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Abstrakt

Pohlavné ptenosné infekce HPV (human papillomavirus), neboli infekce lidskym
papilomavirem, maji rozhodujici vyznam v etiologii karcinomu délozniho hrdla.

Kazdy rok se v Ceské republice objevi vice nez 1000 novych piipadi karcinomu
délozniho hrdla a kolem 400 Zen na toto onemocnéni zemie (Dusek et al. 2012).

Vyskyt karcinomu dé&lozniho hrdla patii v Ceské republice vzhledem
k nefungujicimu screeningovému vysetieni mezi nejvyssi v Evropé. Vrcholy vyskytu ve
vekové kategorii jsou dva: mezi 35.-39. a 60.-65. rokem véku. Zachyt onemocnéni
v ¢asném I. stadiu dlouhodobé ptedstavuje 40 % vSech piipadi karcinomt délozniho
hrdla. Tato alarmujici ¢isla jsou dusledkem pozdni diagnostiky: absence screeningu,
nekvalitni cytologické laboratofe, nedostatecné provadéni HPV testu (Cibula,
Petruzelka et al. 2009).

Lidské papilomaviry jsou nejcastéjsi pohlavné piendSenou infekci na svété. U zen
je celozivotni riziko infekce 80 % (Laco 2012). Vysoce rizikové genotypy (high risk HR
— HPV 16, HPV 18) byly zafazeny mezi karcinogeny. Zena, ktera je HR HPV pozitivni
ma 100-400krat vyssi riziko vzniku karcinomu déloZniho hrdla nez zena HR HPV
negativni (Turyna, Slama et al. 2010).

V prvni Casti mé prace se teoreticky zabyvam historii, strukturou a rozdélenim
lidskych papilomavirt.

V dalsi ¢asti popisuji cesty prenosu lidskych papilomavirl a inkuba¢ni dobu tohoto
agens. Inkubacni doba 1 replika¢ni cyklus viru jsou zavislé na mife infekce a stavu
imunitniho systému. ZvySeny vyskyt papilomavirovych infekci nachazime u osob
s porusenou slozkou bunééné imunity (Fait et al. 2009).

Dale uvadim diagnostické postupy a testy, prokazujicimi HPV infekci vcetné jejich
klinickych projevi. Pietrvavajici HPV infekce, spolecné s dal§imi faktory (koufeni,
imunodeficience, nedostatek vitamint, stres, vaginalni infekce a hormonalni vlivy),
zvySuje pravdépodobnost vzniku karcinomu délozniho hrdla (Heinzelmann-Schwarz et
al. 2014). Zde také zminuji histopatologickou klasifikaci, prognézu a lécbu téchto

nadoru.



Epidemiologicka situace vyskytu karcinomu délozniho hrdla v Ceské republice
zatim neni tak piizniva jako v jinych vyspélych zemich s efektivné€j$im screeningem.
Pro srovnani uvadim postaveni Ceské republiky, co se ty¢e incidence a mortality
Vv celosvétovém méftitku.

Poté se zaméfuji na dulezitost primarni prevence, zejména oc¢kovani. Od 1. dubna
2012 se mohou 13leté divky v Ceské republice nechat o¢kovat proti rakoviné délozniho
hrdla z prostiedki vefejného zdravotniho pojisténi. | kdyz zajem rodi¢u od zavedeni
plosné vakcinace vyrazné vzrostl, zlstadva ockovani proti karcinomu délozniho hrdla
stale medidln¢ i spolecensky diskutovanym tématem.

Do sekundarni prevence zatrazuji preventivni prohlidky, kolposkopii, onkologickou
cytologii, sérologické metody a HPV test.

Cilem mé prace je zdlraznit velky vyznam vySetieni lidskych papilomavira — HPV
testu u rizikové skupiny zen nad 35 let v ramci preventivnich prohlidek. V soucasné
dobé se vsSak toto vySetfeni provadi pouze u zen s jiz abnormalnim cytologickym
nalezem.

Moje prace shrnuje kvantitativni néalezy vySetfeni HPV, na zdklad¢ stanoveni
nukleové kyseliny lidskych papilomavird, hybridizaéni metodou se zesilenym signalem
za pouziti chemiluminiscen¢ni detekce. K detekci HPV byly pouzity soupravy hc2
High-Risk HPV DNA Test a hc2 HPV DNA Test od firmy QIAGEN.

Prace zahrnuje vysledky vysetifeni vysokorizikovych typt lidskych papilomavirii
(HPV 16/18/31/33/35/39/45/51/52/56/58/59/68) u 767 Zzen v obdobi od 1. 1. 2010 do
31. 12. 2013, provedenych na Oddéleni 1ékarské mikrobiologie Nemocnice Jindfichiiv
Hradec, a.s. Tato skupina Zen s jiZ pozitivnim cytologickym néalezem byla rozdélena do
Sesti vékovych kategorii, aby se zviditelnily rizikové skupiny zen nad 35 let a nad 65
let. Protoze 1ja jsem v rizikové skupin€ nad 35 let, snazila jsem se touto praci potvrdit
hypotézu, zda pticinou téchto cytologickych zmén u Zen ve véku nad 35 let mohou byt
praveé nebezpecné typy lidskych papilomavirt.

Na zavér, po analyze dosazenych vysledki, jsem se snaZila navrhnout feSeni, které

by se dalo vyuzit v praxi.
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Abstract

Sexually transmitted HPV infection (human papillomavirus), or infection with
human papillomavirus, is a decisive factor in cervix carcinoma etiology.

Every year more than 1000 new cases of cervix carcinoma occur in the Czech
Republic; more than 400 women die of this disease (Dusek et al. 2012).

In the Czech Republic, the frequency of cervix carcinoma occurrence belongs to the
highest in Europe. The occurrence displays two peaks relating to the age of patients:
between 35 — 39 years and between 60 — 65 years of age. Diagnosing the disease in the
early 1st stage represents, in a long term perspective, 40% of all cervix carcinoma cases.
These alarming numbers are the result of late diagnostics: absent screening, poor quality
diagnostic laboratories, insufficient application of HPV tests (Cibula, Petruzelka et al.
2009).

Human papillomaviruses are considered to be the most frequent sexually
transmitted infection worldwide. In women, the life-long risk of infection is 80% (Laco
2012). High-risk genotypes (high-risk HR — HPV 16, HPV 18) were classified among
carcinogens. The risk of cervix carcinoma in a woman who is HR HPV positive is 100
to 400 times higher compared to a woman who is HR HPV negative (Turyna, Slama et
al. 2010).

The first part of my thesis contains a brief theoretical overview of HPV history,
structure and classification.

The next part deals with the ways of HPV transmission and the incubation period of
the pathogenic agent in question. The incubation period as well as the replication cycle
of the virus depend on the extent of infection and on the status of the immune system.
Increased occurrence of papillomavirus infection is found in persons with a damaged
component of cell immunity (Fait et al. 2009).

In the further part of the thesis | focused on the diagnostic procedures and tests
proving HPV infection including its clinical manifestations. Continued HPV infection,
together with other relevant factors (smoking, immunodeficiency, lack of vitamins,

stress, vaginal infection and hormone influence), increases the probability of cervix



carcinoma occurrence (Heinzelmann-Schwarz et al. 2014). Here | also mention the
histopathological classification, prognosis and treatment of these tumors.

Considering the occurrence of cervix carcinoma, the situation in the CR is not as
favorable as in other advanced countries where the screening is more effective. For
comparison, the incidence and mortality in the CR are presented within global scale.

Further on | attempted to stress the importance of primary prevention, mainly
vaccination. Since April 1 2012, the girls in the CR who are 13 years of age can get
vaccinated against cervix carcinoma, the vaccination being covered from public health
insurance. Though the parents interest has been considerably increasing, the
vaccination against cervix carcinoma still remains a widely discussed topic both in
media and in social discussions.

The parts of secondary prevention mentioned in the thesis are preventive
examinations, colposcopy, oncological cytology, serological methods and HPV test.

The aim of my thesis is to emphasize the importance of testing for human
papilloma virus — HPV tests carried out in high risk group of women aged over 35 years
within the system of preventive examinations. However, nowadays these examinations
are accomplished just in women with an abnormal cytological finding.

My thesis summarizes the quantitative findings as regards HPV tests done on the
basis of determining the nucleic acid of human papillomaviruses by hybridization
method with enhanced signal using chemiluminiscence detection. The detection of HPV
was achieved with the use of the sets hc2 High-Risk HPV DNA Test and hc 2 HPV
DNA Test from QIAGEN company.

The thesis includes results of the tests for high-risk types of human
papillomaviruses (HPV 16/18/31/33/35/39/45/51/52/56/58/59/68) found in 767 women
over the period from January 1 2010 to December 31 2013. The tests were carried out at
the Medical Microbiology Ward of the Hospital Jindfichiv Hradec, a joint-Stock
company. The group of women with already positive cytological finding was divided
into six age categories to highlight the high-risk groups of women over 35 and over 65.

As | myself belong to the high-risk group over 35, my intention was to prove the



hypothesis that the cause of the cytological changes in women over 35 can be attributed
to the dangerous types of human papillomavirus.

Finally, after carrying out the analysis of the obtained results, | attempted to
propose a solution which could be used in practice.

Keywords: human papillomavirus, cervical cancer, sexually transmitted agents,

prevention, HPV test
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Seznam pouzitych zkratek:

CO - cut-off, hrani¢ni hodnota

CV — varia¢ni koeficient

DML — Digene mikrodestickovy luminometr
DNA — deoxyribonukleova kyselina
EGW — genitalni bradavice

EHK — externi hodnoceni kvality

Gy - Gray, jednotka absorbované davky zareni
HG — high grade, vysoky stupeii

HIV — human imunodeficiency virus
HPV — human papillomavirus, lidsky papilomavirus
HR — high risk, vysoké riziko

HRC — high risk kalibrator

HSIL — tézké intraepitelidlni 1éze

HSP — protein teplotniho Soku

IL — interleukin

INF — interferon

KDH — karcinom d¢€lozniho hrdla

LCR — nekodujici oblast papilomaviru
LEEP — loop elektrochirurgicka excize
LG — low grade, nizky stupen

LR — low risk, nizké riziko

LRC — low risk kalibrator

LSIL — lehké intraepitelialni 1éze

MB — molekularni biologie

ml — mililitr

ul — mikrolitr

NC — negativni kalibrator

nm — nanometr

NRL — Narodni referen¢ni laboratot

pg — pikogram

Pap — technika vyvinuta Papanicolauem
QC — kontrola kvality

RNA — ribonukleova kyselina

RLU — relativni svételna jednotka

STM — specidlni transportni médium
TNF — tumor nekrotizujici faktor

VLP - virus-like partikule
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Uvod

Lidské papilomaviry jsou malé neobalené DNA viry. Infikuji dlazdicové epitely
ktize asliznic zivocichi vcetné Clovéka. Podle onkogenniho potencidlu se déli na
nizkorizikové typy (low risk, LR — HPV 6, 11), zplsobujici genitdlni bradavice
a vysokorizikové (high risk, HR — HPV 16, 18) spojené s vysokym rizikem vyskytu
rakoviny. V souc¢asné dobé je znamo 300 genotypt papilomavird, z nichz vice nez 100
infikuje ¢lovéka.

Genitalni oblast infikuje asi 40 riznych genotyptt HPV. Infekce genitalnimi typy je
uvice nez 80 % Zen bez ptiznaklli adé se detekovat jen za pouziti molekuldrng
biologickych metod. U zbyvajicich Zen se patrné 1éze objevi 1-6 mésicl po infekci.
Béhem pomnozovani viru se aktivuje bunkami zprostfedkovana imunitni odpovéd.
Zhruba u poloviny infikovanych se v priméru po 9 mésicich objevi protilatky proti
proteiniim virové kapsidy. Dlouho perzistujici infekce HR HPV ve spojeni s pfitomnosti
velkého mnozstvi viru, vyrazné zvySuje riziko vzniku prekanceroznich 1ézi.
Pravdépodobné nejdilezitéjsi pricinou trvani virové infekce a vzniku malignich 1€z je
neschopnost imunitniho systému se s virovou infekci vyrovnat (Vonka, Hamsikova
2006).

Mezi nejcastéjS$i nadory délozniho hrdla patii maligni epitelové nadory, z nichz
dlazdicobunécny karcinom tvoii 60-80 % vSech karcinomil v této oblasti. Tento
karcinom vznika v souvislosti s HPV infekci. 10-15 % piedstavuji adenokarcinomy
rizného typu azbylou cast tvofi vzacné nadory. Nejvice nadorit vznikd v misté
transformacni zony délozniho hrdla. (Cibula, Petruzelka et al. 2009)

Protoze u zen nad 35 let s HPV infekcei je az 400x vétsi riziko vzniku karcinomu
délozniho hrdla, snazila jsem se v mém sledovaném souboru Zen tuto v€kovou skupinu
zviditelnit azjistit, zda jsou pfiinou cytologickych zmén d€lozniho hrdla praveé
nebezpeéné typy HPV 16/18/31/33/35/39/45/51/52/56/58/59/68.

13
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1. Teoreticka cast
1.1 Lidské papilomaviry
1.1.1 Historie lidskych papilomaviri

Lidské papilomaviry provazeji ¢lovéka od jeho vzniku jako Zivo€isného druhu.
Spolecny piedek celosvétoveé nejrozsitenéjsiho typu HPV 16 se ziejmé objevil pred vice
nez 200000 lety v Africe. Klinické projevy papilomavirové infekce, genitalni
bradavice, byly znamy jiz v dobach Hippokratovych (400 let pt. n. 1.). Jejich nazev —
condyloma — je feckého pivodu aznamend zdufeni okolo anu. Vyskyt genitalnich
bradavic byl spojovan se sexudlni promiskuitou a homosexualitou. Az do 80. let
20. stoleti byly tedy papilomaviry povazovany za neSkodné pivodce benignich 1ézi
¢lovéka. Bouflivy vyzkum zacal pocatkem 80. let 20. stoleti nalezem genetické
informace dvou novych HPV typt (16 a 18) v buiikdch karcinomu délozniho hrdla.
Typy HPV16 aHPV 18 se podafily izolovat profesoru zur Hausenovi a jeho
spolupracovnikiim v roce 1983. Od tohoto objevu se védecka spolecnost zacala vénovat
shromazd’'ovanim dikazi o vztahu HPV akarcinomu délozniho hrdla a piipadné

ptipravé vakciny, proti vzniku KDH. Profesor zur Hausen dostal v roce 2008 Nobelovu

cenu za objev HPV jako etiologického faktoru karcinomu d€lozniho hrdla (Fait et al.

2009).

Obrazek 1: Lidsky papilomavirus V elektronovém mikroskopu

Zdroj: http://web.uct.ac.za/depts/mmi/stannard/emimages.html
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1.1.2 Struktura papilomaviru

Papilomaviry spole¢né s polyomaviry a adenoviry tvofi skupinu nadorovych virt,
od roku 2000 pak samostatnou celed” Papillomaviridae. Nemaji lipoproteinovy obal,
jsou to tzv. nahé viry, coz jim poskytuje veEtsi rezistenci, ale mensi antigenicitu.
Dvacetisténna kapsida papilomaviru o velikosti 55 nm, tvoifena dvéma kapsidovymi
proteiny L1 aL2, obsahuje dvouvlaknitou kruhovou molekulu DNA, tvoienou
8000 pary bazi. Krom¢ dvou kapsidovych proteinti kdéduje papilomavirovd DNA jesté
6 ¢asnych proteini El1, E2, E4, ES5, E6, E7, znichz pro zvrat infikované bunky
v nadorovou jsou dulezité dva onkoproteiny vysokorizikovych typi E6 a E7 (Fait et al.
2009). Mezi L1 a E6 lezi tiseky nazyvané long control region (LCR), neboli nekodujici

oblast, kde jsou uloZeny sekvence nutné pro infekéni cyklus viru (Freitag 1998).

E1 - replikace
E2 - replikace aregulace transkripce

E4 - maturace virovych Eastic LCR

v v . 7904
ES - bunééna proliferace
7000 1000

stimulace Gcinka raznych ristovych faktora lidského téla E1

E6 - degradacegenu p53 soo0  HPV16 200

} transformace nakazené buiky 5000

E7 - degradacepRb -

L1 - hlavni bilkovina kapsidy /
E2

L2 - mensi bilkovina kapsidy

Obrdzek 2: Schéma vysokorizikového typu lidského papilomaviru: HPV16
Zdroj: www.hpv16al8.cz/pro-lekare/o-hpv/

1.1.3 Rozdeleni papilomaviri

Papilomaviry jsou druhové specifické, nejsou prenosné na jiny zivocisny druh
ainfikuji epitelidlni bunky slizniéni nebo koZni tkéné. Podle schopnosti vyvolat
rakovinné bujeni je délime na nizkorizikové (low-risk, LR) a vysokorizikové (high-risk,

HR). V soucasné dob¢é zname asi 300 typu papilomavird, z nichZ zhruba 120 infikuje
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Clovéka. Genitalni oblast cloveka infikuje asi 40 typu papilomavird s riznym
onkogennim potencialem (tabulka 1).
Typy papilomavira rozliSujeme na zakladé sekvence genomu hlavniho kapsidového

proteinu L1 (Fait et al. 2009).

Tabulka 1: Onkogenni potencial genitalnich typl papilomavira (Fait et al. 2009)

HR typy — vysokorizikové typy 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45,51, 52, 56, 58, 59, 68,
HPV 73, 82

Pravdépodobné HR typy HPV 26, 53, 66

LR typy — nizkorizikové typy HPV | 6, 11, 40, 42, 43, 44, 54, 61, 70, 72, 81, cand89

Typy s neurcitym rizikem 34,57, 83

Onkogenni lidské papilomaviry jsou také spojovany se spinocelularnimi karcinomy
hlavy akrku. Zatimco incidence karcinomu hltanu a hrtanu klesa, je pozorovan
vyznamny nariist karcinomu orofaryngu (Wittekindt et al. 2012).

Celkem 99,7 % pripadi karcinomu dé€lozniho hrdla je HPV HR pozitivnich.
Piiblizné na 70 % piipadi se podili HPV HR 16 a18. Zbytek tvoii karcinomy
zpusobené HPV 31, 33, 45, 52 a 58 (Cibula, Petruzelka et al. 2009).

1.1.4 Prenos HPV

Lidské papilomaviry se ptenaseji predevsim pohlavnim stykem. V dnesni dobé jsou
papilomaviry nejcastéj$i sexudlné prenosné agens. V prubéhu Zivota se az 80 %
sexualné aktivnich osob setkd alespon s jednim typem HPV. Hlavné u mladych Zen je
vétSina papilomavirovych infekci klinicky zcela bezptiznakova a detekovatelna

v bunikéch stéru z délozniho hrdla pouze metodami molekuldrni biologie.

1.1.5 Infekcni cyklus papilomaviri

Papilomaviry se dokonale ptizpisobily jim vnimavé tkani, dokonale rozliSuji
epitelidlni bunky. Infekéni cyklus za¢ind navazanim infek¢nich virth na nezralé bunky
V bazélni vrstvé epitelu a jejich pohlcenim. Viry do nich pronikaji ptes mikroskopicka

poranéni sliznice, ale nékteré typy infikuji bunky v mistech, kde je pfistup K nezralym
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bunikdm usnadnén, naptiklad mezi cylindrickym a dlazdicovym epitelem (dé€lozni hrdlo,
anus).

Pfestoze jsou papilomavirové infekce velice Casté, vétSina z nich spontann€ vymizi.
Podle rozsahlych studii 1ze pouze u malé ¢asti HPV DNA pozitivnich zen v naslednych
vzorcich detekovat stejny typ viru. Neni ale jasné, zda se organizmus zbavi viru uplné,
nebo zda virus zlstava v latentni form¢ v bazalnich bunkach. Je prokazano, ze
nebezpe¢i vzniku cervikalni neoplazie je umérné délce infekce (poctu nasledujicich
HPV DNA pozitivnich vzorkt). Vysokorizikové typy zistavaji v organizmu déle
(pramérné 15 mésicll) nez typy nizkorizikové (primérné 11 meésicti). Doba prezivani
viru v makroorganizmu je zavisla na sile infekce. Kdyz je virova naloz nizka, zbavi se

napadeny organizmus infekce rychleji (Fait et al. 2009).

1.1.6 Replikacni cyklus papilomavirii

Replikacni cyklus papilomaviru pak probihd v jadfe infikované bunky.
Nediferencovana bunka se déli, coz vede ke ztlus§téni tkan€ — bradavicim. Déleni bunék
je podminéno virovymi proteiny, avSak exprese proteinl je nizk4 a vede k Uniku infekce
imunologickému systému infikovaného organizmu. V builkdch se sice mnozi virova
DNA, ale pocet kopii ziistava nizky. Jakmile se buiika pfesune do suprabazalni vrstvy,
prestava se délit a zacina proces diferenciace. Tady se nejprve namnoZi virovda DNA na
tisice kopii na buiku, pfestdvaji se tvofit Casné proteiny a zacinaji se tvofit proteiny
kapsidové.

Abnormalni nalezy alehké skvamoézni intraepitelialni 1éze (low-grade squamous
intraepithelial lession — LSIL) na dé€loznim hrdle souvisi s nizko i vysokorizikovymi
typy HPV. Délici se builky dosahuji maximalné jedné tietiny epitelidlni vrstvy.
V hornich vrstvach jsou bunky vrizném stadiu diferenciace. Stejné jako
U bezptiznakové infekce, velka cast téchto nalezli regreduje a virus pravdépodobné
vymizi. Latentni infekci definovanou pfitomnosti genetické informace viru v bazalnich
epitelidlnich buiikach nelze vyloucit.

Pokud infekce vysokorizikovymi typy pretrvava dlouho, mohou se vyvinout t€zké
intraepitelialni 1éze (high-grade squamous intraepithelial lession — HSIL). HSIL jsou
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charakterizované replikaci nezralych epitelialnich bun¢k v celé vrstvé epitelu, které uz
se dale nediferencuji a jsou povazovany za prekurzor karcinomu délozniho hrdla. Jedna
se 0 high-grade cervikalni intraepitelialni neoplazie — CIN2, CIN3 a carcinoma in situ —
CIS (Fait et al. 2009).

Cytopatogenni efekt HPV se krom¢ vyse uvedenych bunécnych zmén projevuje
jesté pritomnosti bunék s perinuklearnim projasnénim tzv. koilocyty (Cibula, Petruzelka

et al. 2009).
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Obr. 1 Vyvoj infekce lidskymi papilomaviry (human papillomavirus — HPV).

Prostrednictvim mikrotraumat pronika HPV do bazalnich vrstev stratifikovaného epitelu cervixu. Prvim projevem infekce je produkce koilocyt.
S perzistenci infekce a postupnou integraci virové DNA do genomu bunék dochazi k progresi zmén az do prolomeni bazaini membrany

a invaze nadorovych bunék do stromatu cervixu. Rozvoj zmén az do stadia invazivniho nadoru je diouhodoby a v optimalnim pripadé by mél
byt véas odhalen ve stadiu dysplastickych zmén efektivné fungujicim screeningovym programem.

koilocyty — keratinocyty s perinuklearnim halo, projev cytopatického efektu infekce HPV na diazdicové bunky cervixu; CIN - dysplazie cervixu
(cervikalni intraepitelialni neoplazie); CIS - carcinoma in situ

Obrazek 3: Vyvoj infekce lidskymi papilomaviry
Zdroj: http://lwww.remedia.cz/Clanky/Lekove-profily/Bivalentni-vakcina-proti-infekci-

lidskymi-papilomaviry/6-1-is.magarticle.aspx

1.1.7 Imunita pri infekci HPV

Infekéni  viriony se kompletuji v hornich vrstvach sliznice auvoliuji se
Z odumirajicich bunék. Infekce je lokalni bez virémie, je omezena na epitelialni vrstvu,

neni doprovazena zanétem, ktery by imunitni systém varoval. Inkuba¢ni doba ma
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rozpéti od tydnti po mésice, pfiblizné stejnd doba uplyne od infekce k indukci specifické
imunitni reakce. Nejprve (mésice az rok od infekce) se aktivuje bunécna ¢ast CD4+ T
lymfocyti. U 0sob s poruchami buné¢né imunity (napf. pacienti po transplantacich, HIV
pozitivni osoby) nachazime zvySenou frekvenci HPV infekci. Protilatky proti
kapsidovému proteinu L1, které zatim nejsme schopni detekovat u vSech infikovanych,
se objevuji obvykle 8-16 mésicu po infekci, ovSem jejich hladiny jsou nizké a nejsou
schopné zabranit reinfekci stejnym virem. V organizmu mohou pietrvavat dlouhodobé
(Fait et al. 2009).

HPV unikaji kontrole imunitniho systému narusenim signalni drahy spojené
s interferony (INF), které stimuluji za normalnich okolnosti antivirovou aktivitu
imunitniho systému. V pribé¢hu HPV infekce se snizuje pocet Thl- lymfocyti, které
produkuji imunostimulaéni cytokiny (IL-2, TNF-a). Poc¢et Th2- lymfocytl, tvoficich
cytokiny tlumici imunitni odpovéd’ (IL-10), naopak stoupa.

Klinicky prubeh infekce HPV je v disledku odlisnosti imunitniho systému kazdého
jednotlivce rozdilny. Byla zkoumana souvislost HPV infekce s rliznymi haplotypy HLA
systému. Vysledky dosud publikovanych studii jsou rozporuplné¢ z divodu odlisné
prevalence haplotyptt HLA a rizné prevalence infekce HPV v riznych populacich. Jako
rizikové haplotypy se jevi napi. HLA-A2, HLA-B7, HLA-B44, HLA-DQ3, naopak
haplotyp HLA DRB1*1301 by mohl do jist¢ miry pted HPV infekci chranit (Laco
2012).

1.1.8 Osud papilomavirové infekce

Osud papilomavirové infekce mize byt troji:
- perzistence (stalost, odolnost)
- regrese (utlum)

- progrese (Sifeni)

41 % vSech stupnit skvamozni intraepitelialni neopldzie perzistuje, zhruba 33 %
regreduje a 25 % progreduje. Z progredujicich 1ézi se v 10 % rozvine carcinoma in situ

aVv 1% invazivni karcinom délozniho hrdla.
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Rozhodujici ulohu v regresi nalezu ma bunécnd imunita. Spontanni remise
provazeji primarni infekce, u perzistujicich infekci vzrstd pocet ruznych stupni
prekancer6z. K perzistenci viru pfispiva snizeny pocet Langerhansovych bunék
v infikovaném epitelu, jejichz tkolem je prezentovat antigeny jinym buikdm
imunitniho systému.

Inkuba¢ni doba pro vznik karcinomu je odhadovana na 20 avice let,

U imunosuprese je kratsi (Freitag 1998).

1.2  Diagnostika papilomavirové infekce

Znepiimych metod lze papilomavirovou infekci prokazat kolposkopii
a onkologickou cytologii. Kur€eni diagnézy nam pomuze 1 histologicky obraz
asérologické  metody. Mezi piimé metody patii  imunohistochemicky,
imunocytochemicky pritkkaz kapsidového antigenu L1 a dnes dominujici hybridizace

virové DNA (Freitag 1998).

1.2.1 Kolposkopie

Kolposkopie je technika vyuZivajici pfimého obrazu pomoci binokularniho
zvétSovaciho systému. K popisu ahodnoceni kolposkopického nalezu se uziva
kolposkopickd nomenklatura a kolposkopické znaky. Rozsitend kolposkopie vyuziva ke
zvyraznéni zmén 3% nebo 5% roztok kyseliny octové, Lugoliv roztok nebo 1% roztok
toluidinové modfi. Sledovany jsou abnormality cévni a epitelové. Pouziti barevného
zeleného filtru usnadiiuje pozorovani cévnich zmén. K vizualizaci cervikalniho kanalu
je zapotiebi vatova Stéticka, stfedni zahnuty pean nebo Koganova zrcadla (Cibula,
Petruzelka et al. 2009).

Uloha kolposkopického vysetieni délozniho hrdla:

- Zhodnoceni léze.

- Odhad stupné zavaznosti 1éze.

- Posouzeni velikosti l1éze.

- Urceni suspektnich mist k odbéru biopsie (Turyna, Slama et al. 2010).
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Kolposkopicka klasifikace:

Normalni nélezy — originalni dlazdicovy epitel, cylindricky epitel, transformacni zéna.

Abnormalni nalezy — plochy, sné¢hov¢ bily acetopozitivni epitel, syty bily acetopozitivni
epitel nerovného povrchu, jemna mozaika, hruba mozaika, jemné nebo hrubé
puntickovani, ¢astecné jodpozitivni svétle zlutd zona, jodnegativni syté¢ zlutd zona,
atypické cévy.

Nedostatecné kolposkopické nélezy — tézky zanét, atrofie, poranéni, délozni hrdlo neni
viditelné.

Razné zmény — kondylomata, keratoza, eroze, zanét atrofie, polypy (Cibula, Petruzelka

et al. 2009).

1.2.2  Cytologicka diagnostika

Stér zd¢lozntho hrdla pro onkologickou cytologii je metoda vyvinuta
Papanicolauem v prvni poloving 20. stoleti. Je zakladem vétSiny screeningovych testd,
které maji identifikovat pfednadorové stavy a umoznit tak vcasné sledovani nebo 1écbu
s dobrou progndézou (Fait et al. 2009). Nejnov¢jsi komplexni hodnoceni natéru je
systém hodnoceni Bethesda, ktery rozliSuje: nizky stupen dlazdicové intraepitelialni
1éze (low-grade SIL) a vysoky stupeni dlazdicové intraepitelialni 1éze (high-grade SIL)
(Freitag 1998).

Bethesda systém hodnoceni: v roce 1988 se v Bethesd¢ (Maryland) sesli vyznamni
cytologové a odbornici v gynekologické praxi, aby vypracovali syst¢ém hodnoceni
cervikovaginalnich stérti do vSech detailti. Je zde kladen duraz predevSim na dokonalé
vyplnéni priavodky k cytologickému stéru, které usnadni cytologovi rozhodovéni.
Cytologicky zéveér musi byt pfesny a umozni odpovidajici péci o pacientku (Kobilkova
et al. 2006).

Cytologicka diagnostika se zaklada na hodnoceni dlazdicovych, cylindrickych
a zlazovych bunc¢k. Hodnoti se shluky bunék, struktura jader, bunécnéd cytoplazma
apozadi preparatu. Cytolog rozlisi benigni zmény bunék aabnormalni zmény
dlazdicového a zlazového epitelu. Dale se cytolog slovné vyjadii ke kvalité preparatu,

k arovni proliferace dlazdicovych epitelii, k pfitomnosti zanétlivych elementd
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a k mikrobidlnimu pozadi. Na zavér cytolog piida diagnosticky souhrn

nejvyznamnéjSich zmén adoporu¢i dalSi diagnostiku nebo interval dalSiho

cytologického odbéru (Roztocil et al. 2011).

V cytologii je specifickym projevem HPV infekce vznik koilocytu a dyskeratocytu.

Koilocyt je buiika s vétsim, hyperchromnim méchyikovitym jadrem obklopenym
vakuolizaci cytoplazmy, tzv. perinuklearnim haldé (obrazek 4). V jadie byvaji
eosinofilni inkluze, cytoplazma ma vétSinou cervenofialové zbarveni.

Dyskeratocyt je mala keratinizovana bufika s hyperchromnim jadrem a Zlutou nebo
oranzovou cytoplasmou (obrazek 5). Dyskeratocyt je Casto pfitomny ve shlucich

(Freitag 1998).

Obrazek 4: Typické koilocyty

Zdroj: http://www.cervix.sk/cytologia/obr-LSIL.php
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Obrazek 5: Keratocyty

Zdroj: http://www.eurocytology.eu/static/eurocytology/pol/cervical/mod5img2l.html

Mezi abnormalni zmény dlazdicového epitelu patii:

- low grade SIL — nizky stupen dlazdicové intraepitelialni 1éze, jedna se o prekancerozu
lehkého stupné. Bunky maji 3-6krat vétsi jadra na ukor cytoplazmy. Obraz
odpovida histologickému obrazu CIN1.

- high grade SIL — vysoky stupen dlazdicové intraepitelialni 1éze, je jiz t€Z8i stupen
prekancerozy. Objevuje se vysoky pomér jadra vzhledem k cytoplazmé, variabilita
a vétsi barvitelnost jader, degenerace jadra. Cytologické stéry obsahuji velké
mnozstvi bunék, odlou¢ené buiiky jsou nahrazovany jinymi. Cytolog doporucuje
ov¢tit nalez histologicky. Obraz odpovida histologickému obrazu CIN2 a CINS.

- invazivni karcinom dlazdicového epitelu délozniho cipku — ke zméndm bunécného
jadra a jeho membrany se ptidavaji zmény na bunécném pozadi. Mezi bunikami
jsou leukocyty a erytrocyty. Cytologicka kritéria jsou: zmény na bunkach jako
U high grade SIL, nadorové pozadi charakterizujici invazi, nejasné hranice
cytoplazmy, shluky bunék — clustery (Rozto¢il et al. 2011).

Efektivita screeningu pomoci stéru onkologické cytologie se pohybuje kolem 60 %,

je ovlivnéna intervalem mezi jednotlivymi odbéry, kvalitou cytologickych laboratofi
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a pokrytim populace. Nevyhodou je vysoka falesna negativita vysledkli vysetfovanych

pacientl s bunéénymi abnormalitami cervikalniho a analniho kandalu (Fait et al. 2009).

1.2.3 Histologicka diagnostika

Histologicka diagnostika informuje o stavbé tkani, bunék a principech jejich
usporadani. K rozvoji této diagnostiky vyraznou mérou pfispély histochemické,
imunocytochemické, imunohistochemické a hybridizacni metody. Zasadni zlom
v 70. letech minulé¢ho stoleti pfinesla hybridomovd konstrukce monoklonalnich
protilatek (1984 Nobelova cena pro Kohlera a Milsteina), umoziujici imunolokalizaci
epitopt sledovanych antigenti (Vajner et al. 2010).

V nejasnych piipadech lze v diagndze cervikalni intraepitelialni neoplazie (CIN)
pouzit imunohistochemické metody. VySetfuje se marker bunéc¢né proliferace — protein
Ki-67, pomoci kombinace protilatek. Protein p16 je inhibitor cyklin dependentni kinazy
aje prikazny V buiikdch infikovanych high risk genotypy (Cibula, Petruzelka et al.
2009).

Na histologick¢ urovni je cervikalni intraepitelidlni neoplazie — CIN,
charakterizovana poruchou maturace s rozsifenim bazalni epitelialni zony a jadernymi
abnormalitami. Jedna se o jaderné pleomorfie, hyperchromazie, nepravidelnosti jaderné
membrany a 0 atypické mitdzy. Histologicky rozliSujeme tfi stupné:

- CINI1: mirna dysplazie

- CIN2: stfedni dysplazie

- CIN3: tézka dysplazie a carcinoma in situ

CIN1 je charakterizovdna piitomnosti zmén v dolni 1/3 epitelu, kde jsou poruchy
maturace s jadernymi atypiemi a zvySenou mitotickou aktivitou. V hornich 2/3 epitelu
nachazime cetné koilocyty a mirné jaderné atypie.

CIN2 je na histologické urovni charakterizovana maturaci horni 1/3 epitelu.
V dolnich 2/3 jsou poruchy maturace s builkami s jadernymi atypiemi, cetnéjSimi
(atypickymi) mitézami a zvétSenym nukleocytoplazmatickym pomérem.

CIN3 zahrnuje icarcinoma in situ (vyrazna porucha maturace s jadernymi

poruchami tézkého stupn¢). Histologicky jsou u CIN3 znamky poruchy maturace
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Vv celém epitelu nebo je maturace jen ve vrchnich vrstvach. Jsou zde vyrazné jaderné

atypie s ¢etnymi a atypickymi mitézami (Cibula, Petruzelka et al. 2009).

1.2.4 Sérologicke metody

Sérologick¢ metody patii Knepfimym metodam. Vyuziva se zde detekce
neutralizacnich protilatek, které vykazuji ¢asteCnou typovou specifitu. Urcité obtize
vSak predstavuje piiprava antigent a interpretace nalezii. Pozitivni titry protilatek
ukazuji na dfive prodélanou HPV infekci, negativni protilatky infekci nevylucuji.
Protilatky nejsou ziejmé celozivotni. Pokrok Ize ocekavat od syntézy virus-like partikuli
(VLP) ajejich vyuziti jako antigend pro sérologické metody. Protilatky proti E6 a E 7
proteinim HPV 16 by mohly byt nadé¢jnymi ukazateli cervikalniho karcinomu (Freitag
1998).

Epidemiologické studie vysoce séropozitivnich Zen anti-HPV 16/18 (po pfirozené
infekci) vykazuji snizené riziko HPV 16 a HPV 18 infekce u téchto zen (Safaeian et al.
2010).

1.2.5 Imunohistochemické metody

Imunohistochemicka vySetfeni sleduji telomerazové aktivity a detekuji proteiny
(p16, Ki-67, bunétné onkogeny MYC, cykliny, survivin, laminin 3) pomoci
specifickych protilatek (Halada, Spagek 2011).

Markery proliferace:

Ki67 je protein, ktery je silné exprimovan u CIN jako nasledek zvysené proliferace
epitelovych bun¢k. Ma vyznam pro odliSeni normaélnich a LG 1ézi.

MYC je bunétny onkogen, jehoz hladiny stoupaji v zavislosti na stupni CIN, zvySena
exprese je u KDH.

Cykliny jsou nalézany u vsech stupinit CIN ve vyssich hladinach.

Telomerazova aktivita je zvySena u HG prekancerdz.

Aktivita komplexu replikacnich proteinit MCM5 a CDC6 je prokazana u dysplastickych

zmen.
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Markery jadernych abnormalit:
Aneuploidita (zvySeni nebo snizeni poctu chromosomi) zjist€éna ve spojitosti
s pokrocilym stadiem dysplastickych zmén.

vvvvvv

spojitost s progresi CIN 3 do invazivniho karcinomu.

Jiné bunécéné markery:

Chybéni p53 a p RB je nespecifickou zménou fady malignit.

Proteiny teplotniho Soku (heat shock proteins — HSP), zvySena exprese HSP 40, HSP 60,
HSP 70 byla popsana v souvislosti s nartstajicim stupném CIN.

Survivin je casnym ukazatelem karcinogeneze ajeho hladina je pfimo uUmérna
zévaznosti CIN.

Metylace je modifikace genové exprese, ktera vede k inaktivaci tumor supresorovych
gentl u KDH.

CA9/MN antigen je transmembranovy protein, ktery se tvofi pii nizsi tenzi kysliku a je
prokazovan u vSech stupnit CIN (v pfitomnosti atypickych bunck).

p16 je tumor supresorovy inhibitor kindz, ktery je zvySené exprimovan v navaznosti na
deregulovanou produkci papilomavirového onkoproteinu E7. Prikaz pl6 je patrny
uvsech CIN 3, vétSiny CIN 2 ajen malé casti CIN 1. Pro vySetfeni pl6 jsou
aktudlné dostupné ELISA testy, které¢ poskytuji jednoznacné vysledky. Vyhodou je
vysoky potencial k automatizaci.

ProEx C je skupina monoklonalnich protilatek proti proteinim asociovanym s indukci
S faze bunécného cyklu (topoizomeraza I1A). Stanoveni ve studiich vykazuje vyssi
prediktivni hodnotu pro prikaz CIN 3 nez p16 (Turyna, Slama et al. 2010).

Podle studie z Ostravské univerzity sila exprese proteinu pl6 koreluje se stupném
dysplazie adetekce proteinu p53 se projevuje jako statisticky nevyznamna.
Imunohistochemickd vySetfeni proliferacnich markert apl6é mohou upfesnit
diagnostiku prekurzorovych 1ézi. VySetfeni alespoil jednoho z proliferacnich markert
a proteinu pl6 muze piispét k diagnostice drobnych biopsii a pfedev§im k hodnoceni
resekénich okrajii konizatd, které mohou byt obtiZzn€¢ hodnotitelné v zakladnim

histologickém barveni (Vaculova et al. 2007).
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V dalsi studii z roku 2014 se porovnavaly vysledky biomarkerii p16/Ki-67 s HPV
testovanim u zen s abnormalnimi cytologickymi stéry. Vysledky hovoii o srovnatelné
citlivosti obou testovani, avSak vySetfeni biomarkert ukazuje na prekvapivé vyrazné
lepsi specifitu. Citlivost/specifita p16/Ki-67 byla 96,43 % / 60,92 %, high risk HPV
89,29 % / 14,94 %. Dale studie uvadi, ze tfidéni CIN 1ézi pomoci biomarkerd pfinasi

V testovaném souboru (515 zen) financni usporu 46 000 dolarti (Killeen et al. 2014).

1.2.6 SCCA

Tumor marker SCCA (Squamous Cell Carcinoma Antigen) ma prognosticky
vyznam u pacientek s operabilnimi stadii dlazdicobunééného karcinomu délozniho hrdla
se zaméfenim na nadorovou lymfadenopatii a recidivu zdkladniho onemocnéni. SCCA
je senzitivni marker recidivy onemocnéni u pacientek s elevaci markeru pied primarni
operaci. Nejcastéji recidivy manifestuji po ukoneni primarni terapie b&hem
nasledujicich dvou let. Sérova pozitivita markeru se vyskytuje u 80 % recidiv (Minaf,

Weinberger 2011).

1.2.7 HPV test

V soucasné dob¢ je pro detekci HPV k dispozici fada metod, které 1ze rozdélit do
dvou hlavnich skupin: metody amplifikujici cil a metody amplifikujici signal. Principem
metod amplifikujici cil je nejprve namnoZeni virovych nukleovych kyselin, které jsou
nasledné analyzovany a detekovany. K amplifikaci (namnozeni) virové DNA se
nejCastéji pouziva PCR (polymerazova fetézova reakce), k amplifikaci mRNA se
pouziva PCR s reverzni transkriptazou (RT-PCR) nebo NASBA — metoda probihajici pii
konstantni teplot& (Laco 2012).

V lednu roku 2009 byl na evropsky trh uveden test pro detekci vysoce rizikovych
HPV genotypt: Abott RealTime High Risk HPV test. Principem testu je polymerazova
fetézova reakce (PCR) a test je ur¢en k detekci HPV 16 a HPV 18 odd¢len¢ a dalSich 12
HPV genotypl. Test se pouzivd pro ovéfeni stupné prekancerdzy a Vv primarnim
screeningu KDH u zen starSich 30 let (Poljak 2013).

Zakladnim principem metod amplifikujicich signdl je hybridizace specifické sondy

s virovou DNA, at’ uz v tekuté form¢ nebo tkani (Laco 2012). Test je zalozen na pfimé
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hybridizaci se signalnim amplifikaénim krokem, pfi kterém je specifickd HPV RNA
proba hybridizovana k HPV DNA a nasledné detekovéna protilatkami specifickymi pro
vytvoifené hybridy RNA-DNA. HPV test je pfinosny k hodnoceni perzistence HPV
infekce nebo reinfekce po zdkroku na déloznim hrdle. Detekce DNA HPV je
V soucasnosti nejvice pouzivanym biomarkerem (Turyna, Sldma et al. 2010).

Zjistilo se také, ze HPV testovani parovych vzorkt moce by mohlo byt uzite¢né pro
screening cervikalnich 1ézi (Ducancelle et al. 2014).

Studie z roku 2000 obsahuje srovnani detekce HPV (pomoci hybridizace in situ)
a imunohistochemického priikazu papilomavirového proteinu E6. Vysledkem studie je,
ze imunohistologicky prikaz proteinu E6 typt HPV 16 a HPV 18 je schiidny a vysoce
specificky s pouzitou protilatkou. Senzitivita je vSak nizka a je nutné pouzit metodu
s amplifikaci signdlu biotinylovanym tyramidem. Test je i pfesto zajimavé pouzit jako
¢astecnou nahradu naro¢nych hybridizacnich technik nebo jako prognosticky ukazatel

reakce nadoru na radioterpii a chemoterapii (Anton et al. 2000).

1.3 Klinické projevy HPV infekce

Klinické projevy HPV infekce miiZeme rozdélit do tii skupin: latentni, subklinickou
(subklinicka papilomavirova infekce — SPI) a klinickou (manifestni) formu. Latentni
formu prokazeme jen HPV testem, popiipad¢ prikazem protilatek proti lidskému
papilomaviru. Subklinickd pifevazujici forma ma projevy, které zjistujeme

kolposkopickym, cytologickym a histologickym vySetfenim.

1.3.1 Genitalni bradavice

Klinicka manifestni forma HPV infekce (HPV 6, HPV 11) se projevuje zevnimi
genitalnimi bradavicemi (external genital warts — EGW, unas souborné¢ nazyvany
kondylomata zevniho genitalu) a malignimi lézemi. Americkd lékarskd asociace
rozdélila kondylomata na 4 typy: condylomata accuminata, hladké papularni bradavice,
keratotické bradavice, ploché bradavice.

Nejbéznéjsimi lokalizacemi bradavi¢natych afekci jsou kromé vulvy — vagina,

délozni &ipek, urethra, periandlni oblast a anus. Spiaté a papilarni kondylomata vulvy
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se objevuji solitarné€ i Vv trsech. Maji prstikovity vzhled a vrchol kopulovitého tvaru. Na
test s kyselinou octovou reaguji kondylomata zb&lenim.

HPV typy 40, 42 a 43 jsou povazovany za puvodce genitalnich bradavic v mensi
mife.

Jediny maligni nador, u kterého jsou téméf vyhradné prokazany nizkorizikové (low-
risk) typy HPV 6 aHPV 11 je Buschke-Lowensteinuv tumor. Tento nador muze

predchazet veruk6znimu dlazdicobunéénému karcinomu (Freitag 1998).

1.3.2  Cervikalni dysplazie

Klinicky obraz cervikalnich dysplazii byva nendpadny. Projevuje se vodnatym
zakrvavélym vytokem a krvacenim po styku. Zndmkou pokrocilého stadia onemocnéni
byva bolest v malé panvi, bolest v bedrech, méstndni moci v ledvindch v disledku
obstrukce uretert, lymfedém dolnich koncetin.

K rastu karcinomu délozniho hrdla dochazi bud’ na povrchu ¢ipku (exocervikalni
forma — Casté&jsi) nebo v cervikalnim kanale (endocervikalni forma). Na povrchu ¢ipku
se tvoii kiehké kvétakovité formy (smérem do pochvy), které pii kontaktu krvéceji.
Endocervikalni forma roste dlouho bez ptiznaki, mé invazivni charakter rustu.

Sifeni karcinomu je kontinualni, postihuje parametrium (zavésny aparat délohy),
vagindlni epitel, myometrium (stfedni vrstva) hrdla a téla de€lozniho, lymfatické uzliny

a okolni tkan¢ (Roztocil et al. 2011).

1.4 Maligni epitelové nadory hrdla déloZniho
1.4.1 Rizikové faktory vzniku karcinomu deélozniho hrdla

Mezi nejznamé;jsi rizikové faktory vzniku KDH patii:

- perzistujici infekce HR HPV, jde o faktor etiopatogeneticky,

- Casna koitarche, rozumi se ji zahdjeni sexudlniho Zivota pted 16. rokem véku,

- vy$$i pocet sexualnich partnert, 10 a vice partnerti: 2-3x vyssi riziko,

- promiskuitni muzsky partner, anamnéza sexualné pfenosné nemoci,

- koufeni véetné pasivniho, porucha lokalni imunity, plati pro spinocelularni karcinom,

- multiparita, vyssi riziko od 3 a vice porodi,
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- nizky v€k prvniho porodu,

- nizké socioekonomické postaveni,

- HIV pozitivita, imunodeficience, imunosuprese,

- hormondlni kontracepce, pusobi rizikové pti soucasném vlivu dalSich faktori: HR
HPV pozitivita, imunosuprese,

- dalsi sexudlné ptenosné infekce: chlamydie, herpes virus-2,

- dieta s nedostatkem betakarotenu a vitaminu C,

- rodinnd anamnéza, pfi onemocnéni matky ¢i sestry,

- n¢které alely a haplotypy HLA systému,

- absence cytologického screeningu tj. sekundarni prevence KDH (Cibula, Petruzelka et

al. 2009).

1.4.2 Anatomie hrdla délozniho

Délotni Spek

Pochva

Normaini buhky

Buhiy
rokoviny
délodniho Lipku

l Vidva

Obrazek 6: Anatomie zenského reprodukcniho systému — lokalizace délozniho Cipku

a znazornéni jeho zmén V disledku KDH

Zdroj: http://www.vecverejna-cz.eu/cs/o-rakovine-delozniho-cipku
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Hrdlo délozni (cervix uteri) je dolni ¢ast délohy valcovitého tvaru. Délka délozniho
hrdla je pramérné 30-35 mm. Cipek délozni je &ast hrdla vyénivajici do pochvy, ma
piedni a zadni pysk také oznacovan jako ektocervix a exocervix. Trubicovy kanal hrdla
délozniho ma slizni¢ni fasy uspotfaddany do tvaru palmovych listii (Turyna, Sldma et al.
2010).

1.4.3 Histopatologicka klasifikace karcinomu delozniho hrdla

Vznik karcinomu dé€lozniho hrdla je vicestupniovy, komplexni proces.
Vysokorizikové typy 16 al8 mohou navodit nddorovou transformaci a klondlni
proliferaci bunék vedoucich ke vzniku karcinomu (Roztocil et al. 2011).

Nejcastéjsim malignim epitelovym nddorem hrdla d€lozniho je dlazdicobunécny
karcinom. Ptedstavuje 60-80 % vSech karcinomti v této oblasti. Dlazdicobunéény
karcinom etiologicky souvisi s HPV infekci. Vznika z prekurzorovych 1ézi, tj. high-
grade cervikalni intraepitelialni neoplazie — CIN2, CIN3 a carcinoma in situ.

Invazivni dlazdicobunéény karcinom rozdélujeme na nékolik histologickych typi.
Nejbeéznéjsi rozliSeni je na rohovéjici a nerohovéjici dlazdicobunéény karcinom. Méné
Casté varianty bazaloidni, verukézni, kondylomatdézni, papilarni, lymphoepithelioma-
like, skvamotranzicionalni maji také prognosticky vyznam.

Rohovéjici dlazdicobunécny karcinom je tvoten dlazdicovymi rizné diferencovanymi
bunikami s patrnymi mezibunéénymi mdistky a Vv cytoplazmé s keratohyalinnimi
granuly. Typicka je pfitomnost tzv. keratinovych perel, tj. virovité uspoiadanych
bunék s centralné€ uloZenym keratinem.

Nerohovéjici dlazdicobunécny karcinom je tvofen nadorovymi buiikami podobného
charakteru jako rohovéjici karcinom, avSak nejsou piitomny bunky vzhledu
keratinovych perel.

U bazaloidniho dlazdicobunécného karcinomu se jednd 0 agresivni typ nadoru se
Spatnou prognozou. Histologicky je tvofen menSimi nezralymi buiikami S malym
mnozstvim cytoplazmy s velkym nukleocytoplazmatickym pomeérem.

Verukozni dlazdicobunécny karcinom je dobie diferencovany karcinom verukozniho

uspotradani, charakterizovany expanzivnim nikoliv infiltrativnim rastem. Je zde
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typicka akant6za, hyperkeratdoza a minimalni pfitomnost jadernych atypii a mitoz.
Nador nemetastazuje, ale mize lokalné recidivovat. Tento nador ma progndzu
velmi dobrou.

Kondylomatozni  dlazdicobunécny  karcinom je  charakterizovan verukdznim
usporadanim a perinuklearnim projasnénim bunék, ptipominajici koilocyty pii HPV
infekci. Jaderné atypie jsou V bazalnich vrstvach. V oblasti spodiny nadoru jsou
mista S tvorbou malych hnizd nadorovych bunék s dyskeratdzou a keratinizaci.

Papildrni dlazdicobunécny karcinom je tvotfen papilami krytymi epitelem s rysy CIN.
Nadorové buiiky maji typickd ovalna hyperchromaticka jadra s ¢etnymi mitdézami
a malé mnozstvi cytoplazmy. V nadoru je prokazatelna infekce HPV16.

Lymphoepithelioma-like diazdicobunécny karcinom se syncytialnimi formacemi, coz
jsou skupiny bun€k s neohranicenymi okraji. Builky maji vezikuldrni jadra
s jadérky a eozinofilni cytoplazmu. Typickym nélezem je zanétliva celulizace ve
stromatu s ptevahou T lymfocytt.

Skvamotranzicionadlni karcinom je papilarn€ uspofadany nddor, charakteristicky
pfechodnymi buitkami a mize obsahovat i loziska s dlazdicobunécnou diferenciaci.

V nadoru je téZ prokazatelnd infekce HPV16 (Cibula, Petruzelka et al. 2009).

1.4.4 Prognoza karcinomu delozniho hrdla

vvvvvv

stagingem). Do stagingu neni vSak pln¢ zahrnuta velikost primarniho nadoru a hloubka
stromalni invaze. Rovnéz zde neni zahrnuta extenze nadoru do délozniho téla. Mezi
dalsi faktory patii postizeni regionalnich lymfatickych uzlin (pocet postizenych uzlin,
rozsah metastaz). Zavazné je i postizeni paraaortalnich uzlin. Dal$im dulezitym

faktorem je parametridlni invaze na poSevni sténu (Cibula, Petruzelka et al. 2009).
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Tabulka 2: TNM a FIGO Klasifikace karcinomu délozniho hrdla (Roztocil et al. 2011)

TNM FIGO

Tis Karcinom in situ -

T1 Nador je omezen na délozni hrdlo |

T1a | Mikroinvazivni karcinom 1A

T1al | Hloubka invaze < 3mm, horizontalné <7 mm 1Al

T1a2 | Hloubka invaze > 3mm a < 5 mm, horizontalné < 7 mm 1A2

T1b | Klinicky viditelnd 1éze nebo 1éze vEétsi nez A2 IB

T1b1 | Klinicky viditelna 1éze <4 cm IB1

T1b2 | Klinicky viditelna 1éze > 4 cm IB2

T2 Nador se $ifi mimo cervix, ale nedosahuje k panevni stén¢ a nesifi se do I
distalni tfetiny pochvy

Toal Nédor se §ifi na proximalni dvé tfetiny pochvy — klinicky viditelnd 1éze | [IA1
<4cm

Toa2 Nédor se $ifi na proximalni dvé tietiny pochvy — klinicky viditelna 1éze | [1A2
>4cm

T2b | Nador se §ifi do parametria, ale nedosahuje panevni stény 1B
Nador se $iti k panevni sténé a/nebo postihuje distalni tietinu pochvy Il

T3 o . . . .
a/nebo zplsobuje hydronefrézu nebo afunkéni ledvinu

T3a | Nador se §ifi na distalni tfetinu pochvy, nedosahuje k panevni sténé A

T3b Nador se $ifi k panevni sténé a/nebo zpisobuje hydronefrozu nebo 1B
afunkéni ledvinu

T4 Sifeni na sliznici mo&ového méchyie nebo sliznici rekta nebo mimo IVA
malou panev

N1 Postizeni regionalnich lymfatickych uzlin 1B

M1 Vzdalené metastazy IVB
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Tabulka 3: 5leté preziti podle Annual report podle FIGO stadii (Freitag 2001):

IAL 95,1 %
IA2 94,9 %
1B 80,1 %
A 66,3%
1B 63,5 %
HIA 333 %
1B 38,7 %
IVA 17,1 %
IVB 9,4 %

Negativnim prognostickym faktorem je invaze do lymfatickych akrevnich cév.
Vzacné a nepiiznivé je intraperitonealni Sifeni karcinomu.

U casnych stadii je za predlécebny prognosticky faktor povazovana hodnota SCCA
markeru.

HIV pozitivita a imunosupresivni onemocnéni nepochybné prognézu zhorsuji.

Stale vice se budou uplatiiovat jako prognostické faktory molekularnébiologické
a molekularnégenetické hodnoty (c-myc onkogen, mutace supresorového genu p53,
cyklooxygenaza-2, DNA ploidie aj.).

Progndzu vyznamné ovliviuji 1é¢ebné faktory — adekvatni radikani operacni vykon

nebo optimalni radioterapie (Cibula, Petruzelka et al. 2009).
1.5 Lécha

1.5.1 Lécbha prekanceroz

Lécba prekanceroz délozniho hrdla zéavisi na rozsahu, lokalizaci 1éze, na
vzdalenosti od cervikdlniho kanalu a na histopatologickém nélezu.

Pro CIN Il a CIN III se doporucuje neodkladné pfistoupit k 1é€ebnému zakroku.
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CIN I se po urcitou dobu sleduje, ale perzistence vice nez 1 rok vede k indikaci
opera¢niho zakroku.

U glandularnich 1ézi se indikuje konizace studenym nozem.

Lécba prekancer6z muze byt destrukéni ¢i ablativni. Destrukéni techniky
predstavuje kryoterapie a laserova valorizace délozniho hrdla. Pred timto vykonem je
nutné znat vysledek predchozi biopsie, resp. histopatologicky nalez.

Excizni metody piedstavuji elektrochirurgické metody, laserova konizace
a konizace studenym nozem. Vykony, které zasahuji do endocervikalnich 1€zi, jsou
doplnény endocervikalni kyretazi (Roztocil et al. 2011).

Loop elektrochirurgicka excize (LEEP) je ptevladajici 1éba cervikalni
intraepitelidlni neoplazie (CIN 2, CIN 3) ve Spojenych statech. Zeny, které mély po
LEEP pozitivni vysledek HPV testu (zejména HPV 16), mély vysoké riziko nasledné
CIN 2, CIN 3. HPV detekce samostatna nebo v kombinaci s cytologii tak muze byt
uzitecna ve strategii postupti po LEEP (Kreimer et al. 2006).

1.5.2 Lécha karcinomu délozniho hrdla

Lécba karcinomu d€lozniho hrdla zahrnuje tii 1écebné postupy — samostatné nebo
kombinované: operacni 1é¢bu, radioterapii a chemoterapii.

Operacni 1écbu voli 1ékat dle rozsahu onemocnéni a dle pfani nemocné zachovat
fertilitu. Pacientky se v celkové dobrém stavu s KDH (v ¢asném stadiu) operuji.
Vyhodou je zachovani funkce vajecnikli, pacientka je bez nepfiznivych ucinkt
radioterapie alze ziskat piesné informace o rozsahu onemocnéni na zakladé
histopatologického vysetieni.

Vyhodou radioterapie je 1é¢ebny efekt i u pokrocilého cervikalniho karcinomu. Zde
je jiz technicky nemozné radikaln¢ operovat. Operacni 1écba a radioterapie zvySuje
Cetnost komplikaci a vedlejSich ucinki radioterapie.

Kurativni radioterapie kombinuje zevni ozafovani malé panve do vySe obratle L4/5
(v pfipadé postizeni uzlin ivySe) s brachyradioterapii (vnitini ozafeni). Davka
Z brachyradioterapie je aplikovana pomoci tfikanalovych aplikatori (Fletcheriv

a Heschkeho), které maji dva kanaly v poSevnich klenbach a jeden v déloze. Aplikator
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se zavadi v celkové anestezii. V posledni dob¢ se v brachyradioterapii zacina prosazovat
3D planovani pomoci pocitacové tomografie.

Pti paliativni radioterapii se provadéji vétSinou zkracené rezimy s cilem ulevit od
potizi, nejcastéji od krvaceni. U pokrocilych stadii karcinomu Ize pacientkam podat na
oblast panve i jednorazovou davku 8-10 Gy.

Chemoterapie se uziva vramci primarni chemoradioterapie. Podava se jednou
tydné a pouzivanym cytostatikem je cisplatina. V 1é€bé recidiv a metastaz lze pouzit
i kombinovanou chemoterapii: cisplatina a ifosfamid (Rozto¢il et al. 2011).

Lécba pokrocilého nadoru jakékoliv lokalizace je po vy€erpani lokalni 1é¢by vzdy
paliativnim postupem. V tomto kroku jsou zkouména rtizna lécebnd schémata u vsech
nadorovych lokalit a za pokrok je povazovan vyznamny rozdil v mife 1écebné odpovédi.
Vétsinou tento rozdil vSak nema vliv na délce pfezivani nemocnych.

Postaveni kombinace cisplatina a topotekan v 1écbé pokrocilého, perzistujiciho
karcinomu hrdla délozniho je zcela jiné. Jedna se o ucinnou léebnou kombinaci se
zvladnutelnou toxicitou (i unemocnych ptedléCenych jak radioterapii, tak
chemoterapii), kterd jako viilbec prvni dokdzala prodlouzit zivot nemocnych s KDH ve

srovnani se standartni platinovou chemoterapii (Finek 2008), graf 1 v ptiloze 1.

1.6 Epidemiologie

Genitalni typy HPV se §ifi pfedev§im pohlavnim stykem, ale nelze vyloucit ani
pfenos z matky na novorozence. Ve vyspélych zemich jsou papilomaviry nejcastejSim
pfenosnym virovym agens. 80 % sexualné aktivnich osob je v priib&éhu Zivota nakazeno

alespon jednim typem HPV (Hamsikova 2007).

1.6.1 Epidemiologicka situace ve svété

Karcinom délozniho hrdla je svétové druhym nejcastéjSim zhoubnym néadorem.
V Evropé je ro¢né kolem 34 000 novych piipadt karcinomu délozniho hrdla a vice nez

16 000 umrti na toto onemocnéni (Halada, Spacek 2011).
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Ro¢né je celosvétove postizeno karcinomem hrdla délozniho na 530 000 Zen, kolem
275 000 zen na toto onemocnéni umird; zhruba 88 % vSech pfipadi pfipadd na
rozvojové zeme.

Epidemiologicky obraz KDH ve svété je skutecné viditelné ovlivnén nasazenim
screeningu V konkrétnich zemich, tabulka 4 (obrazek 7, obrazek 8 v ptiloze 2).
V rozvojovych zemich, kde plosné programy prevence neexistuji, nachazime velmi
vysoké hodnoty incidence (vyskytu nové hlaSenych ptipada za urcité casové obdobi)
i mortality (Gmrtnosti). Naopak zemé s fungujicim screeningem (napi. Finsko,
Lucembursko, USA, Francie) vykazuji incidenci pod 10/100 000 Zen. Ceska republika
bohuzel stale patfi mezi staty S nedostatecné funkénim screeningovym programem.

Podobné je na tom v Evropé napiiklad Slovensko nebo Polsko (Dusek et al. 2012).

Tabulka 4: Epidemiologie karcinomu délozniho hrdla v mezinarodnim méfitku.

Mezinarodni srovnani — incidence

Nejvyssi incidence celosvétoveé — ASR (World) > 50/100 000 Zen:
Guinea, Zambie, Komory, Tanzanie, Malawi, Mosambik, Svazijsko

Nejvyssi incidence v Evropé — ASR (World) > 18/100 000 Zen:
Rumunsko, Makedonie, Bulharsko, Litva, Srbsko

Nejnizsi incidence v Evropé — ASR (World) < 10/100 000 Zen:

Malta, évycarsko, Recko, Finsko, Kypr, Rakousko, Spanélsko, Lucembursko, Italie,
Nizozemsko, Némecko, Francie, Albanie, Velka Britanie, Svédsko, Belgie, Island,
Bosna a Hercegovina, Norsko

Pozice CR ve svété / v Evropé — 106. / 11.
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http://www.cervix.cz/index.php?pg=pro-lekare--epidemiologie-karcinomu-hrdla-delozniho#tab1

Mezinarodni srovnani — mortalita

Nejvyssi mortalita celosvétoveé — ASR (World) > 30/100 000 zen:

Guinea, Komory, Zambie, Malawi, Tanzanie, Burundi, Uganda, Mosambik, Zimbabwe,
Sierra Leone, Svazijsko, Libérie

Nejvyssi mortalita v Evropé — ASR (World) > 6,0/100 000 zen:
Rumunsko, Makedonie, Srbsko, Litva, Moldavsko, Lotyssko, Bulharsko, Estonsko

Nejnizsi mortalita v Evropé — ASR (World) < 3/100 000 Zen:

Island, §V}'lcarsk0, Finsko, Italie, Recko, Kypr, Francie, Svédsko, Spanélsko, Malta,
Nizozemsko, Lucembursko, Velka Britanie, Rakousko, Norsko, Némecko, Dansko,
Belgie, Slovinsko, Albanie

Pozice CR ve svété / v Evropé — 131. / 17.

Zdroj: http://www.cervix.cz/index.php?pg=pro-lekare--epidemiologie-karcinomu-hrdla-

delozniho

1.6.2 Soucasnd situace Vv CR

V roce 2000 byla hruba incidence 20,0/100 000 Zen, V roce 2005 bylo nahlaSeno
19,1/100 000 Zen. Absolutni pocet rocné nov€ hlaSenych onemocnéni tak nadale
pfesahuje 1 000. Data Narodniho onkologického registru ukazuji za posledni Casové

obdobi 2005-2009 mirn¢ klesajici trend mortality KDH (graf 2, tabulka 5).
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Graf 2: Trend vyvoje incidence a mortality ZN dé&lozniho hrdla u zen v Ceské republice
od roku 1977.
Zdroj: http://www.cervix.cz/index.php?pg=pro-lekare--epidemiologie-karcinomu-hrdla-

delozniho

Tabulka 5: Zakladni epidemiologické udaje karcinomu délozniho hrdla v CR (z roku
2009).

Celkovy pocet noveé diagnostikovanych Zen 1025
Incidence | Z toho v klinickém stadiu III-1V 33,6 %

Incidence na 100 000 zen 19,2

Celkem zemfelych 311
Mortalita

Mortalita na 100 000 Zen 5,8

Celkovy pocet zen v prevalenci 16 826
Prevalence

Z toho v klinickém stadiu ITI-IV pfi diagnoze | 12,1 %

Zdroj: http://www.cervix.cz/index.php?pg=pro-lekare--epidemiologie-karcinomu-hrdla-

delozniho
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Vysoka incidence u KDH zasahuje Siroké spektrum vékovych kategorii zen. Vice
nez 30 % novych piipadl karcinomu délozniho hrdla se vyskytuje U Zen ve véku pod 45
let. Ceska republika neni vyjimkou, vékové specificka incidence zaéind vyznamné rist
od 29. roku zivota avrcholu dosahuje uzen ve veéku 35-39 let, graf 3. Bohuzel
I v téchto veékovych kategoriich je relativné vysoka mortalita, k cemuz jisté piispiva
i skute¢nost, ze je neustale nové diagnostikovano téméi 30 % pacientek v pokrocilém

klinickém stadiu 3 nebo 4 (Dusek et al. 2012), graf 4.
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Graf 3: Vékova struktura pacientek s nové diagnostikovanym ZN dé€lozniho hrdla (data
z roku 2009).
Zdroj: http://www.cervix.cz/index.php?pg=pro-lekare--epidemiologie-karcinomu-hrdla-

delozniho
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Graf 4: Vyvoj zachytu stadii ZN délozniho hrdla (C53) u Zzen v Ceské republice.
Zdroj: http://www.cervix.cz/index.php?pg=pro-lekare--epidemiologie-karcinomu-hrdla-

delozniho

Vyznam boje proti karcinomu délozniho hrdla podtrhuje skutecnost, Ze se
onemocnéni vyskytuje Castéji ve vékové skupine 35-50 let. Béhem poslednich Ctyf
desetileti nastalo dramatické snizeni KDH v Severni Americe a zdpadni Evropé diky
kvalitnimu cytologickému screeningu. Pro populaci v USA bylo vypocteno riziko
vzniku onemocnéni 0,3 % pii pravidelnych cytologickych kontrolach. V Ceské
republice je podle neoficialnich zdroju ,,proscreenovano pouze 53 % populace (Halada,
Spacek 2011).

Studie z roku 2013 ukazuje velmi vysokou prevalenci HR HPV v Ceské republice
ve v€kové skupiné Zen 21-25 let, ale i starSich 31 let (15 %), pficemz nejcastéjsi
genotyp je HPV 16. Tato prevalence koreluje s vysokym vyskytem karcinomu
délozniho ¢ipku v Ceské republice (Tachezy et al. 2013).
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1.7 Prevence karcinomu délozniho hrdla

,Svetovy boj proti rakoviné nelze vyhrat samotnou lécbou: chceme-li zabranit

onkologické krizi, je potieba co nejdrive zavést ucinna preventivni opatreni. “
Zdroj: http://www.cervix.cz/index.php?pg=aktuality&aid=212

1.7.1 Primadrni prevence

Cilem primarni prevence je zamezit prenosu HPV infekce. Vhodné je pouzivani
kondomu, zvlasté u zen bez stalého sexualniho partnera, pro zeny velmi mladé a pro
pacientky po oSetfeni délozniho hrdla. Pouzivani kondomu ma vyznam iU Zen
sledovanych pro mirnou cervikalni prekancerozu. Zde se zamezi dal§imu piisunu virové

naloze (Cibula, Petruzelka et al. 2009).

1.7.1.1 Ockovani

Nejnovejsi a nejspolehlivéjsi metodou primarni prevence je ofkovani proti HPV
infekci. Po ockovani dojde k rozvoji specifické humoralni imunity namifené proti
genotypum viru zastoupenych ve vakcin€. Zakladem vakcin jsou virové Castice (virus-
like particles, VLP), tvofené hlavnim kapsidovym proteinem L1, ktery je nositelem
vSech dominantnich epitopli. VLP neobsahuji virovou DNA a proto jsou neinfek¢ni.
Vakciny tzv. prvni linie jsou zaméteny proti nejcastéjsim genotypim HR HPV 16 a 18,
které jsou pticinou 70 % piipadi KDH (Cibula, Petruzelka et al. 2009).

Ockovani vakcinou probiha ve 3 davkach. Vakciny vykazuji masivni tvorbu typové
specifickych protilatek, zvlast¢ jeden mésic po podani 3. davky vakciny (0., 2.
a 6. mesic), kdy jejich hladiny vzrostou minimaln€¢ 100x nad sérokonverzni mez. Poté
se jejich kvantita snizuje a mezi 18. a 24. mésicem (po zahajeni ockovani) dosahuje
hodnot, na kterych pfetrvava miniméalné po dobu 6,5 let. U kvadrivalentni vakciny
(SILGARD/GARDASIL) pietrvavaji protilatky proti HPV typu 6, 11 a 16 nad limitem
protilatek (po pfirozené nakaze) u miniméln€ 90 % ockovanych zen jesté po dobu 5 let.
Pokles protilatek proti HPV typu 18 nastava kolem 2. roku a dosahuje 70% hladiny

kolem 5. roku po o€kovani. Neznamend to vSak, Ze by ockované Zeny nebyly viici
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tomuto typu chranény. Bivalentni vakcina (CERVARIX HPV 16, 18) vykazuje po dobu
6,5 let¢ho sledovani témét 100% sérokonverzni mez protilatek.

Postvakcinacni protilatky mohou u nékterych zen vymizet, to ale neznamena, ze
oc¢kované zeny ptestavaji byt proti danym typim HPV chranény. Pfi humoralni imunitni
odpovédi vznikaji ipamétové bunky, které se ukryvaji v lymfoidni tkani a jsou
v relativné hojné mife piistupné kdekoli. V dusledku toho je imunitni odpoveéd’
masivn¢jsi a rychlejsi. Ockovani vakcinami SILGARD a CERVARIX by mélo chranit
minimalné po dobu 10-15 let (Fait et al. 2009).

Vyzkum vede kdalS§imu vyhodnocovani ucinnosti souCasnych vakcin
Vv planovanych dvou davkéch oproti dosavadnimu schématu tii davek. Déle se vyzkum
zabyvd rozvojem, testovanim devitivalentni profylaktické vakciny (HPV
6/11/16/18/31/33/45/52/58) a je také zaméfen na terapeutické a profylaktické vakciny
L2 (Dochez et al. 2014).

Doporuceni Narodni referen¢ni laboratore pro papilomaviry pro pouZiti vakciny

Podle vysledki klinickych zkouSek vakciny SILGARD je patrné, Ze vakcina ma
100% ucinek pted infekci ve vakciné obsazenymi kmeny HPV. Vzhledem k tomu, Ze se
béhem 2 let po zahdjeni sexualniho Zivota nakazi 60 % divek, tento 100% ucinek lze
oc¢ekavat utéch divek, které jest¢ pohlavni styk nemély. U Zen, které se s infekci
setkaly, ale v soucasnosti nejsou infikované (HPV DNA negativni, pozitivni protilatky),
je ucinnost vakciny pro zdvazné léze na déloznim hrdle 100 %. U Zen, které jsou
dlouhodobé¢ infikované, tedy s aktivni perzistentni infekci (pozitivni protilatky, které se
tvotfi 9-12 mésicti po infekci, HPV DNA pozitivni), je G€innost vakciny prakticky
nulova. U téch Zen, které jsou nové infikované (negativni protilatky, HPV DNA
pozitivni) je G€innost vakciny 28 %. Piipadna vakcinace téchto Zen by mohla mit efekt,
ale az po vycisténi aktivni infekce — HPV DNA negativni (Fait et al. 2009).

Podle rozsahlé studie, kde se posuzovala prevalence protilatek proti HPV v Ceské
republice, by rutinni o€kovani mélo byt provedeno u divek do 13 let. AvSak ukazalo se,
ze 1 u divek nad 15 let (zvySujici se prevalence HR HPV) bude ockovani prospé&sné.
Ptitomnost protilatek (specifickych pro vSechny typy ve vakcing) je vzacna (Hamsikova

et al. 2013).
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Onemocnéni, proti nimz je urcena profylakticka vakcinace:

spinocelularni karcinom délozniho hrdla,

- adenokarcinom délozniho hrdla,

- CIN 1, CINZ2, CINS,

- adenokarcinom in situ délozniho hrdla,

- vagindlni intraepitelialni neoplazie 2. a 3. stupng,
- vulvarni intraepitelidlni neoplazie 2. a 3. stupné,

- kondylomata accuminata (Cibula, Petruzelka et al. 2009).

Od 1. dubna 2012 (zakon ¢. 48/1997 Sb., o vefejném zdravotnim pojiSténi,
v platném znéni, § 30, odst. 2, pismeno b, bod 6) se mohou divky v Ceské republice
nechat o¢kovat proti rakoviné délozniho hrdla od dovrSeni 13. do dovrSeni 14. let véku
zZ prostiedki vetejného zdravotniho pojisténi (Moukova et al. 2013).

I kdyZ z4jem rodicl od zavedeni plosné vakcinace vyrazné vzrostl (do listopadu
2012 bylo proockovano az 76 % 13letych divek), stale ockovani proti karcinomu
délozniho hrdla zGstdva medialn¢ i spoleéensky diskutovanym tématem (Ami

Communications 2013).

1.7.2  Sekundarni prevence

1.7.2.1 Preventivni prohlidky

Preventivni prohlidky jsou dulezitym faktorem v prevenci vzniku KDH. U nas
podle neoficialnich zdroji dochdzi na pravidelné prohlidky pouze 53 % Zen (Halada,
Spagek 2011).

Screening spociva Vv pravidelnych gynekologickych kontrolach, jejichz cilem je
odhalit pfednadorové zmény nebo casnd stadia zhoubného nadoru. Pfi vyskytu
abnormalnich zmén na déloznim hrdle vétSinou nedochéazi k vyraznym zdravotnim
zménam nebo obtizim: proto hrozi riziko, ze tyto zmény nebudou vc€as zachyceny.
Jedinym ucinnym zpiisobem prevence KDH je tedy dlisledné a pravidelné sledovani.
V Ceské republice bylo v lednu 2014 zahajeno adresné zvani pacientek Kk preventivnim

vysetienim dé€lozniho hrdla (Dvotak et al. 2014).
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1.7.2.2 Vysledky cytologického stéru

Onkologicka cytologie tvofi s kolposkopii a HPV testem soubor prebioptickych
a screeningovych metod. Abnormalita vysledki cytologického stéru vede ke
kolposkopickému vysetieni a HPV testu. Cytologie je vysoce specificka (97 %), ale pii
jednorazovém odbéru mélo senzitivni (60 %). Fale$na negativita epitelovych abnormalit
u jednotlivého cytologického stéru se pohybuje v rozmezi 15-40 %. Citlivost se zvySuje
opakovanim cytologickych vySetfeni a doplnénim o HPV test. Vysledky jednotlivych
cytologickych laboratofi jsou také zavislé na zptisobu provadéni vnitinich kontrolnich
mechanismu (Turyna, Slama et al. 2010).

Akreditované cytologické laboratofe v Ceské republice jsou zobrazeny na mapé,

obrazek 9 v pftiloze 3.

1.7.2.3 Vyhody zatazeni HPV testu do screeningu

Z publikovanych analyz vyplyva, ze HPV testovani je urceno k tfidéni Zen
s nejednoznacnymi cytologickymi nalezy, ke sledovani Zen s abnormdalnimi vysledky
screeningu (negativni kolposkopie/biopsie), k predikci terapeutickych vysledki po 1é¢bé
CIN. A zvlasté pak jako soucast primarniho screeningu KDH v kombinaci s Pap testem
nebo HPV test samotny (Cuzick et al. 2008).

Provedeni HPV testu je vzhledem k prevalenci opodstatnéné az po 30. roce Zivota
zeny. Pozitivita HR HPV v této skupiné Zen je jasnym rizikovym faktorem. U Zen nad
35 let je senzitivita HPV testu pro HG 1éze 95% a specifita 93%. Riziko rozvoje
karcinomu a CIN3 pii HPV i cytologické negativité je u zen starSich 30 let mensi nez
2 % po dobu nasledujicich 10 let.

Doplnéni genotypu pii pozitivnim HPV testu mize stanovit vysi rizika vzniku
karcinomu. V Portlandské studii pfedstavuje pozitivita HPV 16 pti soucasné cytologické
negativite¢ 21% riziko rozvoje CIN3 v nésledujicich 10 letech, pozitivita HPV 18
predstavuje 18% riziko a pozitivita jiného HR genotypu riziko pouze 1,5 %.

Mezi dalsi perspektivni jiz zminéné diagnostické testy patfi detekce pl6, Ki67,

ProEx C a HPV mRNA (Turyna, Slama et al. 2010).
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2. Cil prace a hypotézy
2.1 Cil prace

Cilem mé prace je zduraznit velky vyznam HPV testovani zen nad 35 let v ramci
preventivnich prohlidek. V kombinaci scytologii lze zvysit citlivost zachytu
onemocnéni KDH z 60 % nad 90 %. Pti negativnim vysledku HPV testu a cytologie by

bylo mozné vyznamné prodlouzit interval preventivnich prohlidek v Ceské republice.

2.2 Hypotézy

1. Protoze je u zen nad 35 let s HPV infekci az 400krat vétsi riziko vzniku KDH, snazila
jsem se zjistit, zda pri¢inou cytologickych zmén vySetfovanych zen, jsou prave
nebezpecné typy high risk HPV (16/18/31/33/35/39/45/51/52/56/58/59/68).

2. Po zhodnoceni vysledkt HPV testovani v jednotlivych v€kovych kategoriich Zen,
jsem porovnavala modely efektivnéj§iho screeningu ve vyspélych zemich a u nas
v Ceské republice.

3. Je zfejmé, ze z vySe uvedenych publikaci i z hodnoceni mnou uvedené¢ho souboru

pacientek vyplyvaji feseni, ktera by se dala vyuzit v praxi.
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3. Metodika vyzkumu
3.1 HPV test

Na Oddéleni I€katské mikrobiologie Nemocnice v Jindfichové Hradci, a.s. se zacal
provadét HPV test 21. 3. 1995. Tehdy pouzivana metoda byla zalozena na stejném
principu hybridizace jako mikrometoda pouzivana dnes, ale s pouzitim zkumavek. Do
nasi laboratofe jsou zasilany vzorky z gynekologickych ambulanci ¢asti JihoCeského
kraje a ¢asti kraje Vysocina.

V mé studii jsem sledovala poCty Zen s pozitivnim vysledkem detekce HPV DNA
high risk (typy 16/18/31/33/35/39/45/51/52/56/58/59/68), s piihlédnutim k jejich veku.
Celou skupinu jsem rozdélila do Sesti vékovych kategorii: do 25 let véetné, 26-35 let
vcetng, 36-45 let vCetné, 46-55 let véetne, 56-65 let veetné, nad 65 let. VSechny vzorky
pochazely od Zen s abnormalnim cytologickym nalezem nebo s diagnézou vypovidajici

0 zménach na déloznim hrdle.

3.1.1 Odbér a uchovani vzorku

Vzorek na vySetfeni HPV do naSi laboratofe pfichdzi odebrany ve specialni
odbérové soupravé HC Cervical Sampler od firmy QIAGEN, obrazek 10. Odbéry na
vySetieni HPV provadi I€kat v gynekologické ambulanci tak, Ze sterilnim vatovym
tamponem odstrani nejprve hlen na sliznici a poté provede kartackem z odbérové
soupravy razantni stér sliznice hrdla délozniho. Tento kartacek zalomi do transportniho
média odbérové nadobky a uzavie vickem. Cervikalni vzorky s transportnim médiem
mohou byt skladovany do dvou tydnt pii pokojové teploté a odeslany bez zmrazeni do
laboratote. Do ptenosného média pro vzorky je vyrobcem ptidan konzervacni
prostiedek, aby se zpomalilo mnoZeni bakterii a zachovala se neporusena DNA lidského

papilomaviru (SOP, ptibalova informace vyrobce).
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Obrazek 10: Specidlni odbérova souprava HC Cervical Sampler, kterd se sklada
z cervikalniho kartacku a transportniho média.

Zdroj: vlastni foto

Zkumavka se vzorkem je po zapsani do laboratorniho informacniho systému
oznacena prislusSnym vygenerovanym identifikaénim Ccislem, pod kterym je dale
zpracovavana. V laboratofi musi byt vzorky uskladnény v chladnicce pfi teploté 2-8 °C,
pokud budou zpracovany do jednoho tydne. V mrazicim boxu pii teploté¢ -20 °C lze
vzorky uchovavat déle nez jeden tyden, maximalné vSak po dobu tii mésicti (SOP,

ptibalové informace vyrobce).

3.1.2 Pouziti HPV testu

K detekci HPV pouzivame soupravy hc2 High-Risk HPV DNA Test a hc2 HPV
DNA Test od firmy QIAGEN. Principem stanoveni je prukaz nukleové kyseliny
hybridizaci se zesilenim signalu na mikrodesticce. K detekei tfinacti typit DNA lidského
papilomaviru s vysokym rizikem a péti typt DNA lidského papilomaviru s nizkym
rizikem (v cervikalnich nebo jinych vzorcich) se pouziva chemiluminiscence.

Pouziti testu je urceno:
1) Pro detekci HPV s vysokym rizikem 16/18/31/33/35/39/45/51/52/56/58/59/68, pro
néZ bylo dokazéno, Ze jsou primarnim pfi¢innym faktorem pro vznik karcinomu

délozniho hrdla.
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2) Pro detekci HPV s nizkym rizikem 6/11/42/43/44, pro néz bylo dokazano, Ze jsou
pricinou tvorby genitalnich bradavic.

2) Jako dalsi nasledny test pro pacientky s abnormalnim vysledkem Pap natéru nebo
s cervikalnim onemocnénim pro doporuceni kolposkopie ¢i jinych néaslednych postupti.
3) Jako dalsi nasledny test pro pacientky s nizkym stupném dlazdico-bunécnych
intraepitealnich 1€zi nebo s vysokym stupném téchto 1€zi v Pap natéru pied kolposkopii

(SOP, ptibalova informace vyrobce).

3.1.3 Princip metody

Principem HPV testu je stanoveni pfislusné nukleové kyseliny hybridizacni
metodou se zesilenym signdlem za pouziti chemiluminiscenéni detekce. Vzorky
obsahujici cilovou DNA po denaturaci hybridizuji se specifickou sondou RNA HPV.
Vysledné hybridy jsou imobilizovany na povrchu jamky mikrodesticky, ktera je
potazend protilatkami, specifickymi pro hybridy RNA:DNA. Imobilizované hybridy
potom reaguji s konjugovanymi protilatkami alkalické fosfatdzy a jsou detekovany
pomoci chemiluminiscen¢niho substratu. Na kazdou protilatku je konjugovano nékolik
molekul alkalické fosfatdzy. Mnozstvi konjugovanych protilatek se vaze ke kazdému
imobilizovanému hybridu, coZ ma za nasledek podstatnou amplifikaci signalu. Protoze
substrat je Stépen navazanou alkalickou fosfatdzou, dojde k vyzareni svétla, které je
métfeno luminometrem jako relativni svételné jednotky (RLU). Intenzita vyzareného
svétla uruje pfitomnost ¢i nepfitomnost cilové DNA ve vzorku (SOP, ptibalova

informace vyrobce).

3.1.4 Cinidla a pomiicky

Cinidla a potiebné souéasti diagnostické soupravy (obrazek 11 v ptiloze 4):

- indikacni barvivo (obsahuje 0,05 % azidu sodného),

- denaturacni ¢inidlo (zfedény roztok hydroxidu sodného),

- roztok k nafedéni sondy (pufrovany roztok s azidem sodnym),

- sonda HPV pro nizké riziko (HPV 6,11,42,43,44 RNA smésna sonda v pufrovaném
roztoku),
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- sonda HPV pro vysoké riziko (HPV 16,18,31,33,35,39,45,51,52,56,58,59,68 RNA
smésna sonda v pufrovaném roztoku),

- kontrola kvality HPV pro nizké riziko (klonovana DNA HPV 6),

- kontrola kvality HPV pro vysoké riziko (klonovana DNA HPV 16),

- negativni kalibrator (nosi¢ DNA v médiu pro ptenos vzorkl s azidem sodnym),

- kalibrator HPV pro nizké riziko (klonovana DNA HPV 11),

- kalibrator HPV pro vysoké riziko (klonovana DNA HPV 16),

- imobiliza¢ni mikrodesti¢ka, potazena protilatkami proti hybridu RNA:DNA (obrazek
12, ptiloha 4),

- detek¢ni ¢inidlo 1 (protilatky konjugované s alkalickou fosfatdzou proti hybridu
RNA:DNAV pufrovaném roztoku s azidem sodnym),

- detek¢ni ¢inidlo 2 (chemiluminiscenéni substrat),

- koncentrovany promyvaci pufr (obsahuje 1,5 % azidu sodného).

3.1.5 Laboratorni materialy a pomiucky:

- rotacni tfepacka (obrazek 13, ptiloha 4),
- mikrodestickovy inkubator (obrazek 14, ptiloha 4),
- mikrodestickovy luminometr DML 2000 Digene (obrazek 15, ptiloha 4),
Dalsi laboratorni pomucky v pfiloze 5. Opatieni pro zachazeni s testem jsou

uvedeny v piiloze 6 (SOP, piibalova informace vyrobce).

3.1.6 Pracovni postup

Postup testu:

- Zacindme-li pracovat, ponechdme mikrodestiCkovy inkubator a vodni lazen
temperovat po dobu alespon 60 minut, aby bylo dosazeno rovnovahy pii 65 °C.
Luminometr zapindme rovnéz na zalatku pracovniho dne, aby byl v dobé méteni
optimalné vytemperovan.

- Vsechna cinidla zlednice avzorky nechame temperovat pii pokojové teploté
15-30 minut na 20-25 °C.

- Pracovni prostor dekontaminujeme.

- Udaje o vysetfovanych vzorcich vlozime do PC systému software verze 4.01
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- VSechny vzorky promichame na vortexu, alespon 5 sekund.
- Nejdiive musi byt testovany negativni kalibratory, kalibratory pro nizké riziko,

kalibratory pro vysoké riziko, kontroly kvality a potom vzorky.

1) DENATURACE:

- Odstranime transportni vicka u vSech zkumavek.

- Pfi prvnim pouziti setu pfipravime vSechny kontroly, kalibratory stejn¢ jako vzorky
a skladujeme je pii -20 °C v mrazicim boxu. Poté je muzeme jeSt¢ 3x rozmrazit
a pouZit.

- Denaturacni ¢inidlo s 5 kapkami indikac¢niho barviva napipetujeme do kazdého vzorku
Vv transportnim médiu. Objem potiebného denaturacniho ¢inidla je ekvivalentni poloviné
objemu vzorku. Odbérové zkumavky uzavieme Sroubovacimi uzavéry.

- Vzorky dokonale promichame pomoci vortexové michacky, béhem tfepani musi byt
viditelny vir kapaliny uvnitf kazdé zkumavky tak, ze kapalina omyva cely vnitini
povrch zkumavky. Kontroly, kalibratory a vzorky by mély zménit barvu na tmavé
fialovou.

- Inkubace obsahu zkumavek probihd ve stojanu umisténém ve vodni lazni pii 65 °C
45 minut.

- Po inkubaci vyjmeme kontroly, kalibratory avzorky z vodni lazn€¢ a nechame
zchladnout. Po dobu nejméné 5 sekund promichame kazdou zkumavku pomoci vortexu

(SOP, ptibalova informace vyrobce).

2) HYBRIDIZACE:

- Ptfipravime si hybridiza¢ni mikrodesticku a oznaime ji. U kazdého vySetfeni
testujeme 3 negativni kontroly, 3 pozitivni kontroly a 2 kontroly kvality.

- Napipetujeme 75 pl z kazdé kontroly, kalibratoru a vzorku na dno jamky hybridizac¢ni
mikrodesticky. Nesmime se dotykat stén jamek aomezime moznost tvorby
vzduchovych bublinek. PouZivame specidlni ctyfkandlové pipetovaci zatizeni EXPAND
4 a cisté zvlasteé dlouhé pipetovaci Spicky pro kazdy pfenos, abychom zamezili zkiiZzené
kontaminaci kontrol, kalibratorti nebo vzorki.

- Po ptenosu posledniho vzorku pfiikryjeme mikrodesticku vickem a provedeme

inkubaci hybridiza¢ni mikrodesticky po dobu 10 minut pti 20-25 °C.
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- Pozorné napipetujeme 25 ul sondy HPV pro vysoké anizké riziko (dukladné
promichané, pfedem piipravené smési) do kazdé jamky hybridiza¢ni mikrodesticky.
Pouzivame jednokanalovou pipetu a pro kazdou jamku novou Spicku. Nesmime se
dotykat stén jamek a musime zabranit zpétnému odsttiku.

- Zakryjeme hybridiza¢ni mikrodesticku specialni folii a tfepeme na rotacni tfepacce,
nastavené na 1100 otacek za minutu po dobu 3-5 minut. Kontroly, kalibratory a vzorky
by mély po tfepani zezloutnout. Jamky, které ziistaly fialové, patrné nemély patiicné
mnozstvi sondy. Pfidame dalSich 25 ul sondy do vzorkt, které zistaly fialové a znovu
ttepeme.

- Po promichani sejmeme f6lii a nahradime vickem.

- Inkubujeme v ohtfiva¢i mikrodesticek, ktery byl vytemperovan na 65 °C po dobu
60 minut.

- Opatrné¢ vyjmeme hybridizacni mikrodesti¢ku, obsahujici kalibratory, kontroly
a vzorky z ohfivac¢e mikrodesticek. Thned sejmeme viko desti¢ky, umistime ji na Cisté
misto a nechdme vychladnout.

- Cely obsah (pfiblizn¢ 100 ul) kontrol, kalibratorti, a vzorkli zjamek hybridizacni
mikrodesticky pfeneseme na dno odpovidajicich jamek imobilizaéni mikrodesticky
(kterou si predem ptipravime a oznacime) pomoci osmikanalové pipety. Pro kazdy
pfenos pouzivame nové pipetovaci Spicky.

- Zakryjeme mikrodesticku folii a tfepeme na rotacni tfepacce pii 1100 otaCkach za
minutu, pii 20-25 °C po dobu 60 minut.

- Poté vyjmeme imobilizacni desticku z rotacni tfepacky a opatrné sejmeme folii.
Odstranime kapalinu z jamek vylitim do vylevky, neobracime desticku do plvodni
polohy a odstranime zbytek tekutiny energickym poklepem (2-3 krat) vzdy na Cisté
papirové ubrousky bez volnych vlaken (dale tampony). Vrchni €ast destiCky musi byt

sucha (SOP, ptibalova informace vyrobce).

3) DETEKCE HYBRIDU:
- Opatrné napipetujeme 75 pl detekéniho cinidla 1 do kazdé jamky imobilizaéni

mikrodesticky pomoci osmikandlové pipety reverzni pipetovaci technikou.
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- Pfikryjeme desticky Cistym vickem anechame inkubovat pii 20-25°C po dobu

30 minut (SOP, piibalova informace vyrobce).

4) PROMYVANI:

- Odstranime detek¢ni ¢inidlo 1 z jamek tak, ze na desti¢ku polozime Cisté tampony
aopatrné ji prevratime. Nechame desticku odkapat po dobu 1-2 minut a dukladné
osuSime Cistymi tampony. Opatrné zlikvidujeme pouzité tampony, aby nedoslo ke
kontaminaci alkalickou fosfatdzou v dalSich krocich.

- Pfi pouziti promyvaciho aparatu promyjeme desticku 6x ru¢né. Kazda jamka je
promyta k pieteceni, aby bylo odstranéno detekéni ¢inidlo 1 z horniho okraje jamek.

- Po promyvani vysu$ime desticku tak, ze ji obratime na ¢isté tampdny a siln¢ na ni
3-4x poklepeme. Desticku nechame obracenou na jiném cistém tamponu odkapat
alespon 5 minut.

- Desticka musi byt bila a v jamkach mikrodesticky nesmi zbyt zadna rtizova kapalina

(SOP, ptibalova informace vyrobce).

5) AMPLIFIKACE SIGNALU:

- Opatrné napipetujeme 75 pl detekéniho ¢inidla 2 do kazdé jamky imobilizacni
mikrodesticky pomoci osmikanélové pipety a reverzni pipetovaci techniky.

- Zakryjeme mikrodesticku vickem a provedeme inkubaci pii 20-25°C po dobu
15 minut bez pfistupu ptimého slunecniho svétla.

- Odecteme hodnoty vyzafovaného svétla na mikrodesti¢ce na ptistroji DML 2000 po
maximalné 30 minutach inkubace.

- Pfipojeny pocita¢ se softwarem Digene verze 4.01 zajisti zméfeni a vyhodnoceni
vstupnich dat. Vysledky jsou automaticky archivovany, je rovnéz mozné je vytisknout
v riznych vystupnich formatech dle pozadavkii laboratofe (SOP, piibalovéd informace

vyrobce).

3.1.7 Interpretace vysledkii

- Software provadi ovéfeni zmétenych hodnot pro kontroly a kalibratory, vyhodnoti

poméry a meze, stanovi hranici pozitivity pro dany test.
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- Kvalitativni software Digene a protokoly DML 2000 verze 4.01, ur¢enymi pro HPV
automaticky ovéfi nize uvedena kritéria a vypoCte standardni odchylku, pramér
kalibratoru a variacni koeficient.

- Negativni kalibrator musi byt testovan 3x. Primér negativniho kalibratoru musi byt
10-250 RLU. Vysledky by mély vykazovat variacni koeficient do 25 % (CV %). Pokud
je CV vyssi nez 25 %, software nam automaticky vyfadi hodnotu o mnozstvi RLU
nejvice vzdalené od priméru a znovu vypocte pramér pomoci dvou zbylych hodnot.

— Kalibrator HPV s vysokym nebo nizkym rizikem musi byt opét testovan 3x. Vysledky
by mély vykazovat variacni koeficient do 15 %, je-1i tato hodnota vyssi, software nam
opét vyradi hodnotu kalibratoru o hodnoté¢ RLU nejvice vzdalené od priméru a znovu
vypocte priimér pomoci dvou zbylych hodnot.

- Pro ru¢ni vypocet % CV: vydélime standardni odchylku hodnot RLU zbyvajicich
replikati negativniho kalibratoru primérem hodnot RLU zbyvajicich replikatt
kalibratoru s vysokym rizikem a tento vysledek vyndsobime 100.

- Vysledky priiméru kalibratoru s vysokym rizikem (HRC), s nizkym rizikem (LRC)
a negativniho kalibratoru (NC) jsou pouzity k vypoctu poméru HRC / NC ¢i LRC / NC
pro kazdou sondu a tyto poméry musi spliovat kritéria pro ovéfeni kalibrace testu.
Ptijatelné rozmezi je 2,0-15, jinak je stanoveni neplatné a musi byt opakovano. Pokud je
vySetieni platné, stava se primér hodnot HRC a LRC hranici pozitivity pro urceni
vzorkd. VSechny hodnoty RLU pro vzorky jsou pievedeny na pomér k ptislusné
hodnoté hranice pozitivity. Pomér RLU vzorku / hodnota hranice pozitivity.

- Kontroly kvality pro nizké riziko (QC1 — LR) a pro vysoké riziko (QC2 — HR) musi
byt soucasti kazdého zkuSebniho testu a hodnota RLU / hodnota hranice pozitivity (CO)
musi spadat do nasledujicich pfijatelnych rozmezi, jinak je stanoveni neplatné a musi
byt opakovano. QC1 — LR: 0,001-0,999 a QC2 — HR: 2-8.

- Hranice pozitivity pro DNA test hc2 HPV s vysokym rizikem je nastavena vyrobcem
na 1 pg/ml, je ekvivalentni 100 000 HPV kopii/ml nebo 5000 HPV kopii na stanoveni.

- Vzorky spoméry RLU / hodnota hranice pozitivity vétsi nebo rovna 1,0 jsou
povazovany za POZITIVNI.
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- Vzorky s poméry RLU / hodnota hranice pozitivity mensi nez 1,0 jsou povazovany za
NEGATIVNI nebo nebyla zjiténa zadna DNA HPV pro 13 testovanych typti HPV.
Sekvence DNA HPV s vysokym rizikem jsou bud’ nepiitomny, nebo jsou urovné¢ DNA

HPYV pod trovni detekéniho limitu stanoveni (SOP, ptibalova informace vyrobce).

3.1.8 Systém externiho hodnoceni kvality

Podstatou externiho hodnoceni kvality (EHK) jsou procesy, zajistujici kvalitu
méfeni. Principem EHK je provadéni mezilaboratornich zkousek. Pozadavky na
organizatory EHK patii:

- zaruCena nestrannost a nezavislost,

- odborna zpiisobilost,

- technicko-organiza¢ni zpusobilost,

- zavedeny systém fizeni kvality,

- akreditace podle ISO Guide 43 — 1: 1997 a/nebo dle ILAC G — 13: 2000.

EHK doplnuje jiné procesy k zajisténi kvality: validace, verifikace, interni kontrola
kvality, méfeni referennich materidlli. Vyhodnoceni vysledkii méfeni v rdmci EHK
umozni ucéastnikovi: uréeni ptipadnych chyb a nejistot, usnadni odstranéni analytickych
problémi, vede ke zlepSovani kvality, v mnoha ptipadech G¢innym néstrojem verifikace
a navaznosti vysledki méfeni. Ugast v EHK je povinny pozadavek norem ISO 15189
a 1SO 17025. V systému EHK jsou pro vybrané analyty vydavany certifikaty Gispé$nosti.
Certifikat pro dany analyt obdrzi pracovisté, které se zacastnilo ptislusného kontrolniho
cyklu EHK a splnilo podminky pro ptidéleni certifikatu. Certifikat ma platnost jednoho
roku a nositelem jednoho certifikatu mize byt jen jedno pracovisté/analyticky systém
(Friedecky et al. 2006).

Oddéleni lékatské mikrobiologie Nemocnice Jindfichiiv Hradec, a. s. se ucastni
systému externiho hodnoceni kvality od roku 1999 dosud, 1x roéné. Uspésnost byla
100 %, kromé roku 2000: 80 % aroku 2004: 90 %. Laboratof ma tedy vSechny
certifikaty EHK za obdobi 1999-2013, posledni za rok 2013 je v ptiloze 7.
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4. Vysledky

Do mé studie jsem zahrnula cervikalni vzorky Zen (v Sesti v€kovych kategoriich),
testované na ptimy prikaz high risk HPV (typy 16/18/31/33/35/39/45/51/52/56/58/59/
68) a odebrané na zaklad¢ abnormalnich zmén délozniho hrdla. Na Odd¢leni 1ékaiské
mikrobiologie Nemocnice Jindfichiv Hradec, a.s. bylo v obdobi od 1.1.2010 do
31.12. 2013 vySetieno celkem 767 pacientek.

Tabulka 6: Ptrehled pozitivnich a negativnich vySetfeni HPV high risk v obdobi od
1.1.2010 do 31. 12. 2013.

Pocet zen
. 2010 2011 2012 2013
Vékové
kat . Celkem
ategorie POZIT | NEGAT | POZIT | NEGAT | POZIT | NEGAT | POZIT | NEGAT
HIGH | HIGH | HIGH | HIGH | HIGH | HIGH | HIGH | HIGH
RISK | RISK | RISK | RISK | RISK | RISK | RISK | RISK
do 25 let véetné | 18 11 17 9 16 5 23 14 113
od26do35let | 38 12 30 22 45 22 40 19 228
od36do45let | 26 19 17 27 32 34 32 35 222
od 46 do 55 let 6 16 13 14 13 20 11 29 122
od 56 do 65 let 3 9 10 5 6 16 5 7 61
nad 65 let 1 2 2 1 5 5 4 1 21
Celkem 161 167 219 220 767

Kompletni vysledky vySetieni HPV testu od 1.1.2010 - 31.12. 2013 provadéné na
Oddéleni l1ékatské mikrobiologie Nemocnice Jindfichiv Hradec, a. s. jsou soucasti této

bakalarské prace v elektronické podobé na CD/DVD disku, tabulka 7 ptiloha 8.
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Pocet vysetienych Zen v obdobi 2010-2013
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Graf 5: Ptehled testovanych Zen na HR HPV za obdobi 2010-2013 na Odd¢leni

1ékatské mikrobiologie Nemocnice Jindfichliv Hradec, a.s.
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Graf 6: Pocet testovanych Zen na HR HPV ve vékovych kategoriich na Oddéleni

1ékatské mikrobiologie Nemocnice Jindfichtiv Hradec a.s. za uvedené obdobi (2010-
2013).
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Vyskyt high risk HPV u vék. kategoriizen v
obdobi 2010-2013
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Graf 7: Vysledky testovani HR HPV (typy 16/18/31/33/35/39/45/51/52/ 56/58/59/68)
U zen s cytologickym nalezem za uvedené obdobi (2010-2013) na Odd¢leni Iékarské

mikrobiologie Nemocnice Jindfichtiv Hradec, a.s.

58




5. Diskuze

Na Odd¢leni 1¢ékatské mikrobiologie Nemocnice Jindfichiv Hradec, a.s. bylo
v obdobi od 1.1.2010 do 31.12.2013 celkem vySetieno na piimy prikaz HPV high risk
(typy 16/18/31/33/35/39/45/51/52/56/ 58/59/68) 767 pacientek.

Cilem mé¢ prace bylo zdiiraznit velky vyznam HPV testovani v ramci preventivnich
prohlidek u zen nad 35 let. Dale jsem se snazila potvrdit hypotézu, zda ptic¢inou
cytologickych zmén u této rizikové skupiny Zen, jsou praveé nebezpecné typy HPV.

ProtoZze normalni prevalence infekce HPV v populaci je 14-35 % a vrcholi v ¢asné
dospélosti 18-25 let, je tfeba se zaméfit na vékovou skupinu kolem 35. roku, kdy se
prevalence sniZuje pusobenim piirozenych imunitnich mechanisma pfiblizné na 5 %.
Dlouhodoba perzistence infekce (zvlasté genotypy HPV 16 a 18) u této skupiny Zen nad
35 let je hlavnim rizikovym faktorem pro rozvoj malignich zmén (Turyna, Slama et al.
2010).

Jiz z prvniho grafu je patrny narist vySetteni HPV sledovanych Zen od roku 2010
(161 pacientek) do roku 2013 (220 pacientek) 0 26,8 %, coz mize byt pfi¢inou
zvySeného zdjmu zen o preventivni prohlidky, iniciované ziejmé& vétSi osvétou
dulezitosti HPV testovani. Tento test je mozné provést i na zadost pacientky, ale potom
si jej musi pacientka sama finan¢n¢ uhradit.

V mém souboru nejvice sledovand rizikova vékova skupina zen (36-45 let vcetn¢)
vykazuje pozitivitu high risk HPV ve 48,2 % (107 high risk HPV pozitivnich pacientek
z celkového poctu 222). Moje hypotéza, zda pfic¢inou cytologickych zmén jsou praveé
nebezpecné genotypy HPV, se tedy potvrdila témét u poloviny vySetfovanych Zen. Je to
pomérné velké mnozstvi vzhledem k tomu, Ze pfi¢in abnormalnich cytologickych
nalezli je mnoho. Kdyby téchto 107 Zen s pozitivnim testem HR HPV bylo testovano
vV ramci preventivni prohlidky, mohlo se zacit se sledovanim a 1écbou téchto pacientek
diive, neZ doslo ke zmé&nam bunék na déloznim hrdle. Vysoké procento pozitivnich HR
HPV u veékové skupiny do 25 let vcetné (65,5 %) a26-35 let vcetné (67,1 %) si
netroufdm hodnotit jako rizikové skupiny pro vznik KDH, vzhledem k normalni vysoké
prevalenci HPV infekce vtomto v€ku. Hrani¢ni vék 35 let u posledni zminované

veékové skupiny bych, ale v ptipadé silné pozitivnich HR HPV povazovala za riziko pro
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vznik KDH. V n¢kterych publikacich se uvadi dokonce rizikova skupina Zen
s pretrvavajici HPV infekci jiz od 30 let. V dalSich dvou vékovych kategoriich (46-55
let véetn€ a 56-65 let véetné) je pozitivita HR HPV srovnatelna — 35,2 % a 39,3 % Zen.
Je ale zfejmé, Zze prvni zmifovand skupina Zen byla zastoupena v mnoZzstvi 122
vySetfovanych zen, zatimco u druhé bylo pouze 61 vySetfovanych zen. Podle mého
nazoru, zeny s piibyvajicim vékem dochézeji na preventivni prohlidky podstatné méné
anavstivi svého gynekologa az v piipad¢ zdravotnich potizi. To dokazuje i posledni
vékova skupina (nad 65 let) s vysokym podilem pozitivnich HR HPV Zen (57,1 %),
ktera je bohuzel tvofena jen 21 pacientkami. Je tedy mozn¢, ze hlavni pficina jednoho
Z nejvyssich vyskytt KDH ve vékové kategorii 60-65 let, mlze byt absence
preventivnich prohlidek. Nejvyssi zastoupeni pacientek na vySetteni HPV ma vékova
kategorie 26-35 let vCetné srovnatelné s kategorii 36-45 let v¢etné. To znamena Castéjsi
navstévy u gynekologa, zifejmé také z duvodu planovaného rodiCovstvi v tomto
vékovém rozmezi.

Medialni podpora odborné vefejnosti je nezbytnou soucasti efektivnéjsiho
screeningu. | kvalitn€ provadéna screeningova vysetieni nepfinesou o¢ekavanou zménu
bez maximalniho zapojeni celé populace. Zeny, které se organizovaného programu
neucastni, predstavuji nejrizikovéjsi skupinu pro rozvoj KDH. Dolni hranici pro
fungujici screening je 80% ucast Zen (Cibula, Petruzelka et al. 2009).

Epidemiologicka data 0 invazivnich karcinomech délozniho hrdla pro Ceskou
republiku nevyznivaji piiznivé avramci zemi EU patiime Kk zemim bez efektivni
strategie pro screening délozniho hrdla. Zna¢nym pokrokem je v poslednich péti letech
snaha o akreditace asystém kontrol kvality pro cytologické laboratote. Kontrola
screeningového programu V systému jednoro¢nich screeningovych intervalll je obtizna
a neumoznuje efektivni kontrolu kvality procesu. V souc¢asné dobé je standardni interval
kontrol v zemich EU nejmén¢ tiilety. Organizané se nejvice osvédcCily modely, které
jsou zalozeny na zvani zen a dokonalych kontrolach vSech krokt screeningového
procesu. Samotna kolposkopie a gynekologické vySetieni je jako soucast screeningové
strategie pro prevenci KDH bohuzel kontraproduktivni. Ukazuje se, ze zapojeni HPV

HR testu v ramci prevence (u zen nad 30 let), by zvysilo senzitivitu screeningu vysoko
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nad 90 % (Ceska data ukazuji, Ze senzitivita screeningu zaloZzeného pouze na cytologii je
v CR asi 60 %) aumoznilo by bezpeéné prodlouzit interval screeningovych kontrol
u HPV negativnich a cytologicky negativnich Zen na pét let. To by bylo ekonomicky
vyhodnéjsi nez soucCasny zcela neefektivni systém, zalozeny na ro¢nich kontroldch
a ,,svobodné* dochazkové viili Zen na preventivni bezplatna vysetfeni (Rob et al. 2011).

Je znamo, ze genotyp HPV 16 je zodpovédny za 53,5 % aHPV 18 za 17,2 %
karcinomu délozniho hrdla. Ostatni HR HPV pfedstavuji riziko KDH: HPV 45 (6,7 %),
HPV 31 (2,9 %), HPV 33 (2,6 %), HPV 52 (2,3 %), HPV 58 (2,2 %), HPV 35 (1,4 %),
HPV 59 (1,3 %), HPV 56 (1,2 %), HPV 51 (1,0 %), HPV 39 (0,7 %), HPV 68 (0,6 %),
HPV 73 (0,5 %) a HPV 82 (0,3 %), (Turyna, Slama et al. 2010). Bylo by tedy z hlediska
rizika vzniku KDH pfinosnéjsi, stanovovat nejrizikovéjsi genotypy HPV 16 a HPV 18
samostatné a dalsi méné¢ rizikové genotypy (31/33/35/39/45/51/52/56/58/59/68)
dohromady.

V piipadé pozitivity HPV 16 pfi soucasné cytologické negativit¢ by bylo 21%
riziko rozvoje CIN3 v nasledujicich 10 letech, pozitivita HPV 18 piedstavuje 18%
riziko a pozitivita jiného HR genotypu riziko pouze 1,5 %. Riziko vzniku karcinomu
a CIN3 pii HPV i cytologické negativité je u Zen starSich 30 let mensi nez 2 % po dobu
nasledujicich 10 let (Turyna, Slama et al. 2010).

Jak uz bylo fedeno, zavedeni HPV testu do primarniho screeningu v Ceské
republice by bezpochybné zvysilo jeho efektivitu. Spole¢né s cytologii by se zvysila
senzitivita zachytu KDH nad 90 % a pacientky s negativnimi vysledky obou vysetfeni
by mohly dochazet na preventivni prohlidky v pétiletych intervalech, coz by bylo
i ekonomicky vyhodngjsi. HPV test nam umozni prokazat pfitomnost vysokorizikovych
typlt diive, nez se projevi zmény na bunkidch délozniho hrdla atim se muze zacit
s lécbou a sledovanim pacientek vcas.

Zatazeni HPV DNA testi do primarniho screeningu KDH by tedy vyznamné
napomohlo ke snizeni morbidity imortality tohoto onemocnéni V ¢eské populaci

(Ondryasova et al. 2013).
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6. Zavér

Existuje dostatek dukazii, ze HPV testovani je vyhodné jednak v ujasnéni
abnormalni cytologie, dale jako ukazatel uc¢inné 1écby CIN 1ézi a uplatiiuje se hlavné
V primarnim screeningu zen ve v€ku nad 30 let a starSich (Arbyn et al. 2012).

Na Odd¢leni 1¢ékatské mikrobiologie Nemocnice Jindfichiv Hradec, a.s. bylo
celkem vySetifeno na piimy prukaz high risk HPV 767 pacientek v obdobi od 1. 1. 2010
do 31.12. 2013.

Cilem mé prace bylo zdiraznit velky smysl HPV testovani v rdmci preventivnich
prohlidek a zjistit, zda pficinou cytologickych zmén vySetfovanych Zen v rizikové
skupiné  (36-45 let) jsou pravé nebezpecné typy HPV  high risk
(16/18/31/33/35/39/45/51/52/56/58/59/ 68).

V mém souboru nejvice sledovana rizikova vékova skupina zen (36-45 let vcetng)
vykazuje pozitivitu high risk HPV ve 48,2 %. Jedna se o 107 pacientek s pozitivnim
testem HPV high risk z celkového pocétu 222 testovanych Zen sjiz abnormalnim
cytologickym nalezem. Kdyby byl utéchto Zen proveden HPV test jiz v ramci
preventivniho screeningu, mohly by se pacientky sledovat a 1é¢it diive, nez dojde
K bunéénym zménam na déloznim hrdle.

Velkym ptinosem zjisténi rizika vzniku KDH by také bylo testovani HPV 16 a HPV
18 samostatné. Tyto typy jsou zodpovédné za zhruba 70 % KDH, zbytek karcinomii
tvoii ostatni méné rizikové genotypy HPV (31/33/35/39/45/51/52/56/58/59/68).

Zatazeni HPV testu do primarniho screeningu v Ceské republice, spoleéné
s cytologickym vySetienim u zen nad 35 let, je tedy daleko efektivnéjsi a ekonomicky
vyhodnéjsi. Pfi negativité obou testii by mohla Zena dochazet na preventivni prohlidky
v pétiletych intervalech. Pii pozitivnim HR HPV a negativni cytologii by naopak mohla

byt Zena vice sledovéana a vcas 1éCena.
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8. Pilohy

Priloha 1:
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Graf 1 Srovnani celkového preZiti paclentek s pokrocilym stadiem karcinomu dé&lozniho hrdia
lécenych kombinacl topotekan pius cispiatina versus samotna cisplatina ve studll GOG 0179;
voiné podle [8] — Long. et al., 2005.

Graf 1: Porovnani pieziti pacientek s pokro¢ilym stadiem KDH lé¢enych kombinaci

topotekan s cisplatinou oproti samotné 1é¢bé cisplatinou.

Zdroj: http://www.remedia.cz/Images/Articles/Main/vtextu20090220040703.jpg
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Obrdazek 7: Incidence ZN délozniho hrdla (C53) v mezinarodnim srovnani.
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Obrdzek 9: Mapa akreditovanych cytologickych laboratoii v Ceské republice.

Zdroj: http://www.cervix.cz/index.php?pg=cervikalni-screening--centra--seznam

Priloha 4:

Obrdazek 11: souprava hc2 High-Risk HPV DNA Test a hc2 HPV DNA Test od firmy
QIAGEN (Zdroj: vlastni foto).
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Obrazek 12: imobilizaéni mikrodesticka, potazend protilatkami proti hybridu

RNA:DNA (Zdroj: vlastni foto).

Obrazek 13: rotacni tfepacka (Zdroj: vlastni foto).
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Obrdazek 14: mikrodestickovy inkubator (Zdroj: vlastni foto).

Obrazek 15: mikrodesti¢kovy luminometr DML 2000 Digene (Zdroj: vlastni foto).
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Priloha 5:

Dalsi laboratorni pomicky:

- PC systém, software verze 4.01 Digene Hybrid Capture System, tiskéarna,

- pipetovaci zafizeni EXPAND - 4 a stojanek,

- promyvaci zatizeni,

- hybridiza¢ni mikrodesticky,

- vicka na mikrodesticky,

- specidlni dlouhé pipetové $picky pro pipetovani vzork,

- stojan na zkumavky pro vzorky,

- Sroubovaci uzavéry zkumavek pro odbér vzork,

- hybridiza¢ni mikrozkumavky,

- stojanek na mikrozkumavky,

- kryci folie na desticku,

- vodni lazen,

- vortexova michacka s kaliSkovym nastavcem,

- jednokanalova pipeta, nastavitelna pro objemy 20-200 ul a 200-1000 ul,

- opakovaci pipeta (Eppendorf Repeater),

- osmikandlova pipeta, nastavitelna pro objemy 25-200 pl,

- Casovac,

- pipetovaci Spicky na jedno pouziti s aerosolovym filtrem,

- §picky na jedno pouziti pro opakovaci pipetu Eppendorf,

- §picky na jedno pouZiti pro osmikanalovou pipetu,

- tampoOny na blotovani nebo papirové ubrousky bez volnych vlaken,

- 75% etanol,

- rukavice bez mastku,

- polypropylenové zkumavky s obsahem 5 ml nebo 15 ml s kulatym dnem a snimatelnym
vickem,

- odmérny valec pro ptipravu pracovniho fedéni promyvaciho pufru,

- Cerstva destilovana voda (SOP, ptibalova informace vyrobce).



Piiloha 6:

Opatteni pro zachéazeni s testem:

- Cervikalni kartacek se pouziva jen u zen, které nejsou t€hotné.

- Nespravné provedeny odbér mize byt pri¢inou falesné negativniho vysledku.

- Pro ziskéani spolehlivych vysledkii testu musi byt pfesné dodrzen piedepsany postup pro
hc2 HPV DNA Test ijeho interpretace. Kalibratory a kontrola kvality musi spliiovat
kritéria testu.

- Je dtlezité odpipetovat presny objem pozadovaného ¢inidla a vSe dobfe promisit po kazdém
ptidavku ¢inidla. Pozadovana zména zbarveni potvrdi, ze tyto podminky byly splnény.

- Nukleové kyseliny jsou velmi citlivé na degradaci nukledzou z okolniho prostiedi. Nukleazy
se vyskytuji na lidské kiizi a na povrchu véci, ¢i na materialech, kterych se dotykali lidé.
Je proto nutné ocistit povrchy 75% etanolem a pfi provedeni vSech krokti testu pouzivat
gumové rukavice bez mastku.

- Zvlast dilezité je dokonalé odstranéni detekéniho Cinidla 1 dikladnym promytim a nasledné
zakryti imobilizaéni mikrodesticky po promyvacim kroku, protoze béhem inkubace
s detekénim ¢inidlem 2 miize exogenni alkalicka fosfataza reagovat s detekénim €inidlem
2 a vést k falesné¢ pozitivnim vysledkim.

- Pfed zacatkem testu vzdy provadime pravidelnou dekontaminaci promyvaciho zafizeni.

- Vzhledem k tomu, Ze se jedna o ¢asoveé naro¢né vysetieni, miizeme test rozdé€lit na dvé ¢asti.
Prvni den lze provést denaturaci a vzorky ponechat do druhého dne v chladnicce pii
teploté 2-8 °C, druhy den pak pokracovat podle pracovniho postupu.

- Desti¢kovy inkubator je validovan 2x ro¢né. Luminometr vCetné fidiciho pocitace, softwaru
arotatni tfepacka jsou validovany 4x ro¢né€. Pipetovaci zafizeni EXPAND 4 je

validovano 1x za rok (SOP, ptibalova informace vyrobce).
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Priloha 7:

STATNI ZDRAVOTNI USTAV

100 42 Praha 10, Srobarova 48

Expertni skupina pro zkouseni zplsobilosti
Poskytovatel zkou$eni zplisobilosti akreditovany CIA
podie CSN EN ISO/IEC 17043, reg. €. 7001

vydava
CERTIFIKAT
€. 011/2013

Nemocnice Jindfichuv Hradec,a.s.
Odd. lékaiské mikrobiologie
MUDr. Heinigeova Blanka

U Nemocnice 380

377 38 Jindrichuv Hradec 3

Laboratof se zuéastnila programii zkouseni zpusobilosti -
Externiho hodnoceni kvality v oblasti lékafské mikrobiologie
v rozsahu uvedeném v pfiloze tohoto certifikatu.

Svymi vysledky dosahla pozadovanou droven a splnila
podminky spravné diagnostiky.
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Ing. Ivan Peter ot Ing. Jitka Sosnoycové
vedouci AP CEM feditelka SZU
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Statni zravotni utav

> Centrum epidemiologie a mikrobiologie
bl Expertni skupina pro zkouseni zpusobilosti
SZU Srobarova 48, 100 42 Praha 10

tel./fax: 267082427, e-mail: apcem@szu.cz 2 70“1"

Pfiloha k certifikatu €.:011/2013 Nemocnice Jindfichuv Hradec,a.s.
Odd. lékaiské mikrobiologie
MUDr. Heinigeova Blanka
U Nemocnice 380
377 38 Jindfichav Hradec 3

Cislo programu Nazev programu

PT#M/ 3/2013 ' Sérologie Streptococcus pyogenes - neutralizacni metoda
PT#M/ 4/2013 __ Sérologie toxoplasmoézy -
PT#M/ 5/2013  Bakteriologicka diagnostika s
PT#M/ 6/2013 Sérologie EBV o

PT#M/7/2013 | Sérologie CMV -
7P7T7#M17 9/2013 | Sérologie lymeskeé borreliozy -
PT#M/10/2013 Sérologie HBV ,HCV, HIV -
PT#M/11/2013 | Identifikace respira¢nich virl a enterovirt M
PT#M/12/2013 | Sérologie syfilis

PT#M/17/2013 _ Sérologie HBV- markery o
PT#M/18/2013 Sérologie HAV

PT#M/19/2013 | Parazitologie stfevni S
PT#M/20/2013 _ Mikroskopicka diganostika trichomonad

PT#M/23/2013 | Mykologicka diagnostika -
PT#M/29/2013 | Sterilizace S

PT#M/31/2013 ' Detekce papillomavird o
PT#M/33/2013 Sérologie larvalni toxokarozy

Informace o provedeni programu zkouseni zpusobilosti jsou uvedeny ve zpravach.

Ing. Ilvan Peter
V Praze dne 6.2.2014 vedouci AP CEM

Obrazek 16: Kopie certifikatu EHK za rok 2013 (vcetné ptilohy) pro detekci papilomaviri na
Odd¢leni Iékarské mikrobiologie Nemocnice Jindfichliv Hradec, a.s.

Zdroj: vlastni kopie
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