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Souhrn

Karcinom délozniho Cipku je druhym nejcastéjSim zhoubnym nadorem u Zen ve
svété a je zpusoben infekci lidskym papillomavirem. K Sifeni infekce HPV dochazi
predevsim sexualnim stykem. V soucasnosti je HPV nejcastéjsi sexudlné pienosnou
infekci.

Cilem této bakalarské prace a jednim z cili grantu IGA MZ NC 5959 bylo
porovnani citlivosti a specifity metody polymerdazové fetézové reakce a metody
neamplifikaéni hc2 pro detekci HPV DNA v cervikdlnich stérech pacientek se
suspektnim cytologickym nélezem. PCR je metodou velmi citlivou a je na ni zalozena
fada komercnich setli. V rutinnich virologickych laboratotich se k detekci HPV infekce
dnes nejvice pouziva komercné dostupna hybridiza¢ni souprava DNA test hc2 HPV.

Klic¢ova slova: Papillomavirus — Polymerazova fetézova reakce — Karcinom délozniho
¢ipku - DNA test hc2 HPV



Summary

Cervical carcinoma is the second most frequent malignancy in women world
wide. Infection of human papillomaviruses has been recognized as an etiological factor.
HPV infection is transmitted sexually. Nowadays, it is considered as the most frequent
sexually transmitted infection.

The objective of this bachelor work and one of the objectives of grant IGA MZ
NC 5959 was to compare the sensitivity and specificity of the polymerase chain reaction
method and the nonamplification method hc2 for detection of HPV DNA in cervical
specimens of woman with suspicious cytologic findings. Many commercially available
detection kits are based on the PCR method, which is very sensitive. Nowadays, the
most commercially utilized kit in the routine laboratories in the Czech Republic is hc2
HPV is frequently being used for detection of HPV infection in routine virology

laboratories.

Key words: Papillomavirus — Polymerase chain reaction — Cervical carcinoma - DNA

test hc2 HPV
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1. OBECNA CAST

1.1 Historie

Genitalni bradavice znali jiz 1ékafi v 1. stol. n. 1. v antickém Recku. Tyto bradavice se
v historii oznadovaly, mimo jiné, i jako kondylomata a toto oznaceni se uziva dodnes."”
Prikaz pivodu koznich bradavic provedl v roce 1907 1¢kat G. Ciuffo, ktery infikoval
vlastni predlokti hrubym filtritem z bradavic. Zajimavé pozorovani ve vztahu ke
karcinomu provedl v 19. stoleti italsky lékat Rigoni-Stern, ktery si vSiml Castého
vyskytu karcinomu délozniho c¢ipku u prostitutek ve srovnani s absenci tohoto
onemocnéni u jeptisek.” Vlastni prikaz virovych partikuli z koznich bradavic byl

proveden az v roce 1949, genitalnich bradavic v roce 1969.

1.2 Taxonomie

Papillomaviry (PV) dfive pattily do rodu Papillomavirus, ktery spolecné
srodem Polyomavirus tvoril celed Papovaviridae. Pozdé&ji byly oba rody
pteklasifikovany na podceledi Polyomavirinae a Papillomavirinae. V roce 2000 doslo
k rozdéleni celedi Papovaviridae na dvé samostatné celedi: Polyomaviridae a
Papillomaviridae.

PV jsou dale fazeny do rodi oznacovanych feckymi pismeny (alfa, beta atd.) a
do druhii ozna¢ovanych arabskymi ¢islicemi (1, 2 atd.). (Obr. €.1)

Nejvice genotypt PV bylo dosud nalezeno u ¢lovéka. Dalsi byly izolovany z 1ézi
primatt, kopytnikd, Selem, moiskych savcii, hlodavct, ale i z vacnatct a ptakt. U lidi
vyvolavaji tvorbu papillomti a zhoubnych nadort — karcinomii. U zvifat jsou
nejcastéjSim projevem infekce PV koZni papillomy, ale byl zaznamenan i vyskyt
karcinomu v genitalni oblasti. U kopytniki PV vyvolavaji téz fibromy, fibropapillomy a
fibrosarkomy. PV jsou druhové specifické a ptenos mezi druhy nebyl dosud
zaznamenan."

PV jsou malé, asi 55 nm velké viry s ikosahedralni neobalenou kapsidou a
genomem tvofenym jednou dvoufetézcovou kruhovou DNA s piiblizné 8 000 pary bazi

(pb).?) (Obr. ¢. 2)
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Obr. €. 1 Fylogeneticky strom papillomavirt (pfevzato DE VILLIERS a spol. 2004).

1.3 Klasifikace HPV

V soucasné dobé zname vice nez 130 molekularné charakterizovanych typt
lidskych papillomavirdt (HPV). Klasifikace HPV virll je zaloZena na odliSnostech ve
struktufe DNA kodujici oblasti pro pozdni protein L1 a casné proteiny E6 a E7.

Homologie ve struktufe DNA nizsi nez 90% urcuje genotypy, 90-98% souhlas ve
3

A4

struktufe urcuje subtypy, souhlas vyssi nez 98% pak varianty.

Na zakladé tkanové specifity d&lime HPV na koZni a slizni¢ni.*Y Dle schopnosti
vyvolat neoplastickou transformaci délime papillomaviry na nizko- (LR — low risk) (6,
11, 40, 42, 43, 44, 54, 61, 72 a 81) a vysoko-rizikové (HR — high risk) (16, 18, 26, 31,
33, 35,39, 45, 51, 52, 53, 56, 58, 59, 66, 68, 73 a 82) typy.”



Obr. ¢&. 2 Elektronmikroskopicky snimek papillomavirth (www.papillomavirus.cz).

1.4 Virovy genom

Genom obsahuje ¢asnou (E — early), pozdni (L — late) a nekddujici oblast (LCR
— long control region). (Obr. €. 3) Nekoddujici kontrolni oblast tvoii asi 10% genomu a
obsahuje mista pro vazbu virovych a bunéénych transkripénich faktorii a misto pocatku
replikace virové DNA. V pozdni oblasti se nachéazeji dva oteviené ¢teci ramce (ORF)
pro hlavni protein L1 a minoritni protein L2, které tvofi virovy obal. Protein L1 je
vysoce sekvenéné konzervativni, proto se vyuZzivad pro porovnani jednotlivych typl a
variant PV. Pfi expresi v rekombinantnich systémech vytvaii spontanné
pseudopartikule, to znamena prazdné castice usporadanim podobné partikulim
sloZenych z obou kapsidovych proteinti. Casna oblast obsahuje 5-8 ORF ozna¢ovanych
E1- E8. Casné proteiny se uplatiiuji pi replikaci HPV, pfi pfezivani v infikované tkani a
pii procesu iniciace nesmrtelnosti buiiky. E1 se podili na replikaci virové DNA. Protein
E2 se uplatiiuje jako transkripéni faktor, tvofi dimery, které se vazou na specifickd mista
v LCR. Pro zahgjeni replikace virové DNA je nutnd vzajemna soucinnost E1 a E2.
Funkce proteinu E3 neni znama. Protein E4 vznikd pomérné pozdé ve virovém cyklu.
Spojuje se s cytoskeletonem infikovanych bunck a predpoklada se, ze hraje dilezitou
roli pfi dozravani viru a napomdhd uvolnéni viriont z bunky. Protein ES je hlavnim

transformacnim proteinem bovinnich PV (BPV), pravdépodobné se také podili na
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transformaci bun¢k infikovanych HPV. Proteiny E6 a E7 koéduji dva hlavni
onkoproteiny.”  Zajistuji imortalizaci bunék a udrZeni tohoto stavu, jsou vzdy
produkované v nadorové tkdni a vazou se na bunécéné proteiny p53, resp. pRB, jenz
v buiice negativné reguluji bun&ény cyklus a vyfazuji je tak z funkce.”

Vsechny papillomaviry analyzované do soucasné doby maji geny E1, E2, E4, E6
a E7, zatimco geny E5 a E8 se vyskytuji jen u nékterych papillomavirt a gen E3 byl

zji§tén pouze u BPV-1.

LCR

Po7

Obr. €. 3 Organizace genomu HPV 16 (pfevzato DOORBAR a spol. 2006 a upraveno).

1.5 Infekéni cyklus

Infekéni cyklus PV je tzce spojen s diferenciaci cilové buiiky. Pfes drobna
poranéni (mikrotraumata) vstupuje virus do nediferencovanych keratinocytli bazalni
membrany epitelu. Pfechod mezi dlazdicovym a cylindrickym epitelem patii mezi
nejvice vnimavou oblast pro infekci. Nachazime jej na déloznim hrdle ale také v oblasti
krku (epiglotis) nebo v oblasti andlni. Zvlasté¢ néachylné kinfekei jsou nezralé

metaplastické bunky. Virovy genom zlstdva v infikovanych buiikdch obvykle v
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epizomalni formé a postupné dochazi k prepisu vSech ¢asnych 1 pozdnich genti a tvorbé
a dozravani novych infek¢nich virovych partikuli v diferencovanych keratinocytech na
povrchu epitelu. Béhem vyvoje 1éze miize vSak dojit k integraci papillomavirové DNA
do bunécného genomu. Aby se virovd DNA mohla zaclenit do genomu hostitelské
bunky, musi dojit k pferuseni kruhové molekuly. K tomu dochézi v oblasti genu E2,
ktery koduje virovy transkripéni faktor, a funguje i jako represor transkripce virovych
onkogent E6, E7. Jeho inaktivace tedy miize vést k nadprodukci E6 a E7 a také k
nekontrolované proliferaci buiiky a vzniku maligniho klonu."”  Doba, ktera ub&hne od
infekce ke vzniku viditelnych 1ézi, je relativné dlouhd, pohybuje se v rozmezi mésici.
Imunitni systém neni v boji proti HPV pfili§ G¢inny a imunitni odpovéd na
infekci je slaba. HPV infekce nemaji viremickou fazi, vétSinou nejsou provazeny
zanétem, a proto se netvoii prozanétlivé cytokiny a nejsou aktivovany antigen-
prezentujici bunky (APC). Replikace HPV a uvolilovani virionti nezpiisobuje smrt
bunky. Infekéni virové Castice se uvoliuji az z vrchnich vrstev odumirajiciho epitelu a

tim jsou pro APC $patné dostupné.®

1.6 Onemocnéni vyvolana HPV

1.6.1 KozZni infekce

HPV vyvolavaji benigni koZzni onemocnéni, jako je verruca plana, verruca
vulgaris, verruca plantaris. Nejcastéji jsou v téchto 1ézich nachazeny HPV typy 1, 2, 3,
7a10.%

Epidermodysplasia verruciformis (EV) je vzacné autozomaln¢ recesivné dédicné
onemocnéni epitelu. U 50 % pacientd dochazi na mistech vystavenych slune¢nimu
zateni k malignimu zvratu téchto 1ézi asociovanych s infekci HPV-5. V benignich EV
lezich bylo prokdzano asi 20 riznych typt HPV, ale jen typy 5, 8 a 14 se vyskytuji i
v malignich lezich EV. Roli hraji i mutace v genech EVER 1 a 2, které urcuji citlivost

jedince k HPV infekci. ©
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1.6.2 Slizni¢ni infekce

Genitalni bradavice — condylomata accuminata, jsou bézné diagnostikovanym
venerickym onemocnénim, lokalizovanym nejcastéji na vulvé, penisu, ¢ipku déloznim,
vanalni a periandlni oblasti. Nejcastéji jsou vyvolané typy HPV 6, 11 a 42.
V soucasnosti jsou genitalni bradavice nejcastéj§im virovym sexualné pienosnym

onemocnénim (STD). ©

Rekurentni laryngeédlni papillomatéza (recurrent respiratory papillomatosis —
RRP) je onemocnéni hrtanové priklopky a hlasivek u déti a dospélych. RRP se miize

$i¥it az do trachey a bronchil. Toto onemocnéni vyvolavaji HPV typy 6 a 11.

Fokalni epitelidlni hyperplazie (morbus Heck) je onemocnéni dutiny ustni, které
se projevuje uzlikovitymi zdufeninami. Vyskytuje se endemicky v populaci eskymakt a

americkych indiant a je vyvolana typy HPV 13 a 32.©

Intraepitelidlni neoplazie jsou prekancerdzni stadia karcinomu délozniho Eipku
(CIN), vaginy (VAIN), vulvy (VIN), penisu (PIN) a perianalni oblasti (PAIN). V lezich
niz$i zavaznosti nalezneme velké mnozstvi HPV typi, a to 1 LR HPV, ale v lezich

N 24

etiologické agens viech karcinomd délozniho &ipku (KDC), celosvétové druhého

nejéast&jsiho nadorového onemocnéni zen. ©

1.7 Prenos a rizikové faktory

K ptenosu kozni infekce dochazi bud® pifimo osobnim kontaktem nebo
zprosttedkované prenosem pres kontaminované plochy a predméty. K Sifeni infekce
genitalnimi typy HPV dochdzi ptevazné sexudlnim stykem a vertikalné z matky na dité.
Nakaza lidskymi papillomaviry je v soucasnosti nejcastéjsi sexualné prenosnou infekci.
Béhem Zivota je nakazeno alesponl jednim typem aZz 80% sexualné& aktivnich lidi. U
sexualné aktivnich divek se jednd o prechodnou infekci, kterd vétSinou probéhne bez
jakychkoliv klinickych projevl a organismus se této infekce sam zbavi. Ani dnes vSak

nevime, jestli virus Upln€ vymizi nebo jestli v epitelu ziistava a jeho pfitomnost jen
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nelze dostupnymi technikami zjistit. S vékem roste pravdépodobnost dlouhodobého
prezivani viru v téle zeny a vzniku zavazného onemocnéni.

Kromé piitomnosti HR HPV jsou ke vzniku KDC potiebné dalsi faktory. Patii k
nim pocet sexudlnich partnerii, nizky vek koitarché, koutfeni, hormonalni antikoncepce,

pocet porodi a dalii sexualn& pienosné infekce, véetng HIV. ©

1.8 Detekce HPV

Infekce HPV v genitalnim traktu mize mit formu klinickou, subklinickou nebo
latentni. Léze, které lze pozorovat pouhym okem oznacujeme jako klinickou formu
infekce. Subklinickd forma infekce mize byt zjisSténa pomoci morfologickych metod -
kolposkopie, cytologie a histologie. K detekci latentni formy infekce je nutné pouzit
metody molekuldrné-biologické, protoze tato forma infekce nevyvoldva zadné

morfologické zmény dlazdicového epitelu.

1.8.1 Morfologické metody

Morfologické metody umoznuji detekovat subklinickou formu HPV infekce.
Charakteristickymi zménami epitelidlnich bunék je pfitomnost koilocytl a ztrata jader.
Cytologicky test byl vyvinuty jiz vroce 1928 Papanicolouem. Plivodné cytologie
uzivala tzv. Papanicolauovu klasifikaci (PAP I - V) stéra z délozniho Cipku, ale od roku
1989 se pouziva systém Bethesda, ktery rozdéluje cytologické nalezy na normalni,
atypicky (ASCUS, AGUS), léze nizkého stupné (low grade lesions — LGL), 1éze
vysokého stupné (high grade lesions — HGL) a invazivni karcinom (CA). Tento systém

je dale pozménény od roku 2001. ©

1.8.2 Imunochemie

Pro urcité ucely, spise vyzkumné, se pouziva detekce HPV pomoci specifickych
polyklonalnich protilatek, které detekuji pfitomnost strukturdlnich proteinli, nejcastéji

proteinu L1. Omezenim této metody je jeji nizka citlivost. ©)
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1.8.3 Elektronova mikroskopie

Elektronova mikroskopie se pouziva k priikazu PV partikuli v tkanich. Pouziti
této metody je omezené, protoZe PV partikule jsou produkované jen v nékterych lézich

vyvolanych HPV. ©

1.8.4 Metody detekce HPV DNA

Metody molekularné-biologické délime na metody amplifikacni (polymerazova
fetézova reakce, Nucleic Acid Sequence Based Amplification) a metody hybridiza¢ni
(Southern blot, dot blot, in situ hybridizace na filtru, in situ na sklickach, detekce HPV
DNA piimou hybridizaci).

1.8.4.1 Amplifika¢ni metody
1.8.4.1.1 Polymerazova retézova reakce (PCR)

PCR je metoda pfi niz je HPV DNA pied detekci nejprve zmnoZena. Touto
metodou lze zachytit pfitomnost i jediné molekuly papillomavirové DNA. Nevyhodou
PCR je moznda kontaminace cizorodou DNA. Tomu Ize piedejit dislednym
dodrzovanim Ccistoty okolniho prostfedi, pouzitych pomiicek a zafazenim negativni
kontroly do kazdého kroku ptipravy vzorku a provadéni vlastni reakce. Jde o vzorek,
ktery obsahuje reak¢ni smés bez vySetfované DNA. ®)
1.8.4.1.2 Nucleic Acid Sequence Based Amplification (NASBA)

NASBA je izotermické amplifikacni reakce, ktera na rozdil od PCR, vyZaduje 3
enzymy: reverzni transkriptazu, Rnasu H a T7 RNA polymerazu a umoznuje detekovat
RNA. Na této metod¢ je zalozen komercné dostupny test NucliSENS EasyQ® HPV
v1.0 od firmy BIOMERIEUX, ktery v této dobé testujeme v laboratofi. Timto testem lze
detekovat mRNA 5ti nejcastéji zastoupenych typl v karcinomu délozniho hrdla a zjistit

tak transkripcné aktivni virus.

1.8.4.2 Hybridiza¢ni metody
1.8.4.2.1 Southern blot (SB)
Tato metoda je Casové ndrocnd a vyzaduje velké mnozstvi vychoziho materidlu.

Ze vzorku je tieba extrahovat vysokomolekularni DNA, provést §tépeni restrikénimi
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endonukledzami a fragmenty pfenést na membranu, kde je poté provedena hybridizace.
Vyuziva se pii izolaci novych viri. ©
1.8.4.2.2 Dot blot hybridizace (DB)

U této metody je mozné pracovat s hrubym lyzatem, neni nutnd extrahovana
DNA. Bunécénd DNA je denaturovana a fixovana na membrané a nasledné je provedena
hybridizace. V dne$ni dobé se tato metoda jiZ prili§ nepouziva. ©
1.8.4.2.3 In situ hybridizace na filtru (FISH)

Prvnim krokem je rozpusténi materidlu v pufru, naneseni na membranu,
lyzovéani v alkalickém prostfedi. Membrana je nésledné hybridizovana s HPV
specifickymi sondami. Nevyhodou je nizka citlivost, vysoké pozadi po hybridizaci a
vysoké mnozstvi faleSn€ pozitivnich a falesn¢ negativnich vzorkl. Z téchto divodil se
jiz tato metoda nepouziva.
1.8.4.2.4 In situ hybridizace na sklickach (ISH)

Tato metoda umoznuje topografickou lokalizaci HPV DNA a RNA v bunikach a
tkanich. Lze ji pouZit na buiiky fixované na skli¢kach a na fezy ze zmrazenych biopsii
nebo biopsii zalitych v parafinu. K rutinnimu vysSetfeni klinickych vzorkti se pro
pracnost a nizkou citlivost nepouziva.
1.8.4.2.5 DNA test hc2 HPV - detekce HPV DNA primou hybridizaci

Principem komer¢né¢ dostupného DNA testu hc2 HPV firmy DIGENE je
chemiluminiscencni stanoveni nukleové kyseliny hybridizaci na mikrodesticce

s amplifikaci signalu pro kvalitativni detekci 18 typti DNA lidského papillomaviru,

s nizkym a s vysokym rizikem.

1.8.4.3 Nové komercné dodavané testy ovérené v NRL pro PV
Nové komeréné dodavané testy v CR (tab. ¢. 1) jsou zaloZené na detekci PCR
produktii pomoci obracené hybridizace k pevné ukotvené probé a nasledné reakci

s barevnym substratem.
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Tab. & 1 Nové diagnostické komeréni testy dostupné v CR, testované v NRL pro PV.

FIRMA NAZEV SETU DETEKCE

Roche AMPLICOR” HPV 13 HR HPV typt

Roche LINEAR ARRAY HPV 37 HPV typt
INNOGENETICS INNO-LiPA 25 HPV typu

Gentech HPV DNA PCR 5 LR a7 HR HPV typt
GenID® GmbH, Germany |[HPV-screening 6 LR a 17 HR HPV typt
BCS Biotech s.p.a. ProDect® CHIP HPV TYPING 23 HPV typt

1.8.5 Serologické metody

Serologick¢é metody umoznuji zjistit, jestli se organismus s infekci HPV jiz
setkal. Protilatky proti virové specifickym proteinim jsou nejéastéji detekovany
enzymoimunoanalyzou (ELISA) a méné Casto Western-blotem. Jako antigeny se dnes
nejCastéji pouzivaji tzv. pseudopartikule (také VLP - virus-like particles), které jsou
nejCastéji tvofené pouze proteinem L1 a pfipravované na hmyzich bunkach nebo
v kvasinkovych systémech. Druhym typem antigent jsou fuzni proteiny ziskané expresi

celych proteini v bakteridlnich expresnich systémech.

1.8.6 Typy klinického materialu

K vySetteni HPV molekularné-biologickymi metodami lze pouzit stéry
StéteCkem z d€lozniho Cipku, uretry, penisu, analni oblasti, oka, dutiny ustni a hrtanu,
probatorni biopsie, nefixované vzorky tkané, parafinové ftezy, vyplachy =z ust,
bronchoalveolarni lavaz a aspirat.

Stéry z d€lozniho Cipku, uretry, analni oblasti, penisu, oka, dutiny ustni a hrtanu
se provadi Stéteckem do zkumavky s transportnim médiem a uchovavaji po dobu
jednoho tydne pii1 +4°C.

Probatorni biopsie a nefixované vzorky tkan¢ je nutné bud’ ihned po odebrani

zamrazit na —70°C, ptipadné€ vlozit do zkumavky s transportnim médiem a zamrazit na
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—70°C a takto lze vzorek skladovat dale neomezené. Skladovani pti —20°C je mozné
nejdéle jeden tyden. Vzorky se dopravuji do laboratoie na suchém ledu, nesmi béhem
transportu rozmrznout.

U parafinovych fezii musi byt tkan fixovand v pufrovaném neutralnim
formalinu, metakarnu, acetonu nebo etanolu. Pro analyzu obvykle postacuji 2 fezy o sile
20 um ve sterilni mikrozkumavce, ale je tfeba aby v fezu bylo pfitomné dostatecné
mnozstvi nadorovych bunék (alespon 10%).

Vyplach dutiny ustni se provadi 10 ml sterilniho fyziologického roztoku a

skladuje se pii +4°C nejdéle jeden tyden.
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2. EXPERIMENTALNI CAST

2.1 Cil prace

Cilem této prace bylo srovnani amplifika¢ni a neamplifikacni (hybridizacni)
metody pro detekci HPV DNA v cervikalnich stérech. Jako amplifikaéni metoda byla
pouzita PCR s naslednou detekci amplikont na elektroforetickém gelu a hybridizaci.
K neamplifikacnimu stanoveni HPV DNA byla pouZita komer¢né dostupna souprava

DNA test hc2 HPV od firmy DIGENE.

2.2 Material

Studie zahrnovala pacientky ve véku 16 az 79 let, primérny vék testovanych byl
37 let. VySetieno bylo celkem 651 Zen, které byly poslany do Centra gynekologicko-
onkologické prevence (CGOP), Katefinskd, Praha 2 na zéklad¢ ptedeslého
cytologického nalezu ASCUS/AGUS. Pti vstupni prohlidce v CGOP byl Zendm odebran
exot+endocervikdlni stér. Cervikalni stéry pro detekci HPV DNA byly odebrany
s pouzitim soupravy HC Cervical Sampler (DIGENE) a to ptfed odbérem vzorku na
cytologické vysetfeni. (Obr. ¢. 4) Souprava HC Cervical Sampler obsahovala kartacek,
1 ml transportniho média a podrobny ndvod. Po odbéru se kartacek z odbérové
soupravy vlozil do média a zalomil. Vzorky byly skladovany pti +2—8°C, pokud se
stanoveni provedlo do jednoho tydne. Jestlize zkouSka nebyla provedena v jednom

tydnu, byly vzorky uskladnény pti -20°C.

Obr. €. 4 Odbérova souprava HC Cervical Sampler (DIGENE).
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2.3 Principy metod

2.3.1 Polymerazova retézova reakce

PCR slouzi ke zmnoZzeni, neboli amplifikaci, specifickych tsekii DNA.
Amplifikacni proces vyzZaduje nékolik zakladnich komponent: templat, Taq polymerazu
(DNA polymeraza z Thermus aquaticus), primery, 2’-deoxynukleosid-5"-trifosfaty
(ANTP) a vhodny pufr. Templat slouzi jako vzor pro syntézu novych molekul DNA.
Oligonukleotidové sondy (primery) jsou obvykle dlouhé 20 — 25 pb, vymezuji
syntetizovany usek a slouzi jako pocatek pro syntézu. Termostabilni DNA polymeraza
syntetizuje novou DNA ve sméru 5°-3" podle templatu. ANTP: 2’-deoxynukleosid-5"-
trifosfaty (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) jsou stavebnimi kameny pro syntézu nového
fetézce DNA. Pracovni pufr zajistuje optimalni podminky pro aktivitu pfislusSné DNA
polymerazy. Reakce probiha v pfistroji zvaném termocykler, ktery je programovatelny
pro teplotni rezim a automatické stiidani jednotlivych teplotnich krokii reakce.

Princip metody PCR spociva ve tfech teplotnich krocich. (Obr. €. 5) Prvnim
krokem je denaturace templatové DNA pii teplot¢ nad 90°C, pii které dochazi
k preruseni vodikovych mustki mezi bazemi a k vzdjemnému uvolnéni obou
polynukleotidovych vlaken. V nésledujicim kroku, pfi snizeni teploty na 50 — 60°C,
v zavislosti na poctu GC para v primerech, dojde kjejich pfipojeni ke
komplementarnim Gseklim templatu. Nésleduje faze elongacni, spocivajici
v prodlouzeni nového fetézce DNA od primeru ve sméru 5°-3" na druhy konec
vymezeného amplifikovaného tseku za optimalni pracovni teploty pro Taq polymerazu
pii 72°C. Za ptedpokladu 100% ucinnosti, 1ze opakovanim teplotnich cykll vytvofit az
10° kopii ptivodni molekuly DNA. Lze vypogitat, Ze z jedné molekuly o délce 200 pb
po 30 cyklech ziskame az 0,24 ng DNA. Podstatnou podminkou pro pouZziti metody
PCR je znalost sekvence aspon hrani¢nich tisekti oblasti, kterou chceme syntetizovat,
aby bylo moZzné matematickym programem navrhnout a optimalizovat sekvenci a

chemickou syntézou piipravit oligonukleotidy.
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Obr. ¢. 5 Princip PCR (prevzato VIERSTRAETE a spol. 1999 a upraveno).

2.3.2 Elektroforéza

Elektroforéza slouzi k rozdéleni DNA fragmentl o nestejné délce. DNA ma
celkove slabé negativni ndboj a v elektrickém poli putuje ke kladné elektrod€. Rychlost
putovani je zavisld na jeji celkové délce a struktuie. Vzorky jsou nanesené na
horizontalni gel, ktery je ponofeny do vhodného pufru v elektroforetické vanicce mezi
elektrodami. V gelu u zaporné elektrody jsou jamky, do kterych se vzorek DNA nanese,
po zavedeni elektrického proudu se fragmenty rozdilnych délek a struktury po Case

rozdéli. K vizualizaci fragmenti se nejCastéji pouzivd barveni etidium bromidem
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(EtBr), ktery se interkaluje mezi pary bazi dvouSroubovice a pii vinové délce UV svétla
kolem 300 nm fluoreskuje. K barveni se pouziva bud’ lazeit o koncentraci EtBr 0,5

pg/ml, nebo Ize piimo piidat EtBr do gelu. Dokumentace je provadéna fotograficky.

2.3.3 Southern blotting

PCR produkty jsou pieneseny (ptepijakovany) z elektroforetického gelu na
nylonovou membranu a zakotveny v denaturovaném stavu na membrané a tak jsou
pfipraveny k nasledné hybridizaci s pfisluSnou sondou, komplementéarni k analyzované

sekvenci. 1V

2.3.4 DNA test hc2 HPV

DNA test hc2 HPV pouziva techniku imobilizace hybridti. (Obr. ¢. 6) Jde o
hybridiza¢ni test vyuzivajici protilaitek navazanych na mikrodesti¢ce s amplifikaci
signalu a chemiluminiscen¢ni detekci. Vzorky, obsahujici cilovou DNA, hybridizuji se
smési HPV specifickych RNA sond. Vysledné hybridy RNA:DNA jsou zachyceny
protilatkami, specifickymi pro hybridy RNA:DNA, kterymi je potaZzen povrch jamek
mikrodesticky. Zachycené¢ hybridy potom reaguji s protilaitkami konjugovanymi
s alkalickou fosfatdzou, specifickymi pro hybridy RNA:DNA, a jsou detekovany
chemiluminiscen¢nim substratem. Na kaZzdou protilatku je konjugovdno nékolik
molekul alkalické fosfatdzy. Mnohonasobné¢ konjugované protilatky se vazi ke kazdému
zachycenému hybridu, coz méa za nasledek velikou amplifikaci signalu. Substrat je
Stépen konjugovanou alkalickou fosfatazou a dojde k vyzareni svétla. Svételné kvantum
je méfeno luminometrem a vyjadieno v relativnich svételnych jednotkach (RLU).
Intenzita vyzateného svétla indikuje pfitomnost ¢i nepiitomnost cilové DNA ve vzorku.

Vysledek méfeni RLU, shodné ¢i vétsi nez hodnota hranice pozitivity, znamena
pritomnost sekvenci DNA HPV ve vzorku. Je-1i hodnota RLU niZ8i nez hodnota hranice
pozitivity, znamend to, Ze specifickd testovand sekvence DNA HPV neni pfitomna,
nebo ze mnozstvi ptitomné ve vzorku je pod detekénim limitem metody.

Tento test detekuje typy HPV s nizkym rizikem 6, 11, 42, 43, 44 a typy HPV
s vysokym rizikem 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68, ale rozlisi pouze

LR a HR skupinu, nerozlisi jiz jednotlivé typy uvniti téchto skupin.
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egenda:

. denatmrace vzorkn

. hvbnidizace s HPV RNA sondou

. zachyeend hybridi BNA:DNA za ponziti monoklonalnich
protilatek navazanych na sténach mikrodestéky

.reakce s protilatliami komugovanyim s alkalickou fosfatazon

5. allkalicka fosfataza stépi chemilmminiscenéni substrat za

produkce svétla

L
1
2
3

I

Obr. €. 6 Princip DNA test hc2 HPV (pfevzato firma DIGENE a upraveno).

2.4 Zpracovani cervikalnich stéri pro detekci HPV metodou PCR

Vzorek v transportnim médiu jsme dikladné promichali a do mikrozkumavky
odebrali 200 pl. Buiiky z téchto 200 pl jsme sedimentovali 30 min pi1 14 000 ot. a
+4°C. Naslednég jsme je resuspendovali v 50 pl lyza¢niho pufru K (50 mmol Tris-HCI;
1 % Tween-20; 5 mmol EDTA; pH 8,0) se 100 pg/ml proteinasy K (Fermentas). Lyze
probihala 2 hod pti 56°C, pak pii 37°C pies noc a vzorek jsme inaktivovali 10 min pfi
96°C. Takto ptipravené hrubé lyzaty jsme skladovali pii teploté —20°C.

2.4.1 Polymerazova retézova reakce - postup
PCR je snadnd a rychld metoda, ale je nutné pitisné dodrzovat zéasady, aby
nedoslo ke kontaminaci. K detekci HPV bylo vyvinuto nékolik PCR systémt. Tyto

systémy vyuzivaji bud’ typové specifické primery, nebo primery degenerované a
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obecné. Degenerované a obecné primery dokézi zjistit Siroké spektrum HPV typua

v jedné reakci. Typové specifické primery amplifikuji pouze jeden konkrétni typ HPV.

Vybér vhodného systému je dan:

e cilovou oblasti, kterou dany systém amplifikuje

e moznosti integrace HPV DNA do genomu hostitelské builkky (Pozn.: B&éhem
integrace dochézi k preruSeni ¢i ztrat¢ genu E1, E2 nebo L1, ale geny E6 a E7
zustavaji vzdy zachovany.)

e délkou amplifikované oblasti (Pozn.: Napiiklad pii detekci HPV DNA v archivnim
materidlu izolovaném z parafinovych blockl je 1épe zvolit systém amplifikujici
fragmenty o délce kolem 200 pb, nebot’ DNA izolovana z téchto materialti byva
Casto degradovana v dusledku nesetrné fixace a stafi materialu.)

e specifita primertd (Pozn.: Pro detekci HPV dnes existuji dva spolehlivé, dobie
ovétfené systémy, které v reakci zachyti vSechny znamé typy genitalnich HPV. Oba
tyto systémy amplifikuji usek v L1 genu, jehoz sekvence je u vétSiny HPV typa
znaén¢ konzervovana.)

Ke zjisténi HPV pomoci PCR je nutné i amplifikace pozitivni, negativni a tzv.
vnitini kontroly, nejCastéji B-globinového genu. Jestlize je amplifikace vnitini kontroly
negativni, a to 1 po pfipadném piecisténi vzorku, nelze tento vzorek metodou PCR
hodnotit. Divodem muize byt malé mnozstvi vzorku, nebo pfitomnost inhibitora.

K detekci HPV DNA vnasi studii jsme vyuzivali degenerované primery
nazyvané MY09 a MY11, které amplifikuji 450 pb dlouhy usek v L1 genu. Tyto
primery umoziuji identifikaci nejen vSech zndmych genitalnich lidskych papillomavird,
ale 1 detekci a charakterizaci novych, dosud neznamych typii.

Sto ul reakéni smési obsahovalo 10 mmol/l Tris-HCI, pH 8.5; 50 mmol/l KCI; 4 mmol/l

MgCly; 0,2 mmol/l kazdého ze Ctyi deoxynukleotidii (Fermentas); 0,5 pmol/l kazdého

primeru MY09 a MY11 (Invitrogen) a 2,5 U Taq polymerazy (Fermentas). Jako

kontrolu pfitomnosti dostatecného mnozstvi DNA a nepfitomnosti inhibitord PCR jsme
do reakce pfidali primery PC04 a GH20 (Invitrogen), specifické pro B-globinovy gen.

V kazdém bchu jsme zatazovali pozitivni kontrolu (SiHa builky — bunécénd linie

odvozena z karcinomu délozniho c¢ipku, obsahujici 1 - 2 kopie HPV 16 DNA) a

negativni kontrolu (buné¢na linie lidskych plicnich embryonalnich fibroblastii). Reakce

probihala v termocykleru PTC 200 (MJ Research). Po poc¢ateni denaturaci 5 min pfi
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95°C se kazdy ze 40 cyklt PCR skladal z denaturace 1 min pii 95°C, ptipojeni primeru
2 min pii 55°C a syntézy fetézce 2 min pii 72°C. Pro dokonCeni syntézy vSech fetézci

jsme na zavér pridali 3 minutovou inkubaci pii 72°C.

2.4.2 Elektroforéza - postup

Deset pl vzorku jsme upravili pfidanim 3 pl nandsSeciho roztoku a nanesli do
jamek 3% agar6zového gelu (NuSieve 3:1, Sigma). Pfipojili zdroj stejnosmérného
nap¢ti a nastavili ¢as 50 minut a napéti 150 V. Po pozadovaném rozdéleni DNA jsme
gel barvili 30 minut v lazni ethidium bromidu o koncentraci 0,5 pg/ml. Nasledné

prohlédli na UV prohlizecce a fotograficky zdokumentovali.

2.4.3 Southern blot - postup

DNA byla depurinovana (0,25 mol/l HCI) a ekvilibrovana (0,6 mol/l NaCl; 0,4
mol/l NaOH) postupnym ponofenim agarézového gelu do roztoki na 10 minut.
Nésledn¢ byla DNA ptenesena z gelu na Biodyne B nylonovou membranu (Pall
Biosupport) a to tak, Ze nad nadobu s pufrem (0,6 mol/l NaCl; 0,4 mol/l NaOH) jsme
umistili filtraéni papir, na n¢j gel. Membranu jsme polozili na povrch gelu, potom 3
vrstvy filtraéniho papiru a dale pak vrstva buniiny. VSe jsme zatizili cca 0,4 kg
zavazim. (Obr. €. 7) Pfenos vzlinanim probihal pfes noc. Po neutralizaci (1 mol/l Tris-
HCI, pH 7.,4; 1,2 mol/l NaCl) a oplachnuti membrany v roztoku 2xSSC (0,3 mol/l NaCl;
75 mmol/l citrat sodny; pH 7), oboji 15 minut, jsme DNA fixovali k membran¢ 2 hod
pti 80°C.
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Obr. ¢. 7 Kapilarni transfer (NRL pro PV).

2.4.4 Hybridizace - postup

Hybridizaci jsme provadéli se smési péti 410 bp dlouhych préb pro HPV 11, 16,
18, 31, 51 a oligoproby specifické pro lidsky B-globin. HPV proby jsme znacili DIG-11-
dUTP (Boehringer Mannheim), B-globinova proba byla oznaena na  5’-konci
digoxigeninem. Membranu se vzorky jsme prehybridizovali 2 hod pii 42°C
v prehybridiza¢nim pufru (0,75 mol/l NaCl; 75 mmol/l citrat sodny; 20% formamid,
0,1% ficoll; 0,1% BSA; 25 mmol/l NaH;POj4; 25 mmol/l Na,HPOy4; 0,1 mg/ml Herring
sperm DNA; 0,1% SDS; 2% blokovaci roztok), ten vyménili za prehybridizacni pufr do
kterého jsme pfidali proby a membranu hybridizovali ptes noc pii 42°C. Nespecificky
navazané proby jsme odmyli 2 x 5 min pii laboratorni teploté v roztoku A (2xSSC;
0,1% SDS) a dale 3x 30 minut pfi teplot¢ 50°C v roztoku B (0,5x SSC; 0,1% SDS).
Membranu jsme ekvilibrovali pii laboratorni teploté v promyvacim roztoku (WB) (0,1
mol/l kyselina maleinova; 0,15 mol/l NaCl; 0,3% Tween 20; pH 7,5), inkubovali 45 min
v blokovacim roztoku (BS) (0,1 mol/l kyselina maleinova; 0,15 mol/l NaCl; 3,5%
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blocking reagent) a pot¢ 30 min ve stejném roztoku s Anti-Digoxigenin-AP Fab
fragments (Roche). Membranu jsme promyli 3 x 15 min ve WB roztoku, ekvilibrovali 5
min v detekénim roztoku (0,1 mol/l Tris-HCI; 0,1 mol/l NaCl; pH 9,5) a 5 minut
inkubovali s 0,25 mol/l chemiluminiscenénim substratem CSPD (Roche). Poté jsme
membranu exponovali 30 min na Lumi-Film Chemiluminescent Detection (Roche), a

dale pak podle intenzity vysledného signalu 2 hodiny nebo pfes noc.

M1 23456789 101112131415

450 pb
268 pb

M 16171819 202122232425 262728 2930

Obr. ¢. 8 Detekce HPV DNA pomoci primerd MY 09/11 a PC04/GH20. Primery MY
09/11 amplifikuji 450 pb L1 genu a detekuji HPV DNA. Primery PC03/GH20
amplifikuji 268 pb dlouhy usek B-globinového genu a ovétfuji kvalitu DNA ve vzorku.
Na pozici M je hmotnostni marker pBR322/Hinfl, pozitivni kontrola v jamce 29,
negativni v jamkach 11 a 22 (NRL pro PV).
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Obr. €. 9 Hybridizace produkti PCR se smési prob HPV a oligoproby specifické pro
lidsky B-globin znacenych digoxigeninem a detekce HPV DNA. B-globin ma délku
amplifikovaného tseku 268 pb a délka amplifikovaného L1 genu HPV je 450 pb.
Pozitivni kontrola je v pozici 29 a negativni kontrola v pozicich 11 a 22 (NRL pro PV).
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2.4.5 Dalsi vySetfeni diskrepantnich vzorki
U vzorkd, u nichz jsme zjistili rozdilné vysledky, jsme dale ur¢ovaly konkrétni

typ HPV metodou sekvenacni a metodou Reverse line blot assay.

2.4.5.1 Sekvena¢ni Sangerova metoda

Sekvenaéni  Sangerova  metoda  zafazuje  fluorescencné  znacené
dideoxynukleotidy do nové amplifikovanych produktii béhem sekvenacni reakce.
Detekce se provadi na sekvendtorech, které jsou zalozeny na principu kapilarni
elektroforézy. Sekvenaéni produkt jsme pfipravili pomoci BigDye Terminator Primer
Cycle Sequencing kitu (Applied Biosystems) a analyzu provadéli na piistroji ABI310
Genetic Analyzer (Applied Biosystems).

M“! Il 40 ! _,\IlmllJL r'r ” “ l “ AL ” Ja il ‘ ‘

~ MRS O Al g

Obr.¢. 11 Vystup sekvenacni metody (NRL pro PV).
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2.4.5.2 Reverse line blot assay (RLB)

Principem RLB je obracena hybridizace produkt amplifikace k pevné ukotvené
probé na membrané. Timto testem lze detekovat 37 typti HPV a analyzovat 42 vzorki
najednou. K pfipravé PCR produktti jsme pouzili GP 5+/6+ bio primery, které
amplifikuji 150 pb.

HPV typing
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Obr. €. 12 Vystup RLB metody (NRL pro PV).
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2.5 DNA test hc2 HPV — pracovni postup

Vzorek po odebrani ¢asti materidlu na PCR reakci obsahoval 800 pl. Buiiky ve
vzorku jsme denaturovali po dobu 45 minut pii 65°C ve vodni 1azni pfidanim poloviny
objemu (t.j. 400 pl) denaturacniho roztoku. Nasledné jsme 75 pl vzorku pfidali do
mikrozkumavek a napipetovali 25 pl sondy LR pro detekci nizkého rizika a 25 pl sody
HR do zkumavek pro detekci vysokého rizika. Vzorky jsme inkubovali ve vodni 14zni
60 minut pii 65°C. Obsah jsme pievedli do jamek mikrodesticky a nechali tfepat na
rotacni tiepacce pfi 1100 rpm 60 minut. Poté jsme odstiiknutim vylili obsah jamek a
desku dobfte osusili nékolikerym poklepanim, dnem vzhtiru, na papirové ru¢niky. Ptidali
jsme 75 pl konjugatu a inkubovali po dobu 30 minut. Mikrodesticku jsme 5x promyli a
pridali 75 pl substratu. Po 15 minutové inkubaci jsme odecetli vysledky na pfistroji
Luminometr 2000 (DML 2000) od firmy Digene. Hranice pozitivity rovna 1pg/ml je
ekvivalentni 100 000 HPV kopii/ml nebo 5000 HPV kopii na stanoveni. Pomoci
softwaru pfistroje DML 2000 propojeného s PC bylo automaticky vypocitano a
vyhodnoceno, zda jsou ovéfovaci kriteria spravnad nebo nespravna. Veskeré pouzité

roztoky jsou soucasti diagnostického setu. Soucasti setu je i negativni kalibrator,

pozitivni kalibrator a vnitini kontrola.

Obr. ¢. 10 Diagnosticky set DNA test hc2 HPV (DIGENE).
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3. VYSLEDKY

Vnasi studii jsme vySetfili 651 cervikdlnich stért soucasné¢ amplifikacni

metodou PCR a hybridiza¢ni metodou DNA test hc2 HPV od firmy DIGENE.

Tab. ¢.2 Srovnani zachytu HPV infekce metodou he2 a PCR.

hc2 PCR
pocet % pocet %
HPV DNA pozitivni 296 45,5 322 50,7
HPV DNA negativni 355 54,5 313 493
celkem 651 635 *

* 1 16 vzorki neamplifikovatelna DNA

V tabulce ¢€.2 jsou shrnuty vysledky detekce HPV DNA zjisténé pomoci hc2 a
PCR. Metodou PCR jsme detekovali HPV DNA u 50,7% vzorkt, zatimco metodou hc2
jsme zjistili 45,5% vzorkli jako HPV pozitivnich. U 16 vzorkli se ndm nepodafilo
ptipravit DNA, kterou bychom byli nasledné¢ schopni amplifikovat pomoci PCR,
pravdépodobné z diivodu nedostatecného mnoZzstvi materidlu, ¢i pfitomnosti inhibitord

reakce. Tyto vzorky byly vylou¢eny z dalSich analyz.

Tab. €.3 Rozlozeni HPV typi v HPV DNA pozitivnich vzorcich v testu hc2.

hc2
typ pocet %
LR 10 3,4
HR 254 85,8
LR+HR 32 10,8

Metoda hc2 umoziuje ur€it pfitomnost LR nebo HR HPV ve vzorku. VétSina
naSich HPV DNA pozitivnich vzorkli obsahovala pouze vysoce rizikové typy HPV

(85,8%). Deset zen (3,4%) zcelkového mnozstvi bylo infikovano pouze nizko
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rizikovymi typy HPV, a u 32 pacientek (10,8%) byly diagnostikovany nizko 1 vysoko
rizikové HPV typy. (Tab. ¢. 3)

Tab. ¢.4 Porovnani obou metod detekce HPV DNA.

PCR
+ ]
hc2 + 282 13
- 40 300

pocet %

shodné 582 91,6

rozdilné 53 8,4

Tabulka ¢.4 znazornuje porovnani shodnych a rozdilnych vysledkii detekce HPV
DNA, ziskanych v obou testech na stejném materialu. Obé metody se shodovaly
v 91,6%, a lisily se v 8,4%.

U vzorkl u nichz jsme zjistily rozdilné vysledky jsme dale urcovaly konkrétni
typ HPV metodou PCR s primery GP5+/6+ a RLB a metodou sekvenaéni. U 75%

vzorki se nam podafilo typ urcit.

Tab. €. 5 Pifehled HPV DNA pozitivnich vysledki ve vékovych skupinach.

PCR hc2
veékova skupina| celkovy pocet pocet % pocet %
do 30 let 243 165 67,9 154 63,4
nad 30 let 408 157 38,5 133 32,6

Prevalence HPV v zavislosti na véku se velmi liSila. U zen mladsich 30ti let byla
67,9% a 63,4% metodou PCR a hc2, zatimco u Zen starSich 30ti let 38,5% a 32,6%.
(Tab. €. 5)
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4. DISKUSE

Vysledky nasi studie ukazuji, Ze metoda PCR je citliv§js$i a umoziluje zachytit
vice typtt HPV ve vzorku.

Prevalence HPV v populaci je zavislda na véku a pohybuje se u Zen bez
cytologickych abnormalit od 10 — 30%. V této studii byla prevalence vyssi — az 50%,
protoZe se jednalo o Zeny s piivodné suspektnim cytologickym nalezem.

Mladsi Zeny jsou infikované Castéji, ale 1épe se infekce zbavuji, aniz by u nich
doslo ke vzniku zavaznych onemocnéni. Jak se s vékem snizuje aktivita imunitniho
systému, roste 1 pravdépodobnost pretrvavani HPV infekce. Starsi Zeny jsou infikovany
mén¢ Casto (az 3%), ale jejich riziko vzniku onemocnéni je vyS$si. V nasi studii byly
mladsi Zzeny 67,9% a starsi v 38,5% HPV pozitivni pomoci PCR metody.

Typizace diskrepantnich vzorkii ukdzala limitaci metody hc2, ktera ale
neznamend omezeni pro klinické vyuziti. Metoda hc2 detekuje 13 nejcastéjSich HR
typl, které maji prokizanou spojitost se vznikem KDC a ma proto odpovidajici
klinickou citlivost.

Pravé HPV je prikladem, kdy nejcitlivéjsi metoda nemusi byt pro klinickou
praxi vyhodné;jsi.

U HPV je tedy zfejmé, Ze test na detekci DNA bude 1épe vypovidat o riziku pro
zeny starSi 30ti let. Oba pouzité testy mély srovnatelnou citlivost i specifitu. Proto
muizeme usuzovat, ze oba by byly vhodné pro vybér rizikovych zen s atypickym
cytologickym nalezem .

HPV testace mliZze usnadnit rozhodovani o tom, zda ma byt pacientka léCena ¢i
nikoliv, je-li sledovana pro hrani¢ni nebo mirné cytologické zmény, a tak pomoci

v prevenci KDC.
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5.ZAVER

Ve vzorcich odebranych pii vstupu do studie jsme detekovali pfitomnost HPV
DNA metodou PCR, kterd je obecné povazovana za nejcitliv€j$i metodu a zaroven
komeréné dostupnou hybridizac¢ni soupravou DNA test hc2 HPV, kterd je pouzivana
v rutinnich virologickych laboratotich k detekci HPV infekce v riznych klinickych
materidlech. Oba testy jsme provadéli z jednoho vzorku. Témito metodami jsme ziskali
shodné vysledky v 91,6% ptipadi.

Ziskané vysledky metodami DNA test hc2 HPV a PCR byly shodné ve vice nez
90% ptipadd. Souprava DNA test hc2 HPV je proto vhodna pro vySetfeni pritomnosti
HPV DNA v cervikalnich stérech, nebot’ je srovnatelné citlivé jako PCR. Mimo to je
z jinych studii znamo, Ze ma dokonce vys$i klinickou citlivost pro detekci zen s rizikem

vzniku anebo zhorSeni onemocnéni, nez PCR.
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7. SEZNAM ZKRATEK
APC antigen-prezentujici bunky
ASCUS/AGUS atypické dlazdicovité buiky

BPV bovinni papillomaviry

BSA bovinni sérum albumin

CA invazivni karcinom

CIN prekancerozni stddium karcinomu délozniho ¢ipku
dATP 2’-deoxyadenosin-5’-trifosfat

DB Dot blot hybridizace

dCTP 2’-deoxycytidin-5"-trifosfat

dGTP 2’-deoxyguanosin-5"-trifostat

DNA deoxyribonukleova kyselina

dNTP 2’-deoxynukleosid-5’-trifosfat

dTTP 2’-deoxythymidin-5"-trifosfat

ELISA enzymoimunoanalyza

EtBr etidium bromid

EV Epidermodysplasia verruciformis

FISH In situ hybridizace na filtru

HGL 1éze vysokého stupné

HIV Human Immunodeficiency Virus

HPV Human papillomaviruses, lidské papillomaviry
HR high risk, vysoko-ryzikovy typ

ISH In situ hybridizace na sklicku

KDC karcinom délozniho ¢ipku

LGL 1éze nizkého stupné

LR low risk, nizko-ryzikovy typ

mRNA messenger RNA

NASBA Nucleic Acid Sequence Based Amplification
ORF oteviené Cteci ramce

p53 bunécny protein

PAIN prekancerdzni stddium karcinomu perianalni oblasti
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PCR
PIN
pRB
PV
RLB
RLU
RNA
RRP
SB
SDS
STD
uv
VAIN
VIN
VLP
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pary bazi

polymerazova fetézova reakce
prekancero6zni stddium karcinomu penisu
retinoblastomovy protein

papillomavirus

reverse line blot assay

relativni svételné jednotky

ribonukleova kyselina

rekurentni laryngealni papillomatdza
Southern blot

sodium dodecylsulfate

sexudlné pfenosné onemocnéni
ultrafialové zaieni

prekancerozni staddium karcinomu vaginy
prekancerozni stadium karcinomu vulvy

virus-like particles
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