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Anotace

Rakovina d€lozniho ¢ipku je zdvazné nadorové onemocnéni, indukovéano piedevsim vysokorizi-
kovymi (-high risk) HPV (human papilomavirus) viry. Téchto 13 genotypl je povazovano za
karcinogenni a jsou ziejmou pii¢inou invazivniho karcinomu cervixu (ICC) po celém svété. '

Infekce epitelu délozniho hrdla v oblasti tzv. transformacéni zony lidskymi papilomaviry je dnes
povazovana za stézejni pri¢inu vzniku prekanceroznich stadii — tzv. cervikalnich intraepitelial-

nich neoplézii.'” Tyto zmény na dlazdicobun&éném epitelu jsou podle vahy nalezu déleny na mé-

N 24

Soucasna vysetfovaci metoda, screening délozniho ¢ipku, si klade za cil tyto pfedrakovinové 1éze

vCas rozpoznat a predejit tak vzniku ICC, bohuzel se vSak tento typ testovani potyka s nizsi sensi-

tivitou a také s falesn& positivnimi 2! a fale$né negativnimi nalezy.?

Integrace DNA HPV viru do lidského genomu je povaZovana za jeden z nejvice rizikovych fakto-
rti pro vznik cervikalniho karcinomu®® a je piitomna az v 90% vsech karcinomi cervixu.** Stupefi
integrace lidskych papilomavirh koreluje se stupném cervikalni intraepitelidlni neoplazie a mize
byt povazovan za marker progrese predrakovinovych 1ézi.X° Pokud by byla vyvinuta metoda, kte-
rd dokéaze rychle a s piesnosti rozlisit integrovanou a volnou formu viru, mohla by pak skutecnost
integrace slouzit jako dulezity prekurzor pro vznik invazivniho karcinomu a stat se novym
nastrojem pro screeningovy program. Stanoveni integrace by bylo moZzno aplikovat i na dalsi
druhy rakoviny, které jsou spjaty s HPV infekci u muzi i zen. Jedna se napiiklad o karcinomy
krku, kone¢niku a zevnich pohlavnich organi. PIné pochopeni mechanismtit HPV integrace a jeji
vyuziti by tak mohlo vést ke zlepSeni prevence ¢i zpiesnéni detekce mnoha papilomaviry

indukovanych nadorovych stavi.?!

Cilem vyzkumu bylo sestavit tuto metodu, kterd by fungovala na jednoduché bazi a byla by tak
vhodna k zavedni do praxe. Lékaim by pak usnadnila ur¢eni z&dvaznosti neoplazie a umoznila
pfesnéjsi stanoveni diagndzy a nasledné 1é€by. Tato skuteCnost je velmi podstatna, jelikoz CIN1 a
CIN2 se 16¢i odlisnymi zptisoby.

JiZ zminovana metoda by mohla zbyte¢nému podrobeni pacientky invazivnimu zdkroku, nebo

naopak stanovit vyrazné vyssi riziko rozvoje karcinomu.

Klic¢ova slova: cervix, integrace HPV do hostitelské DNA, rakovina délozniho ¢ipku, HPV



Annotation

Cancer of cervix is a serious tumour disease caused primarily by high risk HPV viruses. These 13
genotypes are considered carcinogenic and are the obvious reason for the invasive carcinoma of
cervix (ICC) all over the world. Today, the human papillomavirus infection of uterine neck in the
area of socalled transformation zone is regarded as the major reason for the origin of precancer-
ous stadiums — cervical intraepithelial neoplasia. The changes of squamous epithelium are ac-
cording to the significance divided into less serious neoplasia CIN1 and more serious neoplasia

CINZ2, CIN3, which are called precancers.

The aim of the presentday method, cervical screening, is to recognise these precancerous lesions
in time and prevent the origin of the ICC, however this testing method has a low sensitivity and

often brings false positive or false negative findings.

The integration of the DNA HPV virus into the human’s genome is believed to be one of the risk-
iest factors of the cervical carcinoma start and is present in over 90 percent of cases. The stage of
the integration of human papillomaviruses correlates with the stage of cervical intraepithelial
neoplasia and can be considered to be the marker of precancerous lesions progress. If a method
capable of fast and precise recognition of a free from of a virus were developed, the integration
could serve as an important precursor for the origin of invasive carcinoma and could become the
new screening tool. Determination of the integration could be even used on other types of cancer
related to HPV infections of men and women, for instance a carcinoma of neck, anus or external
genitals. Fully understanding the HPV integration mechanism and its usage could lead to the im-
provement of prevention or more accurate detection of tumorous states caused by papilloma-

viruses.

The aim of this research is to develop this method, which would be simple and therefore appro-
priate to be used widely. Doctors could determine the significance of neoplasia more easily and
could state the diagnosis and choose the upcoming treatment more accurately. This is a very im-
portant fact as CIN1 and CIN2 are treated differently. The method could as well prevent purpose-

less invasive interventions or point out much higher risk of carcinoma development.

Key words: cervix, papillomavirus integration to the host DNA, cancer of cervix, HPV
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UvoD

Rakovina délozniho ¢ipku, onemocnéni vyvolané predevsim pasobenim lidskych papilomavird
41

(dale HPV), je globalné 2. nejcastéj$im nadorovym onemocnénim mezi zenami.
Incidence karcinomu cervixu v Ceské republice patii mezi nejvyssi v Evropé. Kazdy rok je dia-
gnostikovano 1050 az 1100 novych ptipadt, 350 az 400 zen ro¢né na nasledky nemoci zemie
(obr.1).2

I pfes nyni rozSitenou mozZnost diagnostiky prekancer6znich zmén, které vlastnimu nadoru

predchazeji a ptistupnosti vySetieni délozniho ¢ipku, k poklesu incidence nedochazi.®

C53,D86 - Tunours of cervix uteri, womnen
Time trend

- Incidence
- Mortality
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Source of data: 0ZIS CR
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Analysed data: NC(inc)=75392, N(mor)=15670 http:/Awww.svod.cz

Obr.1 Incidence a mortalita karcinomu délozniho hrdla v Ceské republice zaznamendna v ¢ase, (WWW.svod.Cz)

Rakovina cervixu postihuje predevsim Zeny v produktivnim véku, ov§em skoro 35 % vSech paci-
entek je mladsich 45 let. Vrcholy vyskytu karcinomu délozniho hrdla jsou dva, prvni mezi 35. -
39. a pak mezi 60. - 65. rokem Zivota.?

Obecné¢ plati, ze progndza rakoviny cervixu v ¢asném stadiu je velmi dobra. Nadory s hloubkou
invaze 1-3 mm maji velice dobrou prognoézu a prakticky nikdy nerecidivuji. S pokro¢ilosti choro-

by se v§ak prognoza rapidné zhorsuje.*
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doba infekce d€lozniho ¢ipku hrHPV, které je mozné prokazat u vice nez 95 % ptipada tohoto
nadoru. Invazivni karcinom je pak kone¢nym stadiem dysplastickych zmén dlazdicobunécného
epitelu (CIN) nebo zlazového epitelu (CGIN).”

Vyvoj karcinomu cervixu je velice pomaly. Primarni infekce HPV je ve vétSin€ piipadl bez
symptomu (az 90 % zen) a zpravidla do cca 8—12 mésicli sama odezni. U pfiblizné¢ 10 % Zen
nasledné vznikaji dysplastické zmény v epitelu cervixu, u méné¢ nez 1 % dojde ke vzniku
karcinomu in situ (CIS) a u méné nez 0,2 % se vyvine invazivni cervikalni karcinom.?

HPV infekce se nevyskytuji pouze u Zen, ale i u muzli, kterym indukuji vznik genitdlnich

bradavic, rakovinu kone¢niku i penisu.

v

Nejnoveéjsi a také nejspolehliveéjsi metodou ochrany proti infekci HPV viry je vakcinace, jejimz
cilem je vyvolat bunécnou imunitu. V kombinaci se screeningovymi metodami, by mélo dochazet
ke snizeni incidence 1 mortality nddorti cervixu. Je vSak vice nez pravdépodobné, Ze i pres zmi-
flovana ochranna opatfeni, nenastane Uplné vymizeni nemoci, ktera jsou zpiisobena HPV. Imuni-
zace organismu oCkovanim pacienta ochrani pouze pied HPV, proti nimz je vakcina cilena,
ochrana pomoci vakcinace pak nikdy nebude plna a neni ani zcela jasné, po jak dlouhou dobu
budou oc¢kovani jedinci vakcinou chranéni. TaktéZ v genomech HPV nelze vylouc¢it zmény, které
8

zpisobi snizenou ¢i netiplnou G€innost ockovani.

Proto 1 nadale zistava vyzkum vlivu HPV na vyvoj karcinomu cervixu podstatnym.

10



CILE PRACE

Cilem teoretické ¢asti prace bylo dikladné zmapovani problematiky lidskych papilomavira a
jejich vlivu na vznik karcinomu délozniho ¢ipku. Soucasti cilu byl taktéz popis klinickych proje-

v HPV infekce a jeji diagnostiky.

Cilem vyzkumné ¢asti bylo lepsi porozuméni procesu integrace hrHPV viru do lidského genomu.

Vzhledem k tomu Ze se integrace DNA papilomaviru objevuje jiz brzy v piedrakovinovych stadi-
ich!®, bylo na proces integrace nahlizeno, jako na biomarker progrese prekanceréznich 1ézi a

vzniku samotného invazivniho karcinomu.

Priméarnim zamérem bylo vytvoreni laboratorni diagnostické metody, ktera by dokdzala u pacien-
tek s prekancer6znimi stavy (CIN1, CIN 2, CIN 3) efektivné rozpoznat integraci, stanovit riziko
vzniku karcinomu a usnadnit tak stanoveni kone¢né diagnozy Iékaiem. Tato metoda musi byti
dostatecné presnd, avSak nesmi byt piiliS slozitd ani ndkladna, aby bylo mozné jeji pozdéjsi

zavedeni do lékatské praxe.

Ve vyzkumné ¢asti jsem se zabyvala genotypy HPV 58, 52 a 39. Jedna se o genotypy malo pro-
zkoumané, vSak vysoce rizikové i pomérné Casto frekventované (napi. HPV 58, 52 jsou velmi

asté v Jizni Americe, Asii).’
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TEORETICKA CAST

1. Anatomie délozniho hrdla

Infekce lidskymi papilomaviry se nejcastéji projevuje na zevnich pohlavnich organech, v pochve,
ale predev$im na dé&loznim &ipku. ’

D¢lozni hrdlo, téZ nazyvano cervix uteri, predstavuje dolni ziZenou cast délohy valcovitého tva-
ru. Upind se na n¢j pochva a d¢€li tak hrdlo na dve ¢asti — ¢ast nad iponem a 1 cm dlouhou ¢ést
pod uponem, téz nazyvanou ¢ipek délozni, kterd vy¢niva do pochvy a je tak dobte piistupna vy-
Setfeni. Uprostied vrcholu Cipku rozliSujeme zevni branku délozni, ktera predstavuje otvor déloz-

ni dutiny do vaginy (obr.2).°

4. cervix uteri
5. ¢ast nad uponem

6. cast pod uponem

8. zevni branka delozni

Obr.2 Déloha (uterus), sagitalni ez (Cihdk
Radomir, 1998)

Funkce hrdla délozniho spoc¢iva v zabranéni priniku infekce z pochvy, ale zarovenn v umoznéni
uniku menstruacni krve opaénym smérem a v neposledni fadé pruniku spermii na cesté k oocytu
pii oplodnéni. Déle je pak soucasti tzv. mekkych porodnich cest, jimiz prochazi plod pii poro-

du 12
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2. Dlazdicobunécny epitel a vyskyt HPV infekce

Povrch dé€lozniho ¢ipku je tvofen dlazdicobunéénym nerohovatéjicim epitelem (obr.3). Epitel se
sklada z mnoha, do vrstev ulozenych, epitelidlnich bunck s centralné¢ umisténym jadrem. Jeho

funkce je primarné ochranna, zaroven se viak podili na udrzovani vaginalniho pH.*

Ptechod vicevrstevnatého dlazdicobunééného epitelu ektocervixu do jednovrstevné vystelky en-
docervixu nemad zpravidla ostrou hranici mezi obéma epitely. Sty¢né misto obou epitelll se nazy-
va skvamo-kolumndrni junkce. V oblasti skvamo-kolumnarni junkce dochazi k vyrazné
prolifera¢ni aktivit¢ a k riiznym genetickym zméndm bazalnich bunék, které se pak mohou
snadno diferenciovat v metaplasticky dlazdicobun&ény epitel.” Tato oblast je tedy nejvice
nachylné k infekci papilomaviry. Pokud je infekce indukovana hrHPV, mohou tyto viry zpusobit
tvorbu dysplastickych zmén v metaplastickém epitelu, které v nékterych piipadech usti az ke
vzniku invazivniho dlazdicobun&éného karcinomu.l® Mezi charakteristické rysy abnormalit
endocervikalniho epitelu patii zejména ztrata pravidelného usporadani jader az prekryvani jader;
polymorfie bungk, ztrata soudrznosti bun€k a tvorba bun&cnych shlukl. Pro maligni nadory je
pak typickd tvorba obrovskych shluki bun¢k (groupping), palisddové usporddani bunek,
pseudozlazové utvary a zména tvaru a okraji bunéénych shluki.*? Na rozdil od dlazdicobu-

nééného epitelu, epitel jednovrstevny cylindricky, neni pfirozenym sidlem HPV infekce. >

Obr.3 Charakteristicky histolgicky obraz stény poSevni
(www.moodle.lIfhk.cuni.cz)
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3. Lidské papilomaviry

Papilomaviry (obr.5) jsou fylogeneticky velice starou rodinnou neobalenych dsDNA vira*', infi-
kujici epitelidlni tkdné obojZivelnikl, ptakl, plazl a savcl. Témét vSechny typy HPV jsou dru-
hové specifické, nedochazi tedy k mezidruhovému pienosu infekce.” Podle svého onkogenniho
potencidlu jsou HPV viry déleny do 2 skupin: HPV viry s nizkym onkogennim potencidlem (low
risk), zpasobujici benigni nadory typu kodylomat a papilomt, a HPV viry, s markantné vys$im
potencialem (high risk) pro tvorbu invazivniho karcinomu (obr.4). Pravé tyto vysoko rizikové

viry stoji za vznikem az 95% vsech nadort cervixu.?

Association with

cervical cancer’

Most common: 6 and 11

40, 42, 43, 44, 54, 61, 70,
72, 81 and CP6&108

Low-risk

Probable high-risk * 26, 53 and 66

High-risk

Most common: 16, 18

31, 33, 35, 39, 45, 51, 52,
56, 58, 59, 68, 73 and 82

Obr.4 Onkogenni potencidl jednotlivych typii HPV (www. helicase.pbworks.com)

Human papilloma virus (HPV) je vir spadajici do samostatné rodiny papillomaviridae.?

Typ je tradi¢né zauzivanym taxonem v klasifikaci papilomavirti; je tvofen papilomaviry které se
od geneticky jim nejblizSich typi lisi v nukleotidové sekvenci L1 genu o 10-25 %.’

Soucasné je popsano 118 lidskych typa HPV virti.” Vice nez 40 druhi HPV vir( je §ifeno formou
sexualniho styku a u 13 genotypt (hrHPV) je pozorovana piima souvislost se vznikem karcino-

mu. Ostatni formy papilomavirt, nejsou prendseny pohlavnim stykem a jsou odpovédné za vznik

non genitalnich bradavic.??

Obr.5 Lidsky papilomavirus pod elektronovym mikroskopem (www.wikiskripta.eu)
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3.1 Organizace genomu lidskych papilomaviri

Genom HPV (obr.6) obsahuje cirkularni dvouvlaknovou DNA, jejiz délka se pohybuje od 7400
do 8200 part bazi. Tato DNA je replikovana v jadrech infikovanych keratinocytii v podobé

extrachromosomalnich plazmidd.?

Genom muze byt rozdélen do 3 hlavnich oblasti: ¢asné, pozdni a nekodujici oblasti. Zminované
Casti jsou od sebe oddéleny dvémi polyadenylaénimi sekvencemi. Casny region (early region)
zaujima asi 50 % celkového genomu a koéduje 6, €i vice ¢tecich ramcil (proteiny E1,E2 a E4-
E7).2° Pozdni region (late region) koduje 2 &teci ramce (L1 a L2) a pokryva skoro 40% genomu
viru.?’” Regulaéni region, oblast nekodujici proteiny, obsahuje vazebna mista pro virové proteiny
E2 a E1, kde zacina replikace DNA viru, dale pro promotory (P1,P2,P3 a vedlejsi P4), které regu-
luji expresi onkoproteinti E6 a E7.%! Regula¢ni region(URR, LCR) taktéz obsahuje vazebna mista
pro transkripéni faktory a dal§i regulacni proteiny, jednd se o segment dlouhy 850bp a
predstavujici zbylych 10% genomu.’

Jednim z podstatnych rozdilti mezi low risk a high risk HPV viry je nepfitomnost P2 promotoru u
hrHPV viru, u kterych je tedy translace proteinu E7 zajisténa alternativnim zptsobem, sestiihem
messenger RNA (mRNA) z regionu kodujici protein E6. ’

Transkripce DNA probiha pouze ve sméru 5> 3".2

E1*E4
£,

. @ESE2

HPV39REF

Obr.6 Cirkularni schéma genomu HPV 39 (www.pave.niaid.nih.gov)
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3.1.1 Funkce virovych proteini E6 a E7

Vysoce rizikové viry (hrHPV) maji schopnost navodit onkogenni transformaci bunky prostred-
nictvim interakce svych onkogennich proteinti E6 a E7 a regula¢nich proteinti buriky.*?

Hlavni funkci virového proteinu E6, ktery je tvofen cca 150 aminokyselinami %, je interakce s
proteinem p53, mezi jehoz hlavni funkce patii regulace bunécného cyklu v kontrolnich bodech
G1 a G2 a taktéz regulace prechodu buiiky do apoptické drahy.?® Protein p53 patii mezi reparaéni
proteiny, tzv. DDR (DNA damage response) proteiny. V pfipade znacného poskozeni DNA, p53
aktivuje signalni drahy, vedouci k programované bunééné smrti.** Protein E6 se pomoci
ubikvitin-ligazy E6AP vaze na tumor supresorovy protein p53, coz Gsti k degradaci proteinu p53
v proteasomech a nasledné ztrat¢ kontroly bunécné proliferace a rovnéz k destabilizaci genomu.
30 E6 protein tedy zptsobuje inhibici funkce p53 a nepiimo potladuje apoptoézu (obr.7).2® Funkci
proteinu E6 je taktéz degradace proteini GAP, to pak vede k naruSeni pienosu signalu G-
proteiny, a rovnéz reaktivace genu katalytické jednotky telomerazy (hTert), ¢imz nastava
imortalizace bunék.” Taktéz degradace proteinti GAP, to pak vede k naruseni pfenosu signalu G-
proteiny, a rovnéz reaktivace genu katalytické jednotky telomerdzy (hTert), ¢imz nastava
imortalizace bundk.” V souvislosti s virovym proteinem byla popsana taktéz deaktivace
proapoptickych proteinti Bak®! a Bax*’. Samotny protein E6 je schopen in vitro imortalizovat
bunky prsni Zlazy a spolecné¢ s virovym proteinem E7 je rovnéz schopen imortalizovat
keratinocyty délozniho &ipku.’

Hlavni funkci virového proteinu E7, ktery je tvofen ptiblizné 98 aminokyselinami, je reaktivace
bunécéného cyklu v diferenciovanych keratinocytech dlazdicobunééného epitelu, ty pak opét
vstupuji do S-fize bunééného cyklu’. Zde je opét diilezita vazba virového E7 proteinu na pRb
protein, ktery plsobi jako negativni regulator bunééného cyklu a pomoci vazby na transkripéni
faktory E2F rodiny zabranuje buiice opétovné vstoupit do bunééného cyklu a reguluje tak
proliferaci. E7 virovy protein zpusobuje jeho degradaci v proteasomech, coz ma za nasledek
opét ztratu kontroly proliferace.®® E7 protein taktéZ vytvaii komplex s cullin-2-ubikvitin ligazou,
prostfednictvim néhoz je pak pRb protein degradovan na podkladé ubikvitinace.® Déle je E7
protein schopen v burkach, které jsou mitoticky ¢inné, indukovat aktivaci cyklin dependentnich
kinaz 2, 4 a 6 nezavisle na cyklinu D.* Jednim z mechanismi aktivace je destabilizace funkce
proteinu p21 a p27. Tyto proteiny za beznych okolnosti inhibuji aktivitu cyklin dependentnich
kinaz.” Naruseni funkce proteinu pRb, p21 a p27 zptisobené ¢innosti virového proteinu E7 ma
za nasledek zvySenou expresi proteinu pl6, ktery za normalnich okolnosti zastavuje, pomoci
inhibice cyklin dependentnich kindz, bundény cyklus v G1 fazi*®, jeho puisobeni je vsak v
momenté naru$eni bunéénych drah neu¢inné.” VEétsi mnozstvi proteinu p16 je zjistitelné pomoci

imunohistochemie, je tedy mozné jej vyuzit jako nepiimy ukazatel hrHPV infekce.®
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Degradation and inactivation of tumor suppressor p53 and pRb HPW E6 and E7

\] T Transcription
o Ubiguitin-conjugatin Q_—)
Ubiquitin Gl enzyme complex H.?l, I P E2F-1 pRS
. Transcriptional 1
E2F-1 nactve
58 > 000000 sl complex
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Obr.7 Schéma procesu degradace a inaktivace proteinu p53 a pRb virovymi proteiny E6 a E7 (Eun-Kyoung Yim et
al., 2005)

3.1.2 Funkce virovych proteini E1 a E2

Primarni spole¢nou funkci virovych proteinti E1 a E2 je zajisténi replikace virové DNA.%

E2 je dimericky protein, ktery je esencialni pro virovou replikaci in vivo.*® Tento protein se vaze

na misto zagatku replikace DNA viru v regulaénim regionu jeho genomu.’

El je protein uspoiadany do dihexamerického tvaru, odpovidajici enzymu DNA helikaza.*® Jedna
se o jediny enzym, ktery jé kodovan virovou DNA, vSechny zbyvajici enzymy a regulacni
proteiny, nutné pro replikaci DNA viru, jsou poskytovany hostitelskou bunikou. Tato skutec¢nost
je pak diivodem, pro¢ je velmi obtizné vyvinout selektivni inhibitory replikace HPV.’

Virovy protein E2 taktéz zajiStuje spravné rozdéleni virovych plazmida pii déleni buiiky do bu-
nék dcefinych a rovnéz piispiva k udrZeni jejich stability. Timto zpsobem je pak umoZnéno pie-
trvavani infekce. Protein E2 se také podili na regulaci dal$ich virovych gent, jelikoz se jeho va-
zebné misto Easte¢né prekryva s promotorem P1.” Vyznamna je piedevsim schopnost potladovat

transkripci onkogenti (genti podporujicich bunéénou proliferaci).*®

Protein E1 jako DNA helikaza spolecné s DNA polymerdzou a s proteinem RPA, vazajicim
jednovlaknovou DNA, zajist'uje replikaci a elongaci nového DNA fetézce. Spravné nacasovani
funkce a aktivita proteinu E1 je ovliviiovana transportnim systémem, ktery pomoci cyklinti a

kinaz idi jeho pfesun z cytoplasmy do jadra hostitelské buiiky.’
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Produktivni cyklus rozmnoZovéani papilomaviri s tvorbou novych virionl nastdva ve stfedni a
horni vrstvé statum spinosum dlazdicobunécného epitelu, a to v bunkéch které jesté nejsou dife-

renciované do podoby plochych keratinocytt.*®

HPV replikace taktéz zpisobuje dvojietézové zlomy DNA v genomu viru, coz usti k produkci
substrati pro integraci DNA HPV do genomu hostitelské buiiky.*°

Ptechod z ptedrakovinovych 1€zi do invazivniho karcinomu (SCC) je ovliviiovan taktéz expresi
E2 proteinu.*

Proteiny E2 a E7 jiZ nejsou exprimovany v totozném mnozstvi. Dochéazi k naruseni exprese E2 a
virovy protein E7, spole¢né s proteinem E6, je tedy exprimovan mnohonasobné vice. Replikace
viru neprobiha a dochazi k integraci virového genomu do hostitelské DNA.** Virovy protein E2
je tedy odpovédny za represi transkripce virovych onkogent,”® a jeho absence je déivodem pro

vznik genomové nestability a podporeni karcenogeneze cervikalnich 16zi.*

3.1.3 Funkce virového proteinu E1/E4

Virovy protein E1/E4 je v rdamci HPV genomu proteinem s nejvétsi variabilitou a jeho funkce
jest& nebyla zcela objasnéna.” Z novych poznatkii se vSak usuzuje, Ze tento protein je podstatny

pro maturaci a replikaci viru a je exprimovan az v pozdnich stadiich infekce.®® Virovy protein

E1/E4 je schopen zplsobit zastavu bunééného cyklu v G2 fazi pomoci navazani komplexu cykli-
nu B s cyklin dependentni kindzou 1 na cytokeratinovéa filamenta v cytoplazmé buiiky.” Tento

protein také napomaha uvoliiovani nové vzniklych viriond.*

Transkripce mRNA zacind v promotoru P3 a konc¢i ve ¢tecim ramci E4. Nasledn¢ dochazi k
vystiizeni rizné dlouhého useku mediatorové RNA a vysledny protein je tak tvofen aminokyse-
linami kddovanymi ¢tecim rdmcem E1 a E4.” K expresi E4 proteinu dochazi v jiz diferenciova-
nych infikovanych buiikach.*® V porovnani s ostatnimi virovymi proteiny je E1 syntetizovan v
nejvetsim mnozstvi a tvoti priblizné 90 % transkriptu viru. Z tohoto diivodu je v benignich 1é-
zich tento protein pfitomen piedev§im v builkdch vysSSich vrstev epitelu, které obsahuji velké
mnozstvi DNA viru.” Konkrétng je L1 spolecné s cytokeratinem bunék lokalizovan v nejtlustsi

vrstvé epidermis stratum spinosum.*
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3.1.4 Funkce virového proteinu ES

Virovy dimericky protein E5 je lokalizovan v membrané endoplazmatického retikula a Golgiho
aparatu hostitelské buiiky. Vzhledem k tomu, ze ¢teci ramec ES neni u nékterych typta papiloma-
virt piitomen, pfedpoklada se, ze tento virovy protein nebude pro zivotni cyklus HPV viru ne-
zbytny. Protein ES taktéz umoziiuje infikovanym buitkdm uniknout z imunitniho dohledu, ¢imz
spole¢né s proteiny E6 a E7 tlumi imunitni odpovéd hostitele.’

Funkce virového proteinu ES neni jesté zcela prozkouména, avSak predpoklada se, Ze tento pro-
tein hraje diilezitou roli zejména v brzkych fazich karcinogeneze.>® Virovy protein ES interaguje
s membranovymi receptory buitkky (EGF, PDGF), a tim dochazi ke stimulaci bunécné proliferace
v HPV infikovanych buiikach.>® V buiikach invazivniho karcinomu jiz tento protein exprimovan

neni.’

3.1.5 Funkce virovych proteini L1 a L2

Virové proteiny L1 a L2 vznikaji translaci dlouhého vldkna mRNA, které vznika transkripci cte-
cich ramcti E1, ES, L1 a L2.” Tyto proteiny jsou exprimovany az v pozdnich stadiich HPV infek-

ce.56

Protein L1 je vyznamny piedevsim jako dileZzita soucast virové kapsidy, kterou tvoii z 90 % pro-
cent.*” L1 se samovolné usporadava do kapsid, které jsou morfologicky neodlisitelné od prazd-
nych virovych partikuli (neobsahujici geneticky material) — tzv. pseudopartikuli (VLD — virus
like particles). Protein L2 vyrazné ovliviiuje umisténi t€chto pseudopartikuli, které se pak nachazi
v jadte infikované hostitelské bunky a jsou zakladni slozkou virového kapsidu. Tvar a stabilitu
této kapsidy pak pomahé udrzovat virovy protein L2. Zaroven je L2 protein velmi podstatny pro
tvorbu infek¢nich virovych partikuli. Samotnéa prostorova struktura viru hraje velmi podstatnou

roli pii navazani viru na hostitelskou buiiku.*?

Castice, které jsou tvoteny proteinem L1 jsou zakladem pro vyrobu vakcin proti HPV infekei.”
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3.2 Prenos papilomaviru
Papilomaviry se prostfednictvim kize §ifi pfimym kontaktem, pfi¢emz dochazi k tomu, ze se
virus zachyti na mistech drobnych koznich trhlin a odfenin. Takové nepozorovatelné poranéni

miize piimo souviset s pohlavnim aktem.*

Lidské papilomaviry jsou celosvétové nejcastéji prendSenou pohlavni infekei, celoZivotni riziko
nakazy HPV je u zen aZ 80 %. Pfenos HPV infekce pfi heterosexudlnim pohlavnim styku je moz-
ny obousmérné mezi partnery.

Rizikovym faktorem je tedy Casté stiidani sexudlnich partnerd® a imunosuprese z jakékoliv

pri¢iny, ¢i indukovana piitomnosti viru HIV.%

3.3 Vyvojovy cyklus HPV viri

3.3.1 Infekéni cyklus papilomaviri

Jak jiz bylo fecCeno, lidské papilomaviry infikuji keratinocyty piedevSim v oblasti skvamo-
kolumnarni junkce.”® Buriky skvamo-kolumnarni junkce se mohou diferenciovat jednak v
keratinocyty, ale také v bunky cylindrického epitelu, popt. v dysplastické zmény vyvolané pi-
sobenim hrHPV viri.’

Zakladnim ptfedpokladem pro vstup viru do buiiky je vazba na receptor lokalizovany v bunécné
mebrané€. Po dlouhou dobu bylo pfedpokladano, Ze dochazi k navazani papilomaviru pfimo na
keratinocyty. Vysledky relativné novych studii in vivo, vSak dokazuji ze primarnim mistem vazby
je bazalni membrana epitelu, navazani HPV viru na keratinocyt nastava az pozdéji.” Velmi pod-

1.42

statnd je zde funkce virového proteinu L Diky tomuto proteinu je viru umoznéna vazba na

heparansulfat, ktery je pfitomen v bunééné membrang.>®

Po navazani virového proteinu L1 na heparansulfat dochazi v disledku konformacni zmény
virové kapsidy k odhaleni specifického mista v molekule L2 proteinu, ve kterém je tento protein
nasledné Stépen furinem pifitomnym na povrchu hostitelské buniky. Dochazi k dal$im zméndm

konformace virové kapsidy, které vedou k uvolnéni vazby viru z primarnich receptorii a navazani

na, zatim neznamé, sekundarni receptory a k internalizaci HPV viru do buiiky hostitele.’
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Mimo keratinocyty dokazi HPV viry infikovat taktéz Langerhanssovy buiiky. Tyto dendritické
buiiky, brénici lidské télo pted patogeny vstupujicimi ptes pokozku, jsou dilezitou slozkou imu-
nitniho systému.>® Tato interakce je tedy dileZitd pro imunitni odpovéd organismu na pfirozenou
infekei &i ockovani.>

Po navazani viru na sekundarni receptory dochazi k vniknuti viru do nitra buiiky.” Kompletni
struktura HPV virionu neni pfizplisobena na proniknuti jadernymi pory, proto v prabchu

transportu dochézi k rozruseni virové kapsidy $tépenim disulfidickych mistkd.>’

Vlastni transport virového genomu do jadra hostitelské buniky je zprostiedkovan pomoci hetero-

dimert Kapo2p1 a systémy Kapp2, Kapp3.%

3.3.2 Replikaéni cyklus papilomaviru

Replikaéni cyklus viru probihd v jadfe infikované buiiky.®? Replikace virové DNA zagina
oddélenim histoni od obou vldken virové DNA, tomu ptfedchazi uvolnéni pnuti dvojvlakna
dsDNA, které byva maslovité sto¢ené kolem pomyslné dlouhé osy.>® Virusem kédovany protein
E1 se vaze na sekvenci Ori, nasledné asociuje s proteiny komplexu DNA polymerazy a taktéz s
proteinem E2. Nové replikovana DNA je pak uchovavana ve form¢ extrachromosomalnich
plazmidi.*®

Intezita replikace virové DNA je velmi nizk4 v bazélnich/suprabazalnich keratinocytech, v
prabéhu jednoho bunééného cyklu je replikovana pouze jednou. Celkovy pocet virovych DNA

se v jiz zminénych keratinocytech pohybuje kolem 20 az 100 kopii.*’ Tento podet je relativné
staly diky regulaci exprese virovych proteinii E1 a E2, pomoci vlastniho proteinu E2.” Jakmile se
buiika piesune do vrstvy stratum spinosum, prestava se délit a nastava proces diferenciace.®? Pra-
vé v diferencujicich se buiikach v stratum spinosum dochazi primarné k replikaci virové DNA.*
V jedné hostitelské buiice vznika az tisic kopii virové DNA.’

Bunky, které se dé€li, zaujimaji maximalné jednu tfetinu epitelu. V hornich vrstvach se buiky
nachdzi v rizném stadiu diferenciace. Pokud infekce vysoko rizikovymi typy pietrvava dlouho,
muze dochazet ke vzniku zadvaznych intraepitelialnich 1€zi (HSIL). Tyto 1éze jsou typické repli-

kaci nezralych epitelialnich bundk v celém objemu epitelu, které se jiz dale nediferencuji.®?
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3.4 Integrace HPV viru do hostitelské DNA

Integrace genomu lidského papilomaviru do DNA hostitelské buniky (0br.8) je jednim z dé&ju
stojicich na po¢atku nadorové progrese.®® Vysoce rizikové integrované papilomaviry se nejéastgji
nachazi v cervikalnich neoplaziich tietiho stupné (CIN 3).54 V CIN 2 ¢&i CIN 1 se papilomavirus
vyskytuje primarné v episomalni formé¢, i pres to ho vSak mizeme v téchto stadiich relativné
Zasto pozorovat taktéz v integrované formeé.

Pii sestavovani této prace jsem vychazela také ze ¢lanku (Zheng Hu et. Al, 2015). Pokud budeme
uvazovat vysledky tohoto vyzkumu, integrace viru HPV 16 se vyskytovala v 50 % jizv CIN 1 a
v 71 % v CIN 3. Integrace papilomaviru pak byla rozpoznana az v 87 % spinucelularnich
karcinomu. Je zde tedy patrna souvislost s progresi cervikalnich 1€zi, vyssim rizikem vzniku
karcinomu a integraci viru do genomu.®

Integrace DNA viru do chromosomt hostitele nastava v délicich se buiitkdch rohovatéjiciho i ne-
rohovatéjiciho dlazdicovitého epitelu. Vysledky novych studii poukazuji na to, ze ackoliv
dochézi k integraci do genomu hostitelské buiiky ndhodile, u HPV 18 se misto integrace nachazi
v blizkosti protoonkogenu c-myc.”®

Ke zlomu cirkularni dsDNA viru nejcastéji dochazi v oblasti, kterd koduje protein E2, ¢imz
nastava snizovani pravdépodobnosti produktivniho rozmnozovani viru v hostitelskych butikach.
Vysledkem je pak zachovana zplsobilost navodit transformaci bez moZnosti produktivni
replikace, coZ je stav idealni pro vznik karcinomu. Stav chronické neproduktivni infekce HPV je
tototiz spojeny s expresi virovych proteint E6, E7, kterd je pii produktivni replikaci viru
inhibovana pomoci proteinu E2. Dochazi tedy k nadmérmé transkripci gent E6 a E7.7

Ke zvyseni hladiny E6 a E7 pfispiva také zvysena stabilita mRNA transkriptl téchto gend.®’

Jiz popsany stav nasledné vede ke vzniku trvalé proliferace.*® Pomoci téchto ¢asnych proteintl,

papilomaviry udrzuji stav imortalizace hostitelské bunky, E6 a E7 soufasné¢ vyradi z ¢innosti

tumorsupresorové proteiny p53 a retinoblastomovy protein pRb.%
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Obr.8 Schéma Stépeni cirukuldarni DNA viru v oblasti E2 genu a ndsledni zaclenéni neStépené oblasti do DNA
hostitele. Virové transkripty jsou moduloviny pomoci promotorii hostitelské burniky. (Harald zur Hausen, 2002)

Gen p53 koduje protein, ktery je Zivotné dilezity v ochrané pfed buiikami s poskozenou DNA.*®
Pokud k takovému defektu dojde, protein p53 se vaze na DNA a aktivuje se. Aktivace p53 pak
vede k programované apoptoze buiiky.*® Pokud je na protein p53 navaze virovy protein E6, pod-
1€ha strukturni zméné a nedokaze se jiz vazat na DNA za ucelem apoptoézy. Mutovana bunka se
miize dale délit.*

Jak jiz bylo uvadéno, gen pRb koéduje protein, ktery potlacuje schopnost replikace bunky. Protein
pRb zabraiuje pomoci inhibice postupu z G1 do S faze. Inaktivace tohoto proteinu pomoci E7,
tsti opét v nekontrolovatelnou proliferaci.*® Samotn4 integrace tedy vede k blokadé apopotickych
mechanismi bunky a blokadé syntézy regulacnich proteinti, kterd vede k nekontrolovatelné

mitotické aktivité'4, deregulaci bun&éného cyklu a maligni transformaci.®®

3.5 Imunitni odpovéd’ organismu a osud HPV infekce

3.5.1 Imunitni odpovéd’ organismu na HPV infekci

Infekéni viriony se kompletuji v hornich vrstvach sliznice a uvoliiuji se z odumirajicich bungk.%

Infekce papilomaviry je pouze lokalni a vzhledem k tomu, Ze k infekci staci pouze malé
poskozeni integrity bezcévniho dlazdicobunécného epitelu, bez naruseni jeho bazalni membrany,
nedochézi k viremii.” Papilomaviry taktéZ nezpisobuji rozpad infikovaného keratinocytu, ktery
by mohl stimulovat imunitni systém. Také aktivace bunc¢k imunitniho systému v regionalnich

lymfatickych uzlindch je minimalni.”® Pfes tyto fakta, vSak k imunitni reakci organismu dochézi.
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Doba, kterd uplyne od infekce k indukci specifické imunitni reakce ma rozpéti od tydnl po
mésice.®?

Imunitni odpovéd’ se rozviji predevsim proti kapsidovému proteinu L1, pomoci syntézy, proti
nému namifenych, neutralizaénich latek.®® Tyto protilatky jsou syntetizovany asi 8—16 mésicti po
infekci.®? U mnohych jedinct, ale imunitni odpovéd’ miize byt velmi nizka, jelikoz rozsah kon-
taktu virionti s antigenem prezentujici butiky (APC) je nedostateény.%

Papilomaviry se vymanuji z kontroly imunitniho systému, tim Ze narusuji signalni drahy, které
jsou spojeny s interferony, které za normalnich okolnosti stimuluji antivirovou aktivitu imunitni-
ho systému. V prubéhu infekce papilomaviry dochazi ke snizovani poc¢tu Th-1 lymfocytl, mezi
jejichz primarni ulohy, patii produkce imunostimula¢nich cytokinonii. Naopak dochazi ke zvyso-
véani poétu Th2-lymfocytii, které tvoii cytokiny tlumici imunitni odpoved’.’

Imunitni systém kazdého jedince se mirn€ 1isi, z toho diivodu miize byt i1 klinicky priibéh HPV
infekce u kazdé osoby rozdilny.”* Nasledny osud HPV infekce je pak vysledkem aktivity a ucin-

nosti imunitniho systému hostitele.’

3.5.2 Prubéh a osud HPV infekce

Nejcastéjsim piipadem prubéhu HPV infekce je jeji Casna eliminace imunitnim systém hostitele.
Vétsina infekei cervixu je potladena nebo zcela eliminovana do 1 az 2 let od vzniku nakazy.”
Pokud nedochdzi k regresi HPV infekce, dochazi k jeji perzistenci (stalost) nebo se infekce Siii
dale ¢ili nastava jeji progrese.’

V piipad¢ pietrvavajici infekce, muze imunitni systém hostitele, tuto infekci zcela kontrolovat.
Virus je ptitomen ve formé extrachromosomalnich plasmida v infikovanych bazélnich keratino-
cytech. Infekce je zcela bez klinickych ptiznakli a miize takto pretrvavat v latentni form¢ az né-
kolik let. Pfi imunosupresi, vak miiZe nastat reaktivace viru a vznik aktivni infekce.’

Infekce miize byt taktéZ kontrolovana imunitnim systémem pouze Castecné, pficemz dochazi k
tvorbé virionti pouze v omezeném poctu keratinocyt. Vysledek jsou pak dlazdicobunécné be-
nigni papilomy a intraepitelidlni neoplazie prvniho a druhého stupng.’

Pokud dochazi k nasledné progresi infekce, mlize nastat nadorova transformace, kterd ptes jed-
notliva stidia neoplazii usti az ke vzniku invazivniho karcinomu.®®

Inkubacni doba pro vznik karcinomu je odhadovana na 20 a vice let, u imunosuprese se jedna o

proces kratsiho trvani.”?
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3.5.3 Oc¢kovani proti HPV infekci

Jednim z nejvétSich uspéchli mediciny v oblasti prevence proti papilomavirové infekcei, je objev
o¢kovaci vakciny. O¢kovani chrani pied nakazou papilomaviry a tim zabranuje vzniku karcino-
mu délozniho ¢ipku.” Nyni jsou dostupné dva typy vakcin Silgard a Cervarix.5!

Po ockovani dochéazi k rozvoji specifické humoralni imunity namifené proti genotyplim viru
zastoupenych ve vakcing.* Zakladem obou vakcin jsou virim podobné &astice VLP (virus like
particle), které jsou tvoiené pouze virovym proteinem L1, ziskané biotechnologicky z kvasinky
Saccharomyces cerevisiae.’

Ob¢ vakciny chrani pfed hrHPV 16 a 18, které jsou globaln¢ nejrozsifenéjsimi typy papilomavi-
ri.” Tyto vakciny jsou uréeny primarné divkam ve véku 9-14 let.”® Neni vyloucena ani vakcinace
chlapcii ve véku 11-12 let vakcinou Silgard.”” V idealnim p¥ipadé by méla byt vakcina podana
divkam pred prvnim pohlavnim stykem.’®

Ob¢ vakciny jsou velmi G¢inné, taktéZz nemohou zpusobit HPV infekci ani rakovinu samotnou,
jelikoz VLP neobsahuji virovou DNA.™
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4. Klinické projevy infekce papilomaviry

Klinické projevy HPV infekce se déli do tii skupin, a to na latentni, subklinickou a klinickou
formu. Latentni formu lze prok4zat pouze HPV testem, popiipadé prikazem protilatek proti
lidskému papilomaviru.® Subklinicka forma, ktera pievazuje, ma projevy, které jsou zjistitelné
pomoci kolposkopického, cytologického a histologického vySetfenim. Klinickou formu lze

detekovat pouhym okem.”®

4.1 Genitalni bradavice

Genitalni bradavice, téz oznacovany jako kondylomata (condyloma acuminatum), jsou nejfrek-
ventovan&j$imi nenadorovymi transformacemi epitelu mezi muZi i Zenami.*’ Jedna se o drobné
bradavi¢naté utvary, které jsou u zen lokalizovany pfedevSim v oblasti zevnich pohlavnich
organil a cervixu.”> Na dé&loznim ¢&ipku jsou detekovany predevsim ploché typy bradavic a je
pomérné naro¢né tyto kondylomata klinicky rozlisit od cervikalnich neoplazii.’
U muzi se tyto nalezy vyskytuji pfedevsim v oblasti kiize penisu a glans penisu.®

Plvodcem jsou nizkorizikové papilomaviry, predev§sim HPV 6 a HPV 11, jejichz vyskyt je po-

mérné frekventovany.8!

4.2 Prekancerozy

Prekancerdzy jsou prednddorové transformace, predchazejici vzniku samotného karcinomu Jedna

se o poruchu vyzravani epitelu s jadernymi a bunénymi nepravidelnostmi, ztratu polarizace do-

provazenou zvysenou mitotickou aktivitou.®? Prekancerdzy jsou pomérné snadno 1é¢itelné, mo-

hou vsak recidivovat pfi perzistenci viru a nebo vzniknout po letech stejnym mechanismem jako
. v s 61 <. . . . TR .

nové onemocnéni.” Mezi rizikové faktory vzniku prekancerdzy patii pfitomnost hrHPV, imuno-

suprese a také sexualni promiskuita.5
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4.2.1 Histopatologicky grading

vvvvvv

vyska epitelu, ktery ma jesté zachovanou diferenciaci.® Stupei 1éze se tedy stanovi podle podilu,
které zaujimaji neoplastické nediferencované buiiky. Cim vice epitel 1éze pfipomina klasicky
epitel, tim mensi bude jeji stupeii. (obr.9).%

U CIN 1 dochazi ke vzniku patologickych zmén (poruchy maturace, jaderné atypie atd.) v dolni
1/3 epitelu, u neoplazii sttedniho stupné (CIN 2) v 2/3 epitelu. CIN 3 jiz tvofi dysplasticky epitel
v celém rozsahu. V pfipadech s vyraznou poruchou maturace a jadernymi atypiemi té¢zkého stup-
né lze CIN 3 hodnotit taktéZ jako carcinoma in situ.8’ Poslednim stddiem, nasledujicim po CIN 3
je invazivni skvamézni karcinom (SCC), ktery jiz sice prorista do okoli a infiltruje vazivo, ale
nemetastazuje do lymfatickych uzlin. Pokrocilejsi nadory uz vykazuji metastaze v regionalnich
lymfatickych uzlinach.*®

V oblasti cervixu, krytého cylindrickym epitelem 1ze transformace povrchového epitelu délit to-
toznym zplusobem jako u epitelu dlazdicového. Pro tyto 1éze je zavedeno oznaceni glandularni
intraepitelialni neoplazice (CGIN).%2

Nasledné chovani intraepitelialnich neoplazii mize byt troji — perzistence, regrese nebo
progrese.®® U vétsiny, hrHPV viry vyvolanymi, dysplazii doch4zi spontanné k regresi bez
jakéhokoliv medicinského zdsahu. Konkrétné dochazi k regresi u 70 % CIN 1 do jednoho roku a
u 90 % do dvou let. U CIN 2 nastava regrese v cca 50 % ptipada do dvou let, opét bez jakékoliv
medikace ¢i invazivniho zékroku. Pfiblizné v 12 % u CIN 3 dochazi k maligni transformaci,
vedouci ke vzniku karcinomu.®® Je nutno tedy zdiraznit, ze samotna pfitomnost hrHPV viri, neni
pfimym stoprocentnim ukazatelem vzniku invazivniho karcinomu. Pravé z diivodu casté regrese
neoplazie, je podstatné rozliSeni mezi nalezem, vedoucim k indikaci l1ékafského zakroku, a

nalezem vhodnym pouze pro sledovani gynekologem.

- %,

Obr.9 Histologicky obraz epitelu, zleva CINI, CIN2, CIN3 (www.dundeemedstudentnotes.wordpress.com)
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4.2.2 Cytologicky grading

Cytologicky grading je zalozen pfedevsim na jadernych charakteristikach. Narustajici pocet ab-
normélnich bungk, spole¢né s velikosti jadra, se zvétsuje s rostouci tizi 1éze.® Hodnocena je tedy
struktura jader, ale taktéZ shluky bunék, a bun&éna cytoplazma (tab.2).*? Nalezy na déloznim &ip-
ku jsou klasifikovany podle Betsheda systému, jehoZ posledni modifikace probéhla v roce
2001.88 Jsou rozliovany na nizko rizikové dlazdicové intraepitelidlni 1éze (obr.10), oznadovany
jako LGSIL(low grade squamous intraepitelial lesion), a na vysoce rizikové 1éze (obr.11), HGSIL
(high grade squamous intraepitelial lesion).

Stupén jaderné a cytoplazmatické maturace byva vyjadien pomoci nukleocytoplazmatického po-

méru (NC) v procentech (tab.1).14

Normalni intermediarni bunky 25 %

LSIL (pramér 40%) < 50 %

HSIL (primér 60%) > 50 %

Tabulka 1 Morfometricka kritéria pro nukleocytoplazmaticky pomeér zalozeny na strednim priumeru v %
(www.eurocytology.com)

Cytolog pii diagnostice rozlisi abnormalni zmény dlazdicovitého a zlazového epitelu od benig-
nich transformaci bun&k.*? Pokud nelze nalez zcela specifikovat pouzivaji se terminy ASC-US a
ASC-H. Tyto zmény jsou souhrnné klasifikovany jako atypické skvamodzni bunky. VétSina ASC
je mezi normalitou a LSIL, a jsou oznacovany jako atypické bunky neurcit¢ho vyznamu (ASC-
US). V mensing ptipadu se jedna o atypické bunky, kde nelze vyloucit H-SIL (ASC-H), jde tedy
o nejistotu mezi benignimi zmé&nami a high grade 1ézemi.**

U zlaznatych buné¢k cylindrického epitelu (endocervixu) rozezndvame nalezy AGC-NOS a AGC-
NEO. Obecné je vSak kategorie AGC povaZovana za rizikovou, jelikoZ tyto nalezy jsou Spatné
hodnotitelné zékladnim kolposkopickym vysetfenim a sensitiva cytologického screeningu je zde
taktéZ snizena.*%

Klasické cytologické obrazy high-grade 1€zi nejsou vzdy v denni praxi vyjadreny, a tak cetné
napodobeniny benignich a nadorovych zmén mohou vést k diagnostickym omylim.* Nejvice

frekventované jsou falesné pozitivni vysledky.?
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E 3
Obr.10 Cytologicky obraz LG SIL. U lehké dysplazie lze pozorovat zvyseny NC pomeér (40 % v uvedené burice),
hyperchromni chromatin, ktery je taktéz hrubsi nez u normalnich bunék. (www.eurocytology.com)

®.

Obr.11 Cytologicky obraz HG SIL. U tézké dysplazie Ize detekovat nepravidelny, hyperchromni chromatin, zvétSeni
Jjader a taktéz narist NC poméru (pres 50 %). (www.eurocytology.com)

ConbEasd s

Jadro zvétSené vyrazné zvétSené

] . granularni nebo 5 o
Jaderny chromatin hrubé granularni

opakni/koilocyty/

ztluStéla a obvykle nepra-

Jadernda membrana miZe byt nepravidelna

videlna
Mitozy ridké dosti Casté
N/C pomér stiedné zvétSeny vyrazné zvétSeny
témér normalni / dyskaryo- |Vyrazné abnormalni, kera-
Cytoplazma tické burnky/ perinuklearni |tinizovana a zvlastné tva-
halo /koilocyty/ rovana
Mohou byt pfitomny u
Koilocyty casto

keratinizujicich lézi

Tabulka 2 Souhrn cytologickych znakit HGSIL a LGSIL; koilocyty jsou formou dyskaryotickych bunek, jedna se o bunky

s homogennimi jadry bez jadérek, kterd jsou obklopena cytoplazmatickym projasnénim. (www.hpv.cervix.cz)
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Obr. 12 Progrese infekce papilomaviry v bunikdch cervixu. Z leva do prava je zndzornéna progrese piivodné nor-
malnich bunék epitelu. Dochdzi k naristu NC poméru v priibéhu bunécné progrese dysplazie, vedouct ke vzniku
invazivniho karcinomu. Je zde taktéz zndzornéno prolinani histopatologického a cytologického gradingu
(www.jaoa.org)

4.3 Maligni epitelové nadory cervixu

Epitel, ktery pokryva délozni hrdlo, se vlivem infekce papilomaviry transformuje na maligni na-
dorové onemocnéni.*’ Pokud neni tento proces véas a dostateéné 1é¢en, nastava sifeni zhoubného
procesu pies lymfatické cévy do délohy, i do okolnich organi. 5!

Pravé dlouhodobé infekce sliznice délozniho cCipku vysokorizikovymi papilomaviry, je v

vvvvv r

soucasné dobé pokladana za nejdilezitéjsi faktor vzniku karcinomu.® Vysoko rizikové HPV viry

byly detekovany u 99,7 % dlazdicobun&nych karcinomi a u 54-94 % adenokarcinomii.®®

Celosveétove nejcastéjsim typem HPV podilejicim se na vzniku nadort je HPV 16, ktery je dete-
kovan ve vice nez 50 % ptipadu, v dalSich ptiblizné 30 % jsou pfitomny ptedevsim typy HPV18,
HPV45 a HPV 31. Ve zbyvajicich 20 % ptipadi pak HPV 33, HPV 52 a HPV 58. Neni vylouce-
na ani pfitomnost vice typtt HPV v dysplastickych 1ézich a karcinomech, neni vSak jednoznac¢né,
do jaké miry tato skutecnost ovliviluje pritbéh onemocnéni. Vyskyt jednotlivych typi papiloma-
vird je taktéz podminén geograficky. Napiiklad HPV 52 a HPV 58 jsou nejrozsitenéjsi v Asii a

Jizni Americe, vzhledem k tomu, Ze vakcina primarné proti témto typtim nechrani, je nutno poci
tat s niz$i uéinnosti o¢kovani ve zminénych oblastech.” Dle publikace (Stefanie J. Klug et al,
2007) patii typy HPV 52 a 58 mezi nejvice frekventované mezi Némeckymi zenami. HPV 58 a
52 taktéz patii mezi typy vird, které jsou nejcastéji detekovany v tézkych cervikalnich neoplazi-

ich 103
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Nejrozsifenéj$im typem néadoru je spinocelulérni karcinom (75 %), indukovany z dlazdicovitého
epitelu a etiologicky souvisejici s HPV infekei.®! Jak jiz bylo zminéno, vznika progresi cervikal-
nich neoplazii.

Casna stadia onemocnéni, stejné jako prekancerdzy, jsou asymptomaticka. U jiz pokrogilych in-
vazivnich karcinomii nastava krvaceni, bolest, hematurie a vodnaty vytok z pochvy.®!

Mezi hlavni rizikové faktory vzniku karcinomu patii predevsim rizikové sexudlni chovani, za
nejrizikovéjsi faktor je povazovan nizky ve€k v dobé prvniho pohlavniho styku a promiskuita

muzi i zen.” Dale pak infekce HIV ¢&i obecn& imunosuprese.®

5. Diagnostika HPV infekce

Infekei papilomaviry lze prokazat prokazat nepfimymi metodami mezi které se fadi primarné
cytologické, histologické vySetfeni a sérologickd diagnostika. Mezi pfimé metody se pak fadi
predev§im imnuhistochemické a imunocytochemické postupy a hybridizace virové DNA.”? Nej-

Castéji se vyuziva diagnostiky onkologickou cytologii, histologickym vysetienim a hybridizacni-

mi metodami.*®

5.1 Metody neprimé
5.1.1 Histologické vySetieni

Histologicka diagnostika informuje o stavbé tkani, bunék a principech jejich uspotadani.®” Mate-
ridl na histologickou diagnostiku se ziskdva pomoci biopsie, odnétim malého kousku cervikalni
tkéng.®!

Dle histologickych zmén rozlisSujeme nékolik stupiii cervikalnich intraepitelialnich neoplazii
podle zavaznosti nalezu.

CIN 1 — mirna dysplazie

CIN 2 — stfedni dysplazie

CIN 3 — t&7ka dysplazie a carcinoma in situ

Patologické zmény charakteristické pro cervikalni neoplazie byvaji patrné i pifi reparacnich
procesech po destrukcich, exciznich vykonech nebo pii zanétech, infekcich a také fyziologické
hyperplazii.®” Problémy histologického, taktéZ cytologického vysetfeni jsou predeviim falesné
pozitivni (v men$i mife faleSn¢ negativni) ndlezy. K upfesnéni diagnostiky mohou byt tedy

pouzity i jiné, imunohistochemicé metody.*
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5.1.2 Cytologické vySetieni

Cytologicka diagnostika se zaklad4d na vyhodnocovani dlazdicovych, cylindrickych, zlazovych
bunék’? a je povazovana za hlavni screeningovou metodu.®® St&r z délozniho hrdla a nasledné
vysetieni je zékladem vétSiny screeningovych testl, které umoziuji detekovat prednadorové
transformace a samotné karcinomy, a umoznit tak véasnou 1é¢bu."?

K hodnoceni jednotlivych bunéénych zmén je v souCasnosti vyuzivan Bethseda systém, ktery
rozlisuje LGSIL (nizky stupefi 1éze) a vysoky stupeii intraepitelidlni 1éze 2

Spolehlivost této metody zavisi na kvalitnim odbéru, laboratorni technice a diagnostické zdatnos-
ti laborantt.1®> V Ceské republice se jeji sensitivita pohybuje kolem 50-70%.% Mize dochazet k
falesné pozitivnim diagnézam ale taktéZ k faleiné negativnim.'* Nevyhodou je zde vysoka
faleSnd negativita vysledkli vySetfeni pacienti s bunénymi abnormalitami cervikalniho a
analniho kanalu."

Vzhledem k tomu Ze samotna pfitomnost hrHPV viru mtze byt prekurzorem pro vznik invaziv-
niho karcinomu, metoda stanoveni pfitomnost vysokorizikového papilomaviru (HPV testace),

miize byt kombinovéna s cytologickou diagnostikou, pro zlepseni jeji sensitivity. 1
5.1.3 Sérologicka diagnostika

Sérologické metody vyuzivaji detekce neutraliza¢nich protilatek vykazujicich ¢astecnou typovou
specifitu. Tato diagnostika tedy informuje o tom, zdali se organismus s HPV infekci jiz setkal. "
Konkrétné protilatky proti virovym proteinim E6 a E7 jsou ukazatelem cervikdlniho
karcinomu."

Sérologické metody se v praxi vyuzivaji velmi ojediné€le. Jejich pouziti je omezeno z divodu
velmi obtizné kultivace papilomavira ve tkanovych kulturach. Dal§im tskalim této metody je jeji

nespolehlivost, jelikoz néktefi pacienti nikdy nevytvoii detekovatelné mnozstvi protilatek.*®

5.1.4 Kolposkopie

Pomoci metody kolposkopie 1ze za uziti binokularniho optického systému detekovat cévni a epi-
telové abnormality.* K detekci se vyuziva predevdim 3-5 % roztok kyseliny octové, ktery
rozpusti hlen a zvyrazni patologické transformace epitelu.®* Primarnim cilem této diagnostiky je

odhadnout rozsah a stupeii 1éze a ur¢it misto odbéru biopsie pro histologické vysetteni.®
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5.2 Metody primé

5.2.1 Imunohistochemické metody

Imunohistochemicka diagnostika vyuziva reakce specifickych protilatek s proteiny HPV viru,
které¢ nasledné detekuje. Jednou z nejrozsitencjSich metod tohoto typu je imunohistochemické
stanoveni proteinu p16, kddovaného genem CDKN2A.’Za b&znych okolnosti je tento protein v
buiice exprimovan v imunohistochemicky nedetekovatelném mnoZzstvi. Pokud plsobenim
virovych proteinit E6 a E7 dochazi k naruSeni funkce bunéénych proteinu pRb a p53, je protein
pl6 exprimovdn v mnohonasobné veétSim mnozstvi, které je jiz detekovatelné pomoci
imunohistochemie.’

Protein p16 je senzitivnim, avSak ne zcela specifickym ukazatelem aktivni replikace hrHPV. Pro
zvyseni specifity vySetienti je tedy tato metoda kombinovana s detekci jinych markert.” Mezi tyto
ukazatel patii napfiklad prolifera¢ni marker Ki-67, ktery je siln¢ exprimovan u CIN jako nasledek
zvysené proliferace®, nebo nm23.”

V souvislosti s maligni transformaci epitelu cervixu lze detekovat vice biomarkert. VétSina vSak
neni v diagnostické praxi vyuZzivéana.

MYC je bunécny onkogen, povazovan taktéz za proliferacni marker, jelikoZ jeho hladiny stoupaji
v zavislosti na stupni CIN®

Survivin je protein inhibujici bunéénou apoptdzu. V pribéhu karcinogeneze je zaznamenana jeho
zvysena exprese.”’

GLUT1, CAIX, HKII jsou proteiny, jejichz zvySena exprese byla taktéZ zaznamendna v
karcinomech cervixu. Potencidlné mohou byt také uvazovany jako biomarkery progrese neo-

plazii.*®

5.2.2 SCCA

SCCA je sensitivni marker recidivy onemocnéni a ma tedy prognosticky vyznam u pacientek,
které jiz onemocnéni prodélali. Recidivy se nejcastéji projevuji béhem dvou let po ukonceni tera-

pie. Sérova pozitivita markeru (zvyseni jeho hladiny) je detekovana u 80 % recidiv.%
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5.2.3 DNA diagnostika

HPV testace je metoda provadéna predevsim u nejasnych cytologickych nalezii a mé za cil dete-
kovat vysokorizikové typy HPV.%

Témér vSechny dnes dostupné detekéni metody pfitomnosti papilomavirt, jsou koncipovany na
principu zjistovani pfitomnosti virovych nukleovych kyselin. V soucasnosti je pro detekci HPV k
dispozici mnoho metod, které 1ze rozdélit do dvou kategorii, na metody amplifikujici cil a me-
tody amplifikujici signal.’

Obecné plati, Ze tato metoda ma vyznam piedevSim u pacientek s nejasnymi diagndzami, ale jak
se ukazalo, testovani HPV nema opodstatnéni u diagnéz LSIL a HSIL, které jsou ve vét§ing pfi-

padi HR HPV pozitivni.®
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6. Lécebné metody cervikalnich neoplazii a karcinomu

6.1 Lécebné metody cervikalnich neoplazii

Lécba cervikalnich neoplazii je zavisla na rozsahu (obr. 13) a lokalizaci 1éze, obecné vSak plati,
7e cervikalni neoplazie jsou dobie 1é¢itelné.*? Zasadou je odstranit co nejsetrnéji celou 1ézi ade-
kvatn¢ hluboko, a to predevsim u mladych Zen planujicich té¢hotenstvi. Metody 1é¢by jsou déleny

na destrukéni a ablaéni (excizni).%
6.1.1 Destruk¢ni metody

Pti1 pouziti téchto 1écebnych technik se provadi destrukce postizené tkdn¢ po provedeni biopsie.
Mezi tyto invazivni metody se fadi Kryoterapie, kterd vyuziva chladu, konkrétn¢ tekutého
dusiku. Po pfiloZzeni sondy nastavd nekréza tkané s naslednym hojenim, které je pomérné
zdlouhavé. Kryoterapie neni velmi finanéné ndro€na, ale jeji nevyhodou je nemoznost stanovit
hloubku destrukce tkané. Dal$i metodou je laserova vaporizace pomoci laserového paprsku.
Hojeni délozniho hrdla je zde rychlejsi nez u predeslé metody, ovSem pofizovaci cena laseru je
velmi vysoka.®

Destrukéni metody jsou dnes zcela nahrazovany metodami abla¢nimi, z toho divodu, Ze neni

histopatologicky vySetfena kompletni tkan.®
6.1.2 Abla¢ni metody

Ablac¢ni metody se provadi pomoci skalpelu a nizek. U vykonu zvany konizace dochazi k
vyjmuti valcovité casti z déloZzniho ¢ipku. Ve vétsing€ ptipadl je konizace taktéz definitivni 1é-
gebnou technikou.® Nejdastéji provadény vykon v soucasnosti je excize vysokofrekvenéni kli¢-
kou (LEEP-loop electro excision procedure).5!

Pro indikaci vhodné 1é¢by se piihlizi ke stupni cervikalni neoplazie. Obecné plati Ze pti CIN II a
CIN I se doporucuje okamzité pfistoupit k invazivnimu zdkroku. V piipad¢ CIN I je
doporuceno sledovani gynekologem a persistence vice nez jeden rok sméfuje k operacnimu
zakroku.*?

Vsechny metody provadény invazivné, mohou byt pro zdravi pacientku rizikové. Tedy veskeré
postupy sméiujici k 1é€bé CIN jsou spojovany s fadou rizik. Jedna se napiiklad o krvaceni, infek-
ci €1 zjizveni tkan€. Excizni metody, zahrnujici i1 ¢asto pouzivanou LEEP, taktéZz zvySuji riziko

piedéasného porodu (pied 37 tydnem téhotenstvi).1%
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6.2 Lécebné metody karcinomu cervixu

Pii stanoveni 1é¢by je nutné nejprve zhodnotit rozsah nadoru a rizikové faktory pacientky.®!
Lécba karcinomu délozniho ¢ipku zahrnuje 3 primarni postupy, které jsou uzity samostatné nebo
kombinované. Jedna se o operadni 1é¢bu, radioterapii a chemoterapii.*? U Easnych stadii je za-

kladni metodou 1écba chirurgicka. Pokud se nador jiz $ifi do d€lohy, je indukovana radioterapie.

Pii pozdnich stadiich se vyuZziva rovnéz radioterapie v kombinaci s chemoterapii.®*

NIC Il Ca Invasivo

Obr. 13 Progrese cervikalnich neoplazii vedouci ke vzniku karcinomu cervixu (http://westerx.lexook.comeze.com)

6.3 Metoda integrace vDNA do genomu hostitele

6.3.1 MoZné uziti metody

Vzhledem k tomu, Ze stanoveni stupné cervikalni neoplazie, mize byt rozhodujici pfi indukovani
vhodného 1€katského zakroku, je potieba urcit riziko progrese cervikalnich 1ézi co nejptresnéji.
Virus se v integrované podobé nachézi az v 90 % nadort délozniho &ipku®, p¥itomnost viru v
této podob¢é by dokézala urcit miru rizika pro rozvoj onemocnéni. Tato skuteCnost se zda byt
podstatna piedevsim u CIN 2, jelikoZ tento typ neoplazie se jiz 16¢i invazivné®?, ale az 50 %
t&chto neoplazii je do dvou let eliminovano vlastnim imunitnim systémem.®°

Pfitomnost integrace vDNA, by pak mohla pomoci rozhodnout o néasledné 1é€b¢€ nejen v piipadé
CIN2, ale taktéz nejasnych nalezli jako ASC-US a ASC-H. Mozné vyuZiti je 1 pfi diagnostice
bunécnych transformaci na zlaznatém epitelu, jelikoz nalezy AGC-NOS a AGC-NEO jsou Spatné

vyhodnotitelné pomoci standartni onkologické cytologie a kolposkopie.'%
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CYTOLOGICKE VYSETRENI + HPV TESTACE
OPAKOVAT

VYSETRENI{
PO 1 ROCE

HR HPV LR HPV

SLEDOVAT
CASTEN
PACIENTKU NA LSIL ASC-US ACG-NEO

PREVENTIVNICH HSIL ASC-H  ACG-NOS
KONTROLACH

TEST NA STANOVEN{ INTEGROVANE FORMY VIRU

NEGATIVNi POZITIVNi

INVAZIVNI ZAKROK

Obr. 14 Schéma postupu lécby za pouziti metody integrace HPV viru. Nejprve bude odebran stér z délozniho cipku a
nasledne provedena onkologicka cytologie spolecne s HPV diagnostikou. V pripadé detekce hrHPV viri je induko-
vana metoda, kterd stanovi integraci HPV viru do genomu hostitele. V pripade pozitivniho vysledku se pristupuje k
invazivnim zakrokim (ablaci, excizi apod.) Pokud bude vysledek negativni, pacientka je ddle sledovana na pravi-
delnych preventivnich kontrolach.

6.3.2 Princip metody na stanoveni HPV integrace

Metoda na stanoveni integrace VDNA do lidského genomu je molekularné genetickym vysetie-
nim pfitomnosti virové DNA. Pomoci polymerazové fetézové reakce dochazi ke kvantifikaci E2,
E6 genu a fluorescenénimu méfeni nartistu amplikonu v redlném c¢ase ve tiech fluorescencnich
kanélech.

Metoda je tedy koncipovéana na principu detekce virovych proteinit E2 a E6, pficemz vychdzi

z odbornych publikaci, jako je napi (SatuMaria A. Kulmala 2007, Collins et al. ,2009) a pied-
poklada se, Ze v prub&hu integrace viru bude nastavat ztrata virového proteinu E2, jelikoz ke
zlomu cirkularni DNA bude dochézet pravé v oblasti, kterd E2 kéduje.

Pro urceni integrace byl tedy sledovan pomér E2: E6 (1:1), pokud je E6 amplifikovan ve vétsSim
mnozstvi kopii nez E2 gen, 1ze uvazovat Stépeni DNA viru pravé v misté¢ E2 ¢teciho ramce a

stanovit tak integraci do hostitelské DNA.
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Planované rozdéleni jednotlivych forem viru je nasledovné a bylo stanoveno na zakladé vzorcii:

P¥i pouziti kalibraéni kiivky:

R =n(E2)/n(E6) ; n= vypoclteny pocet kopii z Cp na zakladé kalibraéni kirivky
Anebo z rozdili Cp :

R = 2" (-deltaCp+tkorekce) ; deltaCp = Cp (E2,E1,L1 anebo L2)/ Cp(E6)

R ~1=>100% episomalni forma

Episomalni forma viru (neintegrovino) x>0,8
- Pocet kopii E2 a E6 genu je totozny, nebo priblizné totozny.
SmiSend forma viru 0,8-0,51
- Pocet kopii E2 genu mirné prevysuje pocet kopii E6 genu
Integrovana forma viru x<0,5

- Pocet kopii E2 genu je vyrazné nizsi nez E6 genu.

- Hranice je zde stanovend, jelikoz vice nez 50 % HPYV je v integrované formé

6.3.3 Rozsah pouziti metody:

Metodu je mozno pouzit u jakékoliv lidské DNA o dostatecné kvalité (nedegradované, nemodifi-
kovana chemicky), u které lze o€ekavat pfitomnost DNA viru HPV a jejiz vySetfeni ma diagnos-

ticky, prognosticky nebo prediktivni vyznam pro potencidlni rozvoj cervikalniho karcinomu.

6.3.4 Koncipovani kitu na detekci integrované formy

K provedeni detekce integrované formy je potieba vhodny master mix pro jednotlivé
genotypy HPV, nésledné dostate¢né piesné kalibra¢ni tady, které by detekovali jiz malé
mnozstvi DNA papilomaviru a taktéz vySetfovany vzorek, ktery by byl dodan pacientem.
Mastermix spolecné se standarty a vySetfovanou DNA by byl nanesen na titra¢ni desti¢ku, ta by
pak byla analyzovana v piistroji Cobas 480 nebo Light Cycler 480 pomoci polymerazové

fetézové reakce.
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Ziskana data by byla zpracovana a na zaklad¢ poméru genu E2 ku E6 by byla stanovena

forma genu a s ni spojené riziko rozvoje karcinomu

i-HPV kit

PCR master mix pro dany genotyp (-20C) Vystup

L

Standardy- plasmid s HPV (-20C)~ |

T il

Pocet kopii genu E2

Pocet kopii genu E6
Pocet kopii genu GAPDH
/== Pomér E2/E6

realtime - A
! qPCR A
Vyéetrované‘ DNA (doda uZiVateI) A

N / . _— J smichana
(2] / epizomalni

\S) (volna) forma

integrovana
\\ ’l 1‘1

Vysokeé riziko rozvoje karcinomu

Obr.15 Schéma postupu pri detekci integrace pomoci PCR

6.3.5 Nutné pristrojové vybaveni:

Pro ptipravu DNA a PCR reakce: izolator DNA, biohazard laminarni box, vortex, centrifuga,

spektrofotometr Nanodrop, nastavitelné pipety, plastovy spotiebni material.

Pro amplifikaci: termocykler s métenim fluorescence v realném case LightCycler Instrument 480
anebo Cobas z 480 Analyzer, vortex, minicentrifuga, centrifuga pro mikrotitra¢ni desticky a PCR

platky, chladici stojanky, nastavitelné pipety, pipetovaci box, plastovy spotfebni material
6.3.6 Podminky pro pracovni prostredi

Na pracovni prostfedi nejsou kladeny Zadné zvlastni podminky odliSujici se od béznych mo-
lekularné biologickych laboratornich podminek (zavedeni protikontaminacnich opatieni vcetné
fyzického oddéleni prePCR a PCR/postPCR aredlu).

Izolovana 1 amplifikovana DNA musi byti uchovavany v oznacenych zkumavkach pii -10 az

-20°C.
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EXPERIMENTALNI CAST

Cile experimentalni Casti

Ovérit, zdali je nové koncipovanid metoda funkéni a dostate€né piesna. Vyzkum byl provadén na
genotypech HPV 52, HPV 58 a taktéz HPV 39. Posledni genotyp je vSak jest¢ ve stadiu

zkoumani, proto zde nejsou uvetejnény vsechny jeho vysledky.
Cile v bodech:

Navrhnout primery specifické pro dané geny a ovéfit jejich funkénost

Vytvoftit dostatecné piesné kalibracni fady pro detekci fragmentace genti
Optimalizovat pribéh PCR vhodnym slozenim mastermixu

Overit pribéh amplifikace a schopnost metody rozeznat integrovanou formu viru

Vyhodnotit data a stanovit episomalni, smiSenou a integrovanou formu

o g k~ w e

Ove¢ftit korelaci nalezl se stupném neoplazie (pokud je stupent uveden)
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1. Laboratorni pomitcky a pristrojové vybaveni

V pritbéhu vykondvdni praktické casti prace byly pouZity tyto laboratorni pomiicky:

Pipety (Eppendorf Research Plus), Spicky ep T.I.P.S Dualfilter 10 ul, 20 pl, 100 ul, 200 ul, 1000
ul (Eeppendorff), laboratorni plasty a PCR desti¢ky, zkumavky (1,5ml, 2 ml, 14ml), QIA quick
PCR Purification kit Qiagen( Qiagen), Qubit dsSDNA HS Buffer, (Invitrogen), Quibit assay tubes,
Agilent DNA 1000 Reagents (AgilentAgilent Technologies), DNA chips (Agilent Technologies),
Chip Station Station (Agilent Technologies), QI Aamp DNA Micro kit, Qubit dsSDNA Reagent
200x (Qiagen),( Eva green Dye,20X in water (Biotium, ), Tag DNA polymerase, recombinant
50U/ ul (ThermoFisher), Kapa 2G Robust HotStart PCR Kit (Roche), Cobas PCR Cell Collection
médium (Roche Diagnostic), Nextera XT (Illumina), PapilloCheck HPVScreening (Greiner Bio-
One), Cobas PCR Cell Collection médium (Roche)

Byla pouZita nasledujici pristrojova technika:

Vortex Mixer (Labnet International Inc), Centrifuga mini Spin (Eppendorf), Centrifuga mini Pla-
te Spinner (Labnet), Centrifuga CombiSpin (Biosan), Flowbox (Box Biohazard Mars Safety),
Centrifuga ROTINA 420 R (Hettich Zentrifugen), LightCycler Instrument 480, Cobas z 480 Ana-
lyzer (Roche), Centrifuge 5430 (Eppendorf), Quibit 2.0 Fluorometer (Invitrogen), Agilent 2100
Bioanalyzer, Cobas x 480 (Roche), Mastercycler (Nexus), MiSeq (Illumina), Cobas 4800 HPV
Test (Roche)
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2. Vzorky

K praci byly pouzity vzorky odebrany pii gynekologickém vysetfeni pacientkam, zaslané do Us-
tavu molekularni a translaéni mediciny (LF UP, Olomouc) diagnostickym tucelem. Jednalo se o

material ziskany cervikalnim, nebo pii samoodbéru, cervikovaginalnim stérem

Odebrané vzorky samoodbérem byly skladovany na sucho az do doruceni do laboratote, kde byly

fixovany v Cobas PCR Cell Collection médiu.

Dohromady bylo zpracovano 41 vzorka genotypu HPV 58, 23 vzorki genotypu HPV 52 . Vzorky

genotypu HPV 39 jsou pritbézné zpracovavany nyni.
Vsechny odbéry vzorkd pro vyzkumné ucely, byly schvaleny etickou komisi.

2.1 lzolace DNA

Vzorky byly analyzovany na ptitomnost HPV 16/18 a dalSich 12 vysokorizikovych typit HPV
pomoci piistroje Cobas 4800 HPV Test.

Detekce DNA pomoci Cobas 4800 HPV Test je koncipovana na zakladé provedeni real-time
PCR na piistroji Cobas z 480, které piechazi izolace DNA na pfistroji Cobas x 480.

Izolace nékterych vzorki byla provedena ru¢né za pomoci QIAamp DNA Micro kit, DNA ziskana

timto zptisobem byla vice koncentrovana.

2.2 HPV testace
Genotypizace HPV byla uskute¢néna pomoci kitu PapilloCheck HPVScreening.

Tento systém je zaloZzen na amplifikaci cilové sekvence virové DNA pomoci PCR reakci
s fluorescenénim znacenim a hybridizaci na microarray. Nasledné vyhodnoceni microarray

probiha automaticky za pomoci CheckScanner ™ a CheckReportT'\/I Software.
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3. Metody a pracovni postupy

3.1 Navrh primert

K polymerazové fetézové reakci byly vytvofeny primery pomoci programu Primer Quest Tool.

Do programu byla uvedena sekvence daného genu, ziskana z databaze PAVE (Papilloma virus
Episteme).

Nasledné¢ byly zadany parametry pro kazdy primer a vytvoreny specifické fluorescencni latky —
proby. Primery a proby byli navrhovany tak aby jejich délka byla v rozpéti od 17 do 30 nt, teplota
meltingu od 60 do 70°C (idealn€ 62°C pro primery a 68°C pro proby), a byly designovany
v oblastech pfislusejicich pro dany gen, tj. 3300-3600 bp pro E2 gen 100-270 bp pro E6 gen.
Primery pro GAPDH mi byly dodany jiz navrzeny (tab.4).

Navrh prob byl proveden u vsech tii genotypt HPV a to pouze pro geny E2 a E6.

Specifita vSech primerti pouze k danému genomu HPV byla ovéfena v programu BLAST. Pro-

gram PriDimer Check byl pouzit za uc¢elem ptedejit tvorbé dimerd.

3.1.1 Design primeru a prob pro E2, E6

Vzhledem k primarnimu zaméru koncipovat novou diagnostickou metodu pouze pro detekci genii
E2 a E6, byly primery a proby ptivodné navrzeny pouze pro tyto geny. Vzhledem ke snaze do-

sahnout co nejlepsi efektivity PCR byly navrhovany primery o kratkych sekvencich do 25 nt (tab.
3).

Tabulka 3 Pouzité sady primerii pro geny E2 a E6 (Length — délka primeru, Tm-teplota meltingu primeru, GC% -
GC content — pomer Guaninu a Cytosinu vyjadien v procentech)

HPV39-E6 gen

Amplicon Length: 126

Start Stop Length |Tm GC%
Forward utajeno | utajeno 18 62 50
Probe utajeno| utajeno 24 68 50
Reverse utajeno| utajeno 22 62 50
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HPV39-E2 gen
Amplicon Length: 97

Start Stop Length | Tm GC%
Forward utajeno | utajeno 2] 62 47.6
Probe utajeno | utajeno 24 67 50
Reverse utajeno | utajeno 22 62 50
HPV52-E2 gen
Amplicon Length: 109 Start Stop Length |Tm GC%
Forward utajeno |  utajeno 21 62 47.6
Probe utajeno | utajeno 26 68 50
Reverse utajeno | utajeno 22 62 50
HPV52-E6 gen
Amplicon Length: 79 Start Stop Length |Tm GC%
Forward utajeno | utajeno 20 62 50
Probe utajeno | utajeno 24 67 50
Reverse utajeno | utajeno 22 62 45.5
HPV58-E2 gen
Amplicon Length: 97 Start Stop Length [Tm GC%
Forward utajeno utajeno 20 62 45
Probe utajeno utajeno 24 68 54
Reverse utajeno utajeno 23 62 43.5
HPV58-E6 gen
Amplicon Length: 111 Start Stop Length Tm GC%
Forward utajeno| utajeno 20 62 50
Probe utajeno utajeno 24 68 50
Reverse utajeno| utajeno 20 62 50

Sekvence jednotlivych primerii jsou cilené utajeny z duvodu ochrany dusevniho

viastnictvi a jsou dostupné na vyzadani u autora prace se souhlasem skolitele.

44




1069 |GAPDH-F GAGTGAGTGGAAGACAGAATG
GAPDH 1070  |GAPDH-P CAACTAGGATGGTGTGGCTCCC
1071 |GAPDHR GGGACACAAGGTTACCATATAC

Tabulka 4 Jednotlivé primery a proby pro referencni gen GAPDH

3.1.1.1 Ovérovani kvality primeri a préb pomoci PCR

K ovéteni kvalité designu a funkénosti jednotlivych primert byla pouzita polymerdzova fetézova

reakce.

Master mix do PCR byl ptipraven standartnim zptisobem (tab.5). Pipetovano bylo 6 vzorka (2
pro kazdy genotyp), pouZzita pozitivni kontrola ve formé¢ DNA Caski, kontrola negativni a primer
mixy pro referencni gen GAPDH. Kalibra¢ni fady pro stanoveni koncentrace nebyly pouzity,

vzhledem k tomu, Ze plazmidy pro jejich vytvoieni, jesté nebyly zaslany.

Primer mix pro E2 a E6 byl pfipraven ve sloZeni:

Reverse primer 4 ul
Forward primer 4 ul
Probe 2 ul
dH20 150 ul

Vysledna koncentrace primeru v roztoku byla 2,5 uM a prob 1,25 uM

Primer mix pro GAPDH byl pfipraven ve sloZeni (2x méné primeri):

Reverse primer 2 ul
Forward primer 2ul
Probe 2 ul 2 ul
dH20 154 ul vody

Vysledna koncentrace primerii a prob v roztoku byla 1,25 pM
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Tabulka 5 SloZeni master mixu za pouziti fluorescencnich prob

Multiplex — E2 E6 GAPDH Final 1 R[ul] 25 R [ul]
pol. pufr ThermoTaq[ul] 1x 2,5 62.5
MgCI2 25mM[ul] 3mM 3 75
Thermo HotStart Taq pol.[ul] 1U 0,2 S
Primer Mix E2 + E6 2 50
dNTP 10mM [pl] 200 uM 0,5 12,5
DEPC H20 [ul] 14,8 370
Cast. total 23 575
DNA (50ng)

Total 25 ul (23 MM + 2 DNA)

Master mix byl pfipraven pro 25 reakci s 4% rezervou z diivodu moZné nepiesnosti pipetovani.

PCR byla provadéna na pfistroji LightCycler Instrument 480.

PCR reakce bézela v programu pro proby ve tiech fluorescencnich kanalech FAM, HEX a CY5.

3.1.1.2 Cipova elektroforéza

Jakmile byla potvrzena funk¢nost oligonukleotidi v PCR, byla smés pouzita ke zpracovani Cipo-
vou elektroforézou. Bylo tomu tak u¢inéno z divodu ovéteni, zdali navrzena délka primert E2 a
E6 skute¢né odpovida redlnému produktu. Bylo tedy nutné primery separovat a nasledn¢ analy-

zovat.

Obecné je elektroforéza metoda vyuzivajici k rozdéleni analytu migraci elektricky nabitych ¢astic
v elektrickém poli. Vzhledem k rozdiliim mobilit molekul zkoumaného roztoku, které¢ jsou zavis-
1¢ jednak na velikosti ndboje na molekule a taktéz na celkové hmotnosti molekuly, dochazi k

separaci.

V ptipadé pouziti ¢ipové elektroforézy dochazi k separaci roztoku v kanalcich vyleptanych do

¢ipu.

K uskute¢néni této metody byl pouzit ptistroj Aglient 2100 Bioanalyzer (obr.16).
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SloZeni pouZité soupravy Aglient DNA 1000 kit bylo nasledovné

Aglient DNA chip
Chip priming station
DNA 1000 reagents — DNA Ladder, DNA Markers, DNA Dye Concentrate, DNA gel Matrix

Obr.16 Pristroj Agilent 2100 Bioanalyzer

Za ucelem separace produktu bylo postupovano néasledovné. Nejprve byl smichan fluorescenéni
gel (Gel — Dye mix). Roztok DNA dye concentrate (fluorescencni ¢ast) byl inkubovan pfti pokojo-
vé teploté po dobu 30 minut spole¢né s gelem DNA gel matrix. Nasledné byly tyto slozky smi-
chény, tak Ze do gelu bylo pfidano 25 pl fluorescencni barvy. Smés byla vortexovéana, centrifu-

govana a opétovné inkubovana pii pokojoveé teploté 30 minut.

Nasledné byl roztok nanasen na ¢ip Aglient DNA chip. Bylo pipetovano 9 pl jiz nachystaného
Gel-Dye mixu do kanalku G. Nasledné byl gel stlaen a rozprostien po celé struktufe ¢ipu pomo-
ci ¢ipové primovaci stanice Aglient Chip priming station a bylo naneseno 9 ul gelu do ostatnich 2
kanalkid oznacenych pismeny G. Do 12 zbylych kanalka pak bylo naneseno 5 ul DNA Markeru. 1
ul rozotku DNA Ladder byl umistén do kolonky oznacené specifickym symbolem zebtiku.

Samotné vzorky pak byly nanaseny postupné do 12 neoznadenych kanalki. Cip byl poté zvorte-

xovan pii 2400 rpm a umistén do piistroje ke stanoveni analyzy.

Ziskana data byla vyhodnocena kladné, a tak byly primery i nadéle nasazovany do PCR reakeci.
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3.1.2 Design primera pro E1, E2, L1, L2, LCR

U genotypu HPV 58 byly navrzeny primerové pary pro geny E1, L1, L2, LCR a novy primer pro
gen E2 (tab.6). Pti designovani oligonukleotidt se postupovalo pfiblizné€ stejnym zptisobem jako
u primertd pro gen E2 a E6, pouze s rozdilem Ze nebyly designovany proby (nahrazeny Evagreen)

a vysledna délka amplikonu byla vétsi.

Volba navrhnout primery s del§im amplikonem byla uskutecnéna s cilem pokryt co nejvétsi moz-
né oblasti sledovanych genil a zaznamenat tak s vétsi pravdépodobnosti integraci, 1 na ukor po-
tencionalnimu poklesu efektivity PCR. Z vySe uvedené¢ho divodu taky byl designovan jesté je-

den novy primer na E2 gen.

Tabulka 6 Pouzité sady primerii pro geny E1, E2, L1, L2, LCR, E6 (Length — délka primeru, Tm-teplota meltingu
primeru, GC% - GC content — pomér Guaninu a Cytosinu vyjadren v procentech)

HPV58-L1A
Amplicon Length: 258 Start Stop Length ™m GC%
Forward utajeno utajeno 22 60 45.5
Reverse utajeno utajeno 21 60 47.6
HPV58-L1B
Amplicon Length Start Stop| Length m GC%
Forward utajeno utajeno 22 60 40.9
Reverse utajeno utajeno 19 60 47.4
HPV58-L2A
Amplicon Length: 248
Start Stop| Length m GC%
Forward utajeno utajeno 21 60 47.6
Reverse utajeno utajeno 22 60 40.9
HPV58-L2B
Amplicon Length: 230
Start Stop| Length m GC%
Forward utajeno utajeno 19 60 47.4
Reverse utajeno utajeno 20 60 50
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HPV58-E1A
Amplicon Length: 230
Start Stop! Length m GC%
Forward utajeno utajeno 20 60 50
Reverse utajeno utajeno 19 60 47.4
HPV58-E1B
Amplicon Length: 282
Start Stop! Length ™m GC%
Forward utajeno utajeno 22 60 455
Reverse utajeno utajeno 20 60 45
HPV58-E2B
Amplicon Length: 257
Start Stop Length ™m GC%
Forward utajeno utajeno 19 60 52.6
Reverse utajeno utajeno 20 60 40
HPV58-LCR
Amplicon Length: 250
Start Stop| Length ™m GC%
Forward utajeno utajeno 22 60 40.9
Reverse utajeno utajeno 17 60 52.9

Jednotlivé sekvence byly ucelné utajeny z duvodu ochrany dusevniho vlastnictvi a jsou dostupné
na vyzadani u autora prdce se souhlasem konzultanta.

3.1.2.1 Ovérovani kvality primeri pomoci PCR

Funk¢nost jednotlivych primert byla opét ovéfena pomoci polymerazové fetézové reakce.

Nejprve byl pfipraven primer mix pro jednotlivé typy oligonukleotidii (tab.7), ve sloZeni:

Reverse primer 100 uM 4ul
Forward primer 100 uM 4ul
dH20 152ul

Vysledna koncentrace primeru v primermixu byla 0,25 uM

V PCR reakci nebyly pouzity proby, ale nespecifické fluorescenéni barvivo EvaGreen (20x con-
centrate).
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Master mix byl sestaven standardizovanym zptusobem. Nasledn¢ byla smés rozdélena do jednot-

livych zkumavek, do kterych byl pipetovan primer mix pro pfislusny zkoumany gen (tab.8).

Multiplex — E2 E6 GAPDH Final 1 R|nl] 60R [ul]
pol. pufr ThermoTaq[pl] 1x 2,5 150
MgCl2 25mM[ul] 3mM 3 180
Eva green 20x 10x 1 60
Thermo HotStart Taq polymeraza [ul] U 0,2 12
dNTP 10mM [ul] 200 uM 0,5 30
DEPC H20 [pl] 13,8 828
Cast. Total 21 1260
DNA (50ng)

Total 25 ul (23 MM + 2 DNA)

Tabulka 7 Slozeni mastermixu za pouziti EvaGreen

E1A 140 ul MM 13 ul PM
E1B 140 ul MM 13 ul PM
E2A 140 ul MM 13 ul PM
E2B 140 ul MM 13 ul PM
L1A 140 ul MM 13 ul PM
L1B 140 ul MM 13 ul PM
L2A 140 ul MM 13 ul PM
L2B 140 ul MM 13 ul PM
LCR 140 ul MM 13 ul PM

Tabulka 8 nasledné rozdéleni mastermixu a primermixu do jednotlivych zkumavek, findlni koncentrace primerii v
mastermixu byla 0,2mM

Pfi experimentu byla koncentrace DNA ziskana za pouziti kalibracnich fad obsahujicich standar-
ty ziskané nafedénim plazmidu obsahujici DNA HPV 58, které byly nanaseny po 2 ul pro dosa-

zeni finalniho objemu 25 pl.

3.1.2.2 Cipova elektroforéza

Po provedeni PCR byla velikost skute¢ného produktu vzhledem k ocekévané velikosti primeru

ovéiena pomoci Cipové elektroforézy na piistroji Aglient 2100 Bioanalyzer.
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Postupovalo se totoznym zptisobem jako pti analyze primert E2 a E6.

Primery, u kterych byla data vyhodnocena kladn¢, byly dale pouzivany v nasledujicich PCR re-

akcich. V dalSich experimentech nebyl pouZzivan primer pro LCR (long control region).

3.2 Tvorba kalibracnich rad

Kalibra¢ni fady byly vytvofeny za Gcelem ziskani kalibracni kiivky k metodé PCR. Tato kalib-
racni kiivka pak umoziuje sledovat zavislost métené velic¢iny (DNA vzorku) na rostouci koncen-
traci kalibracnich roztokil o pfedem zndme koncentraci. Na zdkladé specifické prahové hodnoty

pro kazdou amplifika¢ni kiivku je uréen CT bod (Crossing point).

Linearni regresi (dle rovnice y = a + bx) CT bodt od DNA o znamé koncentraci je vytvofena
ktivka (Obr. 17), ktera tedy piedstavuje zavislost koncentrace vzorkl na intenzit¢ fluorescencni-
ho zéfeni. Naslednym dosazenim CT bodua do vzorkd, jsou ziskany ptiblizné vysledné hodnoty

jejich koncentrace.

Standard Curve
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Obr. 17 Priklad standartni kalibracni krivky (E2 gen — HPV52)

Kalibra¢ni tady byly vytvoifeny za pouziti plazmidu, izolovaného z bakteridlnich kultur.
Plazmidy byly ziskany ve spolupraci s International HPV Reference Center (Stockholm) jiz
modifikované, s nukleovou kyselinou piislusného papilomaviru (tab.9,10).V jednotlivych

plazmidech byla obsazena DNA HPV 39, 52 a 58.

HPV type Vector Restrikéni enzym
HPV39 Sp65 EcoRl

HPV52 puUC19 EcoRlI

HPV58 pLink 322 Bolll

Tabulka 9 Prehled zaslanych vektorii a pouzity enzym pro klonovani HPV do MCS (multiple cloning sites) — krdt-
kych sekvenci rozpoznavanych restrikcnimi enzymy
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HPV type | Genomesize| vector size| plasmid size] MW

HPV39 7833 3000 10833| 7041450
HPV52 7942 2686 10628| 6908200
HPV58 7824 5000 12824 8335600

Tabulka 10 Dalsi parametry plazmidu. Celkova velikost HPV genotypu (v bp), velikost jednotlivého vektoru a
plazmidu. MW pomeér vyjadruje délku DNA (v bp) ndsobenou vahou jejich bazi. U neznamych hodnot MW bylo
postupovdno podle vzorce DNA délka (bp) X DNA hmotnost 1bp (Da/bp), hmotnost 1 bp dsDNA je cca 650 Da

3.2.1 Stanoveni koncentrace plazmidu

Hodnota koncentrace plazmidu byla stanovena pomoci pfistroje Quibit 2.0 Fluorometer (obr.18).

Ke zméfeni koncentrace virové dsDNA (tab.11) byl pouzit kit s vysokou sensitivitou detekce
nukleovych kyselin (obr.18). Byl vnasen 1 ul plazmidu, 1 ul standartu a celkovy objem byl do-
plnén do 200 ul HS pufrem. Pipetovano bylo do ptilozenych zkumavek Quibit assay tubes.

SloZeni roztoku
Quibit dsDNA HS Buffer 198 ul
Quibit dsDNA HS Reagent 200x 1ul
DNA 1ul

c[ng/ul] c[ng/ul] c[ng/ul] cM DNA co-
Type |1l.measurement |2.measurement| average [nmol/I] pies
HPV39 37 37,2 37,1 5,269 3,20E+09
HPV52 66,2 63,4 64,8 9,38 5,60E+09
HPV58 39,6 38 38,8 4,655 2,8E+09

Tabulka 11 Prehled hodnot namérenych koncentraci z prvniho, druhého méreni a jejich primér. Koncentrace byla
primdrné méiena v ng/ ul, ale vysledek byl taktéz prepocitan na nmol/l. V tabulce je uveden i pocet detekovanych
DNA kopii
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Obr.18 Pristroj Quibit 2.0 a dsDNA HS Buffer a dsDNA HS Reagent 200x

3.2.2 Linearizace plazmidu

Vzhledem k dosazeni lepsi funk¢nosti kalibracni kiivky, a tedy ke zvySeni efektivity polymera-
zové fetézové reakce byla provedena linearizace (rozStépeni plazmidu) restrikénimi endonukled-

zami v mist¢ mnohocetného klonovaciho mista (MCS).

Pro Sté€peni plazmidl obsahujici DNA HPV 52 a HPV 58 byly pouZity restrikéni enzymy EcoRI a
Bgll1Bglll.

HPV 52

EcoRlI Tul
10X Buffer O 2ul
DNA 1,250l
dH20 15,75ul
Final volume 20ul

Tabulka 12 Slozeni vysledného roztoku pri linearizaci plazmidu, HPV 52
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HPV 58

Bglll 2ul
10X Buffer O 2ul
DNA 1,25ul
dH20 14,75ul
Final volume 20ul

Tabulka 13 SloZeni vysledného roztoku pri linearizaci plazmidu, HPV 58

Po ptipraveni reakéni smési (tab.12, 13) byl roztok jemné vortexovan a centrifugovan na nékolik
sekund. Plazmid byl pfipraven ve dvou vyhotovenich, prvni smés se inkubovala 60 minut pii
teploté 37 °C v piistroji Master Cycler, druha zkumavka byla inkubovana po dobu 12 hodin pfi
totozné teplote. U obou typti HPV bylo postupovano stejnym zptisobem.

Vektor genotypu HPV 39 linearizovan nebyl.

3.2.3 Purifikace plazmidu

Po skonceni inkubace byla DNA HPV purifikovana za pomoci QI A quick PCR Purification kit
(obr.19).

Bylo odebrano 20 pl inkubovaného plazmidu a pfeneseno do 1,5 ml zkumavky, nasledné bylo
pfidano 100 pl PB pufru (binding buffer), ktery umoznil navazdni dsDNA na membranu zku-

mavky QIAquick column. Pied nanesenim smési na membranu byl roztok lehce vortexovan.

Nasledné byla smés centrifugovdna po dobu 60 sekund pii 1300 rpm a spodni ¢ast zkumavky,

obsahujici odfiltrovany pufr, vyménéna za novou.

Pro procisténi membrany bylo piidano 500 pl PE pufru, znovu centrifugovano (60 s, 1300 rpm) a
spodni ¢ast zkumavky byla opét vyménéna za novou. K odstranéni zbytku procistujiciho pufru
byl plazmid opét centrifugovan po dobu jedné minuty. Nasledné byla QIAquick column umistné-
na do ¢isté 1,5 ml zkumavky a na membranu bylo aplikovano 30 pl elua¢niho pufru pro zvyseni

DNA koncentrace (tab.14).

Smés byla inkubovana pfi 1 minutu pii pokojové teploté a nasledné centrifugovana.
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DNA 20 ul
Buffer PB (5:1) 100 pul
Buffer PE 500 pl
Buffer EB 30ul

Tabulka 14 Slozeni purifikacniho kitu

Obr. Purifikacni set QIA quick Purification kit

3.2.4 Méreni koncentrace linearizovaného plazmidu

Koncentrace HPV DNA byla provedena standartnim zptisobem opét za pouziti pfistroje Quibit
2.0 Fluorometer. Takto zméfena hodnota koncentrace byla vyuzita pro vypocet fedéni roztoku
pro kalibra¢ni fady u genotyptit HPV 52 a 58 (tab.15). Plazmid obsahujici vDNA HPV 39 nebyl
linerizovan, proto pro vypocet fedéni kalibrac¢nich fad byla pouzita hodnota koncentrace DNA

ziskéna pfi jiz pfi prvotnim méfeni.

Genotyp

¢ (ng/ul) [ cM (nmol/l)| pocet molekul
HPV 52 4,2 0,61 3,70E+08
HPV 58: 0,41 0,05 2,94E+07

Tabulka 15 Koncentrace linearizovanych plazmidi HPV 52 a HPV 58
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3.2.5 Redéni a tvorba kalibracnich rad

Kalibracni fady byly Fedeny a sestaveny dle vzorce:

M =w/ MW; w = M*MW

M: DNA molarity, in mol (koncentrace v molech)

W: Dna weight, in gram (vaha DNA v gramech)

MW: DNA molecular weight, in gram/mol (vaha DNA v gramech na mol)

Pomoci métfeni na Quibit 2.0 Fluorometer a vyse uvedeného vypoctu, byla nejdiive ziskana kon-
centrace 2.00E7 DNA kopii piidanim vody dH20 (tab. 16, 17). Tato smés byla nasledné nafedéna
na koncentraci 2.00E5 a takto ziskany roztok pouzit jako prvni bod kalibra¢ni kiivky. U lineari-
zovaného plazmidu s HPV 58 byla ziskana koncentrace 0,41 ng/ul (2,94E7 kopii molekul), z toho
davodu byla vytvofena smés 2.00E7. Dalsich 5 bodt bylo vytvoieno desitkovym fedénim prvni-
ho bodu destilovanou vodou (tab. 18). Posledni, sedmy bod, byl pouZit jako negativni kontrola.

V pribchu vyzkumné ¢asti prace byly vytvoreny kalibra¢ni fady z linearizovanych i nestépenych

plazmida.
2.00E7
DNA
type (u) | dH20 (un
HPV 39 5 788
HPV 52 5 1407
HPV 58 5 696

Tabulka 16 Prvni fedéni roztoku pro dosazeni vysledné koncentrace 2.00E7, kalibracni kiivka z
nelinearizovaného plazmidu

2.00E7
DNA
type (up  |H20 ()
HPV 52 5 86,6
HPV 58 5 2,4

Tabulka 17 Prvni fedéni roztoku pro dosazeni vysledné koncentrace 2.00E7, kalibracni kifivka z
linearizovaného plazmidu
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DNA vyssi fed.
vipl Cislo éﬁ'{\(ﬁ)} H:0 (fui)]
predch.redeni

2x10"5 1 5 495
2x10M 2 10 90
2x10"3 3 10 90
2x10"2 4 10 90
2x10"1 5 10 90
2x10°0 6 10 90

NTC 7 0 90

Tabulka 18 Stovkové redént pro koncentraci 2.00ES5 a nasledné desitkové redént zbyvajicich kalibracnich bodi

Kalibra¢ni tfada byla pipetovana do 0,25 ml stripti a po dokonceni byla vortexovana n¢kolik
sekund a kratce stoCena na centrifuze. Mezi jednotlivymi experimenty byly fady skladovany pii
teploté -20 °C.

V prib¢hu experimentu byla pouzita i kalibra¢ni fada genu GAPDH, ktery v prib¢hu experimen-

ta slouzila jako referen¢ni gen k ovéfeni DNA amplifikace (obr.20).

Obr. 20 Kalibracni fady HPV 39,52,58 a GAPDH

3.2.6 Sekvenovani plazmidu

Plazmid obsahujici HPV39 a HPV52 byl kompletné sekvenovan na piistroji MiSeq ¢tenim z obou
konct DNA (2 x 75 bp) za pouziti kitu Nextera XT pro piipravu sekvenaéni knihovny. Plasmidy
byly sekvenovany s primérnym pokrytim > 1000 x.
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3.2.7 Ovéreni kvality kalibra¢nich rad pomoci PCR

Ziskané kalibra¢ni fady byly pouzity do PCR reakci k ovéfeni jejich citlivosti. Mezi parametry,
které byly pti vyhodnocovani pouZity patiila linedrnost kalibracni kiivky, odpovidajici hodnoty

Cp a mnozstvi kopii DNA, které je jesté mozno detekovat (obr.21).

Vhodné kalibra¢ni fady pak byly pouzity do dalSich reakci, a to pfedev§im standarty obsahujici

linearizované plazmidy, které¢ se ukéazaly byt jako nejefektivné;si.

Amplification Curves
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Obr.21 Planovany vzhled a citlivost kalibracni krivky

3.3 PCR reakce

Polymerazova fetézova reakce (PCR, polymerase chain reaction) je metoda molekularni

biologie uzivana k amplifikaci (mnozeni) specifického useku DNA in vitro.

Princip amplifikace DNA spociva v syntéze kopii useku DNA dle templati (jednotetézcové
DNA) pomoci enzymu DNA-polymerdzy na principu komplementarity bazi. Pomoci vysoké tep-
loty dochézi k denaturaci dsDNA a ziskana jednofetézcova DNA slouzi jako templat. V dalsi
fazi se vyuziva kratkych oligonukleotidii — primerti, které nasedaji na komplementéarni tiseky
fetézclh DNA, tak Ze jejich 3" - OH konce sméfuji naproti sob€, pomoci primeril je vymezen Usek
k nasledné amplifikaci.

K experimentu byla pouzita Real-time PCR, kterd umoznuje kvantifikaci dané sekvence DNA

v realném Case. Zaznam amplifikace je zaloZen na principu fluorescence, kterd je umoznéna uzi-
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tim specifickych fluorescencnich latek. Byly pouzity fluorescenc¢ni latky k amplifikované

sekvenci nespecifické (fluorescencni barvivo Evagreen), ¢i latky specifické (proby).

3.3.1 Optimalizace PCR

Po sestaveni kalibracnich fad a designu funkénich primerti byl sestaven master mix, ktery byl

dale pouzivan pfi testovani jednotlivych pacientskych vzork.

Pii testovani genotypu HPV 52 byly ptidany fluorescencni proby, které byly piimo specifické k
uréitym sekvencim (tab. 20) U genotypu HPV 58 bylo analyzovéano vice gentl, z toho divodu

bylo pouzito nespecifické fluorescenéni interkalacni barvivo EvaGreen (tab.19).

vSechny primery do jednoho mixu) a s ni spojené pipetovani na titraéni desticku.

Mnozstvi jednotlivych slozek bylo v pritbéhu experimentli upravovano, popi. byly nahrazovany

jinymi. Uvedeno je jiz optimalizované sloZeni mastermixu.

Jako pozitivni kontrola byl pouzit vzorek se zndmym genotypem HPV a zndmym poctem kopii
genu E2, E6 (stejné tak mohla byti pouzita jakdkoliv jind DNA s pfinejmensim 1000 kopiemi
viru HPV se znamym genotypem). Jako negativni kontrola byl uzit vzorek bez pfitomnosti viru

HPV (pouzita byla dH20, ale moZnost jakékoliv DNA izolované z krve zdravé osoby).

Postup michdani mastermixu:

1) Byly naredeny primery a proby na pozadovanou koncentraci, vytvoren primer mix, proby byly
chranény pred svéetlem pomoci alobalové folie. Po namichani kratce zvortexovano a centrifu-
govano.

2) Bylo spocitano mnozstvi reakci, na které se bude test provadet, véetné negativni, pozitivni
kontroly a kalibracnich rad .

3) Newyuzity primer mix a proby byly skladvany pri -20 °C.

4) Dle obr.45 a 46. bylo pripraveno slozeni master mixu s rezervou kvili nepresnosti pipetovani.

5) Vzorky, kontroly i kalibracni Fady byly nechany rozmrznout, pred pouZitim pulzné vortexovd-

ny a stoceny na minicentrifuze.
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6) Mastermix s primermixem byl pipetovin na desticku, nasledné byly naneseny kalibracni rady,

kontroly a pacientské vzorky. Souhrny objem roztoku v jednom kanalku cinil 25 ul.

7) Desticka zalependa folii s PCR mixem byla centrifugovana pri 2000 rpm priblizné 30 sekund.

3.3.2 Master mix s pouzitim fluorescen¢niho barviva EvaGreen

Multiplex Final 1 R[ul] 100 R [ul]
5x KAPA2G Buffer A (1,5 mM MgCl2) 1x 5 500
MgClz 25mM[pl] 2,5mM 1 100
KAPA2G Fast HotStart DNA Polymerase (5 units/pl) 0,7U 0,14 14
dNTP 10mM [ul] 200 uM 0,5 50
EvaGreen ~0,8x 1 100
DEPC H20 [pl] 10,36 1036
Cast. total 18 1800
Primermix E2, E1, L1, L2, E6 0,5uM 500
DNA (50 ng) 0

Total: 23 pl MM + 2 pl DNA

Tabulka 19 Slozeni mastermixu s Evagreen

Za pouziti Evagreen byly testovany geny E2, E1, L1, L2 a E6. Byly tak vytvofeny primermixy
pro E2B, E1AB, L1AB, L2AB a E6.

Primer mix byl pfidavan az do hotového master mixu, rozdélen¢ho do 8 zkumavek. Jednotlivé
Casti master mixu pak byly opét nanaSeny na mikrotitrani desti¢ku a zpracovany v Light Cycler
Instrument 480. Pro analyzu vSech gent bylo nutno pouzit tfi titraéni desticky a PCR tak provést
3krat.

Vzorky byly nanaseny v duplikaté — 2 vzorky pro kazdy gen. V piipadé nizké koncentrace byla

analyza vzorku opakovana.
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3.3.3 Master mix s pouzitim fluorescen¢nich prob

Multiplex Final 1 R[pl] 100 R [ul]
5x KAPA2G Buffer A (1,5 mM MgCI2) 1x 5 500
MgCI2 25mM[ul] 2,5mM 1 100
KAPA2G Fast HotStart DNA Polymerase (5 units/pl) 0,7U 0,1 10
dNTP 10mM [pl] 200 uM 0,5 50
Primer mix GAPDH 0,2uM 1 100
Primer mix E2, E6 ~0,8x 4 400
DEPC H20 [pl] 11,4 1140
Cast. total 23 2300
DNA (50ng) 2 0

Total: 23MM + 2 DNA

Tabulka 20 Slozeni mastermixu s probami

Do PCR reakei ke sledovani integrace E2 a E6 gent byl pfidavan taktéz primermix pro referecni

gen GAPDH, k ovéfeni amplifikace.

Jednoduse feceno GAPDH slouzi k zjisténi, jestli byla lidskd DNA do vzorku skutecné piidana.
Poté co bylo zjisténo, Ze tento referencni gen je vhodnou soucasti metody k ovéteni amplifikace

DNA, nebyl tento gen jiz v dalSich experimentech z diivodu spotieby testovan.

Vzorky byly nanaseny v triplikaté — jeden vzorek byl sniman pomoci 3 kanalt v jedné jamce tit-
racni desti¢ky. V ptipade nizké koncentrace (pod 10 kopii DNA) byla analyza vzorku zopakova-
na.

3.3.4 Pribéh PCR

Metoda integrace HPV viru do genomu byla zaloZena na sledovani amplifikace, poctu kopii E2 a

E6 genu, poptipadé E1, E2, L1, L2 gent.

Po namichéani mastermixu, bylo této amplifikace dosazeno pomoci polymerazové fetézové reakce

na piistroji Lightcycler 480.
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Bylo postupovano nasledovne:

1)
2)
3)
4)
5)
6)

7)

8)

9)

Titra¢ni desticka byla vlozena do termocycleru a spustén ovladaci program.

Byl vybran format desky v menu Setting = Instrument (bila, prihledna deska).

Nasledné¢ byl spustén piislusny program (viz. obr. XZ, YW).

Po ukonceni amplifikace byla spusténd analyza vysledku.

Z moznych nastaveni bylo vybrano ABS Quant/2nd Derivate Max.

Pii analyze vysledki E2 gentli byl vybran filtr 465-510 nm (FAM), pii analyze vysledkt
E6 gent filtr 540-580 nm (VIC/HEX/Yellow555), pfi analyze vysledku GAPDH byl
pouzit filtr 610-670 nm (CY5).

Pokud bylo pouzito barvivo Evagreen misto prob, nebylo v prib&éhu analyzy pfepinano
mezi jednotlivymi filtry, jelikoz Evagreen je barvivo zcela nespecifické. Primermixy tak
byly rozdéleny do samostatné na desticce a nebyly soucasti jednotného mastermixu pro
vSechny reakce.

Nasledn¢ byla provedena kvantifikace kopii jednotlivych genti pomoci kalibracni kiivky
(V casti Sample editor — byly oznaceny standarty a vyplnéna jejich koncentrace. Déle na-
sledovala Analyza — pomoci programu ,,calculate, body kalibra¢ni kiivky, které nebyly
detekovany, byly vyfazeny.

Data byla nasledné vyhodnocena.

3.3.4.1 Amplifikace E2, E6 genu

Postupovalo se standartnim zptisobem za pouziti fluorescencnich sond. Reakce bézela s

mastermixem piipravenym s probami a primery pro E2, E6 a GAPDH. Fluorescence byla za-
znamenavana ve 3 kandlech, FAM(E2), HEX (E6) a CY5(GAPDH). Pro PCR reakci byl sestaven

teplotni program (tab. 21).

Program name temperature (°C) | lenght (min, s) |cycles
Predenaturation 95 4 min 1
Amplification 45
1. 95 15s

2. 60 60s

Cooling 37 10s 1

Tabulka 21 Teplotni program s pouzitim fluorescencnich prob
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3.3.4.2Amplifikace geni E2, E1, L1, L2, E6

Postupovalo se taktéz standartnim zptsobem za nespecifického fluorescen¢niho barviva. Na tit-
racni desticku byl nanaSen mastermix piipraveny s Evagreen. Byl nastaven novy program pro
barviva SYBR green a ptidan melting, abychom zjistili, zdali se tvoii specifické/nespecifické pro-
dukty (tab. 22).

Program name | temperature (°C) | lenght (min, s) cycles
Pre-incubation 95 15 min 1
Amplification 45
1. 95 15s

2. 60 30s

3. 72 30s

Cool 60 60 30s 1
Melting Curve 95 continuous

Cooling 37 60 s

Tabulka 22 Teplotni program s uzitim fluorescencniho barviva Eva green:

3.4 Zpracovani dat
Data byla zpracovana a vyhodnocovana pomoci programu Microsoft Office Excel. Vzdy byl zjis-
tovan pomeér jednotlivych gent viici genu E6, jelikoz jsme byli presvédCenti, ze k jeho fragmen-

taci nedochazi.

Nasledny pomér n (E2, E1, L1, L2) / n (E6) byl zpracovan metodou ,, delta Cp* a dale je ozna-
¢en jako R. Postupovano bylo pomoci vzorce R= 2" (-deltaCp), kde delta Cp = Cp pro
(E2,E1,L1 anebo L2) - Cp pro E6.

K rozdilu Cp hodnot jednotlivého genu a genu E6 byla pfipocitana taktéz hodnota ziskana

korekcei, jakozto pramér jednotlivych delta Cp testovanych vzorku.

Dalsi metoda pouzita k vypoctu byl podil koncentraci amplifikované DNA u E1, E2, L1, L2
a u genu E6.

Pokud byly vzorky nanaSeny na titracni desti¢ku v triplikaté nebo duplikaté, jejich kone¢na
hodnota pak byla ziskana vypocitanim aritmetického priméru ze vSech hodnot. Vzorky

vykazujici abnormality, byly z vypoctu vytazeny.
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Na zédklad¢ ziskanych dat byla stanovena integrovana, smisend nebo episomalni forma

Piicem?Z plati, Ze:

x > 0,8episomalni forma > nizké riziko rozvoje karcinomu
0,8 - 0,51 smiSend forma > mirné z7vySené riziko rozvoje karcinomu
x <0,5 integrovand forma > vysoké riziko pro rozvoj karcinomu
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4. Vysledky

4.1 Kalibra¢ni rady potrebné k metodé detekce integrace

Pro sestaveni metody bylo potfeba vytvofit kalibracni fady, se znamou koncentraci specifické
DNA daného HPV, které budou citlivé 1 pro malé¢ mnozstvi DNA kopii. Finalni kalibracni fady
byly pfipravovany z linearizovanych a purifikovanych plazmidi, pficemz moznost jejich mutace

byla vylou¢ena pomoci sekvenovani.

Nejprve tvorbé kalibra¢nich fad piredchazelo pouze méfeni koncentrace plazmidu na Agilent a tak
byly nasazovany do PCR reakci. Tyto kalibra¢ni fady vSak nebyly pro metodu idealni (viz. obr.
31), nezdaly se dostatecné sensitivni, kalibra¢ni kiivka nebyla linearni ani velmi periodicka, byly
zde patrné rozdily mezi jednotlivymi cykly a koeficient efektivity PCR nepiesahoval hodnotu 1,8
(idealni hodnota = 2).

Bylo tak tedy ptistoupeno ke Stépeni plazmidti pomoci restrikénich endonukledz, takto linearizo-
vané plazmidy byly jiz pouzivany v nésledujicich PCR reakcich a k ovéfeni samotné metody de-
tekce integrace. Tyto fady se ukazaly byti vice senzitivni, pesné, periodické, taktéz hodnota koe-

ficientu efektivity PCR zde byla poznateln¢ vyssi (obr. 22).
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Obr. 22 Kalibracni kiivka HPV 52 pred a po linearizaci plazmidu. Nejvice se ucinek Stépeni plazmidu projevoval
praveé na genu E2.
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Citlivost metody, pii pouziti kal. kiivky (HPV 52 - E2), ktera byla vytvoiena kalibra¢ni fadou s

linearizovanym plazmidem, byla pro metodu detekce integrované formy dostate¢na. Dokézala

detekovat od 1,94x10° kopii DNA az po 20 kopii (tab.23).

Ostatni kalibra¢ni fady taktéz dokéazali detekovat pfiblizné stejny pocet kopii, a byly

povazovany za dostatecné citlivé.

Position [ Name Cp Concentration

1. kal52_N 22,07 1,94E+05
2 kal52_N 25,62 2,03E+04
3 kal52_N 29,18 2,11E+03
4, kal52_N 32,95 1,92E+02
5 kal52_N 36,04 2,00E+01

Tabulka 23 Tabulka Cp hodnot a hodnot koncentrace kalibracni krivky HPV 52 — E2B primer, po linearizaci

Linearizovany byly také plazmidy, které pak byly pouzity pro tvorbu kalibra¢ni fady genotypu
HPV 58. Opét byly patrné rozdily v citlivosti detekce DNA kopii, linearnosti kiivky, a tak ve
vysledné efektivité PCR (obr.23).
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Obr.23 Kalibracni krivka HPV 58 a gen E2 pred a po linearizaci plazmidu.
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Neptesnosti kalibra¢nich kiivek se projevovali zejména tam, kde byly pouZity nové navrZzeny
primery (E2B, E1AB, L1AB a L2AB), jelikoZ pomoci téchto primert byl ohranic¢en a amplifiko-
van mnohem delsi amplikon neZ u plivodné navrZzenych primeri E2A a E6. Jak jiz bylo zminéno,
bylo tomu uc¢inéno z divodu pokryti vétsi oblasti genu, coz si myslime, Ze je pro detekci pripadné

fragmentace podstatné.

U kalibracni kiivky E6 genu tedy neni pozorovan tak markantni rozdil po Stépeni plazmidu a
obecné amplifikace u E6 genu probihala zdaleka nejlépe. (E6 primery byly navrzeny pro kratsi
amplikon). I pfes to, je ale u upravenych kalibra¢nich fad patrna vyssi citlivost, kterd se manifes-

tuje snizenimi hodnoty Cp, a periodicita amplifika¢nich kiivek (obr.24).
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Obr.24 Kalibracni kiivka HPV 58 — zkoumany E gen (primer E6) pred a po linearizaci plazmidu

Dalsi patrny rozdil je pozorovan v analyze pomoci analyzy tani DNA duplexu (meltingu). Z
meltingovych kiivek lze pozorovat zvySenou tvorbu dimerti a nespecifickych produkti u kalib-
racni fady s neStépenymi plazmidy, u standardll s linearizovanymi plazmidy naopak tyto neza-

douci abnormality skoro nevznikaji (obr. 25, 26).
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Obr. 25 Kalibracni kiivka HPV 58 melting — zkoumany L2 gen (primer L2A) pred a po linearizaci plazmidu
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Obr. 26 Kalibracni kiivky HPV 58 melting — zkoumany E2, L2,E6 gen (primer E2B,L2A,E6) pied a po linearizaci

Kalibra¢ni fady pro genotypy HPV 52 a HPV 58, které¢ byly ziskany linearizaci plazmidu, byly
tedy povazovany za sensitivni a zajist'ujici dostatecné efektivni pribeéh PCR reakce. Byly pouzity
pii naslednych PCR reakcich pii testovani metody detekujici integrovanou formu u pacientskych

vzorku.
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4.2 Ovéreni navrhnutych primeri pro metodu detekce integrace

HPV

K sestaveni metody detekujici integraci viru bylo nutno navrhnout pro PCR specifické primery.
Jednotlivé parametry, které byly pfi designu zaddvany jsou uvedeny v metodice. Zdali primery
funguji a dochazi k amplifikaci DNA, bylo zjiS§téno smichanim sestavenych primermixa s

mastermixem, pfidanim standartu (popft. vzorku) a provedenim PCR.

Pii ovéfovani primert E2A a E6 jesté nebyly dodany plazmidy, PCR tedy probihala bez kalibra-
tort,, misto standardti byly pouzity vzorky obsahujici DNA papilomaviru. Primery E2B, E1AB,
L1AB, L2AB a LCR byly nasazeny do PCR reakce jiz s kalibra¢nimi fadami.

Na problémy jsme narazili pti analyze primeru pro LCR, ktery nedokézal urcitou sekvenci vhod-

n¢ amplifikovat, po nasledném provedeni elektroforézy byl vytazen.

Vsechny primer mixy byly taktéz analyzovany pomoci ¢ipové elektroforézy, aby bylo zjisténo,

zdali navrhovana délka opravdu odpovida délce produktu (obr.27, 28).

U elektroforézy provedené pro primery E2A a E6 u genotypi HPV 39,52 a 58 nebyl detekovan
zadny problém, az na mirné odchylky ve velikosti amplikonu u primeru HPV39 E2 ve dvou
vzorcich. Diivodem miiZze byt nepfesnost pii nanaSeni nebo technicka chyba, jak je mozno pozo-

rovat druhy vzorek je zcela v normé.

[bp]

Ladder
hpv 39 e2 vzl
hpy 39 82 vz2
hpv 39 eb vzl
hpv 39 g6 va2
hpv 52 e2 vzl
hpy 52 e2vz2
hpv 52 g6 vzl
hpy 52 ef vz2
hpy 58 2 vzl
hpy 58 e2 vz2
hpv 58 eb vzl
hpy 58 g6 vz2

Obr.27 Virtualni elektroforeticky gel (HPV 39,52,58)
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obr.28 Elektoforetogramy PCR produktit pro geny E2 a E6

Bylo zjisténo, Ze navrhovana velikost opravdu odpovida skute¢né velikosti amplifika¢niho pro-

duktu.
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Byla provedena taktéz elektroforéza pro nové primery E2B, E1AB, L1AB, L2AB a LCR (obr.
29, 30).

Opét byla detekovdna mirna nesrovnalost v tvorbé nespecifickych produkti u E2 genu vzorku 9
na elektoroforéze, kde byla pouzitd velmi nizka koncentrace DNA. Je znamo, ze pii nizké kon-
centraci dochazi k tvorbé nespecifit (tzv. dimer primer). Druha kopie pro vysokou koncentraci

DNA byla v normalu.

[bp]

Ladder
£2A (1)
LIA
LCR
2
L1B
E6
ELA
L2A
E24 (2)
E1B
L2B
nte

150
100

15

L i 2 3 < 5 s 7 -] 9 30 A K2

Obr. 29 Virtudlni elektroforeticky gel (HPV 58)
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Obr. 30 : Elektoforetogramy PCR produktii pro geny E1, E2, E6, L1, L2
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Vsechny primery az na primer pro LCR, byly prokazany jako funkéni a skutecna velikost

produktu odpovidala délce navrzené. Primer pro LCR prokazoval tvorbu dimerl a nespeci-

fickych produktti, proto byl z dalsi analyzy vyfazen vyfazen a pfi testovani vzorkl fragmentace

této oblasti nebyla zkoumana. Mirné nesrovnalosti v tvorbé nespecifickych produkti u E2A byla

vysvétlena opet chybou pii nanaSeni vzorku na ¢ip a nizkou hodnotou koncentrace DNA.
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4.3 Optimalizace PCR

PCR byla optimalizovana pomoci uprav sloZeni mastermixu.

1) Byla vyménéna polymeraza Taq DNA polymerase za polymerazu Kapa 2G Robust, ktera
byla pouzita pfedevsim pro zvyseni efektivity PCR a pro dosazeni vhodnéjsiho tvaru am-

plifika¢nich ktivek. (obr. 31)
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Obr. 31 Kalibracni kiivka s pouzitim dvou druhiit DNA-polymerdz

2) V souvislosti s vyménou polymerazy bylo snizeno mnozstvi MgCl2 a vyménén stavajici

pufr za KAPA2G Buffer A.

3) Nasledné bylo upraveno mnozstvi primermixu GAPDH. Domnivali jsme se, ze vé&tsi
mnozstvi GAPDH nepftiznivé ovlivituje amplifikaci v jinych fluorescencnich kanalech.
V¢St obsah primermixu pro GAPDH ve ke zvySené spotiebé reagenci nutnych pro amli-

fikaci genti E2 a E6.
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4.4 Testovani metody
Spolehlivost metody byla testovana na vzorcich, ziskanych od pacientd, u kterych byl detekovan

papilomavirus genotypu HPV 39,52 nebo 58.

Byla provadéna standartni optimalizovand PCR reakce s vytvofenymi kalibra¢nimi fadami a pri-

mermixy.

4.4.1 Genotyp HPV 52

Pii testovani vzorkd genotypu HPV 52 byl namichan standartni mastermix s fluorescen¢nimi
probami.

Byla pouzita kalibra¢ni fada s linearizovanym plazmidem pro genotyp HPV 52. Jednotlivé vzor-
ky byly nanaSeny v triplikaté.

Testovano bylo dohromady 23 vzork, jejichz DNA byla amplifikovana pomoci real time PCR
na piistroji Cobas x 480 (tab.24)

Z celkového poctu vzoktl bylo prokézano 21 forem episomalnich, 2 formy smiSené a zadna inte-

grovana. U urcitych vzorki byl uveden také klinicky nalez.
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klinicky

number| sample E2/E6 nalez
1 1239 1,16 neuveden
2 1321 1,22 neuveden
3 1343 0,94 LSIL
4 1372 1,08 LSIL
5 1446 1,05 neuveden
6 190 0,97 neuveden
7 2929 1,00 CIN 2
8 3009 1,00 neuveden
9 3016 0,91 neuveden
10 305 0,96 neuveden
11 306 0,93 neuveden
12 3092 1,00 neuveden
13 3116 0,99 neuveden
14 3334 1,01 neuveden
15 3519 0,97 CIN 1
16 3545 0,88 neuveden
17 3692 0,98 CIN 3
18 492 1,17 neuveden
19 571 0,79 CIN 2
20 572 0,76 CIN3
21 608 0,90 neuveden
22 636 1,03 neuveden
23 973 0,89 neuveden

Tabulka 24 Analyza dat, stanoveni formy HPV 52
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Jistou miru korelace klinického nalezu a formy, v jaké se virus nachazi, Ize spatfit v CIN2 a

CIN3 u vzorkid 571 a 572, kde byla detekovana jiz smisena forma viru.

Vzhledem k tomu, Ze nebyla detekovéana integrovana forma ani ve vdznéjSich nélezech, byla po-
loZena otdzka, zdali nedochézi k integraci i v jinych ¢astech genomu, takto pak byla zodpovézena

pii testovani genotypu HPV 58.

Lze taktéz detekovat mensi abnormality v poméru E2/E6 lehce pies 1,00. Tyto hodnoty se vSak
nevyskytuji tak ¢asto a primér vysledné reakce je opravu 1,00. Nabizi se zde ale jesté moznost
zptesnéni PCR reakce a zvySeni citlivosti metody. Tyto postupy jsou blize specifikovany v

kapitole Diskuze.
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Obr. 32 Kalibracni kiivka HPV 52 (E2, E6) a amplifikacni kiivka vzorku 608, posledni bod kalibracni krivky byl z
analyzy vyrazen, episomalni forma
4.4.2 Genotyp HPV 39

Z dtvodu, Ze je tento genotyp jesté zkouman, nejsou zde tedy uvedeny kompletni vysledky.

4.4.3 Genotyp HPV 58

Vzorky genotypu HPV 58 byly nejprve testovany standardné, kdy bylo pfedpokladano Ze béhem
integrace dochazi k fragmentaci pouze E2 genu. Do titra¢ni desti¢ky se pipetoval master mix ob-
sahujici proby a vSe bylo analyzovano pomoci real-time PCR. Vzorky byly nasledné vyhodnoce-

ny a stanovena forma HPV viru. Celkem bylo analyzovano 41 vzorki (tab. 25)
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Priamérna hodnota R(E2/E6):
0,94

episomalni forma

| smiSend forma

klinicky
number] sample| E2/E6 nalez
1 24 0,89 neuveden
2 50 1,00] neuveden
3 64 1,05 ASC-H
4 124 0,94] neuveden
5 124 0,96| neuveden
6 184 0,96| neuveden
7 203 0,99 neuveden
8 220 0,93 neuveden
9 285 0,94 neuveden
10 302 0,97 neuveden
11 345 0,74 neuveden
12 404 1,00 neuveden
13 409 0,95 neuveden
14 466 0,90 neuveden
15 527 0,89 neuveden
16 590 0,90 neuveden
17 606 0,96| neuveden
18 666 0,96/ CIN 3
19 734 0,99 neuveden
20 1001 0,87 neuveden
21 1032 1,04 neuveden
22 1352 0,94] neuveden
23 1371 1,03 HSIL
24 1413 CIN 3
25 1466 0,77/ CIN 3
26 2066 0,85 neuveden
27 2155 0,90 neuveden
28 2272 1,01y neuveden
29 2596 0,96 ASC-H
30 2638 0,72 neuveden
31 2697 0,89 LSIL
32 2703 0,93 neuveden
33 2820 0,85 neuveden
34 2841 0,92 HSIL
35 2876 0,96 neuveden
36 2894 0,98 CIN 3
37 2895 0,94 CIN 3
38 3096 1,01 LSIL
39 3135 0,84] neuveden
40 3181 0,70 neuveden
41 3280 0,90 ASC-US

Tabulka 25 Analyza dat, stanoveni formy HPV 58
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Z celkového poctu vzorki bylo detekovana 1 integrovana (obr. 35) a 4 smiSené formy, ve zbytku

se podle nasich udaji, nachazel virus v episomalni formé (obr. 33, 34).

Miizeme opét detekovat obcasné odchylky Cp hodnot od 1,00. Nejedna se vSak o Zadné markant-

ni abnormality.
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Obr. 33 Amplifikacni krivky kalibratorit HPV 58 (E2, E6) a vzorku 124, posledni body byly z analyzy vyrazeny; epi-
somalni forma viru
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Obr. 34 Zobrazeni kalibracni kirivky HPV 58 (E2, E6) v duplikaté a amplifikacni kiivka vzorku 2820,, episomdlni
forma viru
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Obr. 35 Vzorek 1413 genotypu HPV 58 — patrné rozdily v amplifikaci E2 a E6 genu — integrovand forma

Vzhledem k tomu, ze vyraznd pozitivni korelace mezi ptitomnosti zdvazného klinickym nélezu a
formou viru nebyla pozorovéana, bylo rozhodnuto zjistit, zdali nedochazi k integraci/Stépeni HPV

i v jinych mistech, nez je E2 gen.

Z toho divodu byly navrzeny nové primery pro ostatni geny: E2B, E1AB, L1AB, L2AB. Byl

pfipraven novy mastermix, tentokrat za pouziti barviva EvaGreen.

Po ptipravé mastermixu, byla titra¢ni desticka opét zpracovana pomoci real time PCR. Ziskana

data byla opét vyhodnocena. (obr. 36, obr.37, tab. 26)
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Obr. 36 Amplifikacni krivky kalibratorit HPV 58 (L2 gen) a vzorek 64 (zde v misté L2 genu k fragmentaci nedochdzi)
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Obr. 37 Patrna integrace HPV 58 v misté E2 genu, ktery byl amplifikovan pomoci primeru E2B, vzorek 1466

amplicon localiza-
tion at HPV ge-
nome ~1500 |[~2200 ~3400 ~3600 ~4500 ~5300 ~6000 ~6700
gene: E1A E1B E2 A E2B L2A L2B L1A L1B
sample: 1466 | [ P 0,77 I P 0,72 P 0,76 N N
sample: 2130|N N X P 0,78 P 0,77 P 0,73 P 0,75 N
sample: 2596[N N N N N P 0,78 I P 0,66
sample: 2841|N N N N N N N N
sample: 2894|N N N N N N N N
sample: 64| N P 0,66 N N N N N I
sample: 2895( | [ N N I N N N
sample: 666| N N N N N N P 0,60 [
sample: 2703| 1 [ N N X X X X
sample: 1371|N N N N N N N P 0,78
sample: 1413[N N [ P06l [PO,78 [PO0,73 N I
| Integrated
integrated 0,00 - 0,59 P Possibly integrated
possibly int. 0,60 - 0,79 N non integrated
non int. X > 0,80 X non tested

values obtained after correction

Tabulka 26 Stanovent formy HPV 58 pomoci sledovani fragmentace vice genii
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Ze ziskanych a zpracovanych dat usuzujeme ze k integraci dochdzi pravdépodobné i na jinych
mistech néZ je pouze sledovana oblast E2 genu. PficemZz mlZeme detekovat i dvoje integracni
mista. Jednotlivé zlomy odpovidaji moznostem Stépeni genomu, piicemz dochazi ke Stépeni ve
vetsing€ piipadi v genech umisténych vedle sebe. Dochazi teda ke ztraté souvislé ¢astzzi genomu

HPV. Taktéz mlizeme pozorovat velmi podobné hodnoty mezi jednotlivymi geny (hodnoty po-
méru R jsou uvedeny pouze u pravdépodobné integrovanych mist). Domnivame se tedy, ze
metoda v ptipad¢ jejiho pouziti pro analyzu vice genti, dokaze detekovat integraci i v jinych

mistech genomu.
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DISKUZE

Zamérem této prace bylo sestavit diagnostickou metodu pro detekci integrované formy HPV viru
genotypu 39, 52 a 58. Z u vedenych védeckych studii jako je naptiklad (Stuart 1. Collins et al.,
2009) vyplyva, ze integrace papilomaviru do lidského genomu ma podstatny vliv na vznik karci-

nomu dé&lozniho ¢ipku. 11

Pro ptesnou diagnostiku rizika rozvoje nadoru délozniho ¢ipku je nutné, aby metoda byla dosta-
tecné presna, toho lze dosahnout n¢kolika zplsoby. Vzhledem k tomu, ze je mastermix do
mikrotitracnich desti¢ek pipetovan ru¢n¢, mohou vzniknout mirné neptesnosti. Z tohoto divodu
je potieba zvysit robustnost reakce, aby se odchylky pfi analyze vysledkli neprojevovaly. Dalsi
moznosti, jak zvysit citlivost metody je pouziti bilych plastii namisto transparentnich, konkrétné
bilych nepriihlednych mikrotitra¢nich desti¢ek. Dlivod spociva v signifikantné lepSi schopnosti
odrazit fluorescen¢ni signdl z PCR reakce do detektoru pfistroje. Problém, na ktery jsem taktéz
narazila, bylo zpracovani vzorki s nadmémé vysokou koncentraci. Pokud ma vzorek piilis
vysokou nebo naopak pfiili§ nizkou koncentraci, nemusi byt spravné¢ detekovany kalibracni
kfivkou a miize dochazet ke zkresleni. Resenim by zde bylo zpiisnéni kritéria pro koncentrace
jednotlivych vzorkt, koncentraci lidské DNA pied za¢atkem metody nejprve zméfit a analyzovat
pouze vzorky s koncentraci DNA jen v urcitém rozpéti, poptipadé tyto vzorky natedit. Dalsi
moznsti je nanaSet pacientské vzorky ve vice opakovanich, napiiklad jeden vzorek v 5
replikatech. Nabizi se taktéz varianta optimalizace kalibra¢nich kiivek pomoci piidani
standardniho mnozstvi lidské DNA misto destilované vody k plazmidu s DNA papilomaviru.
Pridanim lidské DNA by se simuloval 1épe vzorek DNA pochazejici od HPV pozitivni pacientky,
ktery vzdy obsahuje smés lidské a viralni DNA.

Jak jiz bylo uvedeno, pfi testovani DNA odebrané pacientim jsem se setkavala pfevazné s
formou episomalni, méné jiz s formou smiSenou a integrovanou. Pokud bych méla vysledky
zachytu integrované formy (pii testovani pouze fragmentace E2 genu) srovnat s vysledky jinych
praci, byly piiblizn¢ odpovidajici. Védecka studie (M.Manavi et al., 2008) integrované formy

HPV 58 a 52 viru pomoci metody zalozené na dvojdimenzionalni (2D) gelové elektroforéze, byla
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nejcastéji ve vSech stupiii cervikalnich 1ézich detekovana pravé episomalni forma, pficemz v
CIN 1 a CIN 2 integrovana forma pfitomna nebyla viibec.1%

Jak jiz bylo v praci nastinéno, domnivam se, Ze k sestaveni dostate¢né ptesné metody detekce
integrované formy na bazi PCR, je nutné analyzovat vice oblasti HPV genomu. Vysledky z mych
experimentt, které fesi fragmentaci vice gend pfi integraci mohou opét korelovat naptiklad s
vysledky védecké studie (Li Wang et al., 2013), ktera zjistovala integra¢ni mista u HPV 58
pomoci sekvenaéni technologiec MyGenostics GenCap Technology. V uvedené praci byla

prokazana u nejéastéjsi lokace integrace pravé v misté L1 a E1 genu'®’

, coz by odpovidalo 1
vysledkiim, které¢ jsem ziskala pomoci polymerazové fetézové reakce pii sledovani $ir§iho panelu
viralnich gent

L1, L2, E1 aE2. Tyto vysledky také koreluji s praci (Ying Liu et al, 2015), kde byla jako misto
nejcastéjsi fragmentace vyhodnocena oblast E1 genu pomoci sekvenovani za pouziti technologie
Illumina HiSeq 2000.1% Nalezena korelace s jinymi pracemi tedy miize poukazovat na spravnost
detekce integracnich mist za pouziti iHPV kitu pro vice genli. Domnivam se, Ze pro vétsi
pfesnost metody je tedy potfebné se pii diagnostice integrované formy zaméfit na vice

integra¢nich mist, neZ je pouze E2 gen.

Pokud vezmeme v potaz jiné védecké publikace jako je napiiklad (Satu-Maria A. Kulmala et al.,

2007), které se zamé&fuji na detekci integrované formy taktéz formou real-time PCR, je zde uva-

zovana pouze fragmentace E2 genu. V ¢lanku (Satu-Maria A. Kulmala et al., 2007) je uvadén
zachyt integrované formy HPV 16 v perzistentnich infekcich pouze 4% z celkového poctu 816

109 pricemz jak uvadi (Ying Liu et al, 2015), dle vysledki ziskanych pomoci sekvenova-ni

vzorkill
nové generace, by v se v HPV 16 méla vyskytovat integrovand forma jesté vice nez v genotypu
HPV 58.1% Domnivam se tedy, Zze pokud by byla metoda aplikovana i na jiné geny, byl by
celkovy zachyt integrace vys$si, coz koreluje taktéz s praci (Li Wang et al., 2013) ktera
vyhodnotila opé€t jako nejvice Casté misto integrace viru HPV 16 pravé L1 a E1 gen a to zase

pomoci sekvenovani.'%’

Nabizi se taktéz otdzka, jak moc je cilené detekovat fragmentace jinych gent, nez je E1 a E2.
Jelikoz vzhledem k lokaci promotoru (obr. 38) by teoreticky stale dochazelo k expresi E2 genu
pii integracich v misté L1 a L2 genu, ¢imz by hypoteticky nemél existovat zvySeny potencial pro

vznik nadoru. Otazka, do jaké miry fragmentace téchto gent mtze indukovat karcinogenezi jesté
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neni zcela zodpovézena. Kazdopadné pii fragmentaci genu E1, by promotor taktéz nebyl schopen
vyvolat transkripci E2 genu, coz by mélo mit stejné proliferacni dasledky jako pfi fragmentaci genu
E2. Dalsim faktem pak zistavd moznost integrace papilomaviru do lidského genomu v misté
napiiklad tumorsupresorového genu, coz by opét mélo mit disledek v podobé podpory malignich

zmeén.

Do jaké miry by pak byla nase metoda diferenciovana by ukazal dal$i vyzkum onkogennich po-

tencialii fragmentace v oblasti L1 a L2 genu.
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Obr.38 Schéma zmény transkripce casnych genii po integraci HPV 16 do lidské DNA. Jak je patrné, po integraci

v oblasti E1/E2 je jiz ¢asny virovy promotor (p97) neschopen transkripce E2 genu a Cili i jeho nasledné translace do
proteinu (Vinther et al., 2005).
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ZAVER
Priméarnim cilem prace byl vyvoj metody stanovujici integrovanou nebo episomalni (popf. smiSe-

nou) formu viru HPV 39,52,58 a tim 1 riziko rozvoje karcinomu délozniho ¢ipku.

Dtiraz zde byl kladen pfedevSim na vyzkum genotypu HPV 52 a 58. pticemz vysledky HPV 39 v

praci nebyly uvedeny, jelikoz je tento genotyp nadale zkouman.

Jak jiz bylo nastinéno, detekce integrace hrHPV do lidského genomu pomoci iHPV kitu, je metoda
v diagnostice velmi perspektivni, ov§em proto, aby mohla byti zcela vyuzivanou metodou, je nutné

Jijesté vice zpfesnit.

Domnivam se, ze kalibra¢ni kiivky dokazi detekovat dostatecny pocet kopii a bylo patrné zlepSeni
jejich periodicity po provedené linearizaci plazmidu. Primery jsou k jednotlivym sekvencim genu
navrzeny spravné a master mix byl optimalizovan. I pfes to, aby tato metoda mohla byti plné
vyuzivanou diagnostickou metodou, je nutné ji jesté vice zdokonalit navrzenymi postupy

uvedenymi v kapitole Diskuze.

I pfes to, Ze integrace HPV viru neni vZzdy nutna pro progresi cervikalni intraepitelidlni neoplazie a
vzniku karcinomu, m4 jeji stanoveni moznost progresi predpovédét, a tak 1 riziko vzniku karci-
nomu. Tato metoda by pak mohla byti novym nastrojem pro screeningovy program a uzite¢nym

prekurzorem vzniku nadoru délozniho ¢ipku.

Podstatné uziti této metody spatiuji predevSim ve stanoveni progrese Ci regrese cervikalnich in-
traepitelidlnich neoplazii, pfedev§im druhého a tfetiho stupné. Pficemz u CIN 2 dochazi k regresi v
50 % ptipadl do dvou let, tato 1éze je vSak vétSinou 1éena jiz pomoci invazivniho zédkroku. Taktéz
u CIN 3 dochazi k progresi a vzniku cervikalniho karcinomu pouze u 12 % piipadi. Metoda by tak
mohla jednat eliminovat nadmérné 1éCeni pacientky, ale zaroven taktéz upozornit na vysoké riziko
pro nadorové onemocnéni. Zvlastni vyznam by pak metoda mohla miti 1 ve stanoveni rizika pro
rozvoj karcinomu v nespecifickych cytologickych nalezech ASC-US a ASC-H na ektocervixu a
rovnéz AGC-NEO a AGC-NOS na endocervixu, které jsou jest¢ hife pfistupné kolposkopii a
cytologickému screeningu.

Mozné je i potencionalni pouziti této metody k predikci vyvoje nadorti nejen délozniho ¢ipku, ale i
jinych HPV viry indukovanych karcinomi. Lidské papilomaviry jsou detekovany taktéz v 90-93 %

nadort konecniku,12-63 % nadori orofaryngu,36-40 % nadorl penisu a ve 40-64 % vaginalnich

karcinom,10°
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Dulezity je pak piinos v podobé nového nahledu na koncipovani metody v podob¢ nutnosti sle-
dovani fragmentace vice gentl, nikoli pouze genu E2, jak udavaji jiné praci zamé&iujici se detekci
integrované formy taktéZ pomoci PCR. Vzhledem k tomu, Ze jsme pomoci této metody byli schopni
detekovat vice integracnich mist, domnivame se, Ze pfi analyze vét§iho mnoZstvi genli by byl
zvysen zachyt integrované formy. Tuto predstavu podporuji i vysledky dalSich praci, které udavaji
107,108

vysokou pravdépodobnost Stépeni v misté¢ E1 1 L1 genu za pouZziti metody sekvenovani.

Je vSak nutno tuto skuteé¢nost ovérit na vice vzorcich.
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