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Lidsky papilomavirus (HPV) je jednou z nejcastéjsich pohlavné
prenosnych chorob zptsobujici riznd nadorova onemocnéni,
nejcastéji rakovinu délozniho ¢ipku. Prevalence HPV infekce se
pohybuje mezi 14-35%. HPV vySetfeni neni pii 16¢bé
neplodnosti indikovano, zlstava tedy tato mozna pficina
neplodnosti opomenuta. HPV se mize vazat na akrozom
spermiec a mit vliv na jeji motilitu. Oplozeni oocytu HPV
infikovanou spermii mize mit negativni vliv na jeho vyvoj.
Vzorky 64 part 1é¢enych pro neplodnost, 20 darci spermii a 16
darkyni oocytt byly vySetfeny na ptitomnost HPV DNA dvéma
HPV DNA testy, jejichz vysledky byly porovnany. HPV infekce
byla detekovana v 21,9 % cervikalnich stérii zen 1éCenych pro
neplodnost a v 37,5 % cervikalnich stéra darkyt oocytt. U muzi
1é¢enych pro neplodnost byl HPV detekovan v 53,1 % a u darct
spermii v 40 %. HPV DNA byla detekovana Cast&ji ve stérech
z penisu (53,6 %) nez ve vzorcich ejakulatu (28,3 %). Objasnéni
vlivu HPV infekce na plodnost a vlivu HPV pozitivity u darct
gamet na uspeSnost asistované reprodukce by mélo byt
predmétem dal$iho vyzkumu.
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Human papillomavirus (HPV) is one of the most common sexually
transmitted diseases resulting in various cancers most often cervical
cancer. The prevalence of the HPV infection is between 14-35 %.
HPV testing is not indicated in the treatment of infertility, therefore
this possible cause of infertility remains overlooked. HPV can bind
to the sperm acrosome and affect its motility. Oocyte fertilization
with the HPV-infected semen can have a negative impact on its
development. Sixty-four pairs treated for infertility, 20 sperm
donors and 16 oocyte donors were examined for the presence of
HPV DNA by two HPV DNA tests. Results of these tests were
compared. The HPV prevalence was 21.9 % in in women treated
for infertility and 37.5 % in oocyte donors. In women, HPV DNA
was detected in cervical swabs. In men treated for infertility HPV
was detected in 53,1 % and in sperm donors in 40 %. HPV DNA
was detected more often in swabs taken from the penis (53,6 %)
than in samples of semen (28,3 %). Further research should clarify
the influence of HPV infection on fertility and influence of HPV
positivity in gamete donors on assisted reproduction outcome.
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1. CILE PRACE

Cilem této bakaldiské prace bylo zpracovani literarni reSerSe na téma vliv
HPV infekce na fertilitu. Teoreticka ¢ast je zaméfena na prevalenci HPV infekce
Vv populaci, metody detekce lidského papilomaviru a piedevsim na vliv HPV infekce
na kvalitu spermatu, interakci s Zenskym pohlavnim ustrojim s naslednym vlivem
na embryogenezi a graviditu. DalSim cilem prace bylo vySetfeni pfitomnosti
HPV infekce pomoci dvou HPV DNA detekénich metod, jejichz vysledky byly
porovnany u parti 1écenych pro neplodnost, darcti spermii a darkyni oocyta. V ramci
experimentdlni ¢asti bylo také vyhodnoceno dotaznikové Setieni zamétené
na zdravotni stav a sexualni chovani respondentt. Cilem této bakalarské prace bylo

vyhodnoceni HPV prevalence u muZzi a Zen 1é€enych pro neplodnost a darcli gamet.



2. UVOD

Lidsky papilomavirus (HPV) je jednou z nejcastéjsich pohlavné pienosnych
chorob v celosvétovém métitku. S HPV infekci se béhem svého zivota setka
piiblizn¢ 80 % sexualné€ aktivnich jedinct, ve vétsing ptipadd vSak imunitni systém
infekci eliminuje bez klinickych ptiznakd (Bosch, 2013). V soucasnosti bylo
identifikovano vice nez 120 typt HPV, z nichz pfiblizn€¢ 40 muze infikovat sliznici
anogenitalniho traktu. Tyto genotypy, souhrnné oznacovany jako slizni¢ni HPV, jsou
klasifikovany na zéklad¢ jejich onkogenniho potencidlu na nizce rizikové (low-
risk/LR HPV), zpiisobujici benigni hyperproliferacni 1éze nebo genitalni bradavice
avysoce (high-risk/HR HPV) rizikové genotypy asociované se vznikem
premalignich a malignich 1ézi (Fernandes, 2013; de Villiers et al., 2004). Perzistence
HPV infekce mize vést ke vzniku prednadorovych a nddorovych zmén, ptfedev§im
Vv oblasti délozniho hrdla (Walboomers et al., 1999). Karcinom dé&lozniho ¢ipku je
druhym nejc¢astéj$im rakovinovym onemocnénim s vysokou mortalitou u Zen. Ro¢né
je odhaleno pfiblizné¢ 493 000 novych ptipadd rakoviny délozniho ¢ipku po celém
svété, z ¢ehoz 233 000 piipadia vede k umrti (Parkin, 2005). Karcinom d€lozniho
¢ipku je asymptomatické onemocnéni, proto je na jeho v€asnou diagnostiku zaméten
cervikalni screening.

Kromé vzniku benignich a malignich 1ézi by HPV infekce mohla ovliviiovat
také plodnost. M4 negativni vliv na kvalitu spermatu, oplozeni oocytu a samotny
vyvoj plodu. Jednoznacné spojitost mezi HPV a infertilitou nebyla dosud prokdzana
(Souho, 2015). Proto jsem se v této praci zaméfila na zjisténi HPV prevalence u para

lécenych pro neplodnost a darcti gamet.
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3. TEORETICKA CAST

3.1  Lidsky papilomavirus

Lidsky papilomavirus se fadi do ¢eledi Papillomaviridae (de Villiers et al.,
2004). Mezi HR HPV genotypy, které infikuji slizni¢ni epitel anogenitalniho traktu a
maji schopnost navodit onkogenni transformaci bunky, patii HPV 16, 18, 31, 33, 35,
39, 45, 51, 52, 56, 58 (Jacobs et al., 1995). Vysoce rizikové genotypy HPV u Zen
zpusobuji nejcastéji karcinomy de€lozniho hrdla. Daéle také mohou zplisobovat
karcinomy vulvy, vaginy, fitniho otvoru, dutiny ustni a orofarynxu. U muzi
zpusobuje intraepitelidlni neoplazie, které se povazuji za predchidce rakoviny
penisu. Dale podnécuje vznik rakoviny hlavy a krku (Obr. 1). U vétSiny muzi
probiha infekce asymptomaticky (Ingles et al., 2015; Ondryasova et al., 2015).
Mezi LR HPV fadime napi. HPV 6, 11, 34, 40, 42, 43, 44/55, 54, 72, 81 genotypy

zpuisobujici benigni 1éze.

Délozni hrdio |  100%
Penis il 40%
Vulva, vagina [l 40%
Ritni otvor [l 90%
Dutina dstni _ 2N m HPV asociované nadory
orofarynx [ 12% ® celkovy pocet nadord

0 100000 200000 300000 400000 500000

Pocet nadorovych onemocnéni rocné

Obr. 1: HPV asociovana nadorova onemocnéni (OndryaSova et al., 2015).

HPV je maly, neobaleny virus, jehoz cirkularni dsDNA interaguje s histon-
like proteiny. Povrch viru tvofi ikosaedralni kapsida slozena z proteind L1 (major
capsid protein) a L2 (minor capsid protein). Genom HPV o velikosti pfiblizné
8000 pb obsahuje osm otevienych ¢tecich ramct (ORF — open reading frames), které

se deli do tii regionti. Prvni z nich se nazyva dlouha kontrolni oblast (LCR — long
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control region), ve které se nachazi vétsina regulac¢nich sekvenci DNA potiebnych
pro replikaci a expresi virového genomu. Oblast E (early region) obsahuje geny pro
proteiny regulujici zivotni cyklus HPV viru. Posledni region genomu HPV oblast
L (late region) nese geny pro L1 a L2 kapsidové proteiny (Obr. 2) (Fernandes et al.,
2013). Pro replikaci viru je nezbytna E1 helikasa a E2 origin-binding protein, mezi
jehoz dalsi funkce patii regulace transkripce virdlnich genti a zajiSténi spravné
segregace HPV episomu do dcefinych bunék béhem mitoézy. V Casné fazi HPV
infekce E2 inhibuje transkripci onkoproteinti E6 a E7. B€hem maligni transformace
vsak Casto dochazi k integraci HPV DNA do lidského genomu, ztraté¢ E2 a zvySeni
exprese E6 a E7 onkogent (Hebner a Laimins, 2006; D’Abramo a Archambault,
2011).

Onk temy
Dlouha honicriaa
kontrolni oblast / g/

Majoritni

kapsidovy

protein DNA helikdza -
replikace DNA.

Minoritni
kapsidovy
protein

™ Regulace transkripce

Amplifikace genomu Amplifikace genomu
Bunééna proliferace Interakce s cvtoskeletem/keratin

Obr. 2: Organizace genomu HPV. Schematické znazornéni kruhového genomu HPV 16
ukazuje umisténi ¢asnych (E) a pozdnich gend (L1 a L2) a dlouhou kontrolni oblast (LCR).
HPV genom koduje osm proteint, jejichz funkce jsou oznaceny. Jedna se o proteiny
replikace viru E1 a E2 (fialovd) a virové onkoproteiny E6 a E7 (zelena). Upraveno
(D’Abramo a Archambault, 2011).

Onkogenni u¢inek HR HPV EG6 proteinu spociva ve vazbé na bunéény protein
p53, ktery integruje odpoveéd’ bunky na rizné druhy stresu (reaktivni formy kysliku,
poskozeni DNA, hypoxie), reguluje G1 a G2 kontrolni body buné¢ného cyklu

a v piipadé neopravitelného poskozeni DNA indukuje apoptézu (Werness et al.,
17



1990). Vazba proteinu E6 na p53 vede k jeho degradaci ubikvitin-dependentni
proteolyzou, ztraté kontroly bunécné proliferace a destabilizaci genomu (Scheffner et
al., 1990). Ke ztraté kontroly bunééné proliferace vede také interakce E7 proteinu s
pRb a piibuznymi proteiny pl07, pl30. Vazba E7 na pRB indukuje jeho
proteosomdlni degradaci a uvoliuje transkripéni faktor E2F, buiika vstupuje do
S faze bunétného cyklu a ztraci schopnost kontroly proliferace (Fields, 2001).
Tvorba maligni 1ézi je u LR HPV potlacena, protoze E6 protein LR HPV neindukuje
degradaci p53 a protein E7 nedegraduje pRb (D’Abramo a Archambault, 2011; Chen
et al., 2007).

3.2 Prubéh HPV infekce

Pribéh infekce HPV je obvykle bezptiznakovy. Ve vétsing piipadd HR HPV
infekce délozniho Cipku dochazi k eliminaci infekce imunitnim systémem bé&hem
1 az 18 mésici. Tento proces se nazyva spontanni clearance (Sanjosé et al., 2007).
Pokud je imunitni odpovéd nedostate¢na k eliminaci viru, dochazi k dlouhodobé
infekcei, ktera mize vést k vytvoreni maligni 1éze (Obr. 3). Zacatek zivotniho cyklu
HPV nastava poté, co virus ziska pfistup k nediferencovanym bunkam bazalni
membrany dlazdicového epitelu ektocervixu, pokud je tato oblast vystavena
mechanickému nebo chemickému traumatu (Fernandes et al., 2013). 1 ptes infekci
HPV si buniky bazalni membrany zachovavaji schopnost diferenciace, a tak poskytuji
vhodné prostiedi pro mnozeni viriont. K pfenosu infekce dochdzi nejcasteji
pohlavnim stykem (oralng, vaginalné, analn¢€) pti kontaktu sliznic. Zpusoby pifenosu
HPV u déti jsou sporné. Zahrnuji pfenos perinataln€, auto a hetero inokulaci,
ptipadné neptimo prostiednictvim kontaminovaného predmétu (Puranen et al., 1997;

Szydtowski et al., 2013).
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Obr. 3: Vyvoj infekce HPV. Po drobném traumatu sliznice virion pronika do bunék bazalni
membrany délozniho ¢ipku, kde se diky zachovani diferenciace bazalnich bun¢k dale mnozi
a po nékolika letech se mize rozvinout v maligni 1éze (The 2010 Nobel Prize in Physiology
or Medicine - Illustrated Information. Nobelprize.org. 6 Oct 2011).

3.2 Prevalence

Lidsky papilomavirus (HPV) je jednou z nejcastéjsich sexualné ptenosnych
infekci na celém svété (Bosch, 2013). Ackoli je HPV infekce velmi bézna, jeji
prevalence se v jednotlivych geografickych regionech zna¢né lisi podle jejich trovné
rozvoje, socioekonomické situaci a piedev§im podle charakteristiky studované
populace. V roce 2005 probéhla celosvétova studie Mezinarodni agenturou pro
vyzkum rakoviny (International Agency for Research on Cancer — IARC), ze které¢
vyplyvaji az 20ndsobné rozdily v celkové prevalenci HPV infekce mezi jednotlivymi
regiony. HPV prevalence standardizovana dle véku byla pfiblizné Skrat vyssi v
subsaharské Africe neZ v Evropé. V této studii byla zjisténa prevalence HPV infekce
u zen bez cytologického nalezu 1,4-25,6 % celosvétoveé (Clifford et al., 2005).
V Evropé se HPV infekce vyskytuje u 8,1 % Zen (Sanjosé et al., 2007). V Ceské
republice probéhla v roce 2006 studie na ptitomnost HPV infekce, ve které bylo
zjisténo, ze 23 % Zen bez abnormalniho cytologického nalezu na déloznim ¢ipku
bylo pozitivnich na HR HPV (Tachezy et al., 2006). Vrchol incidence infekce je

V obdobi bezprostiedné po zacatku sexualniho zivota. Ve veéku 18-25 let dosahuje
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45 % a vice. Riziko infekce se zvySuje s po¢tem sexualnich partnert (Freitag, 2015;
Giuliano et al., 2011).

Dunne et al. uvedl prevalenci HPV infekce u muzi 1,3-72,9 % v zavislosti na
misté odbéru vzorku. Nejvyssi prevalence byla zjisténa ve stérech z penisu (Dunne et
al., 2006). Vysoka prevalence lidského papilomaviru u muzt vyrazné zvedla zajem
odborné spolecnosti, kvuli jeho moznym dasledkim na muzskou plodnost. Podle
poslednich poznatkil 7-16 % muzl 1é€enych pro neplodnost je postizeno HPV infekci
spermatu (Schillaci et al., 2013; Laprise et al., 2013).

V souvislosti s moznym vlivem HPV naplodnost Vv zenské populaci
Hermonat et al. v roce 1997 provedl studii, ktera hodnoti pfitomnost HPV DNA u 25
spontannich potratt, z nichz 15 (60 %) bylo pozitivnich na HPV E6/E7 sekvenci. Po
podstoupeni ART (Assisted reproductive technology — asistovana reprodukce), byl
vyskyt potrati vyrazné vyssi u part, kde jeden nebo oba partneti byli HPV pozitivni

ve srovnani s neinfikovanymi pary (Pereira et al., 2015).

3.3  HPV a mozny vliv na plodnost

Svétova zdravotnicka organizace (World Health Organization — WHO)
definuje neplodnost jako neschopnost sexudlné aktivnich partnerdt dosahnout
spontanniho  t¢hotenstvi do  jednoho roku bez pouziti antikoncepce
(Zegers-Hochschild, 2009). Neplodnost je problém globalnich rozméra, ktery
ovlivituje 8 — 12 % pard na celém svété (Daar a Merali, 2002). Je v§eobecné znamo,
ze sexualné pienosné infekce jako Chlamydia trachomatis, Neisseria gonorrhoeae,
Treponema pallidum mohou vést ke zménam plodnosti nebo dokonce k neplodnosti.
Vliv nékterych sexualné ptenosnych virovych infekci jako HIV (Human
immunodeficiency virus), cytomegalovirus, herpes simplex virus nebo HPV na
plodnost neni zcela objasnén (Souho et al., 2015; Pereira et al., 2015).

U part 1é€enych pro neplodnost, které podstupuji asistovanou reprodukci,
nedochazi k testovani ptitomnosti HPV DNA, stejné¢ tak nejsou testovani darci
spermii nebo darkyné oocyti. U muzli je pouze vySetfen spermiogram a u zen se
provadi testovani hladiny hormoni, ovulacni testy a vySetfeni délohy. Darci gamet
jsou testovani na pritomnost HIV, Hepatitidu B a C nebo Chlamidia trachomatis
(WHO, 2002). Diskutovanym tématem je testovani darci spermii nebo darkyni
oocytd na pfitomnost HR HPV, kvuli moznym rizikim spojenych s ART (Calinisan

etal., 2002; Gizzo et al., 2014).
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3.3.1 HPV a neplodnost u muzi

U muzid byla HPV infekce detekovdna na povrchu penisu, v ejakulétu,
mocové trubici nebo Sourku. Giuliano et al. zjistil nejvyssi prevalenci HPV infekce u
muzu na povrchu penisu (49,9 %). Ve vzorcich ejakulatu byla prevalence HPV
vzorku je Zalud penisu. Pravé kvili neinvazivit€ odbéru a vysokému zachytu HPV
infekce byl pro zjisténi HPV prevalence u muzi pouzit stér z penisu. HPV
prevalence ve stérech z penisu byla porovnana s prevalenci HPV infekce v ejakulatu,
kvuli moznému vlivu na plodnost (Dunne, 2006).

Aclkoli  pfedchozi vyzkumy prokazaly pfitomnost HPV ~ DNA
na povrchu penisu, v mocové trubici, varleti a nadvarleti, jen malo studii se zabyvalo
vyskytem HPV DNA ve spermatu, coz muze uzce korelovat s neplodnosti.
Pfedpoklada se, ze HPV se vaze na dvé rizna mista podél ekvatorialni oblasti
hlavicky spermie, jejiz akrozom obsahuje glykosaaminoglykany, které mohou
zprostiedkovavat navazani HPV na spermii. Nedavné dukazy naznacuji, ze L1 HPV
kapsidovy protein a glykosaminoglykan, syndekan-1 se nachazi v ekvatorialni oblasti
hlavicky spermie, ale kompletni mechanismus vazby viru na spermii zatim neni zcela

objasnén (Obr. 4) (Pereira et al., 2011; Foresta et at., 2011).

spermie s navazanou HPV 16 kontrolni spermie
kapsidou

Obr. 4: Kapsidy HPV 16 navazané v ekvatorialni oblasti zivych spermii. Vlevo jsou

viditelné kapsidy kumulované konkrétné¢ ve dvou ohnicich v ekvatorialni rovin¢ hlavic¢ky
spermie (Pérez-Andino et al., 2009).
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Byl prokazan vliv infekce lidského papilomaviru na kvalitu spermatu. VéEtsina
studii se jednoznac¢né shoduje, Ze HPV zpusobuje snizenou motilitu spermii (Foresta
et al., 2015). HPV infekce byla také spojena se sniZzenou Zivotaschopnosti spermii,
snizenym poctem morfologicky normélnich spermii a zvySenou hladinou protilatek
proti spermiim (ASA — antisperm antibodies). In-vitro experimenty také prokazaly,
ze HPV mize zpusobit fragmentaci DNA. Po expozici spermie genotyptiim HPV 16 a
HPV 31 doslo k jeji apoptoze, tak jako u somatickych bunck, avSak vystavenim
spermie genotypium HPV 18, 33 nebo HPV 6 a HPV 11 nebyla fragmentace DNA
pozorovana. Genotypy HPV 6, 11, 16 ovliviiuji morfologii hlavicky spermie. Ale v
prostiedi in-vivo tento proces neni potvrzen (Souho et al., 2015; Connelly et al.,
2001). Dalsim neméné dilezitym faktorem, ktery ma vliv na pohlavni buiky je
ptitomnost ASA, jejichz produkce je pravdépodobné stimulovana ptitomnosti HPV
DNA. ASAs se vazi naspermii velice pevné a mohou zpisobovat jeji pfimé
poskozeni, abnormalni sloZzeni semenné plazmy nebo ovliviiovat mitochondrialni
funkci. Prevalence ASAs je vysSi u pacientii léCenych pro neplodnost, tudiz jejich
pfitomnost mize byt spojena s redukovanou motilitou spermii (Garolla et al., 2013).
Dodnes je jen malo znamych informaci o vlivu infekce HPV na sperma, jejich

klinickych disledcich, clearence nebo o mozné zmén¢ autoimunity spermie.

3.3.2 HPV a neplodnost u Zen

HPV vazan naspermii muze svou genetickou informaci exprimovat
Vv oplozeném vajicku a zpUsobit jeho apoptozu. U mysich experimenti in-vitro a v in-
vivo lidskych modelech bylo zjisténo, ze HPV genom je exprimovan v oplodnéném
oocytu, blastocysté a trofoblastu buiky (Gizzo et al., 2014). Virovy genom by mohl
vyvolat bunééné zmény, jako je inhibice rastu zygoty, snizeni vyvoje blastocysty,
inhibice procesu formovani blastocysty, fragmentace DNA a apoptézu. HPV infekce
by tedy mohla mit fatalni dopad na ¢asny vyvoj embrya (Calinisan et al., 2002; You
et al., 2002). Nejvyssi mira fragmentace DNA a apoptézy mysi blastocysty byla
zaznamenana po expozici HPV 16. Dalsi vyzkumy prob&hly hamster egg penetration
testem, které prokéazaly schopnost spermie transferovat kapsidovy protein L1 a také
geny EG/E7 viru s jejich naslednou expresi v blastocyst¢ (Obr. 5). Byly pouzity
oocyty kiecka a lidské spermie s transfektovanym plasmidem pIRES2-AcGFP1-
E6E7. HPV infikované spermie byly schopny proniknout do oocytu a exprimovat v
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ném virové geny (Foresta et al., 2011). Mechanismus interakce oocytu s genomem
HPV neni dosud zcela objasnén (Noventa et al., 2014).

kontrolni spremie spermie s transfektovanym HPV
E6/E7 plasmidem

Obr. 5: Oocyt samice kiecka penetrovan kontrolnimi spermiemi a transfektovanymi
spermiemi HPV16 E6/E7 plasmidem. Zobrazeni fluorescencné pomoci SYBR zelené DNA
sondy (Foresta et al., 2011).

Negativni vliv na Zenskou plodnost miize mit také ptitomnost HPV
Vv buiikach trofoblastu. Lidsky papilomavirus interagujici s buiikami trofoblastu miize
zpusobit vytvoreni abnormalni placenty (Gomez et al., 2008). You et al., provedla
demonstraci, ve které dokazala, ze bunky trofoblastu napf. dlazdicovy epitel jsou
velice permisivni k HPV a vykazuji urcitou podobnost v expresi gent. Zjistila
expresi geni (E1 i L1) viru v 3A buikach trofoblastu kultivovanych s HPV 16.
Kromeé toho také objevila v riznych studiich in-vitro, ze E6 a E7 onkogeny zpisobily
jednak pokles po¢tu 3A bunck trofoblastu, jednak nizkou pftilnavost trofoblastu
k endometriu v prvnim tydnu po expozici. Pfiinou sniZzené invazivity bunck
trofoblastu mize byt negativni regulace E-cadherinem (zakladni protein pro adhezi
burika-burika) v buiikach exprimujicich genom HPV 16 (Boulenouar et al., 2010).
Toto zjisténi, ze HPV muze ovliviiovat zivotni cyklus bunck trofoblastu, piispélo

k potvrzeni hypotéz mezi souvislosti HPV infekce a spontannim potratem.

3.3.3 HPV u déti
Lidsky papilomavirus byl detekovéan také u déti, ale zpiisob pfenosu infekce
HPV neni zcela objasnén. Za nepohlavni pfenos se povazuje perinatalni vertikalni

prenos, fyzicky kontakt a autoinokulace (Szydlowski et al., 2013). Dobie
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zdokumentovan je vertikdlni pfenos HPV z matky na dité. V déloze by mohlo dojit
k infekci skrze infikovany porodni kanal nebo hematogenné pies placentu. HPV
DNA byla zjisténa v plodové vod¢, plodovych obalech, trofoblastu bunék placenty a
u déti narozenych jak cisafskym fezem, tak i spontannim porodem (Rintala et al.,
2005). LR HPV 6 a HPV 11 zpisobuji u déti rekurentni respiracni papilomatozu
(RRP). Toto onemocnéni patii mezi nejcastéj$i benigni karcinomy hrtanu u déti
(Bosch, 2013; Derkay, 2001). RRP je spojena s vertikalnim pienosem z matky na
dité béhem porodu skrze infikovany porodni kanal (Szydtowski et al., 2013). Né&které
studie ukazaly, ze vétSina déti se narodila matkdm, které prodélaly genitalni
kondylomata (Tai et al., 2012). Stejn¢ jako u muzti a zen, HPV u déti infikuje
dlazdicovy epitel sliznic a zapfic¢ituje vznik genitdlnich bradavic (Syrjanen a

Puranen, 2000).

3.4  Prevence

HPV jako bezptiznakova infekce s inkubaci 1-8 mésicli je nejcastéji
spojovana s karcinomem dé¢lozniho ¢ipku. Rakovina délozniho ¢ipku je jednim
Z nejéastéjsich nadorovych onemocnéni u zen svysokou mortalitou. V Ceské
republice je kazdy rok nové diagnostikovano ptes 1000 novych piipadli karcinomu
cervixu a pfiblizné 400 pacientek s touto diagnézou ro¢né zemie (Ondryasova et al.,
2013).

V rozvojovych zemich je nejvyssi procento nejen infikovanych Zen, ale také
nejvyssi pocet imrti na karcinom cervixu, ve srovnani s vyspélymi zemémi, proto
je velice potiebné zavedeni HPV DNA screeningu a rozvoj metod identifikace HPV
(Freitag, 2006).

Nejucinngj$i a nejlevnéj$i prevenci proti vSem onkologickym chorobam
je informovani vetejnosti o rizicich jejich vzniku a moznostech zmén Zivotniho stylu
(Holubova, 2007). Prevence se rozdéluje na primarni a sekundarni.

* Primarni — cilem primarni prevence je zamezeni vzniku nemoci. V ptipadé
HPV se jedna konkrétné o omezeni poctu sexualnich partnert. Idedlné vSak
sexudlni abstinence. Pouziti kondomu pii pohlavnim styku pouze snizuje
riziko, ale nezamezuje prenosu infekce. Do primarni prevence se také radi
oc¢kovani proti HPV. Jako primarni prevence proti HPV je nejjednodussi
dodrzovani zdravého zivotniho stylu a posileni imunity (Centers for Disease

Control and Prevention, 2007).
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34.1

Sekundarni — mé za kol vcasny zachyt prekanceréz. Diky sekundarni
prevenci dochazi k odhaleni dysplastickych zmén v ranych stadiich a dava
moznost v€asné 1€Cbé se zvySenou pravdépodobnosti jejiho Uspéchu. Za
sekundarni prevenci se v ptipadé HPV povazuje pravidelny gynekologicky

screening (Schiffman a Castle, 2005).

Vakcinace

Ockovani proti HPV je urceno ptedevsim pro adolescentni divky, které jeste

nemély pohlavni styk (Tab. 1). V soucasnosti je také velice Casto diskutovan vyznam

ockovani chlapci, aby se predeslo pienosu HPV pfii pohlavnim styku z Zeny na muze

a naopak. Dalsi aspektem pro¢ ockovat chlapce nebo muze by mohla byt mozna

souvislost HPV s neplodnosti. V dne$ni dobé¢ je vakcinace pomérmné dobie dostupna

a také hrazena pojistovnami pro divky ve véku mezi 13-14 lety. Ockovaci latky jsou

pfipraveny na bazi virus-like particles (Burk et al., 2009). Aktualné pouzivané

vakciny chrdni proti hlavnim rizikovym typim HPV 16 a HPV 18, které¢ jsou

pric¢inou asi 70 % rakoviny délozniho hrdla. Klinické testovani Gspésné ukoncily tii

vakciny. Pomérné kratkou dobu je na trhu nonavalentni vakcina.

Cervarix — bivalentni rekombinantni vakcina proti HR HPV 16 a 18.
Zajistuje prevenci karcinomu délozniho ¢ipku (Schejbalova, 2011).

Silgard — tetravalentni rekombinantni vakcina proti LR HPV 6 a 11 a
HR HPV 16 a 18. Zajistuje prevenci nejen karcinomu délozniho Cipku, ale
také genitalnich bradavic a vaginalnich a cervikalnich prekanceréz (Chlibek
etal., 2011).

Gardasil 9 — nonavalentni vakcina proti HPV genotypim 16, 18, 31, 33, 45,
52 a 58 a pro prevenci genitalnich bradavic zptisobenych genotypy HPV 6 a
11. Tato vakcina ma potencial prevence karcinomu délozniho ¢ipku az 90 %.
Je urCena nejen pro divky a Zeny, ale také pro chlapce ve véku 9-15 let

(Kirby, 2015).
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Tab. 1: HPV proockovanost vékovych skupin ¢eskych divek (pfevzato z www.vakciny.net)

% Proockovanost ve vékovych 2007 2008 2009 2010
skupinach

<11 let 0,2 074 0,4 0,3
11-15 let 3,9 8,6 10,3 9,2
15-20 let 3,3 91 15,4 21,1
21-26 let 0,9 2,3 3,5 4,6

3.4.2 Screening

V Ceské republice je screening karcinomu dé&lozniho hrdla upravovan
véstnikem ministerstva zdravotnictvi ¢. 07/2007. Jedna se o pravidelny odbér stérti
Z délozniho hrdla gynekologem, alespoil jednou ro¢né u dospélych zen. Screening se
provadi za ucelem odhaleni dyspldzie nebo Casnych stadii karcinomu délozniho
¢ipku a tim cilené snizeni morbidity a mortality. Ackoli je vySetfeni cervikalni
cytologii pln¢ hrazeno pojistovnami, k preventivni gynekologické prohlidce se
dostavi pouze piiblizn¢ 55 % zen (Méjek, 2013). Nejvyssi procento karcinomu
délozniho hrdla se vyskytuje u Zen, které nedodrzuji pravidelné navstévy u
gynekologa.

Cervikdlni cytologie je V soucasnosti nejpouzivanéj$i screeningovou
metodou. Pomoci Pap (Papanicolativ) testu nebo pokrocilejsi LBC (liquid-based
cytology) dochazi k odbéru stéru z d€lozniho ¢ipku a uréeni konkrétniho stavu
epitelu cervixu. V ptipadé Pap testu je stér z délozniho ¢Cipku nanesen na sklo,
fixovan, barven dle Papanicolaoua a poté hodnocen cytologickou laboratofi podle
platného sytému Bethesda 2001. LBC zvysuje senzitivitu vySetfeni odstranénim
rusivého vlivu krve ¢i hlenu pfi klasickém Pap testu, test je navic 1épe hodnotitelny
diky rovnomérnému rozmisténi bun¢k v jedné vrstvé a je pouZitelny k dalSimu
testovani, napf. k HPV DNA diagnostice (Ondryasova et al., 2013). Nevyhodou
cervikalni cytologie je nizka senzitivita detekce premalignich 1ézi 50-70 % a vysoké
procento faleSn€ negativnich nélezii. Opakovani testovani cytologie po 12 meésicich
ukédzalo nejvyssi pozitivni prediktivni hodnotu v kombinaci s vysokou negativni
prediktivni hodnota (NPV) pro CIN3 +.Z tohoto divodu je doporuceno piipojeni
HPV DNA screeningu, ktery ma vyssi senzitivitu (Dijkstra et al., 2014).
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3.4.3 HPV DNA screening

Testovani zalozené na diagnostice HPV DNA ve vzorcich je dnes pouze
doplitkkové. V soucasné dobé jsou k HPV DNA diagnostice zasilany pouze ptipady
sabnormalni cytologii s neznamym vyznamem (atypical squamous cells of
undetermined signifikance, ASC-US), vyskytujici se ptiblizné u 4 % ptipadi (Arbyn
et al., 2010). Potiebu a piinos HPV DNA diagnostiky potvrdila studie ATHENA
(Addressing THE Need for Advanced HPV Diagnostics). V této studii byly srovnany
vysledky LBC a HPV DNA testti u 47 000 Zen. ATHENA ukazala na vyssi citlivost
HPV DNA diagnostiky na ukor nizsi specificity oproti LBC, ktera byla
pravdépodobné ovlivnéna zafazenim zen nizSich vékovych skupin (Wright et al.,
2011). Vyskyt HPV je nejcastéji u zen ve veéku 18-25 let. S ohledem na clearence
viru ma smysl testovat zeny, které jsou star$i 30 let. HPV testovani poskytuje velmi
vysokou negativni prediktivni hodnotu (NPV), ktera pfi soubézném pouziti cytologie
umoznuje prodlouzit screeningovy interval az na 6 let (Dillner et al., 2008;
Ondryasova et al., 2013).

HPV DNA testy umoznuji detekovat pouze HR HPV DNA nebo jednotlivé
genotypy HPV. Testy detekujici HPV DNA jsou vétSinou zalozeny na PCR reakci.
Principem PCR reakce je pouziti specifickych primert, které¢ se vazi na rizné ¢asti
DNA. Nejcastéji pouzivané primery jsou MY09/MY11l, GP+/6+, SPF10 (detekce
genu L1), CP primery (detekce HPV genu E1) nebo pU primery (detekce gent
E6/E7) (Baay et al., 1996; Hermonat, 1997). Pomoci primerd je mozno detekovat
pouze piitomnost HPV DNA, ale nelze identifikovat jednotlivé genotypy. Pro
genotypizaci jsou nejéastéji pouzity metody zalozené na znaceni primerd (biotin)
anasledné ELISA reakci (enzyme-linked immunosorbent assay, enzymaticky
znadend imunoanalyza), real-time PCR se znaenymi probami, popt. hybridizaci
PCR produktii se specifickymi oligonukleotidovymi probami fixovanymi na stripu
(line blot) nebo ¢ipu (microarray) (Ondryasova et al., 2013).

V experimentalni ¢asti této prace byly k detekci HPV DNA pouzity HPV
DNA testy firem Roche a Greiner Bio-one. Obé metody jsou validovany k pouziti
v klinickych laboratofich. Cobas® 4800 HPV test je poloautomatizovany.
Vyhodnoceni probiha bez vnéjsiho zasahu operatora, a tak dochazi k maximalni
eliminaci chyb zpisobené lidskym faktorem.

Cobas® 4800 HPV test je zaloZeny na automatizované izolaci DNA ze vzorku

pomoci magnetickych ¢astic. Dale je zaloZen na real-time PCR se specifickymi
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fluorescenéné znacenymi sondami, které jsou znaceny 4 riznymi barvami, pro
HPV 16, HPV 18, pro ostatni HR HPV genotypy a pro interni kontrolu.
Oligonukleotidové sondy se vazi na L1 oblast HPV genomu. Jako interni kontrola
slouzi gen pro B-globin. Detekce probiha pomoci analyzatoru cobas z 480, ktery
vyuziva fluorescenc¢niho signalu k detekci amplifikované nukleové kyseliny pomoci
metody real-time PCR (Roche Molecular Diagnostics, 2011).

PapilloCheck HPV-Screening® se provadi metodou PCR, dale nanesenim na
¢ip, kde probiha hybridizace PCR produkti se specifickymi DNA probami. Detekuje
fragment E1 genu HPV genomu. Jako kontrola slouzi ADAT1 (human tRNA-specific
adenosine deaminase 1). Nakonec je PapilloCheck® ¢&ip (Obr. 6) automaticky
skenovan, analyzovan a vyhodnocovan pomoci dvou barevného laserového skeneru
(excitacni vlnové délky 532 nm a 635 nm), ktery umoziiuje detekci fluorescen¢niho
signalu generované piitomnosti HPV specifickych amplifika¢nich produktd, stejné
jako kontroly (Gmbh, 2011). Do PCR reakce je pfidavan enzym UNG (Uracil N-
glycosylase), které zabrafiuje carry-over kontaminaci. Stépi PCR produkt a zabraiiuje
reamplifikaci PCR produktu (Gmbh, 2011).
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Obr. 6: Nékres ¢ipu PapilloCheck®. Znéazornéna hybridiza¢ni kontrola, PCR kontrola,
kontrola vzorku a HPV DNA sondy. PCR kontrola a kontrola vzorku skenovana laserem
0 excitatni vlnové délce 635 nm (Cervena oblast), zatim co hybridiza¢ni kontrola je

skenovana laserem o excitaéni vlnové délce 532 nm (zelena oblast). Upraveno (Gmbh,
2011).

29



4. EXPERIMENTALNI CAST

V této ¢asti prace byly vySettovany vzorky 64 paru lécenych pro neplodnost,
20 darcu spermatu a 16 darkyni oocyti na piitomnost HR HPV a LR HPV pomoci
HPV DNA testd cobas® 4800 HPV a PapilloCheck HPV-Screening®. Oba testy jsou
validovany pro pouziti v klinickych laboratofich. Srovnani zakladnich parametrt
pouzitych metod je shrnuto Vv tabulce 2. Vyhodou PapilloCheck ® HPV-Screening
testu je detekce jednotlivych genotypu lidského papilomaviru s vysokou specifitou
(Gmbh, 2011). V piipadé cobas® 4800 HPV testu je vyhodou také c&asteéna
automatizace celého procesu a tim rychlej$i zpracovani vétsiho mnozstvi vzorkt
s minimalizaci lidského faktoru. Problémem vétSiny HPV DNA testti mtize byt jejich
cileni na HPV gen L1. Pfi integraci viru do lidského genomu v nékterych ptipadech
dochazi k rozpadu fragmentu L1. V téchto ptipadech je moznost faleSné negativity
vysledkt, a tak muize dojit k opominuti nejzavaznéjsich piipadi (Morris, 2005;

Vinokurova et al., 2008; Walboomers et al., 1999).

Tab. 2: Porovnani zakladnich parametrti pouzitych HPV DNA detekujicich metod.

HPV test cobas® 4800 HPV test PapilloCheck HPV-Screening®

Detekované typy HPV 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52,
51, 52, 56, 58, 59, 66, 68 53, 56, 58, 59, 66, 68, 70, 73, 82,
6, 11, 40, 42, 43, 44/55

Princip testu real-time PCR, PCR, naneseni na ¢ip, hybridizace
fluorescenéné znacené a detekce fluorescence scannerem
sondy

Detekovany HPV gen/ interni L1/ gen pro p-globin E1/ ADAT1

kontrola kvality DNA

Senzitivita/specificita 92,9/71,0 95,8/96,7
(> CIN2) [9%0]

4.1  Material a pomiicky

Odbérové médium cobas® (Roche Diagnostics, Mannheim, Germany),
QlAamp® DNA Micro Kit (proteinaza K, AL pufr, AW pufr, AW2 pufr, QlAamp
MinElute kolonka) (Quiagen), PBS, 96% ethanol, RNA free voda, cobas® 4800
System Sample Preparation Kit (MGP, elu¢ni pufr) (Roche Diagnostics, Mannheim,
Germany) cobas® 4800 System Wash Buffer Kit (WB pufr) (Roche Diagnostics,

Mannheim, Germany), cobas® 4800 System Liquid Cytology Preparation Kit
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(proteinaza K, SDS, lyticky pufr) (Roche Diagnostics, Mannheim, Germany), cobas®
4800 HPV Amplification/Detection Kit (HPV master mix, HPV Mg/Mn) (Roche
Diagnostics, Mannheim, Germany), cobas® 4800 HPV Controls Kit (HPV pozitivni
kontrola, HPV negativni kontrola) (Roche Diagnostics, Mannheim, Germany),
$picky CO-RE, zasobnik na ¢inidla 50 ml a 200 ml, extrakéni desticka pro systém
cobas® 4800 (Roche Diagnostics, Mannheim, Germany), mikrotitra¢ni desticka a
zalepovaci folie pro systém cobas® 4800 0,3 ml (Roche Diagnostics, Mannheim,
Germany), extrakéni desticka pro systém cobas® 4800 (Roche Diagnostics,
Mannheim, Germany), PapilloCheck® test kit (PCR masterMix, slidebox,
hybridiza¢ni pufr, pufr A, pufr B) (Greiner Bio-One, Frickenhausen, Germany),
0Check® DNA Extraction Kit - CheckExtractor™ (Taq Polymeraza: HotStarTaq®
DNA Polymerase 5 U/ul (Qiagen), Uracil-N-Glycosylase: Uracil-DNA Glycosylase
1 Ulul (Fermentas), &ipy PapilloCheck® (Greiner Bio-One, Frickenhausen,
Germany), PCR stripy, oCheck® hybridiza¢ni komirka (Greiner Bio-One,
Frickenhausen, Germany), magneticky drzak, oCheck® promyvaci box (Greiner Bio-
One, Frickenhausen, Germany), zkumavky, mikrozkumavky 1,5 ml Eppendorf,
odmérné valce, pipety, kadinky, $pi¢ky s filtrem, pinzety, stojan na zkumavky,

cervikalni kartacky, vatové tyCinky

4.2  Pristrojové vybaveni a software

centrifuga, minicentrifuga, vortex mixer, termostat, vodni lazen, analyzator
cobas® z 480, zaiizeni cobas® x 480, kontrolni jednotka systému cobas® 4800
se softwarem verze 1.0 nebo vys§i, cobas® 4800 Work Order Editor verze 0.2.9.0912
nebo vyssi, cycler, Check™ scaner, CheckReport™ Software Basic, CheckReport™

Software PapilloCheck® plugin, centrifuga na ¢ipy, Veriti™ Thermal Cycler

4.3 Pouzité chemikalie

AL pufr soucasti kitu

AW1 pufr 25 ml 96% ethanolu + 19 ml koncentratu promyvaciho
pufru AW1

AW?2 pufr 30 ml 96% ethanolu + 13 ml koncentratu promyvaciho
pufru AW?2
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MGP
EB pufr
WB pufr

Proteinaza K

SDS
LYS
HPV MMX

HPV Mg/Mn

HPV (+) C

HPV () C

PCR MasterMix
Hybridizacni pufr

Taq Polymerase
(HotStarTaq®)

Purifikacni pufr A
Purifikacni pufr B
PBS pufr

96% ethanol

93 % izopropanol
pufr Tris-HCI; 0,09 % azid sodny
dihydrat citratu sodného; 0,05 % N-metylizotiazolon HCI

pufr Tris-HCI; < 0,05% EDTA; glycerol; chlorid
vapenaty; octan vapenaty; <2 % proteinaza K

pufr Tris-HCI; 0,2 % SDS; 0,09 % azid sodny
pufr Tris-HCI; 37 % guanidin HCI; < 5 % polydokanol

tricinovy pufr; octan draselny; hydroxid draselny;
glycerol; < 0,13 % dATP, dCTP, dGTP, dUTP; < 0.01 %
upstream a downstream HPV primery; <0,01%
upstream a downstream [-globin primery; < 0,01 %
fluorescenéni HPV sondy; < 0,01 % fluorescencni [-
globin sondy; < 0,10 % EagleZ05® DNA polymeraza
(mikrobialni); <0,10 % AmpErase (uracil-N-
glykozylaza) enzym (mikrobialni); 0,09 % azid sodny

octan hofecnaty; octan manganaty; <0,02 % ledova
kyselina octova; 0,09 % azid sodny

pufr Tris-HCI; EDTA; 0,05 % azid sodny; < 0,002 %
poly rA RNA (syntetickd); < 0,001 % neinfekéni plasmid
DNA (mikrobiélni) obsahujici HPV sekvence 16, 18, 39;
<0,001 % neinfekéni plasmid DNA (mikrobidlni)
obsahujici sekvence lidského B-globinu

pufr Tris-HCI; EDTA; 0,05 % azid sodny; < 0,002 %
poly rA RNA (syntetickd)

soucasti kitu
25 — 50 % roztok guanidin thiokyanatu

DNA Polymerasa 5 U/ul

soudasti kitu
soucasti kitu

1,4M NaCl, 27 mM KCI, 100 mM Na;HPOs, 8 mM
KH2POq, (pH 7,3)
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DEPC voda
Uracil-N Glycosylasa  Uracil-DNA Glycosylasa 1 U/ul

odbérové médium Roche Diagnostics, Mannheim, Germany.
cobas® PCR Cell
Collection Media

4.4  Eticka hlediska

Tato bakalaiska prace byla provedena v souladu s Helsinskou deklaraci, podle
navrhu studie schvaleného Etickou Komisi Lékatské fakulty a Zubniho lékafstvi
Univerzity Palackého a Fakultni nemocnice v Olomouci. VSichni ucastnici studie
podepsali informovany souhlas k vyuziti odebranych vzorki pro vyzkumné projekty

a vyplnili dotaznik zaméteny na jejich zdravotni stav a sexualni chovani.

45  Pacientské vzorky

K vySetfeni pfitomnosti HPV byly u Zen pouzity stér z délozniho ¢ipku,
umuzt stér zpenisu a zaroven ejakulat. Cervikalni stéry byly provedeny pii
gynekologickém vySetfeni. Po provedeni stéru byl odbérovy kartacek vlozen do
odbé&rového média cobas® PCR cell collection Media a vzorky byly skladovany pfi
pokojové teploté. Stér zpenisu byl proveden muzem otfenim vatové Stéticky
3x dokola v oblasti coronal sulcus a corona glandis. Stér z penisu byl po vlozeni
stéticky do zkumavky eppendorf s 0,5 ml odbérového média cobas® PCR cell
collection Media skladovan pii pokojové teploté. Sperma bylo ziskano pfi
standardnim vySetfeni spermiogramu pro neplodnost nebo pifi darovani. Az do
provedeni testi byly vzorky spermatu uchovavany v odbérovém médiu pii pokojové
teploté. Celkem bylo poskytnuto 64 vzorki muzi a Zen zneplodnych pard,
20 vzorkl darcd spermatu a 16 vzorku darkyni oocytl. Pacientské vzorky byly dale

zpracovany dle postupu uvedeného v nasledujici Kkapitole.

4.6  Pouzité metody a pracovni postupy

Proces testovani vzorkli part léenych pro neplodnost a darci gamet
na ptitomnost HPV DNA se skladal z izolace DNA, amplifikace cilové HPV DNA
pomoci PCR a detekce PCR produkti. Vyhodnoceni vysledkii HPV vySetteni
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a dotaznikového Setieni probéhlo statistickymi metodami za pouziti testh McNemar,

Wilcoxon, Fisherova testu a studentova t-testu.

4.6.1 lzolace DNA z ejakulatu a cervikalnich stéri

DNA z ejakulatu a stérit d&lozniho &ipku byla izolovana automaticky pomoci cobas®
x 480. Simultanni extrakce HPV a bunécné DNA zalozend na magnetickych
&asticich je soucasti Cobas 4800® HPV testu (Obr. 7). Po skonéeni izolace DNA byla

DNA z extrak¢ni desticky prepipetovana pomoci magnetické podlozky do zkumavek

eppendorf.
o
2
. 3
N -
vzorek Iyze bunék a Nukleova kyselina magneticka odstranéni magnetickd  eluce nukleové
degradace navazand na separece bunéénych  separace kyseliny pfi
proteinti pfidanim  povrch komplexu nukleové  kompartment komplexu vysoké teploté,
lyzaéniho pufrua  magnetické kyseliny a promyvanim nuk]epvé odstranéni
proteinazy K castice magnetickych kyseliny a magnetickych

&astic magnetickych sklenénych &astic
¢astic

Obr. 7: Princip izolace DNA pomoci magnetickych castic pfistrojem cobas x 480
(https://lifescience.roche.com/shop/products/magna-pure-lc-20-instrument).

4.6.2 lzolace DNA ze stéra z penisu

Zékladnim zpracovanim vzorku stér z penisu byla izolace DNA. Pro izolaci
DNA byl pouzit QlAamp® DNA Micro Kit (QIAGEN®).

Prvnim krokem izolace DNA bylo odmyti fixa¢niho roztoku. Vzorky byly
centrifugovany pii 11 000 g 5 minut. Po odpipetovani eluatu bylo ptidano 500 pl
pufru PBS. Vzorky byly opét centrifugovany pii 11 000 g 5 minut. V dals$im kroku
byl odpipetovan eludt na konecny objem 100 pl. Lyze bun¢k byla docilena pfidanim
10 pl proteinazy K, ktera zptisobuje naruseni bunéénych membran a nasledny rozpad
buriky a také velmi ucinné $t€peni DNaz, jez by mohly izolovanou DNA degradovat.
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A také pridanim 100 ul AL pufru (lyzacni). Nasledné doslo k vortexovani po dobu
15 sekund a inkubaci vzorkt v termostatu pii 56°C 10 minut. Poté by kapka na vicku
a sténach zkumavky odstranény pulznim sto¢enim na minicentrifuze,

Dalsi ¢asti izolace DNA bylo vysrazeni DNA pomoci 50 pul 96% ethanolu,
ktery nebyl soucdsti kitu. Lyzat byl s 96% ethanolem vortexovan 15 sekund,
inkubovan 3 minuty pfi laboratorni teploté pulzné centrifugovan na minicentrifuze.
Lyzat byl nasledn¢ piepipetovan do 2 ml zkumavek obsahujicich kolonku
s membranou (QIAamp®). Nukleova kyselina byla adsorbovana na silikagelovou
membranu pfi centrifugaci (1 minuta pii 6000 g). Zatimco DNA zlstala vazana
k membrané kolonky, kontaminanty se G¢inné vymyly nejprve ptidanim 500 pl
promyvaciho pufru AW1 a poté pfiddnim 500 pl promyvaciho pufru AW2. Po
ptidani promyvaciho pufru AW1 a AW2 byly vzorky centrifugovany 1 minutu pii
6000 g. Po centrifugaci byly sbérné¢ zkumavky pod kolonkou vyménény za nové.
Membrana kolonky byla vysuSena centrifugaci (3 minuty pii 20 000 g). Kone¢nou
¢asti izolace byla eluce DNA z membrany kolonky do 40 ul DEPC vody, ktera byla
na kolonce inkubovana 5 minut pfi laboratorni teploté (15 — 25°C). Nasledovala
centrifugace 1 minutu pii 20 000 g. DNA byla do analyzy (maximalné¢ tyden)
skladovana pii 5°C a nasledné pti -20°C. Postup je graficky znazornén na Obr. 8.
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Obr. 8: Schéma manualni izolace DNA zalozené na adsorpci DNA na silikagelovou
membranu (Qiaamp et al., 2004).
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4.6.3 HPV DNA testy

4.6.3.1PCR

PCR potiebna pro provedeni analyzy pomoci PapilloCheck HPV-Screening®
byla provedena na Veriti™ Thermal Cycler. PCR je zalozena na denaturaci DNA,
nasednuti specifickych primerd a amplifikaci cilové nukleové kyseliny. Ziskané
amplikony byly nasledn¢ hybridizovany na ¢ip. Real-time PCR byla provedena cobas
z 480 (Roche). Real-time PCR se 1isi od PCR souc¢asnou kvantifikaci PCR produktu

béhem amplifikace.

4.6.3.2 Cobas 4800® HPV test
Systémem cobas® 4800 (Roche) byla automaticky izoloviana DNA z ejakulatu
a stéru z délozniho ¢ipku. L1 gen 14 HR HPV a gen pro B-globin (interni kontrola)
byly amplifikovany a detekovany analyzatorem cobas z 480. V ramci jedné analyzy
bylo vySetfeno 22 pacientskych vzorki, pozitivni a negativni kontrola, které byly
soucasti diagnostického kitu. Prace se systémem:
= cobas x 480 (ptiprava vzorkil): Po zapnuti systému byla dle pozadavki
provedena denni nebo tydenni udrzba. Poté byly do pfistroje vloZeny vzorky,
reagencie, $picky a desticky dle instrukci softwaru. Po automatické izolaci
DNA byla sofwarem ovéfena tspéSnost extekce DNA. Desticka s DNA
jednotlivych vzorki areagenciemi pro real-time PCR byla pielepena
ochranou folii pfesunuta do cobas z 480, kde probé&hla amplifikace a detekce
cilovych genid pomoci real-time PCR. Na zavér byly vysledky analyzy
zkontrolovany a schvaleny operatorem. Vyhodnoceni vysledkli probihalo
zcela automaticky bez moZnosti manipulace operatora.
=  Po skonceni izolace DNA byla zbyla DNA za pomoci magnetické podlozky
prepipetovana z extrakéni desticky do zkumavek eppendorf. Tato DNA byla
néasledné pouzita pro HPV DNA detekci PapilloCheck® HPV Screeningem.

4.6.3.3 PapilloCheck® HPV Screening

V prvni kroku byl pfipraven mix reagencii pro PCR reakci dle
tabulky 3. MasterMix byl kratce vortexovan a stocen. Uracil-N-Glyskosylasu bylo
nezbytné nafedit DEPC vodou (1:200) vzdy cerstvou. K 21 pl mixu reagencii pro
PCR bylo pfidano 5 ul vySettované DNA, kterd byla promichéna pipetovanim. Po
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centrifugaci (800 g, 30 s) byly vzorky vlozeny do termocycleru, kde probéhla PCR.
Spolu se vzorky byla vzdy analyzovédna 1 pozitivni a 1 negativni kontrola (voda).

Jako pozitivni kontrola byla pouzita DNA izolovana z HPV 16 pozitivni bunécné

linie SiHa.

Tab. 3: Priprava mixu reagencii pro PCR reakci.

objem pro 1 vzorek

PapilloCheck® PCR MasterMix 19,8 ul
HotStarTaq® Polymerase (5 U/ul) 0,2 ul
Uracil-N-Glycosylase (0,005 U/ul) 1l
celkovy objem vysledného mastermixu 21 pul

Po skonfeni PCR néasledovala hybridizace PCR produktl na Ccipy
PapilloCheck®. Do piipravené oCheck® hybridizaéni komirky byl vlozen mokry
papirovy ruénik, za ucelem vytvofeni atmosféry nasycené vlhkosti, zabranuje
odpatfovani malého objemu hybridizacni smési na Cipu. Pfed samotnou hybridazaci
byly v oCheck®komiirce inkubovany 10 minut pfi pokojové teploté maximalné 4
PapilloCheck® ¢ipy Promyvacim roztokem pripravenym dle tabulky 4 byly
rovnomérné naplnény promyvaci boxy. Jeden z nich byl nasledné umistén do vodni
lazn¢, kde byl promyvaci roztok temperovan na 50 °C. Pro jeho pftipravu

promyvaciho roztoku byl pufr A a pufr B temperovan na laboratorni teplotu.

Tab. 4: Piiprava promyvaciho pufru.

objem na 1 ¢ip

destilovana voda 140 ml
PapilloCheck® pufr A 14 ml
PapilloCheck® pufr B 1,75 mi

celkovy objem 155,75 ml

Po pulznim vortexovani a stoCeni bylo do novych stripti pipetovano 30 pl
hybridiza¢niho pufru a 5 pul PCR produktu. Hybridizacni smés byla promichana
pipetovanim a 25 pl této smési bylo naneseno na ¢ip. Nasledovala inkubace cipt
v zaviené hybridiza¢éni komiirce po dobu 15 minut. Cipy by nemély piijit do styku se

svétlem.
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Dalsi fazi bylo promyvani. Pomoci magnetického drzaku byly Cipy pfeneseny

do boxu s promyvacim roztokem. Promyvani probihalo ve tfech krocich.

1. Promyvani ¢ipti v prvnim promyvacim boxu po dobu 10 sekund pohybem
nahoru a dolt pii laboratorni teploté.

2. Promyvani c¢iptt ve druhém promyvacim boxu s promyvacim roztokem
po dobu 60 sekund obcasnym pohybem nahoru a doli pii 50°C (box byl
umistén ve vodni lazni).

3. Promyvani Cipli ve tetim promyvacim boxu po dobu 10 sekund pohybem
nahoru a doli pfi laboratorni teploté.

Ihned poté byly ¢ipy 60 sekund centrifugovany.

V zavéru byly ¢ipy umistény do CheckScanner™ a skenovany laserem. PCR
kontrola a kontrola vzorku byla skenovéana laserem o excitacni vinové délce 635 nm
(Cervena oblast), zatim co hybridiza¢ni kontrola byla skenovana laserem o excitacni

vlnové délce 532 nm (zelena oblast). Vysledky byly vyhodnoceny pomoci softwaru.

4.6.4 Vyhodnoceni vysledkii

Jako HPV pozitivni byly vyhodnoceny vzorky ejakulatu a cervikalnich stért,
u nichz byla detekovana ptitomnost DNA HPV genotypt 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45,
51, 52, 56, 58, 59 nebo 66 obéma pouzitymi metodami. V piipadé¢ neshody metod
byla analyza zopakovéna. Jako HPV pozitivni byly vyhodnoceny také vzorky, u
nichz byla HPV DNA detekovana 2x stejnou metodou. Pfitomnost HR HPV 53, 70,
73, 82 a LRHPV 6, 11, 40, 42 43 a 44/55 byla vyhodnocena pouze na zakladé
vysledku PapilloCheck HPV-Screeningu®. HPV pozitivita stérii z penisu byla
vyhodnocena pouze na zakladé vysledkt PapilloCheck HPV-Screening® testu. Pro
porovnani cobas® 4800 HPV testu a PapilloCheck HPV-Screeningu® byly
hodnoceny pouze genotypy, které jsou detekovany obéma detekénimi metodami.

Statistické zpracovani vysledki HPV DNA testli a dotaznikového Setieni
provedla Mgr. Jana Vrbkova, Ph.D. (Laboratoi experimentalni mediciny Ustavu
molekuldrni a translaéni mediciny Le€katrské fakulty Univerzity Palackého
v Olomouci). Statisticka vyznamnost vztahu zkoumanych dat byla hodnocena
pomoci dvourozmérného a jednorozmérného studentova t-testu. Déle také pomoci
Fisherova ptfesného testu, Wilcoxonova piesného testu a McNemarova testu. Pii

vSech analyzach byla zvolena hladina vyznamnosti 0,05.
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5. VYSLEDKY

Vybrany soubor testovanych subjektii byl rozdélen do ¢tyi skupin: 64 Zen z part
1é¢enych pro neplodnost (ve véku 32 + 5,3), 64 muzi z para 1é¢enych pro neplodnost
(ve véku 36 £ 6,3), 16 darkyni oocytt (ve veéku 27 + 3,7), a 20 darct spermii (ve
véku 25 + 5,4). HPV DNA byla u Zen detekovana ve vzorcich stérti z délozniho
¢ipku a U muzi ve vzorcich ejakulatu a stérti z penisu.

Pomoci HPV DNA testl byla u zen z neplodnych part detekovana DNA vysoce
rizikovych HPV ve 12 (12/64; 18,8 %) pripadech. Nizce rizikové genotypy HPV
byly u zen zpard 1éenych pro neplodnost identifikovany ve 2 (2/64; 3,1 %)
ptipadech (pfiloha 1). U muzi zpara lé¢enych pro neplodnost byl HR HPV
detekovan v 23 (23/64; 35,9 %) ptipadech ve stérech z penisu a vzorcich ejakulatu
celkem. LR HPV DNA se u muzu 1é¢enych pro neplodnost vyskytovala v 11 (11/64;
17,2 %) pripadech (pfiloha 2). U darkyni oocyti bylo zjisténo 6 (6/16; 37,5 %)
ptipadi HR HPV pozitivnich. LR HPV DNA nebyla v této skupiné detekovana
(ptiloha 3). Dale bylo u 7 (7/20; 35,0 %) piipadt darct spermii z celkového poctu 20
darct identifikovana HR HPV DNA. Nizce rizikové genotypy se u darci spermii
vyskytovaly v 1 (1/20; 5,0 %) ptipadé (Graf 1) (ptiloha 4).

40
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pocet pripadi
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zeny lécené pro muzi léceni pro darkyné oocyt darci spermiti
neplodnost neplodnost

(6]

EHRHPY ®HRaLRHPV ELRHPV

Graf 1: Vyskyt HR HPV a LR HPV u muzi a Zen 1é¢enych pro neplodnost a darct gamet.
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Nejcastéji byly detekovany genotypy HR HPV 16 (9/62; 14,5 %), HPV 53
(8/62: 12,9 %), HPV 51 (8/62; 12,9 %) a LR HPV 42 (6/62; 9,7 %) a HPV 44/55
(6/62; 9,7 %). Jako koinfekce byly ¢asto detekovany subtypy HPV 16 (4/35; 11,4%),
HPV 42 (4/35; 11,4 %). HPV 53 (4/35; 11,4 %). Genotypy oznaCeny jako other
HPV+ byly testovany opakované. Jedna se o vzorky detekovany cobas® 4800 HPV
testem s genotypy HPV 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66, 68 a negativnim
vysledkem opakovanym PapilloCheck HPV-Screeningem®. Prevalence vsech

detekovanych genotypi je znazornéna v grafu 2.
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Graf 2: Prevalence jednotlivych detekovanych genotyptit HPV a koinfekci u pard 1é¢enych
pro neplodnost a darci gamet.

U muzi 1é¢enych pro neplodnost byla v ejakulatu identifikovana pfitomnost
HR HPV ve 12 (12/64; 18,8 %) ptipadech. Ve stérech z penisu se HR HPV DNA
vyskytovala v 19 (19/54; 35,1 %) ptipadech. LR HPV DNA v ejakulatu u muza
lécenych pro neplodnost byla detekovana v 6 (6/64; 9,4 %) ptipadech, ve stérech
z penisu v 10 (10/54; 18,5 %) ptipadech U darct spermii byly v ejakulatu HR HPV
genotypy detekovany ve 2 (2/16; 12,5 %) piipadech. Ve stérech z penisu byl HR
HPV identifikovan ve 4 (4/16; 25,0 %) piipadech a LR HPV v 1 (1/16; 6,3 %)
ptipad¢ (Graf 3). U 8 vzorka stéri z penisu detekce HPV DNA selhala zfejmé
z divodu nedostatecného mnozstvi biologického materialu v analyzovaném vzorku a

2 vzorky stért z penisu nebyly k analyze poskytnuty.
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Graf 3: Porovnani vyskytu HR HPV a LR HPV u ve stérech z penisu a ejakulatu muzi
1é¢enych pro neplodnost a darcti gamet.

Jednim z cili prace bylo porovnat pouzitych HPV DNA detekénich metod.
Byla porovnana pouze piitomnost HR HPV genotypt, které detekuji obé metody.
HR HPV DNA byla ve vzorcich stérii z délozniho Cipku a ejakulatu detekovana
cobas® 4800 HPV testem i PapilloCheck HPV-Screeningem®. Ve stérech
z d&lozniho &ipku byla HPV DNA identifikovdna cobas® 4800 HPV testem v 17
(17/80; 21,3 %) piipadech a PapilloCheck HPV-Screeningem® taktéz v 17
(17/80; 21,3 %) ptipadech. Ve vzorcich ejakulatu byly HR HPV genotypy
detekovany cobas® 4800 HPV testem v 10 (10/84;11,9 %) piipadech, ale
PapilloCheck HPV-Screeningem® ve 12 (12/84; 14,3 %) piipadech (Tab. 5).
Vysledek porovnavanych metod se shodoval z 98,8 % (162/164) piipadd.

Tab. 5: Porovnani detekce HPV DNA pouzitymi HPV DNA testy.

HPV DNA cobas® 4800 HPV PapilloCheck HPV-Screening®
test

stéry z délozniho 17/80 (21,3%) 17/80 (21,3%)

¢ipku

ejakulst 10/85 (11,9%) 12/85 (14,3%)
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Ve vysledcich byly mimo experimentalné ziskana data z HPV DNA testil
zahrnuty také informace z dotaznikového Setfeni. Na zakladé vyhodnoceni
dotaznikového Setieni bylo zjisténo, ze v parech 1é¢enych pro neplodnost prodélalo
infekci pohlavniho ustroji vyznamné vice zen (15/64; 23,4 %) nez muzu
(5/64; 7,8 %) (p<0,034). Operaci pohlavniho ustroji prodélalo vyznamné vice Zen
léCenych pro neplodnost (18/64; 28,6 %) nez muzi léCenych pro neplodnost
(5/64; 7,8%) (p<0,006) (Tab. 6).

Tab. 6: Na zakladé¢ statistické vyznamnosti znazornéni vyskytu HR HPV infekci pohlavniho
ustroji a operaci pohlavniho ustroji u pari 1é¢enych pro neplodnost.

Zeny muZzi celkem p-value#
HR HPV pos/total 12/64 23/64 35/128 0,002
(%) (18.8%) (35.9%) (27,3%)
Infekce pos/total 15/64 5/64 20/128 0,034
pohlavniho ustroji (%) (23.4%) (7.8%) (15.6%)
Operace pos/total 18/63 5/64 23/127 0,006
pohlavniho ustroji (%) (28.6%) (7.8%) (18.1%)

Dalsim zkoumanym parametrem byla doba pokusu o poceti. Mezi 64 pary
léCenymi pro neplodnost se vyskytovaly pouze 2 pary, které se pokousi o poceti po
dobu 6 mésicti. Poté nejvice 20 pard v rozmezi 6-12 mésict, 13 parQ, které se
pokousi o poceti 12-18 mésict, 9 pari 18-24 mésici, 8 part 24-36 mésict a 12 pard
vice nez 36 mésict. Z toho 6 (9,7 %) pard, které se pokousi o poceti 6-18 mésict
bylo HPV pozitivnich (Graf 4). I ptes tyto hodnoty jen 6 (9,4 %) part podstoupilo v
minulosti metody asistované reprodukce.

V parech 1écenych pro neplodnost byla Castéji HR HPV pozitivni Zena nez
muz (p< 0,002) (ptiloha 5). Z celého souboru byly pouze 4 zeny oc¢kovany proti HPV
a zadny muz. U 1 z zen ockovanych proti HPV byla detekovana infekce
nevakcindrnim HR HPV genotypem HPV 51. Darci gamet byly vyznamné mladsi,
méli méné sexualnich a mladSich partnerek, nez muzi z part 1é¢enych pro neplodnost
(p<0,009) (ptiloha 6). Darkyn¢ oocytl Castéji prodélaly pohlavné prenosnou infekci,
byly mladsi a mély 1 mladSi sexudlni partnery, nez Zeny z part léCenych pro
neplodnost. Zeny z part 1é¢enych pro neplodnost byly &astgji bezdétné nez darkyné
oocyti (p<0,001) (ptiloha 7). Vysledky statistického zpracovani dotaznikového

Setfeni jsou uvedeny v ptiloze 5-7.
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Graf 4: Doba pokusu part 1é¢enych pro neplodnost o poceti.
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6. DISKUSE

Lidsky papilomavirus jako mozna pfi¢ina neplodnosti zlstdvd opomenuta.
Infekce HPV ovliviiuje kvalitu spermatu a mtize mit vliv na uspéSnost ART. HPV
DNA muze byt identifikovana pomoci HPV DNA testl, které nejsou soucasti
pravidelného screeningu.

V této bakalaiské praci byly nejcastéjsi detekované genotypy HR HPV 16
(14,5 %), HPV 53 (12,9%) a HPV 51 (12,9 %). Hodnota HPV 16 se shoduje
s publikaci Bosch et al, ktery uvadi svétovou prevalenci HPV 16 3,2 % (Bosch et al.,
2008). Avsak vysledky pro genotypy HPV 51 a HPV 53 se neshoduji s Cliffordem et
al, ktery zjistil vyskyt HPV 51 4 % a HPV 53 pouze 1,2 % (Clifford et al, 2005).

Vyskyt HPV DNA jiz byl u zen zkouman v mnoha studiich. Prevalence HPV
byla v této praci detekovana u 25,0 % (20/80) Zen pomoci HPV DNA testi. Tato
prevalence se shoduje s vysledky studii, které uvadi vyskyt HPV 1,4-25,6 %
(Tachezy et al., 1999; Clifford et al., 2005; Sanjosé et al., 2007). Pomérné velké
rozdily ve vyskytu HPV u Zen jsou zplsobeny rozdilnou charakteristikou studované
populace a to zejména vékovym zastoupenim zen Vv jednotlivych studiich nebo
rozdilnou demografii. Mezi 18-25 lety se prevalence muze pohybovat az okolo 45 %
(Freitag, 2006; Clifford et al., 2005). Ve vybraném souboru bylo pouze 13,75 % Zen
(11/80) ve veéku do 25 let, ale 36,4 % (4/11) zen ve véku do 25 let bylo HPV
pozitivnich. V této praci byl zjiStény vyskyt HPV u Zen léCenych pro neplodnost
vyssi (21,9 %), nez v publikacich zaméfenych na prevalenci HPV (11,1-17,5 %) u
zen podstupujicich metody asistované reprodukce (Depuydt et al., 2015; Perino et al.,
2011). Ve studii Spandorfer et al. byl zjistén vyskyt HPV u 16 % Zen podstupujicich
ART (Spandorfer et al., 2006). Pomérné znepokojivy je vyskyt HPV u darkyni
oocytu (6/16; 37,5 %), kvili moznému pienosu infekce na piijemce. Zatim nebyla
publikovana zadna studie zabyvajici se prevalenci HPV u darkyni oocytu.

U muza 1é¢enych pro neplodnost byla v této praci zjisténa prevalence HR HPV
35,9 %. Tato prevalence odpovida ostatnim studiim, které uvadi vyskyt HPV u muzi
1écenych pro neplodnost 1,3 — 72,9 % (Tanaka, 2000; Golob et al., 2014; Foresta et
al., 2015). U darct spermii byla HPV DNA detekovana u 40,0 % muzi. Tato
hodnota je 2nasobna v porovnani s Rintalou et al., ktery v roce 2004 uvedl prevalenci
15,5 % u 65 darci spermatu a Snasobna oproti Olatunbose et al., ktery zjistil vyskyt

HPV DNA 7,5 % u darct spermii. Stejné jako u zen, tak u muzu je tento rozptyl
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zpusoben rtiznorodosti veku, socioekenomické situace. U muzii predev§im vybérem
mista odbéru. Nejcastéj$im mistem vyskytu HPV u muza je povrch penisu (Weaver
et al., 2004; Astori et al., 1995). Golob et al. uvadi prevalenci HPV DNA ve stérech
Z penisu u muzu léCenych pro neplodnost 37,1 % a v ejakulatu 13,6 %. HPV
pozitivita ve stérech z penisu zjisténa Golobem et al. je srovnatelna se zjisténou
prevalenci HR HPV infekce u muzi 1écenych pro neplodnost v této bakalaiské praci
(35,1 %) a také srovnatelna s prevalenci HR HPV ve vzorcich ejakulatu (18,8 %).
HR HPV infekce byla u muza 1é¢enych pro neplodnost 2krat ¢astéji detekovana ve
stérech z penisu (35,1 %) nez ve vzorcich ejakulatu (18,8 %). Nizce rizikové
genotypy HPV, zptsobujici kondylomata, byly detekovany 2krat Castéji ve stérech
z penisu (18,5 %) nez v ejakulatu (9,4 %). V této praci byla HPV DNA detekovana
ze stérd z penisu, protoze HPV vyskytujici se na povrchu penisu je nebezpeéna, kvili
moznému prenosu na zenu pii pohlavnim styku, riziku karcinomu penisu nebo
vzniku kondylomat (Androphy, 1994).

Vzorky ejakulatu a stéri z délozniho ¢ipku byly testovany na ptfitomnost HPV
dvéma HPV DNA testy. Byly porovnany vysledky testl pouze pro genotypy
detekované obéma testy. Ve vzorcich ejakulatu byly HR HPV genotypy detekovany
astéji PapilloCheck HPV-Screeningem (12/84, 14,3 %) nez cobas® 4800 HPV
testem (10/84, 11,9 %), ale v ptipadé stéru z d€lozniho ¢ipku byly vysledky obou
metod stejné (17/80; 21,3 %). Obé metody se shodovaly z 98,8 %. Tento rozdil mohl
byt zpiisoben rozdilnou analytickou senzitivitou pro nékteré z detekovanych
genotypu.

Mnoho Zen léCenych pro neplodnost prodélalo bud’ infekci pohlavniho ustroji
(23,4 %), nebo operaci pohlavniho ustroji (28,6 %). Mezi kofaktory, které zvySuji
riziko HPV infekce, setadi piedesla expozice Chlamydia trachomatis (Bosch,
2006). Pellati uvadi, ze Chlamydia trachomatis muze byt jednou z pficin
neplododnosti, protoze zpusobuje obstrukci vejcovodll a miize tak zamezit prichodu

oocytu vejcovodem (Pellati, 2008).

46



7. ZAVER

Tato bakalarské prace se zabyva prevalenci HPV infekce u muzi a zen 1éCenych
pro neplodnost a darcti gamet. V ramci prace bylo vySetfeno 64 parta lécenych pro
neplodnost, 20 darct spermatu a 16 darkyni oocyti na vysoce rizikové a nizce
rizikové genotypy HPV pomoci HPV DNA testl cobas® 4800 HPV a PapilloCheck
HPV-Screening®. Vysledky pouzitych metod se shodovaly 98,8 % piipadi. U muzi
a zen léCenych pro neplodnost byla zjisténa prevalence, ktera koreluje s prevalenci
V publikovanych studiich. Dulezitym a ptekvapivym zjisténim je vysokd HPV
prevalence u darci gamet obou pohlavi. Prevalence HPV v této skupiné pievySovala
prevalenci HPV u part 1é¢enych pro neplodnost a dosahovala vice nez 35 %. Toto
zjisténi je znepokojivé pro mozny pirenos HPV na piijemce a piipadné na budouci
plod. Informace ziskané dotaznikovym Setfenim, zaméfenym na zdravotni stav
a sexualni chovani, napomohly ke stanoveni korelace zjisténé prevalence HPV
s napiiklad poctem operaci pohlavniho ustroji nebo infekcemi pohlavniho ustroji.
Byl zjistén vyssi vyskyt HPV DNA u Zen 1é¢enych pro neplodnost, které v minulosti
prodélaly infekci pohlavniho ustroji nebo operaci pohlavniho ustroji.

HPV vysetfeni neni pti 1€cbé neplodnosti indikovéano, zlstava tato mozna pficina
neplodnosti opomenuta. Z divodu vysoké prevalence u darcti gamet se nabizi otazka
testovani darcli gamet na ptfitomnost HPV DNA, kvili potenciondlnimu ptfenosu na
pfijemce a moZznému vliv na uspesnost 1écby neplodnosti. Vysoka prevalence u muzi

také nabizi zamysleni ohledné o¢kovani nejen divek, ale také chlapcu.

47



POUZITA LITERATURA

ANDROPHY E. J. Molecular biology of human papillomavirus infection and
oncogenesis. Journal of investigative dermatology, 1994, 103.2: 248-256.

ARBYN M., Herbert A., Schenck U., Nieminen P., Jordan J., McGoogan E., Patnick
J., Bergeron C., Baldauf J. J., Klinkhamer P., Bulten, J., Martin-Hirsch P. European
Guidelines for Quality Assurance in Cervical Cancer Screening. Second ed. —
summary document. Ann Oncology, 2010, 21, p. 448-458.

ASTORI G., Pipan C., Muffato G., Botta G. A. Detection of HPV-DNA in semen,
urine and urethral samples by dot blot and PCR. The new microbiologica, 1995, 18.2:
143-149.

BAAY M. F. D., Quint W. G. V., Koudstaal J., Hollema H., Duk J. M., Burger M. P.
M., Stolz E., Herbrink P. Comprehensive study of several general and type-specific
primer pairs for detection of human papillomavirus DNA by PCR in paraffin-
embedded cervical carcinomas. Journal of clinical microbiology, 1996, 34.3: 745-
747.

BOSCH F. X., Qiao Y., Castellsagué¢ X. The epidemiology of human papillomavirus
infection and its association with cervical cancer. International Journal of
Gynecology & Obstetrics, 2006, 94: S8-S21.

BOSCH F. X., Burchell A. N., Schiffman M., Giuliano A. R., Sanjose de S., Bruni
L., Tortolero-Luna G., Kruger S., Muifioz K. N. Epidemiology and natural history of
human papillomavirus infections and type-specific implications in cervical neoplasia.
Vaccine, 2008, 26: K1-K16.

BOSCH F. X., Broker T. R., Forman D., Moscicki A. B., Gillison M. L., Doorbar J.,
Stern P. L., Stanley M., Arbyn M., Poljak M., Cuzick J., Castle P. E., Schiller J. T.,
Markowitz L. E., Fisher W. A., Canfell K., Denny L. A., Franco E. L., Steben M.,
Kane M. A., Schiffman M., Meijer C. J., Sankaranarayanan R., Castellsagué X., Kim

J. J., Brotons M., Alemany L., Albero G., Diaz M., Sanjosé¢ de S. Comprehensive
48


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0264410X08006749
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0264410X08006749
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0264410X08006749
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0264410X08006749
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0264410X08006749
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0264410X08006749
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0264410X08006749
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0264410X08006749
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0264410X08006749

control of human papillomavirus infections and related diseases. Vaccine, 2013, 31:
H1-H31.

BOULENOUAR S., Weyn C., Van Noppen M., Moussa A. M., Favre M., Delvenne
P. O., Bex F., Noél A., Englert Y., Fontaine V. Effects of HPV-16 E5, E6 and E7
proteins on survival, adhesion, migration and invasion of trophoblastic cells.
Carcinogenesis, 2010, 31.3: 473-480.

BURK R. D., Chen Z., Doorslaer van K. Human papillomaviruses: genetic basis of
carcinogenicity. Public health genomics, 2009, 12.5-6: 281-290.

CALINISAN J. H., Chan S. R., King A., Chan P. J. Human papillomavirus and
blastocyst apoptosis. Journal of assisted reproduction and genetics, 2002, 19.3: 132-
136.

CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION (CDC). Prevention of
genital HPV infection and sequelae: report of an external consultants’ meeting.
Atlanta: Centers for Disease Control and Prevention, 1999.

CLIFFORD G. M., Gallus S., Herrero R., Muifioz N., Snijders P. J., Vaccarella S.,
Anh P. T., Ferreccio C., Hieu N. T., Matos E., Molano M., Rajkumar R., Ronco G.,
Sanjosé de S., Shin H. R., Sukvirach S., Thomas J. O., Tunsakul S., Meijer C. J.,
Franceschi S. IARC HPV Prevalence Surveys Study Group. Worldwide distribution
of human papillomavirus types in cytologically normal women in the International
Agency for Research on Cancer HPV prevalence surveys: a pooled analysis. The
Lancet, 2005, 366.9490: 991-998.

CONNELLY, D. A, Chan P. J.,, Patton W. C., King A. Human sperm
deoxyribonucleic acid fragmentation by specific types of papillomavirus. American
journal of obstetrics and gynecology, 2001, 184.6: 1068-1070.

Current practices and controversies in assisted reproduction. Geneva: World Health

Organization, 2002.

49


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Clifford%20GM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16168781
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gallus%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16168781
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Herrero%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16168781
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mu%C3%B1oz%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16168781
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Snijders%20PJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16168781
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Vaccarella%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16168781
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Anh%20PT%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16168781
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ferreccio%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16168781
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hieu%20NT%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16168781
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Matos%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16168781
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Molano%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16168781
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rajkumar%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16168781
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ronco%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16168781
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=de%20Sanjos%C3%A9%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16168781
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Shin%20HR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16168781
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sukvirach%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16168781
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Thomas%20JO%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16168781
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tunsakul%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16168781
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Meijer%20CJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16168781
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Franceschi%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16168781
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=IARC%20HPV%20Prevalence%20Surveys%20Study%20Group%5BCorporate%20Author%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Chan%20PJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11349159
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Patton%20WC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11349159
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=King%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11349159

DAAR A. S., Merali Z. Infertility and social suffering: the case of ART in
developing countries. Current practices and controversies in assisted reproduction,
2002, 15-21.

D'ABRAMO C. M., Archambault J. Small molecule inhibitors of human

papillomavirus protein-protein interactions. Open Virology Journal, 2011, 5: 80-95.

DEPUYDT C. E., Verstraete L., Berth M., Beert J., Bogers J. P., Salembier G.,
Vereecken A. J., Bosmans E. Human papillomavirus positivity in women undergoing
intrauterine inseminationhas a negative effect onpregnancy rates. Gynecologic and
Obstetric Investigation, 2015, 9;81(1):41-6.

DERKAY C. S. Recurrent respiratory papillomatosis. The Laryngoscope, 2001,
111.1: 57-69.

DE VILLIERS E. M., Fauquet C., Broker T. R., Bernard H. U., zur Hausen H.
Classification of papillomaviruses. Virology, 2004, 324.1: 17-27.

DIUKSTRA M. G., Snijders P. J. F., Arbyn M., Rijkaart D. C., Berkhof J., Meijer
C. J. L. M. Cervical cancer screening: on the way to a shift from cytology to full

molecular screening. Annals of Oncology, 2014, mdt538.

DILLNER J., Rebolj M., Birembaut P., Petry K. U., Szarewski A., Munk Ch., de
Sanjose S., Naucler P., Lloveras B., Kjaer S., Cuzick J, van Ballegooijen M., Clavel
Ch., Iftner T. Long term predictive values of cytology and human papillomavirus
testing in cervical cancer screening: joint European cohort study. Bmj, 2008, 337:
al754.

DUNNE E. F., Nielson C. M., Stone K. M., Markowitz L. E., Giuliano A. R.
Prevalence of HPV infection among men: a systematic review of the literature.
Journal of Infectious Diseases, 2006, 194.8: 1044-1057.

50


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Fauquet%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15183049
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Broker%20TR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15183049
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bernard%20HU%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15183049
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=zur%20Hausen%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15183049
http://annonc.oxfordjournals.org/search?author1=P.+J.+F.+Snijders&sortspec=date&submit=Submit
http://annonc.oxfordjournals.org/search?author1=M.+Arbyn&sortspec=date&submit=Submit
http://annonc.oxfordjournals.org/search?author1=D.+C.+Rijkaart&sortspec=date&submit=Submit
http://annonc.oxfordjournals.org/search?author1=J.+Berkhof&sortspec=date&submit=Submit
http://annonc.oxfordjournals.org/search?author1=C.+J.+L.+M.+Meijer&sortspec=date&submit=Submit
http://jid.oxfordjournals.org/search?author1=Carrie+M.+Nielson&sortspec=date&submit=Submit
http://jid.oxfordjournals.org/search?author1=Katherine+M.+Stone&sortspec=date&submit=Submit
http://jid.oxfordjournals.org/search?author1=Lauri+E.+Markowitz&sortspec=date&submit=Submit
http://jid.oxfordjournals.org/search?author1=Anna+R.+Giuliano&sortspec=date&submit=Submit

FERNANDES J. V., Aratjo J. M. G., Fernandes, T. A. A. M. Biology and natural
history of human papillomavirus infection. Open Access Journal Clinical Trials,
2013, 5: 1-12.

FIELDS B. N. Fields virology 1. Lippincott Williams & Wilkins, 2001.

FORESTA C., Pizzol D., Moretti A., Barzon L., Palu G., Garolla A. Clinical and
prognostic significance of human papillomavirus DNA in the sperm or exfoliated
cells of infertile patients and subjects with risk factors. Fertility and sterility, 2010,
94.5: 1723-1727.

FORESTA C., Patassini C., Bertoldo A., Menegazzo M., Francavilla F., Barzon L.,
Ferlin A. Mechanism of human papillomavirus binding to human spermatozoa and
fertilizing ability of infected spermatozoa. PLoS One, 2011, 6.3: €15036.

FORESTA C., Noventa M., de Toni L., Gizzo S., Garolla A. HPV-DNA sperm
infection and infertility: from a systematic literature review to a possible clinical

management proposal. Andrology, 2015, 3.2: 163-173.

FREITAG P. Klinicky vyznam HPV-testu. Prakticka gynekologie, 2006, ¢. 2, 71-73.

GAROLLA A., Pizzol D., Bertoldo A., de Toni L., Barzon L., Foresta C.
Association, prevalence, and clearance of human papillomavirus and antisperm
antibodies in infected semen samples from infertile patients. Fertility and sterility,
2013, 99.1: 125-131. e2.

GIULIANO A. R., Nielson C. M., Flores R., Dunne E. F., Abrahamsen M.,
Papenfuss M. R., Markowitz L. E., Smith D., Harris R. B. The optimal anatomic sites
for sampling heterosexual men for human papillomavirus (HPV) detection: the HPV
detection in men study. Journal of Infectious Diseases, 2007, 196.8: 1146-1152.

GIULIANO A. R, Lee J. H., Fulp W., Villa L. L., Lazcano E., Papenfuss M. R.,
Abrahamsen M., Salmeron S., Anic G. M., Rollison D. E., Smith D. Incidence and

51


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0015028209040412
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0015028209040412
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0015028209040412
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0015028209040412
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0015028209040412
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S001502821202184X
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S001502821202184X
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S001502821202184X
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S001502821202184X
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S001502821202184X

clearance of genital human papillomavirus infection in men (HIM): a cohort study.
The Lancet, 2011, 377.9769: 932-940.

Gl1ZZO S., Ferrari F., Noventa M., Ferrari E., Patrelli T. S., Gangemi M., Nardelli G.
B. Male and couple fertility impairment due to HPV-DNA sperm infection: update
on molecular mechanism and clinical impact—systematic review. BioMed research

international, 2014.

GMBH, Greiner Bio-one,. PapilloCheck® high-risk Instructions For Use. 2011. rog¢.
49, €. August.

GOLOB B., Poljak M., Verdenik 1., Kolbezen S. M., Vrta¢nik B. E., Zorn, B. High
HPV infection prevalence in men from infertile couples and lack of relationship
between seminal HPV infection and sperm quality. BioMed research international,
2014.

GOMEZ L. M., Ma Y., Ho C., McGrath C. M., Nelson D. B., Parry S. Placental
infection with human papillomavirus is associated with spontaneous preterm
delivery. Human reproduction, 2008, 23.3: 709-715.

HEBNER CH. M., Laimins L. A. Human papillomaviruses: basic mechanisms of
pathogenesis and oncogenicity. Reviews in medical virology, 2006, 16.2: 83-97.

HERMONAT P. L., Han L., Wendel P. J., Quirk J. G., Stern S., Lowery C. L.,
Rechtin T. M. Human papillomavirus is more prevalent in first trimester
spontaneously aborted products of conception compared to elective specimens. Virus
genes, 1997, 14.1: 13-17.

HOLUBOVA A. Sestra v prevenci a v&asné diagnostice nadorovych onemocnéni.

Sestra, 2007, ¢. 5, s. 52.

CHEN Z., Fu L., Herrero R., Schiffman M., Burk R. D. Identification of a novel
human papillomavirus (HPV97) related to HPV18 and HPV45. International journal

of cancer, 2007, 121.1; 193-198.
52


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hermonat%20PL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9208451
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Han%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9208451
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wendel%20PJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9208451
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Quirk%20JG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9208451
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Stern%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9208451
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lowery%20CL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9208451
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rechtin%20TM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9208451

CHLIBEK R., Smetana R., Bostikova J. V. Soudasnost registrovanych HPV vakcin.
Pediatr Praxi, 2011, 12.2011: 17-22.

JACOBS M. V., de Roda H. A. M., van den Brule A. J., Snijders P. J., Meijer C. J.,
Walboomers J. M. Group-specific differentiation between high-and low-risk human
papillomavirus genotypes by general primer-mediated PCR and two cocktails of

oligonucleotide probes. Journal of clinical microbiology, 1995, 33.4: 901-905.

KIRBY T. FDA approves new upgraded Gardasil 9. Lancet Oncology, 2015, 16.2:
e56.

LAPRISE C., Trottier H., Monnier P., Coutlée F., Mayrand M. H. Prevalence of
human papillomaviruses in semen: a systematic review and meta-analysis. Human
Reproduction, 2013, det453.

MORRIS B. J. Cervical human papillomavirus screening by PCR: advantages of
targeting the E6/E7 region. Clinical Chemical Laboratory Medicine, 2005, 43.11:
1171-1177.

NOVENTA M., Andrisani A., Gizzo S., Nardelli G. B., Ambrosini G. Is it time to
shift the attention on early stages embryo development to avoid inconclusive
evidence on HPV-related infertility: debate and proposal. Reproduction Biolgy
Endocrinology, 2014, 12.1: 48.

OLATUNBOSUN O., Deneer H., Pierson R.. Human papillomavirus DNA detection
in sperm using polymerase chain reaction. Obstetrics & Gynecology, 2001, 97.3:
357-360.

ONDRYASOVA H., Koudelakova V., Hajdtich M. Karcinom cervixu — moznosti

detekce lidského papilomaviru Cervical cancer — possibilities of detection of human
papillomavirus. 2013, s. 289-294

53



ONDRYASOVA H., Koudeldkova V., Vanék P., Oborna I, Hajdach M. Lidsky
papilomavirus a s nim spojena onemocnéni. Practicus. 2015, 4/2015, 11-15

PARKIN D. M., Bray F., Ferlay J., Pisani P. Global cancer statistics, 2002. CA: a
cancer journal for clinicians, 2005, 55.2: 74-108.

PELLATI D., Mylonakis 1., Bertoloni G., Fiore C., Andrisani A., Ambrosini G.,
Armanini D. Genital tract infections and infertility. European Journal of Obstetrics
& Gynecology and Reproductive Biology, 2008, 140.1: 3-11.

PEREIRA N., Kucharczyk K. M., Estes J. L., Gerber, Rachel S., Lekovich J. P.,
Elias R. T., Spandorfer S. D. Human Papillomavirus Infection, Infertility, and

Assisted Reproductive Outcomes. Journal of pathogens, 2015, 2015.

PEREZ-ANDINO J., Buck Ch. B., Ribbeck K.. Adsorption of human papillomavirus
16 to live human sperm. PLoS One, 2009, 4.6: e5847.

PERINO A., Giovannelli L., Schillaci R., Ruvolo G., Fiorentino F. P., Alimondi P.,
Cefalu E., Ammatuna P. Human papillomavirus infection in couples undergoing in
vitro fertilization procedures: impact on reproductive outcomes. Fertility and
Sterility, 2011, 95(5):1845-8.

PURANEN M. H., Yliskoski M. H., Saarikoski S. V., Syrjanen K. J., Syrjanen S. M.
Exposure of an infant to cervical human papillomavirus infection of the mother is

common. American journal of obstetrics and gynecology, 1997, 176.5: 1039-1045.

QIAAMP, Souprava, D S P DNA, Blood MINI a Qiagen GMBH. Piirucka QIAamp
® DSP DNA, 2004, s. 1-26.

RINTALA M. A. M., Grénman S. E., Puranen M. H., Isolauri E., Ekblad U., Kero P.
O., Stina M. Transmission of high-risk human papillomavirus (HPV) between
parents and infant: a prospective study of HPV in families in Finland. Journal of
clinical microbiology, 2005, 43.1: 376-381.

54


javascript:void(0);
javascript:void(0);
javascript:void(0);
javascript:void(0);
javascript:void(0);
javascript:void(0);
javascript:void(0);

SANJOSE de S., Diaz M., Castellsagué X., Clifford G., Bruni L. Worldwide
prevalence and genotype distribution of cervical human papillomavirus DNA in
women with normal cytology: a meta-analysis. The Lancet infectious diseases, 2007,
7.7: 453-459.

SCHEFFNER M., Werness B. A., Huibregtse J. M., Levine A. J., Howley P. M. The
E6 oncoprotein encoded by human papillomavirus types 16 and 18 promotes the
degradation of p53. Cell, 1990, 63.6: 1129-1136.

SCHEJBALOVA M. HPV infekce. Diagnéza v oSetiovatelstvi, 2011, &. 5, s. 28-30.

SCHIFFMAN M., Castle P. E. The promise of global cervical-cancer prevention.
New England Journal of Medicine, 2005, 353.20: 2101-2104.

SCHILLACI R., Capra G., Bellavia C., Ruvolo G., Scazzone C., Venezia R., Perino
A. Detection of oncogenic human papillomavirus genotypes on spermatozoa from
male partners of infertile couples. Fertility and sterility, 2013, 100.5: 1236-1240.

SOUHO T., BENLEMLIH M., BENNANI B. Human papillomavirus infection and
fertility alteration: a systematic review. PloS one, 2015, 10.5: e0126936.

SPANDORFER S. D., Bongiovanni A. M., Fasioulotis S., Rosenwaks Z., Ledger W.
J., Witkin S. S. Prevalence of cervical human papillomavirus in women undergoing
in vitro fertilization and association with outcome. Fertility and sterility, 2006, 86.3:
765-767.

SYRJANEN S., Puranen M.. Human papillomavirus infections in children: the
potential role of maternal transmission. Critical Reviews in Oral Biology &
Medicine, 2000, 11.2: 259-274.

SZYDLOWSKI J., Jonczyk-Potoczna K., Pucher B., Buraczynska-Andrzejewska B.,
Prauzinska M., Kolasinska-Lipinska J., Krauss H., Piatek. J., Zukiewicz-Sobczak W.

Prevalence of human papillomavirus (HPV) in upper respiratory tract mucosa in a

55



group of pre-school children. Annals of agricultural and environmental medicine:
AAEM, 2013, 21.4: 822-824.

TACHEZY R., Human papillomavirus genotype spectrum in Czech women:
Correlation of HPV DNA presence with antibodies against HPV-16, 18, and 33
virus-like particles. Journal of medical virology, 1999, 58.4: 378-386.

TACHEZY, R., Hamsikova E., Hajek T., Mikyskova 1., Smahel M., Ranst van M.,
Kanka J., Havrankova A., Rob L., Guttner V., Slavik V., Anton M., Kratochvil B.,
Kotrsova L., Vonka V. Longitudinal study of patients after surgical treatment for
cervical lesions: detection of HPV DNA and prevalence of HPV-specific antibodies.
European Journal of Clinical Microbiology and Infectious Diseases, 2006, 25.8:
492-500.

TAICH. F., Tsou T. P., Hsieh W. S., Chen Ch. Y., Chou H. Ch., Tsao P. N., Hsu Ch.
H., Liau Y. J., Lu Ch. Y., Shao P. L., Chang L. Y., Huang L. M. Molecular detection
and incidence of human papillomavirus in neonates: Methodology and a pilot study
in a medical center. Journal of Microbiology, Immunology and Infection, 2012, 45.3:
185-192.

TANAKA H., Karube A., Kodama H., Fukuda J., Tanaka T. Mass screening for
human papillomavirus type 16 infection in infertile couples. The Journal of
reproductive medicine, 2000, 45.11: 907-911.

VINOKUROVA S., Wentzensen N., Kraus I., Klaes R., Driesch C., Melsheimer P.,
Kisseljov F., Diirst M., Schneider A., von Knebel Doeberitz M. Type-dependent
integration frequency of human papillomavirus genomes in cervical lesions. Cancer
research, 2008, 68.1: 307-313.

WALBOOMERS J., Jacobs M. V., Manos M., Bosch F. X., Kummer J. A., Shah K.
V., Snijders P. J., Peto J., Meijer C. J. L. M., Muifioz N. Human papillomavirus is a
necessary cause of invasive cervical cancer worldwide. The Journal of pathology,
1999, 189.1: 12-19.

56



WEAVER B., Feng Q., Holmes K. K., Kiviat N., Lee S. K., Meyer Ch., Stern M.,
Koutsky L. Evaluation of genital sites and sampling techniques for detection of
human papillomavirus DNA in men. Journal of Infectious Diseases, 2004, 189.4:
677-685.

WERNESS B., Levine A. J., Howley P. M. Association of human papillomavirus
types 16 and 18 E6 proteins with p53. Science, 1990, 248.4951: 76-79.

WRIGHT T., Stoler M., Sharma A., Zhang G., Behrens C., Wright T. Evaluation of
HPV-16 and HPV-18 genotyping for the triage of women with high-risk HPV+
cytology-negative results. American journal of clinical pathology, 2011, 136.4: 578-
586.

YOU H., Liu Y., Carey M. J., Lowery C. L., Hermonat P. L. Defective 3A
Trophoblast-Endometrial Cell Adhesion and Altered 3A Growth and Survival by
Human Papillomavirus Type 16 Oncogenesll March of Dimer Grant 6-FY99-188
(to PLH). Molecular Cancer Research, 2002, 1.1: 25-31.

ZEGERS-HOCHSCHILD F., Adamson G. D., de Mouzon J., Ishihara O., Mansour
R., Nygren K., Sullivan E., Van der Poel S. The international committee for
monitoring assisted reproductive technology (ICMART) and the world health
organization (WHO) revised glossary on ART terminology.Human Reproduction,
2009, dep343.

Internetové zdroje:
MAIJEK, Ondfej., et al. Cervix.cz — Program cervikalniho screeningu v Ceské

republice Masarykova univerzita, Brno, 2013. [online]. [cit. 2016-04-02]. Dostupné
z: http://www.cervix.cz/ ISSN 1804-087X. Verze 1.6f.

Oc¢kovani - Internetové Informaéni Centrum. [online]. [cit. 2016-04-15]. Dostupné z:

http://www.vakciny.net/ AKTUALITY/akt 2011 12.htm

57


http://www.cervix.cz/
http://www.vakciny.net/AKTUALITY/akt_2011_12.htm

PapilloCheck® high-risk - Instructions For Use Revision: BQ-065-01 / August 2011.
[online]. [cit. 2016-03-01]. Dostupné z:
http://www.greinerbioone.com/UserFiles/File/English%20files%20for%20the%20U
K%20website/Instructions%20for%20use%20files/IFU%20Papillocheck%20HR.pdf

KOBILKOVA, Jitka. [online]. [cit. 2016-04-03]. Dostupné z:
http://zdravi.e15.cz/clanek/postgradualni-medicina/gynekologicka-cytodiagnostika-
na-prahu-3-tisicileti-168659

Roche Molecular Systems, Inc.. 2011. Cobas HPV Test package insert. Roche
Molecular Systems, Inc., Pleasanton, CA. [online]. [cit. 2016-03-01]. Dostupné z:
http://www.accessdata.fda.gov/cdrh_docs/pdf10/P100020c.pdf

Roche Lifescience produkty. [online]. [cit. 2016-01-10]. Dostupné z:

https://lifescience.roche.com/shop/products/magna-pure-lc-20-instrument

The 2010 Nobel Prize in Physiology or Medicine - Illustrated Information.
Nobelprize.org. 6 Oct 2011. [online]. [cit. 2016-04-21]. Dostupné  z:

http://www.nobelprize.org/nobel prizes/medicine/laureates/2010/illpres.html

58


http://www.greinerbioone.com/UserFiles/File/English%20files%20for%20the%20UK%20website/Instructions%20for%20use%20files/IFU%20Papillocheck%20HR.pdf
http://www.greinerbioone.com/UserFiles/File/English%20files%20for%20the%20UK%20website/Instructions%20for%20use%20files/IFU%20Papillocheck%20HR.pdf
http://zdravi.e15.cz/clanek/postgradualni-medicina/gynekologicka-cytodiagnostika-na-prahu-3-tisicileti-168659
http://zdravi.e15.cz/clanek/postgradualni-medicina/gynekologicka-cytodiagnostika-na-prahu-3-tisicileti-168659
http://www.accessdata.fda.gov/cdrh_docs/pdf10/P100020c.pdf
https://lifescience.roche.com/shop/products/magna-pure-lc-20-instrument
http://www.nobelprize.org/nobel_prizes/medicine/laureates/2010/illpres.html

PRILOHY
Priloha 1. Vysledky HPV DNA detek¢nich metod u Zen 1é¢enych pro neplodnost

ocet

Bzorkﬁ Cobas 4800® HPV test PapilloCheck® HPV Screening HPV zavér
2 HPV16 HPV16 HPV16
1 HPV16, Dalsi HPV HPV16, 31 HPV16, 31
2 Dalsi HPV HPV31 HPV31
3 Dalsi HPV HPV39 HPV39
1 Dalsi HPV HPV51 HPV51
1 Dalsi HPV HPV52, 39 HPV52, 39
1 Dalsi HPV HPV58 HPV58
2 N HPV44/55 HPV44/55
1 N HPV53 HPV53

50 N N N

Dalsi HPV zahrnuje genotypy HPV 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66 a 68.

Priloha 2. Vysledky HPV DNA detek¢énich metod u muzi 1écenych pro neplodnost

ejakulat stér z penisu
pocet  Cobas 4800® HPV PapilloCheck® HPV PapilloCheck®
vzorkl test Screening HPV zavér HPV Screening
HPV16+ dalsi

1 HPV16+dalsi HPV HPV16 HPV HPV16, 59, 82

1 Dalsi HPV HPV31 HPV31 Failed

1 Dalsi HPV HPV31,42 HPV31,42 HPV16,31,42

2 Dalsi HPV HPV51 HPV51 HPV51

1 Dalsi HPV HPV51,44/55 HPV51,44/55 HPV51,44/55

1 Dalsi HPV HPV51 HPV51 HPV68

1 Dalsi HPV HPV56,68 HPV56,68 HPV68

1 Dalsi HPV HPV58 HPV58 HPV58

1N HPV42 HPV42 HPV53,40

1N HPV42 HPV42 HPV42,56

1N HPV53,42 HPV53,42 HPV42

2 N HPV53,42 HPV53,42 HPV42

1N HPV42 N Failed

2 N N N HPV16

1N N N HPV39,44/55

1N N N HPV42

2 N N N HPV44/55

1N N N HPV52

1N N N HPV53

1N N N HPV53,66,43

1N N N HPV59

1N N N HPV66

1N N N HPV70

2 N N N -
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6 N N N Failed
29 N N N N

Dalsi HPV zahrnuje genotypy HPV 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66 a 68.

Ptiloha 3. Vysledky HPV DNA detekénich metod u darkyi oocyt
pocet  Cobas 4800® HPV  PapilloCheck® HPV

vzorkll test Screening HPV zavér
1 HPV16 HPV16 HPV16
1 HPV18 HPV18 HPV18
2 Dalsi HPV HPV31 HPV31
1 Dalsi HPV HPV33, 52 HPV33, 52
1 Dalsi HPV HPV39 HPV39
10 N N N

Dalsi HPV zahrnuje genotypy HPV 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66 a 68.

Priloha 4. Vysledky HPV DNA detekénich metod u darct spermii

ejakulat stér z penisu

poget  Cobas 4800® HPV PapilloCheck® HPV PapilloCheck®
vzorku test Screening HPV zavér HPV Screening

1N HPV16 HPV16 HPV6

1N HPV51 HPV51 N

1 Dalsi HPV HPV66 HPV66 HPV/53, 66

2 N N N HPV51

1N N N HPV/56

1N N N HPV66

10 N N N N

3N N N Failed

Dalsi HPV zahrnuje genotypy HPV 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66 a 68.

Priloha 5. Statistické zpracovani vysledki dotaznikového Setfeni u Zen a muzd 1é¢enych pro
neplodnost

Zeny lécené pro muZi léceni pro
neplodnost neplodnost
(pozitivni/celkem| %]) (pozitivni/celkem| %]) p-value®

HPV 12/64 (18,8%) 27/64 (42,2%) 0,286
hrHPV 12/64 (18,8%) 18/64 (28,1%) 0,002
STD 15/64 (23,4%) 5/64 (7,8%) 0,034
déti 13/64 (20,3%) 19/64 (29,7%) 0,239
chirurgicky zakrok 18/63 (28,6%) 5/64 (7,8%) 0,006
HPV vakcinace 4/63 (6,3%) 0/63 (0%) 0,134

Zeny lécené pro muZi léceni pro

neplodnost (medidn)  neplodnost (medidn)
vék 32 (29-36,62) 36 (33-39,03) <0,001
vék sexualniho 35 (32,75-39) 32 (29-36) -
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partnera

pocet sexualnich

partnert 4 (3-7) 6 (4-11) <0,001

# McNemaruv test, jednorozmérny studentlv t-test, Wilcoxonilv piesného test.

Jako HR HPV pozitivni byly hodnoceny vzorky s infekci HPV 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51,
52, 56, 58, 59, 66.

STD- pohlavné ptenosné choroby

hodnoty vyznaceny ¢ervené (<0,05) - statisticky vyznamné

Piiloha 6. Statistické zpracovani vysledki dotaznikového Setfeni u muzi lééenych pro
neplodnost a darct spermii

darce spermii muZi lé¢eni pro neplodnost
(pozitivni/celkem[%)]) (pozitivni/celkem|[%]) p-value”
ejakulat hrHPV 0/20 (0%) 1/64 (1,6%) 1,000
ejakulat HPV 1/20 (5%) 9/64 (14,1%) 0,439
stér z penisu hrHPV 7120 (35%) 23/64 (35,9%) 1,000
stér z penisu HPV 7/20 (35%) 27/64 (42,2%) 0,756
HPV 7/20 (35%) 27164 (42,2%) 0,756
hrHPV 7/20 (35%) 18/64 (28,1%) 0,759
STD 1/17 (5,9%) 5/64 (7,8%) 1,000
déti 3/18 (16,7%) 19/64 (29,7%) 0,372
chirurgicky zakrok 1/17 (5,9%) 5/64 (7,8%) 1,000
HPV vakcinace 0/16 (0%) 0/63 (0%) NA
darce spermii muZi léceni pro neplodnost
(mediin) (mediin) p-value”
vék 23 36 <0,001
vék sexualniho
partnera 25 32 <0,001
pocet sexualnich
partnert 3 6 0,009

# Fischertv presny test, dvourozmérny studentiv t-test, Wilcoxontv piesny test.
Jako HR HPV pozitivni byly hodnoceny vzorky s infekci HPV 16, 18, 31, 33, 35,
39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66.

STD- pohlavné pienosné choroby

hodnoty vyznaceny ¢ervené (<0,05) - statisticky vyznamné

Priloha 7. Statistické zpracovani vysledkd dotaznikového Setfeni u Zen 1éCenych pro
neplodnost a darkyn oocytll

darkyné oocyti Zeny lécené pro neplodnost
(pozitivni/celkem| %)) (pozitivni/celkem| %)) p-value*

HPV 6/16 (37,5%) 12/64 (18,8%) 0,177
hrHPV 6/16 (37,5%) 12/64 (18,8%) 0,177

STD 0/16 (0%) 15/64 (23,4%) 0,033

déti 13/16 (81,2%) 13/64 (20,3%) <0,001
chirurgicky zakrok 0/8 (0%) 18/63 (28,6%) 0,105
abort 3/14 (21,4%) 18/61 (29,5%) 0,745
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HPV vakcinace 0/16 (0%) 4/63 (6,3%) 0,577

asistovana
reprodukce - 6/63 (9,5%) -
darkyné oocyti Zeny lécené pro neplodnost
(mediin) (medin) p-value*
vék 27,3 (24,08-29,53) 32 (29-36,62) 0,001
vék sexualniho
partnera 30 (27-35) 35 (32,75-39) 0,019
pocet sexualnich
partneri 4 (2-6) 4 (3-7) 0,440

# Fischertiv pfesny test, dvourozmérny studenttiv t-test, Wilcoxondv piesny test.
Jako HR HPV pozitivni byly hodnoceny vzorky s infekci HPV 16, 18, 31, 33,
35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66.

STD- pohlavné ptenosné choroby

hodnoty vyznaceny Cervené (<0,05) - statisticky vyznamné
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