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Abstrakt

Katalytické polypeptidy podobné enzymu, ktery upravuje mRNA pro apolipoprotein B (APOBEC) jsou
rodina evolu¢né konzervovanych cytidin deaminaz se schopnosti vazby a modifikace RNA a/nebo
ssDNA. APOBEC1-4 zastavaji v burikach radu funkci. Zastupci podrodiny APOBEC3 zpUsobuji restrikci
cizorodych nukleovych kyselin, retrotranspozonu a vir(i, véetné lidskych papilomavird (HPV), a mohou
prispét k vycisténi infekce. Urcité HPV jsou oznacovany jako onkogenni viry, jelikoz jsou schopné
prostfednictvim onkoproteinl E5, E6 a E7 indukovat imortalizaci a transformaci bunék epitelu. E6 a E7
mohou také navodit transkripci ¢i branit degradaci nékterych APOBEC3. Dochazi tak k navySovani jejich
hladin v burikdch. APOBEC3 pUsobi rovnéz jako bunécné mutatory, jelikoZ mohou béhem replikace i
transkripce katalyzovat deaminace na docasné vzniklé ssDNA. Deregulace APOBEC3 zpUsobend
onkoproteiny mlize k mutagenezi pfispét. Tato bakalarska prace se zabyva proteiny APOBEC, jejich
aktivaci a funkci béhem HPV indukované karcinogeneze a zejména rozsahem a dlisledky APOBEC3

mutaci.

Klicova slova: APOBEC, mutageneze, papilomavirus, onkoproteiny, karcinogeneze

Abstract

Apolipoprotein B mRNA editing enzyme, catalytic polypeptide (APOBEC) are a family of evolutionarily
conserved cytidine deaminases with the ability to bind and modify RNA and/or ssDNA. APOBEC1-4
have a number of functions in cells. Members of the APOBEC3 subfamily cause restriction of foreign
nucleic acids, retrotransposons and viruses, including human papillomaviruses (HPV), and may
contribute to the clearance of infection. Certain HPVs are referred to as oncogenic viruses because of
their ability to induce immortalization and transformation of epithelial cells via E5, E6 and E7
oncoproteins. E6 and E7 can also induce transcription or inhibit degradation of some APOBEC3. This
results in an increase in their levels in cells. APOBEC3 also act as cellular mutators, as they can catalyze
deaminations on transiently produced ssDNA during replication or transcription. Deregulation of
APOBEC3 caused by oncoproteins may contribute to mutagenesis. This bachelor thesis focuses on
APOBEC proteins, their activation and function during HPV-induced carcinogenesis, and in particular

the extent and consequences of APOBEC3 mutations.
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Pouzité zkratky

Zkratka vyznam (anglicky) vyznam (Cesky)

AAV adeno-associated virus adeno asociovany virus

AID activation induced deaminase aktivaci indukovana cytidin deaminaza

ApoB apolipoprotein B apolipoprotein B

APOBEC apolipoprotein B mRNA editing katalytické polypeptidy podobné enzymu, které
enzyme, catalytic polypeptide upravuje mRNA pro apolipoprotein B

BER base-excision repair bazova excizni oprava

BORF2 ribonucleoside-diphosphate velka podjednotka ribonukleosid-difosfat
reductase large subunit reduktdzy

BS1 superagonistic tetravalent bispecific  tatravalentni bispecificka protilatka
antibody

ccC cervical carcinoma cervikalni karcinom

CIN cervical intraepithelial neoplasia cervikalni intraepitelidlni neoplazie

CccDNA covalently closed circular DNA kovalentné uzaviend kruhova DNA

CDA cytidin deaminase domain cytidin deaminazova doména

doména

DNA deoxyribonucleic acid deoxyribonukleova kyselina

DREAM dimerization partner, RB-like, E2F dimerizacni partner, RB, E2F a multivulvarni

komplex and multi-vulvar class B complex tfida B

cDNA complementary DNA komplementarni DNA

dsRNA double-stranded ribonucleic acid dvouvldknova ribonukleova kyselina

E early casny

EBV Epstein-Barr virus virus Epstein-Barrové

EIAV equine infectious anemia virus virus infekéni anémie koni

EGFR epidermal growth factor receptor receptor pro epidermalni rlistovy faktor

HBV hepatitis B virus virus hepatididy B

HCMV human cytomegalovirus lidsky cytomegalovirus

HIV human immunodeficiency virus virus lidské imunitni nedostatecnosti

HLA | human leucocyte antigen hlavni histokompatibilni komplex

HNSCC head and neck squamous cell spinoceluldrni karcinom hlavy a krku
carcinoma

HPV human papillomaviruses lidské papilomaviry

HR HPV high risk human papillomavirus vysoce rizikové lidské papilomaviry

HSV-1 herpes simplex virus virus herpes simplex 1

hTERT human telomerase reverse lidska telomerazova reverzni transkriptdza
transcriptase

HTLV-1 human T-lymphotropic virus 1 T-lymfotropni virus 1

IFN interferon interferon

IFNAR interferon-a receptor Interferonovy a receptor

JAK kindza  Janus kines Janusova kindaza

L late pozdni



LCR long control region kontrolni oblast

LINE long interspersed nuclear elements dlouhé rozptylené jaderné elementy

LR HPV low risk human papillomaviru nizce rizikové lidské papilomaviry

LTR long terminal repeat dlouhé termindlni repetice

LTBR lymphotoxin B receptor lymfotoxinovy receptor B

MAVS mitochondrial antiviral-signaling mitochondridlni antivirovy signdlni protein
protein

NF-kB nuclear factor kB jaderny faktor kB

MLV murine leukemia viruses virus mysi leukémie

NGF nerve growth factor nervovy rlstovy faktor

OPC oropharyngeal cancer karcinom orofaryngu

ORF open reading frame otevfeny Cteci rdmec

PAMP pathoge-associated molecular molekuldrni struktury typické pro patogenni
patterns mikroorganismy

PIK3CA phosphatidylinositol-4,5- fosfatidylinositol-4,5-bisfosfat-3-kindza,
bisphosphate 3-kinase, catalytic katalyticka podjednotka alfa
subunit alpha

PKCa protein kinase C a protein kindza C a

pro-IL-1R interleukin 1 receptor antagonist antagonista receptoru pro IL-1

pRb retinoblastoma protein retinoblastomovy protein

PRR pattern recoginition receptors specifické receptory rozpoznavajici patogen

PV Papillomaviruses Papilomaviry

RIG-I retinoic acid-inducible gene | gen | indukovany kyselinou retinovou

RNA ribonucleic acid ribonukleova kyselina

S-faze synthesis phase synteticka faze

SINE short interspersed nuclear elements  kratké rozptylené jaderné elementy

SIV simian immunodeficiency virus virus opic¢i imunodeficience

Siv Sendai virus Sendai virus

ssDNA single-stranded DNA jednovlaknova deoxyribonukleova kyselina

ssRNA single-stranded RNA jednovlaknova ribonukleova kyselina

STAT2 signal transducer and activator prenasec signalu a aktivator transkripce
of transcription 2

TLR toll-like receptor receptor podobny proteinu toll

TEAD TEA domain family member ¢len rodiny domén TEA

TP53 tumor protein 53 nadorovy protein 53

Vif viral infectivity factor virovy infekéni faktor

YAP yes-associated protein protein asociovany s YES

ZDD zinc-dependent deaminase na zinku zavisly deaminazovy sekvencni motiv
sequence motif

ZNF384 zinc-finger 384 zinkovy prst 384




1 Uvod

APOBEC3 (katalytické polypeptidy podobné enzymu, ktery upravuje mRNA pro
apolipoprotein B — podrodina 3) jsou podrodina konzervovanych cytidin deaminaz tvorena Sesti ¢leny.
APOBEC3 katalyzuji deaminace cytosinG za vzniku uracilu v RNA a ssDNA substratech v
trinukleotidovych 5’-TCN-3’ sekvencich (T = thymin, C = cytosin a N = libovolna baze). Pozornost si
plvodné ziskaly pro svou ulohu ve vrozené imunité a byly hojné zkoumany napfiklad v souvislosti s
restrikci infekce virem HIV-1 & uml€ovanim retrotranspozice. Zasadni zména v jejich vyzkumu nastala
se zjisténim, Ze urcité mutace (oznacované jako mutacni znaky 2 a 13) odpovidaji mutacim
indukovanym APOBEC3 (Roberts et al., 2013). Byly identifikovany v nddorech, v nékterych ptipadech

predstavovaly aZz 68 % mutaci ve vzorcich.

V soucasné dobé ma 12-20 % malignit virovou etiologii (shrnuto White et al., 2014). Viry indukujici
imortalizaci a transformaci jsou oznacovany jako onkogenni. Patfi mezi né naptiklad virus hepatitidy B
(HBV), virus Epstein-Barrové (EBV) nebo vysoce rizikové lidské papilomaviry (HR HPV). Tyto viry maji
schopnost manipulovat s kontrolnimi mechanismy bunééného cyklu a unikat imunitnimu dozoru, coz

spoleéné s dlouhodobou perzistenci pfispiva k procesim nadorové transformace burky.

HPV infikuji bazalni buriky epitelu a prostfednictvim onkoproteinll E5, E6 a E7 zasahuji do vyse
jmenovanych bunéénych déjd. Témér vyhradné jsou HPV spojeny s cervikalnimi karcinomy (CC), ale
také dalSimi malignitami v anogenitalni oblasti a spinoceluldarnimi karcinomy hlavy a krku (HNSCC)
(shrnuto Hareza et al., 2022; Riva et al., 2021). Exprese APOBEC3 je pfirozenou reakci na virovou infekci
ajejich hladina je béhem HPV indukované karcinogeneze zvysena. Deamindzy ovSem cili nejen na virus,
ale i na bunécny genom, jehoZ Useky se béhem replikace ¢i transkripce docasné vyskytuji ve formé
ssDNA. Za normdlnich okolnosti jsou mutace opraveny mechanismem bazové excizni reparace (BER).
Hladiny APOBEC3, respektive deaminaz APOBEC podrodiny 3A a 3B (A3A, A3B) jsou vsak dale
navySovany mechanismy realizovanymi onkoproteiny E6 a E7. Bunécné reparacni mechanismy
nemuseji vSechny vzniklé mutace opravit, a pravé mutace indukované A3A a A3B Ize v bunécném

genomu zaznamenat nejcastéji.

Tato bakalarska prace se zabyva molekuldarnimi mechanismy aktivace a funkce APOBEC3 v HPV

pozitivnich karcinomech, ale i vlivem jejich mutagenni aktivity na pribéh karcinogeneze ¢i progndzu.



2 APOBEC cytidin deaminazy

Katalytické polypeptidy podobné enzymu, ktery upravuje mRNA pro apolipoprotein B
(apolipoprotein B mRNA editing enzyme, catalytic polypeptide APOBEC) jsou skupina evoluc¢né
konzervovanych cytidin deamindz. VétSina znich ma schopnost navozovat mutace v RNA a
jednovlaknové DNA (single strand DNA, ssDNA) deaminaci cytosinu za vzniku uracilu (shrnuto Petljak
and Maciejowski, 2020). Charakteristickym motivem pro pUsobeni APOBEC jsou trinukleotidové
5’-TCN-3’ sekvence (T = thymin, C = cytosin a N = libovolna baze). APOBEC zde mohou zpUsobovat
nukleotidové tranzice (substituce cytosinu na thymin) nebo transverze (substituce cytosinu na guanin
nebo adenin). Tranzice se odehravaji zejména béhem replikace, transverze jsou pak disledkem bazové
excizni reparace (base-excision repair, BER).

Mezi zastupce rodiny APOBEC patfi APOBEC1-4 a aktivaci indukovand cytidin deaminaza
(activation induced deaminase, AID) (shrnuto Salter et al., 2016; Warren et al., 2017). APOBEC1 byl
prvnim identifikovanym enzymem a podle jeho funkce je pojmenovana celd skupina. Edituje cytosin
na uracil v mRNA apolipoproteinuB (apoB), diky ¢emuz vznikaji dvé formy proteinu apoB. Deaminacni
aktivita AID umoznuje hypermutaci a izotypovy presmyk imunoglobulinovych gen, diky tomu pak B-
lymfocyty produkuji obrovské spektrum protilatek. Tento zfejmé evoluéné nejplvodnéjsi APOBEC je
tak nepostradatelny pro adaptivni imunitu. Deamindzy APOBEC2 a APOBEC4 jsou nejméné studované
vzhledem k nespecifickému fenotypovému projevu jejich exprese. Vime napfiklad, Ze APOBEC4 je
schopen zesilovat replikaci viru lidské imunitni nedostate¢nosti 1 (human immunodeficiency virus 1,
HIV-1) a APOBEC2 je zfejmé nezbytny pro vyvoj svalové tkané, nicméné ani u jednoho z nich nebyla
prokdzana deaminacni aktivita.

APOBEC3 je podrodina, kterd sestava ze ¢lenll oznacovanych A, B, C, D, F, G (A3A, A3B, A3C, A3D,
A3F a A3G) hrajicich klicovou roli ve vrozené imunitni odpovédi. VSechny deaminazy APOBEC3 maji
schopnost zplsobovat restrikci retrotranspozond, retrovirll a DNA vir(l zejména skrz tvorbu mutaci
béhem virové reverzni transkripce a replikace (shrnuto Maiti et al., 2021). Rozsahla data, zejména
z posledni dekady, navic implikuji jejich potencidlni roli v karcinogenezi. Zda se, ze APOBEC3 mohou
zpUsobovat hypermutace i v bunééném genomu, a to do takové miry, Ze by bylo mozné je povazovat,
spolecné s transpozony, za jedny z nejvyznamnéjsSich endogennich mutatord (shrnuto Petljak and
Maciejowski, 2020). Pro APOBEC3 jsou charakteristické kombinace mutaci oznacované jako mutacni
znaky 2 a 13. Mutacni znak 2 vznika tranzici a mutacni znak 13 transverzi. Oba jsou rozsifené napfic
nejriznéjsimi druhy nadora a byly identifikovany jako jedny z nejcastéjsich u nddort délozniho ¢ipku,

hlavy a krku, mocového méchyfre, plic a jicnu.



2.1 Struktura APOBEC3 a funkce cytidin deaminazové domény

Hlavnim katalytickym centrem APOBEC3 je na zinku zavisly deaminazovy sekvenéni motiv (zinc-
dependent deaminase sequence motif, ZDD) nachazejici se v a-B-a supra sekundarni strukture, jez je
soucasti vysoce konzervativni cytidin deaminazové domény (cytidin deaminase domain, CDA) (shrnuto

Salter et al., 2016).

ZDD obsahuje jeden Z* iont koordinovany s histidinem a cysteinem, které jsou soucasti
(H/C) = (A/V) — E-X24.30—P—C—X>—C konsensus sekvence (shrnuto Maiti et al., 2021). Déle je koordinovan
s molekulami vody, které se nachdzi v aktivnim centru. Jak je vidét na obrazku 1, katalytické centrum
obklopuji smycky. Ty jsou specifické pro jednotlivé APOBEC3 a z jejich délky, upofadani a prostorové

orientace vyplyva konkrétni funkce a substratova specificita APOBEC3.

Obrazek 1: Model krystalové struktury katalytické cytidin deaminazové domény (cytidin deaminase domain,
CDA) v C-termindlni oblasti APOBEC3F (A3F, katalyticky polypeptid podobny enzymu, ktery upravuje mRNA pro
apolipoprotein B — podrodina 3F). CDA doména je tvofena a—p—a supra sekundarni strukturou (modfe a Sedé) a
smyckami (Cervené) variabilnimi v délce, usporadani a prostorové orientaci. Na zinku zavisly deamindazovy
sekvencéni motiv (zinc-dependent deaminase sequence motif, ZDD) koordinuje histidinem a cysteinem (oba

zelené) iont zinku (fialové). Pfevzato (Salter et al., 2016)

Dalsim spole¢nym znakem APOBECS3 je pritomnost CDA katalytické domény na C-konci. A3B,
A3D, A3F a A3G disponuji jesté N-termindlni CDA doménou, kterd je ovsem pouze pseudokatalyticka
a neni schopna deaminace, ma vsak zachované jednovlaknové RNA (single strand RNA, ssRNA) vazebné
vlastnosti a v pfipadé A3G vaze také DNA (shrnuto Maiti et al., 2021). Interakce domén s ssDNA je

fizena pres uzké Zlabky na povrchu proteinu, vedouci az k ZDD. Ve Zlabcich se nachazi aminokyseliny



s kladné nabitymi bazickymi nebo aromatickymi zbytky, které stabilizuji interakci se zaporné nabitym

substratem (shrnuto Salter et al., 2016).

Mechanismus deaminace je zaloZen na strukturnich studiich bakteridlnich a kvasinkovych
deaminaz (shrnuto Siriwardena et al., 2016). Katalyticky glutamin deprotonuje molekulu vody, ¢imz
vznikd hydroxidovy iont. Ten atakuje NH; skupinu, kterd je v pozici Ctyfi na cytosinu. Z nestabilniho
meziproduktu se uvolfiuje NH3 molekula a vznika uracil. Schématické znazornéni tohoto procesu je na

obrazku 2.

cytidin uridin
NH, HO, NH; 0
\N \_/ NH

| -

L, L

’\/I\/\

DNA/RNA DNA/RNA

Obrazek 2: Schématické znazornéni priibéhu deaminace cytosinu na uracil katalyzované APOBEC (katalytické
polypeptidy podobny enzymu, ktery upravuje mRNA pro apolipoprotein B). Pfevzato a upraveno (Gao et al,,

2018)

2.2 Regulace exprese APOBEC3

Ancestralni geny pro APOBEC3 prosly mnoha duplikacemi a fuzemi, v disledku ¢ehoz je tato
podskupina naptic¢ obratlovci znaéné variabilni, a tak se napfiklad u hlodavcd nebo prasat setkdme
pouze s jednim genem, zatimco primati disponuji sedmi, véetné ¢lovéka. Geny pro lidské A3 jsou
uloZeny v genovém klastru na chromozomu 22 a jejich produkty jsou A3A, A3B, A3C, A3D, A3F, A3G a
A3H (shrnuto Salter et al., 2016).

APOBEC3 jsou exprimovany v rGznych hladindch zejména imunitnimi burikami jako jsou CD4+
a CD8+ T-lymfocyty, B-lymfocyty a buriky myeloidni (shrnuto Covino et al., 2018). Podle lokalizace
v bunécnych kompartmentech rozliSujeme APOBEC3, které mohou byt lokalizovany jak v cytoplazmé,
tak vjadre, mezi ty patfi A3A, A3C a A3H. Ddle se mlizeme setkat s vyhradné cytoplazmatickymi
APOBEC3, kterymi jsou A3D, A3F a A3G. Zbyvajici A3B se nachdzi pouze v jadre. S APOBEC3 se setkdme
v nékterych lymfatickych orgdnech, jako je napfiklad slezina, pfipadné i v tkanich organa bez imunitni
funkce, jakou jsou napfiklad plice. V posledni fadé mohou byt produkovany i neimunitnimi bunkami, a
to napriklad v hepatocytech ¢i keratinocytech. Ve vétsiné jmenovanych bunék jsou APOBEC3

exprimovany trvale, nicméné ke stimulaci exprese APOBEC3 muZe dojit dvéma na sobé zcela
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nezavislymi mechanismy, a to prostfednictvim pUsobeniinterferon (IFN) nebo v reakci na genotoxicky

stres (Oh et al., 2021).

2.2.1 Exprese fizena interferony

K produkci IFN dochdzi v reakci na molekularni struktury typické pro patogenni mikroorganismy
(pathogen-associated molecular patterns, PAMP), které jsou rozpoznavany prostirednictvim
specifickych patogen rozpoznavajicich receptorll (pattern recoginition receptors, PRR) (shrnuto Covino
et al., 2018). PRR nezbytné pro detekci virové infekce jsou napfiklad TLR (toll-like receptor), RIG-I
(retinoic acid-inducible gene 1) receptory nebo cytoplasmatické senzory virové DNA

Nasledné signdlni drahy vedouci k aktivaci exprese jednotlivych APOBEC3 jsou realizovany
prostfednictvim IFN typu | (shrnuto Covino et al., 2018). V pripadé A3B se tak déje v reakci na
kovalentné uzavienou cirkularni DNA (covalently closed circular DNA, cccDNA) viru hepatitidy B
(hepatitis B virus, HBV) prostfednictvim jaderného faktoru kB (nuclear factor kB, NF-kB) a nasledné
aktivace protein kindzy C a (protein kinase C a, PKCa) (Faure-Dupuy et al., 2021). Nedavna studie
demonstrovala expresi A3A indukovanou virem Sendai (SiV), jak je zndzornéno na obrazku 3 (Oh et al.,
2021). PRR RIG-I byly v bunécné kultufe schopny samostatné detekovat kratké dsRNA molekuly, ¢imz
aktivovaly MAVS (mitochondrial antiviral-signaling protein) a v konecném dusledku doslo k expresi
IFN. IFN se nasledné vazaly na pfislusné receptory a aktivovaly tak JAK kindzy (Janus kines), jeZ
fosforylovaly transkripéni faktory a doslo k aktivaci exprese IFN stimulovanych gen( véetné APOBECS.

IFN Fizena exprese APOBEC3 v rliznych bunéénych typech byla studovana zejména v souvislosti
s infekci virem HIV-1. Béhem ni dochazi k IFN-a stimulované expresi A3A, A3F a A3G v dendritickych
bunikdch, makrofazich a naivnich CD4+ T-lymfocytech i IFN-y aktivované expresi A3G a A3F
v endotelidlnich bunikach hematoencefalické bariéry, coZ zabranuje priniku infekce do mozku (shrnuto
Siriwardena et al.,, 2016). Pfi studiu potencialni aktivity APOBEC3 béhem infekce lidskym
papilomavirem (human papillomavirus, HPV) bylo zjisténo, Ze keratinocytova bunécna linie
infikovana HPV16 v epizomdlni formé vykazala po aplikaci IFN-B zvySené hladiny A3A, A3F a A3G
aznamky pro APOBEC3 charakteristické hypermutace ve virovém genomu (Wang et al., 2014).
Vyznamné navysSeni produkce APOBEC3, respektive A3G, nastalo v bunécné kultufe normalnich
lidskych hepatocyt(l, ke kterym byl aplikovdn IFN-a, ktery je jinak povaZovan za hlavni cytokin pfi
obrané bunék pred infekci virem HBV (Tanaka et al., 2006).

APOBEC3 nejsou pouze aktivovany. Na zdkladé poznatku, Ze redukce nervového rlstového
faktoru (nerve growth factor, NGF) v HIV-1 infikovanych lidskych makrofazich in vitro vede k snizeni
produkce novych vir(l burikou, byl dale zkouman vliv tohoto ristového faktoru (Souza et al., 2011).
Bylo zjisténo, Ze jsou-li primarni makrofagy infikované HIV-1 vystavené NGF, dochazi v bunécné kulture

ke sniZzeni mnozstvi A3G nejen na translacni, ale i na transkripcni Urovni.



2.2.2 Exprese v reakci na genotoxicky stres

Genotoxicky stres v burice nastava vreakci na poSkozeni DNA, jakym je napfiklad vznik
dvouvladknovych zloma &i replikacéni stres vznikajici v disledku kolapsu replikacni vidlicky. Tyto déje

vedou k expresi A3A, a to zcela nezavisle na signalizaci prostfednictvim IFN (Oh et al., 2021).

Po vystaveni bunééné kultury hydroxyuree — cytostatiku, které ma letalni vliv na replikujici se
bunky byly zjistény vysoké hladiny mRNA A3A (Oh et al., 2021). Zaroven nastala rychla redukce A3A
transkriptl po presunu bunék do prostredi bez stresoru. Signdini draha vedouci k aktivaci produkce
A3A probihd pres jaderny transkripcni faktor NF-kB, respektive jeho podjednotku p65, jak je
ilustrovano na obrazku 3. p65 je v nestresovanych bunkach lokalizovana v cytoplazmé, avsak pfi
vystaveni buriky genotoxickému stresu se relokalizuje do jadra a vaZze se do oblasti zahajeni transkripce

genu A3A.
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Genotoxicky stres

Obrazek 3: Schéma znazornuje regulaci exprese APOBEC3A (A3A, katalyticky polypeptid podobny enzymu, ktery
upravuje mRNA pro apolipoprotein B — podrodina 3A) v reakci na invazi bunky virem a genotoxicky stres.
Receptor RIG-lI (retinoic acid-inducible gene 1) detekuje kratké dsRNA molekuly, ¢imz aktivuje MAVS
(mitochondrial antiviral-signaling protein), coZ vede k expresi interferond (IFN). IFN aktivuji drahu JAK/STAT2
(Janus kines/signal transducer and activator of transcription 2) a je zahdjena exprese A3A. Nezavisle na IFN,
v reakci na bunédny stres, se mizZe podjednotka p65 relokalizovat do jadra a navazat se na jaderny faktor-kB

(NF-kB), coz opét vede k transkripci mRNA A3A. Pfevzato a upraveno (Oh et al., 2021).



2.3 Interakce s RNA viry

Nejvice studovanym APOBEC3 je A3G. Zejména jeho plsobeni pfi infekci virem HIV-1 je stdle
zkoumano pro svlj potencial v protivirové l1écbé. Bylo zjisténo, Ze produkuje-li virus pouze malé
mnozstvi virového infekéniho faktoru (viral infectivity factor, Vif), stavaji se jim infikované T-lymfocyty
vin vitro podminkach nepermisivni a nedochazi k jeho dalSimu Sifeni (Sheehy et al., 2002). Pfi
nedostatecné expresi proteinu Vif je A3G enkapsidovan do virionu HIV-1 a zpUsobuje deaminaci
cytosind minus vldkna provirové komplementarni DNA (complementary DNA, cDNA) v pribéhu
reverzni transkripce (Mangeat et al., 2003). To nasledné vede k tranzici guaninu na adenin na plus
vlakné, dochazi k hypermutacim virového genomu a virion se stava neinfek¢ni. (Mangeat et al., 2003).
Je-li ovsem Vif produkovan v dostate¢ném mnoZstvi, aktivuje na ubikvitinu zavislou degradaci A3G
v proteazomech a obranny mechanismus buriky je tak nefunkcni (Conticello et al., 2003).

A3F také zpUsobuje restrikce HIV-1 a je funkéné témér stejny jako A3G, lisi se v preferenci
sekvencnich motivl, ve kterych zplsobuje deaminace (Liddament et al., 2004). Ze sedmi lidskych
APOBEC3 deaminaz plisobi proti HIV-1 jesté A3D a A3H. To prokazala studie z roku 2011 zabyvajici se
restrikéni aktivitou vsech sedmi lidskych APOBEC3 a také APOBEC3 Makaka rhesus (Hultquist et al.,
2011), ktery je v soucasné dobé nejcastéjSim in vivo zvitecim modelem pro testovani novych antivirotik
proti HIV. V bunécnych kulturach CD4+ T-lymfocytl infikovanych HIV-1 deficientnim na Vif protein byla
zaznamenana protivirova aktivita vSech vyse zminénych APOBEC3 jak u clovéka, tak u makaka.
U makakd byly navic vSechny zminéné APOBEC3 degradovany Vif proteinem viru SIV (Simian
immunodeficiency virus), coz by mohlo nasvédcovat tomu, Ze restrikce vSech lentivird probiha
podobnym mechanismem (Hultquist et al., 2011).

Dalsimi RNA viry, u nichZ byla studovdna interakce s APOBEC3, jsou naptiklad lidsky T-lymfotropni
virus 1 (HTLV-1), virus infek¢ni anémie koni (EIAV) a virus mysi leukémie (MLV). U vSech jmenovanych
virll byla pozorovana interakce s A3G, ktera vedla k jejich restrikci (shrnuto Siriwardena et al., 2016).

APOBEC3 obranny mechanismus nemusi nutné spocivat pouze v tvorbé hypermutaci (shrnuto
Siriwardena et al.,, 2016). Virova restrikce se téZ odehrdva nezdvisle na CDA doméné, a to

prostfednictvim pfimého blokovani priibéhu reverzni transkripce vazbou APOBEC3 na virovou RNA.

2.4 Interakce s retrotranspozony

Retrotranspozony jsou typem mobilnich genetickych elementd, tedy usekl DNA se schopnosti
se premistovat po genomu mechanismem velmi podobnym virové reverzni transkripci. Jejich pohyb
ovsem mUze vést ke vzniku mutaci, a tak si buriky vytvofily obranné strategie pred jejich nadmérnym

Sitenim. RozliSujeme retrotranspozony s dlouhymi terminalnimi repeticemi (long terminal repeat, LTR)



a bez LTR, které jsou dale déleny na dlouhé rozptylené jaderné elementy (long interspersed nuclear
elements, LINE) a kratké rozptylené jaderné elementy (short interspersed nuclear elements, SINE).
Retrotranspozice LINE-1, které patfi mezi nejrozsifenéjsi typ retrotranspozond v lidském
genomu, a Alu elementd je vyznamnym zpUsobem potlacena plsobenim A3A, A3B, A3C a A3F
(Muckenfuss et al., 2006). V pripadé A3A se tak déje prostrednictvim deaminace cytosin( v ssDNA,
ktera prechodné vznika béhem procesu integrace mobilniho elementu, coz bylo otestovdno v in vitro
i in vivo podminkach (Richardson et al., 2014). Plivodni domnénka, Ze A3H nehraje v obrané pred
retrotranspozici LINE-1 Zadnou roli byla vyvracena studii, kterd prokazala, Ze A3H potlacuji jejich
replikaci v bunécné kultufe na deaminaci nezavislym mechanismem (Feng et al., 2017). A3D nem3
vyznamny vliv na LINE-1, nicméné A3D spole¢né s Simpanzim A3D silné inhibuji Alu elementy a mysi
LTR retrotranspozony MusD (Duggal et al., 2011).
Plsobeni A3G proti LINE-1 bylo dlouhou dobu pfedmétem diskusi z divodu rozporuplnych
vysledkd. Nékteré studie popisovaly jeho plsobeni mechanismem nezavislym na deaminaci, jiné jeho
vliv zcela vyvracely. Evaluace plsobeni A3A, A3H a A3G dospéla k zavéru, Ze exprese A3G v bunécné

kultufe ma na retrotranspozici minimalni vliv (Feng et al., 2017)

2.5 Interakce s DNA viry

Mezi DNA viry, jejichZ restrikci APOBEC3 navozuji, patti napfiklad adeno asociovany virus (AAV),
virus HBV, HPV a fady herpesvirll véetné napftiklad viru Epstein-Barrové (EBV), viru herpes simplex 1
(HSV-1) ¢i lidského cytomegaloviru (HCMV) (shrnuto Siriwardena et al 2016). Je znamo, Ze APOBEC jsou
schopny vazat pouze ssDNA substraty, nikoli dsDNA, nicméné vyskyt ssDNA neni v burikach pfilis ¢asty.
Z toho dlvodu prevlada zatim ne zcela potvrzend domnénka, Ze dsDNS viry podléhaji APOBEC3
zprostiedkované deaminaci cytosinu v pribéhu replikace nebo transkripce, kdy vznikaji pfechodné
ssDNA intermediaty (Warren et al., 2017).

Vyzkum prokazal, Ze lidské jaterni bunky jsou in vitro schopny exprimovat ¢tyti APOBEC proteiny
(Bonvin et al., 2006). V bunécné kultute kultivované s IFN-a byl zaznamenan narlst koncentrace mRNA
A3B, A3C, A3G a A3G. Pozdéji bylo zjiSténo, Ze in vitro exprese A3A a A3B v lidskych hepatocytech vede
k deaminaci cytozin( v cccDNA HBV, vznikaji apurinova mista, kterd jsou detekovana bunéénymi
endonukledzami a dochazi k degradaci virového genomu (obrdzek 4) (Lucifora et al., 2014). Interakce
mezi APOBEC3 a cccDNA je navic nepfima a probiha tak, Ze se APOBEC3 vaZzi na virové core proteiny,

které se v bunécném jadre vazi na cccDNA viru.
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Obrazek 4 Obrazek znazornuje schéma mechanismu degradace kovalentné uzaviené cirkuldrni molekuly DNA
(covalently closed circular DNA, cccDNA) viru hepatitidy B (HBV) realizované APOBEC3A (A3A, katalyticky
polypeptid podobny enzymu, ktery upravuje mRNA pro apolipoprotein B — podrodina 3A) a A3B. Aktivita A3A je
indukovana interakci interferonu a (IFN-a) s interferonovym a receptorem (IFNAR). Aktivita A3B je indukovana
interakci BS1(superagonistic tetravalent bispecific antibody) s LTBR receptorem (lymphotoxin B receptor). Diky
interakci A3A a A3B s core proteinem HBV probihd deaminace cytosinu ve virovém genomu a dochazi k excizi
uracilu. Po rozpoznani vzniklych apurinovych mist je degradovan virovy genom. Pfevzato a upraveno (Lucifora et

al., 2014).

Stejné jako nékteré retroviry i DNA viry jsou schopné branit se APOBEC3 indukované hypermutaci
genomu, v pripadé viru EBV pak mechanismem nezavislym na degradaci. V bunécné kulture HEK293T
infikované EBV byl pozorovano, Ze deaminaza A3B je navdzdna na virovou ribonukleotidreduktazu
BORF2 (ribonucleoside-diphosphate reductase large subunit 2) a relokalizovdna do cytoplazmy.
Obranna funkce BORF2 byla jesté ovérena v bunkach infikovanych EBV sinaktivnim BORF2. Za
takovychto okolnosti bylo ve virovém genomu mozné detektovat hypermutace, které jsou disledkem
aktivity A3B. Analogicky se odehrava interakce ribonukleotidreduktazy ORF61 a viru Kaposiho sarkomu
A3B (Cheng et al., 2019). Obrannym mechanismem relokalizace APOBEC disponuje také HSV-1, jez vaze
A3A a A3B (pfevzato Xu et al., 2020). V pfipadé deaktivace ribonukleotidreduktazy nicméné nedoslo
ke zméné infekénosti viru, coZ naznacuje, Ze virus disponuje jeSté dalSim obrannym mechanismem,
ktery umoZnuje jeho zachovani v burice.

Mechanismy restrikce vird HPV budou podrobné rozebrany v kapitole 4.



3 Papilomaviry

Papilomaviry (PV) jsou DNA viry Celedi Papillomaviridae, které jsou spoleéné s adenoviry a
polyomaviry oznacovany jako malé nadorové viry, jelikoz jejich infekce mize vést ke vzniku benigniho
bujeni a malignit. Jedna se o neobalené viry s ikosahedralni kapsidou o praméru kolem 55 nm. PV jsou
vysoce druhové specifické a infikuji buniky epitelu, tj. k(iZe a sliznice Sirokého spektra vyssich obratlovcl
véetné clovéka. Jejich Zivotni cyklus je zavisly na diferenciaci téchto epitell. Klasifikace papilomavirl je
provadéna podle stupné homologie sekvence genu L1 pro kapsidovy protein (shrnuto Araldi et al.,
2018).

V soucasné dobé rozliSujeme pres dvé sté typl HPV, nicméné vétsina jich neni patogennich
(shrnuto Graham, 2017). Infekce casto probiha bezpfiznakové nebo se projevuje ve formé benignich
koznich a slizni¢nich papilom( a produktivnich 1ézi, jako jsou napfiklad koZzni bradavice Veruca plana
(HPV 1, 2, 3, 4) anebo genitalni bradavice Condyloma acuminatum (HPV 6, 11). Jmenované HPV jsou
oznacovany jako nizce rizikové (LR HPV). Druhou skupinou jsou pak vysoce rizikové (HR) HPV
s onkogennim potencidlem. Mezi HR HPV patfi napfiklad HPV 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 53, 56,
58, 59, které se mohou podilet na rozvoji prekancerdznich stadii a karcinom( cervixu, vulvy, vaginy,
penisu a konecniku, ale i ¢asti malignit hlavy a krku — pfedevsim oropharyngu, hrtanu a dychacich cest
(Kombe Kombe et al., 2021). HPV se Sifi predevsim sexudlnim stykem a v soucasné dobé se jedna o
jednu z nejcastéjsich sexualné prenosnych infekci (Chesson et al., 2014). Nicméné jejich prenos je dale

mozny primym kontaktem infikované pokozky, pfipadné kontaktem s kontaminovanymi povrchy.

3.1 HPV

3.1.1 Organizace genomu HPV

Genom HPV je tvoren dvouvldknovou, cirkularni molekulou DNA, ktera se vaze na bunécné
histony a je organizovana do struktury minichromozomu (shrnuto Araldi et al., 2018). VSechny cteci
ramce se nachazeji pouze na jednom fetézci a nékteré se prekryvaji, ¢imz je navySena kéduijici kapacita
virového genomu. M4 velikost pfiblizné 8 000 bp a |ze ho rozdélit do tfi oblasti: ¢asné (E-oblast), jejiz
produkty jsou exprimovany v ¢asné fazi virové infekce, pozdni (L-oblast) s expresi proteinl kapsidy
v pozdni fazi infekce a dlouhé kontrolni oblasti (long control region, LCR), kterd oddéluje E a L oblast
(shrnuto Graham, 2017) (organizace podrobnéji obrazek 4).

LCR neobsahuje zadné geny. Jedna se o netranskribovanou oblast s regulacnimi sekvencemi,
ze které je zahajovana replikace a transkripce. Casnd oblast sestava z gen( E1, E2, ES, E6, E7
exprimovanych z ¢asného promotoru Pg; lokalizovaného v LCR. Virovy protein E4 vznika v pozdnich

fazich infekce translaci sestfihového produktu E1-E4. E proteiny jsou nezbytné pro replikaci a
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transkripci virového genomu, dale pro naruseni regulace bunééného cyklu a uvolfovani viru
z terminalné diferenciovanych keratinocytl. E1 je vysoce konzervativni virova DNA-helikaza, mezi jejiz
funkce patfi nejen iniciace virové replikace, ale i ustanoveni replika¢niho komplexu a ma tedy vliv na
proces elongace virové DNA. E2 protein zesiluje vazbu E1 do replikaéniho pocatku a spolecné formuiji
replikacniiniciacni komplex. Nicméné kromé replikace se dale uplatiuje béhem virové transkripce, kde
ma funkci aktivatoru a represoru (shrnuto Hareza et al., 2022). Nasledné probihd exprese
onkoproteinG E5, E6 a E7, jejichZ funkce budou podrobnéji rozebrany v nasledujici kapitole.

Produkty L oblasti jsou majoritni a minoritni kapsidovy protein L1 a L2. Jsou exprimovany
z pozdniho promotoru Pz a tvofi ikosahedrdlni kapsidu, do které je zabalen virovy genom. Jejich
produkce je nezbytna pro dokonéeni Zivotniho cyklu viru (shrnuto Doorbar et al., 2012).

Protein E4 je produkovan, spolecné s kapsidovymi proteiny, az v pozdnich fazich, kdy mize
zpUsobit zastaveni bunécného cyklu v G2 fazi a rozruseni keratinovych filament (shrnuto Graham,

2017). Tim zfejmé napomaha uvolfiovani viru z bunék a hraje roli v jeho dalsim sifeni.

onkoproteiny
E6 - degradace p53
E7 - degradace pRb

majoritni kapsidovy

protein ~—

_____— DNAhelikdza

\‘-.
transkripéni faktor

minoritni kapsidovy maly onkogeny \

protein e -
rozruseni keratinowych
filament

inhibice apoptozy

unik imunitnimu systému

stimulace proliferace
Obrazek 4: Schéma genomu lidského papilomaviru 16 (HPV16) o velikosti necelych 8 000 bp. Casna oblast (E-
oblast) sestava z genll pro E1, E2, E5, E6, E7 a oblast pozdni (L-oblast) z gent pro L1 a L2. Dlouha kontrolni oblast
(LCR) s promotorem Pg7 se nachazi mezi genem pro velky kapsidovy protein L1 a genem pro onkoprotein E6. Ze
schématu je patrné prekryvani kédujicich oblasti, ¢imz virus navysuje svoji kédujici kapacitu. Pfevzato a upraveno

(Hareza et al., 2022).
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3.1.2 \Virové onkoproteiny E5, E6, E7

Trojice proteinl E5, E6 a E7 ze skupiny produkt( ¢asnych gen( je oznacovana jako virové
onkoproteiny (shrnuto Hareza et al., 2022). Proteiny ziskaly toto oznaceni diky skutec¢nosti, Ze narusuji
regulaci bunééného cyklu, zpisobuji degradaci produktl nddorovych supresorovych gent a v pfipadé
HR HPV typu indukuji konstitutivni proliferaci jiz diferenciovanych bunék. Jejich spole¢né plsobeni
vede k imortalizaci epitelidlnich bunék, coz je jeden z kli¢ovych krok( v nddorové transformaci.

Nejdllezitéjsi a nejvice zkoumanou funkci E6 je jednoznacéné jeho schopnost fidit degradaci
p53 (shrnuto Graham, 2017). Protein p53 je produktem nadorového supresorového genu TP53 (tumor
protein 53) afunguje jako transkripcni faktor. Za normalnich okolnosti je p53 inaktivni. Je-li
zaznamenano poskozeni buriky nebo virova infekce, dochazi k jeho aktivaci a nasledné stimulaci tvorby
proteinu p21 — inhibitoru cyklin-dependentnich kindz. To vede k udrZovani buriky v G1 fazi bunééného
cyklu nebo navozeni apoptdzy, coZ je ovsem pro virus nezadouci, protoZe pro dokonceni Zivotniho
cyklu potrebuje burnky s aktivnim replikacnim aparatem. Virovy protein E6 tak vytvofi komplex
s ubikvitinovou ligdzou E6AP a navozuje degradaci p53 v proteazomu.

Virovy onkoprotein E7 ma schopnost vazat retinoblastomovy protein (pRb) a jemu funkéné
pfibuzné p107 a p130. pRb je nadorovy supresorovy protein, ktery je v ptipadé zaznamenaného
poskozeni DNA defosforylovan, coz umoziuje jeho vazbu na E2F transkripéni faktory a zastaveni
transkripce (shrnuto Doorbar et al., 2012). Nejsou tak exprimovany geny nutné pro zahajeni S faze
bunécného cyklu, kdy je replikovana DNA. Vazbou virového onkoproteinu E7 na pRb dochazi k naruseni
komplexu s E2F, cyklus neni zastaven a pRb je ubikvitinovan a degradovan v proteazomu (Hareza et al.,
2022). To je zaznamenano burikou a v rdmci obrannych mechanism( dochazi k aktivaci p53, ktery je
ovsem inaktivovan E6, jak je jiz vySe popsano. Timto zplsobem E6 a E7 kooperuji a brani terminalni
diferenciaci keratinocytl. Bunky opakované vstupuji do bunécéného cyklu, aniz by u nich byla
indukovana apoptdza (shrnuto Graham, 2017). Plsobeni obou onkoproteinll také vede k aktivaci
promotoru lidské telomerazové reverzni transkriptdzy (human telomerase reverse transcriptase,
hTERT) (shrnuto Hareza et al., 2022), coz je katalyticka podjednotka telomerdzy. Telomeraza patti mezi
reverzni transkriptdzy a svou aktivitou umoznuje prodluZovani koncovych oblasti chromozom( —
telomer (shrnuto Graham, 2017). UdrZovani stabilni délky telomer je nezbytné pro imortalizaci bunék.

Virovy protein E5 podporuje signalizaci receptoru pro epidermalni ristové faktory (epidermal
growth factor receptor, EGFR), coz vede ke stimulaci bunécné proliferace (shrnuto Doorbar et al.,
2012). Dale ma schopnost negativné ovliviiovat indukci apoptézy, takze burika neni schopna reagovat
na aberantni proliferaci (shrnuto Hareza et al., 2022). Asociaci s Golgiho aparatem brani antigenni
prezentaci pomoci HLA (human leukocyte antigen) I. tfidy, takZe napadané burky unikaji dozoru

imunitniho systému a muizZe dochazet k dlouhodobé perzistenci virové infekce (shrnuto Graham, 2017).
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4 Interakce APOBEC3 a HPV

HPV pronikaji do klze ¢i sliznice prostfednictvim drobnych poranéni a infikuji délici se bazalni
buriky epitelu. Nasledné dochazi k jejich rozpoznani PRR jako napfiklad TLR a pro-IL-1R a bunéénd
signalizace vede k produkci IFN a chemokin( (shrnuto Covino et al., 2018). Jak jiz bylo popsano
v kapitole 1.2 ,,Regulace exprese APOBEC3", pravé cytokiny aktivuji dalsi sled signalnich kaskad, které

aktivuji transkripci gena stimulovanych interferony, véetné podrodiny deaminaz APOBEC3.

4.1 Restrikce HPV prostrednictvim APOBEC3

V souvislosti s HPV infekci byla studovdna aktivita nékolika APOBEC3. Zda se ovsem, Ze
nejvyznamnéjsim cinitelem v restrikci téchto vir, a DNA virl viibec, je A3A. A3A deamindza vaze
ssDNA s vysokou afinitou a zpUsobuje potladeni virové infekce mechanismem zavislym na deaminaci
(Warren et al., 2017). Na tuto skutecnost poukdzala napfiklad dfive zminénd studie zabyvajici se
aktivitou APOBEC3 béhem infekce HPV po aplikaci IFN-B (kapitola 2.2.1 (Wang et al., 2014)). Dale byla
zasadni role A3A v restrikci HPV demonstrovana na bunécéné kulture nadprodukujicich A3A, A3B a A3C.
Po infekci bunék viriony HPV16 pouze A3A deaminoval virovy genom a zamezoval tak produkci Sifeni

dalsich virion (Warren et al., 2015).

Sekvenace genomU HPV1a izolovanych z koZnich bradavic a HPV16 z biopsie prekancerézni
cervikalni léze byla prvnim dikazem schopnosti APOBEC3 editovat genom HPV in vivo (Vartanian et al.,
2008). Tato studie, provedena na zakladé predchozich pozorovani exprese APOBEC3 v koZznich burkach
a keratinocytech, také ovéfila funkci APOBEC3 v in vitro podminkach. Sekvenace virové DNA, kterou

byla infikovdna bunééna kultura, odhalila hypermutaci obou virovych vldken.

APOBEC3 deaminazy cili svou mutacni aktivitu na cely genom HPV, nicméné urcité oblasti jsou
k mutagenezi nachylnéjsi. V navaznosti na studii, kterd ve specifickych oblastech genomu HPV16
izolovaném z cytologickych vzork(l cervikdlnich intraepitelidlnich neoplazii (CIN) identifikovala
APOBEC3 mutace, byla provedena sekvenacni analyza DNA HPV16 z biopsii karcinomu oropharyngu
(oropharyngeal cancer, OPC) (Wang et al., 2014). V obou pfipadech byly v genu E2 a oblasti LCR
detekovany mutace typické pro APOBEC3 (obrazek 5) (Kondo et al., 2017; Wang et al., 2014). Moznou
pri¢inou tohoto pozorovani je v pripadé LCR skutecnost, Ze se v této oblasti nachazi replikacni pocatek
a Casny promotor Ps7. Tento Usek virového genomu se tedy castéji vyskytuje ve formé ssDNA a je
potencialné vice pfistupny pro vazbu APOBEC3. Tuto domnénku neptimo potvrdila sekvenacni analyza
virovych DNA izolovanych z cytologickych vzork( CIN stupné 1-3 a cervikalniho karcinomu (cervical
carcinoma, CC). Nejvyssi frekvence substituci cytosinu na thymin byla zaznamendna v CIN1 |ézich, ve

kterych se odehrava produktivni virova replikace a transkripce (Hirose et al., 2018), béhem které se
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virovy genom castéji vyskytuje ve formé ssDNA, na kterou se APOBEC3 mUZe vazat. V soucasné dobé
neni zcela jasné, zda APOBEC3 preferencné mutuji jedno z virovych vldken. Obecné je za jejich hlavni
cil povazovano minus vlakno, na kterém byvaji mutace nejCastéji detekovany (Wang et al., 2014).
Nicméné vysSe zminéna sekvencni analyza genom(l HPV ani sekvence DNA HPV16 z cervikalnich biopsii
provedenad v jiné studii nezaznamenala rozdily v mutacni frekvenci na plus a minus vlakné (Hirose et

al., 2018; Zhu et al., 2020).

Prekvapivé zjisténi prinesla studie zabyvajici se vlivem APOBEC3 na skladani pseudoviriontt HPV16
in vitro. Podle ni by ke snizeni infekénosti HPV mohlo dochazet i mechanismem nezdvislym na
deaminaci. Bylo zjisténo, Zze A3C oslabuje infekénost pseudovirionl a také efektivné vaze majoritni
kapsidovy protein L1 (Ahasan et al., 2015). Pfedpoklada se, Ze pravé prostiednictvim L1 vstupuje vir
do bunék, a to vazbou na primarni bunécny receptor, kterym je heparan sulfatovy proteoglykan
(shrnuto Araldi et al., 2018). Autofi spekuluji, Ze by vazba A3C na L1 mohla mit vliv na prinik HPV do
bunék.

APOBEC3 nemusi branit Siteni HPV pouze pfimou interakci s nimi. Jejich aktivita mizZe také
narusovat progresi bunécéného cyklu indukovanou HPV (obrazek 5). V in vitro délicich se burikach vedla
exprese A3A k aktivaci odpovédi na poskozeni DNA a zastavé bunééného cyklu v G1/S, pfipadné
v G2/M fazi (Green et al., 2016; Landry et al., 2011). Béhem replikace DNA dochazi k rozvolnéni vlaken
do replikacnich vidlicek a do¢asnému vzniku substratu pro APOBEC3. Odpovéd na poskozeni byla tudiz

aktivovana zfejmé v reakci na APOBEC3 katalyzovanou deaminaci cytosin( v bunécném genomu.
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Obrazek 5 Restrikce lidskych papilomavirl prostfednictvim plsobeni APOBEC3A (A3A, katalyticky polypeptid
podobny enzymu, ktery upravuje mRNA pro apolipoprotein B — podrodina 3A). A3A zpUlsobuje tvorbu mutaci ve
virovém genomu, zejména v dlouhé kontrolni oblasti (LCR) a cCasném genu E2. Zaroven exprese A3A

v infikovanych burkdach vede k zastavé bunécného cyklu. Prevzato a upraveno (Riva et al., 2021)
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4.2 Deregulace APOBEC3 fizena HPV

APOBEC3 mohou v burikach zastdvat protichiidné role. Jednak zajistuji restrikci virovych infekci,
zaroven vsak APOBEC3 deregulované viry plsobi jako bunécné mutatory. HPV moduluji expresi
APOBEC3 prostrednictvim onkoproteinl E6 a E7 (Warren et al.,, 2015). V imortalizovanych
keratinocytech infikovanych HPV16 s kompletnim genomem doslo k vyrazné vyssi produkci A3A a A3B
nez v pripadé infekce HPV16 bez genu E7. Mechanismus, kterym onkoproteiny E7 navysuji hladinu
deamindzy A3A, byl popsdn o nékolik let pozdéji. E7 brani polyubikvitinaci A3A prostfednictvim cullin-
RING E3 ubikvitin ligazy (Westrich et al., 2018). Deaminaza tak nemlZe byt degradovana
v proteazomech a navic zlstala i naddle katalyticky aktivni, coZ predstavuje potencidlni nebezpedi pro

bunéény genom.

Pfesto, Ze deaminaza A3B byla detekovdna v HPV pozitivnich neopldziich cervixu mysi i
spinoceluldrnim karcinomu hlavy a krku lidi (head and neck squamous cell carcinoma, HNSCC),
v soucasné dobé nebylo prokazano, Ze by vyznamné plsobila v restrikci viru (Henderson et al., 2014;
Warren et al., 2015). Jeji zvysena hladina by mohla byt disledkem modulace jeji transkripce virovymi
onkoproteiny E6 a E7 (Mori et al., 2015; Mori et al., 2017). V promotoru deamindazy A3B lze rozlisit
distélni (-200/-50) a proximalni (+1/+45) funk¢ni oblast (Mori et al., 2015). Distélni oblast se podili na
bazalni transkripci, proximalni na inhibici. Obé obsahuji sekvenci, do které se mlze vazat virovy protein
E6 a aktivovat tak transkripci. Proximalni oblast obsahuje sekvenci pro vazbu bunécéného
transkripéniho faktoru ZNF384 (zinc-finger384). Studie prokdzala, Ze E6 je v bunécné kulture
imortalizovanych lidskych keratinocytld schopen aktivace transkripce mRNA A3B v proximalnim
promotoru pouze tehdy, je-li soucasné navdzan také ZNF384. Dale bylo zjiSténo, Ze transkripce
deaminazy A3B je fizend prostfednictvim transkripénich faktort rodiny TEAD (TEA domain family
member), které jsou nepfimo aktivovany onkoproteinem E6 (Mori et al., 2017). Nejdfive byly
v proximalni a distalni ¢asti promotoru A3B identifikovany tfi oblast obsahujici vazebné misto pro
TEAD. Déle byla in vivo potvrzena schopnost TEAD4 vazat se do promotoru A3B. Nakonec byl v bunécné
kultufe s nadprodukci YAP (yes-associated protein) transkripéniho koaktivatoru zaznamenan nardst
hladin TEAD4. Na zakladé téchto pozorovani a predchozich studii popisujicich expresi YAP indukovanou
E6, autori dospéli k zavéru, Ze E6 prostirednictvim YAP fidi expresi TEAD, které aktivuji transkripci A3B.

Transkripci deaminazy A3B umlcuje represorovy komplex DREAM (dimerization partner, RB-like,
E2F and multi-vulvar class B), jehoz aktivita je fizena inhibitorem cyklin-dependentnich kindz p21
(Periyasamy et al., 2017). Jak bylo popsano v kapitole 3.1.2, aktivita p21 zavisi na p53 (shrnuto Graham,
2017). Pokud neni p21 aktivovan, nedochdzi nasledné k hyperfosforylaci p107/p130

retinoblastomovych protein( a jejich vazbé do DREAM komplexu spolecné s E2F4. DREAM komplex
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zUstdva inaktivni. Degradace a inaktivace p53 nebo p21 zplsobend onkoproteiny E6 a E7 vede k

deregulaci tohoto komplexu a konstitutivni transkripci A3B.
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Obrazek 6 Obrazek shrnuje vliv E6 a E7 onkoproteini na APOBEC3A (A3A, katalyticky polypeptid podobny
enzymu, ktery upravuje mRNA pro apolipoprotein B — podrodina 3A) a A3B. E6 brani polyubikvitinaci A3A
prostfednictvim cullin-RING ubikvitin ligdzy a nasledné proteazomdlni degradaci. Spolecna vazba zinc finger 384
(zinc finger, ZNF384) a E6 do proximalniho promotoru A3B vede k aktivaci transkripce. Stejné tak vazba TEAD
transkripcéniho faktoru. Exprese TEAD (TEA domain family member) je nepfimo fizena onkoproteinem E6. Déle

degradace p53 a inaktivace p130/p107 brani formovani represorového komplexu DREAM (dimerization

partner, RB-like, E2F and multi-vulvar class B). Pfevzato (Riva et al., 2021)

4.3 Vliv APOBEC3 na sekvenci HPV

Jak jiz bylo uvedeno, viry si vytvofily nejriznéjsi strategie, kterymi se deaminacni aktivité
APOBEC3 bréani (Conticello et al., 2003). U HPV vsak v soucasné dobé nebyl identifikovan zadny
podobny mechanismus. HPV naopak aktivitu deaminaz indukuji (shrnuto Wallace and Miinger, 2018).
Studie prokazaly, Ze pRb, jeZ je cilem onkoproteinu E7, je dlleZity pro regulaci retrotranspozice LINE1.
Virem fizena degradace pRb by mohla pfispivat ke zvySené retrotranspozici, coz ohrozuje nejen bunky,
ale i samotné HPV. Pohyby retroelementl napfiklad zpUsobuji poskozeni genomu, které muze

potencialné aktivovat apoptdzu nebo expresi neoantigend, jez v bunce aktivuji zanétlivou odpovéd.

Absence obrannych mechanism( HPV pred APOBEC3 restrikci ma pochopitelné své dUsledky.
Byl popsan vysoky stupen variability jednonukleotidovych polymorfism( indukovanych aktivitou
APOBEC3 napfic subtypy HPV16 izolovanych z cervikalnich biopsii Zen (Zhu et al., 2020). V jiné studii

provadéné na mensim vzorku HPV16 z cervikdlnich biopsii bylo popsano, Ze vice nez 80 % HPV16 mélo
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unikatni sekvenci. (Mirabello et al.,, 2017). Autofi obou studii vyvozuji zavér, ze vzniklé
jednonukleotidové polymorfismy jsou pravdépodobné disledkem aktivity APOBEC3 a lze tedy

predpokladat, Ze tyto deamindzy pfispivaji k evoluci HPV16.

V nékterych oblastech genomu ovsem vedl konstantni mutacni tlak k eliminaci cilovych sekvenci
pro APOBEC3 (Mirabello et al., 2017). ORF genl E1, L1, a predevsim E7 obsahovaly statisticky
vyznamné nizsi pocet nesynonymnich a nonsense mutaci nez kontroly. Zaroven vétSina novych
nonsense a nesynonymnich mutaci odpovidala APOBEC3 mutacnimu podpisu. Vysoka konzervovanost
oblasti genu E7 by podle autorl mohla znamenat, Ze pravé tento gen je pfi¢inou vysokého

onkogenniho potencialu HPV16.
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5 APOBEC3 v karcinogenezi indukované HPV

Na zakladé sekvenacni analyzy genomu ctrnacti rdznych typd karcinomU byla potvrzena
schopnost APOBEC3 mutovat bunéény genom v nadorech. Mutacni podpisy 2 a 13, které jsou
charakteristické pro APOBEC3, predstavovaly az 68 % vSech mutaci v exomech Sesti z nich, véetné CC
a HNSCC (Roberts et al., 2013). Dulezitym krokem ve vyzkumu APOBEC3 bylo potvrzeni, Ze tyto
deamindzy aktivné pfispivaji k nadorovému bujeni in vivo, coZ se vneddvné dobé podafilo. U
transgennich mysi zpUsoboval lidsky A3A hypermutace a pfrispival tak k rozvoji kolorektalniho a

hepatocelularniho karcinomu (Law et al., 2020).

5.1 APOBEC3 a progrese nadorové transformace

Replikace HPV probiha v bunééném jadie a genomy virl jsou ptimo vazany na genom bunék
prostfednictvim transkripéniho a epigenetického regulatoru BRD4 (shrnuto Smith and Fenton, 2019).
Virova restrikce fizena APOBEC3 se tedy odehrdva pravé tam, coZz predstavuje zasadni riziko pro

bunécny genom.

Jak jiz bylo zminéno v kapitole 4.1, v HPV pozitivnich tkanich je nejcastéji detekovan A3A a A3B.
Analyza bazi v okoli 5’-TCN-3 trinukleotidové sekvence zjistila, Ze obé deaminazy cili na mirné odlisné
motivy (Chan et al., 2015). V in vitro kvasinkovych modelech A3A katalyzoval deaminaci cytosinu v
YTCA motivu, A3B v RTCA motivu (Y = pyrimidinova baze, R = purinovd baze). Zacileni deaminaz u
kvasinek bylo ovéreno v lidskych tkanovych kulturach a aplikovdno na data ziskana z celogenomové
sekvenace 17 typ( karcinomt, véetné HNSCC a CC. Bylo zjisténo, Ze pocet A3A mutaci byl az 11x vyssi

nez A3B.

Pred identifikaci specifickych cilovych motivli A3A a A3B byla za hlavni deaminazu bunécného
genomu povazovana A3B, jelikoZ jeji exprese nejvice korelovala se vznikem mutaci v 5’-TCN-3
trinukleotidovych sekvencich (Roberts et al., 2013). Diky jejich identifikaci se vyzkum mohl zaméfit na
poméry mezi mutagenezi a expresi A3A a A3B. Bylo zjisténo, Ze spolu ne vzdy koreluji (Henderson et
al., 2014). Mozné vysvétleni prinesla studie zabyvajici se mechanismy vzniku mutaci v genomech
nadorovych bunék v dlouhodobém horizontu. Autoti zjistili, Ze APOBEC3 mutageneze neprobiha
kontinualné ¢i v delSich intervalech, jako je tomu napfiklad v pfipadé mutaci zplsobenych chybami
reparacnich mechanismi (Petljak et al., 2019). Odehrava se v kratkych opakovanych epizodach
s naslednym obdobim klidu a nekoreluje s expresi APOBEC3. Tento jev byl pozorovan pfi kultivaci
a klonovani bunécénych linii odvozenych z rliznych typl nadord a byl nazvan ,epizodickd mutagene”.
Jeho pficina neni znama, byla vSak zaznamenana vyznamnd korelace mezi retrotranspozici LINE1

element(l a vznikem mutacniho podpisu 13.
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Primé propojeni mezi zacilenim APOBEC3 aktivity na virovy i bunéény genom v souvislosti s infekci
HPV bylo popsano ve studii HPV pozitivnich HNSCC (Faden et al., 2021). Studie navazala na data ze
sekvenacni analyzy HPV16 izolovanych z cervikalnich lézi (podkapitola 4.3), ktera srovnavala mutace v
genomu HPV16 z nalezlirozsahu CIN1-3 aCC s kontrolami (léze, které do nasledujici kontroly
neprogredovaly do stadia CIN2) (Zhu et al., 2020). Az 95 % mutaci indukovanych APOBEC3 bylo
nesynonymnich, coz naznacuje, Zze nedochdzelo k jejich negativni selekci. Viry s témito mutacemi zatim
nebyly eliminovany z populace. Pomér nesynonymnich a synonymnich mutaci v HPV16 v kontrolach
byl oproti CIN1-3 a CC vyssi, coZ opét poukazuje na jejich nedavny vznik. Tyto vysledky nasvédcuiji, Zze
APOBEC3 skutecné cili na virus v pribéhu infekce. Ke stejnym poznatkiim dospéli ve vyse zminéné
studii HPV16 ze vzork( HNSCC (Faden et al., 2021). Dale analyzovali mutagenezi virovych a bunécnych
genom(. Zjistili, Ze ve vzorcich s vyssi expresi APOBEC3 byly virové genomy vice mutovany a
mutageneze viru pozitivné korelovala s indukci mutaci v bunééném genomu. Na zdkladé téchto zjisténi

Ize predpokladat, Ze APOBEC3 katalyzuji deaminaci cytosind ve virovém i bunécném genomu soucasné.

Dalsim ze zadsadnich zjiSténi ve vyzkumu role APOBEC3 v karcinogenezi indukované HPV byla
identifikace APOBEC3 mutaci v proto-onkogenu PIK3CA (Henderson et al., 2014). V HPV pozitivnich
HNSCC a CCse v genu PIK3CA, v sekvenci kédujici helikalni doménu, vyskytovaly mutace E542K a E545K
s mutacnim podpisem APOBEC3. Vyskyt E542K a E545K v HPV negativnich HNSCC byl vyrazné niZzsi.
PFi¢inna souvislost mezi jejich vznikem a aktivitou APOBEC3 byl potvrzena in vitro (Cannataro et al.,
2019). Rekombinantné pripravny APOBEC3B zpUlsoboval v oligomerech napodobujicich obvyklé cilové

sekvence v genu pro helikdlni doménu mutace E542K a E545K.

APOBEC3 nemusi ke karcinogenezi pfispivat pouze pfimou indukci velkého mnoZstvi mutaci
v burice. Vysledky studie naznacuji, Ze by zacileni APOBEC3 mutageneze do virového genu E2 mohlo
napomoci procesu integrace virového genomu (Kondo et al., 2017). Autofi této studie ovérili, Zze v
genomech HPV16 izolovanych z klinickych vzorkd OPC je se zvySenou prevalenci mutovan gen E2.
A dale, ze ve srovnani s HPV negativnimi OPC vzorky byla v HPV pozitivnich vyssi exprese A3A. Bylo
zjisténo, Ze vzorky s integrovanym virovym genomem vykazuji az 15x vyssi expresi A3A mRNA oproti
vzorklim s genomem HPV16 v epizomalnim formé. V disledku integrace viru do bunééného genomu

mUiZe dochazet k deregulaci E6 a E7, coZ déle pfispiva k procesu onkogeneze (Hareza et al., 2022)

Dulezitym faktorem, ktery bude tfeba zvazit v kontextu APOBEC3 aktivity a onkogeneze, jsou
genetické predispozice. Jak zndzornuje obrazek 7, geny A3A a A3B jsou na chromozomu 22 uloZeny za
sebou (shrnuto Smith and Fenton, 2019). Zejména v oblastech vychodni a jihovychodni Asie ma
vysokou prevalenci A3A_B dele¢ni polymorfismus téchto gent (Kidd et al., 2007). Vznika v dasledku
delece 3'-koncové oblasti A3A nebo ORF A3B, kdy dochazi k fuzi ORF A3A a 3’-koncové oblasti A3B

(obrazek 7) (Caval et al., 2014). Naslednym sestfihem primarniho transkriptu dochazi ke ztraté A3B
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sekvence a vznikd deamindza A3A svySsi stabilitou a 10x aZ 20x vysSi expresi in vitro. Vysoka
koncentrace chimerické A3A vedla v bunécné linii k tvorbé dvojvlaknovych zlom{ v DNA. Taiwanska
studie zaznamenala vyrazné zvySenou expresi chimerické A3A u pacientll s HNSCC a soucasné také
dlouhodobé lepsi progndzu A3A B heterozygotnich a homozygotnich jedincd (Chen et al., 2017).
Nicméné HPV status nebyl v této studii stanovovan. Vliv dele¢niho polymorfismu na HPV onkogenezi

je v souc€asné dobé nejasny.
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Obrazek 7 Obrazek znazornuje strukturu lokusu gend pro APOBEC3 (katalytickych polypeptidi podobnych
enzymu, ktery upravuje mRNA pro apolipoprotein B — podrodina 3) nachazejici se na dlouhém raménku
chromozomu 22. Zaroven je zde ilustrovan A3A_B dele¢ni polymorfismus vznikajici fuzi A3A ORF a A3B 3’ koncové

oblasti. Pfevzato a upraveno (Smith and Fenton, 2019)

5.2 Prognosticky vyznam APOBEC3

Mutacnim podpisy APOBEC3 byly identifikovany v 98 % HPV pozitivhich HNSCC a 78 % HPV
negativnich HNSCC (Cannataro et al., 2019). Pfes vyssi mutacni frekvenci a Castéjsi vyskyt u HPV

cvvs

mutace zpUsobené kourenim. Jejich pfispévek do karcinogeneze by tedy nemusel byt tak zavazny.

Ve studii pacientd s HPV pozitivnim HNSCC byla aktivita nékterych APOBEC3, zejména A3G,
spojovana s lepsis dlouhodobou progndzou (Conner et al., 2020). Ve stejné studii byla zkoumdna
souvislost mezi expresi APOBEC3 a odpovédi na chemoterapeutika v bunécnych kulturach.
Umlceni aktivity A3A vedlo k rezistenci na IéCbu, coZ podporuje hypotézu, Ze exprese APOBEC3

indukovana HPV aktivuje mechanismus BER, ¢imzZ zlepSuje odpovéd na chemoterapeutika.

Sekvenacni analyza DNA HPV16 zminovana v podkapitolach 4.3 a 5.2 zjistila, Ze restrikcni
aktivita APOBEC3 zvysSuje pravdépodobnost stagnace nalezu na cervixu nebo vycisténi infekce
(zhu et al., 2020). U Zen, u kterych mezi kontrolami doslo k progresi do stddia CIN2 nebo CIN3,
bylo zaznamenano mensi mnozstvim APOBE3 mutaci v genomu HPV ve srovnani s ndlezy beze
zmény nebo s regresi. APOBEC3 restrik¢ni aktivita cilend na HPV tak potencidlné mlze branit

vzniku perzistentni infekce, ktera je nutna pro onkogenezi.
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6 Zaver

Role proteint APOBEC, respektive APOBEC3 v HPV indukované karcinogenezi je v zasadé
dvojiho charakteru. APOBEC3, jako soucast pfirozené imunity, brani bunky pred virovou infekci, ktera
muiZe mit v ojedinélych pfipadech za nasledek onkogenezi. Zaroven vsak zpusobuji vznik mutaci
v buné¢ném genomu a tim k onkogenezi potencidlné prispivaji. Zda se, ze tyto role jsou velmi Uzce

propojeny.

Exprese APOBEC3 je zahdjena po rozpoznani viru imunitnim dozorem bunky. Na zakladé
sekvencnich dat genom( HPV se zd3, Ze mutageneze neni kontinualni a zavisi na docasném vzniku
ssDNA béhem virové replikace. V in vitro podminkach se APOBEC3 mutageneze odehravala v kratkych
epizodach proloZzenych obdobimi neaktivity. Tento typ indukce mutaci byl nazvdn ,epizodicka
mutageneze” a odehraval se i zcela nezdvisle na virové infekci. Neni jasné, jaké faktory epizodickou

mutagenezi podnécuji, byla vSak zaznamenana jeji korelace s pribéhem retrotranspozice.

Deaminaza A3A je povazovana za hlavni restrikéni faktor HPV. Indukuje deaminace cytosinG
virového genomu, zejména oblasti LCR a genu E2. Pfesto, Ze byla pozorovana korelace mezi zvySenou
mutagenezi v genu E2 a integraci virového genomu, zacileni aktivity A3A do této oblasti nebylo zatim
vysvétleno. Funkce A3A je spolecné s A3B pfimo ovlivnéna onkoproteiny. Plsobenim E6 a E7 dochazi
ke zvySovani stability A3A a transkripce A3B. MoZnym vysvétlenim je, Ze podporou vlastni restrikce se
HPV brdni Uplné eliminaci z organismu. Aktivita APOBEC3 cilend na virus zaroven zvysSuje

pravdépodobnost regrese i stagnace HPV pozitivnich cervikalnich neoplazii.

U pacientl s HPV pozitivnim HNSCC byla zaznamendana korelace exprese deaminaz s lepsi
progndzou a in vitro studie dokonce naznacuji, Ze by aktivita APOBEC3 mohla souviset s lepsi odpovédi
na lécbu. Nicméné s narlstem hladin deamindz roste zaroven pravdépodobnost vzniku mutaci v
bunécéném genomu. Tyto mutace, v€etné mutaci v proto-onkogenu PIK3CA vyskytujicich se u HPV
pozitivnich nador( se zvySenou frekvenci, predstavuji nezanedbatelny ptispévek do procesu HPV
indukované karcinogeneze. Nékteré studie naznacuiji, Ze by jejich vliv na progresi neoplazii (ve srovnani
s mutacemi zpUsobenymi naptiklad koufenim) mohl byt méné zdvainy. Poslednim faktorem
zminovanym v této bakalarské praci, ktery by potencidlné mohl hrat roli v HPV onkogenezi, je A3A B
dela¢ni polymorfismu mezi geny A3A a A3B. Jeho vyskyt mda zvySenou prevalenci v nékterych

populacich, nicméné zatim jeho disledky nebyly studovany v souvislosti s infekci HPV.

Vliv proteini APOBEC3 na rozvoj nejen HPV indukované karcinogeneze je v souc¢asné dobé
intenzivné studovan. Zmapovani jeho dusledkd a souvisejicich déji nam mlze pomoci o néco lépe

pochopit procesy vedouci k nddorové transformaci a zefektivnit 1écbu.
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