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Abstrakt

Predmetom diplomovej prace bolo pomocou molekularne - genetickych technik
sledovat’ vplyv vybranych herpesvirusov, polyomavirusov, Chlamydie trachomatis a metylacie
promotorov tumor supresorovych génov na vznik a progresiu tazkych 1ézii u HPV pozitivnych
pacientok. Potvrdenie pritomnosti tychto markerov u zien s tazkymi 1éziami na kr¢ku maternice
(KM) by pomohlo zvysit’ potrebnu Specificitu molekularne genetického HPV testovania a tym
ho odporucit’ ako primarny screeningovy test pre prevenciu karcinomu KM. HPV testovanie by
tak mohlo nahradit’ dnes prevladajuce cytologické vysSetrenie, ktoré vykazuje relativne nizku
citlivost’ a tym aj mnozstvo faloSne negativnych vysledkov.

Analyzované vzorky tvorili cytologické stery KM odobraté do tekutého média od 51
HPV pozitivnych zien s histologicky potvrdenou pritomnostou t'azkej 1ézie. Ako kontrola boli
pouzité odbery od 51 Zien bez infekcie.

Mozny vplyv na progresiu ochorenia bol potvrdeny iba pri metylacidch génovych
promoétorov, ktorych pritomnost bola detegovana az u 26 pacientok. Je vSak velmi
nepravdepodobné, aby sa u vSetkych tychto zien vyvinul karcindém. Tento marker by teda mohol
pomoct’ stratifikovat’ pacientky v riziku, ale iba do istej miery. Napriek tomu, Ze samostatné
pOsobenie zvySnych markerov v karcinogenéze karcinomu KM nebolo preukdzané, nie je
vylicené ich vzidjomné spolupdsobenie alebo tiloha v spojeni s pozitivnym metylaénym

statusom. Pre potvrdenie tychto hypotéz su vSak potrené d’alSie studie.

KPlucéové slova: kréok maternice, karcindm krcka maternice, HPV, HPV test, cytologia,

biomarkery, koinfekcia, screening, Specificita, cervikalna intraepitelidlna neoplazia



Abstract

The aim of this thesis was to track the impact of selected herpesviruses, polyomaviruses,
Chlamydia trachomatis and methylation of tumor supressor genes at the development and
progression of high grade-lesion in HPV - positive patients by means of molecular-genetic
techniques. Confirmation of these markers presence in women with severe lesions of cervix
would help to raise necessary specificity of molecular genetics HPV testing and recommend it
as a primary screening test for cervical carcinoma prevention. HPV testing could thus replace
currently prevailing cytology which has relatively low sensitivity and therefore the number of
false negative results.

The analyzed samples consisted of cytological cervical smears of 51 HPV positive
women, with histologically confirmed presence of severe lesions, collected in liquid medium.
Samplings from 51 women without infection were used as a control.

The possible effect on disease progress was confirmed only in the case of gene
promoters’ methylation whose presence was detected in up to 26 patients. It is, however, very
unlikely that cancer would develop in all these women. This marker could thus help to stratify
patients at risk but only to some extent. Although the individual effect of remaining markers
has not been established in the carcinogenesis of cervical cancer, there is conceivable synergy
between them or a role in conjunction with positive methylating status. To confirm these
hypotheses other studies are needed.

Keywords: cervix, cervical cancer, HPV, HPV test, cytology, biomarkers, co-infection,

screening, specificity, cervical intraepithelial neoplasia
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2. Uvod

Maligna transformdacia bunky a vznik zhubného nadoru patria medzi zakladné problémy
v onkologii, molekularnej biologii a aj genetike. Medzi dnes intenzivne Studované typy nadorov
patri bezpochyby aj karciném krc¢ka maternice (KKM). Toto smrtel'né ochorenie je celosvetovo
na tretej / Stvrtej priecke v rebricku najCastejSich nadorovych ochoreni u zien (v zavislosti od
krajiny) a ma ro¢ne na svedomi viac ako 260 000 umrti. Jeho etiopatogenéza je spajana
s infekciou l'udskym papilomavirusom (HPV), ktory je pritomny u takmer vsetkych pripadov
tohoto ochorenia.

Boj s KKM spociva najmé v prevencii, ktora zahffia dobrovol'né o¢kovanie a pravidelny
gynekologicky screening. Celoplosny gynekologicky - cytologicky screening, zalozeny na
mikroskopickej identifikacii abnormélnych buniek krcka maternice (KM) (z tzv. PAP néterov)
rapidne znizil incidenciu karcinému. Je to casovo nenaro¢nd diagnosticka metoda, ktord dokaze
zachytit’ uz zacinajuce patologické zmeny na bunkdch KM, ktoré nie je mozné vidiet pri
beznom gynekologickom vySetreni. Problémom tohto testovania si vSak viaceré obmedzenia.
Jednym z nich je napriklad kvalita steru vykonana gynekologom; bunky mézu byt’ prekryté
hustym hlienom, hnisom alebo krvou, natery nemusia obsahovat’ dostatocny poc¢et buniek na
analyzu alebo su bunky nespriavne nafarbené. Dal$im obmedzenim je nizka citlivost’ pre
detegovanie predrakovinovych zmien a problematicka diagnostika adenokarcinomu, ktory sa
nachadza aZ v zadnej ¢asti KM. V neposlednom rade hra délezitu llohu subjektivne hodnotenie
cytologa a nevyhnutnost’ opakovaného screeningu v relativne kratkych ¢asovych intervaloch.
Cytologické vySetrenie je teda vysoko Specifické, ale relativne malo citlivé. To moze
zredukovat’ zachyt ohrozenych Zien potrebujicich liecbu.

Moznostou na odstranenie Casti tychto limitacii je pouZivanie tzv. tekutych cytologii
(LBC). Zaistuju dobru kvalitu preparatov, pocitatové vyhodnocovanie, moZznost’ zopakovania
analyzy bez nutnej d’alSej ndvStevy pacientky u gynekoldéga a najmd moZzZnost’” vykonania
molekularne — genetického HPV testu z jedného odberu.

Molekularne genetické testy pre detekciu HPV zo steru KM ponukaju oproti
cytologickému vySetreniu, ktoré momentalne prevazuje, mnohé vyhody. Je to najmi vyssia
citlivost pre identifikdciu predrakovinovych 1ézii, vratane adenokarcindmu, lepSia
reprodukovatelnost’ vysledkov, menSie zataZenie subjektivnym hodnotenim a Vv pripade
negativneho vysledku dlhsi ¢asovy interval d’alSej prehliadky bez rizika.

HPV testom vSak nie je mozné odlisit’ neskodntl, prechodnt infekciu od perzistujace;j

infekcie, sposobujucej maligne bunkové zmeny, priCom iba u zlomku zien s nalezom
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vysokorizikového typu virusu sa v budicnosti vyvinu zavazné predrakovinové 1ézie. Odoslanie
vSetkych pozitivnych pacientok na d’alSie, invazivnejsie zakroky (biopsia atd’.) by sposobilo
zbyto¢nu zat'az zien prehnanou liecbou a tiez zvySenie finanénych nékladov. Z dévodu nizke;j
Specificity testu v porovnani s cytoldgiou nie je zatial HPV testovanie doporucené ako primarny
nastroj gynekologického screeningu a vykonava sa iba v vynimo¢nych pripadoch.

Vzhladom na to, Ze virus HPV je nevyhnutnym, ale nie postacujucim faktorom pre
vyvin karcinomu, su pre zvysenie citlivosti HPV testu predmetom vyskumu d’alSie, aditivne
markery, ktoré by mohli podporovat’ aktivnu onkogénnu ulohu virusu v karcinogenéze.
Predpoklada sa, ze by pomohli odliSit’ podskupinu zien s prechodnou HPV infekciou od tych
s perzistujucou infekciou, a tak s vysokou pravdepodobnostou vyvinu predrakovinovych
zmien. Tym by sa zniZil pocet Zien odoslanych na d’alSie vySetrenia.

Medzi Studované mozné kofaktory vo vyvoji KKM patria najmd mikroorganizmy
prenosné pohlavnym stykom, slinami, vzduchom alebo dotykom. Dalej st to napriklad
organizmy perzistujice v tele v blizkosti KM. Patria medzi ne niektoré I'udské herpes virusy,
Tudské polyomavirusy, virus imunitnej nedostato¢nosti (HIV) alebo Chlamydia trachomatis.
Z inych biologickych markerov st sledované najmé epignetické zmeny ako metylacie tumor
supresorovych génov (TSG), modifikécie histonov alebo regulacia microRNA.

V diplomovej praci bol pomocou molekuldrno — genetickych metod sledovany vplyv
vybranych biologickych markerov na vznik tazkej 1ézie u 51 HPV pozitivnych pacientok, ktoré
podstipili LBC cytologicky screening. Tazké 1ézie boli u tychto Zien histologicky potvrdené
patologom na vzorkach z odobranej biopsie. Medzi pozorované markery boli vybrané virusy
z ¢el'ade herpetickych virusov (herpes simplex virus 1, herpes simplex virus 2, varicella-zoster
virus, virus Epstein - Barrovej, cytomegalovirus, 'udsky herpesvirus 6 a 'udsky herpesvirus 8),
polyomavirusov (virus BK, virus JC, Tludsky polyomavirus izolovany z karcindému
Merkelovych buniek), baktéria Chlamydia trachomatis a metylacie promotorov vybranych
hostitel'skych TSG. Bola hodnotend pritomnost’ jednotlivych markerov a ich pripadné
kombinacie.

Ak by sa podarilo najst’ vhodny biologicky marker, ktory by zvysil Specificitu HPV
testovania v ramci gynekologického screeningu a bol by zavedeny do rutinnej praxe, pomohlo
by to redukovat’ pocet Zien, ktoré by inak potencidlne unikli zauzivanému cytologickému
vySetreniu. Vyselektovanie zien s prechodnou infekciou HPV by obmedzilo d’alSie zbytocné

zakroky na minimum.
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3. Ciele prace

pouzitim molekularno-genetickych metdd sledovat’ v cytologickych vzorkach krcka
maternice pritomnost metylacie troch tumor supresorovych génov a infekciu
vybranych virusov a baktérii, v stvislosti so vznikom tazkej predrakovinovej 1ézie
u HPV pozitivnych Zien

najst’ vhodny biologicky marker, ktory by pomohol zvysit' citlivost HPV testovania
a tym ho odporucit’ ako hlavny nastroj gynekologického screeningu

overit predpoklad, Ze vybraté markery mézu mat’ vplyv na vznik tazkych 1ézii krcka

maternice
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4. Prehlad literatary

4.1. Virusy a Pudské nadory

Nadory vznikaju autondémnym invazivnym rastom buniek do svojho okolia a ich
rozsirenim do inych casti tela — metastazovanie. Vznik a vyvoj zhubného nadoru
(karcinogenéza) je u cloveka multifaktorovy a niekolkostupiiovy proces, ktory je podmieneny
nahromadenim genetickych zmien, spOsobujucich vymknutie sa bunick z regulovaného
bunkového cyklu. Zmeny genetickej informécie su spdsobené roznymi vnutornymi (dedi¢nost)
a vonkajS$imi podnetmi (karcinogénmi). Okrem typickych fyzikdlnych a chemickych
karcinogénov je preukdzané, ze zhubné nadory mézu byt vyvolané aj pdsobenim niektorych
virusov. Infekcia virusmi je spajand az s 15 — 20 % vSetkych nadorovych ochoreni (Javier
a Butel 2008). Vyskum ulohy tychto virusov, tzv. onkovirusov, v etiopatogenéze I'udskych
nadorov je vSak velmi zlozity z dovodu komplikovaného prenosu poznatkov ziskanych na
experimentalnych modeloch na ¢loveka.

Etiologicku tlohu virusov pri tvorbe nddorov je tazké dokédzat aj z dovodu, Ze virusmi
spdsobené nadory sa vyvijaji niekol’ko rokov az desatro¢i a ich penetrancia nie je stopercentna.
Iba u malého pocétu nakazenych jedincov dojde k vzniku zhubného nadoru. U vicésiny
infikovanych je vznik nadoru potladeny pdsobenim obrannych mechanizmov imunitného
systému. Vo vzniknutych nadoroch tiez ¢asto nedochadza k tvorbe infekénych foriem virusu
(Klein a DiMaio 2006).

Na dokézanie pri¢innej suvislosti medzi patogénom a ochorenim sa vychadza
z upravenej verzie Kochovych postulatov, zohl'adiiujuce; molekularne biologické techniky
(Fredericks a Relman 1996).

1. Sekvencia nukleovej kyseliny podozrivého mikroorganizmu (patogénu) je pritomna vo
vacsine pripadov ochorenia; gendm patogénu sa nachadza iba v znamych postihnutych

tkanivach.

2. V hostitel'ovi alebo v tkanivach bez ochorenia sa nachddza menej, respektive Ziadna

sekvencia nukleovej kyseliny mikroorganizmu.

3. Po vylieceni ochorenia sa znizi poc¢et kopii genomu mikroorganizmu; v pripade navratu

ochorenia naopak.

4. Gendém mikroorganizmu je detekovatelny pred vypuknutim ochorenia a pocet jeho

kopii koreluje s jeho zadvaznostou.
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5. Povaha mikroorganizmu identifikovaného detekciou sekvencie jeho genomu je v zhode

s biologickymi charakteristikami skupiny danych mikroorganizmov.

6. Genom mikroorganizmu je detekovatelny v predpokladanych, konkrétnych miestach

tkaniva.

7. Dokaz mikrobialnej pri¢iny ochorenia zalozeny na sekvencii nukleovych kyselin je

reprodukovatelny.

Doteraz je zndmych Sest’ druhov virusov, u ktorych bola preukazana etiologicka uloha

pri vzniku nadorov u l'udi (Tabulka ¢. 1):

Tabul’ka ¢. 1: Cudské zhubné nadory sposobené virusmi (upravené podl'a Laco 2012)

VIRUS NURLEOVA ZHUBNY NADOR
KYSELINA
I'udské papilomavirusy — HPV DNA karcinom krcka maternice
karciném vulvy
karcindbm penisu
karciném perianalnej oblasti
karcinébmy hlavy a krku
virus hepatitidy B - HBV DNA hepatocelularny karcinom
virus hepatitidy C — HCV RNA hepatocelularny karcindém
I'udsky herpesvirus 8 - HHV-8 DNA Kaposiho sarkom
lymfoém serdéznych blan
virus Ebsteina-Barrovej - EBV DNA karcindm nosohltanu
Hodgkinov lymfom
Burkittov lymfom
I'udsky T-lymfotropny virus 1 - HTLV1 RNA T-bunkova leukémia/lymfom dospelych
Merkel cell polyomavirus - MCPyV DNA Karcinom z Merkelovych buniek

13




4.2. Karcinom kréka maternice

Kréok maternice (KM), lat. cervix uteri, tvori spodnti ¢ast’ maternice a spaja telo
maternice s vaginou. Je tvoreny dvoma castami, vonkajsim ektocervixom a vnutornym
endocervixom.

Dlazdicovobunkovy epitel pokryvajuci ektocervix prechadza v oblasti tzv. endo-
ektocervikalnej junkcie (skvamo-kolumnarna junkcia) (Obrazok ¢. 1) na epitel cylindricky.
Bunky endo-ektocervikalnej junkcie sa vyznacuju vyraznou prolifera¢nou aktivitu a mozu sa
diferencovat na metaplasticky dlazdicovobunkovy epitel. Tato prechodna oblast,

tzv. transformacna zona je preto najviac nachylna na nepriaznivé vplyvy vonkajsicho prostredia

(Chow a kol. 2010).

Endocervix

Ektocervix
\

: / \
endo-ektocervikalna

junkcia

Obrazok ¢. 1: Kréok maternice — cervix (upravené podl'a Herfs a kol. 2012)

Ako kl"dCovy faktor pri vzniku karcindmu kréka maternice (KKM) bola preukizana

pretrvavajuca infekcia vysoko rizikovym typom l'udského papilomavirusu - HPV (HR - HPV)

(Zur Hausen a de Villiers 1994). Genom tohoto virusu bol preukazany u 99,7 % pripadov
(Walboomers a kol. 1999).

Epitelové bunky vystielajice kréok maternice pred vznikom samotného karcindmu
prechddzaji rozlicnymi predrakovinovymi Stadiami (prekancerdzy) delenymi podla ich
zévaznosti. Na ich histologické hodnotenie sa pouziva klasifikacia podla stupnov CIN —

cervikalna intraepitelova neoplazia (Richart 1967, 1990) (Tabulka ¢. 2):
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Tabul’ka ¢. 2: Klasifikacia predrakovinovych 1€zii (prekancerdz) podl'a Richarta 1967, 1990

Richart 1967 Richart 1990
CIN1 mierna dysplazia LG CIN
CIN I stredne tazka dysplazia

- HG CIN
CIN 1 tazka dysplazia

LG CIN — ,,Jlow - grade* CIN - cervikalna intraepitelovd neoplazia nizkeho stupna

HG CIN — high - grade® CIN - cervikalna intraepitelova neoplazia vysokého stupia

Preinvazivne 1ézie m6zu ustupit’ alebo postupovat’ az k invazivnemu karcinomu. Ich
pritomnost’ teda eSte neznamena stopercentnu istotu vyvinu karcinému.

KKM sa vyskytuje v najCastejSie dvoch hlavnych formach; dlazdicovobunkovy
karcindm a adenokarcinom. Dlazdicovobunkovy (skvamoézny) karcinom tvori az v 80 — 90 %.
Vyvija sa v dlazdicovych bunkach v mieste, kde sa ektocervix spaja s endocervixom.
Cervikalny adenokarcindm vznikd z hlien produkujucich Zl'azovych buniek endocervixu.
(http://www.cancer.org/cancer/cervicalcancer/detailedguide/cervical-cancer-what-is cervical-

cancer).

4.2.1. Incidencia a mortalita

Karcinom krcka maternice (cervikalny karcindm) je celosvetovo 3. — 4. najcastejsi typ
rakoviny u zien, ktorého incidencia je vyrazne spajana s trovilou vyvoja krajiny. Krajiny s
niz§im indexom l'udského rozvoja maji aspon 4-krat vyssiu incidenciu karcinému v porovnani
S tymi na vysSich prieCkach. Podobne je to aj s prezivanim pacientov. Menej ako 20 % chorych
v malo rozvinutych krajinach sa doZije 5 rokov, na rozdiel od viac ako 65 % v krajinach
s rozvinutou kvalitnou zdravotnickou starostlivostou. V roku 2012 bolo celosvetovo
odhadovanych takmer 530 000 novych pripadov KKM. Z odhadovanych 266 000 umrti pripada
az 85 % na rozvojové krajiny. Je to najmé pre nedostupnost’ prevencie vo forme pravidelného
screeningu, ktory odhaluje predrakovinové zmeny v Stadiach, kedy moézu byt este uspesne
lieCené. Vc¢asna lieCba zabranuje vzniku az 80 % karcinomov. Vysoka imrtnost, globalne az
52 %, by mohla byt’ redukovana efektivnym screeningom (Ferlay a kol. 2012, Forman a kol.
2012).

V Ceskej republike je roéne diagnostikovanych viac ako 1000 novych pripadov KKM

ro¢ne, Z toho takmer 400 pacientok na toto ochorenie zomrie (Majek a kol. 2015)
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4.2.2. Rizikové faktory

Infekcia HPV je nevyhnutnd pre transformdaciu epitelovych buniek ale nie je

postacujuica. Vyvoj karcindmu ovplyviiuji mnohé d’alSie faktory.

Dediénost’

Geneticka predispozicia moze ovplyvnit’ pravdepodobnost’ infekcie HPV, citlivost’ na
infekciu a pretrvavanie HPV infekcie, tak ako aj rychlost vzniku nadoru
(Magnusson a kol. 2000). Za jeden z moznych rizikovych dediénych faktorov sa
povazuje variabilita polymorfizmov v TSG (tumor supresorové gény). Jeden z kandidatnych
génov je gén, kodujuci protein TP53. U tohto proteinu sa predpoklada schopnost’ ovplyvnenia
onkogénneho potencialu véasného HPV onkoproteinu E6. Jednotlivé dedi¢né polymorfizmy
v kodujiicom géne (p53) by mohli vplyvat na jeho citlivost’ k E6 sprostredkovanej degradécii.
To mdze byt spajané so schopnost’'ou pretrvavania virusu a s progresiou buniek k vzniku nadoru

(Storey a kol. 1998).

Fajcenie

Niektoré karcinogénne zlozky cigaretového dymu, ako nikotin a jeho hlavny metabolit
kotinin, st zna¢ne zvysené v hliene KM u fajciarok (McCann a kol. 1992). V epitely krcka boli
taktiez zdokumentované DNA poskodenia spajané s pdsobenim cigaretového dymu (Phillips a
Ni Shé 1993). Riziko vzniku dlazdicovobunkového karcindomu (nie adenokarcinomu)
u pravidelnych fajciarov stipa s poctom vyfaj¢enych cigariet denne a taktieZ u osob, ktoré
zacali s fajéenim v mladom veku (Appleby a kol. 2006).

Oslabend imunita
Virus nedostatku l'udskej imunity - HIV (Human Immunodeficiency Virus) spdsobujici
ochorenie AIDS ni¢i prirodzené¢ obranné mechanizmy imunitného systétmu a tym
u infikovanych osob 5-krat zvySuje pravdepodobnost’ pretrvavajicej infekcie HR - HPV. HIV
pozitivne Zeny majt az 40-krat vyssie riziko vzniku prekancer6z (Moodley a kol. 2006).
Ohrozeni st aj pacienti po transplantaciach (Schneider a kol. 1983) a v poslednych
Stadiach oblickovych ochoreni. ZvySené riziko predrakovinovych 1ézii za zistilo aj pri

autoimunitnych chorobach lieCenych lieckmi potla¢ujucimi imunitu (Dugué a kol. 2013).
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Hormondlna antikoncepcia
Dlhodobé uzivanie hormonalnej antikoncepcie (> 5 rokov) alebo jej neddvne uzivanie
zvysuje risk KKM na dvojnasobok. Toto vysoké riziko sa znizi na bezné hodnoty o cca 10

rokov po jej vysadeni (La Vecchia a Boccia 2014).

Striedanie sexudlnych partnerov

S vy$8im poctom sexualnych partnerov stupa aj Sanca kontaktu s HR — HPV typmi.
Zeny s 10 a viac sexualnymi partnermi maji 3-krat vyssie riziko vzniku KKM (Brinton
a kol. 1987).

Nizky vek pri prvom pohlavnom styku a tehotenstve

Prvy sexualny styk vo veku pod 17 rokov a prvé tehotenstvo v takomto nizkom veku
patri medzi najvyznamnejsie rizikd vzniku KKM. V priebehu puberty je eSte nezrely KM
vystaveny zvysenému mnozstvu hormonalnych zmien, ktoré stimuluji metaplastické zmeny
V oblasti transformacnej zony. V pripade HR — HPV infekcie sa tak zvySuje pravdepodobnost’
transformaénych zmien vyustujicich do predrakovinovych 1ézii (Brinton a kol. 1987,

Louie a kol. 2009).

Opakované tehotenstvo

Vys§i pocet donosenych tehotenstiev priamo svisi so zvySujlicim sa rizikom
dlazdicovobunkového karcinomu u HPV pozitivnych zien (Brinton a kol. 1987,
Muiioz a kol. 2002). Tento fakt mdze mat’ suvis so zraneniami KM, ku ktorym dochéadza
v momente, ked’ diet’a pri porode opust'a maternicu (www.diseaseriskindex.harvard.edu/updat

e/hcepquiz.pl?lang=english&func=show&quiz=cervical&page=risk_list#numberbirth).

Chudoba

Socioekonomicky status ma zna¢ny vplyv na incidenciu a mortalitu u nadorovych
ochoreni. V chudobnejsich ¢astiach sveta a rozvojovych krajinach je pre nedostato¢nt, pripadne
nedostupnll zdravotnu starostlivost’ riziko vzniku tychto ochoreni vyrazne zvySené. V pripade

KKM je problém najmid v chybajicej funkénej prevencii vo forme celoplo$ného screeningu

(Forman a kol. 2012).
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4.2.3. Prevencia

Nelie¢eny invazivny KKM je vo vicsine pripadov fatalny. Akondhle sa prejavia jeho
symptémy, liecba je vel'mi komplikovand. Z tohto dovodu sa kladie doraz na jeho prevenciu.

Zakladnou prevenciou je vyhybanie sa moznym rizikovym faktorom ako je fajCenie,
striedanie vacsieho poctu sexualnych partnerov a d’alsie vyssie spomenuté. Iné formy prevencie
su dvojakého charakteru: zabranenie HPV infekcie prostrednictvom ockovania a sledovanie

moznych dysplastickych zmien na epitely KM vo forme pravidelného screeningu.

Ockovanie proti vysokorizikovym typom HPV

Komeréne dostupné preventivne vakciny chrania pred infekciou najcastej§imi HR -
HPV typmi (HPV16/18) a zabranujt tak vzniku az 70 % KKM. Su kon$truované s pouzitim
Castic podobnych virusu VLPs (virus-like particles) pozostavajicich z obalového proteinu
I'udského papilomavirusu - L1. Tieto vakciny vyvolavaju protilatkovi odpoved’ organizmu,
ktora je ovela silnejSia (1 — 4 krat) ako odpoved’ po prirodzenej infekcii. Imunogenicita je
dosiahnuté pridanim $pecifickych adjuvantov, silnou imunogenicitou samotné¢ho VLPs ako aj
vnutrosvalovym spdsobom podania. Ochrana pretrvava aj pri velmi nizkych hladinach
protilatky a jej trvanie, v zavislosti od typu pouzitej vakciny, sa odhaduje na 5 az 8,4 rokov.
Nutnost’ neskorsieho preockovania vSak este nie je potvrdena. U aktudlne dostupnych vakcin
bola preukazana aj krizova reaktivita proti d’al§im, fyziologicky podobnym HR — HPV typom,
najmé proti HPV 31, 33 a 45 (Dochez a kol. 2014).

Screenin
KKM spliia vietky kritéria pre ispesny screening. Je to ¢asto sa vyskytujuce ochorenie,
je zndma jeho etiopatogenéza a existuji dobre definované, relativne dlho sa vyvijajice

predrakovinové Stadia, ktoré sa daju relativne spolahlivo vyhl'addvat’ a dobre liecit’.

Cytologia
Zavedenie pravidelného cytologického vySetrenia zo sterov KM podl'a Papanicolaoua
(Traut a Papanicolaou 1943) — Pap test, pomohlo znaéne znizit' incidenciu cervikalnych
karcindbmov. VySetrenie spoc¢iva v detegovani abnormalnych buniek, ktoré by sa potencidlne
mohli vyvinut’ v karcinom. Bunky st klinicky odobrané pomocou odberovej kefky a néasledne

pripravené na testovanie dvomi sposobmi.
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Pri klasickom Pap teste je ster naneseny na mikroskopické sklicko s pridanim fixativa.
Pri automatizovanom Pap teste z tekutého média — LBC (liquid based cytology) je odobrany
materidl vlozeny do odberovej nadoby s fixacnym roztokom. Vyhodou tohto odberu je moznost’
pouzitia vzorky aj na d’alSie vySetrenia (napr. HPV test) a aj jeho vysSia citlivost’ oproti
klasickému steru na sklicku (Kinkorova Lunackova 2013). Na hodnotenie buniek v odobratom
materialy sa pouziva najnovsi terminologicky systém Bethesda 2001 (Tabulka ¢&. 3)
(http://www.cancer.gov/cancertopics/factsheet/detection/Pap-HPV-testing, Apgar a kol. 2003).

V Ceskej republike je cytologicky screening Zenam po zacati sexualneho Zivota
nariadeny vyhlaskou Ministersva zdravotnictva CR &.3/2010 Sh. jedenkrat roéne v ramci
pravidelnej gynekologickej prehliadky. V pripade zistenia in¢ho, ako negativneho nalezu
cytologie, st podl'a zavaznosti zavedené dalSie postupy (prehliadka v kratSom casovom
intervale 3 — 6 mesiacov, $pecialne kolposkopické vysetrenie, biopsia atd’.) (Obrazok ¢. 2)

(http://www.cervix.cz/index.php?pg=pro-lekare--screeningovy-proces).

Tabulka €. 3: hodnotenie Pap testu systémom Bethesda 2001, vztah ku klasifikacii CIN

Pap test | CIN Richart 1967 Popis Bethesda 2011
histologicky nalez cytologicky nalez
l. normalny bez abnormalnych buniek v medziach normy
atypické dlazdicové / zI'azové bunky ASC-US, ASC-H,
Il. normalny (neznameho pdovodu alebo typické AGC-NOS, AGC-
pre HPV infekciu NEO
Ii. CIN | lahka dysplazia LSIL / LGSIL
1. CIN I stredne tazka dysplazia HSIL / HGSIL
II. CIN 111 tazka dysplazia HSIL / HGSIL
V. CIN 111 karcinoém in situ, AlS HSIL / HGSIL
V. karcinom pozitivne na nadorové bunky Karcindm

ASC-US - atypické dlazdicové bunky nezndmeho pdvodu (Atypical Squamous Cells of Undetermined
Significance)

ASC-H - atypické dlazdicové bunky - nemozno vyluéit HSIL (Atypical Squamous Cells - cannot exclude HSIL)
AGC-NOS - atypické zl'azové bunky bez podozrenia (Atypical Glandular Cells - Not Otherwise Specified)
AGC-NEO - atypické zl'azové bunky, nie je vyli¢ena neoplazia (Atypical Glandular Cells, suspicious for AIS or
cancer)

LSIL/LGSIL - 'ahka dlazdicova intraepitelova 1ézia (Low-grade Squamous Intraepithelial Lesion)

HSIL/HGSIL - tazka dlazdicova intraepitelova 1ézia (High-grade Squamous Intraepithelial Lesion)

AIS — Adenokarciném In Situ
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pravidelna gynekologicka prehliadka 1 rok

T

abnormalny nalez normalny nalez

prehliadka v kratéom intervale

opakovany abnormalny nalez normalny nalez

HPV test

kolposkopia
minibiopsia
kénicka biopsia
excizia

Obrazok ¢. 2: Zjednodusené schéma gynekologického screeningu a s nim spojenych odpornych zékrokov

Specificita cytologického vysetrenia dosahuje takmer 97 %. To znamend, Ze takmer
vSetky cytologicky detegované abnormdlne stery maju aj histologicky potvrdeny ndlez
dysplazie. Citlivost’ tejto metody vSak vacSinou nepresiahne hodnotu 60 % (v zavislosti od
konkrétnej Stadie a sledovanej krajiny) (Mayrand a kol. 2007, Cuzick a kol. 2006). Nie je teda
mozné zachytit' vSetky pacientky s pritomnymi dysplastickymi léziami. To sposobuje velké
mnozstvo faloSne negativnych vysledkov, ¢o mé za nasledok Unik Zien s rizikom moZného
vyvinu karcinomu. Falo$na negativita cytologického vySetrenia pri
dlazdicovobunkovom karcinome je 10 — 20 % a pri adenokarcinome az 40 — 45 %

(http://zdravi.e15.cz/clanek/postgradualni-medicina/prekancerozy-138909).

HPV testovanie
HPV testovanie spociva v detekcii pritomnosti nukleovych kyselin HR - HPV typov v
bunkach z cytologickych sterov. Testy mozu bud’ detegovat viaceré HR - HPV bez identifikacie
konkrétneho typu alebo Specificky identifikovat’ najcastejSie a najnebezpecnejsie typy. Test
odhali HPV infekciu eSte pred moznym vyvinom prekanceréz. Odbery na preventivne
vySetrenie sa vykonavaja tak ako pri cytologickom screeningu s pouzitim LBC alebo odberove;j
nadobky s transportnym médiom (STM - Sample Transport Medium). Test je ale mozné

vykonat’ z viacerych typov biologického materidlu, vratane tkaniv fixovanych vo formaline a
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zaliatych do parafinu (FFPE — Formalin-fixed, paraffin-embedded). Sucasné HPV testy su
zalozené na dvoch metddach: metddy amplifikujuce ciel a metody amplifikujuce signal

(http://www.cancer.gov/cancertopics/factsheet/detection/Pap-HPV-testing, Brink a kol. 2007).

Metody amplifikujuce ciel’ spo¢ivaji najmi v namnozeni nukleovych kyselin pomocou PCR,
ich naslednej vizualizacii a analyze. Zakladom reakcii st Specialne navrhnuté primery,
komplementarne ku konzervativnhym tisekom genoému vybranym HPV typov. Vysledné amplik
st sekvenované. Casto uz znatené PCR produkty s hybridizované s oligonukleotidovymi
sondami a konec¢ny efekt je vizualizovany kolorimetricky alebo fluorescenc¢ne. Neznacené
amlikony sa analyzujul sekvenovanim. V sucasnosti sa pouzivaji aj metddy detegujiice mRNA
virusovych onkoproteinov, ktoré vyuzZivaji RT — PCR alebo novsie izotermalne metody (TMA,
NASBA). Tymto spdsobom sa analyzuji vzorky z cytologickych sterov, zamrazeného tkaniva

aj z FFPE (Brink a kol. 2007).

Metody amplifikujiice signdl sa vyuzivaju pri zistovani pritomnostti HPV DNA
v cytologickych steroch z LBC alebo STM. Principom je hybridizacia Specifickej, Casto
znacenej sondy s virusovou nukleovou kyselinou. Signal z naviazanej sondy je nasledne
namnozeny a vizualizovany. Nevyhoda tychto metod oproti metédam amplifikujicim ciel’ je

Citlivost HPV testov pre 1ézie stupnia CIN II + oproti cytologickému screeningu je
markantne vysSia, dosahuje hodnoty okolo 95 % (v zavislosti od konkrétnej Studie a sledovanej
krajiny). Klinicka $pecificita s hodnotami okolo 21 - 43 % (v zavislosti od pouzitej testovacej
metddy) je vSak ovela nizsia, ako pri cytologickom vySetreni (Mayrand a kol. 2007,
Cuzick a kol. 2006, Szarewski a kol. 2008), ¢o ma za nasledok vacsi pocet zien odoslanych na
kolposkopické, pripadne bioptické vySetrenie. Tymto testovanim, pokial nie je opakované, nie
je taktiez mozné od seba odlisit’ Zeny s prechodnou a s pretrvavajtiicou infekciou.

HPV testovaniec v CR nie je zatial sufastou ro¢nych preventivnych prehliadok.
Vykonava sa na vyziadanie lekara v spornych pripadoch (napr. ASC-US), ¢o predstavuje iba
cca 4 % cytologicky vysetrenych pacientov z priemerného poctu vySetreni za rok

(http://hpvinfo.cz/diagnoza-hpv).

4.2.4. Diagnostika a liecba prekanceréz

Pri opakovanych abnormaélnych cytologickych nalezoch su pacientky odoslané na

kolposkopické vysetrenie. Kolposkopom vd’aka zvacSovacim SoSovkam oSetrujuci lekér vidi
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jasne z blizka cely kr€ok maternice. V pripade nalezu podozrivych buniek je vykonana
kolposkopicka biopsia, pri ktorej sa odstrani kusok tkaniva. Pokial’ nie je transformacna zona
dobre vidite'na, je vykonany zoSkrab casti endocervixu pomocou Kkyrety. Na zistenie
pritomnosti predrakovinovych zmien je vzorka nasledne odoslana na histologické vysetrenie
patologovi. Pri zdvaznom naleze sa vykondva konickd biopsia (tzv. konizdcia), spociva
V odstraneni casti tkaniva KM v tvare konusu, ktory obsahuje transformaénu zonu. Bazicka
Cast’ konusu je tvorena vonkajSou Cast'ou ektocervixu a vrchol pozostava z endocervikalneho
kanala. Odstranenim prekancer6z a skorych stadii karcindbmu, moze tento typ biopsie sluzit
ako jedina potrebna lie¢ba. Ked'ze tento zakrok nesie so sebou riziko pred¢asného porodu, je
nutné jeho indikaciu dokladne zvazit' (http://www.cancer.org/cancer/cervicalcancer/detailedg

uide/cervical-cancer-diagnosis).

4.3. Ludsky papilomavirus — HPV

Papilomavirusy (PV) patria do samostatnej rodiny Papillomaviridae. St to malé,
neobalené virusy s priemerom okolo 55 nm a ikosahedralnou (dvadsat’stenovou) symetriou
kapsidu, pozostavajuceho zo 72 pentamérnych kapsomér (Obrazok ¢. 3). Fylogeneticky tvoria
vel'mi staru skupinu virusov, ktord sa vyvijala spolu so svojimi hostitel'mi. Infikuju epitelové

tkaniva obojzivelnikov, plazov, vtdkov a cicavcov. Infekcia PV je prisne druhovo a tkanivovo

Specificka, priCom ich gendomy su vel'mi stabilné. Mutécie alebo rekombinacie sa vyskytuji len

vzéacne (Baker a kol. 1991).

Obrazok €. 3: A - Ikosahedralny kapsidovy protein (http://viralzone.expasy.org/all_by protein/804.html)
B - Stavba kapsidu HPV - schranka virusu tvorend 72 pentamérami hviezdicového tvaru
(http://pathmicro.med.sc.edu/lecture/retro.htm)

Ludské PV st zndme ako potencidlne onkogénne virusy spdsobujice ochorenia koze
a sliznic. Najznadmejsia je ich stvislost s KKM a prekancerdézami, kde HPV vystupuje ako

hlavny, ale nie jediny etiologicky faktor. Pre ich znani gendémovl stabilitu st rozdiely
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vV najkonzervovanejSich nukleotidovych sekvenciach zakladom v taxonomickej klasifikacii
jednotlivych typov virusu. Viac ako 170 typov HPV uz bolo kompletne sekvenovanych a podl'a
podobnosti konzervativnych sekvencii rozdelenych do piatich rodov: alfa, beta, gama, mu a nu
(De Villiers 2013).

4.3.1. Organizacia genomu Pudskych papilomavirusov

Gendm Tludskych papilomavirusov pozostava z jednej molekuly dvojvldknovej,

cirkuldrnej DNA, s diZkou okolo 8000 bazovych parov a je tvoreny tromi hlavnymi oblastami.

1. regulaény region (Upstream Regulatory Region — URR / Long Control Region -
LCR) — 10 % genomu, s velkost'ou 400 — 700 bp — nekoduje proteiny

2. vcasny region (early region) — 50 % gendému, 6 a viac ¢itacich ramcov (E1, E2, E3,
E4, E5, E6, E7, ES)

3. neskoré gény (late region) — 40 % gendému 2 Citacie ramce (majoritny LI,

minoritny L2)

Regula¢ny region obsahuje viazbové miesta pre virusové proteiny E1 a E2, promotory,
a vizbové miesta pre transkripéné faktory. Za vcasnym a neskorym regionom st vasné
a neskoré polyadenylové (poly - A) oblasti (Laco 2012). Schéma HPV genomu je zobrazena na
Obrézku ¢. 4.
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Obrazok ¢. 4: Genomicka organizacia HPV (upravené podla Lie a Kristensen 2008)

4.3.2. Funkcie virusovych proteinov

Genom HPV kéduje 8 — 10 (podl'a typu HPV) proteinov. ORFs (&itacie rdmce - Open
Reading Frames) v€asnych a neskorych génov sa znacne prekryvaju, pokryvaji takmer cely
gendm a MRNA sa exprimuje z viacerych promoétorov. Na produkciu réoznych mRNA

z primarneho transkriptu je vyuzivany alternativny zostrih a polyadenylacia (Dimmock a kol.

2007).

Proteiny E1 a E2
mRNA proteinov E1 a E2 vznika z toho istého transkriptu (Deng a kol. 2003). Ich

hlavnou ulohou je zaistenie replikacie virusovej genetickej informacie.
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Protein E1 je ATP zavislda DNA helikaza, ktord zodpoveda za inicidciu replikécie
virusovej DNA a spolupracuje s proteinom E2. Je to jediny enzym a najkonzervovanejsi protein
kodovany virusovou DNA.

Protein E2 zodpoveda za replikaciu DNA a regulaciu transkripcie. Umoznuje proteinu
E1 naviazat’ sa na virusovy pociatok replikacie ORI (Origin Of Replication), ktory lezi v LCR
oblasti. E2 kéduje regulacny protein, ktory sa viaze na LCR oblast’, ¢im reguluje transkripciu

v¢asnej oblasti virusového genomu (Bergvall a kol. 2013, Vojtassak a Sadovsky 2010).

Protein E3
E3 je maly gén pritomny iba u niektorych HPV. Jeho funkcia je doposial’ neznama
(Vojtassak a Sadovsky 2010).

Protein E4

Zucastnuje sa amplifikacie virusového gendému a syntézy virusovych partikuli.
Interaguje s cytokeratinom a je zodpovedny za rozpad cytokeratinovej matrix, ¢im naruSuje
cytoskelet (intermediarne filamenty) infikovanej bunky. Patri medzi v€asné gény, ale exprimuje
sa az v neskorsich stadiach infekcie (pred L1 a L2 proteinmi) vo vysSich vrstvach epitelu, kedy
dochadza ku komplementécii novych viridnov. Je to najbohatSie exprimovany protein, preto

moze sluzit’ ako biomarker aktivnej infekcie a v pripade HR - HPV typov aj zdvaznosti priebehu

ochorenia (Doorbar 2013).

Protein ES5

Je to transmembranovy transformujici protein, ktory aktivaciou tyrozinkinazovych
membranovych receptorov pre rastové faktory (EGFR — Epidermal Growth Factor Receptor,
PDGFR - Platelet Derived Growth Factor Receptor, atd’.) stimuluje proliferaciu bunky
a syntézu DNA. Indukuje tieZ zvySenie aktivity MAP (Mitdézu Aktivujucich Proteinovych)
kinaz, ¢im aktivuje bunkové protoonkogény (¢ - Fos, ¢ - Jun). Tym ES5 stimuluje rast
a proliferaciu hostitel'skych buniek; dochadza k zvySeniu poctu virusom infikovanych
bazalnych a suprabazalnych keratinocytov. Spolu s proteinmi E6 a E7 tlmi imunitnti odpoved’
hostitel'a. Narusenim expresie povrchovych proteinov hlavného histokompatibilného komplexu
L. triedy (MHC I) umoziuje uniknut' infikovanym bunkdm z imunitného dohladu. Spolu
s proteinom EO6, je protein ES nevyhnutny pre vznik perinuklearnej vakuoly v hostitel'skej
bunke, ktord je pricinou typického perinuklearneho prejasnenia cytoplazmy buniek. Takto

prejasnené keratinocyty s acentrickym, hyperchromatickym a zvacSenym jadrom sa nazyvaji
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koilocyty. Expresia proteinu E5 u HR - HPV byva po integracii virusového genému pocas
progresie KKM casto vypnutd. Ak teda hrd ES rolu v karcinogenéze KM, predpoklada sa, ze
posobi v jej véasnejsich $tadiach. Citaci ramec ES u niektorych PV tGplne chyba. Nie je teda
pravdepodobne pre Zivotny cyklus virusu nevyhnutny. (Laco 2012, Pedroza-Saavedra a kol.
2011).

Proteiny E6 a E7

E6 a E7 su hlavné virusové onkoproteiny, nevyhnutné a postacujlice na malignu
transforméciu 'udskych keratinocytov.

Hlavnou ulohou proteinu E6 je inhibicia funkcie tumor supresorového proteinu p53,
ktory kontroluje integritu bunkového gendému a podla stupiia poskodenia aktivuje opravu
zistenych zmien a / alebo indukuje apoptézu. pS3 moze byt inaktivovany réznymi sposobmi.
Interakciou s E6 je inhibované jeho naviazanie na Specifické miesto DNA, prostrednictvom
ubikvitin - ligazy E6AP modze byt inaktivovany ubikvitinom sprostredkovanou degradaciou
Vv proteazomoch (Obrazok ¢. 5) alebo je blokovana jeho acetylacia proteinom p300 a hAda3.
Dal3ou funkciou E6 je degradécia proteinov GAP, &o ma za nasledok narusenie prenosu signalu
G — proteinmi. Reaktivuje katalyticka podjednotku telomerazy hTert a tak dokaze imortalizovat’
bunky hostitel'ského tkaniva. Protein E6 degradaciou v proteazomoch destabilizuje aj niekol'’ko
membranovych proteinov obsahujicich PDZ doménu, ktoré reguluju bunkovu polaritu a st
stcastou roznych signalnych drah (Pedroza-Saavedra a kol. 2011, Laco 2012).

Protein E7 mé za ulohu najmé reaktivaciu bunkového delenia v uz diferencovanych
keratinocytoch dlazdicovobunkového epitelu, ktoré tak opét’ vstupuju do S fazy. Viaze sa na
kl'icové regulacné proteiny potrebné pre zablokovanie bunkoveho cyklu (BC)
(hypofosforylovana forma proteinu pRb a jeho pribuzné proteiny p107 a p130), ktoré vyvézuju
a tak inaktivuju transkrip&né faktory rodiny E2F. Interakciou proteinu E7 st regulacné proteiny
destabilizované, transkripéné faktory sa uvol'nia, bunka prekro¢i restrikény bod na hranici S
fazy a strati schopnost’ kontroly proliferacie (Obrazok ¢. 6). Hlavny regulaény protein pRb je
degradovany ubiquitinom sprostredkovanou degradaciou v proteazomoch. V mitoticky
aktivnych nediferencovanych bunkach je d’alej E7 schopny narusit’ funkciu inhibitorov na
cyklinoch zavislych kindz (CDK — cyclin dependent kinase) p21¢'"* a p27X!™! a tym aktivovat
CDK 2, 4 a 6 nezavisle od cyklinu D a rastovych faktoroch. Destabilizacia proteinov pRb, p107
a p130 sposobuje zvysenie expresie proteinu p16™K42 ktory za normalnych okolnosti zastavuje

BC v Gl faze inhibovanim CDK 4 a 6. Jednou z d’alSich uloh proteinu E7 je naruSenie
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mitotického delenia bunky vdzbou na y — tubulin a dislokdciou dyneinu. Toto ma za nésledok

poruchy rozchodu chromozémov a aneuploidie (Pedroza-Saavedra a kol. 2011, Laco 2012).

®®

GO

———> p53 degradacia

bunkoveé
prezitie

———> p53 aktivacia

Obrazok €. 5: Degradécia proteinu p53 naviazanim onkoproteinu E6 s ubivitin - ligazou E6AP (upravené
podra http://www.priaxon.com/content/priaxon-technology/protein-interactions/services-programs/index.php)
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Obrazok ¢. 6: Degradacia proteinu pRb naviazanim onkoproteinu E7 (upravené podla
http://www.slu.edu/114-topics-in-pathology).
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Protein E8

E8 je kratky protein podobny proteinu E5, pritomny iba u niektorych typov HPV.
Alternativny fuzny protein ESAE2C u HPV typu 31 hra rolu v kontrole poc¢tu kopii virusového
gendému (negativny regulator transkripcie a replikacie) a udrziavani HPV v epizomalnej podobe
(Stubenrauch a kol. 2000, Vojtassak a Sadovsky 2010).

Proteiny L1 a L2

L1 a L2 st neskoré gény, kddujuce protein virusového kapsidu. Protein L1 zabezpecuje
zbal'ovanie namnozenych virusovych DNA do proteinového obalu. Vytvara 72 pentamerickych
kapsomér kapsidu, ktorych tvar poméha udrzovat’ protein L2. Jednotlivé L1 kapsidové proteiny
su navzajom viazané¢ pomocou disulfidickych vézieb. Vicsina aminokyselinovych sekvencii
proteinu L1 je konzervativna medzi roznymi typmi HPV, preto je in vitro vytvoreny kapsid
vyuzivany pri tvorbe vakcin. Priestorova Struktira kapsidu hra tiez vyznamnu ulohu pri
naviazani virusu na hostitel'ski bunku. L2 protein je zodpovedny najmi za aktivovanie
bunkovej endocytozy, transport virionu k jadru bunky a rozbalenie genému virusu (Laco 2012,
Vojtassak a Sadovsky 2010).

4.3.3. Ochorenia asociované s infekciou 'udskymi papilomavirusmi

HPV st pévodcovia roznych typov ochoreni, za¢inajuc nezhubnymi bradavicami aZ po
zhubné karcindmy. Infekcia je striktne tkanivovo Specifickd. Virusy st schopné infikovat
vyhradne mitoticky aktivne bunky bazéalneho epitelu koze alebo sliznic. Podl'a tejto Specificity
sa rozliSuju typy kozné a slizni¢né.

Najznamejsia a najlepSie preStudovana je suvislost’ infekcie HPV s KKM, kde je virus
pritomny takmer v 100 % pripadov (Walboomers a kol. 1999).

Podl’'a schopnosti virusu navodit’ onkogénnu transformaciu buniek, na zaklade stadii

etiopatogenézy KKM, sa typy HPV delia na tri skupiny (IARC 2012, Tachezy a kol. 2013):

1. Nizkorizikové typy (low - risk HPV, LR - HPV), sposobujuce najmi nezhubné
nadory ako niekol'ko typov bradavic, dlazdicovobunkové papilomy a kondylémy.

Zarad'uju sa medzi ne typy 6, 11, 32, 40, 42, 43, 44, 54,61, 62, 72, 74, 81, 90 a 114.

2. Vysokorizikové typy (high - risk HPV, HR - HPV), spdsobujtice rdozne druhy
karcindmov, prevazne v oblasti anogenitalneho traktu (karcinom krcka maternice,

vulvy, vaginy, penisu, rekta) a hlavy a krku (karcindbm dutiny ustnej, faryngu,
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orofaryngu, laryngu). Preukézané boli aj 1ézie na prieduSkéach, o¢nych spojivkach
a pazeraku. Ako HR — HPV su klasifikované typy 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52,
56, 58 a 59.

3. Pravdepodobné vysokorizikové typy (probably high - risk HPV) a mozné
vysokorizikové typy (possibly high — risk HPV) medzi ktoré¢ sa aktudlne zarad'uju
typy 26, 53, 66, 67, 68, 70, 73 a 82. U tychto typov sa predpokladaju vlastnosti

HR - HPV typov, ktoré vsak boli dokazané iba u malého mnozZstva pripadov.

Bolo detegovanych az 47 sliznicnych typov HPV infikujucich oblast KM
(Bzhalava a kol. 2013), z ¢oho celosvetovo najviac frekventované a najagresivnejsie z nich st
typy 16 a 18, sposobujuice priblizne 70 % vsetkych pripadov KKM (Mufioz a kol. 2004).

V Ceskej republike maji najviacsiu prevalenciu HR - HPV typy 16, 56, 39, 45, 18 a 51,
pricom vo vyvinutych KKM st to najmi typy 16, 18, 31, 33 a 45. Medzi najCastejSie sa
vyskytujiice LR - HPV patria typy 42, 54, 6 a 44 (Tachezy a kol. 2013).

Hlavny rozdiel v odlisnom onkogénnom potencialy LR - HPV a HR - HPV je v roznej
efektivite narusenia BC virusovymi onkoproteinmi E6 a E7. U oboch skupin su zamerané
rovnaké ciel'ové molekuly, ale u LR typov s menSou intenzitou. Protein E6 u LR typov nie je
schopny degradovat’ proteiny s PDZ doménami ani protein hAda3 a nedokéaze aktivovat’
katalytickll podjednotku telomerazy. Hlavnym ,,nedostatkom* proteinu E7 u LR je neschopnost’
indukovat’ degradaciu proteinov pRb a pl30 v proteazémoch. Rozdiel spociva taktiez

V schopnosti integrovat’ sa do genomu hostitel'skej bunky (Pim a Banks 2010).

4.3.4. Sidlo infekcie Pudskych papilomavirusov

Prirodzenym  sidlom  HPV  infekcie  si  keratinocyty  rohovatejuceho
dlazdicovobunkového epitelu koze a nerohovatejuceho dlazdicovobunkového epitel sliznic.
Nerohovatejuci dlazdicovobunkovy epitel sliznic vystiela organy blizke vonkajSiemu
prostrediu a v oblasti tzv. skvamo — kolumnarnej junkcie prechadza na epitel cylindricky. Toto
miesto je proliferacne vel'mi aktivne a preto je velmi nachylné na Skodlivé vplyvy prostredia.
Tieto bunky sa nasledne mo6zu diferencovat’ na metaplasticky epitel. Jedna sa teda o miesto
s najvyssou pravdepodobnost'ou HPV infekcie. Pri infekcii HR - HPV typmi moézu tieto za
urcitych podmienok v metaplastickom epitely sposobit’ zmeny vyustujice do invazivneho
dlazdicovobunkového karcinomu. Skvamo - kolumnarna junkcia sa nachadza v nosnej dutine,

v hrtane, v oblasti prechodu medzi pazerakom a zaludkom, v mocovej trubici, na ¢ipku
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maternice a v oblasti anorektalneho prechodu. Nadory v tychto lokalitach preto mézu mat
pri¢inn suvislost’ s infekciou HPV (Chow a kol. 2010).

HPV infikuju bazalne alebo parabazalne keratinocyty dlazdicovobunkového epitelu
najmi pokial' je neruSenad ich integrita. Bazalne keratinocyty su v Kkontakte s bazalnou
membranou, po onkogénnej transformacii su schopné tvorbou matrixovych metaloprotedz
bazélnu membranu degradovat a vytvorit tak predpoklady pre vznik invazivneho
dlazdicovobunkového karcindmu. Za normalnych okolnosti sa vSak ¢asto nedelia, pretrvavaji
V kl'udovej faze. Parabazalne bunky su naopak mitoticky aktivne, delia sa priblizne jeden krat

za den a prezivaju cely diferencia¢ny cyklus (Zhai a kol. 2005, Laco 2012).

4.3.5. Prenos Pudskych papilomavirusov

Ludské papilomavirusy su celosvetovo najcastejSou pohlavne prenaSanou infekciou.
Infekéné virusové partikule sa prenaSaji prostrednictvom priameho kontaktu medzi epitelmi
koze a sliznic. Celozivotné riziko infekcie u zien dosahuje hodnotu az 80 %, priCom najviac
nachylné su zeny v prvych rokoch po zahdjeni sexudlneho zivota. Pravdepodobnost’ infekcie
virusom HPV je teda niekol'’kondsobne vyssia ako pri inych virusovych infekciach. Vo vécsine
pripadov je vSak tato infekcia iba prechodnéd a neznamena Ziadne zdravotné riziko (Bekkers
a kol. 2004).

Prevalencia genitalnej infekcie HR - HPV u mladych, sexudlne aktivnych zien (21 — 25
rokov) s normélnou cytologiou, sa v Ceskej republike pohybuje okolo 35 %. Toto percento je
vyssie ako v inych krajinach vychodnej Europy (Tachezy a kol. 2013).

Z tohto vyplyva, Ze najvyznamnej$im sposobom prenosu infekcie anogenitalnych HPV
je pohlavny styk (vaginalny aj analny). V jeho priebehu dochadza k priamemu kontaktu
infikovaného epitelu - penilného, vulvarneho, vaginalneho, cervikalneho alebo analneho.
Infekciu je mozné preniest’ aj pri oralno - genitdlnom Styku. Pouzivanie prezervativov moze
prenos infekcie iba zniZit', ale nie vylucit. Oblasti genitalii, ktoré nie sii chranené, na prenos
HPV stacia (http://www.hpvinfo.ca/health-care-professionals/what-is-hpv/transmission-of-
hpv/).

HPV dokazu v odlu¢enych keratinocytoch prezit' az tyzden. Dal$i mozny spdsob
infekcie, aj ked’ ovel'a menej Casty, je preto prenos infikovanymi predmetmi, ako napriklad
sexudlne pomdcky, gynekologické nastroje, spodné pradlo. Pritomnost’ virusovych ¢astic bola
preukdzana aj na plochach gynekologickych ordinacii, v Skolskych Satniach a sprchach, vo

fitness a plaveckych bazénoch. Infekcia je mozna aj autoinokuldciou alebo bozkavanim

(Strauss a kol. 2002, Laco 2012).
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Vertikalny prenos z matky na dieta je mozny, ale dochadza k nemu len zriedka
a infekcia behom niekol’kych mesiacov vac¢sinou vymizne (Arena a kol. 2002). K trvalej oralnej
infekcii dochadza u menej ako 10 % infikovanych novorodencov a K trvalej genitalnej infekcii
u menej ako 2 %. Perinatalny prenos HPV typov 6 a 11 v8ak vzacne mo6ze sposobit’ rekurentnti

respiracnll papilomatozu u deti (Syrjédnen 2010).

4.3.6. Vyvojovy cyklus Pudskych papilomavirusov

Ludské papilomavirusy infikuja bunky epitelu a ich zivotny cyklus zavisi od epitelovej
diferenciécie (schéma vyvojového cyklu HPV je znazornena na Obrazku €. 7). Pre vstup virusu
do bunky je nutné jeho vdzba na primarny receptor, pritomny v bunkovej membrane bazalnych
keratinocytov. Virus je najprv naviazany na bazalnu membranu epitelu a nasledne na bazalne
keratinocyty prostrednictvom proteinu L1. Vézba virusu spdsobi nevratné zmeny v Struktire
virusového kapsidu, ktoré vedt k uvolneniu z primarnych receptorov, naviazaniu na
sekundarne receptory a naslednej internalizacii virusu do bunky. Proces vstupu virusu dovnutra
keratinocytu trva niekol’ko hodin. Virion je cytoplazmou do jadra transportovany vo forme
endozému. Ked’ze je virion HPV prili§ velky na to, aby v celku presSiel jadrovymi pormi,
v priebehu cytoplazmatického transportu dochéddza k rozruSeniu kapsidu hydrolytickym
Stiepenim disulfidickych mostikov a proteolyze virusového proteinu L1. Predpoklada sa, ze
protein L2 uvol'tiuje virusovi DNA z neskorého endozému v blizkosti jadra, po ¢om je virusovy
gendm transportovany do jadra (Laco 2012).

Expresia virusovych proteinov je regulovana postupnym migrovanim bazalnej bunky
smerom K povrchu epitelu. V bazalnych a suprabazalnych keratinocytoch je intenzita replikacie
virusove] DNA nizka (jedenkrat za BC), priCom pocet virusovych DNA sa pohybuje okolo 20
az 50 kopii. Regulacia expresie virusovych proteinov je zaistend proteinom E2 (Steger a
Corbach 1997).

Diferencujuce sa keratinocyty strednej a hornej Casti tkaniva dlazdicovobunkového
epitelu neprechadzaji BC a preto musi virus opit’ aktivovat’ syntézu a replikéciu bunkovej
DNA. Po reaktivacii BC moze prebehnit samotnd replikdcia a transkripcia vlastného
virusového gendmu. Pri tomto procese sa zic€astiiuju v€asné proteiny. Virusové onkoproteiny
ES5, E6 a E7 nepriamo podporuju reaktivaciu BC inaktivaciou TSG a modulaciou imunitného
systému hostitel’'a. Takto navodené deliace sa bunky strednej a hornej ¢asti predstavuju idealne
podmienky pre replikaciu virusu a bunkovu proliferaciu. Proteiny E1 a E2 sa potom priamo

zucastiiuju replikacie virusovej DNA. Transkripcia replikacnych génov v tychto bunkach uz
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nie je zavisla na proteine E2 a v jednej hostitel'skej bunke tak vznikaji az tisice kopii virusove;j
DNA (Chow a kol. 2010, Laco 2012).

Proteiny virusového kapsidu L1 a L2 sa exprimuji v cytoplazme malého
poctu terminalne diferencovanych keratinocytov, kde st obidva proteiny dopravené do jadra.
Tam sa naviazu na virusovit DNA a kompletne vytvorena virusova ¢astica je spolu s apopticky

odumretym keratinocytom uvol'nena do vonkajSieho prostredia (Chow a Broker 2006).
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Obrazok ¢. 7: Schéma vyvojového cyklu HPV po infekeii epitelu (upravené podl'a Moody a Laimins
2010)

4.3.7. Priebeh infekcie vysokorizikovymi typmi 'udskych papilomavirusov

Priebeh HPV infekcie v epitelovych bunkach zavisi od aktivity a Gi¢innosti imunitného
systtmu. K tomu, aby infikované bunky podstipili transformacni zmenu je potrebna
pretrvavajuca infekcia vysokorizikovym typom HPV. Iba prechodné pritomnost’ virusu teda nie
je pre vznik malignych zmien dostacujuca (Zur Hausen a de Villiers 1994) a vic¢sinu infekcii
(cca 80 %) imunitny systém znici skor, ako sa stihnt prejavit’ akékol'vek priznaky. U LR - HPV
je infekcia eliminovana v rozpiti 4 - 8 mesiacov. U HR — HPV trva odstranenie infekcie dlhsie,
pri HPV 16 je to priblizne 8 - 16 mesiacov. Priebeh infekcie v Tudskych epiteloch méze
prebichat’ nickol’kymi sposobmi (Trottier a Franco 2006).

U 70 % je HPV infekcia tplne eliminovana do jedného a u 90 % pripadov do dvoch

rokov prostrednictvom imunitného systému hostitel’'a (Cubie 2013).
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Dal$ou moznost'ou je pretrvavajica infekcia, ktora je bez klinickych priznakov a moze
byt’ v tele skryte pritomna az niekol’ko rokov. Virusovy geném sa v bazalnych keratinocytoch
nachadza v kruhovej epizomalnej forme (ako extrachromozomalny plazmid) a funguje ako
nezavisla, autonémne sa replikujica kruhova molekula DNA. Imunitny systém ma v tomto
pripade nad infekciou kontrolu. Virus moze byt’ reaktivovany len vo vynimo¢nych pripadoch,
najma pri potlac¢eni imunity (Cubie 2013, Laco 2012).

Pri aktivnej (produktivnej) infekcii dochadza k replikacii virusovej DNA a K syntéze
maturovanych infekénych partikul v jadrach urcitého poctu keratinocytov. DNA hostitel'skych
buniek je Casto tetraploidna a bunky tak maju tvar tzv. koilocytov. Koilocyty sa vyznacuju
zvacsenym, nepravidelnym, hyperchromnym jadrom s perinukledrnym prejasnenim. Prejavom
toho typu infekcie st dlazdicovobunkové papilomy, kondylomy (bradavice) a intraepitelové
neoplazie 'ahkého a stredného stupiia. Virusovy geném mé epizomalnu formu a imunitny
systém je schopny kontrolovat infekciu len ¢iastoc¢ne (Cubie 2013, Laco 2012).

Poslednéd a najnebezpecnejsia forma infekcie je neproduktivna - transformujica. Pri
tomto type infekcie st exprimované iba v¢asné proteiny a pri infekcii HR - HPV moéze dojst’
k nadorovej transformacii hostitel'skych buniek, ktora cez niekol’ko $tadii moze vyustit' az
do invazivneho karcindmu. U viac ako 60 % karcinomov (v zavislosti od konkrétneho
HR - HPV typu) je pritomna linearizovana forma fragmentu virusovej DNA, ktora nadobuda
po integrovani do genému hostitel'skej bunky. Jedna hostitel'skd bunka moze byt infikovana
viacerymi typmi virusu. Do bunkovej DNA sa ale vacSinou integruje iba gendom jedného typu
(ostatné ostavajui v epizomalnej forme) a miesto integracie je relativne ndhodné. Virusova DNA
sa vSak viaze takmer vyluéne v oblastiach génov El a E2 — strata regulacie replikécie
(Vinokurova a kol. 2008, Laco 2012).

Vznik a vyvoj bunkovych dysplastickych zmien je ovplyvneny mnohymi rizikovymi
faktormi (vid’. podkapitola Rizikové faktory), samotna infekcia virusom na ich vznik nestaci.

Schéma vyvoja infekcie HPV je zobrazena na Obrazku ¢. 8.
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Obrazok ¢. 8: Schéma vyvoja HPV infekcie (upravené podl'a Woodman 2007)

4.4. Vybrané biologické markery a ich spojitost’ karcinomom krcka
maternice

4.4.1. Ludské herpetické virusy

Z viac ako 100 znamych herpetickych virusov (herpesvirusov), ¢el'ad’ Herpesviridae, je
u cloveka bezne nachadzanych 8 z nich: herpes simplex virus 1, herpes simplex virus 2,
varicella-zoster virus, virus Epstein - Barrovej, cytomegalovirus, 'udsky herpesvirus 6, 'udsky
hespervirus 7 a l'udsky herpesvirus 8.

St to pomerne vel'ké virusy (120 - 220 nm) so Stvorvrstvovou Struktirou. Jadro obsahuje
dvojvlaknovu linearnu DNA o velkosti az 80 - 150 respektive 120 — 250 tisic bazovych parov
(v zavislosti od konkrétneho virusu), kodujicu 100 — 200 génov. Je uzavreté v ikosahedralnom
kapside, ktory pozostava zo 162 kapsomér a je zabaleny v amorfnom proteinovom obale
nazyvanom tegument. Celd virusova partikula je nakoniec zapuzdrovana lipidovou

dvojvrstvou, derivovanou z bunkovej membrany hostitel'skej bunky (Obrazok ¢. 9).
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Virusové gény su replikované v jadre hostitel'skej buky v Specifickom poradi; ako prvé
sa replikuju okamzité v€asné gény, kddujuce regulacné proteiny, potom vcasné gény, kodujuce
enzymy pre replikaciu virusovej DNA a nakoniec neskoré gény, ktoré koduju Struktarne
proteiny.

Herpesvirusy patria medzi najrozsirenejSie virusy a typické je pre ne dlhodobé
prezivanie (latencia) v $pecifickych tkanivach infikovaného organizmu. Latentny virus moze

byt kedykol'vek reaktivovany a vrateny do bunkového cyklu (Whitley 1996).

Obalové proteiny.

Tegument

DNA

Nukleokapsid

Obrazok ¢. 9: Struktura viridnu herpesvirusu (upravené podla http://www.twiv.tv/virus-structure/)

Herpes simplex virus 1 a 2

Herpes simplex virus 1 a 2 (HSV-1, HSV-2) maji genomickt homologiu 50 - 70 %
a zdiel'aju viacero charakteristik. Hlavnym rozdielom medzi nimi si miesta, kde najcastejSie
zahajuju latenciu. HSV-1 preziva v latentnom stave véac¢sinou v gangliach trojklanného nervu
(zhluk nervovych vlakien pri uchu), odkial’ m6Ze napadat pery alebo tvar. HSV-2 zvykne sidlit’
v sakralnych gangliach v spodnej Casti chrbtice a napadat’ oblasti genitalii. Tento rozdiel vSak
nie je stopercentny, oba virusy sa mézu nachadzat’ v oboch ¢astiach tela a tak infikovat’ ustnu,
tak ako aj genitalnu oblast’. PrenaSaju sa intimnym kontaktom pri bozkavani prostrednictvom
slin a sexudlnym kontaktom (http://www.herpes.com/hsv1-2.html, http://virology-
online.com/viruses/HSV.htm).

Sposobuju primarne a rekurentné infekcie v mukokutannych prechodoch. K infekcii
dochéadza prostrednictvom slizni€ného epitelu alebo mikroinvaziou koZe a po primarnej infekcii

sa virus reprodukuje v epitelovych bunkach a S§iri sa v tkanivach. Prenikd do axoénov

35



gangliovych buniek inervujucich slizni¢ny epitel a nésledne je transportovany do tela bunky,
kde perzistuje v podobe latentnej infekcie. Po reaktivacii prechadza do produktivnej fazy
rekurentnej infekcie, novovytvorené maturované viriony st transportované z gangliovej bunky
a uvolnuju sa spat’ do tkaniv (Knipe a Howley, 2001).

Medzi mukokutdnne prejavy HSV patria herpeticky zapal d’asien a Ustnej dutiny,
tvarovy opar, genitalny herpes, herpetické zapaly rohovky a kozné herpetické panaricium
(hnisavé loziska na prstoch). Infekcia sa moze prejavit na akejkol'vek casti koze. Mozu
infikovat’ novorodencov pocas pdrodu a tiez sposobovat herpeticki encefalitidu
(Whitley 1996). Infekcia HSV je nebezpecnejSia u osob s poruchou imunity, ma sklon
progredovat a vyzaduje dlhsi cas na liecbu. Prejavy primarnej alebo rekurentnej infekcie
u tychto pacientov byvaju zavaznejsie. Patria medzi ne, okrem beznych ochoreni u zdravej
populacie, napriklad zapaly dychacich ciest, zapaly traviaceho traktu alebo roztrasené kozné
ochorenia (Cukuranovic a kol. 2012).

Uloha HSV v rozvoji neoplazii KM je predmetom rozsiahleho vyskumu. HSV infekcia
moze spdsobovat’ chromozomové zlomy, amplifikaciu bunkovej DNA a tiez formaciu ,,double
minute” chromozomov (malé fragmenty extrachromozoémovej DNA) (Chenet-Monte a kol.
1986). Virus sa $iri najmé sexudlnym kontaktom a primarna infekcia pri genitdlnom herpese
zahfna vulvu, vaginu a kr¢ok maternice. Tak ako HPV, aj HSV-2 moéze infikovat
dlazdicovobunkovy epitel skvamo-kolumnarnej junkcie, z ktorej vznika invazivny KKM
(Smith a kol. 2002). Preto by sa dalo domnievat, ze infekcia epitelovych buniek KM virusom
HSV (nayma HSV-2) by mohla suvisiet’ so vznikom, pripadne progresiou karcinomu.

Hypotéza synergie virusov HSV a HPV je podporovand niekolkymi faktami.
Herpetické 1ézie ul'ahcuju pristup HPV k bazalnej membrane. Zapal vyvolany herpesom mozZe
potlacit’ imunitni odpoved’ sprostredkovanii pomocnymi T lymfocytmi. HSV indukuje
produkciu oxidu dusnatého, ¢o spolu s priamym pdsobenim HSV vedie k poskodeniam
bunkovej DNA. Infekcia HSV d’alej urychl'uje replikaciu HPV a zvySuje moznost’ integracie
HPV DNA do bunkovej DNA (Al-Daraji a Smith 2009).

Varicella-zoster virus
Varicella-zoster virus (VZV), alebo tiez I'udsky herpesvirus 3 (HHV-3), je jednym
Z najcastejSie sa vyskytujicich virusov u l'udi. U cca 90 % dospelych I'udi je sérologicky
dokézana pritomnost’ infekcie VZV. Infekcia je zvy€ajne prenasana vzduchom (kvapockova

nakaza) s pociatocnou replikaciou v nosohltane. U nachylnych alebo séronegativnych jedincov
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vedie replikécia v nosohltanu k virémii s naslednym rozvojom vyrazky. V priebehu primarnej
infekcie moze VZV zahdjit’ celozivotny latentny stav v miechovych uzlinach.

Ochorenim zapri¢inenym primarnou infekciou VZV su ovcie kiahne (varicela),
objavujuce sa najcastejSie u deti v predskolskom veku. Pri oslabeni organizmu moéze dojst’ k
reaktivacii virusu a naslednému prechodu z latentnej do rekurentnej fazy, Co spdsobuje
ochorenie pasovy opar. Jedinci s potlacenou imunitou infikovani VZV st nachylni na t'azsi
priebeh ochorenia, ktory méze vyustit’ do d’alsSich komplikacii (napr. zapal pl'ic, zapal pecene
atd’.). Vo vaznych pripadoch je infekcia letalna (Whitley 1996, Cukuranovic a kol. 2012).

Heggie a kol. (1990) vo svojom experimente dokazali, ze infekcia KM virusom VZV
alebo nejaky produkt produkovany infikovanou bunkou méze u mysi pdsobit’ onkogénne.

U infikovanych mysi pozorovali vznik prekanceréz a karcindmov.

Virus Epstein — Barrovej

Virus Epstein - Barrovej (EBV), T'udsky herpesvirus 4 (HHV-4), predstavuje prvy
znamy l'udsky onkovirus. Infikuje takmer vSetkych l'udi pred dosiahnutim dospelosti. Je
prenaSany intimnym kontaktom a najcastejSou formou prenosu je vymena slin. Pri strese
a oslabenej imunite méze dojst’ k reaktivacii virusu a zvyseniu oralneho $irenia slinami.

Latentnym sidlom virusu EBV u zdravych nositel'ov st takmer vylu¢ne B lymfocyty a
jeho replikécia prebieha v lymfatickych tkanivach (priusna Zl'aza, atd’.). Okrem B lymfocytov
je virus schopny infikovat’ dlazdicové epitelové bunky, zlI'azové epitelové bunky, myoepitelové
bunky, bunky hladkej svaloviny, T bunky, NK bunky, plazmatické bunky a folikularne
dendritické bunky (Gulley a Tang 2008).

Virus EBV sposobuje najcastejsi typ infekénej mononukledzy u T'udi. Je to jeden
Z najuspesnejSich virusov v bunkovej transformdcii. EBV infekcia je preto spdjana
so Sirokym spektrom malignit. Zndma je jeho asocidcia s post - transplantacnymi
lymfoproliferativnymi ochoreniami, Hodgkinovym a non-Hodgkinovym lymfémom,
Burkittovym lymfomom a lymfémami u pacientov s naruSenou imunitou. Dalej sa jeho
spojitost’ preukazala aj u karcinomu nosohltanu, zaltidka a inych vzacnych malignych ochoreni
(Gulley a Tang 2008, Al-Daraji a Smith 2009).

Prenos EBV je mozny aj pohlavnym stykom. Epitel KM obsahuje receptory pre EBV
a je tiez zdrojom Sirenia virusu. Pre jeho schopnost’ transformovat’ bunku na nadorovi sa preto

dé uvazovat o jeho moznej tlohe aj pri KKM.
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Ludsky cytomegalovirus

Infekcia l'udskym cytomegalovirusom (CMV), tiez nazyvanym l'udsky hesrpesvirus 5
(HHV-5), patri celosvetovo medzi infekcie s najvys$Sou prevalenciou. Je prendSany intimnym
kontaktom prostrednictvom slin, mocu, materského mlieka, cervikalnych sekrétov, krvi, siz,
semena, atd’.. Zdrojom CMYV infekcie mozu byt aj transplantované oblicky alebo transfuzia
Krvi.

CMV sa replikuje najmi v ZI'azovych bunkéch slin a obliciek. To mé za nasledok vel'ké
mnozstvo virusu Siriaceho sa slinami a mocom. Replikdciou DNA virusu vznikaja
charakteristické viacjadrové obrie bunky s vnutrobunkovymi inkluziami. Perzistentnd infekcia
moze pretrvavat’ v bunkach slinnych zliaz, prsnikov, obli¢iek, endocervixu, semennych vackov
a periférnych leukocytov, z ktorych je potom virus chronicky vylucovany. V pripade
kongenitalnej primarnej infekcie sa mdze u priblizne 10 % novorodencov vyskytnat’ vrodené
zvacsenie peCene a sleziny, zéapal sietnice, kozna vyrazka (purpura), poSkodenie centralneho
nervového systému alebo zhorSeny sluch v neskorsom veku. Asi u 10 % pripadov spdsobuje
primdrna infekcia u starSich deti a dospelych mononukleézu (90 % pripadov je
asymptomatickych). V pripade CMV infekcie u pacientov s oslabenou imunitou méze dojst’ k
zivot ohrozujicim ochoreniam po primarnej infekcii a aj po reaktivacii virusu. Infekcia zahfna
plica, pecen, rohovku a centradlny nervovy systém. Pacienti infikovani HIV virusom a po
transplantacii kostnej drene maji zvysené riziko zapalu pI'aic (Cukuranovic a kol. 2012, Whitley
1996).

CMV patri k najfrekventovanejSim virusom infikujucim genitalny trakt. Od 60. rokov
je preto Studovany pre jeho moznu tlohu vo vyvoji KKM.

Ziadna §tadia vSak zatial jasne necharakterizovala tlohu infekcie CMV pri
karcinogenéze KM. Stale teda nie je jasné ¢i vystupuje iba ako neSkodna oportunistickd infekcia
v HPV pozitivnych pripadoch alebo sa zGcastiiuje na oslabeni imunity, ¢im ulahcuje

karcinogenézu sposobentt HPV.

Ludsky herpesvirus 6
Infekcia 'udskym herpesvirusom 6 (HHV-6) je bezna a celosvetovo rozsirena. Virus sa
deli na dva typy: HHV-6A a HHV-6B. Predpoklada sa, Ze rezervoar HHV-6 je v slinnych
zl'azach a prenos je teda sprostredkovany najma slinami. Virus v infikovanych slinnych zl'azach
zahdji latenciu, periodicky sa reaktivuje a §iri infekciu na d’alSich hostitel'ov. Latentna infekcia

bola demonstrovana aj v krvi, bunkach CNS, obli¢kach, plicach, genitaliach, a bunkach CNS.
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HHV-6 infekcia je spdjand so Sirokym spektrom ochoreni. HHV-6B je dokazany
etiologicky faktor pri roseole (horticka a vysev makuldrnej vyrdzky). Roseolou byvaju
postihnuté najmé kojenci, batol'ata a deti vo veku do dvoch rokov (Whitley 1996, Braun a kol.
1997).

Boli dokdzané aj ochorenia CNS a autoimunitné ochorenia (skleroza
multiplex, encefalitida, meningitida atd’.), zazivacie problémy, hematologické malignity,
lymfoprolifetativne ochorenia a pritomnost’ virusu bola detegovana aj u niektorych nadorovych
ochoreni - Kaposiho sarkom, lymfomy, leukémie, karcinom KM a mozgové nadory. Asociacia
bola dokazana aj pri pripadoch odvrhnutia transplantovanych obli¢iek (Braun a kol. 1997).

HHV-6 mo6ze hrat nepriamu ulohu v karcinogenéze prostrednictvom potlacenia
imunity, napriklad priamou infekciou CD4 + T pomocnych lymfocytov a indukciou ich
apoptdzy. Infikované mozu byt aj epitelové bunky tymusu, hematopoetické kmenové bunky
a NK bunky, ktoré st nevyhnutné pre dozrievanie imunitného systému, pre ochranu proti
vzniku nadorov a proti virusovym infekciam (http://hhv-6foundation.org/associated-
conditions/hhv-6-and-cancer). Kashanchi a kol. (1997) zistili, ze gén ORF 1 virusu HHV-6 sa
viaZe na protein p53 a tym poOsobi jeho inaktivaciu, o tiez zvySuje citlivost’ k okogenéze.
Infekcia a jej nasledky su teda ovplyvnené stavom imunitného systému hostitel’a.

Incidencia HHV-6 bola dokazana aj v oblasti KM (Broccolo a kol. 2008). To méze
indikovat’ sexualnu prenosnost’ virusu alebo systémové Sirenie makrofagmi a lymfocytmi

v tkanive alebo krvi.

Ludsky herpesvirus 8

Infekcia l'udskym hrepesvirusom 8 (HHV-8) sa vyskytuje iba medzi 'ud’'mi a je pomerne
Castd. PrenaSa sa najmd slinami pohlavnym stykom, priom najrizikovejSou skupinou su
homosexualni muzi. U infikovanych jedincov sa za normalnych okolnosti vyskytuje v latentnej
forme po cely Zivot bez priznakov.

Po infekcii virus vstupuje do lymfocytov, kde zostava v latentnom stave. Reaktivacia
virusu pri oslabenej imunite (infekcia virusom HIV, pacienti po transplanticii) moZe sposobit’
vznik nadorového ochorenia - Kaposiho sarkom. Dal§imi chorobami su primarny efizny
lymfém a multicentricka Castelmanova choroba. Infekcia HHV-8 u deti s oslabenou imunitou
a U prijemcov organov je spajana so syndromom primarnej infekcie — horucka, vyrazky, zapal
lymfatickych uzlin, zlyhanie kostnej drene, pripadne rapidne postupovanie Kaposiho sarkému
(http://aidsinfo.nih.gov/guidelines/html/4/adult-and-adolescent-oi-prevention-and-treatment
guidelines/342/hhv-8)

39



HHV-8 moéze imortalizovat’ primarne endotelové bunky odvodené z kostnej drene -
indukuje bunkovu proliferaciu, nezavislost' prichytenia a prezivanie buniek. V 1éziach
Kaposiho sarkomu a u multicentrickej Castelmanovej choroby boli zaznamenané vysoké
hladiny cytokinov a rastovych faktorov. Virusovi DNA vSak obsahuje iba cast
transformovanych endotelovych buniek. To naznacuje, ze neinfikované bunky prezivaju
prostrednictvom mechanizmu, ktory zahffia cytokiny sekretované z infikovanych buniek.
Predpoklada sa preto, ze virusova transformacia buniek je zéavisla na parakrinnych
mechanizmoch tak ako aj na bunkovom mikroprostredi (Al-Daraji a Smith 2009).

Prenos pohlavnym stykom a schopnost HHV-8 transformovat’ bunky podporuju

hypotézu, Ze by tento virus mohol byt’ zapojeny aj do vzniku / progresie malignit KM.

4.4.2. Dudské polyomavirusy

V sucasnej dobe je znamych viac ako 10 typov polyomavirusov, ¢el'ad’ Polyomaviridae,
ktorych infekcia bola preukazana u 'udi. Medzi tieto 'udské typy patria napriklad virusy JCV
(inicialy pacienta), BKV (inicialy pacienta), MCPyV (polyomavirus Merkelovych
buniek), KIV (Karolinska Institute) a WUV (Washington University) s 50 — 80 % homologiou
(Dalianis a Hirsch 2013).

St to malé (40 — 45 nm) neobalené virusy s dvojvlaknovou, kruhovou, s histonmi
asociovanou DNA s vel’kost'ou 5000 - 5300 bp. Ich geneticka informéacia obsahuje iba niekol’ko
génov a je rozdeleny do troch casti. Nekodujuci kontrolny region (pociatok replikacie
a transkripcie, promotor atd’.) reguluje expresiu vcasnych a neskorych virusovych génov
v stulade s zivotnym cyklom hostiteI'skej bunky (aktivacia, diferenciacia). V¢asny génovy
region koduje velky T antigén (TAg) a maly T antigén (tAg), ktoré napoméhaju replikacii
virusového genému a transformacii buniek. MCPyV obsahuje aj middle (stredny) T antigén
(mTAg), ktory tieZz prisipieva k bunkovej transformacii. Neskory génovy region koduje
kapsidové proteiny VP1, VP2 a VP3. U virusov BKV a JCV je v tomto regione kdodovany aj
maly neStruktirny protein - agnoprotein, ktorého uloha stile nie je Uplne objasnena. Cely
genoém je zbaleny do chromatin pripominajtcich Struktur (minichromozémov) a obaleny do
ikosahedralneho kapsidu tvoreného 72 petramerickymi kapsomérami (proteiny VP1 — 3)
(Obrazok ¢.10 A a B ) (Gjoerup a Chang 2010, Dalianis a Hirsch 2013).
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Obrazok ¢. 10: A — Struktira virionu Polyomavirusu B - Ikosahedralny kapsidovy protein
(upravené podl'a http://viralzone.expasy.org/all by species/148.html)

Polyomavirusy st vel'mi roz$irené (druhova a bunkova Specifita), pricom infekcia
u imunokompetentnych jedincov vacsinou pretrvava subklinicky v latentnej forme. Ochorenia
st vicsinou spajané s oslabenou imunitou hostitel'a (HIV pozitivita, pacienti po transplantécii)
a to najma pri nedostatku T buniek.

Genomické sekvencie polyomavirusov boli zaznamenané v asociicii s rdoznymi
nadorovymi ochoreniami a autoimunitnymi stavmi. Onkogénna transformacia je u nich
navodzovana prostrednictvom T (tumor) antigénov, ktoré st v tomto pripade funkéne odpojené
od neskorsich krokov virusového zivotného cyklu — DNA replikécia, expresia neskorych génov,
zostavenie viridnu, bunkova l1yza. Pri transformécii buniek inaktivuji T antigény
v infikovanych bunkach signalne drahy a tumor supresorové proteiny (pRB a p53), ¢im nartisaja

kontrolné mechanizmy bunkového cyklu (Dalianis a Hirsch 2013).

BKV
BKYV je vSadepritomny virus, ktorého primarna infekcia sa najéastejSie vyskytuje u deti
— séroprevalencia vo veku 5 — 9 rokov dosahuje 65 — 90 %. Predpoklada sa, Ze prenos je
sprostredkovany z dychacich ciest hostitel'a, uro / fekalno - oralnou cestou, krvou alebo
sexualnym kontaktom, pri¢om jednym z jeho najvyznamnejsich rezervoarov je znecistena voda
(Siguier a kol. 2012).
Prva infekcia je zvycCajne Uplne bez priznakov. Vo vynimo¢nom pripade sa modze
vyskytnit’ slabé infekcia dychacich ciest alebo krvacavy zédpal mo¢ového mechura u malych

deti. Po primarnej infekcii pretrvava virus v latentnom stave v organoch, tkanivach a telovych
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tekutinach (oblicky, mandle, leukocyty, spermie, centrdlny nervovy systém, atd’.), kde ostava
az do doby vyrazného oslabenia imunity hostitel'a. Reaktivacia a replikacia BK virusu
(najCastejsie v mocovych cestach) je zodpovedna za vazne ochorenia u jedincov s oslabenou
imunitou, najma pokial’ st postihnuté T bunkové ochranné mechanizmy. Virusova néaloz pritom
koreluje so zdvaznostou imunosupresie. Rizikovou skupinou st HIV pozitivny pacienti,
recipienti transplantovanych organov a pacienti trpiaci na roztruseny lupus erythematosus.
Najviac ohrozeni si pacienti po transplantacii obli¢iek (80 %), u ktorych sa vyskytuje
najcastejSia a najzavaznejsia forma infekcie vo forme akttneho intersticialneho zapalu obliciek.
U recipientov kostnej drene sa ¢asto vyskytuje krvacavy zapal mo¢ového mechira. Virus moze
vel'mi vzacne sposobit’ zapal mozgovych blan, pltc, sietnice, hrubého ¢reva a krvnych ciev
(Ahsan a Shah 2006, Siguier a kol. 2012, Cukuranovic a kol. 2012).

Napriek potencidlu polyomavirusov vyvolat bunkovl transforméciu a dokdzanej
nadorovej transforméacii buniek BK virusom na bunkovych kultirach a u niektorych hlodavcov
a opic, nie je doposial’ potvrdena asocidcia medzi infekciou BKV a l'udskymi nadormi. Mozny
suvis je predpokladany pri karcindme prostaty, kde bola popisana vyssia virusova naloz ako
u zdravej populacie (Delbue a kol. 2014). Dalej bola BKV DNA detegovana napriklad
v nadoroch kolorekta, nadoblicky, lymfémoch, karcindmoch pankreasu, mozgovych nadoroch
a sarkomoch. Tieto dokazy vSak na potvrdenie spojitosti virusu s I'udskymi nadormi nie su
postacujtce (Abend a kol. 2009).

Pred viac ako desiatimi rokmi bola naznac¢ena mozna tiloha BK virusu ako kofaktora pri
nastupe / progresii genitalnych karcindmov (Martini a kol. 2004). Je to najmé pre to, Ze BKV
zahajuje latenciu blizko KM v urogenitdlnom trakte a je frekventovane detegovany v moci.
Z dovodu schopnosti virusov HPV aj BKV ovplyviiovat’ BC a inhibovat’ apopt6zu, mohli by

teoreticky aditivne alebo synergicky podporovat’ malignu transformaciu (Fraase a kol. 2012).

JCV

JCV patri medzi beZne sa vyskytujuce virusy so séroprevalenciou vo vy$Som veku okolo
50 - 80 %. Je prenasany pravdepodobne podobnym spésobom ako BK virus, uro / fekalno -
oralnou cestou, znecistenou vodou, krvou, atd’.

Primarna infekcia sa va¢Sinou vyskytuje na mandliach odkial sa §iri nayjmé do obliciek.
Tam v pripade funkéného imunitného systému pretrvava v latentnej forme pocas celého zivota
hostitel’a. Pritomnost’ virusu bola detegovana napriklad aj v B — lymfocytoch kostnej drene

a periférnej krvi alebo centralnej nervovej sustave. Reaktivacia JCV sa prejavuje u pacientov
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s oslabenou imunitou. Je schopny sa dostat’ do gliovych buniek centralneho nervového systému,
vratane astrocytov a myelin produkujtcich buniek. Jeho reaktivacia / primarna infekcia v tychto
bunkach mdze spdsobit’ umocnenie virusovej replikacie a lytickt infekciu, o mé za nasledok
fatalne ochorenie - progresivna multifokalna leukoencefalopatia (PML). Virus je potom
detekovatel'ny v miechovej tekutine. PML bola zaznamenana u pacientov s oslabenou imunitou
sposobenou virusom HIV a syndromom AIDS, d’alej u prijemcov transplantovanych organov,
pacientov s vrodenymi imunitnymi chorobami, roztrusenou skler6zou a Crohnovou chorobou
(Gjoerup a Chang 2010, Maginnis a Atwood 2009, Cukuranovic a kol. 2012).

Rovnako ako pri viruse BK, ani pri JCV nie je dokdzany jeho suvis so
vznikom / progresiou 'udskych nadorovych ochoreni. Spésobuje nadory u druhov, ktoré nie sa
jeho prirodzenym hostitelom, ako malé hlodavce a primaty. Niekol’ko §tadii poukazalo na JCV
infekciu spojent s viacerymi typmi nadorov, medzi ktorymi st napriklad nddory kolorekta,
7altdka, pazerdka, mozgu a plac. Dalsie §tadie viak tieto fakty popieraji (Maginnis a Atwood
2009).

Spojitost’ virusu JCV s KKM by mohla spocivat’ na rovnakych principoch ako v pripade
BKYV. Studované st najmi pripady infekcie u pacientov s oslabenou imunitou (Alosaimi a kol.
2014).

Vysoka prevalencia JCV a BKV u zdravych jedincov a zachyt virusovej DNA citlivymi
molekularnymi mechanizmami komplikuje Stadium suvislosti detegovaného virusu so vznikom
nadorov. Vzhl'adom na nepostacujuce dokazy karcinogenézy u l'udi a postacujuce dokazy na
zvieracich modeloch klasifikovala WHO virusy BKV a JCV za potencialne karcinogénne pre

¢loveka (Bouvard a kol. 2012).

MCPyV

MCPyV je vel'mi neddavno objaveny virus, ktory bezne infikuje I'udska populéciu.
Sérové protilatky proti obalovému proteinu VP1 st detekovatelné az u 80 % dospelych a
infekcia je vicsinou asymptomaticka. Tak ako u virusov BK a JC, cesty prenosu pre MCPyV
nie st uplne potvrdené. Pravdepodobny je prenos fekalno — ordlnou cestou alebo z dychacich
ciest hostitel'a v detskom veku. Vzhl'adom na chronické Sirenie MCPyV DNA kozZou, jej
pritomnost’ na réznych enviromentalnych povrchoch a tiez na hypotézu, ze Zivotny cyklus
virusu modze byt spojeny s bunkovou diferencidciou, nie je vylaceny ani prenos
prostrednictvom blizkeho kontaktu s kozou infikovaného. Okrem kozZe, kde je mozné detegovat’

MCPyV DNA aj enkapsidované viridny, bola pritomnost virusovej DNA (v menSich
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mnozstvach) preukazana aj v dychacom trakte, slinach, lymfatickych tkanivach, moci alebo
gastrointestinalnom trakte (Spurgeon a Lambert 2013).

Povodne bol izolovany zo vzoriek karcindmu z Merkelovych buniek (Merkel
cell carcinoma — MCC), ktoré sa vyskytuju v bazalnej vrstve pokozky (vlasové folikuly,
niektoré sliznice, oblasti koze citlivé na dotyk). Uz pri tomto objave bola predlozena pricinna
suvislost’ detegovaného virusu s az 80 % pripadov tohoto vzacneho, agresivneho karcindmu
koze (Feng a kol. 2008). Po zavedeni citlivejSich metod sa neskor ukézalo, ze MCPyV je
pravdepodobne zodpovedny za takmer vSetky pripady MCC (Rodig a kol. 2012). V roku 2012
bol MCPyV klasifikovany WHO ako pravdepodobne karcinogénny pre ¢loveka (Bouvard a kol.
2012).

V pripade potlacené¢ho imunitného systému UV ziarenim, d’alej prirodzenym starnutim,
AIDS alebo liekmi indukovanou supresiou prirodzenej imunity po orgdnovych transplantaciach
je schopnost’ organizmu branit’ sa Skodlivym vplyvom nedostatocnd. Tieto okolnosti mézu
nasledne viest’ k reaktivacii virusu. Podmienkami na to, aby reaktivovany MCPyV sposobil
karcinogenézu (podl'a predpokladaného modelu), st minimalne dva muta¢né zdsahy. Jednym
je integracia jeho gendmu do chromozomu hostitel'skej bunky a d’al§$im mutacia virusového
gendmu tak, aby bolo zabranené virusove;j replikacii (najéastejSie je mutovany TAg) (Spurgeon
a Lambert 2013).

Pritomnost MCPyV DNA bola Studovana napriklad aj v mezoteliomoch,
hematologickych nadoroch, melandémoch, nddoroch hrubého creva, dlazdicovobunkovych
karcinomoch, Kaposiho sarkomoch a dalSich. ZvySena virusovd naloz bola nachddzana
u jedincov s potla¢enou imunitou (Dalianis a Hirsch 2013, Spurgeon a Lambert 2013).

Prvy dokaz o moZnej koexistencii MCPyV v skupine HPV asociovanych
dlazdicovobunkovych karcinomoch publikovali Imajoh a kol. (2012). Vychadzali z viacerych
predpokladov — mnoziace sa dokazy o pritomnosti MCPyV v dlazdicovobunkovych
karcindmoch, vyskyt neuroendokrinnych karcindmov na KM, ktoré st histologicky podobné

s MCC a mozny sp6sob prenosu virusu pohlavnym stykom.

4.4.3. Chlamydia trachomatis

Chlamydia trachomatis (CT) patri medzi gramnegativne parazitujuce baktérie
infikujuce vnimavé bunky sliznic. Su to obligatne intracelularne parazity; ich rast a mnozenie
je energeticky zavislé od hostitel'skej bunky. CT je najCastejSie ochorenie prendsané
nechranenym vaginalnym, analnym alebo ordlnym sexom, ktoré, ak sa nelie¢i, moZze sposobit’

vazne problémy. Infekcia mdze byt’ prenesend aj z matky na diet’a pocas vaginalneho poérodu
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(http://www.cdc.gov/std/chlamydia/chlamydia-factsheet-june-2014.pdf, Matouskova a Hanus
2009).

Chlamydie maji dvojfazovy zivotny cyklus. Odohrava sa mimo bunky, kde mé baktéria
formu infek¢ného, neaktivneho elementarneho telieska s pevnou bunkovou stenou s vel’kostou
250 — 400 nm. Po endocytoze vstupuje do vnutra bunky, kde sa zmeni na neinfekéné,
metabolicky aktivne retikularne teliesko velkosti 800 — 1000 nm, ktoré sa deli binarnym
delenim. Novovzniknuté retikularne telieska kondenzuji naspédt’ na elementarne telieska.
Zivotny cyklus konéi autolyzou bunky a uvolnenim teliesok do okolia, kde adheruju na d’alsie
epitelové bunky. Cely cyklus trva 48 az 72 hodin. U chlamydii je popisovana aj premena na
tzv. perzistentné formy, kedy sa pri nedostatku zivin alebo pdsobenim niektorych antibiotik
alebo cytokinov vytvori vnutrobunkova, d’alej sa nedeliaca forma s obmedzenou metabolickou
aktivitou. V tejto forme dokazu chlamydie prezivat’ niekol’ko rokov, az do obnovenia vhodnych
podmienok na delenie (Matouskova a Hanus 2009).

Zmena antigénnych a biochemickych vlastnosti modifikuje klinické priznaky infekcie
a diagnostické moznosti. To moze byt’ spolu s pripadnymi novymi sekvencnymi variantami
dovodom pre falosne negativne vysledky diagnostickych testov. Napriklad v roku 2006 bol vo
Svédsku objaveny novy kmeti CT, ktory obsahoval deléciu 377 bp (Ripa a Nilsson 2006). BeZne
pouzivané testy preto nezachytili asi 8000 pozitivnych pacientov (Herrmann 2007) .

Vicsina infikovanych zostdva bez klinickych priznakov, moéze sa ale vyskytnat
mnozstvo ochoreni. St to napriklad zapal mocovej rury, konecnika, neplodnost’ alebo o¢ny
trachom (zapal spojiviek a rohovky), ktory moéze sposobit’ oslepnutie. U muzov sa objavuje
zapal prostaty a nadsemennika, u zien zapal KM, hlboky panvovy zapal (Pelvic Inflammatory
Disease - PID), mimomaternicové tehotenstvo a akutne alebo chronické bolesti panvy.
Novorodenci infikovanej matky st pocas pdérodu nachylni na infekciu oka a plac
(http://www.urology.sk/nase-sluzby/andrologicko-sexuologicke-vysetrenie/).

Suvislost’ CT s nadorovou transformaciou je najviac Studovana v asociacii s KKM. Ako
potencialny kofaktor s HPV je CT ¢asto spajana pre ich stibezny prenos, podobny spdsob
infekcie, vo vacésine pripadov asymptomaticky priebeh a moznu perzistenciu v organizme. CT
infekcia moze sluzit’ ako vstupnd cesta, umoziujuca pristup HPV k bazalnej epitelovej vrstve.
Je schopna indukovat’ chronicky zapal, hypertrofiu KM a dlazdicové metaplazie. Tieto procesy
zvysuju riziko transformacie cervikalnych buniek, perzistentne infikovanych HR — HPV. M6zu
tiez viest k zvySeniu virusovej néaloZe, integracii virusového gendému, inhibicii apoptdzy

(modulécia imunitnych odpovedi hostitel'a), nadexpresii onkogénov E6 / E7 a bunkovej
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transformacii (Silva a kol. 2014). Pre tieto, ale aj mnohé iné fakty je CT neustale hojne

Studovand ako mozny biologicky kofaktor pri vzniku / progresii KKM.

4.4.4, Metylacia hostitel’'skej DNA

DNA metylacia je jeden z epigenetické mechanizmov, ktoré bunka pouziva na kontrolu
génovej expresie. Tento jav sa v l'udskom gendome vyskytuje na cytozinovych bazach (v polohe
5¢ oproti guaninu), ktoré su prostrednictvom enzymov DNA metyltransferaz konvertované na
5 — metylcytozin. Methylované cytoziny st vzdy sucast'ou dinukleotidu CpG a vyskytuja sa
sporadicky v celom gendome. Spravna DNA metylacia je nevyhnutna pre bunkovu diferenciaciu
a vyvoj embrya. OdliSne metylované oblasti v blizkosti génovych promotorov réznych
bunkovych typov poukazuju na tlohu metylacie pri riadeni génovej expresie — ¢im viac
metylovany prométor, tym nizsia miera transkripcie génu (Obrazok ¢&. 11). Uroveii metylacie
je odlisna v roznych tkanivovych typoch a tiez v normalnych a transformovanych bunkach

jedného typu tkaniva (Phillips 2008).

+ DNA metylacia
ﬁ

| k™
Y. sl

génova transkripcia génova transkripcia
"zapnuta" "vypnuta"
Obrazok ¢. 11: Transkripéné umléanie DNA promoétorov prostrednictvom metylacie (upravené podla
https://www.elitenetzwerk.bayern.de/elitenetzwerk-home/forschungsarbeiten/lebenswissenschaften/2011/zillner-
forschungsbericht0/)

Vzhladom na kriticki ulohu DNA metylacie pri génovej expresii a bunkovej
diferenciacii je vel'mi pravdepodobné, Ze chyby v metylacnom mechanizme mézu mat’ za
nasledok vazne problémy. Abnormalna metylacia je Studovand najmid pri nadorovych
ochoreniach, lupuse, svalovej dystrofii a rade vrodenych vad, ktoré su pravdepodobne
zapric¢inené defektnym mechanizmom imprintingu (Robertson 2005).

V porovnani so zdravymi bunkami byvaji nadorové bunky hypometylované. Vynimku
tvoria gény, ktorych funkcia zahriiuje regulaciu BC, invaziu nadorovych buniek, DNA opravy
a iné mechanizmy zabrafujice metastdzovaniu. Hypermetyldcia tychto génov (vicSinou
patriacich k TSG) prispieva k nekontrolovanému deleniu buniek, genetickym a d’alSim

procesom, veducim k nddorovej transformécii (Obrazok ¢. 12). Metylaény status modze
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v niektorych pripadoch, napriklad pri karcindéme creva, slizit ako biomarker ochorenia

(Phillips 2008).

-
Centroméra ' I i ? ? ? ? |
S/ ot || s <—H—>H<— TSG
Hypermetylovany == CpG ostrovéek
pericentricky (hypometylovany)
heterochromatin
Hypometylacia Hypermetylacia
Mitoticka rekombinacia, Represia transkripcie,
genomova nestabilita strata expresie TSG

E] DNA repeticie Y
1 Metylované
1 Nemetylované

Obrazok ¢.12 : DNA metylacia a nadory (upravena podla Phillips 2008)

Abnormalna metylacia je dokdzana aj na promotoroch TSG u KKM. Produkty HPV
onkogénov E6 a E7 st po interakcii so Specifickymi bunkovymi proteinmi schopné regulovat’
remodelaciu chromatinu a modulovat bunkovi DNA metylaéni maSinériu, ¢im mozu
ovplyviovat’ génovu expresiu. In vitro stadie dokazuju, Ze protein E6 HPV typu 16 supresiou
p53 indukuje zvysenu regulaciu DNA metyltransferazy DNMT, zatial’ ¢o protein E7 sa na fiu
viaze a aktivuje ju. Tieto tvrdenia podporuje fakt, Ze zvySena regulacia DNMTI1 bola
detegovana in vivo v léziach CIN III a KKM. DNA metylacia promotorov TSG je preto

Studovana ako mozny marker karcinogenéze (Steenbergen a kol. 2014).
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5. Material a metody

5.1. Typy materialu pouzité na analyzu

Testovanym materidlom boli gynekologom odoberané¢ stery z KM do LBC
nadobky ThinPrep® (Hologic / Gen-Probe), zaslané na cytologicku alebo genetick analyzu do
Bioptickej laboratofe s.r.o.. Vyberané boli odbery od pacientok s histologicky potvrdenou
stredne tazkou az tazkou cervikalnou dysplaziou CIN III+. Vsetky vzorky museli mat
dostatocnu celularitu a HPV screeningovou metodou u nich bola potvrdena pritomnost
HR - HPV (14 typov). Vzorky vhodné na analyzu boli ur€ené patologom a spracivané v
molekularne — genetickom laboratoriu.

Na analyzu boli pouzité vzorky od 51 pacientok vo veku 17 — 80 rokov. U vSetkych
vzoriek bola stanovend histologickd diagnéza CIN III, z ¢oho u dvoch bola potvrdend aj
mikroinvézia a u jednej adenokarcindém in situ.

Kontroly pochéadzali od 51 zien vo veku 27 - 65 rokov s potvrdenou HPV negativitou.

5.2. 1zolacia DNA

5.2.1. Izolacia DNA z LBC nadobky ThinPrep® - detekcia virusov a CT

Na izolaciu DNA z LBC bola pouzita siprava QIAamp® MinElute® Virus Spin Kit
(QIAGEN), zaloZena na kolonkovej izolacii DNA a RNA z plazmy, séra a inych bezbunkovych
telovych tekutin. Postupovalo sa podl'a navodu dodaného vyrobcom, ktory bol upraveny na
zaklade potrieb naslednych analytickych metdd. Princip supravy spociva v naviazani
nukleovych kyselin na silikdtovi membranu po pridani chaotropnych soli a etanolu do lyzatu
(tzv. kolonkova izolacia). Procedura sa sklada zo Styroch krokov: 1yza buniek, naviazanie DNA
na membranu, premyvanie a filtrovanie purifikovanej DNA do elu¢ného pufru. Pred zac¢iatkom

izolacie boli dodané chemikalie pripravené na pouzitie (Tabul'ka ¢. 4)

Tabulka €. 4: Priprava chemikalii sipravy pred ich pouZzitim

Proteaza lyqﬁllz?vana proteaza'if L4 ml skladovat’ v mraznicke
proteazového resuspedujiuceho pufru
lyofilizovana nosi¢ova RNA + 310 ul pufru | rozdelit’ na alikvoty po
RNA/AVE AVE 30,8 pl a zamrazit’
Premyvaci pufor AW1 pufor AW1 + 20 ml 96 % etanol -
Premyvaci pufor AW2 pufor AW2 + 30 ml 96 % etanol -

Pre predpokladanti nizku koncentraciu virusovej DNA boli vzorky zakoncentrované.

Fixa¢ny roztok v nddobkach bol premieSany pomocou vortexu a 2 ml z nich boli odobrané do
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skiimaviek. Vzorky boli sto¢ené na centrifige! pri 3000 x g, 15 min a pipetou bolo odstranenych
1800 pl supernatantu. ZvysSnych 200 pl bolo po premiesani (vortex) a rozpusteni peletu
pouzitych na samotnu izolaciu.

Do pripravenych 200 pl zakoncentrovaného roztoku bolo pridanych 25 pl
proteazy, 10 pl internej kontroly inhibicie a 200 pl pripravenej zmesi AL pufru a nosi¢ovej RNA

rozpustenej v pufri AVE. Zmes bola pripravena podl'a Tabulky €. 5.

Tabul’ka €. 5: Pouzité objemy AL pufru a roztoku RNA / AVE v zavislosti od poctu vzoriek

Pocet vzoriek Objem AL pufru | Objem RNA / AVE
(ul) )
1 220 4,5
2 440 9
3 660 13,5
4 880 18
5 1100 22,5
6 1320 27
7 1540 31,5
8 1760 36
9 1980 40,5
10 2200 45

Skumavky so vSetkymi pridanymi reagenciami boli 15 sekund premiesavané (vortex) a
inkubované 15 minut pri teplote 56 °C (Dry Bath Incubator, Major Science, Saratoga
California). Nasledovalo kratke stocenie centrifligou, pridanie 250 pl etanolu, 15 sekind
premieSanie (vortex) a inkubacia 5 minut pri izbovej teplote. Kratka centrifugacia bola
zopakovand a lyzat bol pipetou preneseny do QIAamp Min Elute kolonky. Kolonky boli sto¢ené
na centrifuge pri 6000 x g, 1 minutu. Zberné skimavky s filtratom boli vyhodené a kolonky
boli umiestnené do novej skiimavky. Bolo pridanych 500 pl premyvacieho AW1 pufru
a skiamavky boli opat’ stoené pri 6000 x g, 1 mintutu. Skimavky boli znovu vymenené a postup
sa zopakoval s pufrom AW?2 a nésledne s €istym etanolom. Po vymeneni kolonky s etanolom
boli skimavky znovu sto¢ené pri 16 000 x g, 3 mintty. Kolonky boli nasledne umiestené do
¢istej 1,5 ml skimavky. Na stred membrany bolo pridanych 200 ul AVE elu¢ného pufru,
nasledovala inkubdcia 1 minuatu pri izbovej teplote a po centrifugéacii 1 minttu pri 16 000 x g

bola eluovana ¢istda DNA. Kolonka bola vyhodena a vzorky uskladnené v chladnicke.

! vSetky centrifugacie boli vykonané pri izbovej teplote na centrifige Centrifuge 5430,

Eppendorf, Hamburg, Nemecko
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5.2.2. Izolacia DNA z LBC nadobky ThinPrep® - detekcia metylacii

DNA potrebna pre detekciu metylacii bola izolovana zo vzoriek LBC pomocou stupravy
QlAamp® DNA Micro Kit (QIAGEN). Princip je rovnaky ako u QIAamp® MinElute® Virus
Spin Kit (vid. vyssie).

Fixa¢ny roztok v nadobkach bol premiesany pomocou vortexu a 1 ml vzorky bol
odobraty do skiumaviek s objemom 1,5 ml. Vzorky boli sto¢ené na centrifuge pri 3000 x g,
10 min a pipetou bolo odstranenych 900 pl supernatantu. Zvysnych 100 ul bolo po premiesani
(vortex) a rozpusteni peletu pridanych 10 pl proteinazy K. Po néaslednom pridani 100 pul AL
pufru boli vzorky dokladne zhomogenizované premiesanim na vortexe a inkubované 10 minut
pri 56 °C. Po inkubacii boli vzorky rychlo sto¢ené na centrifuge. Nasledovalo pridanie 50 ul
96 % etanolu, premieSanie 15 sekiind na vortexe a inkubdcia 3 minuty pri izbovej teplote.
Po rychlom stoceni na centrifiige bol cely bunkovy lyzat preneseny do QIAamp MinElute
kolonky. Vzorky boli boli sto¢ené na centrifuge pri 6000 x g, 1 minatu. Zberné skumavky
s filtratom boli vyhodené a kolonky boli umiestnené do novej skimavky. Bolo pridanych 500 pl
AW1 pufru a skimavky boli opdt’ stocené pri 6000 x g, 1 minatu. Skimavky boli znovu
vymenen¢é a postup sa zopakoval s pufrom AW2. Pre uplné vysusenie membrany boli vzorky
sta¢ané 3 minuty pri 20000 x g, skimavky boli vyhodené a kolonky boli premiestnené do
novych 1,5 ml skiimaviek. Na stred membrany bolo napipetovanych 60 pl AE destilovanej
vody, vzorky sa nechali inkubovat’ 1 minutu pri izbovej teplote. Nakoniec boli std¢ané 1 minttu
pri 20000 x g, ¢im bola eluovana ¢ista DNA. Kolonka bola vyhodend a vzorky uskladnené

v mraznicke pri -20 °C.

5.3. Meranie koncentracie a ¢istoty DNA

Koncentracia a distota izolovanej DNA vo vzorkidch bola merand pomocou
spektrofotometra NanoDrop® ND-1000 (NanoDrop Technologies, Wilmington, Delaware).
Meranim absorbancie Ziarenia pri 260 nm bola stanovend koncentracia DNA a pomerom
absorbancii 260 nm a 280 nm kontaminécia vzorky bielkovinami. Podla vyslednych hodndt sa
vyberali vzorky pre d’al$i postup

MnozZstvo DNA pre pouZzivané reakcie bolo empiricky optimalizované nasledovne

(Tabulka €. 6).
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Tabul’ka ¢. 6: Mnozstvo DNA potrebné na reakciu

Vstupny objem (pul) Mnozstvo DNA (ng)
2 30 - 200
5 100 - 500

5.4. Konven¢na jednokolova PCR

pPSGB: Primery cielené do konzervativnej oblasti génu E1 u 33 znamych koznych a slizni¢nych
typov HPV. Amplifikovana je oblast’ velkosti 188 bp (Tieben a kol. 1993). V Tabulke ¢. 7a je

znazornena priprava PCR reakcie a v Tabul’ke ¢. 7b teplotny program zvoleny v cyclery.

Tabulka ¢. 7a: priprava PCR reakcie - pPSGB

Reagencie PCE Objem na jednu reakciu (pl)
HotStarTag™ MM (QIAGEN) 12.5
Primer S (25 pM) 0,5
Primer G (25 pM) 0.5
Primer B (25 uM) 0.5
DNA 2
H,O 9

Tabul’ka ¢. 7b: teplotny program - pSGB

Program Pocet cyklov Teplota (°C) Cas (min.)
Preinkubacia 1 95 14:00
Denaturacia 94 01:00

Anelacia 45 53 01:30

Polymerizacia 72 02:00
Finalna polymerizacia 1 72 05:00
- 1 14 00
Citlivost reakcie?: cca 1000 kopii / ml

pGP 5 + / 6 +: Primery cielené do konzervativnej oblasti génu pre obalovy protein L1.
Amplifikovana je oblast’ velkosti 140 - 150 bp (Van den Brule a kol. 2002). V Tabul’ke ¢. 8a

je znazornena priprava PCR reakcie a v Tabulke ¢. 8b teplotny program zvoleny v cyclery.

2 Plati pre vSetky PCR detekcie virusov
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Tabulka ¢. 8a: priprava PCR reakcie - pGP

Reagencie PCR Objem na jednu reakciu (pul)
FastStart MM (Roche) 12.5
Primer F~ (25 pM) 1
Primer R* (25 uM) 1
MgCl2 (25 mM) 1.5
BSA 1,25
DNA 2
H>O 5,75

*F — forward, R — reverse

Tabul’ka ¢. 8b: teplotny program - pGP

Program Pocet cyklov Teplota (°C) Cas (min.)
Preinkubacia 1 94 10:00
Denaturacia 94 00:20 33 % SCHT
Anelacia 45 38 00:30 44 % SOT
Polymerizacia 71 00:80 62 % SOT
Finalna polymerizacia 72 04:00
- 14 o0

SCHT - $tandardna chladiaca teplota
SOT - standardna ohrievacia teplota

PEG6 / E7: Primery cielené do oblasti onkogénov E6 a E7 u Siestich, ¢asto sa vyskytujucich,

HR - HPV typov (16, 18, 31, 33, 35, 45). Sekvencie amplifikované¢ multiplexovou, typovo
Specifickou PCR: HPV 16 - 119 bp, HPV 18 - 172 bp, HPV 31 - 153 bp, HPV 33 - 211 bp,
HPV 35 - 230 bp, HPV 45 - 207 bp (Hagmar a kol. 1992). V Tabulke ¢. 9a je znazornena

priprava PCR reakcie a v Tabul'ke ¢. 9b teplotny program zvoleny v cyclery.

Tabul’ka ¢. 9a: priprava PCR reakcie - pE6 / E7

Reagencie PCR Objem na jednu reakciu (ul)
FastStart MM (Roche) 12.5
Primer F (kazdy primer 10 uM) 1
Primer R (kazdy primer 10 uM) 1
BSA 0,5
DNA 2
H,O 8
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Tabulka ¢. 9b: program PCR - pE6 / E7

Program Pocet cyklov Teplota (°C) Cas (min.)
Preinkubacia 1 95 09:00
Denaturacia 95 00:30

Anelacia 40 57 00:30

Polymerizacia 72 01:00
Finalna polymerizacia 1 72 05:00
- 1 14 0

HHV-8: Primery zacielené na Cast’ génu kodujiceho glykoprotein M, ktory sa zucastiiuje
vstupu a vystupu virusu z bunky. Amplifikovany je Gsek z oblasti ORFK9 s vel’kostou 180 bp
(Pan a kol. 2001). Vzorky pre PCR boli pripravované v duplikatoch. V Tabulke ¢. 10a je

znazornena priprava PCR reakcie a v Tabul'ke ¢. 10b teplotny program zvoleny v cyclery.

Tabul’ka ¢. 10a: priprava PCR reakcie - HHV 8

Reagencie PCR Objem na jednu reakciu (pl)
ImmoMix™ Red MM (Bioline, London, UK) 12.5
Primer F (10 uM) 1
Primer R (10 uM) 1
DNA 2
H>O 8,5

Tabul’ka ¢. 10b: teplotny program — HHV 8

Program Pocet cyklov Teplota (°C) Cas (min.)
Preinkubacia 1 95 10:00
Denaturacia 95 00:30
Anelacia 40 56 00:30
Polymerizacia 72 00:45
Finalna polymerizacia 1 72 05:00
- 1 14 0

5.5. Gélova elektroforéza

Vysledky PCR reakcii boli vizualizované elektroforézou na 2% agar6zovom gély. Gél
bol pripraveny rozpustenim 2,5 g agarézy (SERVA Electrophoresis, Heidelberg, Nemecko) v
150 ml 100 x zriedeného TAE pufru (SIGMA — ALDRICH, Buchs SG, Svajéiarsko) a
uvedenim zmesi do varu. Pre vyslednu vizualizaciu amplikénov pod UV ziarenim bolo do
zohriatej zmesi pridanych 3,2 ul fluorescenéného interkala¢ného farbiva etidium bromid (EtBr).
Pripravena zmes bola naliata do vanicky s hrebefiom pre vytvorenie jamiek.
Po stuhnuti zmesi boli amplikény a Standard molekulovej hmotnosti (DNA marker) (Thermo
Scientific, Waltham, USA) nanesené na gél spolu s 5 pl modro zafarbenej nanasacej zmesi

53



(Thermo Scientific). Nanasacia zmes umoznila klesnutie vzoriek na dno a vizualne sledovane
priebehu elektroforézy. Elektroforéza prebiehala v TAE tlmivom roztoku 17 minuat pri napéti
150 V pod pradom 400 mA.

Dizky vizualizovanych prazkov boli porovnané so $tandardom a pozitivnymi

kontrolami, pouZzitymi pre kazdy marker.

5.6. Sekvenacia

Vsetky vzorky, vyhodnotené po gélovej elektroforéze ako pozitivne, boli overené

sekvenovanim.

5.6.1. Precist’enie PCR reakcie

Amplifikované PCR produkty boli prenesené do 96 - jamkovej PCR dosticky a nechali
sa precCistit na pristroji Biomek® 3000 Laboratory Automation Workstation (Beckman
Coulter, Brea, California) s pouZzitim stpravy Agencourt AMPure XP Kit (Beckman Coulter).
Princip stpravy spo€iva v naviazani DNA na magnetické gulicky, odstraneni vsetkych
kontaminantov (zbytky zloziek z PCR reakcie a gélovej elektroforézy), premyti alkoholom

a konecného eluovania precistenej DNA.

5.6.2. Sekvenaéna reakcia

Po precisteni PCR produktov nasledovala sekvenacné reakcia. ZloZenie reakcie je

zobrazené v Tabul’ke €. 11a a program zvoleny v termocyclery v Tabulke ¢. 11b.

Tabul’ka ¢. 11a: priprava sekvenacnej reakcie

Reagencie Objem na jednu reakciu (ul)
BigDye terminator (Applied Biosystems) 1
Sekvenaény pufor (Applied Biosystems) 1,5
Sekvenacny primer* (3,2 uM) 1
H.O 0,5
Precisteny PCR produkt 6

* Na sekvena¢nu reakciu bol vyuzity jeden z primerov pouzitych pri reakcii PCR.

Tabul’ka ¢. 11b: teplotny program — sekvenacna reakcia

Program Pocet cyklov Teplota (°C) Cas (min.)
Denaturacia 96 00:10
Anelacia 25 50 00:05
Polymerizacia 60 04:00
- 1 4 00
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5.6.3. Precistenie sekvenacnej reakcie

Vysledné produkty boli od zloziek pouzitych v reakcii precistené pomocou supravy Agencourt
CleanSEQ Kit (Beckman Coulter). Preistovanie sekvenaCnej reakcie prebiehalo

automatizovane, na rovnakom principe ako precistovanie PCR reakcie.

5.6.4. Kapilarna elektroforéza

Po precisteni vzoriek bola vykonana sekvenacné analyza na automatickom sekvenatore
ABI PRISM 3130xl Genetic Analyser (Applied Biosystems, Carlsbad, California) pri
konstantnom napati 13,2 kV /20 min.. Data boli vyhodnotené pomocou programu Bioedit (Ibis

Biosciences, Carlsbad, California) (Steiner 2011).

5.6.5. Analyza sekvencii

Vysledné sekvencie boli analyzované v programe BLAST na strdnkach NCBI (http://b
last.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastn&PAGE TYPE=BlastSearch&LINK LO
C=blasthome). V pripade pozitivneho vysledku pri detekcii HPV (pSGB a pGP), sluzila

sekven¢na analyza zaroven aj na urc¢enie konkrétneho typu pritomného virusu.

5.7. real - time - kvantitativna PCR (qPCR)

BKV: Na detekciu virusu BKV bola pouzita suprava BK Virus R-gene® (bioMérieux, Pariz,
Franctizsko), urCena na kvantitativnu PCR (PCR v realnom case). Dodavané primery
zachytavaju génovu sekvenciu malého T antigénu, ktora je v reakcii amplifikovana a zaroven
aj detegovana. Priprava qPCR reakcie je zndzornena v Tabulke €. 12a.

Detekcia je zabezpefend technologiou dudlne znacenych sond TagMan. VyuZziva
5’ - 3’exonukleazovu aktivitu enzymu Taq DNA polymerazy na Stiepenie sondy znacenej na
jej koncoch fluoreskujucim (reporter) a nefluoreskujiucim fluoroforom (quencher - zhasac).

Stucast'ou supravy je aj kontrola citlivosti (hodnotenie efektivnosti testu), interna
pozitivna kontrola (kontrola izolacie DNA a pritomnost’ inhibitorov) negativna kontrola a Styri
kvantifikaéné Standardy (presné stanovenie virusovej naloZe), ktoré sluZia na zostavenie

kalibra¢nej krivky.
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Tabul’ka ¢. 12a: priprava qPCR reakcie - BKV

Reagencie quantitative PCR Objem na jednu reakciu (pl)
PCR MM 15
DNA 10

Pripravené vzorky boli prenesené do termocycleru Rotor-Gene Q (QIAGEN).

Teplotny program zvoleny v cyclery je znazorneny v Tabulke ¢. 12b.

Tabulka ¢. 12b: teplotny program qPCR — BKV

Program Pocet cyklov Teplota (°C) Cas (min.)
Preinkubacia 1 95 15:00
Denaturacia 95 00:10

Anelacia 45 60 00:40

Polymerizacia 72 00:25
Optimalizicia | 60 -

Analyzované vzorky boli znacené florescen¢nou farbickou emitujicou v zelenom
spektre a kontroly farbickou emitujucou v zltom spektre. Nastavenie reakcie a kone¢né analyza

vysledkov boli vykonané prostrednictvom Rotor - Gene Q software (QIAGEN).

MCPyV: Na detekciu MCPyV bola pouzitd suprava QuantiFast Pathogen PCR + IC
Kit (QIAGEN), urcena na detekciu virusov, baktérii a hub, a dva pary primerov. Obidva pary
zachytavali sekvencie druhého exénu velkého T antigénu s vel'kostami 110 bp (LT2) a 88 bp
(SET7) (Rodig a kol. 2012). Priprava qPCR reakcii je zndzornena v Tabulke ¢. 13a a 13b.
Stcast'ou supravy je internd kontrola amplifikacie / pritomnosti PRC inhibitorov (IC D)
a k nej prislusny primer s probou (IC A). Detekcia aj analdyza bola zabezpecena systémom

TagMan sond, rovnako ako v pripade ako v pripade qPCR BKV.

Tabulka ¢. 13a: teplotny program — MCPyV LT2

Reagencie quantitative PCR Objem na jednu reakciu (pl)

MM QuantiFast 5x 4

Mix F+R +P" LT2 1
ICA 2

ICD 2

H,O 6

DNA 5

“Préba
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Tabulka ¢. 13b: teplotny program — MCPyV SET7

Reagencie quantitative PCR Objem na jednu reakciu (pl)
MM QuantiFast 5x 4
Mix F + R + P* SET7
ICA
ICD
H>O
DNA

N AN —

Pripravené vzorky boli prenesené do termocycleru Rotor-Gene Q (QIAGEN).

Teplotny program zvoleny v cyclery je znazorneny v Tabul'ke ¢. 13c.

Tabulka ¢. 13c: teplotny program qPCR — MCPyV

Program Pocet cyklov Teplota (°C) Cas (min.)
Preinkubécia 1 95 05:00
Denaturacia 45 95 00:00

Anelacia 60 01:00

5.8. Detekcia RNA

RNA bola detegovana na pristroji PANTHER system (Hologic / Gen-Probe
Incorporated, San Diego, California), ktory vyuziva princip transkripciou sprostredkovanej
amplifikacie (TMA - transctiption - mediated amplification). Jedna sa o izotermicki metodu
zaloZenl na transkripcii RNA (RNA polymeraza) a syntéze DNA (reverznd transkriptiza),
s cielom produkcie niekol’kych miliard amplikénov RNA z templatovej sekvencie nukleovej
kyseliny (RNA, DNA). Pri tejto metdde bola analyzovana RNA priamo z LBC (bez predoslej

1zolécie).

5.8.1. Detekcia mMRNA

Pritomnost’ virusovej mRNA bola detegovana u 14 HR - HPV typov (16, 18, 31, 33, 35,
39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66, 68). Na analyzu bola pouzitd suprava APTIMA® HPV Assay
(Hologic / Gen-Probe Incorporated, San Diego, California), ktora je zaloZzena na kvalitativnej
detekcii virusove] mRNA exprimovanej z HPV onkogénov E6 a E7. Touto metodou st teda
detegované iba virusy, ktoré su transkripcne aktivne. Tie, ktoré su v bunkéach pritomné iba

latentne zachytené nie su.
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5.8.2. Detekcia rRNA

Pritomnost’ bakterialnej ribozomélnej RNA bola detegovana u CT pomocou supravy
APTIMA® Combo 2 Assay (Hologic / Gen-Probe Incorporated, San Diego, California).
Analyza je zaloZena na rozpoznani a kvalitativnej detekcii cielovych sekvencii molekul rRNA

CT, ktor¢é st vo vSetkych infikovanych bunkach pritomné vo vysokom pocte kopii.

5.9. Detekcia metylacii

Metylacie promotorov TSG: Na detegovanie metylacii bol vyuzity princip bisulfidicke;j
konverzie. Pri tejto metdde je pomocou bisulfidu v nemetylovanej DNA cytozin konvertovany

na uracyl, zatial’ o metylovany cytozin (SmC) zostdva nezmeneny.

5.9.1. Bisulfidicka konverzia

Pri bisulfidickej konverzii bolo postupované podla navodu stpravy EZ DNA
Methylation™ Kit (ZYMO RESEARCH). Pred pouzitim stpravy boli podla Tabulky &. 14
pripravené potrebné chemikalie. Podl'a odmeranej koncentracie izolovanej DNA boli vzorky
v 0,2 ml skimavkach nariedené tak, aby v objeme 45 ul bolo vysledné mnozstvo DNA 200 —
500 ng.

Tabul’ka ¢. 14: priprava chemikalii pre bisulfidicku konverziu

CT konverzny CT konverzny reagent (lyofilizat) + 750 | ikubécia 10 minut na trepacke
onverzny ul destilovana voda + 210 ul M - riediaci | pri izbovej teplote, skladovat’
pufor o .
pufor V -20 °C max. 1 mesiac
— R ~ T o
M—premyvaci | 6 ml M — premyvaci pufor + 24 ml 96 % skladovat pri izbovej teplote
pufor etanolu

K nariedenym vzorkam bolo pridanych 5 ul M —riediaceho pufru, zmes bola premieSana
pipetou a nechala sa inkubovat’ 15 mintt pri 37 °C. Po inkubacii bolo ku vzorkdm pridanych
100 pl CT konverzného pufru a nechali sa znovu inkubovat’ 12 — 16 hodin pri 50 °C. Nasledne
boli vzorky kratko sto¢ené na centrifiige. Prazdne kolénky Zymo — Spin IC Column umiestnené
Vv zbernej skumavke boli stocené pri 17000 x g, 30 sekund, nasledne do nich bolo
napipetovanych 400 ul M — vdzobného pufru a cely objem vzorky. Kolonky v skimavke boli
niekol’kokrat premieSané otacanim, std¢ané 30 sekiind na centrifige pri 14000 x g, supernatant
bol vyliaty a znovu umiestneny do zbernej skimavky. Ku vzorkam naviazanym na membranu
bolo pridanych 100 ul M — premyvacieho pufru a boli staicané¢ 30 sekund pri 14000 x g.
Supernatant bol opit’ vyliaty, do kolonky bolo pridanych 200 pl M — desulfona¢ného pufru,
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vzorky sa nechali stat’ 15 — 20 minut pri izbovej teplote a nasledne boli staicané 3 mintty pri
14000 x g. Po vyliati supernatantu bolo pridanych 200 ul M — premyvacieho pufru a vzorky
boli stocené pri 14000 x g, 30 sekind (krok bol zopakovany). Vzorky boli nakoniec umiestené
do 1,5 ml skimavky, na stred membrany bolo pridanych 12,5 pul M — elu¢ného pufru, inkubovali
sa 3 minuty pri izbovej teplote a boli stocené pri 14000 x g 30 sekind. Kolénka bola vyhodena
a vzorky uskladnené pri -70 °C.

5.9.2. Multiplexova metyla¢ne Specificka qPCR

Detekcia metylovanej DNA bola vykonana pomocou supravy PreCursor — M kit (Self-
Screen, Amsterdam, Holandsko). Princip stipravy spociva v kvalitativnej detekcii metylacii na
promoétoroch tumor supresorovych génov CADM1 (cell adhesion molecule 1), MAL (myelin
and lymphocyte) a miR124-2 (micro-RNA). Analyza je zaloZzena na TagMan technolégii (vid'.
podkapitola 5.7 real - time - kvantitativna PCR (qPCR)) kombinovanej s AACq analyzou. AACq
analyza urcuje relativny stupenl metylacie pozorovanych génov v porovnani s beznym stupfiom
metylacie, ktory nie je spajany s kancerogenézou.

Ako kontrola je pouzitd metylacne neSpecificka PCR pre referencny gén B — aktin,
sltiziaca na uréenie celkového mnozstva DNA v rekcii.

Pre kalibréaciu reakcie je pouzity nizko kopiovy plazmid DNA so znamym poctom kopii
pre Styri cielové gény (MAL, CADM1, miR124-2 a f — aktin).

Do prislusnych jamiek 96 - jamkovej platnicky Hard-Shell® Low-Profile Thin-Wall 96-
Well Skirted PCR Plates #HSP-9655 (Bio - Rad) bolo napipetovanych 10 pl dokladne
roztopeného a zvortexovaného PreCursor — M MM. Nasledne bolo k MM pridanych 2,5 pl
pripravenej konvertovanej templatovej DNA (50 ng), 2,5 ul vody do netemplatovej kontroly v
pozicii B1 a 2,5 pl dokladne roztopené¢ho a zvortexovaného PreCursor — M kalibratoru do
pozicie Al. Platni¢ka bola nasledne utesnena lepiacim optickym filmom, sto¢ena na centrifuge
a vlozena do termocycleru CFX96 Touch™ Real-Time PCR Detection System (Bio - Rad,

Hercules, California). Teplotny program nastaveny v cyclery je zobrazeny v Tabulke ¢ 15.

Tabul’ka €. 15: teplotny program- metylacne specificka qPCR

Program Pocet cyklov Teplota (°C) Cas (min.)
Preinkubacia 1 95 05:00
Denaturacia 45 95 00:15

Anelacia 63 00:50
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Ako pozitivna kontrola reakcie sluzi kalibrator v pozicii Al a ako negativna kontrola
netemplatova vzorka s vodou Vv pozicii B1. Na znacenie jednotlivych génov boli pouzité
florescen¢né farbicky emitujiice v zelenom (miR124-2), zltom (S — aktin), oranzovom (MAL)
a Cervenom (CADML1) spektre. Nastavenie reakcie a hodnotiacich kritérii bolo vykonané
prostrednictvom Bio — Rad CFX Manager 2.1 software a konecnd analyza vysledkov
prostrednictvom vyrobcom vytvoreného excel suboru, kde boli porovnané ziskané hodnoty

vzoriek s hodnotami $tandardov.

5.10. Hybridiza¢né metody

HPV SPF10-LiPA25: Kvalitativna identifikdcia DNA 25 genotypov HPV (6, 11, 16, 18, 31,
33, 34, 35,39, 40,42, 43, 44, 45, 51, 52, 53, 54, 56, 58, 59, 66, 68, 70, a 74) pomocou supravy
RHA Kit HPV SPF10-LiPA25, version 1 (Labo Bio-medical Products, Rijswijk, Holandsko).
Princip metddy spociva v hybridizécii denaturovanych a biotinylovanych amplikonov na
Specifické oligonukleotidové proby, ktoré su paralelne v linidch imobilizované na papierovom
prazku. Po hybridizacii a premyti je pridana alkalicka fosfatdza konjugovana so streptavidinom,
ktory sa naviaze na vytvorené biotinylované hybridy. Inkubacia s BCIP / NBT chromogénom

(substrat) umoziiuje vizudlnu interpretaciu vysledkov (fialové sfarbenie prazkov).

Amplifikdcia: PCR reakciou je pomocou primerov SPF10 amplifikovany region génu
pre obalovy protein L1 s dizkou 65 bp. V Tabulke &. 16a je zndzornena priprava PCR reakcie
a v Tabul’ke ¢. 16b teplotny program zvoleny v cyclery.

Tabul’ka ¢. 16a: priprava PCR reakcie - SPF10-LiPA25

Reagencie PCR Objem na jednu reakciu (ul)
PCR MM 20
DNA 5

Tabul’ka ¢. 16b: teplotny program - SPF10-LiPA25

Program Pocet cyklov Teplota (°C) Cas (min.)
Preinkubécia 1 94 09:00
Denaturacia 94 00:30

Anelacia 40 52 00:45

Polymerizacia 72 00:45
Finalna polymerizacia 1 72 05:00
- 1 14 0

Hybridizacia: Do prikrytého vodného kupela nastavené¢ho na 50 °C (+/- 0,5 °C) bol

ponoreny hybridizany roztok a premyvaci roztok (PR), ktoré sa nechali zohrievat’ na teplotu
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37 - 50 °C. Do vrchnej casti kazdého oznaceného Zliabku vo vanicke bolo napipetovanych 10
pl denaturacného roztoku a nasledne 10 pl biotinylovanych amplikénov. Zmes bola
niekol'kokrat premieSana pipetou a pripraveny denaturacny mix sa nechal inkubovat’ 5 minut
pri izbovej teplote. Do denaturovanych vzoriek boli pridané 2 ml predhriateho, pretrepan¢ho
hybridiza¢ného roztoku a naklananim vanicky bola zmes premiesand. Do jednotlivych Zliabkov
s roztokom boli ponorené pruzky s imobilizovanymi préobami, vanicka bola vlozena do
pripraven¢ho zakrytého vodného kupela s trepackou (SW22 Shaking Water Bath, Julabo,
Seelbach, Nemecko) a vzorky sa nechali inkubovat’ 1 hodinu. Rychlost’ trepania bola nastavena
na cca 55 RPM

Premyvanie: Po inkubacii bola vani¢ka vybrana z vodného kupela a roztok bol
odstraneny vakuovou odsavackou. Do Zliabkov boli nésledne napipetované 2 ml predhriateho
PR, vanicka bola 10 — 20 sekind premieSavana naklananim a PR bol odstraneny védkuovou
odsavackou (krok bol zopakovany). Po d’alSom pridani 2 ml predhriatecho PR bola vanic¢ka

inkubovana v pripravenom zakrytom vodnom kupeli s trepackou 30 minut.

Vizualizdcia: Po inkubacii a odsati PR boli pridané 2 ml oplachovacieho roztoku (OR),
(vopred pripraveného podl'a Tabulky €. 17). Pruzky boli ru¢ne premyvané naklananim vanicky
1 minatu a OR bol odsaty (krok bol zopakovany). Do Zliabkov boli nasledne pridané 2 ml
konjugaéného roztoku (vopred pripraveného podla Tabulky ¢. 18) a vani¢ka sa nechala
inkubovat’ 30 mintt na trepatke mimo vodného ktipel'a (PSU-10, Orbital Shaker, Biosan, Riga,
Litva) pri rychlosti 80 RPM. Po inkubadcii a odsati konjugacného roztoku boli prazky 1 minutu
naklananim oplachované v 2 ml OR a po odsati bol krok zopakovany. Nasledovalo oplachnutie
v 2 ml substratového pufru a inkubécia 30 minat v tme na trepatke mimo vodného kupela
vV 2 ml substratového roztoku (vopred pripravené¢ho podl'a Tabulky ¢. 18). Po inkubécii boli
prazky 2-krat rune premyté destilovanou vodou, pinzetou vybrané zo Zliabkov vanicky

a nalepené na interpretacny list. Hodnotené boli pozitivne reagujiice sondy.

Tabul’ka €. 17: Priprava oplachovaciecho roztoku

Oplachovaci Roztok
Pocet | Rinse [Sx] Voda Celkovy objem
pruzkov Ml ml ml
1,23 5 25 30
3,4,5 10 40 50
6,7,8 12,5 62,5 75
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Tabul’ka ¢. 18: Priprava konjugacného a substratového roztoku

Konjugaény Roztok Substratovy roztok
Potet Diluent Konjugat |Substratovy Substrat | Celkovy
prizkov Konjugatu [100x] Pufor [100x] objem
ul ul ul ul ml
1 30 2970 30 2970 3
2 50 4950 50 4950 5
3 70 6930 70 6930 7
4 90 8910 90 8910 9
5 110 10890 110 10890 11
6 130 12870 130 12870 13
7 150 14850 150 14850 15
8 170 16830 170 16830 17

CNS: Simultdnna kvalitativna identifikacia genomov 8 virusov (enterovirus, HSV-1, HSV-2,
VZV, HHV-6, CMV, EBV, JCV) a parazita Toxoplazma gondii pomocou stpravy RHA Kit
CNS (Labo Bio-medical Products). Princip metody je rovnaky ako pri HPV SPF10-LiPA25

(vid. vyssie).

Amplifikdcia: Namnozenie cielenych sekvencii DNA je zabezpecené pomocou
multiplexovej PCR v 2 reakciach so $pecifickou sadou primerov. Primery v MM 1 zachytavaju
genodmy HSV-1, HSV-2, VZV a HHV-6 a v MM 2 genémy CMV, EBV a JCV. Amplikony

oboch reakcii maju dizky do 200 bp (presné dizky vyrobcom neuvedené).

V Tabulke ¢. 19a je znazornena priprava PCR reakcie a v Tabul'ke ¢. 19b teplotny

program zvoleny v cyclery.

Tabulka ¢. 19a: priprava PCR reakcie — CNS

Reagencie PCR Objem na jednu reakciu (pl)
PCR MM 45
DNA 5
Tabul’ka €. 19b: teplotny program - Linear Array
Program Pocet cyklov Teplota (°C) Cas (min.)
Preinkubacia 1 94 09:00
Denaturacia 94 00:30
Anelacia 35 52 00:45
Polymerizacia 72 00:45
Finalna polymerizacia 72 05:00
- 14 00
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Hybridizacia: Do prikrytého vodného kuipel'a nastaveného na 50 °C (+/- 0,5 °C) bol
ponoreny hybridizacny roztok a premyvaci roztok, ktoré sa nechali zohrievat’ na teplotu 37 -
50 °C. Do vrchnej Casti kazdého oznaceného zliabku vo vanicke bolo napipetovanych 20 pl
denatura¢ného roztoku a nasledne 20 ul biotinylovanych amplikoénov z kazdej reakcie. Zmes
bola niekolkokrat premieSana pipetou a pripraveny denaturany mix sa nechal inkubovat
5 minat pri izbovej teplote. Do denaturovanych vzoriek boli pridané 2 ml predhriateho,
pretrepaného hybridizacného roztoku a nakldnanim vanicky bola zmes premieSana. Do
jednotlivych zliabkov s roztokom boli ponorené pruzky s imobilizovanymi probami, vanicka
bola vlozena do pripraveného zakrytého vodného kupela s trepackou a vzorky sa nechali

inkubovat’ 1 hodinu. Rychlost’ trepania bola nastavena na cca 55 RPM.

Premyvanie aj Vizualizdcia boli vykonané podla rovnakého postupu ako pri HPV

SPF10-LiPA25 (vid'. vyssie).

5.11. Statistické spracovanie vysledkov

Na urcenie Statistickej vyznamnosti zistenych hodnoét, bol pouzity Fisherov test. Tento
test je vhodny pre mensie vzorky dat, pretoze na rozdiel od inych metdd (chi — kvadrat) dava
presnt hodnotu vyznamnosti odchylky od nulovej hypotézy. Vysledok testu popisuje zavislost’
medzi testovanymi veli¢inami — t.j. ¢i je odchylka od nulovej hypotézy dostato¢ne vyznamna.

Bola testovana hypotéza, Ze pritomnost’ sledovaného markeru u HPV pozitivnych Zien
ma vplyv na progresiu lézii KM. Nulova hypotéza indikovala nezavislost’ pritomnosti
sledovanych markerov na progresii ochorenia.

Ako hladinu Statistickej vyznamnosti Fisherovho testu bola pouzitd obvykld hodnota
0,05, ktora povol'uje prijatie testovanej hypotézy s 95 % pravdepodobnostou.

Vypocet vlastnych hodndt Fisherovho testu pre konkrétne markery bol vykonany

pomocou Statistickych nastrojov programu MS Excel.
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6. Vysledky

6.1. HPV testovanie

Vsetky vzorky vybrané na testovanie boli screeningovym mMRNA APTIMA testom
ur¢ené ako HR - HPV pozitivne (14 HR typov). Prvym krokom analyz bolo potvrdenie
pritomnosti infekcie a urcenie konkrétnych typov virusu. Po izolacii DNA na to boli vyuzité
PCR detekcie pSGP, pGP 5+ / 6+ a pE6 / E7. V pripadoch, kedy bola pomocou sekvenovania
zistena infekcia viacerymi typmi HPV, bola vykonand identifikacia HPV DNA zalozena na
PCR a hybridizacii nukleovych kyselin HPV SPF10-LiPA25. Vysledky HPV testovania su

zobrazené v Tabulke ¢&. 20.

6.2. Detekcia vybranych biologickych markerov — analyzované vzorky

Markery HSV-1, HSV-2, VZV, HHV-6, CMV, EBV a JCV boli pre vysoku citlivost’
testované pomocou hybridizacie na pruzky pomocou sipravy RHA CNS. Pre zvy$né markery,
u ktorych hybridiza¢né testovanie nebolo mozné, boli vyuzité¢ prislusné zauzivané metody:
konvenéna PCR - HHV-8, gPCR - BKV, MCPyV detekcia rRNA — CT a bisulfidicka konverzia
- metylacie promotorov TSG. Vysledky testovania biologickych markerov st zobrazené

v Tabul’ke ¢. 20.

Tabul’ka ¢. 20:Vysledky testovania HPV a vybranych biologickych markerov

g 2
< . L . typ — | o 2 =
c ©o|w©|s \ > o
< histologia ey > [ 1313122 > > S 8 =
e n |22 || |N|X[D | @
al|sS Ww|O|I|(IZ|I|Z|(>|m|s|=2]|0O| E
1128 CIN I 31,56 | neg | neg |neg | neg | neg|neg|neg|neg|neg|neg | neg | neg
2136 CIN I 33 | neg | neg|neg|neg|neg|neg|neg|neg|neg|neg| neg | NA
3|36 CIN 11 16 neg | neg|neg|neg|neg|neg|neg|neg|neg|neg| neg | neg
4|24 CIN I 16 | neg | neg|neg|neg|neg|neg|neg|neg|neg|neg| poz | neg
5132 CIN 11 165251’ neg | neg |neg|neg|neg|neg|neg|neg|neg|neg | neg | neg
6 |36 CIN I 397’238’ neg | neg|neg|neg |neg |neg|neg|neg|neg|neg| neg | neg
7|27 CIN N (?éi’) neg | neg|neg|neg|neg|neg|neg|neg|neg|neg| neg | poz
8 |27 CIN I (11%) neg | neg|neg|neg|neg|neg|neg|neg|neg|neg| neg | poz
9124 CIN 11 16 neg | neg |neg|neg|neg|neg|neg|neg|neg|poz| poz | neg
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g > 5
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_§ o | histologia H>FIR/ o g % % i) % § % Q g 5 &
a¥ =
6, 11,
10117 CIN I 16, 18, | poz | neg | neg | neg | neg | neg | neg | neg | neg | neg | poz | poz
52
11133 CIN I 16 | neg | neg |neg|neg|neg|neg|neg|neg|neg|neg| neg | neg
12126 CIN 16 | neg | neg |neg|neg|neg|neg|neg|neg|neg|neg| neg | neg
16,
13120 CIN I 35;31526 neg | neg | neg | neg | neg |neg |neg|neg|neg|poz| neg | neg
70, 74
14128 CIN I 33 | neg | neg|neg|neg|neg|neg|neg|neg|neg|neg| neg | neg
15151 CIN 11 16 neg | neg |neg|neg|neg|neg|neg|neg|neg|neg | neg | poz
16|25 CIN I 16 | neg | neg|neg|neg|neg|neg|neg|neg|neg|neg| neg | poz
17136 CIN N 3(152)2 " | neg [ neg | neg|neg|poz|neg|neg|neg|poz|neg | neg | poz
18137 mil?rg:lni/le’:yzia 59 neg | poz|neg |neg |neg |neg|neg|neg|neg|poz| neg | poz
19135 CIN I, 18 | neg | neg |neg|neg|neg |neg|neg|neg|neg|neg| neg | poz
20132 CIN I 16 poz | neg | neg|neg |neg |neg|neg|neg|neg|neg | neg | poz
21130 CIN I 18 neg | neg | neg|neg |neg |neg|neg|neg|neg|neg| neg | poz
22137 CIN I 16 neg | neg | neg |neg |neg |neg|neg|neg|poz|neg | neg | poz
23140 CIN N 45 | neg | neg |neg | neg |neg|neg|neg|neg|neg|neg | neg | poz
24138 CIN I 16, 33 | neg | neg | neg|neg|neg|neg|neg|neg|neg|neg| neg | poz
25126 CIN I 16 neg | neg | neg |neg |neg |neg|neg |neg|neg|poz| neg | poz
26121 CIN I 16, 66 | neg | neg | neg |neg |neg [neg|neg |neg|poz|poz | neg | neg
27129 CIN 11 16 neg | neg |neg|neg|neg|neg|neg|neg|neg|neg | neg | poz
28129 CIN 111 16 | neg | neg|neg |neg |neg|neg|neg|neg|neg|neg | neg | neg
29| 37 ader}?‘k;iﬁiném 45 neg | neg |neg|neg|neg|neg|neg|neg|neg|neg | neg | poz
30|24 CIN 11 16 poz | neg | neg|neg |neg|neg|neg|neg|neg|neg| neg | neg
31|34 CIN 11 35 neg | neg |neg|neg|neg|neg|neg|neg|poz|neg | neg | poz
32141 CIN 111 52 | neg | neg|neg |neg|neg|neg|neg|neg|neg|neg| neg | poz
33|27 CIN 11 16553’ neg | neg |neg|neg|neg|neg|neg|neg|neg|neg | neg | poz
34132 CIN I 68 | neg | neg |neg|neg|neg|neg|neg|neg|neg|neg| neg | neg
35126 CIN 11 16 neg | neg | neg|poz|neg|neg|neg|neg|neg|neg| neg | poz
36| 26 CIN I 16 neg | neg | neg|neg | neg |neg|neg|neg|neg|poz| neg | NA
37136 CIN I 56 | neg | neg |neg|neg|neg|neg|neg|neg|neg|neg| neg | NA
38180 CIN 111 33 | neg | neg|neg|neg|neg|neg|neg|neg|neg|neg | neg | NA
39124 CIN I 52 | neg | neg |neg |neg|neg |neg|neg|neg|neg|neg| neg | neg
40| 34 CIN 11 31 neg | neg |neg|neg|neg|neg|neg|neg|neg|neg | neg | poz
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41127 CIN N 58 | neg | neg|neg|neg|neg|neg|neg|neg|neg|neg| poz | NA
42132 CIN 1((55:’)1’ neg | neg|neg|neg |neg|neg|neg|neg|neg|neg| neg | poz
43121 CIN I 6’343 ! neg | neg|neg|neg|neg|neg|neg|neg|neg|neg| neg | neg
44 | 62 CIN I 16 neg | neg|neg|neg|neg|neg|neg|neg|neg|neg| neg | poz
451 27 CIN 11 (3;1’) poz [ neg | neg|neg |neg|neg|neg|neg|neg|neg| neg | NA
46| 23 CIN 11 16653’ neg | neg |neg|neg|neg|neg|neg|neg|neg|neg | neg | poz
471 24 CIN 11 33 neg | neg |neg|neg|neg|neg|neg|neg|neg|neg | neg | poz
48| 26 CIN 11 16 neg | neg|neg|neg|neg|neg|neg|neg|neg|neg| neg | neg
49123 CIN I 16,52 | neg | neg | neg | neg | neg | neg | neg|neg|neg | neg | neg | neg
50121 CIN I 16 neg | neg|neg|neg|neg|neg|neg|neg|neg|neg| neg | neg
51138 CIN 11, 16 | neg | neg |neg|neg |neg |neg|neg|neg|neg|neg| ne
mikroinvézia g g |N€ég | neg | neg |neg|neg|neg  neg | neg g | poz
() — slabsie detegovana pozitivita NA - nebolo mozné analyzovat’

6.3. Detekcia vybranych biologickych markerov — kontrolna skupina

Pre markery, ktoré boli v analyzovanych vzorkach detegované, bola vykonana analyza

na kontrolnej skupine. VSetky vzorky kontrolnej skupiny boli screeningovym testom APTIMA

ur¢ené ako HPV negativne. Vysledky testovania kontrolnej skupiny st zobrazené

v Tabul’ke ¢. 21.

Tabul’ka ¢. 21: Vysledky testovania biologickych markerov u kontrolnej skupiny.

g

5 > S ) A

2 > > >

= X m > I 0 O

S 2 o O T T S = 3

1 33 neg neg neg neg neg neg neg
2 30 neg neg neg neg neg neg neg
3 62 neg neg neg neg neg neg neg
4 44 poz neg neg neg neg neg neg
5 30 neg neg neg neg neg neg neg
6 38 neg poz neg neg neg neg poz
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44 30 neg neg neg neg neg neg poz
45 33 neg neg neg neg neg neg poz
46 45 neg neg neg neg neg neg neg
47 23 neg neg neg neg neg neg neg
48 37 neg neg neg neg neg neg neg
49 31 neg neg neg neg neg neg neg
50 30 neg neg neg neg neg neg neg
51 37 neg neg neg neg neg neg neg

6.4. Statisticka analyza

Sledovany stibor 51 Zien bol $tatisticky spracovany pomocou Fisherovho testu s nulovou
hypotézou vid'. kapitola Material a metody podkapitola Statistické spracovanie vysledkov.

Tento subor bol porovnany s kontrolnou skupinou 51 HPV negativnych Zien.

Fisherov test bol vykonany pre vSetky detegované markery okrem metylacii. Vzhl'adom
na fakt, ze detegovanie metylécii je v niektorych krajinach zavedené do praxe ako schvéleny,
vedecky overeny test, pouzivany pre ohodnotenie pretrvavajuceho transformac¢ného pdsobenia
HPV a bunku, nebolo nutné vykonavat’ d’alSie kontrolné analyzy.

V Tabulke €. 22 su zobrazené vysledné hodnoty pocetnosti jednotlivych markerov

v analyzovanych vzorkach a v kontrolach a k nim prislusné hodnoty Fisherovho testu.

Tabulka ¢. 22: Vysledky Statistickej analyzy pomocou Fisherovho testu

%}
‘ o] 2 |
marker SIS |S >> A >
wlS|lalalT|T ﬁ i 5 S/ T
W O|[T|T|T|T|>|m|>|=|0O|E
analyzované vzorky
(N = 51) 41111101 ]0|0(fO0] 4 6 | 4|26
kontrolna skupina ) | )
(N = 51) 41110 0 1 3 13
vyznamnost® odchylky od nulovej
hypotézy 1|11 -{212}|-|-1-1036|049| 1] -
(p =0,05)
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7. Diskusia

Vyvoj progresie tazkych 1ézii kr€ka maternice (CIN II/ III) je vel'mi nepredvidatelny.
Aktualne vysetrenia vyuzivané v gynekologickom screeningu nie st schopné odlisit’ 1ézie,
ktoré vplyvom imunitného systému ustapia od tych, ktoré budu d’alej progredovat az ku
karcindmu. Vicsina tychto 1ézii je preto dnes lieCend chirurgickym zésahom, ¢o vo vécSine
pripadov znamena prehnant liecbu a zbytocné komplikéacie. Definovanie prognostickych
biomarkerov by mohlo poméct’ v odliseni zien s prechodnou infekciou od zien v riziku pre
vyvin karcindému.

Cytologické screeningové vysetrenie, ktoré¢ aktudlne prevladda, zachyti tazké 1ézie
s vysokou Specificitou. Pre nizku citlivost’ vSak vel'a ohrozenych Zien tito metéda nezachyti.
V porovnani s cytologickym screeningom, HPV testovanie zachyti takmer vsetky rizikové
zeny. Nevyhodou tohto typu vySetrenia je ale jeho nizka Specificita, ktord by sa dala zvysit
prave pomocou vhodnych biologickych markerov. Tekutd (LBC) cytologia, ktord pomohla
vylepsit’ kvalitu cytologického vySetrenia, poskytuje zéroven idedlny materidl na testovanie
pritomnosti virusu HPV.

Je zname, Ze pretrvavajuca infekcia virusom HPV je nevyhnutnym ale nie posta¢ujicim
faktorom pre rozvoj KKM. Uloha v progresii tohto ochorenia bola popisand u mnohych
faktorov - fajcenie, Casté striedanie sexualnych parterov, nizky vek pri prvom pohlavnom styku
atd’.. V poslednych rokoch su intenzivne Studované rozne biologické markery, ktoré by mohli
podporovat’ karcinogenézu KM. Partia medzi ne napriklad sexualne prenosné virusy a baktérie
alebo epigenetické zmeny DNA. Prave tieto markery by mohli slazit’ pre lepSie rozpoznanie

rizika vyvinu karcinomu u HPV pozitivnych Zien.

7.1. Kvalita a kvantita DNA

Vzhl'adom na velkosti usekov DNA potrebnych na analyzy virusov bolo po izolacii
potrebné dosiahnut’ DNA v kvalite minimalne 300 bp. Tekuté cytologia, z ktorej bola izolovana
testovand DNA, predstavuje nativny material. Takymto spdsobom konzervécie, na rozdiel od
FFPE vzoriek, nie je DNA nijakym sposobom degradovana. Kvalita DNA byva preto po
izolacii vysoka a nie je nutné vykonavat’ dodatocné testy.

Pri analyze mikroorganizmov z bezbunkovych materialov su vynosy izolovanej DNA
vacSinou nizky a st preto spekrofotometricky tazko stanovované. Meranie koncentracie
skresl'ovala aj nosicova RNA, ktord sa pouZziva pre zvySenie celkového vytazku DNA (alebo

RNA). Vysledné koncentracie izolovanej] DNA virusov boli preto merané iba orientacne. Pri
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izolacii DNA na néslednu analyzu metylécii boli namerané koncentracie klI'icové pre riedenie

DNA na pozadované mnozstvo potrebné pre reakciu.

7.2. Rozbor vysledkov

Ako mozné biologické markery boli vybraté najmid mikroorganizmy, u ktorych sa
v mnohych studiach diskutovala ich mozna spolutcast’ na vzniku alebo progresii tazkych 1ézii
KM. Medzi najviac Studované patria niektoré druhy rodiny herpesvirusov alebo baktéria
Chlamydia trachomatis.

Pre Castu infekciu genitalneho traktu je jednym z najviac analyzovanych biomarkerov v
stvislosti s KKM herpesvirus CMV. Marinho-Dias a Sousa (2013) zosumarizovali dostupné
Stadie, od roku 1980 do 2011, zaoberajtce sa ulohou CMV pri vyvoji KKM. Prisli k zaveru, ze
infekcia CMV sa Casto objavuje v roznych stadiach karcinogenézy, pri¢om frekvencia vyskytu
je u karcinému in situ a u invazivneho karcindmu vyssia ako v normalnych nalezoch. Vyskyt
infekcie ale neukazoval stiipajiicu tendenciu pri progredujtcich 1ézidch. Vzrastajuca frekvencia
preto mohla korelovat’ s reaktivaciou virusu. Doteraz teda nebolo objasnené, ¢i je CMV iba
oportunistickym patogénom u HPV pozitivnych zien alebo prispieva k HPV asociovanej
karcinogenéze. V nasej $tadii bol detegovany iba jeden CMV pozitivny pripad, u pacientky
s 1éziou CIN III spojenou s mikroinvaziou, ale taktiez v jednom pripade kontrol.

Jedenkrat bola u pacientok s CIN 1l potvrdena aj pritomnost’ virusu HHV-6. Chen a kol.
(1994) po prvykrat in vivo detegovali pritomnost’ tohto virusu spolu s HPV16 v bunkach CIN
a KKM. Broccolo akol. (2008) neskor demonstrovali pritomnost HHV-6 infekcie signifikantne
CastejSie v tazkych 1éziach KM a tym aj moZnu spolupracu na vyvoji KKM, avsak najnovsie
publikacie tieto tvrdenia zatial' nepotvrdili (Amirian a kol. 2013). VV kontrolnej skupine
pritomnost’ HHV-6 potvrden4 nebola.

Vztah herpesvirusu HSV-1 v savislosti s infekciou buniek KM nebol potvrdeny
(Lanham a kol. 2001, Zhao a kol. 2012) a je Studovany vel'mi malo. V nasej §tadii bol potvrdeny
u jednej pacientky s CIN 111 a u jednej kontroly. Na rozdiel od HSV-1, je pre Castejsiu infekciu
genitalnej oblasti venovana omnoho vicésia pozornost’ virusu HSV-2. Spolu s CMV a baktériou
Chlamydia trachomatis patri HSV-2 medzi najStudovanejSie potencidlne kofaktory pri
progresii karcinogenézy KM. Asocidcia virusu HSV-2 s KKM bola prvykrat popisovana
v sedemdesiatych rokoch (Rawls a kol. 1968), este pred navrhnutou hypotézou, Ze tento
karciném je v kauzalnom vzt'ahu prave s virusom HPV. U pacientov s KKM bola v epiteloch

preukdzana CastejSia pritomnost HSV-2 DNA a vyssi level protilatok proti tomuto virusu ako

70



u kontrolnych 0sob (Smith a kol. 2002). Tvrdenia $tadii vSak stale nie st konzistentné (Lehtinen
a kol. 2002, Muiioz a kol. 2006, Zhao a kol. 2012). Cao a kol. (2014) preto urobili metaanalyzu
20 stadii, ktoré popisuju 3337 zien s KKM. Vysledok ich stidie nepotvrdil nepriaznivy a¢inok
virusu HSV-2 na vyvoj karcinomu. V nasej $tadii pritomnost HSV-2 nebola potvrdena ani
Vv jednej vzorke. Detegované neboli ani herpesvirusy VZV a HHV-8. V pripade virusu HHV-8
nebola preukazana jeho asociacia s KKM (Lanham a kol. 2001, Brasil Cda a kol. 2013) aj
napriek skutoc¢nosti, ze je tento virus prenosny pohlavnym stykom a je schopny vyvolat
nadorové ochorenie. Infekcia VZV §tudovana zatial’ v bunkach KM in vivo nebola.

Z herpesvirusov bol najcastejSie detegovany virus EBV. Jeho pritomnost bola
potvrdend u 4 pacientok s Iéziami CIN III. Niekol'ko studii preukéazalo asociaciu EBV pri vyvoji
KKM. Dokazali pritomnost znaéného mnozstva EBV v HPV pozitivnych CIN [éziach.
Predpokladali, ze EBV nie je iba komenzalnym patogénom pritomnym popri infekcii HPV, ale
ze jeho kooperacia s HPV moze prispievat’ k indukcii a vyvoju karcinogenézy (Santos a kol.
2009, Khenchouche a kol. 2013). Konkrétna tloha EBV v asociacii s KKM vs$ak zatial
vysvetlena nebola. Pozitivne vysledky pri detegovani pritomnosti virusu by teoreticky mohli
znamenat’ iba infekciu pritomnu v stromalnych lymfocytoch (Shoji a kol. 1997). Tuto hypotézu
potvrdzuju aj nalezy v kontrolnej skupine, kde bol virus EBV taktiez detegovany 4-krat.

Ako 0 moznych kofaktoroch pri vyvoji KKM sa hovori aj v savislosti s polyomavirusmi,
ktoré boli najdené v Sirokom spektre bunkovych typov. Asociaciu BK virusu s KKM popisuje
Comar a kol. (2011). Pritomnost polyomavirusovej DNA detegovali v 44 %
neopléazii vysokého stupiia, z ¢oho 83 % bolo pozitivnych na virus BK. Sekvencie virusu boli
pritom najfrekventovanejSie v 1éziach vysokého stupiia spolu s pritomnostou HPV typu 16.
Tieto vysledky poukazuji na moznu spolupracu virusu BKV s HPV 16 pri bunkovej
transformécii. Mohlo by to ale znamenat aj fakt, Ze podmienky na replikdciu virusu BK su
lepsie v HPV 16 pozitivnych predrakovinovych 1éziach ako v HPV 16 negativnych bunkach.
Hypotézu moznej koexistencie BKV a HPV, ale nie ich spoluprace, podporuje aj
Fraase a kol. (2012). V nasej Studii pritomnost’ BKV vo vzorkach detegovana nebola.

Virus JC bol detegovany 4-krat. Jeho spojitost s KKM nie je intenzivne Studovana
a pozornost’ sa venuje pacientom s 0slabenou imunitou. Pri porovnavani cervikalnych sterov
a vzoriek z KKM bol u HIV pozitivnych Zien v karcindmoch zaznamenany trojnasobne vyssi
vyskyt virusu JC ako v steroch. Vo vzorkach HIV negativnych Zien sa signifikantny rozdiel
medzi stermi a karcindmami nepotvrdil. Mozno teda usudzovat, ze JC virus v kombinacii

s HR - HPV infekciou méze ovplyviovat’ progresiu karcinogenézy smerom ku KKM iba
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u pacientov s oslabenou imunitou (Alosaimi a kol. 2014). V kontrolnej skupine bol virus JCV
detegovay v jednom pripade.

Najcastejsie, az 5-krat vo vzorkach s CIN III a raz vo vzorke pacientky s mikroinvaziou
bol detegovany polyomavirus MCPyV. Pritomnost’ tohto virusu v bunkach KKM bola
detegovana viacerymi $tadiami. Ziadna vSak zatial nestanovila jeho priamu stvislost
s karcinogenézou (Imajoh a kol. 2012, Salehi-Vaziri a kol. 2015). V kontrolnej skupine boli
MCPyV pozitivne 3 vzorky.

NajintenivnejSie Studovany marker predstavuje baktéria Chlamydia trachomatis.
Priama uloha tejto baktérie v karcinogenéze KM je popisovana mnozstvom $tadii (Koskela a
kol. 2000, Arnheim a kol. 2011). Avsak napriek tomu, Ze epidemiologické Studie uvadzaju
pozitivnu asociaciu CT s HPV asociovanymi tazkymi léziami a KKM a in vitro stadie
poukazujii na schopnost’ CT indukovat’ genetické poSkodenia a neoplasick¢é zmeny,
molekularny mechanizmus potvrdzujuci Specifickti ulohu CT v patogénze doposial’ nie je
znamy. Castd pritomnost CT v bunkdch KM je mozné vysvetlist' celosvetovo vysokou
4-krat a u kontrolnej skupiny 3-krat.

Jediny marker, u ktorého je potvrdena spojitost s KKM je epigenetické umlcanie
promoétorov TSG metylaciou. Hypermetylacia génovych promotorov je povazovana za zasadny
krok v ranej karcinogenéze KKM. Viaceré §tudie sledovali Groven metylacie génov CADMI,
MAL a miR124-2, ktoré brania nadorovému bujneniu buniek. Vysledky stadii ukazuju, Ze
stupeit metylacie tychto génov v HR - HPV pozitivnych cervikalnych steroch koreluje so
stuptiom a diZkou trvania infekcie. Metylaénou analyzou je tak detegovanych az 100 % KKM
a vicsina prekancer6z zavaznosti CIN 11 (Bierkens a kol. 2013, De Strooper a kol. 2014).
V nasej $tudii bol pozitivny metyla¢ny status zaznamenany v 23 pripadoch CIN 11, obidvoch
pripadoch mikroinvazie a aj pri adenokarcinéme. Epigenetické uml¢anie TSG DNA metylaciou
v cervikalnych prekancerdzach je preto Coraz viac povaZzované za vhodny biomarker pri
urovani zavaznosti a progresii ochorenia u HR - HPV pozitivnych pacientok. Prave pre
potvrdeny vplyv metylacii na progresiu KKM neboli v naSej $tudii vykonavané doplitujuce
testy na kontrolnej skupine.

Po Statistickom porovnani vysledkov ziskanych z analyz oboch testovanych skupin,
nebola asocicia s progresiou KKM potvrdena u Ziadneho z mikrobiolockych markerov.

Vzhl'adom na vel'mi vysoku prevalenciu vacsiny sledovanych markerov v populécii, je
tazké stanovit’ ich kauzalne spojenie so vznikom alebo progresiou karcindmov. Je velmi

pravdepodobné, ze sa v testovanych tkanivach nachadzaja iba ako oportunistické patogény a na
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chorobu nemajt nijaky vplyv. Pripadne mozu negativne posobit’ iba pri imunitnom oslabeni
organizmu u pacientov s AIDS alebo po transplantaciach organov.

Hoci sa v pripade MCPyV nepotvrdil samostatny vplyv na karcinogenézu, nie je
vylicené jeho pdsobenie v kombinacii s inym markerom. Boli zaznamenané iba dva pripady
koinfekcie dvoch sledovanych markerov (bez pritomnosti pozitivnej metylacie), pricom
Vv obidvoch bol jednym z markerov MCPyV (MCPyV + CT, MCPyV + JCV).

Podl'a ocakavania bol vplyv na progresiu karcinogenézy potvrdeny u metylacii
promotorov. Tento marker je uz v niektorych krajindch vyuzivany na vyselektovanie zien
V ohrozeni a je vd’aka nemu mozné obmedzit' mnozstvo zien, odoslanych na d’al$ie vysetrenia.
Podla zisteného metyla¢ného statusu by bolo z nasich vzoriek vyradenych 48 % pacientiek.
Viac ako polovica z nich by v8ak bola oznacena za rizikové, pricom je takmer vylucené, aby sa
u vSetkych tychto Zien v budicnosti vyvinul karcindm. Dokézané pritomnost’ metylacii TSG
génov CADM1, MAL a miR124-2 teda dokaze signifikantne zniZit' mnozstvo zien v moznom
riziku, ale iba do istej miery. Aberantna DNA metylacia bola nedavno dokazana aj pri génoch
DLX4 a SIM1 v asociacii s nalezom 1ézii nizSicho stupiia (Sakane a kol. 2015). Je teda
pravdepodobné, Ze pri roznych stupiioch zavaznosti 1ézie st viac metylované rozlisné gény.
Moznostou dokladnejsej selekcie zien v 0hrozeni by teda mohlo byt objavenie d’alSich génov,
ktorych metylacia by bola pre tazké 1ézie charakteristickej$ia. Medzi najnovsie Studované
perspektivne gény s citlivostou pre t'azké 1ézie patri gén FAM19A4 (De Strooper a kol. 2014).

V minimalne 9 pripadoch bol okrem metylacie pritomny aj iny sledovany marker. Nie
je teda vylucené, Ze Specificita metylacii by sa dala, podla ziskanych vysledkov, zvysit
kombinaciou s analyzou sledovanych mikroorganizmov. V dvoch pripadoch 1ézii CIN Il
a Vv jednom pripade mikroinvazie bola s metylaciou zaroven potvrdend aj pritomnost’ dvoch
d’alsich markerov (MCPyV + CMV, JCV + HSV-1 a CT + EBV). V 6 vzorkach bol popri
metylacii detegovany jeden marker (EBV, 2 x JCV, 2 x MCPyV a HHV-6) a v troch d’alSich
bol detegovany marker (EBV, CT a MCPyV), pricom metyla¢ny status nebolo mozné dokazat'.

Rozdiely medzi naSimi vysledkami v porovnani s inymi Studiami, ktoré potvrdzuju
asociaciu jednotlivych faktorov so vznikom a / alebo progresiou KKM, mozu byt spdsobené
predovsetkym v odliSnom Studovanom materidly. Vo vicsine $tudii boli na analyzu vyuZzivané
biopsiou odobraté tkaniva KM s 1éziami alebo priamo s karcindmom. NaSe vzorky pochéadzali
Z povrchového steru KM, preto nebolo mozné zachytit’ pripadnu infekciu v hlbsich Castiach
epitelu. Nie je preto vylucené, ze sledované markery negativne ovplyviiuji bunky KM blizsie

k bazalnej membrane a nie je ich vzdy mozné detegovat’ cytologickymi stermi.
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Ked'ze cielom nasej prace bolo najst’ marker, ktory by mohol zvysit' $pecificitu HPV
testovania vykonavaného prave z cytologickych sterov, je nevyhnutné, aby sa vybrany marker
nachadzal v povrchovej vrstve epitelu. Vyskyt markeru v bunkach neziskatenych sterom je

preto pre ucely pravidelného preventivneho screeningu bezpredmetny.
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8. Suhrn

e Pomocou roznych molekularno-biologickych metdd boli v cytologickych vzorkach
kréka maternice od 51 pacientok s predrakovinovymi léziami stupna CIN III+
detegované: 1-krat virusy CMV, HSV-1 a HHV-6, 4-krat virusy EBV, JCV a baktéria
Chlamydia trachomatis, 6-krat virus MCPyV a 26-krat metylované promoétory
tumorsupresorovych génov CADM1, MAL a miR124-2. Ani v jednom pripade neboli
detegované virusy HSV-2, HHV-8, VZV a BKV.

e Pre markery, ktorych pritomnost’ bola vo vzorkach potvrdena, boli vykonané testy na
kontrolnej HPV negativnej skupine 51 zien. Bola detegovand pritomnost’: 1-krat CMV
a JCV, 3-krat Chlamydia trachomatis a 4-krat virus EBV. Virusy HSV-1 a HHV-6

u kontrolnej skupiny detegované neboli.

e Po porovnani analyzovanej skupiny s kontrolnou skupinou pomocou Fisherovho testu
nebola preukazana asociacia tychto markerov s progresiou predrakovinovych zmien
krcka naternice. Kontrolné testovanie nebolo vykonané v pripade metylacii, ked’Ze tento
marker je mnohymi §tadiami overeny a v praxi pouzivany ako komer¢ny test, pouzivany
pre ucel ohodnotenia pretrvavajuceho transformacného posobenia virusu HPV na

bunku.

e Detekcia metylacie analyzovanych TSG dokaze vyselektovant pacietky v riziku iba do
urcitej miery. Stale to nie je postaujuci marker, ktory by dokéazal zvysit’ Specificitu

HPV testovania na potrebnll uroven.

e Sledované mikrooganizmy podla ziskanych vysledkov nie sii samostatne vhodné ako
markery, ktoré by zvysili Specificitu HPV testovania. Nie je ale vylucené ich vyuzite v

kombinovanej detekcii infekcie alebo v kombinécii s analyzou metyla¢ného statusu.
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