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Souhrn:

Tato bakaldiska prace se vénuje porovnani dvou doporucenych screeningovych metod
pro prikaz lidského papilomaviru, Hc2 a Aptima HPV Assay. V teoretické Casti je
detailn¢ rozepsan lidsky papilomavirus (pro nasledné lepsi pochopeni principti metod)

a molekularné genetické metody, jimiZ se prokazuje. Prakticka ¢ast se vénuje vlastnimu
stanoveni HPV a jeho typu ve vzorcich s prokdzanym vysokym stupném cervikalni 1éze.
Tato studie prokézala, Ze obé¢ metody maji srovnatelné vysledky prikazu HR-HPV typt
ve vzorku. Neshoduji se ale v genotypiza¢nim stanoveni, kde po ovéfeni specifickymi
genotypizacnimi testy metoda Aptima HPV Genotyping 16, 18/45 poskytla ve 100 %
spravné hodnoty, kdeZzto Hc2 ukézala nizkou specifitu genotypizaéni sondy HPV

16/18/45 a spravné vysledky poskytla jen z 84 %.
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UvVOD

Tato bakaldiska prace je zamétfena na metody molekularni genetiky s vyuzitim pro

virologii, konkrétné pro lidsky papilomavirus (HPV).

HPV jsem si jako zéastupce vird vybrala pro jeho schopnost karcinogeneze a
vzristajici pocet incidence tohoto viru u mladych osob. Dlouhodoba infekce spolu
s rizikovymi faktory, jako je naptiklad rizikové sexualni chovani nebo koufeni, vede az
ke vzniku nadorového onemocnéni. Jelikoz karcinom de€lozniho ¢ipku je druhym
nejcastéjSim zhoubnym nadorem u Zen po celém svété, je tieba se vénovat screeningu,
1é¢bé a moznostem monitorace onemocnéni. Molekularné genetické metody jsou pro

tyto ucely vhodné.

Hlavnim tématem této prace je porovnani dvou nejvice pouzivanych screeningovych
metod. Tyto metody jsou velmi odlisné. Prvni metoda Hybrid capture 2 je nejdéle
pouzivanou metodou ve screeningu vysoce rizikovych HPV typi (HR-HPV) a je
zalozend na prikazu DNA viru. Oproti ni stoji relativné mladd metoda APTIMA
zaloZena na pritkazu mRNA onkogennich proteinit E6/E7 viru, které pfimo ukazuji na

probihajici infekei.
Pomoci vysoce specifickych genotypizaénich testii chceme prozkoumat, jaky HR-

HPV typ zptisobuje rozdilné vysledky mezi metodami Hc2 a APTIMA. A ktera z téchto

metod je tedy vhodnéjsi pro piesny screening karcinomu délozniho ¢ipku.
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TEORETICKA CAST

1 LIDSKE PAPILOMAVIRY

Lidské papilomaviry (dale jen HPV) jsou neobalené viry, s vysokou rezistenci
k vliviim prostiedi. Maji kubickou kapsidu o priméru 55 nm slozenou ze 72 kapsomér
tvorenych kapsidovymi proteiny L1 a L2. Obsahuji cirkularni dvouvlaknovou DNA,
jejiz délka se pohybuje od 7400 do 8200 paru bazi. (Bednat, 1996; Fait, 2009)

Papilomaviry obecné infikuji fadu obratloved a clovék vtomto ptipadé neni
vyjimkou. Pfedpoklada se, Ze papilomaviry se vyvijely spolu se svymi hostiteli. OvSem
ve dneSnim svétle molekularné-biologickych metod ,se wukazuje, Ze genomy
papilomaviri jsou velmi stabilni a Ze mutace ¢i rekombinace nukleotidovych sekvenci
jsou u nich velmi vzacné. Pravée zmeény V nukleotidovych sekvencich nejvice
konzervativniho genu kodujiciho protein L1, jsou zdakladem taxonomické klasifikace

HPV.“ (Laco, 2012, s. 51).

1.1 Taxonomie

Papilomaviry s polyomaviry kdysi byly pfisluSniky celedi Papovaviridae, protoze
maji podobnou strukturu kapsidy. V 80. letech 20. stoleti byla upfesnéna stavba téchto
virtt do detailll. Zjistilo se, Ze papilomaviry maji vétsi kapsidu a pfiblizn€ o 3000 part
bazi delsi DNA, ktera ma navic Upln€ odliSnou organizaci genomu. Papilomaviry proto
v roce 2000 opustily ¢eled’ Papovaviridae a utvotily novou rodinu Papilomaviridea.
(Fait, 2009; Laco 2012)

Clenéni HPV probih4 na zakladé odlignosti v nukleotidové sekvenci L1 genu:
Rody papilomavirt se od sebe lis§i o 40-55 % a oznacuji se pismeny fecké abecedy.
V ramci jednoho rodu se druhy papilomaviri od sebe lisi o 30-40%. Pfislusnici
jednoho druhu maji mezi sebou obdobné biologické vlastnosti, diky tomu lze urychlit
vyzkum. Typ papilomaviru se od jiné¢ho typu 1isi o 10-25 %. Oznacuji se HPV (¢islo),

napt. HPV 16. V ramci jednoho typu rozliSujeme rizné podtypy nebo varianty.
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V soucasné dobé& uz je identifikovano ptiblizné 226 HPV typt.

Podtyp je odlisny o 2-10 % od jakéhokoliv jiného typu papilomaviru.

Variantni papilomaviry se li§i o méné nez 2 % od jakéhokoliv typu papilomaviru.
Kazdy typ papilomaviru ma 10-100 variant, liSicich se zejména v nekodujicich usecich

DNA. (Laco, 2012)

1.2 Rozdéleni HPV podle onkologického potencidlu

V diagnostické praxi rozd¢lujeme lidské papilomaviry podle schopnosti vyvolat
nadorové bujeni podle klasifikace IACR z roku 2009:

Nizce rizikové, low-risk HPV (dale jen LR-HPV)
— 6,11,40,42,43,44,54,61,72a81

Vysoce rizikové, high-risk HPV (dale jen HR-HPV)
— 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66, 68, 73 a 82
— Pravdépodobné HR-HPV typy — 66 a 68
— Ostatni typy maji mozné vysoké riziko (possible HR)

1.3 Patogeneze

Pfirozenym sidlem pro HPV infekci je dlazdicovy epitel, na ktery je virus dokonale
ptizpsoben. Viry infikuji bunky v nejhlubsi vrstvé (stratum basale) a k t¢ém se dostanou
zejmeéna v tzv. transformacni zoné, coZ je rozhrani mezi cylindrickym a dlazdicovym
epitelem. (Fait, 2009)

,,Dlouhou dobu se na zaklad¢ vysledku studii in vitro pfedpokladalo, ze se HPV vazi
pfimo na bazalni keratinocyty. Vysledky novéjsich studii in vivo vSak dokladaji, ze
primarnim mistem vazby HPV je bazilni membrana epitelu; k navazani viru na

keratinocyty dochazi aZ nasledné.* (Laco, 2012, s. 63)

Zivotni cyklus HPV je uzce spjaty s diferenciaci epitelové buiiky. V bazalni vrstve
stratum basale se epitelové buiiky pfirozené v nadbytku dé€li, aby nahradily odloupané
vrstvy. Virus vyuziva replikacniho aparatu buiiky a tim se dostane i do bun¢k nové
vzniklych (dcefinych). Pomoci nizké koncentrace virovych proteintt E1 a E2 v jadfe i

cytoplazmé je uchovavan tento mod. Buitkku muize infikovat i nékolik typit HPV
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najednou, ale do bunééné DNA se miize integrovat jen jeden typ. Ostatni potom
ptezivaji v episomalni formé¢.

Ve stratum spinosum buriky jiz neproliferuji. Bunéény cyklus se zastavil, aby se
buiika mohla diferencovat. Virus ale potiebuje namnozit svou vlastni DNA a to je
mozné diky casnym proteinim. Proteiny E1 a E2 se pfimo podileji na replikaci, kdezto
virové onkoproteiny E6 a E7 inhibuji tumor supresorové geny (p53 a pRb) hostitele.
Casné proteiny timto principem znovu aktivuji syntézu a replikaci bunééné, a tak i
virové, DNA. V buiice nyni vznikaji tisice kopii viru.

Nasledn¢é uhasind aktivita ¢asnych proteinii a zacinaji se syntetizovat kapsidové
proteiny L1 a L2. Tyto proteiny se syntetizuji v cytoplazmé keratinocyti vrchnich
vrstev stratum granulosum.

V hornich vrstvach, tedy ve stratum corneum, dochazi k sestaveni celého virionu.
Jelikoz virova DNA je uloZena v jadre, kapsidové proteiny se musi transportovat za ni.
V jadre se potom sestavi kompletni infekéni partikule a je uvolnéna z apoptizujiciho

keratinocytu do zevniho prostfedi. (Doorbar a kol, 2012)

Fait ve své knize cely proces shrnul takto: ,, Infekce je tedy lokdlni, bez viremie,
omezend na epitelialni vrstvu, neni doprovazena zanétem, ktery by imunitni systém
varoval. Od primarni infekce ke vzniku infekcniho potomstva uplyne dlouha doba (6-12
tydnu, nez buinka projde vsemi fazemi diferenciace), a protoze viry/virové specifické
proteiny na povrchu infikovanych bunék velice Spatné aktivuji bunky imunitniho
systému, odpoved’ hostitele je nedostatecna. “ (Fait, 2009, s. 16)

Pribéh infekce je prehledn€ zaznamenan v piiloze €. 1.

1.4  Genetika lidskych papilomaviri

Genom HPV tvofi tfi hlavni oblasti:

e Regulaéni region — oznac¢ovan z anglického upstream region (URR), nebo long

control region (LCR). Je tvoten 400 — 700 pary bazi, které nekoduji proteiny,
ale jsou vazebnym mistem pro virové proteiny E1 a E2, transkripéni faktory a

regulacni proteiny. Dale obsahuje promotory a zacind zde replikace virové
DNA.

e (asny region — ma Sest a vice Ctecich ramcti pro virové proteiny El1, E2, E3,
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E4, ES5, E6, E7, E8. Za casnym regionem se vyskytuje tzv. cCasna
polyadenylova oblast (poly-A).

® Pozdni region — ma dva ¢teci ramce pro kapsidové proteiny L1 a L2.

Schéma organizace genomu HPV je zobrazeno v piiloze v ptiloze €. 2.

1.4.1  Struény piehled funkce virovych proteini

Funkce jednotlivych virovych proteini se mezi riznymi typy HPV mirné 1isi. Zde
uvadim pro nazorny piiklad mechanismus ptsobeni virovych proteinti u HPV typu 16.
E1l — enzym DNA heliké4za, pocatek replikace viru;

E2 — regulacni protein transkripce i replikace, rovhomérné rozdéleni plazmidi do
dcefinych bungk;

E3 — funkce neznama;

E4 — Casny gen, ale syntetizuje se az V nejpozd¢jsi fazi infekce a narusuje cytoskelet;

E5 — onkogen riistového faktoru, také naruSuje expresi hlavniho histokompatibilniho
komplexu I. i II. tfidy a tim maskuje infikovanou bunku pfed imunitnim systémem
(konkrétné pied cytotoxickymi T-lymfocyty);

E6 — inhibuje bunécny protein p53 a aktivuje telomerazu;

E7 — reaktivace bunécného cyklu, degradace proteinu pRb;

E8 — podobny proteinu ES5, pfitomen jen u nékterych typia HPV;

L1 — major capsid protein, hlavni slozka virové kapsidy;

L2 — minor capsid protein, udrzuje tvar a stabilitu kapsidy.

(Ondrus a Dvorak, 2008; Laco, 2012)

1.4.2  Mechanismus pusobeni onkoproteini E6 a E7 u HR-HPV typu

,Hlavni funkci virového proteinu E6, tvoreného priblizne 150 aminokyselinami
(AMK), je inhibice funkce tumor supresorového proteinu p53, ktery kontroluje integritu
bunécného genomu a pri poskozeni genomu aktivuje opravu zjisténych genetickych
zmeén a/nebo apoptozu bunky. Protein E6 se prostredim ubikvitin-ligazy E6AP vaze na
protein p53, coz ndsledné vede k degradaci proteinu p53 v proteasomech. *

(Laco, 2012, s. 54)
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Dalsi mozna cesta k zablokovani p53 je zamezeni acetylace specifickymi proteiny.
Protein E6 také dovede degradovat GAP proteiny, ¢imz prerusi signalni drahu
G-proteint, ale také znovu aktivuje katalytické podjednotky telomerazy, coz Cinni

buniku nesmrtelnou. (Gomol¢akova, 2015)

, Hlavni funkci virového proteinu E7, tvoreného priblizne 98 AMK, je reaktivace
bunécného cyklu v jiz diferencovany keratinocytech dlazdicobunécného epitelu, ktere
tak znovu vstupuji do S-faze bunécného cyklu. Klicovymi regulacnimi proteiny, které
blokuji zahdjeni bunécného cyklu v keratinocytech jsou protein pRb a jemu pribuzné
proteiny pl107 a p130, na které jsou navazany transkripcni faktory rodiny E2F, které
jsou timto zpiisobem inaktivovany. Po navdzani virového onkoproteinu E7 na tyto
komplexy dojde k jejich destabilizaci a k uvolnéni navdazanych transkripcich faktorii,
které po transportu do jadra aktivuji expresi genit nutnych pro prechod bunky z G1- do
S-faze bunécného cyklu a buika je schopna znovu zahdjit bunécny cyklus. Virovy
protein ddle indukuje degradaci proteinu pRb v proteasomech. “ (Laco, 2012, s. 55)

V 1. fazi infekce v nediferencovanych buiikach protein E7 nepiimo aktivuje cyklin
dependentni kinazy (CDK) 2, 4 a 6. NaruSenim drahy proteinii pRb, p107 a p130 dojde
ke zvySené expresi proteinu pl6, ktery by normalné inhibici CDK 4 a 6 zastavil
bunéény cyklus v G1 fazi. Kvili celkové naruSenym signalnim drahdm proteinem E7
to neni mozné. Pomoci imunohistochemie miZeme dobie vidét protein pl6 v bunikach

s aktivni infekci HR-HPV typem. (Gomol¢akova, 2015)

1.5 Lidsky papilomavirus a rakovina

Od roku 1995 jsou HR-HPV typy 16 a 18 oficialné uznany organizaci International
Agency for Research on Cancer (IARC) jako karcinogenni pro ¢lovéka a jsou tedy
zafazeny do skupiny 1 — lidské karcinogeny. Papilomova infekce je pro rozvoj
karcinomu nezbytnd, ale velkou roli hraji 1 dalsi rizikové faktory. Mezi takové faktory
patii napiiklad sexudlni chovani, koufeni, polymorfizmus p53, uZivani oralni
antikoncepce nebo paralelni infekce dal§imi mikroorganismy (Chlamydia trachomatis,
Herpes simplex, HIV). HPV nejcastéji zptisobuje karcinom délozniho ¢ipku, ma ale na
svédomi 1 karcinomy hlavy a krku, penisu, kiize, analni krajiny, dutiny uUstni a

orofaryngu a dalsi... (Turyna, Sldma, Hejda, 2010)
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1.5.1 Karcinom déloZniho ¢ipku

Toto onemocnéni je u Zen celosvétove druhym nejcastéjSim zhoubnym nadorem.
typem. Konecnym a nejhorS$im stddiem dysplastickych zmén je invazivni
dlazdicobunécny karcinom jehoz prekurzorem je tzv. cervikdlni intraepitelidlni
neoplazie (CIN) odstupiiovana podle stupn¢ zavaznosti, klasifikaci nadori podle WHO.

Pokud jsou infikovany builky zlazového epitelu, jedna se o tzv. cervikalni
glandularni intraepitelidlni neoplazie (CGIN), které mohou pftejit az v adenokarcinom in

situ (AIS).

Nejleh¢im stupném je CIN1, kde na histologické trovni jsou vidét zndmky poruchy
maturace s jadernymi atypiemi v dolni 1/3 epitelu.

Pfechodné stddium mezi Ilehkou a tézkou formou je nazyvano CIN2,
charakterizované v dolnich 2/3 znadmkami poruchy maturace, jadernymi atypiemi a
atypickymi mitézami.

Poruchy maturace se vyskytuji ve vSech vrstvach cervikalniho epitelu s vyraznymi
jadernymi atypiemi a ¢etnymi atypickymi mitézami. (Cibula a Petruzelka, 2009)

Rozvoj prekancero6z je zachycen na obrazku v ptiloze €. 3.

V posledni dob¢ se Castéji pouziva klasifikace podobna cytologické, kde je rozdéleni
pouze na dva stupn¢é — Low grade skvamozni inatraepitelialni 1éze (LG SIL nebo LSIL)

a High grade skvamozni inatraepitelidlni 1éze (HG SIL nebo HSIL).

Mezi tfemi nejcastéjSimi se vyskytujicimi histologickymi typy karcinomu délozniho
hrdla je nejCastéjsi dlazdicobunéény karcinom (tvofici 72 % vSech nadoril), potom
adenokarcinom (tvotici 17 %) a nejméné Casty adenoskvamdzni karcinom (tvofici 4 %).
Tyto nadory nejcastéji zptusobuje HPV 16, ptitomny ve vice nez 50 % piipadi. Dale pak
Vv sestupném potadi HPV 18, 45 a 31 tvotici dalSich ptiblizné 30 % ptipadi.

(Laco, 2012)
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2 SCREENINGOVE MOLEKULARNE GENETICKE
METODY PRO PRUKAZ HR-HPV TYPU

HPV testy detekuji HPV a HR-HPV asociované se vznikem karcinomu. V Ceské
Republice se pouzivaji jako doplikové testy k primarnimu cytologickému screeningu na
rozdil od Turecka nebo Nizozemska, kde je molekularn¢ geneticky HPV test néstrojem

primarniho screeningu.

Dosavadni HPV testy maji vysokou citlivost na ukor specifi¢nosti testu. Proto je pii
pozitivnim HPV priikazu vhodné déle specifikovat, zda jsou pfitomné extrarizikové
HPV typy 16, 18 nebo 45, které jsou zodpovédné za 70% dlazdicobunéénych 1¢ézi a az

95% zlazovych 1ézi.

Pti vybéru testu pro screeningové ucely musime dbat na spravny druh citlivosti.
,, PFilis vysokd analytickda (absolutni) citlivost skriningového testu snizi jeho pozitivni
prediktivni hodnotu, nebot ucelem je zachytit pouze ty HR-HPV infekce, jez jsou
asociovany se vznikem CIN2+ lézi a odlisit je od prechodnych infekci, jez jsou casté
zejména u mladych zen a nevedou ke vzniku karcinomu. Klinicka (relativni) citlivost je

vztazena prave k takové virové nadlozi, jez je s vysokou pravdepodobnosti asociovina se

vznikem CIN2+ /[ézi. “ (KaSpirkova a Ondi¢, 2013)

Tyto podminky spliiuji zejména nasledujici testy: Hybrid Capture 2 (Hc2) HR-HPV
DNA Test, Aptima HPV Assay, Cobas 4800 HPV test, Cervista HPV HR Test, EIA kit
HPV GP HR, Abbott Real Time High Risk HPV. (Kaspirkova a Ondi¢, 2013)

Vétsina zuvedenych testi byla po obsahlych klinickych studiich schvalena

americkym tfadem FDA (Food and Drug Administration).
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2.1 Hybrid Capture 2 HR-HPV DNA Test (Qiagen)

., Zakladnim a nejdéle pouzivanym testem pro detekci HPV pro skriningové ucely je
Hybrid Capture 2 (Hc2) HR-HPV DNA Test (Qiagen). Test detekuje DNA 13 HR-HPV
typu: 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 a 68. Principem testu je denaturace
DNA a hybridizace v tekutéem mediu se smési neznacenych celogenomovych RNA sond
specifickych pro vyse uvedené HR-HPV typy. Specificky vychytané hybridy DNA-RNA
Jsou detekovany pomoci sekundarni protilatky s navazanou alkalickou fosfatdzou, ktera
v konecné fazi Stépi pridany substrat za vyzdreni chemiluminicsence.
Chemiluminiscentni svétlo je méreno v luminometru a softwarem vyjadreno jako
relativni svételné jednotky (RLU) ve srovnani s kontrolami reakce.* (KaSpirkovéa a

Ondig, 2013)

Pomoci Hc2 specifické sondy 16/18/45 miizeme dale typizovat vzorky na tyto
extrarizikové HPV typy.

V jednom vzorku je detekéni limit metody 5000 viriont. (Laco, 2012)

Parametry tohoto testu byly urceny ve srovnavaci studii u Zen s abnormalnim
cytologickym nalezem. Citlivost 96,3 %, specificnost 19,5 % a z toho odvozena
pozitivni prediktivni hodnota testu (PPV) 37,4 %. (Szarewski, Mesher, Cadman a spol.
2012)

Nevyhodou metody je kfizova reaktivita sondy s jinymi typy HPV, coz zptisobuje
faleSnou pozitivitu. Tento efekt mizeme eliminovat vyssi hranici cut-off a definovanim

Sedé zOny testu.
Pii zavadéni nové metody pro ucel screningu karcinomu dé€loZniho hrdla se vzdy

porovnavaji hodnoty citlivosti a specificnosti s hodnotami Hc2.
(Kaspirkova a Ondic, 2013)
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2.2 Aptima HPV Assay

Tato metoda se zamétuje na mRNA aktivné piepisovanych onkogentl E6 a E7, které
zachyti a transkripén¢ amplifikuje. Nasledn¢ pak test hybridizacni ochrany detekuje
produkty amplifikace. Aptima prokazuje mRNA 14 HR HPV typi.

Ani zde pfitomnost mRNA onkogent neukazuje jisté na pfitomnost karcinomu nebo
jeho predstupné, protoze transkripce genti E6 a E7 probihd i u netransformacni faze

HPYV infekce. Avsak ve srovnani s DNA testy ma stanoveni mRNA vyssi specifi¢nost.

Aptima HPV Assay genotypizacni kit obsahuje specifickou sondu 16, 18/45 pomoci
které mizeme zjistit, o jaky HPV typ se jedna.

Ve srovnavaci studii u Zen s abnormdlnim cytologickym néalezem byla urcena

citlivost Aptima HPV testu pro identifikaci 1éze vysokého stupné 95,3 %, specificnost
28,8 % a PPV byla 39,3%. (Kaspirkova a Ondic, 2013)
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3 HPV GENOTYPIZACNI TESTY

Tyto metody se vyznacuji vysokou analytickou citlivosti, a proto se nehodi mezi
screeningové testy karcinomu délozniho hrdla. Najdou vyuziti pfi dour¢ovani nékterych
HPV typt, které nejsou soucasti screeningovych stanoveni. Jelikoz tyto testy dokazi
prokazat ptesny typ HPV, jsou pievazné vyuzivany ve vyzkumu.

Vétsina HPV genotypizacnich testli je zalozena na polymerazové fetézové reakci

(PCR) s riznymi specifickymi modifikacemi. (Ka$pirkova a Ondi¢, 2013)
3.1 Polymerazova retézova reakce

PCR je molekularné biologickd metoda slouzici k amplifikaci ur¢ité nukleotidové
sekvence. Nami zvolena sekvence je oznacena dvéma oligonukleotidovymi primery,
které jsou synteticky pfipravené a komplementirni ke konciim amplifikovaného
segmentu templatové DNA. O vlastni replikaci DNA se postara termostabilni
polymeraza ziskana z bakterie Thermus aquaticus (proto taq-polymerdza). Reakce
probihd v pufrovaném prostiedi in vitro, ve kterém se nachazi stavebni dily pro nové
fetézce, jimiz jsou jednotlivé deoxyribonukleosidtrifosfaty (dATP, dTTP, dGTP,dCTP).
Ve smési nesmi chyb&t ani hofecnaté ionty dileZité pro cCinnost tag-polymerazy.

(Alberts, 2006)

PCR se uskuteciiuje v pfistroji zvaném termocykler a sklada se ze tii kroku:
1) Denaturace — po dobu 20-30 vtefin, pii teploté 94-98°C dochazi k rozruSeni
vodikovych mustkil a tim k rozvolnéni dvouvlaknové DNA na jedno vlaknovou
2) Annealing — tzv. nasednuti primerti na komplementarni sekvenci, probiha pfi
teploté 50-65°C
3) Elongace — syntéza komplementarniho vlakna DNA ve sméru 5'—3’, teplota je
zavisla na optimu aktivity DNA polymerazy tj. 75-80°C, doba elongace je

zéavisla na délce amplifikovaného tiseku

Tyto kroky se cyklicky opakuji az do doby, kdy mame dostatecny pocet kopii
amplifikovaného tuseku. Obvykle staci 30 cykll. (Cibula a Petruzelka, 2009)
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3.1.1  Multiplex PCR

Tato metoda soubézné¢ vyuziva vice primerd, které ovSem museji mit podobnou,
nebo Iépe stejnou, hybridiza¢ni teplotu. Diky tomu mizeme amplifikovat vice oblasti ve
zkoumané DNA najednou. Pro spravny pribeh reakce a amplifikovani vSech produktt
soucasn¢ je nutné ji krok za krokem optimalizovat. Vyhodou této modifikace PCR je
niz§i cena nez kdyby tyto amplifikace probihaly kazda zvlast. Proto se pouzivd na
testovani oblasti DNA na sobé vzijemné nesouvisejicich, vyhledavani zmén na
dlouhych usecich a amplifikaci vnitinich kontrol se vzorky.

(Stan&k, 2013; Smarda, 2005)

3.1.1 PCR s degenerovanymi oligonukleotidovymi primery

Tato metoda je pouzivana pro jednotnou (uniformni) a ndhodnou amplifikaci DNA.
Je vhodna naptiklad pro analyzu DNA z nekultivovatelnych mikroorganizmt (HPV)
nebo piipravé fragmentdl DNA rozdélenych podle velikosti, jelikoz vysledkem DOP-
PCR je vznik spektra rizné dlouhych fragmentd. Jeji specialni slozkou jsou tzv.
degenerované oligonukleotidové primery (DOP) vhodné k jednotnému zmnozeni
zejména kratkych molekul DNA nebo DNA pfitomné ve velmi nizké koncentraci. DOP-
primery se skladaji znahodné hexamerové sekvence ohranicené zobou stran
sekvencemi definovanymi. Hexamerovd sekvence je tvofend vSemi moZnymi
kombinacemi pfirozenych nukleotidii (A, T, G a C).

Vhodnym pokra¢ovanim DOP-PCR je sekvenacni reakce, ve které zjistime konkrétni

HPV typ.

,,DOP-primery se pripojuji pri nizké stringenci k denaturované templatové DNA, kde
hybridizuji &k vazebnym mistim primeru. Vzddlenost vazby primerii miize byt
kontrolovana délkou definované sekvence na 3 -konci a prisnosti podminek amplifikace.
Prvnich pét cykli DOP-PCR sestava z pripojeni pri nizké stringenci, ndslednym
zvySovanim teploty na elongacni teplotu a prodluzovani primeru. DalSich 35 cyklu
probiha za vyssi pripojovaci teploty (vyssi stringenci). Za prisnéjSich podminek je
materidl vytvoreny pri prvnich cyklech amplifikovin preferencné, protoZze obsahuje
kompletni primerovou sekvenci na obou koncich. Na jinych mistech se DOP-primer pri

stringentich podminkdch nevdze.“ (Smarda, 2005, s. 95)
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3.1.2 Detekce PCR produkti

Nejpouzivanéjsi metodou detekce PCR produktu (amplikonu) je gelova
elektroforéza. Jejim principem je putovani zdporn¢ nabitych nukleovych kyselin ve
stejnosmérném elektrickém proudu ke kladné elektrodé (anodé¢), ve specifickém nosici.

Timto nosi¢em je nejcastéji 0,5 — 4 % agardzovy gel, s ptfidavkem ethidium bromidu,
ponofeny v tris pufru. Se zvySenim koncentrace polysacharidu agardzy vzroste i
rozliSovaci schopnost gelu, avsak prodlouzi se doba pribéhu elektroforézy. Agardzovy
gel je vhodny pro rozdélovani del§ich fragmenti DNA. Ethidium bromid je v gelu
pfidany pro nasledné zobrazeni fragmenti UV zafenim. Tato latka je sice levnéjsi, ale
bohuzel karcinogenni. Proto ji uzZ v mnoha laboratofich nahradila vizualiza¢ni barva
SYBR Green.

Druhym nejcastéjsSim nosi¢em je polyakrylamidovy gel. Vznikd polymeraci
akrylamidu. Tento druh gelu je tvofen velmi hustou molekulovou siti, a proto je vhodny
pro rozdélovani kratSich fragment DNA.

Elektroforéza miize probihat bud’ horizontaln¢, vertikaln¢ anebo v kapilare.

Kapiléarni elektroforéza ma nejrychlejsi prabéh. Tenka kapilara se da chladit 1épe, nez
normalni elektroforetické vany, a tak mizeme pouzit elektricky proud o vyssim napéti,

¢imz je putovani DNA rychlejsi. (Stan¢k, 2013; Racek, 2006)

3.2 Hybridiza¢ni metody

Hybridiza¢ni metody obecné spocivaji ve vazbé DNA nebo RNA se znacenou
sondou. Mohou probihat volné v roztoku, na pevnych nosic¢ich nebo v preparatech tkani.
Jako nosice se vyuZivaji nylonové, nitrocelulosové nebo polyvinyliden difluoridoveé
membrany. Podle zpiisobu detekce sondy se vybird vhodny typ a specifikace
membrany. Nejcastéji pouZivanym typem je pozitivné nabitd nylonovd membrana.
Existuje n¢kolik variaci hybridizace na pevném nosici:

Podle tvaru nanesenych vzorkti na membranu rozliSujeme dot-, slot- a blot- hybridizaci
(dot- pravidelny okrouhly, slot- pravidelny protahly, blot- ndhodny tvar).

Déle pak Southrenliv pienos (hybridizace DNA) a Northern blotting (hybridizace
RNA). V téchto ptipadech je nejprve zkoumana nukleova kyselina separovana

elektroforeticky a nasledné pfenesena na nosic. (Prisa, 1997; Smarda, 2005)
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Vsechny tyto typy maji na nosici fixovanou zkoumanou molekulu nukleové kyseliny.

Reverzni hybridizace je zaloZena na tzv. Reverznim blottingu, coz znamen4, Ze na
nosi¢ je nejprve navazano mnoho neznacenych sond pro rtizné HPV typy. Molekuly
DNA se namnozi metodou PCR v termocykleru na detekovatelnou hladinu. Nasledné je
dvouvlaknova DNA (ds DNA) denaturovana na jednovlaknovou (ss DNA), kterd je
hybridizovéana k sondam na zéklad¢ pravidel komplementarity bazi. Poslednim krokem

je vizualizovat signdl a odecist ptipadné pozitivity. (Prasa, 1997)

Senzitivita hybridizace je upravovana tzv. Stringenci.
,,Jedna se predevsim o teplotu a koncentraci iontu, které udavaji, do jaké miry dochazi
K hybridizaci, jestli dochdzi k hybridizaci specifické (pouze mezi komplementdrnimi
bazemi) ci jiz nespecifické (mezi nekomplementarnimi bazemi). Se zvysujici se teplotou
a snizujict se koncentraci soli vzrista stringence a klesa pravdépodobnost nespecifické
hybridizace. Pokud jsou podminky prilis stringentni, nedochdzi jiz ani k hybridizaci

¢

specifické. Se stringenci souvisi teplota tani dvousroubovice a teplota hybridizace.

(LabGuide, ©2014)

3.2.1  In situ hybridiza¢ni HPV test

In situ hybridizacni testy (ISH) zviditeliiuji DNA viru na konkrétnim misté tkané,
nikoliv v izolované DNA. Davaji nam tedy informaci o lokalizaci a identifikaci viru.
.V citelné obarveném rezu lze podle druhu signalu rozlisit, zda je DNA HPV
integrovana do genomu, nebo se vyskytuje pouze v episomalni formé. Vyhoda detekce
HPV v topografické souvislosti ve tkani je vSak zastrena nizsi citlivosti metody (70%),
pomérné castym nespecifickym barvenim a vysokym pozadim rezu.” (KaSpirkova,

Ondi¢, Cerna a Skalova, 2013, s. 30)

Principem metody je denaturace a nasledna reasociace (znovu spojeni) DNA se
sondou na zaklad¢ pravidel komplementarity bazi. Navazana sonda na zkoumané DNA
se projevi jako hybridizacni signal. Obvykle jsou tyto signaly bud’ fluorescencni, nebo

radioaktivni. (WikiSkripta, ©2008)
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V ptipad¢ firmy Ventana Medical System, Inc. jejich sonda INFORM HPV llII
Family 16 Probes (B) and/or Family 6 HPV lze pouzit na parafinové fezy 2-4um silné
nejprve obarvené zakladnim ptehlednym barvenim Hematoxilin-Eosin. Nasledné po
vyvolani sondy chromogenem lze rozliSit episomalni formu od integrovan¢ HPV
infekce. Episomalni forma HPV DNA se jevi jako velkd homogenni tmavé modra
srazenina uvniti jadra. Pokud je HPV DNA jiz integrovand do genomu buiiky délozniho
hrdla, jevi se jako tmaveé modré teCkovani uvnitf jadra. (Grogan, 2006)

Rozdil mezi témito formami je zachycen na obrazku v pftiloze €. 4.
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PRAKTICKA CAST

4 FORMULACE PROBLEMU

Vysoce rizikové HPV jsou kazdoroéné pti¢inou nejméné 15 % vSech nadorovych
umrti po celém svété. Vzhledem k postupnému vyvoji neoplazii az ke karcinomu miize
screening v ¢asnych stadiich onemocnéni zabranit vét§in¢ smrtelnych ptipadt. V dnesni
dobé¢ jsou tradi¢ni cytologické a histologické metody dopliiovany i o mnohem
senzitivn€j$i stanoveni molekularné genetické. Zjisténi genotypu probihajici HPV
infekce ma vyznamnou hodnotu pro 1é¢bu, sledovani pozitivnich pacientd ¢i zachyceni

recidivujiciho onemocnéni.

Stanovenim mRNA mizeme odhalit transkripéné aktivni HPV infekci, ktera je
typickd pro vysoce rizikové 1éze. Bylo prokdzdno, Ze testovani na bazi mRNA
produkuje mén¢ faleSné pozitivity, nez testovani na bazi DNA, kde mtze hybridizaéni
sonda diky tzv. zkiizené reaktivit¢ chybné reagovat i s HPV typy, které rakovinu

nezpusobuji. Nicméné¢ zda a do jaké miry se vyskytuje zkfizena reaktivity u

vewr

4.1  Cile vyzkumu

Nasim cilem je porovnat charakteristiku dvou typové odlisnych, doporucenych,
screeningovych HR-HPV testi, s konkrétnim zamétenim na jejich genotypizujici sondy,
ve vysokém stupni cervikélnich 1€zi pouzitim:

e testu zalozeného na bazi DNA — Hybrid capture 2 — detekce celého spektra
HR-HPV (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68) vcetné urceni
genotypu HPV 16/18/45

e testu zaloZené¢ho na bazi mRNA — APTIMA HPV — detekce celého spektra
HR-HPV (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66, 68) vcetné urceni
genotypu HPV 16/18/45

e Pomoci PCR genotypizacnich technik dourcit nesouhlasné vzorky (PCR

PE6/E7, LINEAR ARRAY HPV Genotyping Test - Roche)
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5 STUDIJNI SKUPINA (MATERIAL)

Jako material byly pouzity builky z média cytologie na tenké vrstvé (liquid based
cytology — dale jen LBC). Jelikoz je LBC vzorek nejprve hodnocen cytologicky, je tak
kontrolovano dostate¢né zastoupeni reprezentativnich bunék, a tim se rapidné snizuje
riziko falesné negativity testu. Navic toto médium zajist'uje dobrou kvalitu nukleovych

kyselin, 1 pti pokojové teplote, az nékolik mésicii. (Kaspirkova a Ondi¢, 2013)

Pro studii byly pouzity vzorky LBC pacientek, které méli histologicky prokazanou
tézkou 1ézi na déloznim hrdle. Tyto vzorky méli vice jak 99% pravdépodobnost, Ze
budou HR-HPV pozitivni a tedy vhodné pro otestovani charakteristik screeningovych
HPV testi. Vzorky byly vyhledany na zaklad¢ cytologické a histologické diagnostiky

z archivu Bioptické laboratote s.r.o0. Celkem jsem zpracovala 117 vzorkd.

Graf €. 1: Zastoupeni veékli pacientd pouzitych vzorkl

Zastoupeni véku pacienti
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V¢ék pacientek se pohyboval od 19 az do 65 let. Primérny vék je 35 let (median 33 let).

Zdroj: vlastni
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Graf €. 2: Zastoupeni cytologickych nélezli v pouzitych vzorcich
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Legenda:
3 = atypické dlazdicové (skvamozni) bunky, nelze vylouc¢it HSIL

5 = té¢zké zmény dlazdicovych bunék (= HSIL)
6 = HSIL, nelze vylou¢it invazi

8 = atypie zlazovych bunék, nespecifikovany
9 = atypie zlazovych bun¢k, spiSe neoplastické

Zdroj: vlastni

Do studie byly pouzity pouze vzorky cytologické klasifikace 3, 5, 6, 8 a 9.
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Graf ¢.

: Histologické nalezy u pouzitych vzorki

Histologické nalezy u pacientl
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Legenda:
CIN 1 = lehké zmény

CIN 2 = stfedné té¢zké zmény

CIN 3 = tézké zmeény

CIN 3 + chron. c. = CIN 3 + chronicka cervicitis

CIN 3, inv. kerat... = CIN 3 invazivni keratinizujici dlazdicobunéény karcinom

AIS = adenokarcinom in situ

AIS + inv. = adenokarcinom in situ s invazivnim rustem

Zdroj: vlastni

Do studie byly pouzity vzorky s prokazanou neoplazii nebo karcinomem.
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6 METODY VYZKUMU

6.1

Digene Hybrid capture 2 HR-HPV DNA test (Qiagen)

Pouzité pristroje: Luminometr DML 2000, vodni lazen, ohfiva¢ mikrodesticek,

ttepacka, vortex

Pracovni postup pro detekci celého spektra HR-HPV:

z davodu kompatibility je tfeba nejprve pievést vzorek z LBC média do STM
media pomoci soupravy Hc2 Sample Conversion kit

denaturace vzorkl a kontrol pfidanim 500 pl denaturacniho €inidla a vortex 5 s
inkubace ve vodni lazni 45-50 minut pii 65°C

vortex odbérovek 5 sekund a nésledné piepipetovat 75 ul vzorku/kontroly
dlouhou $pickou do obycejné hybridizaéni desticky (bez navdzanych protilatek)
pfiprava smési sondy: 1 pl sondy (probe/HPV/high risk) + 25 pl fediciho
roztoku (dil/probe) a nasledny vortex smési

napipetovat Spickami s filtrem 25 pl smési sondy do kazdé jamky, zakryt
vickem, tfepat na tfepacce 3 + 2 min pfi 1100 ot/min, jamky zeZloutnou,
konvertované zruzovi. Pokud vzorky nezméni barvu, znovu ptidat 25 pl smési
sondy a tfepat.

inkubace v mikrodestic¢kovém inkubatoru 60 £+ 5 min pii 65°C

piepipetovat obsah z hybridiza¢ni desticky do imobilizacnich jamek (na sténach
navazana protilatka RNA:DNA), vicko a tfepat na tiepacce 60 + 5 min pii

1100 ot/min

vyklepnout obsah imobiliza¢nich jamek do vylevky a zbytek obsahu odstranit
poklepem na ubrousek

reverzni pipetovaci technikou pomoci osmikandlové pipety napipetovat 75 ul
detekéniho ¢inodla 1 (REAG/DET/1)

zaviit vickem a inkubovat pii pokojové teploté 30-45 min

stiicku promyvaci hadice nejprve ocistit lihobenzinem, z jamek odstranit
detek¢ni cinidlo 1 vyklepnutim do vylevky, 6x promyt jamky promyvacim

roztokem, jamky vysusSit poklepem na ubrousek
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e za pomoci reverzni pipetovaci techniky napipetovat 75 ul detekéniho Cinidla 2
(REAG/DET/2), vlozit do luminometru DML 2000
e inkubovat 15-30 min v temnu

e zadat data a protokol do luminometru DML 2000 a zméfit desticku
Pracovni postup pro genotypizaéni detekci HPV 16/18/45 se shoduje s postupem pro

detekci celého spektra HR-HPV. Jedind odlisnost je v pouzité sondé.

Pro genotypizacni Hc2 se pouziva sonda: HPV 16/18/45 Probe Set.

6.2 APTIMA HPV Assay

Pouzité pristroje: PANTHER

Pracovni postup:

e po silném protiepani nadoby s LBC vzorkem odebrat 1 ml vzorku do odbérové
zkumavky ze soupravy APTIMA pro ptenos vzorkl

e vzorek zlehka promichat s médiem ve zkumavce, NEvortexovat

e zkumavka s ¢arovym kodem se vlozi do specialniho stojanu, ten se vlozi do

ptistroje PANTHER a zapne se piisluSny program

V piistroji jsou piislusné reagencie bud’ pro detekci celého spektra HR-HPV nebo pro
genotypizacni detekci HPV 16, 18/45.

6.3 PCR pEG/E7 —HPV typy 16, 18, 45

Izolace DNA byla provedena z LBC média soupravou QIAamp® MinElute®
VirusSpinKit

Pouzité pfistroje: laminarni box, termocykler, pouprava pro elektroforézu (zdroj a

elektroforetické vany), UV photocamera (transiluminator, kamera)
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Pracovni postup:

piipravime si z mrazdaku PCR primery a reagencie a nechame je vytemperovat
na pokojovou teplotu

v PCR hazardboxu pro reagencie pfipravime PCR mix na dany pocet reakci,
kolik mame vzorku a kontrol

na 1 reakci je potieba 12,5 ul FastStart, 1 ul PRM-E6/E7 F, 1 ul PRM-E6/E7 R,
0,5 ul BSA, 8 ul H,O

do kazdé mikrozkumavky napipetujeme 23 pl PCR mixu

V hazardboxu uréenym pro manipulaci s nukleovymi kyselinami piidame 2 pl
pfislusné DNA

mikrozkumavky uzavieme a umistime je do termocykleru a spustime program
pE6/E7 (95/9m°C; 40*95°C/30s, 57°C/30s-72°C/1m 72°C/5m, 14°C/0)

po uplynuti programu probihd detekce v agarovém gelu s pridavkem ethidium
bromidu 20 minut ve stejnosmérném el. proudu (200 V)

poté gel vyfotime pod UV svétlem a odecteme vysledek

Obrazek ¢. 1: Vysledek elektroforézy pro metodu PCR pE6/E7 — typy 16, 18, 45 (HPV)

HPV typ 16  HPV typ 45 HPV typ 18

.-
—

e

vzorek &.: 12 3 '1 56 +R 11112 17314 1CPK ML

Zdroj: vlastni
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6.4

LINEAR ARRAY HPV Genotyping Test (Roche)

Proces ptipravy PCR mixu probih4 v pre-amplifikacni ¢asti laboratofi, na kterou v post-

amplifikacni ¢asti laboratofe navazuje proces PCR a reverzni hybridizace.

Pouzité pfistroje: termocykler, lamilarni box, vodni lazen s tiepackou, vakuova

odsavacka

Pracovni postup:

1) Proces PCR:

V lamilarnim boxu uréeném pro ptipravu PCR mixti namichat podle piislusného
pracovniho protokolu smés pro reakci, kterou nasledn¢ rozdélime do fadné
popsanych mikrozkumavek po 45 pul PCR mixu

reagencie pro 1 reakci: 20,6 ul HPV MMX, 4,4 ul MgCl,, 20 pul H,O

V lamilarnim boxu uréeném pro praci s nukleovymi kyselinami ptidat 2 pl
prislusné DNA vzorkl a kontrol

uzaviené mikrozkumavky odnést do post-amplifikac¢ni ¢asti laboratote, kde je
vlozime do termocykleru a zapneme ptislusni program pLA [50°C/2m, 95°C/9m,

40%(95°C/30s, 55°C/1m, 72°C/1m 1150%)72°C/7m, 4°C/0-24h, ramp speed max]

2) Proces reverzni hybridizace: Denaturace — Hybridizace — Promyvani — Detekce

vzorky denaturujeme v termocykleru programem pLA denaturace (72°C/5min),
poté ke vzorkiim a kontroldm v mikrozkumavkach ptidat 50 pl denatura¢niho
roztoku (DN)

pinzetou vloZit stripy do jamek sondami navrch, oznacit jamky patfi€nymi ¢isly,
opakovaci pipetou piidat 4 ml predehiatého Hybridiza¢niho pufru do kazdé
jamky

pfidat 75 pl denaturovaného vzorku/kontrol a okamzité¢ zamichat kyvanim, aby
nebyla patrné fialova barva.

piikryt vickem, zatézkat zavazim a tfepat ve vodni lazni 30 min pii 53°C pfi
frekvenci tfepani 60 rpm, uzavfit vodni lazeni vikem, aby teplota byla stabilni
vyndat z 1azné, odsat pufr vakuovou odsavac¢kou (ménit $picky mezi vzorky)
opakovaci pipetou pfidat 4 ml Promyvaciho pufru (PP) do jamek a 3 - 4x

oplachnout stripy kyvanim tam a zpét
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odsat PP vakuovou odsavackou (ménit Spicky mezi vzorky) a opakovaci pipetou
pridat 4 ml pfedehtatého Stringent PP

prikryt vickem, zatézkat zavazim a ve vodni lazni tiepat 15 min pti 53°C/60 rpm
piipravit konjugat: Na kazdy strip 5 ml Promyvaciho pufru (PP) + 15 ul SA-
HRP. Promichat. Konjugat je stabilni 3 hodiny pfi pokojové teploté

vyndat z 1azn¢ a odsat Stringent PP vakuovou odsavackou (ménit $picky mezi
vzorky)

opakovaci pipetou pfidat 4 ml konjugétu. Prikryt vickem a tfepat mimo vodni
lazen 30 min pfi pokojové teploté

od tohoto kroku neni potfeba ménit Spicky mezi vzorky, sundat vicko a odsat
konjugat

opakovaci pipetou ptidat 4 ml PP a 3 - 4x oplachnout stripy kyvanim tam a zp¢t,
odsat PP vakuovou odsavackou

opakovaci pipetou pridat 4 ml PP, zavfit vickem a tfepat mimo vodni lazen 10
min pii pokojové teploté. Odsat PP vakuovou odsavackou.

opakovat ptedchozi krok

odsat PP vakuovou odsavackou, opakovaci pipetou ptidat 4 ml Citratového
pufru, zavfit vickem a tfepat mimo vodni lazeti 5 min pii pokojové teploté na
cca 60 rpm

pfipravit substrat: Na jeden strip 4 ml SUB A + 1 ml SUB B, promichat

odsat Citratovy pufr vakuovou odsavackou, opakovaci pipetou piidat 4 ml
substratu, zaviit vickem a v temnu tfepat mimo vodni ldzefi 5 min piti pokojové
teploté

odsat substrat vakuovou odsavackou, opakovaci pipetou piidat 4 ml
deionizované H,0, zaviit vickem a tfepat mimo vodni lazen 5 min pii pokojové
teploté

pinzetou vyndat stripy a nalepit na piislusny pracovni protokol pLA

vyhodnoceni pomoci interpretacni tabulky
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Obr. €. 2: Vysledek metody LINNEAR ARRAY

pors. 1 S 3 | 4 5 90 g
iz0l.2. ! 7 f B
— e —_— — ] —
- - | 'l |
E - - - - - ‘ i
ref. |
| ‘ |
?
strip ‘ ‘
| |
| |
p:HRy 41 135571181, 9F I st | & |
LR ) * C ‘ T
= \<4 S/'Pj'gzp e TSR . SO, |
walign; /| A T

Vzorek se odecitd pomoci interpretacni tabulky. Napt. pozice pozitivniho pruhu u 1.
vzorku odpovida HPV typu 31.

Zdroj: vlastni
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7 INTERPRETACE VYSLEDKU

Hybrid capture 2

Mira cut-off hodnoty pro tento test byla vypocitana na 1,00 a 2,5 RLU/CO. Vzorky
v rozmezi 1,00 — 2,5 RLU/CO jsou povazovany za hrani¢ni, vzorky < 1 RLU/CO jako
negativni a vzorky > 2,5 RLU/CO jako pozitivni. Tato hodnota plati pro celkovy

prazkum HR-HPV ve vzorku, ale zaroven i pro HPV genotypizac¢ni stanoveni.

APTIMA HPV test

Vysledky testu jsou automaticky interpretovany softwarem testu. Vysledek testu
muze byt negativni, pozitivni nebo neplatny podle poméru signalu k hrani¢ni hodnoté
cut-off (S/CO) pro vnitini kontrolu a analyt. Hrani¢ni hodnota (cut-off) analytu je
stanovena ze signdlu analytu (zhavici sonda) z platnych replikati negativniho

kalibratoru a ze signalu analytu z platnych replikatl pozitivniho kalibratoru.

Tabulka €. 1: Zavislost hodnot na vysledku vzorku

Interpretace vzorku | Kritéria

S/CO analytu < 0,50

Negativni Vnitini kontrola > cut-off IC
Vnitini kontrola <2 000 000 RLU
S/CO analytu > 0,50

Pozitivni Vnitini kontrola <2 000 000 RLU

Analyt < 13 000 000 RLU

S/CO analytu < 0,50 a vnitini kontrola < cut-off IC
nebo

Neplatny Vnitini kontrola <2 000 000 RLU

nebo

Analyt > 13 000 000 RLU

Zdroj: Aptima, ptibalovy letak, 2011
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PCR E6/E7 specificka pro HPV typy 16, 18, 45

Vyhodnoceni probiha z fotografie gelu po elektroforéze PCR produktd. Produkty

amplifikace jednotlivych HPV se velikostné lisi, a proto je mozné odecist presny typ

HPV z gelu.

LINEAR ARRAY HPV Genotyping test

Hybridizaéni stripy se odecitaji az po uplném zaschnuti. Poté se pomoci interpretacni

tabulky odecte poloha zobrazeného prouzku jako konkrétni HPV typ. Kazdy strip mé ve

spodni ¢asti 2 kontrolni zony, které musi byt zabarvené, aby vzorek byl validni.
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7.1 HR-HPV Hybrid capture 2

Graf €. 4: Detekce DNA Hc2 13 HR-HPV typt

detekce 13 HR-HPV typu

1% 6%
/‘ negativni
| hranicni
93% pozitivni

109 vzorkt bylo pozitivni, 7 vzorkli bylo oznaceno za hrani¢ni a 1 vzorek byl negativni.

Zdroj: vlastni
7.2 Genotypizac¢ni detekce HPV typu 16/18/45 Hybrid capture 2

Graf ¢. 5: Genotypizacni detekce DNA Hc2 HPV typt 16, 18, 45

Detekce HPV typu 16, 18, 45

35%

negativni

65% P
pozitivni

—

Pozitivnich vzorki bylo celkem 76 a negativnich 41.

Zdroj: vlastni
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7.3 HR-HPV Aptima Assay

Graf €. 6: Detekce mRNA Aptima Assay 14 HR-HPV typi
detekce 14 HR-HPV typu

1%

HPV mRNA neprokdzana

HPV mRNA PROKAZANA
99%

HPV mRNA prokadzéna u 116 vzorkd, tedy pozitivni. U 1 vzorku HPV mRNA
prokazana nebyla, tedy negativni.

Zdroj: vlastni

7.4 Genotypizacni detekce HPV typu 16, 18/45 Aptima

Graf ¢. 7: Genotypizaéni detekce mRNA Aptima HPV typu 16, 18/45

detekce typti 16, 18, 45

49%

51% Neobsahuje jeden z typu

Obsahuje jeden z typl

U 57 vzorkl bylo prokazano, ze obsahuji jeden z typt 16, 18/45. U 60 vzorkd zadny
z téchto typl prokazan nebyl.

Zdroj: vlastni
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7.5 Porovnani metod Hc2 a APTIMA na urovni HR-HPV sondy

Tabulka ¢. 2: Souhrn hodnot HR-HPV sond

Pocet vzorka

Pozitivni Hrani¢ni Negativni
Hc2 109 7 1
AHPV 116 0 1

U metody Hc2 je dulezité stanovit hodnotu cut-off. V tomto piipadé jsou vzorky >2.5
RLU/CO oznaceny za pozitivni a vzorky v rozmezi hodnot 1.0 - 2.5 jsou oznaceny jako
hrani¢ni. Pokud bychom povazovaly hrani¢ni vzorky z Hc2 za pozitivni, tak by ob¢
metody poskytly shodny pocet pozitivnich vysledkii. Ale vzhledem k Sedé zoné testu
Hc2 tato metoda trpi jistou mirou nejistoty. Z téchto vysledku by se dalo vyjadtit 6 %
miru nejistoty metody Hc2.

Zdroj: vlastni

7.6  Porovnani metod Hc2 a APTIMA na tirovni genotypizac¢ni sondy

16, 18, 45

Tabulka €. 3: Souhrn hodnot genotypizacnich sond 16, 18, 45

Pocet vzorka

Pozitivni Negativni
Hc2 76 42
AHPV 57 60

Zjisténé hodnoty celkového poctu pozitivnich vzorkti na HPV typy 16,18,45 se mezi
metodami vyrazné lisi, konkrétné o 19 vzorki.

Zdroj: vlastni
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7.7  Zjisténi specifity stanoveni metod Hc2 a APTIMA

Vzorky byly rozdéleny na souhlasné a nesouhlasné a podle toho byla vybrana

metoda s adekvatnim rozsahem detekovanych typi HPV.
7.7.1  Souhlasné vzorky — potvrzeni typové specifickou multiplex PCR
Touto metodou byla kontrolovana spravnost stanoveni metody Hc2 a APTIMA.

Graf €. 8: Zastoupeni HPV typii pomoci metody PCR pE6/E7 HPV 16, 18, 45

Zastoupeni HPV typli

59
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Cetnost
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J—

neg typ 16 typ 18 typ 45
HPV typ

JelikoZ je metoda cilena jenom na HPV typy 16, 18 a 45 oznaceni negativniho vysledku
znamena, Ze neobsahuje tyto cilené HPV typy. Neznamena to ale, Ze by vzorek nemohl
obsahovat jiny HPV typ. U 4 vzorkl byla prokazana koinfekce s HPV typy 18 a 45.
Celkovy pocet HPV 16, 18, 45 pozitivnich vzorki je tedy 57.

Zdroj: vlastni

7.7.2  Nesouhlasné vzorky — rozSifena genotypizace za pouziti metody Linear

Array
Tato metoda byla pouzita na zjisténi ptesného HPV typu u vzorki, jejichZ hodnoty

se navzajem liSily mezi metodami Hc2 a APTIMA. Téchto nesouhlasnych vzorkd bylo

19 z celkového poctu 117 vzork.
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Graf €. 9: Zastoupeni HPV typii ve vzorcich s diskrepantnim ndlezem

Zastoupeni HPV typu v diskrepantnich
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HPV typ

* oznaCuje HPV typy ptitomné v koinfekci (v jedné 1ézi vice HPV typt)

HPV typu 31 ma nejvétsi podil na nesouhlasnosti hodnot metody Hc2 a APTIMA.

Zdroj: vlastni

7.8 Celkové shrnuti

Vysledky ndm ukézaly:

Detekce ptritomnosti HR-HPV typt ve vzorcich vice typovou sondou poskytla
podobné vysledky, ovSem s mirou nejistoty 6 % pro metodu He2.

Vsechny vzorky stanovené metodou AHPV 16/18/45 jako pozitivni,

byly spravné pozitivni.

Vsechny vzorky stanovené metodou AHPV 16/18/45 jako negativni,

byly spravné negativni.

Ve stanoveni metodou Hc2 16/18/45 bylo zjisténo 19 faleSné pozitivnich
vzorkl.

Nejveétsi podil na fale$né pozitivnich vzorcich z metody Hc2 nese HPV typ 31.
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DISKUSE

Cilem nasi prace bylo porovnat mezi sebou genotypizacni sondy metody Hc2 a Aptima.

Potvrdili jsme, ze faleSnou pozitivitu u genotypizacni sondy Hc2 16/18/45 zplisobuje
kiizova reaktivita této sondy, nejcastéji s HPV typem 31. Nejpravdépodobné&jsim

divodem je blizké sekvencni DNA podobnost HPV typt 31 a 16.

Ktizova reaktivita je snad jedind vada klinické metody Hc2, ktera vyrazné snizuje
specifiCnost testu. Castle a kol. (2008) uvadi ve své studii, ze presné¢ odhalovani
kazdého typu HPV neni pfinosné, jelikoz pouze snizuje klinickou specifitu. He2 sonda
totiz stale mize reagovat i s HPV typy, na které neni pfimo zacilena. Tyto necilené
HPV typy se vétSinou vyskytuji v multigenotypové koinfekei, nejsou karcinogenni, ale
mohou vést k vysokému procentu pozitivnich vysledkli nepodlozenych Zadnou
cervikalni neoplazii, ¢imz snizuji specificitu testu. Tento fakt zdaraziiuje vyznam
omezené¢ho a wuvazlivého vyuzivani Hc2 u mladSich Zen, které maji vyssi

pravdépodobnost multigenotypové koinfekce 1 v nizce rizikovych 1ézich.

Tomu se dd do jisté miry vyvarovat cilenym upravenim cut-off hodnoty. Musime
vSak brat v uvahu, Ze s navySovanim cut-off hodnoty sice roste specificita, ale za cenu
niZ§i senzitivity a to vytvaii tzv. ,,Sedou zonu* testu bez perfektni hranice. Ve ¢lanku od
Castle a kol. (2008) je doporu€ovana cut-off hodnota > 2,00 RLU/CO, ktera by méla byt
kvantitativné ptesnéjsi.

Nejspolehlivéj§im postupem je tzv. dvojité testovani, kdy stanoveni Hc2 doplnime
jinou metodou (napt. Cobas nebo Aptima HPV Assay) a tim redukujeme mozné chyby

vzniklé cross-reaktivitou Hc2 sondy. (Preisler a kol, 2016)
Ceska narodni referenéni laboratot pro metodu Hc2 doporuduje vzorky s hodnotami

okolo 1,00 RLU/CO opakované¢ testovat, popiipadé doporucit novy odbér. Kazdopadné

by se tyto vzorky nemély jednoznaén€ oznacovat za pozitivni.
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V nasem vyzkumu jsme vysledky Hc2 interpretovali pomoci 2 rozdilnych hodnot

cut-off, pro nazornou piedstavu:

e Pii cut-off 1,00 RLU/CO jsme typizovanim pomoci sondy 16/18/45 ziskali 76
pozitivnich vysledkd.

e Pii cut-off 2,5 RLU/CO jsme pfi stejném procesu ziskali 69 pozitivnich
vysledki.

Muzeme vidét, ze rozdil mezi témito hrani¢nimi liniemi je 6 %. Nicméné i pifi vyssi

cut-off hodnoté¢ celkovy pocet pozitivnich vysledkt stale neni spravny.

Pomoci metody Aptima HPV Assay jsme za pouziti typizacni sondy HPV 16, 18/45
zjistili 57 pozitivnich vysledkt, které pak byly potvrzeny jako spravné pozitivni

specifickou multiplex PCR pE6/E7 se zamétenim na HPV typy 16, 18 a 45.

Kdyz porovname vysledek Hc2 typizace s cut-off hodnotou 1,00 RLU/CO a

vysledek typizace metodou Aptima, vyjde nam pocet nesouhlasnych vzorka 19.

Téchto 19 vzorki ukazalo na HPV typy, které zapficinily diskrepanci vysledki. Byly
to (sestupné fazeno) HPV typu 31, 52, 33, 56, 35, 67, 39, 58, 73 a CP6108. Ptficemz
nejveétsi podil nese HPV typ 31.

Z nasi studie vyplyva, Ze pro genotypizaci HPV typt 16, 18 a 45 je lep$i vyuzivat
metodu Aptima HPV Assay diky jeji lepsi specifit¢ a vhodné klinické citlivosti.
Vzhledem ktomu, Ze vyuziva stanoveni mRNA onkogenti E6 a E7, které vedou
k bunécné transformaci, zachycuje tak momentalni stav v organismu. Nikoliv mozné
pretrvavajici stopy HPV DNA, které neékdy mohou ve sliznici délozniho hrdla
perzistovat, aniz by méli vliv na normalni buné¢né pochody a maligné transformovali

bunky svého hostitele.
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ZAVER

Ob¢ doporucené screeningové metody (Hc2 a Aptima) maji srovnatelné
charakteristiky pro detekci celého spektra HR-HPV typii v cervikalnich 1ézich tézkého
stupné. Rozchézeji se az v genotypizacnim stanoveni, kdy metoda Hc2 projevila nizkou
specifitu detekce HPV 16/18/45 ve srovnani s Aptima genotypiza¢ni detekci HPV 16,
18/45 (konkrétné 84 % versus 100 %).

Za tuto neshodu muze zkiizena reaktivita Hc2 genotypizacni sondy, ktera chybné
reaguje nejcastéji s HPV typem 31. Pravdépodobné kvuli sekvencni podobnosti
genetické informace HPV typu 31 a 16. Nizka specifita genotypizacni sondy Hc2 HPV
16/18/45 pritahuje védeckou pozornost a dava ptilezitost pro navrzeni a vytvofeni nové
specifitéjsi sondy pro detekci DNA HPV typl 16/18/45. Vytvofeni specifictéjsi
genotypizac¢ni sondy pro Hc2 by mohlo poskytnout také lepsi obraz epidemiologie

karcinomu délozniho hrdla.

Pfi aktualni situaci bych pro screening HR-HPV typti a hlavné genotypizaéni
stanoveni HPV typu 16, 18/45 doporucila metodu Aptima HPV Assay, ktera
stanovenim HPV typi 16, 18/45 ve vysokém stupni cervikalnich 1ézi poskytla 100 %
spravné vysledky.

Data a vystupy této klinické studie byly revidovany odbornou komisi a pfijaty a

publikovany na lékaiské védecké konferenci USCAP 2017 v San Antoniu, Texas, USA.

Posterova prezentace z konference je piilozena v ptiloze €. 5.
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

HPV — Lidsky papilomavirus

DNA — deoxyribonuklouva kyselinami

RNA — ribonukleova kyselinami

MRNA — messenger ribonukleové kyselinami

IACR — International Agency for Research on Cancer

LR-HPV — low risk HPV, nizce rizikové lidské papilomaviry
HR-HPV — high risk HPV, vysoce rizikov¢ lidské papilomaviry
URR — upstream region

LCR — long control regionem

poly-A — polyadenilova oblast

AMK — aminokyselina

CDK - cyklin dependentni kinaza

CIN — cervikalni intraepitelidlni neoplazie

WHO — World Health Organization, svétova zdravotnické organizace
CGIN — cervikalni glandularni intraepitelialni neoplazie

AIS — adenokarcinom in situ

LSIL — low grade/ nizce rizikova skvamozni inatraepitelialni 1éze
HSIL — high grade/ vysoce rizikova skvamozni inatraepitelidlni 1éze
Hc2 — Hybrid capture 2

FDA — Food and Drug Administration

RLU — relativni svételna jednotka

PPV — pozitivni prediktivni hodnota

PCR — polymeréazova fetézova reakce

DOP — degenerovany oligonukleotidovy primer

UV — ultra fialove

ds DNA — dvouvlakonova DNA

ss DNA — jednovldknova DNA

ISH — in situ hybridizac¢ni test

AHPV — Aptima HPV test

PP — promyvaci pufr

SUB A — substrat A



SUB B — substrat B

SA-HRP — Streptavidin-Horseradish Peroxidase Conjugate
RLU/CO - relativni svételna jednotky vztazena k praimérné svételné hodnoté kontrol
DN — denaturacni roztokem

PLA — reverzni hybridizace LINNEAR Array

LBC — liquid based cytology, cytologie na tenké vrstve
STM — specimen transport medium

REAG/DET — detekéni ¢inidlo

PRM — primer

H,O — voda

HPV MMX — HPV mastermix



SEZNAM TABULEK

Tabulka €. 1: Zavislost hodnot na vysledku vzorku

Tabulka ¢. 2: Souhrn hodnot HR-HPV sond ..........

Tabulka ¢. 3: Souhrn hodnot genotypizacnich sond 16, 18,45 .........ccceeevvveenee



SEZNAM GRAFU

Graf €. 1: Zastoupeni vkl pacientll pouzitych vzorkll .........ccccoovviiiiiiiciinnnnn 26
Graf ¢. 2: Zastoupeni cytologickych nalezt v pouzitych vzorcich .................... 27
Graf ¢. 3: Histologické nélezy u pouzitych vzorkil .......ccccovvveviiiiiiiiiiiiiieiiieens 28
Graf ¢. 4: Detekce DNA Hc2 13 HR-HPV typll ....cooooviiiiiiiiiiiec 37
Graf ¢. 5: Genotypizaéni detekce DNA Hc2 HPV typu 16, 18,45 ... 37
Graf ¢. 6: Detekce mRNA APTIMA Assay 14 HR-HPV typl .......ccocvviviiiinnnnn 38
Graf ¢. 7: Genotypizacni detekce mRNA APTIMA HPV typu 16, 18/45 ........... 38
Graf ¢. 8: Zastoupeni HPV typti pomoci metody PCR pE6/E7 HPV 16, 18,45 ... 40
Graf ¢. 9: Zastoupeni HPV typti ve vzorcich s diskrepantnim nalezem .............. 41



SEZNAM OBRAZKU

Obr. ¢. 1: Vysledek elektroforézy pro metodu PCR pE6/E7 — typy 16, 18, 45 (HPV)
31
Obr. €. 2: Vysledek metody LINNEAR ARRAY .. ooooiiiiiiiee e 34



SEZNAM PRILOH

Piiloha ¢. 1: Zivotni cyklus HPV

Ptiloha €. 2: Organizace genomu HPV

Ptiloha €. 3: Vyvoj prekancerdzy v karcinom

Ptiloha €. 4: Posuzovani konkrétni formy HPV infekce ve tkani d€lozniho hrdla pomoci
in situ hybridiza¢ni sondy INFORM HPV Ill Family 16 Probes (B) od firmy Ventana
Medical System, Inc.

Piiloha ¢. 5: Vystup studie v podobé posteru na konferenci USCAP 2017



PRILOHY
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Normalni Episomalni Integrovana
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