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Infekce lidskym papilomavirem (HPV) je hlavni
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riznych molekuldrnich markerd, jako je mira
exprese microRNA (miRNA), je slibnou metodou
pro tridzové testovani HPV pozitivnich pacientd.
Ve screeningové populaci ¢eskych Zen (n=1044)
byla hrHPV pozitivita detekovana u 160
zen (15,3 %). U téchto zen byla sledovana
konkordance detekce HPV u cervikalnich
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Infection by human papillomavirus (HPV) is the main
cause of the developing of invasive cervical cancer
(ICC). Primary HPV testing is increasingly implemented
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IV. TEORETICKA CAST
1. Uvod

Infekce lidskym papilomavirem (HPV) je pravdépodobné nejéastéjsi sexualné
pfenosnou virovou infekci na svéte. Pravdépodobnost nékazy lidskym papilomavirem,
alespont jeden krat za Zivot, je odhadovana na 80 %.12 V naprosté vétsiné piipadi je
virové infekce eliminovana v obdobi nasledujicich 2 let.® V piipadé perzistence vysoce
rizikovych HPV, jako je napiiklad HPV 16 a HPV 18, v8ak mize dojit k rozvoji

prekancerdznich 1ézi nebo v krajnim piipadé i rozvoji cervikalniho karcinomu.*

Prevence rozvoje cervikélniho karcinomu je rozdélena na dvé trovné€. Primarni
prevenci je vakcinace proti HPV a sekundarni prevenci je cervikélni screening.® Zavedeni
cervikalniho screeningu do narodnich screeningovych programu je v poslednich dvou
desetiletich celosvétove dillezitym milnikem v prevenci a 1€¢bé cervikalniho karcinomu.
Diky piiblizné 20 let dlouhému intervalu transformace (obrazek 1), béhem néhoz dochazi
k perzistenci HPV infekce a pfechodu cervikalnich intraepitelialnich 1ézi v cervikalni
karcinom, je cervikalni screening vysoce efektivnim nastrojem v prevenci a vasné
detekci cervikalniho karcinomu ve screeningové populaci zen.® Disledkem pomalého
rozvoje cervikalniho karcinomu, zavedenim vakcinacnich programi a pravidelného
cervikalniho screeningu se z cervikalniho karcinomu stava onemocnéni, kterému lze ve
veétsing pripadl UspéSné predchazet. Podle modelové studie by tak mohlo byt
v nasledujicich 50 letech celosvétové zabranéno rozvoji 12,5-13,4 milionim novych

pripadii cervikalniho karcinomu.’

——— Infection Progression | i
R o) % e ()
(Normal J HPV infection

Clearance Regression

Population prevalence (not to scale)

=t} = T T T T 1
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Obrazek 1: Priibeh rozvoje cervikalniho karcinomu ve vztahu k véku screeningové
populace Zen mad 3 zdkladni stadia, pro kterd jsou charakteristicka riiznd
obdobi Zivota — infekce, perzistence a rozvoj prekanceroz, karcinom. 8



S rozSifujicim se testovanim jsou kladeny vysoké naroky na efektivitu, sensitivitu
I specifitu jednotlivych metodik, které jsou vyuzivany v ramci cervikalniho screeningu.
Z toho davodu jsou vyvijeny efektivnéjsi testovaci strategie, které jsou nasledné
implementovany do screeningovych algoritmu a hodnoceny pro plo$né vyuziti v praxi.
Takovym pftikladem je i implementace primarniho HPV screeningu, ktery v poslednich
letech nahrazuje dosavadni cervikalni screening zalozeny na cytologickém vySetteni. Se
zavedenim primarniho HPV screeningu vznikla i potieba vhodného tc¢inného tridzového
testu pro pacientky s pozitivnim screeningovym HPV testem.® Pravé tomuto tématu se

vénuje i predkladana diplomova prace.



2. Lidsky papilomavirus

vvvvvv

spolyomaviry do celedi Papovaviridae, nyni nalezi do samostatné celedi
Papillomaviridae, uznané Mezinarodnim vyborem pro klasifikaci vira (ICTV).X° Jde
0 malé, neobalené viry s cirkularni dSDNA o pfiblizné délce 6900-8400 pb, zptisobujici
néktera lidska i zvifeci onemocnéni.!! Do soucasné chvile bylo objeveno pres 280 savéich
a ptacich typtt PV*2, z nichZ vice nez 225 typu je schopno infikovat lidsky organismus.*®
Papillomaviridae je celed’, ktera je ¢lenéna do dvou podéeledi — firstpapillomavirinae
a secondpapillomavirinae. Firstpapillomavirinae je dale rozdélena na vice nez
50 rtznych rodu, do kterych jsou na zakladé pravidel, ptijatych v roce 1995 v Quebecu,
pfifazovany konkrétni izolované a pIné sekvenované typy papilomavird.'*° Pro uznani
nového typu PV musi byt rozdil mezi DNA sekvenci L1 ORF nového izolatu a DNA
sekvenci L1 ORF nejpodobnéjsiho znamého PV minimalné 10%. V piipade 2-10%
rozdilu v sekvenci hovotime o podtypech uz znamého PV, v ptipad¢ rozdilu mensiho nez

2% se jedna o variantu.'

Z Klinického hlediska jsou nejvyznamnéjsi alfa-, beta-, gamma-, mu- a nu-
papilomaviry, kam fadime PV napadajici lidsky organismus.'® Do rodu alfa-papilomaviry
patii vSechny typy HPV, které infikuji lidsky organismus skrze sliznici a kiizi a mohou
papilomavirti fadime velké mnozstvi HPV napadajicich kiizi, zapficinujicich benigni
i maligni kozni 1éze.!®" Gamma-, mu- a nu-papilomaviry jsou méné vyznamné skupiny
lidskych papilomavirt, napadaji kiizi a zplisobuji benigni kozni 1éze bez zjevného vlivu

na rozvoj malignich onemocnéni.®

Pravé na zékladeé rizika vzniku karcinomu déloZniho ¢ipku v ptipadé perzistentni
infekce jsou HPV déleny do dvou skupin — high-risk HPV (hrHPV) a low-risk HPV
(IrHPV).*® Mezi hrHPV do soucasné chvile fadime celkem patnact typtt HPV — 16, 18,
31,33, 35, 39,45, 51, 52,56, 58, 59, 68, 73 a 82. Kromé patnacti zminénych hrHPV, jsou
identifikovany dalsi tfi HPV typy — 26, 53 a 66, které jsou za urlitych podminek
pokladané za karcinogenni.l” Ze skupiny hrHPV jsou u cervikélnich karcinomi nejéastéji
identifikovany HPV 16, 18, 31, 33 a 45.%° Do skupiny IrHPV se fadi HPV 6, 11, 40, 42,
43, 44,54, 61, 70, 72, 81 a CP6108Y’, které zptisobuji bradavice a jiné benigni epitelialni
1éze’, pricemz nejéastéji se vyskytujici IrHPV jsou typy 6, 11, 53 a 66.21?? Jak v piipadé
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hrHPV, tak i v pfipad¢ IrHPV, je distribuce jednotlivych typi HPV v populaci odlisna

v zévislosti na geografické oblasti.?

2.1. HPV genom

Lidské papilomaviry obsahuji cirkuldrni molekulu DNA o pramérné délce okolo
8000 pb. Spole¢nym znakem vsSech identifikovanych papilomaviri je jejich typicka
organizace genomu. DNA vlakno papilomaviri obsahuje celkem 8 nebo 9 otevienych
¢tecich ramct. HPV genom je rozdélen do tii funkénich oblasti (obrazek 2). Prvni oblasti
genomu je E region, obsahujici tzv. ¢asné geny E1, E2, E4, E5, E6 a E7, kodujici
stejnojmenné proteiny. Dalsi oblasti je L region, v némz jsou lokalizovany tzv. pozdni
geny L1 a L2 pro L1 majoritni kapsidovy protein a L2 minoritni kapsidovy protein.
Posledni ¢asti je nekodujici region (NCR), taktéz nazyvany dlouhy kontrolni region
(LCR), jenz je umistén mezi genem pro majoritni kapsidovy protein L1 a genem pro E6

protein.!®

E1l
L2
Obrazek 2: Genom lidského papilomaviru — dlouhy kontrolni region (cerna), casné geny
(svétle Sedd), pozdni geny (tmavé Sedd) (upraveno podlet®)

=
=

E6
LCR %
‘ \E?
E
E5

2.1.1. E1, E2 a E4 proteiny

Exprese proteinti E1 a E2, které jsou produktem E1 a E2 gend, je kli¢ova pro
iniciaci virové replikace v hostitelské buiice.?® E1 protein (68 kDa) je pozitivni replikaéni
regulator s jednou z nejvice zachovanych sekvenci ORF, majici ATPazovou a 3'->5’
DNA helikazovou aktivitu.?#?°2® E2 protein (48 kDa) slouzi jako transkripéni aktivator,
majici N-termindlni aktivaéni doménu a C-termindlni specifickou DNA vazebnou

doménu.?’

11



Proteiny E1 a E2 tvoti E1-E2 komplex ve tvaru pismene C. Tento proteinovy
komplex je slozeny z E1-dimeru a E2-dimeru a diky jejich specifickym DNA vazebnym
doménam se vaze do virového Ori. N-aktiva¢ni doména E2 blokuje C-terminalni
helikazovou doménu E1 a brani tak nezadouci oligomerizaci E1 dimerti. Navazani E1-E2
komplexu na ori je prvnim krokem v iniciaci replikace HPV genomu (obrazek 3),
kterému nasleduje dimerizace E1-DNA vazebné domény, majici ptivodné monomerni
podobu. Nasledujicim krokem v procesu iniciace virové replikace je vazba dalsiho E1
dimeru, ¢imz vznikd E1 tetramer. Vazba nového E1 dimeru je doprovazena soucasnym
odvazanim E2-dimeru a spotifebou molekuly ATP. V nasledujici fazi dochazi k navazani
zbylych E1 dimerd, potfebnych k dokonéeni formovani E1 double hexameru. Na jednom
virovém DNA vlakné jsou tedy v misté ori vytvoreny dvé hexamerni E1-helikazy, které
rozviji dsDNA Vv opa¢ném 3> 5" sméru. V pribéhu rozvoliiovani virového dsDNA
vlakna helikdzou dochazi k nespecifické interakci mezi pozitivné nabitym vnitfnim

prostorem helikazy a zdporné nabitou fosfatovou kostrou nukleové kyseliny.282°

(=]

H\' ELE2

> complex

URR
L1

Obrazek 3: Tvorba prereplikacniho komplexu E1-E2, ktery se vdze do virového pocdatku
replikace a podili se na iniciaci replikace.®

V okamziku vytvofeni dvou hexamernich E1 helikdz a iniciaci replikace
rozvolnénim dsDNA, jsou do procesu virové replikace rekrutovany ostatni enzymy,
potfebné pro spravnou virovou replikaci. DNA polymerdza a, topoizomeraza |

a replika¢ni protein A (RPA) jsou vazany E1 helik4dzou do replika¢niho po&atku ori,31,3233

Krome¢ ucasti na iniciaci virové replikace, E2 slouZzi jako transkripcni regulator E6

a E7 otevienych &tecich ramcu. E2 transkripéni faktor je schopen, jak aktivovat
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transkripci E6 a E7 gent, tak zpuasobit represi téchto virovych gend, v zavislosti na
nékolika faktorech. V ptipad¢ vysoké exprese E2, funguje E2 jako represor exprese
E6 a E7 gent. V opaéném ptipad¢, je-li hladina E2 nizka, dochazi k aktivaci E6 a E7
gentl. Vysledna aktivita E2 transkripniho reguléatoru je zévisla i na délce transkriptu. Je-
li E2 v plné délce, funguje jako transkripéni aktivator. Kratsi izoformy E2 zpusobuji

represi transkripéni aktivace.3*%

Nejvice exprimovanym proteinem v ramci virového genomu je protein E4,
kédovany E4 otevienym ¢tecim ramcem, jehoz sekvence se piekryva se sekvenci vétsiho
E2 genu. Primarnim produktem exprese E4 genu je fuzni E1"E4 protein, ziskany
sestithem primarniho E1"E4 transkriptu, ktery obsahuje nékolik aminokyselin, ziskanych
z N-konce E1 proteinu.®® Protein E4 je vyznamné exprimovan soucasné se zacatkem
vegetativni virové DNA replikace, vzdy pted expresi L1 majoritniho a L2 minoritniho
kapsidového proteinu. Distribuce a skladani virového E4 proteinu je rozdilna u riznych
typtt HPV. Piikladem muze byt E4 protein HPV 1, ktery je vyhradné cytoplazmaticky a je
skladan do inkluzi, které se zvétSuji, jak bunika stoupd k svrchnim vrstvam epitelu.
E4 protein HPV 16 je lokalizovan na filamentech nebo v perinuklearnim prostoru u bunék
niz$ich epitelialnich bunék. Ke skladani dochéazi az u zna¢né diferenciovanych bunéénych

vrstev.3’

Protein E1"E4 je schopny interagovat s keratinovymi intermediarnimi filamenty
infikovanych bunc¢k. E1"E4 protein je rozdélen na N-termindlni vazebnou doménu
s vysokym obsahem leucinu v aminokyselinové sekvenci, diky niZ se vaZe na keratin.
Druhou ¢asti je C-termindlni doména, zprostfedkovavajici multimerizaci E1°E4 proteind.
Vsechny alfa-HPV vykazuji schopnost vazat keratin, multimerizovat a ndsledné
reorganizovat sit intermedidrnich filament, ¢imZ dochdzi k naruSeni celistvosti sité.
Interakci keratinovych intermediarnich filament s E1"E4 proteinem dochazi k aktivaci
stresem aktivovanych proteinovych kindz (SAPK), konkrétné p38 MAPK a JNK.
p38MAPK a JNK hyperfosforyluji keratinova vlakna, ¢imz dochazi k jeho reorganizaci,

ubiquitinylaci a degradaci v proteazomu.38%

Kromé¢ vySe popsanych vlastnosti, je E4 protein také schopny iniciovat zastaveni
bunécného cyklu v G2/M fézi. K zastaveni bunécného cyklu dochézi v piipad¢ nadmérné

exprese E4 bez ohledu na to, zda dochazi k naruSeni cytoskeletalnich keratinovych
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struktur. Klicovou roli v zastaveni buné¢ného cyklu hraje vazebna doména nachazejici se

v tseku mezi aminokyselinami 21 a 59 E4 proteinu.*

2.1.2. E5, E6 a E7 onkoproteiny

Expresi ES, E6 a E7 otevienych ctecich ramcii jsou produkovany ES, E6 a E7
onkogenni proteiny, které se riznymi procesy podili na vzniku karcinomu délozniho hrdla

U perzistentnich infekci.

ES5 onkoprotein je nejmensi ze tii zminénych onkoproteintl, jehoz fetézec se lisi
u riznych typai PV — 44 aminokyselin u BPV-1, 83 aminokyselin hrHPV-16.4142 E5 je
hydrofobni transmembranovy protein, lokalizovany v jaderné membran¢, membrané
Golgiho aparatu a endoplazmatického retikula.*®* Transmembranové domény E5
onkoproteinu jsou tvofeny a-helixy, ty spolu vzajemné interaguji diky hydrofobnim
interakcim a vytvaieji homodimery nebo celé komplexy.** Produkce E5 onkoproteinu
neni esencialni pro zivotni cyklus viru, coz dokazuje i Gplnd represe jeho exprese
u nékterych rod PV. E5 onkoprotein je kodovan a exprimovan napiiklad u vsech alfa-
HPV, naproti tomu beta-HPV E5 onkoprotein neexprimuji. Mezi HPV typy, schopné
exprimovat E5 onkoprotein, patéi vSechny high-risk HPV a deset low-risk HPV,
zpusobujici benigni 1éze. Ostatni HPV, které neexprimuji ES onkoprotein, postradaji ES

ORF nebo start kodon pro translaci.*®

ES5 protein je klasifikovan jako onkogenni protein na zéklad¢ jeho schopnosti
amplifikovat mitogenni signalizaci pfes EGFR signalni drahu.*® Za piedpokladu
nadmérné exprese, je synergicky u¢inek E5 proteinu s EGF zajistén interakci a vazbou na
16-kDa podjednotku vakuolarni protonové ATPazy.*® Vazbou 16-kDa podjednotky H*-
ATPazy dochazi k naruseni endozomalni pH rovnovahy a degradaci EGFR. E5
onkoprotein inhibuje acidifikaci keratinocytovych endozomti, ¢imz vzrasta pH a dochazi
inhibici lysozomalni degradace EGF receptori. EGFR je nésledné recyklovan zpét do

plazmatické membrany.*’

E6 otevieny cteci ramec koduje okolo 150 aminokyselin dlouhy E6 onkoprotein
s molekulovou hmotnosti mezi 16-18 kDa. V aminokyselinové sekvenci E6 onkoproteinu
jsou pfitomné ¢&tyfi Cys-x-x-Cys motivy.*® Charakteristickym znakem pro hrHPV,
napadajicich anogenitalni sliznice, je pfitomnost PDZ (PSD-95/Dlg/Z0O-1) vazebného
motivu (PBM) na C-konci,*® ktery umoziiuje interakci se substraty, disponujicimi PDZ
doménou. Low-risk HPV PDZ vazebny motiv neobsahuji.®® Interakci PBM E6
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onkoproteinu s proteiny, které obsahuji PDZ doménu, dochazi k jejich ubiquitinylaci
anasledné degradaci. Mezi proteiny, které obsahuji PDZ doménu a jsou tudiz
degradovany v buiikdch s exprimovanym E6 onkoproteinem, patii hDIlg®!, hScrib®?,
MUPP1%, MAGI-1%, MAGI-2 a MAGI-3%°. Degradace takovych proteinii ma za
nasledek naruseni virového zivotniho cyklu, ve smyslu redukované replikacni kapacity

a neschopnosti udrzeni virového genomu ve formé episomu.>®

Bezesporu nejvice studovanou vlastnosti hrHPV E6 onkoproteinu je jeho
schopnost redukovat hladinu proteinu p53°’, tumor supresorového proteinu, ktery je
kédovany genem TP53. E6 onkoprotein vytvaii terciarni komplex s E6-AP ubiquitin
ligazou a p53 (E6-E6AP-p53). E6 onkoprotein se vaze na kratky centralni Gsek E6-AP,
¢imz vznika E6-E6AP heterodimer.>® E6-E6AP heterodimer nasledné vaze p53, ktery je
nasledn¢ ubiquitinylovan pomoci EG6AP podjednotky anakonec degradovan

v proteazomu (obrazek 4).%°

C ' -'..
p53 ‘ p53 .
aY “le WY " SE
wi el L BL L
E6 |t E6 [t

p53 p53
c - L.
Obrdzek 4: Degradace proteinu p53, zprostiedkovanda E6-E6AP iizenou ubiquitinaci.®

Proces karcinogeneze je, kromé& degradace tumor supresorového proteinu p53,
podpofen i aktivaci telomerazy v keratinocytech.® Mechanismus aktivace lidské
telomerazy spociva v transkripni aktivaci promotoru genu pro hTERT (lidska

telomerazova reverzni transkriptaza).®2

E7 onkoprotein piedstavuje spoleéné¢ s E6 onkoproteinem dva hlavni
transformujici proteiny exprimované hrHPV. Casny E7 ORF koéduje v praiméru 100
aminokyselin dlouhy E7 onkoprotein. Jeho fetézec je rozdélen na 3 ¢asti — N-termindlni
¢ast (CR1), stiedovou &ast (CR2) a C-terminalni ¢ast (CR3).%3 N-terminalni doména
vykazuje podobnost s CR1 doménou a stiedova vazebna doména s CR2 doménou
adenoviru E1A a polyomaviru SV40 T. CR1 a CR2 domény jsou diilezité pro bunécnou

transformaci a degradaci pRB (obrazek 5). CR2 doména obsahuje ve své sekvenci
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fosforyla¢ni doménu kasein kinazy II a pRB vazebny motiv LXCXE, ktery je zodpovédny
za vazbu ,pocket* proteini — pRB, pl07 a p130.%* C-terminalni CR3 doména,
odpovidajici za vazbu kovi®® a dimerizaci E7 onkoproteinu,%® obsahuje dvé CXXC

domény, které jsou oddélené 29 aminokyselinovym mustkem.

co1 E7
Rb cp2

B box
Ccb3

Obrazek 5: Interakce HPV E7 proteinu s pRB pres CD2 LXCXE a CD3 CXXC doménu
(nékdy nazyvané CR2 a CR3).%

Rodina ,,pocket* proteint fidi pfestup buitky z G1 faze do S faze bunééného cyklu
regulaci aktivity E2F transkripénich faktort.®” V piipadé normaélnich bunék pRB
zprostiedkovava vazbu HDAC (histondeacetylaz) na promotery E2F-fizenych genti®
apiimo vaze transaktivaéni doménu E2F transkripénich faktori®®, ¢&imz dochazi
K inhibici exprese E2F-tizenych promoterd. Na konci G1 faze je pRB fosforylovan
komplexem cyklin D-Cdk4/6 a E-Cdk2, ¢imz dochazi k uvolnéni vazby E2F a nasledné
expresi Gasnych S-fizovych genit.’® E7 onkoprotein je schopny se vazat na pRB
a zprostiedkovat jeho degradaci v proteazomech, ¢imz dochazi k naruseni kontroly
bunééného cyklu.84™ V disledku inhibice pRB E7 onkoproteinem nedochézi ke vzniku
komplexu pRB-E2F"2, coz mé za néasledek aktivaci E2F-fizenych promoterd a nasledné

kontinualni expresi S-fazovych genti pro cyklin A a cyklin E.”

E7 onkoprotein je také schopen vazat a inhibovat aktivitu p21 a p27, dvou CDK
inhibitort. Vazbou C-terminalni domény E7 onkoproteinu na p21 a p27, nedochazi
k poklesu aktivity Cdk2 a pozastaveni bunééného cyklu.’*”™ Proteiny p21 a p27
u lidskych keratinocytti inhibuji regulac¢ni aktivitu komplexu A/E-Cdk2 pii piestupu
z G1 faze do S-faze.”®’” Kromé toho je také E7 onkoprotein schopen zvySovat aktivitu
bunééné CDC25A fosfatazy, ktera je zodpoveédna za aktivaci cyklin E-Cdk2 a cyklin A-

Cdk2 komplext defosforylaci tyrosint.’®"
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2.1.3. Kapsidové proteiny L1 a L2

Virova cirkularni DNA je uloZena v ikosahedralni kapsidé, ktera je tvotrena
L1 majoritnimi a L2 minoritnimi kapsidovymi proteiny, kodované L1 a L2 ORF. Virova
schranka je sloZzena celkem z 72 pentavalentnich L1 kapsomer (obrazek 6), ve kterych je
vazano 360 kopii L1 proteinu.® L1 proteiny se rychle skladaji do kapsomer diky
hydrofobnim interakcim.® L2 protein interaguje s L1 kapsomerami hydrofobni interakci
aminokyselinové sekvence pobliz C-konce L2 proteinu® a je tak vlozen do centralniho
volného mista pentavalentni L1 kapsomery.®® Pomér poétu molekul L1 proteinu a L2
proteinu  (L1:L2) je vramci jedné kapsidy asi 10:1, coz v priméru odpovida
36 molekulam L2 proteinu.®® L2 minoritni kapsidovy protein neni nezbytny pro slozeni
nové kapsidy, nicméné jeho exprese a ucast na tvorbé virového kapsidu zvySuje
enkapsulaci DNA a infekénost nového virionu.#* Mezi jednotlivymi pentavalentnimi
kapsomerami jsou vytvaieny intermolekuldrni disulfidové vazby, tvofené u HPV 16

Cys175 prvni L1 kapsomery a Cys428 C-terminalni domény druhé L1 kapsomery.®

Obrazek 6: Pentamerni struktura L1 majoriniho kapsidového proteinu HPV11%

2.2. Zivotni cyklus HPV

Prvni fazi HPV infekce je napadeni hostitelské buiiky virovou &astici a jeji
translokace do bunky. Lidsky papilomavirus napadd bazélni vrstvu epitelidlnich bunek,
které jsou infekci vystaveny v disledku riznych mikroporanéni.®” Pro isp&sné infikovani
hostitelské  bunky  papilomaviry musi dojit kinterakci L1  proteinu
s extracelularnimi heparinsulfat proteoglykany.®® Pro dosaZeni vazby s membranovymi

receptory PV prechodné interaguji i s ECM (extracelularni matrix), konkrétné
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s lamininem 5, ktery je produkovany migrujicimi keratinocyty.®® V disledku vazby
virové ¢astice na povrch napadené buiiky dochazi k prvnim strukturnim zménam virové
kapsidy a odkryti L2 proteinu, ktery je pomoci pro-proteinové konvertazy furinu sestfizen
v misté furinové specifické N-terminalni aminokyselinové sekvence.’® Tim dochazi
k sekundarnim strukturnim zménam virové kapsidy, navazani virové castice na
sekundarni receptory atransfer do bunky. Transfer je zprostfedkovan endocytdzou,
fizenou polymerizaci a depolymerizaci aktinu, nezavisle na klathrinu, kalveolinu, AP-2

ani dynaminu-2.%

Po pfesunu do cytoplazmy je virova Castice uzaviena nejprve V Casném
endozomu, ktery po fazi s lysozomy maturuje v pozdni endozom, virova kapsida se
v prostiedi s nizkym pH rozpada a L1 protein je degradovan.®>% Po rozbaleni virové
kapsidy vak malé mnozstvi L1 proteinu stale interaguje s L2 proteinem®, ktery se vaze
na virovou DNA, tvoii tak L2/DNA komplex®. L2/DNA komplex je smérovan
a translokovan do jadra hostitelské buiky. Po translokaci do jadra je L2/DNA komplex

naveden na PML t&liska, mista ¢asné virové transkripce a replikace.*®

Druhou fazi Zivotniho cyklu HPV je produkce a udrzeni stdlého poctu kopii
virového genomu v epizomalni podobé, asi 50-100 kopii na jednu infikovanou buiiku
bazalni vrstvy.*® Virova replikace je zavisla na hostitelském DNA replikaénim komplexu
a produkci E1 a E2 proteini, které iniciuji virovou replikaci.?® Pro vytvoifeni perzistentni
infekce jsou v malé mife v této fazi exprimovany i E6 a E7 onkoproteiny.®” Indukuji vstup
napadené buiiky do S-faze bunécného cyklu a zajist'uji tak podminky pro udrzeni poctu

virovych epizomt v jadfe nediferenciovanych bazéalnich keratinocytu.

Treti fazi zivotniho cyklu HPV je produktivni replikace, jejimz cilem je
amplifikace virového genomu.® V ptipadé neinfikovanych bunék dochdzi k dokonéeni
bunécného cyklu, opusténi bazalni vrstvy a jejich plné diferenciaci. Lidské papillomaviry
vSak maji diky E6 a E7 proteiniim, které inaktivuji tumor supresorové proteiny p53
a pRB®""2 schopnost zamezit opusténi bundéného cyklu a nastartovani apoptozy. Tim je
jiz diferenciovana bunka opét donucena vstoupit do nové S-faze bunééného cyklu a je
iniciovana amplifikace genomu.®® Pro zajisténi vhodnych podminek pro produkci
vysokého poctu virovych DNA kopii je v této fazi infekce indukovana exprese E1, E2,

E4 a E5 proteint, E6 a E7 proteiny jsou exprimovany v mensi mife.100-101:102
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Posledni fazi virového zivotniho cyklu je skladani a uvolnéni novych virovych
¢astic z vrchnich vrstev epitelu. Pro tuto fazi je typicka produkce E4 proteinu, kterd
piedchazi produkei L1 a L2 kapsidovych proteint.®” Prvnim exprimovanym kapsidovym
proteinem je minoritni L2 protein, ktery se zda byt klicovy pro enkapsulaci virového
genomu.1® L2 protein se akumuluje v jadie butiky u PML télisek!® a rekrutuje na toto
misto i L1 majoritni kapsidovy protein, jenZ je exprimovén az po L2 proteinu.'® L1 a L2
proteiny spole¢né enkapsuluji amplifikovany HPV genom a nové virové kapsidy maturuji

a uvoliiuji se v pribéhu deskvamace nejsvrchnéjsich vrstev epitelu (obrazek 7).1%
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Obrazek 1: Zivotni cyklus HPV — komplexni proces napadeni bazalni epitelidlni vrstvy
sliznice nebo kiize, iniciace bunécné proliferace, amplifikace virového
genomu, skladani novych virovych castic a jejich uvolnéni. Prevzato z 17,

2.3. Integrace hrHPV DNA do genomu hostitelské buniky

Normalni zivotni cyklus HPV zahrnuje rozpoznani hostitelské buriky, transport
virové castice do builkky a dale epizomalni virové DNA do jadra, virovou replikaci
a expresi kli¢ovych geni, sbaleni novych virovych €astic a uvolnéni ze svrchnich vrstev
epitelu. V nekterych situacich vSak muze dochazet k integraci virové DNA do genomu
hostitelské buiiky. Tento d¢j vSak neni fazen jako dalsi krok zivotniho cyklu HPV, jelikoz
se integraci ztraci schopnost tvofit cirkuldarni DNA a nové virové ¢astice, které by mohly
infikovat nové buiiky.l%® Ve vétsing piipadd (az v90 %) je infekce lidskym
papilomavirem eliminovana bunéénym imunitnim systémem V rozmezi 8-14 mésict bez
zietelnych klinickych projevii nebo symptomu. U perzistentni infekce vSak muze dojit
k integraci virové DNA a rozvoji karcinomu délozniho hrdla.’%1° Integrace virové DNA

do buiiky neni spole¢nym znakem pro vSechny nadorové bunky. Virovd DNA se mtize
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vyskytovat jen striktné v epizomalni formé (dimery, multimery), integrované formée nebo
jsou piitomny obé& podoby virové DNA.!! HPV-integrace je detekovana ve vice nez 80%
vSech HPV-pozitivnich cervikalnich karcinomi. Pti infekci HPV 16 byla identifikovana
integrovana DNA u 76% vzorkt, u HPV 18-pozitivnich vzorka byla integrovana virova

DNA piitomna ve viech vzorcich.!'?

Virova DNA je do genomu hostitelské buiiky integrovédna v podobé jednoho
linearizovaného DNA fetézce nebo v podobé konkatemeru (obrazek 8).}® Integrace
probihd nejcastéji v tzv. oblastech castych zlomd (common fragile sites, CFS), coz
dokazuje, ze kintegraci nedochazi v nidhodnych mistech.!* CFS jsou specifické
chromozomalni sekvence, které maji tendenci k vytvafeni zlomu, do nichz se integruje
virovda DNA a dochazi tak k vyznamnym modulacim hostitelského genomu.!™® Integrace
virového genomu do intronti genti pro FHIT (fragile histidine triade protein) a LRP1B
(low-density lipoprotein receptor-related protein 1B), vyznamné snizuje expresi téchto
proteint. Integraci virové DNA do hostitelského genomu nedochazi pouze k poklesu
exprese piislusnych gent. Piikladem jsou proteiny MYC a HMGAZ2 (high-mobility group

AT-hook 2), jejichz exprese je v neoplastickych tkanich zvysena integraci HPV DNA do
116

genomu.
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Obrazek 8: Integrace virového genomu do genomu hostitelské bunky - A. virovy genom
V kruhové podobé, B. virovy genom v linearizované podobé, C. jednoducha
a nasobnd integrace virového genomu (pievzato z %)

Do soucasné doby byly navrzeny tii mechanismy, kterymi se virovd DNA

integruje do hostitelského genomu. Prvnim z nich je rolujici model, pii kterém jsou
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nékolikandsobné vytvareny smycky Vv pribéhu kruhové replikace. Vysledkem takové
integrace je vicenasobné vlozeni linearni sekvence virové DNA v sérii za sebou,
konkatemer.!'"1® Dalsi model integrace virové DNA je zalozen na existenci
mikrohomolognich (MH) sekvencich virové DNA a hostitelského genomu v blizkosti
CFS. FoSTeS (fork stalling and template switching) a MMBIR (microhomology-
mediated break-induced replication), dva mechanismy MH-zprostiedkované DNA

opravy, se podle studie z roku 2015 mohou podilet na integraci virové DNA.!16

Linearizaci virové DNA a jeji integraci do hostitelského genomu preferencné
dochazi k disrupci E2 ORF, zatimco E6 a E7 ORF jsou spole¢né s LCR integrovany
neporusené.!’® Rozitépenim E2 ORF, negativniho transkripéniho regulatoru E6 a E7
OREF, je indukovana zvy$ena exprese E6 a E7 onkoproteint.!?’ Integrace je dilezitym
mezikrokem v transformaci cervikalni epitelialnich bun€k, nicméné jako takova neni

dostateéna pro maligni transformaci.'!3
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3. Cervikalni karcinom

Cervikalni karcinom je vV celosvétovém métitku s poctem 570 000 novych ptipadii
a 311 000 amrti ¢tvrtou nejcastéjsi pricinou umrti Zen nasledkem maligniho nadorového
onemocnéni.’?* V Ceské republice bylo v roce 2017 diagnostikovano celkem 779 novych
ptipadi karcinomu délozniho hrdla azaznamenano 354 umrti nasledkem tohoto

nadorového onemocnéni (obrazek 9). 122

C53 = ZH hrdla déloZniho - cervicisz uteri, Zeny - Incidence
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Obrazek 9: Incidence (modrd) a mortalita (Cervend) cervikalniho karcinomu v Ceské
republice v obdobi let 1977 az 2017.1%

Podle Svétové zdravotnické organizace (WHO) jsou karcinomy délozniho hrdla
z morfologického hlediska klasifikovany do nékolika zékladnich skupin, mezi néz patii
hlavn¢ skvamoceluldrni karcinom (SCC), adenokarcinom (AC) a adenoskvamoézni
karcinom (ASC) dé&lozniho hrdla.!?® Celosvétové prevladajicim typem cervikalniho
karcinomu je skvamocelularni karcinom, ktery predstavuje 75%  vSech
diagnostikovanych cervikalnich karcinomi.'?* Adenokarcinomy a adenoskvamozni
karcinomy predstavuji 10-15% cervikalnich karcinom@ a zbylych 10-15% zaujimaji

méné &asto se vyskytujici typy cervikalnich karcinomi. !

Mezi prognostické faktory u cervikdlniho karcinomu patii piedevSim typ
karcinomu, velikost nadoru, metastazovani do lymfatického systému, uroven exprese
COX-2, vaskularita nadoru. Mira preziti pacientek bez lymfatickych metastaz po

radioterapii se v minulosti pohybovala mezi 85-95%, ale u pacienti s metastazami jen
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mezi 45-55%. V porovnani se skvamocelularnim karcinomem vykazuje adenokarcinom

horsi prognozu dlouhodobého pieziti.1?°

Prevence proti rozvoji cervikalniho karcinomu spociva ve dvou hlavnich bodech.
Prvnim znich je ockovani proti HPV infekci a druhym je cervikdlni screening.
V soucasné chvili jsou V mnoha zemi svéta dostupné tii rizné profylaktické vakciny proti
HPV. VSechny tii byly vyvinuty pouzitim rekombinantni DNA technologie a obsahuji
purifikovany L1 kapsidovy protein, autenticky slozeny do formy prazdné virové kapsidy
VLP (virus-like particles). Prvni vakcinou, zavedenou v roce 2006, byla bivalentni
vakcina Cervarix, ktera funguje proti HPV 16 a 18. Jako druhy byl v roce 2007 zaveden
kvadrivalentni Silgard/Gardasil, jenz poskytuje imunizaci proti HPV 6, 11, 16 a 18.
Posledni vakcinou, zavedenou v roce 2014, byl nonavalentni Gardasil9. Ten obsahuje
purifikované L1 proteiny HPV 6, 11, 16, 18, 31, 33, 45, 52 a 58. Do soucasné chvile byla
HPV vakcinace na narodni trovni zavedena celkem ve 104 zemich svéta, coz odpovida

54 % zemi (obrazek 10).1%’
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T Not Available, Not Introduced/No Plans (90 countries or 46%) &
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Obrazek 10: Zemeé se zavedenym ockovanim proti HPV v ndrodnim imunizacnim
programu (zelené) 1%

Volba konkrétniho lécebného postupu u cervikalniho karcinomu odpovida, stejné
jako v pfipad¢ jinych nadorovych onemocnéni, véku pacientky, konkrétnimu typu
karcinomu, jeho rozsahu, stadiu a moznym nezadoucim ucinkiim s ohledem na aktualni
stav pacientky. V piipadé chirurgické 1é¢by se rozsah zakroku méni se stadiem karcinomu
— od konizace u ¢asnych fazi, az po radikélni hysterektomii v piipad€ vétsi nadort. Pro

¢asna invazivni stadia se kromée chirurgické 1écby vyuziva i radioterapie. Pokrocilé stadia
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invazivniho karcinomu délozniho c¢ipku jsou Iléfena kombinaci radioterapie
a chemoterapie.!?® Standartnim chemoterapeutikem pro 1é¢bu cervikélniho karcinomu je

).129

cis-platina (samotnd nebo v kombinaci Kromé cis-platiny se vyuziva jes$té 5-

fluoruracil, topotecan, paclitaxel, gemcitabine, ifosfamid, karboplatina a irinotekan.'?
Pro 1é¢bu rekurentniho, perzistentniho nebo metastazujiciho cervikalniho karcinomu je
testovana trojkombinace paclitaxelu, karboplatiny a bevacizumabu (II. faze klinického
testovani) a dvojkombinace atezolizumabu a bevacizumabu (II. faze klinického

testovani).t30131

4. Cervikalni screening

Ptedpokladem uspé$né 1é€by nddorového onemocnéni je vcasna detekce
a stanoveni diagndzy. Z toho divodu jsou celosvétové zavadény plosSné screeningové
programy, jejichz cilem je snizeni poctu novych pfipadi invazivniho cervikalniho
karcinomu diky v¢asné detekci a 1é¢bé prekancerdznich 1€zi, potazmo snizeni poctu umrti
nasledkem rakoviny dé€lozniho hrdla. Primarni prevenci proti rozvoji cervikalniho
karcinomu je ockovani divek a chlapct proti n€kolika typim hrHPV pted zapocetim
sexualni aktivity (ve véku 9-13 let), na kterou navazuje sekundarni prevence v podobé
cervikalniho screeningu u Zen starSich 30 let. AZ do neddvné doby bylo jedinym
vyuzivanym screeningovym testem konvenéni cytologické vySetieni (Pap smear test),
které je vSak nov€ doplnéno moderngjsi luquid-based cytologii (LBC), HPV DNA
testovanim a VIA testem (visual inspection with acetic acid).’

Podle modelové studie z roku 2019 by mélo byt diky ockovani proti lidskému
papilomaviru, doplnénému o cervikalni screening, zamezeno vzniku 12,5 az 13,4 miliont
novych piipadi cervikalniho karcinomu v nasledujicich 50 letech.” V Ceské republice
cervikalni screening probihé od roku 2008. Screeningovy proces je V soucasné dob¢ stale
zalozeny na cytologickém vysetfeni a je poskytovan v ramci preventivni gynekologické

prohlidky.!32

4.1. Cytologicky screening

Cervikalni screening je stale ve vétSiné zemi zaloZeny na cytologickém testovani,
at’ uz konven¢nim cytologickém testu (Pap test) nebo nov¢jsi liquid-based cytologii. Pap-
test byl poprvé popsan dr. Papanicolaou a jeho principem je cytologické hodnoceni
exfoliovanych bunék cervixu.'®® V ptipadé konvenéni cytologie jsou odebrané buiiky

pfimo naneseny na mikroskopické sklicko, ale u LBC je Stétecek s odebranymi bunikami
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prenesen do zkumavky s pfislusnym transportnim konzervacnim mediem, z né¢hoz je

nasledné odebran vzorek.13

Od roku 1988 je pro hodnoceni cytologickych vySetieni vyuzivan Bethesda
systém, pomoci néhoz jsou vysledky klasifikovany do osmi t#id.*® Tento systém
odpovida starSimu tfistupnovému systému interpretace histologickych nalezl, ktery
rozliSuje lehké cervikalni intraepitelialni neoplazie (CIN1), pro které je charakteristické
poskozeni v rozsahu mensim neZ jedna tfetina epitelu. Dale stfedné tézké cervikalni
intraepitelidlni neoplazie (CIN2), u nichz jsou poskozeny dv¢ tietiny epitelu, a pfi tézké

cervikalni intraepitelialni neoplazii (CIN3) jsou 1éze patrny v celé tloust’ce epitelu.®®

Sjednocena Bethesda klasifikace cytologickych nalezi je nasledujici:

e NILM (normalni nalez bez intraepitelialnich 1ézi a malignit)

e ASC-US (atypicky skvamozni epitel nejasného piivodu)

e ASC-H (atypicky skvamozni epitel high-grade 1ézi nelze vyloucit)

e LSIL (low-grade skvamézni intraepitelialni léze) — zahrnuje bunééné
zmény, které byly asociovany s terminy koilocyt6za, mirna dysplazie
a CIN1; mezi kritéria, na jejichz zakladé jsou léze klasifikovany jako
LSIL, patfi naptiklad vice neZ tfikrat zvétSena bunécna jadra v porovnani
S cytoplazmou, vétsi velikost bun€k, binukleace a multinukleace, zvySena
bunécna keratinizace aj.

e HSIL (high-grade skvamozni intraepitelialni léze) — predstavuje
klinicky vyznamné bunécné zmény, kam spadaji stfedné téZké a tézké
dysplazie (CIN2 a CIN3) a karcinom in situ; nejcastéjsimi znaky HSIL
jsou mala bunécné velikost, vysoky pomér velikosti jadra a cytoplazmy,
hyperchromazie, granulace chromatinu aj.

e SCC (invazivni skvamocelularni karcinom)

o AGC (atypické Zlazové buiiky)

e AIS (adenokarcinom in situ)

e AC (adenokarcinom)®

Model ceského cervikalniho screeningu je zaloZen na primarnim cytologickém
vySetieni. V ptipadé negativni cytologie je pacientkdim doporuceno dalsi cytologické
testovani v ramei ptisti preventivni prohlidku u oSetiujiciho gynekologa (po 1 roce). Pti

jiném nez negativnim vysledku cytologického testu, je pacientka doporucCena pro
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opakovany cervikalni stér v riznych intervalech v zavislosti na vaznosti cytologického

nélezu, kolposkopii nebo expertni kolposkopii.32137
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Obrazek 11: Hodnoceni cytologického vysetreni - Pap testu, cast A-E cytopatologické
prechody a cast F-J histopatologicke prechody z normalni cervikalni tkane
na LSIL a HSIL/karcinom in situ.'%®

4.2. HPV screening

Podle Evropské smérnice pro zajisténi kvality screeningu karcinomu délozniho
hrdla (2015) v soucasné dob¢ v zemich Evropské unie probiha zavadéni primarniho HPV
screeningu, ktery by mél nahradit stavajici cytologicky screening. Mezi jediné dvé zemé
evropského kontinentu, které jiz plné¢ implementovaly primarni HPV screening do
programu cervikalniho screeningu, patéi Nizozemsko a Turecko. Ostatni staty, jako je
napiiklad gpanélsko, Finsko, Svédsko, Italie, Belgie, Némecko a Dansko, jsou ve fazi
zavadéni, a nebo maji zavedeni primarniho HPV screeningu V planu v nasledujicim

blizkém obdobi. %

Cervikalni screening zalozeny na primarnim HPV screeningu vykazuje

Vv porovnani s konven¢nim cytologickym vySetieni mnohem lepsi citlivost pii zachytu
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ptednadorovych zmén délozniho hrdla nebo samotného karcinomu.4

Kromé vyssi
sensitivity pfi detekci prekancerdznich 1ézi délozniho ¢ipku se primarni HPV screening
vyznacCuje také lepsi reprodukovatelnosti, mensimi financnimi ndklady na testovani
a moznosti zavedeni samoodbérovych sad pro HPV testovani. Rutinni HPV testovani by
mélo byt provadéno u Zen od 30 let, pficemz v ptipadé HPV negativity by mélo byt
opakovano v pétiletém intervalu az do 65 let. Implementaci primarniho HPV screeningu
dochazi diky nizsi specifit¢ HPV testovani k nartstu pozitivnich vysledki, potazmo
doporuceni k podstoupeni kolposkopického vysetieni. Z toho diivodu je nutné zavedeni

sekunddarniho tridzového testovani, které by eliminovalo fale$né pozitivni vysledky.®

Do roku 2015 bylo pfedstaveno celkem 193 komer¢nich HPV screeningovych
testdl, z nichz minimaln¢ 127 bylo na trhu volné€ dostupnych, pouze velmi mala ¢ast vSak
vyhovuje pozadavkim pro HPV screeningové testy v ramci plo$ného cervikalniho
screeningu. Tyto molekularni screeningové testy jsou obecné zaloZeny na detekci hrHPV
DNA, detekci hrHPV DNA a souasné ¢aste€né nebo plné genotypizaci hrHPV typt,
detekci hrHPV E6/E7 mRNA, in-situ hybridizaénich DNA nebo mRNA HPV testech.!#
Soucasnym pozadavkim na HPV screeningovy test, které¢ zahrnuji predevsim optimalni
balanci mezi co nejvyssi sensitivitou a specifitou pro zachyt CIN3+, plné vyhovuje pouze
sedm komer¢né dostupnych testi. Mezi téchto sedm HPV testi, které prosly klinickou
validaci pro vyuziti v ramci cervikalniho screeningu, patii HC2 HPV DNA Test (Qiagen,
USA), GP5+/6+ PCR-EIA (LaboBiomedical Products, The Netherlands), Abbott RT
hrHPVtest (Abbott, Germany), cobas 4800 HPV test (RocheMolecular System, USA),
PapilloCheck HPV-Screening test (Greiner Bio-One, Germany), BD Onclarity
HPVassay (BD Diagnostics, USA) a HPV-Risk assay (Self-Screen, The
Netherlands).*? Nizozemi, prvni Evropsky stit s implementovanym primarnim HPV
screeningem, vyuziva cobas 4800 HPV Test, ktery je zalozeny na detekci hrHPV DNA

a Sastecné genotypizaci HPV 130141143
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5. TridZové testy

Zavedeni primarniho HPV screeningu do programi cervikdlniho screeningu
vyzaduje i evaluaci vhodné tridzové metody, jak v pfipadé¢ samotného HPV screeningu,
tak v ptipad¢ kotestovani HPV/cytologie. Pfi screeningu zaloZeném na kotestovani je
triaz potiebna pro HPV pozitivni pacientky bez abnormdlnich cytologickych nalezi.
U samotného HPV screeningu je nutné provést tridz v§ech hrHPV pozitivnich pacientek.
Jako nejefektivnéjsi jsou povazovany triazové testy, pro néZz je mozné vyuzit
pacientského stéru, odebraného vramci screeningového vysetieni.!** Obecné
pouzivanym limitem pro nové zavadény tridzovy test je minimalni hodnota NPV
(negativni prediktivni hodnota) pro CIN3+ 98 %. V ptipadé 98% NPV je riziko rozvoje
CIN3+ u pacientd snegativnim vysledkem tridzového testu 2 %.1%°%® Strategie
triazového testovani by méla poskytovat optimalni bilanci mezi co nejvys$sim poctem
uspésné detekovanych CIN3+ a zatézi, zptisobenou vysokym poctem doporuceni pro

naslednou kolposkopii.l*®
5.1. Cytologie v pfipadé primarniho HPV screeningového programu

Cytologické triazové testovani je v soucasnosti jedinym tridzovym testem, ktery
je vyuzivan pii zavedeni primarniho HPV screeningu. Cilem cytologického triazového
testovani je odliSeni skupiny pacientek svelmi nizkym rizikem vzniku karcinomu
délozniho ¢ipku (HPV pozitivni zeny s normalnim cytologickym nalezem) od pacientek
S vys$s$im rizikem rozvoje (HPV pozitivni zeny s ASCUS+).1** Nevyhodou cytologie je,

ze ji nelze pouzit u vzorkl odebranych samoodbérem.

Ptistup k zatazeni cytologického tridZového testovani do cervikalniho screeningu
se li§i u jednotlivych narodnich screeningovych programi. Ptikladem rozdilného ptistupu
k zafazeni cytologického tridaZzovani po primarnim HPV screeningu je algoritmus
schvaleny v USA a Nizozemi. V obou pfipadech je jako primarni screening vyuzivano
HPV testovani. Ve screeningovém programu USA je vSak cytologické tridzové testovani
zafazeno v piipadé negativni genotypizace HPV16/18, ale pozitivniho testu na zbylych
12 hrHPV typt. Pfimé doporuceni pro kolposkopické vysetieni je podavano na zaklade
hrHPV16/18 pozitivity nebo ASCUS+ cytologickém nalezu. Pfi negativnim
cytologickém vysetieni (NILM) je doporuceno opakovat cytologii po dvanacti mésicich
(obrazek 12). Do screeningového procesu jsou fazeny Zeny od 25 let a testovani je

doporuceno opakovat po uplynuti minimalné 3 let.}#’
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HPV 16/18 poz. Kolposkopie

2ASC-US

Primarni HPV screening 12 hrHPV poz. Cytologicky triazovy test

NILM

HPV neg. Rutinni screening

Obrazek 12: Scheématické znazornéni screeningového algoritmu doporuceného v USA,
zarazujici cytologické triazové testovani pro pacientky HPV16/18 negativni,
ale pozitivni na pritomnost zbylych 12 hrHPV( vytvoreno podle**").

V Nizozemi je, na rozdil od USA, cytologické triaZové testovani provadéno
okamzit¢ u vSech hrHPV pozitivnich Zen bez piedeSlé castecné genotypizace
nejrizikovéjs§ich HPV virt. Na zaklad¢é pozitivni reflexni cytologie jsou pacientky
doporuceny pro nasledné kolposkopické vysetieni. V piipadé negativniho vysledku je
cytologie opakovana po uplynuti Sesti mésict (obrazek 13). Do narodniho
screeningového procesu Nizozemi jsou fazeny zeny ve véku 30-60 let (65, pokud byly
pii poslednim testovani hrHPV+). Pacientky jsou na screening zvany kazdych pét let do
dovrSeni 40 let, poté je screening provadén kazdych deset let. HPV screening Zen ve véku
45 a 55 let je provadeén jen v piipad€é vynechani testovani ve véku 40 a 50 let nebo byl

posledni screeningovy test hrHPV+.14

Kolposkopie
poz.
hrHPV poz. Cytologicky triaZovy test poz.
Primarni HPV screening
neg.
HPV neg. Rutinni screening

Obrazek 13: Schématické znazorneéni screeningoveho algoritmu vyuzivaného v Nizozemt,
zarazujici cytologické triazové testovani pro vSechny pacientky hrHPV
pozitivni (vytvoreno podle*®).
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5.2. HPV genotypizace

Kromé cytologické tridze byl doposud v narodnim métitku implementovan jeste
test, zalozeny na genotypizaci nejrizikovéjsich typtt HPV u pozitivnich pacientek.4713
Nejvyssi riziko rozvoje CIN3+ bylo zaznamenano u pacientek starSich 30 let s pozitivnim
testem na piitomnost HPV 16.1* Dalsim nejrizikovéj$im onkogennim typem HPV je
HPV 18, ktery vykazuje vyrazné nizsi rizikovost nez HPV 16, ale je nejcastéjSim HPV
typem u adenokarcinomt, a HPV 33.1%° A¢koliv samotna HPV 16 a HPV 18 pozitivita
nemize vypovidat o perzistenci infekce v organismu nebo pfitomnosti prekancer6z nebo
karcinomu dé&lozniho hrdla, je vhodnym ukazatelem rizika rozvoje >CIN3+.1°° Mezi
zemg, které jiz vyuzivaji nebo zavadéji genotypizaci ve svém screeningovém algoritmu,
patii naptiklad USA, Australie a Turecko.*"1*1152 y{hodnym algoritmem priméarniho
HPV screeningu je vyuziti screeningové testu, jako je naptiklad cobas® 4800 HPV test,
ktery soucasné s kvalitativni detekci 12 hrHPV zahrnuje i ¢aste¢nou genotypizaci
HPV16/18.1%% Zavedeni genotypizace HPV16/18 jako tridzového testu zileZi na
momentalnich moZnostech daného statu, jeho kvalité cytologického vysetfeni a stanovené

minimalni hranice PPV (pozitivni prediktivni hodnoty) pro CIN3+.1%4

5.3. p16/Ki-67

Protein p16™“ (p16), inhibitor cyklin-dependentnich kinaz, je jednim nejlépe
evaluovanych molekularnich biomarkerd, jehoz nadmérna bunécna exprese je spojovana
s rozvojem karcinomu a prekanceroz cervikalni tkang. ™ Piivodni triazovy model u HPV
pozitivnich zen, zahrnujici pouze detekci samotného p16, vykazoval vysokou sensitivitu
V porovnani s cytologickym screeningem.!®® Avsak protein p16 miize byt exprimovan
také v nékterych netransformovanych bunkach, coZ vyZaduje dalSi morfologické

hodnoceni.'®’

Tento problém se podafilo vyfesit zavedenim imunodetekce dvou proteint
soudasné, pl6™“4 a Ki-67, jejichz soucasna exprese se za fyziologickych podminek
vyluéuje, ¢imz bylo dosazeno vyssi specifity testu (obrazek 14).1%8 Hladina proteinu Ki-
67 je v Go fazi bunécného cyklu nulova, proto je jeho exprese striktné spjata pouze

s proliferujici buiikou.>®

pl6/Ki-67 testovani bylo hodnoceno jak pro tridzové testovani
HPV-pozitivnich pacientek'®*!6! tak jako jedna ze screeningovych metod.'®? Vyuziti
pl6/Ki-67 cytologie jako triaZového testu u HPV pozitivnich pacientek vykazovalo vyssi

sensitivitu a specifitu v porovnani s konvenénim cytologickym triazovanim.'®® Pozitivni
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pl6/Ki-67 cytologické vysetteni u HPV-pozitivnich pacientek vypovida o vyssim riziku
rozvoje prekancerdznich 1ézi a cervikalniho karcinomu, nez je riziko u pacientek

S negativnim vysledkem.

P16/Ki67 cytologie tak piedstavuje slibny pfistup pro doporuceni kolposkopie
u HPV pozitivnich pacientek pti implementaci primarniho HPV screeningu.*®® Piikladem
testu, zaloZzeného na p16/Ki-67 imunodetekci, je CINtec Plus® cytologicky test (Roche
Diagnostics, Mannheim, Némecko), ktery ma diky své vysoké sensitivité a efektivité
vysoky potenciél pro tridzové testovani HPV-pozitivnich pacientek.!®* Nevyhodou je, ze

test nelze pouzit u samoodbérovych vzorki.

L™

Obrazek 14: pl6/Ki-67 dudlni test - cervené vizualizovany jaderny Ki-67 (Fast Red)
a hnédé vizualizovany cytoplazmaticky p16 (3,3 -diaminobenzidin)6°1€5

5.4. Metylacni testy

Epigenetické zmény genomu jsou typické pro prekancerozni 1éze a karcinom
délozniho hrdla, pficemz nejcastéji studovanym epigenetickym markerem je metylace
cytosinu v poloze 5-C hostitelského genomu i genomu HPV. Z hlediska rozvoje
cervikalniho karcinomu je vyznamna zvySena metylace cytosinu CpG sekvenci
promoteru nékterych tumor supresorovych geni, ¢imz je negativné ovlivnéna transkripce
téchto genll. Naproti tomu metylace virové DNA je spojena jak s negativnim, tak
s pozitivnim ovlivnénim virové transkripce.'®” Pro kvantifikaci hypermetylace tumor
supresorovych gent v bunikach délozniho hrdla, ziskanych napf. pomoci cervikalnich
stérll, jsou vyuzivany testy zalozené na QM-MSP (kvantitativni multiplexni metyla¢né-

specifickd real-time PCR).168
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Metylacni test QIAsure Methylation Test (Qiagen, Hilden, Né&mecko),
kvantifikujici hypermetylaci geni FAM19A4 a mirl24-2, ptedstavuje diky své vysoké
sensitivité, specifit¢ a objektivnosti spolehlivy tridzovy test pro HPV pozitivni
pacientky.'®® Z nedavné studie vyplyva, ze metylaéni test FAM19A4/mir124-2 disponuje
77,8% sensitivitou a 69,3% specifitou pro detekci CIN3+ (NPV 98,3%, PPV 36,4%).
Citlivéjsiho, ale zaroven vyrazné méné specifického vysledku bylo dosazeno v piipadé
triazového kotestovani metylace FAM19A4/mir124-2 a genotypizace HPV16/18, pii
kterém bylo celkové dosazeno 93,1% sensitivity, ale pouze 49,4% specifity pro CIN3+
(NPV 97,9%, PPV 22,1%).17° Pro HPV pozitivni pacientky (230 let) s negativnim
metylaénim testem FAM19A4/mir124-2 bylo stanoveno 1,7% riziko rozvoje CIN3+
v nasledujicich ¢&trnacti letech.!®® Velkou vyhodou je, 7e je metylaéni analyza
FAM19A4/mirl24-2 také vhodna pro testovani vzorkt ziskanych pomoci
samoodbérovych sad. Jeji kombinace s genotypizaci HPV16/18 poskytuje vyssi

sensitivitu, ale niz§i specifitu pro zachyt CIN3+.171

Spoleéné¢ s FAM19A4 byla pro panelové triazové testovani analyzovana
I hypermetylace dalsich dvou tumor supresorovych genid, CADM1 a MAL. Vysledky
ukazaly, Ze Groven metylace FAM19A4, CADM1 a MAL se zvySovala s vaZnosti
cytologického nalezu HPV pozitivnich pacientek, zv1asté u téch s HSIL+. Vysoka uroven
metylace geni FAMI19A4 a MAL byla korelovana s abnormalnimi cytologickymi
zménami, nezavislymi na konkrétnim typu hrHPV. Vysoka uroven metylace genu
CADM1 a pozitivni genotypizace HPV16/18/52/58 byly nezéavisle korelovany s HSIL+.
Sensitivita metyla¢ni analyzy CADM1, FAM19A4 a MAL v kombinaci s genotypizaci
HPV16/18 dosahovala 95,45% sensitivity pro HSIL+.1"2 Na testovani metylace gent
CADMI1 a MAL, spolecné s metylaci genu miR-124-2, byl zaloZen tridZovy test
PreCursor M-kit (Self-Screen), pomoci néhoz bylo z cervikalnich stérti detekovano 100%

cervikalnich karcinomii.}”® PreCursor M-kit v sougasné dobé neni komeréné dostupny.

Dalsi kvantitativnim multiplexnim metyla¢né-specifickym PCR pro tridzové
testovani je GynTec® (oncgnostics GmbH, Jena, Némecko), jehoz panel obsahuje Sest
metylacnich markert — ASTN1, DLX1, ITGA4, RXFP3, SOX17 a ZNF671. Tato
testovaci metoda je vyuzitelnd pro cervikalni stéry, vyuzivajici Specimen Transporting
medium (STM, Digene HPV test, QIAGEN).} 741" Sensitivita pro detekci cervikalniho
karcinomu byla 100%, pro CIN3 61,2%, pro CIN2 44,4% a pro CIN1 20,0%. GynTec

metylacni analyza byla porovnavéana s CINtec Plus a cobas HPV, které vykazovaly 100%
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sensitivitu pro vSechny cervikalni intraepitelialni neoplazie (viz. graf). Specifita detekce
CIN3+ GynTec analyzou byla 94,6%, cobas HPV16/18 90,6%, cobas hrHPV 82,6%
a CINtec Plus 69,9%. V porovnani s cobas HPV a CINtec Plus vykazoval GynTec
vyrazn¢ vyssi specifitu, spolehlivé detekoval vSechny ptipady ICC a detekoval dv¢ tietiny
CIN (obrazek 15). GynTec-negativni CIN mohou piedstavovat skupinu benignich 1ézi

s postupnou regresi.}’®

100%
90%
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s m NILM
e mCIN1
208 m CIN2
40% w CIN3
30%
- CxCa
10%
0%

HPV 16/18 CINtec Plus GynTect

Obrazek 15: Srovnani sensitivity ruznych ctyr moznych tridzovych testii — HPV, HPV
16/18, CINtec Plus a GynTect.1"®

Dv¢ z poslednich studii vSak popsaly i dalsi slibné metylacni panelové testy pro
triaz HPV pozitivnich pacientek. V prvnim ptipadé bylo vyuzito vysoce efektivniho
triazového metyla¢niho panelu (ASCL1, LHX8 a ST6GALNACS) pro testovani hrHPV
pozitivnich samoodbérovych stéri (sensitivita 88 %, specifita 81 %) i lavazi (sensitivita
74 %, specifita 79 %).1"" Druha studie testovala tfi riizné metylaéni panely, posklddané
Z vybéru Sesti genti — JAM3, EPB41L3, C130rf18, ANKRD18CP, ZSCAN1 a SOX1.1"®

5.5. Viral load

Spojitost mezi vaznosti cervikalnich 1ézi HPV pozitivnich pacientek a zvySujicim
se poétem kopii virové DNA (viral load) byla poprvé popsana v roce 1999.17° Pro
kvantifikaci virové zatéze byl vyuzivan test Hybrid Capture 2, jehoz prahova jednotka
HPV pozitivity je 21 RLU/CO (relative light units/cut off). Pro doporuceni
kolposkopického vySetieni byla stanovena hodnota virové zatéze na 210 RLU/CO.

Primérma hodnota RLU/CO pro negativni/CIN1/CIN2/CIN3/CC nalezy byla
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6,86/119,43/410,90/449,39/853,26. U pacientek s vysledkem >1<10 RLU/CO bylo
doporuceno cytologické testovani. Sensitivita/specifita tridzového testovani pomoci

virové zatéze byla 93,13%/92,32% pro CIN2+ a 96,45%/91,44% pro CIN3+,18

Velmi dobrych vysledkti dosahoval, v rdmci primarniho HPV screeningu,
tridzovy test kombinujici stanoveni virové zatéze s c¢astecnou HPV16/18 genotypizaci.
Pouzitim toho triaZzového testu bylo dosazeno optimalniho poméru mezi sensitivitou,
specifitou a mirou doporuceni pacientek ke kolposkopickému vySetieni. Triazové
testovani HPV-pozitivnich pacientek, pomoci virové zatéze v kombinaci s genotypizaci
HPV16/18, dosahlo 95,04% sensitivity a 92,14% specifity pii zachytu CIN3+. Stejnych

vysledkl bylo dosazeno i kombinaci virové zatéze s reflexni cytologii. 8!

6. MiRNA jako triaZové biomarkery

MicroRNA (miRNA) patii do velmi S$iroké tiidy regulaénich nekodujicich
jednofetézovych molekul RNA. Délka téchto malych nekddujicich RNA je
~22 nukleotidii. Zasadni roli, pomé&rmé nedavno objevenych regula¢nich biomolekul, je
post-transkrip¢ni regulace exprese nékterych genu cilenim komplementarnich tseka
mediatorové RNA (MRNA), ¢imz dochazi k zablokovani translace téchto mRNA nebo

jejich degradace.182

Biogeneze miRNA probiha vjaderném i cytoplazmatickém prostoru a je
iniciovana transkripci gentt pro miRNA pomoci RNA polymerazy II a I1I, ¢imz vznika
nuklearni primarni miRNA transkript (pri-miRNA).18318 Prynim krokem maturace
miRNA je nukledrni §t€peni pomoci mikroprocesorového komplexu, ktery je slozen
z ribonukleazy III Drosha a RNA-vazebného proteinu DGCR8 (DiGeorge syndrome
critical region 8), ¢imz vznika pre-miRNA.8® Pro dalsi $tépeni je pre-miRNA sbalena do
komplexu s exportinem-5 (nukleocytoplazmaticky transportni faktor) a RanGTP, ktery
umoziiuje translokaci pre-miRNA do cytoplazmy.’®® V cytoplazmé je pomoci
ribonukleazy III Dicer dokon¢ena maturace miRNA, ¢imZ vznikéd ~22 nukleotidti dlouhy
miRNA duplex (miRNA:miRNA*).%¥” MiRNA:miRNA* duplex je nisledné rozvinut
a dokoncena jednofetézova miRNA je inkorporovana do proteinového komplexu RISC
(RNA-induced silencing complex), ve kterém slouzi k cileni komplementarniho useku

mRNA, uréené k degradaci nebo umléeni (obrazek 16).18?
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Obrazek 16: Biogeneze miRNA - dvoufazovy proces, ktery probiha nejdrive v jaderném
prostoru a nasledné v cytoplazmeé, kde je dokoncena maturace miRNA
a vdze se k RISC komplexu.18

Na zaklad¢ dosavadnich studii byla objevena spojitost mezi deregulaci exprese
nékterych miRNA (down- nebo up-regulace) a konkrétnimi lidskymi onemocnénimi,
mezi néZ patii i nddorova onemocnéni.'®® Riizné vzorce exprese miRNA jsou specifické
jak pro rizné typy karcinomi,® tak tkanove specifické.’®! Odlisna exprese miRNA miize
byt obecné zapiiinéna zménami exprese syntetického aparitu miRNA, sptazenim
specifickych transkripénich faktorti nebo genetickymi (delece, amplifikace, translokace)
a epigenetickymi (DNA metylace a acetylace histontl) zménami (obrazek 17).1% Podle
studie z roku 2014, vykazuje analyza miRNA exprese vynikajici vysledky pii zachytu
cervikalnich intraepitelidlnich 1ézi u HPV pozitivnich cervikalnich stérii (v porovnéani
s konven¢ni cytologii), coZ indikuje jeji vysoky potencidl pro vyuziti jako triaZové

metody HPV pozitivnich pacientek.'%
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Obrazek 17: Hlavni priciny deregulace exprese miRNA — zména exprese syntetického
apardtu, sprezeni specifickych  transkripcnich  faktori,  genetické
a epigenetické zmény. 1%
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6.1. Deregulace miRNA a jejich biologicky cil

Z toho duivodu, ze bylo mnoho gent pro lidské miRNA lokalizovano v oblastech
Castych zlomi a Vv takovych chromozomalnich sekvencich, které byvaji ovlivnény
Vv prib¢hu rozvoje karcinomi, jsou chromozomalni alterace brany jako hlavni pficina
zmény exprese nékterych miRNA.'% Deregulaci exprese miRNA v souvislosti
s rozvojem cervikalniho karcinomu se vénuje komplexni piehledovy ¢lanek od Pardini
et al., v némz je zahrnuto celkem 24 odbornych studii, zaméfenych na expresi miRNA ve
vztahu k CC, a shrnuje tak soucasné moznosti vyuziti deregulovanych miRNA jako
triazového testu.!® V jedné z poslednich studii byl pro detekci CIN3+ a triaz HPV-
pozitivnich samoodbérovych vzorki (lavaze nebo stéry) identifikovan panel deviti
MIiRNA, jejichZ exprese byla vyznamné navysena u CIN3+. Mezi tyto miRNA patfi let-
7b, miRNA-9, miRNA-15b, miRNA-20a, miRNA-31, miRNA-93, miRNA-183,
mMiRNA-184, miRNA-222.2%7 Up-regulace exprese miRNA-15b, miRNA-20a, miRNA-
31, miRNA-93 a miRNA-222 v prekancer6znich 1ézich byla zjisténa i v praci Li et al.
(2011), v které je kromé péti zminénych miRNA popsana up-regulace i dalsich dvanacti
mMiRNA a celkem ¢trnact miRNA, které vykazovaly nizsi hladinu exprese. Nejvyrazngjsi

down-regulace byla zaznamenavana v miRNA-218 expresi u CIN2-3 i SCC.%

V dalsi studii byla srovnana zména regulace exprese miRNA u SCC, HSIL, LSIL
a normalni cervikalni tkané. Vysledky analyzy SCC prokazaly up-regulaci celkem
16 miRNA a down-regulaci 10 miRNA, pficemz nejvice byly up-regulovany miRNA-21,
miRNA-21*, miRNA-15b a miRNA-16 a down-regulovany miR-218 a miR-376.
V porovnani s normalni cervikalni tkani byla u HSIL tkani zjisténa up-regulace celkem
13 miRNA a down-regulace 31 miRNA. Nejvyznamnéji up-regulované byly miRNA-
663, mMiRNA-188-5p, miRNA-765, miRNA-1300 a miRNA-483-5p a down-regulované
miRNA-218, miRNA-376c, miRNA-374b, miRNA-149, miRNA-152 a miRNA-142-3.

Mezi expresi miRNA u LSIL a NILM tkani nebyl zaznamenan zadny vyznamny rozdil.**®

Vyznamné ovlivnéni exprese celkem 106 miRNA bylo identifikovano
Vv jednotlivych prekanceroznich fazich (CIN2-3), invazivnim skvamocelularnim
karcinomu (SCC) a u cervikalniho adenokarcinomu (AC). Ze 106 miRNA byla rozdilna
exprese v CIN2-3 v porovnani s normalni tkani a SCC detekovana u 27 miRNA (18 up-
regulovanych a 9 down-regulovanych miRNA). DalSich 46 miRNA vykazovalo zménu
exprese pouze v SCC v porovnani s CIN2-3 a normalni tkani (27 up-regulovanych a 19

down-regulovanych miRNA). Zména exprese u zbylych 33 miRNA (18 up regulovanych
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a 15 down-regulovanych miRNA) byla detekovana jak v ptipad¢ CIN2-3, tak v pfipadé
SCC v porovnani s normalni cervikalni tkani (obrazek 18). Rozdilna exprese v SCC

v porovnani s AC byla detekovana u 18 miRNA.2%°

average intensity (2log)

Obrazek 18: Deregulace exprese miRNA — a) 27 miRNA vykazovalo deregulaci ve fizi
CIN2-3, b) 46 miRNA bylo deregulovino ve fizi CC, ¢) 33 miRNA
vykazovalo deregulaci v CIN2-3 i CC. 2®

Vysoka variabilita exprese miRNA byla analyzovana ve studii z roku 2010, v niz
bylo identifikovano celkem 21 miRNA, jejichz exprese Se Vramci progrese pies
jednotliva stadia rizné ménila. Osm miRNA (miRNA-26a, miRNA-143, miRNA-145,
miRNA-99a, miRNA-203, miRNA-513, miRNA-29a, miRNA-199a) vykazovalo
snizenou expresi pii pfechodu z normalni tkan€ na CIN a cervikalni karcinom. Snizena
exprese pii pfechodu z normalni tkdné na CIN a zvySena exprese pii pfechodu z CIN na
cervikalni karcinom byla popsana u 6 miRNA (miRNA-106a, miRNA-205, miRNA-197,
mMiRNA-16, miRNA-27a a miRNA-142-5p). Dvé miRNA (miRNA-522* miRNA-512-
3p) vykazovaly navySenou expresi pii pfechodu z normalni tkan¢ na CIN a sniZenou
expresi pii pfechodu z CIN na CC. Finalné¢ 5 miRNA (miRNA-148a, miRNA-302b,
miRNA-10a, miRNA-196a a miRNA-132) vykazovalo zvySenou expresi jak pfi
prechodu na CIN, tak na CC.%!

MicroRNA, jejichz exprese je v pifipad¢é malignich nadorovych onemocnéni vyssi
nez v normalnich buiikach, jsou oznacovany jako onkogenni miRNA. Ty miRNA, jejichz
hladina je v malignich nadorovych onemocnénich sniZena, jsou povazovany za tumor
supresorové. Z hlediska rozvoje karcinomi hraji miRNA nezaménitelnou regulacni roli
v drahach, fidicich naptiklad diferenciaci, apoptdzu, proliferaci a udrzovani kmenovych
bunék pro relaps a metastazovani.?’? P¥ikladem onkogennich miRNA je miRNA-9-5p,
ktera negativné ovliviiuje expresi E-kadherinu, ¢imz je aktivovana B-kateninova draha
indukujici expresi genu VEGF (vaskularni endotelialni ristovy faktor), angiogenezi
a metastazovani.’®® Dalsi onkogenni miRNA vramci cervikalniho karcinomu je

i MIRNA-10a, jejimz pfimym molekularnim cilem je negativni regulace exprese CHL1
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(close homolog of L1) na post-transkripéni a post-transla¢ni Grovni, coz podporuje
bun&ny rist, migraci a invazivitu cervikalniho karcinomu.?®® MiRNA-21 post-
transkripcné in-vitro negativné reguluje expresi PTEN, ¢imz je indukovana bunétna
proliferace a pieziti bundk cervikalniho karcinomu.?®® Piikladem down-regulovanych
tumor supresorovych miRNA, je miRNA-218-5p, ktera je schopna ovlivnit bunéény rtst
a metastazovani cervikalniho karcinomu skrze LYN/NF-kB signalni drahu.?%® Dalsi
down-regulovanou tumor supresorovou miRNA je miRNA-34a-5p, ktera je zahrnuta
V p53 regulacni bunééné kaskade, fidici bunéény cyklus a apoptozu. Exprese miRNA-
34a-5p je primo regulovana pomoci p53, ktery je ovSem v piipadé HPV infekce sdm
degradovan HPV-E6 proteinem, tudiz neni udrzovana dostatecna hladina p53 pro fizeni
exprese miRNA-34a-5p. Mezi biologické cile miRNA-34a-5p, které ovliviwuji proces
apoptdzy, zastaveni bunééného cyklu, oprav DNA nebo senescenci, patii Bcl2, survivin,

CDK4 a 6, WNT1, cyklin D a E.2%

6.2. miRNA analyza vs. konven¢ni triaZové metody

Studie porovnavajici vyuZiti miRNA panelu se zavedenym DNA metylacnim
triazovym markerem, FAM19A4, vyuzivala tifi miRNA — miRNA-149, miRNA-20a
a mMiRNA-93. Testovany miRNA panel vykazoval vyssi prediktivni hodnotu pro CIN2+,
zatimco sensitivita FAM19A4 metyla¢niho markeru byla vyssi u CIN3+. Z vysledki této
studie vyplyva, ze miRNA analyza (samotnd nebo v kombinaci sjinym tridzovym

markerem) by mohla byt vhodn4 pro detekci CIN3+ 1ézi a dopInéni metylaéni analyzy.?%

Kromé metyla¢niho markeru byla miRNA analyza porovnavana i s konvencni
cytologickou tridZovou metodou, Pap testem. Pro studii, zahrnujici 1021 HPV-
pozitivnich zen, bylo vybrano pro primarni analyzu 6 miRNA, z nichz signifikantni
deregulaci exprese vykazovaly miRNA-424, miRNA-375, miRNA-34a a miRNA-218.
V porovnani s CIN1 a normalni cytologii byla exprese téchto miRNA u CIN2+ vyznamné
snizena. Detekce mMiIRNA-424 a miRNA-375 vykazovala vyssi sensitivitu (76% a 74,9%
vs 63,8% Pap test), vyssi NPV (85,7% a 85,4% vs. 79,3 Pap test) a srovnatelnou specifitu
pii zachytu CIN2+. Stejn¢ kvalitnich vysledka bylo dosazeno 1 pii zachytu CIN3+. Jesté
lepsich vysledkd, nez poskytovala detekce jednotlivych miRNA nebo Pap test, bylo
dosazeno pouzitim panelovych miRNA testi - miRNA-424/miRNA-375/miRNA-218
pro CIN2+ (sensitivita 74,4 %, specifita 85,3 %, PPV 73,4 % a NPV 86,0 %) a miRNA-
424/miRNA-375 pro CIN3+ (sensitivita 78,1 %, specifita 79,8 %, PPV 50,8 % a NPV
93,2 %).1%
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V. CiL PRACE

Se zavadénim primarniho HPV screeningu do narodnich cervikalnich
screeningovych programil vyvstava potieba tridzovych testovacich metod, jejichz ukolem
je detekce cervikdlnich intraepitelidlnich 1ézi a predikce rizika rozvoje cervikalniho
karcinomu. Jednim z definovanych cila této diplomové prace je vypracovani literarni
reSerSe, zaméfené na infekci lidskym papilomavirem a soucasné vyuzivané metody

vV ramci cervikalniho screeningu.

Hlavnim cilem experimentalni prace bylo srovnani HPV pozitivity
u gynekologem odebranych cervikalnich stérii a cervikovaginalnich stérfi, odebranych
pomoci samoodbérové sady. Dalsim cilem byla analyza exprese vybranych miRNA
U téchto stérd a jeji srovnani s dostupnymi tirazovymi markery. UrCeni profilu miRNA,
jejichZ exprese je v disledku rozvoje cervikdlnich intraepitelidlnich 1ézi a cervikalniho
karcinomu deregulovana, by mohlo pomoci ke spolehlivému tiidéni pacientek
S pozitivnim screeningovym testem, vcasné detekci CIN a predikci rizika nasledného

piechodu v cervikalni karcinom.
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VI. EXPERIMENTALNI CAST

1. HPV screening

Vzorky odebrané pro tcely HPVPro Study: Comparison of HPV Detection in
Clinician-collected Cervical Swabs and Self-sampled Cervicovaginal Swabs (HPVPro,
NCT04133610) byly vyuzity v ramci této diplomové prace pro primarni HPV screening,
na jehoz zakladé byly vybirany vzorky pro testovani miRNA profilu. Pro HPV screening

bylo vyuzito dvou riiznych screeningovych testii — Hybrid Capture 2 a QIAscreen.

1.1. Material a pristrojové vybaveni

e digene Specimen Transport Medium (STM, QIAGEN, Cat. No. 5128-
1220), PreservCyt médium (Hologic®), Hybrid Capture® 2 High-Risk
HPV DNA Test (HC2; QIAGEN, Cat. No. 5197-1330), QlAscreen HPV
PCR Test (QIAGEN, Cat. No. 617005)

e stolni centrifuga (Eppendorf), Thermomixer R (Eppendorf), luminometr
DML 2000™ (Digene), laminarni box Herasafe KS (Thermo Fisher
Scientific)

1.2. Pacientské stéry

V ramci prvniho ramene HPVPro studie bylo odebrano celkem 544 parovych
stéri — 544 gynekologem odebranych cervikalnich stért a 544 cervikovagindlnich stért
odebranych samoodbérem. Jak gynekologické, tak samoodbérové stéry, byly odebirany
pomoci odbérové sady Digene HC2 DNA Collection Device (Qiagene). Odbérové
kartacky byly ponofeny a uchovavany v 1 ml STM média. Z celkového objemu 1 ml bylo
100 pl vyuzito pro izolaci celkové RNA z buné¢né pelety, 100 ul pro test QIAsure a 800
ul pro HC2 HPV DNA screeningovy test.

Do druhého ramene studie HPVPro, bylo zatazeno celkem 500 parovych vzorki.
Cervikalni stéry byly odebirany pomoci odbérové sady Cervex-Brush (Rovers Medical
Devices). Samoodbérové stéry byly ziskany pomoci odbérové sady Evalyn Brush (Rovers
Medical Devices). Odbérové kartacky zcervikalnich stéri byly ponofeny
a transportovany ve 20 ml PreservCyt média. Z celkového objemu 20 ml byly vyuzity
2 ml pro izolaci celkové RNA z bunécné pelety, 4 ml pro HC2 HPV DNA screeningovy
test, 250 pl pro QIAscreen test a 1 ml pro test QlAsure. Samoodbérové sady byly

transportovany bez média, po pfijeti byl bunény material suspendovan ve 3 ml pufru
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PBS (phosphate-buffered saline), znéhoz byl 1 ml pouzit pro HC2 HPV DNA
screeningovy test, 300 pl pro QlAscreen test, 200 ul pro test QIAsure, 300 ul pro izolaci
celkové RNA z bunécné pelety.

1.3. Hybrid Capture® 2

HC2 je hybridizacni DNA test, zalozeny na chemiluminiscen¢ni kvalitativni
detekci 13 vysoce rizikovych HPV (HPV 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59,
68) a 5 nizko rizikovych HPV (HPV 6, 11, 42, 43, 44). Pro detekci virové DNA je
vyuzivano specifickych RNA sond, které jsou po hybridizaci s cilovou DNA sekvenci
zachyceny pomoci RNA:DNA specifickych protilatek. Tyto protilatky jsou
imobilizovéany na sténach jamek detekcni mikrodesticky. Zachycené RNA:DNA hybridy
nasledné reaguji s protilatkami konjugovanymi s alkalickou fosfatdzou. Konjugovana
alkalickd fosfatdza S§tépi chemiluminiscencni substrat za soucasného vyzaieni svétla,

které je piistrojové detekovano (obrazek 19).20°

i
!

Obrazek 19: Pribeh HC2 HPV DNA testu — po denaturaci SSDNA (modra) hybridizuje
se specifickou RNA sondou (cervend), vzmikly RNA:DNA hybrid je
imobilizovan pomoci specifickych protilatek a znacen dalsi protilatkou
konjugovanou s alkalickou fosfatazou (Zlutd).

Pro denaturaci byl napipetovan presny objem denaturacniho ¢inidla (tabulka 1) do
vSech pacientskych vzorki, negativniho kalibratoru, kalibratoru pro nizko rizikové HPV
typy, kalibratoru pro vysoce rizikové HPV typy a kontroly pro nizko rizikové a pro vysoce
rizikove HPV typy. Denaturaéni ¢inidlo bylo pfed pouZitim upraveno piidanim
indika¢niho fialového barviva. Smés ve zkumavkach byla zvortexovana a denaturovana

po dobu 45 minut ve vodni lazni pfti teploté 65 °C.
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Objem denaturacniho ¢inidla
Negativni kalibrator 1000 pl
Kalibrator pro hrHPV a IrHPV 500 pl
Kontrola kvality pro hrHPV a IrHPV 500 pl
Pacientsky stér 400 pl

Tabulka 1: Objemy denaturacniho cinidla

Pro hybridizaci bylo napipetovano 75 pl negativniho kalibratoru (3 jamky),
kalibratoru pro hrHPV (3 jamky), kontroly kvality pro hrHPV (1 jamka), kontroly kvality
pro IrHPV (1 jamka) a denaturovaného vzorku na dno hybridiza¢ni mikrodesti¢ky. Po
dopipetovani vSech jamek byla desticka zakryta a inkubovana po dobu 10 minut pfi
laboratorni teploté (20-25 °C). Po deseti minutach bylo do kazdé jamky piridano 25 pl
hrHPV sondy, fedéné podle potieby v poméru 1:25. Po ptidani sondy do vSech jamek
byla destic¢ka protfepana pti 1100 ot./min po dobu 2 minut. Jamky, obsahujici kalibrator
pro hrHPV, kontrolu kvality pro hrHPV a vzorky, by mély po protfepani zménit barvu na
Zlutou. V pfipadé€, Ze v nékterych jamkach nedoSlo ke zméné zbarveni, bylo ptidano
dalsich 25 pl hrHPV sondy a tfepani bylo opakovano. Mikrodesticka byla nasledné

inkubovéna v pfedehfatém ohtivaci mikrodesticek pii teploté 65 °C po dobu 60 minut.

Po dokonceni hybridizace byl veskery obsah (100 pl) zhybridiza¢ni
mikrodesticky prepipetovan za pouziti 8-kanalové pipety do odpovidajicich jamek
imobiliza¢ni desti¢ky. Imobiliza¢ni desticka byla zakryta a protfepana na rota¢ni tfepacce
pti 1100 ot./min po dobu 60 minut pti laboratorni teploté. Po uplynuti doby inkubace byla
imobilizac¢ni desticka vyprazdnéna otocenim a vyklepnutim do vylevky tak, aby nedoslo
ke zpétnému rozstiiknuti kapaliny do imobiliza¢ni desticky a kontaminaci vzorkd. Pro

uplné vysuSeni byla desticka blotovana na papirové utérky.

Detekce imobilizovaného RNA:DNA hybridu byla v prvnim kroku provedena
ptidanim 75 pl detekeni reagencie I do kazdé jamky imobiliza¢ni desticky (tabulka 2). Po
pridani detekéni reagencie I byla destiCka piekryta folii a ponechana inkubovat pii
laboratorni teploté po dobu 30-45 minut. Nésledné byla desticka vyprazdnéna nad
vylevkou, do sucha blotovana, 6x promyta promyvacim pufrem, a nakonec opét

blotovana do uplného vyschnuti.
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Pocet jamek/stripi Detekéni reagencie 1
96/12 12 ml
72/9 7ml
48/6 5mil
24/3 3mil
1 0,125 ml

Tabulka 2: Objem detekcni reagencie I nebo II pro detekci RNA:DNA hybridu pro riizné
pocty vySetrovanych vzorkii.

Nakonec bylo do kazdé jamky ptidano 75 ul detekéni reagencie 11, mikrodesticka

byla piekryta novou folii a inkubovana 15 minut pfi laboratorni teploté bez pfistupu

pfimého svételné¢ho zafeni. Vyhodnoceni HC2 HPV DNA testu bylo provedeno pomoci
luminometru DML 2000™ (Digene) podle nize uvedenych kritérii (tabulka 3).

Kritéria spravného testovani

Variaéni koeficient negativni kontroly <25 %
Varia¢ni koeficient kalibratoru hrHPV <15 %
Negativni kontrola 10 < NK RLU <250

Kalibrator pro hrHPV/negativni kontrola | 2-15 RLU
kontrola kvality pro IrHPV <1 RLU
kontrola kvality pro hrHPV = 2-8

hrHPV test

Tabulka 3: Kritéria pro sprdvné provedené vyhodnoceni testovani

1.4. QlAscreen HPV PCR Test

QIAscreen je in vitro real-time PCR screeningovy test, ktery detekuje pfitomnost
E7 genu patnécti vysoce rizikovych nebo pravdépodobné vysoce rizikovych typit HPV
(16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66, 67, 68). Krom¢ kvalitativni analyzy je,
diky moznosti vyuziti az Ctyf fluorescencnich barviv, tento test schopen i ¢aste¢né
genotypizace. QIAscreen oddélené detekuje pritomnost HPV 16, HPV 18 a soubor
zbylych 13 HPV typut. V konkurenénich real-time PCR esejich (pt. Abbott RealTime
High Risk (HR) HPV Assay) je vyuzivano napt. detekce (GP5+/6+) L1 regionu,?' ktery
muze byt pfi integraci virového genomu narusen, coZz mize mit za nésledek faleSné
negativni vysledek. Velkou vyhodou QIAscreen testu je detekce E7 genu, ktery nebyva

pii integraci HPV ovlivnén.?'t

Ve druhé ¢asti studie bylo kromé testu Hybrid Capture 2 vyuzito QIAscreen HPV
PCR Testu (QIAGEN, Cat. No. 617005) pro srovnani citlivosti jednotlivych testi v ramci
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primarniho screeningu. Rutinni testovani pomoci QIAscreen testu bylo provedeno

laboranty Lucii Tovarkovou a TomaSem Pospisilem.

2. Urceni miRNA profilu

Pro urCeni miRNA exprese bylo vyuzito real-time PCR, pro kterou byla
ptipravena CDNA. Cilova sekvence cDNA byla syntetizovanou na zaklad¢ celkové RNA,

izolované z pacientskych vzorki.

Piiprava ¢cDNA templatu byla zprosttedkovana reverzni transkripci, pii které
dochazelo Kk piepisu sekvence RNA do sekvence cDNA. cDNA byla nasledné
amplifikovana pro kvantifikaci exprese specifickych miRNA pomoci real-time PCR.

Priprava cDNA templatu je komplexni proces skladajici se ze 4 krokt (obrazek 20):

e polyadenylace na 3’-konci pomoci poly(A)-polymerazy
¢ ligace adaptoru na 5’-konci pomoci ligazy
e reverzni transkripce pomoci reverzni transkriptazy

e CcDNA amplifikace pomoci Hot-start DNA-polymerazy
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Obrazek 20: Proces pripravy cDNA templatu — polyadenylace, ligace adaptoru, reverzni
transkripce, amplifikace cDNA.
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Pro analyzu exprese miRNA v cervikalnich bunkéch bylo vyuzito TagMan real-
time PCR, vyuzivajici TagMan® sondy. TagMan® sondy jsou oligonukleotidové
molekuly, obsahujici ve své struktufe reportérové fluorescencni barvivo na 5° konci
(FAM) a nefluorescenéni zhase¢ na 3" konci (TAMRA). Tyto sondy jsou pii amplifikaci
Stépeny diky 5'—3" exonukledzové aktivite pouzité polymerazy a je detekovan
emitovany fluorescenc¢ni signal.?!?2!3 TagMan® sondy dale obsahuji MGB strukturu
(minor groove binder; napi. tripeptid CDPI3), jejiz konjugaci na 3" konci bylo docileno
vyssi teploty tani (Tm) a zvyseni specifity téchto sond.?**?!® Pribéh a princip Tag-Man®

real-time PCR je znazornén na obrazku 21.
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Obrazek 21: Pritbéh TagMan® real-time PCR —V prvnim kroku je zndzornéno nasednuti
specifickych primeri (cervené) a MGB-TagMan® sondy, sprezenim DNA
polymerazy s 5’ —3" exonukleazovou aktivitou a elongaci nového vidkna
dochazi k degradaci sondy a emisi fluorescencniho zareni.

2.1. Material a pristrojové vybaveni

e bunécné pelety z cervikalnich stért (u ramene A ze 100 pl, u ramene B ze
2 ml media), 1X PBS pufr, QIAzol® lyzac¢ni ¢inidlo (Qiagen), chloroform
(99,5%, Sigma Aldrich), ethanol (99,8%, Sigma-Aldrich), miRNeasy Mini
Kit (Qiagen), TagMan® Advanced miRNA Assay (Thermo Scientific),
TagMan® Advanced miRNA c¢cDNA Synthesis Kit (Thermo Scientific,
Cat. No. A28007), TagMan® Fast Advanced Master Mix (Thermo
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Scientific, Cat. No. 4444556), H20 prosta RNaz, TE pufr (pH 8, Thermo
Fisher Scientific), RNasin® Ribonuclease Inhibitors (Promega, Cat. No.
N2611)

e chlazena centrifuga (Eppendorf), stolni centrifuga (Smart 12, Hanil
Scientific), NanoDrop® ND-1000 (Thermo Scientific), Vortex Genie® 2
(Scientific Industries), Veriti"™ Thermal Cycler (Applied Biosystems),
mikrocentrifuga MiniSpin (Eppendorf), mikrocentrifuga pro PCR stripy
(GMClab), Liquid Handler Echo 550 Series (Labcyte Inc.), pipetovaci
roboticka stanice Freedom Evo MultiChannel Arm™ MCA 96 (Tecan),
LightCycler® 480 Instrument Il (Roche)

2.2. lzolace RNA

Pro izolaci celkové RNA zbunéénych pelet, véetné miRNA, bylo vyuzito
guanidin thiokyanat-fenol-chloroformové extrakce pomoci miRNeasy Mini Kit (Qiagen).
Tato metoda byla poprvé popsana v roce 1987 a je zaloZena na rozdéleni vzorku mezi dvé
nemisitelné faze — vodnou a organickou, obsahujici smés fenolu a chloroformu. DNA je
Vv zavislosti na pH pfitomna ve vodné fazi spolecné s RNA nebo v mezifazovém prstenci.

Guanidin thiokyanat je piidan jako chaotropni latka pro denaturaci proteint ve vzorku.?!®

Prvnim krokem po rozmraZeni bunécnych pelet, oddélenych od supernatantu, bylo
promyti pelety 1X PBS pufrem (500 ul), stoceni pii 2900 ot. po dobu 15 minut a odsati
PBS pufru. Pro lyzu bunék bylo ptidano 1000 ul lyzaéniho ¢inidla QIAzol® a peleta byla
dikladné nekolikandsobnym propipetovanim homogenizovana. Po uplynuti 5 minut
inkubace pii laboratorni teploté bylo ptidano 200 ul chloroformu, smés byla vortexovana
15 s, inkubovéna 2-3 minuty pifi laboratorni teploté, a nakonec stoCena v pfedem

vychlazené centrifuze pti 4 °C, 2900 ot./min a po dobu 15 minut.

Centrifugaci fenol-chloroformové smési doslo k rozdéleni smési mezi 2 faze —
svrchni vodna faze, obsahujici RNA, a spodni organickou fazi s proteiny. DNA byla
precipitovana v mezifazovém prstenci. Pro dalsi izolaci byla opatrné odebrana horni
vodna faze do novych eppendorfek, byl ptidan 100% ethanol v mnozstvi 1,5x odebrané

vodné faze a smés byla dikladné promichéna.

Tteti fazi izolace celkové RNA z pacientskych vzorkli bylo nanaSeni vzorku na
centrifuga¢ni kolonku, promyvani imobilizované RNA soustavou pufri a jeji eluce vodou

prost¢ RNaz (RNase free voda) do nové sbérné zkumavky. Podminky izolace jsou
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uvedeny v tabulce 4. Pro dokonalé vymyti RNA z kolonky byla zachycena voda s RNA
opét prepipetovana ze sbérné zkumavky zpét do kolonky a znovu stoCena pries
centrifugacni  kolonu. Koncentrace eluované RNA  byla zméfena pomoci

spektrofotometru NanoDrop® ND-1000.

Mnozstvi RCF/min
Vzorek max 700 ul / 1 stoceni >8000xg/15s
RWT pufr 700 pl >8000xg/15s
RPE pufr 500 ul >8000xg/15s
RPE pufr 500 pl >8000 x g/ 2 min
SuSeni max RCF /1 min
Eluce 30 ul >8000 x g/ 1 min

Tabulka 4: Rozpis pridavanych objemit a podminek centrifugace.

2.3. Priprava cDNA templatu

Pro polyadenyla¢ni reakci byly do 200 ul PCR strip napipetovany 2 ul vzorku,
které byly pfedem rozmraZeny a nafedény na koncentraci 5 ng/pl (fedéné vzorky byly
dale uchovavany pii -20 °C). Ke 2 pl vzorku byly do kazdé zkumavky ptidany 3 pl
polyadenylacni smési, ktera byla pfipravena v potfebném mnozstvi podle tabulky 5.
Program pro polyadenylaéni reakci byl na termalnim cykleru Veriti™ (Applied
Biosystems) nastaven podle tabulky 6.

Slozka 1 reakce 10 reakci
10X Poly(A) pufr 0,5 ul 5,5 ul
ATP 0,5 ul 5,5 ul
Poly(A) enzym 0,3 ul 3,3 ul
RNase free voda 1,4 ul 15,4 ul
RNasin® 0,3 ul 3,3 ul

Tabulka 5: Slozeni reagencii pro polyadenylacni reakci (objemy vSech reagencii pro
10 reakct zahrnuji 10% prebytek).

Teplota Cas
Polyadenylace 37°C 45 min
STOP reakce 65 °C 10 min
UdrZovani 4°C -

Tabulka 6: Parametry pro nastaveni termdlniho cykleru pro polyadenylacni reakci.
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Po dokonceni polyadenylacni faze bylo ihned ptistoupeno na fazi ligace adaptoru.

Reakéni smés pro ligaéni reakci byla podle tabulky 7 pfipravena v pottebném objemu

tésn¢ pred pouzitim a rozpipetovana do zkumavek (10 ul). Parametry programu pro

ligaéni reakci jsou uvedeny v tabulce 8.

Slozka 1 reakce 10 reakci
5X DNA ligazovy pufr 3ul 33 ul
50% PEG 8000 4,5 ul 49,5 ul
25X Liga¢ni adaptor 0,6 ul 6,6 pl
RNA ligaza 1,5 ul 16,5 ul
RNase free voda 0,4 ul 4,4 ul

Tabulka 7: Slozeni reagencii pro ligacni reakci (objemy vsech reagencii pro 10 reakci

zahrnuji 10% prebytek).

Teplota Cas
Ligace 16 °C 60 min
UdrZovani 4 °C -

Tabulka 8: Parametry pro nastaveni termalniho cykleru pro ligacni reakci.

Do zkumavek bylo nasledné ptfidano 15 pl RT reakéni smési, kterd byla

ptipravena podle rozpisu v tabulce 9. Parametry programu pro RT byly nastaveny

podle tabulky 10.

Slozka 1 reakce 10 reakci
5X RT pufr 6 ul 66 ul
dNTP Mix (25mM) 1,2 ul 13,2 ul
20X Univerzalni RT primer 1,5 ul 16,5 ul
10X RT Enzymovy mix 3ul 33 ul
RNase free voda 3,3 ul 36,3 ul

Tabulka 9 : Slozeni reagencii pro reverzni transkripci (10% prebytek zahrnut).

Teplota Cas
Reverzni transkripce 42 °C 15 min
STOP reakce 85°C 5 min
UdrzZovani 4°C -

Tabulka 10: Parametry pro nastaveni termalniho cykleru pro reverzni transkripci.
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Pro miR-Amp reakci byly pouzity nové PCR stripy, do kterych bylo napipetovano
45 pl miR-Amp smési na jednu zkumavku. Tato reakéni smés byla pfipravena podle
rozpisu reagencii v tabulce 11. Do zkumavek s 45 pl miR-Amp smési bylo pfidano 5 pl
produktu reverzni transkripce (celkovy objem tak ¢inil 50 ul). Parametry programu pro
amplifikaci jsou uvedeny v tabulce 12. Takto ziskana amplifikovana cDNA byla ihned
vyuzita pro naslednou real-time PCR nebo byla nezfedéna uchovana, stejné jako produkt

reverzni transkripce, pii -20 °C.

Slozka 1 reakce 10 reakci
2X miR-Amp Master mix 25 ul 275 ul
20X miR-Amp Primer mix 2,5 ul 27,5 ul
RNase free voda 17,5 ul 192,5 ul

Tabulka 11: Slozeni reagencii pro amplifikaci cDNA (10% prebytek zahrnut).

Teplota Cas Pocet cyklu
Aktivace enzymu 95 °C 5 min 1
Denaturace 95 °C 3sek 14
Annealing/elongace 60 °C 30 sek
STOP reakce 99 °C 10 min 1
Udrzovani 4°C - 1

Tabulka 12: Parametry pro nastaveni termdlniho cykleru pro amplifikaci cDNA.

2.4. TagMan Advanced miRNA Assay

Pro profilovani exprese miRNA bylo na zakladé¢ odborné literatury vybrano
celkem 15 miRNA, jejichz deregulace byla detekovana v piipad€ cervikalnich
intraepitelidlnich 1ézi a cervikalnich karcinomt. Z téchto 15 miRNA byly 4 miRNA
down-regulované a 11 up-regulovanych (tabulka 13).1"1% Jako endogenni kontrola byl

pouzit referenéni gen pro hsa-miR-423-3p.2!

Up-regulované miRNA Down-regulované miRNA

hsa-miR-9-5p hsa-miR-34a-5p

hsa-miR-15b-5p hsa-miR-218-5p

hsa-miR-20a-5p hsa-miR-29a-3p

hsa-miR-20b-5p hsa-miR-125b-5p
hsa-miR-31-3p

hsa-miR-93-5p

hsa-miR-21-5p
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hsa-miR-10a-5p
hsa-miR-16-5p

hsa-miR-106a-5p
hsa-miR-222-3p

Tabulka 13: miRNA, u nichz byla popsdna zména exprese v pripadé rozvoje cervikalnich
intraepitelidlnich lézi a cervikalniho karcinomu

Pro urceni exprese miRNA v pacientskych stérech bylo vyuZito cDNA,
ptipravené v predeslych krocich, ktera byla pted pouzitim Cerstvé fedéna v poméru 1:10
0,1X TE pufrem. Testovaci PCR reakce byly provedeny v 96 jamkovych deskach
s celkovym objemem reakéni smési 20 pl. PCR mix byl pfipraven podle tabulky 14
a rozpipetovan po 15 pl do prislusnych jamek 96 jamkové desky. K 15 pl PCR reak¢niho
mixu v kazdé jamce bylo ptidano 5 pl cDNA (1:10). Negativni kontrola obsahovala 15
pl PCR mixu a 5 pl 0,1X TE pufru. Po rozpipetovani vSech komponent byla desti¢ka
prekryta adhezivni folii a spusténa PCR reakce na pfistroji LightCycler® 480 Instrument
I1 (Roche). Parametry real-time g-PCR reakce byly nastaveny podle tabulky 15.

Slozka 1 reakce
TagMan® Fast Advanced Master Mix (2X) 10 pl
TaqMan® Advanced miRNA Assay (20X) 1l
RNase-free voda 4 ul

Tabulka 14: Slozeni PCR mixu pro jednu reakci (96 jamkové desky)

Krok Teplota Cas Pocet cykli
Aktivace enzymu 95°C 30s 1
Denaturace 95 °C 10s 50
Annealing/Elongace 60 °C 40s

Tabulka 15: Parametry programu real-tiume PCR

Pomoci testovacich reakci na souboru sedmi vzorkli byla zkoumana moznost
pouziti referencni miRNA-423-3p (pro endogenni kontrolu) a dale vSech patnacti
vybranych miRNA. Na zaklad¢ testovacich PCR reakci pro kazdou z patnacti vybranych
mMIiRNA bylo pro dalsi analyzu vybrano 5 miRNA (miRNA-16-5p, miRNA-20a-5p,
mMiRNA-20b-5p, miRNA-34a-5p, miRNA-93-5p). Pro analyzu miRNA byl sestaven
finalni soubor 127 gynekologickych cervikalnich stérti podle podminek v tabulce 16,

pfi¢emz nejdiive byly vybrany vSechny vzorky s ASC-US+ cytologii a hrHPV+/-, které
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byly doplnény skupinou hrHPV+/NILM vzorki. Pro real-time g-PCR reakci byly pouzity
384 jamkové desky, kazdy vzorek byl testovan v triplikatu. Triplikat negativni kontroly
obsahoval 0,1X TE pufr.

) HPV zavér
Cytologie
hrHPV poz. hrHPV neg.
2 ASC-US + +
NILM + -

Tabulka 16: Kritéria vybéru vzorkii pro analyzu miRNA exprese

Pomoci liquid handleru Echo 550 Series (Labcyte Inc.) bylo z 384 jamkové desky
s nafedénou cDNA (1X negativni kontrola) pteneseno 2,5 pul cDNA do nové 384 jamkové
desky. Béhem transferu cDNA do nové desky byl ptipraven PCR mix a rozpipetovan po
38 ul do celé 96 jamkové desky. K 2,5 ul cDNA bylo z 96 jamkové desky piidano pomoci
pipetovaci robotické stanice Freedom Evo MultiChannel Arm™ MCA 96 (Tecan) 7,5 ul
piipraveného PCR mixu (tabulka 17). Celkovy objem reak¢ni smési v jedné jamce byl 10
ul. Pripravena 384 jamkova deska s reakéni smési byla vlozena do LightCycler® 480
Instrument Il (Roche). Parametry real-time g-PCR byly nastaveny podle tabulky 15.

Slozka 1 reakce
TaqMan® Fast Advanced Master Mix (2X) 5ul
TaqMan® Advanced miRNA Assay (20X) 0,5 ul
RNase-free voda 2 ul

Tabulka 17: Slozeni PCR mixu pro jednu reakci (384 jamkové desky)

3. QlAsure Methylation Test

QlAsure Methylation Test je validovany komeréné dostupny triazovy test,
zalozeny na multiplexni kvantitativni metyla¢né-specifické PCR detekci metylace
promotori tumor supresorovych gentt FAM19A4 a miR-124-2.17* Uroveii hypermetylace
FAM19A4 amiR-124-2 se zvySuje s véaznosti onemocnéni délozniho hrdla. 21821
Principem této tridzové metody je izolace DNA z pacientskych vzorki, kterd je nasledné

podrobena bisulfitové konverzi a kvantitativni Taq-Man® rt-PCR.?%°

Pro testovani bylo vyuzito komer¢niho QIAsure Methylation Test Kit (Cat. No.
616014), ktery byl vyhodnocen jako pozitivni v piipadé hypermethylace alespon jednoho
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ze dvou tumorsupresort dle doporu¢eni vyrobce. Rutinni testovani bylo provedeno dle

navodu k pouziti laborantem Tomasem PospiSilem.

4. Statisticka analyza

Vzhledem k selhani normalizaéni miRNA byla pro hodnoceni PCR zvolena
metoda absolutni kvantifikace pomoci hodnot Ct. Pro porovnani vypocitanych hodnot Ct
s HPV zavérem, vysledkem tridzového testu QIAsure, hypermetylaci FAMI19A4
a hypermetylaci miR-124-2 byl pouzit neparametricky Wilcoxontiv dvouvybérovy test.
Pro porovnani hodnot Ct u skupin HPV+/NILM, HPV+/ASC-US+ a HPV-/ASC-US+ byl
pouzit Kruskal-Wallistiv test. Pro porovnani vysledkti QIAsure testu s jednotlivymi
cytologickymi nalezy byl pouzit Fishertiv exaktni test. VSechny analyzy byly provedeny

ve statistickém softwaru R, verze 3.5.0.
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VII. VYSLEDKY

1. HPV screening

Do studie HPVPro bylo celkové zafazeno 1044 Zen, které se ucastnily rutinniho
screeningového vysetfeni u gynekologa, byly ve véku 30-65 let, nemé&ly v minulosti
pirednadorové ani nadorové onemocnéni délozniho hrdla a podepsaly informovany
souhlas sucasti ve studii. U 160 z téchto Zen byla detekovana hrHPV pozitivita

u cervikalniho a/nebo cervikovaginalniho stéru. Hr-HPV pozitivita byla tedy nalezena

u 15,3 % zen ze screeningové populace (graf 1).

HPVPro studie

EhrHPV-

.
@EhrHPV+ (CSi CVS)
OhrHPV+ (CS)
OhrHPV+ (CVS)

Graf 1: Grafické zndzornéni souhrnného vyhodnoceni HPVPro studie (CS — cervikalni
ster, CVS — cervikovaginadlni stér, hrHPV+ — pozitivni na pritomnost vysoce
rizikového typu lidského papilomaviru, hrHPV- — negativni na pritomnost
vysoce rizikového typu lidského papilomaviru)

V ramci ramene A screeningové studie HPVPro bylo analyzovano celkem 544
parovych gynekologickych cervikdlnich (CS) a samoodbérovych cervikovaginalnich
stértt (CVS) pomoci Hybrid Capture 2 HPV testu. Vysledna hrHPV pozitivita byla
nalezena celkové u 87 zen (hrHPV+ CS i/nebo CVS), coz odpovida 16,0 % ze
screeningové populace. Z 87 hrHPV pozitivnich vysledkli bylo 26 péarovych vzorki
pozitivnich pouze u CVS a 11 parovych vzorkd vykazovalo pozitivitu pouze u CS
(tabulka 18).

V ramci ramene B studie HPVPro bylo testovano 500 Zen S parovymi
gynekologickymi a samoodbérovymi vzorky pomoci dvou metod — Hybrid Capture 2
a QIAscreen. Pomoci HC2 screeningového testu bylo vyhodnoceno jako hrHPV+ celkem
73 pacientek, z nichz 16 parovych vzorku bylo pozitivnich pouze u CVS a 21 parovych
vzorkll bylo pozitivnich pouze u CS. Testem QIAscreen bylo hrHPV+ vyhodnoceno
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pouze 56 Zen. U 9 Zen byla hrHPV pozitivita nalezena pouze u CVS a u 5 pacientek byla

hrHPV pozitivita detekovana pouze u CS (tabulka 18).

cs CVS Celkem (A+B) [ Rameno A Rameno B
HC2 HC2 HC2 QIAscreen
86/1044 50/544 36/500 421486
hrHPV+ | hrHPV+ (8,24%) (9,19%) (7,2%) (8,6%)
hrHPVS | negativai | 32104 11/544 21/500 5/486
(3,07%) (2,02%) (4,2%) (1,03%)
negativai | hripve 4211044 26/544 16/500 9/486
(4,02%) (4,78%) (3,2%) (1,9%)
negativni | megativai | 2841044 457/544 427/500 430/486
(84,7%) (84,0%) (85,4%) (88,5%)
Celkem hrHPV+ 160/1044 87/544 73/500 56/486
(CS i/nebo CVS) (15,3%) (16,0%) (14,6%) (11,5%)
970/1044 507/544 463/500 4721486
Shoda Csa CVS (92,9%) (93,2%) (92,6%) (97,1%)

Tabulka 18: Souhrnné vyhodnoceni HPVPro studie

Celkova konkordance detekce HPV u cervikalnich a cervikovaginalnich stért byla
u hybridiza¢niho HC2 HPV testu nalezena u 970 parovych vzorki, coz odpovida
vysledné 92,9% shodé. HrHPV pozitivita byla pomoci testu HC2 castéji detekovana

u cervikovaginalnich stéri v porovnani se stéry cervikalnimi (128 versus 118).

V piipadé PCR testu QIAscreen, ktery byl zatfazen aZ v druhé ¢asti HPVPro studie
a byl vyhodnocen u 486 vzorku, byla konkordance o 4-5% vyssi v porovnani s dil¢i
i celkovou konkordanci HC2 HPV testu. Pomoci QIAscreen HPV testu tak bylo
vyhodnoceno se shodnym vysledkem celkem 472 parovych vzorki, coz odpovida 97,1%
shodé. Dil¢i hrHPV pozitivita u CS a CVS, vykazovala pomoci PCR metody QIAscreen
podobny trend jako u metody HC2. Hr-HPV pozitivita byla castéji detekovana

u cervikovaginalnich v porovnani s cervikalnimi stéry (51 versus 47 Zen).

Pti odbéru cervikalniho stéru byl u vSech pacientek (n=1044) odebran i vzorek
pro cytologické vysetieni, které bylo provedeno v CGB laboratofi v Ostravé. Pomoci
HC?2 testu bylo na zakladé hrHPV-pozitivity v cervikalnich vzorcich detekovano celkem
118 hrHPV pozitivnich vzorkl. Vysledky cytologického vySetfeni jsou ve vztahu
k hrHPV pozitivit¢ zaznamenany v tabulce 19. Celkem bylo cytologickym vySetienim
vyhodnoceno 990 vzorkl s normélnim néalezem bez intraepitelidlnich 1ézi a malignit

(NILM), 36 vzorkt s nalezem atypicky skvamoézni epitel nejasného pavodu (ASC-US),
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11 vzorkt slehkymi intraepitelidlnimi l1ézemi (LSIL), 3 vzorky s ndlezem atypie
zlazovych bunék (AGC) a 3 vzorky s nalezem atypicky skvamozni epitel high-grade 1éze
nelze vyloucit (ASC-H). Pti pouziti HC2 testu jako primarniho screeningu by tak bylo
detekovdno celkem 45,2 % (24/53) piipadi s cytologickym zavérem ASC-US+.
Diagnozy LSIL+ by bylo pomoci HC2 v cervikalnich stérech mozné detekovat celkem
u 82,4 % (14/17) vzorka (graf 2). Citlivost detekce nalezii LSIL+ v rameni A HPVPro
studie (odbérova sada Digene HC2 DNA Collection Device (Qiagene)) byla 70 %.
V rameni B (odbérova sada Cervex-Brush (Rovers Medical Devices)) byla citlivost
zachytu LSIL+ 100 %.

Rameno A (CS) Rameno B (CS)
Cytologie HC2 HC2 HC2 HC2 Celkem
pozitivni negativni pozitivni negativni
NILM 49 459 45 437 990
ASCUS &) 20 5 6 36
LSIL 4 2 5 - 11
AGC 1 1 1 - 3
ASC-H 2 - 1 - 3
Nelze
vySetFit - 1 - - 1
Celkem 61 483 57 443 1044

Tabulka 19: Vysledky cytologického vysSetieni, usporddané do skupin podle HC2 zdavéru

Citlivost detekce

40 36
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Graf 2: Grafické vyjadreni celkové citlivosti HC2 testu pro zachyt ASC-US+ a LSIL+
cytologickych nalezii v cervikalnich stérech.
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V druhé ¢asti HPVPro studie (Rameno B, n=500) byly cervikalni stéry testovany,

krom& HC2 hrHPV testu, i PCR metodou QIAscreen. Vysledky cytologického vySetfeni

jsou v tabulce 20 zaznamenany v zavislosti na HPV zavéru pomoci HC2 a QIAscreen

testu. Pomoci HC2 testu bylo detekovano 66,7 % (12/18) vzork s cytologickym zévérem

ASC-US+, respektive 100 % vzorkll s nalezem LSIL+. QIAscreen testem bylo

detekovano 61,1 % (11/18) ASC-US+, respektive 85,7 % (6/7) LSIL+ vzork.

Cervikalni stér (CS)
Cytologie| HC2 HC2 QlAscreen | QlAscreen | QlAscreen | Celkem
pozitivni | negativni | pozitivni negativni selhal

NILM 45 437 36 444 2 482
ASCUS 5 6 5 6 - 11

LSIL 5 - 4 1 - 5

AGC 1 - 1 - - 1
ASC-H 1 - 1 - - 1
Celkem 57 443 47 451 2 500

Tabulka 20: Vysledky cytologického vySetieni u vzorki z Ramene B, usporddané do
skupin podle zdveru HC2 a QIAscreen testu
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2. QlAsure metylacni test vs. cytologické vySetieni

Pomoci QIAsure metyla¢niho tridzového testu byla analyzovana hypermetylace
promotort tumor supresorovych gent FAM19A4 a miR-124-2 u hrHPV-pozitivnich
pacientek (n=93). U souboru pacientskych vzorki pro QIAsure analyzu byl stanoven
a klasifikovan cytologicky nalez podle Bethesda systému — NILM (n=71), ASC-US
(n=10), LSIL (n=9), AGC (n=2), ASC-H (n=1). Cytologické nalezy byly porovnany
s celkovymi i dil¢imi vysledky QIAsure testu — FAM19A4/miR-124-2, FAM19A4
a miR-124-2 (graf 3-6).

Pearsoniv test, p-hodnota = 0,384

QIASURE
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hrHPV+/NILM (n=71) hrHPV+/ASC-US+ (n=22)

[ poz. W neg.

Graf 3: Porovnani pozitivity QIlAsure testu s obecnym vyhodnocenim cytologického
vysetireni — normalni (NILM)/abnormalni cytologicky nalez (ASC-US+).

Z kompletniho vyhodnoceni testu QIAsure a porovnani s cytologickymi nélezy
vyplyva, ze z celkovych 71 vzorkd s normalnim cytologickym nalezem (NILM) bylo
pomoci QIAsure testu shodné, tedy s negativnim vysledkem, vyhodnoceno celkem 45
vzorku (63,4 %). Zbylych 26 vzorki (36,3%) mélo pozitivni vysledek metylacniho testu
alespon u jednoho ze sledovanych markert, coz indikuje moznou ptitomnost nebo vyssi
riziko rozvoje prekanceréznich 1ézi a cervikdlniho karcinomu Vv nasledujicim obdobi. %

V souboru hrHPV-pozitivnich vzorki se sou¢asnym abnormalnim cytologickym nalezem

(n=22) byla pozitivné testovana pouze polovina vzorka (graf 3).
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Na grafu 4 jsou znazornény vysledku metylac¢ni analyzy QIAsure ve vztahu ke
konkrétnim cytologickym ndlezim u hrHPV-pozitivnich pacientek. Pozitivni QIAsure
test byl detekovan u 6 vzorki s cytologickym nalezem ASC-US, 4 vzorka s nalezem
LSIL. Pozitivni vysledek hypermetylace FAM19A4/miR-124-2 byl detekovan u 1 vzorku
s nalezem AGC i u jediného vzorku s nadlezem ASC-H (graf 4). Vzorky s cytologickym

nalezem HSIL+ se ve screeningové populaci nevyskytovaly.

Fisher(iv exaktni test, p-hodnota = 0,571
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Graf 4:Porovnani vysledkii QlAsure (poZ./neg.) s konkrétnimi cytologickymi ndlezy —
NILM, ASC-US, LSIL, AGC a ASC-H.

V piipad¢ vysledkii metylacni analyzy jednotlivych geni byla metylace
FAM19A4 pozitivné testovana u stejného poctu pacientskych vzorkd, jako byl celkovy
zaver QIAsure metylacniho testu (graf 5). V porovnani s analyzou metylace FAM19A4
vykazovala metyla¢ni analyza promotoru miR-124-2 nizsi pozitivitu u skupiny s nalezem
NILM a vSech skupin s abnormélnim cytologickym nalezem, kromé& skupiny s nalezem
AGC (graf 6). Ve skupiné abnormalnich cytologickych nalezi tak metylace miR-124-2

vykazuje nizsi pozitivitu v porovnani s metylacni analyzou FAM19A4.
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Fisher(iv exaktni test, p-hodnota = 0,571
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Graf 5: Porovnani vysledkii hypermetylace FAM19A44 s cytologickymi nalezy

Fisher(iv exaktni test, p-hodnota = 0,094
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Graf 6: Porovnani vysledkii hypermetylace miR-124-2 s cytologickymi nalezy
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3. MiRNA analyza

Exprese miRNA byla analyzovdna na souboru 127 vzorkl ziskanych
z cervikalnich gynekologickych stérii. Soubor téchto vzorka obsahoval skupinu hrHPV-
pozitivnich vzorki s abnormalni cytologii (n=23), hrHPV-pozitivnich vzorka
s normalnim cytologickym ndlezem bez intraepitelidlnich 1ézi a malignit (n=75)

a skupinu hrHPV-negativnich vzorka s abnormalnim cytologickym nalezem (n=29).

Mira exprese konkrétnich miRNA u cervikalnich gynekologickych stéru byla
porovnavana se samotnymi vysledky screeningového testu na ptitomnost hrHPV
a nasledné s vysledky cytologického vysetfeni. Pro vyhodnoceni PCR testt byla ptivodné
zvolena metoda relativni kvantifikace. Pro relativni kvantifikaci vysledkt byly na zakladée
odborné literatury vybrany dvé normaliza¢ni miRNA pro cervikalni vzorky — hsa-miR-
423-3p aRNU43.27 Vzhledem k nedostupnosti normalizaéni RNU43 v TagMan systému

byla pro normalizaci pouzita pouze hsa-miR-423-3p.

Ze statistické analyzy kompletniho souboru 127 vzorkt a korelace s vysledky
screeningového testu vSak vyplynulo, Ze exprese normalizaéni miRNA-423-3p je
pravdépodobné ovlivnéna uz samotnou piitomnosti hrHPV (tabulka 21) a neni tak vhodna
pro normalizaci ostatnich testovanych miRNA. U jednotlivych miRNA tak byly
hodnoceny absolutni hodnoty Ct. U hrHPV-pozitivnich vzorkd byla absolutni
kvantifikaci detekovana zvysena exprese miRNA-423-3p (p=0,004). Podobny trend byl
zaznamenan i u dal$ich 4 testovanych miRNA — miRNA-20a-5p, miRNA-34a-5p,
miRNA-93-5p a miRNA-16-5p. Hodnoty exprese jednotlivych miRNA ve vztahu k HPV

pozitivité jsou vyjadieny formou box-ploti na obrazku 22.

MIRNA hrHPV
hrHPV neg. (n=29) hrHPV poz. (n=98) p-hodnota
MiRNA-20a-5p 35,9 (32,98-50) 33,8 (31,97-35,14) < 0,001
MiRNA-34a-5p 29,8 (28,98-50) 29 (27,95-31,86) 0,034
MiRNA-93-5p 34,6 (32,72-50) 33,7 (31,56-35,39) 0,039
MiRNA-16-5p 31,5 (28,86-50) 30,9 (28,16-33,07) 0,092
MiRNA-20b-5p | 27,9 (26,72-28,71) 28,2 (26,69-29,87) 0,448
MiRNA-423-3p 31,5 (29,12-50) 29,1 (27,35-31,07) 0,004

Tabulka 21: Absolutni kvantifikace exprese miRNA u hrHPV-pozitivnich a hrHPV-
negativnich vzorkii, vyjadrend jako medidan Cy (1. kvartil — 3. kvartil)
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A miRNA-20a-5p

B miRNA-34a-5p
Wilcoxonlv test, p-hodnota < 0,001

Wilcoxonuy test. p-hodnota = 0.034

C miRNA-93-5p
Wilcoxoniv test, p-hodnota = 0,039
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Obrazek 22: Grafické znazorneni exprese MiRNA v zavislosti na hrHPV-pozitivite. Mira
exprese 5 miRNA je signifikantné zvysena u hrHPV pozitivnich vzorku (A,
B,C,D, F)

Pro testovani moznosti pouziti miRNA exprese, jako spolehlivého triaZového
testu v primarnim HPV screeningu, byly srovnany vysledky absolutni kvantifikace
svysledky cytologického nalezu (normalni/abnormalni). Vysledky absolutni
kvantifikace miRNA exprese Vv zavislosti na cytologickém nalezu jsou formou medianu
(1. kvartil — 3. kvartil) vyjadieny v tabulce 22. Porovnanim vysledki analyzy exprese
mMIRNA mezi skupinou snormalnim a skupinou sabnormalnim nalezem nebyla
pozorovana zadna vyznamna zména exprese zkoumanych miRNA, vyjma miRNA-20a-
5p, u niz byla pozorovana niz$i exprese u vzorkll s abnormalnim cytologickym nélezem

Vv porovnani s NILM (obrazek 23).

MiRNA — Cytologie — p-hodnota
normalni (n=75) abnormalni (n=52)
mMiRNA-20a-5p 33,8 (31,95-35,16) 34,8 (32,73-41,07) 0,031
miRNA-34a-5p 29,2 (28,02-31,96) 29,5 (28,55-38,54) 0,451
miRNA-93-5p 33,7 (31,62-35,39) 34 (32,07-50) 0,138
MiRNA-16-5p 31,1 (28,16-33,05) 30,9 (28,77-35,25) 0,247
mMiRNA-20b-5p 28,2 (27-32,32) 27,8 (26,6-28,74) 0,177
MiRNA-423-3p 29,4 (27,4-31,12) 30,2 (27,53-50) 0,16

Tabulka 22: Absolutni kvantifikace miRNA exprese u skupiny vzorkit s normalnim nebo
abnormalni cytologickym ndlezem
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A miRNA-20a-5p B miRNA-34a-5p C miRNA-93-5p
Wilcoxonuv test, p-hodnota = 0,031 Wilcoxondv test, p-hodnota = 0,451 Wilcoxonuv test, p-hodnota = 0,138
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Obrazek 23: Grafické vyjadreni exprese miRNA v zavislosti na normdlnim nebo
abnormalni cytologickém ndlezu.

62



VIIIl. DISKUZE

Vsechny vzorky zafazené do této diplomové prace byly ziskany v ramci HPVPro
studie (NCT04133610), jejimz hlavnim cilem bylo porovnani HPV pozitivity u parovych
cervikalnich gynekologickych stéri (CS) a cervikovaginalnich samoodbérovych stért
(CVS). Dohromady bylo ve dvou ramenech otestovano 1044 pacientek (Rameno A,
n=544; Rameno B, n=500). Celkov¢ byla na zakladé pozitivniho screeningového HPV
testu alespont u jednoho stéru z parového vzorku (CS i/nebo CVS) vyhodnocena
piitomnost vysoko rizikového typu lidského papilomaviru (hrHPV) u 160 pacientek, coz
odpovida 15,3 % z celkové screeningové populace. Nami zjisténa prevalence hrHPV-
pozitivity ve screeningové populaci Zzen (n=1044) je tak nepatrné nizsi, nez je mira
prevalence publikované v jediné studii zaméfené na prevalenci hrHPV v ¢eské populaci
z roku 2013 (18,2 %, n=1393, HC2 High-Risk HPV DNA test). Tato studie byla nicméné
zaméfena na zeny ve veéku 14-79 let, v pfipad¢é vypoctu pro populaci zen ve véku 30-65
let byla v této studii nalezena prevalence hrHPV u 13,5 % Zen (95/704).22 V porovnani

1222

S ostatnimi oblastmi svéta je hrHPV prevalence 15,3 % v populaci ¢eskych zen vysoka=,

coz koreluje s Castym vyskytem cervikalniho karcinomu v Ceské republice.

HPV prevalence ve svété
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Obrazek 24: HPV prevalence ve svété — vytvoreno a upraveno podle dat
publikovanych meta-analyze z roku 2010222
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V ptipadé¢ porovnani sensitivity primarniho HPV screeningu s klasickym
cytologickym cervikalnim screeningem je u HPV screeningu dosazeno podstatné vyssi
sensitivity. Ve srovnani s cytologii je niz8i specifita primarniho HPV screeningu
zpusobena vysokym podilem pfechodnych (tranzientnich) HPV infekci, které jsou
eliminovany bez vzniku prekancer6znich 1ézi ¢i cervikalniho karcinomu. Z toho diivodu
je nutné doplnit primarni HPV screening vhodnou tridzovou metodou.??%24 Pro
screeningové testovani v prvni ¢astt HPVPro studie byl pouzit Hybrid Capture 2 High-
risk HPV DNA test (HC2), ktery byl ve druhé ¢asti studie doplnén testem QIAscreen
HPV PCR test. PCR metoda QIAscreen HPV PCR Test je, stejné jako HC2, plné
validovana pro pouziti v primarnim HPV screeningu. Pro zachyt HPV pozitivnich vzorkt
s CIN2+ cytologii byla stanovena 97,1% sensitivita a 94,3% specifita. | tento test byl
validovan jak pro pouziti u gynekologickych odbért, tak pro testovani vzorkii odebranych
pomoci samoodbé&rovych sad.?!! Obg dvé pouzité screeningové metody, HC2 High-Risk
HPV test i QIAscreen HPV PCR test, spliuji obecné vlastnosti pro vhodny screeningovy
test a jsou pouzitelné v ramci plosného primarniho HPV screeningu.?® Z vysledkt
metaanalyzy, publikované v roce 2018, vyplyva, ze vétsi souhrnné absolutni sensitivity
pro zachyt CIN2+ je pomoci signal amplifikujicich HPV testti dosazeno u specialistou
odebranych cervikalnich vzorkd (93 %) nez u samoodbérovych vzorka (77 %). PCR
metodou bylo dosazeno ekvivalentni sensitivity, stejné tak specifity, pro detekci CIN2+
u gynekologickych i samoodbérovych vzorki.??® Pro absenci CIN2+ cytologickych
nalezli nemohla byt v ramci této diplomové prace stanovena citlivost pro zachyt CIN2+
nalezl, jako ve vyse diskutovanych studiich. V rdmci prace dizertacni bude sensitivita
a specificita stanovena na zakladé vysledkd histologie, které budou provedeny po
dvouletém pozorovani. U HC2 testu byla stanovena celkova citlivost 82,4 % pro
LSIL+.V prvni ¢asti studie byla citlivost HC2 pro LSIL+ 70 %, ve druhé ¢asti studie byla
zjisténa 100% citlivost u HC2 testu a 87,5% citlivost u QIAscreen testu pii zachytu
LSIL+ cytologickych nélezii. Celkova citlivost pro zachyt LSIL+ je niz§i, nez je uvadéna

citlivost ve velkych screeningovych studiich.??7228

Dalsim cilem bylo porovnani  hrHPV-pozitivity = gynekologickych
a samoodbérovych stérii pro moznost zatazeni samoodbérovych sad do rutinniho
screeningového testovani. Z n€kolika studii vyplyvd, Ze piimym nabidnutim
samoodbérovych sad doslo k vyraznému navySeni poctu Zen, ucastnicich se cervikéalnich

screeningovych programu. VéEtSina dotazovanych zen také uvedla, Ze pouziti
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samoodbérové sady je pro né, na zakladé ptilozeného manualu, jednoduché, pohodiné
a preferovali by jej pied absolvovanim odbért u specialisty. 222226230231 Shoda v testovani
hrHPV-pozitivity mezi specialistou odebranym a samoodbérovym vzorkem, u skupiny
153 Zen, byla zaznamenéna u 86% parovych vzorki. Pro zachyt CIN2+ byla stanovena
91% sensitivita a 51% specifita u specialistou odebranych vzorkti a 93% sensitivita a 51%
specifita u samoodbérovych vzorki.?® V jiné studii, vySetiujici celkem 213 Zen, byla
publikovana 89,2% konkordance mezi samoodb&rovymi a gynekologickymi vzorky.?!
Vyssi konkordance detekce CIN2+ u gynekologickych a samoodbérovych vzorka byla
zjisténa pii pouziti PCR testovacich metod, v porovnani se signal amplifikujicimi
metodami (HC2).2%® Na nékolikandsobné& vétsi populaci Zzen (n=1044), nez je uvedeno
v pfedchozich studiich,??% byla analyzou vsech péarovych vzorkil zjisténa 92,9%
konkordance u testu HC2 a 97,1% u testu QIAscreen. Vyssi konkordance tak bylo
dosazeno pouzitim PCR metody, v porovnani s HC2 testem, stejn¢ jako v metaanalyze

Arbyn et al. 2018.

Metyla¢ni analyza FAM19A4/miR-124-2 pod nazvem QIAsure, je validovana
tridzova metoda pro klinické vyuziti v detekci cervikalniho karcinomu a prekancer6znich
1ézi u cervikalnich i samoodbérovych stéri u hrHPV-pozitivnich zen starSich 30 let.
Negativni vysledek metylacni analyzy FAM19A4/miR-124-2 vypovida o velmi nizkém
riziku nasledného rozvoje cervikalniho karcinomu u HPV-pozitivnich Zen.!%%"! Velkou
vyhodou pifi pouziti metylaéni analyzy, jako tridzového testu v primarnim HPV
screeningu, je nutnost absolvovani pouze jediného cervikalniho odbéru, ktery je vyuzit
jak pro screeningovy test, tak piipadny triaZovy test, mensi casova ndro¢nost a celkové
zkracent lhiity od odbéru po diagnézu.?*? Metyla¢ni analyza FAM19A4 i miR-124-2 byla
kromé vzajemné kombinace testovana i v kombinaci s jinymi metyla¢nimi markery nebo
porovnavana samostatné s jinymi tridzovymi metodami.?®2218233 Uveden¢ studie ukazuji,
Ze je metylacni analyza FAM19A4/mir-124-2 spolehlivou triaZovou metodou pro detekci

prekancer6znich 1€zi a cervikalniho karcinomu u pacientek s HPV-pozitivitou.

Pti testovani HPV-pozitivnich vysledkli S normalni a abnormalni cytologii byl pozitivni
QlAsure test detekovan u vice nez ttetiny HPV-pozitivnich vzorki s normalnim
cytologickym nalezem. Tato skute¢nost by mohla znacit pocinajici rozvoj cervikalnich
intraepitelidlnich 1ézi u vzork, které byly cytologickym vySetienim nedetekovatelné. Ve
skupiné HPV-pozitivnich vzorkii s abnormalnim cytologickym nalezem byla

hypermetylace detekovana ptfesné u poloviny vzorkd. Pfi samostatném porovnani
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vysledkli metylace markerti (ne v kombinaci) u jednotlivych konkrétnich cytologickych
nalezu je patrné, ze metylace FAM19A4 byla pozitivni ve vSech QIAsure pozitivnich
vzorcich, na rozdil od metylace miR-124-2. Metylace miR-124-2 byla prokazana pouze
ve 13 ptipadech. I pfes opravdu velmi nizky pocet vzorka v konkrétnich cytologickych
skupinach je patrné, Ze s rostouci vaznosti cytologického nélezu, roste i procentualni
zastoupeni vzorki s detekovanou metylaci miR-124-2. Tato vlastnost miR-124-2 je
v souladu s doposud publikovanymi poznatky o vyuziti miR-124-2 jako triazového
markeru pro detekci pokro¢ilych CIN a cervikalniho karcinomu.?*'”® Na zakladé
pozitivni metylacni analyzy QIAsure, zafazené jako tridzovy test hrHPV-pozitivnich
pacientek Vv cervikalnim screeningu, by tak bylo pro nasledna lékafska vySetieni
(kolposkopie nebo konizace) doporuceno celkem 37 pacientek. Zbylé pacientky by byly
doporuceny k pokracovani v béZzném screeningovém procesu. Pro pfesnéjsi vyhodnoceni
a stanoveni rizika rozvoje prekancerdznich 1ézi a cervikalniho karcinomu, na zaklad¢
pozitivni metylacni analyzy FAM19A4/mir-124-2 u hrHPV-pozitivnich pacientek, bude

od zati 2020 hodnocen dvoulety follow-up.

Deregulace exprese miRNA a moznost vyuziti panelového tridzového testu,
zalozeného na analyze zmény exprese nékterych miRNA v souvislosti s rozvojem
intraepitelidlnich 1ézi a cervikalniho karcinomu u HPV-pozitivnich Zen, byla testovana
vV poslednich letech v nékolika nezavislych studiich.!%31%23 Pro normalizaci miRNA
exprese Vv cervikalnich stérech byla na zaklad¢ odborné studie vybrana miRNA-423-3p,
ktera byla v kombinaci s RNU43 popsana jako vhodna referenéni miRNA pfi analyze
exprese miRNA v gynekologickych cervikalnich stérech.?’” RNU43 viak nebyla do
testovani, kvili nedostupnosti v TagMan systému, zarazena. Po dokonceni testovacich
PCR reakci bylo nakonec v této diplomové praci testovano pouze pét miRNA, u nichz
byla v piedeslych studiich popsana zména exprese v souvislosti cytologickymi
cervikalnimi zménami. U miRNA-16-5p, miRNA-20a-5p, miRNA-20b-5p, miRNA-93-
5p byla v souvislosti s rozvojem cervikalniho karcinomu popsana zvysSena exprese
V porovnani se vzorky bez intraepitelialnich 1ézi. U miRNA-34a-5p je popisovana snizena
exprese.1%197 Signifikantni snizeni exprese miRNA-34a-5p bylo potvrzeno i pii zafazeni
této miRNA, spole¢né s tfemi dal§imi, do panelového tridzového testu pro detekci ASC-

US+.1%3

Po dokonceni analyzy exprese miRNA u 127 cervikdlnich vzorkl bylo zjisténo,

ze dochéazi ke zméné exprese u 5 ze 6 miRNA v zavislosti na hrHPV pozitivité. Tato
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zavislost byla pozorovana rovnéz u normalizacni miRNA, a proto bylo opusténo od
metody relativni kvantifikace a bylo vyuzito metody absolutni kvantifikace. Porovnanim
absolutnich hodnot PCR analyzy s vysledky cytologického nalezu (normalni/abnormalni)
nebyla zji$téna zadna vyznamna zména exprese. Pouze u miRNA-20a-5p byla nalezena
niz§i exprese u vzorkd s abnormalni cytologii v porovnani se vzorky s normalnim
nalezem cytologie. ZvySeni exprese miRNA-16-5p, miRNA-20a-5p, miRNA-20b-5p
amiRNA-93-5p a snizeni exprese miRNA-34a-5p V souvislosti abnormalnimi
cytologickymi nalezy, jak bylo popsano ve studiich Pardini et al. (2018) a Snoek et al.
(2018), se nepovedlo prokazat. Pfi¢inou muze byt fakt, ze se vtéto studii jedna
0 neselektovanou screeningovou populaci bez piedchozich cytologickych abnormalit
atestovany soubor tedy neobsahuje zadné piipady s téz8imi cervikalnimi
intraepitelidlnimi 1ézemi ani cervikdlnimi karcinomy, na jejichZz urovni jsou zmény

v expresi MiRNA V literatuie popsany a validovany, %1%
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IX. ZAVER

Vysledky, prezentované v této diplomové praci, dokazuji vysokou prevalenci
hrHPV-pozitivity ve screeningové populaci ¢eskych zen. Pro screeningové testovani bylo
vyuzito parovych gynekologickych a samoodbérovych stért, u nichz byla prokézana
vysoké konkordance hrHPV-pozitivity, potvrzujici moznost vyuziti samoodbérovych sad
jako rovnocenné testovaci metody pro primarni HPV screening. U souboru hrHPV-
pozitivnich cervikalnich stéri byl také proveden triazovy QIAsure Methylation test,
validovany pro tridzové testovani a detekci prekancerdznich 1ézi a cervikdlniho
karcinomu v procesu primarniho HPV screeningu. V navazujici praci budou hodnoceny
kontrolni stéry po dvouletém sledovani a bude tak monitorovana zména stavu testovanych
pacientek a predikce rizika rozvoje cervikalniho karcinomu Vv souvislosti s vysledky
QIAsure testu. V posledni fazi experimentalni prace bylo testovano pouziti analyzy
exprese miRNA pro vyuziti v tridzovém testovani hrHPV-pozitivnich Zen. Na zaklad¢
ptedlozenych vysledk vsak nebyla prokazana zadna zména exprese V souvislosti se
zménou zdravotniho stavu pacientek. Vysledky byly nicméné hodnoceny u malého
souboru pacientek a na velmi uzkém vybéru testovanych miRNA. V navazujici praci bude
soubor testovanych Zen ze screeningové populace rozsifen o pacientky s prokazanou
cytologickou nebo histologickou abnormalitou, aby mohla byt zména exprese miRNA
testovdna na urovni vSech patologickych stavil, predchdzejicich vznik cervikalniho
karcinomu. V navazujici praci bude rovnéz rozsifen panel testovanych miRNA, u nichz
byla popsana ur€ita mira deregulace v souvislosti s patologickych zménami délozniho

hrdla.
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X. ABECEDNI SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

AC
ADLX1
AGC
AIS
ANKRD18CP
ASC
ASC-H
ASC-US
ASTN1
BPV-1
CADM1
Cdk
CDPI3
CFS

CIN 1/2/3
COX-2
CS

CVS
DGCRS8
E6-AP
ECM
EGF
EGFR
EPB41L3
FAM
FHIT
HC2
HDAC
hDlg
HMGA-2

adenokarcinom

distal-less homeobox 1

atypické cylindrické bunky

adenokarcinom in situ

ankyrin repeat domain 18C, pseudogene
adenoskvamozni karcinom

atypicky skvamozni epitel bez vylouceni high-grade 1ézi
atypicky skvamoézni epitel nejasného vyznamu
astrotactin 1

hovézi papilomavirus typu 1

cell adhesion molecule 1

cyklin-dependentni kinaza
dihydropyrroloindolovy tripeptid

common fragile sites

cervikalni intraepitelidlni neoplazie 1/2/3
cyklooxygenaza 2

cervikalni stér

cervikovaginalni stér

DiGeorge syndrome critical region 8
E6-asociovany protein

extracelularni matrix

epidermalni ristovy faktor

receptor epidermalniho ristového faktoru
Erythrocyte membrane protein band 4. 1-like 3
karboxyfluorescein

fragile histidine triade protein

Hybrid Capture 2

histondeacetylazy

human homologue of the Drosophila discs large protein

high-mobility group AT-hook 2
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HPV lidsky papilomavirus

hrHPV vysoko rizikovy lidsky papilomavirus

hScrib protein Scribble homolog

HSIL high-grade skvamozni intraepitelialni 1éze

hTERT lidska telomerdzova reverzni transkriptaza

CHL1 close homolog of L1

ICTV Mezinarodni vybor pro klasifikaci virti

ITGA4 integrin subunit alpha 4

JAM3 junction adhesion molecule 3

JNK c-Jun N-terminalni kindzy

LBC liquid-based cytology

LCR dlouhy kontrolni region

IrHPV nizko rizikovy lidsky papilomavirus

LRP1B low-density lipoprotein receptor-related protein 1B
LSIL low-grade skvamozni intraepitelialni 1éze
MAGI-1/2/3 membrane-associated guanylate kinase 1/2/3

MAL T-lymphocyte maturation associated protein
MAPK mitogenem aktivované proteinkinazy

MGB minor groove binder

MMBIR microhomology-mediated break-induced replication
MUPP-1 multi-PDZ domain protien 1

NCR nekodujici region

NILM normalni nalez bez intraepitelilnich 1ézi nebo malignit
NPV negativni prediktivni hodnota

ORF otevieny Cteci ramec

PBM PDZ vazebny motiv

PML promyeloticky leukemicky protein

PPV pozitivni prediktivni hodnota

pPRB protein retinoblastom

PTEN phosphatase and tensin homolog

PV papilomavirus

QM-MSP kvantitativni multiplexni metylac¢né-specificka real-time PCR



RISC
RLU
RPA
RXFP3
SAPK
SCC
SOX1
SOX17
ST™M
TAMRA
TP53
VEGF
VIA
VLP
WHO
WNT1
ZNF671
ZSCAN1

RNA-induced silencing complex
relativni svételné jendotky

replikacni protein A

relaxin/insulin like family peptide receptor 3
stresem aktivované proteinkindzy
skvamocelularni karcinom

SRY-box 1

SRY-box 17

specimen transporting medium
karboxytetramethylrhodamin

tumor protein p53

vaskularni endotelovy rtstovy faktor
vizualni kontrola pomoci kyseliny octové
virus-like particles

Svétova zdravotnicka organizace

Whnt family member 1

Zinc finger protein 671

Zinc Finger And SCAN Domain Containing 1
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