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Souhrn

Vychodiska: Perzistentni infekce onkogennim typem lidského papilomaviru (human papillomavi-
rus — HPV), nejcastéji HPV 16 a HPV 18, muZze vést k rozvoji fady malignich onemocnéni, zejména
pak ke karcinomu délozniho hrdla u Zen. Testovani na pfitomnost HPV DNA se tudiz zavadi jako
komplementarni metoda ke stavajicimu cytologickému vysetfeni, mimo jiné i diky vyssi citlivosti.
Cil: Tento prehledovy ¢lanek pojednava o roli HPV v karcinogenezi délozniho hrdla, zejména po-
pisuje vznik cervikélnich intraepitelidlnich Iézi (CIN1-3) a molekularni mechanizmus transformace
bunék. Pfedstavuje existujici biomarkery pro diagnostiku prekanceréznich 1ézi, mezi které patfi
napi. mRNA transkripty genl E6 a E7, protein p16 (inhibitor cyklin-dependentni kinazy regulu-
jici prechod z G1 do S faze buné¢ného cyklu), zménéné metylacni vzorce DNA nebo plisobeni
specifickych miRNA, tj. kratkych nekédujicich jednoretézcovych RNA o délce 18-22 nukleotid(,
které posttranskripéné reguluji genovou expresi. Dale rozebird vyhody a nevyhody komer¢né do-
stupnych HPV test(l, a v neposledni fadé predstavuje nové vyvijené metody umoziujici levnou
a rychlou diagnostiku HPV na bazi optické i elektrochemické detekce. Zdvér: Nadory délozniho
hrdla i navzdory velkému pokroku v poslednich letech stéle patii mezi nejrozsitenéjsi zenské ma-
lignity s vysokou mortalitou, zejména v rozvojovych zemich. Ke snizeni mortality by mohla pomoci
implementace HPV testovani do rutinniho screeningového vysetieni. To vsak bude tfeba finan¢né
zefektivnit tak, aby bylo cenové konkurenceschopné se stavajicimi cytologickymi vysetrenimi.
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Summary

Background: Persistent infection with high-risk human papillomavirus (HPV) strains, especially
HPV 16 and HPV 18, is associated with the onset of various malignant diseases, including cervical car-
cinoma in women. HPV DNA testing is thus being implemented as a complementary method to stan-
dard cytological examination, mainly due to its increased sensitivity. Aim: This review outlines the role
of HPV in cervical carcinogenesis, with a focus on the formation of cervical intraepithelial neoplasias
(CIN1-3) and the molecular mechanism underlying cellular transformation. Current biomarkers used
to screen premalignant lesions are described, including mRNA transcripts of the E6 and E7 genes, pro-
tein p16 (a cyclin-dependent kinase inhibitor that regulates cell cycle progression from G1 to S phase),
altered DNA methylation patterns, and actions of specific microRNAs (short (18-22 bp), non-coding,
single-stranded RNA molecules that regulate gene expression at the post-transcriptional level). This
review also describes the advantages and drawbacks of commercial HPV tests, and depicts novel
methods for more cost-effective and faster HPV diagnostics based on optical or electrochemical de-
tection. Conclusion: Although great progress has been made, the incidence and mortality rates of
cervical malignancies remain relatively high , especially in developing countries. Incorporation of HPV
testing into routine screening programs could help to decrease mortality rates; however, the cost of
such testing must be reduced if it is to compete with current cytology-based examinations.
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LIDSKY PAPILOMAVIRUS — ROLE V KARCINOGENEZI CERVIXU A MOZNOSTI JEHO DETEKCE

Uvod

Infekce lidskym papilomavirem (human

papillomavirus — HPV) patii mezi nej-

béznéjsi pohlavné pfenosné choroby.

Pfedpoklada se, ze az 80 % populace se

béhem Zivota setka s infekci HPV. Celkové

je zndmo > 200 genotypové odlisnych
kmenu lidskych papilomavird [1], ovéem
ne viechny jsou pro ¢lovéka nebezpecné,
vétsina z nich zplsobuje pouze kozni
nebo genitalni bradavice (jde o tzv. low-

-risk HPV, LR-HPV). Nékteré kmeny vsak

vykazuji onkogenni charakter (HPV 16,

18, 36, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 53, 56, 58,

59, 66, 68, 73, 82, souhrnné high-risk HPV,

HR-HPV), coZz znamen4, Ze jejich dlou-

hodoba nelécena pfitomnost mize vést

k maligni transformaci epitelidIni tkané

a ke vzniku nadort cervixu (délozniho

hrdla), vaginy, analni oblasti, nebo do-

konce hlavy a krku. Nejrozsifenéjsimi on-

kogennimi kmeny jsou HPV 16 a HPV 18,

u kterych se uvadi, ze zpUsobuji az 70 %

vsech karcinomG délozniho hrdla [2].

Genom HPYV je tvofen dvousroubovico-

vou kruhovou DNA o délce ~ 8 kb (obr. 1),

rozdélenou do tfi oblasti:

1. &asna oblast (early region) obsahujici
vzdy geny E1, E2, E4, E5, E6 a E7, u né-
kterych kmenu pak jesté E3 a E8;

2.oblast obsahujici kédujici sekvence
genU pozdni faze (late region) L7 a L2;

3. kontrolni oblast (long control
region - LCR)

Proteiny k6dované geny ¢asné oblasti
maji spise regulac¢ni funkci, podileji se

L1

genom HPV 16
~8 kbp

4
E2

ES

Obr. 1. Genom HPV 16.
Schematické zobrazeni polohy jednotlivych
gent v ramci kruhového genomu HPV 16.

napf. na replikaci a transkripci genomu,
bunécné signalizaci nebo apoptoze
a jsou Castéji exprimované v ranych fa-
zich infekce (od toho pojmenovéni
early). Proteiny pozdni faze, L1 a L2, tvofi
virovy kapsid. Oblast LCR zahrnuje ze-
jména misto pocatku replikace, vazebna
mista transkrip¢nich faktor a promo-
tor P97 zodpovédny za transkripci témér
vsech genu z ¢asné oblasti. Za normal-
nich okolnosti je transkripce z promo-
toru P97 inhibovana vazbou proteinu E2,
¢imz je hladina proteint E6 a E7 udrzo-
vana nizka. Genova exprese je polycis-
tronni, vice gend ma spole¢ny promotor
a vysledné mRNA transkripty tak zavi-
seji na zvoleném ctecim rdmci [3]. Navic
diky alternativnimu sestfihu méze jeden
mRNA transkript dat vzniknout vice
proteintm [4].

Role HPV v karcinogenezi cervixu

Zjednodusené lze vznik cervikdlniho
karcinomu rozdélit do ¢tyr fazi - HPV in-
fekce, virova perzistence, vznik prekan-
cerdz a invazivni karcinom [2] (obr. 2).
Nastésti dokaze imunitni systém ¢lovéka
HPV infekci ve vétsiné pFipadd odstranit.
V opacném pripadé se infekce stava per-
zistentni. Vznikaji premaligni 1éze, u kte-
rych je virova DNA v bunce lokalizovana
nejdfiv epizomalné, tj. neni zaclenéna
do chromozomalni DNA. Postupné vsak
dochazi k molekuldrnim zméndém, chro-
mozomalni nestabilité a integraci vi-
rové DNA do genomu hostitele, ktera
vede ke ztraté regionu E2. Snizi se tak

3-5let

virova infekce

vymizeni viru
80 %

epizomalni DNA
normalni morfologie CIN1/2

Obr. 2. Proces karcinogeneze.

epizomalni + integrovana DNA

hladina proteinu E2, ¢imz dochdzi ke
zvysené expresi onkoproteint E6 a E7,
jelikoz za normalnich okolnosti pro-
tein E2 negativné reguluje transkripci
genU E6 a E7 vazbou na tzv. E2-vazebné
misto v ramci LCR. Karcinogenni poten-
cial proteinll E6 a E7 je dan tim, ze in-
hibuji expresi dalezitého nadorového
supresorového proteinu p53, resp. reti-
noblastomového proteinu pRb, coz vede
k deregulaci buné¢ného cyklu burky, ke
snizeni exprese proteind dulezitych pfi
opravnych mechanizmech DNA a k po-
stupné akumulaci buné¢nych defekta.

Z histologického hlediska dochazi
k transformaci epitelialni tkané cervixu,
vznikaji tzv. cervikalni intraepitelidIni neo-
plazie (CIN) odstupriované dle progrese
onemocnéni jako CIN1, CIN2 a CIN3, pii-
¢emzu CINT a &asti CIN2 [ézi mUze dojit ke
spontanni regresi, aniz by byla potfebnd
konizace (mluvime o tzv. produktivnich
Iézich, odpovidajicich dle nové nomen-
klatury low-grade skvaméznim intraepi-
telidInim 1ézim (LSIL)). CIN3 a zbyld ¢ast
CIN2 patfi do tzv. transformujicich 1ézi
(odpovidajich high-grade skvamdznim
intraepitelialnim lézim (HSIL)), které jsou
spojeny se zminénou deregulaci a nad-
mérnou expresi E6 a E7, pficemz CIN3 je
poslednim piedstupném invazivniho
karcinomu. Bohuzel z morfologického
hlediska neni mozné rozlisit produktivni
a transformujici CIN2, a je tedy obtizné
urcit, zda infekce vymizi, nebo povede az
ke vzniku karcinomu. Kromé samotného
HPV testovani se tak uvazuje o dalSich

20-30 let

virova perzistence

ztrata exprese E2
zvysena exprese E6 a E7
transformace dlazdicového epitelu

. . rogr

vznik prekanceréz progrese
do karcinomu

integrovana DNA

CIN2/3 rakovina

Chronologické zobrazeni karcinogeneze od HPV infekce az po vznik karcinomu délozniho
hrdla, v¢etné lokalizace virové DNA a jednotlivych fazi onemocnéni.
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biomarkerech, které by presnéji urcily
pfipady vyzadujici [é¢bu. Mezi tyto mar-
kery patfi kupfikladu mRNA transkripty
genu E6 a E7 (produkty aktivni exprese
téchto gen), jejichz zvysena pritomnost
poukazuje na pfitomnost transformujici
léze [5]. Neddvna korejskd studie napf.
uvadi az 91% citlivost a 98,6% specificitu
pro detekci CIN2+ lézi (pro 337 vzork)
pfi pouziti HPV E6/E7 mRNA testu [6]. Au-
tofi ovsem zdUraznuji, Ze bude zapotiebi
provést rozséhlejsi klinické studie s hete-
rogennéjsim vybérem populace s ohle-
dem na geografické rozdily.

Mezi dal$i markery patfi protein
p16™€4a jehoz hladina se zvysuje inak-
tivaci pRb. Jedna se o inhibitor cyklin-
-dependentni kinazy regulujici pfechod
z G1 do S faze bunécného cyklu. | na-
vzdory velké variabilité v metodach a in-
terpretacich dat existuje spousta stu-
dii popisujicich korelaci mezi zvysenou
expresi p16™K4 a pritomnosti CIN2+
1ézi [7]. Americka spole¢nost pro kolpo-
skopii a cervikalni patologii dokonce do-
porucila imunohistochemické stanoveni
p16 u diagnosticky spornych lézi jakozto
vhodnou metodu pro rozliseni prekan-
cerdz za predpokladu vyrazné ,blokové”
pozitivity stanoveni p16 [8]. Jako mozné
biomarkery jsou uvazovany i aberantni
epigenetické zmény (zejména v DNA
metylaci) nebo zménéné hladiny miRNA
(viz nize).

Epigenetické zmény DNA u HPV
Nejvice studovanym epigenetickym me-
chanizmem ve spojitosti s cervikalnimi
Iézemi jsou metylace DNA, tj. modifi-
kace 5’-uhliku cytosinu v dinukleotidu
CpG metylovou skupinou (za vzniku me-
tylcytosinu). Napfiklad metylace promo-
toru ma za nasledek ,vypnuti” exprese
pfislusného genu, a pokud je timto pro-
motorem kontrolovana exprese nado-
rového supresorového genu, hyperme-
tylace tohoto promotoru zpUsobi nizsi
expresi daného nadorového supresoru,
coz mUze vést az ke karcinogenezi.

| kdyz jsou zménéné metylacni vzorce
virové DNA v souvislosti s progresi kar-
cinomu cervixu dobfe zndmé, data zis-
kana z rliznych studii jsou ¢asto nekon-
zistentni [9], zejména co se tykd asociace
mezi metylaci v LCR regionu a CIN2+.
Nékteré prace uvadéji pozitivni korelaci

mezi frekvenci metylace v LCR a progresi
onemocnéni[10,11], jiné naopak ukazuji
snizenou metylaci (demetylaci) urcitych
promotord v LCR u pacientli s CIN3 a ra-
kovinou délozniho hrdla v porovnani se
zdravymi jedinci [12]. To je pravdépo-
dobné zpUsobeno rliznou pfipravou kli-
nickych vzorkd nebo analyzou odlisnych
CpG ostrlvkd [13]. Zfejmé nejkonzis-
tentné;jsi vysledky vykazuje oblast genl
L1a L2, kde dochazi ke zvysené metylaci
u karcinomd [14].

Mezi metody studia metylace DNA,
které byly nedavno detailnéji popsany
v Casopise Klinickd onkologie [15], patfi
napt. restrikénianalyza v kombinaci s kvan-
titativni polymerazovou fetézovou reakci
(quantitative polymerase chain reaction -
gPCR), metylac¢né specificka PCR (methy-
lation-specific PCR - MSP), MethyLight
PCR (kombinace MSP a fluorescen¢niho
méreni pomoci TagMan sondy) anebo
MS-HRM (Methylation-Specific High Re-
solution Melting) pfistup vyuzivajici roz-
dilnych teplot tani dvouretézcovych DNA
v zdvislosti na jejich sekvenci. Zminéné
metody vyuzivaji bud’ metyla¢né senzi-
tivni restrikéni endonukleazy rozezna-
vajici a Stépici konkrétni restrikéni mista
v DNA v zavislosti na pfitomnosti metyl-
cytosinu, anebo reakci DNA s hydrogensi-
ficitanem sodnym (tzv. bisulfitovou kon-
verzi), ktery konvertuje cytosin v DNA
na uracil, pficemz metylcytosin zUstava
nezmeneén.

Post-transkrip¢ni regulace pomoci
miRNA

Funkci miRNA, tj. kratkych nekéduiji-
cich jednoretézcovych RNA o délce
18-22 nukleotidd, je post-transkrip¢ni
regulace genové exprese vedouci k de-
gradaci cilové mRNA a naslednému po-
klesu hladiny pfislusného proteinu.
miRNA vykazuji funkci supresorovou
i onkogenni, a proto jsou v soucasné
dobé intenzivné studovéany. Uvazuje se
o jejich potenciadlnim vyuziti jako dia-
gnostickych ¢&i prognostickych bio-
marker(, ¢i dokonce v terapii.

Z téchto dlvodul byly provedeny ce-
logenomové studie zaméfené na ex-
presi miRNA v cervikalnich lézich, oviem
pouze nékolik miRNA sekvenci se uka-
zalo byt konzistentné zménéno napfi¢
témito studiemi [13]. Nejcastéji uvadéné

nadorové supresorové miRNA jsou miR-
143, miR-145 a miR-214, naopak za on-
kogenni miRNA jsou povazovany napf.
miR-21 a miR-146a [13,16]. Pro defini-
tivni validaci vybranych miRNA bude
ovsem potreba provést vice nezavislych
studii a rovnéz popsat presnou roli jed-
notlivych miRNA v karcinogenezi indu-
kované virem HPV.

Soucasné testovani HPV

Aktualné se v CR na pfitomnost HPV tes-
tuji pouze 4 % pacientek s abnormalni
cytologii s nejasnym vyznamem. Cytolo-
gie z tekutého media (liquid-based cyto-
logy - LBC) je odbérova metoda zalozena
na klasickém Pap testu, aviak odebrany
vzorek se misto pfimé fixace na sklicku
umistuje do vhodného média (komer¢né
pod nazvem ThinPrep Pap Test) [17].
Tento postup je vhodny i pro diagnos-
tiku DNA HPV bez nutnosti dvou odbér(.
Z roztoku se izolovand DNA/RNA testuje
pomoci komeréné dostupnych testova-
cich sad [18]. VétsSina testovacich sad je
schopna detekovat pritomnost nékolika
HPV typ, a to véetné rozliSeni HR/LR HPV
a konkrétni genotypizace. Standardné
se provadi detekce HPV 16 a HPV 18
(Cervista HPV 16/18 Assay, Hologic), ale
existuji testy, které zvladnou az 37 ge-
notypu soucasné (LINEAR ARRAY® HPV
Genotyping Test, Roche).

Spousta komercnich HPV testl je zalo-
Zena na PCR amplifikaci a nasledné hyb-
ridizaci. Hlavni rozdily mezi testy pak tkvi
v pouzivanych primerech a zpUsobech
detekce. Dal3im rozdilem je izolace DNA
pro amplifikaci, kterou Ize provadét po-
moci kolonek (HC2 High-Risk HPV DNA
Test, Qiagen) nebo magnetickych ku-
licek (RealTime High Risk HPV, Abbott).
Nevyhodou mnoha testovacich sad je
jejich zaméreni na pfitomnost L7 genu
(kédujiciho hlavni kapsidovy pro-
tein) [17], ktery vSak mUze byt deletovan
v pribéhu integrace virové DNA do lid-
ského genomu. V piipadé, ze L1 region
nebude pfitomen, DNA HPV test bude
falesné negativni [19]. Na trhu se vsak
objevuje stéle vice testU, které obsahuji
primery i pro E6/E7 kédujici oblast, napf.
AMPLICOR® Human Papillomavirus Test
(Roche) se schvalenim CE-IVD, které jsou
klicové pro maligni transformaci zpUso-
benou HPV.

Klin Onkol 2018; 31(2): 89-94
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testovaci
prouzek

podlozka pro
umisténi vzorku

Obr. 3. Fluorescen¢ni dipstick.

nitrocelulézova
membrana

absorpcni
podlozka

Roztok DNA se po nakapnuti na jeden konec dipsticku lateralnim proudénim dostane az
k testovacim prouzkdm obsahujicim vazebné DNA sondy komplementarni k 13 typdm
HPV DNA. Dochazi k hybridizaci a po nasledném pfidani fluorescen¢né znacenych DNA
sond i k fluorescenci. Absorbujici podlozka zachytava zbytek roztoku.

Prevzato z [21].

ROX - 6-carboxy-X-rhodamine, FAM - 6-carboxyfluorescein

Stéle vice se také rozsifuje pfistup
spocivajici v hybridizaci amplifikované
DNA na sondy vézané na nitrocelul6-
zové prouzky, ktery soucasné poskytuje
informace o genotypu HPV, nicméné
tato metodika je ndro¢néjsi na pfistro-
jové vybaveni (INNO-LiPA HPV Geno-
typing, Innogenetics). Odlisny pfistup
bez nutnosti PCR amplifikace je pouziti
hybridiza¢ni techniky k detekci virové
DNA pomoci RNA sondy. Po navazani
vznika DNA/RNA duplex, ktery je zachy-
tavan protilatkou specifickou pro hyb-
ridni molekuly. Nasledna detekce pro-
bihd vazbou dalsi protilatky s vhodnou
detekéni znackou. Prikladem tohoto pii-
stupu muUze byt HC2 High-Risk HPV DNA
Test (Qiagen). Dalsim moznym zpUso-
bem detekce cilené na E6/E7 oblast je
test ZytoFast HPV-Typing ISH Kit (Zyto-
Vision). Test dokaze pomoci znacenych
DNA sond detekovat DNA i RNA a roz-
poznavat i rizné typy HPV. Tento test je
urcen pro hybridizaci in situ (chromoge-
nic in situ hybridization), tudiz je vhod-
né&;jsi spise pro bioptické vzorky.

Dalsi moznosti detekce E6/E7 oblasti
HPV muze byt zaméfeni se na mRNA,
napf. pomoci testu Aptima HPV Assay
(Hologic), také se schvalenim CE-IVD.

Cilend detekce E6/E7 mRNA muze spe-
cifikovat stadium onemocnéni, nebot
jeji hladina s progresi onemocnéni
stoupa.

Plosné testovani HPV, zavedené napt.
ve Spojenych statech, prodlouzilo inter-
val mezi preventivnimi cytologickymi
vysettenimi v podobé Pap testd na dobu
3 let (naopak v CRjsou cytologicka vyset-
feni provadéna 1x ro¢né) azminéné HPV
testovani je provadéno kazdych 5 let (za-
vedeno pro pacientky nad 30 let) [20].

Nové pristupy detekce HPV
Kromé komer¢né dostupnych kitl pro
detekci HPV DNA, popsanych v predesl|é
kapitole, jsou vyvijeny nové metody, je-
jichz ambici je ucinit existujici HPV tes-
tovani cenové dostupnéjsi a instrumen-
tdlné méné narocné. | tyto pristupy
vétsinou vyuzivaji hybridizace DNA mezi
hledanou sekvenci HPV DNA a vhodnou
DNA sondou, a to pfimo v roztoku nebo
na vhodném pevném povrchu, napf.
magnetickych kulickach, obvykle s vyu-
zitim fluorescencnich nebo elektroche-
mickych metod detekce.

Jednim z ptiklad uzivatelsky pfi-
jemné alternativy ke stavajicim pfistu-
pim by mohl byt tzv. dipstick test, ktery

epmmée

Y\
T O
LU’

proud

HPV+
HPV-

c¢as

Obr. 4. Elektrochemicky test pro detekci
virové DNA.

Test je zaloZzeny na hybridizaci virové DNA
se dvéma sondami - vazebnou sondou
(sonda 1) ptipevnénou na magnetické ku-
licky, a detek¢ni sondou (sonda 2) znace-
nou antigenem (nahofe). Po hybridizaci
jsou magnetické kulicky pfitdahnuté k po-
vrchu elektrody pomoci magnetu (upro-
stfed) a je elektrochemicky méren signal
z enzymatické reakce kienové peroxidazy
(HRP), kterd je konjugovéana s protildtkou
(Ab) specifickou vici antigenu (dole).

HRP - kienova peroxidaza,

S — substrat, P — produkt.

Pfevzato z [27].

je do zna¢né miry podobny jednorazo-
vym téhotenskym testim. Nedéavno byl
vyvinut dipstick test na bazi lateralniho
proudéni (lateral flow dipstick), obsahu-
jici nitrocelul6zovou membranu pokry-
tou DNA vazebnymi sondami pro detekci
13 onkogennich typG HPV [21] (obr. 3).
Vzorek obsahujici HPV DNA byl nej-
diiv amplifikovan pomoci asymetrické
PCR, jednofetézcové amplikony byly na-
sledné hybridizovany s vazebnymi son-
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dami na rlznych mistech membrany
a detekce byla provedena pomoci DNA
sond fluorescen¢né znacenych moleku-
lami ROX a FAM. Zvysena fluorescence
jedné z fluorescencnich barev, vzdy na
jiném misté membrény, pak znamenala
pfitomnost daného HPV typu. Dipstick
byl Uspésné validovan na klinickém ma-
teridlu s > 98% konkordanci s komer¢né
dostupnym kitem GenoArray (Hybribio).
Dalsi dipstick test s fluorescen¢ni detekci
vyuzil namisto PCR tzv. izotermalni ampli-
fikaci [22]. Na rozdil od PCR reakce, ktera
vyzaduje termocykler (z divodu cyklo-
vani teplot) a delsi ¢as, dokaze specidlni
polymeraza, pfi izotermalni amplifikaci
amplifikovat DNA pfi konstantni teploté
(obvykle kolem 60 °C) béhem kratsi doby
(za < 1 hod). Autofi prezentovali Uspésné
rozliseni kmend HPV 16 a HPV 18 u klinic-
kych vzorkl a pfedpokladaji, ze by test
mohl byt aplikovan v mensich nemoc-
nicich a klinikach. Vyhodou fluorescenc-
niho méreni je vysoka citlivost a moznost
paralelniho stanoveni velkého mnozstvi
vzorkl soucasné (nékolik desitek az sto-
vek). Casto oviem vyzaduje naroénéjsi
instrumentaci a relativné drahé fluo-
rescencni barvy.

Elektrochemickd analyza predstavuje
zajimavou, i kdyz zatim méné pouziva-
nou alternativu ve srovndani se stavaji-
cimi metodami zalozenymi zejména na
optické detekci [23]. Nabizi relativné
levnou, rychlou a pfistrojové nenaroc¢-
nou moznost detekce na miniaturizova-
nych cipech. V poslednich nékolika le-
tech pozorujeme vyrazny ndrdst poctu
praci na téma elektrochemické detekce
DNA, zejména co se tyka aplikace v on-
kologickém vyzkumu [24]. Objevilo se
i nékolik strategii pro stanoveni pfitom-
nosti DNA pochazejici z HPV 16 [25,26],
ovsem ne viechny prace demonstrovaly
pouzitelnost metody na klinickych vzor-
cich. Nedavno byl vyvinut rychly elekt-
rochemicky test pro detekci HPV 16 apli-
kovatelny i na klinickém materidlu [27].
Pomoci magnetickych kuli¢ek byla ze
vzorkl DNA (izolovanych z kartacko-
vych stérQ) separovana virovd DNA
zHPV 16 a po PCR amplifikaci byla sledo-
vana elektrochemickd odezva na elektro-
dovych ¢ipech, které umoziuji paralelni
detekci vice vzorkd (obr. 4). Test dokazal
Uspésné rozlisit HPV 16 od HPV 18 a vy-

sledky z kartackovych stéri dobte kore-
lovaly se standardnimi metodami. Pro
sirsi pouziti elektrochemickych metod je
nicméné zapotfebi jejich rozsahlejsi vali-
dace na klinickych vzorcich.

Dalsi zajimavou a relativné jednodu-
chou moznosti je amplifikace virové
DNA spojena s kolorimetrickou [28,29]
nebo turbidimetrickou detekci [30], a to
bez nutnosti hybridizace s DNA son-
dou. Jinymi slovy, pokud neznamy vzo-
rek obsahuje virovou DNA, dojde k jeji
amplifikaci a diky exponencialnimu na-
rdstu mnozstvi DNA ve vzorku dochézi
i ke zméné vlastnosti roztoku, pfipadné
dochazi k ¢etnéjsim interakcim ampli-
kont s vhodné zvolenou latkou. Pokud
se kupfikladu do reakce pfidd komplex
kalceinu a iontll manganu, je mozné
detekovat vznik amplikon( kolorime-
tricky. BEhem amplifikace se uvolnuje
pyrofosfat, ktery ionty manganu vaze
na sebe, tim je kalcein uvolnén do roz-
toku a dochazi ke zméné barvy z oran-
Zové na zlutozelenou [28]. Turbidime-
trické méreni vyuzivd skute¢nosti, ze
béhem amplifikace nastava vysrazeni
uvolnéného pyrofosfatu v pritomnosti
hofe¢natych iontl, coz vede k zakaleni
roztoku (zvyseni turbidity) [30]. Vyho-
dou obou metod je moZnost stanoveni
pfitomnosti virové DNA pouhym okem
(diky zméné barvy, resp. zakalu), oviem
za cenu ponékud niz3i citlivosti.

Zavér a vyhled do budoucnosti

| kdyz diagnostika i prevence cervikal-
nich 1ézi za posledni |éta doznala vel-
kého pokroku, a to zejména diky zave-
deni LBC ¢i HPV testovani, resp. diky
vyvoji vakcin proti onkogennim geno-
typUm HPV a jejich zavedeni do praxe,
nadory délozniho hrdla stéle patfi mezi
nejrozsifenéjsi zenské malignity s vyso-
kou mortalitou zejména v rozvojovych
zemich, kde spolehlivé screeningové
programy chybi.

V CR je stav lepsi, i kdyz i zde je morta-
lita v porovnani se zemémi zapadni Ev-
ropy relativné vysoka. Zfejmé i diky ad-
resnému zvani na preventivni prohlidky
(zavedenému v roce 2014) vsak roste
pocet Zen, které podstupuji screenin-
gové vysetieni (¢imz roste i incidence),
zaroven viak dochazi k mirnému poklesu
mortality. V soucasnosti je vysetreni pfi-

tomnosti nukleové kyseliny vysoce rizi-
kovych kmenl HPV v cervikalnim stéru
hrazeno pouze Zenam se spornym cy-
tologickym néalezem nebo jako kontrola
koniza¢niho ¢i abla¢niho vykonu (kon-
krétné se jednd o vykon ¢. 95201). Pied-
poklada se, ze implementace HPV tes-
tovani do rutinniho screeningového
vysetieni by mohla jesté vyraznéji na-
pomoci ke snizeni mortality. Avsak aby
k tomu skute¢né doslo, bude ziejmé za-
potiebi zlevnit HPV testovani tak, aby
bylo cenové konkurenceschopné se sta-
vajicimi cytologickymi vysetienimi.
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