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Do zacatku 80. let minulého stoleti byly infekce lidskymi papillomaviry
spojovany se vznikem genitalnich bradavic (condylomata accuminata), které byly jiz
od antickych dob povaZzovany za sexudlné pienosné onemocnéni. Epidemiologické
charakteristiky karcinomu dé&lozniho &ipku (KDC) a 1ézi, které tomuto zavaznému
podminén pfitomnosti néjakého sexualné pfenosné¢ho infekéniho agens. Nejprve byla
uvazovana infekce virem herpes simplex 2, ale toto podezieni bylo vyvraceno n¢kolika
prospektivnimi studiemi a v soucasné¢ dobé je nade vSi pochybnost prokdzano, ze
hlavnim etiologickym faktorem KDC jsou lidské papillomaviry (Bosch et al., 2002).

Papillomaviry jsou nadorové DNA viry, patfici do ¢eledi Papovaviridae. Jsou
to malé, neobalené viry o velikosti pfiblizné 55 nm, jejich genom je tvofen
dvoutetézcovou, kovalentné¢ uzavienou molekulou DNA o délce ptiblizn¢ 8 000 pb.
DNA nese informaci pro dva pozdni proteiny (L1 a L2) a aZ osm ¢asnych (E1 az ES8)
proteinll, z nichz dva (E6 a E7) jsou virové specifické onkoproteiny. Informace pro
vSechny virové—specifické proteiny je uloZzena pouze na jednom fetézci virové DNA.
Papillomaviry jsou druhové specifické, infikuji exkluzivné epitelidlni bunky a na
zaklad¢ tkanové specifity se déli na kozni a slizni¢ni a podle onkogeniho potencidlu na
nizko— (low risk, LR) a vysoce— (high risk, HR) rizikové typy. Doposud je zndmo vice
nez 100 genotypti HPV, z nichZ asi 40 infikuje anogenitalni trakt. Pfedpoklada se, ze
PV infikuji bunky bazéalnich vrstev epitelu pfes mikrotraumata nebo piimym
kontaktem v mistech pfechodu epitelu dlazdicobunécného v cylindricky, naptiklad
v oblasti délozniho ¢ipku. Podobné je mozna infekce HPV a vznik 1ézi na dalSich
mistech ptrechodného epitelu napt. v nosohltanu, na epiglotis, hlasivkach a v oblasti
anu. Replika¢ni cyklus PV je zavisly na diferenciaci bun¢k. V jadrech infikovanych
nediferencovanych kmenovych bunék dochédzi pouze k omezené expresi virového
genomu, pii dozravani bun¢k a jejich migraci k povrchu se exprimuji dalsi virové geny
a viriony vznikaji aZ v terminaln¢ diferencovanych keratinocytech. Bunky produkujici
HPV vykazuji typické cytopatické zmény vedouci ke vzniku koilocytd. V tomto stadiu
nachdzime HPV DNA vyluéné v epizomalni formé a kompletni viriony jsou
dostate¢nym zdrojem pro ptenos infekce na jiné osoby. U dospélych dochazi k Siteni
infekce genitalnimi typy HPV pfedevSim sexualnim stykem, v daleko mensi mife pak
nepiimou kontaminaci. U déti je mozny pfenos vertikdlné z matky pifi porodu, neni
vylou¢ena ani transplacentarni infekce v priibéhu t&hotenstvi. Uspéiny pienos HPV
infekce je urcen jednak citlivosti hostitele, jednak davkou viru a délkou kontaktu.

Vétsina HPV infekei genitalniho traktu je latentnich, tzn. Ze je nelze zjistit ani
cytologicky, ale pouze metodami detekce HPV DNA. U mladSich Zen se v t¢émét 80%
jedna o infekci prechodnou, star§i Zeny jsou infikovadny v daleko mensi mire, ale
infekce je mnohem castéji persistentni. Klinickymi projevy HPV infekce genitalniho
traktu jsou benigni, Casto spontanné regredujici 1éze, které se zpravidla spontanné
vyhoji do 1 roku a pouze vyjimecné piechdzeji ve zhoubné ndadory. Klinickym
projevem infekce genitalniho traktu LR typy HPV, mezi které fadime pfedevsim typ 6
a 11, v men8i mife pak 42, 43, 44 jsou condylomata accuminata. Subklinické a latentni



formy virové infekce mohou, za ptispéni dalSich faktora, piejit v intraepithelidlni 1éze,
predchazejici rozvoji KDC. Intraepitelialni 1éze nizkého stupné (LG SIL) opét
vétSinou spontanné mizi, ¢ast persistuje po rizné dlouhé casové obdobi a pouze mala
¢ast progreduje do intraepitelidlnich 1€zi vysokého stupné (HG SIL), kam zatfazujeme i
karcinom in situ. HG SIL se spontanné vyhoji pouze vyjime¢né a bez adekvatni 1é¢by
po rizné dlouhé dobé persistence Casto pfechdzeji v invazivni karcinom. Progrese
onemocnéni je velice pomala, nezbytnou podminkou je persistentni pfitomnost HR
HPV (Ho et al., 1995).

Se zvySujici se zavaznosti 1ézi se zuzuje spektrum ptitomnych typi HPV. S
KDC je spojeno vice nez 20 typt, predev§im vysoce rizikové typy 16 a 18, vzacngji
pak dalsi typy jako 31, 33, 35, 39, 45, 51, 56, kter¢ jsou Ccastéji ptitomné
v prekancerdznich 1ézich. Podobné 1éze nachazime na vulvé (VIN), v pochvé (VAIN),
v perianalni oblasti (PAIN) nebo na penisu (PIN). Nejcastéji se vyskytujicim typem u
nemocnych 1 zdravych osob je typ 16.

Mezi rizikové faktory progrese onemocnéni fadime jednak faktory hostitelskeé,
kam patii genotyp HLA a polymorfismus bunéénych gent (p53) a dale virové, mezi
které patii persistence viru, kterd zvysuje pravdépodobnost integrace virové DNA do
genomu hostitelské buiniky, coz ma za nasledek inaktivaci genu E2, fungujiciho také
jako represor transkripce onkoproteinti E6 a E7. Dale sem patii variabilita v sekvenci
virové DNA a v neposledni fad¢ virova naloz.

HPYV infekci je mozné detekovat nékolika zptsoby.

1. Morfologické metody (cytologie, histologie) umoziuji zjistit subklinickou
formu infekce. NejrozSiteng$i skriningovd metoda — cytologické vySetfeni stéri
zexo— a endocervixu, barvenych dle Papanicolauea, ma tfadu omezeni (citlivost,
specificita). Nové zavadénd metoda tzv. liquid-based cytology dosahuje lepSich
vysledkt. Histologie klasifikuje zmény v bioptickém materialu a je definitivnim
potvrzenim diagnozy.

2. Elektronové—mikroskopické metody detekuji ptimo virové partikule, ale jejich
provadéni je ptilis ndro¢né pro rutinni praxi.
3. Imunochemické metody, které pomoci specifickych protilatek deteku;ji

pfitomnost virové—specifickych proteinii jsou malo citlivé a také jejich specifita je
relativné nizka.

4. Nejvice pouzivané jsou metody detekce HPV DNA, které umoznuji zjistit i
latentni infekci. Tyto metody mizeme rozdélit na techniky hybridizacni (komeréné
dostupny test firmy DIGENE, zalozeny na ptimé hybridizaci (Hybrid Capture — HC),
Southern blot (SB), dot blot (DB), in situ hybridizace na filtru (FISH), in situ
hybridizace na sklickdch (ISH)) a dale na techniky amplifika¢ni, kdy je usek HPV
DNA pied detekci nejprve namnoZen pomoci polymerazové fetézové reakce (PCR).
V nasledném kroku je k zvySeni specifity a citlivosti, eventuelné k urceni typu HPV,
vyuzivano opé€t hybridizace a sekvenace produktti PCR.

Detekce HPV pro ucely epidemiologickych studii se provadi pomoci PCR. Vsechny
nejastéji pouzivané systémy primert jsou cilené do oblasti vysoce konzervovaného
genu L1. Prvnim systémem je smés primert odvozenych z degenerovanych primert
MYO09/11 a oznacovanych jako PGMY09/11 (Gravitt et al., 2000), ktery amplifikuje
450 pb dlouhy usek. Druhy systém vyuziva obecné primery — GP5+/6+ (Jacobs et al.,
1997), které namnozi sek dlouhy 150 pb. Tteti systém vyuzivd primery oznacovane



jako SPF10, které¢ amplifikuji 65 pb dlouhy fragment (Kleter et al., 1999). VSechny
uvedené PCR systémy jsou schopné v jednom kroku detekovat vSechny genitdlni typy
HPV.

5. Sérologické metody ndm umoziiuji zjistit, jestli se organismus s HPV infekci jiz
setkal. Protilatky proti virové specifickym proteinim jsou detekovany nejcastéji
enzymoimunoanalyzou (ELISA), v daleko mensi mife Western—blottingovou analyzou
nebo radioimunoprecipitaci. Jako antigeny se v posledni dob¢ nejcastéji pouzivaji tzv.
pseudoviriony (virus—like particles — VLP) (Kirnbauer, 1996), které spontanné
vznikaji pfi dostatecné vysoké expresi hlavniho kapsidového proteinu LI
v rekombinantnich expresnich systémech. Na svém povrchu nesou konformacni
epitopy, které¢ jsou pii pfirozené¢ infekci pravdépodobné zodpovédné za vznik
neutralizaCnich protilatek. Detekovatelné hladiny protilatek se v periferni krvi objevuji
1-12 mésich po infekci, jejich mnozstvi zédlezi kromé jiného na intenzité¢ a délce
infekce, 1 kdyZ n€které osoby detekovatelné mnozstvi protilatek nevytvoti nikdy.

Nejvice pouzivanou metodou detekce HPV infekce v rutinnim provozu je
v souCasné dobé metoda piimé hybridizace, na niz je zaloZena komeréné dostupna
souprava firmy Digene Hybrid Capture II. V tomto testu hybridizuyje HPV DNA
v testovaném vzorku se smési typové specifickych HPV RNA prob, hybridni
DNA/RNA molekuly se vychytavaji na specifické anti-DNA/RNA protilatky
zakotvené na pevné fazi a detekuji se dale znaCenymi protilatkami, které se vazi na
vice mist kazdé¢ hybridni molekuly, ¢imZ se vysledny signal zesiluje. Souprava
pouziva smes 5 LR a 13 HR HPV prob, jeji citlivost je 1 pg, coz reprezentuje asi 5000
kopii HPV DNA. Urcitou nevyhodou je zkiizend reaktivita s typy, které nejsou
v probé obsazené.

Dalsi komer¢ni produkty, jako je INNO LiPa firmy Innogenetics (SPF10
primery, 25 HPV typti)), MULTIGENE firmy Symbiosis (22 HPV typi) ¢i nova
souprava firmy ROCHE, kterd ma byt uvedena na trh vroce 2004 (PGMYO09/11
primery, 27 HPV typl) jsou zaloZzené na detekci PCR produktli pomoci obracené
hybridizace k pevné ukotvené probé. Princip detekce je takovy, Ze k imobilizovanym
typové specifickym prébam je ptidan znaCeny PCR produkt (napft. biotinem), ktery je
nasledné detekovan reakci s barevnym substratem.

Citlivost PCR reakce zavisi kromé jiného na typu materidlu, ktery do reakce
vstupuje. Pfi pouziti hrubych lyzatd je citlivost niz8i nez pii pouziti purifikované
DNA. Dalsim faktorem je typ HPV, typ pouzité¢ Taq polymerazy, citlivost substratu,
deélka amplifikovaného fragmentu DNA.

V posledni dob¢ se vénuje pozornost vztahu mezi virovou nalozi a klinickym
nalezem. Zda se, ze hranice mezi normalnim a abnormalnim cytologickym nalezem je
ptiblizng 10* kopii HPV DNA na stér. Léze s méné nez 10° kopii HPV DNA na stér
maji tendenci k regresi, zatimco vys$$i ddvka viru mize byt zndmkou eventuelni

V poslednich 20 letech se znaéné rozsitily znalosti o epidemiologii, molekularni
biologii a imunologii HPV. Byly ziskany ptesvédcivé diikazy o etiologickém vztahu
mezi infekci HR typy HPV a vznikem lidskych nadord, predeviim KDC.
V soucasnosti se tedy vyzkum v oblasti HPV zaméfil pfedev§im na piipravu vakcin.
Pracuje se zaroveil na vyvoji profylaktické a terapeutické vakciny. Vakcina
profylaktickd by méla zabranit infekci HPV a vakcina terapeutickd by méla znicit



nadorové bunky, které obsahuji virové specifické onkoproteiny E6 a E7. Dalsi
moznosti by mohla byt vakcina kombinovana, kterou by byly vakcinovany infikované
zeny bez patologického nalezu.

Je zcela zieymé, Ze imunitni systém organismu hraje v kontrole HPV infekce
dtlezitou ulohu. Opakované se podafilo prokazat, Zze regrese 1¢ézi, vyvolanych PV, je
dilem buné¢né imunity a Ze pfitomnost neutralizacnich protilatek je schopnd zabranit
virové infekei. Také Cast€si pfitomnost téZkych cervikalnich 1ézi u Zen s poruchou
imunity svéd¢i o tom, Ze spravné fungujici imunitni systém je predpokladem ucinné
obrany proti disledkiim infekce HPV.

Vyvoj vakcin proti HPV je spojen se znacnymi obtizemi, které souvisi
predevs§im s biologii viru. HPV se nemnoZi na b&znych typech tkanovych kultur a
proto neni mozné pouzit zadny z klasickych postupti piipravy vakcin. Vyvoj
ockovacich latek proti HPV je tedy zaloZen na technologii genového inzenyrstvi.
ProtoZe je doposud zndmo vice nez 100 genotypli HPV, z nichZ pftiblizné 20 bylo
nalezeno v 1ézich KDC, a zda se, e imunitni reakce infikovaného organismu jsou
typové specifické, byla by pfiprava vakciny proti v§em dvaceti typim HPV velice
slozita. Avsak, vice nez 50% piipadit KDC je spojeno s HPV 16 a tak je ziejmé, Ze
prvni vakciny budou zamétené prave proti tomuto typu. Inkubacni doba je, stejné jako
u jinych naddorovych vird, dlouhd a mize trvat az nékolik desitek let. Také individualni
sexualni zivot trva nékolik desitek let a je tedy otdzkou, zda imunita vyvolana
vakcinou bude trvat dostatecné dlouho. Infekce HPV je spojena s nejvysSim rizikem,
pokud kni dojde u adolescentli. Profylaktické HPV vakciny, jejichz tkolem je
indukovat tvorbu neutralizac¢nich protilatek, které by zabranily nasledné infekci, by
tedy mély byt aplikovany té€sné pred timto obdobim, s moznou revakcinaci v
nasledujicim desitileti Zivota.

Velikost davky, tolerance, bezpeCnost a potfeba pouziti adjuvans byly
provéteny v klinickych studiich I. stupné za pouziti pseudovirion typu 16 (NCI,
MERCK, USA) (Harro et al., 2001) a typu 11 (MEDIMUNE, USA) (Evans et al.,
2001). Imunogennost a u¢innost profylaktické vakciny, zaloZzené na pseudovirionech
typu 16 (klinické studie II. stupné€), byla provéfena rozsédhlou studii na 2392 mladych
zenéach ve véku 16-23 let (Koutsky et al., 2002). Studie byla dvojite slepa, zddna zena
ze skupiny nikdy neméla abnormadlni cytologicky nélez a celkovy pocet sexualnich
partnerii nepiesahl pét. Zenam byla vakcina aplikovana ve tiech davkach, polovina Zen
byla ockovana VLP16, polovina placebo. Pfed vakcinaci, mésic po posledni davce (7
mésicli po prvni) a dale v 6ti mésicnich intervalech byly Zeny vySetieny a byly jim
odebrany vzorky na detekci ptitomnosti HPV DNA a specifickych anti—-VLP16
protilatek. Titry specifickych protilatek byly u sérokonvertovanych vyznamné vyssi,
nez titry dosahované pii piirozené infekci. Uginnost vakciny byla sledovana na
skuping Zen, které byly pii vstupu do studie negativni na ptitomnost HPV16 DNA i
specifickych protilatek a 7 mésicii po prvni davce byly bez HPV16 DNA nalezu.
Ctyficet jedna Zen z kontrolni skupiny bylo v prib&hu sledovéni infikovano HPV 16,
z nich 9 vyvinulo v pribéhu sledovani CIN. U vakcinovanych nebyla nalezena HPV16
infekce ani Zeny nevyvinuly 1éze. Studie prokazala, Ze takova vakcina redukuje jak
incidentni infekci, tak rozvoj HPV16-asociovanych 1ézi a mohla by pravdépodobné
redukovat incidenci KDC. Nyni probiha dal§i studie, ve které byla aplikovana
polyvalentni vakcina, obsahujici pseudoviriony typu 6, 11, 16 a 18 ve dvojité slepém



uspotadani 1155 Zzendm. Schéma vakcinace 1 vybér Zen byly stejné jako v prvém
piipad¢, dosazené titry protilatek byly rovnéz vysoké. Dalsi parametry jsou dosud
vyhodnocovany. Pted spusténim je klinickd studie III. faze ve Finsku, do které bude
zavzato celkem 10000 osob — asi 2500 osob bude aplikovana vakcina, placebo
dostane 7500 osob; prvni vysledky se ocekavaji v roce 2015. Dalsi uvazovanou studii
je vakcinace pseudoviriony typu 16 a 18 pod dohledem NCI v Kostarice, kdy by do
programu mélo byt zahrnuto rovnéz 10 000 osob. Preventivni vakciny by mély
nejvétsi vyznam v rozvojovych zemich, kde je incidence KDC obrovska. Pouziti vyse
uvedenych vakcin je vSak pro vyrobni ndklady a néklady spojené s distribuci prakticky
vyloucené, a proto se vakciny druhé generace zaméfuji na ptipravu v bakteridlnich
systtmech nebo v rostlindch s jednodus$im zpisobem aplikace (aerosol, jedlé
vakciny). Takové vakciny by mély byt zaméfené proti vice typim HPV — toho by
mohlo byt dosazeno zafazenim minoritniho kapsidového proteinu L2, ktery nese vice
typovée spole¢nych antigennich determinant. Licence na vyrobu preventivni vakciny se
ocekava v horizontu pfiblizné 3 let. V tomto obdobi by mély prob&hnout klinické
studie v dalSich zemich a méla by se vytvofit infrastruktura pro zavedeni o¢kovani.

Koncepce vyvoje terapeutickych vakcin je zalozena na pfitomnosti virové
specifickych antigeni v nadorovych buiikkach. V bunkich zhoubnych nadort
vyvolanych HPV jsou exprimovany geny E6 a E7, které koduji virové specifické
onkoproteiny. Tyto proteiny se pak piimo podileji na imortalizaci a malignizaci
infikované builky interakci s bunéénymi antionkoproteiny p53 a pRB, které jsou
zodpovédné za regulaci bunécéného cyklu a disledkem jejich inaktivace je kontinualni
proliferace bun¢k pii niz dochézi k fixaci mutaci. Hromadici se mutace mohou vést ke
vzniku geneticky téZzce pozménénych, rastove aktivnich buné€k, z nichz se vyselektuje
maligni klon. Produkty gent E6 a E7 proto predstavuji pfirozené cile pro
protinadorové imunitni reakce. Terapeutickd vakcina by méla vyvolat tvorbu
cytotoxickych lymfocytd T (CTL), které rozrusi bunky, nesouci takové antigeny.
Vzhledem k tomu, Ze CTL vznikaji, pokud se v antigen—prezentujicich buinikach tvoti
cilové proteiny intracelularné a antigen je prezentovan ve formé kratkych peptidi v
kontextu s HLA I, nabizeji se jako experimentdlni vakciny virové vektory, jako jsou
rekombinantni viry vakcinie ¢i nereplikujici se rekombinantni adenoviry. Dalsi
moznosti je pouziti DNA vakcin, zvlasté zkoumane jsou geny E6 a E7 modifikované
tak, aby jejich produkty ztratily vlastnosti onkoproteinil pfi zachovani imunogennosti.
Zvazovana je téz moznost pouzit modifikované dendritick¢é bunky, rizné
rekombinantni proteiny nebo imunologicky aktivni peptidy.

Posledni moznosti jsou vakciny kombinované, které by jednak stimulovaly
protilatkovou odpovéd’ proti neutralizacnim epitoptim lokalizovanym na obalovych
proteinech L1, event. L2 a zaroven tvorbu cytotoxickych lymfocyt proti produktim
Casnych virovych gent ptfedevsim E6 a E7. Takovou podminku by mohly splhovat tzv.
chimerické VLP, které jsou tvofeny modifikovanym proteinem L1, v némz bylo 34
aminokyselinovych zbytkd na C—konci nahrazeno 50ti aminokyselinovou N—koncovou
¢asti proteinu E7 (Miiller, Zhou et al., 1997), pseudoviriony, které¢ by uvnitf nesly
genetickou informaci pro virové specificky nestrukturalni protein, event.
rekombinantni bakterie, které¢ by nesly genetickou informaci jak pro kapsidovy, tak
nestrukturalni protein.
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