UNIVERZITA PALACKEHO V OLOMOUCI

Prirodovédecka fakulta

BAKALARSKA PRACE

2018 Katerina Kubanova



Univerzita Palackého v Olomouci
Prirodovédecka fakulta

Katedra bunéc¢né biologie a genetiky

Validace genotypizace HPV68 v cervikalnich
stérech.

Bakalarska prace

r

Katerina Kubanova

Studijni program: Biologie
Studijni obor: Molekuldrni a bun&éna biologie

Forma studia; Prezen¢ni

Olomouc 2018 Vedouci prace: Mgr. Hana Jaworek



Prohlasuji, Ze jsem bakaldiskou praci vypracovala samostatné pod vedenim Mgr. Hany

Jaworek a za pouziti uvedenych literarnich zdroju.

V Olomouci dne 3.4.2018

Katefina Kubanova



Souhrn

Infekce lidskymi papilomaviry (HPV) je jednou z nejrozsifenéjSich sexualné prenosnych
infekci U muzt i Zen po celém svéte. Pretrvavajici infekce vysoce rizikovymi HPV viry mtize
vést ke vzniku malignich 1ézi anogenitalniho traktu, u zen predevsim ke karcinomu cervixu.
Neustaly vyvoj screeningovych metod a zlepSovani jejich senzitivity a specificity, je klicovy
pro v¢asnou diagnostiku piednadorovych a nadorovych zmén v oblasti cervixu.

Cilem této prace byla validace nové detekéni metody pro HPV68, ktera by slouzila
K potvrzeni pozitivity vzorku pro tento genotyp v piipadech, kdy se rutinné pozivané
CE-IVD HPV DNA detekéni metody Cobas® 4800 HPV Test a PapilloCheck® HPV-
Screening test neshoduji. Mezi dalsi cile prace patiilo objasnéni pfi¢iny rozdilnosti vysledka
ziskanych pii detekci HPV68 pomoci dvou vysSe uvedenych CE-IVD HPV detek¢nich
metod. Vysledky ziskané pomoci téchto dvou detekénich metod byly porovnany s udaji
ziskanymi pomoci nové navrzené kvantitativni multiplex real-time PCR, ktera byla vyuzita
k potvrzeni pfitomnosti infekce genotypem HPV68 ve 42 cervikalnich a cervikovaginalnich
stérech, a ve vzorku cervikalniho karcinomu. Ve vSech vzorcich byla ur¢ena viralni naloz
a forma HPV infekce (epizomalni nebo integrovana). Cilovymi geny multiplex real-time
PCR byly HPV68 geny E2 a E6, které hraji dilezitou roli pfi integraci viru do genomu
hostitele a gen pro GAPDH, ktery byl pouzit jako interni kontrola amplifikace. Oblast genu
E6 byla dale vyuzita k rozliSeni subtyptt HPV68a a HPV68b v jednotlivych vzorcich pomoci
touchdown PCR s naslednou analyzou kiivek tani (HRM).

Vysledky multiplex real-time PCR i PapilloCheck® HPV-Screening testu prokazaly
pritomnost HPV68 ve vsech studovanych vzorcich. Cobas® 4800 HPV Test detekoval
ptitomnost HPV68 pouze u 39,4 % vzorkl. FaleSné negativni vysledek byl zaznamenan
u vice nez poloviny vzorku infikovanych pouze genotypem HPV68. Jako pficina rozdilnosti
vysledki byla identifikovana nizk4 senzitivita Cobas® 4800 HPV Testu pro subtyp HPV68a.
Cobas® 4800 HPV Test je rutinné pouzivanym HPV screeningovym testem, ktery je zaroven
pouzivan v mnoha studiich. Prevalence HPV68 miiZe byt diky jeho niZsi senzitivité vici

HPV68&a fale$né nizsi.



Summary

Human papillomavirus (HPV) infection is one of the most common sexually transmitted
diseases in men and women. Persistent HPV infection with high-risk HPV can lead
to malignant transformations of anogenital tract, primarily to cervical cancer in women.
Incessant development of new screening strategies and increase in their sensitivity
and specificity is key for early detection of precancerous and cancerous changes
of the cervix area.

The aim of this study was validation of a new detection method for HPV68, which
could be used to confirm the occurance of this genotype in case of the discrepancy between
the commonly used CE-IVD HPV DNA detection methods Cobas® 4800 HPV Test
and PapilloCheck® HPV-Screening test. The aim was also to clarify the cause
of the discrepancy between the results obtained with the two mentioned CE-IVD
HPV detection methods. Results obtained from the two methods were then compared with
results from the newly designed quantitative multiplex real-time PCR, which was used
to confirm the occurance of HPV68 infection in 42 cervical and cervicovaginal swab
samples, and a sample of cervical cancer. All the samples were tested for viral load and were
examined on the type of infection (episomal or integrated). Targeted genes for the multiplex
real-time PCR were E2 and E6, which play an important role in the integration of the virus
to the host’s genome and the gene for GAPDH which was used as internal control
of amplification. Detection of the E6 gene region was also used to distinguish the two
subtypes — HPV68a and HPV68b using touchdown PCR followed by high resolution melting
(HRM).

The results obtained from both, quantitative multiplex real-time PCR
and PapilloCheck® HPV-Screening test proved the presence of HPV68 in all studied
samples. However, Cobas® 4800 HPV Test detected HPV68 only in 39,4 % of the studied
samples. The false negative result was detected in more than half of HPV68 single type
infection cases due to its lower sensitivity for HPV68a. Prevalence of HPV68 genotype
could be falsely lower as the Cobas® 4800 HPV Test is routinely used HPV screening test
and is used in the majority of published studies.
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Seznam zkratek

ASC-H atypické skvamoézni buiiky, nelze vyloucit dlazdicové

intraepitelidlni 1éze vysokého stupné

ASC-US atypické skvamozni buiiky neurc¢eného vyznamu

BHQ1 komer¢né dostupny flouroforovy zhase¢ Black Hole Quencher-1

BHQ2 komer¢né dostupny flouroforovy zhase¢ Black Hole Quencher-2

BLAST proteinova databaze Basic Local Alignment Search Tool

bp par bazi (base pair)

CcC cervikalni karcinom (cervical cancer)

CE-1VD certifikované in vitro diagnostické metody

CEM T-lymfoblasticka leukémicka bunécéné linie

CIN cervikdlni intraepitelidlni neoplazie

CIN1 lehka dysplazie/intraepitelidlni neoplazie cervikalniho epitelu

CINZ2 sttedné tézka dysplazie/intraepitelidlni neoplazie cervikalniho
epitelu

CIN3 tézka dysplazie/intraepitelialni neoplazie cervikalniho epitelu

CIS karcinom in situ (carcinoma in situ)

CPI/N komer¢ni nazev primert

Cyb fluorofor cyanin

dATP deoxyadenosintrifosfat

dCTP deoxycytidintrifosfat

dGTP deoxyguanosintrifosfat

DMSO dimethylsulfoxid

DNA deoxyribonukleova kyselina

dNTP deoxynukleotidtrifosfat

DPEC voda oSetfend dietyl pyrokarbonatem

dsDNA dvouvlédknova deoxyribonukleotidova kyselina

dTTP deoxytymidintrifosfat

E Casnd oblast (early region), kodujici oblast genomu papilomavirt

E1-E6 ¢asné proteiny papilomavirt

E2F-1 bunéény transkripéni faktor kodovany genem E2F1

EcoRl restrikéni misto sté€pené restrik¢nim enzymem izolovanym

Z bakterie Escherichia coli kemene RY13

Vi



EGF

FAM
GAPDH
GP5+/6+
hc2

HEX

HE

HIV
HPV/HPVs
HPV68a
HPV68b
HPV68Ref(R)
HR-HPV
HRM

HS

HSIL

IA1
IARC

ICTV
L

L1

L2
LGL

LRC (=URR)

LR-HPV
LSIL

MAP

ME180

epidermalni ristovy faktor (epidermal growth factor)
fluorescein

glyceraldehyd-3-fosfat degydrogenaza

komer¢ni nazev primert

signal amplifikujici metoda detekce HPV Hybrid Capture 2
fluorofor hexachloro-fluorescein

barveni bun¢k hematoxylinem a eosinem

syndrom ziskaného imunodeficitu (human immunodeficiency virus)

lidsky papilomavirus/lidské papilomaviry

subtyp genotypu HPV68

subtyp genotypu HPV68

referen¢ni sekvence pro virus HPV68

vysoce rizikové lidské papilomaviry

vysokorozliSovaci analyza kiivek tani (high resolution melting)
vysoce senzitivni (high sensitive)

dlazdicové intraepitelialni Iéze vysokého stupné (high-grade
squamous intraepithelial lesion)

mikroinvazivni typ nadort s invazi do hloubky 3 mm
Mezinarodni agentura pro vyzkum rakoviny

(International Agency for Research on Cancer)
Mezinarodni komise pro klasifikaci vird

(International Committee on Taxonomy of Viruses)

pozdni oblast (late region), kodujici oblast genomu papilomavirii
majoritni strukturni protein virové kapsidy

minoritni strukturni protein virové kapsidy

1éze nizkého stupné (low-grade lesion)

nekodujici dlouhd kontrolni oblast papilomaviru

(long control region)

nizko rizikové lidské papilomaviry

dlazdicové intraepitelialni 1éze nizkého stupné (low-grade
squamous intraepithelial lesion)

mitogenem aktivované proteinkinazy

(mitogen-activated protein kinases)

nadorova bunécné linie cervikalniho karcinomu
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MgCl»
MRNA
MY09/11
ORF

p53
PaVE

PCR
PGMY
pRb
RNA
RNS
ROS

S faze
SCJ
SIL

Taq

TagMan
TBS
TrissEDTA
URR

VL
VLP/VLPs
WHO

ZAP 11

chlorid hotec¢naty

mediatorova ribonukleova kyselina

komer¢ni nazev primert

Cteci ramec (open reading frame)

tumor supresorovy protein kédovany genem TP53

genomova databdze papilomavirti

(Papilloma virus genome database)

polymerazova fetézova reakce (polymerase chain reaction)
komeréni nazev primert

tumor supresorovy retinoblastomovy protein

ribonukleova kyselina

reaktivni forma dusiku

reaktivni forma kysliku

synteticka faze bunécného cyklu

squamokolumnarni junkce (squamocolumnar junction)
intraepitelialni 1éze dlazdicového epitelu

(squamous intraepithelial lesion)

deoxyribonukleova polymeraza izolovana z bakterie Thermus
aquaticus

hydrolyzaéni proby pro polymerazovou fetézovou reakci
hodnotici systém intraepitelialnich 1ézi Bethesda
tris(hydroxymethyl)aminometan/ethylendiamintetraoctovy pufr
nekodujici dlouha kontrolni oblast papilomaviru

(upstream regulatory region)

viralni naloz (viral load)

virus-ptipominajici ¢astice (virus-like particles)

Svétova zdravotnicka organizace (World Health Organization)

typ bakteriofaga lambda
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1. Uvod

Virus HPV je nezbytnou pfi¢inou onkogeneze nékterych epitelidlnich karcinomu
anogenitalni oblasti. Spojitost mezi vysoce rizikovymi HPV viry infikujicimi anogenitalni
trakt a cervikalnim karcinomem byla poprvé odhalena na zacatku osmdesatych let dvacatého
stoleti. Od té doby byl vliv infekce HR-HPV viry na vznik cervikalniho karcinomu dikladné
prozkouman. | ptes dostupnost HPV vakcin a screeningovych testl, zlstava cervikalni
karcinom u Zen celosvétove ¢tvrtym nejcastéjSim karcinomem. Kazdy rok je ve svété nove
diagnostikovano piiblizné 528 tisic ptipadu cervikéalniho karcinomu a piiblizné 266 tisic Zen
na toto onemocnéni rocné zemre.

Vzniku cervikalniho karcinomu predchazeji prednadorové zmény bungk,
tzv. prekancer6zy. Prednadorové zmény byvaji zpocatku asymptomatické, proto je velmi
dalezité, aby zeny po zahdjeni sexudlniho Zivota pravidelné chodily na preventivni
gynekologické prohlidky. Diagnostiku HPV infekci je moZné provadét pomoci ptimych
a nepiimych metod. Mezi nepiimé diagnostické metody patii cytologické, kolposkopické,
histologické a sérologické vysetfeni. Tyto metody zakladaji potvrzeni pfitomnosti HPV
infekce na prikazu charakteristickych zmén postizenych tkani ¢i bunék. Pfimé diagnostika
je zaloZena na prikazu piitomnosti HPV ¢astic nebo HPV DNA v postizenych burikach.

Neustalé zlepSovani diagnostickych metod je nezbytné pro sniZeni incidence
pfednadorovych zmén, a tim i incidence cervikalniho karcinomu. Casné objevené

prednadorové stavy lze usp&sné vylécit. Cim pozdgji viak dojde k diagnéze, tim je 1é¢ba

wvewr


https://www.cervix.cz/index.php?pg=pro-verejnost--rakovina-delozniho-cipku--zakladni-pojmy#karcinom
https://www.cervix.cz/index.php?pg=pro-verejnost--rakovina-delozniho-cipku--zakladni-pojmy#prekancerozy
https://www.cervix.cz/index.php?pg=pro-verejnost--gynekologicke-vysetreni
https://www.cervix.cz/index.php?pg=pro-verejnost--gynekologicke-vysetreni

2. Cil prace

Cilem teoretické ¢asti této bakalaiské prace bylo vypracovani literarni reSerse na téma lidské
papilomaviry, s dirazem na jejich déleni, organizaci genomu, princip integrace do lidského
genomu, vliv na vznik cervikalniho karcinomu a na metody detekce HPV infekce.

Cilem experimentalni casti byla validace nové detekéni metody pro HPV6S,
ktera by slouzila k potvrzeni pozitivity vzorku pro tento genotyp v ptipadech, kdy se rutinné
pozivané CE-IVD HPV DNA detekéni metody Cobas® 4800 HPV Test a PapilloCheck®
HPV-Screening test neshoduji. Mezi dalsi cile prace patiilo objasnéni pti¢iny rozdilnosti
vysledkt ziskanych pti detekci HPV68 pomoci dvou vyse uvedenych CE-IVD HPV
detekénich metod. V ramci této prace mélo byt prokazano, zda je neshoda téchto detekcnich
metod zplsobena nizkou virdlni ndalozi, vlivem integrace do lidského genomu
nebo rozdilnou citlivosti metod pro subtypy HPV68a a HPV68b. Za ucelem ovéieni
ptitomnosti HPV68 DNA, vypoctu virdlni naloze a urceni formy infekce v jednotlivych
vzorcich byla navrzena kvantitativni multiplex real-time PCR. K rozliSeni pfitomnosti
konkrétniho subtypu HPV68 v testovanych vzorcich byla pouzita metoda zalozena na real-
time touchdown PCR s naslednou HRM. Tyto vysledky byly poté porovnany s vysledky
Cobas® 4800 HPV Testu a PapilloCheck® HPV-Screening testu.



3. Lidské papilomaviry

Lidské papilomaviry (HPVs — human papilloma viruses) jsou malé, neobalené viry
obsahujici dvouvlaknovou DNA, patfici do rodiny Papillomaviridae. Diive byly tyto viry
klasifikovany spolu s Polyomaviridae do spole¢né rodiny Papoviridae, nyni tvoii
samostatnou rodinu (Bernard et al., 2010; Bofill-Mas, 2016; Burd, 2016).

Klasifikace HPV viri je ustanovena Mezindrodni komisi pro klasifikaci virt
(International Committee on Taxonomy of Viruses — ICTV), a je zalozena na variabilité
nukleotidové sekvence cteciho ramce (tzv. ORF — open reading frame), kodujiciho
pro strukturni kapsidovy protein L1 (Artaza-Irigaray et al., 2017). HPV se podle ICTV d¢li
na rody ,,genera“ (< 60% sekven¢ni homologie) a druhy ,,species” (60 - 70% sekvenc¢ni
homologie). HPV pak dale délime na typy ,.,types” (< 90% sekvencni homologie), subtypy
,»subtypes® (90 - 98% sekvenéni homologie) a varianty ,,variants®, které se mezi sebou lisi
méné nez 2 % (de Villiers et al., 2004; Gomez a Santos, 2007; Bernard et al., 2010).
Doposud bylo identifikovano vice nez 200 typa HPV, patficich do 49 druhii (oznaceny
arabskymi Cislicemi) a péti rodi: Alfa, Beta, Gama, Mu a Nu (Bzhalava et al., 2015; Brianti
etal., 2017).

Infekce HPV viry je spojovana s Sirokou $kalou klinickych piiznaki, pocinaje
benignimi 1ézemi az po karcinomy (viz Tab. 1). Jednotlivé HPV typy vykazuji pfi infekci
tkaniovou specificitu. Podle druhu epitelu, ktery infikuji, rozliSujeme HPV typy na kozni
a slizni¢ni (Mistry et al., 2008). Toto rozdéleni se mize ¢aste¢né prekryvat. Kozni HPV typy
infikuji bazalni epitelidlni buniky keratinizujiciho epitelu kize, zejména kizi na rukou
a chodidlech. Slizni¢ni typy infikuji pfedevSim wvnitini epitel anogenitalniho traktu,
ale mohou se vyskytovat ve sliznici dutiny ustni, spojivky nebo ve sliznici dychacich cest
(Burd, 2003; Longworth a Laimins, 2004; Forman et al., 2012). Tkanovy tropismus
se u HPV virti 118 mezi jednotlivymi typy. HPV typy patiici mezi Alfa papilomaviry infikuji
sliznici, Beta, Gama, Mu a Nu papilomaviry infikuji pfevazné kazi (Doorbar, 2006; Mui
etal., 2017).

Kozni HPV typy nejc€astéji zptisobuji vznik plantarnich, béznych nebo plochych
bradavic. Kozni bradavice se pfenasi pfimym kontaktem s infikovanou tkani nebo nepfimo
pfi kontaktu s virem kontaminovanymi objekty (Burd, 2003). Infekce urcitymi HPV typy
(viz Tab. 1), ma také vliv na pribéh vzacného genetického onemocnéni epidermodysplasia
verruciformis, tzv. Lewandowsky — Lutz syndrom. Jedna se o dédi¢né autozomalné recesivni

kozni onemocnéni, které se projevuje HPV asociovanymi bradavicemi na trupu a hornich



koncetinach s vysokym rizikem vzniku karcinomu kize (Cardoso a Calonje, 2011). Infekce
typy HPV6 a HPV11 mulze zejména u malych déti, ale i u dospélych, zpisobit rekurentni
respira¢ni papilomatézu. Pii tomto onemocnéni vznikaji v dychacim traktu, predevsim
Vv hrtanu, ¢etné benigni 1éze, u nichz muze dojit k maligni transformaci (Gomez a Santos,
2007). Mezi dalsi onemocnéni spojené s HPV infekci patii fokalni epitelidlni hyperplazie
ustni dutiny (Heckova choroba), papilomy a karcinomy spojivky (Conway a Meyers, 2009).

Piiblizn¢ 40 typt HPV infikuje anogenitalni trakt (Baseman a Koutsky, 2005). Tyto
HPV typy se pienasi sexualnim stykem (pohlavnim, oralnim i analnim). Jedna se o typy
infikujici primarné d€lozni ¢ipek, vaginu, vulvu, penis a anus (Gomez a Santos, 2007).
Castym klinickym projevem téchto typt jsou vn&j§i anogenitilni bradavice,
tzv. kondylomata (Conway a Meyers, 2009; zur Hausen, 2009). HPV typy infikujici sliznici
jsou délény podle jejich onkogenniho potencialu na vysoce rizikové (high-risk HPVs, HR-
HPVSs) a nizko rizikové (low-risk HPVs, LR-HPVS) typy. Toto rozliseni bylo Mezinarodni
agenturou pro vyzkum rakoviny (IARC) v roce 2009 bliZe specifikovano a rozdéleno do ¢tyt
skupin. Skupina 1 (Group 1), zahrnuje 12 HPV typt: HPV16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52,
56, 58 a 59, které byly oznaceny jako pro ¢lovéka karcinogenni. Do Skupiny 2A (Group 2A)
patii pouze HPV6S, ktery byl oznacen za pravdépodobné ,,probably karcinogenni. HPV
typu 5, 8, 26, 30, 34, 53, 66, 67, 69, 70, 73, 82, 85 a 97 tvoti Skupinu 2B (Group 2B),
pro ¢lovéka mozna ,,possibly* karcinogennich typti. HPV typy 6 a 11, spolu s ur¢itymi HPV
typy rodii Beta a Gama byly zatazeny do Skupiny 3 (Group 3), které nejsou klasifikovany
jako karcinogenni (Shiffman et al., 2009; IARC, 2012; Burd, 2016). Mezi nejcastéji
se vyskytujici HR-HPV patii HPV16, 18, 31, 33, 52 a 58. Mezi nejcastejsi LR-HPV patfi
6, 11 a 53 (Brianti et al., 2017).

Anogenitalni infekce slizni¢nimi HPV, patfi mezi jednu z nejcastéjSich sexualné
pfenosnych nemoci u muzi i Zen po celém svéte. Béhem Zivota se infikuje asponl jednim
HPV typem az 80 % sexualn¢é aktivni populace. Ve vétsiné ptipadu je HPV infekce
asymptomicka a v prubéhu 6 az 24 mésict je eliminovana imunitnim systémem (Pannato
et al., 2012; Harari et al., 2014; Groves a Coleman, 2015).

Infekce vysoce rizikovymi HPV viry ma dva vrcholy prevalence. Prevalence
je nejvyssi mezi mladymi zenami do 25 let, u kterych je vyskyt HPV spojovan se za¢atkem
sexudlniho Zivota a s nedostate¢nou imunitou vi¢i HPV infekci. V obdobi od 25 do 34 let
prevalence zna¢né klesa a to predevsim vlivem reprodukéniho véku, ve kterém zena Casto
navstévuje gynekologa. Druhy vrchol prevalence tvoii, zeny od 35 let do 54 let, které mohou

mit perzistujici infekci nebo u nich mize dojit k reaktivaci latentni formy infekce vlivem



fyziologické a imunologické dysregulace v obdobi menopauzy (Burd, 2016; Wu et al.,
2018). Perzistujici infekce se objevuje u 10-15 % Zen infikovanych HPV viry. Pretrvavajici
infekce vysoce rizikovymi HPV viry piedstavuje riziko vzniku anogenitalnich karcinomu
(Groves a Coleman, 2015). HPV viry odpovidaji za vice nez 50 % karcinomt pochazejicich
z infek¢nich chorob u Zen a 5 % u muza (Tulay a Serakinci, 2016). DNA HR-HPV vird byla
nalezena ve vice nez 99 % ptipada cervikalniho karcinomu, 85 % ptipadl karcinomu anélu,

a 50 % ptipadd karcinomu penisu, vulvy a vaginy (Mui et al., 2017).

Tab. 1: Lidské papilomaviry a jejich klinické pfiznaky. Jednotlivé HPV typy jsou sefazeny

podle relativniho vyskytu, tuéné zvyraznéné typy jsou nejcastéji asociovany s piislusnymi

klinickymi ptiznaky (zdroj: Gomez a Santos, 2007).

Klinické priznaky

Typ HPV

Plantarni bradavice
Bézné bradavice

Ploché¢ bradavice

Jiné kozni 1éze (napft. epidermoidni cysty,
nadory hrtanu)

Epidermodysplasia verruciformis
(Lewandowsky — Lutz syndrom)
Rekurentni respiracni papilomatoza
Fokalni epitelialni hyperplazie (Heckova
choroba)

Papilomy a karcinomy spojivky

Genitalni bradavice (condyloma
acuminatum)

Nizko rizikové cervikalni intraepitelialni
neoplazie

Vysoce rizikové cervikalni intraepitelialni
neoplazie

Cervikalni karcinom

Jiné karcinomy genitalii (vaginy, vulvy,
penisu a anu)

1,2,4,63.
2,1,7,4,26,27,29,41, 57,65, 77, 3, 10,
28.

3, 10, 26, 27, 28, 38, 41, 49, 75, 76.
6, 11, 16, 30, 33, 36, 37, 38, 41, 48, 60, 72,
73

2,3,10,5,8,9,12, 14, 15, 17, 19, 20, 21,
22, 23, 24, 25, 36, 37, 38, 47, 50.

6, 11.

13, 22.

6, 11, 16.
6, 11, 30, 42, 43, 45, 51, 54, 55, 70.

6, 11, 16, 18, 31, 33, 42, 43, 44, 45, 51, 52,
74.

16,18, 6, 11, 31, 34, 33, 35, 39, 42, 44, 45,
51, 52, 56, 58, 66.

16, 18, 31, 45, 33, 35, 39, 51, 52, 56, 58,
66, 68, 70.

16, 18, 31, 45, 33, 35, 39, 51, 52, 56, 58,
66, 68, 70.

3.1. HPV68

HPV68 bylo poprvé objeveno v podobé parcialniho genomu, 0 velikosti 5993 paru bazi,
integrovaného do chromozomu nadorové bunééné linie ME180. Neuplnost sekvence
znemoznila rozpoznani nového HPV typu, a proto byl tento fragment piivodné zatazen

mezi sekvence piibuzné HPV39 (Reuter et al., 1991). Pozd¢ji byl HPV68 izolovan z biopsie



lehké dysplazie cervikalni intraepitelialni neoplazie CIN1 (Calleja-Macias et al., 2005).
Cely genom HPV68 byl ziskdn po inserci HPV68 do DNA bakteriofagu lambda
ZAP Il v restrikénim misté EcoRI, ktery byl nésledné klonovan v Bluescript I fagomidu.
Fyzicka mapa HPV68 byla konstruovana na zakladé Stépnych mist ziskanych pomoci

17 restrikénich endonukleaz (viz Obr. 1) (Longuet et al., 1996).
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Obr. 1: Restrikéni mapa DNA sekvenci ME 180 (HPV68b) a HPV68a (zdroj: Longuet
et al., 1996, upraveno).

Pfi porovnani nukleotidovych sekvenci HPV68 a ME180, vykazovaly tyto sekvence,
z celkové 3168 analyzovanych nukleotidd, 93% identitu a 93 az 94% identitu u ¢étecich
ramci pro E6, E7 a L1. Identita aminokyselinové sekvence se pohybuje od 89 do 95 %,
v zavislosti na kddovanych proteinech (Longuet et al., 1996).

Jak uz bylo zminéno, v ramci klasifikace HPV, miizeme n¢které HPV typy dale délit
na subtypy ¢i varianty. HPV subtypy jsou definovany sekven¢ni variabilitou ¢teciho ramce
L1 vrozmezi 2 az 10 %. Jelikoz plvodni sekvence ME180 a HPV68 vykazovaly
7% sekvenéni variabilitu, byly rozdéleny na dva subtypy - HPV68a (HPV68Ref(R)
a HPV68b (ME-180) (Longuet et al., 1996; Chen et al., 2013).

Z tylogenetického hlediska patii HPV68 do rodu Alfa 7 papilomavirta. Mezi dalsi
genotypy rodu Alfa 7 patéi HPV18, 39, 45, 59, 68, 70, 85 a 97 (Burd, 2016). HPV68
je sekvenéné nejblize ptibuzné typim HPV39 a HPV70 (viz Obr. 2). Pii aligmentu sekvenci
téchto tii typl, byla prokdzana 82% nukleotidova identita mezi HPV68 a HPV39 a 81%
identita mezi HPV68 a HPV70 (Longuet et al., 1996).
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Obr. 2: Fylogenetické vztahy mezi vybranymi zastupci HPV patticich do HR-HPV rodu
Alfa 7 (zdroj: Longuet et al., 1996).

HPV68 byl z divodu nedostatku klinickych dat roku 2012 WHO klasifikovan jako
pravdépodobné ,,probably* kancerogenni (skupina 2A). Hlavnim diivodem této klasifikace
byla nizka prevalence HPV68 v cervikalnich nadorech (1 %) a nedostatecné dikazy
0 biologické aktivité v nddorové tkéni.

Az studie Halec et al., z roku 2014, potvrdila pfitomnost infekce pouze genotypem
HPV68 (tzv. single-type infekce) v cervikalnich nadorech. Tato studie také potvrdila,
7ze HPV68 ovliviyje stejné bunééné drahy (popsané v kapitole 3.3. Infekce HPV viry
a integrace do lidského genomu) jako dalsi HR-HPV genotypy (Arbyn et al., 2014).

3.2. Struktura viru a jeho genom

HPV viry jsou malé, neobalené viry o priimeéru 55 - 60 nm, chranéné ikosahedralni kapsidou
(Gomez a Santos, 2007; Mui et al., 2017). Kapsida virionu se sklada ze dvou strukturnich
proteinti - majoritniho L1 a minoritniho L2. Vngjsi strana kapsidy se sklada z 360 molekul
strukturniho proteinu L1, tvoficich 72 kapsomer. Kazda kapsomera je tvofena péti
monomerickymi jednotkami proteinu L1 o molekulové hmotnosti 55 KDA (Fernandes
a de Medeiros Fernandes, 2012; Mui et al., 2017). Jednotlivé kapsomery jsou navzajem
propojeny disulfidickou vazbou (Doorbar et al., 2015). Minoritni kapsidovy protein
L2 o0 molekulové hmotnosti 75 kDa, tvofi vnitini ¢ast kapsidy. Ve virionu se protein
L2 nachazi ve variabilnim poctu, obvykle ve dvanacti kopiich. Pfi vytvareni kapsidy
se kapsomery, tvorené strukturnim proteinem L1, spoji s kopiemi L2, nachazejicimi
se v jejich stfedu. N-terminus proteinu L2 zasahuje az na povrch kapsidy (viz Obr. 3) (Burd,
2003; Doorbar, 2006; Gomez a Santos, 2007; Conway a Meyers, 2009; Mui et al., 2017).
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Obr. 3: Struktura virové kapsidy (zdroj: Schiller a Miiller, 2015, upraveno).

Uvniti kapsidy je ulozen HPV genom tvofeny jednou dvouvlaknovou, kruhovou
molekulou DNA asociovanou s proteiny histonové povahy (viz Obr. 4). Genom o velikosti
piiblizn¢ 8000 part bazi obsahuje v priméru 8 otevienych c¢te¢ich ramci, které jsou
transkribovany z jednoho vlakna DNA do polycystronické mRNA (Williams et al., 2011;
Doorbar et al., 2015; Mui et al., 2017).

Kapsidovy protein L1

Protein histonoveé {
povahy

Genomicka
DNA

T=7d

Obr. 4: Struktura HPV viru (zdroj: https://viralzone.expasy.org/5?outline=all_by_species,
stahnuto 6. 3. 2018, upraveno).

Z funkéniho hlediska je genom HPV virl rozdélen na 3 oblasti. Prvnimi dvéma
oblastmi, které tvoii kodujici oblast genomu, jsou ¢asna oblast E (early region), a pozdni
oblast L (late region). Casna oblast, tvofici pfes 50 % genomu, obsahuje geny E1, E2, E4,
ES5, E6 a E7, které tvori nestrukturni produkty, ucastnici se replikace viru, regulace genové

exprese a u vysoce rizikovych HPV typi i ptipadné onkogeneze (viz Tab. 2) (Burd, 2003;



Gao a Smith, 2016; Burd, 2016). Pozdni oblast zaujima necelych 40 % genomu a obsahuje
dva pozdni geny L1 a L2, které koduji majoritni a minoritni strukturni kapsidové proteiny
(Conway a Meyers, 2009; Gao a Smith, 2016). Tieti oblasti je nekddujici dlouha kontrolni
oblast LCR (long control region), znama také jako URR (upstream regulatory region), ktera
se nachazi mezi geny L1 a E6 a tvoii pfiblizn¢ 10 % genomu (viz Obr. 5) (Harari et al., 2014;
Burd, 2016). Nékodujici oblast je dilezita pro regulaci exprese v§ech HPV geni, obsahuje
replikaéni poc¢atek, oblasti promotoru a oblasti regulujici transkripci (Williams et al., 2011;
Mui et al., 2017).
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Degradace pRB
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Minoritni protein

ES Replikace genomu
Transkripéni faktor E6 a E7

Obr. 5: Struktura genomu HPV viru (zdroj: Lee et al., 2016, upraveno).

Tab. 2: Funkce jednotlivych HPV proteinu (zdroj: Burd, 2016; Tulay a Serakinci, 2016).

Proteiny ¢asnych genti E1l  Wcastni se virdlni DNA replikace, disponuje

helikazovou aktivitou

E2  reguluje replikaci a transkripci viru

E4  napomaha uvoinéni infekénich virionti z buiiky

E5  zplsobuje nadmérnou expresi riistovych faktori
Vv bunikce, inhibuje apoptozu

E6  inaktivuje tumor supresorovy protein p53
ubikvitinaci, navozuje jeho degradaci

E7  inaktivuje tumor supresorovy protein pRD,

navozuje bunécnou proliferaci

Proteiny pozdnich genli L1  tvofi majoritni strukturni protein kapsidy

L2  tvofi minoritni strukturni protein kapsidy




3.3. Infekce HPV viry a jejich integrace do lidského genomu

HPV viry infikujici cervikalni epitel, zptisobuji infekci bazalnich bunék cervikalniho epitelu.
Virus pronika do bazalnich bun¢k prostfednictvim drobného poranéni epitelu, které vede
k jejich obnazeni nebo pronika v oblasti squamokolumnarni junkce transformacni zony,
tzv. squamo-columnar junction - SCJ (Longworth a Laimins, 2004; Gomez a Santos, 2007;
Cardoso a Calonje, 2011; Groves a Coleman, 2015). Oblast squamokolumnarni junkce
transformacni zony je nachylna k infekci a pfipadné maligni transformaci, jelikoz obsahuje
délici se rezervni epitelové a kmenové bunky, které HPV viry pii infekci vyuzivaji pro svou
genovou expresi (Groves a Coleman, 2015).

Na pocatku infekce, po vstupu HPV do bazalnich bunék, se virus v bufice amplifikuje
pouze V nizkém poctu kopii (piiblizn¢ 100 az 200 kopii/bunku) a zlstava v bazalnich
bunkach extrachromozomalng, v tzv. epizomalni form¢ (Groves a Coleman, 2015; Doorbar,
2016). Na amplifikaci se podili ¢asné viralni proteiny E1 a E2, které vytvareji komplex
a jsou spolu s replika¢nim aparatem zodpovédné za replikaci viru (IARC, 2007). Protein E1
ma helikdzovou aktivitu, kterd umoziuje separaci vlaken virové DNA pted postupujicim
replika¢nim komplexem. Protein E2 napomaha vazbé E1 do mista pocatku replikace,
zaroven funguje jako transkripéni faktor ¢asného promotoru (Longworth a Laimins, 2004;
Groves a Coleman, 2015). Vazebné mista pro E2 sousedi s vazebnymi misty pro transkripéni
faktory. Pfi vyS$im mnozstvi E2 dochazi krepresi transkripce vlivem blokovani
transkripénich faktorti. Schopnost E2 aktivovat nebo potladovat expresi, tak napomaha
kontrole mnozstvi viralnich kopii v nediferenciovanych bunkach (Longworth a Laimins,
2004).

Na pocatku infekce také dochazi k expresi proteint E6 a E7. Hlavnim rozdilem mezi
vysoce rizikovymi a nizko rizikovymi HPV typy, je ve funkci téchto proteint. U vysoce
rizikovych HPV typu pisobi E6 a E7 jako onkoproteiny. E6 protein se vaze na tumor
supresorovy protein p53, ktery za normalnich podminek chrani genom butiky, umoziiuje
burice opravu poskozené DNA a navozuje apoptozu. E6 po vazbé na p53 stimuluje jeho
degradaci pomoci ubiquitinizace. Protein E7 se vaze na pRb tumor supresorovy protein (Gao
a Smith, 2016). V neinfikovanych buiikdch pRb zabranuje replikaci poskozené DNA,
reguluje bunécény cyklus a diky vazbé E2F putisobi jako ristovy supresor. Vazba E7 na pRDb,
narusuje komplex mezi pRb a bunéénym transkripénim faktorem E2F-1. Po navéazani E7
na pRb, dojde k uvolnéni E2F-1, coz umozni transkripci genti potfebnych pro vstup burnky

do S faze buné&ného cyklu. Vysledkem je stimulace syntézy bunécné DNA a bunétné
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proliferace. E6 a E7 proteiny u nizko rizikovych HPV typtu se vazi na pfislusné tumor
supresorové proteiny Se snizenou afinitou (Gomez a Santos, 2007).

V disledku HPV infekce dochéazi ke stimulaci proliferace infikovanych bunék
bazalniho epitelu a pfenosu viralniho genomu do dcefinych bunék, které¢ z bazalni vrstvy
migruji smérem k povrchu epitelu (McBride a Warburton, 2017). V neinfikovanych bunkach
kon¢i bunéény cyklus po opusténi bazalni vrstvy, coz ma Casto za nasledek ztratu jader
V suprabazalni vrstvé. Kdyz infikované bunky opousti bazalni vrstvu, pofad u nich probiha
aktivni bunécny cyklus vlivem E7 proteinu. Diferenciované buiiky znovu vchazeji do S faze
a aktivuji expresi bunéénych replikacnich faktori nezbytnych pro virdlni replikaci.
Ptitomnost E7 vede k zachovani bunééného jadra ve vSech vrstvach infikovaného epitelu
(Longworth a Laimins, 2004).

Béhem zivotniho cyklu viru se na jeho amplifikaci podili i protein ES. ES stabilizuje
receptor epidermalniho rustového faktoru (EGF) a zesiluje aktivitu mitogen aktivované
proteinové kinasy (MAP), ktera fosforyluje vazebné misto a exportni signaly u proteinu E1,
nezbytného pro amplifikaci viru (Egawa et al., 2015).

Ve vrchnich vrstvach epitelu dochazi k zabaleni virovych ¢astic do kapsid, tvofenych
majoritnim proteinem L1 a minoritnim proteinem L2. K maturaci viru dochazi
Vv supraficidlnich keratinocytech, ve kterych mitochondrie zrtratily funkci oxidativni
fosforylace, coz vede misto redukce k oxidaci bunééného prostiedi. Takovéto prostiedi
je vhodné pro tvordu disulfidickych vazeb mezi kapsomerami, a pomaha tak k lepsi sestavé
virovych ¢astic (Doorbar et al., 2015). V burice se také kumuluje protein E4, ktery je dulezity
pro vypusténi viru z buniky a jeho pfenos. U HR-HPV typu E4 vytvafi amyloidni fibrily,
které narusuji keratinovou strukturu bungk epitelu, a tim napomahaji vypusténi viru (Egawa

etal., 2015).

Infekce HPV viry sice zpisobuje nesmrtelnost bazalnich bunck a jejich déleni,
ale pouhou infekci nedochazi ve vétsiné pfipadi k maligni transformaci (Gao a Smith,
2016). Pro to, aby doslo k neoplastickym zménam cervixu, musi vysoka exprese viralnich
onkogenti V epitelu pretrvavat (Williams et al., 2011). Ve vétsing ptipadu je vysoka exprese
viralnich onkogent spojovana s integraci HPV DNA do lidského genomu.

V benignich 1ézich, zpisobenych HPV infekci, se virova DNA v jadru hostitelské
bunky nachazi v epizomalni formé¢. Naopak u malignich 1ézi, je HPV DNA vétSinou
integrovana do genomu hostitelské bunky (Leto et al., 2011). V duasledku integrace virové
DNA dochazi k jeji fragmentaci (Gao a Smith, 2016). K fragmentaci virové DNA dochazi
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zejména v genech pro E1, E2 nebo pro kapsidové proteiny L1 a L2. Nejcastéji dochazi
k fragmentaci v oblasti genu E2. Jednou z funkci E2 proteinu je regulace transkripce E6 a E7
gend. Pfi naruSeni funkce E2 proteinu dochazi k nadmérné, neregulované expresi E6 a E7

gend, které mohou vést k buné¢né transformaci (viz Obr. 6) (Gao a Smith, 2016).
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Obr. 6: Vliv nadmérné exprese produktti gent E6 a E7, pfi integraci HR-HPV viru,

na regulaci bunécného cyklu (zdroj: EI Mzibri et al., 2012, upraveno).

Pro integraci HPV do lidského genomu jsou dilezité nejen zmény v genomu viru,
ale i infikované bunky. HPV DNA se integruje do lidského genomu ve fragilnich mistech
(tzv. fragile sites), ktera se vyznacuji Castymi delecemi a chromozomovymi ptestavbami
(Groves a Coleman, 2015; Burd, 2016). Integraci viru do téchto oblasti muze dojit
k ovlivnéni exprese okolnich gent, a tim ke zvyseni rizika vzniku cervikalniho karcinomu
(Yu et al., 2005). Na vzniku karcinomu se mohou podilet také dlouhodobé zanéty,
vyvolavajici tvorbu reaktivnich forem kysliku (ROS) a dusiku (RNS) poskozujici DNA,
do které se virus integruje (Williams et al., 2011). Az 92 % HPV18, 83 % HPV45,
57 % HPV16, 37 % HPV33 a 14 % HPV31 pozitivnich cervikalnich karcinomu je spojenych

s integraci viru do genomu (Li et al., 2011; Groves a Coleman, 2015).
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4. Cervikalni karcinom

Spojitost mezi HR-HPV a cervikalnim karcinomem (CC) byla poprvé odhalena na za¢atku
osmdesatych let dvacatého stoleti némeckym virologem Haroldem zur Hausenem.
Od té doby byl vliv HR-HPV infekce na vznik CC dtkladné prozkouman. V roce 1996 byla
infekce HR-HPVdetekovana u 99,7 % ptipadi CC na celém svété. Vzhledem k tak vysoké
prevalenci, byla infekce HR-HPV uznana jako dulezity faktor pro vznik cervikalniho
karcinomu (Walboomers et al., 1999; Franco et al., 1999; Ghosh et al., 2011).

Nejcastéjsimi typy CC jsou cervikalni karcinom dlazdicovych bunék (69 % piipadi)
a adenokarcinom, ktery vznika v cylindrickém (sloupcovém) epitelu (25 % ptipada) (Sellors
a Sankaranarayanan, 2003; Mui et al., 2017). Ostatni karcinomy cervixu (adenomy,
leiozomy, leiomysarkomy a smiSené mezodermalni karcinomy) jsou velmi vzacné.
Diive se CC dlazdicovych bunék a adenokarcinom vyskytoval v poméru 9:1, incidence
adenokarcinomu vSak celosvétové pribyva. Na narustu poctu ptipadi adenokarcinomu
se z n&jveétsi pravdépodobnosti podili nejen zvyseni frekvence jeho vyskytu, ale zaroven
snizeni poctu piipadi CC dlazdicovych bunék vlivem vc€asné detekce pomoci
screeningovych metod (Roztoc¢il et al., 2011). Na rozdil od CC dlazdicovych bungk,
u adenokarcinomu spojitost infekce HR-HPV s timto onemocnénim klesd se zvysujicim
se vékem pacientky. HPV infekce je detekovana v 89 % ptipadi adenokarcinomu u Zen
mladSich 40 let, ale jen ve 43 % cervikalnich adenokarcinomii U zen starSich 60 let (Burd,
2003; Longworth a Laimins, 2004; Gomez a Santos, 2007).

Cervikalni karcinom je ve svété ¢tvrtym nejéastéj$im karcinomem u zen. Osmdesat
pét procent vSech cervikdlnich karcinomi je diagnostikovano V rozvojovych zemich.
Incidence CC je v rozvojovych zemich (17,8 %) téméf dvojnasobna, nez ve vyspélych
zemich (9,0 %) (Harari et al., 2014). Kazdy rok je ve svété nove diagnostikovano 528 tisic
pfipadl cervikalniho karcinomu a pfiblizné 266 tisic Zen na toto onemocnéni ro¢né zemie
(viz Obr. 7) (Groves a Coleman, 2015).

V Ceské republice se incidence CC pohybuje jiz nékolik let okolo 20/100 000 Zen.
Kazdoro¢né je v Ceské republice diagnostikovano piiblizné 1000 novych piipadi

cervikalniho karcinomu a zhruba 400 Zen na toho onemocnéni zemie (Roztocil et al., 2011).
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Obr. 7: Svétova incidence a mortalita cervikalniho karcinomu vroce 2012 (pocet

onemocnéni na 100 000 zen) (zdroj: IARC GLOBOCAN, 2012, upraveno).

Se vznikem CC je asociovano vice nez 15 typtt HPV. U 70 % piipadl invazivnich
cervikalnich karcinomu jsou detekovany HPV 16 a 18, u dalsi 20 % je prokazana pfitomnost
HPV31, 33, 35, 45, 52 a 58 (Jaisamrarn et al., 2013; Wu et al., 2018). HPV16 se nachazi
v 59,3 % CC dlazdicovych bun¢k a 36,3 % adinokarcinomi. HPV18 se castéji nachazi
v adenokarcinomech (36,8 % piipadi) nez v CC dlazdicovych bunék (13,2 % piipadi) (Mui
etal., 2017).

Infekce HR-HPV je sice nezbytna, ale zaroven nedostateCna pii¢ina vzniku
cervikalniho karcinomu (Schiffman et al., 2011). Mezi faktory pfispivajici ke vzniku
cervikalniho karcinomu patii Casny zacatek sexudlniho Zivota, vysoky pocet sexudlnich
partner v prib&hu zivota, soucasna infekce jinou sexualné pienosnou chorobou, infekce
HIV, vysoky pocet poroda ¢i potrati (opakované lacerace ¢i chronické zanétlivé zmény
v oblasti junkce), dédi¢nost, dlouhodobé pouzivani oradlnich kontraceptiv a koufeni.
Vliv na prevalenci ma i nizky socioekonomicky status (Longworth a Laimins, 2004;
Fernandes a de Medeiros Fernandes, 2012; Mui et al., 2017).
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4.1. Cervikalni léze

Pouze 10 - 15 % infekci HR-HPV viry tvofi perzistentni infekce. Tyto infekce zvySuji
pravdépodobnost vzniku cervikalniho karcinomu. Vzniku invazivnich cervikalnich
karcinomti predchazeji dlouhodobé pfetrvavajici prekancerdézni 1éze. Progrese
prekarceroznich 1ézi do invezivniho karcinou muiZe trvat i vice nez 10 let (Gree et al., 2012;
Vink et al., 2013).

V roce 1968 byl zaveden hodnotici systém pro histologické vysetieni cervikalnich
1ézi a s nim termin cervikalni intraepitelidlni neoplazie (CIN). Cervikdlni intraepitelidlni
neoplazie jsou premaligni transformace, vyznacujici se abnormalnim ristem (dysplazii)
dlazdicovych bunék cervixu. Prekarcer6zni zmény cervixu jsou charakterizované zvysenou
mitotickou aktivitou bungk, atypickymi cytologickymi znaky bunék (zménou velikosti,
tvaru a charakteristickych znak jadra) a jejich abnormalnim uspotfadanim (Sellors
a Sankaranarayanan, 2003; Denny, 2009; Voltaggio et al., 2016). CIN se d¢li se do tii
kategorii — CIN1, CIN2 a CIN3 (Kumar et al., 2007). CIN1 odpovida lehké dysplazii
s atypickymi zmé&nami v dolni tietiné epitelu. CIN2 se shoduje se stfedné tézkou dysplazii
ase zmeénami dosahujicimi dvou tietin epitelu a CIN3 odpovida tézké dysplazii nebo
karcinomu in situ (viz Obr. 9). CIN3 a karcinom in situ (CIS) se vyznacuji ztratou vrstev,
aneuploidii jader, atypickymi mit6zami a nediferencovanym epitelem v celé $ifi, bez toho
aniz by doslo k poruseni bazalni membrany (Mishra et al., 2011; He et al., 2012; Adekunle,
2012)

V roce 1991 byl zaveden hodnotici systém pro cytologické vysetteni cervikalnich
stéru, tzv. systém Bethesda (TBS). Systém Bethesda pouziva dichotomicky (dvoustupnovy)
délici systém, skladajici se z dlazdicovych intraepitelialnich 1ézi nizkého stupné (low-grade
squamous intraepithelial lesion - LSIL) a dlazdicovych intraepitelialnich 1ézi vysokého
stupné (high-grade squamous intraepithelial lesion - HSIL). TBS systém spojuje ploché
kondylomata alehké cervikalni intraepitelialni neoplazie (CIN1) spole¢né do kategorie
LSIL, mezitim co HSIL zahrnuje vice rozvinuté CIN, jako jsou CIN2 a CIN3/CIS
(viz Obr. 8). Bethesda systém byl reevaulovan a upraven v roce 2001 (Altobelli et al., 2015).

U lehké dysplazie a cervikdlni intraepitelidlni neoplazie (CIN1) dochazi casto
ke spontanni regresi (60 % ptipadit). Ptiblizné u 10-16 % CIN1 dochazi k progresi na CIN3.
U CIN2 a CIN3 dochazi ke spontanni regresi pouze u 38 - 40 % a u 12 - 36 % dochazi
k progresi v CC (Marshall, 2003; Grce et al., 2012; Vargas-Hernandes et al., 2015;
Motamedi et al., 2015).
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Obr. 8: Schéma vzniku prekarcerdznich a karceréznich zmén cervikalniho epitelu a jejich

rozdéleni podle jednotlivych hodnoticich systému (Kelloff a Sigman 2007, upraveno).

S ,,',' . ""R “.:f;‘.‘ TIRS 3

2 >t ¥ - e 32 4
SR IR il e S L NP

Normalni cervikaini epitel CINI CIN Il CIN I

Obr. 9: Porovnani cervikalniho epitelu bez atypie spolu s CIN1 (atypické zmény v dolni
tretin¢ epitelu), CIN2 (zmény ve dvou tfetinach epitelu) a CIN3 (atypie v celé §ifi epitelu),

barveni bun¢k hematoxylinem a eosinem (HE) (zdroj: Kumar et al., 2009, upraveno)
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4.2. Prevence
Prevence vzniku cervikalniho karcinomu se déli na primarni (zamezeni vzniku infekce)

a sekundarni (v€asny zachyt nemoci a jeji 1é¢ba) (Scarinci et al., 2010). Mezi primarni
prevenci patii zejména ockovani proti HPV viram, ale také bezpe¢ny sex ¢i uplna sexudlni

abstinence (Shepherd et al., 2000).

4.2.1. Vakcinace

HPV vakciny, byly v Evropé zavedeny v roce 2007. Vakciny jsou uréené pro divky a chlapce
ve véku 9 - 26 let a jsou aplikovany vétSinou kolem 11 az 12 roku, ptfed zahajenim
pohlavniho zivota. V soucasné dobé¢ jsou na trhu tfi vakciny — Cervarix, Silgard (Gardasil)
a Gardasil9 (Markowitz et al., 2014; Mui et al., 2017).

Vakcina Cervarix je bivaletni vakcina, ptsobici preventivné pouze proti HPV typiim
16 a 18. Vakcina je vhodna pro divky a Zeny ve véku 10 az 25 let. Aplikuje se ve tiech
davkach. Spolu s vakcinou Silgard jsou na ¢eském trhu od roku 2007 (Dilley et al., 2018).

Vakcina Silgard (ve svété znama pod nazvem Gardasil) je ¢tyfvalentni vakcina, ktera
slouzi jako prevece proti HPV6, 11, 16 a 18. Vakcina chrani proti dysplazii délozniho hrdla
a zevniho genitalu, ale slouzi také jako prevence vzniku anogenitalnich bradavic (Spicatych
kondylomat), nejcastéji zptisobovanych HPV6 a 11. O¢kovani je vhodné pro divky a chlapce
ve véku 9 az 15 let a pro zeny od 16 do 26 let. Vakcina se aplikuje ve tiech davkach
v prubéhu jednoho roku (Achapong et al., 2018).

Gardasil 9 je na ¢eském trhu od roku 2016. Jedné se o jedinou vakcinu, ptsobici
preventivné proti deviti HPV typtim (HPV6, 11, 16, 18, 31, 33, 45, 52 a 58). Vakcinace
je vhodna pro divky a chlapce ve véku 11 a 12 let. U divek je Gardasil 9 urcen k ochrané
pted cervikalnim karcinomem, karcinomem vulvy, vaginy, analu a anogenitalnimi
bradavicemi. U chlapct je vakcina vhodnd pro ochranu pfed karcinomem analu
a anogenitalnimi bradavicemi. Gardasil 9 se aplikuje ve dvou davkach (vakcinace
pied 15 rokem) ¢i tiech davkach (vakcinace po 15 roku véku) (Fardows et al., 2016).

Vakcina Cervarix chranici pted HPV16 al8 ptedstavuje 70% ochranu pied vznikem
CC. Vakcina Silgard (Gardasil) navic poskytuje ochranu pfed HPV6 all, které zplisobuji
az 90 % anogenitalnich bradavic. Devitivalentni Gardasil9 predstavuje nejvetsi potencial
pii prevenci HPV infekce, jelikoz oproti bivalentni vakcin€ Cervarix a Ctyfvalentni vakcing
Silgard (Gardasil), obsahuje L1 kapsidové proteiny dalsich péti typa HPV, které zptisobuji
10 % HPYV asociovanych anogenitalnich invazivnich karcinomt (14 % u zen a 4 % u muzi),

15 % ptipadi CC a 25 % ptipadi CIN2 (Mui et al., 2017).
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Vsechny vakciny obsahuji syntetické rekombinantni proteiny L1 (majoritni
kapsidovy protein), které jsou samovolné slozeny do ikosaherdalni virus-pfipominajici
Castice (virus-like particles — VLPs). Tyto ¢astice bez virového genomu nejsou schopny
vyvolat HPV infekci, jsou vSak vysoce imunogenni a stimuluji tvorbu neutralizujicich
protilatek, tvorenych B-lymfocyty. Mezi nevyhody vakcin zalozenych na L1 proteinu patii
produkce pouze HPV-typ specifické imunitni reakce. Vakciny zaloZzené na minoritnim
kapsidovém proteinu L2 by mohly pokryt Sirsi skalu HPV typt, diky homologii,
kterd se u L2 vyskytuje napii¢ HPV typy. Vakciny obsahujici L1/L2 a samotné L2 jsou
zatim testovany na zvifecich modelech (IARC, 2007; Petry, 2014; Dochez et al., 2014).

4.3. Screening a HPV detekce

Diagnostiku HPV infekci je mozné provadét pomoci piimych a nepiimych metod.
Mezi nepiimé diagnostické metody patii cytologické, Kkolposkopické, histologické
a sérologické vySetfeni. Tyto metody zakladaji potvrzeni ptitomnosti HPV infekce
na prikazu charakteristickych zmén postizenych tkani ¢i buncék. Piima diagnostika
je zaloZena na prukazu ptitomnosti HPV ¢astic nebo HPV DNA v postizenych buiikach.

V soucasné dobé stale prevladaji cytologicka vySetfeni jako zakladni screeningova
metoda. K vysetieni se pouziva Papanicolaou (Pap) test, pomoci kterého se hodnoti kvalita
bungk, ziskanych stérem ze zevni ¢asti délozniho Cipku (exocervixu) a z vnitiniho kanalu
délozniho hrdla (endocervixu). Ziskané burnky jsou rozetfeny na podlozni skli¢ko, fixovany
alkoholem a poté barveny. Nalezy jsou hodnoceny pomoci Bethesda hodnoticiho systému
(viz kapitola 4.1. Cervikalni 1éze). V piipadé abnormalniho nalezu je pacientka dale
pozorovana nebo poslana na kolposkopii (Burd, 2003; Mishra et al., 2011).

Pii kolposkopickém vySetieni se pomoci binokularniho kolposkopu pozoruje
zvétsené delozni hrdlo, pochva a zevni rodidla. Rozlisujeme zakladni kolposkopii, pfi které
je vySetfovana oblast pozorovana bez podani roztoku. Pii rozsitené kolposkopii
je na pozorované misto nanesen nejéastéji 5% roztok kyseliny octové, ktera zvyraziuje
ptipadné zmény. V piipadé kolposkopického nalezu pacientka poté podstupuje biopsii
(Manisha et al., 2017).

Cytologicka vysetifeni maji fadu nevyhod. Hlavni nevyhodou je potfeba odebrani
vysoce kvalitniho vzorku. Morfologické zmény, které jsou ve vzorku hodnoceny,
jsou subjektivné hodnoceny cytologem a Vv ramci zpracovani vzorku muize dojit k chybé

u nékterého z opakujicich se ukonii (Cuzick et al., 2006).
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V soucasné dobé vykazuji screeningové metody zalozené na piimém prikazu
ptitomnosti HPV vyssi efektivitu nez cytologicka vySetfeni (Arbyn et al., 2015).
V porovnani s cytologickym vySetfenim, prokazuji molekularni metody pii detekci CIN2
a CIN3 vétsi senzitivitu a reproduktibilitu (Isidean a Franco, 2014; Lorenzi et al., 2015),
Metody zalozené na ptimé detekci HPV ve vzorku, mohou byt také vyuzity k detekci
pritomnosti HPV DNA u vzorkd ziskanych samoodbérem (Uijterwaal et al., 2014).
HPV DNA testovani je doporuc¢ovano U zen starsSich 30 let, prozatim vSak neni sou¢asti ro¢ni
preventivni prohlidky u gynekologa. Vysetfeni se déla pouze u pacientek s cytologickym
nalezem (na doporuceni gynekologa) nebo na vyzadani pacientkou (samoplatce)
(HPVINFO, 2018).

Jelikoz HPV viry neni mozno mnozit v tkdniovych kulturédch, je jejich ptesné urceni
zavislé na molekularné biologickych metodach. V soucasné dobé€ jsou dostupné testy
zalozené na hybridiza¢nich metodach studia nukleovych kyselin, signal amplifikujicich
metodach a amplifika¢nich metodach (Abreu et al., 2012).

Mezi hybridizacni metody detekce HPV patii Southerniiv blotting, in situ
hybridizace a dot-blot hybridizace. Tyto metody vyuzivaji radioaktivné znaené sondy
pro detekci HPV infekce v cervikalnich stérech. K obecnym nevyhodam téchto metod patii
nizka senzitivita, nutnost relativn¢ velkého mnozstvi purifikované DNA a ¢asova naro¢nost
(Zaravinos et al., 2009; Leto et al., 2011; Abreu et al., 2012).

Mezi signal amplifikujici metody patii napt. metody Hybrid Capture 2 (Qiagen,
Gaithersburg, MD) a Cervista HPV HR Test (Hologic Inc., Madison, WI, USA). Hybrid
capture 2 (hc2) je jednou z nejpouzivangjSich metod pro detekci HPV DNA a spociva
v hybridizaci HPV DNA a RNA prob, slouzicih k detekci 13 HR-HPV typu (HPV16, 18, 31,
33, 35, 39, 45,51, 52, 56, 58, 59 a 68) a nasledné detekci prob na zakladeé chemiluminiscence
(Villa a Denny, 2006). Cervista HPV HR Test na rozdil od Hybrid Capture 2 detekuje navic
HPV66 a k detekci vyuziva amplifikaci signalu pomoci Invader technologie (Boers et al.,
2014).

Metody zaloZené na PCR (polymerazové fetézové reakci) vyuzivaji amplifikace
HPV DNA a poté detekce pritomnosti konkrétniho typu pomoci HPV-typ specifické proby.
Primery mohou byt navrzené pro konkrétni HPV typ, Castéji se ale pouzivaji komer¢ni
primery zahrnujici vice HPV typl najednou. V diagnostickych screeningovych testech
se nejcasteji vyuzivaji degenerované primery (MY09/11, CPI/II), mismatched primery
S ur¢itou mirou nekomplementarity (GP5+/6+) nebo Castecné se piekryvajici primery

(PGMY) (Brink et al., 2007). Tyto primery jsou ¢asto navrhovany do oblasti genu L1,
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ktera je vysoce konzervovana napii¢ HPV typy. V soucasné dobé existuje nejméné
193 molekularnich detek¢nich metod, pouze 69 je analyticky nebo klinicky evaluovano.
Nékolik z téchto testd bylo validovano pro Evropsky trh pomoci Meijerovy kritérii (Burd,
2016). Mezi testy validované pomoci Meijerova protokolu patii i HPV detekéni testy Cobas®
4800 HPV Test a PapilloCheck® HPV-Screening test, jejichZ senzitivita a specificita detekce
genotypu HPV68 byla pfedmétem studia této bakalarské prace.
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5. Experimentalni ¢ast

Molekularni metody v soucasnosti hraji diillezitou roli pifi detekci infekce HPV viry.
Hlavnimi parametry pro UspéSnost detekce HPV infekce je senzitivita a specificita pouzité
metody. Jednou z moznych detekénich metod je multiplex real-time PCR, ktera umoziiuje
vyuzit v ramci jedné reakce vice nez jednoho paru primert, které se vazi k riznym usektim
templatové DNA, a tim davaji vzniku vice rlznych produktii, které poté analyzujeme
(Markoulatos et al., 2002).

Cilem této prace bylo potvrdit ptitomnost infekce HPV68 ve vzorcich cervikalnich
a cervikovaginalnich stérit pomoci navrzené multiplex real-time PCR. U téchto vzorkt bylo
zaroven potifeba objasnit pri¢inu rozdilnosti vysledkti ziskanych pomoci dalSich dvou
detekénich systémii: Cobas® 4800 HPV Testu (Roche Diagnostics GmBH, Mannheim,
Némecko) a PapilloCheck® HPV-Screening testu (Greiner Bio-One, Frickenhausen,
Némecko). Cobas® 4800 HPV Test je schopny ve vzorku pf¥imo genotypizovat pouze
HPV16 a HPV18. Dalsich 12 HR-HPV detekuje hromadné, jako tzv. infekci dalsimi vysoce
rizikovymi genotypy, zahrnujici i HPV68. Na rozdil od systému Cobas® 4800 HPV Test,
je PapilloCheck® HPV-Screening test schopen HPV68 genotypizovat ve vzorku piimo
(Abreuetal., 2012). VSechny testované vzorky cervikalnich a cervikovaginalnich stéru, byly
pomoci systému PapilloCheck® HPV-Screening vyhodnoceny jako HPV68 pozitivni,
zatimco U né&kterych vzorkd Cobas® 4800 HPV Test nedetekoval infekci dal§imi vysoce
rizikovymi genotypy. Pro ovéfeni spravnosti ziskanych dat, byly oba testy u vzorki
s neshodnymi vysledky zopakovany, vysledek obou metod byl vSak stejny.

Jako moZné pficiny, zpisobujici neshody vysledkd, ziskanych pomoci téchto dvou
certifikovanych, in vitro diagnostickych metod (tzv. CE-IVD), byly provéfeny vlivy
rozdilného mnozstvi viralni naloze (VL), formy HPV infekce a subtypu HPV68. V piipadé
nizké viralni ndloze, mohla byt HPV infekce pod detekénim limitem systému Cobas® 4800,
ale stale nad detekénim limitem systému PapilloCheck®. U systému PapilloCheck®
je pro HPV68 uveden limit detekce 30 kopii/PCR reakci. Cobas® 4800 uvadi pro HPV68
limit detekce 450 kopii/ml stabilizatniho média PreserveCyt, které je ekvivalentni
s pouzitym médiem cobas® PCR Cell Collection Media, Roche (PapilloCheck®
und PapilloCheck® high-risk — Instructions For Use, 2011; Rao et al., 2013).

U nekterych pacientek mohlo také dojit k integraci HPV do lidského genomu a diky
tomu Kk fragmentaci gend detekovanych nékterymi HPV detekénimi metodami.

Obe¢ studované CE-IVD metody vyuzivaji PCR amplifikace a detekce konkrétniho tiseku
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HPV DNA. Systém PapilloCheck® HPV-Screening test detekuje 350 bp dlouhy tisek genu
E1, zatimco systém Cobas® 4800 HPV Test detekuje 200 bp fragment genu L1 (Preisler
et al., 2013; Vieira a Almeida, 2013).

Dalsi moznou pti¢inou neshody vysledki mohla byt rozdilna citlivost danych metod
pro subtypy HPV68, HPV68a a HPV68b. Nizsi citlivost pro HPV68a, nez pro HPV68D, byla
popsana napt. u PGMY primerd, cilenych na L1 gen, pouzivanych k detekci HPV v tad¢
CE-1VD detek¢énich souprav (Estrade a Sahli, 2014).

Pro validaci ptitomnosti infekce genotypem HPV6S, urceni virdlni néloze a formy
HPV infekce, byla navrZzena kvantitativni multiplex real-time PCR. Cilovymi geny
pro kvantitativni multiplex real-time PCR, byly oblasti genit E2 a E6, spolu s genem
pro GAPDH. Gen pro GAPDH (Glyceraldehyd-3-fosfat degydrogenazu) se fadi mezi
tzv. housekeepingové geny, které jsou exprimované ve vSech lidskych bunkach,
proto se ¢asto vyuziva pii studiu genetické exprese (Barber et al., 2005). Pii multiplex real-
time PCR slouzil gen pro GAPDH jako interni kontrola amplifikace.

Oblasti genti E2 a E6 byly zvoleny kvili tloze téchto gend pii integraci HPV
do lidského genomu, studované u prevalentnéjsich genotypu. V dusledku integrace muze
dochazet k fragmentaci DNA HPV viru, a to nejcastéji v tzv. pantové oblasti (hinge region)
genu E2, pripadné v oblasti genu E1, L1 nebo L2. Delece téchto oblasti byla pozorovana
napt. u genotypu HPV16, kdy ve studii tymu Arias-Pulido et al. z roku 2006 dochazelo
V ramci integrace k fragmentaci aZ u 78 % studovanych vzorki. Integrace HPV do genomu
pfedstavuje zvysené riziko vzniku cervikalniho karcinomu. Pi1 ztrat€ funkce genu
E2 dochazi k nadmérné expresi genu E6. Produkt genu E6 se u vysoce rizikovych HPV typu
vaze na tumor supresorovy protein, ktery degraduje a tim zpusobi deregulaci bunééného
cyklu, vedouci k malignim zménam (IARC, 2007). Genotyp HPV16 se nejcastéji vyskytuje
Vv integrované form¢ a jeho pfitomnost byla potvrzena v 57 % ptipadid CC (Li et al., 2011).
Integrace u genotypu HPV68 je vzhledem k jeho nizkém vyskytu v CC téméf
neprozkoumana.

Integrace HPV do lidského genomu a jeji vliv na vznik neoplastickych zmén cervixu
je pfedmétem mnoha studii. Z tohoto diivodu byl do bakalatské prace zahrnut i vzorek DNA
izolované z cervikélniho karcinomu, pozitivniho na pfitomnost HPV68. U vSech vzorki
bylo pomoci poméru poctu kopii E2/E6 zjisténo, zda se jedna 0 epizomalni ¢i integrovanou
formu infekce, pfipadn€ o formu smiSenou. Detekce genu E6, K jehoz fragmentaci dochazi
v disledku integrace pouze v minimdlnim mnoZstvi, byla déale u vzorkd vyuzita

ke kvantifikaci viralni naloze, definované jako pocet kopii genu E6/ng DNA.
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Multiplex real-time PCR se, stejné jako klasicka PCR reakce, sklada z 3 opakujicich
se fazi (viz Obr. 10): denaturace, nasedani primert (anneling) a prodlouzeni fetézce
(elongace). Pii denaturaci dochazi k oddéleni dvouvlaknové DNA na dvé jednovlaknové,
vlivem rozruSeni vodikovych mustkl, které vlakna spojuji. K denaturaci dochazi
pfi teplotach kolem 90 — 95 °C. Po denaturaci se reakéni smés s DNA ochladi na 50 — 75 °C.
Snizeni teploty umozni nasedani primerd, které ohraniCuji cilové misto amplifikace.
Poté, pti 72 - 78 °C, dochazi k prodlouzeni primera piisobenim termostabilni polymerazy
ve sméru 5° — 3¢ (viz Obr. 10). Tyto 3 faze se opakuji 20 - 30 krat, coz ma za nasledek vznik
nékolika miliont az miliardy kopii amplifikovaného tseku (Mackay et al., 2002; Arney
etal., 2010).
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Obr. 10: Schéma prub¢hu PCR reakce
(zdroj: https://qph.ec.quoracdn.net/main qimg701d1c1f8a9cf96c8ab15697d3a3d51f,
stazeno a upraveno: 14. 11. 2017).

Kvantifikace v pribéhu real-time PCR probiha na zakladé zaznamenani fluorescence
generované, bud’ diky zabudovéni fluorescencniho substratu do dvoufetézcového PCR
produktu v prubéhu reakce, nebo diky vyuziti sekvencéné specifickych fluorescenéné
znacenych prob. Pfi multiplex real-time PCR byly pouZity dudlné znacené hydrolyzacni
TagMan proby. Tento typ prob na 5’ konci nese fluorofor a na 3’ konci je navazana molekula
zhasece, ktera v blizkosti fluoroforu blokuje jeho fluorescenci. Béhem real-time PCR
se proba specificky vaze do oblasti PCR produktu mezi forward a reverse primery.
Termostabilni Taq polymeraza svou exonukleazovou aktivitou navdzanou TagMan probu
roz§tépi, dochazi k separaci molekuly fluorochromu od zhasece, a tim k emisi fluorescence
(viz Obr. 11). Se zvySovanim poctu kopii cilového tseku dochézi k postupnému zvysovani

fluorecen¢niho signalu, ktery je softwaroveé zaznamenavan (LabGuide, 2017).
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Obr. 11: Schéma hydrolyzy TagMan proby. (zdroj: http://1.bp.blogspot.com/-
y2ZyenfQow0/UZpShbDEJQI/AAAAAAAAB- 8/jxO4F5M7e21/s640/TagMan+GX+carto
on.jpg; stazeno a upraveno: 14. 11. 2017).

K rozliSeni pfitomnosti subtypt HPV68a a HPV68b ve zkoumanych vzorcich,
byla zvolena touchdown PCR s naslednou analyzou ktivek tani, tzv. high resolution melting
(HRM). Primery pro detekci subtypt byly navrzeny do oblasti genu E6, ktera u subtypi
vykazovala variabilitu ve 4 bp. Tato oblast byla nejprve amplifikovana pomoci touchdown
PCR, ktera se vyuziva k zvyseni specificity PCR produkti. Zvysené specificity je docileno
pomoci vyssi hybridiza¢ni teploty na pocatku amplifikace, ktera zabrani nespecifickému
nasedavani primerii na templatovou DNA. Tento postup vede sice k niz§imu poctu, ale zato
vysoce specifickych produktd. V dalSich cyklech se teplota hybridizace snizuje, dochazi
tak k ¢astéjsimu nasedani primert, a tedy vzniku dostate¢ného mnozstvi produkta (Korbie
a Mattick, 2008). U ziskanych produktd byla dale provedena analyza ktivek tani (HRM),
ktera je zalozena na denaturaci DNA, tedy pfeméné dvouvldknové DNA na jednovléknovou,
teploty, pii kterych molekuly DNA denaturuji. Postupnou pfeménou dvouvldknové DNA
na dvé jednovlaknové, se uvoliiuje fluorescencni barvivo, jehoZ intenzita je zaznamenana
pfistrojem S fluorescen¢nim detektorem. Vysledkem je tzv. kiivka tani, kterd popisuje

zavislost intenzity fluorescence na teploté.
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5.1. Material, pomiicky a pristrojové vybaveni

5.1.1. Pouzité chemikalie

DEPC osetiena voda (Sigma-Aldrich, USA); Thermo-Start PCR pufr 10x (Thermo Fisher
Scientific, USA); MgCl2 (25 mM, Thermo Fisher Scientific, USA); Thermo-Start Tag DNA
polymeraza (5 U/ul, Thermo Fisher Scientific, USA); dATP, dCTP, dGTP, dTTP (100 mM,
Promega, USA); EvaGreen® 20x ve vodé (Biotium, USA); HotStarTaq® Plus Master Mix 2x
(QUIAGEN, Nizozemsko); DNA-ExitusPlus™ (PanReac AppliChem, Némecko).

Souprava Qubit™ dsDNA HS Assay: Molecular probes Qubit® dsDNA HS pufr (Life
technologies, USA); barvivo Qubit™ dsDNA HS Reagent 200x koncentrat v DMSO
(Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, USA).

Souprava Agilent DNA 1000 Reagents: barvivo - DNA Dye Concentrate,
hmotnostni standard - DNA 1000 Ladder, markery - DNA 1000 Markers, gelova matrix -
DNA 1000 Gel Matrix, filtry - Spin Filters (Agilent Technologies, Némecko).

Primery pro gen GAPDH (Generi Biotech, Ceska republika); primery pro oblast genti
E2 a E6 (Generi Biotech, Ceska republika); dualng znatené TagMan proby (Generi Biotech,
Ceskd republika) — pro E2 (FAM-BHQL), pro E6 (HEX-BHQ2), pro GAPDH (Cy5-BHQ2);
primery pro HRM pro gen E6 HPV68a a HPV68b (Generi Biotech, Ceska republika),
600 bp dlouhé syntetické iseky oblasti genu E6 HPV68a a HPV68b (Invitrogen, USA).

5.1.2. Priprava roztoki
Smés dANTP (10 mM) byla pfipravena smichanim 10 pl zasobniho roztoku (100 mM)
jednotlivych deoxynukleotidti (AATP, dCTP, dGTP, dTTP) v 60 ul DEPC vody.

5.1.3. Biologicky material

Plazmid — genomova DNA HPV68 klonovana ve vektoru pBScript, klonovaci misto EcoRI,
pozice 674 bp (Karolinska Institutet, Svédsko); DNA izolovana z T-lymfoblastické
leukémické bunééné linie CEM (Thermo Fisher Scientific, USA).

5.1.4. Pomiicky

Eppendorf Research Plus pipety a Eppendorf Duafilter PCR clean/sterile dualfilter $picky
(Eppendorf, Némecko); 1,5ml mikrozkumavky (Scientific Specialties, USA);
2 ml mikrozkumavka (Scientific Specialties, USA); prihledna 96 x 0,1 ml PCR destic¢ka
(BlOplastic, Nizozemsko); AD-plate bila 96 x 0,3ml PCR desticka Cobas (Roche
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Diagnostics GmBH, Némecko); Opti-Seal Optical Disposable Adhesive folie (BIOplastic,
Nizozemsko); 3M™ PA-1 stérka pro uhlazeni félie (3M, USA); chlazeny stojan na PCR
desti¢ku; chlazeny stojan na mikrozkumavky; stojan na PCR desticku; stojan
na mikrozkumavky; EU SFGC 8 x 0,1 ml pruhledné PCR stripy (BIOplastic, Nizozemsko);
8 x 0,2 ml telkosténné prithledné PCR zkumavky (Axygen, USA); zkumavky Qubit™ Assay
Tubes pro Qubit® 2.0 (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, USA); DNA ¢&ip (Agilent
Technologies, Némecko); stanice pro Agilent ¢ip - Chip Priming Station (Agilent
Technologies, Némecko); d&isti¢ elektrod - Electrode Cleaner (Agilent Technologies,

Némecko); rukavice SemperCare® (Sempermed, Rakousko)

5.1.5. Pristroje
Laminarni boxy: Mars Safety Classe 2 Flow-box (ScanLaf, LaboGene, Dansko)
HeraSafe KS Flow-box (Thermo Fisher Scientific, USA)
Centrifugy, vortexy: Combi-Spin FVL-2400N centrifuga a vortex (BioSan, Lotyssko)
Eppendorf Centrifuge 5430 (Eppendorf, Némecko)
PV1 vortex-mixer (Grant Instruments, Velka Britanie)
Mini Spin Eppendorf centrifuga (Eppendorf, Némecko)
VX-200 Lab Vortexer vortex mixer (Labnet International, USA)
GmCLab® minicentrifuga (Gilson, USA)
IKA® MS 3 vortexer (Sigma-Aldrich, USA)
Vortex-Genie 2 (Scientific Industries, USA)

Fluorometr: Qubit 2.0® (Invitrogen by Life technologies, USA)
Termocyklér: Cobas® z 480 (Roche Diagnostics GmBH, Némecko)
Analyzator Cipu: 2100 Bioanalyzer Instrument (Agilent Technologies, Némecko)

5.1.6. Software
LightCycler® 480 Software; Agilent 2100 Expert Software; MS Excel

5.2. Vzorky cervikalnich a cervikovaginalnich stéri

Pro analyzu bylo vybrano 43 vzorki DNA izolovanych z 38 cervikalnich stéri,
4 cervikovagindlnich stérii, a 1 cervikdlniho karcinomu. Cervikélni stéry byly odebrany
pacientkam pii pravidelné gynekologické prohlidce, cervikovaginalni stéry byly ziskany

domicim samoodbérem pomoci sady Evalyn® Brush (Rovers Medical Devices,
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Nizozemsko) a vzorek cervikalniho karcinomu byl poskytnut Bankou biologického
materialu Masarykova onkologického ustavu (Bank of Biological Material at Masaryk
Memorial Cancer Institute) v Brné. DNA z cervikalnich a cervikovaginalnich stért byla
izolovana pomoci automatického izolatoru Cobas® x 480 (Roche Diagnostics GmBH,
Mannheim, Némecko). Genomova DNA z cervikalniho karcinomu byla izolovdna pomoci
sady Cobas® DNA Preparation Kit (Roche Diagnostics GmBH, Mannheim, Némecko).

U vsech vzorkdi byla pomoci PapilloCheck® HPV-Screening testu prokiazana
pritomnost DNA HPVG8.

5.3. Pracovni postup

Tato bakalaiska prace byla provedena podle navrhu studie schvaleného Etickou Komisi
Lékarské fakulty a Zubniho Iékafstvi Univerzity Palackého a Fakultni nemocnice
v Olomouci, v souladu s Helsinskou deklaraci. VSichni ucastnici studie podepsali
informovany souhlas s vyuzitim jejich biologického materidlu pro vyzkumné tucely.
Pii manipulaci se vzorky a reagenciemi byla, stejné jako pfi jejich skladovani, dodrzovana
pravidla prace v pre-PCR, PCR a post-PCR laboratofi. Pfiprava reak¢nich smési a prace
se vzorky probihaly ve sterilnich laminarnich boxech uréenych vyhradné pro danou ¢ast
postupu. Vzorky i veskeré reagencie pouzité pro piipravu reakénich smési byly pied
pouzitim a po pouziti uskladnény pti -20 °C. Béhem pftipravy reakénich smési byla pouzita
Tag termostabilni polymeraza po celou dobu chlazena v chladicim stojanu. VSechny vzorky,
reagencie a reak¢éni smési, byly pfed pouzitim pulzné zvortexovany a Stoeny na stolni

centrifuze s vortexem.

5.4. Kvantifikace viralni naloZe a urceni formy HPV infekce

5.4.1. Navrh primeri a prob pro multiplex real-time PCR

DNA sekvence obou subtypit HPV68 byly pted navrzenim specifickych primerti a prob
ziskany z online sekvenénich databazi. DNA sekvence pro subtyp HPV68a byla ziskana
z databaze PaVE — Papilloma virus genome database (https://pave.niaid.nih.gov/#search/se
arch_database/locus_view/fetch?id=HPV68REF&format=Locus%20view&hasStructure=n
one) a DNA sekvence pro subtyp HPV68b byla ziskana z databaze GeneBank (https://ww
w.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/FR751039.1). Pouzité primery a proby byly navrZzeny pomoci
programu PrimerQuest Tool (http://eu.idtdna.com/PrimerQuest/Home/Index), ktery byl
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zaroven pouzit pro kontrolu tvorby sekundarnich (vlasenkovych) struktur (tzv. hairpins),
véetné zjisténi teploty tani téchto struktur. Specificita vybranych primert byla ovéfena
programem BLAST (https://blast.ncbi.nIm.nih.gov/Blast.cgi).

Primery a proby byly navrzeny do oblasti gent E2 a E6, které se u obou subtypi
HPV68 nelisi a pii amplifikaci metodou PCR vznikaji u obou subtyptl stejn¢ velké PCR
produkty. K detekci PCR produktt byly navrzeny sekvencné specifické TagMan proby.
Proba pro oblast genu E2 byla znac¢ena pomoci fluorochromu FAM a zhasece BHQ1, proba
pro gen E6 byla znaCena fluorochromem HEX a zhasecem BHQ?2. K detekci interni
kontroly, genu pro GAPDH, byly pouzity sekven¢né specifické primery a proba znacena
fluochromem Cy5 a zhase¢em BHQ2. Z divodu planovaného patentovani tohoto testu neni

mozné sekvence primera a prob uvést.

5.4.2. Mg&feni koncentrace DNA na pFistroji Qubit 2.0®

Koncentrace DNA byla ve vzorcich stanovena fluorometricky, pomoci fluorometru Qubit
2.0%. Nejprve byla provedena kalibrace pfistroje dle navodu vyrobce. Po Kalibraci byla,
pomoci sady Qubit dsDNA HS Assay, ve vzorcich zméfena koncentrace dsDNA.
K 199 ul Cerstvé namichané barvici smési, pfipravené z fluorescencniho barviva Qubit
dsDNA HS Reagent a Qubit dsDNA pufru (fedéno v poméru 1:199), byl piidan 1 ul vzorku
DNA. Po pridani vzorku byla mikrozkumavka zvortexovana po dobu 3 sekund a 2 minuty
ponechéna stat pfi laboratorni teploté. Nasledné byla pomoci pfistroje Qubit 2.0® zméfena
koncentrace dsDNA v ng/ul. Tento postup byl proveden pro kazdy analyzovany vzorek
DNA. Koncentrace DNA byla u kazdého vzorku métena ve 3 opakovanich. Jejich primérna

hodnota je uvedena v piiloze ¢. 1 - 3.

5.4.3. Testovani navrZenych primeru
Funkénost primerti navrZzenych pro HPV68 geny E2 a E6 byla nejprve testovana na tfech
HPV68 pozitivnich vzorcich DNA a plazmidu obsahujicim genom HPV68 (pozitivni
kontrola). Detekce pritomnosti HPV68 byla provedena pomoci metody real-time PCR
za pouiti interkalaéniho barviva EvaGreen®,

Zasobni roztoky obou par primeri o koncentraci 100 uM, byly zfedény
na koncentraci 2,5 uM. Pro kazdy par primert byly, k 152 ul DPEC vody, pifidany 4 ul
roztoku forward primeru a 4 pul roztoku reverse primeru. K otestovani primert ur¢enych

k detekci E2 a E6 gent byly pfipraveny dvé reakéni smési dle tabulky ¢. 3.
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Tab. 3: Soupis reagencii k ptipravé real-time PCR reakénich smési K oveéteni funkénosti

primerti navrzenych do oblasti gent E2 a E6 HPV68.

PCR reakéni smés Koncentrace reagencii Objem [ul/1 reakce]
v PCR reakci
Termo-Start PCR pufr (10x) 1x 2,5
MgCl2 (25 mM) 3mM 3
Roztok primerd pro gen E2 nebo E6 200 nM 2
(2,5 uM)
Thermo-Start Taq polymeraza (5 U/ul) 1U 0,2
dNTP (10 mM) 200 uM 0,5
EvaGreen (20x) 0,5x 0,625
DPEC H;O 14,175
Vzorek DNA 2
Celkovy objem 25

Ptipravené reakéni smési byly nejdiive zvortexovany a stoceny, a poté rozpipetovany
po 23 ul do PCR stripi. Do kazdé jamky byly poté pfidany 2 ul vzorku DNA. Pro oba sety
primerd byla, spole¢né se ttemi HPV68 pozitivnimi pacientskymi vzorky, testovana také
negativni kontrola (DEPC voda) a pozitivni kontrola (DNA plazmidu s genomem HPV68).
V ramci reakce byly kontroly testovany v duplikatu a HPV68 pozitivni vzorky byly
testovany v triplikatu. Po zcentrifugovani byly PCR stripy vloZeny do termocykléru Cobas®
z 480 a nasledné byl spustén program pro real-time PCR (viz Tab. 4).

Tab. 4: Program real-time PCR k ovéfeni funkénosti primerti navrzenych pro geny E2 a E6
HPV68.

Real-time PCR program Telota Cas Pocet cykli
Inicia¢ni denaturaéni krok 95°C 15 min 1
Denaturace 95 °C 15s 45
Annealing a elongace 60 °C 60 s

Chlazeni 4°C o0

Po skonceni PCR reakce byla velikost PCR produktli ovéfena pomoci Agilent Cipu.
Cip byl ptipraven podle navodu pro soupravu Agilent DNA 1000. Na piipraveny &ip byl
do jednotlivych jamek uréenych pro vzorky pipetovan vzdy 1 pl PCR produktu.
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Velikost PCR produkti byla ovéfena na pozitivni kontrole a jednom z testovanych HPV68

pozitivnich pacientskych vzork.

5.4.4. Testovani préb

Po ovéreni funkénosti obou setll primerd, byly objednany navrzené proby, které byly
nasledné pomoci multiplex real-time PCR spolu s obéma pary primerd pro geny E2 i E6
HPVG68, testovany Vv jedné reakci. Smés primertt a préb byla pfipravena smichanim
300 ul DPEC vody a zasobnich roztoku primert a prob: 4 ul forward a 4 ul reverse primera
pro gen E2, 4yl forward a 4 pl reverse primerd pro gen E6, 2 ul roztoku proby
pro E2 a 2 ul roztoku proby pro E6. Zkumavka se smési primerti a prob byla zvortexovana

a stoCena. Reak¢ni smés pro multiplex real-time PCR byla pfipravena podle tabulky ¢. 5.

Tab. 5: Soupis reagencii pro piipravu multiplex real-time PCR reakéni smési k ovéteni

funkénosti primerti a prob pro oblasti genit E2 a E6 HPVG68.

PCR reakéni smés Koncentrace reagencii Objem [ul/1 reakce]
v PCR reakci

Termo-Start PCR pufr (10x) 1x 2,5

MgCl2 (25 mM) 3mM 3

Roztok primerti a préb pro geny 200 nM (primery); 4

E2 a E6 100 nM (préby)

Thermo-Start Tagq polymeraza 1U 0,2

(5 U/ul)

dNTP (10 mM) 200 uM 0,5

DPEC H;O 12,8

Vzorek DNA 2

Celkovy objem 25

PCR reakéni smés byla po zvortexovani a stoceni rozpipetovana po 23 ul do PCR
stript, do kterych byly nasledné pfidany 2 pl vzorku DNA. Pro testovani primert s probami
byly vybrany stejné HPV68 pozitivni vzorky a kontroly viz 5.4.3. Testovani navrzenych
primert. V ramci reakce byly, stejné jako v piedchozi reakci, kontroly testovany v duplikatu
a HPV68 pozitivni vzorky byly testovany v triplikatu. Poté byly PCR stripy stoceny
a vlozeny do termocykléru Cobas® z 480 s pripravenym programem pro multiplex real-time
PCR (viz Tab. 4).
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5.4.5. Urceni limitu detekce

pomoci multiplex real-time PCR, byly nejprve pfipraveny kalibra¢ni fady pro gen GAPDH
a geny E2 a E6. Pripraven¢ kalibra¢ni fady byly poté pouzity ke kvantifikaci viralni naloze
a ur¢eni formy infekce v pacientskych vzorcich.

Pro ptipravu kalibra¢ni fady pro gen GAPDH, byla pouzita DNA z T-lymfoblastické
leukémické bunééné linie CEM, izolované pomoci sady MagCore® Cultured Cells DNA
na piistroji MagCore® Automated Nucleic Acid Extractor (RBC Bioscience, Taiwan).
Koncentrace DNA izolované z bun&né linie CEM byla zméiena na fluorometru Qubit® 2.0.
Nameétend koncentrace DNA (258 ng/ul) byla pouzita k vypoctu poctu kopii diploidniho
lidského genomu obsazeného v 1 pl genomické DNA. Jedna kopie diploidniho genomu
obsahovala 6,15 pg/ul, ve vzorku DNA z bun&né linie CEM bylo tedy 4,20x10* kopii
diploidniho genomu/ul. Jelikoz se v diploidnim genomu nachazi gen pro GAPDH dvakrat,
v 1 pl bylo tedy obsazeno 8,4x10* kopii genu pro GAPDH. Ze zasobniho vzorku, byl nejprve
piipraven vzorek o koncentraci 2x10* kopii GAPDH a naslednym fedénim DPEC vodou,
faktorem 10, byla pfipravena kalibra¢ni fada s rozpétim 2x10* az 2x10°,

Pro pfipravu kalibra¢ni fady pro geny E2 a EG6, byla pouzita plazmidovda DNA
obsahujici genom HPV68. Koncentrace DNA plazmidu byla rovnéz zmétena na fluorometru
Qubit 2.0. Vzorek plazmidové DNA o koncentraci 101 ng/ul, odpovidal 8,7x10° kopiim
plasmidu (10780 pb) v 1 ul. Z tohoto zasobniho vzorku plasmidové DNA byl nejprve
piipraven vzorek o koncentraci 2x107, z néhoz byl piipraven nevyssi bod kalibraéni fady
0 koncentraci 2x10°, a poté byl piipraven zbytek kalibracni fady, postupnym fedénim DPEC
vodou faktorem 10, az po nejnizsi bod kalibraéni fady 2x10°.

Kalibra¢ni tady pro gen GAPDH a geny E2/E6, byly pfipraveny ve tfech
opakovanich a kazdy bod kalibra¢ni fady byl pomoci multiplex real-time PCR testovan
Vv duplikatu. Z téchto kalibra¢nich fad byla pro gen GAPDH a geny E2/E6 nasledné vybrana
kalibra¢ni fada s nejlinearnéjSim priibéhem, ktera byla poté pouzita pro kvantifikaci poctu

kopii E2, E6 a GAPDH v pacientskych vzorcich.

5.4.6. Testovani cross-reaktivity navrZzeného detekéniho systému

Specifita navrZzenych primeri a prob pro genotyp HPV68 byla experimentalné ovétfena
pomoci multiplex real-time PCR, pii které bylo testovano 15 pacientskych vzorkd,
pozitivnich na pfitomnost DNA raznych HPV genotypi, 5 HPV negativnich vzorki a jeden

HPV68 pozitivni vzorek (viz Tab. 6). Pomoci real-time PCR byla ovéfena mozna cross-
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reakce navrzeného detekéniho systému s 6 LR-HPV (HPV6, 11, 40, 42, 43 a 44/55)
a 17 HR-HPV (HPV16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 53, 56, 58, 59, 66, 70, 73 a 82).

Tab. 6: Vzorky pouzit¢é k vylouceni cross-reakce navrzeného detek¢niho systému

pro HPV68 s jinymi HPV genotypy.

Cislo vzorku

HPYV genotypy detekované
pomoci systému PapilloCheck

Cislo vzorku

HPYV genotypy detekované
pomoci systému PapilloCheck

1

© 00 N o ok wDN

HPV82, 70, 42
HPV58, 51, 40, 44/55
HPV39, 73

HPV16, 18, 56, 42
HPV16, 31, 51, 70
HPV31,82

HPV31, 51, 11
HPV51, 53, 70, 42
HPV33, 52, 51

10
11
12
13
14
15
16-20
21

HPV16, 18, 59, 51, 39
HPV58,73, 82
HPV73, 42, 44/55
HPV35, 6

HPV59, 66

HPV43, 45, 31

HPV negativni
HPV68

Pro testovani cross-reaktivity byla nejprve pfipravena smés primert s probami

pro geny E2 a E6 dle postupu uvedeného v 5.4.4. Testovani prob. Poté byla pfipravena smes

primerd S probou pro gen GAPDH, smichanim 154 pl DPEC vody s2 ul forward,

2 pl reverse primert a 2 pl proby. Reakéni smés byla pfipravena podle tabulky €. 7.

Tab. 7: Reagencie k pfipravé reakéni smési pro multiplex real-time PCR k vylouc¢eni cross-

reakce navrzeného systému s jinymi HPV genotypy.

PCR reakéni smés

Koncentrace reagencii

Objem [ul/1 reakce]

v PCR reakci
Termo-Start PCR pufr (10x) 1x 2,5
MgCl; (25 mM) 3mM 3
Roztok primert a prob pro geny E2 a 200 nM (primery); 4
E6 100 nM (proby)
Roztok primerti a prob pro GAPDH 100 nM 2
Thermo-Start Tag  polymeraza 1U 0,2
(5U/ul)
dNTP (10mM) 200 uM 0,5
DPEC H:0 10,8
Vzorek DNA 2
Celkovy objem 25
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Ptipravena reakéni smés byla zvortexovana a stoena a poté po 23 pl rozpipetovana
do 96 jamkové PCR desticky. Pii testovani DNA vzorkd, byla spolu se vzorky
testovana také kalibraéni fada pro geny E2 a E6 HPV68 o rozpéti 2x10°az 2x10° a kalibraéni
fada pro gen GAPDH s rozpétim 2x10* az 2x10°. Kazdy bod kalibraéni fady byl testovany
Vv duplikétu. Kazdy pacientsky vzorek DNA byl testovan v triplikétu. V ramci kazdého béhu
byly testovany také 2 negativni kontroly (DEPC voda).

Po napipetovani vzorkl a kalibracnich fad byla PCR desticka zalepena adhezivni
folii, stodena a prenesena do nastaveného termocykléru Cobas® z 480. Vzorky a kalibra¢ni
fady byly testovany pomoci multiplex real-time PCR programu uvedeného v tabulce ¢. 4.

Po skonceni reakce byla vyhodnocena ptitomnost HPV68.

5.4.7. Validace pritomnosti HPV68 v pacientskych vzorcich

Pacientské vzorky DNA ziskané izolaci z cervikdlnich, cervikovagindlnich stért
a cervikalniho karcinomu, uréené k validaci ptitomnosti infekce HPV68, byly testovany
pomoci metody kvantitativni multiplex real-time PCR. Pt#i testovani DNA vzorku byl
pomoci kalibra¢nich fad uréen pocet kopii genit E2 a E6 a pocet kopii genu GAPDH, ktery
slouzil jako interni kontrola amplifikace.

Piiprava roztok primerd s probami, reakéni smési a samotny prubéh multiplex
real-time PCR probihal podle postupu uvedeném v kapitole 5.4.6. Testovani cross-reaktivity
navrzen¢ho detek¢niho systému. Po skonceni multiplex real-time PCR byla u vzorkl
vyhodnocena ptitomnost infekce HPV68, viralni naloz a uréena forma infekce. Viralni naloz
byla spocitana jako pocet kopii genu E6/ng DNA v 1 ul vzorku. Forma HPV genomu
pfitomného ve vzorku byla uréena na zakladé poméru poctu kopii geni E2/E6 a délila
se na epizomalni (E2/E6 > 0,8), smiSenou (0,8 < E2/E6 <0,4) a integrovanou (E2/E6 < 0,4).

U HPV68 pozitivnich vzorkll s virdlni nalozi niz8i, neZ bylo mozno detekovat

pomoci pfipravené kalibra¢ni fady, byla multiplex PCR zopakovana s 5 ul vzorku/reakci.
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5.5. RozliSeni subtypi HPV68 v pacientskych vzorcich

5.5.1. Navrh primera pro HRM

Pro navrh primert pro touchdown PCR s naslednou analyzou ktivek (HRM) byly pouzity
DNA sekvence obou subtypt HPV68 z databaze GeneBank. Pro subtyp HPV68a byla
pouzita sekvence DQO080079.1  (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/DQ080079)
a pro subtyp HPV68b byla zvolena sekvence FR751039.1 (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/n
uccore/FR751039.1). Pouzity par primerd byl navrzen Zachary Dwightem, MBA
z Univerzity of Utah, Salt Lake City, USA.

Navrzené primery se skladaly ze dvou forward primeri, specifickych pro kazdy
subtyp HPV68 a jednoho reverse primeru, spole¢ného pro oba subtypy viru. Primery byly
navrzeny pro oblast genu E6, kterd vykazuje zna¢nou sekvenéni variabilitu mezi HPV68a
a HPV68b. Zvolena oblast genu E6 se u subtypt lisila ve 4 bp. Vznikly PCR produkt byl
zaroven u HPV68b o 12 bp kratsi nez u HPV68a. Rozdily v teploté tani mezi zvolenymi
useky jednotlivych subtypu, byly ovéfeny pomoci online softwaru Umelt (https://www.dn
a.utah.edu/umelt/um.php). Teplota tani pro HPV68a byla 73 °C a pro HPV68b 69,3 °C.

5.5.2. Testovani primeru

Schopnost navrZzenych primerii pro oblast genu E6 rozlisit subtypy HPV68a a HPV68b byla
testovana pomoci touchdown PCR s naslednou analyzou kiivek (dale pouze HRM),
za pouziti interkala¢niho barviva EvaGreen®. K tomuto uéelu byly firmou Invitrogen
nasyntetizovany dva 600 bp dlouhé useky dsDNA odpovidajici oblasti genu E6 HPV68a
a HPV68b. Tyto syntetické useky slouzily jako pozitivni kontrola, zaroven slouzily K ur¢eni
citlivosti metody.

K otestovani primert byly, pro oba nasyntetizované useky, nejprve piipraveny
kalibra¢ni fady, Orozmezi 2x10° az 2x10° postupné fedéné roztokem Tris/EDTA
faktorem 10. Piipravené kalibraéni fady pro usek HPV68a a HPV68b byly testovany
s navrzenymi specifickymi primery pomoci HRM. Zasobni roztoky primerti o koncentraci
100 uM byly zfedény na koncentraci 12,5 uM. K 100 ul DPEC vody byly ptfidany 20 pl
roztoku forward primeru HPV68a, 20 pl roztoku forward primeru HPV68b a 20 pl roztoku
reverse primeru. K otestovani primerd, slouzicich k rozliseni subtyptt HPV68 pomoci HRM,

byla ptipravena reakéni smés dle tabulky ¢. 8.
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Tab. 8: Reagencie pro piipravu reakéni smési K rozliseni subtyptt HPV68 pomoci HRM.

PCR reakéni smés Koncentrace reagencii Objem [ul/1 reakce]
v PCR reakci

HotStarTaq® Plus Master Mix (2x) 14,375

EvaGreen (20x) 0,5x 0,625

Roztok primert pro gen E6 12,5 uM 0,29

DPEC H,0 7,7125

Vzorek DNA 2

Celkovy objem 25

Pfipravend reak¢éni smés byla zvortexovana, stocena a poté po 23 pl rozpipetovana
do 96 jamkové PCR desti¢ky. Kalibra¢ni fady pro oba subtypy byly pfipraveny ve dvou
opakovanich a kazdy bod kalibra¢ni fady byl testovan v duplikatu. V ramci béhu byly
testovany také 2 negativni kontroly (DEPC voda).

Po napipetovani kalibra¢nich fad byla PCR destic¢ka zalepena adhezivni f6lii, sto¢ena
a prenesend do nastaveného termocykléru Cobas® z 480. Kalibraéni fady byly testovany

pomoci HRM programu uvedeného v tabulce ¢. 9.

Tab. 9: Program HRM pro ovéfeni funkénosti primerti pro gen EB, slouzici k rozliSeni
subtyptit HPV68.

HRM program Teplota Cas Pocet cykli
Iniciaéni denaturaéni 95 °C 15 min 1
krok
PCR amplifikace Denaturace 95 °C 10s 10
Annealing 66 °C 20s
Elongace 72°C 20s
PCR amplifikace Denaturace 95°C 10s 45
Annealing 58 °C 20s
Elongace 72°C 20s
Denaturace 95 °C 1 min 1
Snizeni teploty pied 95 °C 10s 1
meltingem 60 °C 45s
Melting 95 °C o0
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Po skonceni programu byla z téchto kalibracnich fad pro kazdy subtyp vybrana
kalibra¢ni fada s nejlinearnéjSim prubéhem, ktera byla poté pouzita pro rozliSeni subtypu

HPV68 v pacientskych vzorcich.

5.5.3. Testovani subtypu HPV68 u pacientskych vzorki
Pacientské vzorky byly testovany spolu s obéma kalibratnimi fadami pomoci HRM
za pouziti interkalaéniho barviva EvaGreen®. Reakéni smés byla pfipravena a rozpipetovana
podle kapitoly 5.5.2. Testovani primerd. Ob¢ kalibracni fady byly testovany v duplikatu,
pacientské vzorky byly testovany v triplikatu. V rdmci reakce byly testovany také
2 negativni kontroly (DEPC voda). Po napipetovani vzorkt a kalibra¢nich fad, byla PCR
desticka zalepena adhezivni folii, stoCena a pfenesena do nastavené¢ho termocykléru
Cobas® z 480. Vzorky a Kalibra¢ni fady byly testovany pomoci HRM programu uvedeného
Vv tabulce €. 9. Po skonceni programu byla u jednotlivych vzork vyhodnocena ptitomnost
konkrétniho subtypu HPV68.

Po skonc¢eni HRM reakce byla velikost PCR produktti ovétena pomoci Agilent Cipu.
Cip byl piipraven podle navodu pro soupravu Agilent DNA 1000. Na pfipraveny &ip byl
do jednotlivych jamek uréenych pro vzorky pipetovan vzdy 1 ul PCR produktu. Velikost
PCR produktii byla ovéfena na pozitivni kontrole a vSech testovanych pacientskych

vzorcich.
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6. Vysledky

V priub¢hu experimentalni ¢asti byla pomoci navrzené kvantitativni multiplex real-time PCR
validovana ptitomnost infekce HPV68 ve 43 vzorcich DNA izolovanych z 38 cervikalnich
stérdl, 4 cervikovagindlnich stérti a 1 vzorku cervikalniho karcinomu. Vysledky ziskané
pomoci kvantitativni multiplex real-time PCR byly porovnany s vysledky dvou CE-1VD
detekénich metod - Cobas® 4800 HPV Testu a PapilloCheck® HPV-Screening testu.
Vsechny testované vzorky cervikalnich a cervikovaginalnich stért byly pomoci multiplex
real-time PCR i pomoci systému PapilloCheck® HPV-Screening test vyhodnoceny jako
HPV68 pozitivni.

U 20/42 vzorkt (47,6 %) cervikalnich a cervikovaginalnich stéria Cobas® 4800 HPV
Test nedetekoval infekci tzv. dal§imi vysoce rizikovymi genotypy, zahrnujici HPV31, 33,
35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66, vcetn¢ 68. U zbylych 22/42 vzorku (52,4 %) byla
Cobas® 4800 HPV Testem detekovana infekce dalsimi vysoce rizikovymi genotypy, Z toho
u 13/22 vzorki detekoval systém PapilloCheck® HPV-Screening test genotyp HPV68,
ptipadné dalsi HPV genotypy (HPV42, 53, 70, 73, 82), které vsak nejsou detekovatelné
pomoci Cobas® 4800 HPV Testu a u 9/22 vzorki detekoval PapilloCheck® HPV-Screening
test kromé& HPV6S i piitomnost dalsich HPV typa detekovatelnych Cobas® 4800 HPV
Testem (HPV3L1, 39, 52, 56, 66). U vzorku cervikalniho karcinomu (CC) 1/43 (2,3 %) byla
vzhledem ke zpusobu izolace DNA, provedena genotypizace pouze pomoci
PapilloCheck® HPV-Screening testu.

Pro porovnani schopnosti detekce HPV68 pomoci PapilloCheck® HPV-Screening
testu a Cobas® 4800 HPV Testu, byly zahrnuty pouze genotypy detekovatelné
Cobas® 4800 HPV Testem v ramci poolu tzv. dalsich HR-HPV (HPV 31, 33, 35, 39, 45,
51, 52, 56, 58, 59, 66 a 68), které jsou detekovatelné pomoci obou téchto metod. Studované
vzorky byly rozdéleny do tii skupin (viz Tab. 10). Skupina 1 obsahovala vzorky, u kterych
Cobas® 4800 HPV Test detekoval tzv. dalsi HR-HPV asystém PapilloCheck® HPV-
Screening detekoval HPV68 (viz Ptiloha 1). Skupina 2 zahrnovala vzorky, u kterych
Cobas® 4800 HPV Test detekoval tzv. dalsi HR-HPV a systém PapilloCheck® HPV-
Screening detekoval ptitomnost HPV68 a dalSich genotypt z poolu tzv. dalsich HR-HPV
(viz Ptiloha 2). Skupina 3 zahrnovala zbytek vzorkd, u kterych Cobas® 4800 HPV Test
nedetekoval tzv. dalsi HR-HPV a systém PapilloCheck® HPV-Screening detekoval HPV68

(viz Ptiloha 3). Vzorek cervikdlniho karcinomu (CC) byl hodnocen zvlast.
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Celkové bylo mozné detekovat infekci pouze genotypem HPV68 u 34/43 vzorki
(79,1 %) a infekci HPV68 s dalsimi HR-HPV (HPV31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59,
66) u 9/43 vzorka (20,9 %).

Tab. 10: Rozdéleni vzorku podle vysledkt detekce pouzitych CE-1VD metod.
Cobas® 4800 HPV Test  PapilloCheck® HPV-Screening Pocet

test vzorki
Skupina 1 dalsi HR-HPV + HPV68 + 13
Skupina 2 dalsi HR-HPV + HPV68 a dalsi z poolu HR-HPV + 9
Skupina 3 dalsi HR-HPV - HPV68 + 20
CC - HPV68 + 1

Pro porovnani schopnosti detekce HPV68, byly zahrnuty pouze genotypy detekované Cobas® 4800 HPV Test
Vv ramci poolu tzv. dal§i HR-HPV (HPV 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66 a 68), které jsou detekovatelné
pomoci obou téchto metod. CC (cervikalni karcinom); dalsi HR-HPV (HPV 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58,
59, 66, 68); dalsi z poolu HR-HPV (HPV 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66).

Pro validaci pfitomnosti infekce HPV68 pomoci kvantitativni multiplex real-time
PCR, byly navrzeny specifické primery a proby do oblasti gent E2 a E6. K urceni limitu
detekce metody, byla z plazmidu obsahujiciho genomovou DNA HPV68 piipravena
kalibra¢ni tada, podle které bylo mozno kvantifikovat pocet kopii HPV gent v rozmezi
400 000 az 4 kopie. Nasledné byla vylou¢ena mozna cross-reakce navrzeného detekéniho
systému s 6 LR-HPV (HPV6, 11, 40, 42, 43 a 44/55) a 17 HR-HPV genotypy (HPV16, 18,
31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 53, 56, 58, 59, 66, 70, 73 a 82).

Na zéakladé poméru poctu kopii E2/E6 byla u 37/43 (86 %) vzorki uréena epizomalni
forma HPV68, u 5/43 vzorkil (11,6 %) smiSena forma a pouze u 1/43 vzorku (2,3 %) byla
detekovéna integrovana forma HPV68. Vliv formy HPV68 a mnoZstvi viralni naloZe (VL)
na progresi infekce byl porovnan s vysledky z klinickych cytologickych a histologickych
vySetieni. Vysledky z cytologickych a histologickych vySetfeni byly dostupné pouze
u 18/43 (41,9 %) vzorkd.

U vzorkl patticich do Skupiny 1, byla u 11/13 vzorkt ur¢ena epizomalni forma
infekce a u 2/13 smisena forma infekce (viz Tab. 11). Viralni naloz se u vzorkt pohybovala
vrozmezi 18 — 57000 kopii HPV/ng. Primérna hodnota virdlni ndloZe ve skupiné byla
2 231 kopii HPV/ng. Vsech 11/13 vzorki, u kterych byla detekovana epizomalni forma

infekce, bylo bez atypie cervixu. U obou vzorkli se smiSenou formou infekce byly

38



z cytologického a histologického vySetieni prokazany pfednddorové zmény nizkého stupné
1x LSIL s opakované diagnostikovanym ASC-US (VL = 18 kopii HPV/ng) a 1x CIN1
neoplazie spolu s fibrosarkomem dutiny bfi$ni (VL = 23 kopii HPV/ng).

Ve Skupiné 2, bylo 9 vzorki, z toho 8/9 vzorka vyhodnocenych jako epizomalni
forma infekce a 1 vzorek se smiSenou formou infekce (viz Tab. 11). Viralni naloz se v této
skupiné pohybovala v rozmezi 23 — 19 317 kopii HPV/ng. Primérna hodnota virdlni ndloze
byla 3 116 kopii HPV/ng. U epizomalni formy infekce bylo 5/9 vzorki bez atypie cervixu,
u2/9 vzorki byly diagnostikovany piednadorové zmény nizkého stupné 2x LSIL
(VL =292 kopii HPV/ng a 12 133 kopii HPV/ng), a u jednoho vzorku byla pomoci sona
zjisténa prednadorova zména vyssiho stupné - CIN3 neoplazie (VL =19 317 kopii HPV/ng).
U vzorku se smiSenou formou infekce byly zjistény pomoci cytologickych a histologickych
vySetfeni prednaddorové zmény nizkého stupné LSIL 1éze (VL = 23 kopii HPV/ng).

U vzorkl Skupiny 3, byla u 17/20 vzorkii urcena epizomalni forma infekce,
u 2/20 vzorkli smiSena forma infekce a u jednoho vzorku integrovana forma infekce
(viz Tab. 11). Vtéto skupiné¢ vzorki se virdlni naloz pohybovala v rozmezi
18 — 109 500 kopii HPV/ng, primérnd hodnota virdlni néloze byla 21 629 kopii HPV/ng.
U vzorkl s epizomalni formu infekce, byla viralni ndloz v rozmezi 135 — 109 500 kopii
HPV/ng, u vzorkt se smiSenou formou infekce byla virdlni naloz 18 kopii HPV/ng a 23 kopii
HPV/ng, a u vzroku s integrovanou formou infekce byla viralni naloz 23 kopii HPV/ng.
U epizomalni formy infekce bylo 7/17 vzorki bez atypie cervixu a u 10/17 vzorkl byly
zjistény pomoci cytologickych a histologickych vySetteni 4 prednddorové zmény nizkého
stupné (2x perzistujici LGL (VL = 503 kopii HPV/ng a 3 727 kopii HPV/ng), 1x LSIL
(VL =135 kopii HPV/ng), 1x CIN1 s perzistujici kolposkopickou LGL (VL = 1 308 kopii
HPV/ng)), 5 pfednadorovych zmén vysokého stupné (1x CIN2 (VL =4 730 kopii HPV/ng),
1x CIN2 sLSIL (VL =109 500 kopii HPV/ng), 1x CIN2 s ASC-H (VL = 602 kopii
HPV/ng), 2x CIN3 (VL =2 250 kopii HPV/ng a 5 417 kopii HPV/ng)) a jedna nadorova
zména - mikroinvazivni IA1 (VL = 37 683 kopii HPV/ng). U smisené formy infekce, byl 1/2
vzorkll bez atypie cervixu a u 1/2 byly diagnostikované prednadorové zmény nizkého
I vyssiho stupné - LSIL a CIN2 (VL =23 kopii HPV/ng). Pouze jeden vzorek byl
vyhodnocen jako integrovana forma HPV infekce, u tohoto vzorky nebyly diagnostikované
zadné neoplastické zmény. U vzorku cervikalniho karcinomu byla uréena epizomalni forma

infekce s viralni nalozi 8 167 kopii HPV/ng.
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Tab. 11: Zastoupeni jednotlivych forem infekce, rozdélenych podle detekce HPV68 pomoci
systémil PapilloCheck® HPV-Screening a Cobas® 4800 HPV Testu.

Cobas® 4800 HPV Test PapilloCheck® HPV Forma

Screening test infekce
E S 1
Skupina 1 dalsi HR-HPV + HPV/68 + 1 2 -
Skupina 2 dalsi HR-HPV + HPV68 a dalsi z poolu HR-HPV + 8 1 -
Skupina 3 dalsi HR-HPV - HPV68 + 17 2 1
cC - HPV/68 + 1 - -

Pro porovnani séhopnosti detekce HPV6S, byly zéhrnuty pouze genotypy detekované Cobas® 4800 HPV Test
Vv ramci poolu tzv. dal§i HR-HPV (HPV 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66 a 68), které jsou detekovatelné
pomoci obou téchto metod. CC (cervikalni karcinom); dalsi HR-HPV (HPV 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58,
59, 66, 68); dalsi z poolu HR-HPV (HPV 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66).

Pro rozliSeni piitomnosti subtypit HPV68a a HPV68b ve zkoumanych vzorcich, byla
zvolena touchdown PCR s naslednou HRM analyzou. Ze 43 vzorkd byla u 31 (72,1 %)
detekovana ptitomnost subtypu HPV68a au 12 (27,9 %) ptitomnost HPV68b. U vzorki
Skupiny 1, bylo 5/13 vzorki HPV68a pozitivnich a 8/13 vzorkit HPV68b pozitivnich.
Ve skupiné 2, bylo 5/9 vzorki vyhodnoceno jako HPV68a a 4/9 vzorkii vyhodnoceno
jako HPV68b. U Skupiny 3, byl u vSech 20 vzorki ptitomny subtyp HPV68a. Vzorek
cervikalniho karcinomu byl vyhodnocen jako HPV68a (viz Tab. 12).

Tab. 12: Zastoupeni jednotlivych subtyptt HPV68, rozdélenych podle detekce HPV68
pomoci systémi PapilloCheck® HPV-Screening a Cobas® 4800 HPV Testu.

Cobas® 4800  PapilloCheck® HPV Screening Subtypy
HPV Test test HPV68a HPV68b
Skupinal dalsi HR-HPV + HPV68 + 5 8
Skupina2  dalsi HR-HPV +  HPV68 a dalsi z poolu HR-HPV + 5 4
Skupina3  dalsi HR-HPV - HPV68 + 20 -
CC - HPV68 + 1 -

Pro porovnani schopnosti detekce HPV68, byly zahrnuty pouze genotypy detekované Cobas® 4800 HPV Test
Vv ramci poolu tzv. dal§i HR-HPV (HPV 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66 a 68), které jsou detekovatelné
pomoci obou téchto metod. CC (cervikalni karcinom); dalsi HR-HPV (HPV 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58,
59, 66, 68); dalsi z poolu HR-HPV (HPV 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66).
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7. Diskuze

V souboru 38 pacientskych vzorki cervikdlnich stérti, odebranych pii pravidelné
gynekologické prohlidce, 4 cervikovaginélnich stérii ziskanych pomoci samoodbérové sady
Evalyn® Brush (Rovers Medical Devices, Nizozemsko) a vzorku cervikalniho karcinomu,
byla pomoci navrzené kvantitativni multiplex real-time PCR a HPV DNA PapilloCheck®
HPV-Screening testu potvrzena piitomnost infekce virem HPV68. Pouze ve 22/42 vzorku
cervikalnich a cervikovaginélnich stért byla pomoci Cobas® 4800 HPV Testu detekovana
infekce dalsimi HR-HPV, zahrnujici i HPV68.

HPV DNA testy Cobas® 4800 HPV Test a PapilloCheck® HPV-Screening test patfi
mezi komeréné vyrabéné in vitro diagnostické (CE-IVD) testy, které jsou validované podle
tzv. Meijerova protokolu. Tento protokol stanovi podminky, které by HPV detek¢ni testy
mély splnit proto, aby byly vhodné jako primarni cervikalni screeningové metody.
Podle Meijerova protokolu by HPV screeningové testy mély ve srovnani s Hybrid Capture-
2 nebo GP5+/6+ PCR enzymovou imunoeseji vykazovat >90% senzitivitu a >98%
specificitu pro >CIN2 (Meijer et al., 2009). PapilloCheck® HPV-Screening test vykazuje
95,8% senzitivitu a 96,7% specificitu a Cobas® 4800 HPV Test vykazuje 90% senzitivitu
a94,6% specificitu (Hesselink, 2010, Arbyn et al., 2015). U systému PapilloCheck®
je pro HPV68 uveden limit detekce 30 kopii/PCR reakci. Cobas® 4800 uvadi pro HPV68
limit detekce 450 kopii/ml stabilizaéniho média PreserveCyt, které je ekvivalentni
s pouzitym médiem cobas® PCR Cell Collection Media, Roche (PapilloCheck®
und PapilloCheck® high-risk — Instructions For Use, 2011; Rao et al., 2013). Oba tyto testy
jsou rutinné€ pouZzivany pii HPV screeningu.

Cilem prace byl navrh detek¢ni metody pro validaci pritomnosti HPV68 v piipadech,
kdy se uvedené CE-IVD HPV DNA detekéni metody Cobas® 4800 HPV Test
a PapilloCheck® HPV-Screening test neshoduji. Pro validaci byla navrZena kvantitativni
real-time PCR se senzitivitou 400 000 az 4 kopie HPV/ng. Navrzena multiplex real-time
PCR slouzila také k vypoctu virdlni naloZe a uréeni formy infekce ve studovanych vzorcich.
Spolu s metodou HRM, ktera byla pouzita k uréeni subtypu HPV68 v jednotlivych vzorcich,
slouzily tyto metody k objasnéni pfi¢iny rozdilnosti vysledkii ziskanych pomoci
studovanych CE-IVD HPV DNA detek¢nich metod.

Po exkluzi genotyptl, které nejsou detekovany Cobas® 4800 HPV Testem, byla

pomoci PapilloCheck® HPV-Screening testu pozorovana infekce pouze genotypem HPV68
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(tzv. single-type infekce) u 34 vzorkd cervikalnich a cervikovaginalnich stért, z nichz
Cobas® 4800 HPV Test detekoval HPV68 pouze u 13/34 vzorki. U vzorkd, u kterych byla
detekovana piitomnost HPV68 pomoci obou CE-IVD metod, i u vzorkd, u kterych Cobas®
4800 HPV Test nedetekoval piitomnost dalSich vysoce rizikovych genotypi, bylo
porovnano priimérné mnozstvi viralni naloze (VL). U vzorkd, které Cobas® 4800 HPV Test
vyhodnotil pozitivné, byla virdlni naloz nizsi (VL = 2 231 kopii HPV/ng), nez u negativné
vyhodnocenych vzorkl (VL = 21 629 kopii HPV/ng). Vliv nizké virdlni ndloZe na detekci
HPV68 prostiednictvim Cobas® 4800 HPV Testu byl vylouden.

Dalsi z moznych dtivodii, ovlivitujicich detekci HPV68 Cobas® 4800 HPV Testem,
byl navrzen vliv formy infekce. Pfi integraci HPV do lidského genomu dochazi
k fragmentaci HPV genomu, nej¢astéji v mistech kodujicich pro gen E2, méné Casto dochazi
k fragmentaci u genit E1, L1 a L2. Fragmentace seku pro L1 byla pozorovana u HPV typi
16 a 58 (Wang et al., 2013). Cobas® 4800 HPV Test vyuziva k detekci HPV typti amplifikaci
200 bazi dlouhého tiseku genu L1. U testovanych vzorki, u kterych Cobas® 4800 HPV Test
nedetekoval piitomnost dalSich vysoce rizikovych typt, byla u 17/20 vzorka
uréena epizomalni forma infekce, u 2/20 vzorkl smiSend forma infekce, a u jednoho vzorku
integrovana forma infekce. S ohleden na pfitomnost integrované formy pouze u jednoho
vzorku nelze vliv fragmentace useku L1 objektivné hodnotit. Vliv formy infekce HPV68 byl
také, spolu s mnozstvi viralni naloze (VL), studovan v souvislosti s progresi infekce. Tyto
udaje byly porovnany s vysledky z klinickych cytologickych a histologickych vySetfeni.
Vzhledem k malému mnozstvi dostupnych klinickych dat (pouze u 18/43 vzorku), nebyla
forma infekce a VL nekonec zohlediiovéna.

Poslednim ze sledovanych vlivii, byl vliv pfitomnosti konkrétniho subtypu na detekci
HPVG68. Pfi rozliSeni pfitomnosti subtypi HPV68a a HPV68b ve vSech zkoumanych
vzorcich, bylo pomoci HRM 31/43 (72,1 %) vzorka vyhodnocenych pozitivné na pfitomnost
subtypu HPV68a a 12/43 (27,9 %) na piitomnost HPV68b. U vzorkd, u kterych Cobas® 4800
HPV Test nedetekoval ptitomnost infekce dal§imi vysoce rizikovymi genotypy, bylo vSech
20 vzorkli vyhodnoceno jako subtyp HPV68a. Cobas® 4800 HPV Test tedy nedetekoval
20/31 (64,5%) HPV68a infekci. Nizsi citlivost pro HPV68a, byla popsana také
napi. U PGMY primerd, cilenych na L1 gen, pouzivanych k detekci HPV v fad¢ CE-IVD
souptav (Estrade a Sahli, 2014).
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8. Zavér

Infekce vysoce rizikovymi HPV viry patii k jedné z nejb€znéjSich sexualné pienosnych
infekci u muzl a Zen po celém svéte. Béhem Zivota se s infekei alespon jednim HPV typem
setkd ptiblizné 80 % sexudlné aktivni populace. Ve vétSin€ piipadt dochézi ke spontanni
regresi infekce. Pii perzistujici infekci vysoce rizikovymi HPV viry vSak mutize dojit
ke vzniku premalignich a malignich zmén anogenitalniho traktu, u Zen ptedev§im v oblasti
d€lozniho Cipku. I pies dostupnost HPV vakcin a screeningovych programu, zistava
cervikalni karcinom celosvétové u Zzen Ctvrtym nejcastéj$im karcinomem (Groves
a Comelan, 2015).

Pomoci nové navrzené detek¢éni metody pro HPV68, zaloZzené na multiplex real-time
PCR byla v této praci potvrzena piitomnost infekce genotypem HPV68 ve 42 cervikalnich
a cervikovaginalnich stérech, a ve vzorku cervikdlniho karcinomu. Vysledky ziskané
pomoci multiplex real-time PCR vykazovaly 100% shodu s vysledky detekce pomoci
PapilloCheck® HPV-Screening testu. Vysledky Cobas® 4800 HPV Testu se s vysledky
PapilloCheck® HPV-Screening testu shodovaly pouze v 52,3 %. Jako diivod této nezhody
byla identifikovana nizkd senzitivita Cobas® 4800 HPV Testu vici subtypu HPV68a.
Subtypy HPV68a a HPV68b vykazuji 7% sekvencni variabilitu. Variabilita v oblasti
kédujici pro gen L1, ktery Cobas® 4800 HPV Test vyuziva k detekci piitomnosti HPV, miize
zpusobovat niz§i senzitivitu pouzivanych primera ¢i prob vaci HPV68a, a vést k falesné
negativnim vysledkim (Longuet et al., 1996; Estrade a Sahli, 2014). Cobas® 4800 HPV Test
je rutinné pouzivanou screeningovou metodou, vyuzivanou V mnoha klinickych
laboratofich, prevalence HPV68 ve svété miize byt tedy mnohem vyssi. Uprava detekéniho
systému by sice mohla vést ke zvySeni senzitivity vici HPV68a, zvySovani senzitivity, ale
zarovéh vede ke snizovani specificity (Meijer, 2009). Uprava systému by nebyla nutna
Vv ptipadé, kdy by nové navrzena multiplex real-time PCR slouzila k dodate¢né validaci
ptfitomnosti HPV68.

Studovany genotyp HPV68 byl roku 2012 WHO klasifikovan jako pravdépodobné
,probably* kancerogenni. I pfes to, Ze byla tymem Halec et al. v roce 2014 potvrzena
onkogenita genotypu HPV68, jeho zafazeni do novych screeningovych testi nebo vakcin
je zatim nepravdépodobné. V soucasné dobé se odhaduje ptitomnost HPV68 pouze
u 1 % cervikalnich karcinomt. Pokud by bylo prokazalo, ze je prevalence HPV68 vyrazné

podhodnocena, mohlo by v budoucnu dojit k pfehodnoceni HR-HPV systému.
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10.  Piilohy

P¥iloha 1: Souhrnné tabulka vysledk® vzorkd, u kterych Cobas® 4800 HPV Test
detekoval infekci dalsimi HR-HPV a systém PapilloCheck® HPV-
Screening detekoval HPV68 (Skupina 1).

P¥iloha 2: Souhrnné tabulka vysledk® vzorkd, u kterych Cobas® 4800 HPV Test
detekoval infekci dalsimi HR-HPV a systém PapilloCheck® HPV-
Screening detekoval HPV68 a dalsi genotypy z poolu HR-HPV
(Skupina 2).

P¥iloha 3: Souhrnna tabulka vysledki vzorkd, u kterych Cobas® 4800 HPV Test
nedetekoval infekci dal§imi HR-HPV a systém PapilloCheck® HPV-
Screening detekoval HPV68 (Skupina 3), spolu s vysledky vzorku

cervikalniho karcinomu (CC).
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Piiloha 1: Souhrnna tabulka vysledki vzorkd, u kterych Cobas® 4800 HPV Test detekoval infekci dalsimi HR-HPV a systém

PapilloCheck® HPV-Screening detekoval HPV68 (Skupina 1).
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CS - cervikalni stér; CVS - cervikovaginalni stér; CC - cervikalni karcinom; dalsi HR-HPV (31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66 a 68); E (epizomalni), S (smiSend),
| (integrovand) forma infekce; LSIL - dlazdicové intraepitelialni 1éze nizkého stupné; ASC-US - atypické skvamdzni buriky neur¢eného vyznamu; CIN1 — lehka intraepitelialni
neoplazie cervikalniho epitelu



PFiloha 2: Souhrnn4 tabulka vysledkt vzorki, u kterych Cobas® 4800 HPV Test detekoval infekci dalsimi HR-HPV a systém
PapilloCheck® HPV-Screening detekoval HPV68 a dalsi genotypy z poolu HR-HPV (Skupina 2).

_ Pocet kopii P.oréet P.oréet Forma Vilr‘él{li Vysle.delri
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Screening test (kopie/ul (kopie/ul (kopie/ul (/S/E) E6/ng histologického
DNA) DNA) DNA) DNA) vySetieni
1 CS dalsi HR-HPV HPV56, 68, 70 A 0,18 1,37x10"2 1,30x10"3 5,84x10"2 2,22 E 292 LSIL
2 CS dalsi HR-HPV HPV52, 68 B 0,43 6,25x10"2 7,88x10"2 2,81x10"2 2,80 E 141
3 CS dalsi HR-HPV HPV52, 68 B 0,83 2,22x10"3 5,46x10"4 2,43x10"4 2,25 E 12133 LSIL
4 CS dalsi HR-HPV HPV39, 68, 70 A 7,94 3,36x10"3 1,58x10%"4 7,84x10"3 2,01 E 3922
5 CS dalsi HR-HPV HPV31, 56, 68 A 2,40 8,32x10"1 1,52x10"2 4,67x10"1 1,08 E 23
6 CS dalsi HR-HPV HPV31, 68, 42 A 110,60 2,83x10"4 7,98x10"4 3,92x10"4 2,04 E 19600
7 CS dalsi HR-HPV HPV56, 68 A 46,86 1,06x10%"4 2,60x10"4 1,36x10%"4 1,91 E 6817
8 CS HP:'/;_GJPCiflg HPV16, 56, 68 B 2,19 8,21x10"2 8,21x10"2 4,67x10"1 0,64 S 23 LSIL
9 CS dalsi HR-HPV HPV39, 68, 66, B 2,55 2,21x10"3 8,53x10"4 3,86x10"4 2,21 E 19317 CIN3 in sono

70
CS - cervikalni stér; CVS - cervikovaginalni stér; CC - cervikalni karcinom; dalsi HR-HPV (31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66 a 68); E (epizomalni), S (smiSena),
| (integrovand) forma infekce; LSIL - dlazdicové intraepitelidlni 1éze nizkého stupné; CIN3 - tézka intraepitelialni neoplazie cervikalniho epitelu



Piiloha 3: Souhrnni tabulka vysledk@i vzorkd, u kterych Cobas® 4800 HPV Test nedetekoval infekci dal§imi

PapilloCheck® HPV-Screening detekoval HPV68 (Skupina 3), spolu s vysledky vzorku cervikalniho karcinomu (CC).
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