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Abstrakt

Cilem této diplomové prace je komparace imunohistochemickych a molekularné
biologickych metod pro detekci lidskych papilomavird (HPV) v nadorové tkani s jejich
naslednym vyuzitim pfi studiu ulohy HPV v etiopatogenezi zhoubnych nadoru

sinonasalni krajiny.

Z mnozstvi metod pouzivanych k detekci lidskych papilomavird byla vybrana in situ
hybridizace, imunohistochemicka detekce exprese proteinu pl6™K4a klasicka
polymerdzové fetézova reakce v kombinaci se dvéma detekénimi metodami a to
enzymoimunoanalyzou a reverzni hybridizaci, dale pak polymerazova fetézova reakce

v realném Case a reverzni transkripce.

PFi porovnani vSech metod uzitych k detekci HPV byla zjiSténa velice dobra shoda, kde
vSechny provadéné metody vykazovali statisticky vyznamnou shodu s hladinou
vyznamnosti p<0,0001 (p16, DNA in situ hybridizace, RNA in situ hybridizace,
kvantitativni polymerazovéa fetézova reakce s reverzni transkripci (RT-gPCR) mRNA)
aZz na metodu detekce pl6 vs. DNA polymerazovou fetézovou reakci (PCR), kde
hladina vyznamnosti dosahla p=0,004 v celém souboru, respektive p=0,002 v souboru
dlazdicobunééného karcinomu (DK). Korelacni koeficient mezi metodou detekce
exprese pl6 a celkovym HPV statusem cini v celém souboru 0,659 a v souboru DK

0,864; coz znaci vyznamnou lineérni zavislost mezi obéma sledovanymi vySetienimi.

Lze tedy k detekci HPV s vyhodou vyuzit detekci p16 imunohistochemicky v kombinaci
s detekci mMRNA pomoci RT-qPCR, jeZ poskytne informaci jak o vlivu HPV na bunécény

cyklus, tak i o jeho transkrip&ni aktivité a typu.

VySe zminénymi metodami bylo dokézéno, Zze 24,7 % (18/73) karcinomd sinonasalni
krajiny vykazuje HPV pozitivitu bez ohledu na diagnostickou jednotku. Ve skupiné

dlazdicobunécénych karcinomu je to 35,7 % (17/49).

Dle Klinické ¢éasti naSi studie maji pacienti s p16 pozitivnim DK median pfeziti 71
meésicl oproti 16 mésicu u pacientd s pl6-negativnim DK. Median preziti pacientd
s HPV-pozitivnim DK byl 30 mésict oproti 14 mésicim u pacientd s HPV-negativnim
DK.



Abstract

The aim of this thesis is the comparison of immunohistochemical and molecular
biological methods for the detection of human papillomavirus (HPV) in tumour tissue
and their subsequent use in the study of HPV role in the etiopathogenesis of malignant

tumors of sinonasal region.

Several methods for the purpose of HPV detection were applied: in situ hybridization,
immunohistochemical detection of expression of p16INK4a protein, classic polymerase
chain reaction combined with two different enzyme immunoassay detection methods,
and reverse hybridization, followed by polymerase chain reaction with real time reverse

transcription.

All methods (p16 DNA in situ hybridization, RNA in situ hybridization, quantitative
polymerase chain reaction with reverse transcription - RT-gPCR mRNA) used for the
detection of HPV performed very well when compared, showing concordance with
statistical significance p < 0,0001. Detection of p16 vs. DNA polymerase chain reaction
(PCR) had correlation coefficient p = 0.004 in the whole group, and
p = 0.002 in the subgroup of squamous cell carcinoma (SCC). Correlation coefficient
between detection of p16 and overall HPV status was 0,659 for entire set and 0,864 for

set of SCC, indicating significant linear dependence.

Immunohistochemical detection of p16 in combination with the detection of mRNA by
RT-gPCR can be used with advantage for HPV testing. These methods provide

information about HPV type, transcription activity and HPV interaction with cell cycle.

The above-mentioned methods demonstrated that 24.7% (18/73) of carcinomas in
sinonasal region showed HPV association regardless of their histological subtype. The
group of SCC showed association with HPV infection in 35.7% (17/49).

According to the clinical part of our study, median survival of the subgroup diagnosed
with SCC differed depending on HPV status of the carcinomas: when evaluated by p16
expression, the cohort with pl6-positive SCC showed median survival 71 months
compared to 27 months in the group with p16- negative SCC. Similarly the HPV-
positivity evaluation showed prolonged median survival in patient with HPV-positive
SCC (30 months) compared to those with HPV-negative SCC (14 months).



Uvod

Papilomaviry predstavuji vyznamny rizikovy faktor vzniku dlaZzdicobunéénych
karcinomu rtzné lokalizace, pfiéemZ mezi nejzasadnéjsi a védecky podlozené nalezi
anogenitalni trakt (karcinom déloZzniho Cipku) a oblast hlavy a krku (karcinom patrové

mandle a kofene jazyka).

| pfes intenzivni vyzkum jsou stale karcinomy hlavy a krku feSeny rozsahlymi
invazivnimi chirurgickymi zé&sahy s naslednou aktinoterapii. V posledni dobé se
objevuji pokusy o adjuvantni chemoterapii vyuZivajici chemoterapeutika ¢i cilenou

biologickou Ié¢bu.

DlaZzdicobunééné karcinomy etiopatogeneticky spjaté s vysoce rizikovymi lidskymi
papilomaviry se odliSuji svym biologickym chovanim a prognézou, na ¢emzZ by mohla

byt postavena a v blizké dobé snad i vyvinuta Uc¢inna kurativni Ié¢ba.

Neméné dilezity je i vyzkum a celoplo$né zavedeni spolehlivych metod pro detekci
lidskych papilomaviri, které budou schopné zachytit i to nejmensi mnoZstvi viru

s moznosti typizace a uréeni jeho aktivity.

Tato prace by méla pfinést informace o srovnani raznych dostupnych metod v detekci
lidskych papilomavird u karcinomd dutiny nosni jak komeréné dostupnych
a validovanych, tak i metod pouzivanych pouze vyzkumné s vlastni potfebou validace.
Mimo jiné by vysledky srovnavanych metod mély slouZit k prikazu etiopatogeneze

téchto virl u karcinomu sinonasalniho traktu.
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1. TEORETICKA CAST

1.1. Anatomicko-histologicko-patologicka cast

1.1.1. Anatomicka a histologicka stavba sinonasélni krajiny

Abychom mohli detailné pochopit problematiku zhoubnych nadort sinonasalni krajiny,
musime oziejmit jeji fyziologicko-histologicky obraz. Radime sem jak samotnou dutinu
nosni, tak vedlejSi dutiny nosni, které jsou prvni ¢asti respira¢niho traktu. Jejich hlavni
funkci je upravovat vdechovany vzduch, zejména zbavovat vzduch necistot a prohfivat
ho.

Oporou zevniho nosu jsou kosti nosni (ossa nasalis) spolu s hyalinnimi chrupavkami
nosnimi (cartilagines nasi), ke kterym patfi cartilago nasi lateralis, cartilago septi nasi,
cartilago alaris major a minores, cartilagines nasales accessoriae a cartilago
vomeronasalis. Kuze kryjici nosni hrot a kfidla je pevnéji fixovana k perichondriu
chrupavek. V kuzi a podkoznim vazivu se nachazeji ¢etné mazové zlazy, svalova

vldkna, cévy a nervy.

Dutina nosni je vymezena kranialné kosti ¢ichovou, lateralné kosti klinovou a patrovou,

kaudalné tvrdym patrem.

1.1.1.1. Vestibulum nasi

Vestibulum nasi je rozSifena ¢ast kryta kuzi, ktera saha od nozder po okraj cartilago
alaris major. U vchodu nalézame chlupy (vibrissae), které slouzi jako prvni filtr
vzduchu. Vestibulum vystyld vrstevnaty dlazdicobunéény epitel rohovéjici, ktery
prechazi ve vrstevnaty dlazdicobunéény epitel nerohovéjici [1]. Ve sliznici nalézame
Cetné vlasové folikuly, potni a mazové Zlazy. Kranialné pfi vstupu do dutiny nosni
pfechazi wvrstevnaty dlazdicobunéény nerohovéjici epitel v epitel vicevrstevny

cylindricky [2]. Toto misto se nazyva skvamo-kolumnarni junkce [3].

1.1.1.2. Cavum nasi

Cavum nasi je chrupavCitym a kosténym septem (septum nasi) rozdélena na dvé
poloviny. Septum nasi se sklada ze tfi ¢asti: kosténé, chrupaveité a membrandzni.
Z lateralnich stén dutiny nosni odstupuji tfi pary skofepin nosnich (conchae nasales

superiores, mediae a inferiores).

VétSinu plochy sliznice kryje respiracni epitel (vicefady Fasinkovy) s poharkovymi
bunikami, ktery je v pfedni etazi nizce kubicky a postupné se zvy3uje. Ve slizniénim

vazivu nachazime bohaté Zilni pleten& a smiSené tuboalveolarni Zlazky. Zilni pletené



v oblasti skofepin tvofi plexy nachylné ke zdufeni. Horni skofepy pokryva cichovy
epitel, coz je vysoky epitel vicefady cylindricky s Fasinkami, ¢ichovymi receptory
a podpurnymi a bazalnimi burikami. Pfechod mezi ¢ichovym a respiracnim epitelem
tvofi tzv. vicefady respiracni cylindricky epitel. Epitel je od lamina propria mucosae
oddélen bazalni membranou, ktera je zpocatku tenka a kranialné se ztlustuje. [2]
Slizniéni vazivo je pak pfipojeno pfimo k periostu a k perichondriu.

Na lateralni sténé dutiny nosni se nachazeji vchody do vedlejSich dutin nosnich.

sténa kosti dichove

dutina kosti
cichove
dutina celni sefiz
turcica
horni wnitrni
skofepa nozdra

nosni

stredni mandle

shorepa

dolni
skorepa

predsin
DN
uvula vchod do Eustachovy
mekké patro trubice
turdeé patro
Obr. 1 - anatomickd stavba sinonasalni  krajiny  (dostupné @ z:

http://content.answcdn.com/main/content/img/elsevier/dental/f0098-01.jpg, 3. 9. 2014)

1.1.1.3. Sinus paranasales
VedlejSi dutiny nosni jsou péarové Udtvary vystlané nizSim epitelem vicefadym
cylindrickym s mensim mnozstvim poharkovych bunék a Zlazek, nez je tomu v dutiné

nosni [2]. Zlazky tvofi sekret, ktery se vyprazdiiuje do dutiny nosni.

Funkce vedlejSich dutin nosnich neni zcela zfejma; podili se na rezonanci pfi tvorbé
barvy hlasu, uvazuje se téZ o jejich Uloze pfi tepelné izolaci o¢nice a pfi ,chlazeni*
mozku [4]. K vedlejSim dutinam nosnim Fadime sinus maxillaris, sinus frontalis, sinus

sphenoidalis a sinus ethmoidales anteriores, medii et posteriores.
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Obr. 2 — Anatomicka poloha vedlejSich nosnich dutin — schematicky: 1 sinus frontalis, 2
sinus ethoidales, 3 sinus sphenoidalis, 4 sinus maxillaris (dostupné z:
http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/d/d3/Senos_paranasales.jpg, 3. 9.
2014)

1.1.2. Bunéé€ny cyklus a jeho regulace

Bunéc&ny cyklus je soubor udélosti, které vedou ke zdvojeni genetické informace burnky
spolu s ostatnimi sou¢astmi burfky a jejich nasledovnému rozdéleni do dvou dcefinych
bunék. Somatické buriky, s vyjimkou napf. neuront a kardiomyocytd, b&éhem svého
Zivota prodélavaji sérii bunéénych cykli. Bunécny cyklus je Fizen nékolika zplsoby,
které budou podrobnéji rozebrany v nasledujicich odstavcich. Cely cyklus rozdélujeme

do zékladnich dvou fazi, a to na interfazi a mitozu. [5] [6]

1.1.2.1. Interfaze
Interfaze je obdobim, kdy burika roste a pfipravuje se na mitézu. Dale ji délime na

nésledujici faze:

Do GO, neboli do faze klidové, se buriky dostavaji po pfedeslé mitdze a setrvavaji v ni
rizné dlouhou dobu. V této fazi si burika pIni svoji danou funkci a udrzuje vSechny své
komponenty v poctu a koncentracich nezbytnych pro spravnou funkci. Pomoci

signalnich drah a pasobeni mediatord muze dojit k pfesunu do G1 faze. [6]
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Gl faze je charakterizovana intenzivni syntézou vSech potfebnych sloZzek pro
naslednou replikaci genetické informace. To znamena, Ze se syntetizuje velké
mnoZzstvi nukleotidd, RNA, ribozomu a enzym(. Na konci této faze se nachazi hlavni
kontrolni uzel bunéného cyklu. Pokud se burika nachazi v situaci, kdy obsahuje
dostate€né mnozZstvi vSech potfebnych soucasti k replikaci DNA, muze cyklus
pokracovat do S faze. Postup G1 fazi spociva v pfitomnosti dostate€ného mnozstvi
komplexu cyklinu D s CDK 4/6 a nasledného plsobeni cyklinu E s CDK2. Do S faze

bunka muze pokracovat za plsobeni cyklinu A s CDK2. [6]

S faze je obdobim syntézy DNA a histonll. Dochazi k vytvoreni dvouchromatidovych
chromozomu, pfi€¢emz rychlost syntézy DNA je rlzna mezi jednotlivymi chromozomy,

ale stejna pro homologni pary chromozomu s vyjimkou chromozomu X. [6]

V G2 fazi se kazdy chromozom sklada ze dvou sesterskych chromatid, teda dvou
identickych molekul DNA. Nachéazi se zde také druhy kontrolni bod buné&éného cyklu,
kdy doché&zi ke kontrole genetické informace a pfipadnym opravdm. Ke konci G2 faze
dochézi ke kondenzaci chromatinu. V pfipadé pfitomnosti dostate€ného mnoZstvi

cyklinu A a cyklinu B v komplexu s CDK2, dochazi k pfesunu do faze mitézy. [6]

1.1.2.2. Mit6za

Samotnou mitézu déle délime na karyokinezi, kdy dochazi krozdéleni jadra,
a cytokinezi, kdy dochazi k déleni cytoplazmy. Mitéza je plynuly proces, ve kterém
vSak dokazeme rozliSit 4 faze: profaze, metafaze, anafaze, telofdze. Dochazi zde
k rozdéleni sesterskych chromatid k opacénym pdlim buriky pomoci mitotického
aparatu, tvorbé jaderné membrany a v prubéhu cytokineze pak k oddéleni dcefinych
bunék. [6]

1.1.2.3. Regulace

Jedna z hlavnich slozek fizeni bunééného cyklu pfichazi z okoli cilové burky. Ristové
faktory jsou hydrofilni signalni molekuly nezbytné pro pfezivani bunék, bunécny rast
a proteosyntézu. Rastové faktory jsou aktivni az v komplexu se svym membranovym
receptorem s enzymovou aktivitou, které nasledné aktivuji proteinkindzy. NejCastéji
stimuluji buriky k proliferaci (plateled derived growth factor, erytropoetin, epidermalni
rlstovy faktor, fibroblastovy rustovy faktor, interleukiny), na rozdil od nich transformujici
ristovy faktor beta (tumor growth factor beta; TGF-B) disponuje inhibiéni viastnosti.
K bunécéné proliferaci vétSinou nestai pouze jeden rustovy faktor, ale je potfeba

ucinku nékolika specifickych rustovych faktora na rizné receptory. [6]
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Cykliny a cyklin dependentni proteinkinazy (CDK) jsou produkty genli zvanych
protoonkogeny a podili se na fizeni buné&ného cyklu. CDK jsou proteiny, které jsou po
vazbé s cyklinem fosforylovany a v takto aktivni formé& dale fosforyluji dalSi proteiny
v misté serinl a threonind. Toto plsobeni je potencovano vazbou s proliferacnim
bunéCnym nuklearnim antigenem (proliferating cell nuclear antigen - PCNA)
a inhibovano inhibitory cyklin dependentnich proteinkindz (ICDK), jejichZz zvySeni
zapfiCini zastaveni bunécného cyklu. U c¢lovéka je znamo celkem 8 cyklin(,
pojmenovanych velkymi tiskacimi pismeny (A, B, C, D, E, F, G a H), které tvofi
komplexy se sedmi CDK (CDK1-CDK7). K zastaveni v prabéhu bunééného cyklu
dochazi téz v pripadé, kdy se v bunce nenachazi dostate¢na koncentrace cyklin(
a CDK. [6]

Dal3i ¢ast fidiciho mechanismu bunéé&ného cyklu tvofi proteinové produkty tumor-
supresorovych gen 0. Tyto proteiny zplsobuji inhibici proliferace a ristu buriky.
Podrobnéji budou popsany produkty gend Rb1l a TP53 a INK4 (Inhibitor Protein Kinase
4).

Produktem genu Rbl je Rb protein (pRb), ktery zastava funkci jaderného
transkripniho faktoru, ktery interaguje s dalSimi transkrip&nimi faktory z rodiny E2F
(E2F1 - E2F6) a po vzniku jejich komplexu pRb-E2F potlacuji transkripci genu
dalezitych pro prestup z G1 faze do S faze, jako jsou napf. geny pro cyklin D a E.
Protein pRb se v bunce vyskytuje neustale, avSak jeho aktivita je dana jeho mirou
fosforylace. Fosforylovany pRb je neaktivni a je tak umoZnéno pfechodu bunce do
S faze. Fosforylace je indukovana vazbou rastovych faktorl na jejich receptory, které
zplUsobi interakce mezi cykliny a jejich CDKs a tim jejich aktivaci a spusSténi

fosforylaéni funkce zacilené na threoniny pRb. [6]

Gen TP53 je umistén na kratkych raménkach chromosomu 17 a je nazyvan ,strazcem
genomu”, jelikoZz na jeho funkci zavisi, zda probé&hne kontrola genetického materialu
a oprava pripadnych chyb v kontrolnim bodé G1/S (velky repair) a S/G2 (maly repair).
Produktem tohoto genu je jaderny fosfoprotein p53, ktery je transkripénim faktorem
vazajicim se na promotor nékolika cilovych genl dulezitych v regulaci bunééného
cyklu. NejdulezitéjSimi jsou geny CIP1/WAF1 (Cyklin Dependent Protein Kinase / Wild
type p53 dependent growth Arrest Factor), GADD45 (Growth Arrest and DNA Damage)
a BAX (apoptoticky Clen rodiny Bcl-2). Produkt genu CIP1/WAF1 protein p21 svou
vazbou k CDK inhibuje jejich aktivitu v kontrolnich bodech G1 i G2. [6] Produkt genu
GADD45 podnécuje reparaci DNA interakci s PCNA (Proliferating Cell Nuclear
Antigen) &i indukci apoptézy pres systém p38/INK. [7]
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TGF-B reguluje transkripci genu INK4, jehoz varia¢ni transkripci vznikaji dva razné
proteiny p15 a p16. Oba proteiny maji inhibi¢ni funkci na CDKs G1 faze, pficemz p15
se vaze na CDK4 a p16 na CDK2, CDK4 a CDKG®. [6]

GO Growith
s

Glg
G1b
CDK2
1EINKA
M p
WAF1
p21 Gig
o130 i
p130 EoF
252 o1
Crdel pE-‘W.i.FI d
cDcz
G2 s
Cyclin A Cyelin A
cocz CDKz

Obr. 3: Schéma regulace bunééného cyklu. Zelené — pozitivni regulatory, Razové —
negativni regulatory. Sedivym rameckem jsou oznadeny proteiny, jejichZz defekt se
nachazi v bunkach nékterych zhoubnych nadora. (dostupné Z
http://biomikro.vscht.cz/vyuka/bm/CellCycle.pdf, 13. 9. 2014)

1.1.3. Nadorova transformace

1.1.3.1. Definice
Tumor, neoplazie ¢i novotvar jsou oznaceni nové geneticky podminéné abnormalni
tkané v mnohobuné&ném organismu s klonalnim charakterem, ktera nema Zadnou

fyziologickou funkci a roste nekontrolovanym zplisobem [8].

Maligni transformaci rozumime vicestupfiovou genetickou a epigenetickou zménu
bunky vedouci ke schopnosti autonomniho rastu a invazi. Takova burika se vyznacuje
nékolika zakladnimi charakteristikami, kterymi jsou zejména: nezavislost na rustovych
stimula¢nich faktorech, rezistence vugci inhibitordm rdstu, rezistence vici apoptoze,
vyrazna proliferani aktivita, schopnost indukovat angiogenezi, invazivita a schopnost

metastazovani [8] [9].
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1.1.3.2. Mechanismus vzniku
Mezi epigenetické zmény Fadime chemické zmény DNA ¢i chromatinu (napf.: metylaci
promotord, zmény acetylace histond, aj.), kterd vede k rozdilné expresi gend. Nemaji

tedy Zadny vliv na poradi nukleotidu.

Kazdy nador se vyznacuje genetickou zménou ovliviiujici pofadi nukleotid kli¢ovych
genu regulujici bunéény cyklus. Mezi né patfi protoonkogeny, tumor supresorové geny
a geny pro reparatni mechanismy. Tyto geny koduji velké mnozZstvi proteind
nezbytnych pro spravny bunécny cyklus a reparaci pfipadnych defektd (signalni
molekuly, receptory, intracelularni pfenaSece, transkripéni faktory, pro-apoptotické

proteiny, proteiny kontroly buné&ného cyklu, proteiny reparace DNA). [8] [9] [10]

Tyto genetické a epigenetické zmény jsou vyvolany rozliénymi faktory, které se obecné

rozdéluji mezi chemické, fyzikalni a biologické.

1.1.3.3. Faktory kancerogeneze

Chemické faktory jsou spolu s fyzikalnimi nejcast&jSim spoustéem nédorove
transformace uz jen tim, Ze se vyskytuji vSude kolem nas. Mezinarodni organizace pro
vyzkum rakoviny (International Agency for Research on Cancer, IARC) uvadi, Ze az
80% zhoubnych nadorl je pfimo ¢&i nepfimo spojeno s expozici chemickym
a fyzikalnim vlivdm vnéjSiho prostiedi. Mezi ty nejnebezpelnéjSi prokazané
karcinogeny patfi napf.: benzo-a-pyren, dimethylbenzanthracen, aromatické aminy,
nitrosaminy, alkylujici Cinidla, mykotoxiny jako aflatoxin Bi, arzen, azbest, chrom,
potravni aditiva (cyklamét, sacharin, dusitany a dusi¢nany) atd. [11] [12] Na nadorove
transformaci se také podileji latky, které se bézné v naSem organismu vyskytuji. Mezi
né patfi produkty oxidac¢niho stresu (peroxidovy radikal, superoxidovy radikal,
hydroxylovy radikal) vznikajici napf. pfi Fentonové reakci, i pfi aktivaci neutrofilnich

granulocytl v ramci zanétu [9] [13].

Mezi nejvyznamnéjsi fyzikalni faktory patfi ionizujici zafeni (rentgenové zéareni,
ultrafialové a y zéfeni), mechanické poskozeni chromozomu azbestem [14] a vysoka
teplota. lonizujici zafeni zpUsobuje jak pfimou ionizaci DNA s naslednymi zlomy, tak
vznik radikalt, které tak nepfimo ionizuji DNA. lonizovand DNA pak prochéazi
nejriznéjSimi modifikacemi a defekty jako jsou napf.: pfiéné vazby s proteiny,
jednoduché a dvojité zlomy, inzerce, mezivlaknové miustky, hydroxylace bazi,

rozevieni purinového &i pyrimidinového jadra apod. [9] [11] [15].
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Bakterie a viry, jakoZto biologické faktory , jsou téZ vyznamnou skupinou podilejici se
na vzniku zhoubnych nédortd, i kdyZz v mensi mife, nez pfedchozi faktory a to
pfedevsim v roli kofaktort [11]. Mezi bakterialni padvodce karcinomud fadime bakterii

Helicobacter pylori, ktera ma vliv na vznik karcinomu Zaludku a MALT lymfomu [16].

Studium etiopatogeneze virl lidskych nadorl je velice obtizné, jelikoZ experimentalni
neni validni z ddvodu multifaktorialniho pusobeni prostfedi a Zivotniho stylu spolu
s dlouhodobou nakazou virem. Kazdy Cc&lovék disponuje i jinou efektivitou svého
imunitniho systému a ve vétSiné pfipadd i u nakazeného jedince nedojde ke vzniku
nadoru z divodu dostate¢né imunitni odpovédi na pfitomnost viru. [3] | pfes to je nyni
znamo Sest vird, které jsou etiologicky spjaty se vznikem nadoru. Tyto viry jsou

uvedeny v tabulce.

Virus Druh nadoru

karcinom délozniho €ipku, hrtanu a

Human papillomavirus (HPV) o
anogenitalniho traktu [17] [18] [19]

Hepatitis B virus (HBV) hepatocelularni karcinom [20] [19]

karcinomy hornich cest dychacich [21]
Epstein-Barr virus (EBV) [22] [23] [24] [25], Hodgkinav lymfom,
Burkittav lymfom [19]

Human herpes virus 8 (HHV8) Kaposiho sarkomu [26]

Human T-lymphotropic virus 1 (HTLV1) Leukémie z T-bunék [3]

Merkel cell virus (MCV) Karcinom z Merkelovych bunék [3]

Tabulka 1: Pfehled virt uplatiujicich se v etiopatogenezi lidskych nadord

Mechanismem vzniku nadorové transformace zplsobené vétSinou vird, je pfenos
onkogend, které jsou soucasti jejich genomu, do DNA ¢&lovéka. Toto vSak neni cilem
virt, ale spiSe vedlejSim efektem pfi replikaci jejich genomu a Sifeni se na dalSi
hostitele. VétSina DNA virG stimuluje hostitelskou buriku k replikaci a proliferaci, ¢imz
dosadhne mnohonasobného poctu kopii viru. HPV a jiné malé DNA viry toho dosahnou

tim, Ze jejich proteiny odstavi tumor supresorové mechanismy (Rb a p53). [19]

Na vzniku neoplazie se podileji dalSi faktory, které nelze nijak ovlivnit. Patfi mezi né
vék, pohlavi, rasa a zejména pak geneticka predispozice, pfi¢emz s pfibyvajicim se

vékem se zvySuje riziku vzniku zhoubného novotvaru diky kumulaci mutaci [27].
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1.1.3.4. Prekancerozy

Prekanceroza je oznaceni pro takovou alteraci tkané, ktera vede ke zvySenému riziku
vzniku nadorového bujeni. Je charakterizovana zvySenim bunécné proliferace, ktera
vede ke zvySenému riziku vzniku replikacni chyby, a tim i k mutacim genu
zodpovidajici za regulaci bunéfného cyklu a naslednému vzniku nadoru. Za
prekancer6zy povazujeme stavy, mezi které v nékterych pfipadech patfi chronické
zanéty zpusobené bakteriemi (Helicobacter pylori) nebo viry (EBV, high-risk HPV, HCV
atd.) a hyperplazie nékterych hormonalné regulovanych organt (napf. hyperplazie

endometria) [28].

Prekancer6zy muzeme rozdélit podle charakteru do tfi stupnd. Stacionarni , kde je
riziko maligniho zvratu malé a nemusi byt charakterizovan Zadnou histologickou
odchylkou ani zvySenou proliferacni aktivitou. Progredientni stupen je spjat s vySSim
rizikem maligniho zvratu, mikroskopicky prokazatelnymi bunéénymi atypiemi
rizikem maligniho zvratu; tize bunéénych atypii je zde shodna s invazivnim nadorem, je
vSak stale zachovana intaktni bazalni membrana a nedochazi k Sifeni do okolnich
struktur [28].

Mezi prekancerdzy dutiny nosni a vedlejSich nosnich dutin spojované s naslednym
vznikem karcinomu patfi Schneideridnské papilomy, av3ak nepfitomnost prekancerdzy

nevylucuje vznik karcinomu. [29]

Pfitomnost HPV DNA byla prokdzéana u 20-25 % invertovanych papilomd bez
dysplazie, 55,8 % s high-grade dysplazii a u 55,1 % invazivnich dlazdicobuné&énych

karcinoma. [29]

1.1.3.5. Neoplazie dutiny nosni a paranasélnich sin  usa
Dle plvodu burnky, ze které tumor vznikd, rozliSujeme mnoho rtznych druhd
zhoubnych nédoru (napf.: karcinomy z epitelovych bunék, sarkomy z pojivové tkané,

gliomy z nervové tkané, atd.).

PFestoZe je dutina nosni s paranasalnimi sinusy svymi rozméry pomérné malou oblasti,
je mistem vzniku nékolika histologicky rozli€nych skupin tumortd zahrnujicich nadory ze
slizniéniho epitelu, slizniénich Zlaz, mékkych tkani, kosti, chrupavek, neuralni
a neuroektodermové tkané, hematolymfoidnich i germinalnich bunék [30]. Karcinomy
této oblasti vSak predstavuji pouze 3 % ze vSech karcinomi hlavy a krku a také

e

procentualni zastoupeni dlazdicobuné&ného karcinomu je zde nizsi (cca 65 %). [29]

Nasledujici tabulka shrnuje jednotlivé druhy nador( sinonasélni krajiny.
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Druh a p Givod tumoru

Typ

Subtyp

Maligni epitelialni

Dlazdicobunéény karcinom

Verukozni

Papilarni

Bazaloidni

Vietenobunécény

Adenoskvamézni

Akantolyticky

Lymfoepitelidlni karcinom

Sinonasalni nediferencovany karcinom

Adenokarcinom

Intestinalni

Neintestinalni

Karcinom slinnych zlaz

Adenoidné cysticky karcinom

Mukoepidermoidni karcinom

Benigni epitelialni

Schneiderianské papilomy

Invertovany typ

Onkocyticky typ

Exofyticky typ

Respiracni epitelialni adenomatoidni hamartom

Adenomy slinnych Zlaz

Pleomorfni adenom

Myoepiteliom

Onkocytom

Neuroendokrinni

Typicky karcinoid

Atypicky karcinoid

Malobunéc&ny karcinom (neuroendokrinni typ)

Neuroektodermové

Ewinglv sarkom

Primitivni neuroektodermovy tumor

Cichovy neuroblastom

Melanocytarni neuroektodermovy tumor détského véku

Slizniéni maligni melanom

Z mékkych tkani

Maligni

Fibrosarkom

Maligni fibrézni histiocytom

Leiomyosarkom

Rabdomyosarkom

Angiosarkom

Hrani¢ni a s malym malignim

potencialem

Desmoidni fioromatéza

Zanétlivy myofibroblasticky tumor

Glomangiopericytom

Extrapleuralni solitarni fibr6zni tumor

Benigni

Myxom

Leiomyom

Hemangiom

Schwannom

Neurofibrom

Meningeom
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Chondrosarkom

o Mezenchymalni chondrosarkom
Maligni

Osteosarkom
Chordom

Obrovskobunééna léze/tumor

Chondrom

Osteom

Kosti a chrupavek
Chondroblastom

Chondromyxoidni fiborom

Benigni
Osteochondrom

Osteoidni osteom

Osteoblastom

Ameloblastom

Hamartom

Extranodalni NK/T lymfom, difuzni B velkobunéény lymfom, extramedularni
Hematolymfoidni plazmocytom, extramedularni myeloidni sarkom, histiocytarni sarkom,

histiocyt6za z Langerhansovych bunék

Nezraly teratom, teratom s maligni transformaci, sinonasalni
Z germinalnich bunék teratokarcinosarkom, nador ze Zloutkového vacku, zraly teratom, dermoidni

cysta

Sekundarni tumory

Tabulka 2: Pfehled WHO klasifikace neoplazii v sinonasalni oblasti. [30]

Jelikoz prFitomnost papilomavird je spojovana predevsim s dlaZzdicobunéénym
karcinomem [30], budeme se timto typem neoplazie vice zaobirat v nasledujicich

odstavcich.

1.1.35.1. Dlazdicobun é¢&ny karcinom

DlaZzdicobunécény karcinom (DK) vychazi z epitelidlnich bunék sliznice, vystylajici
dutinu nosni a paranazalni sinusy. Zahrnuje keratinizujici a nekeratinizujici typ.
V literatufe se mlzZzeme setkat srldznymi, c¢asto matoucimi oznacenimi pro
nekeratinizujici typ DK jako jsou napf.: Schneideriansky karcinom, karcinom

z cylindrickych bunék, karcinom z respira¢niho (I) epitelu. [29] [30]

Vzniku DK hornich cest dychacich obvykle predchazi rohovéjici typ dysplazie
dlazdicobunécného epitelu [31]. V této fazi se v3ak nadorovy proces v klinické praxi

zastihne zcela vyjimecné.
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Nekeratinizujici typ DK, nazyvany téZz Schneideriansky karcinom, byl dfive €asto
nazyvan cylindrocelularni karcinom. Preinvazivni stddium karcinomu se vyznacuje
cylindrickymi burikami uspofadanymi v papily, které komunikuji s povrchovym epitelem
a Vvytvareji invaginace. PFfi malém zvétSeni mohou mikroskopicky napodobovat
invertovany papilom. Cylindrické buriky maji tendenci palisddovat kolmo k bazalni
membrané. Jadra téchto bunék jsou atypickd s vyraznou mitotickou aktivitou, nékteré
bunky nachazime ve stavu apoptézy. Makroskopicky je misto postizeni vkleslé

s hladkymi okraji s fokalni infiltraci stromatu. [29] [30]

Klasicky nekeratinizujici DK sinonasalni krajiny je podobné jako tento typ karcinomu
v orofaryngu sloZzen z menSich bunék s bazofilni cytoplasmou, nékdy bazaloidniho
vzhledu. Casto nachazime centraini nekrézy s napadnymi mitbzami a apoptézou. [29]
[30]

Keratinizujici typ DK v sinonazalni krajiné se nijak neli§i od DK v jinych lokalizacich
hlavy a krku. Je charakterizovan razné diferencovanymi dlazdicovymi burikami
s extracelularni ¢i intracelularnim uloZenim keratinu. Burnky nadoru se vyznacuji
mozaikovym uspofadanim vytvarejicim hnizda, a malé skupiny nebo rostou disperzné

¢i difuzné. Tumor rozliSujeme jako dobfe, stfedné, nebo nizce diferencovany. [30]

Varianty DK jsou v sinonasalni oblasti vzacné, ale mohou se zde vyskytnout. Patfi
mezi né verukdzni karcinom, papilarni, bazaloidni, vietenobunécény, adenoskvamézni

a extrémné vzacny akantolyticky dlazdicobunéény karcinom. [30]

RN L Lt “‘i Oeia:
b ST R e
LR RES A

Obréazek 4 (vlevo) a 5 (vpravo): vlevo — dlazdicobunécny karcinom nekeratinizujici

(nerohovejici), vpravo — dlazdicobunéény karcinom keratinizujici (rohovéjici) - barveni

hematoxylinem eosinem zvétseni 200x (zdroj: FUP FNHK)
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Mezi vyznamné faktory, které pfispivaji k rozvoji DK, patfi Casto profesionalni expozice
napf. dfevnému a textilnimu prachu, niklu a chlorofenolim, formaldehydu [32], dale
koufeni a predchozi vyskyt sinonasalniho papilomu, zejména invertovaného typu.
V nékolika malo studiich byl HPV nalezen ve variabilnim poctu pfipadd DK sinonasélni
oblasti, ale jeho vyznam v etiopatogenezi této skupiny nadort neni dosud zcela jasny.
[33].

DK sinonasalni krajiny je obecné velmi vzacny, protoZe predstavuje pfiblizné 3 %
zhoubnych nadord hlavy a krku, ale spolu s adenokarcinomem zahrnuje 80-90 %
vSech karcinomi této oblasti [34] [35]. Cast&jsi vyskyt je zaznamenavan u Japoncd.
DK se vyskytuje pfedevSim mezi 55. — 65. rokem véku, zatimco u déti je velice vzacny
[33].

V nynéjSi dobé je obecné akceptovano, Ze pfitomnost lidského papilomaviru (HPV),
vedle tabakového a alkoholového abdzu [36], vyznamné zvySuje incidenci DK
v orofaryngu (kofen jazyka, patrové mandle) a v anogenitalni oblasti (délozni hrdlo,
pochva, vulva, penis, hnus), pficemz typ 16 je spiSe spojovan s dlazdicobunécnym
karcinomem a typ 18 s adenokarcinomem. [37] [38] [39] Co se tyCe pfitomnosti HPV
u DK v oblasti dutiny nosni a paranasalnich sinusu, je dle studii cca 20 %. [17] [29]
Z nékolika dalSich obséahlejSich studii vyplyva, Ze pfitomnost HPV je rozdilna co se
ty¢e jednotlivych typl DK u typu nekeratinizujiciho 39,7 %, keratinizujiciho 3,4 %,
bazaloidniho 41,7 %, papilarniho 75 % a adenoskvamézniho 66,6 %. [29] [40] [41] [42]
Tato pfitomnost je v praxi nejCastéji stanovovana pomoci HPV in situ hybridizace
(ISH), imunohistochemického stanoveni exprese proteinu p16™K4a jako produktu tumor
supresorového genu INK4, ktery velice dobfe koreluje se zavaZznosti infekce
a prognozou pacienta, RT-PCR (reverzni transkriptaza — polymerazova fetézova
reakce) k prukazu mRNA a PCR. [17] [29] [43] [44] Zminéné metody budou dale

projednany v nasledujicich odstavcich.
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1.2. Papilomaviry

Papilomavirus je maly dvouvidaknovy DNA virus, ktery zpusobuje rGzné epitelialni
proliferativni a/nebo nadorové léze. Vyzkum téchto vira zapocal jiz ve 30. letech 19.
stoleti, kdy se prokazalo, Ze krali¢i bradavice jsou pFenosné tkanovymi extrakty.
Nejvétsi rozmach vSak pfFisel v 70. letech 19. stoleti srozvojem molekularné
biologickych metod, a to pfedevSim sekvenace DNA a polymerazové fetézové reakce
(polymeraze chain reaction, PCR). [19] Papilomaviry se vyvijeli spolu se svymi hostiteli
a jsou vysoce druhové specifické. [17] Nejvétsi usili se logicky soustfedilo na vyzkum

lidského papilomaviru (human papillomavirus, HPV).

HPV jsou nejzndméjSi pro jejich G€ast u benignich a neoplastickych
onemocnéni anogenitalniho traktu, avSak zpUsobuji také laryngalni papilomy ¢&i jina
proliferativni epitelialni Iéze sliznice dychacich cest. Mimo jiné tento virus napada i jiné
lokalizace hlavy a krku, jako jsou napfiklad spojivky, usni kanal, dutinu nosni, dutina

astni — pfedevsim pak hitan a patrové mandle. [17] [39]

1.2.1. Taxonomie

Papilomaviry fadime spolu s polyomaviry do rodiny Papovaviridae. Pfedpona Papova-
vznikla spojenim prvnich dvou pismen rodl a jednoho druhu spadajici do této Celedi
(pa — Papillomavirus, po — Polyomavirus, va — Vacuolating Agent, coZ je plvodni ndzev
druhu Simian Virus 40). [45] Papilomaviry tvofi vlastni rodinu Papillomaviridae, kterou
rozdélujeme na nékolik rodl, které jsou pojmenovany feckou abecedou (alfa, beta,
gama, ...). Rody od sebe vymezuje 40-55% rozdilnost v nukleotidové sekvenci, druhy
pak 40-40%, typy 10-25 %, subtypy 2-10% a varianty 2% rozdilnost. [19] [17]

V soucasnosti je identifikovano vice nez 115 typu zvifecich a lidskych papilomavirt.
Tyto typy délime do dvou skupin (subsetl) podle rizika vzniku karcinomu a to na low-
risk (nizkeé riziko) a high-risk (vysoké riziko). [39] Toto rozdéleni ma klinicky vyznam, ne

fylogeneticky.
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1.2.2. Struktura virionu

Papilomaviry jsou malé sférické neobalené DNA viry, jejichZz velikost se pohybuje
kolem 55nm. Maji proteinové pouzdro (kapsidu) sloZenou ze 72 kapsomer (pentamer)
poskladanych do Sikmého ikosaedru (viz. obrazek 6). Kapsomera je sloZena z hlavniho
kapsidického proteinu L1 a vnitfniho vedlejSiho kapsidického proteinu L2, jeZ jsou
pfidruzené k L1 pentamerum, které tvofi vnéjsi obal. Uvnitf kapsidy se nachazi jedna
molekula dvouvldknové cirkularni DNA sbalend do minichromozomu pomoci
nukleozomd a tvofici tak gynofor viru. Délka papilomavirové DNA se pohybuje okolo
8000bp. [45] [19]

Capsid protein L1

Histone

Genomic DMNA

Obr. 6: Schématické zobrazeni struktury HPV viru. Zelené hlavni kapsidicky protein L1,
modre histony s cirkularni dvouvlaknovou DNA. (dostupné Z:

http://education.expasy.org/images/Papillomaviridae_virion.jpg, 7. 10. 2014)

1.2.3. Zivotni cyklus

Zivotni cyklus papilomaviru je spjaty s terminalni diferenciaci hostitelské epitelialni
buriky. Bunécny receptor, ktery umozriuje pfestup viru do burnky je u HPV16 receptor
CD151 [46], u jinych se uvaZuje 0 mozné asociaci s proteoglykany heparan sulfatu
(Heparan Sufate Proteoglykans, HSPGs). [19] Po nasednuti viru na receptor se vytvari
clathritinovy vacek, ktery splyva s endozomem. V endozomu dochazi k lyze kapsidy
a nasledné DNA viru penetruje do cytoplazmy. [47] [48] Cilem viru jsou mitoticky
aktivni keratinocyty bazalni vrstvy dlaZzdicového epitelu, které se obnaZzi pfi drobném

mechanickém poranéni. [19] [39]
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Po adsorpci a pinocytéze virionu do burnky bazalni vrstvy, dochazi ke ztraté kapsidy
a asociaci virové DNA s cytoplazmatickymi proteiny, které zajisti transport DNA do
jadra bunky, kde prob&hne nékolik replikaci, az poCet dosahne poctu 20 az 50 kopii.
Po navazani bunécnych transkripénich faktord do hlavniho regulaéniho regionu URR
(Upstream Regulatory Region) zacina transkripce ¢asnych virovych proteind (Early
protein, E). Spektrum transkrip&nich faktort nutnych pro zahajeni transkripce se lisi jak
v Case, tak i mezi HPV typy, ale vSechny obsahuji vazebna mista pro Ap-1, Sp-1
a TFIID. VSechny potfebné transkripéni faktory, nutné jak pro zahajeni ¢asné i pro
nasledny pfechod do pozdni faze Zivotniho cyklu viru, poskytuje keratinocyt b&hem své
diferenciace, a tim se stdva vhodnym hostitelem. High-risk HPV maji dva hlavni
promotory a nékolik vedlejSich. U typu HPV31 a HPV16 je hlavnim ¢asnym
promotorem p97 nebo p99, u typu HPV18 je to p105. Hlavnim pozdnim promotorem je
p742, za kterym se nachazeji Cteci rAmce pro pozdni virové proteiny L1 a L2 (Late

protein, L) zakonéené pozdnim polyadenylaénim signalem. [17] [19]

Za Casnym promotorem se nachazeji ¢teci ramce pro nékolik ¢asnych proteina: E6,
E7, E1, E2, E4 a E5, za nimiZ se nachazi ¢asny polyadenylacni signal (Early Poly A).
E1l a E2 jsou proteiny regulujici virovou transkripci a replikaci. Po jejich nasednuti na
URR sekvenci dochazi kreplikaci virové DNA. Protein E1 ma& ATPazovou
a helikazovou aktivitu, ktera je dllezita pro rozvinuti DNA k efektivni replikaci, ale jako
monomer ma pouze nizkou afinitu k rozpoznavaci sekvenci. Za pusobeni E2 proteinu
se spojuji jednotky E1 proteinu v hexamerni strukturu s vysokou afinitou

k rozpoznéavaci sekvenci. [17] [19]

Jak jiz bylo sdéleno vySe, nachazi se v pocatecni fazi infekce pfiblizné 50 kopii viru na
buriku a ani déle se pocet kopii viru v nediferencované burice neméni tfeba i nékolik
desetileti. Tato faze je fizena koncentraci E2 proteinu, ktery reguluje E1 a E2 expresi.
Pokud je koncentrace téchto proteina pfilis vysoka, brzdi se jejich transkripce a tim se
jejich hladina udrZuje na nizké Urovni. Pokud vSak dojde k diferenciaci bunky,
transkripce replikacnich genli se pfepne z E2-regulovaného ¢asného promotoru na
vice aktivni E2-nezavisly pozdni promotor, coz zapfi€ini amplifikaci virového genomu

v fadech tisicu kopii na buriku. [19]
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Proteinem s nejvySSi expresi v prabé&hu produktivni faze infekce (pozdni faze) je fuzni
protein E1"E4. JelikozZ &teci rAmec E4 proteinu neméd iniciaéni kodon (ATG), ,zapuj¢i“
si ho ze ¢teciho ramce pro protein E1 a po nasledném alternativnim sestfihu mRNA
a translaci dochazi ke vzniku tohoto fuzniho proteinu. Funkce proteinu E1"E4 je stale
pfedmétem studia, zjistilo se ale, Ze jeho nadmérna tvorba a navazani se na
cytokeratiny v cytoplazmé buriky zpusobi rozpad cytokeratinové sité a mozné uvolnéni
virionu z buriky. Déle se pak tento protein vaze na komplex cyklin B/cdkl a izolaci
v cytoplazmé zplsobi neschopnost bunky pfechodu z G2 do M faze bunééného cyklu
a setrvani tak v S fazi. [17] [19]

E5 je maly hydrofobni protein situovany v intracelularnich membranach. Blokaci H*-
ATPé&zy dochazi ze snizené acidifikacni schopnosti endozomu a tim stimuluje recyklaci
receptoru pro epidermdlni rastovy faktor (Epidermal Growth Factor Receptor, EGFR)
a zvysuje tak jeho koncentraci. [19] Aktivace EGFR zahrnuje aktivaci fosfoinositol-3-
kindzy, p38 MAP kindzy a nuklearniho transkripéniho faktoru kappa B (NFkB) a tim
zvySuje signalizaci zprostfedkovanou Racl. Racl je mald GTPaza, kterd reguluje
mnoho signalizaénich drah, mezi nimiz je i indukce exprese genu pro enzym
cyklooxygenazu 2 (COX2) jehoz plisobenim vznika prostaglandin E2 (PGE,). COX2 je

enzym umoznujici inhibici epitelialni diferenciace a apoptozy. [17]

Pomoci virovych proteint E6 a E7 je zajiSténo setrvani buriky v bunééném cyklu i pres
pokracujici bunécnou diferenciaci (nedochazi k degradaci jadra) a jejich kooperace
napomaha epizomu k vytvoreni tisict kopii vird na buriku. [17] [19] [39] Mechanismus

pusobeni je popsan nize v kapitole Mechanismus pusobeni jako onkogen.

V prubéhu diferenciace keratinocytu dochéazi k prestupu viru do pozdni faze Zivotniho
cyklu a pocatku syntézy pozdnich virovych proteind L1 a L2, jakoZto hlavnich
a vedlejSich kapsidickych protein(. Pfed rozpadem burnky se proteiny L1 a L2
shromazduji do ikosaedrické kapsidy obsahujici jednu kopii kruhové virové DNA

asociované s bunéénymi histony. [19]
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Obr. 7: Struktura genomu lidského ,high-risk* papilomaviru 31. Sipkami jsou nazna¢eny
Casny (Early) promotor p97 a pozdni (Late) promotor p742, barevnymi boxy pak
jednotlivé Cteci ramce virovych €asnych (Early, E) a pozdnich (Late, L) proteinu.
(dostupné z: http://viralzone.expasy.org/all_by species/187.html, 15. 10. 2014)
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Obr. 8: Zivotni cyklus HPV v zavislosti na diferenciaci dlaZdicobunééného epitelu.
Preparat laryngalniho papilomu barveného barvenim Hematoxyin-eosin. Nalevo popis
vrstev epitelu: od spodu — dermis; bazalni a parabazalni vrstva; stratum spinosum
a vrstva odlupujicich se bunék. Popis Zivotniho cyklu HPV napravo: od spodu — misto
primarni infekce a pocatek transkripce E gen(; amplifikace E gen(l; shromazdovani

virovych proteini E1"E4, L2 a L1; virové zrani a uvolfiovani. [17]
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1.2.4. Mechanismus p Usobeni jako onkogen

Jak jiz bylo fe¢eno vySe, délime HPV na tzv. high-risk a low-risk skupiny. VétSina low-
risk HPV typl zpusobuji bradavice nejriznéjsi lokalizace. Na rozdil od nich skupina
high-risk je spjata s vysokym rizikem vzniku nadorové transformace. Mezi tyto vysoce
rizikové typy fadime HPV 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, a 58. [49]

Jak uvadéji studie, pfitomnost HPV je u karcinomu délozniho Cipku zcela zasadnim
faktorem. Celych 99,7% karcinomd déloZzniho &ipku vykazuje HPV pozitivitu [50],
ztoho 90% pfipadd je HPV16 a 18 pozitivnich. [51] V pfipadé dlazdicobuné&cnych
karcinom0 hlavy a krku je popisovan ¢astéjSi vyskyt typu HPV 16. [52]

Mechanismus pusobeni E1 a E2 byl popsan jiz v pfedchozich odstavcich a je taktéz
ddlezity v onkogenezi téchto vird. Nejvétsi ,hrozbou* pro buriku jsou vSak ¢asné virove
proteiny E6 a E7, které svou vazbou k nékolika buné€nym proteinim zpusobi jejich
inaktivaci a pozastavuji tak bunéény cyklus a vytvafi pfihodné prostiedi k replikaci
virové DNA.

E6 protein tvofi komplex s proteinem p53, ktery je déle ubikvitinovan a degradovan
v proteazomu a tim zabranuje aktivaci proteolyzy a nasledné apoptéze infikované
bunky. [17] [9] [36] [51] [53] Dale protein E6 u high risk HPV zvySuje degradaci tumor
supresorového proteinu - tuberculous sclerosis factor 2 (TSC2), &imz zapficini
hromadéni malé GTPazy Rebl. Tento enzym aktivuje komplex mTORC1, ktery
fosforyluje p70-S6 kinazu, ktera nasledné fosforyluje ribozomalni protein S6 a vede
k hromadéni jeho aktivni formy. Nasledné dochéazi ke stimulaci komplexu mTORC2,
ktery fosforyluje mnoho proteind, mezi kterymi je i protein Akt a aktivuje ho na AktS473,
ktery fosforylaci inaktivuje TSC2 a spojuje tim pomysiny bludny kruh. Proteinkindzové
komplexy (m-TORC1 a m-TORC2) se uc¢astni mimo jiné i regulace bunécného cyklu
tim, Ze fosforyluji proteiny (pAkt>*73, p16™k4 a pSe), které nasledné po této aktivaci
potencuji bunééné déleni. [44] [53] Déle se pak protein E6 vaze i s jinymi bunéénymi
proteiny zapojenymi do bunécéné signalizace zprostfedkované kalciovymi ionty, pres
protein-protein interakce zapficinuje degradaci PDZ proteinti (PSD-95/disc large/ZO-1)
zajistujicich mezibunéénou komunikaci, regulaci bunééného rlstu, bunéénou polaritu
a adhezi. [19]
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Protein E7 vytvafi komplexy s hypofosforylovanou formou pRb vedouci ke snizené
bunéné koncentraci pRb, coZz zapfi€ini zmirnéni represe genu pro proteiny
(transkrip€ni faktor E2F) stimulujici buriku pro pfechod do S faze bunééného cyklu. [19]
[36] [51] Pokles pRb a E7 zprostfedkovana zvySen& exprese histonovych demethylaz
zpUsobi zablokovani represe transkripce genu pro pl6™K4d coz zapficini zvySenou
expresi p16'Nk4a, Dale protein E7 vaze do komplexu histonové deacetylazy, jez maji

organizaci heterochromatinu predchazet transkripci. [17] [44]

Onkoproteiny E6 a E7 inaktivaci proteinu p53 a retinoblastového tumor supresorového

genu tak potencuji ztratu kontroly buriky nad buné&nym cyklem. [36] [38] [51]

Nyni se vpraxi pro nepfimy prikaz a hodnoceni HPV infekce pouziva
imunohistochemické stanoveni exprese proteinu p16™<4?  jakozto produktu tumor
supresorového genu INK4. Tento protein za normdlnich okolnosti hyperfosforylaci
inaktivuje CDK 4 a 6 komplex D, €imZ pfedchazi inaktivaci retinoblastového tumor
supresorového proteinu (pRb) a tim kontroluje buné&cnou proliferaci v G1 fazi. Pfi
aktivni replikaci vysoce rizikovych typt HPV je pozorovana difazni silna jaderna a/nebo

cytoplazmaticka exprese tohoto proteinu v prekancer6zni a/nebo nadorové 1ézi. [44]
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Kategorie

Cil

Princip meto dy

Metoda

Metody
amplifikujici

cil

DNA

PCR

Linear array HPV test (Roche)

SPF10-LiPa (DDL)

GP5+/6+ PCR EIA

MGP PCR — Luminex

BSGP5+/6+ PCR-MPG

Digene HPV genotyping HR test (Qiagen)

Digene HPV genotyping LQ test (Qiagen)

Amplicor (Roche)

PapilloCheck (Greiner-Bio-One)

CLART HPV2 (Genomica)

Real-time PCR

Abbott RealTime High Risk HPV test

Cobas 4800 HPV test (Roche)

MRNA

RT-PCR

HPV 16 E6*| RT-PCR-EIA

NASBA

PreTect HPV Proofer assai (Norchip)

NucliSENS EasyQ HPV (Biomerieux)

TMA

Aptima HPV assai (Gen-Probe)

Metody
amplifikujici

signal

DNA

Tekuta faze

Hybrid Capture 2 (Qiagen)

Cervista HR HPV (Hologic)

ISH

Ventana Inform HPV (Ventana)

Dako GenPoint (Dako)

MRNA

ISH

RNAscope HPV (Advanced Cell Diagnostics)

Tabulka 3: Pfehled metod uzivanych k detekci HPV. Ve sloupci metoda jsou uvedeny

komeré&ni nazvy kitd s jejich vyrobcem uvedenym v zéavorce. [3] [54] [55]
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1.3. Preanalytické a analytické aspekty detekce HPV

Nez je vibec mozné pfistoupit k samotnym metodam detekce HPV, je tfeba si
uvédomit, jaky material je zpracovavan a specifikovat jeho vlastnosti. AZ na vyjimky je
veskery biopticky material ihned po zakroku fixovan 10% neutralizovanym pufrovanym
formaldehydem po dobu optimalné 24h (zalezi vSak na velikosti tkdné) a nasledné
preveden do formy parafinovych blokd (Formalin Fixed Paraffin-Embedded, FFPE).
Vyhodou metod pfizplisobenych FFPE vzorkd je snadna dostupnost dostateéného

mnoZzstvi vzorkl i od vzacnéjSich diagn6z z archivu. [56]
1.3.1. Preanalyticka ¢&ast

1.3.1.1. Odb ér tk&n é

Po dobu od vynéti tkdné a vloZeni do fixaCniho média &i zpracovani probiha autolyza
nevyzivovanych bunék tkané a tak i jeji znehodnocovéani. Jak uvadi Bass et.al.,
molekularné biologické metody nejsou nijak ovlivnhény touto ,chladnou ischemii“ trvajici
po dobu 24h pro DNA a 12h pro RNA analyzu. [56] Jiné prace se pfiklangji k ndzoru,
Ze tato doba je jednim z faktor(, které ovliviuji fragmentaci DNA a tim znemoznuji

aplikovat metody zaloZzené na detekci delSich Usekd DNA. [57] [58]

DalSim dulezitym faktorem je sama velikost odebraného vzorku, kde pfi mnoZstvi
mensSim nez 2 mm® mulze dojit k nemoznosti zpracovani z davodu nedostatku
DNA/RNA. [56]
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1.3.1.2. Fixace formaldehydem

Fixatni médium je nepostradatelnou soucasti zpracovani FFPE tkanovych vzorkd.
Idealni fixativum rychle pronika do tkané, kde zabrariuje autolyze a zaroven nealteruje
bunécnou ultrastrukturu, ¢ehoz prozatim nebylo dosazeno Zadnym ze znamych fixativ.
Pro molekularné biologickou analyzu je nejoptimalné&jSi zpracovani zmrazené tkane.
[58] Nyni je nejpouzivanégjSim fixaCnim prostfedkem 10% neutralizovany pufrovany

formalin, coZ je 40% vodny roztok formaldehydu. [59]

Upfednostiuje se doba fixace kratSi nez 72h jak pro integritu DNA, polymerazovou
fetézovou reakci, in situ hybridizaci, tak pro jiné metody vcetné detekce jedno-

nukleotidovych polymorfizm. [56]

Formaldehyd reaguje s aminoskupinami bazickych aminokyselin obsaZenych
v proteinech za vzniku methylolovych adduktu, jez dale vzajemné kondenzuji za vzniku
methylenovych mustkd. Tyto muastky zpUsobuji inter- a intra-molekularni pfemosténi
v proteinech i nukleovych kyselinach stabilizujici morfologii tkAné po dobu mnoha let.
Timto zpusobem jsou inhibovany proteinkinazové a nukleazové ezymy a tim blokovana
autolyza. [59] [58]

1.3.1.3. Prosyceni parafinem a skladovani
ZvySena teplota uzivané pfi procesu prosycovani tkané parafinem a vystaveni tkané
pusobeni vzdudného kysliku zpasobuje oxidaci a dalSi fragmentaci DNA. [58] Z toho

ddvodu musi byt doba mezi krdjenim FFPE tkanovych blokd a izolaci DNA co nejkratsi.

1.3.1.4. 1zolace DNA
Etanolova precipitace a fenol-chloroformova extrakce DNA se v dneSni dobé stéle

vyuziva, ale z divodu standardizace metod a vySSi ¢asové i manudlni narocnosti je

v rutinni praxi vyuzivano komercnich izola¢nich kitl vyuZzivajicich mikrokolonky.

Pfresny princip izolace na mikrokolonkach je pfisné stfeZzen vyrobcem, proto zde neni
mozné popisovat molekulové interakce mezi molekulami DNA a sklenénymi vlakny, ze
kterych se sklada filtr. FFPE tkan je po deparafinaci xylenem a zavodnéni alkoholem
lyzovana pomoci proteindzy K v prostfedi stabilizacniho pufru za zvySené teploty.
Centrifugaci dochazi k oddéleni DNA od matrice obsahujici proteiny, soli a jiné
bunécné soucasti. Vazana DNA na skelnych vlaknech je v konecné fazi eluovana

vodnym roztokem. [60]
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1.3.2. Metody detekce

V poslednich dekadéach se detekce a kvantifikace HPV stala dulezitym prognostickym
makrem v klinické praxi, a to prfedevSim diky prikazu etiopatogeneze HPV u
karcinomu délozniho &ipku, nyni uz i u karcinomu dutiny Ustni a hrtanu. Protoze HPV
neni mozné kultivovat v umélych bunécnych kulturach, nebylo jednoduché vyvinout
metody k jejich detekci, avSak zavaznost a Cetnost stavl jimi zplsobenych vedla

k usilovné praci védeckych pracovist na vyvoji téchto metod.

V dnesni dobé jsou jiz pouzivany tfi tfidy detek&nich markerd pfimo odvozenych od
HPV vir(: molekularni metody zaloZzené na detekci virovych nukleotidovych sekvenci
(DNA/RNA), serologické markery zaloZzené na produkci protilatek a bunécné markery

zalozené na expresi proteind béhem infekce a nadorového procesu (p16). [52]

Diky znalosti sekvence nukleovych kyselin v DNA HPV, bylo mozné vyvinout nékolik
molekularné biologickych metod, které ndm umoziiuji nejenom detekovat pFitomnost
HPV ve vzorku, ale i ur€it konkrétni typ viru. Délime je dle uspofadani na metody
hybridizace s nukleovymi kyselinami, metody amplifikujici signal a metody amplifikujici

nukleové kyseliny viru (neboli cil). [61]

NejvétSim problémem je vSak definice tzv. zlatého standardu pro detekci HPV infekce.
Jednim z ddvodu je Siroké spektrum HPV typd, pficemz nejCastéji je s DK hlavy a krku
spojovan HPV typ 16 [62], avSak neni mozné se zaméfit pouze na tento typ. Nejcastégji
jsou pouzivany metody detekce p16™*4 imunohistochemicky [63] [64], které vSak
nejsou specifické. DalSi ¢asto uZivanou detekéni metodou je in situ hybridizace (ISH)
cilend na HPV DNA, kterd je vysoce specificka, ale ne pfiliS senzitivni. Na druhou
stranu pouzivané PCR metody jsou velice senzitivni, avSak ne nezbytné specificke,
jelikoz nedokazi urcit transkripéni aktivitu viru. Toho Ize docilit zjiSt&énim exprese virové
E6/E7 mRNA pomoci real-time PCR s reverzni transkripci (RT-gPCR), ¢imZ se nejvice
blizi k dosaZeni ,zlaty standard“. [65] Metoda detekce mRNA HPV pomoci ISH
vzbuzuje rozporuplné minéni, jelikoZ néktefi autofi ji oznaluji jako dobfe korelujici
s vysledky detekce pl6 a HPV E6/E7 mRNA RT-gPCR [65], jini jako metodu
nevhodnou pro spolehlivé rozliSeni mezi HPV DNA a E6/E7 mRNA transkripty [66].
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1.3.2.1. Hybridiza éni metody

Hybridizaci v molekularné biologické terminologii rozumime vytvofeni nekovalentnich
vazeb (vodikovych mastk() mezi dvéma vldkny nukleovych kyselin rdzného plivodu
podle Watson-Crickova pravidla komplementarity bazi (adenin-thymin/uracil; cytosin-
guanin; A-T/U a C-G). Toto pravidlo plati jak pro dideoxyribonukleové (DNA), tak pro
ribonukleové kyseliny (RNA) s malou obménou. Riznym plvodem rozumime
napriklad, jako v naSem pfipadé€, parovani mezi virovou DNA a uméle syntetizovanou

hybridiza¢ni sondou. [5]

DNA sonda je kréatky jednofetézcovy DNA oligonukleotid o délce 10 az 150 nukleotidd,
ktery se pouzivd k nalezeni hledané komplementarni nukleotidové sekvence. Tyto

sondy jsou syntetizovany chemicky pfesné podle naroku zadavatele. [5]

K tomu, abychom mohli hybridizovat, je tfeba jednovlidknové DNA, které dosahneme
jejim zahratim na pfiblizné 90C, nebo vystavenim DNA extrémnim hodnotam pH. T oto
pferuSeni vodikovych vazeb mezi dvéma viakny DNA se oznacuje jako denaturace.
Tento stav je reversibilni a to odstranénim pfi¢in denaturace a dochazi pak ke
znovuobnoveni vodikovych mastkd bud mezi pavodnimi viakny DNA (renaturace),

nebo mezi vlakny riizného pavodu (hybridizace). [5]

Hybridiza¢ni metody patfi mezi metody pfimé a fadime sem Southern blotting, in situ
hybridizaci (ISH) a dot-blot hybridizaci. Poskytuji velice kvalitni informace (pfedevsim
lokalizace u ISH), ale jejich znaénou nevyhodou je velice mala citlivost ve srovnani
s jinymi molekularnimi technikami [61], pfi¢emz analytick& citlivost pfimych metod lezi
okolo 1pg HPV DNA, coZ odpovida asi 5000 kopii HPV genomu. [52] Castsji je v3ak

hybridizace vyuZivana jako sou¢éast detekce po nékteré z amplifikacnich metod.

1.3.2.1.1. In situ hybridizace (ISH)

Tato metoda je vyuzivana predevsim k detekci sekvenci DNA na chromosomech nebo
DNA a RNA sekvenci v burikach. Sondy se vazi na komplementarni useky DNA ¢i
RNA pfimo v burice a davaji tak pfesnou informaci o lokalizaci hledané molekuly.
Vizualizace je zajisténa fluorescenéni, enzymovou ¢i dnes jiZ nepouzivanou radio-

izotopovou znackou. [5]
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1.3.2.1.2. Dot-blot hybridizace

Principem této metody, je reakce mezi DNA (Southern blot), RNA (Northern blot) nebo
proteinem (Western blot) vzorku ukotvenym na nitrocelul6zové membrané s detekénim
systémem. Tento detekéni systém je u DNA a RNA pFedstavovan hybridiza¢ni sondou
znaCenou fluorescenéné nebo kovalentné pfipojenym systémem streptavidi-biotin-
enzym. NejCastéji je jako enzym alkalicka fosfatdza zprostfedkovavajici barevnou
reakci se substratem nitrotetrazoliové modfi (Nitro Blue Tetrazolium, NBT) nebo
bromo-chloro-indol fosfatem (BCIP). K detekci protein( je vyuzivana imunochemicka
reakce antigenu (proteinu) s protilatkou znacenou stejnym zplGsobem, jako u
hybridiza¢nich sond. [55] [67]

Nékteré komercni kity dnes vyuZivaji tzv. reverzni hybridizace na nitrocelul6zovém
nosi¢i. Tato metoda vyuziva stejny princip jako vySe uvedené blotovaci techniky s tim
rozdilem, Ze na nitrocelul6zové membrané jsou imobilizované hybridiza¢ni sondy ve
formé prouzkl a umoznuji tak detekci nékolika rdznych nukleotidovych sekvenci
soucasné. Navazany biotinylovany produkt je nasledné prokazovan vazbou komplexu

streptavidinu s enzymem, ktery dale méni substrat na zbarveny produkt. [55] [67]

Chromogen Purple
(NBT/BCIP) precipitate

v

Alkaline Phosphatase
Streptavidin

Biotin

Amplified target

DNA-probe

Nitrocellulose strip

Obr. 9: Schématické zobrazeni principu reverzni hybridizace na nitrocelul6zovém
prouzku. Sedé linie: mista ukotveni imobilizovanych sond, &ervend: imobilizovana
sonda a biotinylovany produkt, tmavé modfe: biotin, fialové: komplex streptavidinu
a enzymu. V horni ¢asti: naznaCeni reakce chromogenu (NBT ¢&i BCIP) na barevny

produkt. (dostupné z: http://www.papillomavirus.cz/images/innol.gif, 26. 10. 2014)

34



1.3.2.2. Metody amplifikujici cil

Jiz vySe jsme uvedli, Ze ackoli hybridizani metody nam mohou poskytnout velice
pfesné informace ohledné lokalizace cile, potykaji se s celkem malou citlivosti. Proto
byly vyvinuty metody, které ji nékolikandsobné zvySi. Toto zvySeni citlivosti muze byt
docileno dvéma zplsoby, a to ,namnozZenim“ neboli amplifikaci detekovaného cile

a zvyseni tak jeho koncentrace, nebo zesileni reakce detekuijici cil.

1.3.2.2.1. Polymerazova fretézova reakce
Metoda polymerazovée fetézové reakce (Polymerase Chain Reaction, PCR) byla
popsana jiz v roce 1971 a prakticky aplikovana v roce 1983. Poskytuje moznost rychle

amplifikovat vybrané nukleotidové sekvence DNA. [5]

PCR je zalozena na wvyuziti DNA-polymerdzy (enzym Kkatalyzujici tvorbu
fosfodiesterové vazby mezi nukleotidy) pro opakované kopirovani templatové molekuly
DNA. Syntéza DNA je Fizena templatovymi oligonukleotidy (primery), které se paruji s
templatovou DNA na pocatku a konci amplifikovaného fragmentu, kazdy s jinym
vldknem plvodni dvoufetézcové molekuly DNA. Podle toho, na kterém konci
poZadované sekvence nasedaji, je oznaCujeme jako kédujici/forward/upstream primer

na 5" konci a nekoduijici/reverse/downstream primer. [5]

PCR reakce se sklada z nékolika krokud, na jejichz konci vznika dvojnasobny pocet
molekul DNA. Automatizace tohoto procesu je zajiSténa pomoci pfistroje —

termocykleru.

Denaturace

Aby bylo mozné zahajeni amplifikace, musi dojit k pferuSeni vodikovych mustkd
spojujicich dvé vlakna nukleotidd a naslednému nasednuti primerd. Tento proces
denaturace je zprostfedkovan zahfatim PCR smési na teplotu kolem 90C po dobu
nékolika desitek vtefin az minut. Uvodni denaturacni krok je vzdy delsi, nez

v nasledujicich cyklech. [5]
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Annealing

Na jednovidknovy Fetézec DNA mohou nasednout primery pouze v pfipadé, Ze dojde
ke sniZeni teploty a tim moZnosti vzniku vodikovych mustkd mezi templatovym
fetézcem DNA a primerem. Tato teplota se pohybuje od 45 do 60 C a zavisi na tzv.
teploté tani primerQ. Teplota tani primeru se vypocitava podle jejich nukleotidového
sloZeni z tabelovanych hodnot. Zvoleni spravné teploty, je rozhoduijici, jelikoz pfi volbé
pFilis vysoké teploty dochazi k neochotnému nasedani primert a tim ke snizené
acinnosti (malému vytézku) amplifikace. Na druhou stranu pfili§ nizka teplota zpusobi
pfilis rychlou hybridizaci zahrnujici velké chyby v komplementarité parovani bazi a tim
dochazi k tvorbé nespecifickych amplikonl. Tohoto jevu Ize vyuzit u tzv. ,touchdown
PCR, kde teplota annealingu v pocatecnich cyklech je vySsi, nez teplota tani primeru,
ktera se v3ak s dalSimi cykly sniZuje. Tim je docileno podate¢ni tvorby selektivnich
amplikonu, které nasledné se za nizSi teploty dal efektivné amplifikuji. Neméné dulezita
je i koncentrace primert v PCR smési, ktera se pohybuje okolo 0,1 az 1 umol/l. [68]
[69]

Na spravném designovani primer neboli vybéru nukleotidové sekvence, zavisi cely
vysledek metody. Musi se tedy dbat na dodrZzeni nékolika zasad, mezi které patfi
nutnost blizkosti teplot tani obou/vSech primert, které by se nemeély lisit o vice jak 5T,
nesméji tvofit dimery a vlasenky a pomér mezi jednotlivymi bazemi (G+C/A+T) by mél
odpovidat 1:1. P¥i vybéru nukleotidové sekvence primer( je dllezita i délka vysledného
produktu, a to pfedevsim u materialu ziskaného z tkani fixovanych formaldehydem,
ktery zpusobuje mnohé crosslink vazby mezi obéma vlakny DNA (znemozZnéni

denaturace) stejné jako jeji zna¢nou fragmentaci. [69] [70]

Extenze

Extenze neboli prodluZzovani nukleotidového fetézce ve sméru 3° - 5 pomoci
termostabilni DNA polymerdzy (Taq polymeraza, polymeraza z bakterie Termus
aquaticus), ktera odolava teplotam do 98T a neni ji tedy nutné po kazdém kroku
denaturace znovu pfidavat. Vyhodou jsou i nyni dobfe dostupné tzv. hot start techniky,
které obsahuji v reakéni smési protilatku proti Taq polymeraze, kterd zpusobi jeji
zablokovani az do doby, kdy dochazi k prvni denaturaci b&éhem PCR procesu a tim i
k inaktivaci protilatky. Nevznikaji tedy Zzadné nespecifické amplikony v dobé od
napipetovani master mixu ke vzorku DNA do spusténi PCR cyklu. Pokud neni
k dispozici hot start technika, omezuje se nespecifickd amplifikace uchovavanim a

transportem vzorkud na ledu. [69]
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K tomu, aby mohla extenze probihat, musi PCR smés obsahovat tyto slozZky:
deoxynukleotid trifosfaty (dATP, dTTP,dGTP,dCTP) v koncentraci kolem 50umol/l, Taq
DNA polymerdza vkoncentraci 1 az 2,5 U/100ml, manganaté ionty (MgCly)
v koncentraci 1,5 az 6 mmol/l. Tag polymeraza prodluZuje rostouci fetézec rychlosti

cca 60 bazi/s, ¢emuz musime pfizpusobit ¢as extenze. [69]

Vysledkem extenzni ¢asti PCR jsou DNA produkty o délce primerd a poc¢tu bazi mezi

nimi.

Detekce

Nedilnou soucasti kazdé PCR je i detekce amplifikované DNA, ktera muze byt
provedena nékolika zpusoby, mezi niZz patfi napf.. gelovd elektroforéza
(agar/polyarylamid/€ip), enzymo-imuno analyza (Enzyme-Linked ImmunoSorbent

Assay, ELISA) &i hybridiza¢ni metody.

ELISA je Siroce pouZivanou laboratorni metodou napfi¢ biologickymi obory. VyuZziva se
zde specifické vazby mezi antigenem a protilatkou signalizovanou detek&nim
systémem. Existuje nékolik moZnych modifikaci této metody, at uz se jedna o prikaz
antigenu ¢&i protilatky. Po PCR ji Ize vyuzit jako detekéniho kroku a to pfedevsim pro
kvalitativni informaci. Amplifikovana DNA je zde povaZovana za antigen, proti kterému
je namifena protilatka imobilizovana napf. na povrchu jamky mikrotitracni destiCky.
Vazba antigenu na protilatku je vizualizovana pomoci detekéniho systému sekundarni
protilatky znacené fluorescenéni latkou (Fluorescence Immuno Assay, FIA) Ci
enzymem pomoci vazby biotin-streptavidin-fluorescein/enzym. Po pfidani substratu se
pomoci enzymu vytvafi barevny komplex, ktery je dokazovan fotometricky. Pro
hodnoceni je dulezité stanoveni tzv. tresh hold hodnoty, ktera stanovi, od kdy je mozné
vzorek povazovat za pozitivni (obsahuje DNA, proti které je namifena protilatka). Pro
stanoveni této limitni hodnoty je tfeba dodrZzovani pravidel hodnoceni kvality: pozitivni

kontrola, negativni amplifikaéni a negativni konjugacéni kontrola. [71]

Existuji dalSi modifikace této klasické PCR, mezi které patfi napf. PCR s vyuZzitim
reverzni transkripce (Reverse Transtriction PCR, RT-PCR), PCR v realném case (Real
Time PCR/Quantitative PCR, qPCR) uZzivana pro i kvantifikaci amplifikované DNA,
multiplex PCR, amplifikace dlouhych fetézci (Long Distance PCR, LD-PCR),
reamplifikace (Nested PCR), PCR s vice produkty (Multiplex PCR) ¢€i asymetrickd PCR.
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1.3.2.2.2. RT-PCR

Klasicka PCR je designovana pouze pro amplifikaci DNA, ktera podava informaci
pouze o pritomnosti ¢ nepfitomnosti hledaného Useku/Useku, popfipadé o jejich délce,
proteomiky byla vyvinuta metoda vyuZivajici schopnost reverzni transkriptazy, proteinu,
jez je pouzivdn RNA viry (napf.: retroviry) k prepisu své RNA do DNA schopné
inkorporace do genomu hostitelské bunky. Tento protein tedy prepisuje MRNA
(Messenger RNA) do tzv. cDNA (Complementary DNA) a jeji mnoZstvi odpovida sile
aktivity prepisu genu pro dany protein. Ke stanoveni DNA je vSak zapotfebi pouziti

gPCR, jejiz princip je popsan nize. [72] [73] [74]

Reverzni transkripce mudze probihat v jenom nebo dvou krocich. PFi jednokrokovée
analyze probiha reverzni transkripce i replikace vjedné zkumavce, kterd obsahuje
RNA, reverzni transkriptazu, primery, Taq DNA polymerazu, smés
deoxyribonukleotidd, hofe€naté ionty popfipadé dalSi stabiliza¢ni pfimési. Vyhodou
jednokrokové metody je nizsi riziko kontaminace vzorku pfi manipulaci. U dvoukrokové
analyzy probiha nejprve reverzni transkripce se stejnym sloZzenim jako u jednokrokoveé
metody stim rozdilem, Ze obsahuje nespecifické primery. Ve druhém kroku pak
pfidame specifické primery a provedeme PCR. Tento postup vykazuje vétsi pfesnost,

avSak hrozi zde i vétSi riziko zkfizené kontaminace vzorkd béhem manipulace. [75]

Reverzni transkripce je vyuZzivana k detekci mRNA HPV proteind E6 a E7 stou
vyhodou, Ze ndm poskytuje informace o aktualni transkripéni aktivité viru. Detekce
MRNA HPV navic mnohem vice koreluje s pozitivitou imunohistochemického vysetfeni

pl16™k4a nez detekce HPV DNA a tim se stava citlivéjSim markerem HPV infekce. [76]
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1.3.2.2.3. Real Time PCR

Real time PCR je laboratorni molekularné biologicka technika zaloZena na principu
PCR, ktera v pribéhu amplifikace detekuje €i kvantifikuje cilovou DNA. Tato detekce
probiha, jak sam nazev napovida, v redlném Case, takZze nam dovoluje pfimo sledovat

narast poctu DNA molekul. [75]

Cely prabéh metody Ize rozdélit do nékolika fazi. Uvodni linearni faze je
charakterizovdna pozvolnym narustem signalu (fluorescence), neni rozpoznatelnd od
pozadi a béhem té&chto pocatecnich deseti az patnacti cykld je vypocitavana tzv.
baseline. Bé&hem c&asné exponencialni faze dochéazi k exponencialnimu narustu
molekul DNA a fluorescence. V této fazi signdl protina tzv. threshold, kdy PCR smés
obsahuje detekovatelné a kvantifikovatelné mnozstvi amplikond jasné odliSitelné od
signalu pozadi. Tato mez je vypocitdvana nejCastéji jako desetinasobek smérodatné
odchylky baseline. Cyklus, ve kterém kfivka protne threshold, je oznaCovan dle vyrobce
riizné jako c: ¢i CP (crossing point). Z této hodnoty Ize experimentalné dosahnout
pocateCniho poctu templatovych molekul DNA ve vzorku. Nasleduje exponencialni
faze, kdy signal linearné roste a faze plateau, kdy dochazi k vy€erpani reaké&nich

komponent. [75]

MéfFenym signalem se vreal time PCR rozumi mira fluorescence, ktera je pfimo
umérna poctu molekul DNA. Mechanismus, kterym je fluorescence zprostifedkovana,
se lisi dle druhu pouzité fluorescencni znacky. Obecné jsou rozdéleny na znacky
nespecifické, kam patfi hojné pouzivané barvivo SYBR Green & Eva Green,

a specifické sondy. [77]

SYBR Green je asymetrické cyaninové barvivo systematickym nazvem dle IUPAC
N',N'-dimethyl-N-[4-[(E)-(3-methyl-1,3-benzothiazol-2-yliden)methyl]-1-phenylquinolin-
1-ium-2-yl]-N-propylpropan-1,3-diamine. Toto barvivo absorbuje zafeni modré barvy
s absorpénim maximem 497nm a emituje zafeni zelené barvy s emisnim maximem
520nm. [78] Preferuje nespecifickou vazbu na dvouviaknovou DNA, ale také se slabé
vaze k jednovlaknové DNA, &imZ se stdva snadno pouzitelnym a levnym nastrojem pro
detekci v real time PCR. [79] [80]

Snad nejdulezitéjSi Céasti kvantitativni PCR v realném Case je sama kvantifikace.

Muzeme se rozhodnout pro dva typy, a to absolutni nebo relativni kvantifikaci.
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Absolutni kvantifikace

Metoda absolutni kvantifikace pouziva nékolik fedéni standardu, jeZ mdze byt ve formé
jednovlaknové DNA (single strand DNA, ssDNA), dvouvidknové DNA (double strand
DNA, dsDNA) ¢i RNA, které se pouZzivaji k vytvofeni tzv. standardni kfivky. Standardni

kfivka je tvofena linearni zavislosti mezi koncentraci a hodnotou c:. [75]

Relativni kvantifikace
Metody vyuZivajici relativni kvantifikaci nam poskytuji vysledky ve formé& poméru

hodnoty vnéjSiho standardu/kalibratoru a hodnoty méfeného vzorku. [75]

High-resolution melting analyza

High-resolution melting (HRM) analyza slouzi pfedevsim ke kontrole specifity real-time
PCR reakce, ale i k prikazu bodovych mutaci. HRM je zaloZena na sledovani tzv.
bodu tani amplikond pomoci fluorescenéniho barviva. PFfi pomalém zahfivani
dvouvldknovych PCR produktd dochézi k rozvolfiovani vlidken, pfi¢emz v blizkosti bodu
tani se skokové sniZzi mira fluorescence. Bod tani je vysoce specificky a zavisi na
nukleotidové sekvenci a délce fetézce. PFi nespecifické PCR reakci se vytvari nékolik
rlznych produktd srdznym bodem tani, ktery se projevi nékolika skoky v mife
fluorescence. V takovém pfipadé pfi derivaci hodnot dostavame graf s nékolika piky.
[81]

1.3.2.3. Prukaz bun éénych marker d

Mezi buné€né markery signalizujici HPV infekci je fazen jiz dfive zminény protein
pl6™Nk4a Tento protein je prokazovan v fezech FFPE tkané imunohistochemickymi
metodami, vyuZivajici vazby mysSi monoklondlni protilatky na protein p16™K42, Tato
vazba je vizualizovand pomoci sekundarni protilatky s avidin-biotin-peroxiddzovym
komplexem. [63] [64] [82]
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1.3.3. Kontrola kvality

analyzy. Poskytuje ndm informaci o tom, Ze vysledek je bez jakychkoli pochybnosti
spravny. To zajiStuje systém interniho a externiho hodnoceni kvality. Kdyby tento
systém chybél &i selhal, mohlo by dojit vliivem chybného vysledku k poSkozeni zdravi

pacienta.

Kontrolu kvality na mezinarodni urovni pfedstavuje spole¢nost ISQua spolu s World
Health Organization (WHO). Na zakladé jejich pfedpist a doporuceni zastituje kontrolu
kvality ministerstvo zdravotnictvi a jeji hodnoceni je ukotveno v zékoné €. 372/2011

Sh., o zdravotnich sluzbach a podminkéach jejich poskytovani. [83]

1.3.3.1. Interni hodnoceni kvality
Podle znéni ustanoveni § 47 odst. 3 pism. b) zakona ¢€. 372/2011 Sb. je poskytovatel
zdravotnich sluzeb vramci zajisténi kvality a bezpec€i poskytovanych zdravotnich

sluZzeb povinen zaveést interni systém hodnoceni kvality a bezpeci. [83]

Soucésti interniho hodnoceni kvality (IHK) je laboratorni pfirucka a standardni

operac¢ni postup (SOP).

Validace (verifikace) metody by méla byt provadéna pfi zavadéni kazdé nové metody,
pfi modifikaci postupu, obméné pfistrojové techniky nebo kdykoli pfi pFetrvavajicich

problémech. [84]

1.3.3.1.1. Vnit¥ni kontrola kvality

VSechny PCR metody, standardni nebo nested PCR, ale i real-time PCR, by mély byt
vzdy kontrolovany pomoci pozitivnhi a negativni kontroly. Pozitivni kontrola zajistuje
spravnost pribéhu amplifikace, negativni umoznuje zjistit pfipadné kontaminace
chemikalii pro pfipravu reak&nich smési nebo tzv. cross kontaminaci produkty
pfedeslych PCR reakci. V dneSni dobé je také nepostradatelnou soucasti inhibi¢ni
kontrola, pomoci které se zjiStuje pfipadné pfitomnost inhibitord Taq DNA polymerazy,
jako napf. heparin, etanol a dalsi, v kazdém analyzovaném vzorku. Timto zpusobem je
mozné zamezit vydavani faleSné negativnich vysledkd. VSechny tfi kontroly jsou tedy

minimem, ale i maximem vnitfni kontroly kvality u PCR metod. [85] [67]
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Kvalitativni metody

U kvalitativnich metod je doporu¢eno postupovat dle pokynt vyrobce bez modifikaci,
vsouladu se zamySlenym pouZitim, G€astnit se externiho hodnoceni kvality
a vySetfovat se vzorky vzdy jeden pozitivni kontrolni vzorek, jeden negativni kontrolni

vzorek, kontrolu izolace a amplifikace. [84]
Kvantitativni metody

Presnost
Presnost metody zobrazuje miru shody mezi nezavislymi vysledky zkouSek ziskanymi
za stanovenych podminek. [86] Vyrazem presnosti jsou hodnoty opakovatelnosti

a reprodukovatelnosti.

Stanoveni opakovatelnosti zahrnuje vySetfeni minimalné deseti vzorkl na tfech
koncentraCnich hladinach, pfi¢emz jeden vzorek by mél mit koncentraci v oblasti meze
stanovitelnosti metody, dalSi v oblasti odpovidajici stfedni koncentraci rozsahu
kalibragni zavislosti a dalSi v oblasti nejvy3Siho bodu kalibrace. Nasledné je hodnocena

smérodatna odchylka, pramér a varia¢ni koeficient. [84]

Méreni reprodukovatelnosti metody spociva v provedeni stejné analyzy v deseti po
sobé nésledujicich pracovnich dnech, lze akceptovat i deseti po sobé nasledujicich
stanoveni provedenych v rlznych dnech. Stejné jako u opakovatelnosti je hodnoticim

faktorem primérna hodnota, smérodatna odchylka a variaéni koeficient. [84]

Spravnost
Spravnost metody je definovana jako blizkost mezi vysledkem analyzy a skute¢nym
vysledkem (hodnotou). [86]

Senzitivita

Citlivosti metody se rozumi jeji schopnosti detekovat hledany analyt v pozitivhim
vzorku (mutaci/patogenni DNA aj.). Jinak Feceno podil biologickych vzorkl se
spravné pozitivnim vysledkem testu a souétu vzorkd spravné pozitivnich a faleSné

negativnich [86]. S ni souviseji i nasledujici pojmy.

Mez detekce je minimalni mnozZstvi, nej¢astéji koncentrace DNA/RNA/proteinu, které je

ve vzorku s urcitosti detekovatelné. Dualezité pfedevSim u kvalitativni analyzy. [86]

Mez stanovitelnosti je minimalni mnoZstvi, nej¢astéji koncentrace DNA/RNA/proteinu,
ktera je ve vzorku s urcitosti kvantifikovatelna. S touto mezi je spjata predevsim real-
time PCR. [86]
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Specifita

Schopnost metody urcit pravé pouze hledany analyt se nazyva specifita. Interferujici
latky, které mohou néjakym zpusobem ovlivnit analyzu, jsou vétSinou uvedeny
vyrobcem, nebo v odborné literatufe. Nej¢astéjSim problémem byva faleSné zvySeny
signal real-time PCR pfi tvorbé dimerd primerd u nespecifické detekce Siber greenem,
¢i tvorba nespecifickych produktt pfi nevhodné zvolené sekvenci primerl a teploté

annealingu. [86]

1.3.3.2. Externi hodnoceni kvality
Externi hodnoceni kvality (EHK) neni pro poskytovatele zdravotnich sluzeb povinné.
Jedné se tedy o dobrovolny proces, ktery bude proveden pouze na zékladé Zadosti o

jeho provedeni. [83]

Opravnéni pro kontrolu kvality ma Cesky institut pro akreditaci, ktery propdjéenim
certifikatu akreditace garantuje udroven Kklinického zafizeni a splnéni néarokd na
poskytovani kvalitni péce. Tento institut je ¢lenem European co-operation for
Acreditation a International Laboratory Acreditation Cooperation. Systém akreditace
klinickych laboratofi probiha dle norem CSN EN ISO 15189:2007. [87] V oblasti
molekularné biologickych laboratofi je akreditace nezbytnosti k vydavani validnich

vysledka.

Akreditovanym organem zajiStujicim EHK je spole¢nost SEKK s.r.o., kterd poskytuje
klinickym laboratofim komplexni sluzby v systému externiho hodnoceni kvality,
zajisténi spravné laboratorni prace a vzdélavani v laboratorni medicing. [88] V pfipadé
molekularné biologickych laboratofi je EHK nadnarodné zajiStovana spolecnosti
Quality Control for Molecular Diagnostics (QCMD) a INSTAD e.V. [85]

EHK je uskuteCfiovana vySetfenim vzorku materialu zasilaného akreditovanym
organem. Vysledky této analyzy jsou laboratofemi zasilany zpét a po hodnoceni je

vydano stanovisko s pfipadnym certifikdtem o Uspé&Sném absolvovani. [85]
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2. PRAKTICKA CAST

2.1. Tvorba databaze (ziskani FFPET, struktura info  rmaci)

K ziskani dostate¢né velkého (statisticky vyznamného) souboru vzorkl FFPET
(Formaline Fixed Paraffin Embedded Tissue, parafinové blo¢ky fixované ve
formaldehydu) karcinoml sinonasalni krajiny byla oslovena dalSi dvé pracovisté
patologie, kterd souhlasila se zaslanim svych archivnich blo¢kd, a to Hlavav uUstav
patologie V3eobecné fakultni nemocnice v Praze a 1. |ékafské fakulty Univerzity
Karlovy (14 pfipadd) a Ustav klinické a molekularni patologie Lékafské fakulty
Univerzity Palackého a Fakultni nemocnice Olomouc (14 pfipadu). Spolu se vzorky
z archivu Fingerlandova Ustavu patologie LékaFské fakulty Univerzity Karlovy a Fakultni
nemocnice Hradec Kralové (46 pfipadd) tvofi skupinu o celkové velikosti 74 vzorkd

FFPET karcinomu sinonasalni krajiny.

V ramci hodnoceni klinické studie ,Uloha vysoce rizikovych lidskych papilomavir
(HPV) v etiopatogenezi zhoubnych nadort sinonazalni oblasti“ (jejiz sou€asti byla i tato
prace) bylo tfeba ziskat i dalSi informace o pacientech, jako je pohlavi, rodné &islo,
jméno a pfijmeni, vztah k uzivani cigaret, povolani, lokalizaci nadoru, datum diagnézy,
TNM Kklasifikace, rozmér nadoru, pocet nalezenych uzlin, typing, subtyping, grading,
stav resekéniho okraje, druh terapie, nalez recidivy, pfipadné umrti pacienta a nalez
jiné malignity. Nékteré udaje se u nékterych pfipadu i pfes veSkerou vynaloZenou
snahu nepodafilo ziskat. Z divodu prFehlednosti jsou v pfiloze dostupné pouze
informace tykajici se této prace pfimo souvisejici s jejim cilem. Ochrana osobnich

Gdaju je zajiSténa pouzitim pouze poradového ¢isla, rok narozeni a pohlavi.

Etickd komise FNHK a pfednosta Fingerlandova Ustavu patologie vydali souhlasné
stanovisko s nakladanim osobnich informaci pacientd a provedenim studie. Patficné

dokumenty jsou dostupné v priloze.

K testovanym vzorkdm byla zafazena kontrolni skupina 20 FFPET od 10 muzi a 10

Zen zahrnujici slizni€ni vzorky chronickeé rinitidy a sinusitidy.

Cela databaze s vysledky jednotlivych vySetfeni se nachazi v pfiloze této prace.
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2.2. Zakladni barveni Hematoxylinem-eosinem

Pomucky a pfistroje: sarkovy mikrotom Leica SM2010R (Leica Biosystems, Wetzlar,
Némecko), barvici automat Tissue-Tek Prisma E2D (Sakura, Flemingweg, Holandsko),
montovaci automat Tissue-Tek Film E2 (Sakura, Flemingweg, Holandsko), podlozZni

skla, kryci félie, etanol, xylen, aceton (Lach:ner, Neratovice, Cesk& Republika)

Ke zhotoveni preparatd bylo pouzZito fezd o tlouStce 5um krgjené na sarnkovém
mikrotomu na podlozZni skla se zabrusnou plochou, natahované na roztok Zelatiny (8 g
Zelatiny v 250 ml destilované vody pfivedené k varu a ochlazené na laboratorni teplotu)
na vyhfivané ploténce. K manipulaci s parafinovymi fezy bylo pouZito preparacnich

jehel.

Po dikladném odstranéni prebytecné Zelatiny a osuSeni preparatd byly vioZzeny do
barviciho automatu a barveny dle programu Mayer He. Program se sklada z 10min
suSeni ve vyhfivané komirce, tfi deparafinovacich lazni recyklovaného xylenu (2x4 a
1x3 min), dvou zavodnovacich lazni 96% etanolu s metanolem (2x3 min), jedné lazné
70% alkoholu (2 min), jedné lazné destilované vody (20 s), lazeni Mayerova
hematoxylinu (4 min), promyvani tekouci vodou (5 min), lazenn 1% roztoku eosinu (40
s), promyvani tekouci vodou (10 s), lazeft 70 % alkoholu (30 s), dvé lazné 95 %
alkoholu s metanolem (2x1 min), lazen acetonu (2 min), dvé lazné recyklovaného

xylenu (3 a 2 min). Montovani in-line montovacim automatem pomoci kryci félie.
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2.3. Imunohistochemické stanoveni pl16

Pomucky a pfistroje: sarkovy mikrotom Leica SM2010R (Leica Biosystems, Wetzlar,
Némecko), barvici automat BenchMark ULTRA (Ventana Medical System Inc., Tucson,
Arisona, USA), montovaci automat Tissue-Tek Film E2 (Sakura, Flemingweg,
Holandsko), horkovzdusny termostat UN260 (Memmert, Schwabach, Némecko),
podloZni skla Starfrost Green (Light Labs, Dallas, USA), 200 ml nadoby na lazné

acetonu, etanolu a xylenu (Lach:ner, Neratovice, Ceska Republika).

Ke zpracovani FFPET imunohistochemickou metodou na prikaz proteinu p16™<4a pyly
krdjeny fezy o tloustce 5 um pomoci sarfikového mikrotomu, na podlozni skla se
zelenou matovanou plochou, natahované na kapku destilované vody na vyhfivané
ploténce. Nasledovalo dikladné odstranéni prebyte¢né vody pomoci savého filtracniho

papiru a suseni v termostatu (60 min) pfi teploté 60 <.

Dal3i postup probihal pomoci automatického pfistroje podle pfedem definovaného
programu A — pl6 ve vyrobcem dodavaném softwaru BechMark ULTRA. Prvnim
krokem programu bylo pfedehfati skel na 65T po dobu 4 min s naslednym zah fatim
na 72C, béhem kterého doSlo k odparafinovani fezl. Nasledovalo kondicionovani
bunék kondicionérem bunék 1. s dobou pusobeni 8 min pfi 95C. Po oplachu
nasledovalo ochlazeni skel na 36C aplikace 1 kapky protiladtky pl6 (E6H4) Histo
a inkubace 4 min. Po omyti nasledoval krok jadrového barveni, kdy byla na fez
nanesena jedna kapka hematoxylinu Il a ponechana po dobu 4 min. Poslednim krokem

bylo naneseni jedné kapky Bluing Reagent a inkubace 4 min pfi laboratorni teplotég.

Takto obarvené preparaty byly odvodnény dehydrataéni procedurou obsahujici oplach
roztokem mirného saponatu na nadobi, oplach destilovanou vodou, 1 min v lazni se
70% etanolem, 1min ve 2 laznich se 100% etanolem, oplach ve 100% acetonu a 2 x

30 s v lazni s xylenem. Nasledné je mozné takto odvodnéné skla montovat v automatu.

V kazdém béhu byl pouzit systém interni kontroly kvality zastoupeny jednim sklem
s fezem tkané se znamou pozitivitou p16™K42 jez byl zkontrolovan pred odedtenim

vysledku testu odpovédnym Iékafem a vysledky zaznamenany do databaze.
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2.4. In situ hybridizace

2.4.1. Detekce DNA

Pomucky a pfistroje: sarikovy mikrotom Leica SM2010R (Leica Biosystems, Wetzlar,
Némecko), barvici automat BenchMark ULTRA (Ventana Medical System Inc., Tucson,
Arisona, USA), montovaci automat Tissue-Tek Film E2 (Sakura, Flemingweg,
Holandsko), horkovzdusny termostat UN260 (Memmert, Schwabach, Némecko),
podloZni skla Starfrost Green (Light Labs, Dallas, USA), kontrolni systém HPV 3 in 1
Systém Control Slides (Ventana - Roche, Basilej, Svycarsko), detergent DNA-OFF 500
ml (TaKaRa Bio Inc., Shiga, Japonsko), 200 ml nadoby na l4zné acetonu, etanolu

a xylenu (Lach:ner, Neratovice, Ceska Republika).

Pro detekci HPV DNA v FFPET byla vybrana imunohistochemickd metoda ISH
INFORM HPV Il Family 16 Probe ve spojeni se soupravou ISH View Blue Plus
Detection Kit (Ventana - Roche, Basilej, Svycarsko), kter4 obsahuje detekéni smés
znacenych lidskych HPV genomickych sond. Tyto sondy detekuji HPV typl 16, 18, 31,
33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58 a 66.

Z blokl FFPET byly krajeny fezy o tlouStce 5 um pomoci sankového mikrotomu na
podloZni skla se zelenou matovanou plochou, natahované na kapku destilované vody
na vyhfivané ploténce. Nasledovalo dikladné odstranéni prebyte¢né vody pomoci
savého filtraéniho papiru a suSeni vtermostatu (60 min) pfi teplot¢ 60 CT. Pro

dekontaminaci fezné plochy Ziletky byl pouZit detergent.

Jako systém interni kontroly kvality byl pouZzit kontrolni systém, kde kazdé kontrolni
podlozni sklo obsahuje tfi umélé FFPET nadord vytvofené pouZzitim
charakterizovanych lidskych bunéénych linii. Prvni fez je puvodem z bunécné linie
CasSki, ktera obsahuje zhruba 200-400 kopii HPV typu 16 na buriku a zastupuje silné
pozitivni kontrolu. Druhou slabé& pozitivni kontrolou je fez bunécné linie Hela
obsahujici 10-50 kopii HPV typu 18 na burnku. Negativni kontrolu zastupuje fez
bunécné linie C33A HPV negativniho lidského cervikalniho karcinomu. V kazdém béhu

je soucasti analyzy jedno kontrolni sklo.

Proces detekce HPV DNA vySe zminénou metodou byl uskute¢nén automatickym
barvicim pfistrojem podle programu 223 HPV 16 ISH. Nejprve byla skla opatfena
¢arovym kodem odpovidajicim protokolu sondy a poté vioZzena do barviciho automatu.
Barvici cyklus obsahuje nékolik jednotlivych krok(, mezi které patfi: suSeni,
odparafinovani, pfedbé&zné zpracovani, predfixovani, kondicionovani bunék, natraveni

enzymem s demaskovanim antigenu, denaturace, hybridizace a jadrové barveni.
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Proces suSeni zahrnovalo pfedehfati na 62C a inkubaci po dobu 4 min, kde se
tkanové fezy zbavily vzdusné vihkosti. Odparafinovani probéhlo zahfatim na 72T
a oplachem saponatem Ventana EZ Prep. Nasledoval krok kondicionace bunék
roztokem Cell Conditioning 2 v médu standard nastaveného na 86 po dobu 8 min
a natraveni enzymem Ventana ISH Protease 3, jehoZ doba pusobeni byla zvolena na
4 min. Po oplachu byla aplikovana jedna kapka Inform HPV Family 16 sondy
s naslednym krokem denaturace po dobu 12 min a hybridizace po dobu 2 h. Po
hybridizaci byl nanesen detekéni systém Ventana Plus Detection Kit obsahujici krali¢i
anti-DNP protilatku, my3i anti-krali¢i protilatku, kozi anti-mysi protilatku, pufr,
streptavidin, MgCl;, nitrotetrazolinovou modf a 5-bromo-4-chromo-3-indoyl fosfat. Na

konci programu bylo dobarveno pozadi pomoci Ventana Red Counterstain Il.

Po skonceni programu bylo nutné pokraovat dehydratani procedurou obsahujici
oplach roztokem mirného saponatu na nadobi, oplach destilovanou vodou, 1 min
v lazni se 70% etanolem, 1min ve 2 laznich se 100 % etanolem, oplach ve 100%
acetonu a 2 x 30svlazni sxylenem. Nasledné je moZné takto odvodnéna skla

montovat v automatu.

Odecteni vysledkd bylo provedeno odpovédnym I|ékafem pomoci svételného
mikroskopu pfi zvétSeni 10x az 40x podle doporuceni vyrobce pfiru¢kou Interpretation
Guide — Inform HPV ISH Probes (Ventana — Roche, Basilej, Svycarsko). Vysledky byly

zaznamenany do databéaze.
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2.4.2. Detekce RNA

Pomducky a pfistroje: sankovy mikrotom Leica SM2010R (Leica Biosystems, Wetzlar,
Némecko), horkovzdudny termostat UN260 (Memmert, Schwabach, Némecko),
podloZni skla SuperFrost Plus Slides (Light Labs, Dallas, USA), Pretreat Kit, Detection
Kit a Control system bunécné linie HeLa (Advanced Cell Diagnostics Inc., Hayward,
California, USA), teplomér, varna kadinka, pinzeta, stojanek na podloZni skla, alobal,
odpadni nadoba, 200 ml nadoby na lazné acetonu, etanolu a xylenu (Lach:ner,
Neratovice, Ceska Republika), fix pro hydrofobni bariéru Immerge Hydrophobic Barrier
Pen (Advanced Cell Diagnostics Inc., Hayward, California, USA), montovaci médium
Pertex (Bamed, Ceské Budé&jovice, Ceskd Republika), destilovand voda, roztok

hydroxidu amonného.

Pro detekci HPV RNA v FFPE tkani byla vybrana imunohistochemickd metoda ISH
RNA Scope (Advanced Cell Diagnostics Inc., Hayward, California, USA), kter4 pracuje
na principu hybridizace sond s hledanou RNA HPV protein0 E6/E7 a nasledné

nékolikanasobné amplifikace signalu.

Z bloki FFPET byly krajeny fezy o tlouStce 5 um pomoci sankového mikrotomu na
pfedem oznacdena podlozni skla natahované na kapku destilované vody na vyhfivané
ploténce. Nasledovalo dukladné odstranéni prebytec¢né vody pomoci savého filtraéniho
papiru a suSeni vtermostatu (60 min) pfi teploté 60 . B &éhem procesu validace
metody nebyla zjisténa potfeba dekontaminace fezné plochy Ziletky mezi jednotlivymi

vzorky.

V kazdém béhu barveni byla pouZzita interni kontrola kvality pfedstavovana kontrolnim
sklem s fezem tkané z bunécné linie Hela, jeZ bylo soucasti kitu. Na tomto skle byla

pouZita sonda pro house-keepingovy gen Probe — Hs — PPIB nebo Probe — Hs — UBC.

Prvnim krokem metody byla pfiprava tkané kvlastni detekci, jez zahrnovala
odparafinovani tkanovych fezd a odhaleni bunéénych struktur. Odparafinovani bylo
provedeno dvéma laznémi xylenu po 5 min, dvéma ladznémi 100% etanolu po 1 min. Po
dikladném osusSeni fezu bylo aplikovano 5 az 8 kapek Pretreat 1 a inkubovano 10 min
pfi laboratorni teploté. Po dukladném oplachnuti dvéma laznémi destilované vody byla
skla ve stojanu ponofena do vrouciho Pretreat 2 (1x) a inkubovana po dobu 15 min pfi
teploté 100 — 104 <C. Nasledovalo okamzité oplachnuti destilovanou vodou a 100 %
etanolem a naslednym dikladnym osuSenim fezu. Kolem kazdého fezu byla vytvorena
hydrofobni bariéra pomoci dodavaného fixu o minimalni velikosti 2 x 2 cm. Po
zaschnuti bariéry bylo aplikovano asi 5 kapek Pretreat 3 a inkubovano 15 min pfi 40

C. Po uplynuti doby inkubace byla skla dvakréat opl achnuta destilovanou vodou.
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OsuSenim byla odstranéna prebytecné tekutina a naneseno asi 5 kapek pfislusného
roztoku sondy (RNAScope Probe HPV 16, RNAScope Positive Control Probe PPIB)
a inkubovano 120 min pfi 40C ve vihké kom urce. Po sliti sondy do odpadové nadoby
byla skla dvakrat oplachovana roztokem 1x Wash Buffer po dobu 2 min a pfebytec¢na
tekutina odstranéna. Nasledoval nékolika krokovy postup zahrnujici postupné naneseni
asi 4 kapek na kazdy fez roztokd Amp 1, 2, 3, 4, 5 a 6, pficemZ kazdé naneseni
roztoku bylo nasledovano inkubaci ve vihké komUlrce po dobu 30, 15, 30, 15, 30 a 15
min pfi 40 T (Amp 1-4) nebo pfi laboratorni teploté (Amp 5 a 6) ve vihké komurce
a dvakrat oplach v lazni obsahujici roztok 1x Wash Buffer po dobu 2 min. DalSim
krokem bylo naneseni 120 pul roztoku DAB na kazdy fez a inkubaci 10 min pfi
laboratorni teploté. Roztok DAB bylo nutné pfipravit smisenim ekvivalentniho mnozstvi
roztoki DAB Brown A a DAB Brown B. Po inkubaci bylo nutné zlikvidovat roztok DAB
do specialni nadobky oznacené jako nebezpeény odpad kvili jeho toxicité a adekvatné
jej zlikvidovat dle smérnic zafizeni. Po dvojitém oplachnuti destilovanou vodou byla
skla po dobu 2 min ponofena do roztoku Gillova hematoxylinu, oplachnuta
destilovanou vodou, oplachnuta 0,02% roztokem hydroxidu amonného, opét
oplachnuta destilovanou vodou a po 2 minutach pfenaSena zlazni 70% etanolu,
dvakrat 100 % etanolu a xylenu. lhned byla skla s obarvenymi tk&novymi fezy

montovana médiem a prekryta krycimi skly.

Odecteni vysledku barveni bylo provedeno odpovédnym lékafem pomoci svételného

mikroskopu pfi zvétSeni 100x aZz 400x a vysledky zaznamenany.
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2.5. lzolace DNA/RNA

Pomucky a pfistroje: safikovy mikrotom Leica SM2000R, vortex FVL-2400N Combi
Spin (BioSan, Riga, Lotyssko), centrifuga 5424 R (Eppendorf Hamburg, Némecko),
termoblok Bio TDB-100 (Biosan, Riga, Loty3sko), mikropipety 0,1-2,5 ul, 0,5-10 ul, 2,5-
20 pl, 10-100 pl, 20-200 pl a 100-1000 ul (Eppendorf Hamburg, Némecko), pipetovaci
Spicky Ep Dualfilter T.I.P.S.® (Eppendorf, Hamburg, Némecko), zkumavky 1,5 ml
Eppendorf Safe-Lock (Eppendorf, Hamburg, Némecko), detergent DNA-OFF 500 ml
(TaKaRa Bio Inc., Shiga, Japonsko), xylen (Lach:ner, Neratovice, Ceska Republika),

etanol a izopropanol (Penta, Praha, Ceska Republika)

Pro potfeby izolace DNA/RNA bylo pouZzito nékolik parafinovych fezl o tloustce 5 um
z blo¢kll FFPET stocenych do ruli¢ek krajenych pomoci sankového mikrotomu. Pocet
ruliCek byl odhadnut tak, aby celkova plocha izolovaného materialu dosahovala plochy
cca 1 cm?. Mezi krajenim jednotlivych blo¢kl byl pouzit detergent k ocisténi plochy
Ziletky, preparacnich jehel a nitrilovych rukavic, aby nedochazelo ke kontaminaci DNA
mezi jednotlivymi pfipady a zaroven tak bylo dosaZzeno Uspory v mnoZstvi pouZzitych
Ziletek. Rulicky byly uchovavany po dobu maximalné 48 h pro DNA a 24 h pro RNA
v plastovych 1,5 ml zkumavkadch oznacenych identifikatnim d&islem vzorku

a poradovym cislem.

Izolace DNA byla provedena pomaoci izolagniho kitu Cobas - DNA Sample preparation
kit (Roche, Basilej, Svycarsko) podle standardniho operaéniho postupu, ktery je
v souladu s protokolem vyrobce kitu. Deparafinace vzorku byla provedena
napipetovanim 0,5 ml cistého xylenu s naslednou homogenizaci pomoci vortexu
a inkubaci po dobu 5 min pfi laboratorni teploté. Pfevedeni do vodné faze probé&hlo
pomoci 0,5 ml absolutniho etanolu, vortexovanim a inkubaci 5min pfi laboratorni
teploté. Nasledovala centrifugace 2 min pfi centrifugacni sile 20 000 x g. Supernatant
byl odstranén bez poruSeni pelety pomoci pipety s pipetovaci Spi¢kou opatfenou
filtrem. Peleta rozvifena vortexovanim s 1 ml absolutniho etanolu (Penta, Praha, Ceska
Republika) a opétovnou centrifugaci za stejnych podminek (2 min 20 000 x Q).
Supernatant byl odpipetovan a peleta suSena ve vyhfivaném bloku 10 min pfi 56 <.
Po peclivém vysuSeni bylo pfidano 180 pl DNA tkanoveho lytického pufru (DNA TLB)
a 70 pl rekonstituované proteinkinazy K a inkubovano 60 min ve vyhfivaném bloku pfi
56 C. Po uplynuti inkuba éni doby byly vzorky vifeny pomoci vortexu po dobu 10 s
a inkubovany ve vyhfivaném bloku po dobu 60 min pfi 96 . Po vychladnuti na
laboratorni teplotu nasledovala centrifugace pfi sile 8 000 x g po dobu 30 s a pfidavek

200 ul DNA PBB sinkubaci 10 min, po které bylo pfidano 100 pl izopropanolu
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a promichano. Tento lyzat byl pfemistén do oznacené zkumavky s vloZzenym filtrem
a centrifugovan 1 min pfi sile 8 000 x g. Prefiltrovana kapalina i se zkumavkou byla
zlikvidovana do biologického odpadu a filtr nasazen na novou sbé&rnou zkumavku.
Nasledné bylo pfidano 500 pl pracovniho roztoku WB |, centrifugovano pfi sile 8 000 x
g po dobu 1 min, opétovné nasazen filtr na novou sbérnou zkumavku a bylo pfidano
500 pl pracovniho roztoku WB II. Dalsim krokem byla centrifugace 1 min pfi sile 8 000
X g, po které byl filtr nasazen na novou sbérnou zkumavku a znovu centrifugovan 1 min
pfi sile 20 000 x g. Nasazenim na oznacenou 1,5 ml zkumavku, pfidanim 70 ul roztoku
DNA EB s inkubaci 5 min a centrifugaci 1 min pfi sile 8 000 x g bylo ziskano 70 pl

vzorku. Takto izolovanou DNA/RNA je mozné skladovat pfi teploté -20 € az 60 dni.

Izolace RNA byla provedena pomoci izola¢niho kitu RNeasy Mini Kit (Qiagen, Hilden,
Némecko) podle standardniho opera¢niho programu v souladu s protokolem vyrobce
kitu. Odparafinovani bylo provedeno pfidanim 1 ml xylenu ke vzorku s naslednym
vortexovanim a centrifugaci 2 min pfi 20 000 x g. Po centrifugaci byl odpipetovan
supernatant a kpeleté pfidan 1 ml absolutniho etanolu, vzorek zvortexovan
a centrifugovan 2 min pfi 20 000 x g. Poté byl supernatant opét dikladné odsat a vialky
nechany otevrené pfi laboratorni teploté. Po dukladném vysuSeni pelety bylo pfidano
150 pl PKD pufru a promichano vortexem s naslednym pfidavkem 10 ul proteinazy K
a opatrnym promichanim obsahu vialky. B€hem 15 min inkubace pfi 56 T prob éhla
proteolyza, kterd byla ukon&ena 15 min inkubaci pfi 80 T a Sokovym ochlazenim po
dobu 3 min na ledu. V néasledujicim kroku byly vzorky centrifugovany 15 min pfi
20 000 x g, pficemz byl vysledny supernatant napipetovan do 1,5 ml vialky s 10 pl
DNasou | a 16 pl DNase Booster pufrem. VSechny vzorky byly zvortexovany,
centrifugovany 1 min pfi 8000 x g, inkubovany 15 min pfi laboratorni teploté
a nasledné k nim bylo pfidano 320 pl RBC pufru a 720 pl absolutniho etanolu. Po
ddkladném promichéani bylo napipetovano 700 pl vzorku RNeasy MinElute kolonky
nasazené na shérné zkumavce a tento systém centrifugovan 30 s pfi 8 000 x g. Tento
postup byl opakovan do spotfebovani vesSkerého vzorku. Poté byla sbérnd zkumavka
zlikvidovana a do kolonky bylo napipetovano 500 pl RPE pufru a po nasazeni nové
shérné zkumavky cely systém opét centrifugovan 30 s pfi 8 000 x g. Tento krok byl
zopakovan, pfiéemZz po ném nasledovala opétovna likvidace sbérné zkumavky,
nasazeni nové a centrifugace 5 min pfi 20 000 x g s nezavi¢kovanymi kolonkami. Po
ddkladném vyschnuti membrany bylo pfidano 20 ul RNase free vody a po nasazeni
noveé sbhérné 1,5 ml zkumavky centrifugovano 1 min pfi 20 000 x g. Takto bylo ziskano
18 ul RNA.
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2.6. EIA

Pomucky a pfistroje: vortex FVL-2400N Combi Spin (BioSan, Riga, LotySsko),
centrifuga 5424 R (Eppendorf Hamburg, Némecko), termoblok Bio TDB-100 (Biosan,
Riga, Loty3sko), sterilni PCR box DNA/RNA UV-Cleaner UVC/T-AR (Biosan, Riga,
LotySsko), laminarni box Safeflow 1.2 (Bioair, Milano, Italie), cykler T-100 Termal
Cycler (Bio-Rat, Herkules, Kalifornie, USA), horkovzdusny termostat UN260 (Memmert,
Schwabach, Némecko), automaticky fluorimetr ELx800 (BioTek, Winooski, Vermont,
USA), mikropipety 0,1-2,5 ul, 0,5-10 pl, 2,5-20 pl, 10-100 pl, 20-200 pl, 100-1000 pl a
100-1200 pl (Eppendorf Hamburg, Némecko), multikanalova pipeta Explorer 1200
(Eppendorf, Hamburg, Némecko), pipetovaci Spicky Ep Dualfilter T.I.P.S.® (Eppendorf,
Hamburg, Némecko), sterilni mikrozkumavky (AHN Biotechnologie, Northausen,

Némecko), zkumavky 1,5 ml Eppendorf Safe-Lock (Eppendorf, Hamburg, Némecko),

Detekce HPV pomoci screeningového EIA kit HPV GP HR (Diassay, Rijswijk,
Holandsko) byla provedena podle manudlu vyrobce. Tento kit vyuZivd primery
GP5+/6+ zamifené na L1 konzervativni sekvenci HPV viru a je koncipovan k prukazu
HPV typa 16,18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66 a 68. Vysledna délka
amplifikovaného useku ¢€ini 140 bp [89]

K amplifikaci byl pouzit HPV GP PCR master mix 39,8 ul k némuz bylo pfidano 0,2 pl
Taq DNA polymerazy na jeden vzorek. Po dikladné homogenizaci master mixu byl
rozpipetovan do 0,2 ml PCR sterilnich mikrozkumavek po 40 pl. za pouziti sterilnich
rukavic a sterilni zastéry. Pfiprava a rozpipetovani master mixu byla provedena na ledu
ve sterilnim PCR boxu. K master mixu bylo v laminarnim boxu pfidano 10 pl izolované
DNA vzorkd, negativni izola¢ni kontroly a pozitivni a negativni PCR kontroly. lhned po
pfidani DNA byly vzorky umistény do cykleru a spustén program HPV_EIA. Amplifikace
probihala dle navodu vyrobce, kde prvnim krokem byla denaturace pfi 94C na 4 min.
Nasledovalo &tyficet cykld o tfech krocich, kde denaturace probihala 20 s pfi 94 C,
annealing 30 s pii 38 € a extenze 80 s pfi 71 C. Finalni krok extenze trval 4 min pfi

71, ktery nasledovalo ochlazeni na 4C. Produkty byly skladovany pfi -20 <C.

K detekci byla pouZita mikrotitracni desticka s 96 jamkami, kterd je soucasti kitu. Do
kazdé jamky bylo pfidano 50 pl diluéniho pufru pomoci multikanalové pipety. Do jamky
Al bylo napipetovano 5 pl negativni EIA detekéni kontroly, do jamky B1 5 pl HPV GP
HR pozitivni EIA detekéni kontroly, do jamky C1 5 pl negativni izolacni kontroly, do
jamky D1 5 pl negativni PCR kontroly. Do nasledujicich jamek bylo napipetovano 5 pl
amplifikovanych vzorkd a do posledni jamky 5 pl HPV GP pozitivni PCR kontroly.

DestiCka byla zakryta kryci folii a vioZzena do horkovzdudného termostatu, kde byla
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inkubovana 60 min pfi 37 . Po uplynuti inkuba &ni doby byly jamky tfikrat promyty
300 ul myciho pufru a jeho zbytek odstranén pfilozenim destiCky na savy papir.
Nasleduje pfidani 100 pl denatura¢niho Cinidla do kazdé jamky, prekryti desticky novou
folii a inkubace 15 min pfi laboratorni teploté. Po této inkubaci a odsani denaturacniho
¢inidla byl proveden oplach tfemi davkami 300 pl myciho pufru, jehoz zbytky byly opét
odstranény pfiloZzenim na savy papir. Po tomto kroku bylo pfidano 50 pl roztoku sond,
desticka pfikryta folii a inkubovana 60 min pfi 55 . Po inkubaci nasledoval op ét
oplach 3 x 300 pl mycim pufrem a jeho pfebytek odsén pfiloZzenim na savy papir. Dale
bylo do kazdé jamky napipetovano 50 pl roztoku substratu, destiCka prekryta folii
a inkubovano 30 min ve tmé pfi laboratorni teploté. Tato reakce byla po uplynuti doby
inkubace zastavena pridanim 50 ul stop &inidla do kazdé jamky. Konecnym krokem
bylo méfeni absorbance pfi vinové délce 450 nm pomoci automatického fotometru

s analyzou dat pomoci programu Genb.

Analyza dat byla provedena podle doporu€eni vyrobce a byly spinény tyto podminky:
absorbance HPV GP HR pozitivni EIA detekéni kontroly je rovna nebo vyssi nez 0,500;
absorbance HPV GP HR negativni EIA detekéni kontrola, negativhi PCR kontrola
a negativni izolaéni kontrola je nizsi nebo rovna 0,200. Stanoveni cut-off hodnoty bylo
provedeno pomoci vypoctu: primérna hodnota negativni izolaéni a negativni

amplifikacni kontroly vynasobena 3.
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2.7. Typizace HPV

Pomucky a pfistroje: vortex FVL-2400N Combi Spin (BioSan, Riga, LotySsko),
centrifuga 5424 R (Eppendorf Hamburg, Némecko), sterilni PCR box DNA/RNA UV-
Cleaner UVC/T-AR (Biosan, Riga, LotySsko), laminarni box Safeflow 1.2 (Bioair,
Milano, Italie), cykler T-100 Termal Cycler (Bio-Rat, Herkules, Kalifornie, USA),
hybridiza¢ni automat B20 (Bee Robotics, Severni Wales, Velka Britanie), mikropipety
0,1-2,5 ul, 0,5-10 pl, 2,5-20 pl, 10-100 pl, 20-200 pl, 100-1000 pl a 100-1200 ul
(Eppendorf, Hamburg, Némecko), pipetovaci $picky Ep Dualfilter T.I.P.S.® (Eppendorf,
Hamburg, Némecko), sterilni mikrozkumavky (AHN Biotechnologie, Northausen,

Némecko), zkumavky 1,5 ml Eppendorf Safe-Lock (Eppendorf, Hamburg, Némecko).

K typizaci HPV byly vybrany vzorky pozitivhi z pfedchoziho screeningového EIA testu
a vzorky dlazdicobunéénych karcinoml s nadmérnou expresi pl6™K4a poptipadé

vyraznymi morfologickymi rysy.

Typizace byla provedena typizacnim kitem RHA kit HPV SPF10-LiPA25, ktery
umoznuje identifikaci HPV typua 6, 11, 16, 18, 31, 33 - 35, 39, 40, 42 — 45, 51 — 54, 56,
58, 59, 66, 68, 70, 74. Tato identifikace probiha pomoci reverzni hybridizace
biotinylovanych produktli amplifikace o délce 65 bp provadéné pomoci PCR s primery

SPF10, které jsou cilené na vysoce konzervativni sekvenci genu pro L1 protein HPV.

Nejprve bylo nutné rozalikvotovat PCR master mix do 0,2 ml PCR sterilnich
mikrozkumavek po 40 ul ve sterilnim PCR boxu za pouziti sterilnich rukavic a sterilni
zastéry. Kmaster mixu bylo vlaminarnim boxu na ledu pfidano do kazdé
mikrozkumavky 10 pl izolované DNA vzorkd a do mikrozkumavky oznacené jako KO+
(pozitivni kontrola) 10 pul HPV SPF10 Positive Control. Vzorky i kontrola byly pred
otevienim 15 s centrifugované na 8 000 x g. lhned po pfidani DNA byly vzorky
umistény do cykleru a spustén program HPV_SPF10. Amplifikace probihala dle
navodu vyrobce, kde byla prvnim krokem denaturace pfi 94 € na 9 min, kterou
nasledovalo &tyficet cyklu tfikrokové PCR. Prvnim krokem byla denaturace, ktera
probihala 30 s pfi 94C, annealing 45 s pfi 52 C a extenze 45 s pfi 72 C. Finalni krok
extenze trval 5 min pfi 72 C, ktery nésledovalo ochlazeni na 4 . Produ kty byly

skladovany pfi -20 C.

Detekéni €ast metody probihala v detekéni mistnosti na hybridizacnim pfistroji.
V prvnim kroku bylo 10 ul produktu amplifikace homogenizovano s 10 ul Denaturation
solution a inkubovano 5 min pfi laboratorni teploté. Kazdy strip byl oznacen tuzkou na

horni okraj identifikatnim cCislem a vloZzen do Zlabku detekéniho panelu. Jednotlivé
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denaturované obsahy byly pfepipetovany do Zlabku s identickym identifikacnim Cislem
stripu s ddrazem na zabranéni kontaminace mezi jednotlivymi Zlabky (na kazdy vzorek

nova 3picka, pouziti sterilnich rukavic). Nasledoval program HPV_SPF10 probihajici

dle nésledujici tabulky:

: 5 Pipetovany Rychlost
Krok Kanal ¢as | Teplota : .
objem michani
Inkubace 5min 3
Disperze Hybridization 2ml
Inkubace solution 60min 3
Promyvani 2ml
Inkubace 3min 3
Promyvani | Stringent wash 49C 2ml
Inkubace solution 3min
Promyvani 2ml
Inkubace 30min 3
Promyvani 2ml
Chlazeni Rinse solution
Promyvani 2ml
Promyvani Conjugate 2ml
Inkubace solution 30min 3
Promyvani 2ml
Inkubace _ _ 3min 3
Rinse solution
Promyvani 2ml
Inkubace 3min 3
20-
Promyvani Substrate 2ml
: 25C
Inkubace buffer 3min 3
Promyvani Substrate 2ml
Inkubace solution 30min 3
Promyvani 2ml
Inkubace . . 3min 3
Rinse solution
Promyvani 2ml
Inkubace 10min 3
Vysati

Tabulka 4: Program HPV_SPF10 na pfistroji B20 (Bee Robotics, Severni Wales, Velka

Britanie).
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Po skonceni programu byly stripy pinzetou pfeneseny na filtracni papir a ponechany ve
tmé pfi laboratorni teploté do Uplného vyschnuti. Interpretace vysledkl byla provedena

dle datasheetu dodaného vyrobcem.
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2.8. Beta globin

Pomucky a pfistroje: real-time termocykler Cobas LightCycler 480 (Roche, Basilej,
Svycarsko), vortex FVL-2400N Combi Spin (BioSan, Riga, Loty$sko), centrifuga 5430
(Eppendorf Hamburg, Némecko), sterilni PCR box DNA/RNA UV-Cleaner UVC/T-AR
(Biosan, Riga, LotySsko), laminarni box Safeflow 1.2 (Bioair, Milano, Italie), fotometr
NanoDrop 2000 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA),
mikropipety 0,1-2,5 ul, 0,5-10 ul, 2,5-20 ul, 10-100 pl, 20-200 ul, 100-1000 ul a 100-
1200 pl (Eppendorf, Hamburg, Némecko), pipetovaci Spicky Ep Dualfilter T.I.P.S.®
(Eppendorf, Hamburg, Némecko), sterilni mikrozkumavky (AHN Biotechnologie,
Northausen, Némecko), zkumavky 1,5 ml Eppendorf Safe-Lock (Eppendorf, Hamburg,
Némecko), Zebficek pro elektroforézu Ladder 100 bp (Invitrogen, Waltham,
Massachusetts, USA).

Jelikoz nebyla soucasti kiti EIA kit HPV GP HR i typizaéniho RHA kit HPV SPF10-
LiPA25 amplifikaéni kontrola PCR, bylo nutné posoudit kvalitu ziskané DNA/RNA
a provest kontrolni amplifikaci house-keepingového genu (v naSem pfipadé B globin) Ci
jeho mRNA.

Pro potfeby relativniho srovnani vzork( u real-time PCR byla méfena koncentrace
izolované DNA na fotometru a upravena fedénim DNase-RNase Free vodou na

koncentraci 10 nmol/pl.

Pro kontrolu stavu DNA byla pouzita izolovana DNA vzork(, jez byla pouzivana
k metodam detekce DNA HPV. K amplifikaci B globinu byly pouzity primery PC03 (5-
ACACAACTGTGTTCACTAGC-3"), PC04 (5"-CAACTTCATCCACGTTCACC-3")
a GH20 (5"-GAAGAGCCAAGGACAGGTAC-3") pripravené firmou GeneriBiotech
(Hradec Kralové, Ceska Republika) jejichz amplifikaci vznikly produkty o délkach 100
bp (PC03/PC04) a 268 bp (PC04/GH20). [90] Master mix byl slozen z 0,3 pl forward
a 0,3 ul reverse primerli o koncentraci 10 uM, 7,5 pl KAPA SYBR Fast qPCR Kit
Master Mix (2x) Universal (Kapa Biosystems, Boston, USA), 5 pul DNA o koncentraci 10
ng/ul a 6,9 pl vody pro PCR.
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Pfi validaci metody a urCovani hodnoty threshold byla pouzita PCR reakce
s programem odpovidajicim podminkam u real-time PCR a kdetekci gelova
elektroforéza na 2 % agar6ézovém gelu. Pro pfipravu 2 % agar6zového gelu bylo
pouzito 70 ml TBE pufru (1x); 1,4 g agar6zy a 7 pl SYBR Safe, pficemz byla tato smés
vafena v mikrovinné troubé cca 2 min pfi vykonu 800 W. Pro naplnéni elektroforetické
vany bylo pfipraveno dalSich 430 ml TBE pufru (1x). Pro hodnoceni elektroforetického

déleni byl pouZit Zebficek po 100 bp.

Real-time PCR reakce probihala vcykleru Cobas podle programu: pocate¢ni
denaturace 95C po dobu 3 min; 40 cykl U denaturace 3 s na 95T s teplotni zm énou
4,4 /s, annealing 30 s pfi 55 T s teplotni zm énou 2,2 /s, extenze 30 s pfi 72 T
s teplotni zménou 4,4 C/s. Nasledovala kontrolni HRM analyza: 3 s pfi 95 C, 30 s pfi

55 C, 20 s pfi 40 T s postupnym zvySovanim teploty 0 0,14 C ka Zdé 2 s.
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2.9. mRNA

Pomucky a pfistroje: real-time termocykler Cobas LightCycler 480 (Roche, Basilej,
Svycarsko), cykler T-100 Termal Cycler (Bio-Rat, Herkules, Kalifornie, USA), vortex
FVL-2400N Combi Spin (BioSan, Riga, LotySsko), centrifuga 5430 (Eppendorf
Hamburg, Némecko), steriini PCR box DNA/RNA UV-Cleaner UVC/T-AR (Biosan,
Riga, LotySsko), laminarni box Safeflow 1.2 (Bioair, Milano, Italie), mikropipety 0,1-2,5
pl, 0,5-10 pl, 2,5-20 pl, 10-100 pl, 20-200 pl, 100-1000 pl a 100-1200 ul (Eppendorf,
Hamburg, Némecko), pipetovaci Spicky Ep Dualfilter T.I.P.S.® (Eppendorf, Hamburg,
Némecko), sterilni mikrozkumavky (AHN Biotechnologie, Northausen, Némecko),

zkumavky 1,5 ml Eppendorf Safe-Lock (Eppendorf, Hamburg, Némecko).

Prikaz pfitomnosti mMRNA E6 HPV v nadorovych burikach byl provadén pomoci
reverzni transkripce vyizolované mRNA a nasledné real-time PCR amplifikace cDNA
fragment( E6 HPV.

Reverzni transkripce byla provedena pomoci High Kapacity cDNA Reverse
Transcription Kit (Applied Biosystems - Life Technologies, Carlsbad, Kalifornie, USA).
Do sterilnich mikrozkumavek o objemu 0,2 ml byl ve sterilnim PCR boxu na ledu za
pouZziti sterilnich rukavic a sterilni zastéry pfipraven master mix obsahujici 2 pul 10x RT
Buffer, 0,8 ul 25x DTP Mix o koncentraci 100 mM, 2 yl 10x RT Random Primers, 1 pul
MultiScribe Reverse Transcriptase a 4,2 ul Nuklease-free H,O na jednu reakci.
K master mixu bylo v laminarnim boxu na ledu pfidano do kazdé 0,2 ml mikrozkumavky
10 pl izolované RNA vzorkd. Ihned po pfidani RNA vzork( byly mikrozkumavky
pfeneseny do detekéni mistnosti a umistény do cykleru a spustén program
REVTR_AB. Ctyrkrokovy program byl zahajen teplotou 25 € na 10 min a dale pak
nasledovaly kroky pfi 37 € na 120 min, 85 € na 5 min a zav ére¢ny krok ochlazeni na
4 C. Takto pfipravena cDNA byla ihned zpracovana metodou real-time PCR a zbytek

uchovan pfi -20 C.
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Kvalita cDNA byla zhodnocena pomoci amplifikace fragmentu cDNA pro lidsky 8 globin
parem primerd PC03/PC04 podle protokolu shodného pro amplifikaci u DNA.

Real-time PCR smés byla sloZzena ze 7,5 ul Power SYBR Green gPCR Master Mix (2x)
(Applied Biosystems - Life Technologies, Carlsbad, Kalifornie, USA), 0,3 pul forward a
0,3 pl reverse primerd o koncentraci 500 nM [91], 6,9 pl PCR vody a 5 pl cDNA vzorku.
Program PCR cDNA_HPV byl navrZzen: 40 cykld s pocate¢ni denaturaci 10 min pfi
95 C, kazda dalSi denaturace 15 s pfi 95 C, annealing 58 € po dobu 15 s, extenze

15 s pfi 60 T a kone &né zchlazeni na 4 C.

NavrZeni primer( probéhlo dle Gao et.al. (2012) [91] jejiz sekvence uvadi tabulka 5.

Typ HPV | Protein | Vlakno | Sekvence (5"— 37) Tm (T)
FW ACAAACCGTTGTGTGATTTGTT 55,72
=t REV | CAGTGGCTTTTGACAGTTAATACA 55,7
16 FW GCAAAGACATCTGGACAAAAAG 55,57
=02 REV | ACCGACCCCTTATATTATGGAATC 56,62
FW | GATCTGTGCACGGAACTGAACA 60,9
18 =0 REV | GGTTATTTCTATGTCTTGCAGTG 54,44
FW AGAATTACAGCGGAGTGAGGTA 58
3 =0 REV | CACAAATCATAGCATGCAAAGTC 55,6

Tabulka 5: Sekvence jednotlivych primerd pro amplifikaci cDNA E6/E7 virovych
proteind HPV 16, 18 a 35 [91]
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2.10. Statistické zpracovani dat

Pro analyzu zavislosti jednotlivych pouzitych metod byl pouzit chi-kvadrat test, Fishertv
exaktni test a logickd regresni analyza. Pro statisticky signifikantni vztah bylo zvoleno
p < 0,05.

Pro analyzu klinickych dat byly pouzity zakladni parametry deskriptivni statistiky, jako
jsou median, pramér a 95 % interval spolehlivosti pro spojitd data a absolutni a relativni

Cetnost pro data diskrétni.

VSechny statistické analyzy byly provedeny pomoci NCSS 8 statistického softwarového
programu (NCSS, Kaysville, Utah, USA).
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3. Vysledkova €ast

Jako screeningové metody byly pouZity vySetfeni na pritomnost proteinu p16™K4a DNA
ISH a HPV EIA. Témito metodami byli vySetfeni vSichni pacienti souboru. DalSimi
metodami (DNA typizace, RNA ISH a RNA proteinu E6) byla vy3etiena pouze skupina
pacientl s diagndzou dlazdicobuné&ného karcinomu a s pfitomnosti alespon nékterého
ukazatele pro pfitomnost HPV (anamnéza, morfologie, pozitivita nékteré ze

screeningovych metod).

Pozitivita vzorku na HPV byla stanovena jako alespon jeden pozitivni vysledek
z vySetfovanych metod pro detekci HPV (DNA EIA/DNA reverzni hybridizace/DNA
ISH/RNA ISH/RT-gPCR mRNA).

Vysledky metod p16, DNA ISH a RNA ISH byly hodnoceny atestovanym patologem
z dlvodu nutnosti posuzovani vysledkd pfimo v nadorové tkani. Ostatni metody byly

hodnoceny feSitelem prace pod dohledem kvalifikované analyti¢ky.

3.1. pl6IHC

Prikaz nadmérné exprese proteinu p1l6 pomoci IHC, se stanovenou hodnotou cut-off
70 % nadorovych bunék vykazujicich pozitivni signal, vyselektoval celkem 22
pozitivnich vzorkld s pofadovymi €isly 12, 13, 18, 25, 26, 28, 33, 43, 44, 45, 46, 47, 56,
57, 58, 60, 62, 63, 66, 67, 70, 93 a 95.

VSechny testované vzorky negativni skupiny byly p16-negativni.

3.2. DNAISH

Detekce HPV DNA metodou ISH prokazala 20 pozitivnich vzork( s pofadovymi ¢isly
12, 13, 18, 25, 26, 28, 31, 32, 35, 37, 42, 43, 46, 49, 56, 60, 63, 66, 71, 93 a 95.
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3.3. EIA

Metodou pro prikaz HPV DNA pomoci amplifikace PCR s naslednou detekci EIA byly
potvrzeny dva pozitivni vzorky s pofadovym ¢islem 18 s absorbanci 0,355 pfi hodnoté
cut-off 0,318 a vzorek s €islem 46 s absorbanci 0,457 pfi hodnoté cut-off 0,366. Ostatni

vysledky zobrazuji nasledujici tabulky 6 a 7 s ilustraénim obrazkem 10.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
0,076 | 0,064 | 0,103 | 0,077 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000
1,752 | 0,062 | 0,085 | 0,078 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000
0,095 | 0,087 | 0,096 | 2,559 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000
0,117 | 0,079 | 0,092 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000
0,120 | 0,079 | 0,083 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000
0,093 | 0,061 | 0,355 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000
0,078 | 0,067 | 0,063 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000
0,104 | 0,067 | 0,067 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000

I @ M m{ O O| W >»

Tabulka 6: Absorbance pfi 450nm (Al — negativni EIA detekéni kontrola, B1 — HPV GP
HR pozitivni EIA detekéni kontrola, C1 — negativni DNA purifikaéni kontrola, D1 — PCR
negativni kontrola, E1 az B4 — vzorky 1 az 20, 94 a 95, C4 — HPV GP pozitivnhi PCR
kontrola), cut-off 0,318.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
0,144 | 0,124 | 0,092 | 0,086 | 0,089 | 0,080 | 0,082 | 0,084 | 0,076 | 0,076
1,516 | 0,105 | 0,088 | 0,082 | 0,133 | 0,085 | 0,085 | 0,083 | 0,094 | 0,076
0,121 | 0,107 | 0,087 | 0,089 | 0,082 | 0,083 | 0,084 | 0,085 | 0,076 | 0,079
0,123 | 0,120 | 0,097 | 0,084 | 0,086 | 0,080 | 0,080 | 0,085 | 0,114 | 0,078
0,108 | 0,094 | 0,086 | 0,078 | 0,077 | 0,078 | 0,078 | 0,106 | 0,079 | 0,076
0,114 | 0,104 | 0,088 | 0,457 | 0,081 | 0,076 | 0,076 | 0,077 | 0,075 | 1,217
0,118 | 0,104 | 0,084 | 0,080 | 0,081 | 0,081 | 0,085 | 0,077 | 0,076 | 0,078
0,104 | 0,103 | 0,078 | 0,077 | 0,083 | 0,083 | 0,078 | 0,083 | 0,077 | 0,076

I @ M m|f O O| W >»

Tabulka 7: Absorbance pfi 450nm (Al — negativni EIA detekéni kontrola, B1 — HPV GP
HR pozitivni EIA detekéni kontrola, C1 — negativni DNA purifikaéni kontrola, D1 — PCR
negativni kontrola, E1 az E10 — vzorky 21 az 91, F10 — HPV GP pozitivni PCR
kontrola, G10 a H10 vzorky 92 a 93), cut-off 0,366.
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Obrazek 10: Mikrotitracni desticka HPV EIA (hodnoty viz. tabulka 7)

3.4. DNA typizace

Typizace HPV dle specifické reverzni hybridizace biotinylovanych produktl PCR
umoznila urcit celkem 8 vzork(. Vzorky s porfadovymi Cisly 93 a 95 obsahovaly HPV
16, vzorky 18, 25, 28 a 35 HPV 18 a vzorek ¢&islo 26 HPV 35. Vysledky vySetfeni
zachycuje obrazek 11.
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RHA kit HPV SPF10-LiPA25, version 1 DATA REPORTING SHEET
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Obrazek 11: Vysledkovy protokol HPV DNA typizace
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3.5. B globin DNA

VySetieni vnéjsi kontroly kvality pomoci kontrolni amplifikace uUseku DNA kodujici
housekeepingovy gen pro B globin vyfadil vzorky (CP>35) s pofadovymi Cisly 1, 7, 9,
16, 36, 37, 42, 44, 49, 59 a 68, které tedy nemohou byt hodnoceny molekularné
biologickymi metodami vyuZivajicimi izolaci ziskanou DNA pro svou nedostacujici

kvalitu.

Jednotlivé hodnoty cykld, ve kterych hodnota absorbance presahla hodnotu threshold

s jejich amplifikacnimi kfivkami, zachycuji obrazky 12 aZ 16.
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e LightCycler® 480 Software
flam ———— SEENEENEN
mE Report N W

For General Laboratory Use Only, Not for IVD Applications

Abs Quant/2nd Derivative Max for used wells (Abs Quant/2nd Derivative Max)
Results

Inc Pos Name Type CP Concentration = Standard Status
EM A1 KO+ 24.57

M A2 6 32.62

M A3 14 27.63

[ B1 KO+2 26.97

[ B2 7 35.00 >
M B3 15 35.00 ?,>
] C1 NTC 35.00 ?,>
[} c2 8 31.61

[} C3 16 28.75

| D1 1 35.00 >
[ D2 9 34.18

[} D3 17 31.17

[ E1 2 31.42

[} E2 10 27.67

M E3 18 28.54

[} F1 3 31.89

[} F2 11 30.52

%] F3 19 28.51

[} G1 4 27.44

[} G2 12 28.46

[} G3 20 27.55

%] H1 5 31.13

[} H2 13 29.61

> - Late Cp call (last five cycles) has higher uncertainty, ? - Detector Call uncertain

BETA GLOBIN 151214 04-Mar-2015 Page 1 of 2

Obrazek 12: Vysledkovy protokol Cobas Ligh Cykler 480 kontrolni amplifikace
sekvence pro B globin z DNA u vzork(l 1-20. CP — hodnota cyklu, ve kterém mira
fluorescence presahla stanovenou hraniéni hodnotu. Maximalni CP bylo stanoveno na
35 cyklu. Vzorky s neuvedenym CP, nebo 35,00 jsou automaticky vyhodnoceny jako

negativni (nedoslo k amplifikaci).
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Amplification Curves
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BETA GLOBIN 151214 04-Mar-2015 Page 2 of 2

Obrazek 13: Amplifika¢ni kfivky Cobas Ligh Cykler 480 vzorkd 1-20 u kontrolni

amplifikace sekvence pro B globin. V horni &asti je pfifazeni barev k jednotlivym
vzorkdm.
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ot LightCycler® 480 Software
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For General Laboratory Use Only, Not for IVD Applications

Abs Quant/2nd Derivative Max for used (Abs Quant/2nd Derivative Max)

Results
Inc Pos Name Type CP Concentration = Standard Status
M A1 kot 24.72
M A2 28 26.68
E A3 36 35.00 >
M A4 44 31.89
B A5 |52 28.75
M A6 60 25.57
M A7 68
[} B1 21 33.17
[} B2 29 31.89
| B3 37 35.00 >
[ B4 45 28.60
[} B5 53 31.99
| B6 | 61 24.68
[} B7 | 69 27.60
[} c1 | 22 29.17
] c2 30 33.97
[} C3 38 30.16
%] C4 46 27.82
[} C5 54 29.91
[} c6 62 31.48
[} c7 70 27.99
%] D1 23 27.84
[} D2 31 31.70
[} D3 39 28.63
[} D4 | 47 25.03
[ D5 55 27.84
[ D6 | 63 28.05
[} D7 71 30.75
| E1 24 27.85
[} E2 32 33.36

> - Late Cp call (last five cycles) has higher uncertainty

beta globin 02022015 04-Mar-2015 Page 1 of 3

Obrazek 14: Vysledkovy protokol Cobas Ligh Cykler 480 kontrolni amplifikace
sekvence pro B globin z DNA u vzorkd 21-75. CP — hodnota cyklu, ve kterém mira
fluorescence presahla stanovenou hraniéni hodnotu. Maximalni CP bylo stanoveno na
35 cyklu. Vzorky s neuvedenym CP, nebo 35,00 jsou automaticky vyhodnoceny jako

negativni (nedoslo k amplifikaci).
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Results

Inc Pos Name Type CP Standard Status
| E3 40 20.48
M E4 48
[} E5 56 25.93
[} E6 64 28.89
[} E7 (72 31.13
[} F1 25 28.63
[} F2 33 30.85
[} F3 41 35.00 >
[} F4 49 31.13
[} F5 |57 27.09
[} F6 |65 26.87
[} F7 |73 31.73
[} G1 26 27.42
[} G2 34 32.21
[} G3 42 27.92
[} G4 50 25.35
[} G5 58 25.03
[} G6 66 29.71
[} G7 74 25.00
[} H1 27 27.01
| H2 |35 33.09
[} H3 43 35.00 >
[} H4 | 51 30.66
[} H5 | 59 35.00 >
[} H6 67 26.52
[} H7 |75 25.44
[} H8 | ko-
> - Late Cp call (last five cycles) has higher uncertainty
beta globin 02022015 04-Mar-2015 Page 2 of 3

Obrazek 15: pokracovani obrazku 13
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Amplification Curves
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— C5: 54 C8: 62 —C7: 70 —D1: 23 — D2 31 — D3: 39
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beta globin 02022015 04-Mar-2015 Page 3 of 3

Obrazek 16: Amplifika¢ni kfivky Cobas Ligh Cykler 480 vzork( 21-75 u kontrolni
amplifikace sekvence pro B globin z DNA. V horni ¢asti je pfifazeni barev k jednotlivym

vzorkdam.
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3.6. B globin RNA

VySetieni vnéjSi kontroly kvality pomoci kontrolni amplifikace Useku cDNA prepsané
z mRNA, koédujici housekeepingovy protein B globin, vyfadil vzorky (CP>35)
s poradovymi Cisly 28, 33 a 42, které tedy nemohou byt hodnoceny molekularné
biologickymi metodami vyuZivajicimi izolaci ziskanou mMRNA pro svou nedostacujici

kvalitu.

Jednotlivé hodnoty cykll, ve kterych hodnota absorbance presahla hodnotu threshold,

zachycuje obrazek 17.
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=3 LightCycler® 480 Software
@ m ) IEEEEEEN
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For General Laboratory Use Only, Not for IVD Applications

Abs Quant/2nd Derivative Max for used (Abs Quant/2nd Derivative Max)

Results

Inc Pos Name Type CP Concentration = Standard Status
M A1 | KO+ 19,69

M A2 28 >
M A3 43 30,63

B A4 71 26,38

ol B1 = KO- >
[} B2 30 30,32

[ B3 44 30,96

| B4 @ 93 26,51

[} c1 12 32,31

[} c2 3 26,08

M C3 45 2413

| C4 94 19,37

[ D1 | 13 23,32

[} D2 @ 32 29,61

M D3 | 46 27,03

] D4 | 95 23,58

[} E1 18 2573

[} E2 | 33 >
[} E3 56 21,94

[} F1 | 22 24,56

[} F2 35 30,07

%] F3 57 25,46

[} G1 25 26,12

M G2 37 32,78

[} G3 60 20,84

[} H1 @ 26 25,93

M H2 42 36,12

[ H3 66 25,28

> - Late Cp call (last five cycles) has higher uncertainty

beta globin 18022015 18-Feb-2015 Page 1 of 1

Obrazek 17: Vysledkovy protokol Cobas Ligh Cykler 480 kontrolni amplifikace
sekvence pro B globin z RNA u vSech vzorkd zizené skupiny. CP — hodnota cyklu, ve
kterém mira fluorescence prfesahla stanovenou hrani¢ni hodnotu. Maximalni CP bylo
stanoveno na 35 cykld. Vzorky s neuvedenym CP, nebo >35,00 jsou automaticky

vyhodnoceny jako negativni (nedoslo k amplifikaci).
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3.7. RNA EG6 protein

Vyjadieni aktivity viru pomoci detekce prepisované mRNA virového ¢asného proteinu
E6 metodou RT-gPCR pfineslo pozitivni vysledky u 9 vzorkd, jejichz pofadova cisla
jsou 12, 18, 25, 26, 43, 46, 57, 93 a 95.

Hodnoty CP s amplifikacnimi kfivkami jednotlivych pozitivnich vzorkd a kontrol uvadi

obrazky ¢islo 18 az 20.

3.8. RNAISH

Detekce virovych proteinli ¢asné faze E6/E7 pomoci detekéniho systému ISH urcila
celkem 13 E6/E7 mRNA-pozitivnich vzorka s pofadovymi Cisly 12, 13, 18, 25, 26, 28,
30, 33, 46, 56, 92,93 a 94.
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Abs Quant/2nd Derivative Max for Used wells (Abs Quant/2nd Derivative Max)
Results

Inc Pos Name Type CP Concentration = Standard Status
B A1l KO+ Unknown 25.58
M A2 KO+ Unknown 26.24
M A3 KO+ Unknown 20.93
M A4 33 Unknown

M A5 33 Unknown

[} A6 33 Unknown

M A7 57 Unknown 21.05 ?
M A8 57 Unknown

[} A9 57 Unknown

[} B1 KO- Unknown

[} B2 KO- Unknown

[} B3 KO- Unknown

[} B4 37 Unknown

[} B5 37 Unknown

M B6 37 Unknown

M  B7 60 Unknown

[} B8 60 Unknown

M B9 60 Unknown

[} c1 12 Unknown

M  Cc2 12 Unknown 23.57
[} Cc3 12 Unknown

M C5 35 Unknown

[} C7 66 Unknown

[} C8 66 Unknown

[} C9 66 Unknown

[} D1 13 Unknown

M D2 13 Unknown

[} D3 13 Unknown

[} D4 42 Unknown

[} D5 42 Unknown

? - Detector Call uncertain

cDNA HPV 190215 04-Mar-2015 Page 1 of 3

Obrazek 18: Vysledkovy protokol Cobas Ligh Cykler 480 amplifikace sekvence pro
protein E6 z RNA u 26 vzork(l. CP — hodnota cyklu, ve kterém mira fluorescence
presahla stanovenou hrani¢ni hodnotu. Maximalni CP bylo stanoveno na 40 cyklu.
Vzorky s neuvedenym CP, nebo 40,00 jsou automaticky vyhodnoceny jako negativni

(nedoslo k amplifikaci).
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Results

Inc Pos Name Type CP Concentration = Standard Status
[} D6 42 Unknown

[} D7 7 Unknown

M D8 71 Unknown

[} D9 71 Unknown

[} E1 22 Unknown

[} E2 22 Unknown

[} E3 22 Unknown

| E4 43 Unknown 25.63
| E5 43 Unknown

[} E6 43 Unknown

] E7 93 Unknown 27.21
[} F1 130 Unknown

[} F2 30 Unknown

M  F3 30 Unknown

[} F4 44 Unknown

[} F5 44 Unknown

] F6 44 Unknown

M  F7 %4 Unknown

[} F8 94 Unknown

[} F9 94 Unknown

M G1 31 Unknown

M G2 31 Unknown

[} G3 3 Unknown

M G4 45 Unknown

[} G5 45 Unknown

] G6 45 Unknown

M G7 32 Unknown

B G8 32 Unknown

[} G9 32 Unknown

[} H1 56 Unknown

[} H2 56 Unknown

] H3 56 Unknown

2| H4 18 Unknown 26.93
M H5 28 Unknown

& H6 25 Unknown 39.26
] H7 26 Unknown 20.94
| H8 95 Unknown 26.99
] H9 46 Unknown 30.54

? - Detector Call uncertain
cDNA HPV 190215 04-Mar-2015 Page 2 of 3

Obrazek 19: PokraCovani obrazku 18. Vzorky negativni na typizaci HPV DNA byly
stanovovany v tripletu — s master mixy pro HPV E6 typu 16, 18 a 35. U vzorkd se

znamym typem HPV byla amplifikovana pouze cDNA s odpovidajicim typem master

mixu.
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Amplification Curves
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cDNA HPV 190215 04-Mar-2015 Page 3 of 3

Obrazek 20: Amplifika¢ni kfivky Cobas Ligh Cykler 480 u amplifikace sekvenci cDNA
virového proteinu E6 u 26 vzork(. 19 triplett a 7 jednotlivych vzorkd.
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3.9. Srovnani metod

Vysledky 75 pacientd vSemi metodami byly vzajemné porovnany a podrobeny

statistické analyze. Mezi celkovy pocet pacientl nebyla zahrnuta kontrolni negativni

skupina 20 pacientd, jejichz vysledky byly jak u detekce p16, tak u HPV negativni.

Metoda Poéet pozitivnich Poéet testovanych
p16/NK4a 22 75
DNA ISH 20 75
DNA EIA 2 75
RNA ISH 13 26
DNA typizace 8 26
RNA EG6 protein 9 26

Tabulka 8: Shrnuti vysledkud jednotlivych metod detekujicich HPV

80
70
60
50 53
40
30
20

10

pl6

Srovnani metod detekujicich HPV

55
73
——
DNA ISH EIA
W pozitivni negativni

18 17

DNA typizace E6 protein

Graf 1: Grafické znazornéni pomér pozitivnich a negativnich pfipadl v ramci

jednotlivych metod (detekce proteinu p16™%4 imunohistochemicky - IHC, DNA pomoci

ISH, DNA pomoci EIA, DNA reverzni hybridizaci, RNA pomoci ISH a virového proteinu
E6 real-time RT-PCR).
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p16 IHC DNA ISH DNA PCR RNA ISH RNA E6
p16 IHC < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001
DNA ISH < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001 <0,0001
DNA PCR 0,004 < 0,0001 < 0,0001 <0,0001
RNA ISH < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001 <0,0001
RNA E6 < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001
Tabulka 9: Hodnoty statistické zavislosti p mezi jednotlivymi metodami v souboru vSech
vzorkd.

pl6 IHC DNA ISH DNA PCR RNA ISH RNA E6
p16 IHC < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001
DNA ISH < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001
DNA PCR 0,002 < 0,0001 < 0,001 < 0,0001
RNA ISH < 0,0001 < 0,0001 < 0,001 <0,0001
RNA E6 < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001

Tabulka 10: Hodnoty statistické zavislosti p mezi jednotlivymi metodami v souboru

vzorkd od pacientt s diagnézou dlazdicobunééného karcinomu.

Statisticky jev Cely soubor DK
Senzitivita 0,89 0,88
Specifita 0,88 0,97
Pozitivni prediktivni hodnota 0,64 0,94
Negativni prediktivni hodnota 0,97 0,94
Korela éni koeficient 0,659 0,864
Hladina vyznamnosti p < 0,0001 < 0,0001

Tabulka 11: Hodnoty sledovanych statistickych parametri exprese pl6 oproti HPV
statusu u vSech pacientd a u skupiny pacientl s diagnézou dlazdicobunééného

karcinomu.
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v DNA DNA DNA RNA HPV
C.vzorku | p16 IHC ISH EIA PCR ISH RNA E6 VP
12 + + - - + + 18
13 + + - - + - -
18 + + + + + + 18
22 - - - - - - -
25 + + - + + + 18
26 + + - + + + 35
28 + + - + + 0 18
30 - - - - + - -
31 - + - - - - -
32 - + - - - - -
33 + - - - - 0 -
35 - + - + - - 18
37 - + - 0 - - -
42 - + - - - 0 -
43 + + - - - + 16
44 + - - - - - R
45 + - - - - - -
46 + + + + + + 16
56 + + - - + - -
57 + - - - - + 16
60 + + - - - - -
66 + + - - - - -
71 - + - - - - -
93 + + - + + + 16
94 - - - - + - -
95 + + + + + + 16

Tabulka 12: Vysledky jednotlivych vySetfeni ve skupiné pacientl s diagnézou
dlazdicobunééného karcinomu se suspekci na HPV infekci. + pozitivni vysledek,
- negativni vysledek, 0 nehodnotitelny vysledek (z duvodu nedostateéné kvality
DNA/RNA dokézané nedostate¢nou amplifikaci vnitini kontroly — sekvence pro

B globin). Typ HPV stanoveny pomoci DNA PCR nebo RNA E6 proteinu.
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Status HPV v celém souboru

HHPV +
| HPV -

Graf 2: Grafické znazornéni poctu HPV pozitivnich a HPV negativnich vzorki
v souboru 75 pacientd bez ohledu na diagn6zu. HPV pozitivita byla stanovena jako
alespon jeden pozitivni vysledek nékteré z vySetfovanych metod.

Rozlozeni HPV pozitivity mezi diagnézami

M DK

M ACK
M AK

MK

M LEK
M NEK
M SNK

Graf 3: Grafické znazornéni rozlozeni HPV pozitivity mezi jednotlivymi diagnostickymi
jednotkami lokalizovanymi v sinonasalni krajiné. DK — dlazdicobunéény karcinom,
ACK — adenoidné-cysticky karcinom, AK — adenokarcinom (intestinalni/neintestinaini),
K — typicky karcinoid, LEK — lymfoepiteliadlni karcinom, NEK — neuroendokrinni

v v

karcinom (malobunéc&ny), SNK — sinonasalni nediferencovany karcinom.
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Rozlozeni typli HPV u pacienti s diagnézou DK

M HPV 16
HHPV 18
M HPV 35
M HPV +

M neg.

Graf 4: Grafické znazornéni zastoupeni jednotlivych typd HPV (16, 18 a 35) ve skupiné

v v 7

pacienttd s diagnézou dlazdicobunééného karcinomu (DK). HPV + oznaceni skupiny

pacientl, jejichz vysledky svéd¢i pro HPV pozitivitu (pozitivni vysledek alespon

jednoho z provadénych analyz), ale nejsou schopné urcit typ HPV.

Metoda Cena za vySetreni (K<) Doba zpracovani (h)
CINtec p16 284,00 6
HPV DNA ISH 772,00 14
EIA kit HPV GP HR 1258,50 18
RHA kit HPV SPF10-LiPA25 3415,00 14
RNAscope 1263,30 10
HPV E6 mRNA RT-gPCR 792,90 11

Tabulka 13: Porovnani ceny a doby zpracovani jednoho vzorku jednotlivymi metodami.

V cené jsou zapocitany vSechny podpurné reagencie a izolacni kity, ne vSak spotfebni

material.
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Zavislost kvality DNA pro PCR na stari materialu
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Graf 5: Vliv stafi materialu na kvalité izolované DNA podle stanoveni hodnoty CP pfi

amplifikaci kontrolniho genu pro 8 globin.

Zavislost kvality RNA pro PCR na stari materialu

cpP

0 2 4 6 8 10 12 14 16
stari vzorku (v letech)

s vr

Graf 6: Vliv stafi materidlu na kvalité izolované RNA podle stanoveni hodnoty CP pfi
amplifikaci kontrolni sekvence cDNA pro B globin.
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3.10. Vysledky klinicke

¢asti studie

Cely soubor DK
o 1-241 1-104
Follow-up celkem (mésice) . .
median 19 median 16
Median preZziti v mésicich
: : : 32 (19-73) 24 (14 - 36)
(95 % interval spolehlivosti)
Procento pacientl bez
znalosti pribéhu 19 % 16 %
onemocnéni
5 2-91 2-91
Follow-up HPV + (mésice) _ _
median 21 median 21
. 1-241 1-104
Follow-up HPV — (mésice) y y
median 17 median 17
Median preziti HPV+
o 30 30
v mésicich (Log-rank test)
Median preziti HPV-
- 33 14
V mésicich (Log-rank test)
5 2-241 2-91
Follow-up p16 + (mésice) y y
median 23 median 19
’ 1-164 1-104
Follow-up p16 — (mésice) y y
median 18 median 16
Median preziti p16 + v
- 73 71
mésicich (Log-rank test)
Median preziti p16 — v
27 16

mésicich (Log-rank test)

Tabulka 12: Shrnuti vysledku statistické analyzy klinickych dat vic¢i HPV a p16 statusu.
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Graf 5: Celkové preziti (OS) (dny) v zavislosti na HPV statusu. HPV negativni pacienti
plnou €arou, HPV pozitivni Earou prerusovanou.
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Graf 6: Celkoveé preziti (OS) (dny) v zavislosti na pl6 statusu. pl6 negativni pacienti
plnou ¢arou, p16 pozitivni ¢arou pferuSovanou.
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Diskuze

vivs

(DK) se vyznamné liSi od HPV negativnich pfipadu jak v etiologii, epidemiologii, tak

v prognéze. Proto se HPV testovani v nadorové tkani stava klinicky relevantnim.

Mnozi autofi povazuji imunohistochemickou (IHC) detekci nadprodukce proteinu pl6
za uzite€ny nepfimy marker poukazujici na transformaci asociovanou s HPV infekci
[41] [54] [61] [82], proto byly vSechny pfipady vySetfeny pomoci kitu Ventana CINtec®
pl6. Pfipady byly povaZzovany za pl6 pozitivni v pfipadé, Ze 70 % nadorovych bunék
vykazovalo cytoplasmatickou a/nebo nuklearni pozitivitu. Pomoci tohoto thresholdu
bylo stanoveno 22 pozitivnich (29,7 %) z celkového poctu 74 pfipadd, jez je relativné
srovnatelny s podobnymi vyzkumy [66], které v3ak byly zaméfeny na celou oblast hlavy

a krku.

DalSi metodou, ktera byla vySetfena u vSech pfipadl, byla screenovaci metoda PCR
HPV DNA s detekci pomoci EIA a metoda detekce HPV DNA pomoci ISH.

AZ na 7 pfipadu (9,3 %) byly obé metody negativni (nebo i dalSi metody, pokud byly
provedeny) v pfipadé pozitivity p16, tudiz mizeme fFici, Zze stanoveni exprese p16 IHC
je screeningovym testem s vyhovujici pozitivni (0,64) a negativni (0,97) prediktivni
hodnotou, podle které je mozné rozhodnout o dalsim vySetfeni. Ke stejnému zavéru
dospéla i studie Dreyer et al., 2013 [66]. Vzorky p16+/HPV- naleZely v nasi studii do

kategorie diagnézy DK (2x) a adenoidné-cystického karcinomu (5x).

Metoda stanoveni DNA pomoci PCR s naslednou detekci EIA byla shledana jako
nevhodna, kvlli své nizké citlivosti a vysoké ¢asové naro¢nosti. Tato metoda zachytila
pouze 2 pozitivni pfipady (7,7 %) z celkové hodnocenych 26 HPV pozitivnich vzorka.
Tato metoda je vyrobcem urCena pro screening materialu z délozniho Cipku se
stanovenou LOD (limit of detection) u typu HPV 16 a 18 na 10 aZ 100 kopii HPV na
PCR reakci a u typu HPV 35 na 100 kopii HPV na PCR reakci, coZ je v porovhani
s typiza¢nim kitem vySSi LOD. LOD typizaéniho kitu HPV SPF-10 je u HPV typl 16 a

35 stanovena na 2 kopie na PCR reakci a pro typ 18 dokonce 1 kopie na PCR reakci.

Detekce HPV DNA pomoci ISH byla hodnocena jako dostate¢né citlivd, stim, Ze

zachytila celkem 20 (76,9 %) pozitivnich vzorkd z celkového pocétu 26 HPV pozitivnich.
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Skupina p16 pozitivnich a HPV DNA ISH pozitivnich byla vySetfena déle na pfitomnost
HPV DNA pomoci PCR s naslednou reverzni hybridizaci, HPV E6/E7 mRNA metodami
ISH a RT-qPCR jimiz bylo prokazano 7, 12 a 8 pozitivnich z 26 testovanych pfipadu.
Celkem tedy bylo prokézano vsemi metodami detekujicimi HPV 26 pozitivnich vzork
(25 %) z celého souboru pacientd. Vysledky jednotlivych vySetfeni by mohly
poukazovat na dobrou korelaci, avSak vyrazné se liSily celkem u 6 pfipadd. OdliSnosti
vykazovaly 4 vzorky s vysledkem p16+/RNA ISH+/RT-qPCR- z toho 2 zfejmé z pficiny
Spatné kvality cDNA pro PCR. U dalSich dvou Ize vysvétlit vysledek nedostate¢nou
citlivosti metody RT-qPCR. Déle doslo k rozporu u dvou vzork( s vysledkem p16-/RNA
ISH+/RT-gPCR-, coz muze svédcit bud pro nizkou specificitu detekce HPV mRNA ISH
pomoci RNAscope, nebo nedostate¢nou citlivost RT-gPCR. Metoda RT-gPCR mé
nevyhodu v potfebé vysokeé kvality izolované mRNA s naslednym pfepisem do cDNA,

ale na druhou stranu dokéze rozlisit typ HPV na rozdil od metody RNAscope.

Ve (Ctyfech prfipadech pl6+/HPV DNA PCR-/E6-E7 RNA+ zcelé skupiny
vySetfovanych vzorkd mohlo dojit k situaci, kdy pouzité primery SPF10 PCR pro
detekci HPV DNA nepokryvaly sekvence pfitomného typu HPV. Byla sice pouZita
screenovaci metoda detekce HPV DNA s EIA vyuZivajici primery GP5+/6+, ta vSak
nebyla shledana jako dostateéné citliva, jelikoZ dokazala zachytit pouze 2 (7,7 %) HPV
pozitivni pFipady z celkového pocétu 26 HPV pozitivnich. Nicméné, jeden ze vzorku
zachycenych metodou EIA nebyl detekovan primery SPF10. U tohoto vzorku mohlo
dojit k infekci subtypem HPV 16 s mutaci v proteinu L1 v misté nasedani primer(
SPF10.

V péti pripadech p16+/HPVDNA PCR/E6-E7 RNA- z celé skupiny vzorkl zfejmé doslo
k nadmérné expresi pl6 zjiné pfiCiny, napfiklad genovou mutaci i epigenetickou

Zménou.

Pres vySe zminéné neshody byla prokazana dobra shoda vysledd mezi jednotlivymi
metodami v souboru DK s hladinou vyznamnosti p < 0,0001 (p1l6/DNA ISH/RNA
ISH/MRNA RT-gPCR), p < 0,001 (DNA PCR/RNA ISH) a 0,002 (p16/DNA PCR).
Korelace mezi detekci pl6 a HPV statusem R = 0,864 s hladinou vyznamnosti
p < 0,0001.
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Mezi dalSi dilezité faktory stanoveni HPV molekularné biologickymi metodami patfi vliv
stafi testovaného materialu, jehoZz vyznam se mezi jednotlivymi studiemi liSi. Podle
studie Kokkat et al. [92] nemé stafi zpracovavaného materialu viiv na kvalitu DNA Ci
RNA. Na druhé strané studie Aggerholm-Pedersen et al. [93] prokazala degradaci
MRNA ve vzorcich FFPET vyjadfenou jako ACq = 0,37/rok. NaSe studie prokazala
stfedné vyznamnou zavislost stafi FFPET na kvalité izolované DNA pfi R = 0,633
s ACP = 0,46/rok. U RNA byla tato vyznamnost nizsi R = 0,316 s ACP = 0,40/rok, ¢imz
potvrdila studii Aggerholm-Pedersen et al. [93]. Z téchto udajl je zfejmé, Ze spolu
s dobou skladovani pusobi na kvalitu DNA a RNA i dalSi vlivy, pfedevSim pak kvalita a

délka fixace, tedy kliCové parametry preanalytické faze.

Pfitomnost HPV u DK voblasti dutiny nosni a paranasalnich sinust je dle
studii popisovana cca ve 20 % pfipadd. [17] [29] Meta-analyza publikovana
Syrijanenetal. [94] s 27 % HPV pozitivnich pfipadd z celkového poctu 492
sinonasalnich karcinomd byla naSimi vysledky potvrzena se zastoupenim 25 % HPV-

pozitivnich DK.

Mezi detekované typy HPV v celém souboru karcinomd sinonasalni krajiny patfi typ 16,
18 a 35, pficemz typy 16 a 18 byly zastoupeny po 5 pfipadech a u typu 35 v jednom
pfipadé, coz naznaduje, Ze testovani pouze pfitomnosti typu HPV 16 neni pfinosem a
muze tak dojit k vysokému procentu faleSné negativnich vzorkd. U ostatnich HPV
pozitivnich pfipadu nebylo mozné jednotlivé typy uréit. Toto rozloZeni jednotlivych typu
nekoresponduje s dosavadnimi publikacemi, kde HPV 16 ma u DK (jiné lokalizace nez
laryngealni, orofaryngedlni a oralni) vyraznéjsi vétSinové zastoupeni cca 65,7 % [62]
[66].

Z nékolika dalSich studii vyplyva, Ze pfitomnost HPV je rozdiln4 s ohledem na typ DK,
u typu nerohovéjiciho se uvadi 39,7 %, u rohovéjiciho 3,4 %, u bazaloidniho 41,7 %, u
papilarniho 75 % a u adenoskvamézniho 66,6 % [29] [40] [41] [42] [95]. Pokud jde o
nasi studii, z celkového poctu 49 DK bylo 27 (55%) nerohovéjicich a 16 (33 %)
rohovéjicich. Ve skupiné rohovéjicich DK byly pouze 2 pfipady (13 %) HPV DNA
ISH/PCR+ (HPV 18 a 35), ztoho pouze 1 (HPV 35) transkripéné aktivni. Naopak u
skupiny nerohovéjicich DK vykazovalo 11 (41 %) transkripéné aktivni HPV 16 nebo 18

a 10 z nich vykazovalo p16 pozitivitu.
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Z tohoto metodicky obsahlého vyzkumu zahrnujiciho ISH a PCR metody detekujici
HPV DNA a HPV E6/E7 mRNA transkripty jsme ziskali informaci o tom, Ze high-risk
HPV typy se aktivné podili na vzniku vyznamného podilu sinonasélnich DK, zejména
nerohovéjicich, pficemz vysledky detekce HPV se mezi jednotlivymi metodami pfilis
neliSi. Co se tyCe detekce HPV EG6/E7 mRNA transkriptd u karcinomd sinonasalni
krajiny, byla v této studii poprvé pouZita metoda ISH, ktera vykazovala silnou korelaci
s ostatnimi metodami HPV detekce a s expresi pl6. Stejné jako u orofaryngealnich
DK, muZe byt stanoveni exprese pl6 pouzito jako spolehlivy nepfimy marker HPV

statusu také u sinonasalnich karcinomd.
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Zaver

V porovnani vSech metod uZitych k detekci HPV byla zjisténa velice dobra shoda, kde
vSechny provadéné metody vykazovali vzajemnou shodu pfi mife vyznamnosti
p<0,0001 (p16, DNA ISH, RNA ISH, RT-gPCR mRNA) aZ na metodu detekce pl16 vs.
DNA PCR, jejichz mira vyznamnosti dosahla p=0,004 v celém souboru, resp. p=0,002
v souboru DK. Korelace mezi vysledky metod detekce HPV a exprese proteinu pl6
dosahly statistické vyznamnosti s korelaénim koeficientem R = 0,659 u souboru vSech

sinonasalnich karcinomud a R = 0,864 u souboru DK sinonasalni krajiny.

Veskeré pouzité metody jsou vhodné pro stanoveni HPV statusu, s vyjimkou EIA kit

HPV GP HR, jezZ byla shledana nedostate¢né citliva a pfilis Casové narocna.

Vliv stafi materidlu na kvalitu izolované DNA se potvrdil se statistickou hladinu
vyznamnosti R = 0,633. Na rozdil od toho je kvalita izolované mRNA zavisla na stafi
vzorku podstatné méné R = 0,316. Bylo dokazano, Ze za kazdy rok skladovani FFPE
bloku tkané zplsobi zvySeni hodnoty CP 0 0,457 u DNA a 0,397 u RNA.

HPV se aktivné podili na vzniku vyznamného podilu karcinomd sinonasalni krajiny,
pficemz pritomnost HPV byla zjisténa u 25 % vSech testovanych pfipadtd malignich

nadora.

V rdmci dlazdicobunééného karcinomu sinonasalni krajiny bylo zjisténo 35 % HPV

pozitivnich pfipadd.

91



Zkratky

A/CIGIT Nukleotidy adenin/cytosin/guanin/thymin

Ap-1 Transkrip&ni faktor

BAX Clen rodiny Bcl-2 (apoptoticky signalni protein)

Bcl-2 B-cell ymphoma gene (gen soucasti apoptotické kaskady)

CDK Cyklin dependentni kinaza

CD Cluster of differentiation (povrchové znaky bunék)

cDNA Complementary DNA

CIP1 CDK-interacting protein 1

COX2 Cyklooxygenaza 2

Ct Crossing point (prahova hodnota real-time PCR)

dATP Deoxyadenosin trifosfat

dCTP Deoxycytidin trifosfat

dGTP Deoxyguanosin trifosfat

DK Dlazdicobunéény karcinom

DNA Deoxyribonucleic acid (deoxyribonukleova kyselina)

dTTP Deoxythymidin trifosfat

dsDNA Double strand DNA (dvouvldknova DNA)

El1-E7 Early protein 1 - 7 (Casny virovy protein 1 az 7)

EBV Epstein-Barr virus

EGFR Epidermal growth factor receptor (receptor pro epidermalni rastovy
faktor)

EHK Externi hodnoceni kvality

EIA Enzyme immuno assay

ELISA Enzyme linked immunosorbent assay

FFPET Formalin-fixed paraffin-embedded tissue (formalinem fixovana,

parafinem zalita tkar)
FIA Fluoresceine immuno assai

FUP FNHK Fingerlanduv Ustav patologie Fakultni nemocnice v Hradci Kralové
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GADDA45
HBV
HE-EO
HHV8
HPV
HRM
HTLV1
ICDK
IHC

IHK
INK4
ISH
IUPAC
L1/L2
LD-PCR
MALT
MCV
MRNA
mTOR C1/2
NFKB
p53
PCNA
PCR
PDZ
PGE2
pRb
gPCR
RNA

RT-PCR

Growth arrest and DNA damage factor
Hepatitis B virus

Pfehledné barveni roztokem hematoxylinu a eozinu
Human herpes virus 8

Human papilloma virus (lidsky papilomavirus)

High resolution melting analyse (analyza teploty tani produktil PCR)

Human T-lymphotropic virus 1

Inhibitor cyklin dependentni kindzy
Imunohistochemie

Interni hodnoceni kvality

Inhibitor proteinkinase 4

In situ hybridizace

International Union of Pure and Applied Chemistry
Later proteine 1/2

Long distance polymerase chain reaction
Mucosa-associate lymphoma tissue
Molluscum contagiosum virus

Messenger RNA

Mammalian target of rapamycin complex 1/2
Nuclear factor kappa B (jaderny faktor kapa B)
Protein 53

Proliferating cell nuclear antigen

Polymerase chain reaction (polymerazova fetézova reakce)

Doména signalnich protein(
Prostaglandin E2

Retinoblastome protein

guantitative polymerase chain reaction
Ribonucleic acid (ribonukleova kyselina)

Reverse transcription polymerase chain reaction
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TFIID
TGF-B
TP53
TSC2
Rbl
Rebl

SOP

Transkrip&ni faktor 1l D

Transforming growth factor 8

Tumor protein 53 (gen pro protein 53)
Tuberous sclerosis factor 2

Retinoblastome 1

enzym guanosin trifosfataza

Standardni operaéni program

Transkrip&ni faktor (specificity factor-1)
Single strand DNA (jednoviaknova DNA)
Upstream regulatory region (vedouci regulaéni oblast)
Wild type p53 dependent growth arrest factor

World Health Organization (Svétova zdravotnicka organizace)
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Databaze vysledku:

pl6
rok stari follow-up| (>70 | DNA [ DNA [ A (450 | DNA DNAB | RNA [ RNART-| RNAB HPV
narozeni | pohlavi | mat. typing subtyping (mésice) | %) ISH EIA nm) |typing| glob ISH gPCR glob | status

1 1929 FA 15 dlaidicobunécny karcinom nerohovéjici 23 - - - 0,12 invalide -
2 1926 Z 14 dlaZdicobunéény karcinom nerohovéjici 11 - - - 0,093 31,42 -
3 1923 M 13 dlazdicobunéény karcinom nerohovéjici 36 - - - 0,078 31,89 -
4 1953 M 12 dlazdicobunécny karcinom rohovéjici 24 - - - 0,104 27,44 -
5 1940 M 10 dlaZdicobunéény karcinom nerohovéjici 16 - - - 0,064 31,13 -
6 1974 M 9 dlaZdicobunéény karcinom rohovéjici 16 o = B 0,062 32,62 -
7 1954 M 9 dlaidicobunécny karcinom nerohovéjici 14 - - - 0,087 invalide -
8 1952 M 9 dlaidicobunéény karcinom rohovéjici 104 - - - 0,079 31,61 -
9 1932 M 8 dlaZdicobunéény karcinom nerohovéjici 3 - - - 0,079 invalide -
10 1930 M 8 dlaidicobunéény karcinom rohovéjici 10 - 0,061 27,67

11 1930 Z 8 dlaidicobunéény karcinom rohovéjici 10 - - - 0,067 30,52 -
12 1952 FA 8 dlaidicobunécny karcinom bazaloidni 91 + + - 0,067 - 28,46 18+ 32,31 +
13 1930 M 8 dlaZzdicobunéény karcinom nerohovéjici 71 + + - 0,103 - 29,61 = 23,32 +
14 1948 M 6 dlaZdicobunéény karcinom rohovéjici 9 - - - 0,085 27,63 -
15 1951 M 5 dlaidicobunécny karcinom papilarni 58 - - - 0,096 invalide -
16 1951 A 5 dlaidicobunécny karcinom nerohovéjici 54 - - - 0,092 28,75 -
17 1933 Z 5 dlaidicobunécny karcinom rohovéjici 9 - - - 0,083 31,17 -
18 1944 M 4 dlaidicobunécny karcinom nerohovéjici 50 + + + 0,355 18 28,54 + 18+ 25,73 +
19 1947 Z 4 dlaidicobunécny karcinom adenoskvamozni 4 - - - 0,063 28,51 -
20 1929 Z 3 dlaidicobunélny karcinom rohovéjici 4 - - - 0,067 27,55 -
21 1 - ) - 0,108 33,17 .
22 1923 z 10 dlaidicobunécny karcinom nerohovéjici 1 - - - 0,114 - 29,17 - - 24,56 -
23 1929 M 3 dladicobunécny karcinom nerohovéjici 10 - 0,118 27,84

24 1939 FA 3 dlaidicobunécny karcinom verukdzni 29 - - - 0,104 27,85 -
25 1941 M 2 dlaidicobunéény karcinom nerohovéjici 15 + + - 0,124 18 26,63 18+ 26,12 +
26 1956 M P dlaidicobunéény karcinom rohovéjici 15 + + - 0,105 35 27,42 35+ 25,93 +
27 1942 z 1 dlazdicobunécny karcinom nerohovéjici 16 - - - 0,107 27,01 +
28 1957 7 1 dlaidicobunécny karcinom nerohovéjici 4 + + - 0,12 18 26,68 + - invalide +
29 1936 Z 8 dlaidicobunéény karcinom rohovéjici 78 - - - 0,094 31,89 -
30 1953 M 4 dlaidicobunécny karcinom nerohovéjici 2 - - - 0,104 - 33,97 + - 30,32 +
31 1942 M 7 dlaidicobunécny karcinom nerohovéjici 55 - + - 0,104 - 31,7 - - 26,09 +
32 1937 M 13 dlaZdicobunéény karcinom nerohovéjici 19 - + - 0,103 - 33,36 - - 29,61 +
33 1939 M 10 dladicobunéény karcinom nerohovéjici 23 + - - 0,092 - 30,85 + - invalide +
34 1942 M 10 dlaidicobunécny karcinom rohovéjici 32 - - - 0,088 32,21 -
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rok stafi follow-up| (>70 | DNA | DNA | A (450 | DNA DNAB | RNA | RNART-| RNAB HPV
narozeni | pohlavi | mat. typing subtyping (mésice) [ %) | ISH EIA nm) |typing| glob ISH gPCR glob | status

35 1925 M 14 dlazdicobunécny karcinom rohovéjici 30 - + - 0,087 18 33,09 - - 30,07 +
36 1928 M 19 dlazdicobunécény karcinom nerohoveéjici 3 - - - 0,097 invalide -
37 1934 M 14 dlazdicobunéény karcinom nerohovéjici - + - 0,086 - invalide - - 32,78 +
38 1958 M 10 dlaZzdicobunécny karcinom rohovéjici 14 - - - 0,088 30,16 -
39 1950 M 9 dlaZdicobunéény karcinom rohovéjici 18 - - - 0,084 29,63

40 1935 M 8 dlazdicobunéény karcinom rohovéjici 14 - - - 0,078 29,46 -
41 1927 Z 6 dlazdicobunécény karcinom rohovéjici 54 - - - 0,086 invalide -
42 1962 M 6 dlaZdicobunécny karcinom bazaloidnf{ 8 - + - 0,082 - 27,92 - - invalide +
43 1948 M 6 dlazdicobunéény karcinom bazaloidni 66 + + - 0,089 - invalide - 16+ 30,63 +
44 1935 M 6 dlazdicobunécény karcinom nerohovéjici 5 + - - 0,084 - 31,89 - - 30,96 -
45 1940 M 5 dlazdicobunéény karcinom nerohovéjici 5 + - - 0,078 - 28,6 - - 24,13 -
46 1961 M 4 dlaZdicobunéény karcinom nerohoveéjici 39 + + + 0,457 - 27,82 + 16+ 27,03 +
47 1971 M 1 adenoidné cysticky karcinom kribriformni 241 + - - 0,08 25,03 -
48 1940 z 13 adenoidné cysticky karcinom kolonicky 35 - - - 0,077 invalide -
49 1931 M 7 adenoidné cysticky karcinom kolonicky 152 - + - 0,089 31,13 +
50 1943 M 3 karcinoid typicky 164 - - - 0,133 25,35 -
51 1944 M 13 adenokarcinom neitestinalni 150 - - - 0,082 30,66 -
52 1919 M 12 adenokacinom intestinalini kolonicky 33 - - - 0,086 28,75 -
53 1966 z 10 adenoidné cysticky karcinom kribriformni 27 - - - 0,077 31,99

54 1971 Z 4 adenokarcinom neitestindlni 129 - - - 0,081 29,91 -
55 1941 M 10 adenokarcinom intestinalni mucindzni 100 - - - 0,081 27,84 -
56 1980 M 2 dlazdicobunéény karcinom nerohovéjici 73 + + - 0,083 - 25,93 + - 21,94 +
57 1956 M 3 malobunéény neuroendokrinni karcinom 15 + - - 0,08 - 27,09 - 16+ 25,46 +
58 1953 Z 1 adenoidné cysticky karcinom kribriformni 13 + - - 0,085 25,03 -
59 1973 Z 1 adenokarcinom neitestinalni 8 - - - 0,083 invalide -
60 1975 7 1 malobunécny neuroendokrinni karcinom 8 + + - 0,08 - 25,57 - - 20,84 +
61 1952 M 1 adenokarcinom intestinalni kolonicky 4 - - - 0,078 24,68 -
62 1978 M 5 adenoidné cysticky karcinom kribriformni - - 0,076 31,48 -
63 1955 M 4 adenoidné cysticky karcinom solidni 35 + - 0,081 28,05 +
64 1960 M 3 sinonasalni nediferencovany karcinom 28 - - - 0,083 28,89 -
65 1966 Fa 4 adenokarcinom neitestinalni 1 - - - 0,082 26,87 -
66 1938 7 10 sinonasalni nediferencovany karcinom - - 0,085 - 29,71 - - 25,28 +
67 1951 Z 2 adenoidné cysticky karcinom kribriformni 150 - - 0,084 26,52 -
68 1976 z 11 adenokarcinom neitestinalni 56 - - - 0,08 invalide -
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rok stafi follow-up| (>70 | DNA | DNA [A (450 DNA | DNAPB | RNA | RNART-| RNAB | HPV
narozeni | pohlavi | mat. typing subtyping (mésice) | %) | ISH EIA nm) |typing | glob ISH gPCR glob | status

69 1940 M 5 sinonasalni nediferencovany karcinom 1 - - - 0,078 27,6 -
70 | 1961 Z 3 adenoidné cysticky karcinom kribriformni 36 + : 5 0,076 27,99 -
71 1949 M 3 lymfoepitelidlni karcinom 7 - + - 0,085 - 30,75 - - 26,38 +
72 | 1990 Z negativni kontrola 2 = = 0,078 =
73 1960 M negativni kontrola - - - 0,084 -
74 1941 M negativni kontrola - - - 0,083 -
75 | 1967 Z negativni kontrola = - - 0,085 =
76 1952 M negativni kontrola - - - 0,085 -
77 1968 M negativni kontrola - - - 0,106 -
78 1950 M negativni kontrola - - - 0,077 -
79 1954 M negativni kontrola - - - 0,077 -
80 1964 M negativni kontrola - - - 0,083 -
81 1980 M negativni kontrola - - - 0,076 -
82 1953 4 negativni kontrola - - - 0,094 -
83 | 1953 7 negativni kontrola = B = 0,076 -
84 1962 M negativni kontrola - - - 0,114 -
85 | 1983 Z negativni kontrola - - . 0,079 .
86 | 1939 Z negativni kontrola = = = 0,075 -
87 | 1988 Z negativni kontrola - - - 0,076 -
88 1985 Z negativni kontrola - - - 0,077 -
89 | 1965 p negativni kontrola - - - 0,076

90 | 1941 Z negativni kontrola 2 : : 0,076 5
91 1950 M negativni kontrola - - - 0,079 -
92 1933 M 12 dlazdicobunéény karcinom nerochovéjici 24 + + - 0,076 16 31,73 16+ 26,51 +
93 1954 7 0 dlazdicobunéény karcinom nerohovéjici 2 - - - 0,077 - 25 - 19,37 +
94 1941 M 0 dlazdicobunéény karcinom nerohovéjici 2 + + - 0,078 16 25,44 16+ 23,58 +
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