HPV prevalence in NSCLC in the Czech
Republic, and itz potential clinical significance.

MATERIAL AND METHODS

Flasmids contaiming HEV DNA

Plasmids containing HFV 16 (pHPV 16 purified plas-
mid DNA, ATCC® 45113D™), HFV 18 (HFV 12 purk
fied plasmid DMA, ATOC® 451520™7), and HFV 56
(HPV56 clone 2C purified plasmid DMA, ATCC®
40549™) papnomes were purchassd from ATOC
{Rockville, MD); thesa plasmids wem usad to determine
the Himit of detection (LOD) of the quantitative poly-
merase chain maction (gPCR) method developed for this
study Plasmids comtaining HPV 3] penome wem kindly
provided by LA, Laimins (Morthwestern University,
Feinberg Schod of Medicine, Chicago, UBA). Serial di
hatioms of 4. 40, 400, 4000, 40000, and 400000 copies of
HFV genoms per eaction wem prepared from the plas
mid DMNA to generate standand curves by plotting DMNA
concentrations against cycle threshold vaes (C L
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Climical specimen collection

The gP'CR mathod was valida®ed using a set of 402
carvical swabs which wam collkcted in cobas® PCR
Germary) and stomd and trareportsd at room bampers
tume. Nect, the g PFCHE was used to determine the pesance
of HFV in a cohort of 80 patients who had experienced
madical surgical mesection of primary NECLC betwesn
2008 and 2013, Histology alides weme mviewed for clasi
fication, grading, and pathological staging, Surgical mesec-
tiod wes congidersd the primary trestmeat method for all
cases with (n=42) or without (n=38) adjvant therapy. Mo
patients had prior tmmor diagnoess. Table | summarizes
the clinicopathological charackristics of the patient co-
hort in this imestigation.

DA Extraction and BRAF, KRAS  EGFR mutation

DMA from the cervical samples of the validation set
was isola®d using cobas x 480 and analyzed using the
cobas® 4800 HFV Test (Roche Diagnostics, Mannheim,
Garmany), PapilloCheck® HFV-Scresning (Greiner Bio-
One, Frickenhausen, Germany), and the HFV 16, 12, 31,
56 gPCR in parallsl.

DN A from formalin-fived paraffinembedded (FFPE)
and fresh fromen (FF) tsue from the same MECLC tu
mor sample was isolated using a cobas® DMA Sample
Peparation Eit (Roche Disgnostics, Mannheim,

L. according to mamifactuer’s instroctions.

DMA solated from FFPE tissue was subjected to fur
ther testing to determine the preeance of KR4S EGFR
and BRAF mutatione. Tests for the BERAF mutaticn
in all FFPE samples wem conducted using the BRAF
pNals00Gy kit {IntellMed, Clomoye, Crech Republic).
The Cobag® BGFR Mutation Test {Roche Diagnostics
GmBH., Manoheim, Germany) was used to detect EGFR
mutations. The TheraSceen®™ E-FAS Mutation Eit
{Roche Disgnostics GmBH, Mannheim, Germany) was
usad to detect KR4S mutations. All detection methods
used wem performed according to the mamifactymers
e nmmendations.

HFV DNA detection

DHA of the HPV 16, 18, 3L and 56 was detectad
uging type-spacific muyttiplex qPCR simyltanecusly da-
tecting the £6 HFV gene and the tmman G4 PO (glycer
aldaty de-3-phosphats dahydmogenass ) gene. The qPCR
was performed with 2 pL of total DMNA, Thermo-Start
DMA polymerass (ThermoScieatific, Waltham, MA)
and the PCR primess and probes listed in Table 2 using
Light Cycler® 480 11 (Roche Diagnostica, Mannheim,
Garmaiy). The gPCR conditions congisted of 95 °C for
15 min, followed by 45 cycles of 95 °C for 15 8 and 60°C
for 80 8 LightCycles®420 softwam (Roche Dingnostics
Mannheim, Germany) was used for data evaination. A
special stringent protocol was followed to avoid speci-
men confamination, including ghove changes after DMA
extraction of each sampile, use of barrier pipete tips, and
daily cleaning of all laboratory sudiaces and equipment

Table 1. Clinicopathalegical chatsctetization of 80 patistis
with primary notrsmall cell hing cancet

Characie ristic n %)
Sex Feinale 26 (3L5%)
Male M [ESR)
Smoking" Meversmokers  ® (1L25%)
Former smokers 27 (3375%)
Cyrrent smokets 34 (42.5%)
HA 1o 125%)
Grading al 107
a2 (0%
a3 48 (H06)
Histology ADC IT(3ATHE)
SCC 43 (5L 5%)
LCC 9IL25x)
ABC TL5%)
Lymph nodes metasiasis es 26 (3L %)
Mo 53 (66.3%)
MA LiL25%)
Diistant metastasis s [ {ry]
Mo &0 [ 100%)
KRAS Wild type &7 (BRTSX)
Mutation" 13 (16.25%)
EGFR Wild type TH (FL25%)
Mutatich® T(ET5%)
ARAF Wild type TT(S625)
Mutation Y600E 2 (15%)
NA Li{L25%)
HA - nat ;ADC- e, B0 - squamaus el car

cineama; LIOC - lang cell carcinome; ASC - adenosquamous carcinoma
*seif = ported smaking statns * includes G124, GL2C G110, G125
GL¥V and G130, - includes deletion of exon 19, insertion in exon 200
and GTISXK

by DM A-ExitusPlus™ {AppliChem GmbH, Darmstadt,
Germamy ). At least two no-lemplate, control maction
mixtyres (negative controls) were included in each ma.
All patient samples were analyzed in triplicate for the
presence of HFV 16, 18, 31 and 56 Ed DNA and (AP

The cobas® 4800 HFV Test and PapilloCheck™ HFV-
Bemening weme used according to manufactumes’'s me-
ommendations, to validate the qPCR HFV detection
mwthod deseribed above. The cobas® 4200 HPV Test de
ects HPV 16, 18, and 12 other hiHPWY peaotypes (HFV 31,
33, 35 39, 45,51, 51 56, 58 39, 65, and 68) in a poclad
megult", while the PapilloCheck® HPV-Bceening pro-
vides genotyping information about 18 het PV go notypes
(HFV16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52 53, 56,58, 59, 66,
68, 70, 73, ead 82) and & ICHPV genctypes (HEVE, 1L
40, 42 43, and 44755) (el )
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Statistical analysis

Bensgitivity, specificity, concordance, and Cohan
« values were calculated for data from all gPCR as-
saye using R version 3.5.0 (R Development Core
Team. httpef f'www.rproject.org last accessed July 1L
21018} The cobas® 4800 HFV Test results weme used
as refarencas for HPV1E and HPV 1E DNA, and the
PapilloChe ck® HPY-Screaning meults wems ussd as sefar
ences for all tegted genotypes.

RESULTS

Dhetectiom limit of the gPCR method

The limit of detection (LODY) for the gPCR method
was determined using plasmid DNA containing the
gencmes of HFV S, 18, 3L and 56, Serial dilutions of

each type of HPV with concentrations ranging from 4
to 400000 coples of the HPV genome per reaction were
analyzed in five meplicates. The qPCR method e liably
detacied HFV penomes in samples that contained at least
4 copies of the Fd gene in HFV 14, 18, and 31 penotypes,
and 40 copies of the Ed gene in HFVS6 (Table 3.

Validation of the qFCR method

A sat of 402 cervical syabs was used to validate the
novel gPCR method by evaating its ssasitivity and spec-
ificity. Two establishad detection methods, the Cobas®
4200 HFV Test and the PapilloCheck™ HFV-Sceaning,
wene used in parallsl with the qPCR method to determine
the presence of HEW 16, 18, 31, and 56, The Cobas® 4800
HFV Teat provided apecific genotyping information for
HEV 15 and HFV I coly, while the PapilloCheck® HEV-
Scmening provided genotyping information for all sted

Table 2. Characterigtios of HFY16, 18, 31, and 56 E4 and PO pritoeds| probes.

Gene Primet{picbe  DINA sequence Product size (bp)

HPFYVIS B8  Forward F-OAGAACTOCAATOTTTCAGGACC-F 51
Rewim FTOTATAGTTOTITOCAGCTCTOTOO-T
Prokb= BHQ-CAGGAGCOACCCATAAAGTTACCACAGTTHEX

HPY18 E5 Forward FOOCTACAAGCTACCTOATCTY 100
Bewiz FOOOAACTOAACACTTCACTOCAAD-F
Prokb= BHQ-CCTCTOTAAGT TCCAATACTOTCHEX

HPY B5 Forward FOCATOOAGCCACAATTCA-F 134
Bewiz FOCTOCACCACTTOACTOAGOTATEY
Prokb= BHQ-CTCAGCACGTOTTAGTICTEHEX

HPY 5 E¢ Forward F-OCAGAAAGACCTOOOAAATF 95
Bewiz FCTCOOCATTGOAAATACOCTACOA-F
Prokb= BHOI-AACTOACCTITOCAGTAGACHEX

GAPDH Forward F-OAGTOAGTOOAAGACADAATG-F 70
Bewiz FCAACTAGOATGOTOTOOCTOON T
Prokb= BHQ-OGGACACAAGETTACCATATAC-CYS

* Prmers fior HPFV 16 debection wene designed ty Paibmroet al (nef™)

Takble 3. Eyalyation of the detection limit of the gPCE method.

ﬂf‘: gene copies] HPFY 1+ (95% CT) HPFY 12" (952 ) HPYL " (95% CT) HPFY 56" (25%CT)
Ax10F 20002 (19.54-20.15) 20059 (AL45-2068) 1085 (19.T6-19.95) 2305 (219924 16)
A lif 2346 (ZR25236T) 2499 (24.12-25.85) 2323 (ZR1%2330) 26.45 (25.74-27.15)
A0 2692 (26.T8210T) 2738 (IT30-2TAE) 26,60 [26.5]1-26.69) B0LIT (29.97-30.36)
Axla 3028 (3L 1F3043) 08T (MLTI-3L02) 2086 (XLTE-19.96) 3345 (320234 88)
axl0! BATI(3A523004) 34014 (IDG2-3465) 3327 (3LBE-ID5E) BAB0 (M 2437.35)
dxl0f IO (IETLIT.42) 3669 (3A07-37.31) A559 (JA29-3589)

Cl - confidence inkereals

“The aperage C valee of 5 diubion series analysed in duplicats
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Table 4. Specificity ahd sensitivity of gPCR smplificatiors of HFW16, 13, 31, ahd 56 £ getes in samples of the validatioh set

Genotype  Tesied method  Bsfepenos method N 3E i k(P CT) PRV MY
HFY 15 qPCE PapilloCheck 152 0293 0735 0L20] (OLEB 0019} 0042 0962

Cobas 4800 152 0975 ESO  QB40(DUT2E0956) 0981 0246
HFY 18 qPCE PapilloCheck 60 0958 0639 CLS50 (OLAST-0T45) QL6MR 0958

Cobas 4800 60 0947 LO0O 0930 (0B34-L025)  LO0D 0917
HFY31 qPCE PapilloCheck 93 0985 (ES0  QBES (DLTS0O995) 95T 0.957
HFY 56 qPCR PapilloCheck & 0756 L9535 0LG36 (045T0LELS) as7l OES6

SE sensitivity; 8P - spacificity; x- Coben' s kuppa coeffickent; Cl- confdence intervals; PPY- positive pradictive vaine; NPY-negstive pedictive

Falne

genotypes. Themdfore, the esults of deection of HFV3L
and HFV 56 by the gPCR. wem compamd to detection by
the PapilloCheck® HPV-Bomee ning meeults only. Samples
wene glso tese d for croasmeactivity with other HFV geno-
types. Table 4 below presante the meeults of thess com-
parisnms,

For HEWV 16 detection, sangitivity and specificity levals
of the qP'CR we e comparable to both the PapilloCheck®
HPV-Bcmening and Cobas® 4800 HFV Test A compark
gon of the gPCE method with the PapilloCheck® HPYV-
Bemening showed sensitvity of 99.3% and specificity
of T3.5%. A comparison of the gPCR method with the
Cobas® 4200 HPV Test showed sensitivity of 97.5% and
apecificity of B2.0%

For HFV 18 detection. a comparison of the qFCR
method with the PapilloCheck® HFV-Screening showed
sensitivity of 95.8% and specificity of 63.9%. A compark
son of the qFCR method with the Cobas® 4800 HPV
Test showed seasitivity of ®.7% and specificity of 100%.

For HFV 31 and HPV 56, & comparison of the gPCR
method with the Papi HFV-Bereening showed
sensitivity of PB.5% and 75.6%, mepactively, and specific-
ity of 88.0% and 95.5%, respectivaly

Mo cross-mactivity was found in the gPCR detection
method among any of the g notypes teskd

HFV DA detection in NSCLC

All primary NSCLC samples were negative for
HFV16, 18, 31, and 56 in both FFPE (80/80, 100%) and
FF samples (20080, 100%). The amplification of the o
termal control, (EAPDH, was successful in all tegied DMNA
samples (C <300 The gPCE was themfore successfil in
all ¥ FFPE sampiles as well as all 30 FF samples.

DISCUSSION

The meuits of this study confirm the low pevalence
of heHFV infection in primary MSCLC. HFV1E, 18, 3L
and 56 wem oot delcted in this smdy population. This
finding corroborates the findings of other studies con-
ducied in Western European countries™®. One recent
larpe atudy imwolved hang cancer patients from s Cedtral
EBuropean countries, including patients from the Czach
R public (the smmber of participating Czech patients was
unavailable). HFV 16 DMA was detected in 6% of lung

tamors in 290 of the available tisse samples. However,
after testing the samples at the transcription kevel none
of the tumors expressed viral mRMNA (e ¥).

In other stndies, meports of the prevalence of HFV
asgociated with lung mmors demonstrate exte maly
large hetarogeneity, ranging from 0% to TEX ().
HFV 16 and HPFV 18 were the mest frequently detacted
genotypes in ling tumods, with high geographical vark
ahbility'®. The highest prevalencs of HPV 16/ 18 was found
in South/Central America, followed by Asia Morth
Amarica, and Europe, with adjusted prevalence valoes
of 22%, 5%, 4%, and 3% respective ly'X. Geographical dif
ferences in the prevalence of HFV in lung tumor tissue
could be associated with cultural variations in saxual
tehayiour, emoking habits, genetice, or ey ironmental
npl:-l'u.m"-“.

High variability in HFY DMA pevalence could atso be
obearved within a country. Chiness studies. for example,
show HFV pevalence in China ranging from 2.4% to 73%
{mef®¥), High rates of fatse poaitives could be contrituting
o the large variability in HFV prevalence. For this reason,
extenaive afforts should be mads to avoid comtaminstion
during HFW DNA detection. Our meeults indicate that
the stringent comamination precantions we took whils
conducting pre-FCR and PCH activities wee sufflicient
for avoiding contamination. Momover, the pesanca of
HFV DNA does not signify an active HPV infction, and
samples found positive for HFY DMA am fequently negs-
tive for HPY transcripts'. The messaement of viral Edy
ET transcripts is widaly congidesd the gold standard for
detecting biologicalh- e levant HPV infction. If possibile,
expresgion leve ks of viral cncoprotaing should be tegied to
establish the cansal rale of the HFV in lang carcineganesis
in HPV-positive lung tumaors.

Unlike cervical cancer, the HFV vial load in hng
cancar is very low, with less than one copy par call™.
Hiowever, like cervical cancer, HFV frequently integrates
imto the host genome, typically causing EZ gene dismp-
tion® 7. In some smdies, HFV infection may have been
owaflooked when the aseay tarpetad the part of the HPV
genome that is lost during inegration. Thus, a sufficiently
sangitive method for detecting a mom appmpriate HPV
fepgion is necessary to avold falses nepativea. We designed
a qPCR assay with a very low LOD o eliminate the like-
lihood of false negativities. This gPCHR can detect up to
4 or 40 copies of HFV DMA per maction, and amplk
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fies the Fd HPV gane which is necessary for HFV-mlated
cancer development and i thesefom, pressnt during all
clinicalh- redevant infactions™.

DMA degradation usally ocenss in FFPE samples,
and thess samples can produce falzs negative meaulta.
The quality of the DMA obtained from the samples for
the qPCR HFV detection aseay developed for this study
including DNA isclated from FFPE samples. was con-
firmed by a sufficient 260 280 watio and syccessful amplk
fication of internal control gene (&4 PO, Momover, both
FF aa well ag FFPE samples from each patient were testad
to detect any positive HFV DMA in a piven patient that
may have been missad if only FFPE sampiles wese tesed

CONCLUSION

In conclysion, no HFY was delecied in Czach patie nis
with nos-emall call lung cancer despite the use of a very
sarmitive gPCE test. As I8 consistent with other stydies, no
aticlogic rok of the hiHFWV indbction in the development
of primagy MECLC was identified in the Czech popula-
tion. Farther imestigation imvalving a larger mumber of
lung cancer tisaues ia mequired to each safe conchisiona,
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