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ABSTRAKT

Incidence analnich premalignich 1ézi a karcinomu anu v posledni dobé stoupa,
a to zejména mezi rizikovymi skupinami populace. V soucasné dobé v Ceské
republice neexistuje Zadny preventivni screeningovy program, ale do budoucna
se predpoklada jeho zavedeni alespori mezi rizikové skupiny populace.
Teoretickd cast bakaldfské prace seznamuje ¢tendfe s obecnymi informacemi

o lidskych papilomavirech, ale i o zptisobu jejich detekce a mozné prevenci.

V experimentdlni ¢asti byly na vysledcich vzorki od 150 HIV pozitivnich
muzl majicich sex s muzi porovnany dvé metody, které by mohly byt pro
screening vyuzity. Jako vhodnéjsi se ukdzala metoda Anyplex II HPV 28 pred
metodou GP5+/6+ RLB. Vyhodou metody Anyplex II HPV 28 je mozna
automatizace testu a fakt, Ze je vhodnéjsi pro detekci vzorkt s multiplicitnimi
infekcemi HPV neZ metoda GP5+/6+ RLB. Obé tyto metody by vSak bylo vhodné
pouzivat pro tridZz pacient(i v uvazovaném screeningovém programu karcinomu

anu.

Dale bylo zjisténo, Ze samotna detekce HPV neni dostacujici pro pfesné urceni
diagndzy. Do uvazovaného screeningu bude tedy pravdépodobné nutné zaradit

molekularné biologickou detekci HPV spolu s cytologickym vysSetfenim.

Bakalaiska prace také potvrdila nutnost vice propagovat primarni prevenci,
tedy ockovani. V pripadé proockovanosti sledované rizikové skupiny vakcinami
dostupnymi na ¢eském trhu by se az 36 % sledovanych pacienti nyni nepotykalo

s infekci vysoce rizikovymi HPV typy.

Kli¢ova slova

lidské papilomaviry (HPV); analni karcinom; screening; HIV; muzi majici sex

s muzi; GP5+/6+ RLB; Anyplex II HPV 28



ABSTRACT

Recently the incidence rate of anal intraepithelial neoplasia and anal
carcinoma has been increasing mainly in the risk population. Even though no
screening programme used for prevention is currently available in the Czech
Republic, its implementation into the risk populations is expected in the future.
The theoretical part of the bachelor thesis presents general information about
Human papillomaviruses as well as methods of their detection and possibilities

of prevention.

The results of the two perspective screening methods from 150 HIV positive
men having sex with men were compared in the experimental part of the thesis.
The Anyplex Il HPV 28 method has proved to be more eligible than the GP5+/6+
RLB testing considering the possibility of automation and capability of detection
of multiple HPV infections. However, both methods are adequate for triage in

the screening programme for anal cancer.

Furthermore, it has been found out that HPV detection alone is not sufficient
for an accurate diagnosis. Therefore, it will be necessary to include another
molecular biological detection method of HPV together with a cytological

examination of risk patients in the screening.

The bachelor thesis also has confirmed the necessity to promote primary
prevention, especially vaccination. It has been concluded that up to 36 % of
subjects from the monitored risk group of patients would not have suffered from
high-risk HPV type infection if they have been vaccinated with prophylactic

vaccines available in the Czech market.

Keywords

human papillomavirus (HPV); anal cancer; screening; HIV; men having sex

with men; GP5+/6+ RLB; Anyplex I HPV 28
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1 UVOD

Infekce lidskymi papilomaviry je v populaci béZna, diky medialni propagaci
ji vSak vétsina lidi ma spojenou pouze s karcinomem déloZniho ¢ipku a malokdo
tusi, Ze tyto viry jsou zodpovédné za mnohem vice onemocnéni. Smyslem této
prace ma byt sezndmeni ctendfe se zdkladnimi informacemi o lidskych
papilomavirech, o jejich zZivotnim cyklu, o tom, za jakd onemocnéni jsou
zodpovédnd, jak je mozné témto onemocnénim pfedchazet a jak lze tyto

problémy vcas odhalit.

Vzhledem k tomu, Ze se jednd o velmi komplexni problematiku, je prace vice
zaméfena na prekancerdzni léze a karcinom anu, ktery se ¢im dal castéji objevuje
u rizikové populace, kterou mohou byt napfiklad pacientky sjiz dfive
diagnostikovanym karcinomem délozniho ¢ipku nebo HIV pozitivni osoby, a to
zejména muzi majici sex s muzi. Pravé skupiné HIV pozitivnich muzi majicich
sex s muzi se vénuje studie ,Validace analyzy metylace promotort TSG
spojenych s HPV indukovanou karcinogenezi jako screeningového vysetfeni
analniho karcinomu v rizikové populaci”, kterd poskytla cennd data i do této
bakalarské prace. Jednim z cilt této studie je propagace prevence u rizikovych
osob a zavedeni co nejlepsiho screeningového postupu pro vcasné odhaleni
abnormalit v analnich stérech. Bakalafska prace je zaméfena na porovnani dvou
molekularné biologickych metod, které by mohly v budoucnu slouZit pravé pro

detekci HPV v rdmci screeningu rizikové populace.
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2 CILE PRACE

Vzhledem ke zvysujici se incidenci prekancerdznich 1ézi a karcinomu anu, a to
zejména u urcitych skupin, bude nutné v budoucnu zavést novy screeningovy
program, jehoZz obdoba funguje napiiklad v gynekologii jako prevence proti
karcinomu délozniho ¢ipku, aby doslo k zachytu rizikovych jedincti a véasnému
zahdjeni 1écby. Vzhledem knizké citlivosti cytologického vySetfeni bude
pravdépodobné nutné do screeningu zahrnout i molekuldrné biologické metody
detekce HPV. Cilem této bakalarské prace je porovnat metody GP5+/6+ RLB

a Anyplex I HPV 28, které by mohly byt soucasti screeningového programu.

Metody budou porovndny jak z hlediska ndrocnosti pfipravy vzorkd, tak na
zakladé citlivosti a specificity testu a schopnosti detekovat multiplicitni infekce
HPV ve vzorku. Diky dostupnym datiim z probihajici studie ,Validace analyzy
metylace promotori TSG spojenych s HPV indukovanou karcinogenezi jako
screeningového vySetfeni andlniho karcinomu v rizikové populaci” bude

metody mozné porovnat i na zdkladé realnych vysledkd.

Dale bude mozné porovnat i dva zptisoby odbéru vzorki z analniho kanalu,
tedy slepy odbér vzorku a odbér vzorku pfi anoskopii, a to zhlediska

molekularné biologického i cytologického vySetfeni.

Diky dostupnym datiim bude mozné posoudit, jaka by byla prevalence HPV
u studované rizikové populace, kdyby byla v rdmci preventivnich programu
vcas proockovana, a na zakladé toho zjistit, zda by bylo vhodné vice propagovat

primarni prevenci, tedy vakcinaci.
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3 PREHLED SOUCASNEHO STAVU

3.1 Lidsky papilomavirus

Papilomaviry zahrnuji rozmanitou skupinu virti infikujicich epitely vyssich
obratlovcti. Existuji papilomaviry bovinni, kralici, kfec¢i, kozi, ov¢i, psi, ptaci atd.
Jejich vyvoj probihd jiz miliony let. Lidsky papilomavirus (HPV, Human

papillomavirus) je virus infikujici, jak vyplyva z ndzvu, pouze clovéka [1-3].

3.1.1 Zakladni informace

Lidsky papilomavirus je maly neobaleny virus s dvoufetézcovou DNA
vyskytujici se po celém svété. Patii do celedi Papillomaviridae. Je pfenasen pfimym
kontaktem, nejcastéji se jedna o sexudlni styk. HPV patfi mezi nejcastéji pohlavné
pfenosné infekce. Pfendsi se jak vaginalnim, tak andlnim i ordlnim sexem.
K pfenosu mtize méné casto dochdzet i z infikované téhotné matky na potomka
béhem porodu, pifipadné pouhym kontaktem kiize a sekretu infikovaného
jedince nebo kontaminovanymi pfedméty. Papilomaviry infikuji epitely ktize
nebo sliznice. Mezi obecné rizikové faktory pro infekci HPV patfi brzky pocatek
sexualniho Zivota, vetsi pocet sexualnich partnerti, promiskuita a také imunitni

stav jedince [3-10].

3.1.2 Taxonomie HPV

v/

Papilomaviry se déli dle rtiznych kritérii na nékolik skupin. Nejznaméjsi je
déleni na nizce rizikové typy neboli neonkogenni typy, a na vysoce rizikové
neboli onkogenni typy. Mezi nizce rizikové LR (z angl. low risk) HPV typy patfi
napft. typy 6, 11, 40, 42, 43, 44, 54, 61, 72 a 81. Mezi vysoce rizikové HR (z angl. high
risk) HPV typy se fadi nejznaméjsi typy 16 a 18 a dale typy 31, 33, 35, 39, 45, 51,
52, 56, 58 a 59 [2-4, 8, 11-13].
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Bylo identifikovano jiz vice nez 200 typt lidskych papilomavir{i, u nichz je
znama jejich sekvence DNA. Pravé na zakladé rozdilt v jejich sekvencich byly
HPV rozdéleny do péti rodt — Alfa, Beta, Gama, Mi a Ny. Na Obrazku 1 je

znazornéna typicka organizace genomu Alfa, Mi a Beta HPV [1, 2].

Legenda: E = geny Casné taze infekce, L = geny pozdni taze infekce, LCR = dlouhakontrolni
oblast, PAE = poloha ¢asné polyadenylace, PAL = poloha pozdni polyadenylace

Obrazek 1— Typickd organizace genomu Alfa, Mi a Beta HPV [1]

Papilomaviry Alfa napadajici sliznice zahrnuji LR HPV typy, nejcastéji
zplisobujici genitalni bradavice, i HR HPV typy, které jsou zodpovédné za vznik
anogenitalnich neoplazii. Beta a Gama typy jsou nejcastéji detekovany na kuazi
a ve vlasovych cibulkdch a vétSinou nezpusobuji zadné onemocnéni, pouze
prezivaji a mnozi se v burikach hostitele. Bylo izolovano vice nez 40 typt Beta
HPV a 50 typt Gama HPV a jejich pocet neustale roste. Tyto typy se casto spolu
s nizce rizikovymi typy Alfa vyskytuji na kazi lidi, kde jsou zodpovédné za
vétSinu koznich bradavic na dlanich a chodidlech. Beta HPV jsou povaZovany za
kofaktor vzniku karcinomu kiize. Ten se vyskytuje pouze ojedinéle, a to zejména
u lidi s oslabenou imunitou. Gama HPV mohou zptisobovat benigni kozni l1éze.
Nékteré Gama a Beta HPV typy byly detekovany i v ustni dutiné. Bylo zjisténo,
ze i pres genetickou podobnost mezi nékterymi typy HPV, mtize byt jejich

patologie velmi odlisna [1, 2, 6, 10, 14].
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3.1.3 Zivotni cyklus viru

Papilomaviry infikuji bazalni vrstvy bunék epitelu, cozZ je umozZnéno napt.
mikroporanénim. Lidské papilomaviry také casto infikuji tzv. transformacni
zonu, tedy misto, kde se setkavaji dva epitely — dlazdicovy a cylindricky, coz je
napt. na déloznim ¢ipku nebo anu. Schematicky je postup infekce a rozsifeni 1ézi

naznacen na Obrazku 2 [1-3].

1. INFEKCE 3.PROKAZATELNE LEZE

PORANENT

)
'"'"‘n‘mﬂ""”'“

papilomavirova castice TA TA
vazajici se na bazalni laminu

2. TVORBA LEZI

kmenova burika
genom se udrzuje
v amplifikovanych (TA) bazalnich
infikovanych kmenovych burikach pred asymetrickym
bunék udrzuje 1ézi bunéénym délenim a diferenciaci
4. REGRESE V DUSLEDKU IMUNITNI REAKCE

pomalé déleni

Paméfové
T-buriky

ROZDELEN{
Zd

virus infikuje v disledku poranéni dochézi

kmenové buriky k opravam bazalni vrstvy, coz
spociva v amplifikaci bunék

obsahujicich genom HPV

nasleduje regrese 1ézi; T-buriky pravdépodobné z ditvodu
absence virovych proteinti potlacuji expresi virovych
genu a udrzuji nizkou hladinu virového genomu

Obrizek 2 — Tvorba lézi v diisledku HPV infekce [1]

Vstup viru do bunék epitelu je umoznén po interakci virové kapsidy
s primarnim receptorem, heparin sulfatovymi peptidoglykany, které rozpoznaji
obalovy protein L1. Po konformaéni zméné virového obalu jsou odhaleny mista
pro interakci se sekunddrnim bunéénym receptorem a virova kapsida se dostava
do burky. Po uvolnéni virové DNA z kapsidy jsou nejprve exprimovany
proteiny El a E2, které jsou nezbytné pro replikaci virového genomu. Dale
dochdzi k expresi proteinti E6 a E7, které interaguji s fadou bunéénych proteinii
a dokdzou pfimét bazalni buriky k nekontrolované proliferaci. Protein E7 je
schopen degradovat proteiny pl05 a pl07, které kontroluji vstup bunék

do bunééného cyklu v bazdlni vrstvé, a protein pl30, ktery je zodpovédny
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za kontrolu vstupu do bunééného cyklu v hornich epitelidlnich vrstvach. Protein
E6 dokaze navodit degradaci nadorového supresorového proteinu p53 a tim
inhibovat apoptézu. Proteiny E6 a E7, virové onkoproteiny, jsou dulezité pro
fizeni bunééné proliferace u HR HPV typti a urcuji jejich nddorovy potencidl.
Rozdily ve vlastnostech proteinti E6 a E7, jako je napfiklad schopnost inhibice
apoptdzy, schopnost inhibice interferonové zanétlivé odpovédi, aktivace
signalnich bunécnych kaskad atd., jsou zodpovédné za odlisné klinické projevy
infekci LR a HR HPV typy. Ve vyssich vrstvach epitelu s postupujici diferenciaci
keratinocyti dochdzi ke zvysovani hladiny proteinti dtlezitych pro amplifikaci
virové DNA, zvySuje se exprese proteinu E4 a obalovych proteini L1 a L2.
Ve svrchnich vrstvach epitelu dochdzi ke skladani virové kapsidy a sbaleni
virového genomu. Virové partikule jsou uvolnovany z povrchu epitelu

s odlupujicimi se termindlné diferencovanymi keratinocyty [1, 2, 9, 14, 15].

3.1.4 Klinické projevy infekce

JiZ na zacatku 80. let minulého stoleti bylo zjiSténo, Ze karcinogenni buriky
délozniho ¢ipku obsahuji DNA lidského papilomaviru. V roce 2008 obdrzZel
némecky védec Harald zur Hausen Nobelovu cenu ve fyziologii a 1ékafstvi pravé

za zjisténi, Ze lidské papilomaviry zptlisobuji karcinom délozniho ¢ipku [4, 16].

PrestoZe je vyskyt infekce lidskymi papilomaviry pomérné ¢asty, onemocnéni
nastésti nejsou tak béznd. Bylo zjisténo, Ze vétSina téchto virtt v populaci
pretrvava jakozto komenzdlové, tudiZ nezpuisobuji patologické zmény.
U zdravych jedinci dochdzi vétsSinou k odstranéni viru pomoci imunitniho
systému cca do dvou let od ndkazy. U nékterych lidi, zejména téch s oslabenym
imunitnim systémem, kdy imunitni odpovéd organismu na virovou infekci neni
dostatecnd, miize infekce piejit do persistentni formy. V téchto pfipadech se
zvysuje riziko vzniku neoplastickych zmén a progrese 1ézi a vznik karcinomu [1-

4,8,11,17).
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Nizce rizikové typy zpusobuji nejcastéji genitalni bradavice. Mohou byt
ploché i vystouplé, samostatné se vyskytujici nebo ve skupinach. Objevuji se na
vulvé, v nebo kolem vaginy, na andlnim otvoru, déloZnim ¢ipku, penisu, Sourku,
ale i na stehnech ¢i tfislech. Za genitalni bradavice je v 90 % pfipadt zodpovédny
HPV typ 6 nebo 11. Vyjimecné mtize dochdzet k pfenosu téchto typtt HPV béhem
porodu a poté se mohou na dychacich cestach déti ve véku od narozeni zhruba
do Sesti let objevit bradavice ¢i papilomy. V tom pfipadé se jedna o velmi vzacné,
ale zadvazné chronické onemocnéni, rekurentni laryngedlni papilomatdzu, které
se projevuje opakujicim se réistem papilomt v hrtanu, pfipadné i na hlasivkach
nebo priidusnici. Papilomy nejprve zptisobuji chrapot, kasel a dusnost, ale
postupem casu mohou zapfi¢init az uplnou obstrukci dychacich cest, kdy

jedinou lécbou je jejich opakované chirurgické odstranéni [1, 3-5, 7, 8].

Vysoce rizikové neboli onkogenni typy HPV jsou nejcastéji spojovany
s karcinomem délozniho ¢ipku. Déle zptisobuji i karcinom vulvy, vaginy, penisu,
anu a ¢ast karcinomt hlavy a krku, zejména orofaryngu. Tato onemocnéni jsou

sice méné casta nez karcinom délozniho ¢ipku, ale rozhodné ne méné zavazna [1,

4,7.

3.1.4.1 Karcinom déloZniho ¢ipku

Karcinom déloZzniho ¢ipku je jednim z nejcastéjSich onkogennich onemocnéni
zen na svété. V Ceské republice bylo v obdobi 2007 - 2017 zaznamenano 7 - 10
pripadit zhoubného karcinomu délozniho ¢ipku na 100 000 obyvatel roéné a 3 - 4
Zeny na 100 000 obyvatel rocné tomuto onemocnéni podlehly. Dle studii, v 99 %
sledovanych ptipadt karcinomu déloZzniho ¢ipku byla potvrzena pfitomnost HR
HPV typt. U poloviny piipadt se jednalo pfimo o typ 16, u 70 % ptipada byla
potvrzena pfitomnost typu 16 nebo 18 [3-5, 8, 11, 17-20].
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3.1.4.2 Karcinom anu

Pocet pfipadil karcinomu anu je v porovnani s karcinomem déloZzniho ¢ipku
ojedinély, konkrétné v Ceské republice byly v obdobi deseti let mezi roky
2007 - 2017 zaznamenany priblizné 1 - 2 ptipady zhoubného karcinomu anu nebo
analniho kanalu na 100 000 obyvatel ro¢né a polovina z nich tomuto onemocnéni
HPV. 1 pfes to, Ze karcinom anu neni bézné onemocnéni, existuje nékolik
rizikovych skupin, kde je pravdépodobnost vzniku nddoru vyssi. Rizikovym
faktorem je napf. pritomnost cervikdlni prekancerdzy ¢i karcinomu nebo
vulvarni prekancerézy v anamnéze. Je to proto, ze za 90 % andlnich
intraepitelidlnich 1ézi a analnich karcinomt jsou zodpovédné HPV typy 16 a 18,
které se velmi casto vyskytuji i u karcinomu a prekanceroznich 1ézi délozniho
¢ipku. Vice ohroZeny jsou skupiny lidi svrozenym nebo ziskanym
imunodeficitem [1, 3-5, 9, 17, 18, 20-29].

Velkou rizikovou skupinu pfedstavuji HIV pozitivni pacienti, a to zejména
MSM, tedy muzi majici sex s muzi (z angl. men having sex with men). V publikaci
obsahujici data ze 13 studii probihajicich v Severni Americe (10 v USA
a 3 v Kanadé) v letech 1996 — 2007 byla na 148 449 pfipadech sledovana mira
vyskytu Kkarcinomu anu. Z celkového poctu bylo 114 260 pacientd HIV
negativnich, z nich 90 % byli muZi a 10 % zeny. HIV pozitivnich pacientt ve studii
bylo 34189, znichZz 55 % patfilo do skupiny MSM, 19 % tvofili ostatni muzi
nepatfici do kategorie MSM a 26 % Zeny. Vysledkem studie bylo zjisténi, Ze
incidence karcinomu anu prepocitana na 100 000 osob za rok byla 131 pfipadu
u skupiny HIV pozitivnich MSM, 46 piipad(i u ostatnich HIV pozitivnich muz
nepatficich do skupiny MSM, 2 pfipady u muzi HIV negativnich a 30 pfipadt
u HIV pozitivnich Zen. U sledovanych pfipadti HIV negativnich Zen nebyly
pozorovany zadné piipady karcinomu anu. Vysledkem studie je tedy zjisténi, Ze

karcinom anu se vyskytuje mnohem castéji u HIV pozitivnich jedincli oproti
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jedinciim neinfikovanym timto virem. Nejvétsi vyskyt karcinomu anu byl

zaznamenan u HIV pozitivnich MSM [29, 30].

3.1.4.2.1 Incidence a mortalita zhoubného karcinomu anu a andlniho
kanalu v Ceské republice

Na zdkladé validovanych epidemiologickych dat Narodniho onkologického
registru, ktery je spravovan Ustavem zdravotnickych informaci a statistiky CR,
zpracovava webova stranka www.svod.cz za podpory Ministerstva
zdravotnictvi CR pfehledné grafy o incidenci a mortalité zhoubnych karcinomdl
v Ceské republice. Portal , Epidemiologie zhoubnych nadorti v Ceské republice”
byl vytvofen autory zLékafské fakulty Masarykovy univerzity v Brné

a Masarykova onkologického tstavu v Brné [20].

Na grafech na Obrazcich 3-5 jsou zobrazena data z let 1977 az 2017, ktera jsou
zpracovana pomoci analytického a prezentaéniho softwaru SVOD, systému pro
vizualizaci onkologickych dat. Nutno podotknout, Ze nasledujici grafy se
netykaji pouze karcinomu anu spojeného s infekci HPV, ale naopak se jedna
o vSechny zhoubné karcinomy anu a andlniho kanalu. Jak jiz ale bylo zminéno,
celkové 90 % pfipadi karcinomu anu je spojeno s pfitomnosti HPV. Dale je nutné
zminit, Ze dané grafy odrazi i dalsi vlivy souvisejici se sledovanim a registraci
karcinom{, jako je napfiklad zména v diagnostice nebo v histologickeé klasifikaci

karcinom [20, 23].

Jak je patrné z grafu na Obrazku 3, pocet imrti je za poslednich 12 sledovanych
let viceméné konstantni, ale incidence karcinomt anu se v tomto obdobi

pomérné prudce zvysuje. Z grafu také vyplyva, Ze mortalita se i pfes nartistajici

vvvvvv

let byl tento typ karcinomu v Ceské republice diagnostikovan u 1 aZ 2 osob na

18



100 000 obyvatel rocn€, znichZ polovina vtomto casovém useku tomuto

onemocnéni podlehla [20].
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Obrazek 3 — Pocet vyskytii zhoubného karcinomu anu a andlniho otvoru na 100 000
osob v Ceské republice — vijvoj v ase [20]

Z grafu na Obrazku 4 na prvni pohled vyplyvd, ze pocet zhoubnych
karcinomti anu a andlniho kanalu je v poslednich 20 sledovanych letech castéjsi
u Zen nez u muzy, i kdyz rozdil je maly - jeden pfipad na 100 000 osob ro¢né [20].
%3 [ [+ ce15 populace
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Obrazek 4 — Pocet vyskytii zhoubného karcinomu anu a analniho otvoru na 100 000
osob v Ceské republice — Casovyj viyjvoj incidence u Zen a muzii [20]

9
7

Z grafu na Obrazku 5 je patrné, ze za sledovanych 40 let pocet zhoubnych
karcinom®t i mortalita stoupa s vékem. Nejcastéji se tento typ karcinomu
vyskytuje u osob v rozmezi 70 — 74 let, kdy tato vékova skupina tvoii 15 % vsech

nemocnych. Vice jak polovina lidi se zhoubnym karcinomem anu nebo andlniho
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kanalu je starsi 70 let a vice jak polovina imrti, nasledkem tohoto onemocnéni, je
u osob starsich 75 let. Nicméné pripady zhoubného karcinomu anu a andlniho
kanalu byly evidovany i u osob ve véku 20 - 24 let a 0,5 - 1 % nemocnych tvori
lidé ve vékové kategorii 30 — 34 let [20].

20% r
- |-~ Incidence
- |- Mortalita
15% |-

10%

5% |-

Pocet pripadl dle vékové kategorie

Zdroj dat: UZIS CR
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Obrazek 5 — Pocet pripadii zhoubného karcinomu anu a andlniho otvoru dle vékové

kategorie osob v Ceské republice z obdobi let 1977 — 2017 [20]
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3.2 Prevence

Jak jiz bylo uvedeno, infekce HPV casto probiha asymptomaticky a vétSina
infekci HPV spontanné vymizi. Dosud neexistuje 1é¢ba, kterd by trvale odstranila
virus z téla. Lé¢i se pouze klinické projevy, které byly infekci vyvolany. K rozvoji
prekanceroz a karcinomu dochdzi velmi dlouho, proto by mél byt kladen dtiraz

na prevenci, kterd mtize vcas odhalit bliZici se zdravotni problém [5, 8].

Nejrizikovéjsim faktorem ndkazy HPV je nechranény pohlavni styk. Bylo
zjisténo, Ze pouzivani kondomu muze snizit pfenos viru témét o 60-70 %, ale
nemuze jeho pfenosu zabranit iplné. Pfipadny monogamni vztah riziko nakazy

znacné eliminuje, ale nevylucuje [3-5, 24].

Preventivni opatfeni se déli na dvé kategorie. Primarni prevenci neboli

ockovani a sekundarni prevenci neboli screening.

3.2.1 Ockovani

V soucasné dobé jsou na ceském trhu k dispozici tfi vakciny. VSechny tfi jsou
nezivé a obsahuji morfologicky a antigenné podobné kapsidy HPV, ¢mz je
dosaZeno urcité ochrany i proti typtim HPV, na které neni o¢kovani pfimo cileno.
Konkrétné se jedna o L1 protein ve formé viru podobnych ¢astic (VLP, z angl.
virus-like particles), ktery je vyrobeny rekombinantni DNA technologii
v kvasinkach Saccharomyces cerevisine (Silgard, Gardasil) nebo za pouziti
bakulovirového expresniho systému (Cervarix). Vakciny vyvolaji produkci
vysokého ochranného titru anti-HPV IgA a IgG protilatek, které blokuji vstup
viru do hostitelskych bunék. VSechny tfi vakciny jsou zaméfeny na dva
nejrizikovéjsi typy HPV, tedy 16 a 18. Prvni vakcina , Gardasil” dostala od
amerického Utadu pro kontrolu potravin a 1é¢iv FDA (z angl. Food and Drug

Administration) licenci v roce 2006 a postupem casu byla dostupna ve vice nez
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100 zemich svéta. V Ceské republice byla registrovana 20. 9. 2006 nejprve pod
nazvem ,Silgard”, pozdéji byla dostupnd pravé pod ndzvem ,Gardasil”.
V soucasné dobé je jiz nahrazovana vakcinou Gardasil 9. Vakcina Gardasil je
kvadrivalentni, zabranuje infekci 4 typy HPV. Konkrétné se jedna o typy 16, 18,
které nejcastéji zptisobuji karcinomy asociované s HPV a typy 6 a 11, které jsou
nejcastéji zodpovédné za tvorbu genitalnich bradavic. V roce 2007 byla FDA
schvdlena dalsi, tentokrat bivalentni vakcina , Cervarix”, kterd chrani proti HR
HPV typtm 16 a 18. V Ceské republice byla registrovana 20.9.2007. Zatim
posledni vyvinutou vakcinou, kterd dostala v roce 2014 licenci v USA, je
,Gardasil 9.” V Ceské republice byla registrovana 10. 6. 2015. Tato vakcina je
nonavalentni, chrani tedy proti 9 typim HPV. Zdkladem jsou samoziejmé typy
16, 18, 6 a 11 a navic 5 dalSich HR HPV typt (31, 33, 45, 52 a 58), které, jak bylo
zjisténo, jsou v Ceské republice zodpovédné za 16 % karcinomt a 18 %
prekanceroznich 1ézi anogenitalniho traktu muzi a zen. Zpocatku byly vSechny
tfi vakciny podavany ve tfech davkach, aby se vytvorila dostatecnd hladina
protilatek. V soucasnosti se oc¢kuje pouze dvéma ddvkami u osob, které zahdjily
oc¢kovani pfed 15.narozeninami a tfemi ddvkami u osob starSich ¢i téch
s urcitymi imunitnimi omezenimi. Vakciny nejsou t¢inné prilécbé jiz existujicich
infekci HPV, proto je prevence ockovanim zaméfena na mladé osoby, které zatim
nezahajily sexudlni Zivot. V Ceské republice dle Zakona ¢. 48/1997 Sb. o vefejném
zdravotnim pojisténi a o zméné a dopInéni nékterych souvisejicich zakonti podle
§30 odstavce 2 b) patifi mezi hrazené sluzby ,ockovani a tthrada lécivych
pripravkii obsahujicich ockovaci latky v provedeni nejméné ekonomicky
naro¢ném proti lidskému papilomaviru, je-li ockovani zahdjeno od dovrseni

trfinactého do dovrseni ¢trnactého roku véku” [4, 5, 7, 11, 17, 31-35].
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3.2.2 Screening
3.2.2.1 Cervikalni screening

Cilem cervikalniho screeningu je vcas zachytit Zeny v riziku rozvoje
karcinomu délozniho ¢ipku a s pfednadorovymi zménami a tim sniZit jejich
nemocnost a nasledné komplikace v dtisledku tohoto onemocnéni. Tento
screening je provadén vramci preventivnich vySetfeni Zen u gynekologa.
K prevenci karcinomu délozniho c¢ipku se vyuziva cytologické vySetfeni,
testovani HPV nebo kombinace obou téchto metod. V Ceské republice dle
Zakona €. 48/1997 Sb. o vefejném zdravotnim pojisténi a o zméné a doplnéni
nékterych souvisejicich zdkont podle §29 odstavce 3 jsou , hrazenymi sluzbami
preventivni prohlidky, které se provadéji v oboru gynekologie a porodnictvi pfi
ukondeni povinné Skolni dochazky a dale pocinaje patnactym rokem véku
jedenkrat ro¢né.” Dle Vyhlasky ¢. 70/2012 Sb. o preventivnich prohlidkach podle
§7 je obsahem gynekologické preventivni prohlidky mimo jiné , prohlidka kiize
a palpacni vySetfeni miznich uzlin v oblasti pohlavnich orgédnt, vySetfeni
v zrcadlech a kolposkopické vySetfeni a odbér materidlu z délozniho ¢ipku
k cytologickému, pripadné bakteriologickému nebo virologickému vysetieni.”
Zeny ve véku 25-60 let, které 2 roky nebyly na preventivni gynekologické
prohlidce, jsou informovany svou zdravotni pojistovnou o moZnosti vyuZzit

tohoto hrazeného vysettenti [7, 11, 35-37].

Cytologické vySetfeni spoc¢iva v tom, ze je pomoci svételného mikroskopu
hodnocen obarveny preparat ziskany stérem nebo vytérem z genitalniho traktu
Zeny. Preparaty se barvi standardnim postupem dle Papanicolaoua nebo jeho
modifikaci. Barveni umoziiuje hodnotit zmény jaderného chromatinu buriky.
Nevyhodou Papanicolaova testu (Pap test) je pomérné dlouhé barveni (20-30
minut) a velkd spotfeba materidlu. Metoda také nema dobrou

reprodukovatelnost, zejména kviili nerovnomérnému rozloZeni bunék
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v diisledku nandseni vzorku rovnou na mikroskopické sklicko. Vysledek testu
miize byt ovlivnén i pritomnosti krve ¢i hlenu nebo nedokonalou fixaci.

Nejcastéjsim problémem je nekvalitné provedeny odbér vzorku [7, 11, 37].

Aby se eliminovaly nedostatky Pap testu, bylo vyvinuto hned nékolik dalsich
metod se zkracenou dobou barveni nebo s iplné jinou technikou barveni. Tyto
metody jsou bud rychlejsi, méné nakladné nebo ekologictéjsi, nez klasicky Pap
test a zaroven neni ohrozena kvalita vysledkd. Alternativni screeningovou
metodou je cytologie do tekutého média (LBC, z angl. liquid based cytology).
K odbéru vzorku se v tomto pfipadé pouziva kartacek, ktery je nasledné vlozen
do specidlniho média. To je hlavni rozdil oproti klasickému Pap testu, kdy se
vzorek nandsi pfimo na mikroskopické sklicko. Velkou vyhodou je, Ze do
tekutiny jsou prevedeny vSechny odebrané bunky, oproti klasicky provedené
cytologii, kde nékteré burikky mohou zfistat na kartacku ¢i jiném ndstroji pro
odbér vzorku. Vyhodou je i moznost dalSich vySetfeni ze zbytku tekutiny,
naptiklad je mozné dodatecné provést detekci HPV nebo bakteriologické
vySetfeni. Nevyhodou LBC oproti Pap testu jsou vyssi naklady, at uz prvotni

investice pro vybaveni laboratote, tak i ndklady na provoz [11, 38].

Vysledek cytologie je hodnocen dle systému Bethesda 2001, ktery je souhrnné
vyuzivan pro rozliSeni stupné 1ézi v anogenitalnim traktu. Prvnim stupném
tohoto systému je typickd dlazdicovd burika bez intraepitelidlnich zmén
a malignity NILM (z angl. negative for intraepithelial lesions or malignity. Jedna
se 0 normalni nalez. Dal$im stupném, jiZ abnormalnim, jsou atypické dlazdicové
buriky nejasného vyznamu ACS-US (z angl. atypical squamous cells of
undetermined significance), které jsou charakterizované zvétSenim jader bunék
nebo nepravidelnostmi chromatinu napf. v podobé mirné hyperchromazie.
Nasleduje nizky stupen skvamdzni intraepitelidlni 1éze LSIL (z angl. low grade

intraepithelial lesions). Vtomto pfipadé je patrnd abnormalni struktura
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chromatinu, jadro burky je zvétSeno a je hyperchromni, ovSem méné nez
u vysokého stupné skvamodzni intraepitelidlni neopldzie, cytoplazma je
cyanofilni nebo eosinofilni. Nalez atypické skvamdzni burnky, které nevylucuji
pritomnost HSIL, ACS-H (z angl. atypical squamous cells — cannot exclude HSIL)
je velmi ojedinély. Vyskytuje se, kdyz jsou pfitomny dyskaryotické buriky nebo
hyperchromni natésnané skupiny bunék. Vysoky stupenn skvamozni
intraepitelidlni neoplazie HSIL (z angl. high grade intraepithelial lesions) se
vyznacuje vice granuldrnim a nepravidelné distribuovanym chromatinem.
Jaderna membrana je nepravidelnd, misty ztlustéla nebo obsahuje rtizné zahyby.
Jadra jsou nejcast€ji hyperchromni, ale neni to nutnou podminkou. Cytoplazma
je spiSe mensi neZ v normalnich intermedidrnich burikach, nékdy skoro vymizi.
Poslednim stupném systému Bethesda 2001 je dlazdicobunécny karcinom [9, 39,

401.

Na Obrazku 6 jsou zobrazeny fotografie cytologickych nadlezi ze stéru
z analniho kanalu a z délozniho ¢ipku, které do bakaldfské prace poskytla
Bioptickd laboratof. Na prvnim snimku oznaceném NILM / LSIL je analni stér
obsahujici skupinu normalnich vyzrdlych dlazdicovych bunék a 2 lehce
dysplastické buriky. Jedna je umisténa vpravo nahofe, druha, na které je patrna
i keratinizace cytoplazmy, je umisténa centrdlné v dolni casti fotografie.
Na druhém snimku oznaceném LSIL je na andlnim stéru patrna skupina
objemnéjsich bunék se zvétSenymi tmavymi jadry a dvoujadernd burka.
Na tfetim snimku andlniho stéru hodnoceného jako HSIL jsou viditelné skupinky
malych dysplastickych bunék s tmavymi jadry. Na posledni fotografii je ¢astecné
autolyzovand skupina bunék svyraznou jadernou pleiomorfii. Jednad se
o karcinom délozniho ¢ipku, karcinom anu by jakozto cytologicky nalez vypadal

obdobné.
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NILM /LSIL LSIL
: i

Obrazek 6 — Cytologické ndlezy NILM, LSIL a HSIL ziskané ze stéru z analniho kandlu a karcinom délozniho Cipku — zdroj: Bioptickd laborato?
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Cervikalni intraepitelidlni neopldzie CIN (z angl. cervical intraepithelial
neoplasia) se na zdkladé histologického vysSetfeni dfive délila do 3 kategorii.
Kategorie CIN1 pfedstavuje lehkou dysplasii s dysplastickymi burikami ve
spodni tfetiné epitelu, CIN2 stfedné tézkou dysplasii postihujici dvé tretiny
vysky epitelu a CIN3 téZkou dysplasii. U posledni kategorie jiz dochdzi
k aneuploidii jader a atypickym mitézdm. CIN2 a CIN3 muiZze postupem casu
progredovat v karcinom. Dnes je zdvazna terminologie Bethesda 2001, kde CIN1

odpovida LSIL a CIN 2 a 3 odpovida HSIL [4, 15].

Kromé cytologickych vysetfeni je mozné vrdmci screeningu provadét
i molekularné biologické testy, napr. detekci DNA lidskych papilomavirt. Tyto
testy jsou velmi citlivé, objektivni, maji velkou reprodukovatelnost a mohou byt
automatizované. Na rozdil od cytologie je neni nutné provadét tak casto, protoze
k rozvoji karcinomu dochdzi az snékolikaletym odstupem po infekci HPV.
Podrobnéji jsou jednotlivé moznosti detekce HPV ve vzorcich popsany v kapitole

3.3 Metody testovani DNA [11, 37, 41].

3.2.2.2 Anélni screening

V Ceské republice doposud neni zaveden andlni screening. Z dtivodu nizké
incidence karcinomu anu v béZzné populaci by byl pravdépodobné zaméfen
pouze na osoby se zvySenym rizikem vzniku karcinomu anu, tedy zejména na
HIV pozitivni osoby, pacienty simunosupresivnim onemocnénim a skupinu
MSM. Vzhledem k podobnosti mezi karcinomem anu a cervixu by byl analni

screening velmi podobny tomu cervikdlnimu [20, 23].

Osoby, u nichz by se prokdzala abnormadlni cytologie, by mohly byt
podrobeny dal$im testim a vySetfenim. Jednim z nich je napiiklad anoskopie,
kterd podobné jako kolposkopie, slouzi k lokalizaci podezielych 1ézi, u kterych

je nasledné v rdmci tohoto vySetfeni provedena probatorni biopsie. Lokalizace
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podeztelych lézi je usnadnéna pouzitim rtiznych roztokt, naptiklad kyseliny
octové nebo Lugolova roztoku, které jsou aplikovany na vySetfované misto
aodhali abnormality. Biopsie podezielé tkdné je =zlatym standardem
a potvrzenim diagnozy. Velkou nevyhodou anoskopického vysetfeni je fakt, Ze
pacienti toto vysetfeni hodnoti jako velmi nepfijemné, coz by mohlo byt

prekdzkou v zavedeni této metody do screeningu [7, 22, 23].

Dalsi moznou metodou vyuzivanou v pripadé podezieni pfitomnosti
karcinomu anu je DARE (z angl. digital anal rectal examination), tedy digitalni
analné-rektalni vySetfeni. Jednd se o palpacni vySetfeni, které spoléha na to, Ze
vétsina invazivnich karcinomt anu je hmatatelna prstem. Karcinom se projevuje
napiiklad zatvrdnutim nebo zdrsnénim ktize. Toto vysetfeni je velmi levné
anevyzaduje zadné pristroje. Jeho velkou nevyhodou je ovSem fakt, Ze timto
vySetfenim lze odhalit karcinom v ¢asném stadiu, ale ne prekancerdzni léze [22,

42].

Drive se andlni intraepitelidlni neoplazie AIN (z angl. anal intraepithelial
neoplasia) délily na zdkladé histopatologického vysetfeni do 3 kategorii.
V soucasné dobé se od této terminologie upousti a upfednostriuje se systém
Bethesda 2001, kdy AIN1 odpovida cytologickému vysledku LSIL a AIN2 a AIN3
odpovidaji HSIL. Souhrnny systém pro anogenitdlni trakt, Bethesda 2001, je

podrobné&ji popsan v kapitole 3.2.2.1 Cervikalni screening [12, 22, 25].
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3.3 Metody testovani HPV

Lidské papilomaviry se nedafi jednoduSe kultivovat na bunkach. Klasické
pfimé virologické diagnostické metody, jako je elektronovd mikroskopie
a imunohistochemie, postradaji citlivost a specificitu pro detekci HPV.
Sérologické testy pro detekci anti-HPV protilatek po pfirozené infekci nejsou
vhodné k diagnostice. Navic je velkym problémem existence hned nékolika
raznych typta HPV, které je ¢asto potfeba rozlisit. V dtsledku toho jsou vice méné
vSechny moderni diagnostické testy zalozené na detekci nukleovych kyselin
papilomavirti. Vzhledem k velkému mnozstvi dostupnych diagnostickych test
je nasledujici kapitola zaméfena pouze na vybrané metody, zejména ty, které jsou

nasledné porovnavany v experimentalni ¢asti prace [4, 10, 23, 43].

3.3.1 Screeningové testy

Existuje nékolik testi uréenych pro detekci HPV DNA, které by mohly byt
pouzity pro uvazovany screening karcinomu anu. Metody, které jsou schvalené
pro vyuzivani ve screeningu karcinomu délozniho ¢ipku musi spliiovat nékolik
kritérii. Musi byt minimalné tak klinicky citlivé jako test Hybrid Capture-2 nebo
GP5+/6+ PCR-EIA, mély by byt reprodukovatelné a specifické pro rozliSeni
abnormalnich cytologickych nalezi. Validace novych metod probiha za presné
stanovenych podminek. Pokud by byl zahdjen screening karcinomu anu, je

ziejmé, Ze by musel spliiovat podobna kritéria tém vyse zminénym [44, 45].

3.311 Test zalozeny na hybridizaci a amplifikaci signalu (Hybrid
Capture-2)

V této metodé jsou exfoliované buriky oSetfeny denatura¢nim cinidlem

a vzorky jsou dale hybridizovany se smési dlouhych typové specifickych RNA

sond. V pfipadé vytvofeni hybridu, RNA sonda — virovd DNA, dojde k jeho

navazani na povrch mikrodesticky potazené monoklondlnimi protildtkami
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specifickymi pravé pro vzniklé hybridy, které jsou detekovany protilatkami
s navazanou alkalickou fosfatdazou. Po pfidani substratu dochazi k reakci, pri
které se uvoliiuje svétlo, jez je méfeno. Limitaci tohoto testu je fakt, Ze RNA
sondy mohou nespecificky reagovat s dalsimi typy HPV, na které neni test pfimo
zaméfen. Vysledky tohoto testu tedy mohou byt ovlivnény zkfiZenou
reaktivitou. Test také nemd vnitfni kontrolu bunéénosti vzorku a vysledky
mohou byt i faleSné negativni. I pfesto ztistava zlatym standardem pro ovérovani

klinické validity dalSich molekularné biologickych metod [10, 38].

3.3.1.2 Polymerazova fetézova reakce s pouzitim primert GP5+/6+

Polymerdzovou fetézovou reakci lze diky specifickym HPV primerim
vyuzivat pro pfimou detekci HPV. NavrZenych systému primer(i existuje
nékolik, casto vyuzivanym systémem je smés GP5+/6+
(5-TTTGTTACTGTGGTAGATACTAC-3'/5-AA AAATAAACTGTAAATCATATTC-3") cilena
do oblasti genu L1 a poskytujici amplikony o délce 150 bp. Aby mohla byt
provedena kromé detekce HPV i genotypizace, nasleduje enzymova
imunoanalyza ¢i reverzni hybridizace (RLB). Vizualizace produktt multiplexové

PCR je mozna diky primertim znac¢enym napf. biotinem [10, 15, 24, 43, 46-50].

3.3.1.3 Polymerazova fetézova reakce v redlném case

Pro detekci DNA lidskych papilomavir(i jsou komeréné dostupné i metody
zaloZené na PCR v redlném case. Jednou z nich je napriklad komeréni Anyplex II
HPV28, cozje metoda vyuzivaji semikvantitativni PCR pro detekovani a rozliSeni
28 rznych HPV typt. Jednotlivé typy HPV se v tomto testu rozlisuji na zakladé
PCR v redlném case, protoze jednotlivé pouZité primery jsou znaceny kazdy
jinou fluorescencni sondou. Podle provedenych klinickych studii je Anyplex

velmi citlivou a specifickou metodou, kterd navic vyzaduje méné casu a méné
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odbornych znalosti nez vétsina ostatnich testti urcenych pro genotypizaci HPV,

COZ je umoZnéno zejména automatizaci testu [51, 52].

3.3.2 Triazové testy

V rdmci screeningu jsou nezbytné tridzové testy, které umozni vytypovat
osoby se zvySenym rizikem vzniku karcinomu, protoZe roztfidi pacienty
s pozitivnim vysledkem primdrniho testu, vétSinou tedy cytologického
vySetfeni. TridZovym testem mftize byt test zaloZzeny na detekci virové DNA ¢i
RNA, methylaci virové DNA ¢i promotori nddorovych supresorovych genti,
imunohistochemické detekci exprese proteinu plé aj. V pripadé pouziti HPV
testu jako primdarniho vySetfeni, miize byt tridZovym testem i cytologické
vySetfeni. Jak bylo zminéno, HPV se v populaci vyskytuje velmi casto, ale ziidka
jeho pfitomnost vede ke vzniku lézi ¢i karcinomu. Testy zaloZené na detekci HPV
jsou tedy malo specifické pro rozliSeni mozného rizika, ale jsou velmi citlive.
V soucasné dobé je snaha pravé z dtvodu velké citlivosti téchto test: je zatadit
jakozto primarni a ndsledné vyuzivat specifictéjsi cytologii jako triaZovy test [12,

15, 38].

3.3.2.1 Detekce mRNA

Testy zaloZené na detekci mRNA se konkrétné zamétuji na detekci transkriptt
virovych onkogenti E6 a E7. Detekce virové mRNA mitize byt provedena reverzni
transkripci s naslednou PCR nebo specidlné vyvinutou metodou izotermalni
amplifikace RNA, tzv. NASBA (z angl. nucleic acid sequence-based
amplification). Existuje nékolik komercnich kitli vyuZivajicich tento princip,
které jsou zaméfené na vybrané HR HPV typy. Jednim z takovych test1 je napft.
APTIMA HPV Assay, ktery umoZnuje detekci transkripti 14 typa HPV.
Americkou FDA bylo schvaleno pouziti tohoto testu i pro screeningové ticely [10,

23, 38, 45].

31



3.3.2.2 Methylace DNA

DNA methylace spociva v navazani methylové skupiny k cytosinu v CpG
oblastech. Dochazi k ni napfiklad pfi obrané buriky, umlcovani cizi nukleové
kyseliny nebo pfi vzniku karcinomti, kdy promotorové oblasti mnoha
nadorovych supresorovych gent jsou specificky methylovany v karcinomech,
ale vnormadlnich tkadnich nikoliv. To vede k potlaceni exprese nadorovych
supresorovych genti. Tento proces byl detekovan ve vétsiné typti malignit, ale
methylované geny jsou specifické pro kazdy karcinom dle etiologie, takZe ho 1ze
specifikovat. Bylo zjisténo, Ze hladina vybranych methylovanych genti stoupa
v ase u zZen s pretrvavajici infekci HPV typem 16 a zavaznosti ndlezu u Zen
s neoplaziemi a karcinomem délozniho ¢ipku. U pacientti s analnim karcinomem
nebo pokrocilymi andlnimi lézemi HSIL byla detekovdna vyssi hladina
methylace gentt DAPKI, IGSF4 (TSLC1), MLHI, HIC1, RARB, p14, TP73, MGMT,
RASSF1, APC, CDKN2A (pl6) oproti zdravym jedincim. K analyze methylace
DNA se vyuziva napt. PCR v redlném case a tato metoda mtize byt vyuzita pro
tridz v ramci screeningu, ale je také dulezita pro ziskdni znalosti o methylaci
DNA pfi vyskytu andlnich 1ézi, aby mohly byt vyvinuty nové lécebné d¢i

preventivni postupy karcinomu anu [12, 23, 25, 26, 53].
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4 METODIKA

4.1 Pouzité pristroje a material

4.1.1 Pristroje a zafizeni

4111 Biopticka laborator

odstredivka (Hettich, Némecko)

termocykler CFX96 Real-Time PCR System (BIO RAD, Spojené staty

americkeé)

tfepaci termoblok (Biosan, LotySsko)

ThinPrep (Hologic, Spojené staty americké)
o Imager

o Barvici automat (Tissue-Tek Film)

O

Imaging System

o Automaticky mikroskop

4112 NRL pro papilomaviry a polyomaviry

analytické vahy (AND, Japonsko)

automatické pipety 200 ul (Gilson, Spojené staty americké)
hybridizaéni picka ProBlot (Labnet, Ceska republika)
inkubator (Major Science, Spojené staty americké)
mikrovinn4 trouba (Professor, Cina)

odstredivka (Hettich, Némecko)

stopky (Roth, Némecko)

termocykler (BIOER, Cina)

termocykler (BIO RAD, Spojené staty americké)
transiluminator (UVP, Spojené staty americké)

tfepaci blocek (Biosan, Loty$sko)
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tfepacka (P-LAB, Ceska republika)

vodni lazen (Memmert, Némecko)

vortex (IKA, Cina)

vyvoldvadlo (Kodak, Spojené staty americké)

za¥izeni na vyrobu destilované vody (Goldman water, Ceska republika)

zdroj napéti pro elektroforézu (Major Science, Spojené staty americké)

4.1.2 Pomiucky a chemikalie

4.1.2.1 Biopticka laborator

ethanol (Merck, Némecko)
QIAamp DNA Micro Kit (QIAGEN, Spojené staty americké)
o kolonky QIAamp MinElute Columns
o 2 ml mikrozkumavky
o pufry ATL, AW1, AW2
plato 96 jamek pro PCR (Bio-Rad, Spojené staty americkeé)
proteinaza K (Sigma Aldrich, Némecko)
souprava Anyplex Il HPV28 (Seegene, Jizni Korea)
o primery: HPV28 A TOM, HPV28 B TOM
o Anyplex PCR master mix
o pozitivni kontroly 1, 2, 3
o RNaéza-free voda
stripy 8 zkumavek (Bio-Rad, Spojené staty americkeé)
ThinPrep filtry (Hologic, Spojené staty americké)
ThinPrep mikroskopicka sklicka (Hologic, Spojené staty americkeé)

4.1.2.2 Dermatovenerologicka klinika Nemocnice na Bulovce

odbérovy kartacek Anex Brush (Rovers, Nizozemsko)

transportni médium PreservCyt Solution (Hologic, Spojené staty americké)
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4.1.2.3 NRL pro papilomaviry a polyomaviry

elektroforeticka vana a hfeben (Thermo Scientific, Spojené staty americké)

kadinky 250 ml (Simax, Ceské republika)

nastavec na sklenénou pipetu (Hirschmann Laborgerate, Némecko)

odmérné valce 50, 100 a 500 ml (Simax, Ceska republika)
plastové mikrozkumavky a zkumavky (TRP, Svycarsko)
sklenéné pipety 10 a 25 ml (Simax, Ceska republika)
zéasobni 1dhve 250 a 500 ml (Simax, Ceska republika)

agarosa (Lonza, Svycarsko)

avidin (Invitrogen, Spojené staty americké)
dihydrogenfosfore¢nan sodny (Roth, Némecko)

DNA away (Roth, Némecko)

dodecylsiran sodny (Roth, Némecko)

ECL Prime Western Blotting System (Merck, Némecko)
EDAC (Sigma Aldrich, Némecko)

EDTA (Duchefa Biochemie, Nizozemsko)

ethanol (Merck, Némecko)

GelRed® (Biotium, Spojené staty americkeé)
hydrogenuhlicitan sodny (Sigma Aldrich, Némecko)
hydroxid sodny pecky p. a. (Penta, Ceska republika)
chlorid sodny (Penta, Ceska republika)

isopropanol (Penta, Ceské republika)

Mspl (BioLabs, Velka Britanie)

PureGene kit (QIAGEN, Spojené staty americké)

TBE (Tris-borat-EDTA) pufr (Duchefa Biochemie, Nizozemsko)
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4.2 Obecné informace o analyzovanych vzorcich

V bakalédfské praci je pracovano s vysledky analyzy vzorkd, které byly
odebrany na Dermatovenerologické klinice Nemocnice na Bulovce v letech
2016 — 2017 se zamérem provedeni studie na téma ,Validace analyzy metylace
promotort TSG spojenych s HPV indukovanou karcinogenezi jako
screeningového vysSetfeni analniho karcinomu v rizikové populaci”. Na studii se
kromé zminované Dermatovenerologické kliniky na Bulovce podili Narodni
referenéni laboratof pro papillomaviry a polyomaviry, Sikliiv tstav patologie

v plzeniské Fakultni nemocnici a Biopticka laboratot v Plzni.

Vsechny vzorky byly odebrany od HIV pozitivnich muzi, ktefi maji sexudlni
styk s muzi (skupina MSM). Pfi vstupu do studie byli pacienti klinicky vySetfeni,
vyplnili dotaznik a byl jim odebran stér z oblasti analniho kanalu pro cytologické
vySetfeni. V pfipadé souhlasu pacienti podstoupili i anoskopii. Podminkou
pfijeti do studie je mimo jiné to, Ze pacienti nejsou o¢kovani vakcinami proti HPV

infekcim.
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4.3 Odbér vzorku

Jak jiz bylo zminéno, vzorky byly odebirany na Dermatovenerologické klinice
Nemocnice na Bulovce. V prvni fazi byl proveden slepy stér z oblasti analniho

kanalu pomoci odbérového kartacku na Obrazku 7.

Obrazek 7 — Odbérovy karticek Anex Brush

Stétecek byl nasledné oplachnut v tekutém LBC médiu PreservCyt a vyhozen.
Vzorek v zaviené lahvicce s transportnim fixacnim médiem miiZe byt skladovan

pri pokojové teploté aZ 6 tydna.

U pacienti, ktefi stimto vySetfenim souhlasili, byla nasledné provedena
i anoskopie a byl znovu stejnym zplisobem udélan stér, tentokrat vsak

z vytypovanych podezielych mist analniho kanalu.
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4.4 Analyza vzorki

Ze ziskanych stérli byla provadéna detekce a genotypizace HPV DNA, a to
soucasné v Narodni referencni laboratofi (NRL) pro papillomaviry
a polyomaviry v Praze a v Bioptické laboratofi v Plzni, kde bylo provedeno
i cytologické vysetfeni. VSechna tato vysSetfeni probihala z fixa¢niho roztoku, do
kterého byl vzorek umistén v Dermatovenerologické klinice po odbéru. Vzorek
po odbéru putoval do Bioptické laboratore, kde z ného byly odebrany 2 ml, které
byly odeslany na vySetfeni do NRL pro papilomaviry a polyomaviry. Dalsi 2 ml
byly odebrany na molekuldrné-genetické vysSetfeni v Bioptické laboratofi.

Zbytek tekutiny byl pouzit pro cytologické vySetfeni.

4.4.1 Biopticka laboratof v Plzni
4.4.11 Cytologické vysetfeni

Kazdé lahvicce, tedy kazdému vzorku, byl pfidélen unikatni QR kod.
Lahvicka byla vlozena do prvniho stroje ThinPrep Imager, kde dochazelo
k pfenosu bunék na mikroskopické sklicko oznacené stejnym QR kodem.
Nejprve v lahvicce doslo k jemné disperzi, ktera oddélila pfipadny hlen nebo
krev a promichala buriky, které byly nasledné shromazdény na filtr. Béhem toho
byla neustale monitorovana rychlost toku skrz filtr, aby bunék na sklicku nebylo
priliS malo nebo priliS mnoho. Poté byl filtr otoéen a tlacen proti
mikroskopickému sklicku, kam byl obtisknut. Diky tomu byly buriky na sklicku
pouze v jedné vrstvé v ohranicené kruhové oblasti. Tento proces je schematicky

zobrazen na Obrazku 8.
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Obrdazek 8 — Proces prenosu bunék z fixacniho roztoku na mikroskopické sklicko [54]

Sklicka byla nasledné barvena modifikovanou Pap metodou v barvicim
automatu a poté byla umisténa do dalsiho z pfistrojit od firmy ThinPrep tzv.
Imaging Systemu, kde dochézelo k oznaceni 23 podezfelych bodt u kazdého
vzorku. Pod automatickym mikroskopem laborant nejprve prohlédne vsech
23 bodd, aby odsouhlasil, zda se skutecné jedna o podezielé buriky, ¢i nikoliv.
Nasledné zkontroluje celé sklicko a oznaci pfipadné dalsi podezielé burky.
V piipadé nalezu podezfelych bunék byla sklicka kontrolovana lékafem, ktery

dle systému Bethesda 2001 definoval stupen 1ézi.

4.41.2 Molekularné-genetické vySetfeni

Izolace DNA byla v této laboratofi provadéna pomoci komeréniho kitu
QIAamp DNA Micro Kit. V prvnim kroku byla silné protfepana mikrozkumavka
obsahujici vzorek ve fixacnim médiu a zcentrifugovana (7000 g, 10 min). Po
stoceni bylo odebrano 1900 pl supernatantu. Dale bylo pracovano se zbylymi
100 pl peletu, ke kterému bylo priddno 10 pl proteinazy K a 100 ul pufru AL. Smés
se nechala inkubovat v tfepacim termobloku 10 min pfi 56 °C, poté byla kratce
stoCena, prepipetovana do kolonky s membrdnou a znovu zcentrifugovana
(6000 g, 1 min). Kolonka byla umisténa do nové zkumavky, do které bylo
napipetovano 500 pl pufru AW1. Zkumavka byla zcentrifugovana (6 000 g,
1 min), kolonka umisténa do nové zkumavky a do té bylo napipetovano 500 pl

pufru AW2. Zkumavka byla opét zcentrifugovana (6 000 g, 1 min), kolonka
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umisténa do nové zkumavky a znovu probéhla centrifugace (20 000 g, 3 min).
Kolonka s membranou byla umisténa do ¢isté zkumavky, do stredu membrany
bylo napipetovano 60 ul vody, zkumavka se nechala inkubovat 5 min pfi
pokojové teploté a nasledné byla sto¢ena (20 000 g, 1 min). Pokud nebylo se

vzorky pracovano ihned, byly uskladnény v mraznicce.

Ke genotypizaci HPV byla v této laboratofi vyuzita metoda Anyplex II HPV
28 Detection, kterd umoznuje soucasnou amplifikaci i detekci 28 typt HPV (6, 11,
16, 18, 26, 31, 33, 35, 39, 40, 42, 43, 44, 45, 51, 52, 53, 54, 56, 58, 59, 61, 66, 68, 69, 70,
73, 82). Tyto typy jsou rozdéleny do smési A a B, kazdy vzorek je tedy analyzovan
ve dvou mikrozkumavkach na stripu, do kterych je napipetovano 5 pl primeru
HPV28 TOM A nebo B, 5 ul Anyplex master mixu, 5 pl vody prosté RN4z a 5 pl
DNA pfislusného vzorku. Stejnym zptlisobem jsou pfipraveny pozitivni
kontroly, kde misto DNA vzorku se pipetuje 5 ul pfislusné kontroly 1, 2 a 3.
Celkem je tedy pfipraveno 6 pozitivnich kontrol, 3 s primerem A a 3 s primerem
B. Tyto kontroly obsahuji vSechny detekované typy HPV. Priibéh PCR reakce je
nasledujici: 50 °C / 4 min, 95 °C /15 min, 50x (95 °C /30 s, 60 °C /1 min, 72 °C /
30s), 55 °C / 30 s, kfivky tani 55 °C — 85 °C. Detekce je provedena na zakladé

raznych kfivek tani jednotlivych typt HPV.

4.4.2 Narodni referencni laboratof pro papillomaviry a polyomaviry

Izolace DNA byla v této laboratofi provadéna precipitacni metodou Gentra
Puregene. Kdispozici byly 2 ml fixaéniho média se vzorkem, které byly
centrifugovany (3 000 rpm, 5 min) a opatrné byl odstranén supernatant. Ke
stocenym burikdm bylo pfidano 300 pl lyza¢niho pufru a 5 ul proteinazy K, smés
byla zvortexovdna a inkubovana 1 hod pfi 55 °C v tfepacim blocku. Poté se
vzorky nechaly vytemperovat na pokojovou teplotu a nasledné se k nim ptida
100 pl precipitacniho roztoku a byly zvortexovany a inkubovany 5 min na ledu.

Nasledné byly stoceny (14 000 rpm, 5 min) a supernatant pifenesen do 2 ml
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zkumavek obsahujicich 300 ul isopropanolu. Zkumavky byly promichany jejich
obracenim a 5 min inkubovany. Poté byly stoceny (14000 rpm, 15 min),
supernatant odstranén a k peletu pridano 300 pl 70% ethanolu. Zkumavky byly
opét promichdny obracenim a zcentrifugovany (14 000 rpm, 5 min). DNA se poté
nechala vysusit v oteviené zkumavce. Po vysuSeni se k peletu pfidalo 20 pl
hydratacniho pufru a DNA se nechala rozpustit pfi 65 °C béhem 1 hod v blocku.
Vyizolovana DNA byla skladovdna v mraznicce. BéEhem izolace DNA se provadi
tzv. kontrola izolace neboli slepy vzorek. S kontrolou izolace je pracovano stejné
jako se vzorkem, s tim rozdilem, Ze neobsahuje zadnou DNA. Tato kontrola

slouzila k ovéreni, zda béhem izolace nedoslo ke kontaminaci.

Pro dal$i analyzu bylo nutné DNA amplifikovat, k cemuz slouzila
polymerdzova fetézova reakce se smeési primertt GP5+/6+-bio. Pro kontrolu
pritomnosti a Cistoty lidské DNA slouzily PCR primery MS3/MS10-bio specifické
pro lidsky beta-globin. Obdobné jako u izolace byla i zde provedena negativni
kontrola, kdy se opét se zkumavkou neobsahujici DNA pracovalo stejné jako
kdyby ji obsahovala. Tato kontrola slouzila k ovéfeni, zda nedoslo béhem PCR

reakce ke kontaminaci.

V dal$im kroku byla provedena gelova elektroforéza. Gel byl pfipraven
rozpusténim 3 g agardzy ve 100 ml TBE pufru. Nejprve se nechala agardza
nabobtnat a ndsledné byla rozpusténa zahfivanim v mikrovlnné troubé po dobu
cca 2-3 min za obcasného michdni. Roztok se nechal mirné zchladnout, pfidaly
se do ného 4 pl barvicky GelRed® a poté byl prelit do elektroforetické vanicky
s elektroforetickym hiebenem. Po ztuhnuti byl hifeben opatrné odstranén a gel
umistén do elektroforetické vany a zalit roztokem TBE tak, aby byl cely ponoten
a hladina byla tésné nad gelem. Do prvni jamky byly naneseny 3 ul velikostniho
markeru pUC18/Mspl. Bylo smichdno 10 ul PCR amplikonti uréenych pro detekci
HPV s 3 ul nanéaseciho pufru (0,2% bromfenolova modf, 0,2% xylen cyanol, 60%

41



glycerol, 60mM EDTA) a nasledné bylo vSe naneseno do dalsich jamek gelu.
Elektroforéza probihala pfi 150 V po dobu cca 50 min. Nasledné byl gel
umistén do transiluminatoru, kde byl pod UV svétlem vyfocen. Jak je patrné na
Obrazku 9, na elektroforézu se vidy kromé velikostniho markeru a vzorkt
nanasi i kontrola izolace, negativni kontrola a HPV typ 16 o tfech ruaznych
koncentracich. Stér z dutiny udstni, umistény na pozici 5 nemd souvislost

s bakalarskou praci.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

Legenda:
1 = velikostni marker
pUC18/Mspl,
2 =vzorek &. 1,
3 =vzorek ¢. 2,
4 = vzorek ¢. 3,

5 = stér z dutiny Ustni,
6 = kontrola izolace,
7 = vzorek ¢. 4,

8 = negativni kontrola,
9,10,11=HPV typ 16
o 3 rliznych koncentracich

Obrizek 9 — Vysledek gelové elektroforézy — multiplexovd PCR se smési primerii
GP5+/6+ specifickymi pro HPV DNA

Elektroforéza byla vyhodnocena na zadkladé znalosti velikosti jednotlivych
fragmentti velikostniho markeru, v tomto pfipadé se jednalo o pUCI8/Mspl.

Velikost fragmentti tohoto markeru je zaznamenana na Obrazku 10.
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Velikost
fragmentu
(bp)

Obrazek 10 — Velikost jednotlivych fragmentii markeru pUC18/Mspl [55]

Vysledkem elektroforézy je viditelny prouzek DNA u pozitivhiho vzorku
odpovidajici urcité velikosti markeru pUC18/Mspl. V piipadé pozitivniho nalezu
HPV typu se jedna o fragment o velikosti 150 bp a v pfipadé pozitivniho néalezu

B-globinu se jedna o fragment o velikosti 208 bp.

V prvni fazi metody reverzni hybridizace (RLB, z angl. reverse line blot) je
nutné pripravit si membranu Biodyne C pro detekci 34 typtt HPV (6, 11, 16, 18, 26,
31, 33, 34, 35, 39, 40, 42, 43, 44, 45, 51, 52, 53, 54, 56, 57, 58, 59, 61, 66, 68, 70, 71, 72,
73, 81, 82, 83, 84) a B-globinu, jejichz specifické proby jsou na ni kovalentné

navazany.

V druhé fazi bylo nutné analyzované vzorky nafedit. Pipetovalo se 10 pl PCR
produktu do 200 pl roztoku 2x SSPE a 0,1% SDS. Pokud nebyla analyza
provedend hned, bylo mozné vzorky uchovat do druhého dne v mraziku.
Nasledné se 200 pl této smési promichalo pomoci vortexu, provedla se
denaturace v termocykleru pfi 98 °C po dobu 10 min a vzorky byly umistény na
led. Béhem denaturace vzorkii se membréana s nanesenymi probami inkubovala
v misce kyvanim na tfepacce se 100 ml roztoku 2x SSPE a 0,1% SDS po dobu

5 min. Nasledné byla membrdna umisténa na miniblotter kolmo ke sméru dfive
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nanesenych prob. Poté byl Srouby spojen spodni dil miniblotteru s podlozkou
s hornim dilem miniblotteru s membranou, byla odsata veskerd tekutina a do
jednotlivych fad s cislem 2 aZz maximalné 44 bylo nanaSeno opatrné 150 ul
nafedéného vzorku. Miniblotter byl ndsledné umistén do hybridizaéni picky, kde
po dobu 60 min pfi 42 °C probihala ve tmé inkubace. Produkty byly vakuové
odsaty a membrana byla umisténa do hybridiza¢ni 1dhve, kam se dvakrat pfidalo
150 ml roztoku 2x SSPE a 0,5% SDS a lahev se vzdy nechala ve tmé tocit po dobu
10 min v hybridizacni picce pfi 51 °C. Poté byl napipetovan 1 ul 3x fedéného
avidin-HRP (kfenova peroxiddza z angl. Horseradish Peroxidase) do 10 ml 2x
SSPE a 0,5% SDS a tento roztok byl ve tmé inkubovan s membranou
v hybridiza¢ni 1dhvi umisténé v hybridizacni picce po dobu 60 min pii 42 °C.
Membrana byla poté promyta 2x 150 ml roztoku 2x SSPE a 0,5% SDS
v hybridiza¢ni picce po dobu 15 min ve tmé pfi 42 °C a nasledné jesté dvakrat
promyta vzdy 150 ml roztoku 2x SSPE opét v hybridizacni pice po dobu 5 min.
V poslednim kroku pfed vyvolanim snimku bylo nutné membranu
v hybridiza¢ni 1dhvi nechat 5 min inkubovat se substratem, ktery byl pfipraven
smisenim 3 ml komercnich roztokd Luminolu a peroxidu. Tato inkubace opét

probihala ve tmé v hybridizacni picce. Schematicky je tento proces naznacen na

Obrazku 11.
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o R A R

Umisténi membrany na horni dil (vlevo)

a podlozky na dolni dil (vpravo) miniblotteru

Umisténi horniho dilu UtaZeni $roubti a odsati Nanasenivzorka
miniblotteru na spodni tekutiny vakuem

’

42°C

Inkubace 1 hod Odséati tekutiﬁy Vakuem Vlozeni emrémy do hybridiza¢ni
lahve s pfislusnym roztokem

Umisténi lahve do hybridiza¢ni picky Inkubace dle Vyliti roztoku

navodu a opakovani krokt

dle navodu

Obrazek 11 — Schématicky postup druhé faze metody reverzni hybridizace

45



Po inkubaci byla membrana vyjmuta zlahve, zabalena do Saran folie
aumisténa do kazety, do které se vtemné komore piikladal vzdy novy
chemiluminiscentni film, ktery se nechaval exponovat 5s, 30 s a 5 min. Nasledné
se nechaly filmy vyvolat a vysledek analyzy byl odeditdn pomoci orientacni

mfizky na Obrazku 12.

Obrazek 12 — Vysledek reverzni hybridizace

Ke spravnému odecteni vysledku jsou na membranu naneseny pozitivni
kontroly (znamé typy HPV), které pomohou umistit mfizku na snimek spravné.
Na obrazku 13 to jsou konkrétné HPV typ 11 na Sestém fadku a HPV typ 39 na 14.

fadku. V fadku ¢ 2 byla kontrola izolace, ktera musi byt negativni.
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typ 16 + B-globin
3 rGzné koncentrace

Obrizek 13 — Postup odecitdni vysledkii reverzni hybridizace 1. krok

V druhém kroku byly odecteny vysledky danych vzorkt 1-4 na Obrazku 14.
U vzorku €. 1 byl detekovan typ HPV 11, u vzorku ¢. 2 HPV 11, 16 a 18, u vzorku
¢. 3 typ 40 a u vzorku ¢. 4 typy 11, 16 a 18. U vSech vzorki je kontrolovana
pritomnost (-globinu. V pripadé, kdy by byl vzorek negativni a nebyla by
zaznamenana ani pfitomnost 3-globinu, bylo by nutné zopakovat izolaci DNA
tohoto vzorku. Pokud jsou u vzorku detekovany HPV typy, ale 3-globin ne, jako
je tomu u vzorku ¢. 2 na Obrazku 13, je potom vysledek zapisovan s poznamkou,

Ze je vzorek pravdépodobné malo bunéény

| Vzorekc 1|

typ 16 + B-globin
3 rizné koncentrace

Obrazek 14 — Postup odecitani vysledkii reverzni hybridizace 2. krok

Na membranu byl také vzdy nandSen HPV typ 16 o tfech rhGznych

koncentracich (800, 160 a 32 kopii virovych genomti) k ovéfend citlivosti metody
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pfi opakovaném pouziti membrany. V tomto pfipadé byly naneseny do radki 18,

19 a 20, jak je patrné na Obrazku 15.

typ 16 + B-globin
3 rizné koncentrace

Obrizek 15 — Postup odecitini vysledkii reverzni hybridizace 3. krok

Jak bylo zminovano, chemiluminiscentni film byl s membranou exponovan po
dobu tfi rtiznych casovych intervalti. Timto zptisobem jsou odecteny vSechny tfi
membrany a vysledky se rozliSuji na tfi kategorie podle toho, zda jsou patrné jiz

po 5 s, po 30 s nebo piipadné az po 5 min.

Membranu Ize opakované pouZit, ale prvné je nutné odstranit (odmyt)
amplikony. Membrana byla vloZena do plastové misky spolu s 250 ml 1% SDS
a pfi 80 °C se nechala po dobu 45 min inkubovat v hybridizacni picce. Nasledné
byla membrana pfenddna do jiné misky spolu s 250 ml 20 mM roztoku EDTA
a nechala se kyvat po dobu 15 min. Tento proces se opakoval celkem 2x a poté
mohla byt membrana skladovana v lednici zabalend v Saran folii a nasledné

znovu pouZita pro dalsi RLB.

V piipadé pozitivniho vysledku amplifikace na kontrolnim gelu a negativniho

pri pouZiti reverzni hybridizace byla provedena nasledna sekvenace amplikond.
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4.5 Vyhodnoceni dat

4.5.1 Rozdéleni HPV typu dle rizikovosti

Rozdéleni typtt HPV bylo provedeno dle klasifikace Mezindrodni agentury
pro vyzkum karcinomu (IARC, z angl. International Agency for Research on
Cancer). HPV typy byly rozdéleny na LR HPV typy, HR HPV typy
a pravdépodobné vysoce rizikové pHR HPV typy (z angl. probable/possible high
risk) [13].

4.5.2 Vypocet procentudlni shody vysledkd metod RLB a Anyplex
Procentudlni shoda je vypoctena na zakladé vzorce 1:

pocet(+/+) + pocet(—/-)
celkovy pocet detekci obéma metodami

shoda = -100 D),
kde (+/+) znamen4, Ze vysledek byl pozitivni u obou metod a (-/-) znamena, Ze

vysledek byl negativni u obou metod.

4.5.3 Vypocet ukazateltt spravnosti testu

Metody detekce HPV byly porovnany na zakladé tzv. ukazateli spravnosti
testu, tedy senzitivity, specifity a PPV, tedy prediktivni hodnoty pozitivniho
testu (z angl. positive predictive values) a NPV, tedy prediktivni hodnoty

negativniho testu (z angl. negative predictive values) [56].

Senzitivita testu je pravdépodobnost, Ze test bude pozitivni, kdyZ sledovana
osoba ma skutecné mit pozitivni vysledek testu. Specificita testu je
pravdépodobnost, Ze test bude negativni, kdyZ sledovand osoba ma skute¢né mit
negativni vysledek testu. Senzitivita tedy rozpoznava skutecné nemocné osoby

a specificita naopak osoby bez nemoci [56].
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PPV je pravdépodobnost, Ze sledovana osoba ma skutec¢né pozitivni vysledek

testu, kdyz test vyjde jako pozitivni. NPV je pravdépodobnost, Ze sledovana

osoba ma negativni vysledek testu, kdyz test vyjde jako negativni. Se snizujici se

hodnotou PPV ¢ NPV, roste pravdépodobnost falesné pozitivniho, resp. falesné

negativniho vysledku [56].
Senzitivita se vypocitd pomoci vzorce 2:

senzitivita = -2 100,
A+C

specificita podle vzorce 3:
ificita = ——-100
specificita = 5D ,
PPV podle vzorce 4:
PPV = -2--100
A+B
a NPV podle vzorce 5:

NPV = 2100,
C+D

kde parametry A, B, C a D jsou dany Tabulkou 1 [56].

Tabulka 1— Parametry potfebné pro vypocet senzitivity, specificity a prediktionich

hodnot pozitivniho a negativniho testu [56]

Vysledek cytologie
pozitivni ndlez | negativni nalez
Vysledek molekularné | pozitivni nalez A B
biologického vysSetfeni | negativni nalez C D

(2)

)

(4)

()
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5 VYSLEDKY

Veskeré vysledky, s kterymi je v nasledujicich kapitolach pracovano, byly
poskytnuty z probihajici studie ,Validace analyzy metylace promotort TSG
spojenych s HPV indukovanou karcinogenezi jako screeningového vySetfeni
andlniho karcinomu v rizikové populaci”. V bakalafské praci byly ziskané
vysledky zpracovany do tabulek a grafi, vyhodnoceny dle rtaznych kritérii

a porovnany s publikovanymi studiemi.

Ke zpracovani do bakalafské prace byly poskytnuty vysledky 186 pacientti. Ve
tfech pripadech nedoslo k pfedani vzorka mezi laboratofemi, v jednom pripadé
byl misto cytologického odbéru proveden odbér histologicky, tito pacienti tedy
byli z analyz pro bakaldfskou praci vytrazeni. U nékterych vzorkt se nepodafilo
amplifikovat kontrolni beta-globinovy gen pravdépodobné =z dtvodu
nedostatecného mnozstvi biologického materidlu ve stéru, konkrétné slo o 25
vzorkt (13 %) u metody RLB a 0 17 vzork (9 %) u metody Anyplex. U 29 vzorku
(16 %) nebyl pravdépodobné ze stejného diivodu urcen cytologicky nalez. Z toho
dtvodu byly nékteré vzorky vylouceny a do bakalarské prace tak byly zahrnuty
pouze vysledky 150 pacientil, u nichZ se podafilo amplifikovat beta-globinovy
gen pomoci metody RLB i Anyplex. Vysledky vzorkd, u kterych nebylo mozné
urcit cytologicky nalez, byly ponechany, protoZe hlavnim cilem bakalarské prace
je porovnat metody RLB a Anyplex, coz je mozné i bez znalosti cytologického

vysledku.
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5.1 Charakterizace vysetfovaného souboru pacienti

Ke kazdému ze 150 vzorkil je k dispozici na zakladé dotazniku ziskana

informace o véku pacienta, o poctu jeho sexudlnich partnerti, v kolika letech

zahdjil sexudlni Zivot, jak dlouho je diagnostikovan jako HIV pozitivni a zda

u ného probiha vysoce aktivni antiretrovirova terapie. Dale byl u vSech pacientti

vySetfen absolutni pocet CD4+ T-lymfocytti.

V Tabulce 2 jsou zaznamendny prumeérné vysledky a stfedni, minimalni

a maximalni hodnota vychazejici z vysledkti dotazniku a laboratorniho vysetfeni

vSech 150 pacientti.

Tabulka 2 — Charakteristika souboru 150 pacientii na zakladé vysledkii dotazniku

a laboratorniho vysetveni

absolutni pocet

podil osob

pocet

sk ATk thaiici 2
vé délka CD4+ T-bunék | S probihajici iy, [P R
(rok) HIV g antiretrovirovou . (rok)
v 1 mm’ krve . partnert
terapii
priumeér 37,8 | 54let 846 92% 98 17,2
median 37,0 4,0 let 826 - 30 17,0
minimum 22 1 mésic 4 - 1 5
maximum 67 22 let 1920 - 3500 32

V Tabulce 3 jsou zaznamenany priimérné vysledky dotazniku pro jednotlivé

skupiny pacienti na zakladé cytologického vysetieni slepého odbéru vzorku.

Tabulka 3 — Charakteristika souboru 150 pacientii rozdélenych dle riiznych
cytologickych nilezii na zdikladé vysledkii dotazniku a laboratorniho vysetient
— priimérné hodnoty sledovanyjch parametrii

il
o | délka |absolutni potet P"d;;s‘f',’ , pocet ,
VX | HIV |CD4+ T-bunek | SPrOPMA oo walnich | PV
(rok) . antiretrovirovou i (rok)
(rok) | v1mm’krve terapii partneri
NILM (n=53) 38,4 5,1 864 91% 71 17,2
ASC-US (n=25) 37,5 6,2 911 92% 215 17,5
LSIL (n=51) 36,7 5,3 814 92% 73 17,3
ASC-H /HSIL (n=7) | 45,8 5,6 661 100% 299 15,9
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V Tabulce 4 jsou zaznamenany priamérné hodnoty sledovanych parametr
z dotazniku pro jednotlivé skupiny pacienti rozdélené podle poctu

detekovanych HPV typli obéma metodami.

Tabulka 4 — Charakteristika souboru 150 pacientii rozdélenych dle poctu detekovanych
HPV typii metodami GP5+/6+ RLB a Anyplex II HPV 28 u slepé odebranych vzorkii na
zdkladé vysledkil dotazniku a laboratorniho vysetfeni — priimérné hodnoty sledovanych

parametrii
5 , absolutni pocet podilroso.lr) , pocet i
vék délka CD4+ T-bunék s probihajici sexulnich prvni sex
(rok) HIV . antiretrovirovou . (rok)
v 1 mm’ krve . partnert
terapii
negativni (n=16) 38,5 6,3 710 94% 316 18
1 typ (n=53) 41,2 6,1 839 91% 72 17
E 2typy 1=36) | 354 | 4,5 977 92% 56 17
3 typy (n=29) 378 | 53 770 90% 83 17
> 3 typy (n=16) 35,0 4,0 851 100% 94 16
negativni (n=10) 37,5 5,7 759 90% 106 19
é 1 typ (n=28) 39,536 6,5 781 93% 198 17
&1 2typyn=33) [37455| 5,1 891 85% 52 17
<ZE 3 typy (n=24) 40,625 6,5 1007 100% 84 17
> 3 typy (n=55) 35,527 4,3 799 93% 80 17

Jak vyplyva z Tabulky 2, u vSech sledovanych parametrti byl velky rozdil mezi
maximalni a minimdalni uvadénou hodnotou. Z Tabulky 3 a 4 je patrné, ze tyto
parametry nemaji vliv na vysledek cytologického vySetfeni ani na pocet
detekovanych HPV typli u pacienti, protoZze primeérné hodnoty vsech
sledovanych parametrt u jednotlivych cytologickych nalezii i u rtizného poctu
detekovanych HPV typti u pacientli jsou mezi sebou srovnatelné. Pouze
v Tabulce 3 u cytologického nalezu ASC-H / HSIL je patrné, Ze v této kategorii
byli pacienti v priiméru starsi nez ti sjinymi cytologickymi nalezy, pramérny
absolutni pocet CD4+ T-bunék méli naopak nejnizsi, 1écbu antiretrovirovou
terapii podstupovali vSichni sledovani pacienti s timto nalezem, jejich pramérny
pocet sexudlnich partnert byl nejvyssi a pohlavni Zivot primérné zahdjili
v dfivéjsim véku oproti ostatnim. Tato data ale mohou byt ovlivhéna nizkym
poctem (n = 7) pacientt s cytologickym nalezem ASC-H / HSIL, a tudiZ se na

zdkladé téchto vysledkii nedd vyvozovat zadny zavér. Skupina 150 pacientt je
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z pohledu sledovanych parametrti homogenni a vék pacienta, délka infekce HIV,
absolutni pocet CD4+ T-bun€k, probihajici antiretrovirova 1écba, pocet
sexudlnich partnerti ani vék v dobé prvniho pohlavniho styku nemaji vliv na

cytologicky ndlez ani na pocet detekovanych HPV typti.
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5.2 Vysledky cytologického vysSetfeni

V Tabulce 5 je zaznamenan pocet a procentualni zastoupeni jednotlivych
cytologickych nélezti pro 150, resp. 63 vzorki, které byly do bakalafské prace
zahrnuty. Vzhledem k nizkému poctu cytologickych naleztit ASC-H (pro slepy
odbér vzorku n =6, pro odbér vzorku pti anoskopii n =4) a HSIL (pro slepy odbér
vzorku n =1, pro odbér vzorku pfi anoskopii n = 2) byly tyto kategorie slouceny
do jedné. Oba tyto cytologické vysledky jsou povazovany za rizikové, tudiz by
jejich slouceni nemélo ovlivnit dal$i vyhodnocovani dat.

Tabulka 5 — Prehled vysledkii cytologickych vysetieni andlniho stéru 150 sledovanych

pacientii
slepy odbér odbér pri anoskospii
cytologicky nalez . procentualni . procentualni
pocet B pocet i
zastoupeni zastoupeni
celkovy pocet vzorki 150 - 63 -

NILM 53 35% 12 19%
ASC-US 25 17% 13 21%
LSIL 51 34% 25 40%
ASC-H /HSIL 7 5% 6 9%
nelze 14 9% 7 11%

Zastoupeni jednotlivych cytologickych vysledkti mezi vzorky neni podle
ocekavani rovnomérné. Do kategorie ASC-H nebo HSIL patii pouze 5 % slepé
odebranych vzorkii a 9 % vzorki odebranych pfi anoskopii z celkového poctu.
Karcinom anu nebyl diagnostikovan u Zadného z pacientii. Tato fakta mohou
mirné ovlivnit vysledky zavislé na cytologickém nalezu. OvSem dalo se ocekavat,
ze rizikové nalezy ASC-H / HSIL a karcinom anu se budou ve sledované populaci
vyskytovat méné ¢asto nezZ normalni nalez ¢i mirné abnormality.

U 53 pacientii byl cytologicky vysledek urcen jak u slepého odbéru, tak
u odbéru pii anoskopii. U ostatnich pacienti byl minimalné jeden ze vzorkt
hodnocen jako nedostatecné bunécny, priipadné nebyla anoskopie vibec
provedena. Na grafu na Obrazku 16 je zobrazena procentudlni shoda ¢i neshoda

cytologického vysledku z obou odbérti.
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lepsivysledek po anoskopii
HSIL > ASC-US

ASC-H -> LSIL

LSIL -> ASC-US

LSIL -> NILM

ASC-US -> NILM
horsivysledek po anoskopii
ASC-H > HSIL

LSIL ->HSIL

LSIL -> ASC-H

NILM -> LSIL

NILM -> ASC-US

shodné vysledky

30%; 16

LSIL ->LSIL 14
ASC-US -> ASC-US 13%;7
NILM -> NILM 15%; 8
0 5 10 15 20 25 30

Pocet jednotlivych cytologickych vysledki
Obrizek 16 — Procentudlni zastoupeni shodnych a neshodnych vysledkii cytologického
nalezu 53 vzorkil odebranych pfi slepém odbéru a odbéru pti cilené anoskopii

Z Obrazku 16 vyplyva, Ze 55 % vysledku bylo shodnych pro oba odbéry, 30 %
pacientti mélo horsi cytologicky vysledek anoskopického odbéru nez slepého
a 15 % pacientti naopak. Nejcastéji byl chybné uréen normalni nalez, ktery byl po
anoskopickém vysetfeni u 15 % pfipad nasledné odecten jako LSIL au 8 %
pripadii jako ASC-US. Cytologické vysledky tak potvrzuji domnénku, Ze odbér

vzorku pfi anoskopii je specifi¢téjsi nez slepy odbeér.
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5.3 Vysledky genotypizace

U vsech 150 slepé odebranych vzorka byla provedena genotypizace HPV
pomoci metod GP5+/6+ RLB (dale v textu jako RLB) a Anyplex II HPV 28 (dale
v textu jako Anyplex). U vzorkti odebranych pfi anoskopii se genotypizace HPV
pomoci obou metod povedla pouze u 49 pacientti, u ostatnich pacientii nebyl
anoskopicky stér proveden nebo se u odebranych vzorki nepodafilo
amplifikovat kontrolni beta-globinovy gen pravdépodobné z dtvodu

nedostate¢ného mnozstvi biologického materidlu ve stéru.

Pomoci metod RLB a Anyplex bylo celkem stanoveno 35 riznych typt HPV,
znichz14 (6,11, 40, 42, 43, 44, 54, 57, 61,71, 72, 81, 83, 84) patii do kategorie LR HPV,
13 (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68) do kategorie HR HPV a 8 (26, 34,
53, 66, 69, 70, 73, 82) do kategorie pHR HPV typti. V NRL byly nékteré typy
dodatecné urceny pomoci sekvenace PCR amplikonti, konkrétné LR HPV typy
32, 62,74 a 89 a pHR HPV typy 67 a 97.

Na Obrazku 17 je na grafech zndzornéno zastoupeni vsech detekovanych typt
HPV ve stérech odebranych pfi slepém odbéru a p¥i anoskopii. Cervenou barvou
jsou oznaceny vysledky metody Anyplex, modrou barvou vysledky RLB. Pokud
je v tabulce pod grafem prazdné misto, znamena to, Ze dany genotyp neni tato
metoda schopna rozliSit. Typy oznacené hvézdickou (napt. 32*) byly urceny

pomoci ndsledné sekvenace.
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Obrazek 17 — Pocet pozitivnich ndlezii HPV typil v andlnich stérech odebranych pfi slepém odbéru (n = 150) a p#i anoskopii (n = 49)
detekovanych metodami GP5+/6+ RLB a Anyplex Il HPV 28



Metodou RLB a ndaslednou sekvenaci bylo v analyzovanych vzorcich
detekovano o 13 HPV typu vice neZ metodou Anyplex. Z grafu na Obrazku 17
vSak vyplyva, Ze LR HPV typy 57, 71, 72, 81, 83 a 84 a pHR HPV typ 34, které jsou
detekovany pouze metodou RLB, se ve vzorcich vyskytovaly v porovnani
s ostatnimi typy velmi malo nebo viibec. Co se tykd HPV typli uréenych
naslednou sekvenaci, ve vzorcich se objevily jednou, maximalné 2x, takze se
jednd o zanedbatelny pocet. Naopak pHR HPV typ 69, ktery je detekovan pouze
metodou Anyplex, se ve vzorcich objevoval pomérné casto, u anoskopickych

odbérti byl dokonce z kategorie pHR HPV detekovan nejcastéji.

Daéle je z grafti na Obrazku 17 patrné, Ze metodou Anyplex byly jednotlivé
HPV typy detekovany ve vice vzorcich nez metodou RLB. U slepych odbérti byl
pocet pozitivnich nalezi HPV typu 43, 54, 61, 31, 33, 35, 52, 59, 68, 53, 66 a 73
detekovanych metodou RLB minimdlné o polovinu mensi nezZ metodou Anyplex.

U typti 31 a 73 to bylo dokonce o vice nez 80 %.

U vzorkii ziskanych pii slepém odbéru byl obéma metodami nejcastéji
detekovan z kategorie LR HPV typ 42 a z kategorie HR HPV typ 16. Z kategorie
pHR HPV byl metodou RLB nejcastéji detekovan typ 70 a metodou Anyplex typ
53. U vzorkii odebranych pfi anoskopii to bylo stejné, az na kategorii pHR HPV,
kde metodou RLB byl nejcastéji detekovan typ 82 a metodou Anyplex typ 69.

Hlavnim cilem této prace je porovnani metod RLB a Anyplex. V nasledujicich
grafech a tabulkach jsou proto, pokud neni uvedeno jinak, zahrnuty pouze HPV
typy, které lze rozliSit pomoci obou téchto metod. Celkem se jedna o 27 HPV
typ1, jejichz detekovany pocet obéma metodami ve vzorcich ze slepého odbéru
i odbéru pfi anoskopii je zndzornén v grafech na Obrazku 18. Jednotlivé typy jsou
barevné rozliSeny dle kategorie rizikovosti — zelené LR HPV typy, zluté pHR

HPV typy a cervené HR HPV typy.
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Obrdzek 18 — Pocet pozitivnich ndlezii HPV typii rozdélenych podle rizikovosti (zelené LR HPV, cervené HR HPV, zluté pHR HPV) v andlnich
stérech odebranych pfi slepém odbéru (n = 150) a pii anoskopii (n = 49) detekovanych metodami GP5+/6+ RLB a Anyplex 1l HPV 28
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Celkovy pocet pozitivnich vysledku detekce je zhruba o 40 % vyssi u metody

Anyplex nez u metody RLB, jak u slepé odebranych vzorkd, tak u vzorkua

odebranych pri anoskopii. Ve vzorcich odebranych pfi slepém odbéru je

procentualni zastoupeni kategorii LR, HR a pHR HPV typti srovnatelné u obou

metod.

V Tabulce 6 je uvedena procentudlni shoda vysledkii stanovenych metodou

RLB a Anyplexem pro jednotlivé typy zvlast, pro LR (zelené), pHR (zluté) a HR

(Cervené) HPV typy a pro vSechny sledované HPV typy dohromady. Shoda je

vypoctena na zakladé vzorce (1), kde kombinace vysledkt +/+, +/-, -/+, -/- jsou

zapisovany v poradi RLB/Anyplex.

Tabulka 6 — Porovndni genotypové specifické detekce HPV typii u metod RLB GP5+/6+
a Anyplex I1 HPV 28 u slepého odbéru vzorku (n = 150) a odbéru pti anoskopii (n =49)

SLEPY ODBER ODBER PRI ANOSKOPII
typ +/+ +/- -/+ -/- |shoda typ +/+ +/- -/[+ -/- |shoda
24 3 14 109 | 89% 8 0 6 35 |88%
19 2 3 126 | 97% 7 0 0 42 [100%
5 1 4 140 | 97% 0 0 0 49 [100%
2 6 19 103 | 83% 12 1 5 31 |8%
6 2 13 129 | 90% 2 0 8 39 |8%
6 2 9 133 | 93% 1 0 2 46 | 9%
4 2 10 134 | 92% 4 1 1 43| 9%%
3 2 18 127 | 87% 1 0 6 42| 88%
89 20 90 1001 91% 35 2 28 327 | 92%
1 3 0 146 | 98% 26 1 1 0 47 | 98%
5 2 17 126 | 87% 53 1 0 8 40 | 84%
5 0 14 131 91% 66 2 0 7 40 | 8%
6 4 7 133| 93% 70 5 0 3 41 | 94%
2 0 9 139 | 94% 73 1 0 7 41 | 8%
5 2 7 136 ]| 94% 82 5 1 2 41 | 94%
24 11 54 811 | 93% [[pHRHPV| 15 2 27 250 | 90%
23 1 15 111 | 89% 13 1 2 33 | 94%
10 2 8 130 | 93% 4 1 2 42| 94%
1 1 14 134 | 90% 0 0 4 45| 92%
7 1 11 131 | 92% 2 0 3 44 | 9%4%
5 0 8 137 | 95% 3 0 8 38 |8%
9 1 7 133 | 95% 4 0 3 42| 94%
8 4 5 133 94% 5 0 1 43| 98%
7 3 4 136 | 95% 3 2 4 40 | 8%
1 0 13 126 | 91% 3 0 3 43| 9%4%
13 8 3 126 | 93% 3 4 0 42| 92%
9 0 7 134 | 95% 2 0 2 45| 9%
5 0 8 137 | 95% 2 0 3 44 | 9%4%
10 2 17 121 | 87% 7 0 0 42 |100%
118 23 120 1689 | 93% 51 8 35 543 | 93%
CELKEM | 231 54 264 3501] 92% || CELKEM [101 12 90 1120] 92%
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Celkova genotypové specifickd shoda mezi metodami byla 92 % jak pro slepy
odbér vzorkd, tak pro vzorky odebrané pfi anoskopii, jak je uvedeno v Tabulce 6.
100% shoda byla zaznamenana u tfi typt HPV, a to pouze u vzorkii odebranych
pfi anoskopii. Z tabulky dale vyplyva, ze v pfipadé neshody u slepé odebranych
vzorkli byly dané typy ve vice nez 80 % pripadti detekovany pouze metodou

Anyplex, u vzorkt odebranych pfi anoskopii slo témét o 90 %.

Na Obrazku 19 je zobrazeno procentualni zastoupeni negativnich vzorki
a vzorkt, kde byl detekovan 1, 2 nebo 3 a vice typtt HPV soucasné. Pro mozné
porovnani i slepych a anoskopickych odbérti jsou do grafi zaneseny vysledky
pouze 49 pacientd, u kterych byla provedena HPV detekce obéma metodami jak

u slepé odebraného vzorku, tak u vzorku odebraného pfi anoskopii.

GP5+/6+ RLB Anyplex I1 HPV 28

ne;

Slepy odbér vzorku

Anoskopicky odbér vzorku

Obrizek 19 — Procentudlni zastoupeni vicendsobnych infekci HPV detekovanych
metodami RLB GP5+/6+ a Anyplex I1 HPV 28 v andlnich stérech odebranych 49
pacientiim pri slepém odbéru a p¥i anoskopii
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Z grafti na Obrazku 19 vyplyva, Ze jak v pripadé slepého odbéru, tak u vzorku
odebranych pfi anoskopii, byly metodou Anyplex vyrazné casteji detekovany
vicecetné infekce. To souvisi s pfedchozim faktem, Ze metodou RLB byl
detekovan mnohem mensi pocet jednotlivych typtt HPV oproti metodé Anyplex.

Pouze u 7 —10 % vzorkt nebyl detekovan zadny z 27 sledovanych HPV typfi.

Déle je zObrazku 19 zfejmé, Ze u anoskopickych odbérti je nartst
multiplicitnich infekci (tedy soucasnd pritomnost 2 a vice typt) o 9 % oproti
slepym odbértim u metody RLB a o0 2 % u metody Anyplex. U metody Anyplex
je velmi vyrazny rozdil u 3 a vice detekovanych typti, konkrétné byl tento pocet
typli detekovan u anoskopickych odbérti 0 14 % castéji nez u slepych odbéru. Je
tedy zfejmé, Ze u anoskopickych odbérti je v jednotlivych vzorcich castéji
detekovano vice typti soucasné oproti slepému odbéru. Zarazejici je ovsem fakt,
ze pri anoskopickych odbérech bylo vyssi procento negativnich vysledkt nez

u slepych stéra.

Na Obrazku 20 je zobrazeno procentudlni zastoupeni HPV typt, HR HPV
typti a typli 16 a/nebo 18 s ohledem na cytologicky nalez pro obé metody detekce
i pro oba zplsoby odbéry vzorku. Do grafu jsou zahrnuty pouze vzorky,
u kterych se podafilo urcit cytologicky nalez a provést genotypizaci HPV obéma
metodami, konkrétné tedy 136 vzorkt odebranych pfi slepém odbéru a 44 vzorku

odebranych pfi anoskopii.
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GP5+/6+RLB AnyplexII HPV 28

ASC-H / HSIL (n=7)

LSIL (n=51)
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NILM (n=53)
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Odbér vzorku pfi anoskopii
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® HPV 16 a/nebo 18 m HR HPV HPV pozitivni

Obrizek 20 — Prevalence HPV typii celkové, HR HPV typii a HPV typii 16 a/nebo 18

detekovanych metodami RLB GP5+/6+ a Anyplex II HPV 28 u riiznyjch cytologickych

ndlezil slepé odebranych vzorkii (n = 136) a vzorkii odebranych p¥i anoskopii (n = 44)
Z grafti na Obrazku 20 je patrné, Ze u vice jak 90 % pacientt byl detekovan
alespon jeden HPV typ bez ohledu na cytologicky nalez. Z grafu je dale zfejma
souvislost mezi pritomnosti HR HPV typt a cytologickym ndlezem u vzorki
odebranych pfi slepém odbéru. Vysledky jsou sice ovlivnény malym poctem
vzorkil s nalezem HSIL / ASC-H, ale i presto je vidét zvySujici se prevalence HR
HPV typt se zhorSujicim se cytologickym ndalezem, a to zejména u vysledk
metody Anyplex. U vzorkt odebranych pfi anoskopii Zddna souvislost mezi
pritomnosti HR HPV typt a cytologickym nalezem neni, ale to muze byt

ovlivnéno malym souborem vzorkt (n = 44), na kterych byl tento trend sledovan.

V Tabulce 7 je zndzornéna prevalence jednotlivych 27 typtt HPV detekovanych
obéma metodami v zadvislosti na cytologickém nalezu. HPV typy jsou rozdéleny

do kategorii na LR HPV (zelené), pHR HPV (zluté) a HR HPV (Cervené).
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Tabulka 7 — Procentudlni zastoupeni pozitivnich ndlezii jednotlivych HPV typii
detekovanych metodami RLB GP5+/6+ a Anyplex I HPV 28 u riiznych cytologickych

ndlezii slepé odebranyjch vzorkii (n = 136) a vzorkii odebranych pri anoskopii (n = 44)
26 [ 53 [ 66 [ 70 | 73 | 82
NILM (n=53) [ 23% [21% | 9% [26% | 8% | 6% [ 2% | 2% | 0% [ 4% | 6% [ 4% | 2% | 8%
ASC-US n=25) [ 16% [12% | 0% | 8% [ 0% | 0% | 4% [ 4% [ 0% [ 4% [ 0% [12% [ 4% | 4%
LSILn=51)  [20% [ 12% [ 2% [12% [ 6% [10% [ 6% [ 4% | 8% | 6% [ 4% [10% | 0% | 2%
ASC-H/HSIL m=7) | 14% | 0% [ 0% [57% [ 0% [ 0% [ 0% [ 0% [ 0% [14% [ 0% [ 0% [ 0% [ 0%

RLB

NILM (n=53) 19% [ 9% | 0% | 6% | 4% | 2% | 13% | 8% | 6% |11% | 6% | 6% | 2%
ASC-US (n=25) 20% | 8% | 4% [ 8% [ 4% [ 8% [ 0% | 8% [16% [20% | 12% | 0% | 0%
LSIL (n=51) 14% | 4% | 0% | 6% | 2% | 10% | 8% | 4% | 4% | 14% | 2% | 0% | 16%
ASC-H/HSIL@=7) | 0% | 0% | 0% | 0% | 14% |29% | 0% | 14% | 14% | 29% [ 29% [ 29% | 14%

26 | 53 66 | 70 | 73 | 82
NILM (n=53) 21% | 9% | 4% [23% [ 9% [ 6% [ 9% | 9% || 2% [13% | 15% | 6% | 4% | 6%
ASC-US (n=25) 12% | 12% | 8% |24% | 12% | 4% | 0% | 16% | 0% | 4% | 8% | 4% | 12% | 8%
LSIL (n=51) 35% | 18% | 8% |[37% | 14% | 14% | 14% | 20% || 0% | 20% [ 16% | 10% | 8% | 10%
ASC-H/HSIL n=7) | 43% | 43% | 0% | 29% | 14% | 14% | 14% | 0% | 0% |[29% [ 0% |[29% [29% | 14%

ANYPLEX

NILM (n=53) 25% [11% [11% [ 6% [ 0% [ 8% [ 2% | 6% | 9% [ 9% | 9% | 6% | 15%
ASC-US (n=25) 16% | 4% | 8% |20% [12% | 8% | 12% [ 12% | 16% | 4% | 12% | 16% | 12%
LSIL (n=51) 33% | 18% | 10% [ 18% | 14% | 16% | 8% | 8% | 27% | 14% | 8% | 6% | 25%
ASC-H/HSIL n=7) | 43% | 29% | 14% | 14% | 43% | 29% | 29% | 14% | 0% | 29% [ 29% [ 29% | 29%

Pfitomnost typti 16 a 18 pravdépodobné nesouvisi s cytologickym nalezem, jak
vyplyva z grafii na Obrazku 20 a z Tabulky 7, kterd zaroven ukazuje, Ze ani
pritomnost vétsiny ostatnich HPV typi nesouvisi s cytologickym nalezem.
U vysledkii metody Anyplex je zvysujici se prevalence vybranych HPV typti se
zhorsujicim se cytologickym vysledkem patrna u vice HPV typti neZ u metody
RLB, s jistotou se ale neda potvrdit, zda pfitomnost jednotlivych typ(i ma vliv na

cytologicky nalez.

Na Obrazku 21je zobrazen priimérny pocet detekovanych HR, pHR a LR HPV
typti na zdkladé cytologického nédlezu pro obé metody i pro oba zptisoby odbéru
vzorku. V tabulkach pod jednotlivymi grafy je uveden primérny pocet
detekovanych typti. Do grafu jsou zahrnuty pouze vzorky, u kterych se podafilo
urdcit cytologicky nalez a provést genotypizaci obéma metodami, konkrétné tedy

136 vzorkti odebranych pfi slepém odbéru a 44 vzorkii odebranych pii anoskopii.
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GP5+/6+RLB

ASC-H / HSIL (n=7)

AnyplexII HPV 28
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B
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NILM (n=53) ASC-US (n=25) LSIL (n=51)  |ASC-H /HSIL (n=7) NILM (n=53) ASC-US (n=25) LSIL (n=51)  |ASC-H /HSIL (n=7)
m HPV 2,1 1,8 1,8 2,6 mHPV 2,5 2,8 43 59
® HR HPV 0,9 11 0,8 0,1 ®m HR HPV 12 15 2,0 1,0
pHR HPV 02 0,2 0,3 1,7 pHR HPV 0,5 04 0,6 33
LR HPV 1,0 0,4 0,7 0,7 LR HPV 0,9 0,9 1,6 1,6
ASC-H / HSIL (n=6) ASC-H / HSIL (n=6)
=< LSIL (n=22) LSIL (n=22)
=}
g
= ASC-US (n=10) ASC-US (n=10)
[= W
=
< NILM (n=6) NILM (n=6)
=]
N
9 0,0 0,5 1,0 15 2,0 2,5 3,0 35 0,0 1,0 2,0 3,0 4,0 5,0 6,0
U
= NILM (n=6) ASC-US (n=10) LSIL (n=22)  [ASC-H /HSIL (n=6) NILM (n=6) ASC-US (n=10) LSIL (n=22)  [ASC-H / HSIL (n=6)
O |mHPV 2,3 1,8 2,5 35 mHPV 2,8 3,4 45 57
m HR HPV 13 0,7 1,4 07 = HR HPV 12 17 2,1 2,0
pHR HPV 0,3 03 0,3 1,7 pHR HPV 0,5 0,7 0,9 2,0
LR HPV 0,7 0,8 0,8 1,2 LR HPV 1,2 1,0 1,5 1,7

Obrazek 21— Priimérny pocet detekovanych HR, pHR a LR HPV typii metodami RLB GP5+/6+ a Anyplex II HPV 28 u riiznych cytologickych
nalezii slepé odebranych vzorkii (n = 136) a vzorkii odebranych p¥i anoskopii (n = 44)
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Z vysledkti na Obrazku 21 vyplyva, Ze srostoucim priamérnym poctem
detekovanych HPV typt se zhorsSuje cytologicky nalez. Pocet detekovanych HR
HPV typt nesouvisi se zhorsujicim se vysledkem cytologického vySetfeni. Pocet
pHR HPV typt je vyssi ukategorie ASC-H / HSIL neZ u méné vaznych
cytologickych nalezi, ale tato data jsou ovlivnéna malym poctem vzorki v této

kategorii, tudiz se z toho neda vyvozovat zadny zavér.

V Tabulce 8 jsou uvedeny parametry pro vypocet a samotné hodnoty
senzitivity, specificity, PPV a NPV pro metody RLB a Anyplex, kdy jsou rfizné
definované podminky pozitivniho nalezu. Tyto parametry byly vypocteny dle
vzorcu (2), (3), (4) a (5).

Co se tyka cytologie, za pozitivni ndlez jsou v prvni casti tabulky povazovany
vSechny nalezy kromé NILM a v druhé ¢éasti pouze kategorie ASC-H a HSIL,
které jsou brany jako velmi rizikové. Co se tyka molekuldrné-biologického
vySetfeni, tabulka je rozdélena do tii casti. V prvni casti je uvazovana HPV
pozitiva/negativita obecné, druhd ¢ast je zaméfena pouze na HR HPV typy a tfeti

¢ast na nejrizikovéjsi typy 16 a 18.

V Tabulce 8 jsou zpracovany pouze vysledky ze slepych odbéri vzorki.
Vypoctené hodnoty senzitivity, specificity, PPV a NPV pro metody RLB

a Anyplex na zakladé vysledkt vzork(i odebranych pfi anoskopii byly obdobné.
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Tabulka 8 — Senzitivita, specificita a prediktivni hodnota pozitivniho a negativniho testu
pro metody RLB 6P5+/6+ a Anyplex II HPV 28 za riizné definovanych podminek

Anyplex II Anyplex II
GP5+/6+ RLB GP5+/6+ RLB
HPV 28 HPV 28
ACS-US ACS-US
NILM NILM
PSIL  nmm | B N || 2SS | acsus| AT |acs-us
ASC-H ASC-H HSIL 7l HsIL -
LSIL LSIL
HSIL HSIL
HPV pozitivni 74 50 78 48 7 117 7 119
HPV negativni 9 3 5 5 0 12 0 10
senzitivita 89% 94% 100% 100%
specificita 6% 9% 9% 8%
pr'ex'iikt’ivni hodnota 60% 62% 6% 6%
pozitivniho testu (PPV)
prefiikt,ivni hodnota 25% 50% 100% 100%
negativniho testu (NPV)
ACS-US ACS-US
NILM NILM
LSIL LSIL ASC-H ASC-H
NILM NILM ACS-US ACS-US
ASC-H ASC-H HSIL HSIL
LSIL LSIL
HSIL HSIL
HR HPV pozitivni 52 33 66 34 6 79 7 93
HR HPV negativni 31 20 17 19 1 50 0 36
senzitivita 63% 80% 86% 100%
specificita 38% 36% 39% 28%
pr'e(.:likt’ivni hodnota 61% 66% 7% 79%
pozitivniho testu (PPV)
diktivni hodnot
rash e 39% 53% 98% 100%
negativniho testu (NPV)
ACS-US ACS-US
LSIL LSIL ASC-H NILM ASC-H NILM
NILM NILM ACS-US ACS-US
ASC-H ASC-H HSIL HSIL
LSIL LSIL
HSIL HSIL
HPV 16/18 pozitivni 16 14 31 16 0 30 4 43
HPV 16/18 negativni 67 39 52 37 7 99 3 86
senzitivita 19% 37% 0% 57%
specificita 74% 70% 77% 67%
pr'e(.iikt’ivni hodnota 53% 66% 0% 99%
pozitivniho testu (PPV)
diktivni hodnot
re 37% 42% 93% 97%
negativniho testu (NPV)

Z prvni ¢asti Tabulky 8, kde je jako pozitivni ndlez uvaZzovana pritomnost
jakéhokoliv HPV typu a rizikové cytologické nalezy ASC-H a HSIL, je zfejmé, Ze
senzitivita testi byla velmi vysokd. To znamend, Ze v pfipadé pozitivniho
cytologického nalezu, je velka pravdépodobnost, ze bude pozitivni i HPV test.

Specificita byla naopak velmi nizkd. Z toho vyplyvd, Ze pokud bude vzorek
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hodnocen jako normalni, i pfes to u ného bude mozné detekovat HPV typy.
Vzhledem ktomu, Ze jsou zde uvaZzovany vSechny HPV typy vcetné
nizkorizikovych, které nejsou zodpovédné za cytologické abnormality, da se
tento fakt ocekdvat. Hodnota PPV byla vtomto pripadé velmi nizkd, coz
znamena, ze je velmi mald pravdépodobnost toho, Ze osoba, u které se prokaze
pritomnost jakéhokoliv HPV typu, bude mit rizikovy vysledek cytologie. To opét
muze souviset se zahrnutim vSech HPV typt do vypoctli téchto parametrt.
Hodnota NPV byla 100 %, coz znamena, Ze v pfipadé negativniho HPV testu
nemd dand osoba s jistotou cytologicky vysledek ASC-H nebo HSIL. V pfipadé
uvazovani kategorii ASC-US, LSIL, ASC-H a HSIL jako pozitivnich, jsou

vysledky o néco horsi. Zvysi se sice PPV, ale ostatni hodnoty poklesnou.

Pokud je jako pozitivni ndlez uvazovana pfitomnost HR HPV typti, vysledky
jsou velmi obdobné jako v pfipadé uvazovani vsech HPV typt. Oproti
predchozimu vychazi lépe specificita, ale pofad jsou to velmi nizké hodnoty. Pfi
uvazovani pouze kategorii ASC-H a HSIL jako rizikovych byla senzitivita 86 %

pro metodu RLB a 100 % pro metodu Anyplex. Specificita byla 39 %, resp. 28 %.

Ve chvili, kdy jsou jako pozitivni uvaZovany pouze HPV typy 16 a/nebo 18,
jsou vysledky nejhorsi. U slepych vzorkt je senzitivita 0 % pro metodu RLB
a 57 % pro metodu Anyplex, specificita je 77 %, resp. 67 %. Z téchto vysledki je
ziejmé, Ze detekce HPV by neméla byt zaméfena pouze na HPV typy 16 a 18, ale

na vice HPV typt z kategorie vysoce rizikovych.

Z téchto dat vyplyva, Ze z vysledkt detekce HPV typtli neni mozné urdit, zda
se bude jednat o normalni cytologicky ndlez nebo budou pfitomny mirné
abnormality, tedy ndlez ASC-US ¢i LSIL. V pfipadé absence HR HPV typti je vSak
velmi velkd pravdépodobnost (98 — 100 %), Ze vysledek cytologie nebude
rizikovy, tedy, Ze se nebude jednat o ndlez ASC-H nebo HSIL. Metoda Anyplex
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ma vetsi senzitivitu neZ metoda RLB a metoda RLB méa naopak vétsi specificitu
nez metoda Anyplex. Rozdily mezi témito hodnotami u obou metod jsou vsak

vétsinou minimalni.

Na Obrazku 22 je zobrazen pocet pozitivnich ndleztt HPV typti v andlnich
stérech podle zptisobu odebrani vzorku. Do grafti jsou zatfazeny pouze vysledky
49 pacientti, u jejichz vzorkt byla provedena genotypizace jak u slepého odbéru

vzorku, tak u vzorku odebraného pfi anoskopii.

B slepy odbér

=
2

M anoskopie

GP5+/6+ RLB
Pocet pozitivnich nalezi
He= (=) [# 2] E

[§*]

o

6 11 40 42 43 44 54 61 16 18 31 33 35 39 45 51 52 56 58 59 68 26 53 66 70 73 82
18 HPV typ
16
14
12

10

Anyplex IIHPV 28
Pocet pozitivnich nalezt

[ T O L~ AT =]

6 11 40 42 43 44 54 61 16 18 31 33 35 39 45 51 52 56 58 59 68 26 53 66 70 73 82
HPV typ

Obrazek 22 — Pocet pozitivnich nalezii HPV typii v andlnich stérech 49 pacientii podle
zpuisobu odebrani vzorku (modre slepy odbér, oranZové odbér pri anoskopii)
stanovenych metodou RLB GP5+/6+ a Anyplex I HPV 28

Z grafti na Obrazku 22 se neda potvrdit, Ze je anoskopie lepsi v porovnani se

slepym odbérem. Nékdy byly vybrané HPV typy vicekrat detekovany u vzorki
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odebranych pfi anoskopii a nékdy u slepé odebranych vzork a obé situace se
vyskytovaly zhruba stejné casto. U metody RLB byly problematické zejména
typy 42, 16, 45 a 68, které byly detekovany v anoskopickych stérech bez pfedchozi
detekce ve slepém stéru a typ 43, ktery byl naopak detekovan pouze ve slepych
odbérech a nasledné nebyl potvrzen v odbérech anoskopickych. U metody
Anyplex byly problematické typy 6, 42, 73, 35, 39 a 51, které byly nékolikrat
detekovany pouze v anoskopickém odbéru a typy 44, 54 a 52, které naopak byly
casto detekovany pouze ve slepych stérech. Celkova shoda mezi detekovanymi
typy u slepého a anoskopického vzorku byla 93 % u metody RLB a 89 % u metody
Anyplex.

V Tabulce 11 je zobrazena situace, jak by vypadaly vysledky této bakalarské
prace v pripadé proockovanosti sledované skupiny 150 HIV pozitivnich MSM
vakcinami dostupnymi na ceském trhu. Do tabulky je zahrnuto vsech 41 HPV
typti, které byly v rdmci této prace detekovany metodou RLB, metodou Anyplex

nebo naslednou sekvenaci.

Tabulka 9 — Pocet a procentudlni zastoupenti pozitivnich vzorkii a priimérny pocet
detekovanych typii na vzorek v souvislosti s moznym proockovinim sledované skupiny

150 pacientii
HPV celkem | HRHPV | LRHPV | pHRHPV
soucasné vysledky
pocet pozitivnich vzorki 146 113 113 91
procentualni zastoupeni pozitivnich vzorki 97% 75% 75% 61%
primémy pocet detekovanych typti na vzorek 3,8 1,5 1,4 0,9

vysledky v piipadé proockovanosti vakcinou Cervarix

pocet pozitivnich vzorku 144 95 113 91
procentualni zastoupeni pozitivnich vzorka 96% 63% 75% 61%
primérmy pocet detekovanych typt na vzorek 3,5 1,2 1,4 0,9

vysledky v pfipadé proockovanosti vakcinou Gardasil

pocet pozitivnich vzorka 139 95 100 91
procentualni zastoupeni pozitivnich vzorku 93% 63% 67% 61%
pramérmy pocet detekovanych typt na vzorek 3,0 1,2 1,0 0,9

vysledky v pfipadé proockovanosti vakcinou Gardasil 9

pocet pozitivnich vzorki 130 59 100 91
procentualni zastoupeni pozitivnich vzorki 87% 39% 67% 61%
primémy pocet detekovanych typti na vzorek 2,4 0,5 1,0 0,9




Kdyby byli vSichni pacienti ze studie v doporuceném obdobi naockovani,
vzrostl by ve studii pocet pacientti, u kterych by nebyl detekovan Zadny ze 41
sledovanych HPV typu. Ve studii jsou pouze 3 % pacient(i ze 150 sledovanych
s negativnim ndlezem HPV typt. V pfipadé proockovanosti vakcinou Cervarix
by se jednalo o 4 %, vakcinou Gardasil o 7 % a vakcinou Gardasil 9 0 13 %
negativnich nalezt, jak vychazi z Tabulky 11. Velky rozdil je patrny u HR HPV
typt, které byly detekovany v 75 % vzorkd, ale kdyby byli pacienti prooc¢kovani
vakcinou Gardasil 9, potykalo by se nyni sinfekci HR HPV typy jen 39 %
pacientt z celkového poctu. Z tabulky je dale patrny ubytek pramérného poctu
detekovanych typti na vzorek v pfipadé proockovani pacientd, a to zejména

u HR HPV typu.
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6 DISKUZE

V této kapitole jsou diskutovany vysledky 150 pacientti z rizikové skupiny
HIV pozitivnich MSM, kterym byly odebrany vzorky z andlniho kanalu.
U vzorkd bylo provedeno cytologické vysetfeni a detekce HPV pomoci dvou
molekularné biologickych metod — GP5+/6+ RLB a Anyplex Il HPV 28. Dale byly
porovnany vysledky cytologického vysetfeni a detekce HPV u vzorku ziskanych

stérem z analniho kanalu naslepo a pod anoskopem.

V metaanalyze De Vuysta z roku 2009 obsahujici vysledky andlniho stéru od
1280 pacient(i z Asie, Evropy a Severni Ameriky, z nichz 805 patii do skupiny
HIV pozitivnich MSM, byly sledovany HPV typy 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52,
56, 58, 59, 68, 73, 82, 6 a1l a studie dospéla k zavértim, Ze u skupin ASC-US a LSIL
byly nejcastéji detekovany typy 16, 6,18 a1l a u skupin ASC-H a HSIL typy 16, 18,
33 ab58. Pokud by byly brany v potaz pouze vyjmenované typy, byly by
v bakalafské praci u slepé odebranych vzorki nejcastéji detekované typy 6, 16, 56
a 11 metodou RLB a 16, 6, 68 a 52 metodou Anyplex. Vysledky metastudie
a bakalarské prace se shoduji pouze v casté detekci HPV typu 16, ale vzhledem
k rozdilnému souboru pacientii nelze tato data srovnavat, protoZe ve zmifiované

studii patfilo ze sledované skupiny pouze 63 % mezi HIV pozitivni MSM [57].

Ve stejné metastudii je dadle uvedeno, Ze prevalence HPV typt byla 92,7 %
u analnich cytologickych naleziit ASC-US, LSIL, ASC-H a HSIL dohromady, coz
odpovidd vysledku zbakalafské prace, kde, jak je uvedeno v grafu na
Obrazku 20, byla prevalence HPV mezi 86 — 100 %. Ve studii od Burgose z roku
2017 byla u 606 HIV pozitivnich MSM prevalence sledovanych HPV typt (6, 11,
16, 18, 26, 31, 33, 35, 39, 40, 42, 44, 45, 51, 52, 53, 54, 56, 58, 59, 61, 62, 66, 68, 68, 70,
71,72, 73, 81, 82, 83, 84, 85, and 89) v andlnich stérech 92,6 %, coz je srovnatelné

s vysledkem bakalafské prace [57, 58].
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V metaanalyze od Lina publikované v roce 2017 obsahujici vysledky 95 studii
probihajicich v letech 1992 — 2017 po celém svéte, bylo zjiSténo, Ze prevalence HPV
typu 16 stoupa se zhorsujicim se cytologickym nalezem HIV pozitivnich muzd,
kterych bylo ve studii 7579. Dale byla sledovana souvislost prevalence HPV typti
18 resp. 31, 33, 45, 52 a 58 s cytologickym ndlezem na 7560 resp. 3241 HIV
pozitivnich muzich. U vSech téchto HPV typli byla prokdzana zvySujici se
prevalence se zhorSujicim se cytologickym ndlezem, ale u karcinomu anu
poklesla zhruba na troven normalniho nalezu. Tento fakt nelze porovnat
s vysledky bakalarské prace, protoze ve vysledcich uréenych pro bakalafskou
praci nebyl zadny pacient s diagnostikovanym karcinomem anu. Pocet
pozitivnich nalezti HPV typu 16 rostl se zhorsujicim se cytologickym vysledkem
i v metaanalyze od Marra z roku 2019 hodnotici vysledky 73 studii prevazné
z Evropy a Severni Ameriky vénujicich se analyze analnich stérti od 12 758 HIV
pozitivnich MSM. Po rozdéleni téchto pacientt dle cytologického vySetfeni, byla
prevalence HPV typu 16 u kategorie NILM 22 %, u kategorii ASC-US nebo LSIL
35 % au kategorii ASC-H nebo HSIL 49 %. Vysledky tedy nejsou srovnatelné
s vysledky bakaldfské prace, protoze vni nebyla sledovdna zvySujici se
prevalence HPV typu 16, 18, 31, 33, 45 ani 52, jak je patrné z Tabulky 7. U HPV
typu 58 je patrny nartist u cytologickych naleztit ASC-H / HSIL, ale to mtize byt

ovlivnéno malym pocétem vzorkt v téchto kategoriich [29, 59].

Z vysledkti metody Anyplex vyplyva, Ze vice jak polovina pacienti bez
ohledu na cytologicky nalez byla infikovana 3 a vice HPV typy soucasné. Dva
a vice HPV typy byly detekovany u 74 % slepé odebranych vzorkt a u 82 %
anoskopickych vzorkt. V jiZ zmifiované metaanalyze De Vuysta z roku 2009 se
uvadi, Ze multiplicitni infekce byly zaznamendany u 65,9 % vzorkt z celkového
poctu 208 vzorklt odebranych HIV pozitivhim osobdm s andlnim cytologickym
vysledkem ASC-H nebo HSIL. Nutno zminit, Zze ve studii nebyly oddélené

hodnoceny vzorky muzii a Zen, a navic bylo pracovdno pouze s typy 16, 18, 31,
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33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68, 73, 82, 6 a 11. Pokud by byl sledovan vétsi pocet
HPV typt, bylo by pravdépodobné vice pozitivnich vzork{i s multiplicitnimi

infekcemi a vysledky by tak byly srovnatelné s vysledky bakalarské prace [57].

V metaanalyze Clarka z roku 2018 zahrnujici 8 studii s vysledky 671 pacientt
z kategorie HIV pozitivnich MSM s cytologickym vysledkem ACS-H a horsim
pfi uvazovani pritomnosti HR HPV typt jakoZto pozitivniho ndlezu vysla
senzitivita testti 95,4 % a specificita 23,8 % pfi vyuziti vice riiznych detekénich
metod. Tyto vysledky jsou tedy srovnatelné s vysledky bakalaiské prace. Ve
studii od Burgose z roku 2017 sledujici 692 HIV pozitivnich MSM pacientt pfi
sledovani pritomnosti vybranych HPV typti (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58,
59, 68, 73 a 82) jakozto pozitivniho vysledku vysla senzitivita 90,9 % a specificita
24,4 % pro detekovani kategorii ASC-H a HSIL ve stéru z analniho kandlu pfi
pouziti komeréniho kitu CLART Genomica HPV2. Vysledky jsou opét velmi
podobné tém z bakaladfské prace. Tyto vysledky déle potvrzuji fakt, Ze metody
uréené pro detekci HR HPV maji vysokou senzitivitu, ale nizkou specificitu.
Proto by je bylo v uvazovaném screeningovém programu vhodné kombinovat

napt. se specifi¢téjsim cytologickym vysetfenim [23, 58].

Pfi hodnoceni HPV typi 16 a/nebo 18 jakoZto pozitivniho ndlezu v jiz
zminované metaanalyze 5 studii od Clarka z roku 2018, tedy celkem 510 vzorku
HIV pozitivnich MSM s cytologickym nalezem ASC-H a hors$im vysla senzitivita
39,9 % a specificita 74,3 %. Ve studii od Burgose z roku 2017 obsahujici vysledky
z vySetfeni andlnich stért 691 HIV pozitivnich MSM pfi zahrnuti HPV typt 16
a/nebo 18 vysla senzitivita testu 56 % a specificita 63 %. Vysledky téchto studii
jsou tedy velmi podobné s vysledky bakalaiské prace. Metody zaméfené pouze
na detekci HPV 16 a/nebo 18 jsou sice vice specifické ale méné citlivé nez ty

zaméfené na vSechny HR HPV typy. Do moZzného screeningové programu by
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tedy bylo vhodnéjsi zahrnout detekci vice HR HPV typti a neomezovat se pouze

na typy 16 a 18 [23, 58].

Pro zvySeni specificity vySetfeni by bylo vhodné v budoucnu ovéfit i jiné
metody, naptiklad detekci mRNA, tedy aktivni infekce, nebo testy zalozené na
detekci methylace vybranych genti. Tato vySetfeni lze provést zjiz dfive
odebraného vzorku z andlniho kanalu do LBC média, protoze, jak bylo zminéno,

vzorek je pfi uchovani v tomto médiu mozné skladovat az 6 tydnti.

Vysledky bakalarské prace mohou byt zkresleny tim, Ze pro analyzy obéma
metodami byly odebirdny pouze alikvoty vzorkt. V ptipadé, kdy by vzorek pred
alikvotaci nebyl dostatecné promichdn, nebyly by analyzované vzorky

homogenni a vysledky genotypizace by se tak mohly v diisledku toho lisit.

Dal$im faktem je, Ze rozlozeni cytologickych ndlezti pacientti nebylo
rovnomérné, coz se vSak dalo oc¢ekavat. Nejednd se o nic neobvyklého, se stejnym
problémem se potykala i metaanalyza od Lina z roku 2017, ktera obsahuje data
z 95 studii probihajicich v letech 1992 — 2017 po celém svété. V této studii byly
hodnoceny vysledky cytologického stéru z anu od 12 850 muzi. U 12 % z nich byl
potvrzen nalez ASC-H nebo HSIL a u 8 % z nich byl diagnostikovan karcinom
anu. Co se tyka pfimo vzorkiit HIV pozitivnich MSM, téch bylo ve studii 7807
ald % znich patfily do kategorie ASC-H/HSIL apouze u0,2 % byl
diagnostikovan karcinom anu. Data v bakalarské praci jsou tak v souladu s touto
studii. Podobné vysledky jsou i ve studii od Burgose zroku 2017, kde jsou
uvedena data z let 2009 — 2016 od 692 HIV pozitivnich MSM. V tomto pfipadé
bylo po vySetfeni analniho stéru rozloZeni jednotlivych cytologickych nalezi
nasledujici: NILM -39 %, ASC-US - 27 %, LSIL — 30 % ASC-H / HSIL —4 %. Stejné

jako v pfipadé bakalafské prace nebyl u zddného pacienta diagnostikovan
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karcinom anu a celkové je rozloZeni jednotlivych cytologickych nalezti velmi

podobné [29, 58].

Vétsim problémem je fakt, Ze u pomérné velkého souboru vzorkti nebylo
mozné odecist cytologicky nalez (u 16 % z ptivodnich 186 vzorki) nebo provést
detekci HPV metodou RLB (u 13 % z ptivodnich 186 vzorkt) ¢i Anyplex (u 9 %
z puvodnich 186 vzorkt). Je to pravdépodobné zptisobeno Spatné odebranym
vzorkem. To svédc¢i o nutnosti volby vhodnych odbérovych sad, proskoleni
zdravotnického personalu a validace zvolenych postupti pro dand laboratorni

vySetfeni.



7 ZAVER

V ramci této prace byly porovnany dvé molekuldrné biologické metody pro
detekci HPV DNA — GP5+/6+ RLB a Anyplex II HPV 28. Vyhodou RLB je, Ze l1ze
soucasné sledovat pfitomnost az 43 libovolnych HPV typti. Naopak nevyhodou
je pomérné slozity a zdlouhavy proces analyzy vyzadujici nékolik mezikrokt.
Vyhodou metody Anyplex je automatizace, diky které nejsou na obsluhujici
persondl kladeny tak velké ndroky na zkuSenosti jako u analyzy vzorkt
a nasledném vyhodnocovani vysledkt pfi pouziti metody RLB. Metoda Anyplex
nedokdaze detekovat tolik HPV typti jako RLB, ale v rdmci této prace bylo zjisténo,
Ze typy, které jsou obsazeny navic v metodé RLB, se ve vzorcich vyskytovaly
pouze ojedinéle, a kromé toho Slo prevazné o LR HPV typy, které nejsou pro
screening karcinomu anu podstatné. Anyplex je vhodnéjsi metodou pro detekci
vzorkli s multiplicitnimi infekcemi HPV, protoze se ukdzalo, Ze metoda RLB
v ptipadé vyskytu vice HPV typt soucasné, nedokaze detekovat tolik typti jako
metoda Anyplex. Vzhledem k vyjmenovanym skute¢nostem se Anyplex jevi jako
vhodnéjsi, ale pro uvazovany screening by mohly byt vyuzity obé metody,

protoze celkova genotypové specificka shoda mezi nimi byla 92 %.

Dale bylo zjisténo, Ze samotna detekce HPV DNA nestaci k urceni rizikovych
skupin pacientli a do uvaZovaného screeningu bude pravdépodobné nutné
zavést i dalsi tridZové testy, napft. testy zaloZené na detekci aktivni infekce nebo

methylace vybranych genti.

Na zdkladé cytologickych vysledkii bylo potvrzeno, ze odbér vzorku pfi
anoskopii je specifi¢téjsi nez slepy odbér. Anoskopie by méla byt pacientim
minimalné doporucovana misto slepého odbéru. Diraz by mél kladen i na
prevenci, protoze jak vyplyva z prezentovanych dat, v pfipadé proockovanosti
této skupiny vakcinou Gardasil 9, bylo by ve studii o 36 % pacientti s HR HPV
infekci méné a lze predpokladat, Ze by se snizil i pocet pacienti s andlnimi

neoplaziemi a nasledné karcinomem anu.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

e ACS-H = atypické skvamozni bunky, které nevylucuji pfitomnost HSIL
e ACS-US =atypické dlazdicové buriky nejasného vyznamu

e AIN = andlni intraepitelidlni neoplazie

e AK=analni karcinom

e CIN = cervikalni intraepitelidlni neoplazie

e DARE = digitalni analné-rektalni vy3etfeni

e DNA = deoxyribonukleova kyselina

o FDA = Utad pro kontrolu potravin a 1é¢iv

e HIV = virus lidské imunitni nedostatecnosti

e HPV =lidsky papilomavirus

e HR HPV = vysoce rizikovy typ lidského papilomaviru

e HRP =kfenova peroxidaza

e HSIL = vysoky stupen skvamozni intraepitelidlni neoplazie
e JARC = Mezindrodni agentura pro vyzkum karcinomt

¢ IgG=imunoglobulin G

e LBC = cytologie do tekutého média

e LCR = dlouha kontrolni oblast

e LR HPV =nizce rizikovy typ lidského papilomaviru

e LSIL = nizky stupen skvamozni intraepitelidlni 1éze

e mRNA = mediatorova ribonukleova kyselina

e MSM = muzi majici sex s muzi

e NASBA =izotermalni amplifikace RNA

e NILM = dlazdicova burika bez intraepitelidlnich zmén a malignity
e NPV = prediktivni hodnota negativniho testu

e NRL =narodni referencni laboratof

e PAE =misto ¢asné polyadenylace

e PAL =misto pozdni polyadenylace

e PE = ¢asny promotor

e pHR HPV =pravdépodobné vysoce rizikovy typ lidského papilomaviru
e PL =pozdni promotor

e PCR = polymerdzova fetézova reakce

e PPV = prediktivniho hodnota pozitivniho testu

e RLB =reverzni hybridizace

e USA = Spojené staty americké

e VLP = viru podobna ¢astice
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