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Abstrakt:

Infekcia fTudskym papilomavirusom (HPV) je najrozSirenejSia pohlavne prenosna
nakaza. Perzistentna infekcia vysoko-rizikovymi HPV typmi, predovSetkym HPV16
a HPV18, bola preukazana ako pri€ina vzniku prednadorovych cervikalnych lézii
(CIN) a cervikalneho karcindmu (CCa). V tejto praci bolo analyzovanych 28
pacientskych vzoriek cervikalnych sterov, u ktorych bola pomocou HPV DNA testu
cobas® 4800 HPV Test alebo PapilloCheck® HPV-Screening detekovana infekcia
HPV16 a alebo HPV18. Tieto vzorky boli pomocou multiplex real-time PCR
testované na pritomnost HPV16 a HPV18. Ziskané vysledky sa zhodovali
s vysledkami cobas® 4800 HPV Test, ale PapilloCheck® HPV-Screening detekoval
HPV DNA iba v 50 %. Ako dévod tejto nezhody bola identifikovana nizka viralna
naloz v tychto diskrepantnych vzorkach. Integrovana azmieSana forma,
predstavujuca zvySené riziko vzniku prekarceréznych Iézii a Cca, bola detekovana
v25% HPV16 pozitivnych vzoriek av 100 % HPV18 pozitivhych vzoriek.
NajvySSia viralna naloz bola detekovana u zmieSanej formy HPV16 pozitivnych
vzoriek a uintegrovanej formy HPV18 pozitivnych vzoriek. Pre potvrdenie
vyznamu viralnej naloze a formy HPV ako markeru pre rozliSenie Zien s vy$Sim
rizikom vzniku a progresie CIN a CCa by bolo potrebné vySetrit vacsiu skupinu
HPV16 a HPV18 pozitivnych Zien a to predov8etkym s pokroCilymi CIN.
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Human papillomavirus (HPV) infection is the most prevalent sexually transmitted
infection. Persistent infection with high-risk HPV types, especially HPV16
and HPV18, has been recognized as a cause of cervical intraepitelial lesions (CIN)
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1 UVOD A CIEL PRACE

Cervikalny karcindbm (CCa; cervical carcinoma) je s 530000 novo
diagnostikovanymi  pripadmi  roCne  celosvetovo  Stvrtou  najCastejSie
sa vyskytujucou formou rakoviny u zZien. Kazdy rok na toto ochorenie zomiera
priblizne 270 000 Zien. Velmi vysoka umrtnost na CCa (52 %) by mohla byt
znizena predovSetkym pomocou efektivneho screening-u a lie€by. Ako kauzalnou
pricinou CCa bola identifikovana perzistentna infekcia minimalne jednym
vysokorizikovym  genotypom  [udského papilomavirusu (HPV; human
papillomavirus). V priblizne 70 % CCa je detekovana infekcia HPV16 a alebo
HPV18, na ktoré je zamerana tato bakalarska praca (WHO, 2016).

Medzi ciele predlozenej prace patrilo vypracovanie literarnej reSerSe na tému
cervikalny karcinom a fudské papilomavirusy so zameranim na organizaciu HPV
genomu a integraciu HPV do ludského gendmu.

Ciel experimentalnej Casti spocCival v urCeni formy HPV infekcie vratane
kvantifikacie viralnej naloze (VL; viral load) HPV16 a HPV18 v cervikalnych
steroch. Sucastou bolo overenie ekvivalencie kvantifikacie DNA pomocou
fluorometra Qubit za pouzitia Qubit dsDNA BR assay kit-u a multiplex real-time
PCR (gén pre GAPDH, glyceraldehyd 3-fosfat dehydrogenasa). Medzi Ciastkové
ciele patrila priprava kalibracnych rad plazmidov s génmi HPV16 a HPV18, ktoré
zahriiovala transfekciu kompetentnej baktérie Escherichia coli, overenie

uspesnosti transfekcie a izolacia plazmidovej DNA.



2 LUDSKE PAPILOMAVIRUSY

Uz v roku 1976, Harald zu Hausen zverejnil hypotézu, Ze fudské papilomavirusy
hraju délezitu ulohu pri vzniku CCa (zur Hausen, 1977). V priebehu nasledujucich
rokov urCil so svojimi spolupracovnikmi virusy HPV16 a HPV18 zodpovedné
za vznik CCa (Morshed et al., 2014). Za vyskum preukazujuci asociaciu HPV
so vznikom CCa, ziskal Harald zu Hausen vroku 2008 Nobelovu cenu
za medicinu (The Nobel Prize, 2008).

2.1 Taxondémia a klasifikacia

Ludské papilomavirusy radime do cefade Papillomaviridiae, ktora zahriuje
29 rodov, tvorena 189 typmi papilomavirusu, z ktorych 120 bolo identifikovanych
u Cloveka (Bernard et al., 2010).

Obr. 1: HPV virus (zdroj: https://www.pinterest.com/, stiahnuté 27.3.2016).

Ludské papilomavirusy (Obr. 1) rozdelujeme podla onkogénneho potencialu
na vysoko-rizikové typy HPV (hrHPV; high-risk HPV): 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45,
51, 52, 56, 58, 59, 68, 73 a 82, ktoré mbzu spbésobovat nadorové ochorenia kr¢ka
maternice, konec¢nika, posvy, penisu, pazeraku, jazyka a hlasiviek. Medzi nizko-
rizikové typy HPV (IrHPV; low-risk HPV) zapri€ifiujuce genitalne bradavice,
rekurentnu respiranu papilomatézu, patri: 6, 11, 40, 42, 43, 44, 54, 61, 70, 72, 81
a CP6108. Ako pravdepodobné karcinogény su klasifikované HPV26, 53
a 66. Medzi HPV s neurcitym rizikom patri HPV34, 57 a 83 (Mufoz et al., 2003;
Ondryasova et al., 2015). Celosvetovo najrozSirenejSie typy su HPV16 a HPV18,

ostatné typy HPV maju nerovnomerné geografické rozlozenie (Touzé et al., 2001).
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2.2 Organizacia HPV genému

HPV su malé neobalené virusy s ikosaedralnou kapsidou o priemere 45-55 nm,
tvorené 72 pentamerickymi kapsomérami (Castro et al., 2006; Baker et al., 1991).
Gendm HPV tvori dvojvliaknova DNA o velkosti 7 200-8 000 bp (parov baz; base
pairs) (zur Hausen, 1996), z ktorych len jedno vlakno DNA kéduje vsetky HPV
geny (Morshed et al., 2014).

Gendm HPV sa rozdeluje na skory a neskory otvoreny Citaci ramec (ORF;
open reading frame) a nekddujucu dlha kontrolnu oblast (LCR; long control region)
(Obr. 2). Skory ORF (E-early), predstavujuci 50 % celého gendomu, koduje gény
podielajuce sa na replikacii HPV DNA a onkogenézii: E1, E2, E4, E5, E6 a E7.
Dalsich 40 % genému tvori neskory ORF oblast (L-late) nestc gény pre kapsidové
proteiny L1 a L2. ZvySnych 10 % HPV gendmu tvori LCR (Morshed et al., 2014).
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Obr. 2: Organizacia genému HPV16. Schéma gendmu HPV16, zobrazuje usporiadanie kédujucej
oblasti tvorenej skorymi génmi E1-E7 a neskorymi génmi pre kapsidové proteiny L1 a L2
a nekoédujucej oblasti (LCR) zostavajucej zo skorého promotoru, p97 s vazbovymi miestami pre E1
a E2 proteiny. Geném obsahuje skory promotor p97, neskory p670 a polyadenylacné miesta

(polyAg pre skoré a polyA, pre neskoré) (Pittayakhajonwut, 2010).



2.3 Integracia HPV do Fudského genému

Zo spominanych 120 typov HPV, iba 40 HPV typov infikuje anogenitalnu oblast
(de Villiers et al., 2004). Kazdy genotyp virusu posobi ako nezavisly zdroj infekcie
(Schiffman et al., 2007). Virus mdze vstupit do organizmu drobnymi poraneniami
v kozi Ci sliznici a to predovSetkym pri pohlavnom styku, ale bol tiez preukazany
prenos HPV z matky na dieta (Morshed et al., 2014).

Virus infikuje bazalne bunky, jediné deliace sa bunky normalneho
mnohovrstevného dlazdicového epitelu, a vyuziva ich proteiny pre replikaciu
vlastnej DNA. HPV infikované suprabazalne bunky zostavaju mitoticky aktivne
i v priebehu diferenciacie. Infikované bunky opatovne vstupuju do S-fazy
a amplifikujd HPV gendm. Nasledne dochadza v bunke k syntéze kapsidovych
proteinov, zoskupeniu virionov a uvolnenie viralnej Castice (Blitzer et al., 2014).
Casovy priebeh HPV infekcie od infikovania po rozvoj CCa trva spravidla vela
rokov (Yu et al, 2005). K rozvinutiu onkologického ochorenia méze doéjst len
v pripade, ak je epitel trvalo infikovany jednym alebo viacerymi hrHPV (Molijn et
al., 2005).

Vo vzniku CCa hra kfu€ovu ulohu integracia HPV do ludského genému (Hu
et al., 2015). Az 55 % HPV16 pozitivnhych CCa, 92 % HPV18, 83 % HPV45, 37 %
HPV33 a 14 % HPV31l je spojenych s integraciou virusového genomu (Groves
a Coleman, 2015). Pri integracii HPV dochadza najCastejSie k fragmentacii génov
E1,E2 a génov prekapsidove proteiny L1 al2. Najmenej byvaju
fragmentované oblasti genév E6 a E7 (Kulmala et al., 2006; Arias-Pulido et al.,
2006; Hu et al., 2015). HPV integracia do ludskej DNA je spojena s remodelaciou
nielen HPV gendmu, ale tiez oblasti obklopujuce miesta integracie. Miesta
integracie virusovej DNA su zvyCajne genomicky nestabilné, byvaju spajané
s chromozémovymi deléciami a prestavbami. Cely proces integracie nie je
nahodny, dochadza k nemu predovSetkym v oblasti FRA3B (48 % HPV16 a 68 %
HPV18) a oblasti génu pre protoonkogén C-MYC- (25 % HPV18). Integraciou
do tychto miest alebo ich okolia m&ze zvySovat riziko vzniku CCa prostrednictvom
zmeny expresie génov nachadzajucich sa v blizkosti integracnych miest (Yu et al.,
2005). NajnovSia Studia identifikovala dalSie Casti miesta integracie: POUSF1B
(9,7 %), FHIT (8,7 %), KLF12 (7,8 %), KLF5 (6,8 %), LRP1B (5,8 %) a LEPREL1
(4,9 %), ako novo objavené su HMGAZ2 (7,8 %), DLG2 (4,9 %) a SEMA3D (4,9 %)
(Obr. 3). Mimo to sa Hu et al. podarilo odhalit pravdepodobny mechanizmus

integracie HPV zaloZzeny na principe mikrohomoldgnej opravy dvojvlaknovych
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zlomov DNA (Obr. 4) (Hu et al.,, 2015). Riziko integracie HPV do gendému
sa zvySuje s poSkodenim DNA spdsobenym napr. reaktivnymi formami kysliku
(ROS) a dusiku (RNS), ktoré su produkované pri chronickom zapale podielajucom

sa na progresii nadorovych ochoreni (Williams et al., 2011).
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Obr. 3: Distribucia miest integracie HPV16 v 135 vzorkach. Rozdelenie integranych miest
v ludskom genéme. Na vonkajSom kruhu kazdy stipec oznaduje miesto integracie do 24
chromozoémov. Histogram jednotiek osy predstavuje poCet vzoriek a vonkajsie Cislovanie DNA su
uvedené v milibnoch baz. Vo vnutornom kruhu, kazdy ¢erveny pruh zobrazuje frekvenciu integracie

HPV. Niektoré miesta s vysokou mierou integracie su oznacené (Hu et al., 2015).
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Obr. 4: Schéma mechanizmu spajania poskodeného Tludského gendmu okolo SINE-Alu
s integraciou HPV genému. ZItad oblast zobrazuje SINE-Alu, ¢ervena HPV sekvenciu, fialova

mikrohomolégnu sekvenciu (MH) (Hu et al., 2015, upravené).
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Pri vstupe HPV do bunky su exprimované skoré virusové regulacné gény E1
a E2, uplatfiuju sa pri replikacii virusového genému v jadre hostitelskej bunky. E1
a E2 umoznuju replikaciu HPV DNA viackrat za jeden bunec¢ny cyklus (BC) (Blitzer
et al., 2014; Kadaja, 2009; Morshed et al., 2014). Cely proces replikacie trva
priblizne 3 tyZzdne, dokial keratinocyty nepodstupia uplnu diferenciaciu. Virusovou
integraciou replikacia HPV DNA v napadnutej bunke nie je zastavena (Kadaja,
2009).

V pripade integracie dochadza casto k poruseniu funkcie E2 génu,
nasledkom je zvySena expresia onkoproteinov E6 a E7. E6 indukuje degradaciu
proteinu p53, ktora je spdsobena napojenim E6 s asociovanym proteinom AP (E6-
AP) spésobujucim proteolyticki degradaciu p53 (Obr. 5). Tym EG6 brani
v zastaveni rastu a apoptéze hostitelskej bunky. E7 asociuje spRB
(retinoblastdmovy protein; retinoblastoma protein), indukuje jeho postupnu
degradaciu a narusuje interakciu pRB s E2F transkripénym faktorom, ktory
nasledne aktivuje transkripciu bunecnych proteinov (napr. cyklin A aE)
nevyhnutnych pre replikaciu viralnej DNA. Nasledkom tychto procesov je
nekontrolovana proliferacia a maligna transformacia epitelovych buniek
spbsobena konkrétnym typom integracie (Doorbar, 2006; Yu et al., 2005; Morshed
et al., 2014). ZvySeny obsah proteinu E7 bol detekovany v epitelovych bunkach
s integrovanou formou HPV, oblasti kde mal gén nizSiu hodnotu sa nachadzal
virus vyhradne v epizomalnej forme. Na zaklade toho je mozné, ze HPV
onkoproteiny su jedny z hlavnych faktorov ovplyvriujucich proliferaciu buniek
v CCa (zur Hausen, 1996).

Expresia génu E4 je spojena s diferenciaciou hostitel'skych epitelovych
buniek v hornych vrstvach epitelu. Biologicka funkcia tohto proteinu je do znacnej
miery neznama, doposial bola preukazana jeho schopnost blokovat BC v G2/M
fazy, narusat cytokeratiny atym napomahat uvolneniu viribnov z odumretych
keratinocytov (Kadaja, 2009).

Protein E5 spolu s E6 a E7 napomaha malignej transformacii a umoznuje
infilkovanym bunkam, aby sa vyhli rozpoznaniu imunitnym systémom (Morshed et
al., 2014).
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Obr. 5: Vplyv overexpresie E6 a E7 génov v dbsledku HPV integracie v bunkach CCa (zdroj:
https://www.fiercebiotechresearch.com/, stiahnuté 1.7.2016, upravené).

L1 a L2 gény kdéduju kapsidoveé proteiny virusu, L1 je majoritny a L2 menSi
minoritny protein (Morshed et al., 2014; Burd, 2003). Tieto Strukturalne proteiny
nehraju Ziadnu ulohu pri karcinogenézii, ale zuc€astiuju sa imunitnej odpovedi
na infekciu HPV (Horvath et al., 2010). Gén L1 je najviac konzervovanym génom
v gendme, preto sa pouziva na identifikaciu novych typov HPV (de Villiers et al.,
2004).

V skorych $tadiach cervikalnych intraepiteliarnych léziach (CIN) sa virus
Casto vyskytuje v epizomalnej forme, na rozdiel od CIN3 a CIS (karcindm in situ),
kde je v podobe integrovanej forme (Hudelist et al., 2004). To naznacuje dlhu
predrakovinovu fazu, kedy je integrovana forma pozorovana az v pokrocilych
Stadiach cervikalnych lézii a invazivneho karcindmu sprevadzanych genomickymi
abnormalitami a nadorovou progresiou (Williams et al., 2011).

Prostrednictvom sucasnej amplifikacie E2 a E6 génov sa da zistit’ pritomnost
integrovanej (I), zmieSanej (Z) alebo epizomalnej (E) formy daného typu HPV
pouzitim citlivej metddy real-time PCR. Tato metdéda je uZitoCna na posudenie
rizika a identifikaciu CCa (Arias-Pulido et al., 2006; Cricca et al., 2007). Pri detekcii
je mozné sa orientovat’ tiez pomocou virusovych markerov ako je viralna naloz
(VL; viral load), kde vysoké hodnoty VL v CIN znaCia az 60-nasobné zvySené
riziko malignej progresie (Kulmala et al., 2006). Urenie VL a I/Z/E formy HPV boli

jednym z cielov predlozenej bakalarskej prace.
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3 CERVIKALNY KARCINOM

Cervikalny karcinom je nadorové ochorenie, spbsobené sexualne prenosnou
hrHPV infekciou (zur Hausen, 1996), ktora mbze viest k nekontrolovatelnej
proliferacii squamozovych buniek krcka maternice. Infekcia aspon jednym hrHPV
bola detekovana v 99,7 % pripadov CCa (Walboomers et al., 1999), z ktorych je
priblizne 70 % asociovanych s HPV16 a HPV18 (Blitzer et al., 2014).

3.1 Prevalencia aincidencia HPV infekcie a CCa

Svetova zdravotnicka organizacia udava celosvetovu prevalenciu HPV infekcie
s 9-13 % (630 milibnov infikovanych fudi) ako najrozSirenejSiu pohlavne prenosnu
infekciu (WHO, 2011). Prevalencia je najvysSia u mladych Zien do veku 20 rokov
(Obr. 6), ktoré sa nakazia kratko po zacCiatku sexualneho zivota (Molijn et al.,
2005). Vo vacsine pripadov je HPV infekcia bez akéhokolvek klinického prejavu
spontanne eliminovana imunithym systémom do 24 mesiacov (Baseman a
Koutsky, 2005). S narastajucim vekom sa prevalencia HPV infekcie znizuje (Obr.
6) (Schiffman, 1992). Ak neddjde k spontannej regresii HPV, mbze perzistentna
infekcia viest k vzniku cervikalnej intraepiteliarnej neoplazie (CIN). Najviac
pripadov CIN je diagnostikovanych u Zien vo vekovej skupine okolo 30 rokov. Od

tohto veku dochadza k postupnému narastu prevalencie CCa (zur Hausen, 1996).

perzistencia
a progresia
. HPV infikovany 2
normalny e y—) prekarcerézne ey
cervix S et |ézie ) karcindm in situ

regresia invazia

vymiznutie
HPV

incidencia

prekarceréza karcinom

| ] | | .:'I 1

15 30 45
vek (roky)

Obr. 6: Prevalencia HPV infekcie, cervikalnych prekarcer6z a CCa. Prechodna hrHPV infekcia
(modra c&iara) sa vyskytuje predovdetkym u Zien vo veku do 25 rokov po zacliatku sexuélneho
zivota. Vrchol prevalencie prekarcer6z pozorujeme u zien okolo 30 roku zivota (zelena ciara).
U priblizne o 10 rokov starSich zien zaznamenavame najvysSiu prevalenciu CCa (Cervena Ciara)

(Schiffman a Castle, 2005, upravené).
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Celosvetovo je zaznamenany vyrazny pokles incidencie CCa (Tab. 1) (IARC,
GLOBOCAN 2012). Udaje o incidencii CCa (Obr. 7) sa znaéne liSia naprie¢
vyspelymi krajinami, kde je vyskyt ochorenia a mortalita nizSia, v porovnani
s krajinami rozvojovymi (Redecha et al., 2007). Takmer 9 z 10 (87 %) umrti
na CCa sa vyskytuju prave v tychto oblastiach (Obr. 8) (IARC, GLOBOCAN 2012).

Tab. 1: Vyvoj incidencie v rokoch 2007 a 2012.

incidencia v r. 2007 incidencia v r. 2012
Svet 1547 000 528 000
Eurépa 225 000 67 000

(zdroj: IARC, GLOBOCAN 2012)

> 302

' 206 - 30.2
136 - 206
7.9 - 136
<78

Obr. 7: Celosvetova incidencia cervikalneho karcinébmu v roku 2012 prepocitand na svetovy
Standard (zdroj: IARC, GLOBOCAN 2012, stiahnuté 2.7.2016).

Obr. 8: Celosvetova mortalita cervikalneho karcindmu vroku 2012 prepocitand na svetovy
Standard (zdroj: IARC, GLOBOCAN 2012, stiahnuté 28.3.2016).
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Na Uzemi Ceskej republiky je incidencia za posledné obdobie stabilizovana,
zaznamenany je i mierny pokles incidencie a mortality CCa. V roku 2013 bolo
diagnostikovanych 895 novych pripadov CCa a zomrelo 388 Zien. V zaznamoch
s prevalenciou CCa medzi rokmi 2003-2013 bol zisteny 21% narast poctu Zijucich
zien, u ktorych bol detekovany CCa. V roku 2003 to bolo 14 667 pripadov o desat
rokov neskér uz 17 796 pripadov Zien s CCa (Muzik et al., 2015).

Incidencia CCa zavisi hlavne na uplatneni pravidelnych screening-ovych
programoch zaruCujucich skoru diagnostiku a kvalite zdravotnej starostlivosti.
Nesporny vplyv na incidenciu CCa ma tiez obmedzenie rizikového sexualneho

chovania a zdravy Zivotny Styl (Redecha et al., 2004).

3.2 Rizikové faktory

NajvyznamnejSim rizikovym faktorom vzniku CCa je hrHPV infekcia, ale na jeho
vzniku sa podiela aj rada dalSich faktorov. Medzi najdiskutovanejSie faktory patri
zvySeny pocet a Casté striedanie sexualnych partnerov, pohlavny styk v nizkom
veku, pritomnost dalSich pohlavne prenosnych ochoreni, dlhodobé uzivanie
hormonalnej antikoncepcie (HA), fajCenie tabaku a viac tehotenstiev pocas Zivota
zien (Munoz et al., 2006; The American Cancer Society (ACS), 2014).

Zeny, ktoré uz boli v priebehu Zivota infikované jednym z HPV maju vadésie
riziko infekcie novym typom (typmi) HPV spojenym s novym sexualnym partnerom
(Woodman et al., 2007). Taktiez zeny, ktoré mali dvoch sexualnych partnerov
maju 50 % riziko infekcie HPV, pri troch sexualnych partneroch riziko vyrazne
narasta na 90 % (Cada, 2016). Pouzivanie prezervativov nema 100% ucinnost.
Na rozdiel od vacsiny sexualne prenosnych chordb — pouzivanie prezervativov
riziko HPV nakazy len redukuje, neeliminuje ho uplne (Manhart a Koutsky, 2002).

Nezanedbatelny vplyv na rozvoj CCa ma taktieZz imunitny systém. Jedinci
SO zniZzenou imunitou, fudia trpiaci virusom HIV (human imunodeficiency virus)
alebo pacienti lie€Ceni imunosupresivami su v porovnani so zdravymi osobami
vystaveni zvySenému riziku HPV infekcie a vzniku CCa (Munoz et al., 2006; ACS,
2014).

Ani jeden zo zmienenych faktorov vSak nemusi sam o sebe zvySovat
popripade zapri€init riziko vzniku rakoviny, kazdy organizmus ma odliSny imunitny

systém a na infekciu reaguje inak (ACS, 2014).
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3.3 Prevencia

Obdobne ako u dalSich nadorovych ochoreni bol aj u CCa pozorovany mozny
ochranny ucinok stravy bohatej na ovocie a zeleninu obsahujuci vitamin C, E, alfa-
a beta-karotén, lykopén, lutein a kryptoxantin. Ako pravdepodobny protektivny
ucinok ma kyselina listova, vitamin A, E a ako mozny vplyv ma tiez vitamin B12,

C, alfa-karotén, lykopén, lutein/zeaxantin a kryptoxantin (Mufioz et al., 2006).

3.3.1 Ockovanie proti HPV
Aj ked zdravy zivotny Styl a vyvarovanie sa rizikovému spravaniu méze znizit
riziko vzniku CIN a CCa, najefektivnejSou prevenciou je jednoznacne ocCkovanie
a pravidelny cervikalny screening (Zhou et al., 1991; Baseman a Koutsky, 2005).
U mladych diev€at o¢kovanych pred prvym pohlavhym stykom bola pozorovana
skoro 100% ucinnost proti vakcinarnym HPV genotypom (Arbyn et al., 2010;
Pandhi a Sonthalia, 2011). Odporuc¢any vek na oCkovanie je u diev€at 9-13 rokov,
kedy sa predpoklada, ze este neboli infikované virusom (WHO, 2013). Taktiez je
v ramci prevencie genitalnych bradavic doporu¢ené ocCkovat chlapcov a muzov
vo veku 9-26 rokov (Pandhi a Sonthalia, 2011). CeloploSna vakcinacia proti
HPV16 a HPV18 by mohla znizit vyskyt CCa az o 70 % a taktiez znizit naklady
na screening-oveé programy. Je vSak pravdepodobné, Ze ani celoplosné ockovanie
nebude viest k vymiznutiu HPV asociovanych ochoreni. OcCkovanie pacienta
ochrani len pred vakcinarnymi typmi HPV a jeho ucinnost’ je ¢asovo obmedzena
(Woodman et al., 2007). Uz po 3-5 rokoch by mladé zeny nemuseli byt chranené
(Rosenthal, 2008). Pre zeny nakazené virusom HPV, u ktorych sa prejavil CIN3
a CIS zatial neexistuju vakciny. Poméct by im mohli protizapalové Cinidla, ktoré
timia zapal a mohli by tak zabranit integracii HPV do fudskej DNA (Williams et al.,
2011). Riziko vzniku nadoru naviac pretrvava u starSich jedincov, ktori sa vébec
nepodrobili oCkovaniu. Taktiez zmeny v HPV gendmoch moézu spdsobit
neucinnost vakcinacie (Woodman et al., 2007).

V si¢asnej dobe s na trhu dostupné 3 vakciny: Cervarix®, Silgard®
a Gardasil® 9. Vakcina Cervarix® (GlaxoSmithKline), tzv. bivalentna vakcina,
chrani pred infekciou najrozSirenejSimi hrHPV typmi HPV16 a 18. Vakcina
Silgard® (Merck, Sharp & Dohme) chrani pred infekciou HPV16 a 18, ale taktiez
pred HPV6 a 11 (WHO, 2013). Novinkou je tzv. 9-valentna vakcina Gardasil® 9,
ktora je schopna zabranit infekcii nielen HPV16, 18, 6 a 11 ale i HPV31, 33, 45, 52

a 58 (Joura et al., 2015).
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3.4 Cervikalne intraepiteliarne neoplazie

Rozvoj cervikalneho karcindmu je viacstupriovy proces, od nakazenia hrHPV cez
vznik prekarceréznych zmien az po diagnostikovanie CCa obvykle ubehnu
desiatky rokov (Molijn et al., 2005; zur Hausen, 1996).

Prekarcerozy su patologické zmeny tkaniva, ktoré za urcitych okolnosti mézu
smerovat k vzniku zhubného nadorového bujnenia (Toman a Feyereisl, 2001).
Podla kolposkopického vySetrenia rozliSujeme dva typy prekarcerdz: Iézia lahkého
Stadia (LGL; low-grade lesion), ktora odpoveda cytologickému L-SIL (low-grade
squamous intraepithelial lesion) a lézia stredného a tazkého Stadia (HGL; high-
grade lesion), odpovedajuca cytologickému H-SIL (high-grade squamous
intraepithelial lesion). Podfa histologického vySetrenia sa L-SIL zhoduje s CIN1
a H-SIL s CIN2, CIN3 a CIS (Obr. 9) (Burd, 2003).

| L-SIL | H-SIL |

o ™ N
( normalne bunky\ CIN1 \( CIN2 \( CIN3 /invazivny karciném

povrchové

bunky { %
parabazalne { i \

bazélna
membrana

1
efekt HPV

Iahka | stredna tazka | karciném in situ

dysplazia ‘ |

Obr. 9: Proces infekcie HPV z benignej 1ézie cez CIN1, CIN2 do CIN3 az do invazivnheho

karcindmu (zdroj: https://www.studyblue.com, stiahnuté 31.3.2016, upravené).

Karcindm in situ je (CIS) charakterizovany ako lézia, ktorej nediferencované
nadorové bunky vytvaraju hrubu vrstvu epitelu bez naruSenia bazalnej membrany
(Broder, 1932). Spojenie CIS s tazkou dysplaziou do jednej fazy sa oznacuje ako
CIN3, z dévodu vysvetlenia situacie, kde je rozliSenie CIS od invazivheho CCa

pomerne tazko rozliSitelné (Toman a Feyereisl, 2001).
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U priblizne 60 % pripadov CIN1 dochadza k spontannej regeresii. Z 10 %
CIN1 vznika CINS3, z ktorych iba v 1 % dochadza k rozvoju invazivneho karcindbmu
(Ostor, 1993).

V ramci cervikalneho sceening-u sa vyuziva cytologické vySetrenie (Obr. 10),
tzv. Pap (Papanicolaou) test, zaloZzené na mikroskopickej analyze cervikalnych
buniek farbenych podla Papanicolaou. Pri cytologickom vyS$etreni su hodnotené
bunecné (jadrové a cytoplazmatické) zmeny, na ktorych je zaloZené nasledné
triedenie na L-SIL a H-SIL na rozdiel od histologického vySetrenia (Obr. 11), kde
su na ofarbenom preparate biopsie Ci excizie cervixu hodnotené tiez dozrievanie
epitelu a podiel mitoticky aktivnych buniek naprie¢ hrubkou epitelu (IARC. Sellors,
Sankaranarazanan, 2003).

Zeny s H-SIL, opakovanymi L-SIL alebo s nejednoznaénym cytologickym

vysledkom by mali podstupit kolposkopické vySetrenie s pripadnou biopsiou

a na zaklade ich vysledku sa rozhodnut o nutnosti lie€by (Arbyn et al., 2010).

Obr. 10: Cytologické zmeny: (a) L-SIL (CIN1), (b) H-SIL (CIN 2), (c) H-SIL (CIN 3) (zvacsenie 20x),
zvy$ena intenzita farbenia (hyperchromasia), abnormalne jadra indikuju CIN, pomer mnozstva
cytoplazmy k velkosti jadier je jednym zo zakladnych faktorov pre posudenie stupnia CIN,
zvacSenie jadier na ukor cytoplazmy charakterizuje vaznejSi typ CIN (IARC. Sellors,

Sankaranarazanan, 2003).

V histologickej kategdrii CIN1 su charakteristické minimalne jaderné
abnormality s niekolkymi mitotickymi bunkami (Obr. 11). Nediferencované
dysplastické bunky sa nachadzaju v hlbSej tretine wvrstvy epitelu. CIN2
sa vyznaCuje dyspastickymi buneCnymi zmenami obmedzenymi do spodnych
dvoch tretin epitelu, s vyraznymi jadernymi abnormalitami oproti CIN1. V CIN3
diferenciované bunky epitelu uplne chybaju, alebo su pritomné len v Stvrtine
vrchnej Casti epitelu, dysplastické bunky sa nachadzaju naprie€¢ celou hrubkou
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epitelu. Pre CIS je charakteristické nahradenie normalneho epitelu abnormalnymi
bunkami, strata polarity buniek v celej hrubke epitelu, zvySena velkost buniek

a zvySena velkost jadier na ukor cytoplazmy. Adenokarcindm in situ byva

vo vacsine pripadov spajany s CIN (Obr. 12) (IARC. Sellors, Sankaranarazanan,
2003).

normalne bunky

Obr. 11: Histologické zmeny: normalne bunky dlazdicového epitelu pre porovnanie; CIN1
s dysplastickymi bunkami v strednom epiteli; CIN2 s progresivnou atypiou buniek v dolnych dvoch
tretinach epitelu; CIN3 (karcindm in situ) dysplastické bunky distribuované vo vSetkych vrstvach
epitelu, strata  polarity  buniek; farbenie  hematoxylinom-eosinom  (H-E)  (zdroj:
http://www.medicinesia.com/wp-content/uploads/2011/12/cin.jpg, stiahnuté 17.6.2016, upravené).
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Obr. 12: Adenokarcindm in situ (zvacSenie 10x), normalny epitel je nahradeny abnormalnym,
viditelna strata polarity, zvy8ena velkost jadier na ukor cytoplazmy, farbenie H-E (IARC. Sellors,
Sankaranarazanan, 2003).
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3.5 Cervikalny screening a moznosti lieCby

Zo vSetkych malignych nadorov je prave cervikalny karcindbm najucinnejSie
kontrolovany pomocou screening-u, kde sa cytologické abnormality detekuju
pomocou mikroskopického vySetrenia Pap test (Papanicolaou, Pap smears).
Nasledne su Zeny, u ktorych boli preukazané znacné cytologické abnormality

podrobené lieCbe zabranujucej rozvoju CCa (Miller, 1992).

3.5.1 Screening

Screening je najucinnejsi spésob na prevenciu CCa, pri ro€nom screening-ovom
intervale sa da predist 93 % skvaméznych CCa vo vekovej kategorii 20—-64 rokov.
V pripade 3-ro¢ného intervalu 91 % av patro¢nom intervale 84 % (Tab. 2)
(Sadovsky, 2014). Vyskyt rakoviny méze zniZit az o 80 %, jeho zanedbanie méze

paradoxne viest' k zvySeniu pripadov rakoviny a umrtiam (IARC, 2005).

Tab. 2: Vekovy rozsah a screening-ovy interval v Statoch Eurépy.

Staty Ciel'ova skupina (vek) Screening-ovy interval (roky)
Belgicko 25 - 64 3
Déansko 23-59 3
Finsko 30 - 60 5
irsko 25 - 60 5
Holandsko 30-60 5
Svédsko 20 -59 3
Velka Britania 20 - 65 3-5
Nemecko od 20 1
Ceska republika (do 2008) 25-70 1
Slovenska republika (od 2008) 23 -64 1,1, 3*

*Prvé dve cytologické vySetrenia su v roénom intervale, nasledujuce v trojroénom (Sadovsky, 2014).

Cervikalny screening je zamerany na zeny, ktoré nemaju ziadne klinické priznaky
a velakrat sa citia uplne zdravé. Jeho cielom je odhalenie prekarcer6znych
a nadorovych lézii uz vrannom $tadiu atym zvySia uspednost lieCby (WHO,
2016). Hlavnym problémom je nizka ucast Zien na screening-ovych programoch,
v Ceskej republike sa screening-u zugastriuje iba 55 % Zien vo veku 25-69 rokov.
Priblizne polovica CCa je diagnostikovana prave zenam, ktoré nechodia
na pravidelné screening-ové vysSetrenia (OndryaSova et al., 2015). Tieto udaje
naznacuju nedostatoCnu informovanost verejnosti o déleZitosti pravidelnych

screening-ovych prehliadok (Harlan et al., 1991).
21



3.5.2 Detekcia HPV DNA
Pritomnost hrHPV infekcie m6ze byt detekovana prostrednictvom HPV testov,
ktoré sa vyuzivaju u Zien s pozitivnym cytologickym nalezom na ASC-US (atypické
dlazdicové bunky nejasného vyznamu) (Levi et al., 2003). HPV testy su zalozené
na detekcii HPV DNA alebo mRNA. HPV DNA detekujuce testy maju vysoku
senzitivitu (az 100 %) a Specifitu (az 96 %). Problémom je zvySena falo$na
pozitivita u zdravych Zien do 30 rokov a neschopnost’ detekcie HPV DNA rozlisit
prechodnu hrHPV a infekciu asociovanu s CIN3, CIS. Vyriesit by to mali nové
testy CINtec® Plus (Roche) alebo PreCursor M-kit (Diassay) (Ondryasova et al.,
2015).

Dalsim spdsobom ako sa daju odhalit prekarcerézne lézie a CCa, je
hodnotenie viralnej naloze a formy HPV, na ktoré je zamerana tato bakalarska

praca.

3.5.3 Moznosti liecby

Pre uspesnu lieCbu je v prvom rade potrebna v€asna detekcia, ktora ur€i stadium
cervikalnej intraepiteliarnej neoplazie. Podla typu CIN sa urCi najlepsi spésob
lieCby: kryoterapia, laserova €i chirurgicka excizia, napriek odstraneniu dochadza
v 20-30 % k ich opakovanému infikovaniu v mieste oSetrenia (Ondryasova et al.,
2015).
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4 EXPERIMENTALNA CAST

HPV DNA detekéné metddy su velmi senzitivne i Specifické, ich nevyhodou v8ak
zostava neschopnost’ rozlisit tranzitnu HPV infekciu od HPV infekcie spojenej
so vznikom prednadorovych ¢&i nadorovych zmien v oblasti krCka maternice
(OndryasSova et al., 2015). Jednou z moznosti ako identifikovat' Zeny so zvySenym
rizikom vzniku prekanceréznych l|ézii a CCa, je hodnotenie virusového markeru
viralnej naloze (viral load) a formy HPV, na ktoré je zamerana tato bakalarska
praca. Jeden z ciefov experimentalnej Casti spocCival v urCeni formy HPV infekcie
vratane kvantifikacie viralnej naloze HPV16 a HPV18 v cervikalnych steroch
pomocou multiplex real-time PCR (polymerazova retazova reakcia s detekciou
v realnom Case).

V experimentalnej Casti bola vyuzita multiplex real-time PCR na identifikaciu
formy virusu a VL HPV16 a HPV18 pozitivnych vzoriek. Multiplex real-PCR je
zalozena na sucCasnej amplifikacii a detekcii E2 a E6 génov HPV a GAPDH
za pouzitia $pecifickych TagMan® sond (préb) v jednej PCR reakcii (Obr. 13;
priloha 1-5) (Cafadas et al., 2010). Detekcia GAPDH génu sluzila ku kvantifikacii
mnozstva fudskej DNA vo vzorke a ako vnutorna kontrola amplifikacie. Sucastou
experimentu bolo taktiez overenie ekvivalencie kvantifikacie DNA pomocou
fluorometra Qubit (suCastou Qubit dsDNA BR assay kit) a real-time PCR (gén
pre GAPDH). PCR musi byt optimalizovana tak, aby vSetky pary primerov boli
schopné pracovat pri rovnakej teplote annealingu. PCR reakcia sa zklada z 3 faz:
denaturacia- reakéna zmes sa zahreje na teplotu 92 °C, dochadza k poruSeniu
vodikovych mostikov medzi vlaknami DNA. DalSou fazou (annealing) primery
v nadmernom mnozstve nasadaju na sekvenciu na zaklade komplementarity
pri 50-60 °C. V posledné fazy (elongacia) sa znova zvySi teplota na 74 °C, kde
enzym Tag DNA polymeraza nasyntetizuje nové vlakna DNA v smere od 5’ ku 3’
koncu. Cykly sa opakuju obvykle 25-30krat. Procesom vznikne viac nez 50
milionov novych dvojvliaknovych molekul. Neziaducim javom je mozna pritomnost
kontaminacie, najCastejSie z predchadzajuceho produktu alebo v sérii navzajom
(Bauerova et al., 2004; Brown, 2006). V tejto praci bola vyuZita dokonalejSia forma
PCR, ktorou je real-time PCR. Tato kvantitativna metéda je zaloZena
na podobnom principe ako tradi¢na PCR, ale umozniuje detekovat amplifikaciu
vysledného produktu v priebehu PCR (Heid et al., 1996). Zdvojnasobnenie
mnozstva produktu je merané na zaklade zmien fluorescencie, vyvolané laserom

a nasledne zaznamenané fotosenzitivnym c&idlom. Amplifikaciou diluénej rady
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Standardu so vzorkou, vytvorenim kalibracnej krivky sa umozniuje kvantifikacia
mnozstva cielovej sekvencie. Na vizualizaciu sa pouziva neSpecifické
fluorescencné znacCenie napr. SYBR green alebo Specifické fluorescenéné
znadenie pomocou hydrolyzaénej sondy napr. TagMan® préba, ktora poéas
priebehu reakcie emituje signal priamo umerny narastajucemu mnozstvu molekuly
DNA pri postupnom zvySovani fluorescen¢ného signalu (Obr. 13). Vyhodou tejto
metody je presnost a reprodukovatelna kvantifikacia kopii génov, vysoka citlivost
detekcie, znacné uSetrenie Casu, reagencii a predovSetkym mnozstva DNA
potrebného k vySetreniu (Heid et al., 1996; HiMediaLaboratories; Srovnal, 2012;
LabGuide, 2014).

TagMan proba

Fluorofor ‘-—-. Zhasac
Forward primer

— ‘ SNP miesto

—

! ! Reverse primer

) Specificka vazba sondy
prediZzenie poc¢as PCR . .

PCR produkt ~

O
@

Obr. 13: Real-Time PCR genotypizacia SNP. Préba sa naviaZze na sekvenciu DNA, zhasac je
znaceny fluorescenénym farbivom. Tag DNA polymerasa Specificky spdsobuje odStiepenie
fluoroforu a emisiu fluorescencie (zdroj: http://www.hindawi.com/journals/mrt/2010/190434/fig1/,

stiahnuté 16.6.2016, upravené; LabGuide, 2014).
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K analyze boli vybraté vzorky, v ktorych bola pomocou CE-IVD HPV DNA
detekénych metdéd cobas®4800 HPV Test a PapilloCheck® HPV-Screening
detekovana pritomnost HPV16 alebo HPV18. Pre prevedenie kvantifikacie VL
bola najprv potrebna priprava kalibraénej rady plazmidov s génmi HPV16
a HPV18, ktora zahriiovala transfekciu kompetentnej baktérie Escherichia coli,
overenie uspesnosti transfekcie skér spominanou real-time PCR detekujucou E2
a E6 gény HPV16 alebo HPV18 a namnoZenie baktérie nesuce plasmid.

Izolacia plazmidovej DNA z E. coli prebiehala pomocou The HiSpeed®
Plasmid Midi Kit (QIAGEN®) (Obr. 14). Pri izolacii plazmidovej DNA sa vyuZiva
toho, ze pri lyze buniek a naslednym zrazanim proteinov je chromozomalna DNA
zachytena spolu so zrazenymi proteinmi, malé kruhové molekuly plazmidovej DNA
zostavaju v rozpustnej frakcii a nasledne sa oddelia (Goldman a Green, 2008). Kit
zabezpecCuje oddelenie plazmidov alebo kozmidov do velkosti 50 kb. Princip
izolacie spociva v modifikovanej alkalickej lyze buniek nasledované naviazanim
plazmidovej DNA na QIAQEN anex v prostredi s nizkym obsahom soli a nizkeho
pH. Plazmidova DNA sa vymyva az roztokom s vysokym obsahom soli, nasledne
dochadza k zahusteniu DNA, odsoleniu a vyzrazaniu pomocou isopropanolu.
Po premyti je DNA zachytena na QIAprecipitator, ktory zabezpecCi dbékladné
vysusenie stlatenym vzduchom skrz injekénu striekacku, DNA je zachytavana
v mikroskumavke s TE (Tris) pufrom alebo vodou. Tento kit je vyhodny pre rychlu
izolaciu ultracistej DNA s plazmidmi s vysokym vytazkom, je vhodny na pouzitie
i v naroénejich procesoch ako je transfekcia (QIAGEN®, pribalovy letak
k The HiSpeed® Plasmid Midi Kit).

Gendmova DNA bola z cervikalnych sterov izolovana pomocou QIAamp®
DNA Micro Kit-u od spolodnosti QIAGEN® (Obr. 14). Princip kit-u spodiva
v Specifickej vazbe DNA na membranu koloniek QlAamp MinElute, na baze oxidu
kremiCitého s elu¢nym objemom vrozmedzi 20-100 yl. DNA sa navazuje
na silikagél, zatial Co necistoty (RNA, proteiny a farbiva) prestupia cez membranu
a su odstredivou silou centrifugy odstranené. Vysledny vytazok DNA Zzavisi
na objeme, velkosti a kvalite pdvodnej vzorky (QIAGEN®, pribalovy letak
k QlAamp® DNA Micro Kit).
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Obr. 14: Schéma izolacie DNA: (a) pomocou The HiSpeed® Plasmid Midi Kit-u (zdroj: HiSpeed®
Plasmid Purification Handbook 05/2012, stiahnuté 11. 3. 2016, upravené); (b) pomocou QIAamp®
DNA Micro Kit-u (zdroj: QIAamp® DNA Micro Handbook 5/2010, stiahnuté 11. 3. 2016, upravené)

Analyzované vzorky cervikalnych sterov boli vybraté na zaklade pozitivity
na HPV16 alebo HPV18 pomocou HPV DNA detekénych testov Cobas® 4800
HPV Test (Roche) alebo PapilloCheck® HPV-Screening (Greiner Bio-One).
Cobas® 4800 HPV Test detekuje L1 gén 14 hrHPV pomocou real-time PCR,
z ktorych Specificky detekuje pritomnost HPV16 a HPV18 (Roche, 2012).
PapiIIoChec:k® HPV-Screening, zalozeny na PCR microarray systéme, je urCeny
na detekciu a genotypizaciu 24 HPV typov (18 hrHPV a6 IrHPV typov). Test
vyuziva enzym Uracil-N-Glycosylasa (UNG) ako ochranu pred kontaminaciou
(Greiner Bio-One, 2011; Crosbie et al., 2015).

26



4.1 Material, pomécky a pristrojové vybavenie

4.1.1 Pouzité chemikalie

96% ethanol (Fargon, Ceska republika); 70% ethanol (Fargon, Ceskéa republika);
PBS pufer; Ambion® DEPC-treated voda (Thermo Fisher Scientific, USA); Tris; LB
médium (Amresco, USA); agarosa (Sigma-Aldrich, USA); ampicilin (AMP)
(Thermo Fisher Scientific, USA); lad; glycerol (Sigma-Aldrich, USA); isopropanol
(PENTA, Ceska republika); dsDNA BR Assay Kit (Thermo Fisher Scientific, USA);
The HiSpeed® Plasmid Midi Kit (QIAGEN®, Nemecko), stcast kitu: striekadky,
cartridge, &iapoc¢ky na cartridge, precipitator, pufer: P1, P2, P3, QC, QF; QlAamp®
DNA Micro Kit (QIAGEN®, Nemecko), sudast kitu: AW1, AW2, AL pufer;
proteinasa K; Thermo-Start PCR pufer 10x (Thermo Fisher Scientific, USA); MgCl,
(25 mM, Thermo Fisher Scientific, USA); Thermo-Start Taq DNA polymerasa
(250 U, 50 U/ul, Thermo Fisher Scientific, USA); dNTP (100 mM, Promega, USA)

Primery aproby boli navrhnuté pomocou softwaru PrimerQuest Tool
(http://eu.idtdna.com/PrimerQuest/Home/Index) a vyrobené firmou Geneti Biotech
(Ceska republika). Z dévodu planovaného patentovania tohto testu nie je mozné
sekvencie primerov a préb uviest. Proby pre E2 gén boli znatené FAM- BHQL1,
préby pre E6 HEX-BHQ2 a proba pre GAPDH Cy5- BHQ2.

4.1.2 Pouzity biologicky material

baktérie: Escherichia coli (MAX Efficiency® DH5a™ Competent Cells, Thermo
Fisher Scientific, USA)

bunecéné linie: CEM (Thermo Fisher Scientific, USA)

plazmidy: HPV16 (ATCC®45113™, UK), HPV18 (ATCC® 45152 ™, UK)

4.1.3 Pouzité pomocky a pristrojové vybavenie
$piky s filtrom; pipety (Eppendorf®, Nemecko); eppendorfky (1,5 ml); kolony
QlAamp® MinElute Columm (QIAGEN®, Nemecko); stojany; chladené stojany;
mikroskumavky; stojan na PCR mikroskumavky; PCR skumavky; laboratérne
vahy; lyZiCka; odmerny valec; sterilna sklenena nadoba; Petriho misky; nadoba
s ladom; sklenena hokejka; kahan; zapalky; parafiim (Bemis company, USA);
Erlenmeyerova banka; bakteriologicka klicka; sklenena hokejka; pipetovaci
nastavec Pipetus (Hirschmann, Nemecko); falkony (50 ml); minicentrifuga (Biosan,
Loty$sko); termoblok (ThermoStat plus, Eppendorf®, Nemecko); Qubit®
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Fluorometer 2.0 (Thermo Fisher Scientific, USA); centrifuga (5430 Eppendorf®,
Nemecko; Rotina 420 R, Hettich, Nemecko); flowbox (Herasafe KS, Thermo
Scientific, USA a Mars Safety Classe 2, ScanLaf, Skandinavia); mikrovinna rara;
inkubator  (memmert, Nemecko); termocycler (LighCycler 480 II, Roche,

Svajgiarsko); trepacka (Edison, USA)

4.2 Zlozenie roztokov

10x PBS pufer 1,4 M NaCl, 27 mM KCI, 100 mM Na,HPO,4 8 mM KH,PO4 (pH 7,3)
AW1 pufer 25 ml 96% ethanol + 19 ml AW1 pufer

AW?2 pufer 30 ml 96% ethanol + 13 ml AW2 pufer

LB médium 25 g LB, 1 | sterilna voda

Tris 40 mM Tris, 20 mM kys. octova, 2 mM EDTA, (pH 8)

4.3 Vzorky pacientskych cervikalnych sterov

Pre analyzu bolo vybratych 28 pacientskych vzoriek cervikalnych sterov
odobratych pri pravidelnej gynekologickej prehliadke. Pre analyzu boli vybraté
vzorky, u ktorych bola pomocou HPV DNA testu cobas®4800 HPV Test (Roche
Diagnostics GmBH, Mannheim, Nemecko) alebo PapiIIoCheck®HPV-Screening
(Greiner Bio-One, Frickenhausen, Nemecko) detekovana infekcia HPV16/HPV18.

4.4 Pouzité metédy a pracovné postupy

4.4.1 Priprava Escherichia coli s plazmidom

Vacsina baktérii je schopna prijat DNA z média, na ktorom rastu. Pre klonovanie
cudzorodej rekombinantnej plazmidovej DNA sa najCastejSie pouziva kmen
gramnegativnych baktérii Escherichia coli, ktora bola metédami génového
inzinierstva upravena tak, aby umoznila prijimat externd DNA a jej naslednu
replikaciu. Schopnost kompetencie (prijimanie DNA zvonku) sa zaklada
v namnozeni buniek E. coli v tekutom zivhom médiu do exponencialnej fazy rastu
(Brown, 2006).

VSetky prace s geneticky modifikovanymi organizmami (GMO) prebiehali
vyluéne v priestoroch urCenych pre pracu s GMO po preskoleni o bezpec€nosti
prace s GMO. Pre minimalizaciu kontaminacii v priebehu experimentov bolo
pri vSetkych experimentoch dodrZzované Elenenie pracovného postupu na izolaciu

DNA, pre-PCR aPCR. Kazda d&ast pracovného postupu bola prevedena
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v laboratériach popr. laminarnych boxoch uréenych vyhradne pre danu cCast
postupu.

Pre experiment bola pripravena Zivna pbéda pre baktérie rozpustenim 1,5 g
agarosy v 100 ml LB média, zahriatim v mikrovinnej rure (30 s). Po ochladeni
(10 minut pri laboratérnej teplote a premies$ani) bolo pridanych 50 ul AMP
o koncentracii (100 mg/ml), premieSalo, obsah nadoby bol rovhomerne rozdeleny
do Styroch Petriho misiek, nechal sa stuhnut. Z mraznicky (-80 °C) boli vybraté
2 eppendorfky s E. coli a z mraznicky (-20 °C) plazmid pre HPV16 a HPV18, ktoré
boli ponechané v nadobe s fadom. Vo flowboxe bol z plazmidu odpipetovany 1 pli
(1 pi~1 ng/pl) do eppendorfky srozmrznutou baktériou, nechalo 20 minut
inkubovat na lade. Nasledne boli prenesené do termobloku na 40 sekund
pri 42 °C, potom na fad po dobu 2 minut. Do eppendorfiek s E. coli a plazmidom
bolo pridanych 200 ul LB média, inkubovalo 1 hodinu pri 37 °C. Na 2 Petriho misky
bolo napipetovanych 200 ul média s E. coli a plazmidom pre HPV16, do dalSich
dvoch pre HPV18. VyzZihanou sklenenou hokejkou bolo médium rovnomerne
rozotreté po celom povrchu agaru. Petriho misky boli nasledne zalepené

parafilmom a inkubovali pri 37 °C.

4.4.2 Overenie uspesnosti transformacie E. coli

Prijatie plazmidu je mozné detekovat sledovanim expresie génov, ktoré nesu
plazmid, v pripade E. coli mézeme pozorovat na médiu s obsahom AMP,
za normalnych okolnosti su bunky baktérie citlivé na zmienené antibiotikum
a tetracyklin inhibuje rast buniek. Jeden z prvych klonovacich vektorov plazmid
pBR322 obsiahnuty v bunke je rezistentny. Pomocou génu kédujuceho enzym (-
laktamasu, ktora umoznuje zmenit formu AMP na netoxicku pre baktérie E. coli.
Obsahuje dalSie dva gény, ktoré spbsobia detoxifikaciu tetracyklinu.
Po transformacii plazmidom pBR322 sa na selektivnom médiu vytvoria len tie
bunky, ktoré plazmid obsahuju (Brown, 2006).

Z doévodu velmi Castého pouzivania plazmidov s génmi pre rezistenciu vo i
AMP bola overena uspesSnost’ transfekcie bakterii taktiezZ pomocou real-time PCR
detekcie génov E2 a E6 HPV16 a HPV18. Primer mixy na PCR reakciu boli
pripravené nasledovne z DEPC vody a zasobnych roztokov primerov a prob
0 koncentracii 100 uM.

Primer mix pre HPV16: 375 ul DEPC vody, 5 pl kazdého (forward a reverse
primery pre gény E2 a E6) roztoku primeru, 2,5 pl roztoku préby pre E2 a pre E6.
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Vysledny primer mix bol premieSany na vortexe. ZvySny primer mix bol riadne
popisany a uskladneny pri -20 °C pre dalSie pouzitie.

Primer mix pre HPV18: 372,5 yl DEPC vody, 5 ul kazdého (forward a reverse
primery pre gény E2 a E6) roztoku primeru, 2,5 pl roztoku proby pre E2 a 5 pl
roztoku proby pre E6. Vysledny primer mix bol premieSany na vortexe. Zvysny
primer mix bol riadne popisany a uskladneny pri -20 °C pre dalSie pouzitie.
Koncentracia primerov v PCR reakcii bola 0,2 yM, koncentracia préb bola 0,1 yM,
okrem préby pre detekciu HPV18 E6, ktora mala koncentraciu 0,2 pM. Reakcéna

zmes bola pripravena podla tabulky 3.

Tab. 3: Schéma pouZzita na pripravu PCR mixu na 1 reakciu.

PCR mix ul
Thermo-Start PCR pufer 2,5
MgCl, 3
Primer Mix 4
Thermo-Start Taq polymerasa 0,2
dNTP 0,5
DEPC H,0 14,8
Celkovy objem 25

ZmieSané reagencie pre real-time PCR boli rozpipetované do stripu po 25 pl
PCR mixu pre dany typ HPV. Do prvej jamky bola napipetovana pozitivha kontrola
(PC, plazmid pouzity k transfekcii), druha jamka sluzila ako negativna kontrola
(NC, iba PCR mix). Na Petriho miskach bolo nasledne vyznacenych
5 samostatnych kolénii. Z kazdej kolénie bola pomocou $picky od pipety
prenesena vzorka do 1 jamky stripu. Stripy boli stoené a presunuté

do termocyclera, nasledne bol spusteny real-time PCR program (Tab. 4).

Tab. 4: Program pre PCR reakciu.

PCR program

Predenaturacia 95 °C 15 min
Denaturacia 95 °C 15s
45 cyklov
Annealing a elongacia 60 °C 60 s
Chladenie 4°C o0
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Po overeni uspesnosti transfekcie E. coli plazmidmi pre HPV16 a 18 boli
pre dalSi experiment vybraté 2 kolonie pre kazdy HPV typ. Z kolonie vyrastenej na
zivnom agare s AMP bola odobrata vzorka vysterilizovanou bakteriologickou
klickou a inokulovana do 150 ml LB média v Erlenmeyerovych bankach, nasledne
do 700 yl LB média v eppendorfke. Bakterialna kultura bola ponechana rast
na trepacke cez noc pri 37 °C. Nasledujuci den bola z kultury v Erlenmeyerovych
bankach izolovana plazmidova DNA pomocou The HiSpeed® Plasmid Midi Kit-u,
bakterialna kultura v eppendorkach bola prevrstvena 300 ul glycerolu a zmrazena
na -80 °C.

4.4.3 lzolacia plazmidovej DNA

Plazmidova DNA bola izolovanad pomocou The HiSpeed® Plasmid Midi Kit
od spoloénosti QIAGEN® (Obr. 14). Izolacia prebiehala v laboratériu uréenému
na pracu s geneticky modifikovanymi organizmami (GMO) vo flowboxe (Herasafe
KS, Thermo Scientific, USA).

Narastena bakterialna kultura bola rozdelena do 3 falkdbn po 50 ml,
centrifugovana pri 6 000 g (Rotina 420 R, Hettich, Nemecko) 15 minut pri 4 °C.
Po centrifugacii bol odstraneny supernatant a pelet bol rozsuspendovany v 2 ml
pufru P1 s Cinidlom LyseBlue v pomere 1:10 000 (10 pl LyseBlue: 10 ml P1), ktory
zabezpecil lyzu, obsah falkon bol spojeny do jednej, vysledny objem pre jeden typ
HPV bol 6 ml, nasledne bolo pridanych 6 ml pufru P2, 6x premieSany, inkubovany
5 minat pri laboratérnej teplote, potom bolo pridanych 6 mlpufru P3, 6x
premiesany, ponechany inkubovat’ 10 minut.

Na spodok cartridge bola umiestnena CcCiapoCka, obsah nadobky bol
prefiltrovany. Zvysny objem bol pretlateny pomocou striekacky, supernatant bol
odstraneny. Sediment bol premyty 20 ml QC pufru, nasledne bolo pridanych 5 ml
QF pufru. Vzorka bola vyzrazana 3,5 ml isopropanolom, premieSana, objem bol
rovnomerne rozdeleny do 5 eppendorfiek, centrifugované 30 minut pri 4 °C,
15000 g. Supernatant bol odstraneny, pelet premyty 0,5ml 70% ethanolom,
centrifugovany 10 minut pri 4 °C, 15000 g. Supernatant bol odpipetovany,
vzniknuty pelet (plazmidova DNA) bol vysuSeny pri laboratérnej teplote po dobu
15 minut, nasledne rozpusteny v 200 ul DEPC vody.

Koncentracia DNA bola stanovena fluorometricky na Qubit-e, po jeho
kalibracii. Meranie koncentracie bolo prevedené podla navodu k pouZitiu pristroja
prostrednictvom dsDNA BR Assay Kit-u nasledovne: vsetky vzorky boli
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premieSané na vortexe a sto¢ené, do eppendorfiek bolo napipetovanych po 199 pl
Qubit pufru a 1 yl fluorescencénej farbiCky, premieSané na vortexe, bol odobraty
1yl apridany 1yl DNA, 3 s premieSany na vortexe a 2 minuty ponechany pri
laboratérnej teplote. Na takto pripravenych vzorkach bola pomocou Qubit-u
zmerana koncentracia (ng/ul). Pre HPV16 sa nam podarilo izolovat plazmidovu
DNA o koncentracii 56 ng/ul a 74 ng/ul. Pre HPV18 sa nam podarilo izolovat
plazmidovu DNA o koncentracii 41 ng/ul a 2 ng/pl.

4.4.4 lzolacia DNA z cervikalnych sterov

DNA bola izolovana z 28 vzoriek cervikalnych sterov archivovanych pri -80 °C.
Archivacia vzoriek spodivala v odstraneni stabilizaéného média cobas® PCR Cell
Collection Media (Roche Diagnostics GmBH, Mannheim, Nemecko), premytia
a nasledného zmrazenia nasucho pri teplote -80 °C. Pre izolaciu DNA bol pouzity
kit QIAamp® DNA Micro Kit (Obr. 14).

Zo vzoriek v stabilizachom médiu bol pre izolaciu odobraty 1 ml vzorky
cervikalneho steru, ktory bol nasledne centrifugovany 5 min pri 11 000 g,
supernatant bol odpipetovany, bolo pridanych 500 ul 1 % PBS, centrifugovany
5 minut pri 11 000 g. Supernatant bol odstraneny tak, aby v eppendorfke zostalo
100 pl vzorky v 1% PBS.

Vzorky archivované pri -80 °C, sa nechali rozmrznut pri laboratérnej teplote.
Pelet s tkanivom bol rozsuspendovany v 1000 ul 1% PBS pufru, premieSany
na vortexe. Do novej eppendorfky bolo napipetovanych 50 pl vzorky a nasledne
bola doriedena PBS na 100 pl.

Nasledne sa pokraCovalo pre vSetky vzorky rovnako. Bolo napipetovanych
10 ul proteinasy K, ktora Stiepi bielkoviny vratane histénov viazucich sa na DNA.
Nasledne pridanych 100 ul AL (lyzacny) pufru, ktory zabezpeci lyzu buniek,
15 sekund miesalo na vortexe a inkubovalo 10 minut pri 56 °C na termobloku.
Kvapky na vieCku boli odstranené pulznou centrifugaciou. DNA bola vyzrazana
pridanim 50 pyl 96% ethanolu, nasledovalo premieSanie na vortexe po dobu
15 sekund a inkubacia 3 minuty pri laboratérnej teplote. Vzorka bola nanesena na
kolonku QIAamp® MinElute, DNA sa pri centrifugacii (1 minGtu pri 8 000 rpm)
naviazala na membranu koloniek. Nasledovalo premytie 500 yl AW1 pufrom
s centrifugaciou (1 minutu pri 8 000 rpm), premytie 500 yl AW2 pufrom
s centrifugaciou (1 minatu pri 8 000 rpm) a vysuSenie kolonky (centrifugacia
3 minuty pri 14 000 rpm). Poslednym krokom bola eluacia DNA do 40 yl DEPC
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vodou po 5 minutovej inkubacii pri laboratérnej teplote, kedy doslo k uvolneniu
DNA z povrchu membrany do DEPC vody (centrifugacia 1 minutu pri 14 000 rpm)
v skumavke.

Koncentracia ziskanej DNA (ng/ul) bola zmerana pomocou pristroja Qubit

podla postupu uvedeného v predchadzajucej kapitole.

4.4.5 Priprava kalibraénych rad pre real-time PCR

Na pristroji Qubit bola zmerana koncentracia DNA izolovanej z bunec€nej linie
CEM (258 ng/pl), ktora bola pouzita na pripravu kalibracnej rady pre gén GAPDH.
Vypocital sa pocet kopii diploidného gendmu v 1 pl genomickej DNA: 6,15 pg
obsahuje 1 kopiu diploidného gendmu, ¢o znamena, Ze v nasSej vzorke DNA je
4,20x10" képii diploidného genému v 1 pl a teda 8,4x10* képii génu pre GAPDH.
Nasledne sme pripravili kalibratnu radu o rozpati 80 000-8 képie génu
pre GAPDH/ul. Kazdy dalSi bod vznikol nariedenim predchadzajuceho bodu
kalibracnej krivky faktorom 10. Pre pripravu kalibraénych rad pre gény E2 a E6
HPV16 a HPV18 bola pouzita plazmidova DNA. Kalibracna rada pre HPV16 bola
pripravena zo vzorky DNA o koncentracii 74 ng/ul, ¢o odpoveda 6,31x10° kdpii
plazmidu (10866 bp; 7 062900g/mol) v1pul apre HPV18 zo vzorky
o koncentracii 41 ng/ul, & zodpoveda 3,11x10° képii plazmidu (12 220 bp;
7 062 900 g/mol). Z tychto vzoriek boli pripravené kalibracné rady o koncentracii

200 000-2 képie plazmidu (= 1 képia E2 génu a 1 kdpia E6 génu)/pl.

4.4.6 Real-time PCR
Vsetky pouzité reagencie boli skladované pri -20 °C a rozmrazované oddelene
od materidlu obsahujuceho DNA. Polymerasa musi byt pri manipulacii
na chladenom stojane.

Priprava mixu primerov a préb pre HPV16 a HPV18 je popisana v kapitole
4.4.2. Mix primerov a prob pre detekciu génu pre GAPDH. Pre gén GAPDH bolo
pripravenych 154 ul DEPC vody, 2 ul 100 uM PFw, 2 ul 100 uM PRw a 4 pl préby.
Po nariedeni maju primery koncentraciu 2,5 uM a préby 1,25 yM. PCR mix bol
rozpipetovany do PCR dosti¢ky a nasledne bola pridana DNA (Tab. 5).
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Tab. 5: Schéma pouZzita na pripravu PCR mixu na 1 reakciu.

PCR mix Finalna koncentracia 1R ()
Thermo-Start PCR pufer (10x) 1x 2,5
MgCl; (25 mM) 3 mM 3
dNTP (10 mM) 0,2 mM 0,5
Primer Mix 0,1/0,2 M’ 2
GAPDH (1,25/1,25 mM) 0,1 uM 2
DEPC H,0 10,8
Thermo-Start Taq polymerasa (5 U/uL) 1U 0,2
DNA 2
Celkovy objem 25

* finalna koncentréacia préby pre gén E6 HPV18 bola 0.2 uM

Pri kazdom vySetreni cervikalnych sterov bola testovana cela kalibracna rada
pre HPV16 alebo HPV18 a cela kalibracna rada pre gén pre GAPDH, kazdy bod
kalibracnej krivky bol testovany v duplikate. Kazdy test taktiez zahrrioval
testovanie negativnej kontroly (PCR mix bez pridania DNA) taktiez v duplikate.
Kazda vzorka DNA izolovana z cervikalného steru bola testovana 3x v ramci
jednej analyzy. Nasledne bola dosticka zalepena féliou, presunuta
do termocyclera cobas z 480, kde bol spusteny real-time PCR program uvedeny
v Tab. 4.

Po skoneni PCR reakcie bola ujednotlivych vzoriek vyhodnotena
pritomnost HPV16 a HPV18 vratane vypocitanej viralnej naloZze a urenie formy
HPV infekcie. Forma HPV infekcie bola hodnotena na zaklade pomeru poctu képii
génov E2/E6, ako epizomalna forma bola hodnotena vzorka s pomerom E2/E6
vacsim ako 0,8; integrovana forma s pomerom vacsim nez 0,4 a zmieSana medzi
0,4-0,8. Viralna naloz bola vyhodnotena ako pocet képii E6 génu/ng DNA v 1 pl
vzorky DNA izolovane z cervikalného steru. Predpokladame, ze 1 képia E6 génu
odpoveda 1 koépii HPV gendmu. VL je uvedeny ako pocet képii HPV genému
v 1 ng DNA (képie/ng).

Pre zistenie ekvivalencie kvantifikdcie DNA pomocou fluorometra Qubit
a pomocou real-time PCR bolo porovnané, Ze koncentracia DNA vo vzorke
namerana pristrojom Qubit (viz. 4.4.3) rastie linearne s poc¢tom koépii GAPDH génu
detekovanych real-time PCR (viz. 4.4.6).
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5 VYSLEDKY

V priebehu experimentalnej Casti sa podarilo transfekovat kompetentné E. coli
plazmidom nesucim gény HPV16 i plazmidom nesucim gény HPV18. Po overeni
uspesSnosti transfekcie bola z bakterialnej kultury izolovana plazmidova DNA,
z ktorej boli nasledne pripravené kalibracné rady pre kvantifikaciu képii E2 a E6
génov HPV16 a HPV18. Pomocou Kkalibrachych rad sa overilo, ze pouzitou
multiplex real-time PCR je mozné kvantifikovat pocCet kopii detekovanych HPV
genov v rozmedzi 400 000 az 4 kopie (priloha 1-5).

Zo vSetkych 28 cervikalnych sterov sa podarilo izolovat DNA, ktora bola
nasledne analyzovana na pritomnost génov E2 a E6 HPV16 a HPV18 pomocou
multiplexovej real-time PCR. Podla pomeru poctu kopii génu E2 a E6 sa urcila
pritomnost’ I/E/Z formy prislusného typu HPV (tab. 6; Obr. 15). Integrovana
a zmieSana forma predstavuje zvySené riziko vzniku CCa.

V8etkych 20 vzoriek, u ktorych bola pomocou HPV DNA testu cobas® 4800
HPV Test alebo PapilloCheck® HPV-Screening detekovana infekcia HPV16 bola
potvrdena pritomnost HPV16. Analyza potvrdila pritomnost infekcie HPV16,
detekované cobas®4800 HPV Test-om vo véetkych testovanych vzorkach. Osem
z nich v8ak bolo PapilloCheck® HPV-Screening testom vyhodnotené ako HPV16
negativne. Integrovana forma HPV16 bola detekovana v 5 % vySetrovanych
vzorkach, zmieSana forma v 20 % pripadov a epizomalna forma 75 % (tab. 6).
Klinicka informacia o vysledkoch cytologického alebo histologického vySetrenia
prevedeného v kratkom ¢asovom rozmedzi bola dostupna len u 60 % (12/20)
vzoriek vySetrenych na pritomnost HPV16. Z tychto 12 vzoriek bola v 3 pripadoch
detekovana zmieSana forma HPV infekcie, z ktorych u 1 vzorky bola
diagnostikovana L-SIL a u dalSich 2 neboli najdené ziadne neoplastické
intraepiteliarne zmeny. V siedmych z 9 vzoriek s epizomalnou formou infekcie
neboli najdené Ziadne neoplastické intraepiteliarne zmeny, v 1 pripade bola
diagnostikovana L-SIL a v dalSom CIN1 (priloha 6).

V8etkych 8 vzoriek, u ktorych bola pomocou HPV DNA testu cobas® 4800
HPV Test alebo PapilloCheck® HPV-Screening detekovana infekcia HPV18 bola
potvrdena pritomnost HPV18. Analyza potvrdila pritomnost infekcie HPV18,
detekované cobas®4800 HPV Test-om véetkych testovanych vzoriek. Sest z nich
véak bolo PapilloCheck® HPV-Screening testom vyhodnotené ako HPV18
negativne. Integrovana forma HPV18 bola detekovana v 62,5 % vySetrovanych

vzoriek, zmieSana forma v 37,5 % pripadov a epizomalna forma nebola detekova
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(tab. 6). Klinickd informacia o vysledkoch cytologického alebo histologického
vySetrenia prevedeného v kratkom Casovom rozmedzi bola dostupna u 87,5 %
(7/18) vzoriek vySetrenych na pritomnost HPV18. Z tychto 7 vzoriek bola
v 4 pripadoch detekovana integrovana forma, z toho u 2 pripadov bol
diagnostikovany L-SIL, u 1 ASC-H a u 1 nebola najdena Ziadna neoplasticka
zmena. V 3 pripadoch bola detekovana zmieSana forma HPV infekcie, z ktorych
u 2 vzoriek bola diagnostikovana L-SIL a u dalSej 1 neboli najdené Ziadne

neoplastické intraepiteliarne zmeny (priloha 7).

Tab. 6: Detekcia 28 vzoriek na uréenie integrovanej (1), zmieSanej formy (Z) a epizomalnej (E).

typ HPV | Z E
HPV16 1 4 15
HPV18 5 3 -
16 - 15 6 -
14 5
5 4
12
4 4
.Aq_c) 10 E X
g 8 S 3-
% 6 kS
g 4 g 27
4
2 ——1— 17
0
0 - 0 - |
| Z mE | Z mE
forma HPV infekcie HPV16 forma HPV infekcie HPV18
a) b)

Obr. 15: a) Detekované formy infekcie HPV16; b) Detekované formy infekcie HPV18.
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Obr. 16: Zhodnotenie ekvivalencie kvantifikacie DNA izolovanej z cervikalnych sterov deloznych
Cipkov pre HPV16 diagnostiku pomocou real-time PCR (génu pre GAPDH) a pomocou fluorometra
Qubit za pouzitia Qubit dsDNA BR assay kit-u (ng/ul).
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Obr. 17: Zhodnotenie ekvivalencie kvantifikacie DNA izolovanej z cervikalnych sterov deloznych
Cipkov pre HPV18 diagnostiku pomocou real-time PCR (génu pre GAPDH) a pomocou fluorometra
Qubit za pouzitia Qubit dsDNA BR assay kit-u (ng/ul).
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Kvantifikacia mnozZstva DNA v PCR reakcii pomocou fluorometra Qubit a pomocou
kvantitativnej multiplex real-time PCR pre GAPDH gén (Obr. 16, Obr. 17) bol
priblizne ekvivalentny pre HPV16 (R*=0,7821) a pre HPV18 (R?=0,9892).
Vysledky kvantifikacie DNA obidvoma metédami su uvedené v prilohe 6 a 7.

Priemerna hodnota VL vo vzorkach s integrovanou formou HPV16
bola 5,70 HPV/ng, pre zmieSanu formu 187,56 kopii/ng a pre epizomalnu formu
64,94 kopii/ng. Najvyssiu viralnu naloz pre HPV16 dosahovala zmieSana forma.
Vzorky, ktoré boli pozitivne na cobas®4800 HPV Test i PapilloCheck®HPV-
Screening dosahovali VL = 142,04 képii/ng, na rozdiel od vzoriek pozitivhych len
na cobas® 4800 HPV Test a negativnych na PapilloCheck® HPV-Screening mali
VL = 3,20 kopii/ng (priloha 6).

Pre HPV18 bola VL detekovana vo vzorkach s integrovanou formou
94,50 kopii/ng, so zmieSanou 40,23 koépii/ng, epizomalna forma u HPV18 nebola
detekovana. NajvySSiu VL pre HPV18 dosahovali vzorky s integrovanou formou
HPV. Vzorky, ktoré boli pozitivne na cobas® 4800 HPV Test i PapilloCheck® HPV-
Screening dosahovali VL = 262,19 kdpiilng, vzorky pozitivne len na cobas® 4800
HPV Test a negativne na PapilloCheck® HPV-Screening dosahovali hodnotu
VL = 11,47 kopii/ng (priloha 7).
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6 DISKUSIA

V subore 28 pacientskych vzoriek cervikalnych sterov, ktoré boli odobraté
pri rutinnej gynekologickej prehliadke bola potvrdena pritomnost HPV16 alebo
HPV18 pomocou HPV DNA testu cobas®4800 HPV Test (Roche Diagnostics
GmBH, Mannheim, Nemecko) alebo PapiIIoCheck®HPV-Screening (Greiner Bio-
One, Frickenhausen, Nemecko). Obidva pouzité testy boli plne validované podfa
tzv. Maijerova protokolu, podfa ktorého by mali byt validované vSetky hrHPV
detekEné metody pouzivané pre primarny cervikalny screening. Obidva testy
detekuju CIN2+ so senzitivitou vacSou ako 90 % a Specificitou va¢sou ako 98 %.
Asu plne Kklinicky aj epidemiologicky validované (Arbyn et al., 2015).
Pre cobas ® 4800 HPV Test je udavany limit detekcie HPV16 300-600 kdpii/mi
cervikalneho steru a pre HPV18 600 kopii/ml cervikalneho steru (Roche, 2012).
PapilloCheck® HPV-Screening udava limit detekcie pre HPV16 50 képii/reakciu
a pre HPV18 300 képii/reakciu (Greiner Bio-One, 2011). Pre porovnanie senzitivity
metdd by bolo vhodné urcit' limit detekcie rovnakym spésobom. UrCenie senzitivity
metdd nebolo cielom tejto bakalarskej prace. V naSej analyze sa vysledky
PapilloCheck® HPV-Screening pre HPV16 zhodovali len v 71,4 % a pre HPV18
v 28,5 % pripadoch. Vzorky, ktoré boli pozitivhe obidvoma metédami mali vysSi VL
(HPV16, 142,04 képii/ng; HPV18 262, 19 koépii/ng) ako vzorky, v ktorych bol HPV
detekovany iba metodou cobas® 4800 HPV Test (HPV16 3,20 képii/ng; HPV18
11,47 képii/ng). Je zrejmé, ze zvySeny obsah VL odraza vySSie riziko infekcie HPV
(Kulmala et al., 2006). U HPV testov nemusi nutne platit, ze test s vySSou
analytickou senzitivitou je lepsi ako test s nizSou senzitivitou. Naopak Snijders et
al. udava, Ze neustale zvySovanie analytickej senzitivity HPV testov by mohlo viest
k zniZeniu klinickej senzitivity testov (Snijders et al., 2003). Otazne zostava ako by
mali byt interpretované vysledky tychto vzoriek.

Viralna naloz bola vySSia vo vzorkach so zmieSanou formou HPV16 nez
sintegrovanou (Kulmala et al., 2006), tento udaj sice analyza potvrdila
(5,70 kopii/ng vs. 187,56 kopii/ng [l vs. Z]), ale s ohfadom na pritomnost’ len jednej
vzorky s | formou, nemézeme tento vysledok hodnotit ako objektivny. U HPV18
bola vyS8Sia hodnota VL (94,50 képii/ng) v integrovanej forme HPV nez
v zmie$anej forme HPV (40,23 képii/ng). Akonahle dosahuje VL viac ako 1,38x10°
kopii na 300 ng celkovej DNA je mozné identifikovat’ Zeny s vysokym stuprfiom CIN
(Cricca et al., 2007). Hranica 4 600 kopii/ng nebola prekro¢ena u zZiadnej z nasich

vzoriek. Porovnanim hodnét VL je mozné odlisit prechodné infekcie (nizka
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hodnota VL) od mozZnej progresie infekcii, ktoré budu postupovat do Stadia
dlazdicovej intraepiteliarnej lézie (H-SIL) popripade do CIS ainvazivneho
karcinomu, z tohto dévodu je mozna detekcia VL spbésob ako identifikovat Zzeny
vystavené vysokou pravdepodobnostou vzniku a progresie CIN do invazivneho
karcinomu (Tabora et al., 2008), aj to bol dévod, preco bola VL navrhnuta ako
citlivy indikator pre identifikaciu H-SIL (Kulmala et al., 2006).

Integracia hrHPV sa povazuje za délezitu udalost v progresii ochorenia.
Detekcia integrovanych foriem hrHPV predstavuje jeden z moznych spdsobov ako
urc€it stadium CIN popripade invazivneho karcinomu (Al-Shabanah et al., 2013).
Podla pomeru E2/E6 génu sa da urcit pritomnost integrovanej formy DNA, ktora
sa vyskytuje prevazne v CIN3 a CIS (Cricca et al., 2007; Hudelist et al., 2004).
Epizomalna forma u HPV16 bola v analyze detekovana v 75 %, integrovana v 5 %
a zmieSana forma v 20 % pripadov. Detekcia epizomalnej formy HPV16 byva
spdjana s vyskytom L-SIL, nevyskytuje sa v H-SIL alebo v invazivhom karcinébme
(Kulmala et al., 2006). V analyze bola taktiez detekovana epizomalna forma
HPV16 iba vo vzorkach s L-SIL, CIN1 alebo vo vzorkach bez neoplastickych
intraepiteliarnych zmien. Vzorky pozitivne na HPV18 byvaju detekované
v integrovanej forme (Badaracco et al., 2002; Woodman et al., 2007). Analyza
tento fakt potvrdila, vIforme v62,5% a vZforme v37,5%, E forma nebola
u HPV18 detekovana (0 %). Ina Studia detekovala HPV18 v integrovanej forme
v 54,5 % (Al-Shabanah et al., 2013). V naSej analyze sme identifikovali pritomnost
HPV18 len L-SIL (5krat), jedenkrat CIN1 a jedenkrat ASC-H, nebolo mozné
porovnanie s vysokym stupfiom CIN2, CIN3 popripade pritomnostou invazivneho
karcinomu, ktora by poskytla viac potrebnych informacii o distribacii CIN medzi
I/E/Z formou HPV.

Kvantifikacia DNA prostrednictvom fluorometra ¢&i fotometra alebo
kvantifikacia DNA prostrednictvom kopii house-keepingovych génov ako je aj
GAPDH su uzivané postupy, ktoré by mali byt ekvivalentné. Analyzou sa potvrdil
linearny priebeh kvantifikacie DNA izolovanej z cervikalnych sterov deloznych
Sipkov  pre HPV18 (R*=0,9892), onie¢o menej ekvivalentny priebeh bol
potvrdeny u HPV16 (R*=0,7821), pomocou real-time PCR a Qubit-tu za pouZitia
Qubit ds DNA BR assay kit-u. Napriek tomu Kulmana et al. uvadza, Ze ich trend
nebol linearny so zvysSujucim sa poctom koépii pre HPV16 s narastajucou

abnormalitou epitelovych buniek.
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7 ZAVER

Cervikalny karcindm (karcindm kréka maternice) je Stvrty najrozSirenejsi typ
onkologického ochorenia na svete u Zien, spdsobeny najCastejSie pohlavne
prenosnym hrHPV (najma HPV16 a HPV18), ktory dokaze spbsobovat
nekontrolovatelnu proliferaciu epitelovych buniek v kréku maternice (WHO, 2016;
Walboomers et al.,, 1999). V sucCasnosti patri problematika CCa, k jednym
s najdiskutovanejSich problémov v Zivote Zien, ktoré sa virusovou infekciou HPV
nakazia v priebehu svojho sexualneho Zivota (Molijn et al., 2005). Vo vacsine
pripadov dochadza Kk regresii virusu, ale v niektorych pripadoch dochadza
k vzniku CIN, ktory progresiou spésobi vznik CCa (zur Hausen, 1996).
Na karcindm roéne zomiera 270 000 zien, ztoho 388 v Ceskej republike.
V sucasnosti je situacia vo svete i Europe stabilizovana, dochadza ik poklesu
indicencie a mortality, napriek prevalencii, ktora sa neustale zvySuje (WHO, 2016;
Muzik et al.,, 2015). Situacii napomaha celoploSna vakcinacia vo viacerych
krajinach a pravidelné screening-ové prehliadky, ktoré zniZuju riziko vzniku CIN
a CCa (Zhou et al., 1991; Baseman a Koutsky, 2005).

Opakovanou detekciou HPV16 a HPV18 u 28 cervikalnych sterov bola
preukdzana 100% zhoda v detekcii s cobas®4800 HPV Test. Vysledok
PapilloCheck® HPV-Screening sa v$ak s vysledkom cobas®4800 HPV Test
zhodoval iba v 50 %. Ako dbvod tejto nezhody bola identifikovana nizka viralna
naloz v tychto spornych vzorkach. Integrovana a zmieSana forma, predstavujuca
zvySené riziko vzniku prekarcerdéznych lézii a neskorSom $tadiu vznik CCa (Al-
Shabanah et al.,, 2013), bola detekovana v 25 % HPV16 pozitivnych vzoriek
av 100 % HPV18 pozitivhych vzoriek. NajvysSia VL bola detekovana u zmieSanej
formy HPV16 pozitivnych vzoriek a uintegrovanej formy HPV18 pozitivnych
vzoriek. VL by mohol sluzit ako marker pre rozlisenie zen s vy$Sim rizikom vzniku
a progresie cervikalnej intraepiteliarnej neoplazie a CCa (Gravitt et al., 2008).
Pre potvrdenie vyznamu viralnej naloZze a formy HPV ako markeru pre rozliSenie
zien s vysSim rizikom vzniku CCa by bolo potrebné vysetrit’ vacsiu skupinu HPV16
a HPV18 pozitivnych zien a to predovsetkym s pokroCilymi cervikalnymi léziami
alebo CCa.
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Prilohy

Priloha 1: Kalibraénd rada pouZitd pre kvantifikdciu génov E2 a E6 HPV16 (na obrazku
vyhodnotenie PCR reakcie pre gén E2 HPV16, 200 000-2 képie E2/ul).
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Priloha 2: Kalibraéna rada pouzita pre kvantifikaciu génov E2 a E6 HPV16 (na obrazku
vyhodnotenie PCR reakcie pre gén E6 HPV16, 200 000-2 képie E6/ul).
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Priloha 3: Kalibraénd rada pouZitd pre kvantifikdciu génov E2 a E6 HPV18 (na obrazku
vyhodnotenie PCR reakcie pre E2 gén HPV18, 200 000-2 képie E2/pl).
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Priloha 4: Kalibracna rada pouzita pre kvantifikaciu génov E2 a E6 HPV18 (na obrazku
vyhodnotenie PCR reakcie pre E6 gén HPV18, 200 000-2 képie E6/ul).
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Priloha 5: Kalibrana rada pre kvantifikadciu GAPDH génu, 80 000-8 kopii E6/ul).
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