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Abstrakt

Lidské papilomaviry (HPV) jsou malé neobalené DNA viry, které mohou byt pticinou
malignit v lidské populaci. Nej¢astéji jsou kauzalné spojeny s karcinomy v anogenitalni oblasti
muzl i Zen, ale také s ¢asti karcinomi v oblasti hlavy a krku. V infikovanych bunkach se
genom HPV vyskytuje primarné ve formé cirkularni molekuly, tzv. episomu. V nékterych
pfipadech dojde k linearizaci genomu HPV a jeho nasledné integraci do lidského genomu.
Tento proces ma vliv na chovani bunék a pfispiva k imortalizaci a nddorové transformaci.
Integrace genomu HPV je ovlivnéna fadou virovych i bunécnych faktort, které maji vliv
na stabilitu genomu HPV v burice. Vzajemné interakce virovych a bunécnych protein(i ¢asto
mohou navodit aktivaci DNA opravnych mechanism( buriky, které virus vyuzivd pro svoji
replikaci. K integraci virového genomu dochazi také s vétSi pravdépodobnosti u urcitych
typu HPV. Dalsim faktorem je i misto infekce, kde doslo k nadorové transformaci.

Klicova slova: lidsky papilomavirus, integrace, genom, neoplastickd progrese

Abstract

Human papillomaviruses (HPV) are small non-enveloped DNA viruses that can cause
malignancies in the human population. They are often associated with carcinomas
in anogenital area in both men and women, but also with part of head and neck cancer.
In infected cells, the HPV genome is present as a circular molecule of DNA, called
an episom. Certain circumstances result into the occurrence of a linearization of the HPV
genome and a subsequent integration in the human chromosome. The integration plays a
role in the cell behavior and contributes to immortalization and tumor transformation. The
HPV genome integration is influenced by various viral or cell factors that affect the HPV
genome stability in the cell. Interaction between viral and cell protein can often lead to
activation of DNA damage response, that virus exploits for replication of viral genome. Viral
genome integration is also more likely to occur in certain HPV types. Another factor is the
area of infection, where the neoplastic progression was studied.

Key words: human papillomavirus, integration, genome, neoplastic progression
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1. Uvod

Lidské papilomaviry (HPV) se fadi mezi viry zpUsobujici nadorovou transformaci.
Nejcastéji je spojovana infekce HPV s karcinomem déloZzniho hrdla (Mufioz et al., 1994),
ale HPV mohou byt také pficinou dalSich malignit anogenitalni oblasti muz( i Zen a ¢asti
karcinomU hlavy a krku (Parfenov et al., 2014).

HPV jsou malé neobalené DNA viry s cirkularnim genomem. Po vstupu do buriky se ¢ast
zivotniho cyklu HPV odehravd v jadre. Diky tomu se virova cirkuldarni DNA dostava
do blizkosti hostitelského genomu a mlze dochdzet k jejich vzdjemné interakci a za urcitych
podminek i kintegraci genomu HPV do hostitelského genomu. Dfive se predpokladalo,
Ze integrace je nutnd pro prechod hostitelské buriky do nadorového bujeni. Dnes jiz vime,
Ze tomu tak neni, a ne u vSech karcinoml zpUsobenych HPV nalezneme genom HPV
v integrované podobé. Pfitomnost integrované formy genomu HPV vSak md negativni vliv
na progndzu pacienta (Koneva et al., 2018).

Prestoze se integraci genomu HPV védeckd obec zabyva jiz dlouho, neni dodnes znamy
pfesny mechanismus integrace. Existuji modely, které tento proces vysvétluji, ale zadny
z nich nebyl zcela potvrzen. | pres usili védeckych pracovist poznat faktory, které mohou mit
vliv na integraci virového genomu, jednoznacnou odpovéd nemame. Bylo potvrzeno,
Ze se vtomto procesu uplatiuji vlivy jak na bunécné urovni, tak vlastnosti papilomavirQ

a jejich virovych protein(.

Cilem této prace je:

shrnuti dosavadnich poznatk( o integraci genomu HPV do lidského genomu. Prace
je zamérena na predstaveni modelovych mechanismu integrace genomu HPV. Dale se prace
bude zabyvat faktory, které byly studovany a které mohou ovlivihovat formu virového

genomu v infikovanych bunkach.



2. Charakteristika HPV infekce

Papilomaviry (PV) jsou velkou skupinou DNA vir(l infikujici vysSi obratlovce vcetné
Clovéka. Jednd se o rozsifenou skupinou virll, kterou Ize nalézt kosmopolitné a je soucasti
pfirozeného mikrobiomu vyssich obratlovci. Obecné jsou PV, viry infikujici epitely,
tj. pokoZku a sliznice. HPV (HPV z anglického human papilloma viruses) Ize délit podle rizika
vzniku nadorového bujeni.

Vétsina typl HPV nezplsobuje zavainé zdravotni problémy. Jejich infekce mlze byt
asymptomatickd nebo se projevuje vznikem benignich slizni¢nich 1ézi ¢i jako nezhoubné
koZni novotvary. Tyto typy HPV se oznadujici jako nizkorizikové (low risk HPV — LR HPV). Dalsi
skupinu tvori HPV, které zahrnuji zastupce zpuUsobujici nadorové bujeni, tak zvané vysoko
rizikové typy (high risk HPV — HR HPV). Z vice nez dvé sté dnes zndmych typd HPV (PaVE:
Papillomavirus Episteme [online]) tvofi HR HPV pouze malé procento.

Do skupiny HR HPV patti zejména HPV typy 16 a 18, které jsou nejcastéjsi pri¢inou vzniku
nadorového bujeni. Kromé téchto typl jsou oznacovany jako HR HPV typy 31,33, 35, 39, 45,
51, 52, 56 a 58 (Banks et al., 2012).

K infekci dochdzi ve spodnich vrstvach bunék epitelidlnich tkani. Ve vétsiné pfipadu je
tkan poskozena mikroporanénim, diky kterému se vir snaze dostane do oblasti bazalni vrstvy
pokozky (Roberts et al., 2007). Zde se nachdzi primarni receptory pro vstup do buriky,
kterym je heparan sulfatovy proteoglykan (Roden et al.,, 1994). Nasledné dojde
ke konformaéni zméné virové kapsidy, ktera vede k vazbé na sekundarni receptor, ktery
se nachazi na membrdané bunky. Tento receptor nebyl zatim jednoznaéné identifikovan,
ale predpoklada se, ze by jim mohl byt opét heparan sulfatovy receptor (Giroglou et al.,
2001; Selinka et al., 2007).

Zivotni cyklus HPV je vazany na postupné dozravani a odumirani keratinocytd. V pribéhu
diferenciace keratinocytl vyuzivd HPV replikacni aparat délicich se bunék epitelu
pro replikaci genomu a expresi svych genu. Ve spodnich vrstvach pokozky je vyssi exprese
¢asnych gen(, ktera smérem k povrchu sldbne a zdroven se zesiluje exprese pozdnich gen(.
V nejvrchnéjsi vrstvé pokozky, dochazi ke skladani virovych partikuli, které se uvolnuji
s odumrelymi burikami z povrchu epitelu a jsou schopny infikovat dalsi jedince (Graham,

2010).



Mira exprese HPV gen( v zavislosti na vrstvé pokozky, kde se HPV nachazi je zobrazena

na obrazku 1.
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Obrazek 1: Replikaéni cyklus HPV a diferenciace v epitelu. A) Popis vrstev epitelu a Zivotniho cyklu
viru B) Sipky znazorfujici miru exprese virovych proteinG v zdvislosti na vrstvé pokozky. Pfevzalo a

upraveno (Graham, 2010)

K pfenosu HPV dochdazi nej¢astéji sexudlnim prenosem nebo tésnym kontaktem
kontaminovanych povrch(l (Castellsagué, 2008). K rozvoji nddorového bujeni dochazi
v anogenitalnich oblastech u muzl i Zen a fadi se sem napftiklad karcinomy délozniho hrdla,
vaginy, vulvy, penisu nebo andlniho kanalu. Ve vyspélych zemich pozorujeme i zvySenou
incidenci karcinomU v oblasti hlavy a krku zplsobenych infekci HPV (Chaturvedi et al., 2011),

kam patfi karcinomy orofaryngu.

3. Genom a proteiny kddované HPV

HPV jsou malé neobalené viry s velikosti kapsidy priblizné 55 nm. Genom je cirkularni
dvouretézcova DNA pfriblizné 8 000 paru bazi dlouha a svoji kédovaci kapacitu nese pouze na
jednom vldkné DNA. Po infekci zaujimd genom v burice cirkularni formu, tzv. episom. Genom
HPV lze rozdélit do tfi oblasti — dlouhd regulacni oblast LCR (z anglického long control
region), oblast ¢asnych genl a oblast pozdnich genu. Jak je vidét na obrdzku 2,

LCR neobsahuje zadné geny, ale nachazeji se zde regulaéni sekvence a pocatek replikace.
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Obrazek 2: Schéma genomu HPV16. LCR-dlouhd regulacni oblast E1, E2, E4, E5, E6, E7-Casné geny, L1,

L2-pozdni geny. Pfevzato z (Bergvall et al., 2013)

Zbylé dvé oblasti nesou kédovaci kapacitu genomu HPV. Oblast ¢asnych genl je
exprimovana hned po vstupu viru do bunky a nachazeji se zde geny E1, E2, E4, E5, E6 a E7.
Produkty téchto genl se podileji na replikaci a transkripci virového genomu ale také
na deregulaci bunéc¢ného cyklu hostitelské buriky.

Produkty gen( E1 a E2 zaujimaji hlavni funkci pfi replikaci virového genomu. Proteiny
El a E2 spolecné formuji iniciatni komplex pro virovou replikaci. Tento komplex
po vazbé na DNA zpUsobi jeji ohnuti a ¢astecné rozpleteni. Diky tomu se mlzZe na DNA
vytvofit hexamer E1 proteinu, ktery slouZi jako helikaza pfi replikaci virového genomu
(Bernard et al., 1989).

Dalsi funkci proteinu E2 je schopnost regulovat virovou transkripci. Diky specifickym
vazebnym doméndm je protein E2 schopen vazby na virovy genom v oblasti LCR a spolecné
s bunéénymi proteiny, schopen pulsobit na virovou transkripci jako trans-aktivator ¢i plsobit
jako trans-represor (Bernard et al., 1989; Thierry & Yaniv, 1987).

O pusobeni proteinu E2 na virovou transkripci rozhoduje jeho koncentrace v burice
a vazba na regulacni sekvence v oblasti LCR. V ptipadé, kdy je nizkd koncentrace E2 proteinu
v bunce, nejsou obsazena vSechna vazebna mista pro E2 v LCR. V mistech obsazenych E2
dochazi kvazbé proteinu E2 s bunéénym proteinem obsahujici bromodoménu 4. Tento
komplex slouzi jako aktivator transkripce spolecné s dalSimi bunécnymi faktory (Schweiger et
al., 2007). V pripadé, kdy je koncentrace E2 vysokd, dochazi k obsazeni viech vazebnych mist

v LCR a zaroven dochazi ke sterickému vytésnéni bunécénych transkripcnich faktord a represi



virové transkripce. V pripadé, kdy dojde k poskozeni genu E2, naptiklad béhem integrace
virového genomu, dochazi k deregulaci transkripce virovych onkogenl a jejich zvysené
expresi (Cripel" et al., 1987).

Dalsi skupinou casnych genl jsou geny spojené se schopnosti imortalizovat
a transformovat hostitelské bunky, tak zvané virové onkogeny (obrazek 3). Jednd se o geny
E5, E6 a E7. Jejich produkty jsou u HR HPV typl schopny deregulovat bunécny cyklus
infikovanych bunék zejména pomoci interakce s nddorovymi supresorovymi proteiny.
Jako zdsadni se jevi interakce s retinoblastomovym proteinem pRb a proteinem p53.

Onkoprotein E7 je schopen inaktivovat tumor supresorovy proteinem pRb, ktery tvofi
v burikdch komplex se skupinou transkrip¢nich faktort E2F, jak je zndzornéno na obrazku 3.
V pfitomnosti virového proteinu E7 dochdzi k navazani na pRb (T. Hu et al., 1995; Levine et
al., 1989) a uvolnéni transkripéniho faktoru E2F. Tim muzZe dojit k expresi bunécnych gend,
které souvisi s pfechodem buriky do S-faze buné¢ného cyklu. Cinnosti proteinu E7 dochazi
k nadmérné proliferacni aktivité bunék a spusténi p53 odpovédi (Slebos et al., 1994).

Protein p53 je dalsi ze skupiny tumor supresorovych gen(, ktery je schopen navést
buiku k apoptéze (Haupt et al.,, 2003) v ptipadech, kdy je burnka vystavena stresu,
naptiklad vykazuje nadmérnou mitotickou aktivitu. V infikovanych bunkach, kde probiha
exprese proteinu E6, dochazi kvytvadreni komplexu virového proteinu E6 a bunécné
ubikvitinové ligazy E3 E6AP (z anglického E6 associated protein). Tento komplex E6/E6AP
je schopen vazat a ubikvitinovat protein p53, ktery je nasledné degradovan v proteazomech
(Scheffner et al.,1990). Timto zplsoben se brani HPV proti apoptdze buriky, kterd by
v normalnim pfipadé, kdy nedochazi k ubikvitinylaci p53, nastala. Zjednodusené schéma
funkce proteinli E6 a E7 je vyobrazeno na obrazku 3.

Na rozdil od predchozich neni funkce virového onkoproteinu E5 tak detailné poznana.
Existuji studie poukazujici na pfechod bunék do rakovinného bujeni diky genetickym
zménam zplsobenych proteinem E5. Takovouto zménou miZe byt zvétSeni jadra
nebo polyploidie zplUsobena endoreplikaci (L. Hu et al.,, 2010). Dalsi plsobeni E5 proteint
spociva ve zvySeni aktivity receptori pro epidermdlni rastovy faktor EGFR (z anglického
epidermal growth factor receptor). To ma za nasledek signalizaci k bunéénému déleni, které

podporuje nadorové bujeni. (Crusius et al., 1998).
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Obrazek 3: Schéma naznadujici funkci E6 (A) a E7 (B) protein( v burice. Pfevzalo a upraveno (Pinatti et

al., 2018)

| kdyZz je protein E4 kddovany v ¢asné oblasti genomu, je exprimovan az v pozdéjsi
fazi infekce. Mda funkci pfi naruseni vrstvy keratinu, a tim usnadnéni uvolfiovani virionu
(Doorbar, 2013).

V pozdni oblasti virového genomu se nachdzi dva geny pro obalové proteiny L1 a L2
(Cardone et al., 2014). Kjejich expresi dochdzi az v pozdni fazi infekce, kdy dochazi
ke skladani kapsidy ve vrchnich vrstvach pokozky, k odumirani bunék a s tim souvisejici
uvolfovani maturovanych ¢astic HPV (Sarmadi et al., 2012).

Pfehled virovych proteint a jejich vybranych funkci je uveden v tabulce 1.

Tabulka 1: Pfehled vybranych funkci virovych protein(

Protein | Vybrané funkce proteinu

El Iniciace replikace virového genomu, ATP — dependentni DNA helikdzova
aktivita

E2 Zesileni vazby E1 na virovou DNA, aktivator/represor transkripce

E4 Naruseni keratinu, uvolfiovani viriont

E5 Onkoprotein, regulace EGFR

E6 Onkoprotein, vazba s p53 a ndsledna ubikvitinace, znemoznéni prechodu
bunky do apoptdozy

E7 Onkoprotein, navazani pRb, uvolnéni E2F

L1 Majoritni kapsidovy protein

L2 Minoritni kapsidovy protein




4. Integrace genomu HPV

Po vstupu a uvolnéni z virionu se nachazi genom HPV v burice jako cirkuldrni DNA, tzv.
episom. V nékterych infikovanych burikach mizZe dojit k interakci s hostitelskym genomem
a nasledné integraci do bunéc¢ného chromozomu. V dalSim pfipadé se miieme setkat
s kombinaci vySe zminénych a genom HPV se muZe v burice vyskytovat soucasné ve formé
cirkuldrni molekuly i vintegrované podobé. Pravé integrace genomu HPV byva casto
povazovana jako faktor nutny pro prechod bunky do nddorového bujeni. To ovSem
neodpovida realité vzhledem k tomu, Ze existuji karcinomy, kde integrace nebyla prokdzana

a genom HPV byl nalezen pouze v episomalni formé.

4.1.  Charakteristika integrovaného HPV genomu

Oproti episomalni formé se integrovany genom nachazi jako linearizovand molekula
DNA, ktera je soucasti hostitelského genomu. V té se muize vyskytovat HPV genom pouze
jako jedna kopie nebo jako tandemova repetice virového genomu, tzv. konkatemer (McBride
& Warburton, 2017). Studie (Akagi et al., 2014) provadénd na vzorcich karcinom( hlavy a
krku nalezla pocet kopii vkonkatemeru od 2 opakujicich se virovych sekvenci
az po priblizné 20 se opakujicich sekvenci virového genomu. Oba mozné typy integrace HPV
genomu jsou zobrazeny na obrazku 4. V pfipadé integrace nékolika kopii virovych genomi
za sebou je pouze cast znich transkripéné aktivnich (van Tine et al., 2004). Zbytek
integrovanych genom( byva transkripéné umlcen pomoci methylace v oblasti LCR,
jak ukazuje korelace poctu integrovanych kopii a methylace v oblasti LCR u vzorkt karcinoma

délozniho hrdla (Chaiwongkot et al., 2013).



Typ 2 n=>1 virovych kopii

Obrazek 4: Schéma moZného usporadani genomu HPV v burice A) Episomalni forma genomu HPV. B)
Linearni genom HPV integrovany pouze v jedné kopii — typl. C) Linearni genom HPV integrovany
v tandemovém opakovani (ohrani¢ené zavorkou) — typ 2. Zelené Sipky znadi virové geny. Modra
kolecka znaci vazebna mista pro virové proteiny E1 a E2. Prevzato a upraveno (McBride &

Warburton, 2017)

PFi integraci hraje dleZitou roli misto zlomu ve virovém genomu. Cetnost mista
zlomu v ramci genomu HPV se vyrazné lisi. Jako nej¢astéjsi oblasti zlomu byly prokazany
oblasti E1 genu (Kamal et al., 2020) a E2 genu (Nkili-Meyong et al., 2019; Parfenov et al.,
2014). DalSimi béznymi misty, kde dochazi ke zlomu, jsou geny pro kapsidové proteiny L1
a L2 (Z. Hu et al., 2015). Cetnost piedpokladaného a pozorovaného vyskytu zlomovych mist
v genomu HPV16 ze studie karcinom( délozniho hrdla (Z. Hu et al., 2015) je znazornéna
na obrazku 5. Z grafu je patrné, Zze mista zlomu se zachazi v rdémci celého virového genomu.

K integraci mizZe dochdazet béhem infekce opakované. To také potvrzuji studie, které
detekovaly integrovany genom HPV na nékolika lokusech lidského genomu u jednoho vzorku

(Z. Hu et al., 2015; Kamal et al., 2020; Parfenov et al., 2014).
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Obréazek 5: Porovnani mist zlom0{ v genomu HPV a srovnani Cetnosti o¢ekavanych a pozorovanych

mist zlomU. Pfevzato a upraveno z (Z. Hu et al., 2015)

Béhem integrace virového genomu c¢asto dochazi k jeho ¢aste¢né deleci nebo jeho
narudeni v oblastech blizkych mistu zlomu (Gao et al., 2019). Castou oblasti delece v genomu
HPV byva gen E2 (Nkili-Meyong et al., 2019; Parfenov et al., 2014), ktery ma vliv na virovou
transkripci. V dlsledku ztraty genu E2 dochazi k neregulované zvysSené expresi virovych

onkogenl E6/E7.

4.2.  Misto integrace v hostitelském genomu

Podobné jako u HPV genomu je studovdno misto zlomu a integrace v hostitelském
genomu. Zda se, ze samotné misto integrace neni ndhodné. Casté&ji se nachdzi zlom pottebny
k integraci v oblastech, kde je pfimo kddovan gen nebo v oblastech vzdalenych <500 kb
od anotovanych genu (Z. Hu et al., 2015). Studie, kterd zahrnovala vzorky z bunécnych linii
odvozenych od karcinom( zpUlsobenych HPV i klinickych vzork( karcinomi nachazela mista
zlomu v lidském genomu nejcastéji v oblasti intrond a to ve 39,6 % pfripadl. Nasledovala
oblast mezi geny, kdy zde bylo nalezeno misto zlomu v 29,7 %. Ve 30 % pfipadl se nachazelo
misto zlomu v regulacnich oblastech koncl gend a pouze 2,7 % zlomU byla nalezena uvnitf
exonU (Akagi et al., 2014).

Oblasti vgenomu, kde je pfi analyzach misto integrace nachdzeno castéji oproti
zbytku chromozomu, se nazyvaji jako tzv. hot spots oblasti. Jejich vyskyt je zaznamenan
po celém lidském genomu (Z. Hu et al., 2015) (Parfenov et al., 2014), jak je naznaceno
na obrazku 6. Jedna se o studii, kterd analyzovala 103 vzork( karcinomu délozniho hrdla,

u kterych byl objeven alesponi jeden zlom v lidském genomu. Nejéastéjsi hot spots oblasti



z dané studie jsou pojmenovany na obrazku. Celkem bylo ve vzorcich identifikovano pomoci
celogenomového sekvenovani a RNA sekvenovani 3 666 zlom.

Obecné se da fict, Ze hot spots oblasti jsou pozorovany casto v blizkosti genq,
které maji spojitost s onkogenicitou. M(Ze se napfiklad jednat o tzv. protoonkogeny nebo
nadorové supresory. Prikladem takovychto genll jsou nadorové supresorové geny MACROD2
nebo TP63. V obou zminénych genech byla indukovdna hot spots oblast (Kamal et al., 2020).
U genu MACROD2 bylo misto zlomu nalezeno u 7, respektive 5 zlom( v pfipadé TP63, z 308
nalezenych zlom( ve studii. Dalsi studie karcinom( délozniho hrdla oznacuje jako hot spots
oblasti geny jako jsou napf. SEMA3D (4,9 %), DLG2 (4,9 %) nebo HMGA2(7,8 %) (Z. Hu et al.,
2015). Procento poctu integraci v jednotlivych hot spots oblastech z celkového poctu zlomu
je uveden u jednotlivych gen( v zavorce. Téchto oblasti jsou radové stovky a stale jsou
popisovany nové hot spots oblasti.

Kromé protoonkogen( nebo nadorovych supresorovych gen( je integrace nachdzela
v blizkosti miRNA. Ty jsou dllezité pro bunku pfi diferenciaci, proliferaci nebo treba
apoptdze (Schmitz et al., 2012) a mohou ovliviiovat prechod buriky do nadorového bujeni.

Dalsi charakteristikou mista integrace je mira methylace v oblasti integrace. Studie
(Hatano et al., 2017) pozorovala u karcinomu hlavy a krku miru methylace virového genomu
a lidského genomu. Studie poukazala na stejnou miru methylace u integrovaného virového
genomu v zavislosti na mife methylace mista integrace v lidském chromozomu. U vétsSiny
vzorkd se jednalo v misté integrace u lidského genomu o zvySenou miru methylace oproti

chromatidé bez integrovaného virového genomu.
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Obrazek 6: Schéma distribuce zlomovych mist v lidském genomu. Vnéjsi kruh oznacuje lidské
chromozomy a mitochondridlni chromozom, déle je na vnéjsim kruhu uddna velikost chromozomu
v milionech bazi. Prostfedni kruh je tvofen tmavymi pruhy, kde kazdy jeden pruh znaci misto zlomu
v lidském genomu. Vnitfni kruh zéervenych sloupcll znaci frekvenci integrace genomu HPV
u jednotlivych lokusd v lidském genomu. Nékterd mista s vy$Si mirou integrace jsou pojmenovana.

Pfevzato a upraveno (Z. Hu et al., 2015)

4.3. Modely mechanismu integrace

Samotny mechanismus integrace neni dodnes plné objasnén. Bylo vypracovano
nékolik modell, pficemz se predpokladd, Ze kintegraci nedochdzi pouze jednim
mechanismem, ale zfejmé dochazi ke kombinaci nékolika modeld.
Aby kintegraci mohlo dojit, je zapotfebi zlom ve virovém i v hostitelském genomu,
ktery umozni spojeni genomUl. U virového genomu se predpokladd, ze dochazi ke zlomu
béhem replikace virového genomu (Visalli et al., 2016). U lidského genomu se lisi pficina

zlomu podle konkrétniho mechanismu.
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4.3.1. Homologni rekombinace

Jednim ze zpUsobl, ktery vysvétluje preferencni misto, ve kterém k integraci dochazi,
je proces homologni rekombinace. Krekombinaci dochdzi v oblastech, kde se nachazi
mikrohomologni sekvence nejcastéji 4 bp dlouhé, které umoznuji parovani lidského
a virového genomu. Tyto sekvence ohrani¢uji udalost rekombinace, jak je vidét i z obrazku 7
(Z. Hu et al.,, 2015). Zda se, Ze tento model vysvétluje vétSinu integracnich udalosti a jiné

modely z néj ¢asteCné vychazeji.

Hostitelsky genom

Mikrohomologni
sekvence

Obrazek 7: Schéma mikrohomologni rekombinace mezi HPV genomem a hostitelskym genomem.

Prevzato a upraveno (Oyervides-Mufioz et al., 2018)

4.3.2. Smyckovy model

Dalsim modelem mechanismu integrace je tzv. looping neboli smyckovy model (Akagi
et al.,, 2014). Jedna se o model integrace, ktery vysvétluje vznik tandemové repetice HPV
genomu. Aby doslo k tandemové repetici, musi nejprve probéhnout integrace jedné kopie,
jak je ukdzano na obrdzku 8. Po integraci jedné kopie virového genomu, napfiklad pomoci
mikrohomologni rekombinace, vytvofi nasledné DNA docasnou smycku, kterda je pomoci
metody valivé kruznice replikovana. Mechanismus replikace valivou kruZnici je na obrazku 8
vyznacen Sipkami. Diky stdle se opakujici sekvenci doéasné smycky, vznikaji totozné
sekvence, které vytvari tandemové opakovani. V takovychto tandemovych repeticich se

vyskytuje opakovani virového genomu a ¢3sti lidského chromozomu.
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Obrazek 8: Schéma naznadujici mechanismus integrace pomoci smy¢kového modelu. Sedé je oznacen
lidsky genom (pismena A-F znadi lidské geny). Cervené je oznacen genom HPV. Sipky uprostied

docasné smycky znaci replikaci valivou kruznici. Pfevzato z (Akagi et al., 2014)

5. Faktory ovliviujici integraci

Integrace genomu HPV do bunécného chromozomu neni soucasti Zivotniho cyklu HPV,
a tak neni ani podminkou, Ze k ni v infikované burice musi dojit. Nejedna se o zcela ndhodny
proces, jak naznacuji i hot spots oblasti. Jak Cetné studie dokladaji, existuje cela fada vice
¢i méné popsanych nebo predpokladanych faktor(i, které pravdépodobnost tohoto jevu

ovlivAuiji.

5.1.  Stupen dysplazie a typ HPV

Po infikovani bazalnich bunék a ustaveni persistentni infekce HPV dochazi
k postupnému nahrazovani epitelu abnormalnimi bunkami. To muzZe vést krozvoji
prednadorovych lézi a pozdéji az ke vzniku karcinomu. Napfiklad u déloZniho hrdla
se prednadorova stadia oznacuji jako cervikalni intraepitelidIni neoplazie (CIN z anglického
cervical intraepithelial neoplasia) a podle stupné zavaZznosti rozdéluji do tfi skupin. Zatimco
u CIN1 je vétsina abnormalit spontanné vyhojena (Holowaty et al., 1999), tak CIN2 a CIN3

predstavuji zavaznéjsi ndlezy, u kterych je ¢astéjsi progrese v karcinom (Byun et al., 2018).
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Jednotlivé stupné dysplazii se lisi frekvenci integrace genomu HPV. Zatimco u CIN 1 je
integrace pozorovana vyjimecné, tak u vysSich stupnl dysplazie se procento klinickych
vzork( s prokdzanym integrovanym genomem HPV zvysuje (Hudelist et al., 2004). U CIN2 je
nalézdna integrovana forma v jednotkach procent, ale u CIN3 se integrace uZ nachazi
v desitkach procentech vzork(l a u karcinomu se jednd, v zavislosti na typu HPV, azZ o vice nez
90 % vzorkU s detekovanou integraci genomu HPV (Vinokurova et al., 2008).

Kromé stupné dysplazie ma vliv na pravdépodobnost integrace i typ HPV, pfedevsim
ze skupiny HR HPV. Zjistilo se, Ze genomy nékterych typl HR HPV jsou vyrazné castéji
v klinickych vzorcich nachazeny v integrované podobé nez jiné. Pfi porovnani dvou nejéastéji
se vyskytujicich typld HPV16 a HPV18 v karcinomech je pozorovana castéjsi integrace typu
HPV18. U studie vzorkd provedené na vzorcich odebranych z karcinomu délozniho hrdla
se genom HPV18 vyskytoval vintegrované podobé u 33 vzork( zcelkovych 36,
coZ predstavuje vice nez 90 % vzorkd s integrovanou formou genomu (Vinokurova et al.,
2008). Podobné tomu bylo i u dalsi studie HPV18, kdy integrace byla nalezena u vSech 18
vzorkl karcinomu déloZzniho hrdla (Kamal et al., 2020).

DalSim typem, ktery se integruje vyrazné castéji je typ HPV45. U karcinom
déloZniho hrdla s potvrzenou infekci HPV45 byla nalezena integrace u 20 vzorku z celkovych
24 vzork( (Vinokurova et al.,, 2008). Jednda se tedy o vice nez 80 % vzorkl, kde doslo
k integraci. Jesté Castéjsi integrace genomu HPV45 byla detekovana ve studii (Kamal et al.,
2020), kdy byla integrovana forma genomu nalezenu u vSech 27 vzork( karcinomu délozniho
hrdla z této studie.

Oproti typlm HPV18 a HPV45 dochdzi u typu HPV16 k integraci vyrazné méné. Zde
bylo nalezeno 33 vzorkd karcinomu déloZzniho hrdla s integraci z celkového mnozstvi 60
vzork( karcinomu, tedy 55 % vzork( (Vinokurova et al., 2008). Jesté vyrazné mensi procento
integrace byla detekovana u HPV31, kdy podil vzorkd s integraci nedosahuje ani 20 %. U
tohoto typu byla nalezena integrace pouze u 2 vzorkd karcinomu délozniho hrdla ze 14
(Vinokurova et al., 2008).

Obecné plati, Ze integrace virového genomu je ¢astéjsi u HR HPV typu, ale i u HPV6
nebo HPV11, které jsou razeny mezi LR HPV, se mlZeme setkat s integrovanou formou
genomu HPV (Coutlée et al.,, 2009). Ta se vyskytuje napfiklad u vzorkd laryngdlniho
karcinomu (Gerein et al.,, 2005; Huebbers et al., 2013). Ve studii vychazejici ze vzorku

karcinomu hrtanu a plic byla zkoumana forma genomu HPV11 pomoci amplifikace virové
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sekvence. Zcelkovych 7 vzork(, ve kterych byla potvrzena infekce pravé HPV11,

byla integrovand forma detekovdna u 4 vzork( (Reidy et al., 2004).

5.2.  Typ karcinomu

Dalsim faktorem pusobicim na integraci genomu HPV je i oblast, kde doslo
k neoplasmatickému rozvoji. U nejrozsifenéjsiho typu karcinomu déloZniho hrdla byla pouze
episomadlni forma genomu ve studii (Kamal et al., 2020) detekovana pomoci sekvenovani
nové generace NGS (z anglického Next Generation Sequencing) u 33 vzorkd z celkovych 272,
coz Cini priblizné 12 %. U dalsi studie provedené na vzorcich karcinomu délozniho hrdla
nebyla integrace nalezena u 32 ze 135 vzork( (23 %) (Z. Hu et al., 2015).

Oproti tomu pfi studiu karcinomu z andlni oblasti (Morel et al., 2019) pomoci NGS
se integrovana forma genomu HPV nenasla u 42 vzorkl z 93, tedy 45 % vzorkd obsahovalo
pouze episomalni formu genomu HPV.

Ve studii karcinom( oblasti hlavy a krku (Parfenov et al.,, 2014), byla integrace
nalezena ve 25 pripadech z 35 vzorkd, coZ odpovidd necelym 29 % vzork( bez prokdzané
integrace.

Z vyse uvedenych studii je vidét trend v pravdépodobnosti integrace HPV genomu
u rozliénych karcinomu. Zda se, Ze nejcastéji nalezneme integraci v karcinomech délozniho

hrdla. Naopak nejméné integraci genomu HPV je nachdzeno u karcinomu v andIni oblasti.

5.3.  Vlivopravnych mechanism( DNA na integraci

Pokud dojde vbunce k poskozeni DNA, tak se aktivuje mechanismus odpovédi
na posSkozeni DNA (z anglického DNA damage response, DDR). Jednd se o mechanismus,
ktery brani vétsSimu poskozeni genomové DNA, ke kterému by mohlo jinak dochazet (Wallace
et al.,, 2017). Kromé toho, pokud se vbunce nachazi poskozend DNA, tak dochazi
k pozastaveni bunééného cyklu.

Jednim z moZnych poskozeni genomové DNA je dvouretézcovy zlom, pfi kterém
dochazi k preruseni obou vldken Sroubovice DNA. K takovému poskozeni dochazi vlivem
mnoha exogennich i endogennich faktor(. Jednim z endogennich faktord zplsobujici

akumulaci dvouretézcovych zlomU je i zvySena hladina volnych kyslikovych radikali ROS
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(z anglického reactive oxygen species). Jedna se o molekuly nachazejici se prirozené v bunce,
ale v ptipadech, kdy na buriku pUsobi stresové faktory, se koncentrace ROS zvysuje.

Pokud bunka nezareaguje vcas na takové poskozeni, mlze dojit k deleci, duplikaci
nebo jinych chromozomalnim pfestavbdm v genomu, a proto se bunka snazi aktivaci DDR
co nejrychleji zlom opravit (Wallace et al., 2017). Jednou z moznych oprav je i vlozeni
mimochromozomalni molekuly DNA. Takovou molekulou mUze byt pravé i genom HPV.

Jednim z faktor( prispivajici k akumulaci dvouretézcového preruseni DNA v burkach
infikovanych HPV je zvySena hladina ROS v dUsledku plsobeni isoformy HPV proteinu E6.
Tato isoforma ,oznacovana jako E6%*, vznika translaci ze sestfizeného transkriptu genu E6.

Ve studii (Williams et al., 2014) pozorovali na bunécénych liniich odvozenych
od karcinoml zplsobenych HPV vliv poméru virového proteinu E6 a jeho isofomy E6*
na koncentraci ROS. Bylo zjisténo, Ze u bunécné linie CaSki dochazelo ke zvyseni hladiny ROS
v dusledku vyssiho poméru E6*/E6. ZvySend hladiny ROS ddle pfispivala k aktivaci DDR.
K obdobnym zavérim dospéla studie karcinomi délozniho hrdla, kterd zkoumala vliv
koncentrace volnych radikdli, mezi které se fadi i ROS, na integraci genomu HPV
v karcinomech délozniho hrdla (Visalli et al., 2016).

Kromé zvySené hladiny ROS ovliviuji virové proteiny i dalsi drdhy souvisejici
s opravou zlomu v lidském genomu. Protein E6 spolec¢né s proteinem E7 zapficinuji kromé
deregulace nadorovych supresorovych proteini p53 respektive pRb také aktivaci opravy
dvouretézcovych zlomi v lidském genomu opravovanych pomoci homologni rekombinace.
Dochdzi k tomu prostfednictvim interakce s proteiny potfebné pro homologni rekombinaci
(Wallace et al., 2017). Opravy poskozeni DNA pomoci homologni rekombinace probihaji
pouze v pripadé, kdy ma burika homologni sekvenci, podle které je mozné opravit poskozeni,
tedy pouze v S a G, fazi bunécéného cyklu.

U bunék infikovanych HPV ale dochazi k iniciaci homologni rekombinace i béhem G;
faze bunééného cyklu. Jako iniciatory slouzi virové onkoproteiny E6 a E7. V jejich pfitomnosti
se zvySuje koncentrace proteind BRCA1, BRCA2, RAD51 a RPA70 podilejici se na homologni
rekombinaci (obrazek 9). Diky témto proteinlm dochazi k homologni rekombinaci
i bez pfitomnosti druhé chromatidy, ktera je jinak nutna k homologni rekombinaci. Namisto

homologni sekvence se schopny integrace genom HPV (Wallace et al., 2017).
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Kromé onkogen( E6 a E7 ma vliv na DDR i virovy protein E1 (Sakakibara et al., 2011).
Protein E1 pfispiva v infikované burice k aktivaci odpovédi serine/ threonin protein kinazy
ATM (z anglického ataxia telangiectasiaa mutated) patfici mezi DDR, ktera pfi své aktivaci
pozastavuje bunécny cyklus burnky. ATM patfi opét k opravnym mechanismim vyuZivajici
homologni rekombinace, diky té mi0Ze dochazet kulehéené integraci genomu HPV
do lidského genomu. Kromé opravné aktivity je schopné ATM zastavit replikaci bunééného
genomu. To ovSsem nevadi genomu virovému a vyuziva této situace, kdy mlze replikovat svij
genomu bez kompetice sreplikaci bunééného genomu. Zaroven si tim HPV zvysuje
pravdépodobnost integrace do lidského genomu v zavislosti na vétSim poctu kopii svého

genomu v infikované burice.

5.4.  Faktory spojené s mutagenezi genomu

V lidskych bunkach se vyskytuje skupina pfiblizné 10 enzym{ oznacujici se jako
katalytické polypeptidy enzymu upravujici mRNA pro apoliprotein B neboli APOBEC (z
anglického apolipoprotein B mRNA-editing catalytic polypeptide-like). Jejich enzymaticka
funkce spociva v substituci cytosinu za uracil. Mista stouto substituci neodpovidaji
pravidlim Watsono-Crickova parovani a burika je schopna tyto mista nalézt a opravit.
K opravé vyuziva Stépeni pomoci apurinické/ apyrimidické endonukledzy nasledované
bazovou excizni opravou BER (z anglického base excision repair).

U bunécné linie W12 odvozené od keratinocytl infikovanych HPV16 byla pozorovana
zvySend exprese téchto enzymul, predevsim APOBEC3A. To zpuUsobovalo i vyssi miru
mutageneze ve virovém genomu, kdy nejvétsi pocet mutaci byl nalezen v oblasti genu E2

(Wang et al., 2014). ZvySend exprese APOBEC3A byla pozorovana i u klinickych vzorka
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karcinomU z oblasti hltanu a zaroven byla pozorovana korelace mezi expresi tohoto enzymu
a integraci genomu HPV.

Diky schopnosti buriky rozpoznat netypické pdrovani, dochazi k jeho opravé.
Ale zaroven v pfipadé, kdy se objevuji tato mista s vétsi frekvenci, nez je pro burnku obvyklé,
nemusi dochdzet k opravé vSech mutovanych oblasti. Tyto oblasti mohou byt Stépeny
pomoci endonukledzy, ale uz u nich nedochazi k BER. Takto Stépend mista mohou slouzit

jako mista pro integraci genomu HPV do lidského genomu (Kondo et al., 2017).

5.5. Integrace v navaznosti na interferonovou odpovéd burky

U bunék infikovanych viry, dochdzi k aktivaci bunécné imunitni odpovédi. Jedna se o
stav, kdy burnka produkuje interferony (IFN), které se vazou na specifické receptory a
indukuji syntézu enzymu, které potlacuji virovou replikaci. Pro keratinocyty je specificky
IFN-k kéddovany genem IFNK.

Pro viry je dulezité drzet hladinu imunitni reakce hostitele vicéi infekci na co mozna
nejnizsi Urovni a pripadné i regulovat aktivitu imunitni odpovédi pomoci svych protein. HPV
jsou schopni regulovat produkci interferont pomoci exprese svého onkoproteinu E5. Studie
(Scott et al., 2019) vytvorila model inhibice tranksripce IFNK, ktery je zaloZeny na inhibici
komplexu transformacniho rlstového faktoru a beta receptoru Il TGFBR2 (z anglického
transforming growth factor, beta receptor Il) pomoci E5 proteinu, ¢imz se potladi signalizace
transformacniho ristového faktoru beta TGF- B (z anglického transforming growth factor B).
Zaroven dochazi k zesileni signalizace EGFR opét pomoci pfitomnosti E5 proteinu, kterd
souvisi se stimulaci MAP kinazové drahy. Tyto aktivity spoleéné snizuji transkripci genu IFNK.
Vzhledem k potlaceni imunitni odpovédi je genom HPV stabilnéjsi a udrzuje si v jadfe formu
episomu.

Naopak u bunék z bunécné linie W12, kde byla experimentdlné snizena exprese
proteinu E5 pomoci vloZzeni STOP kodonu do promotorové oblasti genu E5, dochdzelo
k destabilizaci virového genomu a jeho castéjsi integraci do hostitelského genomu.
K destabilizaci dochazi diky neschopnosti inhibice IFN-k. Aktivita IFN-k je schopna aktivovat
JAK/STAT signaliza¢ni drahu, kterad spousti transkripci IFN stimulovanych gen(. Béhem stalé
transkripce téchto IFN stimulovanych genl dochazi k nizsi stabilité genomu HPV. Nizsi
stabilita genomu HPV a s tim spojena ¢astéjsi integrace byla také potvrzena pomoci pokusu,

kdy byly vytvoreny dvé skupiny bunéénych tkani odvozenych od linie W12. V jedné skupiné
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nebyla upravovana exprese virového proteinu E5, zatimco u druhé skupiny byla snizena jeho
exprese. U skupiny s expresi E5 proteinu byla integrace odhalena u 11 z 81 vzorkd, to Cini
13,6 %. V pripadé skupiny, ve které nedochdzelo k expresi proteinu E5, se podil vzork(
s detekovanou integraci vyrazné zvysit. Jednalo se o 40 vzork( ze 78, tedy pres 51 % (Scott et

al., 2019).

6. Metody detekce integrace HPV

Pro studium detekce integrace HPV je vyuZivano nékolik postupl, které jsou zaloZené
anebo odvozené od jiz znamych molekularné biologickych metod jako je napfiklad
fluorescencni barveni, polymerazova retézova reakce (PCR z anglického polymerase chain
reaction) nebo sekvenace. Jejich vyuziti je Siroké a pfi vybéru zalezi, jakou informacni
hodnotu oc¢ekavame. U nékterych metod dostaneme pouze odpovéd, zda je HPV genom
integrovan ¢i nikoliv. U jinych Ize urcit pfesné misto integrace. Metody se také lisi v podobé
vstupniho materialu, kdy se vyuzivaji nukleové kyseliny, respektive DNA nebo RNA.

Pro tuto praci jsem vybrala pouze nékolik metod, se kterymi se setkdme nejcastéji

ve studiich zabyvajicich se integraci genomu HPV.

6.1. Metody vyuZivajici fluorescencni znaceni

Mezi metody vyuzivajici fluorescenéni znaceni patfi tzv. molecular combing. Jedna
se 0 metodu, kde slouZi celogenomova DNA jako vstupni materidl. Nejdfive dochazi k lyzi
bunék a odstranéni proteinu, aby nedochazelo k znehodnoceni genomové DNA. Analyzovany
vzorek je dale upraven na specifické pH a iontovou silu, aby doSlo pouze k ¢aste¢nému
rozvolnéni koncd DNA (Esmail Nazari & Gurevich, 2013).

Do takto pripraveného roztoku je ponofeno podlozni skli¢cko se specialné upravenym
povrchem. Uprava povrchu slouZi k tomu, aby se na né&j navazala DNA a mohla byt nasledné
,natazena” na sklicko. BEhem vytahovani sklicka dochazi k linedrnimu usporadani DNA diky
povrchovému napéti vznikajicimu mezi rozhranim roztoku a vzduchu (viz obrazek 10) (Esmail
Nazari & Gurevich, 2013). Takto pfenesend DNA na skli¢ku je pfipravena k barveni pomoci
fluorescenénich sond (Redmond et al., 2018). Sondy jsou navrhovany tak, aby interagovaly
se specifickou sekvenci DNA a tim ji fluorescencné oznacily. Takovéto znaceni je ndasledné

vidét pod mikroskopem.
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Vyhodou této metody je, Ze pokud je spravné pfipravena, lze urcit i pocet kopii
integrovaného genomu HPV na jednom vldkné bunécné DNA a pfi pouziti vhodnych sond
i chromozom, na kterém doSlo kintegraci genomu HPV. Uréitou nevyhodou je pfesna
kontrola vlastnosti pouZivanych roztok(, aby nedochazelo k az pfiliSnému rozvolfiovani DNA
a nasledné k nespecifické vazbé uprostfed molekuly DNA, coz je pfi ,natahovani“ molekul

DNA nezadouci. Dalsi nevyhodou je urcitd ¢asova narocnost, kterd se pohybuje v jednotce

dn(.
A B Obrazek 10: Schéma pusobicich sil pfi
natahovani molekul DNA u metody
Smér éesani molecular combing. Pfevzato a
Roztok DNA s upraveno (Esmail Nazari & Gurevich;
2013)
Upraveny povrch
C D
Sila menisku
—
Adhezni sila
-—
E F
Linedrné usporadané

molekuly

;=)

6.2.  Metody zaloZené na PCR reakci

6.2.1. Detekce intaktniho genu E2

Diky ¢astému poskozeni genu E2 béhem integrace, jedna se o jednu z nejsnadnéjsich
metod detekce integrovaného genomu HPV. Metoda je zalozend na amplifikaci kratkych
sekvenci genu E2 pomoci sad primerd, které postupné pokryji délku celého Useku genu.
Primery jsou navrzeny tak, aby na sebe navazovaly nebo u nich dochazelo ke kratkému

presahu. Pokud se naamplifikuje cely gen E2, znadi to pfitomnost episomdlni formy
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ve vzorku. V opaéném pripade, kdy se cast genu neamplifikuje, dosSlo pravdépodobné
ke ztraté ¢asti genu béhem integrace.

Diky této metodé jsme schopni zjistit pfiblizné misto zlomu ve virovém genomu.
Metoda neodhali, pokud doslo ke zlomu v jiném misté virového genomu ani soucasnou
pfitomnost episomalni a integrované formy. O tom, jak presné bude uréené misto zlomu,

rozhoduje navrhnuti primera.

6.2.2. PCRv redlném case

PCR v redlném case (qPCR — quantitative PCR) je jedna z metod odvozend od klasické
PCR, kterd umoziuje kvantifikovat mnozstvi cilové sekvence vkazdém cyklu PCR.
Obecné je pti qPCR spolecné s primery pfidana do reakce proba, fluorescencné oznaceny
oligomer. Tato proba komplementarné naseda na sekvenci mezi primery. Pfi probihajici PCR
reakci je proba degradovana 5‘->3’exonukledzovou aktivitou polymerdzy. Tim dochazi
k aktivaci fluorescencni znacky na probé a emisi signdlu, ktery je zachycen a zaznamenan.

Pro detekci integrace genomu HPV je tfeba amplifikace dvou rozdilnych sekvenci.
Jedna sekvence byva designovdna tak, aby se nachdzela v episomalni i integrované formé
virového genomu. To byva nejcastéji oblast virovych onkogen(, napfiklad gen E6. Druha
sekvence by se méla nachazet pouze v episomadlni formé, tudiz se predpoklada, ze béhem
integrace doslo k jeji deleci nebo je prerusena. Takovou sekvenci byva nejcastéji oblast genu
E2 (Lindh et al., 2007; Peitsaro et al., 2002). Nasledné se provani dvé na sobé nezavislé
amplifikace s rozdilnou sadou primer( a prob.

Pokud se kvantita amplifikovanych cilovych oblasti bude rovnat, jedna se o vzorek,
kdy nedoslo kintegraci a obé sekvence se nachazeji ve vzorku pouze v episomdlni formé
genomu. V pfipadé, kdy bude prevazovat amplifikace oblasti genu E6, jednd se o vzorek
s integrovanym HPV genomem, kdy zaroven doslo k deleci E2 genu. E2 gen se tedy bude
nachazet pouze v episomalni formé genomu na rozdil od genu E6, ktery se nachazi
i episomalni i integrované formé genomu HPV.

Nevyhodou této metody spocivda v nemoznosti urcit misto integrace v lidském

genomu. Vyhodou je relativné rychly vysledek.
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6.2.3. Amplifikace virovych transkriptt

Metoda amplifikace virovych transkriptll APOT (Amplification of Papilloma virus
Oncogene transcripts) je zaloZena na rozdilech transkriptd odvozenych z episomalni
a integrované formy genom( HPV. Tyto transkripty se lis§i na svém 3’ konci (obrazek 11).
U transkriptli odvozenych od virového genomu maji na 3’konci pred polyadenylovanym
koncem sekvenci odvozenou od virového genomu. V pfipadé transkriptl zintegrované
formy genomu HPV je virova sekvence nahrazena sekvenci z lidského genomu.

Pfi APOT PCR slouzi jako vstupni materidl celkovd RNA, kterd je pomoci reverzni
transkripce prevedena na cDNA. Pfi reverzni transkripci je vyuzit 3’ konec mRNA
s polyadenylovanym koncem. Na néj naseda oligo dT primer, ktery je jesté na svém 5‘ konci
prodlouzen o specifickou sekvenci (na obrazku znacenou jako p3) vyuZivanou v pozdéjsim
kroku. Po vzniku cDNA je zapotrebi dosyntetizovat druhy fetézec, kdy se pro syntézu vyuziva
primer mifeny do oblasti E7 genu (na obrdazku 11 oznacen p1). Tato dvouretézcova DNA je
dale amplifikovana pomoci primera. Jeden je opét mifen po oblasti E7 genu (p2 na obrazku)
a druhy je komplementarni k probé (p3), kterd byla pfiddna na cDNA béhem reverzni
transkripce. Produkty této amplifikace se ddle analyzuji pomoci hybridizace, ktera spociva
v poutziti specifickych prob pro oblasti genu E4 (na obrazku oznaceno jako h2) nebo genu E6
(na obrazku oznaceno jako (h1). (Klaes et al., 1999). Produkty amplifikace lze také
pro presnéjsi vysledky sekvenovat, kdy se data ze sekvenace srovnavaji s referenénimi
genomy. Diky tomu je moiné gzjistit, zda se jedna pouze o virovy genom nebo byla
osekvenovana i ¢ast lidského genomu. Dale Ize zjistit pomoci sekvence i typ HPV.

Nevyhodou této metody je RNA jako vstupni material. Oproti DNA ma RNA mensi
stabilitu a musi se s ni pracovat Setrnéji. Jednd se ale zdroven o jednu z mdla metod
pfi detekci integrace, kdy je vyuZita RNA a lze této metody vyuZit pro potvrzeni vysledku

z metod zaloZenych primarné na DNA.

22



Episomalni HPV DNA Integrovana HPV DNA

URR E6 E7 E2
E4
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poly A p1 p2 h1
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Obrazek 11: Schéma naznacujici strukturu genomd HPV16/18 v episomalni formé (nalevo) a
integrované formé (napravo) spolecné s odvozenymi transkripty a misty naseddni pro primer. Primer
pro RT je oznacen jako (dT)17-p3. Déle primery pro APOT PCR jsou oznaceny jako p1, p2 a p3. Proby
pro hybridiza¢ni analyzu jsou oznaceny h1 (specificky pro HPV E7) respektivé h2 (specificky pro HPV
E4). Transkripty odvozené od integrovaného genomu se lisi v chybéjici (Typ A) nebo obsahujici (Typ B)

sekvenci pro E4 HPV. Pfevzato a upraveno z (Klaes et al., 1999)

6.2.4. Detekce integrované papilomavirové sekvence pomoci PCR

Dalsi metodou pro uréeni mista integrace je metoda DIPS PCR (z anglického Detection
of Integrated Papilloma virus Sequences PCR). Jako vstupni materidl pfi této metodé
je vyuzivana DNA. Ta je v prvnim kroku rozstépena pomoci restrikéniho enzymu na kratsi
fragmenty. Na konce DNA fragmentl se specifickymi presahy po restrikénim Stépeni,
je navdzan adaptor, ktery je na obrazku 12 vyznacen jako cernad Sipka v kroku C).
Takto pfipravend DNA je pfipravena k amplifikaci.

Prvni PCR, linedrni, se provadi pouze s primery specifickymi pro HPV sekvenci.
Takovychto primerd je celd sada a kazdy z nich je mifen do jiné oblasti genomu HPV.
MoZna mista naseddani jsou vyznacena na obrdzku 12 v horni ¢asti jako ¢erné trojuhelnicky.
Po linearni PCR reakci vznikd produkt, ktery je amplifikovan pomoci exponencialni PCR,
pfi které se jiz vyuzivaji dva primery. Jeden z primeru je jako u predeslé PCR reakce specificky

pro genom HPV. Tento primer naseda na sekvenci, ktera je vzdalena priblizné 50 nukleotidt
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od mista nasedani pro primer z linearni PCR. Druhym primerem je adaptorovy primer (AP),
ktery naseda na specifickou sekvenci adaptoru. Po exponencialni PCR reakci jsou produkty
osekvenovany a je zjisténo misto integrace. (Luft et al., 2001).

Metoda vyuzivd DNA, kterd je oproti RNA stabilnéjsi, Ize tak analyzovat i starsi vzorky,

které pochazi napftiklad z parafinovych bloc¢ku.

A) potencialni struktura integrovaného HPV

bunééna DNA L1 E6 E7 E1
B) restrikcni Stépeni ﬂ
B
, (T L8
oo _° -
C) ligace adaptorum ﬂ

(pomoci specifickych endonukleéz) « .

-

A o - 2"_
» e

&I-

D) linedrni amplifikace ( primer: HPV) B
8 ¢
-
A —
—_— —
Pr——
E ) exponencialni amplifikace
(primer: HPV, AP) 8 e
A= -
[ ——] —
’_
—_

Obrazek 12: Schéma metody DIPS — PCR. Vhorni ¢asti obrazku vidime mozné usporadani
integrovaného genomu HPV (A). Pferusované c¢ary znadi mozna mista Stépeni, které se provadi
pomoci restrikéniho enzymu (B). Bod C znazorfiuje ligaci adaptoru (oznacen cernou Sipkou) a mista
pro nasedani primerd (Cerné trojuhelnicky). Body D a E znazorfujici linearni, respektive exponencialni

amplifikaci. Pfevzato a upraveno z (Luft et al., 2001)
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6.3.  Sekvenovani nové generace

Nejucelenéjsi pohled na misto integrace ziskame diky sekvenaci. V dnesni dobé je
stdle Castéji vyuZivano sekvenace NGS, umoznujici komplexnéjsi analyzu rozsahlejsich oblasti
nukleovych kyselin. NGS umozZnuje ziskat informace, které by jinak bylo nutné ziskat
kombinaci vice metod. Mezi nejvyraznéjsi vyhody patfi ucelend predstava o udalosti
integrace, véetné charakteristiky prestaveb virového i lidského genomu. Diky tomu jsme
schopni urcit typ HPV, ktery je integrovan, misto integrace v lidském genomu anebo data
o pfipadnych zméndch v lidském genomu (Gao et al., 2019).

PFi NGS se vyuziva jako vstupni material veSkera DNA nebo RNA z buriky. U DNA
nasleduje mechanicka fragmentace. V pfipadé RNA neni potfeba mechanické fragmentace,
ale RNA se musi prevést do podoby cDNA pomoci reverzni transkripce. Jednim z moznych
postupl je, Ze ktakto pfipravené NK jsou pridany proby s biotinovou znackou, které
se specificky vazi na sekvence genomu HPV. Biotinovd znacka na probach je vyuzivana diky
své schopnosti silné nekovalentni vazby ke steptavidinu. Diky této vazbé jsme schopni
oddélit NK pochazejici z virového genomu od ostatnich NK nachdzejicich se v bunce
a osekvenovat pouze je sekvence obsahujici virovy genom.

Ze ziskanych dat se ndsledné déla aligment, ktery je srovnavan s referencénimi

sekvencemi (Holmes et al., 2016). Cely proces NGS je naznacen na obrazku 13.
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Obrazek 13: Schéma NGS. A) Znazornéni integrace genomu HPV. Nlzkami je naznadena c¢ast genomu
HPV, kterd je béhem integrace deletovana. B) Schéma NGS. Barevné je oznacen genom HPV a
jednotlivé jeho geny (viz a), proba je znacena ¢ervenym hiebenem s hvézdickou. V dolni ¢asti obrazku

vidime aligmnet oskenovanych fragment(. Pfevzato a upraveno (Holmes et al., 2016)

26



7. Zaveér

Tato prace je souhrnem zndmych informaci o mechanismu a faktorech ovliviiujicich
integraci genomu HPV do lidského genomu. Integrace, pokud k ni dojde, vyrazné pfispiva
procesu imortalizace a ndadorové transformace bunék, ale neni nutnou podminkou
pro prechod bunék do nadorového bujeni vzhledem k tomu, Ze ne vzdy je integrovana forma
HPV v karcinomech nalezena.

Integrace genomu HPV pravdépodobné neni ndhodny proces, ale je ovliviovan mnoha
faktory véetné mista integrace. V lidském genomu bylo nalezeno nékolik set mist, kde byla
integrace genomu HPV nalézdna s vétsi pravdépodobnosti. Takovéto oblasti se nazyvaji
jako tzv. hot spots oblasti a nejéastéji se nachazeji v oblasti genli nebo v jejich blizkosti. Casto
se také jedna o protoonkogeny, tumor-supresorové geny nebo geny pro proteiny ucastnici
se rekombinace.

K vlastni integraci nejcastéji dochazi procesem homologni rekombinace prostfednictvim
mikrohomolognich sekvenci ve virovém i hostitelském genomu. Po probéhnuti homologni
rekombinace se muze vytvorit docasna smycka a diky replikaci mizZe dochazet k vytvoreni
tandemové repetice sekvence v této smycce a vlozeni vice kopii virovych genoma za sebou
do chromozomu.

Integrace genomu HPV je ovlivnéna mnoha faktory. Mezi nejduleZitéjsi faktory patfi typ
HPV a stupen dysplazie infikované tkané. Nejéastéji je v klinickych vzorcich prokazan
integrovany genom u typt HPV18 a HPV45. Naopak nejméné Casto je detekovdan integrovany
genom u typu HPV31. Dale byla u klinickych vzork( zjisténa jasna korelace mezi castéjsi
integraci genomu HPV a zavaznéjsim stupném dysplazie.

Integraci genomu HPV ovliviiuji pfimo i virové proteiny, které jsou schopné regulovat
aktivitu opravnych mechanismid DNA v burice. Jednd se zejména o onkoprotein E6,
jehoz zkracena forma ovliviiuje koncentraci ROS v burice a souvisi se spusténim DDR. Kromé
toho spolecné s proteinem E7 dokdaze zvysit hladinu protein(i potfebnych k rekombinaci v G;
fazi bunécného cyklu, a tim prispét k integraci genomu HPV pomoci homologni rekombinace.
Na aktivitu DDR ma vliv i virovy protein E1. U toho byla prokazadna korelace jeho vyssi hladiny

a spusténi ATM odpovédi, pfi které dochazi k integraci genomu HPV ¢&astéji.
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Dalsim faktorem je i zvysena koncentrace enzym( APOBEC a jejich schopnost substituce
cytosinu za uracil, kterd vede k mutacim v lidském i virovém genomu. Bunka se nasledné
bylo substitutivni mutace snazi opravit, ale pokud jich je pfilis, tak ne u vSech dochazi k uplné
opravé. To vede ke zvySené pravdépodobnosti integrace genomu HPV.

Rozdilnd mira integrace byla také zaznamenana u jednotlivych typ( karcinom. Pfi
porovnani karcinomU déloZniho hrdla, andlniho kandlu a karcinomu v oblasti hlavy a krku se
lisSi podil vzork( s Cisté episomalni formou genomu HPV vramci jednotlivych typl az o
desitky procent.

Poslednim faktorem zminénym vtéto prdaci je interferonovd odpovéd imunitniho
systému hostitele na virovou infekci a jeji vliv na stabilitu virového genomu. U bunék,
kde byla interferonova odpovéd kontrolovana virovym proteinem E5, nedochazelo
tak Casto k integraci virového genomu a nachdzel se castéji v bunkach pouze v episomalni
podobé.

Pravdépodobné existuje mnoho dalsich faktord virovych i bunécénych, které zatim nebyly
objeveny nebo se nepotvrdila jejich korelace s pfitomnosti integrovaného genomu HPV.
Pro lepsi porozuméni procesu karcinogeneze indukovaného HPV je dulezité tyto faktory

poznat.
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