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SOUHRN

Tématem piedlozené diplomové prace jsou nadory asociované s lidskym
papilomavirem (HPV). Obsahem teoretické ¢asti je literarni reSerSe o karcinomu délozniho
hrdla, morfologii a patogenezi HPV. V dalsich kapitolach se prace zabyva screeningem
délozniho hrdla jak ve svéts, tak v Ceské republice. Podstatna &ast prace je také vénovana
jiz pouzivanym screeningovym metodam, ale predevsim tém, které vyuZzivaji nové slibné

biomarkery pro detekci prekancer6z délozniho hrdla.

V praktické casti byl testovan soubor 41 vzorkt primarnich cervikalnich karcinomu
na ptitomnost HPV pomoci testu PapilloCheck a také na pfitomnost metylace vybranych
gentl pomoci Precursor M kitu. Z testovaneho souboru bylo 40 vzorka dle Precursor M kitu
pozitivnich. Déle byla u toho souboru hodnocena exprese 8 miRNA, které byly vybrany na
zakladé¢ recentni literatury. Béhem experimentu se ale ukazalo, ze vybrand normaliza¢ni
mMiR-423-3p neni stabilni napfi¢ vySetfovanymi vzorky a neni tedy optimalni pro
normalizaci exprese miRNA u cervikélnich karcinomd. Srovnani exprese jednotlivych
MIiRNA vzhledem k normaliza¢ni miR-423-3p z tohoto divodu nebylo provedeno. Presto
byla u dvou testovanych miRNA, up-regulované miR-21-5p a down-regulované miR-34a-5p
byla pozorovana statisticky vyznamna souvislost s HPV infekci. Exprese miR-21-5p byla u
HPV pozitivnich vzorkl zvySena, naopak miR-34a-5p, bylau HPV pozitivnich signifikantné

snizena. Stejna zavislost byla pozorovana rovnéz pii hodnoceni nadoru s pozitivitou HPV16



nebo HPV18. Pro miR-29a-3p byla zjisténa vyznamna korelace mezi snizenou expresi a
zasazenim miznich uzlin. Ziskana data ukazuji na to, Ze by mohla mit exprese miR-29a-3p

vliv na invazivitu a lokalni $ifeni nadoru.

Statisticka analyza na testovaném souboru 41 vzorkt cervikalniho karcinomu ukéazala u
nékterych miRNA vyznamné rozdily u sledovanych parametri, jedna se vSak pouze o malé
mnozstvi dat, ze kterého nelze délat jednoznacné zavéry. Tato studie bude rozsifena o dalsi

vzorky cervikalnich karcinomi, aby bylo mozné nalezené korelace potvrdit ¢i vyvrétit.
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SUMMARY

The topic of the master thesis is tumors associated with human papillomavirus
(HPV). The content of the theoretical part is a literature research on cervical cancer,
morphology and pathogenesis of HPV. In the next chapters thesis deals with cervical
screening in the world and in the Czech Republic. A substantial part of the work is also
devoted to already used screening methods, but especially to those that use new promising

biomarkers for the detection of precancerous lesions of the cervix.

In the practical part a set of 41 samples of primary cervical carcinomas was tested
for the presence of HPV using the PapilloCheck test and also for the presence of methylation
of selected genes using the Precursor M kit. From tested set were 40 samples positive using
the Precursor M kit. Furthermore, the expression of 8 miRNASs selected on the basis of recent
literature was evaluated in this group. However during the experiment it was shown that the
selected normalizing miR-423-3p is not stable across the examined samples and is therefore
not optimal for the normalization of miRNA expression in cervical carcinomas. Therefore
a comparison of the expression of individual miRNAs with respect to normalizing
miR-423-3p was not performed. Nevertheless a statistically significant association with
HPV infection was observed in two tested miRNASs, up-regulated miR-21-5p and
down-regulated miR-34a-5p. The expression of miR-21-5p was increased in HPV positive

samples, while miR-34a-5p was significantly decreased in HPV positive. The same



dependence was also observed when evaluating HPV16 or HPV18 positive tumors. For
miR-29a-3p a significant correlation was found between decreased expression and lymph
node involvement. The obtained data indicate that miR-29a-3p expression could affect tumor

invasiveness and local spread.

Statistical analysis on a tested set of 41 cervical cancer samples showed significant
differences in some miRNAs in the monitored parameters but it is only a small amount of
data from which no clear conclusions can be made. This study will be extended to include

additional samples of cervical cancers in order to confirm or refute the found correlations.
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1 Uvod

Rakovina dé€lozniho hrdla je jednim z nejc€astéji se vyskytujicich typt rakoviny, které
ro¢né podlehne az 300 000 Zen. Toto onemocnéni je ve vEtSing ptipadt spojovano s infekci
lidskym papilomavirem, konkrétné jeho vysoce rizikovymi typy. Nicméné az u 90 % zen
dojde ke spontdnnimu vymizeni infekce. V opa¢ném piipadé infekce ptetrvava a dochazi
k rozvoji 1ézi nebo karcinomu. Existuji vSak moznosti, jak se pfed vznikem HPV
asociovanych onemocnéni chranit. Primarni prevenci pfedstavuje vakcinace. Vakciny jsou
cileny predevsim proti nejrizikovéj$im typum HPV16 a 18. Jejich nejvyssiho ucinku lze
dosahnout, pokud k vakcinaci dojde jesté pied zahajenim sexualniho Zivota jedince. Dalsi
moznosti prevence je ucast na programech screeningu karcinomu délozniho hrdla. Soucasti
takového screeningu je cytologické vysetieni nebo detekce HPV DNA ¢i také kombinace
obou metod. Metody cervikalniho screeningu umoznuji identifikaci zen s nizkym ¢i

zvySenym rizikem vzniku karcinomu.

K managementu Zen po primarnim screeningu slouzi tridzové testy, které jsou voleny
dle metody pouzité v primarnim screeningu. Jako triazovy test tedy slouZi jak cytologie, tak
HPV testovani. VVzhledem k tomu, ze detekéni testy na HPV jsou velice citlivé a detekuji
tedy 1 pfechodné infekce, je potieba Zenu podrobit dalsSimu testu, napiiklad cytologickému
vySetieni. Cytologie méa vSak limitovanou citlivost a nemiiZze byt aplikovana na vzorky
odebrané samoodbérem. Z tohoto divodu jsou stale vyvijeny a testovany nové moznosti
triazovych testt. Jednim z nich je i detekce aberantni exprese miRNA. Zmény v expresi jsou

pozorovany jiz v ¢asnych prekancerdznich lézich a proto jsou vhodné jako biomarkery.

Predlozena diplomova prace si klade za cil objasnit roli a vyhodnotit klinickou hodnotu

miRNA v karcinomech cervixu.



2 Cile prace

1) Vypracovat literarni prehled na téma asociace lidského papilomaviru s karcinogenezi
riznych nadorovych onemocnéni, screening cervikalniho karcinomu a moznosti

pouziti triaZovych testu.

2) Otestovat zmény hladin exprese vybranych miRNA u vzorki cervikélnich

karcinomn.

3) Na zakladé ziskanych vysledkt zohlednit testované miRNA jako mozny biomarker

pro nasledné pouziti v triazovych testech.



3 Karcinom délozniho hrdla

Rakovina dé€lozniho hrdla, téZ oznaCovana jako cervikalni karcinom, je Ctvrtou
nejcastéji se vyskytujici rakovinou, postihujici Zeny po celém svété (www.gco.iarc.fr, 2019).
Kazdy rok je u vice nez pul milionu Zen toto onemocnéni diagnostikovano a vice nez
300 000 mu podlehne (Bray, 2018). V Ceské republice je kazdoro¢né diagnostikovano
ptiblizné 1000 novych ptipadd, z nichz 40 % kon¢i smrti pacientky (www.svod.cz, 2019).
Vyskyt i mortalita rakoviny délozniho hrdla se celosvétové lisi a je vyrazné nizsi ve

vyspélejsich zemich, kde jsou vice roz§ifeny programy cervikalniho screeningu (obréazek 1).
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Obrazek 1.: Incidence a mortalita cervikalniho karcinomu stanovena pro rok 2018 (upraveno podle Global

cancer observatory; https://gco.iarc.fr/today/data/factsheets/cancers/23-Cervix-uteri-fact-sheet.pdf).

V¢tsina piipada karcinomu délozniho hrdla je diagnostikovana u pacientek ve véku
okolo 40 let (www.svod.cz, 2019). Za hlavni pii¢inu vzniku tohoto onemocnéni a také za
nejvyznamngjsi rizikovy faktor je povazovan vysoce rizikovy typ lidského papilomaviru
(hrHPV), ktery je pohlavné ptenosny. Epidemiologické studie ukazuji piitomnost hrHPV
u 99 % rakovin délozniho hrdla. Mezi vlivy zvySujici riziko infekce HPV patii napiiklad
imunosuprese, koinfekce s jinymi pohlavné pifenosnymi chorobami, nedostatky
mikronutriendd, vys$s§i sexualni aktivita, koufeni, vék pacientky a také vyssi pocet sexualnich
partnert, pravé u mladSich Zen (Dempsey, 2008). HPV infekce je, ale také asociovana
i s jinymi typy rakovin, jako jsou napiiklad karcinomy penisu (36—40 %), vulvy (40-51 %),
vaginy (40 %), fitniho otvoru (90-93 %) a orofaryngealni karcinomy (12-63 %; Thomas,
2017).



Ptiblizné u 90 % infikovanych Zen je infekce pouze ptechodna a spontanné vymizi
(tzv. virova clearence). U zbylych 10 % se jedna o pietrvavajici (tranzientni) infekci, ktera
vede K rozvoji premalignich stavi, ozna¢ované jako cervikalni intraepitelidlni neoplazie
(CIN) ¢i samotného karcinomu (Araldi et al., 2018). Piednadorova stadia jsou ohrani¢ena
pouze na epiteliarni vrstvu bez schopnosti metastdzovat. Mezi prekancerdzy tadime
dysplazie a karcinom in situ. Rozdéleni cervikalnich dysplazii shrnuje obrézek 2 (Rozto¢il
et al., 2011; Citterbart et al., 2001). Tato piednadorova stadia jsou asymptomaticka, jsou
vsak zjistitelnd screeningem. Naopak mezi pfiznaky pokrocilejsiho stadia karcinomu patii
vodnaty zakrvavély vytok, véetné krvaceni po sexuélnim styku, bolest v malé panvi nebo
bedrech a lymfedém dolnich koncetin (Roztocil et al., 2011).

Dysplazie Karcinom

lehkéa stfedni tézka in situ

Cervikalni intraepitelialni neoplazie (CIN)

Skvamdzni intraepitelialni 1éze (SIL)

nizkého stupné (LSIL) vysokého stupné (HSIL)

Obrazek 2.: Klasifikace prekancerdz epitelu délozniho hrdla a jeho piechod v karcinom in situ (ptevzato

s Upravami od Lowy, 2006).

V piipadé cervikalni intraepitelialni neoplazie I. typu (CINI) se jedna o lehkou
dysplazii se zménami v dolni tfetiné¢ epitelu. Jadra bun€k nevykazuji témét Zzadné
abnormality, pocet mitdz je nizky. Tento typ dysplazie se vétSinou nelééi, velmi Casto
dochazi ke stagnaci ¢i k regresi. Nicméné aZ tfetina nelééenych ptipadi mize piejit do
neoplazie Il. typu (CINII), kde buné&tné zmény dosahuji dvou tietin epitelu. | v tomto stadiu

YV wr

dochazi k regresi az u 80 % piipadu (Koeneman et al., 2019). CINIII pfedstavuje nejtézsi



stupenn dysplazie. V této fazi jiz nedochézi ke stratifikaci ani diferenciaci epitelu, jadra
vykazuji aneuploidii a dochazi k atypickym mitézam. Nelécend CINIII mize snadno
ptrechazet do stadia invazivniho karcinomu (Rozto¢il et al., 2011; Sawaya et Huchko, 2017;

www.screening.iarc.fr, 2019)

Rakovinu délozniho hrdla mtizeme rozdélit do 5 stadii. Karcinom in situ (stadium 0),
piedstavuji abnormalni bufiky nachazejici se v nejvnitrné;si vystelce délozniho hrdla, které
se mohou stat buitkami rakovinotvornymi. Stddium I, nddorové buiky se nachazeji pouze
v d¢loznim hrdle. Toto stddium lIze diagnostikovat pouze mikroskopii a podrozdélit na TA
(maximalni hloubka invaze <5 mm) a IB (hloubka invaze >5 mm) v zavislosti na velikosti
rakovinovych bun¢k. Ve stadiu II je karcinom rozs§ifen na prvni dvé tretiny vaginy. Ve stadiu
Il rakovina zasahuje i do spodni tietiny vaginy, na panevni sténu, postihuje panevni
a paraaortalni uzliny a mutze narusit i funkci ledvin. Toto stddium rozdélujeme na
podkategorie 1A, I1IB a l11C podle ¢etnosti rozsifeni. Ve stadiu IV je jiz rakovina rozsitena
na panev, mo¢ovy méchyf ¢i konecénik, ale také muze dojit k metastazovani do sousednich
organt (IVA) nebo jinych ¢asti téla (IVB; Bhatla et al., 2019).

Nejcastéjsim typem nadoru piedstavujici zhruba 75 % piipada karcinomu délozniho
hrdla je spinocelularni karcinom (SCC) vznikajici z ektocervixu, tvofeného dlazdicovymi
(skvamdznimi) buikami pokryvajici povrch délozniho ¢ipku. Druhy typ nadort piedstavuji
adenokarcinomy vznikajici z endocervixu, ktery je tvofen cylindrickym hlenotvornym
epitelem. Zdéna nachazejici se pravé mezi témito dvéma typy epitelu je nejcastéjsi oblast
vzniku premalignich a malignich zmén (tzv. tranzientni zona). Mezi méné Casto objevujici
se nadory patii naptiklad adenosquamozni, neuroendokrinni a ser6zni papilarni (Small et al.,
2017).

4 Lidsky papilomavirus (HPV)

4.1 Morfologie a genom

Lidské papilomaviry se tadi do celedi papillomaviridae. Do dnesni doby bylo
kompletné sekvenovano vice jak 200 lidskych papillomavird (www.pave.niaid.nih.gov,
2019). Jedna se o neobalené ikozahedrické viry s praimérem 50-55 mm a molekulovou
hmotnosti 5 x 106 Da. Jejich genom je piedstavovan dvouvlaknovou kruhovou DNA,

dlouhou 8 kbp a kédujici 9—-10 ¢étecich rameti (ORF). Genom téchto viri mtizeme funkéné



rozdélit do tfi oblasti obsahujici: Casné se replikujici geny (E1, E2, E4, E5, E6, E7), pozdné
se replikujici geny (kaspidové proteiny L1 a L2) a nekddujici oblast neboli dlouhou kontrolni
oblast (LCR). LCR obsahuje misto po¢atku replikace (ori) a regula¢ni oblasti podilejici se
na replikaci a transkripci virové DNA, vcetné sekvenci pro interakci s bunécnymi

transaktivacnimi proteiny (Araldi et al., 2018; Rajcani et al., 2006).

E6

LCR

Pz E7
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Obrazek 3.: Struktura genomu HPV16 (pievzato od Naoko Kajitani et al., 2012).

HPV jsou na zaklad¢ nukleotidové sekvence genu L1 rozdéleny do 5 hlavnich rodu:
alphapapillomavirus,  betapapillomavirus,  gamapapillomavirus,  mupapillomavirus,
nupapillomavirus (Bernard et al., 2010). HPV nejcastéji infikuji epitelialni buniky ktize, ale
také sliznice Ust a genitalii. V rdmci Alphapapillomavira byly Mezinarodni agenturou pro
vyzkum rakoviny (IARC) jednotlivé typy klasifikovany na vysoce rizikové HPV (high-risk;
hrHPV) a nizko rizikové HPV (low-risk; IrHPV), dle jejich onkogenniho potencialu (Burd,
2016; IARC, 2007; tabulka 1).

Tabulka 1.: Klasifikace HPV typt dle IARC.
Skupina 1 (kancerogenni pro ¢lovéka; hrHPV) 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59
Skupina 2A (pravdépodobné kancerogenni pro 68

¢loveka)

Skupina 2B (potencionalné kancerogenni pro 26, 30, 34, 53, 66, 67, 69, 70, 73, 82, 85, 97

¢loveka)

Skupina 3 (nekancerogenni; IrHPV) 6, 11, 40, 42, 43, 44,54, 61, 72, 81, 89




PrestoZze je HPV sexudlné pfenosné onemocnéni, existuji dikazy i o vertikdlnim
pienosu z matky na plod. HPV DNA byla detekovana naptiklad v plodové vodé, placenté,

fetalnich membranach a mateiském mléce (Zouridis et al., 2018).

4.2 Integrace a replikace viru

Infekce HPV viry za¢ina v bazalnich epitelidlnich burnikach, ke kterym virus pronika
prostiednictvim mikrotraumat nebo pfimym kontaktem v mistech piechodu dlazdicového
a cylindrického epitelu. Po dosazeni kontaktu viru s témito buiikami dojde k navazani L1
proteinu virové kapsidy na proteoglykany heparan sulfatu lokalizované na bunééném
povrchu, coz zpisobi konformaéni zménu virionu. Tato zména vystavi na povrch virionu
N-koncovou cCast L2 proteinu a ta je proteolyticky $tépena furinem. Poté je virus
internalizovan mechanismem endocytézy za ucasti obalovych proteinti klathrinu ¢i
kaveolinu. Vlivem vazby lysozomi a nasledného snizeni pH téchto vezikul dojde k rozpadu
virove kapsidy a uvolnéni virové DNA (Araldi et al., 2018; Burd 2016; IARC, 2007).

Virovy genom mize v hostitelské buiice pietrvavat ve dvou formach. Prvni formou
je epizom, extrachromozomalni kruhovd DNA, kterd je replikovana spolu s buné¢nou DNA
a na pocatku zivotniho cyklu viru je udrzovana v nizkém poctu kopii. V druhém piipadé
muze dojit k integraci do hostitelského genomu vlivem chromozomalni nestability
indukované onkoproteiny. Virovy genom se muze integrovat ve formé jediné kopie
(integrant 1. typu) nebo ve form¢ vicenasobné kopie (integrant 2. typu; Meyrs et al., 2019).
Mista integrace virové DNA jsou nahodné distribuovany po celém hostitelském genomu.
Nicméné ke vétsiné integraci dochazi v tzv. fragile site regions. Jednéa se o oblasti s velkou
genomovou nestabilitou v rozmezi stovek kilobazi do vice nez 9 megabazi, hrajici roli

v translokacich, delecich a amplifikacich gend (Yu et al., 2005).

Viry pro svou replikaci vyuzivaji DNA polymerazu hostitelské buriky nachézejici se
v S-fazi buné¢ného cyklu (Araldi et al, 2018). Na pocatku procesu amplifikace interaguje
Casné se replikujici protein E1 se sekvenci Ori a asociuje s proteinem E2. Tento komplex
E1-E2 ptitahuje proteiny bunétného polymerazového komplexu (Small et al., 2017).
E2 protein hraje roli v remodelaci chromatinu (pusobi jako super enhancer) a spolu
s proteinem Brd4 napomaha distribuci virovych kopii do dcefinych bunék (Jang et al., 2014).

Pravé pfi integraci 1. typu Casto dochézi k poSkozeni genit E1, E2 a tim i ke zvySeni exprese



virovych onkoproteinit E6 a E7. Naopak pokud je protein E2 pfitomen, ve vysSich

koncentracich ptisobi jako represor exprese proteinii E6 a E7 (Garcia-Vallvé et al., 2005).

U vysoce rizikovych HPV funguji proteiny E6 a E7 jako antagonisti tumor
supresorovych gent. V piipadé E6 se jedna o maly onkoprotein obsahujici PDZ doménu
(PSD-95/Dlg/Zz0-1), kterd interakci sjinymi proteiny podporuje ztratu polarity bunék
a mezibuné¢éné komunikace. Avsak nejzasadnéjsi funkci tohoto proteinu je schopnost vazat
se na tumor supresorovy protein p53, urychlovat jeho degradaci ubiquitinem a také
degradovat dalsi regula¢ni proteiny jako c-Myc, DLG, McM7. Protein E7 pusobi synergicky
s E6. Vaze se na retinoblastomové proteiny (pRb a p107), p130 a stupriuje tak proliferaci
hostitelské bunky. U nizkorizikovych HPV se E6 a E7 na tumor supresorové geny vazi se
snizenou aktivitou (Rajc¢ani et al., 2006; Yu et al., 2005; Cai et al., 2012). Jako posledni
z ¢asn¢ se replikujicich proteini se exprimuji proteiny E4 a ES5. Protein E5 je
transmembranovy protein umistény nejen v bunééné membrang, ale také v golgiho aparatu
a endoplazmatickem retikulu. Na bunécné membrané indukuje mitogenni signalizaci
pomoci dimerizace receptori epidermalniho rustového faktoru (EGFR) a podili se na
perzistenci virové infekce (Cerasuolo et al., 2017). Protein E5 se pravdépodobné podili na
inhibici apoptozy indukované peroxidem vodiku, prostfednictvim ubikvitinace a nésledné
degradace proapoptického proteinu Bax. Nicméné puisobeni proteinu E5 je omezeno pouze
na rana stadia karcinomu délozniho hrdla, protoze pfi integraci HPV genomu casto dochazi
k deletaci genu E5 (Paolini et al., 2017). Protein E4 je nejhojné&ji exprimovanym virovym
proteinem a to predevsim v suprabazélnich a granularnich vrstvach (Stevenson et al., 2018).
E4 je syntetizovéan jako fazni protein E1"E4 v dusledku sestfihu mRNA a obsahuje prvnich
pét kodont E1 fuzovanych s celym ORF E4 (Biryukov et al., 2017; Yajid et al., 2017).
Protein E4 ve form¢ E1"E4 obsahuje motiv ,,Jeucinového klastru®, ktery je nedilnou soucasti
proteinové asociace s keratinem a také je dulezity pii asociaci proteinu E4 prostfednictvim
interakce s C-termindlni doménou jiného proteinu E4. Tato asociace umoziuje vytvaiet
struktury podobné amyloidnim vlaknlim, coZ umoziiuje manipulaci s organizaci

hostitelskych bunék a tim napomahani uvolnéni viriont (Yajid et al., 2017).

Replikace kapsidovych proteint L1 a L2 v¢etné sestaveni infekéni ¢astice probiha
pouze Vv diferenciovanych keratinocytech. Protein L2 v asociaci s E4 napomaha agregaci
proteinu L1 (Oxford et al., 2016).



4.3 Patogeneze

Féaze zivotniho cyklu lidského papilomaviru a exprese gena je striktné spojena
s epitelialni diferenciaci (obrazek 2). Jak jiz bylo zminéno v kapitole 4.2, virové Castice
prostfednictvim mikrotraumat pronikaji az k epitelialnim bunikam (stratum basale). V téchto
bunikach dochézi k replikaci episomalniho genomu, expresi proteinit E1, E2 a proteinti E6,
E7, které podporuji progresi S-faze v diferenciovanych butikach a brani apoptoze. Tyto
bunky tedy tvofi rezervoar infekce, ktera je vlivem jejich déleni a vytvareni dcefinych bunék
roznaSena smérem k epitelidlnimu povrchu. V dal§i nediferenciované vrstvé stratum
spinosum je exprimovan protein E4 a spolu s ostatnimi proteiny napomaha amplifikaci
virové DNA. V jiz diferenciovanych bufikach stratum granulosum, dochazi k amplifikaci
diive nasyntetizované virové DNA a je iniciovana exprese kapsidovych proteini L1 a L2.
K uvoliovani sestavenych virioni dochazi v nejvyssi vrstve, stratum corneum (Rajcani et

al., 2006; Lazaryczyk et al., 2009; Morse et al., 2010).

Stratum corneum

Stratum granulosum

= Epidermis

Stratum spinosum

Stratum basale

Dermis

Obrazek 4.: Schéma dlazdicového epitelu kiize a jeho infekce HPV (pifevzato s Upravami od Lazarczyk et al.,
2012). Modré tecky znazoriuji ¢asné se replikujici proteiny E1 a E2; ¢ervené te¢ky znzortiuji proteiny ES5,

E6, E7; zelené teCky znazornuji protein E4; fialové tecky znazornuji kapsidové proteiny L1, L2.



Infekce bunék epidermis zpisobuje jejich ztluSténi (akantdéza) a rohovaténi
(hyperkerat6za) a mtize vést k az k tvorbé bradavic. P#i vzniku bradavic dochazi i k tvorbé
tzv. koilocytl. Jedna se o velké svétlé bunky s pyknotickym jadrem a perinuklearnim
projasnénim. Tyto charakteristické buiiky jsou ¢asto pritomny v hornich vrstvach epidermis

(Pennycook et McCready, 2019).

HPV nizko rizikového typu vykazuji nizky onkogenni potencial, ale jsou zodpovédné
za benigni nebo malé abnormality cervikalnich bunék, genitalni bradavice (kondylomata)
a hrtanové papilomy. Nejviditeln€jsSim typem bradavice je condyloma acuminatum, coz je
masitd, vlhka vyvysena polypoidni hmota. Tyto bradavice jsou vysoce infekéni a mohou
béhem tehotenstvi zpisobit bolest, krvaceni, obstrukci pohlavnich organi nebo mocovych

cest (Valentino et Poronski, 2016; Huether et McCance, 2012).

Vysoce rizikové typy HPV a to piedevsim HPV16, 18 jsou spojeny s pietrvavajici
infekci a vznikajicimi karcinomy. U téchto typu jsou proteiny E6 a E7 funk¢éné odlisné od
typli s nizkym rizikem a slouzi ke stimulaci proliferace infikovanych bazalnich
a suprabazalnich bunék, coz vede ke zvétSeni 16zi. Dlouhodoba perzistence HPV usnadiuje
integraci virové DNA do chromozomu hostitelské buiiky. Tento krok je spojen s dalsi
deregulaci, nadmérnou expresi onkogent E6 a E7 a karcinogenni progresi (Burd et Dean,
2016).

4.4 Vakcinace proti HPV

Primarni prevenci vzniku HPV asociovanych onemocnéni je vakcinace. V roce 2006
byla pfedstavena prvni schvalena vakcina pro divky Silgard/Gardasil a v roce 2009 byla tato
vakcina schvalena pro ockovani i muzské populace (Valentino et Poronski,
2016). V soucasné dobé jsou na trhu dostupné jiz 3 vakciny, bivaletni Cervarix,
kvadrivalentni Silgard/Gardasil a nonavalentni Gardasil 9. VSechny tfi vakciny jsou ucinné
proti nejrizikovéjsim typim HPV, a to HPV16 a 18. Silgard/Gardasil chrani také proti
nizkorizikovym typam HPV6 a 11. Gardasil 9 je G¢inna proti HPV16, 18, 6 a 11, navic
chréani proti typaim HPV31, 33, 45, 52, 58 a dokaze zabrénit az 90 % nadort spojenych
s HPV infekci (Thomas, 2016; www.ema.europa.eu, 2020). Vzhledem k tomu, ze vakciny
nechrdni pted proti v§em karcinogennim HPV typim, je i po vakcinaci velmi dulezité

dochazet na pravidelné gynekologické prohlidky a ucastnit se screeningového programu.
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Vakciny jsou vyrabény jako VLP (Virus-like-participles), tedy ¢astice bez genetické
informace, obsahujici L1 kapsidovy protein, které v imunitnim systému organismu navodi
tvorbu protiladtek (Thomas, 2016). Nejvyssiho ucinku vakcin lze dosahnout, pokud
k ockovani dojde jest¢ pted zahajenim sexualniho Zivota. Tehdy je prokdzana uéinnost
vakciny nejméné po dobu 10 let. Divky lze zacit o¢kovat od 9—10 roku zivota. Bezplatna
vakcinace pro divky ve véku 13 let vakcinou Cervarix je v CR zavedena od roku 2012 a pro
chlapce od roku 2018 (www.cervix.cz, 2019). Ockovat je mozné i dospélé jedince, nicméné
tato vakcinace jiz neni hrazena zdravotni pojistovnou a jeji u€¢innost mize byt s vyssim
vékem niz§i kvuli pfedchozim infekcim (Meites et al., 2019). Ockovani se provadi
i U chlapct/mizu, nebot’ i v jejich piipadé muze dojit k rozvoji HPV asociovanych
onemocnéni (pfevazné orofaryngedlnich karcinoml) a také piredstavuji potenciondlni
pfenasece. VSechny tfi vakciny se aplikuji intramuskularné. U starSich jedincl jsou
aplikovany ve formé¢ ttidavkové fady, kdy druha a téeti davka se aplikuje v rozestupu dvou
a Sesti mé&sicu. Déti jsou ockovany ve dvoudavkovém schématu, druha vakcina je podana
5—13 mésici po prvni davce (Valentino et Poronski, 2016). Jedna se o vakciny

profylaktické, nedokdzi tedy zvratit nebo 1€¢it jiz ziskané infekce.

Klinické studie prokazaly protilatkovou odpovéd’ u vice nez 99 % HPV naivnich zen
proti vS§em slozkam jedné vakciny po dokonceni tfidavkové série. Také bylo zjisténo, ze
hladiny protilatek u vSech vakcindrnich typia HPV byly nékolikrat vy$si nez hladiny
dosazené ptirozenou infekci (Block et al., 2006). Vakciny tedy poskytuji t¢innou ochranu
proti nov¢é vznikajicim infekcim zplsobenych HPV typy, na které jsou vakciny mifeny.
U vSech vakcin byla navic prokdzdna i zna¢na mira cross-protekce s ostatnimi

nevakcinarnimi HPV typy.
5 Screening karcinomu délozniho hrdla

Sekundarni prevenci cervikalniho karcinomu je cervikélni screening. Cilem
screeningovych programil je plosné vysetfeni asymptomatické populace za ucelem odhaleni
nadorového onemocnéni v jeho pocatecnich stadiich, umoziuji tedy méné radikalni
a levngjsi 1écbu. Vysetfeni se provadi prostiednictvim rychle aplikovatelnych testi nebo
jinych postupt. Uéelem cervikalniho screeningu je odhalit prekancerdzni zmény nebo ¢asna
stadia karcinomu. V Ceské republice cely proces za¢ina vySetfenim u gynekologa pii

pravidelnych prohlidkach, kde se provadi i stér bun¢k z délozniho hrdla. Ten je nasledné
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odeslan na akreditované cytologické pracovisté, kde je provedeno vySetieni vzorku.
Vysledek je poslan zpét oSetiujicimu 1ékafti, ktery na zaklad¢ ziskanych vysledkl rozhodne

o dalSim postupu vysetfeni.

Screening rakoviny délozniho hrdla se v jednotlivych zemich vyrazné 1i§i. Screeningovy
program V jednotlivych zemich je ovliviiovan napiiklad vysi financnich prostiedku
uvoliovanych na zdravotni péci, existujici lékarskou a ekonomickou infrastrukturou

a vnimanim rizik a toleranci spole¢nosti (Wentzensen et Arbyn, 2017).

5.1 Screening karcinomu délozniho hrdla v Evropé/svété

Provadéni screeningu karcinomu délozniho hrdla bylo v roce 2003 doporu¢eno Radou
Evropskeé unie, ktera rovnéz vydala dalsi doporuceni tykajici se pravidel screeningu. Obecné
se jedna o organizovany vicestupnovy proces zahrnujici: identifikaci cilové populace; nabor
vhodnych Zen; sbér cervikalnich stéri z Pap testli; vySetieni stéri a reporting; obeznameni
zen, jejichz vzorky nevykazovaly zadné abnormality a informovani o dalsim provedeni
testll; opet pozvat zeny s neuspokojivymi vysledky vySetfeni stéri a nadale u nich sledovat
pribéh; a v neposledni fad¢ registrace, sledovani a hodnoceni celého programu (European

guidelines for quality assurance in cervical cancer screening, 2017).

V soucasné dobé probiha screeningovy program ve 22 statech Evropské unie (EU)
z 28 ¢lenskych statd a ve 4 pridruzenych statech (Chrysostomou et al., 2018). Ve vétsing
¢lenskych statech EU je politika screeningového programu déna oficidlnimi doporucenimi,
pouze Vv Sesti z nich je dana zakonem (Némecko, Mad’arsko, Italie, Litva, Nizozemsko,
Polsko). Mimo staty EU probihaji screeningové programy napiiklad v USA, Austrélii,
Kanadé nebo Korei (Tae-Wook et al., 2020). Programy screeningu karcinomu délozniho
hrdla se v jednotlivych statech lisi pouzivanou metodou. V nékterych statech se jako metoda
primarniho screeningu stale pouziva cytologie, ale v jinych statech mize byt doplnéna nebo
nahrazena citlivéjsim HPV testovanim. Pouziti cytologie s HPV testovanim soucasné je
oznacovano jako tzv. kotestovani (Arbyn et al., 2018), které ale kvuli nedostate¢nému

pfinosu neni evropskymi smérnicemi doporucovano (von Karsa et al., 2015).

Mezi staty Evropské unie vyuzivajici pro primarni screening pouze cytologii patfi

Ceska republika, Rakousko, Némecko, Belgie, Chorvatsko Recko, Madarsko, Irsko, Litva,
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LotySsko, Lucembursko, Portugalsko, Slovensko, Slovinsko, Spanélsko, SV}'/carsko
a pfidruzeny stat Izrael. V Dénsku, Francii a Italii je v zavislosti na véku pacientky pro
primarni screening vyuzivana cytologie nebo HPV testovani (Chrysostomou et al., 2018).
Screeningovy interval je ve vét§ing statech tfi az pét let. Pouze Ceska republika spole¢né
s Némeckem zavedla jednoro¢ni screeningovy interval. Screening rakoviny délozniho hrdla
byl Radou Evropské unie doporuéen pro vékovou skupinu od 25 nebo 30 let do 60 nebo 65
let. Toto vékové rozmezi pacientek se v jednotlivych statech 1isi. Nej¢astéjsi vékovy interval
je 25-64 let. Cesky screeningovy program je jediny, ktery zve k ucasti divky jiz od 15. roku.
Na Malté je vyuzivana metoda kotestovani, kterd je doporuc¢ena Zenam pouze od 25 do 35

let (Basu et al., 2017).

V USA jsou doporuéeni pro screening rakoviny délozniho hrdla vydavana
dobrovolnou skupinou narodnich odbornikti v oblasti prevence nemoci a mediciny United
states preventive services task force (USPSTF), dale Americkou spolecnosti pro rakovinu
(ACS) a Americkym kongresem porodnikii a gynekologi (ACOG). Doporuceni se zamétuji
na zeny s prumérnym rizikem, definované jako Zeny bez piedchozi diagnézy CIN2,
zavaznéj$i 1éze nebo rakoviny délozniho hrdla. Témto zenam se doporucuje ve véku 21 az
65 let dochazet na cytologické testy kazdé 3 roky. V roce 2012 byl v USA doporucen
program screeningu karcinomu délozniho hrdla, ktery zahrnuje kombinovanou cytologii
a testovani HPV u zen ve véku 30-65 let s pétiletym intervalem screeningu (Mariani et al.,
2016). Dalsi doporuceni se tyka zen s vysokym rizikem (imunokompromitované zeny napf.
virem lidské imunodeficience) a zeny vystavené expozici diethylstilbestrolu in utero. U Zen
S nizkym rizikem (po Upln¢ hystektomii, bez ptfedchozi diagnézy CIN2) je doporuceno
screening neprovadét (Moyer, 2012; Sawaya et Huchko, 2017).

V Australii jsou zasady pro program screeningu délozniho hrdla vydavany National
cervical screening policy (NCSP). Od roku 2017 se pro vysetfeni asymptomatickych zen ve
veéku 25 az 74 let jako primarni screeningova metoda pouzivd HPV testovani s CasteCnou
genotypizaci v intervalu 5 let. Zenam od 25 do 70 roku jsou zasilany pozvanky k uéasti na
screeningovém programu. Zeny ve véku 70 az 75 let jsou vyzvany k ukonéeni screeningu,

pokud jsou jejich vysledky testovani HPV negativni (www.cancerscreening.gov.au, 2020).

V Kanadg se jako metoda primarniho screeningu stale vyuziva cervikalni cytologie.

Canadian task force on preventive health care vydala doporuceni liSici se v zavislosti na
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vékové kategorii pacientek. Zenam do 24 let se nedoporuéuje provadét rutinni cervikalni
screening. Zenam od 25 do 69 roku se doporucuje rutinni cervikalni cytologicky screening
kazdé tfi roky. Zeny starsi 70 let, které mély 3 po sobé jdouci vysledky Pap testi negativni,
mohou cervikalni screening ukoncit (Peirson et al., 2013).

5.1.1 Strategie screeningového programu

Screeningové programy muzeme rozd¢€lit na zaklad¢ strategie provadéni screeningu
na neorganizovany oportunisticky pfistup a organizovany ptistup zaloZeny na populacnich
datech. Oba pfistupy jsou kazdou zemi organizovany jinym zptisobem a i v ramci jedné
zem¢ se muze vyskytovat kombinace obou pfistupli, které jsou zavadény na zakladé
doporuceni vydanych vladou dané zem¢ nebo narodnich gynekologickych/lékaiskych

spolecnosti (shrnuto v tabulce 2).

Tabulka 2.: Piehled strategii screeningovych programi probihajicich ve vybranych statech Evropy.

Strategie screeningu Staty EU PridruZené staty EU

Oportunisticka Rakousko, Bulharsko, Kypr, Recko, Svycarsko, Izrael

Lucembursko, Spanélsko

Organizovana Chorvatsko, Ceska Republika, Dansko, Norsko, Turecko
Estonsko, Finsko, Mad’arsko, Irsko, Italie,
Lotyssko, Litva, Nizozemsko, Polsko,
Slovinsko, Svédsko, Spojené Kralovstvi,

(Francie, Némecko, Slovensko)1, Maltaz

Organizovana jen Belgie, Portugalsko, Rumunsko

Vv ur¢itych regionech

1 pfechod na organizovany screeningovy program do roku 2019

2 zaveden pouze zkusebni organizovany screeningovy program

Neorganizovany oportunisticky screening rakoviny délozniho hrdla mé tendenci
niz§iho pokryti, zavisi totiz na iniciativé jednotlivce a na frekvenci navstév u lékafe.
Prakticky lékat nebo gynekolog je pfi oportunistickém screeningu také zodpovédny za
peClivost vySetfeni a piedev§im za odbér a shromazdovani vzorkd. V piipadech
neorganizovaného screeningu neni systematicky zvana celé cilova populace (Chan et al.,
2019). Tato strategic je Casto aplikovana v rozvojovych zemich, ale také v Rakousku,
Svycarsku, Lucembursku, gpanélsku, Izraeli, dale pak ve stfedoasijskych zemich, na
Kavkazu a zemich vychodni Evropy — Recku, Bulharsku a na Kypru. Oproti tomu

organizované popula¢ni screeningové programy a personalizované piistupy k pozvani jsou
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ucinngjsi a zajist'uji vetsi pokryti a ndkladovou efektivitu. V organizovaném prostfedi miize
byt vzorek odebran nejen lékaifem, ale také riznymi zdravotné kvalifikovanymi osobami,
jako jsou zdravotni sestry a porodni asistentky. V ramci tohoto pfistupu jsou Zeny Vv cilové
populaci individualné identifikovany a vyzvany k ucasti na screeningu. Diky tomu muze byt
V rdmci organizovanych programil dosahnuto vysoké ucasti v pravidelnych intervalech. Tato
strategie je uplatiiovana pedevs§im v zemich s vysokymi pfijmy, jako je Spojené Kralovstvi,
Australie, Kanada, Finsko, Nizozemsko a Singapur (Paulauskiene et al., 2019; Basu et al.,
2017).

5.1.2 Screening karcinomu déloZniho hrdla pomoci samoodbéru

I piesto, Ze v n€kterych zemich je zaveden organizovany screening, ktery zajistuje
vetsi pokryti populace, je stile evidovana neucast Zen V téchto programech. Byla zjisténa
fada emocionalnich a praktickych bariér, pro¢ se Zzeny nechtéji/nemohou screeningu ucastnit.
Jedno z moznych feseni, jak zvysit ucast téchto zen ve screeningovém programu, piedstavuji
samoodobérové sady, tzv. self-sampling. Tyto sady jsou Zzenam dorucovany do jejich
domovi. Vlastni test obsahuje Stétecek urceny pro odbér vzorku z poSevni sliznice.
Odebrany vzorek poté zena odesle k vyhodnoceni do laboratofe a vysledky testu jsou ji
poslany zpét (Yeh et al., 2019). Vzhledem k tomu, Ze se jedna o vaginalni odbér, nelze
u takto odebranych vzorkt provést cytologické vySetteni, ale jsou uréeny k HPV testovani.
Rada studii a recentni metaanalyza prokézala srovnatelné vysledky HPV testovani u vzork?
odebranych samoodbérovou sadou a vzorkd odebranych 1ékafi, kdyz byly pouzity HPV testy
zalozené na polymerazové fetézoveé reakci (PCR). Ve stejné studii byla také hodnocena
uéinnost samoodbérovych strategii v populaci Zen, které se nepravidelné ucastnily nebo
viibec netcastnily screeningového programu. Tato populace Zen byla rozdélena na dvé
skupiny, pficemz jedné byly pro odbér vzorku zaslany samoodbérové sady. Druhé skuping,
slouzici jako kontrolni, byla pro odbér vzorku poslana pozvanka klékari. Po zaslani
samoodbérovych sad byla zaznamendana vétsi tcast, nez pii zasilani pozvanek (Arbyn et al.,
2018). V soucasné dobé je moznost samoodbéru soucasti screeningového programu

naptiklad v Nizozemsku a Australii (Wentzensen et al., 2016).
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5.2 Screening karcinomu déloZniho hrdla v Ceské republice

Do roku 2009 probihal v Ceské republice oportunni screening rakoviny délozniho
hrdla. Nicmén¢ incidence nemoci ziistdvala stale pomérné vysoka. Z toho diivodu byl v roce
2009 zaveden pilotni screeningovy program, ktery byl o rok pozdé€ji Ministerstvem
zdravotnictvi CR nahrazen celorepublikovym plnohodnotnym screeningovym programem
zaméfenym na v€asny zachyt karcinomu délozniho hrdla. Do roku 2013 nebyl program
zalozen na populacnich datech (Cancer screening in the European Union, 2017).
Ministerstvo zdravotnictvi udava legislativu Narodniho programu screeningu rakoviny
délozniho hrdla a to vyhlaskou €. 70/2012 Sb. o preventivnich prohlidkach (Duskova et al.,
2014; www.cervix.cz, 2019).

V CR je screening karcinomu dé&lozniho hrdla souéasti bezplatné pravidelné
gynekologické prohlidky, jejiz soucasti je i vySetieni pohlavnich organt pohmatem (nékdy
doplnéno ultrazvukem) a miznich uzlin v jejich oblasti a to v intervalu 1 roku. K dosazeni
kvality screeningového vySetfeni byly akreditovany vybrané laboratotfe, které mnozstvi
provadénych vySetfeni, technickym zdzemim a personalnim obsazenim odpovidaji
stanovenym Kritériim programu. Tyto laboratofe vyhodnocuji stéry z tkané pacientek
odebrané gynekologem pfi preventivni prohlidce. Podle ziskanych vysledkl je nasledné
zvolen dalsi postup. V ptipad€ normélnich vysledki se prohlidka opakuje opét za jeden rok.
V ptipadé abnormalniho vysledku je pacientka sledovana v krat§im intervalu, poslana na

externi kolposkopii, ptipadné podrobena bioptickému vysetteni.

Od roku 2014 do roku 2017 probihal ve spolupraci mezi Ministerstvem zdravotnictvi
CR a zdravotnimi pojistovnami projekt personalizovanych pozvanek k zi¢astnéni osob na
programech screeningu rakoviny délozniho hrdla s cilem zvySeni Gcasti. Tyto pozvanky byly
zasilany pojiStovnami formou dopisii a to pouze pojiSténcim, ktefi se vySetieni doposud
neucastnili nebo v poslednich 3-5 letech svou ucast pierusili. Ke screeningu karcinomu
délozniho hrdla bylo celkem pozvano 1 937 901 Zen ve véku 25-70 let. Po prvnim adresném
zvani byla mira ucasti 15,5 %, ale s opakujicim se zvanim doslo ke snizeni ti¢asti az na 4,9 %
po ¢tvrtém adresném zvani. Celkova mira Ui€asti Zen pozvanych ke screeningu karcinomu

dé&lozniho hrdla byla 30,7 % (Ngo et al., 2019).
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5.3 Metody pouzitelné pro screening karcinomu délozniho hrdla

5.3.1 Cytologie

Nejcastéjsi strategii pro detekci a kontrolu rakoviny délozniho hrdla je cytologické
vySetteni stérti z délozniho ¢ipku, kdy je vyuzivano tzv. Papanicolauovo barveni, znamé
také jako Pap test (Ushizima et al., 2013). Buriky pro toto vySetieni se ziskavaji z exocervixu
pomoci kartaCku nebo ty¢inky. Poté jsou nanaSeny na sklo a barveny tak, aby je bylo mozné
pozorovat pod mikroskopem. Cytologické vysetieni 1ze provést i technikou Liquid-based
cytology (LBC; napt. ThinPrepPap test, firma Hologic), kdy jsou bunky odebirany do
tekutého média a poté filtrovany, ¢imz je odstranén hlen a zbytky krve (Ito et al., 2019).
Preparaty jsou pfipravovany tak, ze jsou bunky v jedné vrstvé rozprostieny na sklicku.
Hotové preparaty jsou odeéteny pod mikroskopem pracovniky laboratofe. Ten hodnoti
architektoniku bungk, strukturu jader, bunécnou cytoplazmu a pozadi preparatu (Roztocil et
al., 2011). Pro kontrolu jsou je$té vSechny preparaty, které byly oznacené jako negativni,
opét vyhodnoceny pomoci specidlniho softwaru, coz umoziiuje daleko lepsi hodnoceni stéru.
Dalsi vyhodou oproti klasickému Pap testu je moznost pouziti jiz odebranych bunéck
k dalsimu testovani (napt. HPV DNA diagnostice). V obou piipadech jsou ziskané vysledky
hodnoceny systémem Bethesda (Ondryasova et al., 2013; Gibb et Martens, 2011).

Pavodné hojné vyuZzivana cytologie, je ale postupné nahrazovana HPV detekcnimi
metodami s cytologii jako triazovym testem. Cytologické vySetieni prostfednictvim Pap
testt nebo LBC ma fadu nedostatkti. Pap testy jsou pomérné ¢asové narocné, cely proces
ptipravy neni dobife reprodukovatelny a pii ptipravé preparatu dochazi k nerovnomérné
distribuci bunék (Chrysostomou et al., 2018). Tyto nedostatky mohou byt pti¢inou relativné
nizke citlivost ve srovnani s HPV testy a nékteré vzorky tedy mohou byt vyhodnoceny jako
falesné¢ negativni (Koliopoulos et al., 2017; Bruhn et al., 2018). Proto musi byt cytologicky

screening opakovan v kratsich intervalech.

Potencial k dal§imu zlepSovani detekce preinvazivniho onemocnéni a také ke snizeni

vyskytu 1ézi vysokého stupné predstavuji detekéni metody na HPV DNA.

5.3.2 HPV detek¢ni metody

Metody zalozené na detekci HPV byly ptivodné pouzivany pouze pro triazové

testovani po abnormalnim vysledku z cytologického vySetieni, které se podle systému
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Bethesda Il (z roku 2001) klasifikuje jako ASCUS (atypické skvamo6zni buiiky neuréeného
vyznamu; Mayrand et al., 2007). Postupné se ale tyto metody dostavaji do poptedi a stavaji
se soudasti primarniho screeningu. Radou studii byla prokdzana vétsi senzitivita HPV
detekénich metod pii detekei cervikalnich intraepitelidlnich neoplazii (CIN) ve srovnani
s cytologii (Tae-Wook et al., 2020; Rijkaart et al., 2012; Chan et al., 2020; Ronco et al.,
2010). Ackoli je tedy screening zaloZzeny na cytologii soucasti prevence proti rakoviné
dé€lozniho hrdla nékolik let a vedl k podstatnému snizeni mortality, screening zalozeny na
HPV poskytuje vétsi a del$i ochranu proti invazivnim karcinomim neZ screening

cytologicky.

V soucasnosti je primarni screening zaloZeny na testovani HPV implementovan
v Turecku (od roku 2014), Australii, Nizozemsku (od roku 2017) a Novém Zélandu (od roku
2018; Wentzensen et al., 2016). V nékterych evropskych statech jako Italie, Svédsko, Finsko
a Spanélsko je implementace na regionalni drovni. Norsko, Dansko, Anglie, Némecko,
Belgie a Malta jsou ve fazi implementace (Maver et Poljak, 2019). V Ceské republice jsou
HPV DNA testy pouzivany pouze pro triaz nebo pro kontrolu po konizaci ¢i ablaci a nejsou

hrazeny z vetejného zdravotniho pojisténi.

Metody detekce HPV muzeme rozdélit na techniky vyuzivajici pfimou hybridizaci
virové DNA s RNA sondou (Southern blotting, hybridizace in situ, dot-blot hybridizace)
nebo techniky amplifika¢ni, které jsou zaloZené na amplifikaci signalu nebo na amplifikaci
ciloveho mista — polymerazové fetézové reakci (Koliopoulos et al., 2017). Soucasti
nékterych HPV detek¢nich metod je také moznost genotypizace, coz poskytuje informaci
nejen o pritomnosti HPV infekce ve vzorku, ale také informaci o konkrétnim typu HPV,
které se 1i8i svym karcinogennim ucinkem. Klinicky vyznamné jsou testy, které umoznuji

¢asteCnou genotypizaci a to predev§im nejvice rizikovych typtit HPV16 a HPV18, které

wewvr

Vyzkumné a klinické laboratote vyuzivaji k detekci a identifikaci HPV DNA hlavné
testy zalozené na PCR. Pro tyto testy mohou byt pouzity bud’ konsensualni nebo typové
specifické sady primert. Nejéasteji pouzivané systémy konsensualnich primera jsou cilené
do oblasti vysoce konzervovaného genu L1 a amplifikuji rizné dlouhé tseky nebo do oblasti
Casné se replikujicich genti. Pouziva se Smés primera odvozenych z degenerovanych primera

MYO09/11 a oznacovanych jako PGMY09/11, dale jsou vyuzivany obecné primery —
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GP5+/6+, primery oznacované jako SPF10 a sada primerd CPI/1IG, cilend do oblasti genu
E1l (Baay et al., 1996; Abreu et al., 2012; Eide et Debaque, 2012). Po amplifikaci mohou
byt genotypy HPV detekovany a analyzovany elektroforézou na agar6zovém gelu nebo
typové specifickou analyzou pomoci metody RFLP (polymorfismus délky restrik¢nich
fragmenttr), ptimého sekvenovani, hybridizaci s typové specifickymi sondami nebo PCR
s typové specifickymi primery (Koliopoulos et al., 2017). Dalsi moznosti, jak lze
identifikovat konkrétni HPV genotyp je real-time PCR, ktera vyuziva sekvenén¢ specifické
fluorescenéné znacené sondy nebo analyzu kiivky tani SYBR Green I (Tsakogiannis et al.,
2017). Vyhodou této metody je pfedevsim reprodukovatelnost, rychlost, pouzitelnost pro
Klinické vzorky a také schopnost detekovat virovou zatéz (Roberts et al., 2008).

5.3.2.1 Komercné dostupné HPV testy

Od cervence 2018 je na svétovém trhu k dispozici nejméné¢ 250 riznych komercnich
testt na detekci alfa HPV a nejméné 230 variant puvodnich testt (Chrysostomou et al.,
2018). Problémem je, ze vétSina testll neni klinicky validovana a vysledky vykonu testt
nejsou zverejnény v recenzované literatufe. Pro HPV detekci by mély byt pouzity jen takove
testy, které spliuji pokyny vypracované Meijerem et al. vroce 2009. Kandidatské
diagnostické testy jsou porovnavany s jednim ze standardnich srovnavacich testa (Hybrid
Capture Il — Qiagen, GP5+/6+ PCR-EIA — Diassay), které byly validované v klinickych
studiich. Pro splnéni kritérii by diagnosticky test mél prokazat relativni citlivost a specificitu
k detekci CIN2 + ve srovnani se standardnimi srovndvacimi testy vys$si nez 0,90 respektive
0,98 (Meijer et al., 2009). Takové testy tedy prokazuji reprodukovatelnou, trvale vysokou
citlivost na CIN2+ a CIN3+ léze a pouze minimalni detekci klinicky irelevantnich
ptechodnych HPV infekci (Von Karsa et al., 2015).

Od cervence 2019 pouze 15 HPV testl splituje mezinarodni konsenzudlni smérna
Kritéria pro primarni screening karcinomu délozniho hrdla. Podle Meijerovych Kritérii jsou
testy klinicky validované pro pouziti v Evropé (tabulka 3; Meijer et al., 2009; Arbyn et al.,
2015; Burd, 2014). V USA byly schvéleny ¢tyti testy (Hybrid Capture 2 — Digene
Corporation; Cervista — Hologic; Aptima — Gen-Probe; Cobas 4800 — Roche Molecular
Systems) Utadem pro kontrolu potravin a 1é¢iv (FDA) pro pouZiti pii screeningu karcinomu
délozniho hrdla. Ale pouze Cobas 4800 v dubnu 2014 ziskal schvéleni pro primarni

cervikalni screening (Mariani et al., 2016).

19



V roce 2015 byly vyvinuty a zvetejnény dopliky evropskych pokynti pro zajisténi
kvality pii screeningu rakoviny délozniho hrdla, véetné 36 doporuceni zabyvajicich se
riznymi aspekty screeningu zalozeného na HPV (Maver et Poljak, 2019). Tyto smérnice
doporucuji zah4jit rutinni primarni HPV screening u Zen star§ich 3035 let z divodu vyskytu
CastgjSich piechodnych infekci pravé u mladsich Zzen. Pro ukonceni HPV screeningu neni
jasné definovana optimalni vékova hranice, proto se HPV screening fidi doporu¢enim pro
cytologii. V Evropé je doporuceny interval screeningu pro HPV-negativni zeny nejméné
5 let a mlize byt prodlouzen az na 10 let v zavislosti na véku a historii screeningu (Von Karsa

etal., 2015).
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Tabulka 3.: Piehled testa pro detekci a genotypizaci HPV klinicky validovanych v Evropé dle Meijerovych kritérii (upraveno dle Arbyn et al., 2015; Ito et al., 2019; Tuerxun
etal., 2016; Geraets et al., 2014; Cuzick et al., 2013)

risk HPV test (Abbott
Molecular GmbH&Co.)

HPV16 a HPV18

45, 51, 52, 56, 58, 59, 66, 68)

Test Validované dle | Typ MozZnost genotypizace Cilovy gen/HPV typy Interni kontrola Klinicka Klinicka
Meijerova amplifikace senzitivita specifita pro
protokolu pro CINII CINII

Hybrid capture 2 high Ano Signal Ne Cely genom; 13 hrHPV (16, Ne 98,7 % 94,1 %

risk HPV DNA test 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52,

(Qiagen) 56, 58, 59, 68)

GP5+/6+ PCR-EIA Ano Cilové misto | Ne L1; 14 hrHPV (16, 18, 31, 33, | Ne 98,7 % 96 %

35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59,
66, 68)

Cervista HPV HR and Ano Signal Ne L1, E6, E7; 14 hrHPV (16, 18, | Inertni kontrola; 89-98,4 % 85,2-91,2 %

genfind DNA extraction 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52,56, | HIST2H2BE

kit (Hologic GenProbe, 58, 59, 66, 68)

Inc.)

Cobas HPV test (Roche | Ano Cilové misto | Pouze HPV16 a HPV18 L1; 14 hrHPV (31, 33, 35, 39, | Inertni kontrola; R-globin 90-98,3 % 86,2-94,6 %

Molecular System, Inc.) 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66,

68), identifikuje HPV16 a 18

PapilloCheck HPV Ano Cilové misto | Vsech 18 podtypt ORF E1; 18 hrRPV (16, 18, Inertni kontrola; ADAT1 95,8 % 96,7 %

(Greiner BioOne 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 53,

GmbH) 56, 58, 59, 66, 68, 70, 73, 82),

6 IrHPV (6, 11, 40, 42, 43,
44)
Abbott real-time high- Ano Cilové misto | Samostatné identifikuje L1; 12 hrHPV (31, 33, 35, 39, | Inertni kontrola; R-globin 95,6-100 % 92-93,3%

21




Tabulka 3. — pokraovani: Pichled testl pro detekci a genotypizaci HPV klinicky validovanych v Evropé dle Meijerovych kritérii.

HPV 16, 18, 31, 33, 45

ribonukleoproteinova
specifickd mMRNA

BD Onclarity (Becton, Ano Cilové misto | 8 HPV genotypt ve tfech E6/E7 DNA,; 14 hrHPV (16, Inertni kontrola; R-globin 92,9 % 87,7 %
Dickinson and ruznych skupinach (33/58, 18, 31, 45, 51 a 52, 33, 58, 35,
Company) 56/59/66, 35/39/68) 39, 68, 56, 59, 66)
HPV-Risk (Self-Screen | Ano Cilové misto | Samostatné identifikuje E7 DNA,; 15 hrHPV (16, 18, Inertni kontrola; R-globin 97,1% 94,3 %
BV) HPV16 a HPV18 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56,
58, 59, 66, 67, 68)
Aptima HPV assay Ano Cilové misto | Ne E6/E7 mRNA,; 14 hrHPV (16, | Externi kontrola; neinfekéni | 95,5 % 94,5 %
(Hologic GenProbe, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, RNA transkript
Inc.) 56, 58, 59, 66, 68)
gPCR (E6/E7) Ano Cilové misto | Samostatné identifikuje E6/E7 DNA Inertni kontrola; R-globin 93,5 % 95,6 %
hrHPV 16, 18, 31, 33, 35,
39, 45, 51, 52, 56, 58, 59,
66, 68; 53, 6, 11
GP5+/6+-LMNX Castedné Cilové misto | Samostatné identifikuje L1 Interni kontrola; DNA 96,1 % 90,8 %
hrHPV 16, 18, 31, 33, 35, fragment lokalizovany na
39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, chromozomu 14
66, 68; 26, 53, 73, 82
careHPV Test Castetnd Signal Ne Cely genom Ne 83,3 % 84,9 %
MALDI-TOF Castednd Cilové misto | Samostatné identifikuje L1 Inertni kontrola; R-globin 94,3% * 89,4 % *
hrHPV 16, 18, 31, 33, 35,
39, 45, 51, 52, 56, 58, 59,
66, 68
Pretect HPV-Proofer Césteénd Cilové misto | Samostatné identifikuje | E6/E7 mRNA Inertni kontrola; Ul 71,4 % 95,2 %

* relativni specifita a senzitivita pro CINIII
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5.4 TriaZové testy pouZivané ve screeningu karcinomu déloZniho

hrdla

Triazové testy slouzi k managementu Zen po primarnim screeningu a jsou voleny na
zaklad¢ metody, kterd byla v primarnim screeningu pouzita. V piipad¢ cytologie slouzi jako
tridz HPV testovani, naopak u HPV primarniho screeningu miize byt pro triaz pouzita
cytologie, HPV genotypizace (HPV16 a HPV18) a fada dalSich testi jako napiiklad
imunologické barveni pl6-Ki67, detekce HPV mRNA genti E6/E7, testy bunécné/virové
metylace (Chrysostomou et al., 2018) a test aberantni indukce S-faze bunééného cyklu
(Sahasrabuddhe et al., 2011). V soucasné dobé vSak neni dostatek udaju, které by tyto

triazové metody mohly uptednostnit pted cytologii.

5.4.1 Triaz zen po primarnim cytologickém screeningu

V piipadé, kdy je vysledek cytologického vySetfeni normalni, je Zena podrobena
dalsimu cytologickému vySetfeni v intervalu, ktery je dan screeningovym programem
daného statu. Pokud je vysledkem ASCUS nebo opakované 1éze nizkého stupné, je jako
triazovy test pouzito HPV testovani, které pomaha vytiidit HPV-negativni vzorky a tim
mnoho Zen usetfit kolposkopickému vySetfeni. Proto jsou na kolposkopii okamzit€ odeslany
pouze Zeny s cytologickymi abnormalitami a HPV-pozitivnim vysledkem nebo Zeny
s Iézemi vysokého stupné (HSIL; Arbyn et al., 2010).

5.4.2 Triaz zen po primarnim HPV screeningu

U primarniho HPV testovani mize byt jako triaZzovy test aplikovano cytologické
vySetteni, které v piipadé€ pozitivnich vysledkt primarniho HPV testovani kompenzuje jeho
nizsi specificitu @ mize tak snizit pocet Zen doporuc¢enych ke kolposkopii. Pro management
zen S pozitivnim vysledkem primarniho testu HPV a negativnim vysledkem cytologie se
doporuéuje jiny postup nez u cytologicky-pozitivnich Zen. Zeny infikované hrHPV, jsou
stale ohrozeny perzistujici infekci, 1 pfes normalni cytologické vysledky a proto vyzaduji
opakované testovani v kratsich intervalech nez je rutinni screeningovy interval, ale nejdiive
po 6-12 mésicich (Arbyn et al., 2010). V souladu s evropskymi smérnicemi, jsou vSechny
HPV-pozitivni Zeny podrobeny cytologickému vysetieni. Organizace postupu/lécby u HPV
pozitivnich/negativnich Zen v pfipadé HPV jako priméarniho screeningu, kterd je dana

Evropskymi smérnicemi je shrnuta na obrazku 6. V porovnani s Evropou je v USA
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management HPV-pozitivnim Zen odli$ny. Zeny pozitivni na podtypy HPV16 nebo HPV18
jsou okamzité odeslany na kolposkopii, zatimco u Zen pozitivnich na jiné karcinogenni typy
se provadi cytologie. Algoritmus pro primarni HPV screening v USA shrnuje obrazek 5
(Wright et al., 2015).

HPV16/18 positve =~ —  Colposcopy

/ A ASCUS

PrimaryHPV. . 97 otherhrHPV+ —  Cytology
screening
\ ~ LM

Follow up 12 months
Negative — Routine screening

Obrézek 5.: Algoritmus managementu cervikalniho screeningu schvéleny pro USA (ptevzato s Upravami od
Wentzensen et al., 2017).

PRIMARY TESTING SECONDARY TESTING REPEAT TESTING DECISION
Neg ——— Routine Screening
=t . et
HPV Re-testing
Pos. Colposcopy
—
Neg Routine Screening
Neg —— Routine Screening P Cytology —
Re-screening
—— POS, m— Colposcopy
Primary HPV Testin — Neg—]
—_—
Pos. ——  Cytology Triage — Neg Routine Screening
e — —
Pos. with
FAbnormat—  Colposcopy
Cytology
—m
— HPV Re-Testing Routine Screening
with Cytology Triag
~r—
Pos. with <
Neg. Cytology Repeat Screening
——e——t
- Abnormal— Colposcopy e
Cytology POSCOP)
—

Obrazek 6.: Algoritmus managementu cervikalniho screeningu vyvinuty na zakladé dodatkt druhého vydani
Evropskych smérnic pro zaji$téni kvality pii screeningu rakoviny délozniho hrdla z roku 2015 (pfevzato od

Chrysostomou et al., 2018).
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5.4.2.1 HPV genotypizace

Vzhledem Kk riznym karcinogennim u¢inktim konkrétnich typi HPV jsou vyuZzivany
metody ¢asteéné nebo uplné genotypizace. Tyto metody mohou byt pouzity, jak v primarnim
HPV screeningu, tak jako triazovy test pro HPV-pozitivni Zeny. V soucasné dob¢ je na trhu
dostupnych nékolik testt, které nabizi genotypizaci 13—14 HPV typti nebo rozliSuji alespon
dva nejrizikovéjsi typy HPV16 a 18 (viz tabulka 3; Cuschieri et al., 2017). Tato triazova
metoda je zahrnuta naptiklad v americkych smérnicich pro screening rakoviny délozniho
hrdla, kde je pro primarni screening vyuzivan Cobas test, poskytujici okamzitou moznost

tfidéni HPV-pozitivnich Zen (Wentzensen et al., 2017).

5.4.2.2 Imunologické barveni p16-Ki67

Metoda imunologického barveni pl6-Ki67 je zaloZzena na koexpresi tumor
supresorového proteinu pl6 a bunééného markeru proliferace Ki67. Tato koexprese
zpusobuje deregulaci bunééného cyklu, ktera je indukovana hrHPV a to zejména HPV16
a HPV18, proto muze slouzit jako marker pro predikci bunécné transformace. Princip
metody spociva v detekci téchto proteinl protilatkami. Bunky, které jsou pozitivni na oba
proteiny jsou charakteristické hnédou cytoplazmou pii expresi pl6 a tmavé Cervené az
¢erveno-hnédé jaderné signaly odrazeji kolokalizaci p16 a Ki67 ve stejné bunce (Yu et al.,
2019). Mnoho studii potvrzuje potencialni roli testu dualniho barveni, nebot’ byla prokazana
vyrazné vyssi citlivost, 74,9 % pfi triaZovani HPV-pozitivnich Zen, nez 51,9 % v Pap
cytologii, ale specificita byla srovnatelna (Wright et al., 2016). Pozitivita dualniho barveni
také siln€ indikuje CIN2+ nebo skvamoézni intraepitelialni 1ézi vysokého stupné (HSIL), kdy
se pozitivni mira zvysila z 31 % u Zen s negativni cytologii na 92 % u Zzen s HSIL. Podobné
také i pozitivni mira koexprese proteinii p16-Ki67 u zen s CIN3 byla 86 %, coz bylo
vyznamné vice nez 24 % u Zen bez vysledki biopsie. Vsechny pacientky s rakovinou
délozniho hrdla mély vzorky pozitivni na oba proteiny (Wentzensen et al., 2015). Tato
metoda ptedstavuje kvalitni marker pro stratifikaci HPV-pozitivnich Zen, vcetné téch
s normalni cytologii a pro identifikaci CIN vysokého stupné u Zen s diagnézou ASCUS nebo
LSIL. Ve srovnani s Pap cytologii a detekci HPV vykazuje vyssi citlivost a specificitu
v detekci cervikalnich prekanceroznich 1ézi a rakoviny délozniho hrdla. Kombinace
dualniho barveni p16-Ki67 a detekce hrHPV se doporucuje jako strategie pro sledovani Zen

s cervikalni intraepitelialni neoplazii vysokého stupné (Yu et al., 2019).
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5.4.2.3 Detekce HPV mRNA gen( E6/E7

Uroveti exprese HPV E6/E7 mRNA vysoce koreluje se zavaznosti cervikélnich 1ézi
(Ho et al., 2010). Onkogenni transkripty E6/E7 jsou pii pfechodné infekci obvykle
exprimovany v nizkych hladinach. Pokud ale dojde k integraci virového genomu do
hostitelského, transkripty onkogent za¢nou byt nadmérné exprimovany a vazou se na tumor
supresorové proteiny p53 a pRb a fidi proliferaci a transformaci cervikalnich bunék
(Benevolo et al., 2011; Castle et al., 2007; Cuschieri et al., 2008). Proto muze byt detekce
HPV E6/E7 mRNA uzite¢na jako marker potencialné progresivnich infekci hrHPV a mize
predstavovat uziteCny nastroj pro screening nebo management pacientt (Sgrbey et al., 2011,
typt (HPV18, 18, 45) byl vyvinut OncoE6 test (Wentzensen et al., 2017). Studie vedena
Yao et al. zroku 2017 ukézala, Ze metoda zalozend na detekci HPV E6/E7 mRNA
Vv cervikdlnich exfoliovanych buiikdch pouzita jako tridZzovy test pro HPV-pozitivni Zeny
dosahla srovnatelnych vysledku s cytologickym testem. Vysledky testu detekce mRNA byly
v souladu s vysledky cytologickych testii a oba tridzové testy vedly k podobné citlivosti,
specificité, PPV a NPV pti identifikaci HSIL+. Jina studie ukézala vyssi prevalenci
transkriptll E6 a E7 u pacientt s lézemi vyssiho stupné (23,6 % u zen s CINI a 97,2 % Zen
s CIN2+; Bruno et al., 2018).

5.4.2.4 Bunécnd metylace

Testovani metylace DNA hostitelskych tumor supresorovych genu v cytologickych
vzorcich, je objektivni tridazovy test pouzitelny pro screening rakoviny délozniho hrdla. Tyto
epigenetické zmény jsou dilezitym mechanismem genové regulace a zména v metylaci
DNA je Casna a Casta udalost, ke které dochazi béhem karcinogeneze (Hsu et al., 2017).
Tyto testy jsou robustni, maji potencidl pro rtizné stupné automatizace a mohou byt snadno
aplikovany na riizné typy vzorki v¢etné vzorki ziskanych samoodbérem (Wentzensen et al.,
2017). Nyni jsou komer¢né€ dostupné dva metylacni testy, které mohou byt pouzity pro tridz
zen s hrHPV infekci (GynTect® a QAlsure Methylation Test kit od firmy Qiagen). Mezi
nejslibnéjsi markery, které byly hodnoceny ve studiich screeningu rakoviny délozniho hrdla
patii: CADM1, MAL, miR-124, SOX1, TERT a EPB41I3. Tyto markery byly srovnatelné
s cytologii pro triazovani HPV-pozitivnich Zen pro detekci zavaznych cervikalnich
prekancer6z a rakoviny (Clarke et al., 2017). Slibné se jevi rovnéz testovani metylace

CDKN2A (inhibitor cyklin-dependentni kinazy 2A, gen kodujici p16), u niz byla prokazana
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rozdilna troven metylace u CIN nizkého stupné a CIN vysokého stupné (Wijetunga et al.,
2016).

5.5 DalSi moznosti triazovych testi

Mimo jiz zminénych pouzivanych tridzovych testil, se rysuji dalsi, které by bylo
mozné aplikovat pro detekci prekancerdz délozniho hrdla. Jednim z markert je virova
metylace, dale pak chromosomalni nestabilita na numerické nebo strukturalni trovni, ktera
je charakteristickym znakem malignich nadortd (Duensing et Munger, 2003). Biomarkery,
které by v budoucnu mohly zlepsit screening rakoviny délozniho hrdla, ale stale jsou ve fazi
vyvoje, jsou markery proteomické (Sahasrabuddhe et al., 2011). Dalsi potencialné
pouzitelny marker, ktery byl pfedmétem této prace je pozménéna exprese mikroRNA
(miRNA, miR), ktera ovlivituje expresi onkogenti, tumor supresorovych genti a nasledné

dereguluje dulezité intracelularni drahy (Babion et al., 2018).

5.5.1 Virova metylace

Metylace HPV DNA se objevila jako novy diagnosticky biomarker, ktery miize
pomoci odli$it benigni HPV infekce od téch, které postoupi az k prekancerdze. U tady
karcinogennich typt byl pozorovén charakteristicky vzorec se zvySenou metylaci, zejména
v genech E2, L2 a L1. Jednotlivdi CpG mista z téchto regiond vykazovala dobrou
diskriminaci mezi infekci HPV bez cytologickych abnormalit a prekancer6zou (Wentzensen
et al., 2017; Vinokurova et von Knebel Doeberitz, 2011). Tyto prace ukazuji, ze by test
metylace HPV DNA mohl slouzit pro triaz HPV-pozitivnich zen. Jeho vyhodou je moznost
pouziti stejného vzorku, ktery byl pouzit pro test HPV. Nicméné stale mezi studiemi
zkoumajici virovou metylaci existuji znaéné rozdily. Uroveii metylace se mezi studiemi li§i
podle genotypu HPV, genu i mezi sousednimi CpG misty. Metaanalyza Bowden et al.
sledujici aroven metylace u HPV-pozitivnich zen ukézala, ze vyssi uroven metylace HPV
DNA je spojena se zvysSenou zavaznosti onemocnéni. Déle byla touto studii prokazana
vysoka diagnosticka presnost metylace genti L1, L2 genotypu HPV16 k detekci CIN
vysokého stupné u HPV 16-pozitivnich zen (Bowden et al., 2019).

5.5.2 Chromosomalni nestabilita na numerické nebo strukturalni tdrovni
Mezi chromozomalni abnormality patii delece, inzerce, inverze a jiné ptestavby bud’

celych chromozomi nebo jejich Casti. Tyto zmény jsou dobie detekovatelné fluorescencni
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in situ hybridizaci (FISH) nebo komparativni genomovou hybridizaci (CGH). Mezi
nejcastéj$i chromozomalni abnormality spojené s karcinomem délozniho hrdla patii
amplifikace regionu 1q, 3q, 5p, 89 a 20g (Hopley et Gillespie, 2016; Wentzensen et von
Knebel Doeberitz, 2007). Vétsina studii popisovala zisk oblasti 26 chromozomu 3 (3g26),
jako nejéastéjsi abnormalitu spojenou s progresi premalignich 1ézi (Rodolakis et al., 2012;
Romano et al., 2013; Koeneman et al., 2019). V této oblasti jsou dva geny dulezité pro
karcinogenezi, gen pro telomerazu TERC (Telomerase RNA component) a katalyticka
podjednotka fosfatidylinositol-4,5-bisfosfat 3-kindzy (PIK3CA; Luhn etal., 2013). Aktivace
telomerazy je relativné ¢asnym procesem v karcinogenezi dé¢lozniho hrdla a muze tak byt
cennym markerem pro fizeni a prognézu pacientll s cervikalni intraepitelidlni neoplazii
(Jiang et al., 2010). Dalsi ¢asto popisovanou aberaci je translokace regionu p15 chromozému
5, nebot’ obsahuje katalytickou podjednotku genu TERC a translokace ¢asti dlouhého
raménka chromozomu 20 obsahujici kritické geny zapojené do patogeneze rakoviny
délozniho hrdla (Luhn et al., 2013; Kudela et al., 2014; Auslander et al., 2019). Pro detekci
4 nejcastéjsich chromozomalnich abnormalit vyskytujicich se u rakoviny délozniho hrdla
slouzi HPV-4C test (Cancer Genetics Inc) vyuzivajici 4 sondy pro 3026, 5pl5, 20q
a centromeru 7. Pouziti tohoto testu mtize slouzit jako dalsi triazova metoda, zejména pokud
histologické nebo cytologicke testy poskytuji nejasné vysledky (Wentzensen et von Knebel
Doeberitz, 2007).

5.5.3 Aberantni exprese miRNA

Z davodu abnormalni exprese miRNA u fady lidskych malignit se v posledni dobé
nékolik studii zaméfuje na miRNA jako na biomarkery pro diagnostiku, prognézovani nebo
predikci Gc¢innosti 1é¢by u nadorovych onemocnéni. Rozdily v tumor-specifickych
expresnich profilech miRNA by mohly byt uzite¢né pro rozliseni riznych cervikalnich 1ézi
(Pardini et al., 2018). Zmény v expresi jsou pozorovany v ¢asnych prekancerdznich 1ézich
a proto jsou vhodné jako biomarkery pro screening rakoviny délozniho hrdla. Specifické
mMiRNA jsou ¢asto umistény v genomickych oblastech souvisejicich s rakovinou, zahrnujici
fragilni mista, kde dochazi k integraci HPV nebo v jejich blizkosti (Nambaru et al., 2009).
mMiRNA jsou nekddujici RNA dlouhé piiblizn¢ 19-24 nukleotidu, které hraji dulezitou roli
v posttranskripénim genovém umlcovani cilovych mRNA (Bartel, 2004). Jsou zapojeny do
mnoha biologickych procest jako je bunécénd proliferace, apoptdza, vyvoj, diferenciace,

metabolismus, imunita, stresova reakce, starnuti a kontrola buné¢ného cyklu (Bartel, 2004;
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Ambros et Lee, 2004; He et Hannon, 2004; Kato et Slack, 2008; Plasterk, 2006). Také
predstavuji dulezité regulatory genové exprese, zapojené do mnoha dulezitych

intracelularnich cest jako tumor supresorové geny nebo onkogeny (Bartel, 2004).

mMiRNA je v jadru transkribovana RNA polymerdzou Il nebo Il jako dlouhy,
uzavieny, polyadenylovany primarni prekurzor (pri-miRNA) (Lee et al., 2002; Zeng et al.,
2003). Vysledna pri-miRNA je zpracovana enzymem Drosha (ribonukleaza 111)
a dvouvlaknovym proteinem Pasha (DGCR8) vézajicim se na DNA (Ambros et Lee, 2004)
za vzniku prekurzorové miRNA (pre-miRNA; Lee et al., 2003). pre-miRNA je do
cytoplazmy transportovana exportinem 5, kde je zpracovavana endonukledzou Dicer za
vzniku dvoufetézcové struktury RNA o délce cca 22 nukleotidi. Tento miRNA duplex se
odviji do zralé jednovlaknové formy a je zaclenén do RNA-indukovaného umléujiciho
komplexu (RISC). miRNA se vaze na 3° UTR oblast (3° untransleted region —
3‘ nepiekladana oblast) cilové mRNA, konkrétné na sekvenci komplementarni
k interferujici RNA. Pokud dojde k dokonalému sparovani, je cilova mRNA rozstépena.
V ptipadech castetné komplementarity dochézi k transla¢ni represi. Aberantni exprese

jediné miRNA je schopna narusit expresi nékolika mRNA a proteint (Chin et Slack, 2008).

miRNA mohou byt bud’ nadmérné exprimovany (up-regulovany; onkogenni funkce)
nebo down-regulovany (tumor supresorova funkce). Tyto zmény exprese jsou casto
asociovany s genetickymi (napf. delece, amplifikace a bodové mutace) a epigenetickymi
(histonovymi modifikacemi a aberantni DNA metylaci) zménami (Davis-Dusenbery et
Hata, 2010; lorio et Croce, 2012). Globaln¢ zmény expresi miRNA vedou k naruseni
nékolika hladin onkogennich nebo tumor supresorovych proteind, které méni buné¢ny rist

tim, ze podporuji malignitu n&doru (lorio et Croce, 2012; Zhao et al., 2015).
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Pro tuto préaci bylo na zakladé recenzovani ve vice relevantnich ¢lancich (Snoek et al.,
2018; Paradini et al., 2018; Babion et al., 2017) vybrdno 6 up-regulovanych,
2 down-regulované a jedna miRNA pro normalizaci u cervikalnich tkani (vybrané miRNA
shrnuje tabulka 4). U vSech téchto miRNA byla prok&zéna vyrazna role pifi rozvoji
cervikalniho karcinomu. V mnoha studiich byla v tkanich rakoviny dé&lozniho c¢ipku
prokézana up-regulace hsa-miR-20a-5p, jejiz funkce souvisi s nadmérnou expresi TNKS2
(tankyrasa 2) agent souvisejicich s elk-tyrosin kinazou. Ty hraji roli v angiogenezi,
proliferaci endometridlniho karcinomu, migraci a invazi cervikalnich rakovinovych bunék
(Huang et Yang, 2018; Kang et al., 2012). hsa-miR-93-5p cili na skupinu antiprolifera¢nich
genu BTG3 (BTG antiprolifera¢ni faktor 3), inhibice této miRNA vede k inhibici vyvoje
cervikalniho karcinomu (Li et al., 2019). Zvysena exprese hsa-miR-21-5p inhibuje PDCD4
(protein programované bunécné smrti 4) a déle vede k downregulaci VHL (von Hippel-
Linday) tumor supresorového proteinu, cilenim na 3°UTR mRNA, coz vede ke zvySené
proliferaci, migraci a invazivit¢ cervikalnich rakovinovych bun¢k (Cia et al., 2018;
Deftereos et al., 2011). Cilem hsa-miR-10a-5p jsou HOX geny (rodina transkripénich
faktorti, hrajici roli v ontogenetickém vyvoji) a 3°UTR mMRNA genu CHL1 (cell adhesion
molecule L1-like), jehoz potlaceni exprese vede ke zvySené tvorbé bunécnych kolonii,
migraci a invazivit¢ (Pereira et al., 2010; Long et al., 2012). hsa-miR-16-5p cili na
apoptoticky regula¢ni protein BCL2 a transformaéni rustovy faktor TGF-B (Pereira et al.,
2010). hsa-miR-222-3p také hraje dulezitou roli v tumorogenezi cervikalniho karcinomu
pravdépodobné down-regulaci tumor supresorovych gent p27/Kipl a PTEN (Song et al.,
2019). Naproti vSem piedchozim vybranym miRNA mé& hsa-miR-34a-5p antionkogenni
funkci. Pfedstavuje hlavni cil tumor supresorového proteinu p53, ktery svou aktivaci
indukuje transkripci miR-34a cilici na molekuly podilejici se na bunétné transformaci
a karcinogenezi. V normalni tkani tedy indukuje zastaveni bunééného cyklu, inhibuje
migraci a proliferaci nadorovych bunék. V bunkach zasazenych HPV infekci, je ale tato
mMiRNA down-regulovana prostiednictvim E6 virového onkoproteinu destabilizujici p53
(Cordova-Rivas et al., 2019; Ribeiro et al., 2015). hsa-miR-29a-3p piedstavuje dalsi tumor
supresorovou mMiRNA s funkci zastaveni bunééného cyklu a indukce apoptozy. Mezi
potencionalni cile této miRNA patii transkrip¢ni faktor YY1 (Yin Yang) a CDK6 (cyklin-
dependentni kinaza) nezbytna pro piechod G1/S faze bunécného cyklu (Sharma et al., 2014;
Li et al, 2011). Jako normalizatni miRNA pro stanoveni relativni kvantifikace
v cervikalnich tkénich byla na zakladé literatury vybrana hsa-miR-423-3p (Babion et al,
2017).
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Tabulka 4.: Vybrané up/down-regulované miRNA a miRNA pro normalizaci u cervikalnich tkani.

Up-regulované hsa-miR-20a-5p, hsa-miR-93-5p, hsa-miR-21-5p, hsa-miR-10a-5p, hsa-miR-16-
5p, hsa-miR-222-3p

Down-regulované hsa-miR-34a-5p, hsa-miR-29a-3p

Normalizaéni hsa-miR-423-3p
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6 Material a metody
6.1 Biologicky material

Pro tuto praci bylo poskytnuto tkdniovou bankou (Néarodni centrum tkéni a bunék,

Brno) 41 vzorkt nadort cervixu dlouhodobé uchovavanych kryokonzervaci v tekutém

dusiku pti -80 °C. Cely soubor nadorovych tkani byl klinicky charakterizovan (tabulka 11).

6.2 Pouzité chemikalie, soupravy a roztoky

6.2.1 Pouzité chemikalie

e DEPC voda (diethyl pyrokarbonat) (Ambion)

e 99,8% ethanol (Sigma-Aldrich, kat.¢. 51976)

e 99,5% chloroform (Sigma-Aldrich, kat.¢. 288306)

e RNAsin ribonuclease inhibitor (Promega, kat.c. N2111)

e Qiazol lyza¢ni ¢inidlo (Qiagen, kat.¢. 79306)

e TE pufr (pH 8; Thermo Fisher Scientific, kat.¢. AM9861)
6.2.2 Pouzité soupravy

e miRNeasy Mini kit (Qiagen, kat.¢ 217004)

e TagMan advanced miRNA cDNA systhesis kit (Thermo Fisher Scientific, kat.c.

A28007)

e TagMan advanced miRNA assay (Thermo Fisher Scientific, kat.¢. A25576)
6.3 Seznam pouzitych pristroji a zarizeni

e chlazené centrifuga (Eppendorf)

e homogenozator Mixer Mill 300 (Retsch)

e laminarni box (BioAir)

e minicentrifuga MiniSpin (Eppendorf)

e mikrocentrifuga pro PCR stripy (GMCLab)

e nanodrop ND 1000 (Thermo Fisher Scientific)

e Liquid Handler Echo 550 (LabCyte)

e pipetovaci robot Freedom EVO (Tecan)

e vortex (Scientific Industries)

e LightCycler 480 Real-Time PCR System (Rosche)

e Termocycler (Applied Biosystems)
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e Vakuovy centrifugacni koncentrator SpeedVac Eppendorf 5031 (Eppendorf)

6.4 Software

e LightCycler 480 Software release 1.5.1 62 SP3
e Statisticky software R version 3.5.0.

6.5 Metodika

6.5.1 Analyza nadorovych vzorku

U vSech vzorka nadorové tkané byla Mgr. Hanou Jaworek, Ph.D. provedena HPV
genotypizace pomoci systému PapilloCheck® HPV-Screening (dale jen PapilloCheck) a test
metylace tumor supresorovych hostitelskych geni pomoci PreCursor-M kit metylacnim

testem (Self-screen).

6.5.2 Homogenizace cervikalni tkané

Homogenizace vzorki nadorové tkané probihala v oznacenych zkumavkéch,
do kterych byly pfidany 2 sterilni sklenéné kuli¢ky o priméru 5 mm a 1 ml lyza¢niho ¢inidla
Qiazol. Z kazdého vzorku nadorové tkané byl odebran 0,5 cm segment, ktery byl nasledn¢
nastfihan na malé kousky a vlozen do zkumavky s lyzacnim ¢inidlem. Takto ptipravena tkan
byla homogenizovana pfi rychlosti 30 Hz po dobu 8 minut. Po dokonceni homogenizace

nasledovala izolace RNA.

6.5.3 lzolace RNA z tkani

Celkovd RNA byla izolovana guanidinium thiokyanat-fenol-chloroformovou
metodou pomoci miRNeasy Mini kit (Qiagen). Po homogenizaci byly vzorky 5 minut
inkubovany pfi pokojové teploté poté zvortexovany a op€t 5 minut inkubovany, aby mohla
probéhnout kompletni disociace nukleoproteini. Poté bylo ke vzorkiim p#idano 200 pl
chloroformu, 3 minuty inkubovéno pfi pokojové teploté a centrifugovéano pii 12 000 g 15
minut. Nasledoval odbér svrchni vodné faze do collecion tube, ke které bylo ptidano 525 pl
absolutniho ethanolu. 700 pl smési bylo piepipetovano na kolonku se zkumavkou
a centrifugovano pti 8 100 g 15 s (tento krok byl poveden 2x). Poté byla kolonka promyta
700 ul RWT pufru a centrifugovéana za stejnych podminek jako v predchazejicim kroku.
Nésledovalo promyti kolonky 500 pl RPE pufru, centrifugace pii 8 100 g 15 s a opét promyti

stejnym mnoZzstvim RPE pufru a centrifugace pii 8 100 g 2 minuty. Kolonka byla pfenesena
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na novou collection tube a 1 minutu centrifugovana pfi maximalni rychlosti. Zachycena

RNA byla z kolonky eluovana do 60 ul RNase-free vody.

Koncentrace vyizolované RNA byla méfena v pfistroji NanoDrop ND 1000. Pro
naslednou RT-PCR amplifikaci byla vyizolovana RNA nafedéna na pozadovanou

koncentraci <5 ng-pl-1.

6.5.4 RT-PCR amplifikace

Ziskana RNA byla ptevedena do cDNA templatu, coz zahrnovalo nékolik krokt, od
polyadenylacni reakce, ligace adaptori, reverzni transkripce aZz po zvySeni poctu kopii
v miR-Amp reakci. Cely postup byl provadén pomoci TagMan Advanced miRNA cDNA
systhesis kitu (Thermo Fisher Scientific) podle pokynt vyrobce.

Prvnim krokem RT-PCR byla polyadenyla¢ni reakce, pro kterou byly na 1 vzorek
ptipraveny 3 pl reakéni smési v nasledujicim slozeni: 0,5 pl 10x Poly(A) pufru, 0,5 ul ATP,
0,3 ul Poly(A) enzymu, 0,3 ul RNasinu, 1,4 ul sterilni redestilované vody. K této reakéni
smési byly ptidany 2 ul vyizolované nafedéné RNA. PCR reakce probihala za podminek

uvedenych v tabulce 5.

Tabulka 5.: Podminky polyadenylaéni reakce.

Proces Teplota Cas
Polyadenylace 37°C 45 min
Stop reakce 65 °C 10 min
Hold (inkubace) 4°C 0

V dalsi reakci byly k miRNA s poly(A) koncem na 5’konec priligovany adaptory
slouzici jako vazebné misto pro forward primer v dalsi reakci. Pro tuto reakci bylo na
1 vzorek ptipraveno 10 pl reakéni smési v nasledujicim slozeni: 3 pl 5x ligacniho pufru,
4,5 ul 50% PEG 8000, 0,6 ul 25x liga¢nich adaptord, 1,5 ul RNA ligazy, 0,4 ul sterilni
redestilované vody. Tato reakéni smés byla pfidana ke vzorkiim z polyadenylaéni reakce.

Ligace adaptord probihala za podminek uvedenych v tabulce 6.
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Tabulka 6.: Podminky reakce ligace adaptora.

Proces Teplota Cas
Ligace 16 °C 60 min
Hold (inkubace) 4°C o)

Po ptedchozi modifikaci miRNA molekul byla provedena reverzni transkripce. Pro
tuto reakci bylo na 1 vzorek pfipraveno 15 ul reakéni smési v nasledujicim slozeni: 6 pl 5x
RT pufru, 1,2 ul dNTP, 1,5 pl 20x univerzalniho RT primeru, 3 pl 10x RT enzym mix, 3,3 pl
sterilni redestilované vody. Reverzni transkripce probihala za podminek uvedenych

v tabulce 7.

Tabulka 7.: Reakéni podminky reverzni transkripce.

Proces Teplota Cas
Reverzni transkripce 42 °C 15 min
Stop reakce 85°C 5 min
Hold (inkubace) 4°C 0

Ke zlepSeni nésledné detekce nizko-exprimujicich se miRNA je zatfazen krok
miR-Amp reakce, ktery zvysi pocet ziskanych cDNA molekul. Pro tuto reakci bylo na
1 vzorek ptipraveno 45 ul reakéni smési v nasledujicim sloZeni: 25 pl 2x miR-Amp Master
mixu, 2,5 ul 20x miR-Amp Primer mixu, 17,5 ul sterilni redestilované vody. K této reakéni
smési bylo ptidano 5 pl cDNA. Amplifikaéni reakce probihala za podminek uvedenych

v tabulce 8.

Tabulka 8.: Reak¢ni podminky cDNA amplifikace.

Proces Teplota Cas Pocet cyklii

Aktivace enzymu 95°C 5 min 1

Denaturace 95°C 3s

Annealing 60 °C 30s 1

Stop reakce 99 °C 10 min 1

Hold (Inkubace) 4°C ) 1
6.5.5 RT-qPCR

Kvantitativni real-time PCR byla provedena pomoci TagMan Advanced miRNA
assays (Applied Biosystems). Pro tuto reakci byla ziskana cDNA 10x nafedéna 0,1x TE
pufrem. Ptipravena cDNA pro kazdy vzorek byla pomoci liquid handleru Echo 550 po 2,5 pl
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ptenesena do ti 384-jamkovych desticek. Vzorky cDNA byly nanaSeny v triplikatech. Déle
bylo pro tuto reakci na 1 vzorek pfipraveno 7,5 ul reakéni smési pro kazdou miRNA
Vv nasledujicim slozeni: 5 ul 2x TagMan Fast Advanced Master mixu, 0,5 ul 20x TagMan
Advanced miRNA assay, 2 ul sterilni redestilované vody. Tyto master mixy byly postupné
pfipraveny pro vSech 9 miRNA a dle schématu (uvedeného na obréazku 7) rozpipetovany do
tii 96-jamkovych desti¢ek. Z téchto desticek byla reakéni smés pro jednotlivé miRNA
piipipetovana pomoci pipetovaciho robotu Tecan do tii 384-jamkovych desticek jiz obsahuji
2,5 ul cDNA (schéma na obrazku 8).
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Obrézek 7.: Schéma pipetovani master mixu do 96-jamkové desti¢ky pro jednotlivé miRNA. Zde znazornéna

jedna desticka se tfemi riznymi master mixy, celkem byly nachystany tfi pro 9 vybranych miRNA.

MM — master mix, barevng a Ciselné odlisené jamky se stejnym master mixem
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Obrézek 8.: Schéma pipetovani master mixu pro jednotlivé miRNA do 384-jamkové destic¢ky. Zde znazornéna
jedna desticka se tfemi riznymi master mixy, celkem byly nachystany tfi pro 9 vybranych miRNA.
MM — master mix, barevné a ¢iselné odliSené jamky se stejnym master mixem; S1, 2, 3... (= sample) —

jednotlivé vzorky v triplikatech; NC — negativni kontrola
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Pro real-time PCR byl pouzit LightCycler 480 od firmy Rosche a cela reakce
probihala za reak¢nich podminek uvedenych v tabulce 9. Detekce fluorescence pouzitych
TagMan sond zna¢enych fluorochromem FAM probihala pii 498-580 nm. Pro analyzu
vysledkt a stanoveni Ct hodnot (threshold cycle) byla pouzita metoda Abs Quant/2nd
Derivative Max (Absolute quantification analyses using the second derivative maximum)

a pocitacovy program LightCycler 480 Software release 1.5.1 62 SP3.

Tabulka 9.: Podminky real-time kvantitativni PCR.

Proces Teplota Cas Ramp rate Pocet cykli
Aktivace enzymu 95°C 20s 1,9 °C/s 1
Cycling 60 °C 40s 1,6 °Cl/s 40
Hold 37°C 1s 2,5°Cls 1

6.5.6 Analyza dat
Na zakladé klinickych charakteristik byly jednotlivée vzorky rozdéleny do skupin.

V téchto skupinach byl pro naméfené Ct hodnoty stanoven medidn véetné rozpéti min-max.
Dale byly ve statistickém softwaru R ver. 3.5.0. provedeny testy nezavislosti pro pocty
exprimovanych miRNA vzhledem k jednotlivym faktorim. Pfi splnéni piedpokladi byl
pouzit Pearsontiv chi-kvadrat test a pii nesplnéni Fishertv exaktni test. Statisticky vyznamna
exprese miRNA u jednotlivych skupin vzorkt byla graficky vyjadrena sklddanym
sloupcovym grafem. Jako statisticky vyznamné byly hodnoceny hodnoty p < 0,05.
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7 Vysledky

Hlavnim cilem této prace bylo zjistit, zda je mozné nékteré z vybraného souboru
miRNA pouzit pro triaz HPV pozitivnich Zen. Dale vyhodnotit korelaci mezi zjiSténou
expresi mMiRNA a ptitomnosti HPV ¢&i konkrétniho HPV genotypu v nadorovych vzorcich
av neposledni fadé¢ porovnat expresi miRNA s klinickymi charakteristikami nadoru

(stadium, zasazeni uzlin).

7.1 Charakterizace vzorku

Soubor vzorkli nddorovych tkani byl patologicky charakterizovan na zdkladé¢ TNM
klasifikace slouzici k popisu anatomického rozsahu nadoru a urceni stadia onemocnéni
(tabulka 10). Hodnota T oznac¢uje rozsah priméarniho nélezu, N oznacuje neptitomnost ci
piitomnost a rozsah metastaz v regionalnich miznich uzlinach, M oznacuje nepfitomnost ¢i
piitomnost vzdalenych metastdz. Jednotlivé kategorie TNM se dale oznacuji ¢islicemi od
0 do 4 a mohou byt rozdéleny i do podkategorii oznacenych jak Cislici, tak pismenem

(www.uzis.cz).

Tabulka 10.: Pocet analyzovanych vzorkt v jednotlivych TNM kategoriich.

TNM klasifikace Pocet vzorki
pT1 3
pT1NO 22
pT1IN1 9
pT2N1 3
pT4 3

p — patologicka klasifikace; T — tumor; N — mizni uzliny; 0-4 — velikost nadoru/rozsah postiZeni uzlin

Z celého souboru 41 nadorovych tkéani bylo 40 pozitivnich na test metylace tumor
supresorovych gent provedeny pomoci PreCursor-M kitu. U jednoho vzorku tento test
opakované selhal. Dale byla u vSech vzorkd stanovovana HPV pozitivita pomoci
PapilloCheck testu. U 33 vzorku byl test detekce HPV pozitivni, pficemz u vSech téchto
vzorkill byl detekovan genotyp vysoce rizikovych HPV (HPV16, 18, 31, 45 a 68). Zbylych
8 vzorkd bylo HPV negativnich i piesto, Ze se u vSech 41 vzorkt jednalo o nadorovou tkan.
Ze vzorku zamraZzené nadorové tkané uspé$né izolovana RNA o koncentraci v rozmezi

31,59-2244,29 ng-ul-1 (average 400,83; medidn 226,39). Vysledky metyla¢niho testu,
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genotypizace 1 TNM Kklasifikace, vcetné koncentraci vyizolované RNA vsech
analyzovanych vzorkd jsou uvedeny v tabulce 11. Pro naslednou kvantitativni real-time
PCR bylo potieba ziskanou RNA nafedit na pozadovanou koncentraci <5 ng-pl-1a procesem
reverzni transkripce ptrevést do podoby cDNA. Tento krok byl proveden pomoci TagMan
Advanced miRNA cDNA systhesis kitu (Thermo Fisher Scientific).

7.2 Vysledky RT-PCR

Ptipravena cDNA byla amplifikovana pomoci real-time PCR ve tfech
384-jamkovych destickach vzdy se tfemi master mixy vybranych miRNA. Pro vizualizaci
nartistu PCR produktu byly pouzity hydrolyzacni TagMan sondy, které byly soucasti
TagMan Advanced miRNA assays kitu (Applied Biosystems). Béhem reakce byla sledovéna
amplifikace produktli pomoci zaznamenavani amplifikac¢nich kiivek (obrazek 9). Jeden
vzorek byl pro kontrolu pipetovan ve tfech opakovanich (triplikat). Pomoci softwaru
LightCycler 480 Software release 1.5.1 62 SP3 byla stanovena Ct hodnota kazdého vzorku
pro jednotlivé miRNA a pro kazdy triplikat byla vypocitana primérna Ct hodnota. Pro
normalizaci dat v cervikalnich tkéanich byla na zaklad¢ publikace Babion et al. vybrana
hsa-miR-423-3p. Bohuzel se tato miRNA opakované¢ ukézala jako nevhodna pro hodnoceni
genove exprese v nadorovych tkanich a proto nemohla byt provedena relativni kvantifikace.
hsa-miR-423-3p byla exprimovana pouze u 28 vzorkd ze 41. Ztohoto divodu bylo
hodnoceni exprese miRNA provedeno pouze z namétfenych absolutnich Ct hodnot.
Hodnoceni exprese miRNA bylo analyzovano ve vztahu k jednotlivym nadorovym stadiim
a jejich rozsahu, dale k vysledkiim PapilloCheck testu.

Amplification Curves
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Obrézek 9.: Amplifika¢ni kiivky produkti ve vzorcich s cDNA se tfemi miRNA (hsa-miR-20a-5p, hsa-miR-

93-5p, hsa-miR-21-5p). Zelené kiivky — negativni vzorky; Cervené kiivky — pozitivni vzorky.

39



Tabulka 11.: Klinickd charakterizace vsech analyzovanych vzorkt, vysledky genotypizace HPV, v¢etné

koncentrace vyizolované RNA z nadorovych tkani.

Oznaceni Druh vzorku T N Kod PapilloCheck PreCursor-M kit ~ Koncentrace
vzorku diagndzy zaveér zaveér [ng-pl1]
16/83 nadorova tkan pT1b2 pN1 C530 HPV16 pozitivni 217,28
15/638 nadorova tkan ypT4 C539 HPV16 pozitivni 65,01
15/349 nadorova tkan pTibl pNO C539 HPV16 pozitivni 262,41
15/265 nadorova tkan pTibl pNO C530 HPV16 pozitivni 620,02
14/839 nadorova tkan ypT4  ypN1 C530 HPV16 pozitivni 466,19
15/178 nadorova tkah  ypT1blyp C539 HPV16, 45 pozitivni 126,95
16/434 nadorova tkan pT1bl pNO C531 HPV16 pozitivni 102,12
15/566 nadorova tkan pT2a2 pN1 C539 negativni pozitivni 97,53
16/56 nadorova tkan pT1b2 pNO C531 HPV16 pozitivni 382,44
15/676 nadorova tkan pTibl pN1 C539 HPV16 pozitivni 399,81
16/348 nadorova tkat pTic C530 negativni pozitivni 187,21
14/732 nadorova tkan pT2b pN1 C539 HPV16 pozitivni 378,90
14/42 nadorova tkan pTlal pNO C530 HPV16 pozitivni 964,59
14/440 nadorova tkan pT2b pN1 C539 HPV16 pozitivni 201,54
14/208 nadorova tkan pT1b2 pNO C538 HPV18 pozitivni 1113,26
14/186 nadorova tkan pTibl pNO C539 HPV16 pozitivni 226,39
14/127 nadorova tkan pT1bl pNO C539 HPV16, 31 pozitivni 771,79
13/101 nadorova tkan pT1 pNO C541 negativni pozitivni 224429
13/347 nadorova tkan pTibl pNO C531 HPV16 pozitivni 949,47
12/6 nadorova tkan pTibl  pNO C531 HPV16 pozitivni 1034,73
12/781 nadorova tkan pTibl pNO C539 HPV16 pozitivni 440,20
12/604 nadorova tkan pT1bl pN1 C531 HPV16, 45 pozitivni 770,35
12/550 nadorova tkan pTibl pNO C539 negativni pozitivni 750,67
12/42 nadorova tkan pT1bl pNO C539 negativni pozitivni 741,52
12/385 nadorova tkan pT1b2 pN1 C531 HPV16 pozitivni 55,56
12/371 nadorova tkan pTibl pNO C531 HPV16 pozitivni 383,95
11/557 nadorova tkan pT1bl pNO C539 HPV16 pozitivni 180,19
11/572 nadorova tkan pTla pN1 C531 HPV16 pozitivni 197,50
11/46 nadorova tkarn pT1bl pN1 C539 negativni pozitivni 309,18
11/406 nadorové tkan pTibl  pNO C539 HPV16 pozitivni 72,21
11/352 nadorova tkan pTibl pNO C531 HPV16, 45 pozitivni 280,34
11/350 nadorova tkan pTibl pNO C539 HPV18 pozitivni 255,70
11/30 nadorova tkan ypT4  ypNO C539 HPV16 pozitivni 219,26
11/212 nadorova tkan C531 negativni pozitivni 31,59
10/752 nadorova tkan pT1b2 pN1 C539 HPV45 pozitivni 101,03
10/742 nadorova tkat pTibl pN1 C531 negativni pozitivni 103,69
10/607 nadorova tkan  ypT1blyp C539 HPV68 X 44,93
10/533 nadorova tkan pT1bl pN1 C539 HPV16 pozitivni 148,12
10/530 nadorova tkan pTibl pNO C530 HPV16, 18 pozitivni 149,05
10/497 nadorova tkan pTibl pNO C539 HPV16 pozitivni 198,30
10/442 nadorova tkan pT1b2 pNO C530 HPV16 pozitivni 188,59

T sloupec — stadium tumoru; N sloupec — zasazeni miznich uzlin; p — patologickad Klasifikace; y —
postterapeuticka klasifikace; 0-4, a—c — velikost nadoru/rozsah postizeni uzlin; C53 — zhoubny novotvar hrdla

délozniho (0 — endocervix, 1 — exocervix, 8 — 1éze presahujici hrdlo délozni, 9 — hrdlo délozni NS)
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Na zéklad¢ klinickych charakteristik byly jednotlivé vzorky rozdéleny do skupin dle
stadia nadoru, zasazeni miznich uzlin, pfitomnosti HPV infekce, genotypu HPV 16, 18 nebo
jinych. V ramci T skupiny byly vzorky dale kategorizovany do 4 podskupin charakterizujici
rozsah nadoru. Pro jednotlivé skupiny byl z primérnych Ct hodnot triplikat vypocitan
median Ct hodnoty a jeji celkové rozpéti (tabulka 12, str. 44). Dale byla ve stejnych
skupinach hodnocena proporce pozitivnich vzorkd (tabulka 13, str. 45, 46). Na zakladé
ziskanych dat byla mezi skupinami vzorkll srovnavana exprese vybranych miRNA

a hodnocena statistick& vyznamnost.

Nameéiena data ukazuji, Ze nebyla zjisténa zadna statisticky vyznamna korelace mezi
stadiem nadoru a zménou exprese miRNA (T skupina vzorkd; tabulka 13). Nicméné
v ostatnich hodnocenych skupinach byla nalezena korelace mezi expresi miRNA a HPV
pozitivitou/negativitou nebo zasazenim miznich uzlin. Statisticky vyznamna korelace byla
nalezena u up-regulované miR-21-5p, ktera byla castéji detekovana u skupiny HPV
pozitivnich a HPV16, 18 pozitivnich vzorkli ve srovnani se vzorky HPV negativnimi.
Exprese miR-21-5p byla nalezena u 37,5 % HPV negativnich nadort v porovnani se 75,8 %
u nadort HPV pozitivnich (p = 0,084; graf 1). Podobné byla exprese miR-21-5p
signifikantné niz§i u HPV16/18 negativnich oproti HPV16/18 pozitivnim vzorkiim (40% vs.
77,4 %; p = 0,049; graf 2).

miR.21.5p
O pos. B neg.

1.0

3 (37.5%)
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Graf 1.: Srovnani exprese miR-21-5p u HPV pozitivnich (n = 33) a HPV negativnich cervikalnich nadorti
(n=28).
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Graf 2.: Srovnani exprese miR-21-5p u cervikalnich nadort s HPV16/18 pozitivitou (n = 31) a nadort
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s pozitivitou jiného HPV genotypu/HPV negativitou (n = 10).

Dalsi signifikantni zména byla nalezena u miR-34-5p, jejiz exprese byva u HPV
pozitivnich naddor down-regulovana jako dusledek inaktivace p53. Exprese miR-34a-5p
byla detekovana pouze ve 25,8 % HPV16/18 pozitivnich vzorki, coz je 0 44,2 % méné nez
u HPV16/18 negativnich (p = 0,022; graf 3).

miR.34a.5p
O pos. M neg.

8 (25.8%)

0.8
1

7 (70%)

086

04

02

< -
© neg. pos.
n=10 n=31

Graf 3.: Srovnani exprese miR-34a-5p u cervikalnich nadord s HPV16/18 pozitivitou (n = 31) a nadort

s pozitivitou jiného HPV genotypu/HPV negativitou (n = 10).

Pro dalsi down-regulovanou miR-29a-3p bylo zaznamenano statisticky vyznamné
snizeni exprese u skupiny vzorki se zasazenim miznich uzlin (N pozitivni skupina vzork)
2 69,6 % u negativnich na 15,4 % u pozitivnich (p = 0,006; graf 4). Naopak u HPV
pozitivnich vzorki byla exprimovana vice v porovnani s HPV negativnimi (51,5/21,5 %;

p = 0,059; graf 5). Zvysena exprese byla také zaznamenana u HPV16, 18 pozitivnich oproti
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negativnim (54,8/10 %; p = 0,025; graf 6). Nalezené rozdily naznacuji souvislost snizené

exprese miR-29a-3p s mikrometastazovanim do ptilehlych lymfatickych uzlin, nikoli s HPV

infekci.
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Graf 4.: Srovnani exprese miR-29a-3p u cervikalnich nadorl se zasazenymi lymfatickymi uzlinami (n = 13)

a bez zasazeni lymfatickych uzlin (n = 23)
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Graf 5.: Srovnani exprese miR-29a-3p u HPV pozitivnich (n = 33) a HPV negativnich cervikalnich nadort
(n=8).
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Graf 6.: Srovnéani exprese miR-29a-3p u cervikalnich nadort s HPV16/18 pozitivitou (n = 31) a nadort

s pozitivitou jiného HPV genotypu/HPV negativitou (n = 10).
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Tabulka 12.: Mediany a rozpéti Ct hodnot vybranych miRNA ve skupinach vzorki: T (1a-1bl; 1b2-1c; 2;4), N, HPV, HPV16, 18 (neg./poz.).

miR-20a-5p

miR-93-5p

miR-21-5p

miR-10a-5p

miR-16-5p

median (rozpéti)

median (rozpéti)

N

median (rozpéti)

median (rozpéti)

median (rozpéti)

la-1bl

26.8 (25.64-31.06)

27.9 (25.07-35)

21

33 (18.56-35)

28 (24.78-30.51)

28 (20.55-35)

1b2-1c

27.4 (26.72-27.94)

28.9 (27.82-29.91)

w

26.8 (21.14-34.29)

26.9 (22.36-30.61)

30.9 (29.77-32.09)

2

30 (29.98-29.98)

26.5 (26.48-26.48)

w

34.7 (33.56-35)

26.2 (26.22-26.22)

26.6 (26.59-26.59)

4

o N w| o 2

[EEN

29.1 (29.08-29.08)

neg.

26.9 (25.64-31.06)

27.9 (25.07-35)

17

30.6 (18.56-35)

27.2 (22.36-30.51)

30.6 (20.55-35)

poz.

29 (26.72-29.98)

27.1 (26.48-27.82)

10

34.8 (21.14-35)

26.4 (26.18-29.67)

28.2 (24.93-35)

HPV

neg.

28.8 (26.78-29.98)

26.5 (25.07-35)

3

33.6 (23.51-35)

27.2 (26.68-30.61)

28 (24.93-35)

poz.

27 (25.64-31.06)

27.9 (25.46-30.53)

25

33 (18.56-35)

27.1 (22.36-30.51)

29.8 (20.55-35)

HPV16, 18

neg.

27.8 (26.72-29.98)

27.1 (25.07-35)

4

34.3 (23.51-35)

28.5 (26.68-30.61)

28.9 (24.93-35)

poz.

27.2 (25.64-31.06)

28.5 (25.46-30.53)

24

32.1 (18.56-35)

26.9 (22.36-30.51)

o M N W M O O N N Z

28.6 (20.55-35)

celkem

14

27.2 (25.64-31.06)

10

27.9 (25.07-35)

28

33 (18.56-35)

14

27.2 (22.36-30.61)

10

28.9 (20.55-35)

T — stddium tumoru; 04, a—c — velikost nadoru/rozsah postiZeni uzlin; N — zasazeni miznich uzlin; N neg. — nadory bez zasazeni miznich uzlin; N poz. — nadory a zasazeni

miznich uzlin; HPV neg. — nadory s HPV negativitou; HPV poz. —nadory s HPV pozitivitou; HPV16, 18 neg. —nadory s pozitivitou na jiny HPV genotyp nebo HPV negativitou;

HPV16, 18 poz. — nadory s pozitivitou na konkrétni genotyp HPV16, 18; miR-423-3p — normalizaéni; N — pocet vzorkl v dané skupiné

45



Tabulka 12. — pokracdovani: Mediany a rozpéti Ct hodnot vybranych miRNA ve skupinach vzorka: T (1a-1b1; 1b2-1c; 2;4), N, HPV, HPV16, 18 (neg./poz.).

miR-34a-5p miR-29a-3p miR-222-3p miR-423-3p
N median (rozpéti) N median (rozpéti) N median (rozpéti) N median (rozpéti)
T la-1b1 11 28.2 (24.1-32.73) 12 26.7 (21.7-35) 11 28.1 (25.6-31.96) 19 27.5(24.09-31.49)
1b2-1c 3 30.2 (27.98-33.35) 3 23.6 (22.17-28.45) 2 27.6 (27.22-27.91) 3 27.4 (24.63-30.43)
2 0 - 1 22.9 (22.88-22.88) 1 26.2 (26.17-26.17) 3 29 (27.24-29.89)
4 0 - 2 29.1 (23.29-35) 1 27.2 (27.19-27.19) 2 31.2 (27.42-35)
N neg. 9 29.7 (24.1-33.35) 16 25.9 (21.7-35) 10 28 (25.6-31.96) 17 27.4 (24.09-31.49)
poz. 4 27.3 (24.36-30.95) 2 28.9 (22.88-35) 5 27.2 (26.17-29.38) 8 28.5 (25.68-30.43)
HPV neg. 5 27.9 (24.1-30.95) 1 22.9 (22.88-22.88) 3 28.3(26.17-29.38) 6 26.9 (24.09-29)
poz. 10 29 (24.36-33.35) 17 26.3 (21.7-35) 12 27.9 (25.6-31.96) 22 27.5 (24.63-35)
HPV16, 18 neg. 7 28 (24.1-30.95) 1 22.9 (22.88-22.88) 3 28.3 (26.17-29.38) 8 28.1 (24.09-30.43)
poz. 8 30.6 (24.36-33.35) 17 26.3 (21.7-35) 12 27.9 (25.6-31.96) 20 27.4 (24.63-35)
celkem 15 28.2 (24.1-33.35) 18 25.9 (21.7-35) 15 28 (25.6-31.96) 28 27.5 (24.09-35)

T — stddium tumoru; 04, a—c — velikost nadoru/rozsah postiZeni uzlin; N — zasazeni miznich uzlin; N neg. — nadory bez zasazeni miznich uzlin; N poz. — nadory a zasazeni

miznich uzlin; HPV neg. — nadory s HPV negativitou; HPV poz. —nadory s HPV pozitivitou; HPV16, 18 neg. —nadory s pozitivitou na jiny HPV genotyp nebo HPV negativitou;

HPV16, 18 poz. — nadory s pozitivitou na konkrétni genotyp HPV16, 18; miR-423-3p — normalizaéni; N — pocet vzork v dané skupiné
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Tabulka 13.: Proporce pozitivni exprese vybranych miRNA ve skupinach vzorkt: T (1a-1b1; 1b2-1c; 2;4), N, HPV, HPV16, 18 (neg./poz.).

miR-20a-5p miR-93-5p miR-21-5p miR-10a-5p miR-16-5p
T la-1bl 9/26 (34.6%) 7/26 (26.9%) 21/26 (80.8%) 6/26 (23.1%) 7/26 (26.9%)
1b2-1c 37 (42.9%) 217 (28.6%) 3/7 (42.9%) 6/7 (85.7%) 217 (28.6%)
2 2/3 (66.7%) 1/3 (33.3%) 3/3 (100%) 1/3 (33.3%) 1/3 (33.3%)
4 0/3 (0%) 0/3 (0%) 1/3 (33.3%) 0/3 (0%) 0/3 (0%)
p-hodnota 0,433 0,932 0,069 0,006 0,932
N neg. 10/23 (43.5%) 7123 (30.4%) 17/23 (73.9%) 9/23 (39.1%) 5/23 (21.7%)
poz. 4/13 (30.8%) 2/13 (15.4%) 10/13 (76.9%) 4/13 (30.8%) 4/13 (30.8%)
p-hodnota 0,693 0,438 1,000 0,727 0,693
HPV neg. 3/8 (37.5%) 3/8 (37.5%) 3/8 (37.5%) 3/8 (37.5%) 3/8 (37.5%)
poz. 11/33 (33.3%) 7133 (21.2%) 25/33 (75.8%) 11/33 (33.3%) 7133 (21.2%)
p-hodnota 1,000 0,378 0,084 1,000 0,378
HPV 16, 18 neg. 4/10 (40%) 4/10 (40%) 4/10 (40%) 4/10 (40%) 4/10 (40%)
poz. 10/31 (32.3%) 6/31 (19.4%) 24/31 (77.4%) 10/31 (32.3%) 6/31 (19.4%)
p-hodnota 0,712 0,222 0,049 0,712 0,222
celkem 14/41 (34.1%) 10/41 (24.4%) 28/41 (68.3%) 14/41 (34.1%) 10/41 (24.4%)

T — stadium tumoru; 04, a—c — velikost nddoru/rozsah postizeni uzlin; N — zasaZeni miznich uzlin; N neg. — nadory bez zasazeni miznich uzlin; N poz. — nadory a zasaZeni
miznich uzlin; HPV neg. — nadory s HPV negativitou; HPV poz. — nadory s HPV pozitivitou; HPV16, 18 neg. —nadory s pozitivitou na jiny HPV genotyp nebo HPV negativitou;
HPV16, 18 poz. — nadory s pozitivitou na konkrétni genotyp HPV16, 18; ¢ervené vyznaceny statisticky vyznamné p-hodnoty; tu¢né vyznaceny trendy p-hodnot
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Tabulka 13. — pokracdoevani: Proporce pozitivni exprese vybranych miRNA ve skupinach vzorkt: T (1a-1b1; 1b2-1c; 2;4), N, HPV, HPV186, 18 (neg./poz.).

miR-34a-5p miR-29a-3p miR-222-3p miR-423-3p
T la-1bl 11/26 (42.3%) 12/26 (46.2%) 11/26 (42.3%) 19/26 (73.1%)
1b2-1c 317 (42.9%) 317 (42.9%) 2/7 (28.6%) 317 (42.9%)
2 0/3 (0%) 1/3 (33.3%) 1/3 (33.3%) 3/3 (100%)
4 0/3 (0%) 2/3 (66.7%) 1/3 (33.3%) 2/3 (66.7%)
p-hodnota 0,326 0,947 0,933 0,303
N neg. 9/23 (39.1%) 16/23 (69.6%) 10/23 (43.5%) 17/23 (73.9%)
poz. 4/13 (30.8%) 2/13 (15.4%) 5/13 (38.5%) 8/13 (61.5%)
p-hodnota 0,727 0,006 1,000 0,475
HPV neg. 5/8 (62.5%) 1/8 (12.5%) 3/8 (37.5%) 6/8 (75%)
poz. 10/33 (30.3%) 17/33 (51.5%) 12/33 (36.4%) 22/33 (66.7%)
p-hodnota 0,117 0,059 1,000 1,000
HPV16, 18 neg. 7/10 (70%) 1/10 (10%) 3/10 (30%) 8/10 (80%)
poz. 8/31 (25.8%) 17/31 (54.8%) 12/31 (38.7%) 20/31 (64.5%)
p-hodnota 0,022 0,025 0,720 0,458
celkem 15/41 (36.6%) 18/41 (43.9%) 15/41 (36.6%) 28/41 (68.3%)

T — stddium tumoru; 04, a—c — velikost nadoru/rozsah postiZeni uzlin; N — zasazeni miznich uzlin; N neg. — nadory bez zasazeni miznich uzlin; N poz. — nadory a zasazeni
miznich uzlin; HPV neg. —nadory s HPV negativitou; HPV poz. —nadory s HPV pozitivitou; HPV16, 18 neg. — nadory s pozitivitou na jiny HPV genotyp nebo HPV negativitou;
HPV16, 18 poz. — nadory s pozitivitou na konkrétni genotyp HPV 16, 18; Eervené vyznadeny statisticky vyznamné p-hodnoty; tuéné vyzna€eny trendy p-hodnot; miR-423-3p —

normalizaéni
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8 Diskuze

Piedmétem této prace bylo vyhodnotit expresi 8 vybranych miRNA u vzorku
primarnich cervikalnich karcinomi. Zmény exprese vybranych miRNA byly v recentni
literatufe popsany v souvislosti s rozvojem cervikalniho karcinomu. Cilem prace bylo
objasnit, zda by bylo mozné nékteré z vybraného souboru miRNA, piipadné¢ kombinaci
vybranych miRNA, pouzit pro tridz HPV pozitivnich zen. Exprese miRNA byla sledovana
na souboru 41 tkéni priméarnich naddora cervixu. Soubor byl priméarn¢ testovan na ptitomnost
HPV pomoci testu PapilloCheck, vSechny tkan¢ byly rovnéz testovany na ptitomnost
metylace vybranych genti pomoci Precursor M kitu. Prekurzor M kit byl vybran jako
komer¢né dostupny triazovy test, 40/41 vzorka z testovaného souboru bylo pomoci

Precursor M kitu pozitivnich.

Na zéklad¢ ¢lanku Babion et al, ktery se zabyval vybérem nejvhodnéj$i normaliza¢ni
mMiRNA pro testovani cervikalnich tkani a cervikalnich/vaginalnich stéri byla vybrana
normalizaéni miRNA miR-423-3p a RNU24 (small nucleolar RNA; Babion et al., 2017).
Normaliza¢ni RNU24 vSak bohuzel nebyla v systému TagMan dostupna, byla tedy pouzita
pouze MiR-423-3p. Tato miRNA se vSak v pribéhu analyzy neukazala jako pfilis vhodna
pro normalizaci, vzhledem k tomu, Ze jeji exprese byla detekovatelna pouze v 68,3 %
vzorkll. Exprese normalizaéni miR-423-3p nebyla v ramci experimentu stabilni napti¢
vySetfovanymi vzorky a neni tedy optimalni pro normalizaci exprese miRNA u cervikalnich
karcinomu. Srovnani exprese jednotlivych miRNA vzhledem k normaliza¢ni miR-423-3p
z tohoto diivodu nebylo provedeno. Dalsi prace se bude zabyvat vybérem optimalnich
miRNA, které by byly kompatibilni se systtmem TaqMan a budou pouzitelné pro
normalizaci exprese sledovanych miRNA.

U dvou testovanych miRNA, up-regulované miR-21-5p a down-regulované
miR-34a-5p byla pozorovana statisticky vyznamna souvislost s HPV infekci. Role téchto
mMIRNA byla vrozvoji cervikalniho karcinomu popsana ve vice nez tfech studii
(Bumrungthai et al., 2015; Gocze et al., 2015; Ribeiro et al., 2015; Shishoida et al., 2015;
Tian et al., 2014; Zeng et al., 2015), které shrnuje publikace Paradini et al., 2018. Exprese
mMiR-21-5p byla u HPV pozitivnich vzorkti zvySena, naopak miR-34a-5p, ktera je ovlivnéna

hladinou tumor supresorového proteinu p53, byla u HPV pozitivnich signifikantné sniZena.
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Stejna z&vislost byla pozorovana rovnéz pti hodnoceni nadort s pozitivitou HPV16 nebo
HPV18. HPV16/HPV18 jsou nejvice rizikové genotypy, které maji nejvyssi karcinogenni
potencial a jsou zodpovédné za vice nez 70% vSech cervikalnich nadord. Nizs§i exprese
miR-34a-5p a vyssi exprese miR-21-5p u HPV pozitivnich obecné¢ i HPV16/HPV18
pozitivnich  ukazuje na dysregulaci bunééného cyklu, zplsobenou inaktivaci tumor
supresorového genu p53, a proliferaci. ZvySena exprese miR-21-5p u HPV pozitivnich

nadort byla popsana rovnéz v praci Han et al., 2015.

Pro dalsi testovanou miR-29a-3p byla zjisténa vyznamna korelace mezi sniZenou
expresi a zasazenim miznich uzlin. Ziskana data ukazuji na to, ze by mohla mit exprese
miR-29a-3p vliv na invazivitu a lokalni Sifeni nadoru. Podobné zavéry byly publikovany
v préci Gong et al., ktera u cervikalnich nadort prokazala vyznamnou roli miR-29a —
DNMT1-SOCSI1 drahy pfi invazivité a metastazovani (Gong et al., 2019). Dle naSich
vysledkti neni miR-29a-3p down-regulovana u HPV pozitivnich vzorkd, ale naopak
up-regulovana. Tyto vysledky jsou v rozporu se studii provedenou Li et al., kde byla exprese
miR-29a-3p v HPV infikovanych vzorcich snizena (Li et al., 2011). U dalsich testovanych
miRNA nebyla zjisténa zadna statisticky vyznamna korelace mezi expresi a HPV infekci

nebo stadiem nadoru.

Statisticka analyza na testovaném souboru 41 vzorkil cervikalniho karcinomu ukazala
u né¢kterych miRNA vyznamné rozdily u sledovanych parametri, jedna se vSak pouze o malé
mnozstvi dat, ze kterého nelze délat jednoznacné zavéry. Tato studie, ktera predstavuje
pilotni projekt, bude rozsifena o dal$i vzorky cervikdlnich karcinomd, aby bylo mozné

nalezené¢ korelace potvrdit ¢i vyvratit.
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9 Zavér

V teoretické Casti prace byl vypracovan literarni piehled na téma asociace lidského
papilomaviru s karcinogenezi riznych nadorovych onemocnéni a moznosti screeningu
cervikalniho karcinomu. Podrobné¢ byly zpracovany metody, pouzitelné v ramci
cervikalniho screeningu, v¢etné metod triazovych a moznosti pouZiti aberantni exprese

miRNA pro tridz HPV pozitivnich Zen.

Cilem experimentalni casti bylo optimalizovat detekci exprese 8 vybranych miRNA
v nadorovych tkanich a pokusit se objasnit jejich roli v rozvoji cervikalniho karcinomu.
Ziskana data naznacuji souvislost mezi aberantni expresi miR-21-5p a miR-34a-5p a HPV
pozitivitou a aberantni expresi miR-29a-3p a zasaZenim lokalnich uzlin. Exprese
normaliza¢ni miR-423-3p nebyla v ramci experimentu stabilni napti¢ vySetfovanymi vzorky
a neni tedy optimalni pro normalizaci exprese miRNA u cervikalnich karcinomu. Dalsi prace
se bude zabyvat vybérem optimalnich miRNA, které by byly pouZitelné pro normalizaci

exprese sledovanych miRNA.

Tato studie predstavovala pilotni projekt, soubor vzorkl cervikalnich karcinoma bude
roz$ifen, aby bylo moZné nalezené korelace potvrdit ¢i vyvratit. Navazujici prace se bude
vénovat optimalizaci normalizacnich miRNA tak, aby byly pouzitelné pro normalizaci
sledovanych markert a pfesngj$i kvantifikaci. V piipad€, Ze budou nalezeny vyznamné
zménéné miRNA, které by se ukézaly dostatecné specifické pro predikci cervikalni
karcinogeneze, budou nasledné¢ vybrané¢ miRNA testovany u cervikalnich stéra tak, aby
jejich detekce byla pouzitelna pro triaz HPV pozitivnich pacientek v ramci primarniho HPV
screeningu, coz by piedstavovalo novou objektivni alternativu k dosud pouzivanému

cytologickému vySetieni.
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