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Abstrakt

Tato bakalarska prace se zabyvala nepfimymi metodami detekce protilatek
specifickych vii¢i ¢asnym proteinim lidskych papilomavird (HPV). HPV se pienasi
nejCastéji pohlavné a zpusobuji fadu benignich i malignich onemocnéni. Detekce
protilatek vici patogenu, namisto detekce samotného patogenu nebo jeho cCasti, je
podstatou diagnostického pfistupu zvaného sérologie. Detekce HPV-specifickych
protilatek ma vyznam u onkologickych pacienti s HPV-asociovanymi nadory, které
nevykazuji prekancer6zni stadia a prvni diagnostika odhali jiz rozvinuty nador. Nejéastéji
vyuzivanymi metodami sérologickych stanoveni jsou GST-ELISA a Luminex. Ob¢ tyto
metody vyuzivaji rekombinantni antigeny pro zachyceni protilaitek a naslednou
imunochemickou detekci zachycenych protilatek. Pro diagnostiku HPV-asociovanych
nadorovych onemocnéni se navrhuje vyuziti sérologické detekce protilatek vici casnym
virovym proteinim HPV, které se do procesu karcinogeneze piimo zapojuji. Dosud
publikovand data ukazuji, ze k dostatené citlivosti zachytu rizikovych pacientii bude
tteba detekovat HPV-specifické protilatky proti vice nez jednomu antigenu. Cilem
praktické ¢asti mé prace bylo pripravit antigeny pro detekci HPV-specifickych protilatek

a ovefit jejich funkénost na kontrolnich sérech pacientii s nadory hlavy a krku.

Klic¢ova slova: ¢asny virovy protein, protilatka, GST-ELISA, antigen, sérum



Abstract

This bachelor's thesis dealt with indirect methods for detecting antibodies specific
to early human papillomavirus (HPV) proteins. HPVs are most commonly transmitted
sexually and cause a variety of benign and malignant diseases. Detection of antibodies to
the pathogen, rather than detection of the pathogen itself or parts of the pathogen, is the
essence of the diagnostic approach called serology. The detection of HPV-specific
antibodies is important in cancer patients with HPV-associated tumours that do not show
precancerous stages, and the first diagnosis reveals an already developed tumour. GST-
ELISA and Luminex are the most commonly used serological methods. Both of these
methods use recombinant antigens to capture antibodies and subsequent immunochemical
detection of the captured antibodies. For the diagnosis of HPV-associated cancers, the
use of serological detection of antibodies to early HPV viral proteins directly involved in
the process of carcinogenesis is proposed. The data published so far show that detection
of HPV-specific antibodies against more than one antigen will be necessary to detect at-
risk patients with sufficient sensitivity. The aim of the practical part of my work was to
prepare antigens for the detection of HPV-specific antibodies and to verify their

functionality on control sera of patients with head and neck cancer.
Key words: early viral protein, antibody, GST-ELISA, antigen, serum

[IN CZECH]



Podékovani

Préce byla vypracovana v ramci projektu Narodni institut virologie a bakteriologie
(Program EXCELES, ID: LX22NPO5103) — Financovaného Evropskou unii —
NextGenerationEU.

Za podporu, odborné vedeni a pomoc pii vypracovani této bakalaiské prace dékuji
své vedouci prace a Skolitelce doc. RNDr. Ruth Tachezy, Ph.D. Za spolupraci a vedeni
pfi laboratorni praci dé€kuji RNDr. Martin¢ Saldkové, Ph.D., RNDr. Ingrid Polakové,
Ph.D., M.Phil., Madihe Kanwal, Ph.D., a RNDr. Jané Smahelové. RNDr. Vierke
Ludvikové a RNDr. Michalovi Smahelovi, Ph.D., dékuji za darovany material. Dale bych
chtél podékovat celému kolektivu laboratoii Molekularni a nédorové virologie a

Imunoterapie v BIOCEVu, a také své roding a prateltiim.



OBSAH

1 VOO ottt 10
2 Literdni prehled ........coooiieeiie e e 11
2.1 HPV ettt 11
2.2 Casné virové proteiny E2, E4, E6 @ E7 .oooiiiiiieeeeeeee 12
22,1 B e et ettt eaeas 12
2.2.2 B ettt ettt et e aeeseeneeneas 13
223 EO & ET e 13

2.3 Onemocnéni SPoJené S HPV .......ccooviiiiiiiiiicictceee et 14
2.4 Reakce imunitniho SYStEMU........ccceoiiriiiiiiiiiieeee e 15
2.4.1 Aktivace Imunitniho SYStEMU ........cccveviiiviieriierierie et 15
2.4.2 Protilatky proti Casnym virovym proteintim..........cceceeeveeereeeneeneereereeenens 16

2.5  Metody detekce HPV-specifickych protilatek............ccevvvrciiiviieveenieniennenns 17
2.5 1 SEIOLOZIC. ... eeeueieeieetieeee ettt ettt st as 17
2.5.2 GST-ELISA .. ettt sttt st 18

B T T 910111134 (<) QUSSP 19
2.5.4 Radioimunochemické metody ..........cooeeeriiiriiinienieriieeececeee e 20
2.5.5 Standardizace serologickych testll.........covvevierierieriieiiereeeeree e 20

3 IO PIACE.c.uieeiiceieeerieteettestte et e ettt e e et e et e et e s tbestbeesbeessee st eseessbeesbeesbeessaesseesseensnanes 22
4 Materidl @ MEtOAY .....ceouieiieeieeieeie ettt st st s 23
4.1 Pouzité chemiKAlIe .........ccovirieiieiieeee et 23
4.1.1 Rzné chemicke TAtKY ........ccoevviiviiiiiiiicie e 23
4.1.2 Biologicky material @ eNZYMY.........cccccveevueeriierienienreereereesreeseeeseneseneennes 25
4.1.3 Pacientské vzorky a kontrolni S€ra..........cccccceeveerieriiieiieciienieeee e 25
414 PrOUIAKY ..oeeiieieeeee ettt 26

O s T o 1 i 2SS 26
4.1.6  KOMEICNT KitY ...covieeiieeieiieeiieiteee ettt snee e s 27

4.2 POUZILE PIISIIOJC.c.viiteeiereeirierietieteesteesteeetteereeteesteestaestreeebeesbeesseesseesssessseensens 27
4.3 POUZItE MEIOAY .eouvievieiieiiieieeieeitete ettt et ettt et beesseesaeesnseeneeas 29
4.3.1 Mikrobiologické Metody ........cccceeeieririieiiieieiereeee e 29
4.3.2 Biochemické Mmetody ..........ccecieriiririiiiiieiietesee e 31
4.3.3  Vyhodnocovani vysledKil.........cccccerirriiriiiiiieiesieee e 36

S VYSIEAKY vttt sttt e s ebe e rbeeabeenbeennes 38
5.1  Mikrobiologické metody ........cccceoiriiviiriniiniiniieeeeeee e 38



5.2 ResStrikeni analyza ..........ccoeoveviiiriierienieeie e es 38
5.3 Sangerova SEKVENACE .........ceerueeiiieriieniienieeie ettt e stte st eeeesteesbeesaeesaeeens 39
54 WESLEINIDIOL ..ottt 41
5.5 ELISA ettt sttt ettt sneeteeseeneens 43
0 DISKUZE ...t 46
T ZLAVET ettt et r et e et et e b e ne et e st nt e teententeeseentenseeneenes 51
SEZNAM HEETALULY ...eevieiieiieiiesieste e ettt et e st e s aesreesb e e seeseessaesssessseesseesseessesssnesssenns 52



Seznam zkratek
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bp
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glutathion-kasein (z ang. glutathione-casein)
glutathion-S-transferasa

lidsky papilomavirus (z ang. human papillomavirus)
isopropyl B-d-1-thiogalaktopyranosid

pozdni virové proteiny (z ang. late viral protein)
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fosfatovy pufr (z ang. phosphate buffered saline)
fenylmethylsulfonyl fluorid (z ang. phenylmethylsulfonyl fluoride)
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Seznam znacek a symbolu
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1 Uvod

Lidské papilomaviry (HPV, zang. human papillomavirus) jsou pohlavné
pienosné viry, které napadaji buiiky epitelu kiize a sliznic. VétSina infekci probéhne
bezptiznakové, ale HPV zpisobuji i fadu nezhoubnych i zhoubnych onemocnéni. Z
malignich onemocnéni jsou tyto viry odpovédné predevsim za témét vSechny piipady
karcinomu dé€lozniho Cipku, za ¢ast nadorti anogenitalniho traktu muzl a zen a za nadory
hlavy a krku v oblasti orofaryngu. Virus syntetizuje fadu proteinti, které vyuziva ke
svému mnozeni ¢i ochranu pfed obrannymi mechanismy lidského téla. Tyto proteiny se
déli na Casné a pozdni virové proteiny, podle toho, kdy dochdzi k jejich syntéze. T¢lo
rozeznava Casné i pozdni virové proteiny jako cizi antigeny a zacne se branit tvorbou
protilatek. Pravé protilatky tvofené vuci proteinim HPV jsou cilem detekéni metody
sérologie. Serologicka detekce protilatek specifickych pro pozdni virové proteiny HPV
se vyuziva pro epidemiologické studie, zatimco detekce protilatek proti Casnym virovym
proteiniim ukazuje potencial pro vyuziti pfi v€asné diagnostice nadorovych onemocnéni
asociovanych s HPV, ptedev§im pro ty, pro néZ neexistuji klinicky identifikovatelna
premaligni stadia. Detekéni metody vyuzivané v serologické diagnostice jsou zalozené
na imunochemické detekci. Pro tuto detekci se nejcastéji sleduje vazba antigenu
s protilatkou, kde antigen (Casny virovy protein) je syntetizovan v rekombinantnim
systému a protilatky pochdzeji ptimo z pacientského séra.

Cilem této prace je shrnuti problematiky vyuziti nepfimych metod v diagnostice
HPV, se zaméfenim na HPV-specifické protilatky proti ¢asnym proteiniim a ptiprava
téchto antigent pro detekci HPV-specifickych protilatek.
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2 Literani prehled
2.1 HPV

HPV jsou neobalen¢ viry (bez lipidového obalu), pattici do celedi
Papillomaviridae. Jedna se o DNA viry skruhovou dvouvldknovou genetickou
informaci. Genom HPV (o délce ~ 8000 bp [1], viz Obr. 1) obsahuje, kromé regulac¢nich
prvkd, i geny kodujici ¢asné proteiny (E7 az ES, z ang. early viral protein) a pozdni
proteiny (L1 a L2, z ang. late viral protein) [2]. Proteiny L1 a L2 jsou ozna¢ovany jako
velky (L7) a maly (L2) kapsidovy protein a jsou odpovédné za tvorbu proteinového obalu
viru (kapsidy). Kapsida je tvofena ze 72 symetrickych pentamerickych podjednotek
(kapsomer) hvézdicového tvaru o velikosti 11-12 nm [3] (viz Obr. 2, str. 12). Celkova
velikost viru je ~ 60 nm [1]. HPV jsou dnes klasifikovany dle sekvence L/ proteinu a
mezi nejrizikoveéjsi a nejCastéjsi patii typy HPV16 a HPV18, které jsou odpovédné za

70 % karcinomu délozniho Cipku [4].

R

|

L&y

Obr. 1 Mapa genomu HPV16. Na kruhovém genomu (Cernd kruznice) jsou vyznaceny geny pro syntézu
Casnych (E1 aZ E7) a pozdnich (L1 a L2) virovych proteind. Zkratkou LCR je oznacen dlouhy kontrolni usek
(ang. pro long control region), ktery obsahuje regulacni elementy transkripce (promotory, enhancery). Na
obrdzku neni zndzornén E8, ktery vsak vznikd alternativnim sestfihem —vice uvedeno v [5]. Vétsina sekvenci
se prekryvd, coZ naznacuje, Ze alternativni sestrih sekvenci je preferovanou strategii pri transkripci.
Prevzato a upraveno z: [6]
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Obr. 2 Kapsida HPV. Na obrdzku je vidét vnéjsi struktura HPV, sloZend z pentamert proteint L1
organizovanych do hvézdicovitého tvaru. KaZdy cerveny pentamer sousedi se Sesti a kazdy Zluty pentamer
sousedi s péti dalsimi pentamery. Zdroj: [7]

2.2 Casné virové proteiny E2, E4, E6 a E7
2.2.1 E2

Casné virové proteiny, na rozdil od pozdnich, nemaji stavebni funkci, ale jsou
odpovédné za virovou replikaci, expresi gent ¢i obranu vii¢i mechanismiim imunitniho
systému hostitele. Protein E2 je pro Zivotni cyklus HPV nepostradatelny, jelikoz
zabezpecuje transkripci genli pro syntézu dalSich virovych proteind, ale i replikaci
virového genomu [8]. Proto je E2 syntetizovan vSemi typy HPV. Protein E2 napoméha
iniciaci replikace vazbou na konsensudlni sekvence v genomu HPV (E2-vazebna mista)
a fidi vazbu EI (virova helikasa) na misto pocatku replikace (viz Obr. 3, str. 13) [9].
Primarni ulohou E2 pfi transkripci je zprostitedkovani vazby proteinti hostitele na genom
HPV [10]. Alternativnim sestfihem E2 vznika i fuzni protein E8"E2, ktery se pomoci E2
Casti vaze do E2-vazebnych mist a pomoci E8 domény zprostredkovava vazbu

represorovych proteintl, ¢imz dochézi k inhibici transkripce [8, 11].
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TopBP1

Rozpozndni pocatku _— Iniciacni komplex _ Replikace

Obr. 3 Role E2 p¥i replikaci genomu HPV. Dimer E2 rozezndvd misto pocdtku replikace. Dimery E2 vdzané
na DNA zprostredkovdvaji vazbu proteinu E1 (helikasa) a TopBP1, ktery ndsledné umozni vazbu hostitelské
DNA-polymerasy (Pol a). Tyto proteiny spolu tvofi iniciacni komplex pro replikaci. Virovd helikasa E1 a
hostitelskd polymerasa jsou z komplexu uvolnény a spolu provddéji replikaci virového genomu. Prevzato a
upraveno z: [12].

2.2.2 E4
Role E4 v Zivotnim cyklu HPV je, podobn¢ jako E2 a E1, spojena s replikaci viru.

Dulezity je také vliv E4 na sklddani virovych castic, jelikoz pouze buiiky exprimujici E4
jsou schopny syntetizovat protein L1 tvofici virovou kapsidu [13]. Studie poukazuji na
mozné vyuziti typové specifickych protilatek vici E4 jako biomarkeru produktivni virové
infekce, stadia onemocnéni a také urceni typu HPV, ktery je ptivodcem nakazy [14, 15].
Jednou z funkci E4 (piesnéji E1"E4 proteinu HPV16) je indukce zastaveni bunécného
cyklu ve fazi Go/M. Protein je schopny se véazat do fosforylatni domény
cyklin-dependentni kinasy, kterou inhibuje, a zastavuje tim pfechod do M-faze
bunécného cyklu [16]. Jelikoz HPV16 je vysoce rizikovy typ, je tento poznatek vyznamny
jak z hlediska diagnostiky, tak terapie HPV-asociovanych nadorovych onemocnéni. Pfi
srovnani Zivotnich cyklit HPV16 a HPV 18 bylo zjisténo, Ze E4 vice ovliviiuje amplifikaci
genomu HPV16, coZ poukazuje na rozdilnost mezi Zivotnimi cykly a funkcemi
analogickych proteinti u riznych typi HPV. Tato studie také identifikovala schopnost E4
(HPV16) modulovat proteiny rodiny mitogenem aktivovanych proteinovych kinas [17].
Dalsi pravdépodobnou funkci E4 je stabilizace proteinu E2 v prabehu virové infekce [17,
18]. Protein E4 je také asociovan s modulaci keratinového systému buiky [19, 20] a

uvoliiovanim virovych ¢astic z infikované bunky [21].

2.2.3 E6 & E7

S nadorovymi onemocnénimi asociovanymi s HPV jsou z fady casnych proteinti
nejcasteji spojovany onkogenni proteiny E6 a E7. Jejich schopnost transformovat buniky
byla dobfe prostudovana. K transformaci bunék je tfeba pfitomnost nemutovanych a

nezkracenych proteinit E6 a E7 vysoce rizikovych HPV [22, 23]. Jejich prominentni role
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pii iniciaci nddorového onemocnéni je ¢asto asociovana se schopnosti inhibovat bunécné
nadorové supresorové proteiny.

Protilatky proti proteinu E6 se Casto vyskytuji u pacienti se zhoubnymi nadory,
jak potvrzuji Cetné studie [24-29]. Pfi vzniku nddoru hraje E6 dilezitou roli, jelikoz,
mimo jiné, dokaze inaktivovat naddorovy supresorovy protein P53 [30]. Inaktivace je
zpusobena polyubiquitinaci P53, kterd vede k jeho degradaci. Virovy protein E6 a P53

spolu tvoii komplex. Tvorba E6/P53 komplexu je zprostiedkoviana E6 asociovanym

proteinem (E6AP, ubiquitinligasa), ktery je podstatné vétSi nez E6 (mgs = 18 kDa,
meeap = 100 kDa) [31]. Tvorba komplexu E6/E6AP/P53 je znazornéna na Obr. 4.

Obr. 4 Protein E6 (oznacen Cervené) v komplexu s ubiquitinligasou E6AP (oznalend Sedé), degradujici
tumor-supresor P53 (oznacen Zluté). Pfipraveno v programu PyMOL (PDB: 4XR8). Zdroj: [32]

Podobn¢ jako E6, i E7 je Casto asociovan s transformaci hostitelskych bun¢k diky
své interakci snddorovym supresorovym retinoblastomovym proteinem (RB).
Proliferujici buiiky vykazuji vysokou miru exprese transkripénich faktortt E2F a jejich
role pti karcinogenezi byly dikladné studovany [33]. Protein RB se vaze s transkripénimi
faktory proteinové rodiny E2F a transkripci inhibuje [34]. Protein E7 je odpovédny za
proteazomalni degradaci RB a RB-asociovanych proteini, jako je protein P107 a P130
[35], ¢imz pravdépodobné napomahd bunécné proliferaci a transformaci infikovanych

bunék na buiiky rakovinové.

2.3 Onemocnéni spojené s HPV

Onemocnéni zptisobena infekci HPV se nejcastéji projevuji tvorbou nezhoubnych
novotvarl (papilomy), nebo 1€ézi na sliznicich, které casem mohou ptejit do stavu

maligniho nadoru. HPV infikuji bazalni vrstvy télovych epitelti (kmenové buiiky), kde
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virus zlstava po jistou dobu latentni. Navzdory tomu, Ze velké mnozstvi jedinci prekona
infekci HPV bez pfiznaki, u dalSich pacientii, po dob¢ latence, HPV zptisobuje riizna
onemocnéni [36]. Ty lze rozdélit do dvou klinickych skupin: slizniéni a koZzni
onemocnéni. Mezi slizniéni HPV-asociovana onemocnéni se tfadi neoplazie Cipku
d€lozniho a dalSich anatomickych lokalizaci anogenitalni oblasti muza a zen. Benignim
projevem na sliznicich jsou anogenitalni bradavice. Kozni HPV-asociovana onemocnéni
jsou Castéjsi a zahrnuji naptiklad pravé bradavice (Verruca vulgaris), plantarni bradavice
(Verruca plantaris), nitkovité bradavice (Verruca filiformis) nebo ploché bradavice
(Verruca plana). Progrese premaligni 1éze do malignity je Casto zavisla na typu HPV,
ktery buiiky infikoval. Podle rizikovosti délime HPV na vysoce (naptiklad HPV 16, 18,
31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66, 68, 73 a 82 [37]) a nizko rizikové (naptiklad
HPV 6, 11, 40, 42, 43, 44, 54, 61, 70, 72 a 81).

Jednim ze zakladnich rozdildi v Zivotnim cyklu vysoce a nizko rizikovych HPV je
schopnost integrovat svou genetickou informaci do genom hostitelské buriky (pro ptehled
[38]). Tato schopnost predev§im vysoce rizikovych HPV typd vede k neregulované
produkci virovych onkoproteinit E6 a E7 [39, 40], coz mize vést k rychlejsi bunécné
transformaci a proliferaci (viz 2.2.3). Mezi kozni maligni HPV-asociované nadory se fadi
bazocelularni karcinom a spinocelularni karcinom, které jsou dvéma nejcastéjsSimi typy
nemelanomovych koznich karcinomi. U téchto nadori se HPV pfisuzuje funkce
kofaktoru. Mezi slizni¢ni karcinomy patii karcinom délozniho ¢ipku, anogenitdlni
nadory, ¢i nadory hlavy a krku. Nadorové onemocnéni spojené s infekci HPV jsou
asociovana s vyS§im poctem prezivSich pacientli, nez je tomu u pacientd
s HPV-negativnimi nadory [41]. Pro diagnostiku karcinomu délozniho ¢ipku lze vyuzit
detekci klinicky patrnych premalignich stadii, ktera je moZzné v¢as odhalit a 1é¢it. U fady
dal§ich HPV-asociovanych malignit také existuji premaligni stadia klinicky odhalitelna.
Pacienti snadory hlavy a krku (kromé nadorti dutiny ustni) nevykazuji zadna
prekancerozni stadia [42], a proto je mnoZstvi nadori odhaleno az ve stadiu invazivniho
karcinomu. Vcasny zachyt rizikovych pacientll a vyvoj intervencnich zakrokil jsou
klicem ke sniZzeni poctu HPV-asociovanych néadort v populaci, zlepSeni progndzy

pacientil a kvality jejich Zivota.

2.4 Reakce imunitniho systému

2.4.1 Aktivace imunitniho systému

Imunitni systém reaguje na riizné podnéty, které potencialné ohrozuji organismus.
Po vniknuti infekéniho agens do organismu se aktivuje primarni (nespecifickd) imunitni
odpovéd’. Typickymi néstroji nespecifické imunity jsou naptiklad horecka nebo
fagocytujici bunky. Soucésti nespecifické imunity jsou také antigen-prezentujici buiky,
které pomoci receptort prezentuji cizi latky (antigeny) bunkam specifické imunity. Po
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rozeznani antigenu je urcena specificita lymfocytl, které nasledné dozravaji v pamét'oveé
¢i plazmatické bunky. Praveé plazmatické bunky produkuji protilatky, které jsou jednim
z obranych nastrojii specifické imunitni odpovédi hostitelského organismu. Pii infekci
HPV se specificka protilatkova imunitni odpovéd’ nezaméiuje pouze na kapsidu viru
(pozdni virové proteiny), ale tvoii se i protilatky specifické vaci ¢asnym virovym

proteiniim.

2.4.2 Protilatky proti casnym virovym proteintiim

Casné virové proteiny jsou odpovédné za mnoZeni viru v hostitelskych buiikach
a plni jiné nestrukturalni funkce (viz 2.2). Tti z téchto proteinti jsou znamé onkogeny (ES,
E6, E7) a hladina téchto proteint je vyznamnym faktorem pfi transformaci hostitelskych
buné¢k. Diagnosticky vyznam dalSich protilatek vii¢i Casnym virovym proteiniim je mensi,
ale neopomenutelny.

Kvili prominentni roli proteinu E2 pfi replikaci viru byli asymptomaticti HPV-
pozitivni pacienti zpocatku vySetfovani na protilatky proti E2 [40]. MoZnost
diagnostického vyuziti protilatek vici E2 bylo v ptipad¢ karcinomu dé€lozniho ¢ipku
naznaceno jiz v roce 1992 [43]. Po integraci viru do DNA hostitele je gen pro syntézu E2
inaktivovan, coz vede k masivni syntéze proteinlt E6 a E7 [40]. Konzistentni s touto
hypotézou jsou také vysledky Ewaisha a kol. (2017), ktefi uvadi, Ze prevalence
E2-specifickych protilatek u pacientek s nddorem ¢ipku délohy byla pouze 14,5 % [44].
Na druhé strané Dahlstrom a kol. (2017) uvadi, Ze seropozitivita na E2-specifické
protilatky byla u pacientl s orofaryngalnim nadory 68 % ,oproti zdravym kontrolam, kde
seropozitivita dosahla 1 % [45]. Vysoka prevalence E2-specifickych protilatek u pacientd
snadory orofaryngu naznaCuje potencidl pro vyuziti jako biomarker nadorového
onemocnéni.

Navzdory tomu, ze E4-specifické protilatky jsou casto asociovany s aktivni
virovou infekei, jsou detekovatelné i u pacientli s nddorovym onemocnénim. Prevalence
téchto protilatek je znacné zéavisla na typu nddoru, kterym pacient trpi. Prevalence anti-
E4 protilatek u pacientek snadory délozniho c¢ipku byla podstatné vyssi (73 %
séropozitivni) nez v kontrolni populaci (17 % séropozitivni) [46]. Oproti tomu, byla
séropozitivita na E4-specifické protilatky pfi diagndze pacientll s nadory orofaryngu
pouze 46 % [47]. Ve své studii Zhang a kol. z roku 2017 také uvadi, Ze pozitivita pacientil
na E4-specifické protilatky je v dobé diagnézy nddoru vyznamné niz$i oproti jinym
protilatkdm vici Casnym proteintim (E6: 85 %, E7: 72 %, E2: 82 %) [47]. Kreimer a kol.
(2015) uvadi, Ze v kontrolni populaci (bez anogenitdlniho nadoru) byla prevalence
protilatek vici E2, E6 a E7 mensi nez 6 %, zatimco prevalence protilatek vici E4
dosahovala az 17,2 % [48]. To naznacuje, Ze asociace E4-specifickych protilatek s nadory
je niz§i nez v ptipadé jinych protilatek. Udaje o prevalenci anti-E4 protilatek ve zdravé
populaci jsou vSak pomérn¢ nekonzistentni, nakolik ve své praci z roku 1995, Miiller a
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kol. uvadi, Ze séropozitivita na E4-specifické protilatky v zdravé populaci dosdhla
hodnoty pouze 1,1% u dospélych. Nejvétsi prevalence protilatek vici E4 potvrdili
v populaci bez nddorového onemocnéni, ¢i ptiznakil jiné HPV-asociované nemoci mezi
détmi a adolescenty, a to ptes 20 % [49]. Mezi jednotlivci ze zdravé populace a pacienty
sledované pro sexualné prenosné onemocnéni (pacienti nebyli testovani na infekci HPV)
je velky rozdil v hladindch protilatek vici E4. Pacienti se sexudlné prenosnymi
onemocnénimi méli vyssi hladiny téchto protilatek i oproti pacientim trpicim na
nadorové onemocnéni; proto se spise uvazuje o protilatkach vici E4 jako o biomarkeru
virové replikace [49].

Kvuli své velmi nizké prevalenci v populaci bez nadorového onemocnéni a
radové vysSi prevalenci u pacienti s nddorovym onemocnénim jsou E6-specifické
protilatky nejslibnéjSim kandiddtem na biomarker HPV-asociovanych nadori.
Séropozitivita na protilatky vi¢i E6 u lidi bez HPV-asociovaného nadoru je velmi
neobvykla [25, 26]. Kreimer a kol. ve své praci z roku 2013 uvadi, ze v kontrolni populaci
dosahla prevalence séropozitivity pouhych 0,6 %, zatimco u pacientl s orofaryngealnim
spinocelularnim karcinomem byla prevalence 34,8 % [26]. U fady pacientl vyskyt téchto
protilatek predchazel diagnze nadoru i o vice nez 10 let [26, 28].

Podobné¢ jako protilatky vuci E6, i protilatky proti E7, byly v mnoha studiich
vyrazné vice zastoupené u pacientek s invazivnim karcinomem délozniho ¢ipku [27, 50,
51]. Pfi jiz zminované studii cilené na orofaryngealni spinoceluld rni karcinomy bylo
40 % pacientd pozitivnich na protilatky vic¢i E6, pozitivnich také na protilatky proti E7
[26].

Prevalence protilatek specifickych vic¢i onkoproteinim E6 a E7 je u pacientl
s nadorovym onemocnénim vysoké. Protilatky vici E2 a E4 se spiSe zapojuji do procesu
virové replikace, a proto jejich prevalence u onkologickych pacientll neni tak vysoka,
jako protilatek proti E6 a E7. NejlepS§im diskrimina¢nim markerem pro nadorové
onemocnéni. Jsou diky své nizké prevalenci u zdravych jedinct. Protilatky vici E6, avSak

detekce dalSich protilatek u pacientl zvySuje citlivost zachytu rizikovych jedinc.

2.5 Metody detekce HPV-specifickych protilatek
2.5.1 Sérologie

Sérologie je klinické analytickd metoda zalozena na detekci protilatek v séru nebo
krvi pacienta. Sérologie je nepiimou metodou prikazu patogena a vyuZivd se
k diagnostice v pfipadech, kdy naptiklad neni mozné pouzit metody piimé detekce
patogena [52]. Sérologie HPV-specifickych protilatek je pfedmétem mnohych studii.
Detekei protilatek vici pozdnim virovym proteinim HPV Ize prokazat expozici pacienta
vuci viru HPV [53], ale tato metoda neni vhodna pro diagnostiku, nebot’ neumozni urcit

anatomickou lokalizaci a dobu infekce. Piekvapivé byly vysledky studie Kreimer a kol.,

17



z roku 2019, ktera zjistila, ze protilatky specifické pro ¢asné virové proteiny lze, v piipadé
nékterych HPV-asociovanych karcinomdt, detekovat i mnoho let pied diagnézou. U
pacientl s nddory orofaryngu to bylo u nékterych pacientti az 28 let pted diagnozou [25].
Préavé u téchto nadord, kde nejsou znama premaligni stadia, by screening pomoci detekce
téchto protilatek mohl mit dalezity vyznam. Detekce pouze jedné z protilatek vSak neni
dostatecné citliva. Citlivost zachytu rizikovych pacientii by mohla byt zvySena detekci

protilatek namitfenych proti nékolika ¢asnym antigentim viru.

2.5.2 GST-ELISA

Enzymovy imunotest (ELISA, z ang. enzyme-linked immunosorbent assay) je
detekéni metoda vyuzivana v sérologii. Principem této metody je imobilizovat virovy
antigen na povrchu desticky a néasledné sledovat vazbu protilatek v pacientském séru
pomoci imunochemické detekce. Detekce navazanych pacientskych protilatek je
provedena aplikaci sekundarni protilatky, ktera je specifickd vac¢i lidskému
imunoglobulinu specifické tiidy (nej€astéji zvifecimi monoklonalnimi protilatkami [54,
55]). Metoda mtize mit provedeni semikvantitativni nebo kvantitativni.

Zakladni zptisob imobilizace antigenu vyuzivajici vazby antigenu piimo na plast
desticky byl kvili vyssi specificité nahrazen uspofddanim vyuzivajicim vazby primarni
protilatky na povrch desticky pro imobilizaci antigenu [54]. To bylo postupné nahrazeno
novym postupem vyuzivajicim vazbu enzym-substrat pro imobilizaci antigenti. Pfi tomto
systému je rekombinantné pfipraveny antigen fizovan s glutathion-S-transferasou (GST)
a povrch desticky je potazen glutathion-kaseinem (GC, z ang. glutathione-cassein).
Vazba GST s glutathionem v GC zabezpecuje uchyceni antigenu na povrch jamky
desticky [55]. Uspotadani GST-ELISA je uvedeno na Obr. 5, str. 19.
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Substrat Produkt

\ $/)

Enzym 8

ELISA desticka

Obr. 5 Srovndni uspordaddni GST-ELISA (A) a Luminex (B). Pri pouZiti metody ELISA je na povrch jamky (1)
navdzdn kasein (2) s glutathionem (3) vycnivajicim dovnitf jamky. Vazba antigenu (5) je zprostfedkovdna
GST (4) fuazovanou se samotnym antigenem. Na antigen se specificky vdZe lidsky imunoglobulin (6), na
ktery se specificky vdze sekunddrni protildtka (7) fuzovand s reportérovou molekulou (8), vtomto pripadé
enzymem. Uspordddni pri metodé Luminex je stejné jako u GST-ELISA aZ na povrch, kam se vdZe kasein.
Pri této metodé je kasein (2) vdzan na povrch kulicek (1°). Schéma prevzato a upraveno z: [55].

Antigeny pro GST-ELISA jsou nejcastéji pfipravovany v rekombinantnim
systému (bakterie, kvasinky, bakuloviry) z divodu, ze HPV nerostou v tkanovych
kulturach, jelikoz Zivotni cyklus HPV je zavisly na diferenciaci keratinocytii a piiprava
takové tkanové kultury je ndro¢nad [56]. Priprava v rekombinantnim systému probiha
pomoci zavedeni plazmidu do bunék rekombinantniho systému a jeho nasledné indukce.
Geneticky kod rekombinantniho antigenu je zaveden do plazmidu, ktery v sob& obsahuje
1kod pro GST (naptiklad 1 ndmi vyuzity plazmid pGEX-4T-1, viz pfiloha 1), a antigen je
tedy ptimo produkovan s navazanym GST, jako fuzni protein [55].

2.5.3 Luminex

Usporadani ELISA bohuZzel neumoziiuje komplexni, simultanni analyzu vétsiho
poctu vzorkd, jelikoz kazdy antigen musi byt imobilizovany v samostatné jamce destic¢ky.
Z toho diivodu je zejména pro klinické testy polyvalentnich vakcin (obsahujici kapsidové
proteiny vice druhtt HPV) metoda ELISA ¢asové ndro¢nd. Tento problém byl vyfeSen
pfichodem multiplexovych analyz. Pivodni multiplex analyza protilatek, antigenli ¢i
oligonukleotidli byla provedena vroce 1997 [58]. Pro vyzkum HPV byla metoda
zavedena v roce 2003 [59]. Metoda popsana v [59] vyuziva kompetitivni provedeni, ale
puvodni publikace uvadi také Uspésné ,,capture” provedeni. NejzasadnéjSim rozdilem
mezi ELISA a Luminex je vyuziti mikrosfér u Luminexu, jako zakladny pro imobilizaci

antigenu (viz Obr. 5B, str. 19). Diky své malé velikosti je moZzné aplikovat vicero
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mikrosfér s rtiznymi antigeny do jednoho séra a pomoci pritokové cytometrie lze
vyhodnotit pfitomnost protilatek proti nékolika antigeniim v jednom vzorku zarovei. Jak
jejiz z Obr. 5, str. 19 zfejmé, uspotradani zahrnujici interakci GST a GC, je podobné jako

u ELISA, vyuzivéano i u metody Luminex [60].

2.5.4 Radioimunochemické metody

Radioimunotest (RIA, z ang. radioimmunoassay) je dnes malo vyuzivana metoda
pro detekci HPV-specifickych protilatek. V dobé svého objevu pfinesla metoda RIA
neoCekavany pievrat v citlivosti. Metoda byla zalozend na kompetici volnych hormonti
znaCenych radioaktivnim izotopem a neznacenych hormonl o vazbu na specifické
protilatky. Pro vyhodnoceni se vyuZzival pomér hormont znacenych v komplexu proti
koncentraci volnych zna¢enych hormont. Tento pomér klesa, se zvysujici se koncentraci
neznacenych hormont, diky jejich schopnosti inhibovat vazbu znacenych hormonti na
protilatky. Diky tomu lze vypocitat koncentraci neznacenych hormont v roztoku [61].
RIA nasla své vyuziti 1 pfi detekei Casnych proteini HPV, kdy misto hormont byly
pouzity virové antigeny [62].

Radioimunoprecipitacni test (RIPA, z ang. radioimmunoprecipitation assay) je
metoda zalozena na podobnych principech jako RIA. Metoda RIPA byla poprvé vyuzita
pro vyzkum hemaglutininu a zékladni princip metody spociva v radioaktivnim znaceni
sledovaného proteinu (antigenu v serologickych studiich), ktery je nasledné inkubovan
s protilatkami séra a nasledné precipitovan piidanim sekundarni protilatky. Pro
vyhodnoceni se vyuZiva méteni hodnoty radioaktivity [63]. Stanoveni pomoci RIPA se
vyuzivalo také pfi stanoveni HPV-specifickych protilatek, zejména kvili vyssi citlivosti
[64], ale dnes je jeho vyuziti limitované zejména kvuli bezpecnosti prace a pristrojové

narocnosti (coZ plati 1 pro metodu RIA).

2.5.5 Standardizace serologickych testi

Metody Luminex 1 GST-ELISA jsou zpravidla vyhodnocovany podle zavedenych
standardnich operacnich postupl. Tyto postupy se vSak mezi laboratofemi mohou lisit,
atedy 1 vysledky stejnych metod v rliznych laboratofich se mohou lisit. Byla tedy
rozpozndna potieba standradizace pouzivanych postupl, aby bylo mozné vysledky
riznych pracovist mezi sebou porovnavat. Tomuto se vénovala poprvé mezinarodni
konference organizovana Svétovou zdravotnickou organizaci (WHO, ang. World health
organization) v roce 2006. V roce 2017 byla pro harmonizaci serologickych pokusi
zalozena specializovand HPV-serologicka laboratof, ktera na konferenci v roce 2018
ptredstavila ¢tyfi hlavni body harmonizace, které se postupné napliuji a vyviji [65, 66].
Jednim z bod1, je pfiprava mezinarodnich standarda pro serologické experimenty. Ve
studii organizované WHO bylo 29 laboratofi poZzaddno o provedeni serologickych

stanoveni na materidlech pfipravenych jako standardy. Pokusy laboratofe provedly svymi
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zavedenymi metodami. Na zdklad¢ vysledkii byly zhodnoceny vnitrolaboratorni a
mezilaboratorni rozdily a vybrdny vzorky uznané za mezinarodni standardy pro
harmonizaci serologickych metod. Rozdil do 20 % mezi duplikaty, v rdmci jednoho testu
(jedna laboratof), je povazovan za piijatelny [67]. Pro vyhodnoceni rozdilli mezi testy
provedenymi jednou laboratofi se pouziva pomér maximalni a minimalni namétené
hodnoty. Jestlize je pomér maximalni a minimalni hodnoty pro jeden vzorek vétsi nez
Ctyfi, je tento test vyhodnocen jako vysoce variabilni [67]. Vybér mezinarodnich
standardll byl zaloZen na mezilaboratorni shod¢é pro jednotlivé testy. Shoda byla urcena
na zakladé¢ vyhodnoceni pozitivity/negativity sér a nikoliv na zékladé naméfenych
hodnot. Nicméné i naméfené koncentrace protilatek rlznymi laboratofemi byly
porovnany. Pro testy zalozené na vazb¢ antigen-protilatka byly pii srovnani maximalni a
minimélni hodnoty namétené jednotlivymi laboratofemi rozdily od 115-nasobné do
vyjadfovanim vyslednych hodnot. Proto WHO navrhuje harmonizaci sérologickych
metod prechodem z vyjadfovani vysledkl v ,,in-house* nastavenych jednotkach a titrech
na jednotny systém jednotek [67]. Sjednoceni zplsobu vyjadiovani naméfenych
koncentraci by umoznilo spolehlivéji srovnavat data namétena laboratofemi po celém

SVEte.
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3 Cile prace

1. Popsat metody detekce HPV-specifickych protilatek vi¢i Casnym virovym
proteiniim a jejich vyuziti

2. Pfipravit antigeny a vySetfit séra pacientii pomoci metody GST-ELISA

3. Popsat srovnani hladin protilatek vici proteinim E2, E4, E6 a E7 u pacientii

s nadory hlavy a krku

22



4 Material a metody

4.1 Pouzité chemikalie

4.1.1 Rlzné chemické latky

Agarosa

AKkrylamid/Bis

Ampicilin (Amp)

Karbenicilin (CD, z ang. carbenicilin)

Proteinovy standard Color Protein
Standard, Broadrange

ddH:0

dH20

Kvasinkovy extrakt

NaCl
KCl

MgClL:

MgSO047H:20

Bromfenolova modr
2-merkaptoethanol

Dithiotreitol (DTT)

Barvici ¢inidlo DNA-Loading Dye

Fenylmethylsulfonyl fluorid (PMSF, z
ang. phenylmethylsulphonyl fluride)
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Sigma Aldrich, bez pfitomnosti
DNAs a RNAs

SERVA, akrylamid (w = 40 %)),
N,N-methylenbisakrylamid
(w=2,6 %)

Sigma Aldrich, sodna stil
ampicilinu, obsah vody <2,0 %

Sigma Aldrich, disodna stl
carbenicilinu, obsah vody < 6,0 %

New England Biolabs, rozsah
detekce: 10 — 250 kDa

deionizovana voda
destilovana voda

Bacto™, Thermofischer Scientific,
nizky obsah endotoxint, Difco

Lach-Ner, ¢istota = 99,96 %
Sigma Aldrich, Cistota > 99,0 %

Sigma Aldrich, Cistota > 98,0 %
Czasobni = 1 mol/l

Fluka, ¢istota > 99,5 %
Czasobni = 1 mol/l

SERVA
Sigma Aldrich, Cistota > 99,0 %

Sigma Aldrich, Cistota > 97 %
Czasobni = 1 mol/l

Thermoscientific,
6x koncentrovany, obsahuje
bromfenolovou modf

Sigma Aldrich, Cistota > 99,0 %
Czasobni = 100 mmol/l



DNA standard Generuler 1Kb

Glutathion S-Transferasa (GST)

Glutathion-Casein (GC)

Glycerol

Glycin
H20:

H2S04

HCl

Lyzogenni Zivné médium (LB, z ang.

lysogenny broth)

Isopropyl p-d-1-thiogalaktopyranosid

(IPTG)

Kasein

DNA standard Massruler HR

CH:0OH

Monohydrat kyseliny citronové
Na2COs3

Na:HPO412H20

NaHCOs

NalN3

NaOH
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Thermoscientific, rozsah detekce:
250 —20 000 part bazi (bp, z ang.
base pairs), obsahuje barviva:
»Xylene Cyanol FF,
bromofenolovéa modt, ,,Orange G*

Czasobni = 25 mg/ml, darem od
RNDr. Ludvikové

Czasobni = 1 mg/ml, darem od
RNDr. Ludvikové

Sigma Aldrich, Cistota > 99,5 %,
Waasobni = 30 %

SERVA, Cistota > 98,5 %
OVERLACK, w=30%

Sigma Aldrich, Cistota = 95-97 %
Czasobni = 2 mol/l

Pentas.r.o., w=35%
Czasobni = 1 mol/l

Sigma Aldrich, sloZeni: trypton
(10 g/1), extrakt z kvasinek (5 g/1),
NacCl (5 g/l)

Sigma Aldrich, ¢istota > 98,0 %
Czasobni = 5 mol/]

Sigma Aldrich, obsah dusika
13-15%

Thermoscientific, rozsah detekce:
1500 bp — 10 000 bp, obsahuje
bromfenolovou modf

Lach-Ner, w > 99.8 %

Sigma Aldrich, cistota > 98,0 %
LACHEMA, cistota > 95,0 %
Penta s.r.o., Cistota > 99,0 %
Penta s.r.o., ¢istota > 98,0 %
Sigma Aldrich, ¢istota > 99,0 %

Sigma Aldrich, Cistota > 98 %,
ptitomnost K < 0,02 %



¢ N-lauroylsarkosin (sodna siil) Sigma Aldrich, Cistota > 94,0 %

e o-fenylendiamin dichlorid (OPD, Sigma Aldrich, 10 mg/tableta
z ang. o-phenylenediamine dichloride)
e PCR-H20 Sigma Aldrich, bez obsahu DNAs,
RNAs, endonukleas, exonukleas a
NICKas
e Persulfat amonny (APS, z ang. Kaufmann, w =10 %,
ammonia persulphate)
e RedGel Biotium, 10 000x koncentrovany
¢ Super optimalni Zivné médium trypton (w = 2%), extrakt
s katabolickou represii (SOC, z ang. z kvasinek (w = 0,5%), NaCl
super optimal broth with catabolic (10 mmol/1), KCI (2,5 mmol/l ),
repression) MgClz (10 mmol/l), MgSO4
(10 mmol/l ), glukosa (20 mmol/l)
e Sodny dodecylsulfat (SDS) Sigma Aldrich, Cistota > 98,5 %
e SuSené mléko Tatra-Hlinsko, obsah tukt < 0,25 %

e N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin Sigma Aldrich, w =~ 99 %

(TEMED)
e Tris SERVA, ¢istota > 99,0 %
e Trypton OXOID
e Tween 20 Sigma Aldrich, w > 40 %

4.1.2 Biologicky material a enzymy
o Escherichia coli (E. coliy XL-1 Blue, Agilnet

e E. coli (E2) E. coli transformované s inzertem £2, darem od
RNDr. Ludvikové

e E. coli (E4) E. coli transformované s inzertem £4, darem od
RNDr. Ludvikové

e pBS(+) plazmid bez inzertu, mapa viz Error! Reference

source not found., Stratagene, darem od RNDr.
Smahela, Ph.D.

e pGEX-4T-1-E6 plazmid s inzertem E6, specialni dar od [55]
e pGEX-4T-1-E7 plazmid s inzertem E7, specialni dar od [55]
e BamHI Nerw England Biolabs, 4 =20 000 U/ml, pro

sekvenci viz ptiloha 3

4.1.3 Pacientské vzorky a kontrolni séra

Séra pacientli s nadory hlavy a krku z odbéru pii diagnostice nadoru. Setfené na piitomnost

protilatek vici strukturni proteinim viru pomoci viru-podobnych ¢astic (VLP, z ang. virus-like
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particles). Piedeslé Setfeni také na E6 a E7. Vzorky doméci laboratoie (ptivod Ustav hematologie

a krevni transfuze v Praze).

Oznaceni ID

K+ (S3) E6E7+
K- (S4) E6E7-

S1
S2
P1
P2
P3
P4
P5
P6
P7
P8
P9
P10
P11
P12
P13

E6+E7-
E6-E7+
76
122
124
126
128
176
179
207
210
217
232
233
245

4.1.4 Protilatky

4.1.5

Datum =Gy o160 yrpis vIp3l VLP33  E6 E7
odbéru
; ; ; ; ] 1 1
] ] ; ; ] 0 0
; ; ; ; ] 1 0
] ] ; ; ] 0 1
06/05/2004 1 0 | | 1 1
13/06/2005 0 0 0 0 1 0
13/06/2005 0 0 0 0 1 1
31/07/2005 1 | | | 1 1
19/09/2005 1 0 0 0 1 1
26/03/2007 1 0 1 0 1 1
26/042007 1 0 0 0 1 1
22/01/2008 1 0 0 0 1 1
16/03/2008 1 0 0 0 1 1
06/10/2008 1 1 1 | 1 1
07/042009 1 0 1 0 1 1
22/04/2009 0 0 0 0 1 1
07/042010 1 1 1 1 1 1

Anti-GST Kozi polyklonalni primarni protilatka specificka pro
glutathion-S-transferasu (GST), fedeni pro puziti: 1:1000, GE
healthcare

DAG Osli sekundarni protilatka specificka pro kozi primarni protilatky (z
ang. donkey anti-goat), fedéni pro pouziti: 1:1000, Santa Cruz

DoAHU-PX Osli sekundarni protilatka specifickd pro lidskou primarni protilatku.
Fazovand s peroxidasou, fedéni pro pouziti 1:7500, JacksonLAB

Pufry
CutSmart Buffer HF Biolabs, 10x koncentrovany, pH = 7,8

Bikarbonatovy pufr (BIC)  1x koncentrovany, pH = 9,6

Blokovaci pufr

SloZeni (100 ml): 0,16 g Na>COs3; 0,3 g NaHCOs;
0,02 g NaN3; doplnéno do 100 ml dH>O

1% koncentrovany
SloZeni (100 ml): 0,2 g kasein; doplnéno do 100 ml
PBS + 0,05% Tween 20

Fosfatovy pufr (PBS, zang. 10x koncentrovany, Sigma Aldrich,
phosphate buffered saline),  pH (1x koncentrovany) = 7,3-7,5

Laemmliho pufr 2x koncentrovany, pH = 6,8
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e . Lower buffer*

e PBS +0,05% Tween 20

e Pienosovy pufr

e ,,Running buffer

e Redici pufr

e Tris-borat-kys.
ethylendiaminotetraoctova
pufr (TBE)

e Substratovy pufr

e ,Upper buffer*

4.1.6 Komercni kity

e Nucleospin EasyPure®

Slozeni (2 ml): 0,04 g Tris-HCI; 0,08 g SDS; 0,4 ml
30% glycerol; 0,2 ml 2-mekraptoethanol; 0,004 g
bromfenolova modf, dopIlnéno do 2 ml

1x koncentrovanym PBS

1x koncentrovany, pH = 8,8
Slozeni (100 ml): 18,75 g Tris; 0,4 g SDS, doplnit do
100 ml ddH>0

1x koncentrovany, pH = 7,4
Slozeni (1 1): 50 ul Tween 20, doplnéno do 1 1 dH2O

10x koncentrovany, pH = 8,3
Slozeni (1 1): 144 g glycin; 30,2 g Tris; doplnéno do 1
1 dH>O

10x koncentrovany, pH = 8,3
Slozeni (1 1): 30,4 g Tris; 144 g glycin; 10 g SDS;
doplnéno do 1 1 dH2O

1x koncentrovany
Slozeni (8 ml): 80 ul GST; doplnéno do 8 ml
blokovacim pufrem

10x koncentrovany, pH = 8,2
Sigma Aldrich

1x koncentrovany

SloZeni (100 ml): 0,73 g monohydrat kyseliny
citronové; 2,38 g Na,HPO4-12H,0; upravit na
pH = 5,0; doplnit do 100 ml dH20

1x koncentrovany, pH = 6,8

Slozeni (100 ml): 6,05 g Tris; 0,4 g SDS, doplnit do
100 ml ddH-0O

Macherey-Nagel, Némecko

e SuperSignal™ West Pico PLUS Thermo Fischer Scientific, USA
e Mix & Go! E. coli Transformation Kit ZYMO REASERCH, USA

and Buffer Set

4.2 Pouzité pristroje

e Analytické vahy BEL, mark 254 Al Italie

e Blotovaci nadoba BioRad, Minitrans-Blot® Cell, Cina

o Ctefka destitek BioRad, iMark™ platereader, USA

e Desticky pro Dynatech, PolySorp, 96 jamek, USA
imunotest
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Digitalni sucha lazen
Digitalni sucha lazen
Inkubator

Lednice

Lednice

Lednice

Ledovac
Magneticka michacka
s vyhFevem

Mala tiepacka
Michaci deska
Mikrovinnna trouba
Minicentrifuga
Trepaci termoblok
Mraznicka
Multikanalova
digitalni autopipeta
Nadoba pro
elektroforézu
Nadoba pro SDS-
elektroforézu

pH metr

Piedvazky
Stolni centrifuga
Velka centrifuga

Velka tiepacka

Viko blotovaci nadoby
Vizualizacni systém
Vizualizacni systém

Vortex

Pristroj na méreni
koncentrace
Zdroj napéti pro
elektroforézu
Ultrasonicky
homogenizator
Zdroj napéti pro
elektroforézu

Labnet, AccuBlock Labnet, USA
BIOER, CHB-202, Cina
InkuLine, VWR, USA

Liebherr, CP4023, Némecko
Liebherr, Comfort, Némecko
Liebherr, Profiline, Némecko
Brema Icemakers, Iceflaker, Italie
SCILOGEX, MS-H-S, USA

N-BIOTEK, Shaking incubator NB-205, Jizni Korea
Labnet, Rocker 25 Labnet, USA

LG, Smart Inverter magnetron LG, Cina

Labnet, Prism™ Mini Centrifuge, USA

MB-102 BIOER, Cina

pHCBI, Twinguard, Nizozemsko

ThermoScientific, Finnpipette, Finsko

Owl, B1A, USA

Amersham Biosciences, Mighty small II for 8x7cm
gels, UK

HANNA instruments, HI3221
pH/ORP/ISE/Temperature Bench Meter with
Calibration Check, USA

Sklenéna elektroda: HANNA instruments, USA
Boeco, BPS 51 plus, Némecko

Eppendorf, centrifuge 5424, Némecko
ThermoScientific, Heraens Megafuge 16R, Nemécko
Vyménny rotor: Thermoscientific 75003181,
75003682, USA

Labcompanion, Incubated shaker SIF 6000R , Jizni
Korea

BioRad, Mini-PROTEAN® Tetra system BioRad, USA
Amersham, Imager 600, UK

Syngene, INGENIUS 3, Indie

Osvétleni: TransILLUMINATOR, Indie

Kamera: CAM-FLXCMI, Indie

Labnet, Vortexmixer, USA

Thermo scientific, Nanodrop 2000, USA

BioRad, PowerPac 1000, USA
Qsonica, Q125 Sonicator, USA

Consort, EV245 Consort, Belgie
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4.3 Pouzité metody
4.3.1 Mikrobiologické metody

4.3.1.1 Priprava kultivacnich médii

Zasobni LB agar (300 ml) byl rozpustén v mikrovinné troubé€. Po ochlazeni bylo
pfidano 300 pl karbenicilinu (CD, zang. carbenicilin) a médium dukladné¢ rucné
promichano. Nasledn¢ bylo médium rozplnéno do Petriho misek, které byly po zatuhnuti
agaru ulozeny do lednice pro dalsi vyuziti. Do nové uzaviratelné sterilni zdsobni lahve
bylo pfeneseno 80 ml tekutého LB média, pfiddno 80 pl ampicilinu (AMP) a opét
ulozeno do lednice (vzdy pfed mnozenim transformované ¢i indukované bakterialni
kultury).

Pro indukci kompetence u E. coli XL-1 Blue bylo pfipraveno super optimalni
zivné médium (SOB, zang. super optimal broth). V70 ml dH20 byl rozpustén
trypton (m = 2 g), extrakt z kvasinek (m = 0,5 g), NaCl (m = 0,058 g), KCI (m = 0,019 g).
Do roztoku byly pfidany 1 ml MgClx a 1 ml MgSO4. Nakonec bylo pH upraveno na
pH=6,5 a doplnéno dH>O do 100 ml a médium bylo odeslano na sterilizaci

v horkovzdu$ném autoklavu.

4.3.1.2 Priprava kompetentnich bunék E. coli XL-1 Blue

Kompetentni bakterie byly pfipraveny ze zasobnich E. coli XL-1 Blue podle
postupu kompatibilniho s komer¢nim kitem pro bakteridlni transformaci Mix & Go!. Den
pred pfipravou kompetentnich bakterii bylo pfipraveno 100 ml SOB média (pro slozeni
viz. 4.3.1.1). MnoZeni bakterii prob&hlo ve 3 ml LB média (bez antibiotik). Byly
pfipraveny 2 sterilni zkumavky, do jedné byly ockovany zasobni bakterie pomoci dfevéné
Spachtle, druhd zkumavka byla kontrolni. Bakterie byly namnoZeny pfi teploté 37 °C a
rychlosti 200 RPM v tiepacce pies noc (ON, z ang. overnight). Po 16 hodinach inkubace
bylo z kazdé zkumavky odebrano 500 pl média a preoCkovano do 50 ml SOB média
ptipravenych v 500 ml baiikach a byla zmé&fena opticka denzita pii vinové délce 600 nm
(ODe0o). Poté byly banky tfepany pfi teploté 26 °C a rychlosti 200 RPM po dobu 3 h.
V 30-minutovych intervalech byla méfena ODgoo aZ do doby, kdy jeji hodnota doséhla
0,4. Pro dalsi kroky byly vyuzity roztoky, pufry a postupy, které jsou soucasti komercniho
kitu Mix & Go!. Poté byla bakteridlni suspenze alikvotovana po 160 pul do

mikrozkumavek a ulozena do mraznicky na —80 °C.

4.3.1.3 Transformace E. coli XL-1

Kompetentni bakterie E. coli XL-1 (pro postup viz 4.3.1.2) byly nejprve
transformovany kontrolnim plazmidem pBS. Pfi tomto experimentu jsme porovnavali
dvé metody transformace: Fast Transformation (kompatibilni pouze s Mix & Go!

kompetentnimi bakteriemi, péstované v SOB médiu) a transformaci v super optimalnim
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zivném médiu s katabolickou represii (SOC, z ang. super optimal broth with catabolic
repression). Pro metodu Fast Transformation bylo zrozmrazenych zasobnich
bakterii XL-1 odebrano 50 pl a ptfeneseno do cisté mikrozkumavky. Nasledné bylo
pfidano 5 pl plazmidu pBS (vyslednd koncentrace cplazmia = 1 ng/pl) a jemné ruéné
promichano. Po inkubaci 10 min na ledu byly bakterie vysety na Petriho misky
s LB + CD médiem (viz. 4.3.1.1) temperované predem na 37 °C v inkubatoru. Inkubace
bakterii byla provedena ON pfi teploté 37 °C.

K provedeni SOC transformace bylo z rozmrazenych zasobnich bakterii odebrano
50 ul a preneseno do cisté mikrozkumavky. K bakteridlni suspenzi byl ptidan 5 pl
plazmidu pBS a jemné promichano. Nésledovala inkubace na ledu po dobu 10 min. Po
inkubaci na ledu byly k bakteriim pfidany 4x objem SOC média (250 ul) a bakterie byly
ttepany po dobu 1 h pii teploté 37 °C a rychlosti 300 RPM. Na zavér byly bakterie vysety
na Petritho misky s LB agarem +CD (viz4.3.1.1) pfedem temperované na 37 °C
v inkubatoru. Inkubace bakterii probihala ON pfti 37 °C.

Mnozstvi bakterialnich kolonii na Petriho miskach pripravenych obéma
metodami bylo srovnatelné. V dal§i fazi byly bakterie transformovany piisluSnymi
plazmidy s inzerty, metodou Fast Transformation, kvili jeji Casové 1 nakladové
vyhodnosti.

Pro transformaci plazmidd s inzertem bylo odebrano 80 ul zésobnich
netransformovanych bakterii E. coli XL-1 a pfeneseno do ¢ist¢ mikrozkumavky. Do
mikrozkumavek byly pfidany piislusné plazmidy tak, aby byla vyslednd koncentrace
plazmidu cplazmia = 500 ng/pl. Bakterie byly inkubovany na ledu po dobu 10 min a poté
vysety na Petriho misky s LB + CD agarem (viz. 4.3.1.1). Bakterie byly vysety na plotny
v riznych objemech (20 pl, 10 pl, 5 pl a 2,5 pl) a inkubovany ON pfi teploté 37 °C.

Vyrostlé kolonie transformovanych bakterii byly pfeneseny do 3 ml nového
LB + AMP média a ttepany ON pii teploté 37 °C a rychlosti 200 RPM. Nasledné byly
bakterie peletovany centrifugaci pfi laboratorni teploté a rychlosti 8000% g po dobu
2min. Z bakterii byly plazmidy izolovany pomoci kitu Nucleospin EasyPure®.
Koncentrace plazmidi byly meéfeny pomoci pfistroje NanoDrop 2000. Izolované
plazmidy byly ulozeny pro dalsi pouziti pfi teploté —20 °C.

4.3.1.4 Priprava zasob transformovanych bakterii

Do sterilnich zkumavek bylo odméfeno po 3 ml LB + AMP média (viz 4.3.1.1).
Z ploten s transformovanymi bakteriemi byla pomoci dfevéného paratka vypichnuta vzdy
izolovana kolonie a pfenesena pfimo do média ve zkumavce. Poté nasledovalo ON
ttepani pii teploté 37 °C a rychlosti 200 RPM. Po 16 h bylo do ¢istych mikrozkumavek
ptidano 100 pl 30% glycerolu a alikvot 100 pl bakterialni suspenze. Smési byly diikladné
vortexovany az do smichani glycerolu s bakteridlni suspenzi. Poté byly mikrozkumavky
uloZeny do mraznicky pii teploté¢ —80 °C.
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4.3.1.5 Indukce proteosyntézy pomoci IPTG

Do sterilnich zkumavek bylo odméfeno 5 ml LB + AMP média (viz 4.3.1.1). Ze
zamrazenych transformovanych bakterii byla paratkem vypichnuta mala ¢ast bakterialni
suspenze a prenesena do média ve zkumavce. U kazdého typu bakterie byl proces
proveden dvakrat pro paralelni péstovani indukovanych a neindukovanych bakterii.
Bakterie byly tfepany ON pfi teploté 37 °C a rychlosti 200 RPM. Rano byla ON kultura
20x nafedéna pfidanim 2 ml bakterialni suspenze do 38 ml ¢ist¢ého LB + AMP média
v 500 ml Erlenmeyerové¢ bance a zméfena jeji ODgoo. Bakterie byly tiepany pfi teplote
37 °C a rychlosti 200 RPM az do doby, kdy hodnota ODgoo dosahla 0,4. Poté bylo do
jedné banky piidano 39 ul IPTG (vysledna cierg =5 mmol/l) a tfepano pii stejnych
podminkéch dalsi 2 h. Do druhé baiikky IPTG ptidéno nebylo, ale barika s bakterialni
suspenzi byla tfepana spolu s indukovanymi bakteriemi 2 h pfi teploté 37 °C a rychlosti
200 RPM. Na zavér byly centrifugovany rtizné alikvoty (3 ml bakteridlni suspenze pro
metodu Western blot a 35 ml bakteridlni suspenze pro metodu ELISA) jednotlivych
bakterii po dobu 3 min, pfi laboratorni teploté a 14 000x g. Supernatanty byly slity a

pelety uchovéany v mraznicce pii teploté —80 °C.

4.3.2 Biochemické metody
4.3.2.1 Restrik¢ni analyza

Restrikéni endonukleasova analyza (REA) je zaloZend na vyuziti restrikénich
endonukleas k tvorbé sekvencné specifickych §tépli na nukleové kyseliné. V naSem
pfipad¢ byla REA vyuZita kovéfeni inzertu plazmidu, kterym byly bakterie
transformovany. Po provedeni REA se ovéfuje migrace fragmentl pomoci gelové
elektroforézy, jelikoz St€pené plazmidy se pohybuji v gelu rizn€ od neStépenych
plazmida.

Pied zacatkem REA byl pfipraven 1% agarozovy gel o objemu 40 ml. Pro REA
byly rozmraZeny plazmidy izolované z transformovanych bakterii (viz 4.3.1.3). Pro
kazdy plazmid byla do sterilnich mikrozkumavek pfipravena reakéni smés sestavajici
z plazmidu o koncentraci 100 ng/ul; 0,5 pl restrikéni endonukleasy BamHI a pufru
CutSmart HF (1% koncentrovany, fedény pomoci vody bez obsahu proteas a nukleas) do
celkového objemu 10 pl. Reakce probihaly pii teploté 37 °C po dobu 1 h v termobloku a
nasledné byly zastavené inkubaci po dobu 20 min pfi teploté 65 °C. Po ukonceni inkubace
byly ke vSem vzorkim pfidany 2 pl nanaSeci barvicky a vzorky naneseny na 1%
agardzovy gel. Poté byla spusténa elektroforéza pti 120 V, 80 mA v TBE pufru po dobu
pfiblizné¢ 1,5h. Vysledky byly vizualizovany pomoci zobrazovaciho systému
INGENIUS 3.
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4.3.2.2 Sangerova sekvenace plazmidu

Pro sekvenaci byly pouzity primery pGEX-5" a pGEX-3" (viz pfiloha 1). Oba
primery lezi na okrajich vnasenych inzerti a pomoci sekvenace z obou stran vznikaji dvé
sekvence, které spolu lze porovnat, pro ovéréni spravného zatrazeni nukleotidl inzertu a
korigovat tim chyby, které vznikaji zejména v prvnich sekvenovanych nukleotidech. Pro
kazdy z primert byla pfipravena sekvenacni reakce, kam byl primer pfidavan o objemu
5 ul tak, aby vyslednd cprimer = 5 pmol/ pl. Templéaty nukleovych kyselin (sekvenované
plazmidy) byly pfidany v riznych koncentracich (kvuli rizné velikosti plazmida a
inzert) dle Tab. 1.

Tab. 1 Komponenty jednotlivych sekvenacnich reakci. Priprava reakci probihala pri laboratorni teploté.

Inzert Vprimer/l.ll Vp]azmid/“l mp]azmid/ng Cplazmid/ng'l.ll-l V(HZO)/HI

E2 1,8 180 22,5 1,2
E4 3,0 100 12,5 0,0
E6 >0 2,0 226 28,3 1,0
E7 1,8 200 25,0 1,2

Pripravené reakce byly pfedany do sekvenacniho servisniho stfediska (OMICS

Genomika, Biocev).

4.3.2.3 lIzolace proteinli

Prvnim krokem izolace proteinti byla lyza indukovanych bakterii. Lyza byla pro
srovnani vytézku provadéna dvéma zpisoby, a to za pomoci dvou riznych lyzacnich
roztok.

Lyza pomoci Laemmliho pufru (pro sloZeni viz. 4.1.3) byla provedena pouze
resuspendovanim bakteridlnich peletli v pfipraveném pufru. Pro pelet pfipraveny z 3 ml
bakterialni suspenze (viz 4.3.1.5) bylo pouzito 150 ul Laemmliho pufru. Po
resuspendovani byla smés povafena pii teploté 95 °C po dobu 6 min. Lyzaty byly
nasledn¢ ulozeny pii teploté — 20 °C pro dalsi vyuziti.

Pro lyzu pro ELISA byly pelety indukovanych bakterii resuspendovany
v 525 Wl PBS (1% koncentrovany), pfidano DTT (vysledna ¢ =2 mmol/l), ptidan
N-lauroylsarkosin (vysledna w=0,5 %) a pfidan PMSF (vyslednd ¢ =1 mmol/l). Po
promichéni byly vzorky sonikovany na ledu (3 x 30 s sonikace, 30 s inkubace) a
centrifugovany po dobu 30 min pii 15 800x g. Centrifugaci byly oddéleny proteiny
vyskytujici se v cytoplasmé a membranové proteiny. Supernatant a pelet byly oddéleny a
oba uchovany pfi teploté — 20 °C pro analyzu metodou Western blot.

Po kazdé izolaci byla koncentrace pfipraveného proteinu métena pomoci piistroje
NanoDrop 2000.
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4.3.2.4 SDS PAGE a Western blot

Lyzaty transformovanych bun¢k byly analyzovany pomoci metody Western blot.
Vzorky ptipravené 1yzou s Laemmliho pufrem (viz 4.1.5), izolované z indukovanych i
neindukovanych transformovanych bakterii s bromfenolovou modii, byly piimo
nandSeny na pfipraveny 10% akrylamidovy gel (separaéni gel: 2,1 ml ddH,O; 1,7 ml
akrylamid/Bis; 1,25 ml ,,Jower buffer*; 35 ul APS, 8 ul TEMED, zaostiovaci gel: 1,2 ml
ddH>0; 0,3 ml akrylamid/Bis; 0,5 ml ,,upper buffer”; 16 ul APS, 4 ul TEMED). Lyzaty
ptipravené s vyuzitim DTT, N-lauroylsarkosinem a PMSF byly pted aplikaci na gel jesté
upraveny; z lyzatu ziskané¢ho ze supernatantu (proteiny rozpustné ve vod¢) bylo odebrano
25 ul a piidano 1,25 pl Laemmliho pufru; lyzaty ziskané z peletu (membranové proteiny)
byly resuspendovany v 600 pl PBS (1x koncentrovany), odebrano 20 pl a ptidano 20 pl
Laemmliho pufru (2% koncentrovany). Oba vzorky byly posléze povateny po dobu 6 min
pfti teploté 95 °C v suché lazni (Labnet AccuBlock).

Ptipravené vzorky byly analyzované na SDS gelové elektroforéze (SDS-PAGE,
z ang. SDS-polyacrylamide gel electrophoresis). Elektroforéza probihala pii konstantnim
napéti 150 V, proudu 80 mA po dobu 1 h 5 min v ,,running buffer (viz . 4.1.5)

Proteiny separované v SDS-PAGE byly pfeneseny na nitrocelulosovou
membranu aktivovanou v methanolu a pienosovém pufru (viz. 4.1.5). Pienos probihal
v blotovaci aparatuie (Minitran-Blot® Cell + Mini-PROTEAN® Tetrasystem) pomoci 1x
koncentrovaného pienosového pufru (viz. 4.1.5) pii konstantnim napéti 150 V, proudu
350 mA po dobu 1,5 h. Poté byly zbyl4 vazebna mista na membrané blokovéana v lazni
s 5% mlékem (5 g suSeného mléka rozpusténo v 95 ml PBS + 0,05% Tween 20) po dobu
30 min.

Pro detekci proteinli byla membrana inkubovana ON pii 5 °C s primarni kozi
polyklonalni protilatkou specifickou pro GST-tag (anti-GST). Rano byla membrana
oplachnuta 3 x 10 min v PBS + 0,05% Tween 20. Po oplachu nasledovala inkubace se
sekundarni osli protilatkou specifickou pro kozi primarni protilatku (DAG) po dobu 2 h
pii teploté 5 °C. Oplach probihal za stejnych podminek jako po inkubaci s primarni
protilatkou. Imunodetekci jsme provedli vyvolanim membrany chemiluminiscenénim
barvivem (soucast kitu SuperSignal™ West Pico PLUS, viz. 4.1.6). Po vyvolani byly
proteiny zobrazeny pomoci systému Amersham™ Imager 600, oc¢istény od barviva

oplachem v PBS + 0,05% Tween 20, usuSeny na vzduchu a uloZeny pro archivni ucely.

4.3.2.5 Optimalizace ELISA (detekce HPV E6 a E7 specifickych protilatek)
Optimaliza¢ni ELISA byla provedena s cilem ovéfit funkénost metody, kvalitu

pfipravenych antigenli, reak¢nich c¢inidel pouzZivanych v experimentech ELISA a

porovnat riizné ptistupy ptipravy slepého vzorku (mnoZstvi odfiltrované¢ho pozadi).
Prvnim krokem experimentu bylo potaZeni jamek desticky pomoci cerstvé

pfipravené¢ho roztoku pfipraveného naredénim zasobniho GC 500% v BIC pufru. Do
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kazd¢ jamky desticky bylo ptidano 100 ul roztoku. Desticka byla zakryta vikem a ulozena
pres noc do inkubatoru na 37 °C. Po inkubaci byl roztok vyklepnut z jamek desticky do
buniciny a do vSech jamek bylo pipetovano 200 ul blokovaciho pufru a inkubovano pii
37 °C po dobu 1 h. Poté byl blokovaci pufr z jamek odstranén a do jamek byly pfidany
antigeny fedéné na c = 0,25 pg/ul v 12 ml blokovaciho pufru podle schématu na Obr. 6.

Po naneseni antigentl byla desti¢ka inkubovana opét pii 37 °C po dobu 1 h.
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Obr. 6 Schéma naneseni antigenii. Do jamek oznacenych Cervené s popiskem E6 byl jako antigen priddn
mnou pripraveny protein E6. Do jamek oznacenych tmave zelené s popiskem E7 byl jako antigen priddn
mnou pripraveny protein E7. Do jamek oznacenych modre s popiskem E6k byl jako antigen priddn kontrolni
protein E6 pripraven RNDr. Ludvikovou. Do jamek oznacenych fialové s popiskem E7k byl jako antigen
priddn kontrolni protein E7 pripraven RNDr. Ludvikovou. Do Zlutych jamek byla jako antigen priddna pouze
GST. Do zbylych jamek nebyl priddn antigen, pouze 100 ul blokovaciho pufru.

Po ukonceni inkubace byly nenavazané antigeny odstranény a jamky 5% promyty
pomoci PBS +0,05% Tween 20. Do jamek byla nasledné nanesena kontrolni séra
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fedénd poméru 1:100 s fedicim pufrem. Do kazdé jamky bylo pipetovano 100 pl séra

podle schématu na Obr. 7 a inkubovéno pfi 37 °C po dobu 1 h.
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Obr. 7 Schéma naneseni sér. Do Cervenych jamek bylo priddno sérum S1 (GST E6-, E7+) obsahujici
protildatky proti proteinu E7. Do zelenych jamek bylo pfiddno sérum S2 (GST E6+, E7-) obsahujici protildatky
proti E6. Do Zlutych jamek bylo pfiddno sérum S3 (GST E6E7+), obsahujici protildtky proti E6 i E7. Do
fialovych jamek bylo pfiddno sérum S4 (GST E6E7-) neobsahujici protildtky proti E6 ani E7. Do zbylych
jamek bylo priddno pouze 100 ul rediciho pufru.

Po inkubaci opét nasledoval 5% oplach pomoci PBS + 0,05% Tween 20. Do jamek bylo
pfidano 100 pl protilatky (konjugétu) ,,Donkey antiHuman fused with PX* (DoAHU)
fedéné v poméru 1:7500 v blokovacim pufru a inkubace probihala pii 37 °C po dobu 1 h.
Béhem inkubace byla ve tmé rozpuSténa tableta obsahujici 10 mg
o-fenylendiamindichloridu (OPD, zang. o-phenylenediamine dichloride) ve 25 ml
substratového pufru. Po ukonceni inkubace byl proveden 5x oplach pomoci
PBS + 0,05% Tween 20. Pted poslednim oplachem bylo k rozpusténému OPD ptidano
ve tm¢é 10 pl 30% H>O; a promichano. Roztok OPD byl pfidan po 100 pl do vSech jamek
a desticka byla inkubovana 5 min pfi laboratorni teploté ve tm&. Po zbarveni slepych
vzorki byly reakce zastaveny pfidanim 100 pul H>SO40 ¢ = 2 mol/l. Pro vyhodnoceni byla
zméfena absorbance pii vinovych délkach 490 nm a 620 nm pomoci ¢tecky destiCek
iMark™ Plate Reader.

4.3.2.6 ELISAE2 aE4

Po optimalizaci metody byla provedena ELISA pro detekci E2 a E4 HPV-
specifickych protilatek. Postup pfipravy desticky byl stejny jako pfi optimaliza¢nim
pokusu (viz 4.3.2.5). Pro tento pokus byly paraleln¢ pfipravovany dvé desticky. Prvni

35



byla potazena proteiny E2 a E4 a druha byla potazena proteiny E6 a E7. Jelikoz pacientska
séra byla pfedem analyzovéna pouze na pritomnost E6 a E7 HPV-specifickych protilatek,
slouzila desticka potazena E6 a E7 jako kontrolni. Po potazeni jamek s pfisluSnym
antigenem a GST byla do jamek nanesena pacientska séra (viz 4.1.3). RozloZeni desticky

je znazornéno na Obr. 8. Dalsi postup byl shodny s postupem uvedenym ve 4.3.2.5.
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Obr. 8 Uspordddni desticky pro ELISA s E6 a E7, také pro E2 a E4. Jamky oznacené modre obsahovaly
slepy vzorek. Cervené jamky obsahovaly pozitivni kontrolu (sérum obsahujici protildtky specifické vici E6 i
E7). Zelene oznacené jamky obsahovaly negativni kontrolu (sérum zarucené neobsahujici ani protildtky
specifické vici E6, ani E7). Zbylé jamky (oznacené Zluté) obsahovaly séra pacientd. Toto schéma bylo platné
pro naneseni rekombinantné pripravenych antigen( E6 a E7, i E2 a E4. Jako kontrola pozadi bylo pouZito
potaZeni desticek GST.

4.3.3 Vyhodnocovani vysledk

Interpretace vysledki REA je zalozend na srovnani migrace S$tépenych a
neStépenych plazmidi. Pokud pouzijeme restrikéni endonukledzu s jednim cilovym
mistem na plazmidu, méli bychom na gelu vidét jeden prouzek o ocekavané velikosti

plazmidu, nebo plazmidu s inzertem. Plazmidy se v bakteriich nachazi ve tfech stavech:
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cirkularni, linearizovany a superSroubovice, cemuz odpovidaji i tfi migrujici prouzky pii

analyze nelinearizovaného plazmidu (viz Obr. 9).

1 2 3

Cirkularni
Linearizovana

Supersroubovice

Obr. 9 Nativni formy plazmidi v bakteridlnich kulturdch. Nejpomaleji v agarosovém gelu migruje
cirkuldrni forma plazmidu, linearizovand forma se pohybuje rychleji. Pfevzato a upraveno z: [68].

Ptitomnost virovych proteinti i GST byla ovéfena pomoci Sangerovi sekvenace
s vyuzitim programu BLAST [69]. Pomoci programu Clone manager byly ziskany
kompletni sekvence inzertii pomoci piekryti sekvenci ziskanych pomoci primert
pGEX-5"a pGEX-3". Nasledn¢ byla provedena analyza kompletni sekvence v programu
Jalview 2.11.4.1 porovnanim s referencnimi sekvencemi uvedenymi v databazi PaVE
[70].

Vysledky ELISA byly vyhodnoceny v programu Excel. Nejprve byly od hodnot
absorbance pfi vinové délce 490 nm odeteny absorbance pii 620 nm. Poté byly duplikaty
zprumérovany a odecteny hodnoty absorbance zjamek inkubovanych s pfislusnym
sérem, ale bez antigenu (tedy pouze s GST). Tim byla ziskédna hodnota OD vzorku. Kvili
nedostatenému mnozstvi seronegativnich kontrol nebyla vypoctena hrani¢ni hodnota
(CO, z ang. cut off), ale séra byla rozdélena podle arbitrarniho systému do 3 kategorii:
negativni (OD € <0; 0,8>), neur¢ena (OD € <0,8; 1,1>), pozitivni (OD € <1,1; ).
Normaln¢ zahrnuje vypocet CO smérodatné odchylky z duplikatd vzorku, a proto byly
vypocteny pruméry a ne medidn jednotlivych duplikdti. Tento postup je soucésti

standardniho opera¢niho postupu domaci laboratote [71].
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5 Vysledky
5.1 Mikrobiologické metody

V ramci mikrobiologické ¢asti byly dosazeny uspokojivé vysledky v kazdém
kroku. Inkubaci v SOB médiu a vyuzitim komer¢niho kitu Mix & Go! byla indukovana
kompetence u bakterii E. coli XL-1 Blue. Kompetentni bakterie byly uspésné
transformovany metodou Fast Transformation, jelikoz kolonie bakterii transformované
plazmidy s inzertem vyrostly v prostiedi antibiotik a pfi negativni kontrole zadn¢ bakterie

nevyrostly.

5.2 Restrikéni analyza

Pomoci restrikéni analyzy je mozné nejrychleji ur€it, zda je geneticky material
pouzity k produkci rekombinantnich proteini neporuSeny. Prvni byly analyzovany
plazmidy s £6 a E7 genem. Pfi klonovéani plazmidu nesouci informaci pro E7, byly
objeveny dva rtizné typy kolonii, a to s ostrym a rozpitym rozhranim. Plazmidy z obou
kolonii byly izolovany a na gel naneseny spolu s izolovanym plazmidem pro E6 (Obr.
10). Usp&sné $tépeni endonukleasou BamHI dokazuje migraci pouze jedné linie plazmidt
s E6 a E7. Plazmidy izolované z riznych kolonii E7 mély riznou hmotnost, a proto jsme
se rozhodli pro kontrolu Sangerovou sekvenaci. Vypocet hmotnosti nebo retence v tomto
pfipadé nebyl potiebny, jelikoz se jednalo pouze o hrubou kontrolu poctu prouzki

reprezentujicich migrujici plazmidy.

DNA
standard

E6 E70  E7x

10000 bp p
8000 bp P
6 000 bp P
4000bp P
3000bp p
2500bp p
2000bp p
1500bp p

Obr. 10 Fotografie 1% agarozového gelu zachycujici vysledky REA. REA plazmidd s inzerty E6, E7o
(izolovdny z kolonii s ostrym ohranicenim), E7r (izolovdny z kolonii s rozpitym ohranicenim). Pro Stépeni
byla zvolena endonukleasa BamHI. Oznacené prouzky byly ddle vyuZity pro Sangerovou sekvenaci. Jako
DNA standard byl pouZit Massruler HR.

Poté byly analyzovany plazmidy nesouci sekvence pro syntézu E2 a E4. Pokus

byl proveden dvakrat a izolaty z obou pokust byly naneseny na 1% agarozovy gel. Izolaty
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z prvniho experimentu jsou oznaceny (a) a izolaty z druhého (b). Paralelné se Stépenymi
plazmidy byly na gel naneseny i nestépené plazmidy. Plazmidy se v populaci bakterii
vyskytuji ve tfech prirozenych konformacich: cirkularni, linearizované a ve stavu

supersroubovice (viz Obr. 11 E2a, E4a, E4b, pti E2b pravdépodobné chyba pii ndnosu na
gel).

Generuler E2-REA E2 E2-REA E2 E4-REA E4 E4-REA E4 Massruler
1 Kb a a b b a a b b HR

20 000 bp p

10 000 b
10 000 bpp < P

43000 bp

42 000 bp
4 1500 bp

5000 bpp

Obr. 11 Fotografie 1% agarozového gelu zobrazujici vysledek REA plazmidii nesoucich sekvence pro E2 a
E4. Na gelu byly paralelné analyzovdny vzorky ze dvou experimentd. Prvni experiment (a) neposkytl
uspokojivé vysledky REA, a proto byl experiment opakovdn (b) a vysledky paralelné srovndny. Vzorky
plazmidd byly stépeny (E2-REA, E4-REA) pomoci enzymu BamHI. Na gel byly vZdy naneseny pro kontrolu i
nestépené plazmidy (E2, E4). Cervené oznacené prouzky byly ddle pouZity pro sekvenaci dle Sangera.
Prouzky oznacené modre reprezentuji tfi formy plazmidu: nejpomaleji migrujici je cirkuldrni forma
plazmidu, prostredni pruh reprezentuje linearizovanou formu, jejiz velikost by méla odpovidat rychlosti
migrace Stépenych plazmidi. Nejrychleji putuji plazmidy ve formé supersroubovice. VSechny tri formy
plazmidu se v populaci bakterii mohou vyskytovat.

5.3 Sangerova sekvenace

Pomoci sekvenace dle Sangera byl ovétfen stav genetické informace vkladané do
bakterii. Cilem bylo najit sekvence pro syntézu daného casného proteinu a GST.
Sekvenovany byly pouze inzerty a ¢asti vektoru, ne celé plazmidy. Sekvence ziskané
sekvenaci pomoci primerd pGEX-5" a pGEX-3'byly v programu Clone manager
proloZzeny a ziskdny konsensudlni sekvence. Ty byly nasledn¢ kontrolovany pomoci
programu BLAST, pomoci kterého jsme oveéfili pfitomnost tsekli odpovédnych za
syntézu Casnych proteinli a GST. Na zavér byl v programu Jalview 2.11.4.1 proveden
srovnani dvou ndmi ziskanych sekvenci a referenénich sekvenci £4 (Obr. 12, str. 40), E6
(Obr. 13, str. 40) a E7 (Obr. 14, str. 40) uvedenych v databaze PaVE . V ptipadé E2 (Obr.
15, str. 41), sekvenace pomoci primeru pGEX-3" neprob¢hla uspésn€, a proto byla
s referencni sekvenci srovndna pouze sekvence ziskand pomoci primeru pGEX-5".
Vsechny sekvence byly vyhodnoceny jako vhodné pro dalsi experimenty. Sekvence E2
vykazovala ve srovndni s referenénim genem uvedenym v databdze PaVE, vétsi
mnozstvi mutaci zplisobenych nedostato¢nou piesnosti Sangerova sekvenovani delSich
usekt (viz Obr. 15, str. 41).V této fazi pokusii jsme ale ptfipraveny E2 protein piesto
vyuzili.
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E4_REF/1-279 1 ATEEcTEAT cci8caBcaBcaacBaaBTaficchlcilccT@aaaTTATTABEcABCAC CCA 63
E2_EXP/716-993 716 ATGGCTGATCCTECAGCAGCAACEBAAGTATCCTCTCCTGAAATTIATTAGECAGCAC CCA 778
E4_REF/1-279 64 ACCACCCCICCICIACCCAIACCAAAICC.CICC-CACCIAAIAAACACAIACIACIA 126
E2_EXP/716-993 779 ACCACCCCEICCBICEACCCATACCAAAGCCET CElcC CACCBAAGAAACACAGACGACTA 841
E4 REF/1-279 127 ICCAICIACCAAIAICAIAICCAIACACC.AAACCCC.CCACACCACIAA-CACA 189
E2 EXP/716-993 842 TICCAGICGIACCAAGAT CABAGCCAGACACCEGAAACCCCTGCCACACCACTAA CACA 904
E4 REF/1-279 190 IAIACICA-A CA.CICCAAICCICAClCA.AACAICICA CACAAA.AC.A.A 252
E2 EXP/716-993 905 BAGACT.CA ACABTGCTCCAATCCTICACTGCATTTAACAGCT CACACAAAGGACGGATTIA 967
E4 REF/1-279 253 AC.AAIA.AA CACIACACCCA.AI 279
E2 EXP/716-993 968 ACTGTAATAGTAACACTACACCCA - A 993
Obr. 12 Vysledné porovndni sekvence ziskané Sangerovou sekvenaci (E4_EXP) a referencni sekvence
HPV16 E4 z databdze PaVE (E4_REF). Sekvence ziskand experimentdlné vykazuje vysokou miru stability.

Rozdil je ve stop kodonu na konci sekvence, ktery je v inzertu deletovdn. Porovndni bylo provedeno
v programu Jalview 2.11.4.1.

E6_REF/1-456 1A-CAlACCCACA.AICIACCCAIAAA.ACCACA.A.CACAIAIC.CAAACA 63
E6_EXP/621-1081 621 A CABGACCCACAGGAGCGACCCAGAAAGTTACCACAGTTATGCACAGAGCTGCAAACA 683
E6_REF/1-456 64 ACIAIACA.AIAIAAIA.AIAA_AC.CAAICAACA.AC.CIAC.A.A 126
E6_EXP/621-1081 684 ACTATACATGATATAATATTAGAA ACTGCAAGCAACAGTTIACTGICEGACGTGAGGTA 746
s LR
E6 EXP/621-1081 747 TATGAC c CGGEATTTATGCATAGTATATAGAGA AATCCATATGCTGTA 809
o SR R L
E6 EXP/621-1081 810 GATAAA AAA ATTCTAAAATTAGTGAGTATAGACATTA ATA AT 872
E6_REF/1-456 253 lAACAACAlAIAACAICAAIACAACAAACC-A-AAlA-AlAAC 315
E6 EXP/621-1081 873 GGIAACAACATTAGAACAGCAATACAACAAACC A AATTA ATTAAC 935
E6_REF/1-456 316 .CAAAAICCAC-CClAAIAAAAICAAAIACAIC.ACAAAAAICAAAIA.CCAI 378
E6_EXP/621-1081 936 CAAAAGICCAC CCTGAAGAAAAGCAAAGACATCTGGACAAAAAGCAAAGATTICCAT 998
E6_REF/1-456 379 AAIAIAA-C-ACC.CIA.A.C-CAIAICAICAAIAACAClAIA 441
E6_EXP/621-1081 999 AATATAA! c ACCGGTCGATGTATGTC cAGATICATICAAGAACACEBTAGA 1061
E6_REF/1-456 442 IAAACCCAICE-I- -AA 456
E6_EXP/621-1081 1062 GAAACCCAGC ATCCAA 1081
Obr. 13 Vysledné porovndni sekvence ziskané Sangerovou sekvenaci (E6_EXP) a referencni sekvence
HPV16 E6 z databdze PaVE (E6_REF). Vysledky ukazuji pouze 5 inzerci na konci sekvence ziskané sekvenaci

dle Sangera. Opét se na konci sekvence jednd o zménu ve stop kodonu. Sekvence E6 je ziejmé dostatecné
konzervovdna a od referencni se prilis nelisi. Porovndni bylo provedeno v programu Jalview 2.11.4.1.

E7_REF/1-297 1 AlCA.AIAIACACCIACA.CA.AAIAIA-AIA-CAACCAIAIACAAC.AI 63
E7_EXP/762-1063 762 ATGICATGGIAGATACACCTACATTGECATEAATATA AGA CAACCAGAGACAACTGAT 824
E7_REF/1-297 64 CICIAC.A.AICAA.AAA.ACAICICAIA.A.A.A.AAAIAIA-CCAICI 126
E7_EXP/762-1063 825 CICIAC ATGAGCAATTIAAATGACAGCT CAGAGGAGGAGGATGAAATAGA ccAGlcT ss7
E7_REF/1-297 127 lACAAICAIAACC.ACAIAICCCA.ACAAIA-AACC-CAA-ACICI 189
E7_EXP/762-1063 888 BGIACAAGICAGIAACCEEACABAGCCCATTACAATA AACC CAA ACHICE 950
E7_REF/1-297 190 ACIC.C_C.ACAAAICACACAClAIACAlC.AC-AAIACC-AAl 252
E7_EXP/762-1063 951 ACGICIE.C CGTIACAAAGCACACACBTIAGACATTCETAC AABACC AATG 1013
E7_REF/1-297 253 lCACACIA.AA-CCCCAIC-CICAIAAACCA - - I -AA 297
E7_EXP/762-1063 1014 GGICACACTIAGGAA ccccATc chlcAGAAACCABBATCCAA 1063
Obr. 14 Vysledné porovndni sekvence ziskané Sangerovou sekvenaci (E7_EXP) a referencni sekvence
HPV16 E7 z databdze PaVE (E7_REF). Mira konzervace nukleotidové sekvence je podobné jako v pripadé

E6, vysokd a na konci sekvence byla objevena stejnd zména jako u E6. Porovndni bylo provedeno
v programu Jalview 2.11.4.1.
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E2 REF/1-1098
E2 EXP/56-1183 5

ATGEABACHc CCAAC AAA caBBacaaaafiaciaacacATTATEAAAATEATA o7
ATGGAGACTC CCAAC AAA CAGGACAAAATACTAACACATTATGAAAATGATA 122
E2_REF/1-1098 6 lACAIACCIAC.ACCAIAIAIACIA.AAACACA.CICCIAIAA.CIA.A.ACAA 134
E2 EXP/56-1183 123 @RACAGIACCTACETGACCATATAGACTA AAACACATGCGCCTAGAA CTATTTATTACAA 180
E2 REF/1-1098 135 lCCAIAIAAA-A.AAACAIA.AACCACCA-CCAACAC.C.AICAAAIAAI 201
E2 EXP/56-1183 190 GE@CCAGAGIAAA ATTTAAACATATTAACCACCA CCAACACTGGCTGTATCAAAGAAT 256
AAAICA.ACAAICAA.AAClCAACIAAC.AIAAACAAIAIAIAACICACAAIAIA.AA. 268
AAAGICATTACAAGCAATTGEAACTGCAACTAACGTTAGAAACAATATATAACTCACAATATAGTAATG 323
AAAA-ACAlACAAIAC.AICC.AA-A.AAClCACCAACAlA.AIAAAAAA 335
AAAA ACATTACAAGACGTTAGCCTTEAA ATTTIAACTGICACCAACAGEATGTATAAAAAA 390
ACA.AIAIACA-AA.CA-A.AIACAIAlCAAIACAA.CA.AIACAAAC. 402
ACATGGATATACA AAGTGCA ATGGAGACATATGCAATACAATGCATTATACAAAC 457
ot L L
ACACATATATATA AAGAAGCATICAGTAAC AGA CAA ACTATTA 524
PR L L E L
ATATTA CATGAAGGAATACGAACATA CA AAAGATGATGCAGAAAAATATAG 591
B N L L
AAAAATAAAGTA AAGTTCATGIC CAGGTAATATTATGTCCTACATC AGIC 658
AICAACIAA.AICCICICClAAAlAlAlCAICAC-CCAACCACCCCICCICIACCCAIA 670
AGCAACGAAGTATCCTCTCCTEAAATTATTAGGCAGCAC CCAACCACCCCGCCBCBACCCATA 725
CCAAAICClCICC-CACCIAAIAAACACAIACIACIAICCAICIACCAAIAICAIAICCAIA 737
CCAAABlCCETcGcC CACCBAAGAAACACAGACGACTATICCAGCEGACCAAGATCAGAGCCAGA 792
CACC.AAACCCC.CCACACCACIAA-CACAIAIACICA-ACA.CICCAAICCIC 804
CACCBEIAAACCCCTGCCACACCACTAA CACABAGACTCA ACABTGCTCCAATCCTC 859
AcTEcaTTTaacaBcicacacanaBBACEE - ATTAACTETAATABTAACACTACACCE - ATIABTACA 869
ACTEICATTTIAACAGICTCACACAAAGGACGGBATTAACTGTAATAGTAACACTACACCCCATIAGTACA 926
E2 REF/1-1098 870 AAAA.A.CIAAIAC.AAAA-AAIA—IAIAIA.AAAAAICA-ACA A 935
E2 EXP/56-1183 927 “AAA ATGCTAATACTTTAAAA AAGAATATAGATTTAAAAAGCA ACA A 992
E2 REF/1-1098 936 IA ClCA-ClCIA - CA‘CA-A - CA.A - CAIAA.AAAA - CAIAAAA —.CAA 994
E2 EXP/56-1183 993 [MACEGCA CGTCTAACA cA AACAGGAACATAATGTAAAAACATAAAAA CAA 1059
E2 REF/1-1098 995 -ACAC- ACAIA.A—IA—.AA.CAA—C“ACCAA-C—ICAA.AAAA 1054
E2_EXP/56-1183 1060 ACACCTTACATATGAATAA AATGGICAAAC ACCAA CCTCAAGTTAAAA 1126
E2 REF/1-1098 1055 IA - -CCAAAAA-C —IA‘ - ACA“CIAC‘A‘AI ch - AIAI -Ba 1098
E2_EXP/56-1183 1127 [NAACCCAAAAAACATATTTAACA cTAC A ATAGTCTTAATAAAGA 1183
Obr. 15 Vysledné porovndni sekvence ziskané Sangerovou sekvenaci (E2_EXP) a referencni sekvence
HPV16 E2 z databdze PaVE (E2_REF). V prvni poloviné sekvence je mira podobnosti vysokd, ale v druhé
poloviné se vyskytuje velké mnoZstvi bodovych mutaci (inzerci v E2_EXP), zplsobenych nedostatecnou

presnosti Sangerova sekvenovdnim delSich fragmentid. Porovndni bylo provedeno v programu
Jalview 2.11.4.1.
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5.4 Westernblot

Cilem kontroly pomoci metody Western blot bylo ovéfit pritomnost
produkovanych antigenli a uspéSnost indukce proteosyntézy a proteinové izolace.
Na Obr. 16, str. 42 lze pozorovat rozdilnou intenzitu prouzkd v drahach lyzatd
z indukovanych a neindukovanych E. coli. Srovnani vytézku proteint pii lyze pomoci
Laemmliho pufru a lyza¢niho roztoku obsahujiciho DTT, PMSF a N-lauroylsarkosin je

zobrazeno na Obr. 17, str. 42. Pomoci tohoto Western blotu jsme potvrdili, ze E6 a E7 se
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vyskytuji pfi rekombinantni syntéze jak v membranég, tak cytosolu bakterii E. coli (Obr.
17, str. 42).

Proteinovy
marker

E6; Eé6, E7i E7,

250 kDa p

72 kDa }

55kDa P

43kDa p

Obr. 16 Western blot proteinti E6 a E7. Jako standard byl pouZit Color Protein Standard, Broadrange
(Biolabs) oznacen jako proteinovy marker. Druhd jamka byla kviili chybnému naneseni vzorku vynechdna
(oznaceni X). Ve treti a Ctvrté jamce je viditelny prouZky E6 pri oCekdvané hmotnosti (46—49 kDa). V pdté
a Sesté drdze Ize pozorovat prouZky E7, které by vSak mély mit niZsi hmotnost neZ prouzky E6. Na obrdzku
je také zretelny rozdil mezi indukovanymi (E6,, E7;) a neindukovanymi (E6,, E7n) vzorky. Proteiny byly
izolovdny z bakterii E. coli pomoci Laemmliho pufru a na gel byly nandseny celé bakteridlni lyzaty.

Proteinovy g7, E7, E7, E6; E6 E6,
marker

250 kDa P

72kDa p
55 kDa }
43 kDa p

34kDa p

26 kDa p

17 kDa p

Obr. 17 Western blot srovndvajici vytézky riznych izolaci. Jako standard byl opét pouZit Color Protein
Standard, Broadrange (Biolabs) oznacen jako proteinovy marker. Drdhy oznacené E7; a E6; odpovidaji
izolaci pomoci Laemmliho pufru. Na gel byly nandseny celé bakteridlni lyzdty. Drdhy E7s, E6s, E7, a E6p
odpovidaji izolaci za vyuZiti lyzacniho roztoku. Proteiny separovdny v drdhdch E7s a E6s zustaly po
centrifugaci lyzdtu v supernatantu, zatimco E7, a E6p zlistaly v peletu.

Nasledné byl proveden Western blot i pro E2 a E4. Proteiny byly izolovany pouze
za vyuziti lyza¢niho roztoku s DTT, N-lauroylsarkosinem a PMSF a pro imunoblot byly

42



pouzity pouze supernatanty vzniklé po centrifugaci. Protein E4 se podatilo identifikovat,
ale pritomnost E2 s jistotou potvrzena nebyla. Na Obr. 18 je v dradhach E4 jasn¢ viditelny
hruby prouzek odpovidajici ocekavané hmotnosti fizniho proteinu (43 kDa). V drahach
E2 ptitomnost vyraznéjSich prouzkii chybi, avSak pfi o¢ekavané hmotnosti 82 kDa byl
slaby signal zachycen, a proto nelze produkci E2 alespoii v malém mnozZstvi vyloucit.

Vsechny lyzaty byly dale vyuzity v ELISA experimentech.

Proteinovy
marker E2;

E2, E4 E4,
250 kDa p

95 kDa
72 kDa

55kDa p
43 kDa p

34kDa p

26 kDa p

17 kDa p

Obr. 18 Western blot E2 a E4. Jako standard byl opét pouZit Color Protein Standard, Broadrange (Biolabs)
oznacen jako proteinovy marker. Opét byly srovndvdny izolaty z indukovanych (E2;, E4;) a neindukovanych
(E2n a E4y). V drdhdch E4 je patrny hrub$i prouZek pfi hmotnosti 43 kDa (oznacen v cerveném obdélniku),
ktery pravdépodobné odpovidd fuznimu proteinu E4. V drdhdch E2 nelze vyrazny prouZek identifikovat, ale
mezi 72-95 kDa standardy se prouZky nachdzi, co vyznacuje cerveny obdélnik. Kviili tomu nebyla syntéza
E2 fuzniho proteinu vyloucena.

5.5 ELISA

Prvnim krokem vedoucim k findlnim vysledkiim byla optimalizace metody
GST-ELISA. Pro tento ukol byla vybrana 4 kontrolni séra (viz 4.1.3) a pfipravena
desticka sjamkami potaZenymi riznymi antigeny. Pomoci optimalizace byly také
srovnany ruzné zpusoby piipravy slepého vzorku a ovéfena citlivost metody na
kontrolnich sérech. Na zéklad¢ arbitrarniho systému adaptovaného ze standardniho
operacniho postupu domaci laboratote byly vypocteny hodnoty uvedené v Tab. 2, str. 44
a nasledné urcena pozitivita nebo negativita ptislusného vzorku (pfitomnost protilatek
viéi danému antigenu). Vysledky odpovidaly kontroldm a také tidajim z predeslych
méieni. Vysledky byly, pro pfehledné srovnani absorbanci, nasledné vyneseny do grafu
(viz Obr. 19, str. 44). Vysledky vyuzité pro srovnani a vybér slepého vzorku zde
neuvadime, jelikoZ pro toto vyhodnoceni byla srovnavéana hruba data, kterd jsou uvedena
v sekci Prilohy (ptiloha 4).
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Tab. 2 Vyhodnoceni optimalizace ELISA metody. Zelenou barvou jsou oznaceny vzorky, které byly
vyhodnoceny jako negativni a Cervenou barvou jsou oznaceny pozitivni vzorky. S1 aZ S4 jsou kontrolni séra
(pro sloZeni viz. 4.1.3). Modrou barvou jsou oznaceny slepé vzorky a vzorky, kde byla jako antigen pouZita
pouze GST. Pro schéma pripravy ELISA viz 4.3.2.5. Antigeny oznacené E6 a E7 byly nové pripraveny a
antigeny E6k a E7k slouZily jako kontrola a byly pfipraveny a darovdny RNDr. Ludvikovou.

Sérum Antigen
E6 E6y E7 E7¢
S1 0,0155 0,053 1,627 1,6945
S2 1,28 1,342 0,011 0,0215
S3 1,427 1,4725 1,3945 1,582
S4 0,0065 0,187 0,011 0,061
A 2
© 1,8
1,6
1,4
1,2
1
0,8
0,6
0,4
0,2
- - -
S1 S2 S3 S4
Antigen

HME6 WME6k ME7 ME7k

Obr. 19 Grafické zobrazeni vysledkii optimalizacni ELISA. Na grafu jsou zndzornény rozdily absorbanci pri
vinovych délkdch 490 nm a 620 nm u jednotlivych vzorki{. Hodnoty oznacené E6 a E7 reprezentuji vysledky
jamek potaZenych rekombinantnimi proteiny E6 a E7, které jsem pfipravil saém, zatimco E6k a E7k
reprezentuji vysledky jamek potaZenych proteiny E6 a E7 pfipravenymi RNDr. Ludvikovou.

Nasledovala ELISA s antigeny E2 a E4. Pro srovnani byly paralelné ptipravovany
desticky potazené rekombinantnimi proteiny E2, E4 a E6, E7. Desticka potazena E6 a E7
slouZzila jako referen¢ni, nebot’ vzorky byly analyzované jiz diive a hladiny protilatek
pouzitych sér byly znamé. Naopak hladiny protilatek specifickych pro antigeny E2 a E4
nebyly u téchto vzorkld znamé. Vysledky ELISA E6, E7, E4 a E2 jsou uvedeny v Tab. 3,
str. 45 a pro snadn¢jsi vizualizaci vysledki, byly vypocitané hodnoty vyneseny do grafu
znazornéného na Obr. 20, str. 45. Vyhodnoceni pozitivity a negativity na jednotlivé
protilatky u jednotlivych pacientl jen velmi omezené odpovida vysledkim piedeslého
Setfeni (viz 4.1.3). Hruba data piedesl€ho Setieni (pfiloha 5) byla srovnana s hrubymi daty
naméfenych mnou (ptiloha 6) ale ani zde vysledky neodpovidaly. Hrubé data pro ELISA
E2 a E4 jsou uvedena v ptiloze 7. Pro vysledné srovnani hrubych dat viz ptiloha 8.

44



Tab. 3 Vyhodnoceni detekce HPV E6, E7, E2 a E4 specifickych protildtek metodou ELISA. Cervené jsou
zndzornény vzorky vyhodnocené jako negativni, zelené vzorky pozitivni. Zluté jsou zndzornéné vzorky, které
dosahuji hodnoty v intervalu <0,8; 1,1>, tedy nelze jednoznacné potvrdit jejich pozitivitu nebo negativitu.
K+ a K- oznacuji kontrolni séra (pouZité i pfi optimalizacni ELISA, K+ = S3, K- = $4), zatimco P1 aZ P13
oznacuji pacientskd séra. Pro schéma pripravy ELISA viz 4.3.2.6, str. 35 a pro informace o pacientskych
sérech viz 4.1.3.

Séram Antigen
E6 E7 E4 E2
K+ 1,357 2,007 0,044 0,421
K- 0,002 0,022 0,022 0,021
Pl 0,654 0,003 0,471 0,342
P2 0,013 0,006 0,098 0,025
P3 1,224 1,694 0,049 0,128
P4 1,249 1,579 1,778 0,342
P5 0,980 1,816 0,032 0,025
P6 0,840 1,728 0,013 0,076
P7 1,139 0,332 0,059 0,307
P8 1,072 2,222 0,052 0,228
P9 0,050 1,026 0,024 0,021
P10 1,153 0,666 0,045 0,103
P11 0,358 2,232 0,125 0,006
P12 0,903 0,734 0,069 0,056
P13 0,995 0,063 2,022 0,188
2,500
3
2,000
1,500
1,000
Sl LILLL
0,000 —— _n _=Il - o _ iiw=
K+ K- P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8 PS P10 P11 P12 P13
Antigeny

ME6 EME7 HE4 E2

Obr. 20 Graf zndzorriujici srovndni hladin protildtek specifickych viiéi proteiniim E2, E4, E6 a E7 u
pacientd s ndadory hlavy a krku a u kontrolnich sér. Na ose OD jsou uvedeny hodnoty OD, ziskané metodou
popsanou v 4.3.3.
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6 Diskuze

Prvnim 1aspéchem vramci praktické casti této bakalarské prace byla
mikrobiologicka ¢ast. Uspé&§né jsem transformoval bakterie E. coli XL-1 Blue, které se
povedlo namnozit a ziskal jsem dostatecné mnozstvi i pro budouci experimenty.
Ptipravené bakteridlni zasoby byly uskladnény pro vyuziti v budoucnosti.

Dale se povedlo optimalizovat GST-ELISA. Pomoci kontrolnich sér jsme ovéfili,
ze pripravené antigeny funguji srovnatelné stémi pivodnimi. Pii optimalizacnim
experimentu jsme také zvolili zptsob piipravy slepého vzorku. Naméiené hodnoty pro
vSechna ¢tyfi kontrolni séra odpovidaly predeslému vyhodnoceni vysetieni s antigeny od
RNDr. Ludvikové (Tab. 2, pro vysledky piedeSlych Stieni viz. 4.1.3), a proto byly
vyhodnoceny jako vyhovujici standardy pro ELISA s pacientskymi vzorky. Pro vybér
slepého vzorku byly testovany tfi pfistupy jeho piipravy. Jamka byla potazena
pfipravenym antigenem, ale bez pfidani séra; jamka nebyla potazend antigenem a nebylo
pfidané sérum a jamka byla potaZena ¢istym GST namisto antigenu. Pro dalsi postup byl
zvolen postup zahrnujici potazeni jamky pouze GST a inkubaci s pacientskym sérem,
jelikoz je to postup uvedeny v standardnim opera¢nim postupu doméci laboratote
(zalozen na publikovanych postupech [54]). Vliv na chemiluminiscenci méa v tomto
pfipadé pouze samotny antigen, protilatky a produkt vznikly enzymovou reakci. Do
pozadi se tedy fadi vliv kotviciho mechanismu (GC a GST viz 2.5.2) a vliv séra
(neodmyté Casti). Postup zahrnujici pfidani séra do jamky bez antigenu nebo GST neni
vhodny, jelikoZ nefiltruje vliv kotviciho mechanismu na luminiscenci. Podle mého nazoru
muze byt postup zaloZeny na potaZeni jamek vlastnim antigenem bez pifidavku séra
vhodny, coz naznacuji i hrub4 data naméfenych absorbanci (ptiloha 4). Filtruje se totiz
vliv kotviciho mechanismu, ale také antigenu samotného, snizuji se rozdily mezi
jednotlivymi antigeny a tim signél vice odpovida samotné koncentraci protilatek. Na
druhé stran€ nepfitomnost séra v jamce neposkytuje moznost filtrovat ptispévek slozek
séra na namétenou hodnotu.

Po optimaliza¢ni ELISA byla provedena ELISA pro detekci E2 a E4. Tuto metodu
jsem na pidé domaci laboratofe zavadél jako prvni a jsem také prvni, kdo ptipravil
antigeny pro tuto detekci. Tento krok experimentu vSak zatézoval nedostatek kontrolnich
sér pro detekci E2- a E4-specifickych protilatek. Pokusil jsem se ale srovnat namétené
hladiny protilatek specifickych viici E2 a E4 s namétenymi hladinami protilatek vici E6
a E7. Desticka pro detekci E6- a E7- specifickych protilatek slouZzila jako referenéni pro
detekcei protilatek viici E2 a E4. Na referencni desticku byly naneseny jak kontrolni séra
pro detekci E6- a E7-specifickych protilatek, tak pacientskd séra diive vySetfend na
pfitomnost stejnych protilatek. Vysledky ELISA pro E6 a E7 neodpovidali tém, které
byly ziskané v predeslém testovanim (viz 5.55.5 a 4.1.3 a ptiloha 6). Pfi¢iny mohou byt

rizné. Prvni moZnosti je staii sér, jelikoz n€kterd séra byla i 20 let stard a nevime piesné,
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jak cCasto bylo se séry manipulovéno, a tedy jestli nedoslo k degradaci protilatek. Selhani
pfi pfipravé antigenil jsme vyloucili pouzitim kontrolnich sér, jejichz naméfené hodnoty
odpovidaly hodnotdm naméfenym diive a zaroven jsem neobjevil vétsi rozdily mezi OD
naméfené pii pouziti mnou pfipravenych antigeni a antigenti pfipravenych RNDr.
stavem pacientskych sér. Srovnani vysledku je obtizné i z divodu toho, Ze pro soucasna
méfeni nemtizeme spocitat hodnotu CO kvuli nedostatku vyuzitych negativnich sér a je
tedy mozné, Ze pouhé srovnani pozitivity a negativity na zékladé naméfenych OD a co
pro piedchozi méfeni je nesrovnatelné. Pro budouci pokusy je nutné doplnit vySetieni
srovnatelného poctu pozitivnich a negativnich sér a stanovit standardizované CO.
Detekce E2- a E4-specifickych protilatek v sérech pozitivnich na E6- a E7-
specifické protilatky poskytla zajimavé informace o hladinach téchto protilatek u pacientli
s nadory hlavy a krku. Exprese proteinu E4 je spojovana s produktivni virovou infekci,
jelikoz exprese E4 je spojovana suvolnénim viru z infikované bunky [21]. Také i
protilatky viaci E4 jsou spojovany s pritomnou produktivni virovou infekci [14, 15], a
proto jsme predpokladali nizkou prevalenci téchto protilatek u pacientl s onklogickym
onemocnénim, ale vyuziti E4 jako markeru onkologickych nemoci neni optimalni, nebot’
v séru se muze projevit jind produktivni benigni 1éze, ktera produkuje E4 a tim i u
onkologického pacienta mize dojit k naméfeni vysokych hladin protilatek proti E4. To
muze také vysvétlit vysoké namétené hladiny E4 u dvou z naSich pacientii (viz Tab. 3,
str. 45). V souladu s vySe uvedenym jsme detekovali E4-specifické protilatky jen u 2/13
pacientd. Jak jsem jiz uvedl vySe, tento vysledek ma zatim limitovanou vypovédni
hodnotu z diivody diskutabilni kvality pacientskych sér a nemoznosti stanovit hodnotu
CO. Na druhé stran€ lze pozorovat markantni rozdily mezi hodnotami namétfenych
absorbanci (viz Obr. 20, str. 45). Je tedy nevysvétlenym pozorovanim rozdil téchto
hodnot, ktery mize byt zakotven v nekteré z biologicky vyznamnych funkci proteinu E4
¢1 v anamnéze vySetfovanych pacientii. Protilatky specifické vaci E2 nebyly
identifikovany u Zadného z pacientll, coZ je v pfimém rozporu s naSim predpokladem a
také zjiSténimi jinych vyzkumnych skupin [28, 48]. Jak ale napovédély vysledky
kontrolniho imunoblotu, antigen E2 nebyl snejvétsi pravdépodobnosti tspésné
ptipraveny (Obr. 18, str. 43). Antigen nemusel byt vyprodukovany vlbec, ale slaby
prouzek na imunoblotu spiSe naznacuje, Ze byl tento antigen produkovan ve velmi malém
mnozstvi. Dal§i mozné vysvétleni negativniho vysledku ELISA miiZe byt i samotna
struktura proteinu E2 a jeho interakce s protilatkami. Protein E2 se pro svoji funkci
pfirozené dimerizuje (viz 2.2.1). NaSe vysledky naznacuji, Ze E2-specifické protilatky
rozeznavaji pouze konformacni epitopy. To potvrzujiijiné prace [72], ale zaroven uvadi,
ze urcité E2-specifické protilatky jsou schopny vazat i denaturované formy E2. Nasi teorii
je, ze vzhledem k tomu, Ze nami produkované proteiny neprosly procesem skladani

v ,,refolding buffer” (jako je popsano v [55]), mohlo k dimerizaci dojit v omezené mite
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nebo vibec. V takovém piipadé by pfi¢inou toho, ze u zadného z pacientii nebyla
pozitivni odpovéd’ naméiena, mohlo byt, ze se protilatky na vyprodukované monomery
imobilizované na povrchu desticky nemohly navézat, i kdyz v séru pacientll pfitomny
byly. Ttreti moznou pfiCinou je také prostd degradace protilatek v sérech (diskutovéano
vyse).

Tato prace se zabyvala nepifimymi metodami detekce HPV-specifickych
protilatek, a to od produkce antigenti az po samotnou detekci protilatek. V rdmci piipravy
protilatek jsme vyuzili publikovanych postuptit domaci laboratoie pro pfipravu antigent
fazovanych s GST pro detekéni metodu GST-ELISA [71, 73, 74] s cilem ov¢étit také
uspésnost pripravy doposud domaci laboratofi neptipravovanych antigenit E2 a E4 a
jejich vyuziti pti detekci HPV-specifickych protilatek. Antigeny fizované s GST se
obycejné precistuji pomoci GST-afinitni chromatografie, pomoci které Ize ziskat Cisty
antigen pro pouziti pti ELISA, jak je popsdno v piivodni publikaci [55]. V nasem piipadé
byla purifikace vynechdna z divodu, ze antigeny se diky GST specificky vazi na GC,
kterym je potazen povrch desticky a po promyti desticky zlstava navazany pouze antigen,
zatimco zbytek bakteridlniho lyzatu je oplachem z desticky odnesen. Prokazali jsme, Ze
v piipad¢ proteinit E4, E6 a E7 je moZné tento postup vyuZit, ale experiment by mél byt
opakovan s nové odebranymi séry a vétSim poctem vzorkd. Koncentrace proteint byly
méfeny v celém bakteridlnim lyzatu, nemohli jsme tedy ovéfit mnozstvi antigenu
pouzitého pro potah jamek desticky. Proto by bylo vhodné prozkoumat i rozdily, jaké
maji na naméfené hodnoty OD vzork pfi pouZiti riznych mnoZstvi bakterialniho lyzatu.
Syntéza proteinu E2 nebyla ispéSna pravdépodobné proto, Ze se jedna o protein podstatné
zjiSténi nevyhnutelna purifikace a kontrola skladani proteinu. Pro dalsi analyzy
navrhujeme postupovat jak je uvedeno v [55].

Moje prace méla také za cil piispét k stale Castéji propagovanému piistupu
detekce vétsiho poctu HPV-specifickych protilatek proti casnym virovym proteintim u
pacienta. Rada studii zabyvajicich se touto otazkou byla jiz publikovana [28, 49] a
vznikaji 1 prvni populaéni studie, které pro identifikaci rizikovych pacientli vyuzivaji
praveé nasobné seropozitivity [28]. Ve své praci dokumentuji GspéSnou piipravu vétSiny
analyzovanych antigenti a ¢astecné ovéfeni jejich funkénosti na kontrolnich sérech a
pacientskych materidlech. Jednd se o ptedbézné vysledky pro ptipravu studie vétSiho
rozsahu. Tyto antigeny a metodicky pfistup by mél byt vyuzit ve studii vétsiho rozsahu
zaméefeného na pacienty s nadory hlavy a krku. Vcasny zachyt rizikovych pacientl je
kli¢em k lepsi tispéSnosti 1éEby nadorovych onemocnéni asociovanych s HPV a vyzkum
detek¢nich metod je nepostradatelnou soucasti. Pii Casném odhaleni nemoci se
pacientovy Sance na preziti radikalné zvySuji. Pro pacienty s nadory hlavy a krku vSak
momentalné neexistuje t¢innd metoda pro v€asny zachyt rizikovych pacienttl. . Vysledky
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Jiang a kol. z roku 2019 poukazuji téZ na mozné terapeutické vyuziti monoklonalnich
protilatek specifickych pro ¢asné virové proteiny k inhibici nddorové progrese [75].

V ramci vysledkti mikrobiologické Casti je zajimavy vyskyt dvou vizudlné
rozdilnych bakteridlnich kolonii E. coli XL-1 Blue transformovanych plazmidem
pGEX-4T-1 s inzertem E7. Kromé kolonii s ostrym rozhranim jsme pozorovali taky rust
kolonii s rozpitym rozhranim, které¢ u jinych transformovanych bakteriich pozorovano
nebylo. Plazmidy z obou kolonii jsme se pokusili ovéfit pomoci REA (Obr. 10, str. 38).
Tato analyza dokdzala rozdilnou hmotnost plazmidi ozancenych E70 a E7r. Pro dalsi
experimenty jsme se rozhodli pouzit plazmid E7o kviili podobnosti kolonii, ze kterych
byl izolovan, s koloniemi ostatnich transformovanych linii. Hlubsi analyzu E7r jsme se
neprovadéli, ale tento fenomén by bylo vhodné zkoumat dal a ovéftit stav inzertu pro Casny
protein. Bakterie s plazmidy s inzerty pro syntézu E2 a E4 jsme dostali darem od
RNDr. Vierky Ludvikové, provedli jsme analyzu plazmidi pomoci REA a vysledky
potvrdily kvalitu plazmida (Obr. 11, str. 39). V drahdch se Stépenymi plazmidy lze
pozorovat migraci pouze jednoho linearizovaného fragmentu a u nestépenych plazmidi
lze pozorovat vice migrujicich fragmentd, coz odpovidd riznym formam plazmidi
vyskytujicim se v bakteriich. Proto byla pro ovéfeni sekvenci pouZita Sangerova
sekvenace. Analyza touto metodou dokézala, ze sekvence inzerti jsou shodné
s referen¢nimi geny uvedenymi v databazi PaVE. Mutace na koncich sekvenci ziejmé
nejsou projevem artefaktll spojenych s limity pouZzité metody [55]. Sekvenace byla
provadéna pomoci primerl s ,opacnym smérovanim* pGEX-5" a pGEX-3" aby se
limitovalo nespravné pfifazeni bazi ataké z divodu, ze efektivita sekvenace klesa
s délkou sekvenovaného vzorku. Nekteré zdroje uvadi, ze Sangerova sekvenace nedokaze
vyhodnotit tsek delsi nez 1000 bp [76]. Tato limitace je evidentni v piipad¢ sekvenace
izertu E2, ktery je podstatné del$i nez inzerty £6, E7 a E4 (Obr. 15, str. 41). Pi sekvenaci
pomoci pGEX-5" jsem na konci sekvence detekoval mnozstvi inzerci, které mohou byt
nasledkem snizené¢ efektivity sekvenace pravé pii analyze delSich fragmentt.
Sekvenovany Gsek na Obr. 15, str. 41 odpovida pouze sekvenci ziskané pomoci primeru
pGEX-5’, jelikoZ sekvenace s primerem pGEX-3" neprob¢hla uspésné€. Sekvenaci dle
Sangera se ndm tedy podatilo vyvratit podezieni o poSkozeni inzert a experiment mohl
pokracovat indukci proteosyntézy. Zbytek plazmidového vektoru vSak sekvenovan nebyl
a nelze tedy potvrdit, Ze k poruchdm nedoslo v jinych ¢astech plazmidu, co by mohlo
v ptipad€ E2 vysvétlit nizkou produkei proteinu zaznamenanou na imunoblotu.

Protesyntéza na inducibilnim plazmidu pGEX-4T-1 je vyvoldna pfidanim
substratu. JelikoZ plazmid vyuZivd mechanismus /ac-operonu (piiloha 1) je pro indukeci
proteosyntézy vyuzivan IPTG. Vyprodukované proteiny je nasledné z bakterie potieba
izolovat. Nejprve byl zvolen jednokrokovy izola¢ni postup, kdy byl k bakteridlnimu
peletu pfiddn Laemmliho pufr a resuspendovany pelet byl vafen 6 min pii 95 °C.

Vysledky ziskané timto postupem byly dobré (Obr. 16, str. 42), ale pro dalsi pokusy jsme
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pouzili 1lyzu za vyuziti lyza¢niho roztoku (viz 4.3.2.3). Srovnani vytézkia lyze riznymi
metodami dokumentuje Obr. 17, str. 42, kde nejsou rozdily ve vytézku izolace patrné.
Izolace pomoci lyza¢niho roztoku poskytla méné intenzivni signaly na Western blotu, coz
je pro identifikaci hledanych fragmenti vyhodnéjsi, nebot’ nedochéazi k tak velkému
piesahu cela pohybujici se frakce. Metodou Western blot jsme také identifikovali
vyprodukované proteiny na zakladé predpokladané hmotnosti (Obr. 16, str. 42, Obr. 17,
str. 42, Obr. 18, str. 44). Nebyli jsme schopni identifikovat E2 protein. V ofekavané
oblasti nebyl patrny vyrazny, pouze slaby pruh. Jak jsem uvedl jiz diive, tento antigen
jsme v ELISA pouzili, ale bez uspéchu. Srovnanim lyzati zindukovanych a
neindukovanych bakterii jsme potvrdili uspé$nou indukci proteosyntézy pomoci IPTG.
Identifikace proteini byla obtiznd zejména z toho divodu, Ze specificita pouzitych
protilaitek se ukazala jako nedostate¢na. Protilatky s pravdépodobné degradovanymi
vazebnymi misty se navéazaly na kazdy protein bakteridlniho lyzatu, a proto imunobloty
spiSe pfipominaji SDS-PAGE. Pfi¢ina rozdilu v syntéze E2 a zbylych ¢asnych proteini
je neznama, jelikoz stav inzertu byl kontrolovan (uvedeno vyse). Moznou pfi¢inou by
byla mutace v receptoru pro IPTG, nebo promotorovych oblasti vektoru, které sekvenaci
kontrolovany nebyly. Nelze také vyloucit, ze starSi bakterie jiz nebyly dost vitalni pro

uspésnou syntézu proteind.
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6 Zaver

Tato prace meéla za cil popsat metody detekce HPV-specifickych protilatek a
jejich vyuziti, pfipravit antigeny a vysetfit pacientské¢ vzorky metodou GST-ELISA na
pfitomnost protilatek specifickych vic¢i casnym virovym proteinim E2, E4, E6 a E7 a
namétfené hladiny protilatek porovnat a vyhodnotit jejich vyznam. Cile této bakalarské

prace se podatilo naplnit:

e Metody detekce HPV-specifickych protilatek a jejich vyuziti byly popsany
formou kratké literarni reSerSe uvedené v €asti 2.5 na str. 17.

e Antigeny pro detekci HPV-specifickych protilatek se podafilo pfipravit i bez
purifikace pomoci afinitni chromatografie. Jedinou vyjimkou byl protein E2,
ktery se nepovedlo nasyntetizovat.

e Pacientskd séra byla vySetiena pomci medoty GST-ELISA s vyuzitim
pfipravenych antigenti.

e U pacientd byly naméfeny rizné hladiny protilatek viici jednotlivym antigentiim.
Absence antigenu E2 vSak znemoznila detekci protilatek specifickych vici
tomuto antigenu.

e Vysledky GST-ELISA byly vyhodnoceny, ale kvili nedostatku kontrolniho
materialu a negativnich vzorki, nebylo mozné pouzit metodu zahrnujici vypocet
CO. Vysledky byly vyhodnoceny arbitrarné nastavenym systémem, ten ten vSak
nelze jednoduse porovnat s vysledky za pouziti CO. Srovnani OD hodnot za
vyuziti diive pfipravenych antigenli a nové pfipravenych antigenid ukazuji
uspesnost pripravy. Srovnani namétenych OD pacientskych sér pfed mnoha lety
anyni tedy spiSe ukazuje, Ze skladovani sér a jejich opakované rozmraZovani vede
k degradaci protilatek.

e Odhalili jsme ne¢ekané masivni sérologickou odpovéd’ dvou pacientli s nadory
hlavy a krku na ¢asny protein E4, ktera by vyzadovala analyzu anamnézy téchto

pacienti.
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