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Úvod
Poslední výzkumy zjistily, že karcinom děložního čípku je druhým nejrozšířenějším nádorovým onemocněním žen na celém světě (Heselmeyer et al., 1996). Proto se vědci už dlouho zabývají nejen otázkou, co rakovinu děložního čípku způsobuje a jak jí předejít, ale hlavně, jak ji co nejlépe a nejdříve rozpoznat. 

Celosvětově se každý rok vyskytne přibližně 470 000 nových případů karcinomu děložního čípku a z toho 233 000 žen na něj zemře (Brink et al., 2005). Rozložení případů se významně liší nejen celosvětově v průmyslově a ekonomicky vyspělých zemích a zemích rozvojových, ale i v jednotlivých evropských zemích. Například v České republice lékaři ročně diagnostikují přes 1000 nových případů a přibližně 400 pacientek ročně pak na tuto diagnózu zemře, přičemž rozdíl od západoevropských zemí je téměř dvojnásobný (další informace jsou uvedeny na webové adrese http://www.gynekologiemaxima.cz/tiskova_zprava_SILGARD.pdf). Paradoxně je karcinom děložního čípku velmi dobře preventabilní, pokud je včas a správně diagnostikován a zaléčen (Mikyšková et al., 2003). Proto je velice důležitá především preventivní péče a včasná diagnostika.
V současnosti je diagnostika karcinomu děložního čípku založena na cytologických a HPV (Human Papillomavirus = HPV) DNA testech, které poskytují informaci nejen o samotné diagnóze, ale i o možné přeměně normální cytologicky zdravé tkáně v kancerózní. Tato informace však, jak bylo zjištěno, není zcela postačující, i když infekce způsobená lidskými papilomaviry je významná při přeměně epiteliálních buněk, tedy vzniku samotné rakoviny.

Jako většina dalších nádorů je i karcinom děložního čípku charakterizován nerovnováhou genomu, obecně tedy početními a strukturními změnami chromozomů v transformovaných buňkách. Tyto změny chromozomů jsou u rakoviny děložního čípku způsobené deregulovanou zvýšenou expresí sekvenčně nezměněného protoonkogenu, tedy genovou amplifikací, jejímž výsledkem je deregulovaná proliferace buněk a nastartování dráhy nádorové transformace. Studium chromozomálních abnormalit jako prediktivních faktorů vývoje karcinomu děložního čípku má tudíž v dnešní době velký význam pro včasnou diagnostiku. Jedině totiž včasnou diagnostikou, tedy zachycením onemocnění v počátečním stádiu, je možné toto onemocnění snadno léčit.
Dalším směrem výzkumu rakoviny děložního čípku je pak vývoj HPV vakcín, které mají profylaktický nebo terapeutický účinek. HPV vakcíny jsou tudíž velmi důležité v prevenci karcinomu děložního čípku.
Lidské papilomaviry

Infekce ženského genitálního traktu HPV je nejrozšířenějším sexuálně přenosným onemocněním postihujícím převážně mladé lidi mezi 18. a 25. rokem života. Infekce jsou většinou asymptomatické a přechodné, pokud však infekce přetrvává zvyšuje se pravděpodobnost vzniku cervikální intraepiteliální neoplázie (cervical intraepithelial neoplasia = CIN), tedy počátečních lézí s maligním potenciálem. Nejzávažnějším klinickým projevem této infekce je pak karcinom děložního čípku. 

Jak bylo zjištěno, je HPV nejen hlavním etiopatologickým činitelem vzniku rakoviny děložního čípku, ale i nezbytným faktorem. Byl totiž detekován u 99,7 % z tisíce histologicky potvrzených případů invazivní rakoviny děložního čípku (Muñoz, 2000). Přestože je HPV nutný pro vznik karcinomu děložního čípku, není jediným faktorem, protože sice mnoho žen je nakaženo HPV, ale u většiny z nich nedojde k progresi infekce a vzniku samotného karcinomu děložního čípku. 

Další faktory důležité pro progresi HPV infekce děložního čípku v karcinom se dělí do dvou skupin, a to na tzv. faktory „ustavené“ a „pravděpodobné“. Mezi „ustavené“ faktory patří například dlouhodobě užívaná hormonální antikoncepce, kouření, časné zahájení sexuálního života a vyšší počet sexuálních partnerů, koinfekce HIV. Mezi „pravděpodobné“ faktory pak řadíme koinfekce Chlamydia trachomatis nebo herpes simplex virem, poruchy imunity a poruchy výživy (Muñoz et al., 2006). 

Etiologie HPV
HPV patří do čeledi Papillomaviridae. Jsou to relativně malé viry s neobalenou, ikosahedrální kapsidou o průměru 52-55 nm, která je tvořena 72 pentamerickými kapsomerami. Jejich genom je tvořen jednou molekulou dvouvláknové kruhové DNA o velikosti přibližně 8 000 párů bází.

HPV infikují výlučně jen kožní a slizniční epitel. Podle typu infikovaného epitelu lze rozlišovat typy kožní, slizniční a dále některé typy nacházené jak v lézích kůže, tak i sliznic (Mikyšková et al., 2003). V posledních letech bylo detekováno mnoho nových kožních HPV typů a asi 300 různých HPV genotypů bylo popsáno. Značná část byla detekována výhradně v genitálních a slizničních lézích a může být rozdělena podle onkogenního potenciálu na typy nízce rizikové (low risk = LR), které například způsobují pohlavní bradavice, a na typy vysoce rizikové (high risk = HR), které způsobují CIN nebo karcinom děložního čípku (Lacey, 2005).

1.1.1 Genom HPV

Prvním zcela sekvenovaným genomem byl genom HPV typu 16 izolovaný z karcinomu děložního čípku pacientky z Německa (de Villiers et al., 2004).

Genom HPV tvoří tedy jedna molekula kruhové DNA (8000 bp) obalena majoritními a minoritními kapsidovými proteiny L1 a L2 (Muñoz et al., 2006). Tento genom obsahuje otevřené čtecí rámce (open reading frames = ORF) pro tzv. pozdní (late = L) geny, které kódují tyto dva proteiny a ještě nejméně pro šest tzv. časných genů (early = E), konkrétně pro E1, E2, E4-E7, které kódují regulační proteiny nezbytné pro replikaci virové DNA a pro skládání nově produkovaných virových částic v infikované buňce. Obě sady genů jsou oddělené nekódující oblastí (upstream regulatory region = URR, stejné jako long control region = LCR) dlouhé přibližně 1000 párů bází, která obsahuje cis-elementy důležité pro regulaci genové exprese, replikaci genomu a jejich skládání do virových částic (Obr. 1). 
Časné geny E1, E2, E4, E6 a E7 jsou obsaženy u všech známých typů papilomavirů, geny E3, E5 a E8 pouze u některých.

Protein E1 se uplatňuje na počátku replikace, kdy se váže v nekódující oblasti na ori lokus (origin, počátek replikace virového genomu). 

Protein E2 se uplatňuje významným způsobem při regulaci virové replikace a transkripce. Jeho struktura obsahuje dvě intertypově konzervativní regulační domény, DNA vazebnou C-koncovou a N-koncovou transaktivační doménu. Mechanismem aktivace transkripce virového genomu pomocí E2 je vazba jeho dimeru na specifickou sekvenci v nekódující oblasti, může však také díky kompetici s TATA vazebným proteinem fungovat i jako represor transkripce genů E6/E7. A E2 protein také zesiluje relativně slabou vazbu E1 proteinu na ori lokus interakcí s tímto proteinem.

Gen E4 je v podstatě pozdní protein, protože k jeho expresi dochází až ve zralých korneocytech a jeho sekvence je maximálně divergentní napříč spektrem HPV typů.

Protein E5 je lokalizovaný na buněčné membráně a jeho funkce není dosud úplně objasněná. 
Gen E6 je velmi významný, protože kóduje jeden ze dvou hlavních onkoproteinů lidských papilomavirů. Vykazuje relativně značnou sekvenční variabilitu, ale díky pravidelně se opakujícím strukturním motivům konzervativní terciální strukturu. Jeho onkogenní účinek spočívá v interakci proteinu E6 s tumorsupresorovým proteinem p53, který reguluje buněčný cyklus v kontrolních bodech fází G1 a G2 a kontroluje přechod buňky do apoptózy jako reakci na signály abnormální proliferace a na signály genotoxických a cytotoxických stresů. Vazba proteinu E6 na p53 označí p53 pro degradaci ubikvitin-dependetní proteolýzou a tím způsobí ztrátu kontroly buněčné proliferace a destabilizaci genomu. 

Gen E7 kóduje druhý důležitý onkoprotein, jeho sekvence obsahuje také repetitivní strukturní motiv, který naznačuje konzervativní terciální strukturu. Protein E7 interaguje s defosforylovanou formou proteinu retinoblastoma (protein retinoblastoma = pRb), který je důležitým regulátorem buněčné proliferace. Jeho regulační působení v buňce spočívá v tom, že v defosforylovaném stavu váže buněčný transkripční faktor E2F, který je nezbytný pro přechod buňky do S-fáze. Pokud je pRb inhibován vazbou s proteinem E7, není schopen v defosforylovaném stavu vázat a tím inaktivovat buněčný transkripční faktor E2F, což má za následek opět ztrátu kontroly buněčné proliferace.

Pozdní geny L1 a L2 jsou součástí genomu všech papilomavirů. Tyto geny kódují dva kapsidové proteiny, a to majoritní L1 o velikosti 55kDa a minoritní L2 o velikosti 70kDa. Gen L1 je zodpovědný za vazbu na buňku a tvorbu struktury virionu. Protein L2 je pak zodpovědný za vazbu virové DNA při syntéze virionu.

1.1.2 Heterogenita HPV

První důkaz existence různých typů HPV byl získán na počátku 70-tých let 20. století, když bylo pozorováno, že mRNA purifikovaná z bradavic na chodidle se hybridizovala s DNA purifikovanou z jiných bradavic na chodidle, ale ne s DNA z bradavic na jiných místech. V dalších letech byla heterogenita HPV potvrzena analýzou polymorfismu délky restrikčního fragmentu a pak následovala obsáhlá a jasná definice HPV typů založena na sekvenování DNA různých genů a nekódující oblasti. 

Tradičním kritériem, které definuje HPV typ, subtyp nebo variantu je rozdílnost v sekvenci pozdního genu L1. Jestliže jeho sekvence vykazuje více než 10% rozdílnost v tomto genu od již klasifikovaných typů, jedná se o nový typ. Pokud je odlišnost 2-10%, jedná se o subtyp a maximálně 2% diference pak určuje variantu již klasifikovaného typu (de Villiers et al., 2004). 

Jak již bylo řečeno, HPV typy se dělí podle onkogenního potenciálu na typy nízce rizikové (LR), a na typy vysoce rizikové (HR) (Tab. 1). Bylo zjištěno, že k LR typům patří dvanáct typů, a to 6, 11, 40, 42, 43, 44, 54, 61, 70, 72, 81 a CP6108, a dvanáct bylo klasifikováno jako HR typy 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59. Šest jich pak bylo klasifikováno jako pravděpodobné HR typy 26, 53, 66, 68, 73, 82, a ty by měly být považovány za karcinogenní (Muñoz et al., 2006).

Doposud se sice papilomaviry klasifikovaly do jednotlivých typů a variant podle rozdílnosti v sekvenci kapsidového genu L1. Nahromadily se však důkazy ukazující nesouvislost v evoluční historii L1 a L2 genů mnoha papilomavirů, vyzdvihující rozdíly mezi časnými a pozdními geny ve fylogenetické rekonstrukci (Bravo et al., 2007).

Epidemiologie HPV

Analýzou výsledků průzkumů provedených v letech 1993 až 2003 ve třinácti oblastech v jedenácti zemích na celém světě bylo zjištěno rozšíření různých typů HPV. Rozšíření různých typů HPV u žen z různých oblastí světa je totiž důležité brát v potaz při vývoji screeningových HPV testů a při prognóze účinnosti vakcín proti HPV infekcím.

 Analyzovány byly výsledky průzkumů provedených konkrétně v Nigérii, Indii, Vietnamu, Thajsku, Koreji, Kolumbii, Argentině, Chile, Holandsku, Itálii a Španělsku. Pro tyto průzkumy byly náhodně vybrány ženy, z nichž do finální analýzy byly zařazeny jen ty, které měly normální cytologické nálezy ať už byly HPV-pozitivní nebo HPV-negativní. Bylo tedy analyzováno 15 613 sexuálně aktivních žen ve věku od 15 do 74 let. 

Výsledky této analýzy ukazují, že celkové rozšíření HPV bylo nejnižší ve Španělsku a naopak nejvyšší v Nigérii. Při analýze jednotlivých oblastí světa bylo zjištěno, že výskyt HPV byl asi pětkrát vyšší v Subsaharské Africe než v Evropě, kdežto v Jižní Americe a Asii byl výskyt HPV průměrný. Výskyt vícenásobné HPV infekce u HPV-pozitivních žen byl například v Itálii 11,5 % a ve Vietnamu 42,4 %. Nejrozšířenějším typem HPV, a to jak u žen s jednou infekcí, tak u žen s vícenásobnou infekcí, byl HPV-16. Dalšími nejrozšířenějšími typy byly HPV-42, HPV-58, HPV-31, HPV-18, HPV-56, HPV-81, HPV-35, HPV-33 a HPV-45. Ve všech oblastech kromě Subsaharské Afriky byl pak HPV-16 dvakrát častější než kterýkoli jiný HR typ. Další nejčastější HR typy pak byly HPV-33 a HPV-56 v Asii, HPV-58 v Jižní Americe a HPV-31 v Evropě. V Subsaharské Africe bylo sice rozšíření všech typů HPV nejvyšší a v Evropě naopak nejnižší, avšak konkrétně rozdíly v rozšíření HPV-16 mezi různými oblastmi byly menší než u kteréhokoli jiného HR nebo LR typu (Obr. 2). HPV-pozitivní ženy z Evropy a Jižní Ameriky byly z velké části infikovány HPV-16, na rozdíl od žen ze Subsaharské Afriky (Obr. 3). Procento HPV-pozitivních žen z Asie infikovaných HPV-16 pak bylo průměrné. HPV-pozitivní ženy z Evropy byly oproti ženám ze Subsaharské Afriky významně méně náchylné k infekci jinými HR typy než HPV-16. HPV-pozitivní ženy z Asie a Jižní Ameriky pak byly jen průměrně náchylné k infekci způsobené jinými HR typy než HPV-16. HPV-pozitivní ženy z Evropy byly podstatně méně náchylné k infekci LR typy než ženy ze Subsaharské Afriky. HPV-pozitivní ženy z Asie a Jižní Ameriky byly jen průměrně náchylné k takovýmto infekcím. Zajímavé je, že riziko infekce HPV-18 u HPV-pozitivních žen je podobné ve všech těchto oblastech (Clifford et al., 2005). 

Rizikové faktory

Přestože se mnoho žen nakazí HPV infekcí, tak u většiny z nich nedojde k progresi v karcinom děložního čípku. K tomu je zapotřebí celá řada dalších faktorů, které dělíme do třech skupin. Do první skupiny řadíme exogenní faktory, které zahrnují užívání hormonální antikoncepce, kouření, časné zahájení sexuálního života a vyšší počet sexuálních partnerů, také však koinfekce jinými sexuálně přenosnými činiteli. Do druhé skupiny pak řadíme virové faktory jako je infekce specifickým typem a koinfekce jiným typem HPV, variantou HPV a začlenění viru. Do poslední, třetí skupiny, patří faktory hostitele jako například endogenní hormony, genetické faktory a další faktory související s imunitní odpovědí (Muñoz et al., 2006). Jak již bylo dříve zmíněno, ne všechny tyto faktory jsou „ustavenými“ faktory, protože některé z nich mají jen pravděpodobný vliv.
1.1.3 Hormonální antikoncepce

Hormonální antikoncepce je považována za karcinogenní v souvislosti s rakovinou děložního čípku. Bylo zjištěno, že vpichováním progestagenu se zvýšilo riziko vzniku rakoviny děložního čípku. Hypotetickým mechanismem, kterým se hormonální antikoncepce stává kofaktorem pro vznik rakoviny děložního čípku, je estrogen nebo progestagen, které zvyšují genovou expresi HPV v děložním čípku přes progesteronový receptor.
1.1.4 Kouření

Kouření tabáku je jednou z příčin rakoviny děložního čípku, protože zvyšuje riziko jejího vzniku. Karcinogenní látky obsažené v tabákovém kouři se vylučují do cervikálního hlenu a tudíž se dostávají do bezprostředního kontaktu se sliznicí čípku. Možnými mechanismy jsou omezení imunitní odpovědi děložního čípku, účinky související s metabolismem ženských hormonů a přímé genetické poškození způsobené karcinogeny souvisejícími s tabákem.

1.1.5 Výživa

Několik studií zabývajících se vlivem stravy na přetrvání HPV infekce vyvodilo „možný“ ochranný účinek stravy bohaté na ovoce, zeleninu, vitamin C a E, alfa- a beta-karoten, lykopen, lutein/zeaxantin a kryptoxantin. Proti vzniku CIN má „pravděpodobný“ účinek retinol, vitamin E a „možný“ účinek má pak zelenina, vitamin C a B12, alfa- a beta-karoten, lykopen, lutein/zeaxantin a kryptoxantin (Garcia-Closas et al., 2005). Dnes dostupné důkazy o souvislosti mezi stravou, nutričními hodnotami a cervikální karcinogenezí HPV nejsou přesvědčivé, přestože hypotéza, že antioxydanty mají tento ochranný účinek, je podložena.

1.1.6 Sexuální chování

Papilomaviry jsou druhově i tkáňově specifické, což spočívá ve schopnosti infikovat mitoticky aktivní buňky bazální vrstvy epitelu prostřednictvím mikroinvazí. V případě infekce anogenitálního traktu se předpokládá přenos přímým kontaktem při sexuálním styku. Mechanismus, kterým sexuální chování zvyšuje riziko vzniku rakoviny děložního čípku je zachování oblasti transformace v exocervixu po mnoho let, která usnadňuje ohrožení infekcí HPV (Muñoz et al., 2006). Bylo zjištěno, že krátký interval mezi první menstruací a prvním pohlavním stykem souvisí se vznikem HPV infekce. Avšak tato souvislost je závislá na věku prvního pohlavního styku dívky, proto by měl věk prvního pohlavního styku být brán jako důležitý a identifikovatelný rizikový faktor pro HPV infekce (Kahn et al., 2002). Časný začátek pohlavního života vypovídá i o větším počtu sexuálních partnerů. V některých zemích je stále důležité začít se sexem až po svatbě, naopak v jiných zemích jako například v oblasti Karibiku a v Latinské Americe věk zahájení sexuálního života a předmanželského styku stále klesá (Curtis et al., 2004). Trend rizika infekce HPV se zvyšuje s mladším věkem a proto má v dnešní době velký význam vývoj HPV vakcín. Převážná většina sexuálně aktivních mužů a žen se totiž nakazí HPV. Přestože imunitní systém hostitele úspěšně odstraní většinu těchto infekcí, u některých žen náhle propuknou onemocnění jako pohlavní bradavice, cervikální dysplázie a karcinom děložního čípku. Proces vzniku těchto onemocnění od první infekce netrvá roky, jak se dříve myslelo a tyto změny se tak dějí mnohem rychleji. Dnešní léčebné postupy nejsou zcela efektivní, proto má význam prevence a tedy vývoj HPV vakcín, které by snížily výskyt HPV infekce a s ní souvisejících onemocnění (Ault, 2006).
Mechanismus HPV infekce

Životní cyklus HPV je spojen s diferenciací epiteliálních buněk. Obecně při infekci virovými částicemi dochází nejprve k dosažení bazální vrstvy epitelu, k přichycení a poté proniknutí do buněk tohoto epitelu přes malá poranění. Vše naznačuje tomu, že pro přetrvání infekce je nutné, aby virus infikoval epiteliální kmenovou buňku. 

Papilomaviry tedy infikují buňky bazální vrstvy epitelu a virový genom je replikován zároveň s chromozomy dané epiteliální buňky. Virový genom je replikován do počtu asi jednoho sta kopií a v takto nízkém počtu kopií přečkává různá časová údobí v původní infikované buňce, která se tedy stále replikuje. Virové proteiny E1 a E2 jsou důležité pro replikaci DNA v této bazální epiteliální buňce (Muñoz et al., 2006). Následuje dělení buňky, kdy jedna z dceřinných buněk migruje pryč z bazální vrstvy a diferencuje se. V takto diferencovaných suprabazálních buňkách je aktivována vegetativní replikace viru a exprese pozdních genů, které vyústí tvorbou nových virionů. Protože tvorba virionů je omezena na diferencující se buňky, infikované bazální buňky můžou přečkat po dlouhou dobu nebo dokud imunitní systém nezneškodní infekci. Geny E6 a E7 kódují virové onkoproteiny, které interagují s p53 a pRb. Během životního cyklu viru tyto proteiny stimulují přechod diferencovaných buněk do S-fáze. Proteiny E1 a E2 mají význam pro rozpoznání a vazbu na ori lokus a regulaci časné virové transkripce. Proteiny L1 a L2 tvoří ikosahedrální kapsidy pro novou generaci virionů.

Popis buněčných cílů těchto virových proteinů a mechanismů regulace životního cyklu HPV, který je závislý na diferenciaci buněk, je stále předmětem studia těchto významných lidských patogenů (Longworth et al., 2004).
Karcinogeneze HPV

Rozhodujícími molekulami v procesu replikace HPV jsou proteiny E6 a E7, které interagují s několika buněčnými proteiny. Bylo zjištěno, že tyto interakce navozují proliferaci a maligní transformaci infikovaných buněk. Nejlépe popsanými jsou interakce s produkty genů pRb a p53, které jsou hlavními molekulami v kontrole buněčného cyklu. Je zajímavé, že právě tyto geny jsou mutovány u mnoha různých typů nádorů. Interakce mezi proteiny E7 a pRb aktivuje, respektive brání inaktivaci transkripčního faktoru E2F, který spustí expresi proteinů důležitých pro replikaci DNA. Neplánovaná S-fáze by normálně vedla k apoptóze díky proteinu p53, ale v HPV infikovaných buňkách je tento proces narušen virovým proteinem E6, který p53 proteolyticky degraduje. Neustálá aktivita proteinů E6 a E7 vede k zvýšené nestabilitě genomu, akumulaci mutací onkogenů, dále ke ztrátě kontroly růstu buňky a nakonec také k rakovině.

Nezbytnou příčinou rakoviny děložního čípku je však konkrétně infekce vysoce rizikovými typy HPV. Je zajímavé, že mezi proteiny E6 a E7 nízce a vysoce rizikových typů HPV existují rozdíly. Tyto rozdíly jsou však spíše kvantitativní než kvalitativní (Muñoz et al., 2006).

HPV vakcíny

Je dokázáno, že přenos infekce HPV nastává při sexu, a to hlavně při vaginálním a análním styku, i když k perinatálnímu a nesexuálnímu přenosu může také dojít. Možností, jak se bránit HPV infekcím je několik, například odklad časného zahájení sexuálního života, sexuální abstinence, monogamie a používání kondomů. Odklad časného zahájení sexuálního života a monogamie sice sníží riziko infekce HPV, ale nezabrání ji zcela, protože HPV je velmi rozšířený a jakékoli sexuální aktivity jsou rizikem. Kondomy pak také neposkytují úplnou ochranu, protože přenos infekce může nastat i přes nechráněné oblasti kůže okolo genitálií. Dnes navíc ani neexistuje léčba HPV infekce, která by snížila délku infekčnosti. Faktory ovlivňující dynamiku přenosu infekce HPV mají velký význam pro vývoj HPV vakcín (Burchell et al., 2006).

Hlavním cílem programu vakcinace proti HPV je z hlediska celosvětového zdravotnictví snížení úmrtnosti na rakovinu děložního čípku způsobenou HPV. Dosažení tohoto cíle není jednoduché zejména v rozvojových zemích, kde je největší výskyt rakoviny děložního čípku, protože výroba vakcín i jejich distribuce, zahrnující speciální skladování, je finančně náročná. Obecně však není ani účinnost těchto vakcín dostatečná, protože nechrání před 30 % rakoviny děložního čípku způsobené jinými HPV typy než HPV-16 a HPV-18. Také se neočekává, že by vakcíny způsobovaly regresi již způsobených neoplázií. Ideální vakcína by tedy měla být finančně nenáročná na výrobu a distribuci, měla by chránit proti všem onkogenním typům HPV už po jediné dávce a měla by mít nejen profylaktický, ale i terapeutický účinek. Nejvíce by se ideální vakcíně přiblížilo zvýšení množství protilátek proti dalším typům HPV, nejen HPV-16 a HPV-18, v již existujících VLP (virus-like particles = VLP) vakcínách. Právě očekávání prodeje dvou konkurenčních profylaktických VLP vakcín, a to od firem Merck a GlaxoSmithKline, by mohlo vyvolat boj o trh a tedy vývoj výše zmíněných vakcín (Schiller et al., 2006).

Profylaktické a terapeutické vakcíny

Obecně lze HPV vakcíny rozdělit na profylaktické a terapeutické. Vakcíny, které produkují protilátky proti kapsidovému proteinu HPV L1 mají profylaktický účinek. Imunodominantní neutralizační epitopy se nacházejí na majoritním kapsidovém proteinu L1, který pro tvorbu neutralizačních protilátek musí být v terciární nebo nativní formě složen do multimeru. Když je exprimován přes rekombinantní kvasinkové nebo virové vektory, tak se L1 protein poskládá do prázdných kapsidů, tedy do virům podobných částeček (VLP), které jsou morfologicky i antigenně skoro shodné s viriony, neobsahují však virovou DNA (Obr. 4) (Stanley et al., 2006).

Profylaktické vakcíny jsou tedy konstruovány na bázi kapsidových proteinů L1 nebo L2, které byly připraveny rekombinantně a mají konformační epitopy totožné s epitopy přirozených virionů. Oba tyto proteiny jsou příslibem pro vytvoření multivalentní vakcíny s virovými kapsidovými proteiny různých typů HPV. Tyto vakcíny jsou důležité v prevenci infekcí a onemocnění způsobených různými typy HPV. Aby profylaktické očkování zabránilo infekci HPV, zaměřilo se na protilátky L1, které brání navázání viru na napadenou buňku, čímž brání i následujícímu proniknutí do této buňky. Proti tomu je však L1 velice špatným cílem u terapeutických vakcín kvůli omezené expresi.

Jediné možné cíle terapeutických vakcín, tedy vakcín zaměřených na zničení rakovinných buněk, jsou proteiny E6 a E7. Terapeutické vakcíny poskytují humorální odpověď schopnou neutralizovat a eliminovat infikované buňky. Přestože mechanismus účinku imunitního systému vůči HPV infekci není dosud znám, předpokládá se, že pravděpodobně významnější úlohu při eliminaci infekce hraje buněčná imunita zprostředkovaná cytotoxickými buňkami a přirozenými zabíječi pomocí systému buněčné cytotoxicity závislé na protilátkách (antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity = ADCC). Tyto vakcíny jsou zaměřené na maligní buňky žen s rakovinou děložního čípku a zároveň mohou bránit v progresi dysplázií různého stupně i samotného karcinomu (Galloway, 2003). Terapeutické vakcíny jsou tedy konstruovány na bázi onkoproteinů E6 a E7 HPV typu 16 nebo 18. Preklinické zkoušky potvrdily jejich protektivní účinnost, protože zabránily rozvoji tumorů. 

Existují i kombinované vakcíny, které jsou založeny na kombinaci imunogenů terapeutických i profylaktických vakcín, tedy proteinů L1 a L2 v kombinaci s proteiny E6 a E7. Tyto vakcíny by tak mohly nejen působit preventivně, ale i způsobovat regresi již vytvořených lézí. Nejperspektivnějšími kandidáty pro vývoj kombinované vakcíny jsou chimerické VLP vakcíny, které začleňují peptidy E proteinů jako fúzi s L1 nebo L2 (Schiller et al., 2006). 

Profylaktické vakcíny HPV L1 VLP 

Humorální imunita vyvolaná VLP vakcínami je nejen druhově specifická, ale i specifická z hlediska typu HPV. Protože několik konkrétních typů HPV bylo neustále detekováno u pacientek s karcinomem děložního čípku či pohlavními bradavicemi, bylo nutné vyvinout multivalentní vakcínu proti těmto nejčastějším typům HPV. 

Výsledky několika experimentů ukazují významný účinek multivalentních intramuskulárně podaných HPV VLP vakcín. Tyto vakcíny zajišťují významnou ochranu před infekcí a lézemi způsobenými vybranými typy HPV a snižují tak celkovou nemocnost a úmrtnost způsobenou HPV. Konkrétně HPV-16 a HPV-18 jsou příčinou asi 70 % rakoviny děložního čípku na celém světe a HPV-6 a HPV-11 jsou pak příčinou nejméně 80 % pohlavních bradavic (Koutsky et al., 2006).

Očekává se, že dvě profylaktické HPV vakcíny budou brzy dostupné pro klinické použití. Jedná se o bivalentní vakcínu HPV-16/18 produkovanou firmou GlaxoSmithKline pod názvem Cervarix® a o kvadrivalentní vakcínu HPV-6/11/16/18 produkovanou firmou Merck pod názvem Gardasil®. Obě tyto profylaktické vakcíny jsou vytvářeny pomocí rekombinačních technologií a skládají se z prázdných syntetických kapsidů, tedy z VLP. VLP jsou vytvářeny klonováním genu majoritního virového kapsidu L1 z různých typů HPV. Klonované geny L1 jsou pak vkládány do vektoru bakterií nebo kvasinek a v eukaryotních tkáňových kulturách produkují velké množství proteinu L1 pro každý typ HPV zvlášť. Konkrétně pak bivalentní vakcína je produkována v kultuře hmyzích buněk, kdežto kvadrivalentní vakcína v kvasinkové kultuře. Následně jsou pak rekombinantní proteiny L1 purifikovány a samy se sestaví do VLP, které jsou strukturně velmi podobné infekčním virionům HPV, ale postrádají virovou DNA nebo RNA. Proto jsou VLP zcela neinfekční a neonkogenní. Purifikované VLP jsou pak smíchány s adjuvans a tvoří tak finální vakcínu, která se podává intramuskulárně ve třech injekcích během šesti měsíců. Adjuvancia zde napomáhají pohlcení očkované protilátky antigen prezentujícími buňkami a napomáhají i nespecifické stimulaci úvodních fází imunitní odpovědi. Bivalentní vakcína obsahuje relativně nové adjuvans AS04 tvořené hydroxidem hlinitým a monofosforylem A, což je detoxikovaný lipopolysacharid. Kvadrivalentní vakcína obsahuje patentované adjuvans alum. Obě vakcíny jsou vysoce imunogenní a po vpíchnutí produkují velké množství neutralizačních protilátek, a to větší než při přirozené infekci. Délka takto získané ochrany před HPV je zatím neznámá, avšak hladina neutralizačních protilátek zůstává po dobu alespoň 42 měsíců od vakcinace vyšší než jejich hladina po přirozené infekci (Wright et al., 2006). 

1.1.7 Účinnost profylaktických vakcín

Pro zjištění účinnosti bivalentní vakcíny v daném experimentu, bylo zhodnoceno 1113 žen ve věku od 15 do 25 let. Výsledky ukázaly, že vakcína je v 91,6 % účinná v prevenci náhodných infekcí a 100% účinná v prevenci trvalých infekcí způsobených HPV-16 a HPV-18 (Harper et al., 2004). V následující studii tohoto experimentu bylo zjištěno, že bivalentní vakcína je účinná v 94,3 % v prevenci infekcí trvajících šest měsíců a ve 100 % u infekcí trvajících dvanáct měsíců způsobených HPV-16/18. Navíc je bivalentní vakcína 100% účinná proti CIN způsobené HPV-16 nebo HPV-18. Dále bylo zjištěno, že bivalentní vakcína navozuje ochranu před infekcemi a s nimi souvisejícími cervikálními lézemi způsobenými HPV-16 a HPV-18, a je účinná po dobu až čtyř a půl let.

Navíc je bivalentní vakcína v 94 % účinná v ochraně proti náhodným infekcím způsobeným HPV-45, který je příbuzný HPV-18. Ochrana proti HPV-31, který je příbuzný HPV-16, je jen částečná, a to 55%. Ochrana proti HPV-33, HPV-52 a HPV-58, které jsou také příbuzné HPV-16, nebyla pozorována (Harper et al., 2006).

Experimentu s kvadrivalentní vakcínou se účastnilo 552 žen ve věku od 16 do 23 let. Po tři roky v pravidelných intervalech pacientky podstupovaly gynekologickou prohlídku, cervikovaginální odběr pro HPV DNA test, anti-HPV testování séra, Pap test i s následující biopsií. Část těchto pacientek, a to 241, podstupovala prohlídky i v dalších dvou letech. Výsledky tohoto experimentu ukazují, že vakcína je 100% účinná v prevenci CIN a pohlavních bradavic způsobených HPV-6/11/16/18. Navíc byla kvadrivalentní vakcína účinná po dobu pěti let proti trvalým infekcím i onemocněním způsobeným HPV-6/11/16/18. Taková účinnost podporuje vakcinaci adolescentních dívek a mladých žen, což by mělo snížit výskyt cervikální a genitální rakoviny, prekancerózní dysplázie a pohlavních bradavic (Villa et al., 2006).
Účinnost bivalentní a kvadrivalentní vakcíny je velká, a to i u žen s relativně nízkou hladinou neutralizačních protilátek po vakcinaci. I ty jsou tedy chráněny.
1.1.8 Nežádoucí účinky profylaktických vakcín

Cílovou skupinou pro experimenty se zmiňovanými vakcínami se staly zdravé mladé ženy, které se do té doby nenakazily vybranými typy HPV, tedy HPV-6, HPV-11, HPV-16 a HPV-18. Celkově se obě vakcíny ukazují jako bezpečné a dobře tolerované. Nežádoucí účinky v místě vpíchnutí vakcíny jako jsou bolesti, zarudnutí a otoky byly popsány v daném experimentu častěji u žen po podání dané vakcíny než po podání placeba. V případě kvadrivalentní vakcíny se tyto nežádoucí účinky projevily u 86 % žen oproti 77 % žen s nežádoucími účinky způsobenými placebem. V případě bivalentní vakcíny je to 94 % oproti 88 %. Systémové nežádoucí účinky jako jsou bolesti hlavy, únava a gastrointestinální potíže pak byly popsány u žen po podání vakcíny nebo placeba v podobném poměru výskytu, u experimentu týkajícího se kvadrivalentních vakcín to činilo 69 % a u experimentu s bivalentními vakcínami pak 86 %. Intenzita většiny nežádoucích účinků však byla popsána jako lehká či mírná (Koutsky et al., 2006).

1.1.9 Schválení kvadrivalentní vakcíny 

Poslední výsledky analýzy experimentu týkajícího se kvadrivalentní vakcíny HPV-6/11/16/18 ukázaly velkou účinnost v prevenci CIN2/3 nebo těžšího, způsobené HPV typy příbuznými k HPV-16 a HPV-18. Dále byla zjištěna velká účinnost v prevenci nejen CIN, ale i vaginální intraepiteliální neoplázie (vaginal intraepithelial neoplasia = VAIN), vulvárních dysplastických lézí (vulvar intraepithelial neoplasia = VIN) a pohlavních bradavic (condyloma acuminata), způsobenými HPV-6/11/16/18 i typy k nim příbuznými. Na základě těchto nálezů a výsledků kontrolní správní orgány Austrálie, Kanady, Mexika, Nového Zélandu, Toga a Spojených státu amerických schválily k červenci 2006 používání této kvadrivalentní vakcíny pod názvem Gardasil®. V dalších zemích schválení této vakcíny teprve zvažují (Koutsky et al., 2006).

Evropskou komisí bylo uděleno povolení používat zmiňovanou kvadrivalentní vakcínu proti rakovině děložního čípku od firmy Merck pod názvem Silgard®. Toto povolení platí pro 25 členských zemí Evropské unie včetně například České Republiky, Francie, Německa, Itálie, Španělska a Spojeného království.

Očkovací látka Silgard® je první a jedinou vakcínou v Evropské unii k prevenci rakoviny děložního čípku, CIN, VIN a genitálních bradavic způsobených HPV-6/11/16/18 (další informace jsou uvedeny na webové adrese http://www.gynekologiemaxima.cz/tiskova_zprava_SILGARD.pdf). 

1.1.10 Optimální věk pro vakcinaci

Současné HPV vakcíny poskytují výbornou profylaktickou ochranu, ale nemají žádný terapeutický účinek. Výskyt infekcí HPV je obvykle nejvyšší v období prvních pár let po zahájení sexuálního života. To jsou důvody pro zaměření programu vakcinace na mladé adolescenty a preadolescenty.

Přestože je výskyt infekce HPV nejvyšší v období pár let po zahájení sexuální života, ne všechny ženy se nakazí HPV typy, které jsou v současných vakcínách obsaženy a je tak možné je očkovat. Navíc u některých žen s infekcí HPV typu obsaženého ve vakcínách, dojde k eliminaci této infekce spontánně a proto by měly být také očkovány, aby se znovu nenakazily těmito typy HPV (Hildesheim et al., 2006).

Konkrétně pak v případě kvadrivalentní vakcíny bylo ve Spojených státech amerických doporučeno očkovat dívky ve věku od 11 do 12 let. Dále bylo povoleno očkovat dívky i od 9 let a dívky a mladé ženy ve věku od 13 do 26 let. V Austrálii bylo schváleno očkování dívek a mladých žen ve věku od 9 do 26 let, a chlapců ve věku od 9 do 15 let (Koutsky et al., 2006). V Evropské unii je povoleno očkovat dívky ve věku od 9 do 15 let a dospělé ženy ve věku od 16 do 26 let (další informace jsou uvedeny na webové adrese http://www.gynekologiemaxima.cz/tiskova_zprava_SILGARD.pdf). 

Karcinom děložního čípku

Onemocnění děložního čípku, zejména v jeho počátečních stádiích, může být zcela bezpříznakové. Teprve pokročilejší nálezy se mohou projevit různými obtížemi jako je výtok, krvácení po styku, případně i jiné abnormální krvácení, pánevní bolesti a další potíže. Avšak asi 39 % žen je bez příznaků.

U rakoviny děložního čípku se většinou jedná o dlaždicobuněčný karcinom, v menšině případů se pak jedná o adenokarcinom, který postihuje mladší ženy a má horší prognózu. 

V současné době spočívá diagnostika v podrobném gynekologickém vyšetření. Při klinickém vyšetření v zrcadlech se dají rozpoznat jen pokročilejší stavy, proto je nutné provádět i vyšetření kolposkopické a cytologické. V případě podezřelého nálezu se provádí biopsie a histologické vyšetření. Pro stanovení rozsahu onemocnění je nutné provést další vyšetření jako RTG plic, cystoskopie, rektoskopie, ultrazvukové vyšetření ledvin a CT vyšetření malé pánve. Teprve na základě histologického a klinického nálezu je možno určit stádium a rozsah onemocnění, které je nezbytným prvním krokem ke stanovení správné strategie léčby.
Klasifikace a stádia
V současné době se pro karcinom děložního čípku používá klasifikační systém TNM a FIGO, přičemž obě klasifikace jsou snadno převoditelné jedna v druhou (Tab. 2; další informace jsou uvedeny na webové adrese http://screening.iarc.fr/atlasclassiftnm.php).

Nádor obvykle vychází ze zóny styku dlaždicového a cylindrického epitelu. Zde jsou nejčastěji pozorovány první změny tkáně, a to cervikální intraepiteliální neoplázie třech stupňů, tedy CIN1, CIN2 a CIN3. Tyto změny mohou být různě závažné a mohou vyústit až v karcinom děložního čípku. 

Diagnostika nádorových onemocnění

Bylo zjištěno, že v lidské populaci se v poslední době zvyšuje počet nádorových onemocnění a v ČR jsou dokonce druhou nejčastější příčinou úmrtí. U velkého procenta nádorů nacházíme abnormální karyotyp, proto se v poslední době vyšetření onkologických pacientů zaměřuje na stanovení početních i strukturních změn chromozomů v nádorových buňkách, což je důležité pro určení typu onemocnění a další prognózy vývoje choroby, pro volbu optimální terapie i kontrolu účinnosti léčby. 

Nádorová cytogenetika

V roce 1960 byla objevena první nádorově specifická chromozomální abnormalita, konkrétně pro chronickou myeloidní leukémii. Byla nazvána Filadelfským chromozomem (Philadelphia = Ph) podle města objevu. Po delší dobu potom nebyly objeveny žádné další nádorově specifické chromozomální abnormality kvůli omezeným technikám té doby. V roce 1970, po zavedení pruhovacích technik, pak došlo k rozvoji moderní nádorové cytogenetiky, neboli onkocytogenetiky. Byly objeveny specifické chromozomální abnormality pro leukémie, lymfomy a sarkomy. Také bylo zjištěno, že v případě Ph chromozomu se jedná o translokaci a až později se přišlo na to, že se konkrétně jedná o reciprokou translokaci, tedy vzájemnou výměnu úseku mezi chromozomy 9 a 22 (Roylance, 2002). Dnes víme, že jde o translokaci, při které dochází k přestavbě genů ABL a BCR a ke vzniku nového fúzního genu BCR/ABL. Normální buněčný protoonkogen ABL, což je lidský homolog virového onkogenu Abelsonovy myší leukémie, je umístěn na chromozomu 9. Na chromozomu 22 se v oblasti, která se nazývá oblast nahloučených zlomů (breakpoint cluster region = BCR) nachází gen BCR. Bylo zjištěno, že Ph chromozom má v karyotypu 90-95 % pacientů s diagnózou chronické myeloidní leukémie a že nově vzniklý fúzní gen BCR/ABL je odpovědný za vznik tohoto onemocnění (Kuglík, 2006). Dalšími objevenými nádorově specifickými translokacemi byly například t(15;17)(q22;q21) u akutní promyelocytické leukémie podtypu M3, t(11;22)(q24;q12) u Ewingova sarkomu a t(2;13)(q35-37;q14) u rabdomyosarkomu (Roylance, 2002). Dále byly objeveny i jiné dříve neidentifikovatelné přestavby jako jsou delece, inverze a amplifikace, což je zmnožení genů či chromozomů. Mnohé z nich se pak staly specifickým markerem a tedy důležitým diagnostickým kritériem při vyšetřování určitých typů onemocnění jako například leukémií, lymfomů a v posledních letech i solidních nádorů. Protože počet zjištěných nádorově specifických abnormalit narůstá díky neustálému pokroku techniky, vznikl Atlas genetiky a cytogenetiky v onkologii a hematologii, který je volně přístupný na internetové adrese http://atlasgeneticsoncology.org/ a který obsahuje neustále doplňovaný seznam všech cytogenetických a klinických nálezů u maligních onemocnění.
S dalšími poznatky z výzkumů genetických změn u jednotlivých nádorů se pak objevily i první terapeutické přístupy založené na konkrétních výsledcích genetického či cytogenetického vyšetření. Například při diagnostice karcinomu prsu je pomocí fluorescenční hybridizace in situ stanovována amplifikace genu c-erbB2 (Her-2), který se nachází na chromozomu 17. Zmnožení počtu kopií tohoto genu vede k nadměrné expresi genového produktu. Na základě těchto genetických odchylek je ověřována možnost využití nového selektivního léku blokujícího receptor Her-2, který je určen výhradně pro léčbu asi 30 % Her-2 pozitivních pacientek (Kuglík et al., 2003).

Metody molekulární cytogenetické diagnostiky

Cytogenetická diagnostika už v mnoha případech nevystačí jen s klasickým cytogenetickým vyšetřením, pro které je nutný dostatečný počet kvalitních buněčných dělení, tedy mitóz, a které nemá dostatečnou rozlišovací schopnost velikosti aberantních úseků chromozomů. Proto se v dnešní době používají molekulárně cytogenetické metody založené na principu tzv. hybridizace in situ. V případě fluorescenční in situ hybridizace (fluorescence in situ hybridization = FISH) je umožněno zviditelnit specifické sekvence nukleových kyselin, DNA i RNA, přímo na mikroskopických preparátech obsahujících morfologicky zachovalé chromozomy, jádra či tkáňové řezy. Výhodou techniky FISH je její použití pro lokalizaci specifických sekvencí DNA jak na metafázních chromozomech, tak na mitoticky inaktivním materiálu, tedy na interfázním chromatinu (Nath et al., 2000). Techniku FISH je tedy možné použít při studiu chromozomových změn v buňkách, které se dlouho nebo nesnadno dělí, které je obtížné vykultivovat (amniové buňky), nebo které mají malý počet mitóz (některé hematologické malignity a solidní nádory), čímž je tedy umožněno vyšetřit mnohem větší počet buněk a získat tak přesnější výsledek (Kuglík, 2006). Další metodou založenou na in situ hybridizaci je srovnávací genomová hybridizace (comparative genomic hybridization = CGH), která umožňuje identifikovat ztrátu nebo zmnožení počtu chromozomů či jejich částí v celém genomu během jedné hybridizační reakce.
Metoda FISH

Detekce sekvencí nukleových kyselin pomocí techniky in situ hybridizace byla poprvé popsána v roce 1969 (Gall et al., 1969). Tato technika byla založena na detekci cílových DNA sekvencí pomocí radioaktivně značených sekvencí k nim komplementárních. V roce 1986 byla tato technika vylepšena použitím DNA sond značených nepřímo pomocí biotinu, který je poté detekovatelný pomocí tzv. fluorescenčních reporterových molekul s avidinem, který se na biotin naváže. Proto byla nazvána fluorescenční in situ hybridizací (Pinkel et al., 1986). 

Dnes je fluorescenční in situ hybridizace založena hlavně na použití přímo značené jednořetězcové hybridizační sondy, což je krátký úsek DNA označený fluorochromem. Tato sonda se v důsledku komplementarity bází po denaturaci váže k cílové sekvenci DNA v buňkách nacházejících se na mikroskopickém skle. Sekvence s navázanou sondou je tedy možné barevně rozlišit a pozorovat fluorescenčním mikroskopem vybaveným vhodnými fluorescenčními filtry. Fluorescenční mikroskop je napojen na citlivou kameru a počítačové analyzátory obrazu, které přenášejí a zpracovávají mikroskopický obraz nebo přímo provádějí zpracování dat a analýzu obrazu pomocí speciálních cytogenetických softwarových programů (Kuglík, 2006). Kvalita obrazu na monitoru je pak mnohem vyšší než u obrazu, který vidíme ve fluorescenčním mikroskopu, protože kamera je pro zachycení signálu citlivější než lidské oko. Navíc specifický počítačový program umožňuje zesílení jednotlivých signálů i potlačení nespecifického pozadí.
1.1.11 Základní princip FISH

Technika FISH je založena na principu denaturace cílové sekvence a její následné hybridizace s příslušnou DNA sondou, která je určitým způsobem označena pro vizualizaci dané cílové sekvence.

Z fixovaného materiálu se zhotoví kvalitní preparát obsahující cílovou sekvenci, a ten je pak opracován vhodnými činidly (RNáza, pepsin, trypsin), které zlepšují průnik DNA sond, zvyšují účinnost hybridizace a zlepšují tedy kvalitu signálu. Dalším krokem by pak měla být příprava a značení DNA sond, ale ty jsou dnes už hotové k dostání v různých kolekcích přímo od výrobce. Pak následuje denaturace sondy, která se provádí v horké vodní lázni, odděleně od denaturace cílové DNA. Denaturace cílové DNA se pak provádí zahříváním dvoušroubovicové molekuly DNA ve formamidovém roztoku na teplotu kolem 70 °C, kdy zanikají vodíkové vazby mezi bázemi a jednotlivá vlákna DNA se od sebe oddělují. K denaturaci dochází i v zásaditém prostředí nebo při nízké koncentraci solí (0,01 M NaCl). Pokud se jednotlivá vlákna DNA setkají se svými komplementárními partnery, tedy sondami, mohou utvořit zpět dvoušroubovici DNA, dojde tedy k renaturaci. Renaturace probíhá obvykle při teplotách od 37 do 42 °C a trvá v závislosti na typu sondy několik hodin, přes noc nebo dva až tři dny. Hybridizace je navíc ovlivňována celou řadou faktorů, jako jsou například koncentrace sondy, teplota, koncentrace solí a pH. Po hybridizaci musí být nakonec z preparátu odstraněny nenavázané a nespecificky navázané sondy pomocí odmývacího roztoku. Je-li sonda označena radioaktivní látkou nebo fluorochromem, můžeme pak navázanou DNA prokázat radiograficky nebo pomocí fluorescenčního mikroskopu. 

1.1.12 Typy DNA sond

DNA sonda je krátký úsek DNA s optimální délkou v rozmezí od 250 bp do 1 kb, délka je ovšem závislá na použití dané sondy (Swiger et al., 1996). Zvolení vhodné DNA sondy je důležité pro její úspěšnou vizualizaci, protože například sondy delší než 1 kb snižují kvalitu signálu. V dnešní době je ovšem možné hodnotit cílové sekvence nukleotidů s rozsahem od jedné do několika stovek kb a prostorově je možné rozlišit dvě sondy vzdálené od sebe jen 1000 bp.

Sondy se na základě cílového místa ke kterému hybridizují dělí na sondy satelitní, celochromozomové, genomové a sondy pro jedinečné sekvence. Jsou tedy specifické pro jednotlivé chromozomy, jejich části jako jsou ramena, centromery, telomery, jednotlivé pruhy i dokonce pro jednotlivé geny. Počet a poloha jednotlivých fluorescenčních signálů potom ukazují početní i strukturní změny chromozomů. 

Pro detekci progrese rakoviny děložního čípku v později zmiňované retrospektivní analýze se použily kolekce sond pro jedinečné sekvence a sond centromerických. Obecně sondy pro jedinečné sekvence hybridizují se specifickými sekvencemi či jednotlivými geny a proto se používají k identifikaci genů, k detekci amplifikací, delecí, či specifických translokací. Centromerické sondy hybridizují s centromerickými oblastmi obsahujícími repetitivní satelitní sekvence DNA. Satelitní DNA přítomná v centromerické oblasti je pro většinu chromozomů specifická a využití centromerické sondy tedy umožňuje identifikaci počtu centromer a tím vlastně identifikaci počtu určitých chromozomů.
1.1.13 Značení DNA sond

Pro úspěšnou vizualizaci musí být DNA sondy nějakým způsobem označeny. Existují dva způsoby značení: sondy mohou být označeny buď přímo nebo nepřímo.

Nepřímé značení je založeno na tvorbě sond s kovalentně navázanými molekulami, které samy fluorescenční nejsou. Jedná se například o biotin a digoxigenin. Pro vizualizaci navázaných sond se používá tzv. reportérových molekul jako je například avidin nebo protilátky, které jsou konjugované s určitým fluorochromem. Nejčastěji používanými fluorochromy jsou fluorescein, rhodamin a Texas red. Výhodou nepřímého značení je možnost amplifikace signálu (Swiger et al., 1996).

 Pro přímé značení se k tvorbě sond používá přímo nukleotidů s kovalentně navázaným fluorochromem, jako je například FITC, TRITC nebo DAPI. U přímého značení se tedy nepoužívají reporterové molekuly pro vizualizaci sond, což je výhodou, protože se tak zabrání dalšímu možnému vymytí těchto sond.

Dříve se více používalo radioaktivní značení sond pomocí izotopu 32P, 125I nebo 3H. Pro detekci signálu sondy, tedy radioaktivního záření, je pak nutná autoradiografie. Dnes však převládá výše zmiňované neradioaktivní značení sond. 

1.1.14 Využití FISH

Technika FISH se používá v evoluční biologii, taxonomii, toxikologii, kriminalistice a pro genetické mapování (Nath et al., 2000). Hlavně se však používá v klinické diagnostice, a to jak v prenatální, tak v postnatální. V prenatální diagnostice se konkrétně používá pro vyšetření tří nejčastějších aneuploidií, tedy trizomií chromozomů 13, 18 a 21 a pro vyšetření sestav pohlavních chromozomů X a Y. Takto se vyšetřují nekultivované amniové buňky získané z odebrané plodové vody. Výsledky vyšetření jsou pak známy během 24 hodin, což je výhodou v porovnání s 2-3 týdny u klasického cytogenetického vyšetření (Ried et al., 1992). V dnešní době se technika FISH také používá k charakterizaci markerových chromozomů (Nath et al., 2000) a k detekci minimální reziduální choroby (Dewald, 2002), tedy minimálního množství nádorových buněk, které zůstávají v organismu po léčbě a mohou tak způsobit relaps onemocnění, což se sleduje u leukémií a zhoubných nádorů. Tato technika se tedy používá nejen pro určení chromozomální abnormality u pacienta, ale slouží i pro přesnější určení diagnózy, k určení léčby a sledování její účinnosti. FISH se samozřejmě požívá i k identifikaci nových nenáhodných chromozomových přestaveb a ke studiu jejich mechanismu (Kearney, 1999).
Tato technika je také citlivější v porovnání s klasickou cytogenetikou a proto je možné detekovat i submikroskopické změny chromozomů, jako jsou například mikrodelece, mikroduplikace, drobné translokace či inverze dříve jinak neodhalitelné.
V současné době má však technika FISH asi největší význam v již dříve zmiňované onkocytogenetice díky spojitosti mezi různými chromozomovými abnormalitami a specifickými typy nádorových onemocnění (Nath et al., 2000). Proto je dnes cytogenetické a molekulárně cytogenetické vyšetření nedílnou součástí vyšetření onkologických pacientů. Například rabdomyosarkom, Ewingův sarkom a extraskeletální chondrosarkom jsou od sebe jinak těžce rozlišitelné, ovšem jsou charakterizované specifickými chromozomálními abnormalitami a proto je jejich rozlišení možné provést pomocí této techniky (Mitelman, 2000). Pomocí techniky FISH jsou tedy vyšetřovány nádorově specifické chromozomální abnormality jako jsou aneuploidie, amplifikace, translokace, delece a inverze u různých onkologických onemocnění. Konkrétně například inv(16), t(15;22), t(8;21) u pacientů s chronickou myeloidní leukémií, del(17p13), del(11q22), del(13q14) a trizomie chromozomu 12 u pacientů s chronickou lymfoblastickou leukémií a del(13q14), t(11;14), t(4;14), t(14;16) a del(17p13) u pacientů s mnohočetným myelomem. U dětských onkologických pacientů jsou to například t(12;21), t(9;22) u akutní lymfoblastické leukémie a přestavba MLL genu (11q23) u některých solidních dětských nádorů (neuroblastom, meduloblastom) (Kuglík, 2006).
Metoda CGH

Srovnávací genomová hybridizace je molekulárně cytogenetická technika vycházející z techniky FISH. Tato metoda byla navržena pro rozvoj cytogenetiky solidních nádorů (Kallioniemi et al., 1992). CGH umožňuje detekci ztrát nebo zmnožení počtu chromozomů či jejich částí a to na nekultivovaných buňkách (Weiss et al., 1999). Výhodou této metody je, že provádí srovnávací analýzu chromozomových změn v celém genomu během jediné hybridizační reakce, a to bez jakékoli předešlé informace o konkrétní chromozomální aberaci (Tachdjian et al., 2000), na rozdíl od metody FISH, která pomocí specifických DNA sond detekuje jen konkrétní chromozomální aberaci. Pomocí CGH je tedy možno odhalit i více spolu souvisejících chromozomálních abnormalit, což je výhodou u různých tumorů. Základní podmínkou však je přítomnost maximálně 50 % nenádorových buněk ve studovaném vzorku (Kallioniemi et al., 1994).
Obecně tedy technika CGH umožňuje celogenomový screening. Využívá se k detekci počtu kopií jednotlivých sekvencí především v tumorech. Mapuje oblasti amplifikovaných nebo deletovaných DNA sekvencí, čímž lokalizuje důležité geny v těchto oblastech (Weiss et al., 1999). Dále se CGH využívá při studiu mechanismů vývoje nádorů nebo při diagnostické a prognostické klasifikaci jednotlivých nádorů (Kuglík et al., 2003). Tato technika je účinná pro komplexní screening aberací v nádorových buňkách a využívá se proto i jako doplňková screeningová metoda k technice FISH. 
Nevýhodou této techniky však je, že nedokáže odhalit balancované chromozomální aberace jako jsou inverze a translokace, u nichž nedochází k ztrátám či zmnožení genetického materiálu (Tachdjian et al., 2000). Balancované chromozomální aberace, které jsou důvodem vzniku nádorů nebo jiného zdravotního problému, jsou proto v současné době detekovány pomocí techniky FISH. Dále CGH také nedokáže odhalit malé aberace (Weiss et al., 1999), kvůli nízké rozlišovací schopnosti, což bylo vyřešeno citlivější celogenomovou screeningovou technikou, která má mnohem lepší rozlišovací schopnost a odhalí například i drobnou deleci nebo drobnou amplifikaci. Jedná se o CGH s vysokým rozlišením (high-resolution comparative genomic hybridization = HR-CGH). Nejnovějším zdokonalením techniky CGH je pak array-CGH, která využívá tzv. DNA čipy.
1.1.15 Základní princip CGH

Technika CGH je založena na in situ hybridizaci. Testovaná a kontrolní DNA jsou nejprve rozděleny na malé fragmenty a označeny odlišnými fluorochromy, testovaná DNA fluoresceinem (zelená) a kontrolní DNA rhodaminem (červená). Tyto označené fragmenty jsou smíchány v ekvimolárním poměru a kohybridizovány na normální metafázní chromozomy na mikroskopickém skle. Pomocí fluorescenční mikroskopie a analýzy obrazu je podél jednotlivých metafázních chromozomů měřen relativní podíl testované a kontrolní DNA přes specifické fluorescenční filtry jako poměr intenzit signálů obou fluorochromů. Oblasti ztráty DNA sekvencí, tedy delece, jsou zvýrazněny červeně a oblasti zmnožení DNA sekvencí jako jsou duplikace nebo amplifikace, jsou zvýrazněny zeleně (Tachdjian et al., 2000). Poměr intenzit signálů pomocí analýzy obrazu je však nutné zpracovat u alespoň 10 mitóz.
1.1.16 Využití CGH
Výhodou celogenomového vyšetření pomocí techniky CGH je, že umožňuje odhalit mnohonásobné chromozomální abnormality kdekoliv v lidském karyotypu v rámci jediné hybridizační reakce, což u FISH nelze. Proto se využívá v případech, kdy pozorované fenotypové projevy nemůžeme spojit s žádnou doposud známou cytogenetickou abnormalitou nebo v situacích, kdy potřebujeme shromáždit informace o chromozomálních abnormalitách celého genomu (Kuglík, 2006). Od jejího navržení se však technika CGH používá převážně v onkocytogenetice pro vyšetření nádorově specifických chromozomálních aberací.

Analýzou CGH dat různých studií zabývajících se vždy stejným typem tumoru, byly nalezeny nenáhodné chromozomální aberace (Tachdjian et al., 2000). Některé z těchto aberací jsou běžné u různých typů tumorů, jiné jsou specifické právě jen pro určitý typ tumoru. Například zisky chromozomových oblastí 1q, 3q, 8q a dále i ztráty chromozomových oblastí 8p, 13q, 16q a 17p jsou běžné u několika typů tumorů, například u rakoviny prsu, vaječníků, prostaty, ledvin a močového měchýře. Naproti tomu chromozomální aberace specifické pro určitý typ tumoru jsou například zisk chromozomových oblastí 12p a Xp u rakoviny varlat, zisk 13q a ztráta 9q u rakoviny močového měchýře, ztráta 14q u rakoviny ledvin a ztráta Xp u rakoviny vaječníků. Dále byly také získány důležité informace o chromozomálních aberacích typických pro metastáze, což je důležitým prognostickým faktorem některých nádorů.
Markery rakoviny děložního čípku
Preventivní prohlídky u gynekologa sice snížily výskyt rakoviny děložního čípku, tedy i úmrtnost žen, ale jedno vyšetření není dostatečné. Pro včasné zjištění rakoviny je nutné docházet na pravidelné prohlídky, protože počáteční léze ještě nevykazují fenotypové změny (Schingleton et al., 1995). Navíc se invazivní karcinom děložního čípku vyvíjí přes různá stádia premaligních lézí zvaných cervikální intraepiteliální neoplázie nebo též dlaždicové intraepiteliální léze (squamous intraepithelial lesions = SILs), které jsou klasifikovány do několika stupňů: CIN1 nebo LSIL (low grade squamous intraepithelial lesions = LSIL) a CIN2/CIN3 nebo HSIL (high grade squamous intraepithelial lesions = HSIL) (Brink et al., 2005), a které je nutné při pravidelných prohlídkách hlídat. Problémem však je, že jen přibližně 15 % nižších stádií dysplázií prochází těmito postupnými změnami. Proto je důležité najít markery pro včasnou identifikaci progrese této rakoviny (Heselmeyer-Haddad et al., 2005).
V této souvislosti byly prováděny různé studie zabývající se například vlivem HPV, mutací v genu pro protein p53 (Tommasino et al., 2003), telomerázovou aktivitou (Ngan et al., 2002), zvýšenou expresí cyklooxygenázy-2 (Kulkarni et al., 2001), dále i změnami exprese proteinu p16INK4a, p21WAF1/CIP, p27KIP1 (van den Putte et al., 2003), inaktivací tumorsupresorového genu RASSF1A (Kuzmin et al., 2003), TNF-α, β, PCNA (proliferating cell nuclear antigen = PCNA), Skp2 (S-phase dinase associated protein 2 = Skp2), markery angiogeneze, HLA-polymorfismem a mutacemi v HUMARA lokusu na X chromozomu (Mikyšková et al., 2003).
HPV DNA test

HPV je důležitým faktorem pro vznik rakoviny děložního čípku (Heselmeyer-Haddad et al., 2005). Proto byl v počátečních lézích brán za marker a jeho detekce sloužila pro rozlišení lézí s nízkou a s vysokou náchylností k progresi této rakoviny. Bylo zjištěno, že HPV-negativní léze jsou málo náchylné k progresi rakoviny, ale z HPV-pozitivních lézí je pak k progresi vysoce náchylná jen jejich menšina, konkrétně tedy léze pozitivní na vysoce rizikové typy HPV, a to především na HPV-16 a HPV-18. Z toho vyplývá, že specifita takového testu na HPV je velmi malá a tudíž tento test sám o sobě nestačí.
Genetické abnormality u rakoviny děložního čípku
Jelikož HPV DNA testy nestačí, doposud zjištěné genetické abnormality u rakoviny děložního čípku by tedy mohly sloužit jako markery pro predikci progrese tohoto druhého nejčastějšího onkologického onemocnění u žen.

Při studiu progrese rakoviny děložního čípku pomocí metody CGH byly nalezeny chromozomální aberace u relativně malého počtu chromozomů, tedy jen 17 chromozomů bylo postiženo nějakým ziskem nebo ztrátou DNA (Obr. 5). Průměrně byly nalezeny čtyři chromozomální aberace v každém tumoru (Heselmeyer et al., 1996).
Provedené cytologické studie karcinomu děložního čípku ukazují nenáhodný výskyt strukturních změn několika chromozomů, především chromozomu 1, 3, 5, 11, 17 a chromozomu X. Jedná se nejčastěji o deleci krátkého raménka daných chromozomů (Atkin, 1997).

Další analýzou dysplázií a dlaždicobuněčného karcinomu děložního čípku pomocí CGH byly nalezeny aberace v obou těchto případech, tedy v preinvazivních i invazivních. Nejčastěji pozorované zmnožení se týkalo dlouhého raménka chromozomu 3. Tato aberace byla pozorována u 35 % preinvazivních a u 72 % invazivních případů. U invazivních případů byly dále pozorovány zmnožení na chromozomových raménkách 1q (45 %), 8q (41 %), 15q (41 %), 5p (34 %), Xq (34%) a časté ztráty na chromozomových raménkách 3p (52 %), 11q (48 %), 13q (38 %), 6q (38 %) a 4p (34 %) (Kirchoff et al., 1999).
Nedávno provedenou analýzou progrese karcinomu děložního čípku bylo zjištěno, že kromě infekce způsobené HPV je důležitá i specifická chromozomální aneuploidie (Heselmeyer-Haddad et al., 2005). Pomocí techniky CGH byla u více než 85 % případů invazivního karcinomu děložního čípku nalezena specifická nerovnováha genomu, která vyplývá z nárůstu kopií dlouhého raménka chromozomu 3 (Heselmeyer et al., 1997). Tento region na chromozomu 3 obsahuje gen pro RNA složku lidské telomerázy (TERC). Nárůst kopií tohoto regionu na dlouhém raménku chromozomu 3 je pokládán za počátek transformace tkáně a proto představuje vhodný marker pro včasné zjištění rakoviny děložního čípku.
1.1.17 Telomeráza

Funkce telomerázy, tedy ribonukleoproteinu zodpovědného za udržování konců chromozomů, je předmětem studia kvůli souvislosti s rakovinou. Telomeráza se skládá ze dvou hlavních podjednotek přispívajících k její enzymové aktivitě, a to z RNA komponenty hTERC (human telomerase RNA = hTR, stejné jako hTERC) a katalytické podjednotky hTERT (human telomerase reverse transcriptase = hTERT). hTERT má reverzní transkriptázovou aktivitu a hTERC je templátem pro polymerázovou aktivitu enzymu, tedy templátem pro syntézu tandemových repetic (Oikonomou et al., 2006). RNA komponenta lidské telomerázy obsahuje sekvenci 11 nukleotidů, které jsou komplementární k repetitivní telomerické DNA sekvenci (TTAGGG). Telomerázová aktivita byla prokázána ve většině rakovinných tkáních.
Dále bylo zjištěno, že HPV protein E6 vyvolává telomerázovou aktivitu in vitro (Klingelhutz et al., 1996). Proto byly v rakovinných tkáních a stěrech z děložního čípku prováděny detekce nejen HPV infekce, ale i telomerázové aktivity. Ve studii bylo analyzováno 28 vzorků tkáně, a sice 11 vzorků dlaždicobuněčného karcinomu, 2 adenokarcinomu a 13 cytologicky normálních vzorků. Oba vzorky adenokarcinomu vykazovaly telomerázovou aktivitu i infekci HR typem HPV. Ve vzorcích dlaždicobuněčného karcinomu byla telomerázová aktivita detekována v 10 z 11 vzorků. Všech těchto 10 vzorků bylo HPV-pozitivních, avšak jen 7 z nich infikováno některým HR typem HPV. Naproti tomu byla v cytologicky normálních vzorcích telomerázová aktivita detekována pouze v jednom ze 13 vzorků, tento vzorek navíc nevykazoval HPV infekci HR typem. Telomerázová aktivita byla detekována jen u 8 % a exprese hTERC u 85 % cytologicky normálních vzorků. V případě rakoviny děložního čípku byla telomerázová aktivita detekována ve 12 ze 13 vzorků, tedy v 92 % rakoviny děložního čípku, a jeden vzorek ze 13 byl HPV-negativní. Exprese hTERC pak byla detekována ve 100 % případů rakoviny děložního čípku. Je zajímavé, že exprese hTERC byla detekována u cytologicky normálních vzorků, které nevykazovaly telomerázovou aktivitu a že u cytologicky normálních vzorků i u vzorků rakoviny děložního čípku byla častěji detekována exprese hTERC než telomerázová aktivita. Z čehož vyplývá, že telomerázová aktivita je zapotřebí u většiny případů rakoviny děložního čípku, ale ne u všech (Kawai et al., 1998).
1.1.18 Gen hTERC
Kromě infekce HR typy HPV, je pro následnou přeměnu cervikálního dlaždicového epitelu nutné zmnožení kopií chromozomového raménka 3q. Pomocí CGH bylo prokázáno, že 9 z 10 případů invazivní rakoviny děložního čípku vykazuje extra kopie 3q a u třech z těchto případů pak byly tyto extra kopie pozorovány jako amplifikace. Ve dvou případech se jednalo o zmnožení pouze části této oblasti. Nejmenším takovýmto zmnoženým regionem pak byla oblast od 3q24 do 3q28 (Heselmeyer et al., 1996). Oblast dlouhého raménka na chromozomu 3 obsahuje gen hTERC pro RNA složku lidské telomerázy. Zmnožení 3q je považováno za důležité pro progresi dysplázií v invazivní karcinom děložního čípku a bylo proto dále studováno jako optimální genetický marker pomocí interfázní FISH a DNA sond.
2.   Detekce amplifikace genu hTERC 
Téměř všechny případy invazivního karcinomu děložního čípku nesou extra kopie 3q, což vede k přírůstku genu hTERC (Heselmeyer-Haddad et al., 2005). Toto zjištění vedlo k použití techniky FISH a vývoji DNA sondy jako diagnostického nástroje pro přímou detekci amplifikací hTERC v běžných cytologických vzorcích ze stěrů děložního čípku. 
Amplifikace a DNA sonda 

Invazivní karcinom děložního čípku, je stejně jako jiné rakoviny charakterizován nerovnováhou genomu. V tomto konkrétním případě tedy nese extra kopie 3q, které byly často pozorovány jako amplifikace.

Obecně je amplifikace nějakého protoonkogenu výsledkem chyby v regulaci normálního průběhu replikace DNA, jejímž důsledkem je opakovaná replikace protoonkogenového lokusu v průběhu jedné a téže S-fáze. Takto vzniklé dodatečně replikované kopie se pak somatickou rekombinací uspořádají do amplifikačních jednotek o běžné velikosti v rozmezí od 200 do 2000 kb. Zvýšená exprese protoonkogenu je tedy prostým důsledkem zvýšení počtu genů v genomu a vede tedy k jeho nerovnováze. 
Amplifikace je cytogeneticky prokazatelná hybridizací in situ. Proto byla navržena DNA sonda pro FISH. Sonda zahrnuje sadu šesti překrývajících se kopií BAC pokrývajících region o velikosti 839 kb, které obsahují sekvence komplementární k sekvencím hTERC a je proto schopna se na tuto sekvenci navázat. Dále je tato sonda schopna se navázat na centromeru chromozomu 3 a posoudit tak relativní nárůst kopií hTERC k počtu těchto centromer (Obr. 6) (Heselmeyer-Haddad et al., 2003).
Progrese karcinomu děložního čípku

Pomocí metody FISH bylo tedy zkoumáno, jestli zmnožení 3q a zmnožení hTERC mohou předpovědět progresi ze stádií CIN1/CIN2 na CIN3 a invazivní karcinom děložního čípku (Heselmeyer-Haddad et al., 2005). K tomu byla použita již zmíněná DNA sonda a retrospektivní analýzou se zkoumalo 59 již dříve obarvených vzorků ze stěrů od 34 pacientek, samozřejmě s možností zisku dalších vzorků pro porovnání. Výsledky této analýzy pak vedly k rozdělení vzorků do tří skupin.

První skupina zahrnovala vzorky CIN1/CIN2 lézí, které se později vyvinuly v CIN3. Tato skupina byla označena za „progresory“. K „progresorům“ bylo konkrétně zařazeno 12 žen, u kterých tedy byla počáteční diagnóza CIN1 nebo CIN2 a jejichž vzorky odebrané v období po dvou měsících až dvou letech od počáteční diagnózy, odhalily přeměnu na CIN3. Proto byly vzorky této skupiny použity pro zjištění, jestli CIN1 a CIN2 léze, které se později vyvinou v CIN3 léze, už v počátku nesou extra kopie 3q.

Do druhé skupiny byly zařazeny vzorky CIN1/CIN2 lézí, které se samovolně navrátily do cytologicky normálního stavu a byly proto označeny za „regresory“. K „regresorům“ bylo tedy zařazeno 10 pacientek, u kterých byla počáteční diagnóza CIN1 nebo CIN2 a jejichž následné vzorky ze stěrů odebraných o několik měsíců až o dva roky později, byly již cytologicky normální. Byla proto vyslovena hypotéza, že CIN1 a CIN2 léze v této skupině neobsahují zmnožení 3q. 

Do třetí skupiny pak byly zařazeny vzorky původně cytologicky normální, které se následně vyvinuly v CIN3 nebo v karcinom děložního čípku. Tato poslední skupina zahrnuje 12 pacientek, u kterých byla počáteční diagnóza cytologicky normální stav. Avšak v průběhu tří let od počáteční diagnózy se u 11 z těchto pacientek vyvinuly CIN3 léze a pouze u jedné z nich pak karcinom. Proto bylo u této skupiny cílem zjistit, jestli některé původně cytologicky normální stěry už neobsahovaly zmnožení 3q a proč původní cytologické vyšetření neodhalilo aberantní buňky.
Následující údaje této retrospektivní analýzy nasvědčují tomu, že zmnožení 3q je nezbytné pro přeměnu z CIN1/CIN2 na CIN3, a že tedy předpovídá progresi karcinomu děložního čípku.
2.1.1 Výsledky retrospektivní analýzy
Retrospektivní analýzou pomocí techniky FISH bylo zjištěno, že ve skupině „progresorů“ 9 z 12 pacientek vykazovalo různé množství extra kopií 3q (Obr. 7B), 2 vykazovaly tetraploidii lézí a 1 nebyla určena. Navíc ze stěrů pořízených pro původní diagnózu, tedy CIN1 nebo CIN2, bylo 7 z 12 pacientek také pozitivní pro zmnožení 3q, z čehož vyplývá, že CIN1/CIN2 léze jsou více náchylné k progresi pokud nesou extra kopie 3q. Zbylých 5 pacientek vykazovalo tetraploidii lézí.
Ve skupině „regresorů“ vykazovalo 7 z 10 pacientek diploidii a 3 tetraploidii lézí (Obr. 7A). Žádný ze vzorků těchto pacientek nenesl extra kopie 3q. Což naznačuje, že CIN1/CIN2 léze, které se spontánně přemění zpět na cytologicky normální, nenesou zmnožení hTERC. Zde je také důležité říct, že přestože žádný ze vzorků pacientek této skupiny nenesl extra kopie 3q, tak 3 z lézí byly tetraploidní a tudíž tetraploidie sama o sobě není dostačující změnou genomu pro progresi tohoto onemocnění. Proto kvantitativní měření obsahu DNA není dostačující diagnostickou metodou v cervikální cytologii (Sudbo et al., 2001).
Ve třetí skupině pak 11 z 12 pacientek s diagnózou CIN3 nebo karcinomu děložního čípku vykazovalo extra kopie 3q a 1 pacientka pak tetraploidní léze. Zajímavé je, že 4 z těchto 12 pacientek vykazovaly v původních cytologicky normálních stěrech zmnožení 3q (Obr. 7D). Proto by detekce extra kopií genu hTERC mohla být specifickým markerem cytologicky normálních stěrů získaných od žen, které jsou náchylné pro progresi CIN3 nebo invazivního karcinomu (Heselmeyer-Haddad et al., 2005).
Je zajímavé, že pozorované 3q-pozitivní CIN3 léze i jejich CIN1/CIN2 prekurzory naznačují, že jednou ustavená aneuploidie zůstává zachována i během progrese onemocnění. 
Klasický cytologický screening je málo senzitivní a jsou tedy časté nejasné výsledky. Navíc při klasické cytologické analýze může dojít k přehlédnutí dysplastických lézí a proto je tedy specifické zmnožení v genomu předcházející patrným fenotypovým změnám důležitým markerem.
Statisticky je navíc doloženo, že u pacientek s tetraploidními buňkami ve stěrech, má tetraploidie souvislost s progresí onemocnění. Dále pak, že u pacientek nesoucích extra kopie 3q v závislosti na diploidii nebo tetraploidii, mají extra kopie 3q také souvislost s progresí onemocnění. Navíc bylo doloženo, že u pacientek vykazujících buď jen zmnožení 3q nebo jen tetraploidii lézí, existuje souvislost mezi extra kopiemi 3q a vznikem karcinomu děložního čípku. Proto se předpokládá, že u 52-96 % pacientek nesoucích buď extra kopie 3q nebo tetraploidní léze nastane progrese onemocnění. Tetraploidie sama o sobě není dostačujícím markerem progrese onemocnění. Avšak tetraploidie zároveň s extra kopiemi 3q je velmi dobrým markerem a to i lepším než jen samotné extra kopie 3q.
Závěr
Rakovina děložního čípku je druhým nejčastějším onkologickým onemocněním u žen na celém světě. Cytologická vyšetření mají význam pouze při jejich častém a pravidelném provádění na návštěvách u gynekologa. Větší význam pak mají ve vývojových zemích, kde není jiná možnost vyšetření (Schingleton et al., 1995). Přesto je klasický cytologický screening do jisté míry limitující svou nízkou senzitivitou a relativně častými chybnými výsledky. Proto je pro včasnou diagnostiku, prevenci a léčbu nutné se zaměřit na poznání molekulární patologie cervikálních lézí a především na prediktivní markery onkogenní transformace buněk.

Přestože byla DNA HR typů HPV detekována ve většině případů vyšších stádií dysplázií a u karcinomu děložního čípku, není specifickým markerem, protože nezanedbatelná část žen s normální děložní sliznicí je také pozitivní pro HR typy HPV. HPV DNA testy byly doporučeny jako doplněk k cytologii v případě atypických skvamózních buněk neurčitého významu (atypical squamous intraepithelial cells of undetermined significance = ASCUS), přestože specifita tohoto testu pro klinicky významné onemocnění děložního čípku je nízká. Četné studie pak vyhodnotily telomerázu jako marker dysplázií s potencionálním využitím jako doplňku cytologie. Avšak detekce telomerázy v cytologických vzorcích je jen středně senzitivní a není specifická u případů CIN2/CIN3 a HSIL, protože její aktivita byla detekována i u 6 % vzorků negativních pro tyto cytologické abnormality (Jarboe et al., 2004). Telomeráza byla sice detekována u většiny případů vyšších stádií dysplázií a u karcinomu děložního čípku, avšak technická i praktická omezení mají za následek vysoký podíl falešně negativních výsledků. Proto telomeráza není vhodným markerem, i když technické zlepšení metod detekce telomerázy v budoucnu teoreticky může napomoct využívání telomerázy jako diagnostického markeru.
Z výsledků zmiňované retrospektivní analýzy je nutné zdůraznit, že u 7 z 12 pacientek zařazených do první skupiny tzv. „progresorů“, nesly vzorky odebrané pro stanovení počáteční diagnózy CIN1 nebo CIN2 zmnožení 3q a vzorky všech dvanácti pacientek pak nesly zmnožení hTERC. Naproti tomu žádný vzorek od pacientek ze skupiny tzv. „regresorů“ nenesl zmnožení 3q. A tak přesto, že je vybraná populace pro tuto analýzu omezená, nabízí se vzájemná souvislost mezi přítomností zmnožení 3q a cytologickou progresí a naopak mezi absencí zmnožení 3q a cytologickou regresí rakoviny děložního čípku (Heselmeyer-Haddad et al., 2005). Tato hypotéza byla potvrzena a z této souvislosti pak vyplynuly další skutečnosti, a sice, že zmnožení 3q může nastat jak u diploidního, tak u tetraploidního genomu. Z čehož vyplývá, že další používaná metoda, a sice kvantitativní měření obsahu DNA není dostačující diagnostickou metodou v cytologii (Sudbo et al., 2001). Navíc přestože všechny vzorky od pacientek ze skupiny tzv. „regresorů“ vykazovaly absenci zmnožení 3q, vzorky 3 pacientek vykazovaly tetraploidii lézí. Tudíž tetraploidie není sama o sobě dostačující pro progresi karcinomu děložního čípku.
Zlepšení terapeutických výsledků lze tedy dosáhnout zvýšením diagnostiky časných stádií rakoviny děložního čípku. Prognóza onemocnění závisí sice na jeho pokročilosti, ale je ovlivněna i dalšími faktory jako je HPV-pozitivita na vysoce rizikové typy. HPV je hlavním etiopatologickým činitelem rakoviny děložního čípku a přenos infekce nastává při sexu, ale může dojít i k nesexuálnímu a perinatálnímu přenosu. HPV infekci se dá zabránit například odkladem časného zahájení sexuálního života, sexuální abstinencí, monogamií a používáním kondomů. Toto ovšem jen sníží riziko vzniku samotné infekce a nezabrání ji zcela. Perspektivní je proto očkování mladých dívek profylaktickou vakcínou a vývoj tzv. kombinovaných vakcín, které jsou kombinací terapeutických a profylaktických vakcín a mohly by tak působit nejen preventivně, ale i způsobovat regresi již vytvořených lézí (Schiller et al., 2006). V současnosti se však používají hlavně profylaktické vakcíny. V zemích Evropské unie je to kvadrivalentní vakcína od firmy Merck s názvem Silgard®. Tato vakcína je 100% účinná v prevenci CIN a pohlavních bradavic způsobených HPV-6/11/16/18. Program HPV vakcinace je tak zaměřen na snížení úmrtnosti na rakovinu děložního čípku.
Ovšem HPV-16 a HPV-18 jsou příčinou jen asi 70 % rakoviny děložního čípku (Koutsky et al., 2006). Proto je u již vzniklých počátečních stádií dysplázií, ale i u cytologicky normálních stěrů nutné se zaměřit na detekci takového markeru, který naznačuje možný vznik rakoviny děložního čípku, tedy progresi onemocnění. Vhodným genetickým markerem by pro tyto účely mohlo být zmnožení oblasti dlouhého raménka chromozomu 3, konkrétně zmnožení genu hTERC. Tento screening je možno provádět pomocí techniky FISH jako doplněk ke klasickému cytologickému screeningu, čímž se zvýší senzitivita těchto testů a sníží se riziko chybné diagnózy. Což do budoucna může přinést včasné zjištění rakoviny děložního čípku a tedy záchranu životů mnoha žen.
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Obrázek 1: Schéma genomu HPV (Muñoz et al., 2006). 
Toto schéma ukazuje uspořádání tzv. časných genů (E1, E2, E4-E7), kapsidových genů (L1, L2) a nekódující oblasti (URR) v genomu HPV.
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Obrázek 2: Rozšíření HPV infekce podle typu a oblasti (Clifford et al., 2005). 
Výskyt HPV byl nejvyšší v oblasti Subsaharské Afriky a naopak nejnižší v Evropě. Vysoce rizikový typ HPV-16 se nejčastěji vyskytuje ve všech oblastech s výjimkou Subsaharské Afriky. Další nejčastější vysoce rizikové typy pak byly: HPV-33 a HPV-56 v Asii, HPV-58 v Jižní Americe a HPV-31 v Evropě.
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Obrázek 3: Věkově standardizované rozšíření různých typů HPV v různých oblastech světa (Clifford et al., 2005).
Velká část HPV-pozitivních žen z oblasti Evropy a Jižní Ameriky byla infikována HPV-16, naproti tomu ženy z oblasti Subsaharské Afriky byly více náchylné k infekci jinými vysoce rizikovými typy. V oblasti Asie pak bylo procento HPV-pozitivních žen infikovaných HPV-16 jen průměrné. 
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Obrázek 4: Model kapsidu papilomaviru, virové částečky a VLP (Stanley et al., 2006).

(A) Model kapsidu papilomaviru. Rozetové struktury (označené šipkou) jsou pentamery skládající se každý z pěti molekul L1; jedna molekula L2 zapadá do prohlubně uprostřed každého pentametru. (B) Virové částečky. Plné (obsahující DNA) a prázdné částečky papilomaviru je na obrázku možné snadno rozlišit. (C) VLP. HPV-16 L1 viru podobné částečky (VLP) vyrobené pomocí exprese HPV-16 L1 v baculoviru. Exprimovaný L1 protein se přirozeně složí do prázdného kapsidu nebo VLP, které jsou morfologicky podobné prázdným virovým částečkám na obrázku (B).
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Obrázek 5: Genetické abnormality detekované pomocí techniky CGH u karcinomu děložního čípku (Heselmeyer et al., 1996).
Obrázek je shrnutím genetických abnormalit nalezených u 10 pacientek s diagnózou karcinomu děložního čípku. Svislé čáry na levé straně daného chromozomu představují ztrátu

 genetického materiálu, naopak svislé čáry na pravé straně představují na daném chromozomu zisk genetického materiálu. Čísla uvedená pod jednotlivými svislými čarami označují číslo dané pacientky v dané studii a je tak patrné k jakým chromozomovým změnám došlo u dané pacientky. Tučně zvýrazněné čáry pak představují velmi zvýšený počet kopií dané oblasti. Obecně pak u 9 z 10 pacientek byl zjištěn zisk v oblasti dlouhého raménka chromozomu 3, konkrétně se pak jedná o oblast od 3q24 do 3q28.
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Obrázek 6: Konstrukce DNA sondy pro vyšetření chromozomu 3 od firmy Vysis, Inc./Abbott Laboratories (Heselmeyer-Haddad et al., 2005; upraveno).
Tato DNA sonda pro vyšetření chromozomu 3 se skládá ze dvou sond, CEP3 a TERC. Sonda CEP 3 se navazuje na centromeru chromozomu 3, sonda TERC se navazuje na oblast genu hTERC. Tyto sondy umožňují vizualizaci relativního nárůstu kopií hTERC k počtu centromer v buňce.
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Obrázek 7: Detekce genu hTERC pomocí specifické DNA sondy technikou FISH (Heselmeyer-Haddad et al., 2005).
A: Tento vzorek byl diagnostikován jako CIN1 a daná pacientka tedy zařazena do skupiny tzv. regresorů. Je zde patrné, že morfologicky podezřelé buňky nenesou extra kopie 3q a tedy každá buňka obsahuje jen dvě jeho kopie (dva žluté signály). B: Daný vzorek byl diagnostikován CIN2 a pacientka zařazena do skupiny tzv. progresorů. Je zde vidět, že buňky nesou extra kopie genu hTERC (3 a více žlutých signálů). C: Původně byla diagnóza pacientky CIN2, ale vzorky z pozdějšího stěru byly cytologicky normální, takže daná pacientka byla zařazena do skupiny tzv. regresorů. Avšak následující vzorky stěrů byly diagnostikovány jako CIN2 a později dokonce i CIN3, proto byla tato pacientka přeřazena do skupiny tzv. progresorů a na tomto vzorku je taky patrné, že buňky nesou extra kopie genu hTERC. D: Tento vzorek byl několikrát označen jako cytologicky normální, přesto u pacientky došlo k progresi onemocnění po 28 měsících, diagnóza tedy je CIN3 a pacientka byla zařazena do třetí skupiny. Na vzorku je patrné, že buňky nesou 4 a někdy i 5 kopií genu hTERC (4 a více žlutých signálů).
	Group
	HPV types

	Established high-risk
	16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59

	Probably high-risk
	26, 53, 66, 68, 73, 82

	Established low-risk
	6, 11, 40, 42, 43, 44, 54, 61, 70, 72, 81, CP6108


Tabulka 1: Epidemiologická klasifikace HPV typů (Muñoz et al., 2006).

V této tabulce jsou uvedeny vysoce rizikové, nízce rizikové a pravděpodobně vysoce rizikové typy HPV.
	TNM
	FIGO
	

	Categories
	Stages
	

	TX
	
	Primary tumour cannot be assessed

	T0
	
	No evidence of primary tumour

	Tis
	0
	Carcinoma in-situ (preinvasive carcinoma)

	T1
	I
	Cervical carcinoma confined to uterus (extension to corpus should be disregarded)

	T1a
	IA
	Invasive carcinoma diagnosed only by microscopy. All macroscopically visible lesions — even with superficial invasion — are T1b/Stage IB

	T1a1
	IA1
	Stromal invasion no greater than 3.0 mm in depth and 7.0 mm or less in horizontal spread

	T1a2
	IA2
	Stromal invasion more than 3.0 mm and not more than 5.0 mm with a horizontal spread 7.0 mm or less

	T1b
	IB
	Clinically visible lesion confined to the cervix or microscopic lesion greater than T1a2/IA2

	T1b1
	IB1
	Clinically visible lesion 4.0 cm or less in greatest dimension

	T1b2
	IB2
	Clinically visible lesion more than 4 cm in greatest dimension

	T2
	II
	Tumour invades beyond uterus but not to pelvic wall or to lower third of the vagina

	T2a
	IIA
	Without parametrial invasion

	T2b
	IIB
	With parametrial invasion

	T3
	III
	Tumour extends to pelvic wall, involves lower third of vagina, or causes hydronephrosis or non-functioning kidney

	T3a
	IIIA
	Tumour involves lower third of vagina, no extension to pelvic wall

	T3b
	IIIB
	Tumour extends to pelvic wall or causes hydronephrosis or non-functioning kidney

	T4
	IVA
	Tumour invades mucosa of bladder or rectum or extends beyond true pelvis

	M1
	IVB
	Distant metastasis


Tabulka 2: FIGO a TNM klasifikace (http://screening.iarc.fr/atlasclassiftnm.php).
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