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Abstrakt

Lidské papilomaviry jsou spojeny s indukci karcinomu hrdla délozniho a fadou
dalsich karcinomi v anogenitalni oblasti a také s vyznamnou ¢asti nadord hlavy a krku.
Ptitomnost virovych onkoproteini E6 a E7 muze v buiice navodit trasnformovany stav,
jejich zvySena hladina je zplsobena inaktivaci regulacniho proteinu E2. Pifedmétem
soucasn¢ho studia jsou mechanismy, kterymi je inaktivace E2 zplsobena. Jednou
Z moznosti je integrace virové DNA do genomu hostitele, ke které dochazi v oblasti genu
E2. Byly vSak nalezeny karcinomy, kde se virus nachdzi v extrachromozomalni formé.
Ukazuje se, Ze pii vzniku tohoto typu naddortt mohou hrat roli epigenetické zmény, zejména
DNA metylace, ¢i mutace v regulacni oblasti viru. Byla provedena analyza stupné
metylace u vzorkl tonsilarnich karcinomi s extrachromozomalni a integrovanou formou
viru, dale v obou skupinach porovnana virova naloz a potvrzena exprese E6 a E7 genu.
Vysledky metylacni analyzy ukazuji zvySenou metylaci viru s integrovanou DNA, avsak
pro nékteré oblasti nejsou signifikantni. Mutace ve vazebnych mistech E2 proteinu jsme
neodhalili. Exprese virovych onkogeni byla potvrzena u vSech nadori bez ohledu
na formu virového genomu. Mechanismus indukce nadorli, zejména pro virus

s extrachromozomalni formou viru, zstava predmétem dalsiho vyzkumu.
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virova naloz, karcinogeneze, E2 vazebnd mista.



Abstract

Human papillomavirus is connected with induction of cervical carcinoma as well as
for some other anogenital carcinomas and subset of carcinomas of head and neck. Presence
of viral E6 and E7 oncoproteins may induce cell transformation, higher load of
oncoproteins is caused by the regulatory E2 protein inactivation. Aims of recent study are
mechanisms of E2 protein inactivation. One option is integration of viral DNA into the
host genome, which is located into the E2 gene region. Some carcinomas, where virus
with extrachromosomal form was presented, were found. It appears that epigenetic changes
can play the role in the development of this type of tumors, especially DNA methylation or
mutation in the regulatory region of the virus. The methylation degree analysis on samples
of tonsillar carcinomas with extrachromosomal and integrated form of the virus was
conduced, as well as viral load of both groups was compared and the expression of E6 and
E7 gene was confirmed. The results of methylation analysis showed increased methylation
of the virus with integrated DNA. Mutations in the E2 protein binding sites are not
revealed. The expression of the viral oncogenes were confirmed in all tumors regardless of
the form of the viral genome. The mechanism of tumors induction, especially for virus

with extrachromosomal form of the virus, remains a subject for further research.
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1. Uvod

Papilomaviry jsou jiz dlouhou dobu znamy jako puvodce verukoznich onemocnéni
u lidi a zvifat. V druhé poloviné minulého stoleti zacaly byt papilomaviry extenzivné
zkoumany jako mozny biologicky karcinogen, indukujici nadory u zvitat a pozdé&ji i u lidi.
Nyni je znamo, ze lidsky papilomavirus (HPV, human papillomavirus) je spojen s indukci
karcinomt hrdla délozniho, nékterych dalSich nadorti anogenitalni oblasti muzii a Zen
a Casti nadort hlavy a krku.

HPV ale neni jedinym rizikovym faktorem vzniku vyse zminénych Karcinomd,
pacienti s HPV pozitivnimi a negativnimi nadory hlavy a krku se lisi. Celosvétove je
kazdy rok diagnostikovano asi 500 000 Kkarcinomi hrdla délozniho a vice nez
650 000 karcinomu hlavy a krku (Gupta et al., 2016). Na trhu jsou dnes dostupné tii
profylaktické vakciny proti nejCastéjSim typim HPV, ale snizovani incidence karcinomii
ve vakcinované populaci je pomaly proces, a proto je mortalita Vv disledku HPV
indukovanych nadori stale vysoka. V nasi laboratofi se jiz tradi€né zabyvame molekularni
epidemiologii HPV asociovanych onemocnéni a charakterizaci virti na molekularni Grovni,
Vv poslednich letech se pak pfedevsim zaméfujeme na nadory hlavy a krku. Pies intenzivni
vyzkum poslednich let nejsou pifesné mechanismy karcinogeneze indukované HPV
doposud pln¢ zndmy. Virus koduje 3 onkoproteiny (ES, E6, E7), jejichz exprese v buitkach
hostitele miize navodit bunécnou transformaci. Dale je virus schopen integrovat svij
genom do genomu hostitele, coz mlze zvysit hladinu exprese virovych onkoproteint.
Studiem integrace viru se v posledni dobé zabyvala také naSe laboratot. Soucasny vyzkum
ale ukazuje, ze virova integrace neni nezbytnym a jedinym mechanismem indukce
karcinogeneze HPV. Také epigenetické modifikace, zejména metylace virové DNA, hraji
vyznamnou roli ve virovém zivotnim cyklu. Pfi objasnovani mechanismu indukce
neoplazii mnohé studie zohlednuji status virové DNA, virus s extrachromozomalni ¢i
integrovanou formou virové DNA vykazuje rozdilné charakteristiky. Karcinogeneze
indukovana HPV je tedy komplexni d&j, ktery jesté neni do detailu objasnén.

V mé praci jsem se zaméfila predevsim na analyzu modifikace vazebnych mist pro
regulacni protein E2 (E2BS, E2 binding sites). Tento protein ma, mimo jiné¢ funkce,
represivni vliv na expresi virovych onkoproteintl. Pfedchozi studie ukazaly, Ze modifikace

E2BS zabranuje represivni funkci proteinu E2 a tim napomahd karcinogenezi, zejména



Vv pfipadé nadorl s extrachromozomalni formou viru. Ve své praci jsem tedy studovala

mutace v LCR (long control region, dlouha kontrolni oblast) a stupeii metylace E2BS.
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2. Cile prace

Tato prace se snazi potvrdit ¢i vyvratit hypotézu, jez zni: ,Metylace CpG
(5°-cytosine-phosphate-guanine-3¢,  5°-cytosin-fosfat-guanin-3¢)  dinukleotidd ~ E2
vazebnych mist regulacni oblasti HPV 16 funguje jako alternativni mechanismus pro
inhibici represivni funkce proteinu E2, coz stejné jako v pfipad¢ integrace viru v misté

genu E2 téz vede ke zvySené expresi proteini E6 a E7.*

Dil¢i cile prace jsou tedy nasledujici:

1. Sekvenovat regulacni oblast HPV za ucelem identifikace a charakterizace mutaci,

které by mohly znemoznovat vazbu E2 proteinu do této oblasti.

2. Ur¢it stupen metylace vSech E2BS ve vzorcich sintegrovanou a

extrachromozomalni formou virové DNA.

3. Stanovit virovou naloz u vzorkll s integrovanou a extrachromozomalni formou

virové DNA.
4. Stanovit, zda u vSech vzorku dochazi k expresi E6 a E7 gent a pfipadné zjistit

hladinu exprese téchto geni ve vzorcich s integrovanou a extrachromozomalni

formou virové DNA.
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3. Prehled literatury
3.1.  Nadory hlavy a krku

Nadory hlavy a krku (HNSCC, head and neck squamous cell carcinoma) vznikaji
transformaci dlazdicového epitelu dutiny ustni, orofaryngu, hypofaryngu a laryngu.
Jako rizikové faktory, které mohou vyvolat rozvoj onemocnéni, jsou uvadény koufeni,
konzumace alkoholu a infekce lidskym papilomavirem.

KaZdoro¢né je zaznamenano pies 650 000 novych piipadid nadord hlavy a krku
(Gupta et al.,, 2016) (obrazek ¢. 1), pfiCemz mnozstvi nadorti indukovanych HPV
celosvétove narista, zatimco mnozstvi HPV negativnich nadord klesa (Gillison et al.,
2015). Napiiklad v Némecku byl béhem let 1990 — 1999 HPV detekovan asi u 37 %
karcinomil, kdezto béhem nasledujicich desiti let byl zaznamenan narlst az na 63 %

(Holzinger et al., 2012).

larynx, rty, dutina tstni, nasofarynx, ostatni farynx
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Obr. ¢. 1: Incidence a mortalita nadord hlavy a krku ve 20 zemich Evropy. Graf byl vygenerovan
databazi Globocan sdaty kroku 2012. Pfevzato a upraveno podle databaze Globocan
(http://globocan.iarc.fr/Pages/bar_sex_site_sel.aspx).
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V Belgii byl mezi lety 2004 — 2012 zaznamenan nardst z 13 % na 38 % (Grisar et al.,
2016). V Ceské republice bylo mezi lety 2001 — 2007 detekovéno 65 % HPV pozitivnich
karcinomu tonsil (Rotnaglova et al., 2011). Epidemiologové usuzuji, ze divodem je mirny
pokles uzivani tabakovych vyrobkli a také meénici se sexudlni chovani populace
(Castellsague et al., 2016).

Na rozdil od cervikdlnich karcinomi, kde je témét sto procent nadorh pficitano
infekci vysoce rizikovymi typy HPV, v nadorech hlavy a krku (HNC, head and neck
cancer) jsou HPV detekovany pouze u 25 % piipadi onemocnéni. Nejéastéji je virus
detekovan v karcinomech orofaryngu, a to v oblasti tonsil, dale v oblasti faryngu,
nasofaryngu, dutiny astni, laryngu a hypofaryngu (tabulka ¢. 1) (Castellsague et al., 2016).
Nejcastéji nachazenym typem viru je HPV 16, avSak v malém mnozstvi mohou byt také
detekovany vysoce rizikové typy 18, 26, 33 a 58 (Jung et al., 2010; Koslabova et al.,
2013).

Tabulka ¢. 1: Prevalence HPV DNA v jednotlivych anatomickych podoblastech (ptevzato a upraveno podle
Castellsague et al., 2016).

Prevalence HPV DNA

HPV?*/ % HPV* HPV*/ %
Oblasti a podoblasti testované . Oblasti a podoblasti testované HPV*
vzorkt 2
vzorky vzorky vzork
Dutina tGstni 93/1 264 7.40 Nasofarynx 8/101 7.90
Zubni alveoly 3/44 6.80 Orofarynx 271/1 090 24.90
Dasen 3/40 7.50 Tonzily 156/332 47.00
Tvrdé patro 4/47 8.50 Tti zahyby orofaryngu 2/11 18.20
Spodina ustni 9/193 4.70 Kofen jazyka 17/92 18.50
Neurcena oblast dutiny ustni 3/68 4.40 Neurc¢end oblast orofaryngu 721402 17.90
Bukalni sliznice 4/169 2.40 Mekké patro 15/108 13.90
Gingivobukalni fasa 2/8 25.00 Jamka orofaryngu 3/38 7.90
Rty 3/42 7.10 Glossotonzilarni ryha 4/48 8.30
Neurcena oblast patra 3/21 14.30 Predni oblouk orofaryngu 1/25 4.00
Oblast stolicek 2/15 13.30 Zadni sténa orofaryngu 1/25 4.00
Neurcena oblast jazyka 57/562 10.10 Larynx 56/1 042 5.70
Hypofarynx 5/127 3.90 Jamka Epiglottis 1/8 12.50
Hypofarynx / Laringofarynx 4/98 4.10 Supraglottis 2/44 4.50
Recessus pyriformis 1/29 3.40 Hlasivka 12/107 11.20
Neurdené oblasti laryngu 12/56 21.40 Hlasivkova §térbina 1/30 3.30
Neurc¢ena oblast faryngu 10/39 25.60 Neurcena oblast laryngu 43/800 5.40
Neurcena oblast faryng. zdi 2/17 11.80
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Bylo zjisténo, Ze pacienti, v jejichZ tonsilarnich karcinomech byla pfitomna virova
DNA, jsou cast&ji lidé mladsiho veéku, nekufaci a pouze prilezitostni uzivatelé alkoholu na
rozdil od pacienti s nadory HPV negativnimi (Grisar et al., 2016). Tyto vysledky
naznacuji, ze mechanismus indukce neoplazii v oblasti HNC je u karcinomt rtzné
etiologie odlisny.

Pritomnost HPV v HNSCC je dulezitym ukazatelem prognozy daného pacienta.
Pacienti s HPV pozitivnimi nadory vykazuji lepsi hodnotu specifického pieziti, nez ti,
Vv jejichz nadorech HPV detekovana nebyla (Beachler et al., 2012; Koslabova et al., 2013;
Rotnaglova et al., 2011). Tato prognosticka vyhoda plati ale pouze pro pacienty, v jejichz
nadorech je detekovana jak virovd DNA, tak i RNA. Pacienti HPV negativni vykazuji
ptfiblizn¢ stejné hodnoty piezivani jako pacienti HPV DNA pozitivni/RNA negativni
(Jung et al., 2010). Lepsi progndza pacientti s HPV pozitivnimi nadory je vysvétlovana
vyssi citlivosti HPV pozitivnich nadort vici radioterapii (Kimple et al., 2013), ktera mize
byt zplisobena odlisnou imunitni odpovédi u HPV pozitivnich a negativnich pacienti
(Spanos et al., 2009). V HPV pozitivnich vzorcich HNC byla detekovana zvySena hladina
tumor infiltrujicich T-lymfocyta (Partlova et al., 2015), jejich vysoka hladina v periferni
krvi pozitivné koreluje s lep$im pfezivanim oproti pacientim HPV negativnim ¢i HPV
pozitivnim, u kterych vysoka hladina téchto lymfocytd nebyla detekovana (Lukesova et al.,
2014).

HPV pozitivni nddory byvaji méné diferencované a ve srovnani s HPV negativnimi
nadory maji sklon k diivéjSimu rozvoji metastaz. Na druhé strané¢ u pacientu s HPV
negativnimi nadory je vys$i pravdépodobnost opakovaného rozvoje onemocnéni a doba
mezi vyléenim a naslednym novym onemocnénim je zde krat$i nez u HPV pozitivnich
pacientt (Hafkamp et al., 2008).
orofaryngeédlnich karcinomii a zhorSuje pribéh onemocnéni. Se zvySujici se frekvenci
a délkou koufeni roste riziko vzniku onemocnéni bez ohledu na pohlavi ¢i vék pacienta
(Toporcov et al., 2015). Prace Berthillera a kol. (2015) ukazuje 1,5 nasobné zvySeni rizika
onemocnéni pii vykoufeni 0 — 3 cigaret denn¢ a vice nez 2 nasobné zvyseni rizika
pii vykoufeni 3 — 5 cigaret denné¢ ve srovnani s nekufaky. VétSina pacientu s HPV
negativnimi nadory koufi a jejich progndza je ve srovnani s HPV pozitivnimi pacienty
horsi. U HPV pozitivnich pacientli koutfeni pusobi jako nezavisly rizikovy faktor a déle

zhorsuje piezivani i t€chto pacienti (Anantharaman et al., 2016).
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Konzumace alkoholu je v nékterych studiich uvadéna jako dalsi rizikovy faktor,
ale jiné studie nenasly statisticky vyznamny rozdil v riziku vzniku nadord hlavy a krku
a konzumaci alkoholu (Gillison et al., 2015; Gillison et al., 2008; Hashibe et al., 2007).
Vyssi riziko rozvoje onemocnéni vSak maji ti, ktefi konzumuji alkohol s vyssi frekvenci
(Hashibe et al., 2007; Toporcov et al., 2015). Nejsilngjsi asociace mezi rozvojem
onemocnéni a frekvenci uzivani alkoholu byla popsana u osob star§ich 45 let. Mnozstvi
uzitého alkoholu, které piedstavuje signifikantni riziko vzniku nadorti orofaryngu, je asi
28 g denné, coz odpovida dvéma alkoholickym napojim (Anantharaman et al., 2016).
Podobné¢ jako u kouteni i konzumace alkoholu se zda byt vyznamnym rizikovym faktorem
Rotnaglové a kol. (2011) ukazala, ze konzumace alkoholu nema vliv na miru pieziti
U pacientd s orofaryngealnimi nadory.

Dle Gillisonové a kol. (2015) existuje dalsi rizikovy faktor pro HPV pozitivni
nadory hlavy a krku, a to vyssi pocet oralnich sexuélnich partneri, ktery je spojen s vyssi

¢etnosti nddora tonzil a baze jazyka.

3.2. Lidské papilomaviry

Lidské papilomaviry jsou malé, neobalené DNA viry, které maji onkogenni
potencial. Ve vétsing pripadu je infekce HPV asymptomatickd a brzy dochazi k vycisténi
infekce hostitelskym imunitnim systémem. Virova perzistence zvySuje pravdépodobnost
zavaznych klinickych projevi. Jiz v roce 1976 profesor Harald zur Hausen publikoval
teorii, podle které by lidské papilomaviry mohly byt spojeny s indukci karcinomt v oblasti
genitalii (zur Hausen, 1976). V nasledujicich letech byla izolovana virova DNA HPV typt
16 a 18 z biopsii cervikalniho karcinomu (Boshart et al., 1984; Durst et al., 1983) a pozdé&ji
prokazana virova etiologie tohoto onemocnéni. V roce 2008 byla profesoru zur Hausenovi
za objeveni papilomavirt jako pfi¢iny vzniku cervikalnich karcinomti udélena Nobelova
cena v oblasti fyziologie a mediciny. Dals§i vyzkum prokézal ptfitomnost HPV vV jinych
anogenitalnich oblastech, jako je vulva, vagina, anus a penis, dale ve verukoznich
karcinomech laryngu (Abramson et al., 1985) a dalSich nadorech hlavy a krku. Etiologie
HPV byla zkoumana i u karcinomu jiné lokalizace, napiiklad prostaty ¢i plic (Hrbacek et
al., 2011; Kulski et al., 1990; Tachezy et al., 2012).
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3.2.1. Klasifikace

Rodina Papillomaviridae ¢ita celkem 39 druht (dle databaze International comitee
on taxonomy of viruses (http://ictvonline.org/virusTaxonomy.asp)). Jejich zastupci
napadaji savce, ptaky a plazy. Klasifikace lidskych papilomaviri byla ustanovena
na zakladé¢ podobnosti sekvenci pro majoritni kapsidovy protein L1 (late, pozdni).
V dnesni dob¢ je znamo ptiblizné 200 typt HPV (Bzhalava et al., 2015), které se rozdélu;ji
do péti rod: o-papillomavirus, B-papillomavirus, y-papillomavirus, p-papillomavirus
a v-papillomavirus (de Villiers, 2013) (obrazek ¢. 2). Kazdoro¢né jsou vSak objeveny nové
typy papilomavirt, pfedev§im diky metagenomickym studiim (Bzhalava et al., 2015).

Podle tkanové specifity rozdélujeme HPV na kozni a slizni¢ni, pficemz obé skupiny
jsou schopny vyvolavat jak benigni, tak maligni 1éze. Papilomaviry, které vyvolavaji
benigni 1éze, se oznacuji jako nizce rizikové, kdezto malignity vyvolavaji vysoce rizikové
typy papilomavirii. Nékteré typy HPV neni mozné dosud jednoznaéné oznacit za nizce

¢i vysoce rizikové.
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Obr. ¢&. 2: Taxonomie HPV (pfevzato a upraveno podle (Bzhalava et al., 2015).

Nizce rizikové slizni¢ni typy papilomavird, nejcastéji HPV 6 a 11, mohou

indukovat benigni slizni¢ni bradavice, prekancerozy nizkého stupné, rekurentni
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respiratorni papilomatézu a papilomatézu hrtanu. Vysoce rizikové slizni¢ni typy, nejcastéji
HPV 16, 18, 31, 33 a 45, jsou schopny indukce karcinomt v oblasti anu, cervixu, penisu,
vaginy a vulvy a dale v oblasti hlavy a krku, zejména v orofaryngealni oblasti (Durst et al.,
1983; Gross et al., 1985).

Prevalence nizce rizikovych koznich typt papilomavird je velmi vysoka, avSak
infekce je vétSinou bezptiznakova. V nékterych ptipadech zplsobuji benigni kozni
bradavice. Nékteré kozni typy HPV (HPV 5, 8) jsou spojovany s rakovinou ktuize, a to
u imunosuprimovanych pacientt trpicich onemocnénim Epidermodysplasia verruciformis.
V téchto piipadech mohou 1éze po expozici UV zafenim vyvinout rakovinu kaze

(Kremsdorf et al., 1983).

3.2.2. Struktura virionu

Genom HPV tvoii cirkularni dvoufetézcovda DNA o velikosti priblizné¢ 7900 pari
bazi (bp, base pairs), ktera obsahuje kodujici i nekodujici sekvence (Danos et al., 1982).
Nekodujici  oblast, znaenou LCR, tvofi regulacni sekvence a vazebna mista
pro transkripéni faktory virovych genti. Virovd DNA koduje celkem 9 proteind, sedm
nestrukturnich a dva kapsidové. Nestrukturni proteiny maji ulohu zejména regulacni,
exprimuji se pied replikaci virového genomu z jednoho ¢teciho ramce (ORF, open reading
frame). Nastoluji vyhodné prostfedi pro virovou replikaci a Uspé$ny Zzivotni cyklus.
Oznacuji se jako E1, E2, E4, ES, E6 a E7 (early, ¢asny) (Danos et al., 1982; Doorbar et al.,
1986; Pater & Pater, 1985). Kapsidové proteiny, oznacované jako L1 a L2 se exprimuji
z druhého ORF az po skonceni virové replikace a podili se na tvorbé ikosahedralni kapsidy

o velikosti piiblizné€ 55 nm (Danos et al., 1982).

3.2.3. Zivotni cyklus a patogeneze

Mistem vstupu HPV do organismu jsou drobna poranéni na kiZi €i sliznici, jimiZ se
virus dostava do oblasti bazalni membrany, kde zacina jeho replikac¢ni cyklus.
U tonsilarnich karcinomti se ptfedpokladd vstup viru skrze epitel tonsilarnich krypt
(Kim et al., 2007). Béhem procesu diferenciace bunék pokozky jsou V prvni fazi
produktivniho cyklu postupné exprimovany casné virové proteiny nutné pro replikaci
virového genomu. Protein E1 funguje jako virova helikaza (Hughes & Romanos, 1993), E2
funguje jako transkrip¢ni faktor pro virové onkogeny E6 a E7 (Phelps & Howley, 1987),
E4 je dilezity vpozdni fazi infekce, kdy se ucCastni Uniku nové virové Castice

z epitelialniho povrchu skrze rozruSeni cytoskeletu keratinocytt. Proteiny E5, E6 a E7
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funguji jako virové onkoproteiny, jejichz cinnost vede Kk bunétné transformaci
(Leechanachai et al., 1992; Watanabe et al., 1989). Tyto onkoproteiny se ptimo nepodileji
na replikaci virového genomu, ale plni funkci deregulatort hostitelského buné¢ného cyklu.
Jsou schopny vazat ¢i inaktivovat nékteré bunécné proteiny, ¢imz mohou zabranovat
indukci apoptdzy i se vyhybat u€inkiim hostitelského imunitniho systému.

Pozdé¢ji v pribéhu diferenciace epitelialnich bunek se exprimuji virové kapsidové
proteiny. Nova virova Castice se uvolfiuje do okoli spoleéné s keratinizovanou vrstvou

pokozky.

3.3. Role HPV v indukci nadoru

Mechanismy karcinogeneze indukované HPV byly podrobné studovany u pacientek
s cervikdlnim karcinomem. Ukazuje se, Ze zakladni principy jsou stejné i1 u nadort

v oblasti hlavy a krku.

3.3.1. Role virovych onkoproteina

Nezbytnym ptedpokladem HPV indukovanych nédort je produkce virovych
onkoproteind E6 a E7, ty jsou schopny interagovat s mnoha dal$imi bunéénymi proteiny
S riznymi funkcemi. Virus je tak schopen unikat pfed hostitelskym imunitnim systémem,
coz také muze mit vliv na indukci karcinogeneze. Exprese E6 a E7 je in vitro dostacujici
pro bunécnou imortalizaci, ale pro vznik nadoru je nutné, aby doslo k dal§im druhotnym
genetickym zméndam (Moody & Laimins, 2010). Cinnost virovych onkoproteinii byla
nejprve podrobné zkoumana u cervikalnich karcinomti. Ukazalo se, Ze v oblasti hlavy
a krku maji virové onkoproteiny velmi obdobné funkce (Wilczynski et al., 1998).

Vazbou virového onkoproteinu E6 dochazi k degradaci nebo ztraté funkénosti
nadorového supresorového proteinu p53 0 velikosti 53 kDa (protein 53), ktery je
transkripénim faktorem proapoptotickych gent ¢i gend zajiStujicich opravu DNA. E6
onkoprotein asociuje s E6 adaptorovym proteinem (E6AP), komplex E6-E6AP vaze p53
a funguje jako ubiquitin ligdza, p53 je nasledné polyubiquitinylovan a veden k degradaci
proteasomem (Scheffner et al., 1993). Protein 53 muze byt také inaktivovan piimou
asociaci proteinu E6 a proteinu 300 (p300), ktera brani acetylaci a tim i aktivaci p53
(Thomas & Chiang, 2005). Bunéény cyklus muze tedy pokracovat i poté, kdy dojde
k mutaci ¢i zlomim hostitelské DNA, nebot' je vyfazen prvni z kontrolnich boda
bunééného cyklu. Bunkdm je umoZnén nekontrolovatelny rlst, coz je jednim

zZ predpokladi karcinogeneze.
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U témét vSech nadord hlavy a krku, nehledé¢ na mechanismus jejich indukce,
dochazi k inaktivaci funkce p53 (Balz et al., 2003). HPV negativni nadory hlavy a krku
¢asto nesou mutovanou formu p53. Mutace mohou byt zpiisobeny piedevsim ufinkem
koufeni (Balz et al., 2003; Gaykalova et al., 2014). Mutovany p53 neni schopen vazby
na DNA, tim padem neni schopen aktivovat transkripci proapoptotickych gend. Mutace
p53 jsou obecné charakteristické pro nadory neasociované s HPV (Balz et al., 2003; Jung
et al., 2010), ale i v nadorech HPV DNA pozitivnich mizeme mutovany p53 detekovat
(Wiest et al., 2002).

U virového onkoproteinu E7 byla prokazana schopnost vazby a nasledné degradace
retinoblastomového proteinu (pRb, retinoblastoma protein), ktery se také fadi mezi
nadorové supresory (Boyer et al., 1996). Jeho funkci je kontrolovat ptechod buriky do
S faze bunééného cyklu. Za situace, kdy je vstup do Sfaze zadouci, dochazi
Kk hyperfosforylaci pRb, tim dochazi ke zruSeni pfirozené vazby mezi pRb a transkripcnimi
faktory rodiny E2F (E2 factor, E2 faktor). Protein E7 vyvazuje hypofosforylovanou formu
pRb z komplexu s E2F, dochazi tak k nekontrolované indukci transkripce gent pro cyklin

E a tim K progresi buné¢ného cyklu (obrazek ¢. 3).
r""_' E6E7 —_ transkripce
E2F transkripni
@) &rlﬁvézjn pRE)
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DNA
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Obr. €. 3: Mechanismy piisobeni onkoproteint na bunééné proteiny. Protein E6 vaze a navadi k degradaci
tumor supresorovy protein 53. Protein E7 vyvazuje hypofosforylovany tumor supresorovy protein Rb.
Pievzato a upraveno podle Ruttkay-Nedecki a kol. (2013).

Dtlezitym reguldtorem Zivotniho cyklu HPV je protein E2, ktery ma schopnost
regulovat hladinu virovych onkoproteini E6 a E7 (Dowhanick et al., 1995; Phelps &
Howley, 1987). Protein E2 se vaze do Ctyf oblasti promotoru p97 (p97, promotor 97)
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v LCR (obrazek ¢. 4), tzv. E2 vazebnych mist 1, 2, 3 a 4. Do oblasti E2BS1 se protein vaze
s vysokou afinitou a tim plsobi jako aktivator promotoru 97, ktery spousti transkripci
onkogenil E6, E7 a také E2. Dochazi tak ke zvySovani hladiny proteini E2, E6 a E7
(Cripe et al., 1987). Vysoka hladina proteinu E2 vede k jeho vazbé i do nizkoafinitnich
oblasti E2BS3 a E2BS4, ¢imz dochazi k represi p97 a tim i negativni regulaci transkripce
E6 a E7 (Tan et al., 1992). Takto dochazi k udrzovani hladiny proteini na trovni, kterou
virus potfebuje pro uspésné dokonceni zivotniho cyklu. Jednou z moZznosti indukce
karcinogeneze je ztrata funkce proteinu E2, ke které mize dochazet n¢kolika zpusoby.
Jednou z moznosti je virova integrace do hostitelského genomu, ke které dochazi Casto
v oblasti E2 genu (Dowhanick et al., 1995; Jeon et al., 1995; Romanczuk & Howley,
1992). Dalsimi jsou genetické ¢i epigenetické modifikace virové DNA, které mohou mit

vliv na vazbu E2 do E2BS. Tyto mechanismy budou rozebrany v dalsich kapitolach.

5 LCR Enhancer Promoter

Ia:al NF1 HF1 |I Tet
Pozice T T

T450  T461

TT 117

T83T T869 35 4 50 61

Obr. ¢ 4: Schéma umisténi E2BS1 — 4 v oblasti LCR HPV 16 s vyzna¢enim pocatecnich a koncovych
nukleotida. NF1 (neurofibromatosis type 1, neurofibromatéza typ 1), Tef (thyrotroph embryonic factor,
tyrotropni embryonicky faktor), SP1 (specifity protein 1, protein specifity 1) znaci dalsi transkripéni faktory
vazajici se do LCR a ovliviyjici aktivitu promotoru p97. Upraveno podle (Chaiwongkot et al., 2013).
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3.3.2. Integrace viru

Lidsky papilomavirus ma podobné jako jiné DNA viry prokazatelnou schopnost
integrace virové DNA do hostitelského genomu (Matsukura et al., 1986). U fady
cervikdlnich karcinomt byla virovda DNA nalezena v integrované formé, coz vedlo
k domnénce, ze virova integrace je piiinou bunétné transformace. AvSak pozd¢jsi
studium ukazalo, ze mnohé vzorky cervikdlnich prekanceréz a karcinomt obsahuji
extrachromozomalni nebo extrachromozomalni i integrovanou formu virové DNA
(Cheung et al., 2013). Studie Vinokurové a kol. (2008) uvadi, ze frekvence integrace se
zvySuje se zavaznosti onemocnéni a je Cast€jSi u nékterych typa HR HPV. Studie
De Marco a kol. (2007) ukézala vyskyt prevazné extrachromozomalni formy DNA
v cervikalnich preneoplastickych 1ézich. Vinokurova a kol. (2008) také uvadi, ze vétSina
prekancer6znich 1ézi obsahuje virovou DNA v extrachromozomalni formé, kdezto
ve vzorcich cervikalnich karcinomt je virovda DNA z vétSiny integrovand. Stejna studie téZ
ukazala, ze ve vzorcich cervikalnich karcinomt je integrace ve vysoké mite detekovana u
typu HPV 18, dale u typu 45 a 16, zatimco u nizsiho stupné onemocnéni typ 18 nebyl
nalezen v integrované formé vibec. Usuzuje se, ze k virové integraci do genomu
hostitelskych bunék dochazi v dusledku nestability zpusobené ¢innosti virovych
onkoproteinit E6 a E7 (Vinokurova et al., 2008). Zcela recentni prace Schiitze a kol. (2016)
stanovila rozdil v in vitro onkogenicité¢ vyvolané E6/E7 onkoproteiny riznych HR HPV
typtt. U bunék imortalizovanych HPV typy s nizsi onkogenicitou byl nalezen vyssi pocet
genetickych zmén v genomu hostitelské buiiky. To naznacuje, Ze postupné nahromadéni
téchto zmén je u mén¢ onkogennich typti nutné k dosazeni imortalizovaného stavu bunék.
Vysledky Vinokurové a Schiitze nabizeji vysvétleni niz§iho poc¢tu karcinomi hrdla
délozniho ¢ipku v populaci, které jsou pozitivni pravé na tyto HPV typy.

Rada studii analyzovala frekvenci integrace u nadorii v oblasti hlavy a krku, jejich
vysledky se vSak velmi lisi, pravdépodobné v dusledku rozdilnych metodickych ptistupti.
Souhrnné se da fict, Ze v priméru byla nalezena integrace v 50 % nadort hlavy a krku,
tedy o néco malo méné€, nez u cervikalniho karcinomu. Existuji vSak i studie, kde byla
virova DNA nalezena jen ve formé extrachromozomalni (Mellin et al., 2002).

JiZ pomérn¢ dlouhou dobu je znamo, ze disledkem integrace cirkularniho virového
genomu je Casté naruSeni ORF genu E2, ¢imz dochazi ke ztraté jeho regulac¢ni funkce
(Dowhanick et al., 1995; Jeon et al., 1995; Romanczuk & Howley, 1992). Jeon a kol.

(1995) ve své praci popisuje dva mozné typy integrace. V prvnim piipadé dochazi
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k integraci jedné kopie virové DNA, ktera je nasledn¢ amplifikovana, ve druhém piipadé
mize byt integrovana konkatemerizovand forma virové DNA. Recentné bylo zjiSténo,
7e mista integrace jsou cilena téméf do vSech virovych gend, ale ¢astéji byla lokalizovana
v E2 ORF. Virové onkogeny E6 a E7 vsak byly vzdy pfitomné v intaktni form¢ a byly
aktivné prepisované (Akagi et al., 2014). V mnoha studiich se uvadi, Ze integrace udava
bunkam ristovou vyhodu oproti buitkam s extrachromozomalni formou viru, nebot’ ma
za nasledek zvySenou hladinu virovych onkoproteint E6 a E7 zplisobenou disrupci E2
genu (Jeon et al., 1995; Snijders et al., 1992). Studie Cheunga a kol. (2013) ale
neprokazala vliv fyzického statusu virového genomu na hladinu virovych onkoproteind,
stejné jako dalsi studie (Hafner et al., 2008; Olthof et al., 2015). Recentné se objevily
prace vyuzivajici metody celogenomového sekvenovani, komplexniho studia
transkriptomu a DNA metyla¢niho profilu nadorovych bunéénych linii a nadord hlavy
a krku. Vysledky téchto studii naznacuji, Ze zvySeni exprese virovych onkogent,
ke kterému vede vyfazeni E2 genu vySe uvedenymi mechanismy, nemusi byt jedinym
mechanismem vedoucim k nadorové transformaci.

Proces integrace HPV do hostitelského genomu se zda byt sice nahodny, nebyly
detekovany preferencni lokusy integrace v hostitelském genomu, ale napf. ve studii
Wentzensena a kol. (2002) provedené na cervikalnich karcinomech byla integrace zjisténa
pfedev§im v béznych fragilnich oblastech chromozomil. Integrovana virova DNA byla
nalezena na riznych hostitelskych chromozomech a pravdépodobné, v disledku nahody,
muze dojit k integraci v misté ¢i blizkosti dulezitych bunécnych gend, napiiklad tumor
supresort ¢i gend pro signaliza¢ni proteiny (Klimov et al., 2002; Wentzensen et al., 2002).
V piipadé nadort hlavy a krku byla provedena studie Parfenova a kol. (2014), ktera
analyzovala vzorky HNSCC celogenomovym sekvenovanim a zjistila Castéjsi integraci
v mistech ¢i blizkosti hostitelskych nddorovych supresorovych ¢i reparacnich gent, které
vedou ke ztraté funkce pfislusnych proteini. Recentni dalsi studie zadnd dominujici
integrani mista nenalezla, jen Vjednom piipadé byla integrace detekovana v misté
transkripéniho faktoru TP63 (transformation-related protein 63, s transformaci spojeny
protein 63) (Vojtechova et al., 2016), dale byly integrace Casté v béznych fragilnich
mistech podobné jako u cervikélnich karcinomi.

V praci Parfenova a kol. (2014) byl dale dokumentovan vyskyt zménénych
transkriptd, amplifikace bunééné DNA koédujici virové onkogeny, preruseni nadorovych
supresorovych geni a mezichromozomalni pfestavby u nadord s integrovanou formou

HPV. Podobné vysledky publikoval i Akagi a kol. (2014), ktery zkoumal bunééné linie
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a omezeny pocet nadort hlavy a krku. V této praci ukazali, ze k integraci HPV dochazi
Castéji ve specifickych oblastech chromozomut v riznych bunéénych liniich, coz ma
za nasledek chromozomové piestavby. Parfenov a kol. (2014) ukéazali na mnohé
chromozomové¢ aberace, ke kterym dochazi béhem procesu imortalizace. Na zakladé svych
vysledkd hypotetizuji, Ze k maligni transformaci u nadorii asociovanych s HPV muize dojit
I v disledku masivnich zmén genomu, které se odehravaji velmi rychle. Jedna se o jev
oznacovany jako chromotripsis a predstavuje alternativni mechanismus maligni
transformace k doposud uvazovanému postupnému hromadéni mutaci. Schiitze a kol.
(2016) ve své recentni studii dokumentuje jev chromotripsis u jedné bunécné linie HPV 16
imortalizované onkoproteiny E6/E7. V disledku tohoto jevu zde doSlo k rozsahlym

zmé&nam chromozomu 8 a tim ziskani virového onkogenu myc (myelocytomatosis).

3.3.3. Virova naloz

Virova naloz udava mnozstvi virové genetické informace v pfitomném vzorku
a reflektuje schopnost viru se mnozit.

Virova naloz roste s vékem pacienta a délkou virové perzistence, pfi tranzientni
infekci je naloz nizka, stejné jako u pacientt mladsiho véku (Beachler et al., 2015; Prata et
al., 2015). Vysoka virova naloz je detekovana piedevsim pii infekci jednim typem HPV,
cervikalni 1éze infikované riznymi typy HPV obsahuji niz$i naloz viru. Lillsunde
Larssonova a kol. (2014) srovnavala virovou naloz v karcinomech vaginy a vulvy, pfi¢emz
vyssi hladinu virové naloze detekovala v oblasti vaginy. Deng a kol. (2013), ktefi studovali
nadory hlavy a krku, zjistili vy$si virovou naloz u nadortli laryngu ve srovnani s nadory jiné
lokalizace.

Vliv hladiny virové naloze byl studovan i ve vztahu K zavaZnosti onemocnéni
a jeho prognoze. Vysoka virova ndloZ je detekovana v benignich 1ézich, tyto 1éze vykazuji
vysokou infek¢nost. V klinické praxi se vyuziva detekce HPV pro vyhledavani rizikovych
Zen s moznou piitomnosti neopldzii, pouZivané testy detekuji klinicky relevantni virovou
naloz.

Prace Suna a Kkol. (2015) detekovala vyznamné vyssi hladinu virové naloze
ve vzorcich cervikalnich karcinomil oproti vzorkim prekancer6znich 1ézi. Vysoka virova
naloZ u Zen s normalni cervikalni cytologii je spojena s vy$$im rizikem indukce lézi,
podobné pacientky s pfitomnymi lézemi a vysokou virovou nalozi vykazuji Castéjsi
progresi do cervikalnich karcinomu (van Duin et al., 2002). Prata a kol. (2015) ve své praci

navrhuje, ze pfitomnost vysoké virové ndloze muze byt prediktivnim faktorem vzniku
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cervikalnich 1ézi. Studie Dase a kol. (2015) nepotvrdila vliv virové naloze v cervikalnich
karcinomech na hodnotu pfezivani.

Odlisné vysledky byly ziskany v oblasti hlavy a krku. Pacienti s nadory tonsil, které
obsahuji vyssi virovou naloz, maji lepsi celkové i nemoc-specifické hodnoty piezivani
a nizsi pravdépodobnost rekurence onemocnéni (Cohen et al., 2008). Podobné vysledky
publikoval i Mellin a kol. (2002). Pacientky s nizkou hladinou virové naloze vykazuji vyssi
procento vyc¢isténi infekce v oblasti hlavy a krku (Beachler et al., 2015).

Pfitomnost virové DNA nemusi znamenat, ze dochazi k transkripci virového
genomu, avSak vysokd hladina virové RNA, tedy transkripéné aktivniho viru, je
detekovana u nadord s vyS$imi hodnotami virové naloze a transkripéné aktivni virus
vykazuje silngjsi asociaci s indukci nadord (Jung et al., 2010; Weinberger et al., 2006).

Vysokd virova ndloz a stim souvisejici vysokd hladina onkoproteini E6 a E7
zpusobuje snizeni mnozstvi pRb v nadorech hlavy a krku a v disledku toho zvySeni
exprese proteinu pl6 (protein 16), ktery plni funkci supresorového proteinu
(Hafkamp et al., 2003; Wiest et al., 2002). Exprese p16 vede k zastavé bunééného cyklu,
nebot’ vaze komplex cyklinu D a CDK4/6 (cyclin dependent kinase 4/6, cyklin dependentni
kinaza 4/6). Nadory, které nejsou asociovany s HPV, nevykazuji zvySenou expresi pl6
(Holzinger et al., 2012). Studie Junga a kol. (2010) zjistila 15 nasobné zvyseni praméru
1 medidnu hladiny exprese pl6 V nadorech s pfitomnym transkripéné aktivnim virem,
kdezto u HPV negativnich nadorti ¢i HPV pozitivnich/RNA negativnich nador byl
median exprese pl6 niZsi nez ve zdravé tkani.

Studie Holzingerové a kol. (2012) ukazuje, ze vysoka hladina pl6 pozitivné
koreluje s hodnotou celkové doby preziti, av§ak pouze v kombinaci s vysokou nalozi
virové RNA, ktera je dle této studie urcujici pro predpoveéd’ hodnot piezivani (OR, overall
survival). Na zaklad¢ ptitomnosti virové DNA a hladiny exprese pl6 Weinberger a kol.
(2006) navrhli rozdéleni pacientt s nadory hlavy a krku do 4 skupin podle ptitomnosti
virové DNA a hladiny exprese pl16 (tabulka ¢. 2). U nadora tiidy III je detekovana vysoka
virova naloz a nizka hladina p53 a pRb. Charakteristika téchto nadort odpovida HNSCC
asociovanymi s papilomaviry. Ackoliv u nédorti zatfazenych do tiidy II byla detekovana
virova DNA, virova naloz je nizka, virus je transkripéné neaktivni, coz nevede ke zvyseni
hladiny p16. Tyto nadory jsou svou charakteristikou velmi podobné nadortim tiidy I, které
nejsou asociovany s HPV. Zde je rizikovym faktorem zejména koufeni a uzivani alkoholu
(Weinberger et al., 2006). Rozdilné mechanismy indukce nadori hlavy a krku

dokumentuje obrazek ¢. 5.
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Prace Huanga a kol. (2014) ukazuje, Ze zvySena virova naloz HPV 16 E7
v karcinomech dutiny ustni koreluje s vyssi Cetnosti vzdalenych metastaz, oproti pacientim
s nadory S nizkou virovou nalozi nebo HPV negativnimi.

Studie ukazujici vliv statusu virového genomu na mnozstvi kopii nejsou
jednozna¢né. Nekteré ukazuji, ze u nadorl s extrachromozomalni formou virové DNA je
ptitomno vétsi mnozstvi kopii virového genomu oproti nadorim s integrovanou virovou
DNA (Das et al., 2015; Deng et al., 2013; Jeon et al., 1995), zatimco jiné vliv statusu
neprokazaly (Cheung et al., 2013; Hafner et al., 2008; Olthof et al., 2015).

Tabulka €. 2: Rozdéleni HNSCC podle hladiny p16 a pfitomnosti virové DNA. Pfevzato a upraveno podle
(Weinberger et al., 2006).

0 A a0 d P10 € (1114 \

HPV 16 - Trida I Ttida IV
HPV 16 * Ttida II Ttida 11

Infekce HR HPV

o
«gv'a“‘\e -
b 4 Tiida | (2)
’ inaktivace p16
mutace p53
HPV negativni
Trida ll
inaktivace p16
mutace p53
’/7,&40 \ Trida Il HPV pozitivni
6,5, p16 neni inaktivovan
4y p53 neni mutovan
(3) "
HPV pozitivni

Obr. ¢. 5: Rizné mechanismy indukce HNSCC. HNSCC mohou byt indukovany uzivanim tabaku a
alkoholu, a to diky mutacim p53, pl16 a pRb (tfida I). Nasledna infekce HR HPV miZe mit aditivni vliv na
indukci nadord, neni prvotnim induktorem neoplazii (tfida II). U nadort indukovanych HR HPV (tfida III)
nejsou detekovany mutace tumor supresorovych genu, virus je schopen branit jejich funkcim ¢innosti svych
onkoproteinii. Pfevzato a upraveno podle (Weinberger et al., 2006).

3.3.4. Mutace virové DNA

HPV 16 se vyskytuje v n¢kolika odlisnych subtypech a ty se vyznacuji odliSnou
geografickou distribuci. Tyto subtypy se rozlisuji na =zakladé podobnosti LCR
na Evropsky, Euroasijsky, Africky typu 1 a 2, Americko-Asijsky a Severoamericky.
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Usuzuje se, ze HPV polymorfismy v oblasti LCR mohou ovliviiovat onkogenni potencial
viru. Evropsky subtyp HPV 16 nalezeny ve vzorcich cervikalnich karcinomii vykazoval
podle studie Kdmmera a kol. (2002) velky polymorfismus v oblasti LCR. Tyto
polymorfismy vS§ak nemély vliv na aktivitu promotoru p97 ovliviiujici transkripci virovych
onkoproteini ve srovnani s referencnim subtypem, ani se neprokazal jejich vliv
na zavaznost onemocnéni. Autofi této studie ale ukézali, Ze naopak pfitomnost
polymorfismi v oblasti genu E6 se zavaznosti onemocnéni pozitivné koreluji. Ve studii
Cheunga a kol. (2013) nalezli mutace v oblasti LCR HPV 16, nenalezli vSak rozdil
Vv distribuci téchto zmén Vv zavislosti na fyzickém statusu virové DNA. Jednou z ¢astych
mutaci virové DNA, kterd je Castd u nddoru cervixu je mutace ve vazebné oblasti pro
transkrip¢ni faktor Yin Yang 1 (YY1). Tento faktor se vaze do tésné blizkosti promotoru
p97 regulacni oblasti HPV a snizuje jeho aktivitu (Lace et al., 2009b). Mutace vazebnych
mist YY1 brani represivni funkci proteinu, coz vede ke zvysené transkripcni aktivit¢ p97
a zvySeni mnozstvi virovych onkoproteint (Lace et al., 2009a).

Jen malo praci se vénovalo studiu polymorfismi HPV 16 v nadorech hlavy a krku.
Studie Dua a kol. (2012) popisuje rozdily v Cetnosti znamych mutaci genu E6
u cervikalnich karcinomt a karcinomi tonsil. Byla nalezena mutace, jez je velmi Casta
u tonsilarnich karcinomi, avSak u karcinomt cervixu se téméf nevyskytuje. Jednd se
o zaménu aminokyseliny argininu na glycin v pozici 10. Dale bylo ukazano, ze zaména
leucinu na valin v pozici 83 je nejCastéjsi pravé u tonsilarnich karcinomid. Obé zminéné
mutace vSak nemaji vliv na hodnoty pfezivani ¢i zavaznost onemocnéni.

I kdyz byly identifikovany varianty v oblasti genu E2, spise se ukazuje, ze sekvence
genu E2 jsou konzervované a mozné varianty naleZi transaktivatnim ¢i koncovym
oblastem (Kahla et al., 2014).

Mutace v sekvenci E2 vazebnych mist, které by mohly byt dalsim mechanismem
vedoucim K naruSeni funkce proteinu E2 zabranou jeho vazby, se snazily identifikovat
mnohé studie. Mutaci v cervikalnich karcinomech, nachazejici se v oblasti E2 vazebnych
mist v pozici 3684, popisuje prace Kahly a kol. (2014). Tato zaména cytosinu na adenin
ma za nasledek zménu kodované aminokyseliny. Déle ve studii Pientonga a kol. (2013)
byly v malém mnozstvi nalezeny mutace v oblasti E2BS, avSak virova DNA v této studii
nalezela prevazné variant¢ HPV 16 asijského typu. Studie Chaiwongkota a kol. (2013)
nenalezla zadné mutace v oblasti BS v testovanych vzorcich, identifikovala ale 7 mutaci

Vv jinych mistech regula¢ni oblasti HPV 16. Ve studii Cheunga a kol. (2013) byly podobn¢
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objeveny mutace v oblasti nebo prilehlém okoli transaktivacni domény E2 genu, avsak

zadné mutace v oblasti E2 vazebnych mist.

3.3.5. Epigenetické modifikace

Epigenetika se zabyva zménami struktury chromatinu, které ovliviiuji genovou
expresi a tim ovliviluji fenotyp. Mezi hlavni epigenetické modifikace se fadi metylace,
acetylace, fosforylace, ubiquitinylace a sumoylace histoni a metylace DNA. V sou¢asné
dobé se v souvislosti s infekci HPV studuji epigenetické modifikace, zejména metylace
DNA (Badal et al., 2003; Bryant et al., 2014b). K metylaci DNA dochazi v oblastech CpG
dinukleotidd, kdy je pomoci enzymu metyltransferazy metylovan cytosin za vzniku
5-metylcytosinu, coz vede K inhibici transkripce.

Lidsky papilomavirus typu 16 obsahuje 112 CpG dinukleotidd, které jsou
nerovnomérné rozlozeny ve virovém genomu. Studie na bunéénych liniich odvozenych
od cervikalnich karcinomu (CaSki) ukazaly, ze k metylaci nedochazi na vSech CpG
dinukleotidech, ale pouze nangkterych v ruznych oblastech virové DNA. Oblast
s vysokym stupném metylace odpovida oblasti vazby transkripcnich aktivatorii AP1
(activator protein 1 , aktivatorovy protein) a NFI v promotoru p97 (Badal et al., 2003).
Studie Parka a kol. (2011) ukazala, ze rozmisténi metyla¢niho vzoru podél celé virové
DNA v HNSCC odpovida tomu, jez vykazuje bunééna linie SiHa, coz je bunétna linie
odvozena od cervikalniho karcinomu. Pfiblizné€ 55 % CpG dinukleotidi neni metylovano,
predevsim v oblastech E2, LCR a EG6.

Metylace DNA byla navrzena jako dal$i mechanismus indukce karcinogeneze
HPV. Ukazuje se, ze metylace E2 vazebnych mist HPV DNA muze ovliviiovat funkci
proteinu E2 (Kim et al., 2003) a tim zptisobit zvyseni hladiny virovych onkoproteintt E6
a E7. Hypermetylace E2BS vede naopak k transkrip¢ni represi.

Bylo ukéazano, Ze pouha pfitomnost metylace virového genomu nema prognosticky
vyznam, dilezita je vSak kvantita metylovanych CpG V jednotlivych vazebnych mistech
(Cheung et al., 2013; Leung et al., 2015). Stupen metylace se béhem virového Zivotniho
cyklu viru lisi, avsak vysledky jsou kontroverzni. Ve studii Kima a kol. (2003) byla
detekovana zvysena metylace v oblastech E2BS u bun¢k mén¢ diferenciovanych, naopak
hypometylace u bun¢k ve vyss$im diferenciacnim stadiu. Studie Badala a kol. (2003)
detekovala zvySeny stupenn metylace v asymptomatickych stérech, velmi ziidka ale
v karcinomech, stupent metylace zde klesal s mirou progrese neoplazii. Studie Bryanta

a kol. (2014b) naopak ukazuje, ze stupen metylace E2BS u cervikalnich karcinomu
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postupné vzrista s rozvojem onemocnéni. Také recentni studie Leunga a kol. (2015)
popisuje vysokou metylaci E2BS v cervikalnich karcinomech oproti zdravé tkani c¢i
premalignim 1ézim. Studie Brandsma a kol. (2009) analyzovala virovy metylom,
nemetylovana virovda DNA byla nalezena ve vzorcich pacientli s negativnim cytologickym
nalezem, kdezto vysoky stupenn metylace byl nalezen ve vzorcich pacienti pokrocilych
stadii onemocnéni. Studie Parka a kol. (2011) ale ukazuje jiné vysledky. V pokrocilych
stadiich onemocnéni detekoval nizkou hladinu metylace v oblasti E2BS, stejné¢ jako
ve zbytku oblasti LCR.

V dal$i studii cervikalnich karcinomti byl navic zohlednén status virové DNA.
Vzorky s extrachromozomalni formou DNA vykazovaly stejnou hladinu metylace jak
v premalignich 1ézich, tak v invazivnich karcinomech. Oblast E2BS2 vykazovala nizkou
hladinu metylace bez ohledu na status virového genomu. V oblasti E2BS1, E2BS3
a v oblasti promotoru byla u vzorku s extrachromozomalni formou genomu naméfena vyssi
hladina metylace u CpG dinukleotidi neZz u vzorkl integrovanych (obrazek ¢&. 6)
(Chaiwongkot et al., 2013; Cheung et al., 2013). Naopak, V jiné studii provadéné na
vzorcich vulvarnich karcinomu, nebyl detekovan rozdil hladiny metylace E2BS u vzorku

integrovanych oproti extrachromozomalnim (Bryant et al., 2014a).
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Obr. ¢ 6: Srovnani hladiny metylace u vzorkd cervikalnich karcinomu s integrovanou (Seda) a Cisté
extrachromozomalni formou viru (¢ernd). Pfevzato a upraveno podle studie Cheunga a kol. (2013).

V nadorech oblasti hlavy a krku byly také zkoumany hladiny metylace v E2BS.
Vysoka hladina metylace v oblasti E2BS3 a E2BS4 byla ve studii Reuschenbachové a kol.
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(2015) spojena s Castou integraci oproti vzorkim s nizkou hladinou metylace. V oblasti
E2BS2 byla v HNSCC detekovana velmi nizka hladina metylace, v oblastech E2BS1, 3 a 4
naopak hladina vysoka, podobn¢ jako u vzorkli cervikdlnich karcinomu
(Zhang et al., 2015).

Stupenn metylace mize byt ovlivnén i poctem integrovanych kopii ve vzorku.
Vzorky s malym pocétem integrovanych kopii (1-2 kopie/bunka) nevykazovaly metylace
Vv regulacnich oblastech, kdeZto ve vzorcich s mnoha kopiemi integrovaného genomu byla
detekovana vysoka hladina metylace (Chaiwongkot et al., 2013). Metylace ma obvykle
negativni vliv na transkripci bunéénych gent. Studie Vinokurové a kol. (2011) ale ukazuje,
ze vysoka metylace v oblasti E2BS1 vede naopak k posileni transkripce z promotoru p97
a tim ke zvySovani hladiny virovych onkoproteint. Metylace v oblastech E2BS3 a 4 zase
mize zabranit vazbé E2 do téchto mist a tim i jeho represivni funkci (Chaiwongkot et al.,
2013). Skute¢nost, ze vyssi hladina metylace byla detekovana u extrachromozomalnich
vzorkli mize vysvétlit vysokou hladinu E6 a E7 onkoproteini i za pfitomnosti intaktniho
proteinu E2. Reuschenbachova a kol. (2015) ukazuji zvySenou hladinu exprese E6 a E7
MRNA v HNSCC ve vzorcich s vysokou (>80 %) hladinou metylace oblasti E2BS4 oproti
tém s hladinou nizkou (<20 %). Vliv metylace E2BS HNSCC na hladinu onkoproteint
potvrzuje i prace Zhanga a kol. (2015).

Dalsi oblast, ktera se zkouma v souvislosti s metylaci je oblast pozdnich gent, L1 a
L2. Wilson a kol. (2013) analyzovali virovy metylom a ukazali, ze hladina metylace je
zvysena prave na hranici L1/L2 oblasti, v 16 bp dlouhé oblasti obsahujici 4 CpG. V téchto
mistech se nachdzi vazebna mista pro transkripéni faktory E2F 1 a E2F 6, podilejicich se
na regulaci bunééného cyklu. Hladina metylace v oblasti L1/L2 vzrista s vy$S$im stadiem
onemocnéni a je také ovlivnéna piitomnosti virové DNA v integrovaném stavu. Stupen
metylace zde v$ak nema vliv na hladinu exprese virovych onkoproteind (Bryant et al.,
2014a).

Metylace DNA je studovana nejen u virového genomu, ale zkouma se i jeji vliv na
expresi ruznych buné¢nych gent, napiiklad nadorovych supresort, Vv souvislosti s HPV
infekci. Studie Schlechta a kol. (2015) nalezla zvySeny stupenn metylace genu CDKN2A
(cyclin dependent kinase inhibitor 2A, inhibitor cyklin dependentni kindzy 2A) ve vzorcich
HPV pozitivnich orofaryngealnich karcinomi ve srovnani se vzorky negativnimi. Produkty
tohoto genu, p16 ¢i pl4ARF (protein 14 alternate reading frame, alternativni ¢teci ramec
proteinu 14), jsou nadorovymi supresory. Dalsim bunéénym genem, jehoZ exprese je

ovlivnéna metylaci, je cyklin A1 (CCNAL, cyclin Al). Promotor tohoto genu je metylovan

29



vV HPV pozitivni linii SiHa plsobenim onkoproteinu E7, pfiCemz zvySena metylace
reprimuje expresi CCNALl. Protein E7 interaguje s proteinem Dmtl (DNA
methyltransferase 1, DNA metyltransferaza 1), ktery se Gi¢astni udrzovani hladiny metylace
DNA, tento komplex muize zvySovat hladinu metylace promotoru CCNAL (Chalertpet et
al., 2015). Zménény stupen metylace byl detekovan také v genech pro proteiny ucastnicich
se bunécné adheze a transportu kationtd (Wilson et al., 2013). Podle dalsi studie
hypometylace promotord genti pro nadorové supresory ALDH1A2 (anti-aldehyde
dehydrogenase 2, anti-aldehyd dehydrogenaza 2), OSR2 (odd-skipped-related 2, lichy-
vynechany-souvisejici  2) a  hypermetylace  promotori =~ GATA4  (sekvence
(A/IT)GATA(A/T)), GRIA4 (glutamate ionotropic receptor AMPA type subunit 4,
glutamatovy ionotropni receptor typu AMPA podjednotka 4) pozitivné koreluje

S pfezivanim pacientd s nadory orofaryngu asociovanych s HPV 16 (Kostareli et al., 2013).
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4. Material a metody
4.1. Vzorky pacienti

Vzorky byly ziskdny od pacienti s primarnim dlazdicobunéénym karcinomem
patrovych tonzil 1é¢enych na Klinice otorinolaryngologie (ORL, otorhinolaryngology)
a chirurgie hlavy a krku 1. LF Univerzity Karlovy a Fakultni nemocnice v Motole béhem
let 2001-2014. Do studie byli zafazeni pouze pacienti, kteti podepsali informovany
souhlas. Pacienti byli 1é¢eni chirurgickym odstranénim nadort nasledovanym radioterapii.
Vzorky tkané tonsilarnich karcinomi (N=18) byly patologem fixovany v mrazicim médiu
a poté zamrazeny V tekutém dusiku a uchovavany pii -80 °C. Vzorky (mimo ORL 137,
ORL 243, ORL 244, ORL 257, ORL 265, ORL 280) byly poprvé pouzity ve studii
Vojtéchové a kol. (2016), ve které byla sledovana integrace virové DNA do hostitelského
genomu. Moje prace uvedenou studii dopliuje. Izolace virové nukleové kyseliny
(DNA i celkové RNA) byla provedena Mgr. Vojtéchovou na Ustavu hematologie a krevni
transfuze v Praze. lzolace DNA byla provedena QlAamp DNA Mini kitem (Qiagen,
Némecko) a celkova RNA byla izolovana miRVana kitem (Life Technologies, USA) podle
firemniho protokolu. Koncentrace vyizolované DNA a RNA byla zjisténa
spektrofotometrem NanoDrop 2000 (Thermo Fisher Scientific, USA). Detekce a HPV
typizace byla provedena pomoci metody RLB (reverse line blot assay, zpétna hybridizace
produkti amplifikace na membranu) dle publikovaného protokolu (Tachezy et al., 2013).
Vsechny vzorky byly ur¢eny jako HPV 16 DNA pozitivni (Vojtechova et al., 2016). Do
doby dalsi analyzy byla DNA uchovavana v mraznicce pfi teploté -20 °C, RNA pfi teploté
-80 °C.

4.2. Urceni statusu virové DNA

Urceni virového statusu bylo provedeno na zakladé metody APOT (amplification of
papilloma virus oncogene transcripts, amplifikace transkriptd onkogend papilomaviru).
U vzorkt ORL 137, ORL 243, ORL 244, ORL 257, ORL 265, ORL 280 jsem provedla
vySetieni metodou APOT osobné, u zbyvajicich vzorkil provedla tuto analyzu Mgr.
Vojtéchova. Metoda APOT se sklada zreverzni transkripce celkové mMRNA, dvou
polymerazovych fetézovych reakci (PCR, polymerase chain reaction) S primery
specifickymi pro oblast ¢asného genu E7 HPV 16 a oligo(dT) primerem s navazanym
adaptorem nasledovanych sekvenovanim (Klaes et al., 1999). Velikost transkriptu

z extrachromozomalni formy HPV 16 je ptiblizn¢ 1050 bp, fuzni transkripty jiné velikosti
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Ize pokladat za integrované (obrazek ¢. 7). Pro ovéfeni a identifikaci pfesnych integra¢nich

mist jsou produkty vyfiznuty z gelu a sekvenovany (Klaes et al., 1999).

extrachromozomalni HPV DNA integrovana HPV DNA
E2

E4
L2 L1 URRE6 E7 E1 ES

T T 77 O S

bunééna DNA bunééna DNA
transkripce odvozena
z integratu
p1 p2
-> =>
transkripce odvozena
od extrachrom. formy typ A AAA
-
(dT)17-p3
p1 p2 E7-E1 ——
- \/ bunécna DNA
AAA
-
(dT)17-p3 typ B IFI\/:_ AAA
E7—E1\/E4
E7-E1 E4 - bunééna DNA

Obr. €. 7: Znazornéni HPV DNA ve formé integrované a extrachromozomalni s odvozenymi transkripty.
Transkripci odvozenou z integrované formy virové DNA mohou vznikat dva typy transkript, v obou
ptipadech vsak na HPV DNA navazuje ¢ast bunééné DNA. Obrazek pievzat a upraven podle Klaes a kol.
(1999)

Sekvence pouzitych primert pro amplifikacni a sekvenacni reakce byly navrzeny

podle prace Klaese a kol. (1999) a jsou uvedeny v tabulce ¢. 3.

Tabulka ¢. 3: Sekvence primert pouZitych pro reverzni transkripci, prvni a druhé PCR metody APOT.
Vsechny sekvence podle Klaese a kol. (1999).

Nézev primeru ‘ Sekvence 5'-3°
(dT)17-p3 GACTCGAGTCGACATCGATTTTTTTTTTTTTTTTT
P3 GACTCGAGTCGACATCG
P1forl6 CGGACAGAGCCCATTACAAT
P2forl6 CCTTTTGTTGCAAGTGTGACTCTACG

Pro reverzni transkripci jsem pouzila 1,1 ug RNA a doplnila do 11 pl H2O prosté

RNaz. Mnozstvi RNA a vody u jednotlivych vzorkii znazorniuje tabulka €. 4.
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Tabulka ¢. 4: Vstupni mnoZstvi RNA ORL vzorki a vody prost¢ RNéaz pro reverzni transkripci metody
APOT. K+ - pozitivni kontrola, K- - negativni kontrola.

Koncentrace RNA Mnozstvi RNA H20 prosta RNaz
(ng/ul) (nl) (nl)

ORL 137 970,55 1,13 9,87
ORL 257 436,85 2,52 8,48
ORL 265 2288,72 0,48 10,52
ORL 243 2455,00 0,45 10,55
ORL 244 111384 0,99 10,01
ORL 280 416,19 2,64 8,36
K+ SiHa 313,30 3,51 7.49
K- (H20) - - 11,00

Vzorky ORL s RNaz-prostou vodou jsem inkubovala 10 min pii 70 °C, poté ihned
piesunula na led a zde chladila po dobu 5 min. Smés pro reverzni transkripci 0 objemu 9 pl
sestavala ze 2,22x tedéného pufru M-MLV (Promega, USA), 1,11mM smési nukleotidt
(Promega, USA), 1,11uM primeru (dT)17-P3 (Klaes et al., 1999), 0,22 U inhibitoru
ribonukledzy RNasinu (Promega, USA), 50 U M-MLYV reverzni transkriptazy (Promega,
USA) a 2,25 pl vody prost¢ RNaz. Smés jsem fadné¢ promichala a ptidala
k 11 ul vzorku. Jako pozitivni kontrola slouzila RNA izolovana z buné¢né linie SiHa, coz
je linie odvozena z cervikdlniho karcinomu obsahujici 1 az 2 kopie HPV 16 na buiku.
Jako negativni kontrolu jsem pouzila destilovanou vodu namisto templatové RNA. Takto
pifipravené reakce o celkovém objemu 20 pl jsem inkubovala po dobu 1 h pii 37 °C
a nasledné inaktivovala pii 90 °C po dobu 5 min v termobloku Techne Dri-Block DB-2D
(Bibby Scientific Limited, UK). Ziskana cDNA byla pouzita pro PCR.

Reakéni smés pro prvni PCR se skladala z 1x fedéného pufru AmpliTaq Gold
(Thermo Fisher Scientific, USA), 0,2mM smési nukleotida (Promega,USA),
1,5mM roztoku MgCl> (Thermo Fisher Scientific, USA), 0,25uM primeru P1forl6,
0,25uM primeru P3 (oba podle Klaese a kol. (1999)), 1,5 U DNA polymerazy AmpliTaq
Gold (Thermo Fisher Scientific, USA), 35,7 ul destilované sterilni vody (dH-O, distilled
H20) a 4 ul templatové cDNA. Jako negativni kontrolu jsem pouzila destilovanou vodu
namisto templatové cDNA, jako pozitivni kontrolu cDNA linie SiHa. Reakce probihala
v Peltier Thermal Cycler 200 (PTC-200, MJ-Research, Kanada) za nasledujicich
29 cyklu skladajicich se ze 40 s denaturace pii 94 °C, 30 s nasedani primert pii 59 °C a 4

min prodluzovani fetézce pii 72 °C. Zavére¢na faze extenze trvala 7 min pii 72 °C.
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Reakéni smés pro druhou PCR byla, aZ na pouzité primery, totozna s reakci prvni.
V této reakci jsem pouzila 0,25uM primer P2for16 a 0,25uM primer (dT)17-P3 (oba podle
Klaese a kol. (1999)), do reakce jsem jako templat piidala 4 pl produktu prvni PCR.
Jako negativni kontrolu jsem vyuzila dH20 namisto templatu a produkt prvni PCR bunééné
linie SiHa jako kontrolu pozitivni. Druha PCR probihala za obdobnych podminek jako
prvni PCR v Peltier Thermal Cycler 200 (PTC-200, MJ-Research, Kanada). Podminky
prvni a druhé PCR se lisily Vv teploté nasedani primert, u druhé PCR byla nastavena teplota
67 °C.

Produkty druhé PCR jsem analyzovala pomoci gelové elektroforézy. Pripravila
jsem 2% gel z 2 g agardzy NuSieve™ 3:1 (Lonza, Svycarsko), 100 ml tris-borat-EDTA
pufru (TBE) a 4 pl barviva GelRed™ (Biotium, USA) pro naslednou vizualizaci. Analyza
probihala pti napéti 150 V po dobu 120 min, jako zebficek jsem pouzila Massruller Low
Range Fermentas (Thermo Fisher Scientific, USA). Produkty na gelu jsem poté
vizualizovala pomoci piistroje UVP EC3 Imaging systém (UVP, USA).

V dal§im kroku byly PCR produkty ptevedeny z gelu alkalickym transferem
(metoda Southern blot) na nylonovou membranu (PerkinElmer, USA). Nejdtive jsem gel
inkubovala v 200 ml 0,25M HCI po dobu 10 min pti pokojové teploté, poté v destilované
vodé a po dobu 20 min v zasaditém roztoku (transferovy pufr, 0,6M NaCl a 0,4M NaOH).
Na sklenénou misku naplnénou transferovym pufrem jsem polozila sklenénou desku a na
ni 3 vrstvy filtraniho papiru W1, jehoZ piesahujici konce byly smaceny dostatecnym
mnozstvim transferového pufru. Na stied filtracniho papiru jsem polozila nejprve
agarozovy gel s PCR produkty, nylonovou membranu namocenou ve 2x koncentrovaném
roztoku SSC (“saline sodium citrate, sul citratu sodného; 0,3M NaCl s 0,03M citrat sodny,
pH 7,0) a 3 vrstvy filtraéniho papiru W3 smoceném v transferovém pufru. Na cely systém
jsem navrstvila Sirokou vrstvu bunic¢ité vaty a sklenénou desku se zdvazim. Alkalicky
transfer probihal pfes noc. Po transferu jsem membranu pfelila neutralizatnim roztokem
(AM Tris s 1,2M NaCl, pH 7,4) a kyvala na kyvacce Gyro-rocker SSL3 (Bibby Scientific,
UK) 15 min. Poté jsem membranu oplachla destilovanou vodou a pielivala 2x
koncentrovanym roztokem SSC po dobu 15 min. Membranu jsem zabalila do filtra¢niho
papiru a aluminiové folie a 2 hodiny zapékala v peci OF 1E pii 80 °C (Jeio Tech, Korea),
poté uloZila do lednice do dalsSiho pouZiti.

Pro izolaci PCR produktt uzitych na jejich naslednou sekvenaci jsem provedla
gelovou elektroforézu. Pripravila jsem 3% gel ze 40 ml TBE, 1,5 g agardzy S nizkou

teplotou tani NuSieve™ GTG™ (Lonza, Svycarsko) a 2 ul barviva GelRed™ (Biotium,
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USA). Analyza trvala 60 min pfi napéti 110 V. K vizualizaci produkti jsem vyuzila
transiluminator ETX-F20.M (Vilber, Némecko). PCR produkty jsem z gelu vyfezala
ostrym skalpelem a pienesla do cisté 1,5ml mikrozkumavky. Pro samotnou izolaci
produktu z gelu jsem pouzila MinElute gel extraction kit (Qiagen, Némecko) dle protokolu
vyrobce. Smés pro sekvenacni reakci se skladala z 8 ul dH20, 0,5% fedéného sekvenaéniho
pufru BigDye™ Terminator, 4 ul BigDye™ Terminator verze 3.1 Ready Reaction Mixu
(oba Thermo Fisher Scientific, USA), 0,2uM primeru P2for16 a 2 ul DNA APOT-PCR
produktu. Reakce probihala v Peltier Thermal Cycler 200 (PTC-200, MJ-Research,
Kanada). Pocatecni faze denaturace trvala 1 min pii 96 °C, dale nasledovalo 39 cyklu
sestavajicich z 30 s denaturace pii 96 °C, z 15 s nasedani primer za teploty 58 °C a 4 min
elongace vlaken pii 60 °C. Pro procisténi reakci jsem ke kazdému vzorku ptidala 88 pl
roztoku obsahujiciho 3 pl 3M acetatu sodného, 62,5 ul 96% etanolu (EtOH, ethanol)
a 22,5 ul dH20. Vzorky jsem inkubovala za pokojové teploty 15 min, poté centrifugovala
pii 13000xg odstiedivkou Mikro 20 Hettich (Hettich, Némecko) po dobu 20 min. Po
odstranéni supernatantu jsem ptidala 250 ul 70% EtOH, vzorky poté centrifugovala po
dobu 5 min a nasledné ze zkumavek odsala veskery EtOH. Pro dokonalé odstranéni EtOH
vzorky vysychaly na vzduchu pii pokojové teploté asi 15 min. K vysusenym peletim jsem
ptidala 25 pl formamidu (Sigma-Aldrich, USA), poté jsem vzorky denaturovala v Thermal
cycler GeneQ (Bioer-Technology, Cina) pii teploté 98 °C po dobu 5 min a ihned piesunula
na led a nanesla na sekvenacni desticku. Sekvena¢ni analyza probihala na genetickém
analyzatoru ABI 3500 (Thermo Fisher Scientific, USA).

Analyzu ziskanych sekvenci jsem provedla v programu Chromas (Technelysium,
Australie), sekvence jsem srovnala s referenéni HPV 16 sekvenci (GenBank: K02718.1)
v online programu BLAST (Basic Local Alignment Search Tool, zakladni mistni
vyhledava¢ srovnani) Narodniho centra biotechnologickych informaci NCBI (National

Center for Biotechnology Information) (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cqi).
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4.3. Detekce mutaci v LCR HPV 16 izolatu

4.3.1. Amplifikace iseku LCR HPV 16

Pro amplifikaci 682 bp dlouhého tseku nekddujici virové DNA jsem pouzila
metodu PCR s primery V16 C a V16 D (Xi et al., 1993) pokryvajici oblast LCR, jejich

sekvence je uvedena v tabulce ¢. 5.

Tabulka €. 5: Primery pouzité pro amplifikaci a sekvenaci LCR HPV 16 podle studie Xi a kol. (1993).

Nazev primeru Sekvence 5¢- 3¢

V16 C GCTTCAATTCGGTTGCATG

V16 D CGTCGCAGTAACTGTTGCTTGCAGTACACAC
V16 E TAAGGTTTAAACTTCTAAGGCC

V16 F AATGAACAATGTATGACTAACC

Reakce probihala vobjemu 50 pul a obsahovala 34,8 pul dH20,
1x koncentrovaného reakéniho pufru AmpliTaq Gold (Thermo Fisher Scientific, USA),
2,5mM roztok MgCl, (Thermo Fisher Scientific, USA), 0,25mM roztok nukleotidl
(Promega, USA), 0,5uM primery (V16 C a V 16 D), 5 U DNA polymerazy AmpliTaq
Gold (Thermo Fisher Scientific, USA) a 1 ul templatové DNA. Amplifikacni reakce
probihala v Peltier Thermal Cycler 200 (PTC-200, MJ-Research, Kanada) dle nastavenych
podminek. Faze iniciatni denaturace probihala pii 94 °C po dobu 5 min.
Dale nasledovalo 35 cykla skladajicich se z1 min denaturace pii 94 °C, 1 min faze
nasedani primert pii 62 °C a 2 min prodluzovani fetézce pii 72 °C. Zavére¢na faze extenze
probihala pfi 72 °C po dobu 10 min. Amplifikovany byly vSechny vzorky ORL, jako
pozitivni kontrolu jsem pouzila DNA z bunééné linie SiHa. Jako negativni kontrolu jsem
pouzila DNA bunééné linie HaCaT odvozené z lidskych keratinocytt, kterd je negativni na
HPV. Dalsi negativni kontrolou byla reakce s 1 ul destilované H>O namisto templatové
DNA.

Uspésnost amplifikaéni reakce jsem ovéfila elektroforeticky na 2% gelu (100 ml
TBE, 2 g agar6zy NuSieve™ 3:1 (Lonza, Svycarsko) a 4 pl barviva GelRed™ (Biotium,
USA)). Elektroforéza probihala pii 135 V po dobu 60 min, jako Zebficek jsem pouzila
Massruller Low Range Fermentas (Thermo Fisher Scientific, USA). Produkty na gelu jsem
vizualizovala pomoci piistroje UVP EC3 Imaging systém (UVP, USA).

Nasledné jsem provedla dalsi elektroforézu za ucelem izolovani PCR produktu.
Agardzovy 3% gel jsem pfipravila ze 40 ml TBE, 1,5 g agardzy S nizkou teplotou tani
NuSieve™ GTG™ (Lonza, Svycarsko) a 2 pl barviva GelRed™. Elektroforéza probihala
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pii napéti 110 V po dobu 60 min, vizualizaci jsem provedla pomoci transiluminatoru ETX-
F20.M (Vilber, Némecko). Cast gelu s PCR produktem jsem vyfizla skalpelem a pienesla
do mikrozkumavky o objemu 1,5 ml a amplikony jsem vyizolovala pomoci MinElute gel
extraction kitu (Qiagen, Némecko), dle protokolu vyrobce. Izolovana DNA PCR produktu

byla posléze skladovana v mraznicce pfti -18 °C.

4.3.2. Sekvenace PCR produktu

Ziskanou DNA PCR produktu jsem sekvenovala. Sekvenac¢ni reakci jsem ptipravila
obdobné¢, jako je popsano v Kapitole 4.2, avsak s odliSnymi primery. Pouzila jsem 0,2uM
primery (V16 C, V16 D, V16 E, V16 F), pro kazdy primer jsem namichala samostatnou
reakci. Reakce probihala v Peltier Thermal Cycler 200 (PTC-200, MJ-Research, Kanada).
Program jsem nastavila nasledovné: pocate¢ni denaturace 1 min pii 96 °C, nasledovalo
39 cyklu skladajicich se z 30 s denaturace pii 96 °C, 15 s nasedani primeri pii 58 °C
(pro primery V16 C a V16 D) ¢i 50 °C (pro primery V16 E a V16 F) a 4 min elongace
vlaken pii 60 °C. Po dokonCeni reakce jsem jednotlivé vzorky procistila postupem
uvedenym v kapitole 4.2. Sekvenacni analyza probihala na genetickém analyzatoru ABI

3500 (Thermo Fisher Scientific, USA).

4.3.3. Analyza vysledki

Vystupni sekvence jsem analyzovala programem Chromas (Technelysium,
Australie) a programy balicku LaserGene, konkrétné SeqMan pro a MegAlign
(DNASTAR, USA). Sekvence jsem srovnala s referen¢ni sekvenci HPV 16 (GenBank:
K02718.1).

37



4.4. Hladina metylace E2 vazebnych mist HPV 16 izolati

4.4.1. Bisulfidické oSetifeni DNA

Principem metody bisulfidické konverze DNA je nahrazeni nemetylovanych
cytosinu uracilem po oSetfeni NaHSO3, pficemz metylované cytosiny zustavaji intaktni.
Po sekvenacni analyze je tedy mozné urcit, zda se na daném misté¢ metylovany cytosin
nachdzi ¢i nikoliv.

Bisulfidickou konverzi jsem provedla s vyuzitim EZ DNA Methylation™ Kit
(ZYMO Research, USA) dle protokolu vyrobce. Objem DNA pouzity pro konverzi DNA,
jsem vypocitala tak, aby kazda reakce obsahovala 300 ng DNA. U vsech vzorkt byl tento
objem mensi nez vyrobcem vyzadovanych 20 pl, proto bylo nutné doplnit reakci
destilovanou H>O do objemu 20 ul. Mimo ORL vzorku jsem konvertovala i DNA SiHa,
kterou jsem vyuzila v dalSich pokusech jako negativni kontrolu, nebot’ tato bunééna linie
vykazuje nizky stupenn metylace, a DNA CaSki jako pozitivni kontrolu, protoze tato
bunééna linie naopak vykazuje vysokou hladinu metylace (Badal et al., 2003). CaSki je
bunécna linie odvozena z bunék cervikalniho karcinomu a obsahuje asi 600 kopii HPV 16.

Pfesné slozeni reakce uvadi tabulka ¢. 6.

Tabulka & 6: Redéni DNA pro bisulfidickou konverzi. Vysledny objem je 20 pl.

vzorek DNA (ul) dH20 (ul) vzorek \ DNA (ul) \ dH20 (ul)

ORL 104 3,04 16,96 ORL 161 0,43 19,57
ORL 111 0,92 19,08 ORL 181 1,18 18,82
ORL 116 1,26 18,74 ORL 187 0,76 19,24
ORL 125 0,58 19,42 ORL 243 2,25 17,75
ORL 126 0,58 19,42 ORL 244 1,50 18,5
ORL 128 0,80 19,2 ORL 257 6,25 13,75
ORL 133 1,17 18,83 ORL 265 0,94 19,06
ORL 137 4,39 15,61 ORL 280 0,23 19,77
ORL 155 0,84 19,16 Caski 5,73 14,27
ORL 160 0,62 19,38 SiHa 1,84 18,16

Takto nafedénou DNA jsem piidala k 130 pl konverzniho pufru CT (ZYMO
Research, USA), reakce jsem nasledné vlozila do Peltier Thermal Cycleru 200 (PTC-200,
MJ-Research, Kanada). Inicia¢ni faze trvala 8 min pii 98 °C, faze konverze trvala
3,5 hodiny pii 64 °C. Poté byl vzorek chlazen pii 4 °C. Nasledné jsem procistila vSechny
vzorky pomoci Zymo-Spin™ IC kolonek a reagencii (ZYMO Research, USA). Do kazdé

38



kolonky jsem nanesla 600 pl vazebného M-Binding pufru, poté vzorek konvertované
DNA.

Tuto kolonku se vzorkem jsem poté centrifugovala po dobu 30 s pti 16060xg
odstiedivkou Biofuge Fresco (Heraeus, Némecko). Centrifugovany roztok jsem odstranila,
vzorek uchyceny v kolonce jsem procistila 100 ul M-Wash promyvaciho pufr
a centrifugovala 30 s pii 16060xg. Pak jsem na kolonku ptidala 200 pl M-Desulphonation
pufru, desulfonace probihala 20 min za pokojové teploty. Po uplynuti této doby jsem
vzorek centrifugovala 30 s pii 16060%g a nasledné 2x procistila 200 ul M-Wash pufru
a centrifugovala 30 s pti 16060xg. Poté jsem kolonku vlozila do ¢isté 1,5ml zkumavky,
na kolonku jsem nanesla 10 ul M-eluéniho pufru a provedla centrifugaci 30 s pii 16060xg.

Ziskanou konvertovanou DNA jsem uchovavala v mraznicce pii teploté -70 °C.

4.4.2. Priprava knihoven pro sekvenovani nové generace

Pti pyrosekvenovani dochazi po inkorporaci nukleotidu DNA polymerazou béhem
sekvenacni reakce k uvolnéni pyrofosfatu. Uvolnény pyrofosfat aktivuje enzym luciferazu,
kterd produkuje svétlo. Systém firmy Roche zahrnuje tfi nezbytné kroky: piipravu
knihoven pro sekvenovani, emulzni PCR a samotnou sekvenacni reakci (obrazek ¢. 8). Pro
ptipravu knihoven je nutné pomoci PCR reakce napojit na zddanou sekvenci (amplikon)
adaptorovou sekvenci, ktera odlisi jednotlivé sekvenované vzorky od sebe a je
komplementarni s oligonukleotidy navazanymi na agarézovych kulickach pouzitych
pii emulzni PCR. Ekvimolarni mnoZzstvi amplikoni je smichéno s agar6zovymi kuli¢kami,
je provedena emulzni PCR, kdy v olejovém vacku oddéleném vodou je pravé 1 agardzova
kuli¢ka s navazanym 1 fragmentem amplikonu. Vysledkem je asi milion kopii kazdého
fragmentu. Kuli¢ky se nanasi na desticku se stovkou tisic jamek, v kazdé jamce je jedina
kulicka, sekvenace fragmentli kazdé kulicky je samostatné¢ vyhodnocovédna odecitdnim
mnozstvi svételnych reakci (shrnuto v publikaci Mardis (2008)). Sekvenacni reakce
vyuziva ptistroj GS Junior (454, Roche, USA).
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Obr. &. 8: Schéma pyrosekvenace firmy 454, Roche. Sekvenace zahrnuje ptipravu knihoven, emulzni PCR

400 000 paralelnich
éteni

a sekvencni reakci. Pfevzato a upraveno podle Mardis (2008).

Pro amplifikaci tsekd E2 vazebnych mist LCR jsem pouZila specialni primery, které
vychazi ze sekvence konvertované DNA. Pro sekvenaci oblasti E2BS1 a E2BS234 byly
nejprve navrhnuty primery ze studie Chaiwongkot a kol. (2013). Na zakladé ptedbéznych
vysledku, které ukazaly, ze publikované primery pro oblast E2BS1 nefunguji, jsem pro
ucely této studie navrhla nové primery pro sekvenaci oblasti E2BS1 pomoci online
programu Methprimer (http://www.urogene.org/methprimer/). Pro sekvenaci oblasti
E2BS234 jsem pouzila primery ze studie Chaiwongkot a kol. (2013). Sekvence vsech
primeru vyuzitych pro tvorbu knihoven jsou uvedeny v tabulce ¢. 7. Primery s oznacenim
NGS (next generation sequencing, sekvenovani nové generace) obsahuji adaptorové

sekvence pro sekvenovani nové generace.
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Tabulka ¢. 7: Sekvence primeru vyuzitych k ptipravé knihoven pro sekvenovani. Primery E2BS234 F a
E2BS234 R podle studie Chaiwongkot a kol. (2013), primery E2BS1 F a E2BS1 R byly nové navrzeny pro
udely této prace. Primery s oznacenim NGS obsahuji adaptorové sekvence pro NGS.

Nazev primeru sekvence (5°-3")

E2BS1 F TTGTTTTAATATTTATTAATTGTGTTGTG

E2BS1R AAACTATTTAAAAAAACACATTTTATACC
E2BS234 F AAATTGTATATGGGTGTGTGTAAAT
E2BS234 R AACATTACAATTCTCTTTTAATAAA

E2BS1-NGS F CACGACGTTGTAAAACGACTTGTTTTAATATTTATTAATTGTGTTGTG

E2BS1-NGS R CAGGAAACAGCTATGACCAAACTATTTAAAAAAACACATTTTATACC
E2BS234-NGS F CACGACGTTGTAAAACGACAAATTGTATATGGGTGTGTGTAAAT
E2BS234-NGS R CAGGAAACAGCTATGACCAACATTACAATTCTCTTTTAATAAA

Pro potvrzeni, ze publikované a nové navrzené primery amplifikuji oblast naSeho
zajmu, jsem provedla PCR s kontrolni bunéénou linii CaSki a nahodné vybranymi vzorky
ORL 116 a 181 jako templatem. Behem procesu optimalizace jsem vyzkousela dvé rizné
DNA polymerazy, a to AmpliTaq Gold (Thermo Fisher Scientific, USA) a Hot Start
ZymoTaq DNA polymerazu (Zymo Research, USA).

Pro amplifikaci oblasti E2BS1 obsahovala reakéni smés o objemu 25 pl
1x koncentrovany reakéni pufr, 0,25mM smés nukleotidi (vSe Zymo Research, USA),
0,12uM primery E2BS1 F a E2BS1 R, 2 U Hot Start ZymoTaq DNA polymerazy (Zymo
Research, USA) 1 ul templatové DNA a 10,45 ul dH20. Pro amplifikaci oblasti E2BS234
jsem 25ul reakéni smés namichala obdobné, pouzila jsem 0,12uM primery E2BS234 F
a E2BS234 R. VSechny reagencie ve zkumavce jsem fadn€ promichala, amplifikacni

reakce probihala v Peltier Thermal Cycler 200 (PTC-200, MJ-Research, Kanada) za

.....

.....

nasedani primert pfi teploté 48 °C a 40s faze elongacni pii 72 °C. Zavérena extenze
vlédken probihala pii 72 °C po dobu 7 min. Elektroforeticky jsem ovéfila, zda doslo
k tadné amplifikaci. Oblast E2BS1 je dlouha 163 bp, oblast E2BS234 je dlouha 179 bp.
Dale jsem ob¢ oblasti sekvenovala metodou popsanou v kapitole 4.2. Pro sekvenaci jsem
pouzila 0,2uM primery E2BS1 F/ E2BS1 R/ E2BS234 F/ E2BS234 R, pro kazdy primer
jsem namichala samostatnou reakci. Podminky reakce pro jednotlivé typy primerQ se
nelisily, pocatecni denaturace trvala 1 min pii 96 °C, nasledovalo 39 cyklia skladajicich se
z 30 s denaturace pii 96 °C, 15 s nasedani primert pii 50 °C a 4 min elongace vlaken pfi

60 °C. Reakce byly nasledn¢ precistény (viz kapitola 4.2), po naneseni na sekvenacni
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desticku byly vzorky sekvenovany ptistrojem ABI 3500 (Thermo Fisher Scientific, USA).
Ziskané sekvence jsem srovnala s konvertovanou referen¢ni sekvenci HPV 16 (GenBank:

K02718.1, konverze programem MethPrimer (http://www.urogene.org/methprimer/). Pro

porovnani jsem vyuzila program SeqMan balicku LaseGene (DNASTAR, USA).

4.4.3. Prvni amplifikacni reakce

Pro ptipravu knihoven pro NGS jsem piihlizela k manuélu ,,Amplicon Library
Preparation Method Manual®“ firmy 454 Sequencing (Roche, USA). Provedla jsem PCR
s primery pokryvajici E2 vazebné oblasti LCR, které navic obsahovaly adaptorové
sekvence pro dalsi tzv. ,,nested PCR. Primery byly navrzeny zvlast' pro oblast E2BS1
(primery E2BS1-NGS) a E2BS234 (primery E2BS234-NGS), jejich sekvence je vyznacena
v tabulce ¢. 7. Amplifikacni reakce o objemu 25 ul pro oblast E2BS1 linie CaSki, ORL
187 a ORL 126 se skladala z1x fedéného reakéniho pufru s hofecnatymi ionty
ZymoTaq™, 0,25mM smési nukleotidi, 2 U ZymoTag™ DNA polymerazy (vie Zymo
Research, USA), z 0,12uM primerd (E2BS1-NGS F a E2BS1-NGS R),
10,45 pl dH20 a 1 pl 20x fedéné templatové DNA. Pro amplifikaci vzorkd ORL 111, 125,
128, 137, 155, 160, 243 jsem pouzila 3 pl netedéné templatové DNA, pro zbyvajici vzorky
ORL 1 pl netfedéné templatové DNA a 0,4uM primery. Reakce probihala v Peltier
Thermal Cycleru 200 (PTC-200, MJ-Research, Kanada). Inicia¢ni faze aktivace
polymerazy trvala pii 95 °C 10 min, poté nasledovalo 49 cykli sestavajicich z 30 s pii
95 °C, 40 s pti 55 °C, min pii 72 °C. Zavérec¢na extenze vlaken probihala 7 min pti 72 °C.
Pro vzorky ORL 187, ORL 126 a linii CaSki jsem nastavila pouze 40 cykli amplifikace.

Pro oblast E2BS234 linie jsem PCR provedla v objemu 25 pl, reakce se skladala
z1x tedéného reakéniho pufru s hofeénatymi ionty ZymoTaq™, 0,25mM smési
nukleotidi, 2 U ZymoTag™ DNA polymerazy (vSe Zymo Research, USA), 0,4uM
primert (E2BS234-NGS F a E2BS234-NGS R), 7,05 pl dH20 a 3 pl nefedéné templatové
DNA. Reakce v Peltier Thermal Cycleru 200 (PTC-200, MJ-Research, Kanada) probihala
obdobné jako u oblasti E2BS1, avsak teplotu nasedani primerd jsem nastavila na 50 °C
a celkové probéhlo 50 cyklt reakce. Jako pozitivni kontrola reakce slouzila DNA bunééné
linie CaSki, jako negativni kontrola dH2O misto templatu. Spravnost amplifikace jsem
ovéfila gelovou elektroforézou. Koncentrace obou PCR produktl jsem zméfila na pfistroji
Qubit™ 2.0 (Thermo Fisher Scientific, USA). Tento piistroj vyuziva fluorescenéni barvy,
proto jsem pii ptipravé jednotlivé vzorky uchovavala ve tmé€. Pro méfeni jsem pouzila

1 ul PCR produktu. Produkty PCR jsem uchovavala pfi teploté -70 °C.
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4.4.4. Druha amplifikacni reakce

Produkty prvni amplifika¢ni reakce jsem pouzila jako templat pro druhou nested-
PCR. Jako primery jsem pouzila MIDy (multiple identifiers, nasobné identifikatory)
specifické pro kazdy jednotlivy ORL vzorek, jejichz ¢ast je komplementarni s adaptorem
primertt E2BS1-NGS a E2BS234-NGS. MIDy funguji jako znacka pro rozpoznani vzorku
po NGS. Pro ob¢ oblasti kazdého vzorku jsem pouzila jeden MID, nebot vysledné
sekvence jsou od sebe rozeznany diky odlisnym sekvencim primerd. Produkt amplifika¢ni
reakce tedy nese sekvenci ORL vzorku a dale MID pro sekvenovani nové generace. PCR
pro oblast E2BS1 o0 objemu 25 pl se skladala z 1x fedéného reak¢niho pufru s hofe¢natymi
ionty ZymoTaq™, 0,5mM smési nukleotidi, 2 U ZymoTaq™ DNA polymerazy (vie
Zymo Research, USA), 0,2uM MIDy (pro kazdy ORL vzorek jiny MID, jejich seznam je
uveden v tabulce ¢. 8), 9,8 ul dH20 a 1 ul produktu prvni PCR. Reakce pro vsechny
vzorky oblasti E2BS234 a oblasti E2BS1 u vzorku ORL 244 obsahovala navic 0,2 pl
MgCI> iontii (Thermo Fisher Scientific, USA), nebot’ zkusebni reakce (vzorek ORL 244)
bez hotecnatych iontl tvofila nespecifické produkty amplifikace. Aby vysledny objem
reakce byl 25 ul, pfidala jsem pouze 9,6 ul dH20.

Reakce probihala v Peltier Thermal Cycleru 200 (PTC-200, MJ-Research, Kanada)
za téchto podminek: aktivace polymerazy trvala 10 min pii 95 °C, dale nasledovalo
35 cykli slozenych z 30 s pii 95 °C, 40 s pii 60 °C, 1 min pii 72 °C. Zavéretna faze trvala
10 min pfi 72 °C. Jako negativni kontrolu jsem pouzila dH20 namisto templatu a jako
pozitivni kontrolu produkt prvni PCR linie CaSki.

Amplifikaci jsem zkontrolovala elektroforeticky, produkty amplifikace oblasti
E2BS1 jsou velké 232 bp a oblasti E2BS234 253 bp.
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Tabulka & 8: Cisla pouZitych MIDi pro jednotlivé ORL vzorky.

Nazev vzorku MID (F+R)

ORL 244 1
ORL 111 2
ORL 116 3
ORL 125 4
ORL 126 5
ORL 128 6
ORL 133 7
ORL 155 8
ORL 161 9
ORL 181 10
ORL 187 11
ORL 137 12
ORL 257 13
ORL 265 14
ORL 243 15
ORL 280 16
ORL 160 17

4.45. Prodisténi a kvantifikace

Amplikony jsem purifikovala pomoci roztoku Agencourt AMPure XP
magnetickych kuli¢ek (Beckman Coulter, USA). Do PCR zkumavek jsem kPCR
produktum piidala 24 ul (v poméru 1:1) AMPure kuli¢ek. Po diikladném promichani jsem
zkumavky 10 min inkubovala pii pokojové teploté. Poté jsem zkumavky pienesla
na magneticky stojanek (DynaMag™-2 magnet, Thermo Fisher Scientific, USA) a 5 min
inkubovala, aby mohlo dojit k pfitdhnuti magnetickych kuli¢ek na sténu PCR zkumavek
dotykajicich se magnetického stojanku. Poté jsem ze zkumavek pipetou odstranila
supernatant, k peletu jsem pridala 30 pl vody prost¢é RNaz, obsah zkumavek jsem
resuspendovala. Po dvouminutové inkubaci na magnetickém stojanku jsem pienesla 25 pl
supernatantu do ¢isté 1,5 ml mikrozkumavky, do kterych jsem ptidala 25 pul AMPure
kuli¢ek. Tento proces procistovani jsem dvakrat zopakovala. Pfi tfetim procisténi jsem
misto 30 pl vody prosté RNéaz do kazdé zkumavky k peletu pfidala 150 pl 70% EtOH.
Zkumavky jsem inkubovala za pokojové teploty na magnetickém stojanku 1 min, poté
jsem odsala veskery supernatant a k vyschlému peletu pridala 20 pl vody prosté RNaz
a zkumavky pfenesla na magneticky stojanek. Po 2 min inkubace jsem 15 pl supernatantu

prenesla do nové 1,5 pl zkumavky.

44



Pro urceni koncentrace jednotlivych procisténych amplikont jsem vyuzila pfistroj
Qubit™ 2.0 (Thermo Fisher Scientific, USA). Pro ticely méfeni jsem pouzila 1 ul kazdého
amplikonu. Ze ziskanych koncentraci (c; ng/ul) a délky amplikona (d; bp) jsem vypocitala

pocet molekul v 1 pul roztoku u kazdého amplikonu pomoci nasledujiciho vzorce:

(c X 6,022 x 10%3)
656,6 x 10° X d

poC.molekul/ul =

Ve vzorci je pouzita Avogadrova konstanta (6,022 x 10?%) a konstanta 656,6 x 10°, ktera
udava molarni hmotnost 1 bp. Amplikony jsem natedila na koncentraci 10° molekul/pl.
K 1 ul amplikonu jsem ptidala mnozstvi vody prosté RNaz vypoctené podle nasledujiciho
vztahu:

po¢.molekul/ul i
10°

Vizolul] =

Zpusob tedéni je uveden v tabulce ¢. 9. Takto pfipravené knihovny pro NGS
sekvenovani jsem ekvimolarn¢ smichala. Pét pl kazdého nafedéného amplikonu jsem
smichala vjedné 1,5 ml mikrozkumavce. Tato zkumavka obsahovala 10° kazdého
amplikonu. Déle jsem pfipravila fedéni 108 — 10° amplikonii, pfiemz fedéni 10° jsem

vyuzila pro emulzni PCR (emPCR, emulsion PCR).
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Tabulka ¢. 9: Koncentrace, délka, pocet molekul v 1 pul amplikoni a mnoZstvi RNaz prosté H,O piidané
k 1 pl amplikond. Ve sloupci s ozna¢enim vzorkl znaéi ¢islo za lomitkem E2 vazebnou oblast (/1 - E2BS1,

/2 — E2BS234), kterou PCR produkt obsahuje.

vzorky koncentrace Qélka pocet molekul RNaz-prosta H20
(ng/nl) amplikonu (bp) v1pl (ul)

1-244/1 2,48 232 9 804 006 008 8,80
1-244/2 4,77 253 17 291 701 531 16,29
2-111/1 5,04 232 19 924 270 274 18,92
2-111/2 2,20 253 7 975 208 253 6,98
3-116/1 8,16 232 32 258 342 349 31,26
3-116/2 6,22 253 22 548 088 789 21,55
4-125/1 7,27 232 28 739 969 225 27,74
4-125/2 0,80 253 2 889 200 444 1,89
5-126/1 11,40 232 45 066 801 811 44,07
5-126/2 7,80 253 28 275 738 353 27,28
6-128/1 10,40 232 41 113 573 582 40,11
6-128/2 10,80 253 39 151 022 334 38,15
7-133/1 8,40 232 33207 117 124 32,21
7-133/2 12,60 253 45676 192 724 44,68
8-155/1 3,51 232 13 875 831 084 12,88
8-155/2 7,29 253 26 426 940 076 25,43
9-161/1 4,67 232 18 461 575 830 17,46
9-161/2 11,10 253 40 238 550 733 39,24
10-181/1 13,00 232 51 391 966 977 50,39
10-181/2 11,60 253 42 051 098 063 41,05
11-187/1 6,11 232 24 154 224 479 23,15
11-187/2 10,20 253 36 975 965 538 35,98
12-137/1 8,79 232 34 748 876 133 33,75
12-137/2 7,66 253 27 768 225 100 26,77
13-257/1 9,76 232 38 583 507 515 37,58
13-257/2 10,70 253 38 788 512 868 37,79
14-265/1 11,40 232 45 066 801 811 44,07
14-265/2 14,40 253 52 201 363 113 51,20
15-243/1 4,56 232 18 026 720 724 17,03
15-243/2 7,57 253 27 441 966 581 26,44
16-280/1 12,60 232 49 810 675 686 48,81
16-280/2 421 253 15 261 648 521 14,26
17-160/1 5,55 232 21940 416 671 20,94
17-160/2 11,00 253 39 876 041 267 38,88
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4.4.6. Emulzni PCR

Emulzni PCR jsem provedla s vyuzitim manualu ,,emPCR Amplification Method
Manual — Lib-A*“ a GS Junior Titanum emPCR Lib-A kitu navrzeného pro sekvenaéni
systém GS Junior (454 Sequencing, Roche, USA).

Ptipravila jsem 1x fedény roztok ze 430 ul reagencie Mock Mix (454 Sequencing,
Roche, USA) a 1,72 ml vody prosté nukleaz (Thermo Fisher Scientific, USA). Emulzni
olej jsem pridala do michaci zkumavky Turrax® (IKA, Némecko) nasazené na elektrické
michadlo Ultra-Turrax® (IKA, Némecko), poté jsem piidala 2 ml 1x fedéného Mock Mixu
a obsah zkumavky byl michan po dobu 5 min.

Dale jsem piipravila reakéni smési Live Amp Mix A a Live Amp Mix B. Ob¢ smési
se skladaly z 205 ul vody prosté nukleaz (Thermo Fisher Scientific, USA), dale z reagencii
obsazenych v GS Junior Titanum emPCR Lib-A kitu (454 Sequencing, Roche, USA), a to
260 pl ptisad Additive, 135 pl Amp Mixu, 35 pl enzymového Enzyme Mixu, 1 pul
peptidyl-prolyl izomerazy (PPiaza). Mix A obsahoval 40 ul Amp Primeru A a Mix B
obsahoval 40 ul Amp Primeru B. Obé& smési jsem promichala a dale skladovala na ledu.

Pfipravila jsem 1x promyvaci roztok smichdnim 0,5 ml reagencie Wash Buffer
(454 Sequencing, Roche, USA) s 4,5 ml vody prosté nukleaz (Thermo Fisher Scientific,
USA). Kreagenciim Capture Beads A a Capture Beads B obsahujicich kuli¢ky pro
uchyceni knihoven (454 Sequencing, Roche, USA) jsem pfidala 1 ml promyvaciho
roztoku, roztoky jsem promichala a centrifugovala pro vytvoreni peletu obsahujici kulicky.
Supernatant jsem odstranila, do zkumavek s kulickami pfidala dalsi 1 ml promyvaciho
roztoku a postup promyti jsem zopakovala. K promytym reagenciim Capture Beads A a
Capture Beads B jsem pfidala 10 pl knihovny (fedéni 1x 10°) pripravené v sekci 4.4.5.
a zkumavky jsem promichala.

Celkem 600 pl ptipraveného Live Amp Mixu B jsem piidala do zkumavky Capture
Beads B, zkumavku jsem promichala a jeji obsah pienesla pipetou do michaci zkumavky
Turrax®. Zkumavka Turrax® byla michana po dobu 5 min na elektrickém michadle Ultra
Turrax®. Poté jsem pridala 600 pl Live Amp Mixu A do zkumavky Capture Beads A,
zkumavku promichala a jeji obsah také prenesla do michaci zkumavky Turrax®. Obsah
zkumavky byl michan po dobu 5 min michadlem Ultra Turrax®.

Pomoci pipety Combitip (Eppendorf, Némecko) jsem pienesla 100 pl emulze
ze zkumavky Turrax® do pruhovych 8 jamkovych zkumavek s vickem. Proces amplifikace
probihal v DNA Engine Dyad® Thermal Cycler (Bio-Rad, USA) za nasledujicich
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podminek: Pocatecni denaturace trvala 4 min pii 94 °C, nasledovalo 50 cyklu skladajicich
se 230 spii 94 °C, 4,5 min pti 58 °C a 30 spii 68 °C. Poté byly vzorky uchovavany
pii teploté 10 °C.

Produkty emPCR jsem ze zkumavek odsala do 50ml zkumavky (sou¢ast GS Junior
Titanium Oil and Breaking Kitu, 454 Sequencing, Roche, USA) pomoci vakuové
odsavatky KNF LAPOPORT® (KNF, USA). Jamky jsem dvakrat promyla 100 ul
izopropanolu a znovu odsala do téze zkumavky. Protoze na dn¢ zkumavek ulpivala spousta
produktu, obsah sbérnych zkumavek jsem rozdé¢lila do dvou a v obou doplnila objem
izopropanolem do 35 ml. Zkumavky jsem michala do uplného rozpusténi peletu, poté
centrifugovala na centrifuze Eppendorf 5804 (Eppendorf, Némecko) pii 930xg 5 min.
Supernatant jsem casteéné odstranila, obsahy obou zkumavek smichala do jedné a opét
centrifugovala pro uplné odstranéni supernatantu. Do zkumavky s peletem jsem piidala
10 ml Enhancing pufru (454 Sequencing, Roche, USA), obsah zkumavky resuspendovala,
doplnila izopropanolem do objemu 40 ml a promichala. Zkumavku jsem centrifugovala pii
930xg 5 min, supernatant jsem odstranila, zbyvajici obsah zkumavky doplnila do 35 ml
izopropanolem, promichala, poté jsem zkumavku opét centrifugovala pii 930xg 5 min
a supernatant jsem odstranila. Obsah zkumavky jsem doplnila do 35 ml Enhancing pufrem,
promichala, centrifugovala pii 930xg 5 min, supernatant jsem odsala tak, aby ve zkumavce
zbyvaly asi 2 ml pufru. Obsah zkumavky jsem pfenesla do 1,7 ml zkumavky s vickem
(454 Sequencing, Roche, USA), centrifugovala odsttedivkou Eppendorf® MiniSpin®
(Eppendorf, Némecko) pti 10 000xg po dobu 15 s a supernatant odstranila. Pelet jsem
dvakrat omyla 1 ml Enhancing pufru, zkumavka centrifugovala pti 10 000xg po dobu 15 s
a supernatant odstranila.

Pro zakoncentrovani produktu emPCR jsem pfipravila rozpoustéci roztok (125 pl
NaOH 59,88 ml vody prosté nukleaz (Thermo Fisher Scientific, USA)). Do zkumavky
s peletem jsem ptidala 2 x 1 ml rozpoustéciho roztoku, zkumavku jsem inkubovala 2 min
za pokojové teploty, poté centrifugovala pti 10 000xg po dobu 15 s a supernatant
odstranila. Pak jsem ptidala 3 x 1 ml Annealing pufru usnadiujici nasedani primert
(454 Sequencing, Roche, USA), zkumavku jsem promichala a centrifugovala pti 10 000xg
po dobu 15 s. Poté jsem ptidala 45 pl Annealing pufru, 15 pl Enrich Primeru A a 15 pl
Enrich primeru B (vSe 454 Sequencing, Roche, USA), zkumavku jsem promichala
a inkubovala 5 min pii 65 °C, poté ihned pienesla na led. Poté jsem zkumavku promyla
3 x 1 ml Enhancing pufru, centrifugovala pii 10 000xg po dobu 15 s, supernatant jsem

odstranila.
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Poté jsem do zkumavky vnesla 1 ml Enhancing pufru, zkumavku jsem promichala
a uchovavala do dalsiho pouziti pii pokojové teploté. Béhem inkubace jsem pfipravila dalsi
reagencie, a to smés s magnetickymi obohacujicimi kulickami Enrichment beads
(454 Sequencing, Roche, USA), které jsem nejdiive promichala a pienesla na magneticky
stojanek. Po 3 min inkubace jsem odstranila supernatant, ptidala 500 pl Enhancing pufru
a zkumavku promichala. Po pieneseni na magneticky stojanek a vytvofeni peletu jsem
odstranila supernatant a opét piidala 500 pl Enhancing pufru. Po inkubaci na magnetickém
stojanku a odstranéni supernatantu jsem pfidala 80 ul Enhancing pufru a obsah zkumavky
jsem promichala. Takto pfipravené Enrichment Beads jsem piidala do 1,7 ml zkumavky
s produktem emPCR, obsah zkumavky jsem promichala a 5 min inkubovala na michadle
Revolver™ Adjustable Lab Rotator (Labnet, USA). Poté jsem zkumavku pienesla na
magneticky stojanek a po vytvoreni pelety jsem odstranila supernatant. Kulicky jsem
promyvala 1 ml Enhancing pufru do té doby, nez byl supernatant Gplné ¢iry (celkem 11x).
Omyté kulicky jsem resuspendovala v 70 ul rozpoustéciho roztoku, promichala
a inkubovala v magnetickém stojanku do vytvofeni peletu. Supernatant jsem pienesla
do nové 1,7 ml zkumavky s vickem (454 Sequencing, Roche, USA), centrifugovala pfi
10 000xg po dobu 15 s a supernatant odstranila. K peletu jsem ptidala 3 x1 ml Annealing
pufru, obsah zkumavky jsem promichala, centrifugovala pti 10 000xg po dobu 15 s
a supernatant odstranila. Poté jsem ptidala 100 ul Annealing pufru a obsah zkumavky jsem
promichala. Ke kulickdm jsem ptidala 15 pl sekvenacniho Seq Primeru A a 15 pl Seq
Primeru B (vse 454 Sequencing, Roche, USA), zkumavku jsem promichala a inkubovala
5 min pii 65 °C, poté pienesla na led na 2 min. Ptidala jsem 2 x 1 ml Annealing pufru,
zkumavku jsem promichala a supernatant odstranila. Po pfidani 1 ml Annealing pufru jsem
zkumavku prenesla na pocitadlo kuli¢ek GS Junior Bead Counter v2 (454 Sequencing,
Roche, USA). Pomoci rysky jsem urcila pocet kulicek, pro reakci jsem jich pouzila

pfiblizn€ 500 000. Tyto kulicky jsem uchovavala v lednici do ptipravy sekvenacni reakce.

4.4.7. Pyrosekvenovani

Pro samotny proces sekvenace jsem pouzila manual ,,Sequencing Method Manual®,
ptistroj GS Junior a GS Junior Titanium Sequencing Kit (454 Sequencing, Roche, USA).
Soucasti tohoto kitu je velké mnozstvi reagencii, jeichZ slozeni je patentované firmou
Roche (USA). Pred sekvenaéni reakci byl pfiistroj procistén dle manualu vyrobce.
Sekvenaéni reakci jsem nanasela na desticku PicoTiterPlate (454 Sequencing, Roche,

USA), kterd musela byt pfed nanesenim kuli¢ek oSetfena predem pfipravenymi pufry.
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Do lahve s CB pufrem jsem ptidala 6,6 ml suplementu CB pufru (vSe 454 Sequencing,

Roche, USA), lahev jsem nasledn¢ promichala inverzi a 40 ml pfipraveného CB pufru

jsem pienesla do ¢isté 50ml zkumavky typu Falcon, poté jsem piidala 6,5 ul Apyrazy

(454 Sequencing, Roche, USA). Takto pfipraveny Bead pufr 2 (BB2) jsem promichala

inverzi a inkubovala na ledu. Na PicoTiterPlate jsem nanesla 350 ul BB2 pufru a desti¢ku

jsem centrifugovala pfi 1 620xg na centrifuze Eppendorf 5804 (Eppendorf, Némecko) se

specialnim nastavcem pro desti¢ku po dobu 5 min. BB2 pufr jsem poté odsala pipetou.

Déle jsem piipravila reagencie pro jednotlivé vrstvy nanaSené na desticku:

Vrstva 1, 3, 4: Do zkumavek s reagenciemi (Enzyme Beads, PPiase Beads)
jsem ptidala 1 ml BB2, zkumavky jsem promichala a pienesla na magneticky
stojanek. Po vytvofeni peletu jsem supernatant odstranila. Kulicky jsem 3 x
promyla 1 ml BB2, promichala a inkubovala na magnetickém stojanku do
vytvofeni peletu. Do zkumavky s kulickami s navazanymi enzymy Enzyme
Beads (454 Sequencing, Roche, USA) jsem piidala 400 ul BB2, do zkumavky
s kulickami s navazanou PPiazou PPiase Beads (454 Sequencing, Roche, USA)
410 pl BB2 (vrstva 4). Ob¢ zkumavky jsem promichala a uchovavala na ledu.
Pro vytvofeni enzymové pre-vrstvy (vrstva 1) jsem do cisté 1,7 ml zkumavky
ptidala 300 ul BB2, 110 pl Enzyme Beads. Po vytvofeni enzymové post-vrstvy
(vrstva 3) jsem smichala 180 pul BB2 s 230 ul Enzyme Beads.

Vrstva 2: Kulicky s DNA jsem smichala s 6 pl kontrolnich kuli¢ek Control
Beads XLTF (454 Sequencing, Roche, USA), obsah zkumavky jsem
centrifugovala pii 9 300xg po dobu 15 s, supernatant odstranila tak, aby bylo
ponechano 100 pl supernatantu ve zkumavce. Poté jsem piidala 500 pl BB2,
zkumavku jsem inkubovala 10 min pifi pokojové teplot¢ na michadle
Revolver™ Adjustable Lab Rotator, pak centrifugovala pti 9 300xg po dobu
15 s a aZ na 50 pl supernatant odsala. Pfidala jsem 40 pl polymerazy, 20 ul
kofaktoru polymerazy a 65 pl BB2. Tuto smés jsem promichala a inkubovala
pti pokojové teplot¢ po dobu 10 min. Pridala jsem 1 ml BB2 k obalujicim
kulickam Packing Beads (454 Sequencing, Roche, USA) a obsah zkumavky
promichala. Zkumavku jsem promyla 3 x 1 ml roztoku BB2, centrifugovala pii
9 300xg po dobu 5 min, supernatant odsala. Poté jsem ptidala 200 pl BB2

a zkumavku uchovavala na ledu. Ke smési DNA kulicek a polymerazy
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s kofaktorem jsem pridala 175 pl procisténych Packing Beads, reagencie jsem

promichala a inkubovala za pokojové teploty po dobu 5 min.

Na PicoTiterPlate jsem nanesla 350 ul vrstvy 1, desticku jsem centrifugovala pii
1 620%g po dobu 5 min, pak jsem obsah desti¢ky odsala pipetou. Poté jsem nanesla 350 ul
vrstvy 2, desticku centrifugovala pii 1 620xg po dobu 10 min, obsah desticky odsala.
Pak jsem nanesla vrstvu 3 (350 ul), desticku opét centrifugovala pii 1 620xg po dobu
10 min a potom odsala, nakonec jsem nanesla 350 ul vrstvy 4, desticku centrifugovala pii
1 620xg 5 min a nasledné odsala. Do ocisténého sekvenac¢niho pfistroje jsem pienesla

desticku a byl spustén proces sekvenace, ktery ¢ital 100 sekvenacnich cykli.

4.4.8. Vyhodnoceni vysledki

Ziskand data byla upravena vprogramu GS Amplicon Variant Analyzer
(454 sequencing, Roche, USA), kde jsem vlozenim sekvenci primerd pro oblasti E2BS1
a E2BS234 a MIDu ziskala sekvence obou oblasti kazdého ORL vzorku ve formatu .fasta.
Sekvence jsem poté analyzovala v online programu QUMA - Quantification tool for

methylation analysis (http://guma.cdb.riken.jp/). Pro analyzu jsem pouzila nekonvertované

referen¢ni sekvence oblasti E2BS1 a E2BS234 bez sekvence primert. Dale jsem porovnala
procento metylovanych cytosinti ve skupiné vzorkll s extrachromozomalni a integrovanou
formou viru u jednotlivych vazebnych oblasti.

Pro urceni, zda se li§i stupenn metylace v jednotlivych oblastech obou skupin
vzorku, jsem pouzila jednak urceni praimérnych hodnot a medianu metylace v jednotlivych
CpG, dale jsem urcila, zda hodnoty spliiuji normalni rozdéleni. Podle negativniho vysledku
Shapiro-Wilkova testu normality jsem se rozhodla pouzit neparametricky Mann-Whitney
U test.

Testovana nulova hypotéza zni: Stupenn metylace ve vzorcich s extrachromozomalni
a integrovanou formou viru se neli§i. Statistickou analyzu jsem provadéla v programu
R.2.15.0 (https://www.r-project.org/). Pro tvorbu grafii jsem pouzila program GraphPad
InStat 3 (GraphPad Software, USA).
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4.5. Urdeni virové naloZe ve vzorcich ORL
45.1. Priprava standardnich k¥ivek pro kvantifikaci

Standardni kiivky kontrol pro kvantifikaci virové naloze jsem pfipravila s vyuzitim
klonu HPV 16 a RNdzy P. RNdza P je gen, ktery se v diploidni bufice nachazi ve dvou
kopiich. Plazmid RNdzy P byl ptipraven diive Dr. Saldkovou zaklonovanim do pCR-
Bluntll-TOPO (Thermo Fisher Scientific, USA) vektoru (Salakova et al., 2016), genom
HPV 16 zaklonovany do plazmidu pBR322 pochazi z referen¢nich materiald Narodni
referen¢ni laboratofe pro papillomaviry a polyomaviry. Oba plazmidy jsem izolovala s
pomoci Qiagen Plasmid Midi kitu (Qiagen, Némecko) dle protokolu vyrobce.
Vyizolovanou plazmidovou DNA jsem rozpustila ve 200 ul TE (10 mM Tris/ 1 mM
EDTA, pH 8,0) pufru. Koncentraci izolované DNA jsem zméfila na spektrofotometru
NanoDrop 2000 (Thermo Fisher Scientific, USA). Plazmidova DNA HPV 16 a RNdzy P
pro piipravu standardnich k¥ivek byly nafedény v TE pufru na vyslednou koncentraci 10’
kopii/pl, 10° kopii/ul, 10° kopii/ul, 10* kopii/ul, 10° kopii/ul, 10 kopii/ul, 10 kopii/ul a 1
kopii/ul. VSechny reakce poté probihaly ve 3 opakovanich.

SloZeni kvantitativni amplifikacni reakce pro standardni kiivku E6 HPV 16 jsem
upravila podle publikovaného postupu (Gravitt et al., 2003). Reakce o objemu 15 ul se
skladala ze 1,5 pl vody prosté RNéz, 1x koncentrovaného reakéniho pufru AmpliTaq Gold
(Thermo Fisher Scientific, USA), 4mM roztoku MgCl, (Thermo Fisher Scientific, USA),
0,2mM roztoku nukleotidii, 0,2uM primert (E6 F, E6 R), 0,1uM TagMan E6 DNA proby,
1,5 U DNA polymerazy AmpliTaq Gold (Thermo Fisher Scientific, USA) a 1,5 pl
templatové DNA jednotlivych fedéni. Sekvence pouzitych primert a proby je znazornéna
v tabulce ¢. 10. Jako negativni kontrolu amplifikace jsem pouzila vodu prostou RN4az misto
DNA templatu. Amplifika¢ni reakce probihala v pfistroji RotorGene 6000 (Qiagen,
95 °C, poté 40 cyklu sestavajicich z 15 s pti 95 °C a 30 s pti 55 °C.

Reakce pro kiivku RNdzy P 0 objemu 15 pul byla upravena podle Salakové a kol.
(2016) a sestavala 6,26 pl vody prosté RNaz, 1x koncentrovaného reakéniho pufru Thermo
Fisher, 4mM roztoku MgClz, 0,2mM roztoku nukleotidi (vSe Thermo Fisher Scientific,
USA), 0,3uM primera (RNAP F, RNAP R), 0,25uM TagMan proby, 0,94 U DNA
polymerazy AmpliTaq Gold (Thermo Fisher Scientific, USA) a 1,5 ul templatové DNA.
Sekvence pouzitych primert a proby je znazornéna v tabulce ¢. 10. Jako negativni kontrola

reakce slouzila voda prostd RNaz misto templatové DNA. Reakce probihla v pfistroji
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45 cyklt z15 spii 95 °C a 60 spti 60 °C. Standardni kiivky jsem vygenerovala

programem RotorGene 6000.

Tabulka €. 10: Sekvence primera a préb pro kvantitativni PCR. Sekvence primert a proby pro RNazu P
podle Salakova a kol. (2016) a pro HPV 16 E6 podle Gravitt a kol. (2003).

Nazev primeru / proby Sekvence 5°-3"

E6F ATGACTTTGCTTTTCGGGAT

E6 R CTTTGCTTTTCTTCAGGACA
TagMan HPV 16 E6 FAM-ACGGTTTGTTGTATTGCTGTTCTAA-3BQ1

RNAP F AGATTTGGACCTGCGAGCG

RNAP R GAGCGGCTGTCTCCACAAGT
TagMan RNAzaP FAM-TTCTGACCTGAAGGCTCTGCGCG-BHQ1

45.2. Kvantitativni PCR ORL vzorku

Pro uréeni virové naloze (pocet kopii virové DNA na bunku) jsem provedla
kvantitativni PCR s DNA ORL vzorkl jako templatem. Pfipravila jsem oddé¢lené reakce
s primery pro amplifikaci RNdzy P a HPV 16 E6 ve dvou opakovanich pro kazdy vzorek.
Reakce jsem namichala stejné jako pii piipravé standardnich kiivek (viz 4.5.1.).
Jako negativni kontrolu jsem pouzila vodu prostou RN4z namisto templatu a jako pozitivni
kontrolu DNA linie CaSki a SiHa. Dale jsem v kazdé reakci kvantifikovala i DNA
piislusnych standardii o koncentraci 10° a 10° kopii/ul jako dalsi kontrolu. Podminky
amplifikace byly stejné jako pro jednotlivé standardy.

Z vyslednych dat program RotorGene 6000 (Qiagen, Némecko) generoval kiivky
urCujici pribeh amplifikace, k tém jsem importovala odpovidajici standardni kiivky.
Z hodnot koncentrace standardu pro RNdzu P jsem vypocitala pocet bun¢k v daném vzorku
vydélenim dvéma. Dale jsem vypocitala pocet bunck v jednotlivych vzorcich ORL.
Virovou naloz jsem vypocetla z poctu kopii genu E6 u jednotlivych vzorki, a to délenim

této hodnoty poctem bun¢k ve vzorku.

45.3. Detekce E6 a E7

Pro potvrzeni, zda v ORL vzorcich dochazi k expresi genti E7 jsem provedla PCR
s primery specifickymi pro oblast genu E7 (sekvence primerd viz tabulka ¢. 11) a cDNA
jako templatem. Detekci HPV 16 E6 virového transkriptu jsem neprovadéla, tento pokus

provedla Mgr. Vojtéchova diive pro ucely piedchazejici studie (Vojtechova et al., 2016).
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Provedla jsem detekci E7 u vzorkd ORL 243, ORL 137, ORL 257, ORL 265, ORL 244,
ORL280, u zbyvajicich vzorkli byla tato analyza také provedena Mgr. Vojtéchovou pro
ucely piedchazejici studie (Vojtechova et al., 2016).

Amplifikacni reakce o objemu 25 ul se skladala z 1x koncentrovaného reakéniho
pufru AmpliTaq Gold (Thermo Fisher Scientific, USA), 1,5mM roztoku MgCl. (Thermo
Fisher Scientific, USA), 0,2mM roztok nukleotidd (Promega, USA), 0,5uM primery
(E7forwA a E7revA), 0,5 U DNA polymerazy AmpliTaq Gold (Thermo Fisher Scientific,
USA), 17,4 ul vody prost¢é RNaz a 2 ul cDNA vzorkl. Jako negativni kontrola slouzil
produkt reverzni transkripce negativni kontroly a voda namisto cDNA, jako pozitivni
kontrola DNA linie SiHa. Reakce probihala v Peltier Thermal cycleru s nastavenym
programem shodné jako pro B-globinovou reakci v sekci 4.5.1. Zda doslo k amplifikaci

produktu o velikosti 69 bp bylo ovéfeno pomoci gelové elektroforézy.

Tabulka 11: Sekvence primera pro amplifikaci genu S-globin (Saiki et al., 1985) v sekci 4.6.2. a primera
pro detekci exprese E7 genu.

Nazev primeru Sekvence 5°-3°

Primer mix PC03/04 ACACAACTGTGTTCACTAGC / CAACTTCATCCACGTTCACC
E7forwA AGCACACACGTAGACATTCGTA
E7revA AGATGGGGCACACAATTCCT

4.5.4. Vyhodnoceni vysledku

Pro urceni, zda se 1isi stupen virové naloze v obou skupinach vzorkd, jsem pouzila
urceni medianu a primérnych hodnot metylace v jednotlivych oblastech, dale jsem urcila,
zda hodnoty spliuji normalni rozd€leni. Vyuzit byl Shapiro-Wilkav test normality.
Pro statistické vyhodnoceni hodnot virové naloZe jsem pouzila neparametricky Mann-
Whitney U test. Testovana nulova hypotéza zni: Virova naloz ve vzorcich
S extrachromozomadlni a integrovanou formou viru se neli§i. Statistickou analyzu jsem
provadéla v programu R.2.15.0 (https://www.r-project.org/). Pro tvorbu grafii jsem pouzila
program GraphPad InStat 3 (GraphPad Software, USA).
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4.6. Kvantifikace hladiny exprese E6 a E7 ve vzorcich

Pro urcCeni hladiny exprese virovych genl je tfeba virovou mRNA pievést
na cDNA, ktera je poté pouzita do kvantifika¢ni reakce s primery amplifikujicimi oblast
genu E6 a do reakce sprimery amplifikujici oblast genu E7. Principem relativni
kvantifikace je porovnani hodnot tzv. hodnoty C: (cycle of treshold, cyklus prahové
hodnoty) vzorki a referenéniho genu GAPDH (glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase, glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogenaza). Hodnota C: udava cyklus, kdy
hodnota fluorescence pii reakci dosahne prahové hodnoty. Zména hodnot C: koreluje
se zménou koncentrace CDNA. Déle se pii reakcich se vzorky a referen¢niho genu
kvantifikuje kontrolni cDNA (v mém pokusu cDNA bunécné linie SiHa) pro kontrolu
stejné Gi¢innosti obou reakci. Jako zdroj fluorescence byla pouzita barva SYBR®Green 1
(Molecular Probes, USA), ktera se nespecificky vaze na dsDNA. S narGstem
dvoufetézcovych produktli dochazi k nartistu mnozstvi navazaného barviva na dsDNA

a tim k narustu fluorescence.

4.6.1. Priprava CDNA

Provedla jsem reverzni transkripci vzorkt RNA izolované z bunééné linie SiHa
a CaSki a ORL vzorki 137 a 243, jejichZ cDNA jsem neméla k dispozici. Zbyvajici cDNA
piipravila Mgr. Vojtéchova pro tcely jeji studie (\Vojtechova et al., 2016).

Z RNA vyizolované z bunéénych linii jsem odebrala mnozstvi odpovidajici 2 pg
RNA a doplnila vodou prostou RN4az tak, aby vysledny objem reakce ¢inil 16 pl. Mnozstvi
RNA a vody je uvedeno v tabulce ¢. 12. Jako negativni kontrola slouzilo 16 pl vody prosté
RNaz. Koncentraci RNA ve vzorcich jsem zjistila méfenim na piistroji NanoDrop 2000

(Thermo Fisher Scientific, USA).

Tabulka ¢. 12: Vstupni mnoZstvi RNA a vody prosté RNaz vypoctené z koncentraci jednotlivych vzorku.
Reverzni transkripci u ostatnich vzorka provedla Mgr. Vojtéchova. V — objem, ¢ — koncentrace, K- negativni
kontrola.

vzorek [c] RNA (ng/pl) [V] RNA (ul) H20 bez RNaz (ul)

ORL 137 970,55 2,06 13,94
ORL 243 2455,09 0,81 15,19
SiHa 474,90 4,21 11,79
CasSki 345,30 5,79 10,21
K - - 16,00
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Nejdiive jsem odstranila moznou zbytkovou DNA ve vzorcich. K nafedénym
vzorklim jsem piidala 1x fedény pufr (Promega, USA) a 2 U DNazy (Promega, USA).
Vysledny objem reakce ¢inil 20 pl. Jako negativni kontrolu DNazovani jsem pouzila RNaz
prostou vodu namisto templatové RNA. Vzorky jsem inkubovala 30 min pii 37 °C, poté
jsem reakci zastavila ptidanim 1 pl inhibitoru DNazy Stop Solution (Promega, USA),
nasledovala 10 min inkubace pii 65 °C a vzorky jsem ptesunula na led. Pro kontrolu
DNazovani jsem provedla PCR se smési primerd pro bunéény gen fS-globin PC 03/04
(Saiki et al., 1985), jejich sekvence je uvedena v tabulce ¢. 11. Reakce o objemu 25 pl
obsahovala 1x fedény pufr (Fermentas, USA), 4mM roztok MgCly, smés obou 5uM
primert PC03/04, 0,2mM smés nukleotidt, 0,63 U Taq Polymerazy (Fermentas, USA)
a 13,37 pl vody prost¢ RNé&z. Jako templat jsem pouzila 0,5 pl RNA vzorki
po DNazovani. Jako pozitivni kontrolu jsem pouzila DNA linie SiHa a jako negativni
kontrola slouzila voda prosta RNaz namisto templatu a také kontrola DNazovani. Reakce
5 min, nasledovalo 40 cyklt 1 min pii 94 °C, 2 min pii 55 °C a 2 min pti 72 °C. Zavére¢na
faze trvala 3 min pii 72 °C. Poté jsem elektroforeticky ovéfila, zda doslo k uspésnému
odstranéni veskeré ptitomné DNA. Pokud DNézovani probehlo spravné, nemély by byt
viditelné zadné produkty o velikosti 110 bp. Protoze jsem méla opakované pozitivni
vysledky, snizila jsem objem vstupni RNA na 1 pug a dale jsem prodlouzila inkubaci
s DNézou na 1 hodinu.

Vzorky po DNazovani jsem inkubovala 10 min pti 70 °C a poté ptenesla na led na
5 min. Odebrala jsem 8 ul RNA po DNazovani a ptidala k nim 12 pl smési pro reverzni
transkripci, ktera obsahovala 1x fedény pufr M-MLV (Promega, USA), 0,5mM smés
nukleotidi (Promega, USA), 0,5uM primer Random Hexamer (Fermentas, USA),
1 U inhibitoru ribonukledzy RNasin (Promega, USA), 2,5 U M-MLV reverzni
transkriptazy (Promega, USA) a 3,38 ul vody prost¢ RNaz. Jako kontrola reverzni
transkripce slouzila reakce bez templatu, pouze s pfidavkem vody prosté RNaz. Reverzni
transkripce probihala hodinu pti 37 °C.

Pro ovéfeni spravného pribéhu reverzni transkripce jsem opét provedla kontrolni
PCR se smé&si primert PC 03/04 pro gen S-globin (Saiki et al., 1985), jak je uvedeno vyse.
Jako pozitivni kontrolu jsem pouzila DNA izolovanou z buné¢né linie SiHa a jako kontrolu
negativni vodu namisto templatu, dale kontrolu po DNazovani a reverzni transkripci.
Potvrzenim tadného pribchu reverzni transkripce jsou viditelné produkty o velikosti

110 bp.
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4.6.2. Optimalizace kvantitativni PCR

Pro stanoveni exprese E6 a E7 genu ve vzorcich byla planovana RT-qPCR (reverse
transcription quantitative PCR) s vyuzitim barvy SYBR®Green I a primert specifickych
pro transkripty E6 a E7 genu. Provedla jsem optimaliza¢ni reakci s barvivem
SYBR®Green 1 (Molecular Probes, USA). Jako templat jsem pouzila standardy HPV 16
E6 DNA a primery z tabulky ¢. 10. Tyto primery nejsou vhodné pro kvantifikaci exprese
genu E6, nebot’ nedetekuji alternativni transkripty genu, ale jsou vhodné pro urceni poctu
kopii genu E6. V kapitole 4.5.1. jsem ovéfila, Ze primery amplifikuji gen E6, proto jsem je
vyuzila pro optimaliza¢ni reakci s barvivem SYBR®Green I. Amplifika¢ni reakce
0 objemu 15 pl se skladala z 3,13 ul vody prosté RNaz, 1x koncentrovaného reak¢éniho
pufru AmpliTag Gold (Thermo Fisher Scientific, USA), 4mM roztoku MgCl, (Thermo
Fisher Scientific, USA), 0,2mM roztoku nukleotidt, 0,2uM primert (E6 F, E6 R, tabulka
¢. 10), 25x% fedéného SYBR®Green I barviva, 1,5 U DNA polymerazy AmpliTaq Gold
(Thermo Fisher Scientific, USA) a 1 ul templatové DNA jednotlivych fedéni HPV 16 EG6.
Negativni kontrolou amplifikace byla reakce s vodou prostou RN4z misto DNA templatu.
Amplifikaéni reakce probihala v pfistroji RotorGene 6000 (Qiagen, Némecko)
50 cyklu sestavajicich z 15 s pti 95 °C, 30 s pii 55 °C, 30 s pii 72 °C a faze tani pii 80 °C.
Stoupani teplot pfi tdni bylo nastaveno po 1 °C od 70 °C — 99 °C.

Pro ureni hladiny exprese genti E6 a E7 ve vzorcich bylo nutné pfipravit
standardni kfivku ziskanou kvantifikaci riznych fedéni cDNA linie SiHa pro ovéfeni
stejné ucinnosti amplifikac¢ni reakce cilového genu E6 a E7 a referenéniho genu GAPDH.

Standardni kiivku cDNA buné&éné linie SiHa se nepodafilo pfipravit, viz sekce 5.5.1.
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5. Vysledky

5.1.  Urd¢eni statusu virové DNA

U vzorkd ORL 137, 243, 244, 265 a 280 jsem urcila HPV status metodou APOT.
Pro vyhodnoceni, zda vzorky ORL 137, 243, 244, 265 a 280 obsahuji virovou DNA
ve formé¢ extrachromozomalni ¢&i integrované, jsem porovnala vysledky druhé PCR

a sekvenace. Vysledky analyzy PCR produktt jsou znazornény na obrazku 9.

LR 137 243 244 257 265 280

Obr. ¢. 9: Vizualizace vysledki druhé PCR. Pro sekvenaci byly vybrany vzorky oznacené hvézdickou.
Cisly jsou oznageny jednotlivé ORL vzorky. LR - Zebticek (bp) MassRuller Low Range (Fermentas, USA)

Virovy transkript odvozeny z extrachromozomalni formy ma velikost pfiblizné
1050 bp, této velikosti odpovidaji PCR amplikony vzorkt ORL 137, 257, 265 a 280.
Pro sekvencni reakci jsem z gelu vyfezala produkty ozna¢ené hvézdickou (obrazek €. 9).
Sekvence oznacenych amplikonli jsem analyzovala v online programu BLAST (NCBI,
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Vzorek ORL 137 obsahoval pouze sekvenci HPV
16, na konci sekvence jsem detekovala polyA oblast, coz znaci, ze v tomto vzorku nedoslo
k integraci virového genomu do genomu hostitele. Tento vzorek jsem podle vysledkt

sekvenace a velikosti produktu na gelu oznacila jako extrachromozomalni. Donorové misto
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sestithu virového transkriptu bylo v pozici nukleotidu 880, akceptorové misto v pozici
nukleotidu 3358 referen¢ni sekvence HPV 16. Vzorky ORL 243 a ORL 244 jsem oznacila
jako integrované, nebot’ ve vSech Sesti detekovanych a sekvenovanych amplikonech jsem
identifikovala sekvenci HPV 16 a sekvenci lidského genomu (gen TP63 a CDC37).
K integraci doslo vzdy v pozici nukleotidu 880 virového genomu. Jedna se o integraci typu
A (viz obrazek ¢. 7). Vzorky ORL 257, ORL 265 a ORL 280 jsem oznacila také jako
extrachromozomalni, vSech Sest detekovanych amplikonti obsahovalo pouze DNA HPV
16. Amplikony skrat$i velikosti, neZz je standardni transkript odvozeny od
extrachromozomalni formy viru, obsahovaly také pouze virovou sekvenci a lze je
povazovat za artefakty odvozené od extrachromozomalniho transkriptu. Piehled virového

statusu je uveden v tabulce ¢. 13.

Tabulka ¢. 13: Uréeni statusu virové DNA na zéklad¢ vysledku sekvenace produktl druhé PCR. Vzorky
oznacené * vyhodnocovala Mgr. Vojtéchova.

Vzorek ORL \ Integrace na chromozomu gen region
111 * 1932 - Intergenni oblast
; 125 * 20pl2.1 MACROD2 Intron
= 128 * N/A - -
S 133 * 8p23.2 CSMD1 Intron
2 160 * 179231 TUBDL Exon
& 243 328 TP63 Exon
244 19p13.2 CDC37 5°UTR
MIX 126 * 535 CANX 3‘UTR
187 * 13q14 TSC22D1 Intron
— 104 * - Genom HPV 16 -
< 116 * - Genom HPV 16 -
§ 137 - Genom HPV 16 -
S 155 * - Genom HPV 16 -
2 181 * - Genom HPV 16 -
& 257 - Genom HPV 16 -
Z 161 * - Genom HPV 16 -
g 265 - Genom HPV 16 -
= 280 - Genom HPV 16 -

5.2. Detekce mutaci v LCR HPV 16 izolata

Provedla jsem sekvenacni analyzu 682 bp dlouhé oblasti LCR 18 ORL vzorka
a nasledné srovnani sekvenci s referen¢nim genomem HPV 16 (GenBank: K02718.1).
U vzorki ORL 111 a 116 jsem nenalezla zadné odchylky od referen¢ni sekvence.
U ostatnich vzorktl jsem nalezla jednu nebo vice nukleotidovych zmén. Nejvice mutaci

jsem nalezla ve vzorku ORL 104 a to celkem 11 mutaci. Tento vzorek jsem nebyla
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schopna dosekvenovat v celé délce, poslednich 16 nukleotidi ve srovnani chybi.
Pii analyze tii rliznych chromatogramii se sekvenacni reakce zastavila v tomto misté,
vysledky sekvenace uzitim zpétného primeru nebyly citelné. Nejéastéjsi zménou, kterou
jsem nalezla u 14 z 18 vzorku je tranzice guaninu na adenin v pozici 7518 referen¢ni
sekvence HPV 16. V této oblasti je vazebné misto pro bunécny transkripéni faktor YY1.
Dalsi detekované mutace jsou ndhodné a nevyskytovaly se u vice nez jednoho vzorku.
V oblastech E2 BS1, 2, 3 ani 4 jsem nenalezla mutace. Tabulka ¢. 14 ukazuje po¢ty mutaci
jednotlivych vzorkl. Poloha mutaci v LCR je detailné¢ znazornéna na obrazku ¢. 10

a tabulce ¢. 15.

Tabulka €. 14: Pocet mutaci LCR jednotlivych vzorkti ORL.

ore PocCe
ORL 104
ORL 111
ORL 116
ORL 125
ORL 126
ORL 128
ORL 133
ORL 155
ORL 160
ORL 161
ORL 181
ORL 187
ORL 137
ORL 257
ORL 265
ORL 243
ORL 244
ORL 280

[EEN
[EEN

N N I R NN RN R Y =1 =)
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Tabulka €. 15: RozloZeni mutaci ORL vzorki vzhledem k referenéni sekvenci a vyznaceni transkripénich
faktori (TF), které se do mista ¢i okoli mutace vazi.

g 7518
g 7636
8] 7726
9] 7740
7761
7783

ORL104 |C | A
ORL 111
ORL 116
ORL 125
ORL 126
ORL 128
ORL 133
ORL 155
ORL 160
ORL 161
ORL 181
ORL 187
ORL 137
ORL 257
ORL 265
ORL 243
ORL 244
ORL 280 A
reference | A|G| G |C|C| C | TJ|A|T|C]C|G|JCc|T|C|]C|G|[T|]A|G]|G
TF YY1 Tefl | NF1 YY1

| (BB 222> > > > >

61



0L 0z  O0LiL 0042 069, 089 09, 099l 0s9L  0v9l 0€9. 029. 0194 oo_wh omw___h

I 11l NIGTIHAIG I DL

edbjyieeidoeeldee} 3336330661331 31e3e0edbbeyibyobooereneyyorboeendbobieyjoendjeeeleeeeieredybybyjedebrerdenyeebyoeyoeenbibyeloedbyoeneyizzribyyenrnyyeddeed
WO LLVVYLOOVYYLIOYYLLLILOL1D9911111VIVIVIOOVLLIOLI9DDVLIVIOVLILIIIODVYVYIODIOLVYLIDVDLYYYLIVYYYLIVLIVILOLOLIYIOVLIOLIVLIDVILYVYOLOVLIOYYIOLOLVIDOVIOLOYOYLLLILILILI9L1IVIDLLIYDOVYD
¥OOLlIVYLIOOVVYIOVY1I11191129991111IVIVYOVIOOVYL1910922VIVOVYLI1IDD2DDVYVIDDDOLIVIDYDIVYYVYIVYVYYIVIVOLIOLIOLLIVYVIOVIODLIVIDOVILIVVOLOVYLIOVYDOLIDIVIDOVWIDLIOVYOVYLLILILIL1911VYID1L1VIDYYD
¥OOLlLlWYLIOOVVLIOVYLILLILIOL1ID9911LLIVIYOVOIDOVLILIOLI900VIVOVYLIL1D000VVYIOODIOLVIOYOLYYYIVVYVYVYLIVLIVOLOLOLLIVYIOVIOLYIOVILYVOLOVLOVYOIOLOLVIOVODLOVYOVYLLILILILLIODL1IVIODLLIVYIOOYYD
¥OOLLVYLDIDVVYLIOVYLLLLIOLLID99L11LLIVIVYIVIOOVYLLIOLD9)DVLIVIVYLLIDD0DYVYIDODOLVIOVILYYYLIYVYYVLIVIVILIOLOLLIYIVLIOLVLIDOVILYVYOLYYLOVYYIOLOLVYIDVIDLOYOVLLLILLILIOLLIVIDLIYIOVYYD
¥OOLlIVYLIOOVYIOVYLIL1191129911111IVIVYOVIOOVYL191D92DVIVOVLI1IDIDDVYVIDDDOIVIDYDIVYYVYIVYVYYIVIVILIOLIOL1IVYVIVIODLIVIDOVILIVVOLOVYLIOVYYDOLIDIVIDOVIDLIDOVYOVYLILILL11911YID1L1VIDYYD
¥OOLlLlWYLIOOVVLIOVYLILLILIOL1ID9911LLIVIYOVOIOOVYLILIOL)900VIVOVYLILD000VVYIOODOOLVLIOYOLYYYIVVYYYLIVLIVOLOLOLLIVYOVLIOLYIOVILYVOLOVYLOVYOOLOLVYIOVODLOVYOVYLLILILILLODLLIVYIODLLIVYIOOYYD
WOOLLVYLOOVYLIOYYLLLILOL1D9911111VYIVIVIOOVLLIOLI9DDIVLIVIOVLILIIIODVYVYIODIOLVYLIDVOLYYYLIVYYYLIVLIVILIOLOLIYIOVLIOLVLIDVILYVYOLOVLIOYYIOLOLVYIOVIOLOYOYLLLILLILIDL1IVIDLLIYDOVYD
¥OOLlIVYLIODVYIOVYLILL1191129911111IVIVYOVIOOYL191D92DVIVYOVLILIDIDDVYVYIDDDOLIVIDYDIYYYIVYVYYLIVIVOLIOLIOLLIYIVIODLIVIDOVILIVVYVOLOVYLIOVYYDOLIODLIVIDOVIDLIDOVYOVYLLILILIL1911VYIDL1IVIDOYYD
¥OOLlLlVWYLIOOVVYLIOVYLILILILIOL1D9911LLIVIYOVIOOVYLLIOLD9DDVIVYOVYLILIDI90VYVYIDDOOLVLIOYDLYYYIVYVYYYLVYLIVOLOLOLLIYIOVYLIOLYIOVILYVOLOVYLOVYOIOLOLVYIOVIDLOYOVYLLILILILLO1L1IVYIODLLIYIOYYD
WOOLLYYLIDOVVYLOVYLLLILIOLLID99LLlLLLlVIYIVIOOVLILIOLIODDVLIYOVLILDDODVYVYIOD)OLYLOYOLYYYLIVYYVYLIVLIVOLOLOLIYOVLIOLVLIDVILYVYVOLOVLIIOVYIOLOLVLIOVIOLOYOYLLLLLLIOLLIVIDLLYDODVYD
¥OOLLIVYYLIODVVYLIOVYLL11191129911111VIYOVYD0OVII9129D2DVIVYOVLLIDDODVYVYIDODOILYIDOVYOLIYYYIVYYYIVIVIIOLIOLIIVYIOVIOLIVIOVILIVYVYOLOVIOVYYDOLIOLVIOVIDILDOYOVLLILILILI1911VIDLLYDDVYYD
¥OOLLlWYLIDOVILOVYLILILILIDL1D9911111IVIYOVIOOVYLLIOLD9DDVIVYYYLLIDDDDVYVYODDDOLVLIDYLLIYYVYIYYYYLVYLIVOLOLOLLIYDOVYLIOLYLIDVILYVOLOVYLOVYVYIOLOLVYLIDVIDLDYOVYLLLILLLIODLLIVIODLLIYIDYYD
WOOLLYYLIDOVVYLOVVYLLLLIOLLID99LLlLLLIVLIYIVIOOVLILIOLIODDVLIYOVLILDDODVYIOD)OLYLOYOLYYYLIVYYVYLIVLIVIOLOLOLLIYOVLIOLVLIDOVILYVYVOLOVLIIOVYIOLOLVLIOVIDLOYOVYLLLLLLIOLLVIIOLLYDODVYYD
V¥OOLLIVYYLIODVYVYIOVYLL11191129911111VIYIVYD00OVIIOLID9DDVIVIOVLILIDDODVYVYIDODOIYIDVIOIYYYIVYYYIVIVIIOLIOLIYIOVIOLIVIOVILIVYVYOLOVIOVYYDOLOLIVIOVIDILDYOVYLLILILILI1I911VIDLLIYDDVYYD
¥OOLlLIWWLIDOVYVLIOVYLLLILIODL1D991111IVIYOVIOOVYLLIOLD9DDVLIYOVYLLIDDDDVYVYODDDOLVLIDYDLYYYLIYYYYLVYLIVOLOLOLLIYDYLIOLYLIDOVDLYVOLOVYLOVYYIOLODLVYLIDVIDLDYDOYLLLILLLIODL1IVDDLLIVYIDYYD
VOOLLVYLIDOVVYLOVVLILLLIOLLIO99L1lLLLIVYLIVIVIOOVLILIODLIODDVLIYOVLILOIODVVYIOD DLV LOVOLYYYLIVYVYVYLIVLIVOLOLOLLIVOVLIOLVLIOVILYVYOLOVLIOVVYIOLOLVLIOVIDLOVOVLLLILLLODLLVIOLLYODVYD
¥IOLLVYLOOVYLIOVYYLLLIL91139911111VIVYIVIOOVLIOL2923VLIVIVLILIII0DVYYIOOIOLIVYIDVDLIYYYIVYYYYLIY.IVILIOLO1IYIOVLIOLIVIDVILIYYOLOVLIOVYYIOLOLVYIOVIOLDYOYLLLILIL11911VII11YIDVYYD
FOOLLIVWVWLIDOVVLIOVVYLILILILIODLLID991111IVIVYOVIOOVLLIOLDODDVLIVYOVYLILIDIDDVYVIDDDOLVLIDYDLYYVYLIYVVYYLVLIVOLOLOLLIYDVLIODLVYLIDOVILYVOLOVLOVYIOLOLVLIDVIODLDYDVYLLLILLLIOL1IVIDLLIVYIDYYD

¥IOOLLVYLIDDVYLIOVYLL1L191129911111VIVYIVIOOVLILIOLD9DDVIYOVLILIDIDDYVYIODI0LVIDYDLIYYYIVYVYLIVYIVILIOLIOLIYIVIOLVIDVILIVYYOLOVLIIVYVIOLODLVIDVIOLOVYIVLILLILLILIDL1YDDLLYIDYYD

085 0452 0961 086/ ors.L 0es2 0Z6. 0152 006 06¥. 08Y. 0ivL ogv.L 0svL orvL

I T T e T e s T AT

5631361058363 22e613551333612223eee22636263e5363336322331h50e3b6330eeelribbreyoeedberybreldribereeerlriiiibibieeeeded66131333063e361366231eebooeed1326e1611
D9112910¥29L20Y91D3L 1119123321 ¥VY¥II019I9LYII0L1I0133L1190VLI0LI0VYVYLLIIOMIVIOVYYIOVILIOIYIDLIOVIVYYLLIL1119191YYYYIV¥IOOL1111091¥I0L199DL1V¥YDIIVYILLID- -~ -~ -
D9110910¥39L0D3Y9L1D3LLL1912DD1¥YV¥DIOL19D091YDD9L100130L119DVLIOLIDVYVLILIIOYIVIOVYYIOVILOLIYIDLILOVIVYYLLLIL1l119191VYYYIYDODLLl111091¥I9L199DLLYYODDV¥VYILLIDD -+~~~
D9LL09L0¥D9L30YOLIDLLLLI0LDDILYYYII0L9D9LYID0LLI0LI3LLLI0DVLIOLLIOVYVLLLIOVLIYLIOVYIOVILOLYLIOLLIOVIVYYLLLILLIL1l919l¥YYYDYIOOLLLLILD91V¥DIOLLI99DLLYYODDV¥YILLIDD -~~~ -
D91 L12910¥I9L20Y9LDIL 11912221 ¥VYYII0L0D9LYIIOL1I01IIL11908 191 10VV¥ell10¥IVIIEYIOVILIOLIYLIDLIOVIVee 1111119191 YYYYIV¥IOOLL111091¥I0L199DLLYYDIIVYILLIDO -~ -~
D9110910¥39103Y91D3LL11913DD1¥YV¥DIIO19391YID9L109130L119DVLIOLI0VYVLLIIO¥IYIOVYIOVILIOLIYIDLILIOVIVYYLLLIL1119191VYYYIYIOOLL111091¥I9L1992L1Y¥ODDV¥YILLID9 -+~~~
D9LLD09L0¥D9L30YOLI3LLLIOLDDDLYYVYII0L909LYID0LLI0L33LLLIO9DVLIOLLIOVYVLILLIOVLIYLIOVYIOVILOLYLIOLLIOVIVYYLLLILLILILI9LOL¥YYYOVYIOOLLLLILO9L¥IOLLIO9DLLIYYODDOV¥YILLID -~ -+
D9LLI9L0¥I9L20YOLDILLLIOLDIDLYYYIIOLOIOLYIIOLLIOLIILLLIOIVLIOLLIOVYYLLLIOYLIYLIIVYYIOVILOLYLIDLIOVIVYYYLLLILLI 119191 YYYYIVIOOLLLLL1D91¥IOL1I09DLLYYDIIVYILLIIO -~ -~ -
D9110910¥I9103Y91D3LL119132D1¥VYV¥IIOL19391YID9L10D13DL119DVLIOLIOVYVLILIIOYIVIOVYIOVILIOLIYIDLILIOVIVYYLLILI11119191VYYYIVYIOOL1111091¥I0L199DL1YYODDV¥VYILLIDG -~~~
D9LLD9LO¥I9LIDYOLOILLLLIOLDDDLYYVYIIOLOI9LYIIOLLIIDLIDLLLI9DVLIOLLIOVYVLILLIOMLIYLIOVYIOVILOLYLIOLLIOVIVYYLLLILLILI1I9LOL¥YYYIVIOOLLLLILO91¥IOL199DLLYYODDV¥VYILLID -~~~
291102910V I9L32VY9LDDLLL191D221LVYVYID0LOI9LY¥ID0L1I29122L119D0Y1OLLI0VYVYLLLIOOLIVIOVYIOVWIIOLYLIDLIOVIVYYLLLLLlLI19191lYYYYIVYIODLL111091VYI91199D3L1YVOIIVVYILLID------
0911091 0¥D9L00Y9LD3LL11913DD1¥VYYIIOL939LYID9L1I0130LL19DVLIOLLIOVYYLLILIO9LIYLIOVYYIOVILOLYLIDLLIOVLIYYYLLLIL1119191VYYYDYIOOLL111091¥DOL199DLLYYOIDIV¥YILLDID -~ -~
29L10910¥I9L033V91I0LLLI91023LV¥VYIIOL909LVDIDLLI9L03LL19DVLIOLLIOVYVYLLLIOMLIVLIOVYYIOVOLOLYLIDLLIOVIVYYLLLLLLIF191BvYVYOVI99L1111091¥29L199)L1VVIIDVVYILLDD -~ "~
J91129103VI9L132V91DDL 111912221 VYVID9LOD9LVYII0L1I09132L119DV1OLLI0VYVLLILIO9LIVIIVYIOVIIOLYLIDLIOVIVYYLLLLL1L19191lVYYVYIVYIOOLL111091VYI911992L1¥VODIV¥VYILLID--~--"--
D9LLD9LDVI9LIDY¥OLIDLLLLIOLDDDLVYYYDIOLOI9LYIDDLLODLIDLLLI0DYLIOLLO¥YYLLLIONLIYLIDYYIOVDLIOLYLIDLLIOVLIYYYLLLLLL1l9191lV¥YYYIYIOOLLLL1091¥IDL199DLLIYYODDI¥YILLDD -~~~ -
D9LL1D09L0¥I9L33YOLDDLLLI1I913DD1¥VYVY¥DII0L19091YDI9L1I9130LL19DVLIOLLIOVYVLILIOVLIYLIOVYIOVILOLYLIOLLIOVIVYYLLLILLILI1919L¥YYYOVIOOLLLLL091¥I9L199DLLIYYODDOV¥VYILLDD -~~~
991 10913¥39L33¥9130LL11913231¥VY¥II919391VII9L1I9L30LL190YLOLL0VYVLLLIOWMIVLIOVYIOVILIOLYLIDLLIOVIVYYLLLLL119191VYYYI¥I99L1L11091%¥I9L199dL1Y¥VY9IdVVYILLIIO--- - - -
0911291 0¥I9L03Y9L03LL119130D1¥VYVYII0L939LYII9L1I9130LL190VLIOLLIOVYYLILLIO9LIYLIOVYIOVILOLYLIOLLIOVIVYYLLLILLI119191VYYYIVYIOOLLLLLID91V¥IOL199DLLYYOIIV¥YILLIOD--
29113910V I9L30¥9LIDLLLLI9LID2LVYYIIOL9D9LYID9LLD0L2DLLL9DVLIOLLOVYYLLLIONMLIVYLIDYYIOVOLOLYLIDOLLIOVIYYYLLLLILLLOLlDLYYVYYIVYI99LLl111091YIDL199DLLYY¥IIIO¥YILLID -

J9LL29L0VI9100VOLIDLLLILI9LD3DLVVYVY¥IIOLOI9LIYID9LLIDLIDLL1IODV.IOLLIOVYVLILLIOVLIYLIIOVVYIOVILOLYLIOLLIOVIVYYYLLLLLILLIOLOLlVYYYYIOYIOOLLLLI1D91VIOL1993LLlVYIID¥VYILLOD-

zaony

obBo7 ausnbag

[oU=ia43)
SSIATEETTHO
B35 WPw_\WNA\;_m_O
bas gTIHO
basT8THO
basTITIHO
basigaT IO
basSSTTHO
bas9zT 140
basszTIyo
basgTTHO
basTITIHO
basp0T IO
bas0gz WO
bas'697 THO
bes /57 WO
basrpz THO
basEpZ THO
bes LET THO

SNSUBsUO)

zaoIny

o
1 oBo1 ausnbag

¢
ERCICIET)

a5 EETTHO
asIBnRI gZT WO
bas 8T IHO
basT8T IO
basT9T IO
basig9TIHO
bas'sSTI0
bas9zT140
basseTHo
bas9TTIHO
basTITIHO
baspOT 1O
bas08Z THO
bas'59z WO

bos /57 THO
basrhz MO
bes'epz THO

bos L€T THO

SNSUBSUOD

62



1 i 01 26 18 7] 19 15 I It 1 i 10 0064 0682 .

pada s el sl eal i bac et el sl aaael il ascal o lacaale it sl claael sl sl ol e a il iaa el s sl sl e

P L - - . - o
DL LI LML ORI |
eeBrazzefiabelfeseazseffesrraBieecfrarefefheeeesarabirrrrrearfeafererarifier1fAfzorerfooerB1 16821 rrAaser 16 30RGER12FFRERPIFIANIFI 1 1FPEIREIE]I IFEER]IXFIRRIFEIRLIR] EECETEY
FWOY IOV DOV DDV IV I IOYDOVILLILOLYY IO L WY DY OWY Y Y IOV IOLY Ll LIy WO Y IO Y Y YLV LDYLIDD ) WYY DW YD LLI00D 1YYy DWWy LoD WY LWV Y YWLVIDIWILIWY LYY IV LIVYYLIIVIWY LYY 1YLyl e EETTH0
FYOY OV IO eV IV I IY RV DL I LD LYY DD L WY OV Y Y Y Y IOV IO LY L L L LY I vaY OOV Y YW LY IOV L IS I WY WO D oWV O L IS0 lWWY DI DY Y I DDDOWY L VWYY YWLVIDIVILIWYIYYIVIOVYYIZIVIYYLYYIVIYL FRRAAITATT U0
WEOY IV OVWE ROV IOV EDY DLl LD LYY DL VYOV Y Y Y IOV IO LY L L LIV VO Y DY YYYLY LY LIOD I WY YO D oWV D L1l a0D 1YYy DY YLIoIDDOWY IOV YYLVIDIVILIWYIYYIVIOVYYIZVIVYLYYIVLIYL bas gFTIH0
FWO Y2V DOOYDDY YOI IIYDDYILLlLIOLlYYIDL WY DYDY YYD YIDLY Ll LIy OWO Y DD Y Y Y LY LDYLIDD )WY YOl DY WD LlI00D 1YYy D23 Y o000 WY LoOWY Yy L VIDIWILIWY LYY IV LYYy LWy LWy ilylyl bas TETIH0
WYY I IIVDIOYOEYIVIIIVODYILLLOLlYY IOl VYO VDY Y Y Y IIVIDLIY LIl IV IO Y IO WYY LY LIDYL 1O Yy YOI W WO L1000l Y Yy Oy ib 00no Y Y L oYY Y Y LY IDIVIL LYW IVYIYLIOVY Y IIVIVYLYWIVLIWL bas1aT180
FWOY DIV D IOV DDV IV I IIYDDYILLILOLYYIDL VY DYDY YYD DVIDLY Ll LIV WO Y IO Y Y YLV IDYLIDD I WY YOl DY YD LI00D 1YYy DWWy lo0000W Y LOWY YL VIDIVWILIWYLIYYIY LYYy LID2WIYY LYY iYLyl basgaTian
FYOY OV IO eV IV I IY RV DL I LD LYY IO L WY OV Y Y Y IOV ID LY L L L LY I vaY SOV Y YW LY IOV L IS I WY WO D oWV O L IS0 WYY DIV Y IO DDDOWY L OWYYYWLVIDIVILIWYIYYIVIOVYYIZIVIVY LYY IVIYL basgETIH0
WEOY VD OVWE ROV IOV DDY DLl Lo LYY DL VYOV Y Y Y IOV IO LY L L L LY VO Y oYY YW LY LDV LIOD I WY YO oWV DL 1l o0l Yy YD Y YIoIDDOWY IOV YYLVIDIVILIWYIYYIVIOVYYIZVIVYLYYIWVLIYL basazTIH0n
iﬁUUUuutUUU{UUﬂu(UUu{UU(u.—.—_.U.—_r..n_.uu.—u<¢U(U¢¢((uu_r.UU_.f_.—h_._.(UiUQUU(_«__r_(_.f_.—U.n_._..—UUuu((iUUU((U.—.—DUU.—.B_.-__{UUUd_r..—UuUUR(«..—U{.tiﬁrdﬂ.—Uhiuu.—.._.f_.—_r..n_.u(.—u.n_.-__f_.—uﬁ_.((rtik(rth ==k Fan ]
FWO YWD DOV DDY Y0 DD YLl LOLlYY DL oYY DYDY YYD DY ODLY Ll LIy OWO Y DY Y Y LY LDYLIDD )WY YO DY YDl I000 1YYy DYy lO000DDWY LOWY Yy L YIDAIWD L IWY LYY I LYYyl oWl LY iYLyl basa 1T
FWO Y2V D DOV DDV IV IIYDDYILLlLOLYY )DL VY DYDY YYD DYIDLY Ll LIy OO Y DD Y Y Y LY LDYLIDD )WY YO DY YD LLI00D 1YYy DY Y lO000DYY LOWY YW LIVIDIVILIWY LYY IV L 2YY Yyl 2WIwyY LWy iYLyl bes 111180
FWOY IOV DOV DDY IV 0YDOVILLILOLYY DLV DYOWY YYD OYIOLY Ll LIy WO Y DONYYYLY LDYLIDD ) WY YO DY YDl I00D 1YY DWWy lO0D0DOWY LOWY Y WLVIDIVILIWY LYY IV LYYy LlaVIYY LWy 1wyl besbpTIH0
WY OY VD ORIV I AWV DLl LD LYY IO L WY OV Y Y Y Y I DY D LY L L L LY VO Y S Y Y Y LY LDV L IO ) WY YWD WY O Ll o0 Ll WYY D Y Y IO DD OWY L OWYYYLVIDIVILIWYIYYIVLIOVYYIZVIYYLYYIVIYL besgRz a0
WEOY VD OO EY IV IOV DDY DLl O LYY IO L VYOV Y Y Y IOV IO LY L L LIV VO Y O Y Y Y YL LDV LI DD ) WYY oWV DLl 00D 1l Yy YDV Y IO IDDOWY I BYYYYLVIDIVILIWYIYYIVLIOVYYIZVIYYLYYIWLIYL besgaz TH0
FWO YWD DOV DDY Y0 DDY Ll LOLlYY DL oYY DYDY YYDV ODLY Ll LIy oWO Y DY Y Y LY LDYLIDD )WY YO DY YDl I000 1YY DYy lo000DDWY LOWY Yy L YIDAIWD L IWY LYY I LYYyl oWl LY iYLyl by 67 T00
FWOY 2OV D DOV DDV IV IIYDDYILLILOLYY )DL VYDV DY YYD DYOIDLY Ll LIV OWO Y DDEYYYLY LDYLIDD )WY YO DY YD LLI002 1YYy DY Y lo000DWY LOWY YW LIVIDIVILIWY LYY IV LYYy Ll2WIwY LWy iYLyl bers b Ta00
FWO Y2V D IOV DDV VI IIYDDYILLILOLYY )DL VY DY DN YYD DYIDLY Ll LIy VWO Y DN YYYLY LDYLIDD )WY YO DY YD LLI00D 1YYy DY Y lo000DWY LOWYYWLIVIDIVLLIWYLIYY IV L 2YY Yy LWLy LWy iYLyl bersEbE Ta0
FYOY VDO D E VIV I YRVl I LD LYY DD L WY OV Y Y Y I DY IO LY L L L LY I vaY O OWY Y Y LY IOV L IO ) WY v D WY O L I 00D LWy YDy Y LD DDDOWY LWy YWLVIDIVILIWYIYYIVIOVYYIIVIYY LYY IVIYL b BT 700
FYOY YDV DY YRV E DN L L LYY IOl YYDV Y Y IOV DOLY Ll L LY VO WYY Y LY IOV LD Y Y YO YN DL 100D IV YDV IDI0DONY LOVYYYLYIDIVILIVYIYYIVLIDVRYIDVIVYLYYIVIYL ELT
088s 018z 0982 11173 114173 oess IT4173 018f 008s 0644 0842 02 094 0541 11743 -~

sataaeala e ata ool i aabe s taeaasloaea s laeaata ol it sl a e taasalaacaitaaalacaate sl st sl s taasalaacatasaa et sl sl

4 -y L A T L
) LI WL il ) [ ——

z
rreesfBeereliredearcl1fffrryafaoereafrGr6a6Ahiearabroeererfrrresr1fizieaerearberibbererfifrzeefaeaereariberazrzearbreerraeesafifierrorraeeer1166erreaffrlre EaTETETEN)
LW 0%y IVl lAW2YOWLLIDDOLlLLla22% Y 2DLOlDLloDDIYIYIOldY ey Y 1loL LIy ILIDLIY WLV laYLIDOYy YLl OLlDL YYD LYY LW LIaYLI2dY2LOlYYyWLIdYyIO0oWYL12LLdYW Y1112y wWIivIDDLLlIwL FREAETEETTRO
LWy oy oIyl lL¥IAYIVLLIDSO Ll L1l a0 WYY 2o Ll0lnlann iy Yol WYY IDLLIVYILIDLIY VLY IOV L I oaYy YLl oLl D LAY YD LY VLIVl IOy I3y D LalYYVLIOYYIODOWYIDLLIWYWL L1099y YLIVIDDLLIIVL BRIFEETT TR0
LWy Oy llIVIYOWLLIDEOl1lLllO0oYYY2DLOlDLla0D Iy YRl oWy WY loLLLIYLLIDLIYOYLIYILIOWLIDOYYYLIOLlDL YYD LYIYLIVILLIOY L2 Y2LOLYYYLIOYYIODDWYLIDLLIWYYLLIIDOYYLIVIDRLLIYL bE5LATTRD
LWy IOy I 11 L¥IW2¥LID001 111000y IDL0lDl00DIYIv2aldYewY.lDLllIYILl1DLlYIYLl¥ll0Wl ID0YyY . lOLl0LIYeEDLYIYL YLl by123 0w DLal Yy YLlIYYI0DDWYLIDLLlIY Yyl 1100y wWIwIODLL1YL B TRTTRO
LOww 09I Y 1l lAWdWOWL 10001l Lllad2%eY2DL0lDloDDIYy Y20l dY ey 1DLLlIYILIDLIY WLl YIIloYLIDOYyy lOlDLOYYD LY YL LIaYLI220Y2LOlY Yy LldvEDIDDWYLIDL LYyl 1100y wlydDDLllYL S TATTRO
LOww 0%Vl lAW2dYOWL1IDD01llLllad2%yy2DLolDlaDnIy Yol dY ey Y 1lDLL Iy LIDLIlY Wiyl oYLl Doy lalDLlaYyD LYY LIYILIaYLID2IYDLalYYyYLldvylloDWY 1Dl yY L1120yl ylDDLlLllvL EESATTRO
LaWW oWy I¥l I L¥AYOVLIDEOLl L Llaa WYY anlolnlaonIyIvIdl WYY Il LIV ILIDLIYoWLIYIlOWL IOy YLl DLy DL YavLIwdllaYIoadY2LalYYy YLy IOnoYY1lo2LLldWYyYLl1l1i29yivIonlllyL BEFIETTD
LWy oy ¥l I LvaYoOWLIDeOllLlO02¥YYanlolnlaon Iy Ivadlw Yyl oLLlIY LI LIy aWLY 1oVl loaYYylalol oYY DL YavLIwdllavYIoadY2LalYYy YLy OonoyyloLlLlavyYll1l2avwyivionlllyl EETUITTRD
LYY I0YYIV 1 1LWIYIVLIDDO1 1L l033¥Y¥YIDLl0IDl00BIvIvIa LYy sy DLl IYILIDL lYIVLIYII0W] ID0YY YL Ol0LI¥ YD LY IVIVILlIOVI33)9IL0l vy YLV YIIDnWYIdL LYyl 1100y YIvIODL1l 1YL BESCITTED
LWy I0YY I 1LY YL L1000 1L l0]IYY¥YI0L0I0100DIYIv20 L Iv ey iDLl IYILI0LlYIYLY¥I1l0%W] I00YyY 010l I¥ YD LYY LYl IOy 13309000l YyYlIYyIIDDWYIIL LIy el 100y IwI0DL]l 1YL LEIOTTTE
LWy 09wyl lIWAY2WLLIDSOl1lL1l922%YY2DL01l01l000 LY Y20l iDLl LlY2LlDLIlYIYLIYIIloWl 1oyl olDLlavyDLYIYLydllaYl22dW2LalYydldvyldnnyyl2Llldveelllaavylydonlllyl BESTITTRO
LOwWlOYyayllIWIAYOWLLIDDOL1lLLlO22¥YY2DL01l0Ll000l Y0y aaldw ey loLLlY2LlDLlIY2WLIYIIOWL1loaYy Yl oLl YD LYY LIYILllaYlladw 2Ll Yy WldYyIdnonyyllLlLldvewlllaayylylonLllavL EEFHITTEO
LYW IOYWI¥ L 1LY I¥L 10001l LI 0¥y Y aML0lol 000l IvIaldvy Yy .ol IYILInL LY IVLIY¥Il0Wl 100y y oLl ay Y DLy IYIVILIIOWL D3Iy DL0lYYYLdvYId0nYYIDLLIWYYLLII00YYIYIODLL1YL BEFORE WO
LAWY Oy IW 1l LYYV LIDDOLLLLIO32¥YYOnLlOlDIla0RIyIvIal ey .lDLLIYILIDLIY WLV IIOWLIDOYYYLIOLlDL YYD LIYAYLIYILLIOYIDDY2LOLYYYLOYYIORDYY1I2LLIWYY L1120 YIVIOnLL1lYL BEs Loz o
LWy I0YY I 1LY I¥L L0001 1L L0013 Y I0L0I01l00D Y Iv20 LIy Y iDLl IYILI0L LY IYLY¥Il0%W] ID0YyY Ol0LI¥ YD LYY LYl IOy 13309 IL0l Yy Yl IYyIIDDWYIIL LIy el 1100y IwI0DL]l1YL a5 57 T
LWy 09wy 1LY 2ELLIDSOl1lL1l022%YY2DL0101l000LY Y20l IDLLlY2LIDLIYIYLIYIIlOWL 100y eyl olDLaYYD LYWLy dllaY 220200l y el dvy 0oy Yy l2Ll L0yl 1100wyl ¥dDDLlllvYL DEs b W0
Lawy 09wyl lLWAYOWLLIDROLlLLIO02%YY2DL0l0Ll000l Yy 2al ey lDLLLlY2LlDLlY YLl loWlloaye Yyl ol LYy LlY YLyl lavladdwlalyYydldvyldnnyyloLlliveelllaavylydonLlllyl BESERE W0
LAYy oy a¥ L I LY AV OVLIDEOl L LLlO02¥YYanlalnlaonlyIvaalorewY oL LlIYILIDLlY WLy lavLlnaYYylaloLl YYDl Y¥avLiwdllavYioddY2lalYey YLy aonoyyloLlLldWy Y lli2awyivionlllyl L ]
SnSuBSIy

LW IOy LAY IV OVLLIDSOLLlLL900FY Y 20L0l01000 LY v ol avevYLIoLllIYILID LIy VLY 210y L I0ayYYLOl0L YLy YLy ILllOvV1ID3dY 2Ll YYLOVYIoDBYYLIDLLIYYYLLI199YYWLIYI0BLI1YL

63



LTz nz 10z 161 181 LLL 191 51 vl il
bl

D

bbebyboebobioeyjbeoceedbeedbioejbibibieebejyejeeieijebieoejeloeeseeerbyobebesesbreribesenneyibe
S - - -DOVOODILIOVILIOVIOVYOOVVYOODLOVLIOLIOLIODLIVVYOVLLIVIVYLIVIVOLVOVIVYLIODVYOVVYVYODLOOVOVOVOIODLVYLIIOVIVOOVLILIOY
..... OOVOOOLOVLILIOVIVYOIOVVIOOLOVLIOLOLIODLIVVYOVLILIVIVVIVIVOLVOVIVIDVYOVVYVIODLOOVOVOVIDLVYLILIOVIOVIOOVLIILIOV
“““ 90vh 0D LOVILIOVOVYIOVYYIOLOVLIOLOLDLIYYOVLLIY.IVYYLIVYIYDLYIVLIVLIOVYOVYYIDLOOVYOVIVIDLYLLIOVIVIOVLILIOY
..... ODVOODLOVILIOVOVVYIOVYVYOOLOVLIOLOLOLVYOVLILIVIVYLIVIVDLYOVIVLIIOVYOVYYVYVIOLOOVOVIVIDLYLILIOVIVIOVLILIOV
“““ DOVODDLOVILIOVOVYIOVVYIOLOVIOLIOLIOIVVYOVLIVIVYLIVYIVOLVOVIVIDVYOVYVYIOOLlDOVOVOVIDLVILIOVIOVIOOVLILIOY
..... ODV¥OODLIOVILIOVIOVYIOVYYIOLOVLIOLOLOLIVYOVLLIVIVYLIYIVOLYOVLIYLIOVYOVYYVIOLOOVOVIVIOODLYLILIOVIVIOVLILIOY
“““ DOV¥OID1IDOVI1IOVOVYIOVYIOLOVIOIOIDIVYOVLIIVIVYIVIVODLIVOVIVIDVYOVYVYIOOLDOVOVOVIDLVYILIOVIVIOOVLIOV
S- - -D0V¥O09L0VLILIOVIVYIOVYYIOLOVLIOLOLIDLIYVOVLLIYIVYLYLIVYOLYIOVLIVLIIVYIOVYYVYIOLOOVOVOVIDLYLILIOVYIVIOVYLLOY
..... OJV¥ODDLIOVLILIOVIOVYIOVYVIOLOVLIOLOLOLVYOVLLIVIVYLIVIVDLVYOVIVLIIOVYOVYYVYIOLOOVOVIVIDLYLILIOVIVIOVLILIOV
“““ O0VOODLOVILIOVOVYIOVVYIOLOVIOLOLOLVVYOVYLLIVIVYLIVYIVOLVOVIVLIDVYOVYVYOOLDOVOVOVIODLVYLILIOVIOVOOVYLIOVY
..... O0VOODLOVILIOVOVVYIOVVYIOLOVIOLOLOLVYVYVOVLILIVIVYIVIVOLYOVIVIDOVYOVYYVIOLOOVOVOVIDLYLILIOVIOVIOVILIOV
..................... DOVVIOLOVIOLOLOLVYYOVLLIVIVVLIVYIVOLYIOVYIVIOVYOVYYDOLDOVOVIOVIOLYLILILIVIOVIOOVLILIOY
“““ DOVOOID1OVILIOVOVYIOVYIOLOVIOIOIDIVYOVLIIVIVYLIVIVODLIVOVIVIDVYOVYVYIOOLlDOVOVOVIDLVYILIOVIVIOIVLIOV
..... DIVOIDLIOVILIOVIOVYOOVYIOLOVLIOLOLDLIVYOVLILIVYIVVYLIYLIVOLYOVLIVYLIOVYOVYVIOLOOVYOVIVIOLYLILIOVIOVYIOOVLILOY
S- - - -9DD0V¥9IDDIOVILIOVIOVYIOVVYIODILOVIOIOIDIVYOVYILIVIVYIVIVOLIVIOVYIVIDVYIOVYVYIOODLDOVOVOIOVIDILVLIIODVYIVIIVLIIOV
..... OD0VOODLOVILIOVOVYIOVYIOLOVLIOLOLOLVVYOVLLIVIVYLIVIVOLVOVLIVLIDVYOVYVYIOOLDOVOVOVIODLVYLILIOVIVOOVYLIOY
..... ODV¥ODDLOVILIOVOVVYIOVVYIOOLOVLIOLOLOLVYYIVLILIVIVYLIVIVOLYOVIVLIIOVYOVYYVYIOLOOVOVIVIDLYLILIOVIVIOVLILIOV
“““ ODVOODLOVILIOVOVYIOVYIOLOVIOLIOLIOLIVVYOVLLIVIVYLIVYIVODLVOVIVIDVYOVYVYIOOLDOVOVOVIDLVILIOVIOVIOOVLIIOY

S - DJV¥OO2DLOVILIOVIVVYIDVYVYIDLOVIOLIOLIODLIVVOVLILIVIVYLIYLIVDLVOVIVIIDVYIOVYYIODLODVOVOVIOLVYLILIOVIVIOVLILIOV

I

T 43|y
oboq asuanbasg

ERVEIEIET]
wm‘_w‘._w‘_\mmﬁio
8519130971 THO
basz8T140
bas 18T O
bas'T91140
basp9T O
bas'ssT140
basgzTH0
basszITH0
basgTT IO
basTITIHO
bas 0T O
bas0gz 140
bas'saz WO
bas/5z 190
basypz 10
baseyz MO
bas/ €T 140

snsuasuo)

kvenci LCR ORL vzorki s referencnim genomem HPV 16.

ani se

Srovna

Obr. ¢. 10

64



5.3.  Urdeni stupné metylace E2BS ve vzorcich
5.3.1. Optimalizace PCR E2 vazebnych mist LCR

Po bisulfidickém oSetfeni DNA vSech vzorkiit ORL a DNA bunéénych linii CaSki
a SiHa jsem ziskala konvertovanou DNA, kde metylované cytosiny zustavaji intaktni
a nemetylované cytosiny jsou nahrazeny thyminem. Dale jsem amplifikovala E2 vazebna
mista metodou PCR.

Pii zkuSebnich PCR jsem vyuzila primery publikované ve studii Chaiwongot a kol.
(2013). Pro zkusebni a optimaliza¢ni reakce jsem jako templat vyuzila konvertovanou
DNA bunééné linie CaSki. Pro amplifika¢ni reakce jsem pouzila DNA polymerazu
AmpliTaq Gold, ale PCR s touto DNA polymerazou produkovaly nespecifické amplikony
(ocekavala jsem amplikony o velikosti 163 bp pro oblast E2BS1 a o velikosti 179 bp pro
oblast E2BS234) v oblasti vazebnych mist (obrazek ¢. 11 A a B). Proto jsem pouzila Hot
Start ZymoTaq DNA polymerazu.

S C-NT S-HT H20
LR 116 181 C S  116-NT 181-HT C-HT S-HT H20

Obr. ¢&. 11: Piiklad nespecifickych produkta amplifikace oblasti E2BS1 (A) a E2BS234 (B) pti pouziti
polymerazy AmpliTaq Gold. * - vzorek, ktery byl vyfiznut a sekvenovan. LR — zebti¢ek (bp) MassRuller
Low Range (Fermentas, USA), C — CaSki, S — SiHa, -NT — DNA pfed bisulfidickym oSetfenim.

Hot Start ZymoTaq DNA polymeraza produkovala silné vytézky v oblasti
E2BS234, avsak v oblasti E2BS1 nedochazelo k tvorbé zadnych produktti (obrazek ¢. 12).
Provedla jsem nékolik optimaliza¢nich reakci s riznym slozenim a reakénimi podminkami.
Nejdiive jsem vyzkousela natedit templatovou DNA bunécné linie CaSki 1%, 10x a 100x%,
do reakce jsem ptidala 1 — 5 pl templatu. Déle jsem zvysila koncentraci primera z 0,12uM

na 0,5uM a 1uM. Mnozstvi hofecnatych iontll jsem navysila ze 1,5 mM (obsaZenych
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v pufru) na 2 mM a 2,5 mM. Teplotu nasedani primerd jsem nastavila na 48 °C, 50 °C

a 55 °C. I ptes tyto zmény nedoslo k amplifikaci této oblasti.

C2 8.2 CNT_2 SNT_2 H20.2 C_1 S_1 C-NT_1 S-NT_1 H20_1

400
300 ==

=gy

»
100
80

Obr. ¢&. 12: Produkt amplifikace oblasti E2BS234 (_2) oznaceny * a zadné viditelné produkty amplifikace
oblasti E2BS1 (_1) s polymerazou Hot Start ZymoTaq a primery ze studie Chaiwongkot a kol. (2013). LR —
zebricek (bp) MassRuller Low Range (Fermentas, USA), C — CaSki, S — SiHa, -NT — nekonvertovana DNA,
*zadany produkt.

Produkt amplifikace buné¢né linie CaSki oblasti E2BS1 o velikosti cca 300 bp
(ptiblizné uréené zgelu, obrazek ¢&. 11A) spolymerazou AmpliTaq Gold jsem
sekvenovala, srovnanim ziskanych sekvenci se sekvenci konvertované virové DNA
v programu BISMA (http://services.ibc.uni-stuttgart.de/BDPC/BISMA/) jsem zjistila, ze

sekvence referencni sekvence HPV 16 a sekvenovanych vzorkli neni shodna (obrazek ¢.
13).

REF SEK 7440 TTTTGTAGTTTTAATCGAATTCGGT TG-TATGT TTTTTGGTATAAAATGTGTTTTTTTAAATAGTT-T-TATGTTAGTAATT
C

1 it TCT--TGAAATT-G--TG-T-TATGT——--A--ATAAAATG-ATT-———-- AATA-TT-GGT-TGA-AGGAA--
cz e TTTTA--AAAATT-G-TTGATGT-TGTTG-A--ATAAA-T--ATCGAAAGAGGTAGTGAGGTGTGT-TG-AA--
3 e TAATT-G--TG-T-TATGT——-A--ATAAAATG-ATT-—-——- AATA-TT-GGT-TGA-AGGAA--
a4 e TTTTA--AAAATT-G-TTGATGT-TGTTG-A--ATAAA-T--ATCGAAAGAGGTAGTGAGGTGTGT-TG-AA--
¢ e TTTTA--AAAATT-G-TTGATGT-TGTTG-A——-ATAAA-T--ATCGAAAGAGGTAGTGAGGTGTGT-TG-AA—-
¢ CCCTTCTA-TGTAATT-G—-TG-T-TATGT——-A——-ATAAAATG-ATT—————- AATA-TT-GGT-TGA-AGGAA--
REF SEK ATGGTTTAAATT-TGTACGTTT-TTT-GTTTGTTATGCGTGTTAAATTTTTGTTTTTTTGATTTGTA 7539

ATAAT-—-AAATT-T--A--TTT-TTA-GTTT-TT-—--GTGTTAAATTTTTGTTTTTTTGAT-----
AT--T--GGGTTAT-TA--TTTATTATGATT-AT-—---GTGTTAAATTTTTGTTTTTTTGAT-----
c3 ATAAT-—-AAATT-T--A--TTT-TTA-GTTT-TT-—--GTGTTAAATTTTTGTTTTTTTGAT-----
AT--T--GGGTTAT-TA--TTTATTATGATT-AT-—---GTGTTAAATTTTTGTTTTTTTGAT-----
AT--T--GGGTTAT-TA--TTTATTATGATT-AT-—---GTGTTAAATTTTTGTTTTTTTGAT-----

ch ATAAT-—-AAATT-T--A--TTT-TTA-GTTT-TT-—---GTGTTAAATTTTTGTTTTTTTGAT-----

Obr. ¢. 13: Vystup srovnani sekvenci ziskanych sekvenaci produkt amplifikace s AmpliTag Gold
polymerazou a primert pro oblast E2BS1 publikovanych ve studii Chaiwongkota a kol. (2013) se sekvenci
konvertované virové DNA. Analyzu jsem provedla v programu BISMA (http://services.ibc.uni-
stuttgart.de/BDPC/BISMA)/).
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Navrhla jsem nové primery pro oblast E2BS1 pomoci programu Methprimer
(http://lwww.urogene.org/methprimer/). PCR s novymi primery pro oblast E2BSI1
s polymerazou Hot Start ZymoTaq produkovala silné vytézky bez ptitomnosti
nespecifickych produktt (obrazek ¢. 14).

Obr. ¢&. 14: Produkt amplifikace oblasti E2BS1 bunééné linie CaSki s vyuzitim nové navrzenych primert
s polymerazou Hot Start ZymoTaq. LR — Zebii¢ek (bp) MassRuller Low Range (Fermentas, USA), C —
CaSki, S — SiHa, -NT — nekonvertovana DNA * - zadany produkt o velikosti 179 bp.

Pro potvrzeni, ze primery pro ob¢ oblasti opravdu amplifikuji oblast naseho z4jmu,
jsem produkty PCR sekvenovala. Srovnanim sekvenci s referen¢nim genomem HPV 16
(GenBank: K02718.1) v online programu NCBI BLAST alignment
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) jsem potvrdila, Ze primery amplifikuji zadané
oblasti (obrazek ¢. 15). Referen¢ni genom HPV 16 jsem pted porovnanim konvertovala

pomoci programu Methprimer (http://www.urogene.org/methprimer/).
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Download ~ Graphics

BS1|HPV16G|reference| CONVERTED
Sequence ID: lcl|Query_71227 Length: 163 Number of Matches: 1

Range 1: 38 to 163 Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
198 bits(107) de-56 120/127(94%) 1/127(0%) Plus/Plus
Query 1 ttatatttgtiataatitgtitttatttwatatatatiatat tt Tarcgttar gL't =)
coice 35 MHHRFIR T HHeH LTI
e AT T T v
Sbjct 97 ATTTTGTAGTTTTAATCGAAT TCOGTTATATOGTTTTITAGTATAARATGTGTTTTITTAA 156
Query 121 ATAGTTT 127

Skjct 157 L#Lé##% 163

BlIDownload ~ Graphics

BS5234|HPV16|reference| CONVERTED
Sequence ID: Icl[Query_3711 Length: 176 Number of Matches: 1

Range 1: 43 to 176 Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
224 bits(121) Je-o4 131/136(96%) 2/136(1%) Plus/Flus
Query 1 ttatasgtasttiatataatactaticasttataataatttategtmicasatiaabhblG 60
Soict a3 THAAACAMTHATAHATAMHAAH A A AR 10
Query 61 TAATCaAAA TG T TOAATCOARATCOOTTAGTATAAAAGTAGATATTTTATTTATTAAS 128
Soict 103 TAMUGRARHSE A M- 10
Query 121 AGAGRATTGTAATGTT 138

Soict 161 MAGRAHGHATGH 176

Obr. ¢. 15: Vysledek srovnani konvertovanych referen¢nich sekvenci oblasti E2BS1 (nahote) a E2BS234
(dole) se sekvencemi ziskanymi sekvenaci amplikonl s vyuzitim nové navrzenych primeri pro oblast E2BS1
a primert ze studie Chaiwongkota a kol. (2013) pro oblast E2BS234. Sekvence ,,Query* znazorhuje
sekvenované amplikony a sekvence ,,Sbjct* pfislusnou konvertovanou referencni sekvenci.

5.3.2. Priprava knihoven pro NGS sekvenovani

Pro tvorbu knihoven pro NGS sekvenovani bylo nutné optimalizovat prvni PCR
tak, aby 1 ul produktu obsahoval 5 — 20 ng DNA. Tuto optimalizaci jsem také provadéla
s pomoci konvertované DNA linie CaSki. Jako templat do optimalizacnich PCR jsem
piidavala ruzn¢ nafedénou DNA. Jako optimalni se ukazalo pouziti 1 pl 20x natedéné

DNA Caski pro oblast E2BS1 (koncentrace produktu 7,27 ng/ul) a 1 pl 150x nafedéné
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DNA Caski pro oblast BS234 (koncentrace produktu 7,84 ng/ul). Amplifika¢ni reakce
ORL vzorki pfinesla znatelné mensi koncentraci produkti oproti amplifikaci bunééné linie

CaSki (obrazek &. 16).

Obr. €. 16: Vysledky prvni PCR ORL vzorkl oblasti E2BS1 provedené za stejnych podminek jako u linie
CaSki. Pouze u 2 vzorkd koncentrace vyhovovala potiebnému rozmezi 5 — 20 ng/ul (**ORL 187 — 10,4
ng/pul, *ORL 126 — 5,01 ng/pl). LR — Zebiicek (bp) Low Range MassRuller Fermentas (Fermentas, USA).

LR 125 126 160 181 187 243 244 257 265 C

| - &

LR 104 111 116 118 133 137 185 161 280 C

400 !

300 w—
200 w—

100
80

V dalSich pokusech jsem upravovala podminky a slozeni reakce tak, aby bylo
dosazeno potiebné koncentrace produktt pro klinické vzorky. Pozitivni vysledky pfineslo
zvySeni koncentrace primerd z 0,12uM na 0,3uM, pouziti 1 pl nefedéné konvertované
DNA (ORL vzorky 116, 133, 161, 181, 244, 257, 265, 280) ¢i 3 pul nefedéné DNA (ORL
111, 125, 128, 137, 155, 160, 243) a zvyseni mnozstvi cykla PCR ze 40 na 49. Podminky
pro oblast E2BS234 jsem optimalizovala na klinickém vzorku ORL 187. Zjistila jsem,
ze pro tento vzorek je optimalni pouziti 3 ul konvertované DNA za stejnych podminek
jako pro oblast E2BS1. Tyto podminky se ukazaly jako vyhovujici i pro oblasti E2BS234
u dalsich vzorku. Vzorek ORL 104 jsem vytadila z dal$i analyzy, nebot’ se mi pfes
veskerou snahu 0 optimalizaci nepodaftilo amplifikovat jeho E2 vazebné oblasti.

Pii optimalizaci reakénich podminek 2. PCR jsem piihlizela k doporu¢enim
uvedenym V piiloZzeném manualu pro GS Junior (454 Sequencing, Roche, USA). Prvotni
zkouska vzorku ORL 244 BS234 ukézala, ze oproti doporu€eni je nutné piidat zvIast
0,2 ul MgCl; ionty, nebot’ pti analyze elektroforézou jsem detekovala slaby nespecificky
produkt. Pro oblast BS1 jsem nejprve provedla PCR ve dvou provedenich s ORL vzorky
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116 a 137, v prvnim piipadé bez piidani MgCl, ionti, v druhém piipadé s MgCl, ionty.
Nedetekovala jsem rozdil v mnozstvi produktt u té€chto dvou slozeni reakci, proto jsem se
rozhodla navrhnout slozeni reakci bez hotecnatych iontti. V ptipadé ORL vzorku 244 BSI
se opét objevil slaby nespecificky produkt, PCR byla zopakovana s ptidavkem 0,2 nl
MgCl; (obrazek ¢. 17 A).

Pii analyze produktu amplifikace vzorku ORL 125 BS234 jsem detekovala dva
prouzky rozdilné velikosti. Vrchni prouzek spravné velikosti (pod 300 bp) a spodni o nizsi
velikosti (pod 200 bp). Optimalizace nevedla Kk vytvofeni jediného produktu spravné
velikosti. Horni prouzek spravné velikosti jsem proto vyiezala z gelu a dale procistila

a pouzila s ostatnimi vzorky (obrazek ¢. 17 B).

LR 244 111 125 126 128 133 155 161 181 187 257

*
- st S S N SR PEEE @ W e e

Aol

LR 111 116 125 126 128 133 155 161 181

LR 265 243 280 H20

500 !

400 et

Obr. ¢ 17 A: Agarézovy gel s PCR produkty druhé PCR (s MIDy) pro oblast E2BS1, hvézdickou je
oznacen produkt ORL 244 se slabym nespecifickym produktem oznadenym Sipkou. B: Agarézovy gel
s PCR produkty druhé PCR (s MIDy) pro oblast E2BS234, hvézdi¢kou je oznaen vzorek ORL 125
s nespecifickym produktem. LR — Zebti¢ek (bp) MassRuller Low Range (Fermentas, USA).
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5.3.3. Stupein metylace ve vzorcich s integrovanou a extrachromozomalni formou

viru

Veskeré ORL vzorky jsem ekvimolarné smichala na konec¢nou koncentraci
10° kazdého amplikonu. Takto nafedénou smés amplikontl jsem pouzila pro emulzni PCR.
Vysledkem emPCR bylo ziskani ptiblizné¢ 2 000 000 kuli¢ek obohacenych o DNA
amplikony. Pro NGS na pfistroji GS Junior jsem pouzila 500 000 kulicek odebranim
330 pl objemu zkumavky s kulickami. Ziskané sekvence po NGS jsem analyzovala
v programu Amplicon Variant Analyzer (454 sequencing, Roche, USA), kde kazda
sekvence byla pfifazena spravnému vzorku a spravné oblasti. Tyto sekvence jsem prevedla
do formatu .fasta a dale analyzovala v online programu QUMA (http://quma.cdb.riken.jp/).
Pro kazdou oblast kazdého vzorku jsem po sekvenaci ziskala piiblizné 2 000 sekvenci.

Po analyze v QUMA byly nékteré sekvence programem vyfazeny z analyzy, nebot

v

[RAY4

ziskala informace o hladin¢ metylace 3 CpG dinukleotidi nachazejicich se v této oblasti.
Pro vzorek ORL 187 oblasti E2BS1 a vzorky ORL 125 a ORL 243 oblasti E2BS234 byl
pro analyzu pouzit maly pocet sekvenci v porovnani s ostatnimi vzorky ORL (tabulka ¢. 16
a 17). Vystup analyzy vzorkd ORL 187 a 125 danych oblasti jsem nepouzila pro srovnani
stupné metylace v zavislosti na virovém statusu. Data vzorku ORL 243 jsem pouzila do
dalsi analyzy, pocet sekvenci povazuji, po konzultaci suzivateli pfistroje GS Junior,
za dostate¢ny.

Sekvenaci oblasti E2BS234 jsem ziskala hodnoty metylace 5 CpG nachazejicich
se ptimo v oblasti E2BS234 a 1 CpG nachazejicich se mimo tuto oblast. Tento CpG jsem
nezaradila do celkové analyzy.

Pro ureni stupn€ metylace v jednotlivych oblastech ve vzorcich
s extrachromozomalni a integrovanou formou viru jsem nejdiive vypocetla primérné
hodnoty metylace a median pro jednotlivé oblasti a poté jsem urcila, zda jednotlivé
hodnoty metylace maji normalni rozdéleni. Procenta metylovanych CpG jednotlivych
vazebnych mist podle vysledki Shapiro-Wilkova testu neodpovidaji normalnimu
rozdéleni, proto jsem pouzila neparametricky Mann-Whitney U test. Primérné hodnoty
a median pro jednotlivé CpG jsou uvedeny Vv tabulce ¢. 16 a ¢. 17, grafické znazornéni
stupné¢ metylace E2BS1 je uvedeno v grafu ¢. 1 (A — B) a stupné metylace E2BS234
v grafu ¢. 2,a¢. 3 (A-D).
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Pro zadny CpG oblasti E2BS1 se dle vysledkd Mann-Whitney U testu stupen
metylace na hladin¢ vyznamnosti a = 5 % u integrované a extrachromozomalni formy viru
nelisi (CpG 7453 (p = 0,68), CpG 7459 (p = 0,30), graf ¢. 1A). Stejné tomu je u CpG
oblasti E2BS234 (CpG 7860 (p = 0,95), CpG 35 (p = 0,40), CpG 41 (p = 0,10), CpG 50 (p
= 0,60), CpG 56 (p = 0,20), graf ¢. 2). Pii analyze celkového stupné metylace (prameér
hodnot obou CpG) oblasti E2BS1 jsem nezjistila signifikantni rozdil (p = 0,24, o = 5 %,
graf ¢. 1B), ale rozdil v celkovém stupni metylace oblasti E2BS234 u nadora
S integrovanou a extrachromozomalni formou viru je signifikantni (p = 0,02; a =5 %, graf
¢. 3A), stejné jako stupen metylace E2BS3 (CpG 35 a 41, p = 0,05; a = 5 %, graf ¢. 3B).

Pro ostatni oblasti byl rozdil statisticky nevyznamny (E2 BS2 p = 0,95, a = 5 %; E2BS4

p =0,20, o =5 %); graf ¢. 3C a 3D).

Tabulka €. 16: Vysledné hodnoty analyzy v programu Quma pro oblast E2BS1. Znazornéni pozic CpG
dinukleotidi vzhledem k referen¢ni sekvenci HPV 16. Cervené oznacen vzorek, u kterého bylo vzhledem
k nastaveni parametru programu mozné analyzovat nizky podet sekvenci. MS — pocet metylovanych sekvenci, S —

celkovy pocet sekvenci, % M — procento metylovanych sekvenci. Vzorky jsou pro nazornost rozdéleny podle
virového statusu. Modre podsviceny CpG (7432) nenalezi E2BS1.

poz. nuk. 7432 7453 | 7459
vzorek MS (S) %M (%) MS/S %M (%) | MS/S % M (%)
| [ORL111 |24 (2296) 1,00 | 13 (2296) 0,60 | 12 (2296) 0,50
ORL 125 |41 (3183) 1,70 | 17 (3183) 0,40 | 10 (3183) 0,30
. |ORL128 |24 (3117) 0,80 | 37 (3118) 1,20 | 34 (3117) 1,10
5 [ORL 133|582 (2718) 21,40 | 668 (2719) 24,60 | 642(2719) 23,60
2 [ORL 160 |5(2402) 0,20 | 2397(2400) 99,90 | 2400 (2402) 99,90
%” ORL 243 |19 (2512) 0,80 | 26 (2512) 1,00 | 21 (2512) 0,80
= [ORL 244 |73 (2248) 3,20 | 94 (2248) 4,20 | 92 (2249) 4,10
Medi4n 1,00 1,20 1,10
Primér 4,16 18,80 18,60
ORL 116 | 103 (1229) 8,40 | 123 (1229) 10,00 | 102 (1229) 1,00
_ |ORL 155 |9 (2505) 0,40 | 10 (2505) 0,40 | 9 (2505) 0,40
Z [ORL 161 | 26(2545) 1,00 | 15 (2545) 0,60 | 11(2545) 0,40
g ORL 181 |49 (1337) 3,70 | 52 (1336) 3,90 | 32 (1337) 2,40
S [ORL 137 |78(3270) 2,40 | 150 (3270) 4,60 | 56 (3270) 1,70
£ [ORL 257 [26(2049) 1,30 | 14 (2049) 0,70 | 13 (2049) 0,60
S [ORL 265 |12 (2241) 0,50 | 25 (2242) 1,10 | 7 (2242) 0,30
S ORL 280 |21 (2490) 0,80 | 28 (2490) 1,10 | 22 (2490) 0,90
Medi4n 1,20 1,10 0,75
Primér 2,30 2,80 1,00
ORL 126 | 45(2659) 1,70 | 36(2660) 1,40 | 30(2660) 1,10
-§ ORL 187 |[1(1) 100,00 | 1 (1) 100,00 | 1 (1) 100,00
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Graf ¢ 1A: Grafické srovnani stupné metylace (%) jednotlivych CpG v oblasti E2BS1 vzorkd
s extrachromozomalni (EX) a integrovanou (INT) formou viru, p = 0,68 pro CpG 7453, p = 0,30 pro CpG 7459;
B: znazornéni celkového stupné metylace (%, primér hodnot obou CpG) oblasti E2BS1 u vzorka
s extrachromozomalni a integrovanou formou viru p = 0,24.

Tabulka ¢. 17: Vysledné hodnoty analyzy v programu Quma pro oblast E2BS234. Tabulka znazoriuje
pozice CpG dinukleotidti vzhledem k referenéni sekvenci HPV 16. Cervené je ozna¢en vzorek, u kterého
bylo vzhledem Kk nastaveni parametru programu mozné analyzovat nizky poclet sekvenci. MS — pocet
metylovanych sekvenci, S — celkovy pocet sekvenci, % M — procento metylovanych sekvenci. Vzorky jsou
pro nazornost rozdéleny podle virového statusu. Modie je oznaen CpG (nukleotid 31), ktery nenalezi do
oblasti E2BS234.

Vzorek
ORL 111 |1 (2591) 0,00 | 2589 (2601) | 27,93 | 2582 (2599) | 99,30 | 2583 (2595) | 99,50 | 2586 (2600) | 99,60 | 2590 (2601) 83
ORL 125 | 1(98) 1,00 | 1(101) 1,00 | 1(101) 1,00 | 1(101) 1,00 | 1 (101) 1,00 | 1(101) 1,00
| ORL 128 | 1 (2333) 0,00 | 5(2346) 0,20 | 5(2346) 0,20 | 74(2346) 3,20 | 6 (2344) 0,30 | 13 (2344) 0,60
gORL 133 | 159 (2658) 6,00 | 1527(2676) 57,10 | 1505(2682) 56,10 | 1650(2682) 61,50 | 1596 (2682) | 59,50 | 1426 (2682) | 53,20
£ ORL 160 | 1 (1951) 0,10 | 6(1959) 0,30 | 1(1959) 0,10 | 2(1959) 0,10 | 6 (1959) 0,30 [ 1 (1959) 0,10
ﬁ ORL 243 | 219 (268) | 81,70 | 44(272) 16,20 | 1(272) 0,40 | 2(272) 0,70 | 1 (272) 0,40 | 1 (272) 0,40
ORL 244 |1 (2672) 0,00 | 569(2678) 21,20 | 2246(2691) | 83,50 | 2274(2691) | 84,50 | 312 (2690) 11,60 | 131 (2691) 4,90
Median 0,05 18,70 28,25 32,35 6,00 2,75
Primér 14,63 20,50 41,50 41,58 28,62 23,70
ORL 116 | 22 (1263) 1,70 | 786 (1275) | 61,60 | 791 (1275) | 62,00 | 805(1274) 63,20 | 797 (1274) | 62,60 | 850 (1275) | 66,70
ORL 155 | 1 (2400) 0,00 | 1(2416) 0,00 | 3(2416) 0,10 | 6(2415) 0,20 | 1 (2416) 0,00 | 2 (2416) 0,10
'E| ORL 161 | 1 (2282) 0,00 | 17(2293) 0,70 | 9(2295) 0,40 | 6(2295) 0,30 | 10 (2295) 0,40 | 4 (2295) 0,20
g ORL 181 | 7 (1595) 0,40 | 79(1603 4,90 | 14(1602) 0,90 | 1(1603) 0,10 | 34 (1603) 2,10 | 27 (1603) 1,70
g ORL 137 | 1(2404) 0,00 | 5(2416) 0,20 | 14(2416) 0,60 | 16(2415) 0,70 | 14 (2416) 0,60 | 1 (2416) 0,00
é ORL 257 | 1 (1934) 0,10 | 5 (1947) 0,30 | 2 (1947) 0,10 | 2 (1947) 0,10 | 4 (1947) 0,20 | 5 (1947) 0,30
£| ORL 265 | 2 (1775) 0,10 | 1 (1789) 0,10 | 1 (1789) 0,10 | 4 (1789) 0,20 | 17 (1789) 1,00 | 1 (1789) 0,00
5 ORL 280 | 2 (3249) 0,10 | 26 (3253) 0,80 | 20 (3254) 0,60 | 23 (3253) 0,70 | 22 (3254) 0,70 | 106 (3254) 3,30
Median 0,10 0,50 0,50 0,25 0,65 0,25
Priumér 0,30 8,60 8,10 8,19 8,45 9,04
x| ORL 126 | 1 (2937) 0,00 | 88(2952) 3,00 | 33(2953) 1,10 | 25(2951) 0,80 | 43 (2953) 1,50 | 9 (2953) 0,30
= ORL 187 | 222(1276) | 17,40 | 1174(1301) | 90,20 | 1181(1302) | 90,70 | 1185(1302) | 91,00 | 1179(1302) | 90,60 | 1185 (1302) | 91,00
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Graf ¢ 2: Grafické srovnani stupné metylace (%) jednotlivych CpG v oblasti E2BS234 vzorkd
s extrachromozomalni a integrovanou formou viru. CpG 7860 p = 0,95; CpG 35 p = 0,40; CpG 41 p = 0,10;
CpG 50 p =0,60; CpG 56 p =0,20.
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Graf &. 3: Znazornéni stupné metylace (%) u vzorkii s extrachromozomalni (EX) a integrovanou (INT)
formou viru A: celkové oblasti E2BS234 (primér hodnot viech CpG), p=0,02; B: CpG oblasti E2BS3,
p=0,05; C: CpG oblasti E2BS2, p = 0,95; D: CpG oblasti E2BS4, p = 0,20.
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5.4. Kvantifikace virové naloZe v nadorech
5.4.1. Priprava standardnich kiivek

Na pfistroji NanoDrop 2000 jsem zmeéfila koncentraci obou standardii pouzitych
pro stanoveni virové naloze. Primérna koncentrace DNA HPV 16 dvou méfeni byla
spoctena na 135,6 ng/ul. Primérnéd koncentrace klonu RNdzy P dvou méfeni byla spoctena
na 1104,5 ng/ul. Ze zmétenych koncentraci jsem odvodila pocet kopii, podle ptevodniku
dostupného na webovych strankach spolecnosti Thermo Fisher

(https://www.thermofisher.com/cz/en/home/brands/thermo-scientific/molecular-

biology/molecular-biology-learning-center/molecular-biology-resource-library/thermo-

scientific-web-tools/dna-copy-number-calculator.html) a ptipravila jsem desitkova fedéni
DNA standardu pro HPV 16 a standardu pro RNdzu P od koncentrace 107 kopii/ul

po 10! kopii/ul. Namichani fedéni jsem pouzila pro piipravu standardnich kiivek
pro kvantitativni PCR (graf ¢. 4A a B).
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Graf ¢. 4A: Standardni kiivka E6 HPV 16. Osa x znaci koncentraci (kopie genu/ul), osa y hodnotu Ct
(cyklus); 4B: standardni kiivka Rndzy P. Osa x znai koncentraci (kopie genu/ul), osa y hodnotu Ct
(cyklus).

5.4.2. Uré€eni virové nalozZe ve vzorcich ORL

Standardni kiivku RNdzy P jsem pouzila pro vypocet poctu bunék ve vzorcich
ORL. RNaza P se v diploidni bufice nachazi ve dvou kopiich, proto byly ziskané hodnoty
vydéleny dvéma. Vyd€lenim koncentrace E6 genu poctem bunck jsem ziskala hodnoty
virové naloze (tabulka ¢. 18).

Pro uréeni, zda se liSi virova naloz ve vzorcich s extrachromozomalni
a integrovanou formou viru, jsem pouzila program R. Nejdfive jsem pomoci Shapiro-
Wilkova testu normality zjistila, ze hodnoty virové naloze nevykazuji normalni rozdélenti,
proto jsem pro porovnani hodnot virové naloze pouzila neparametricky Mann-Whitney U
test. Virova néloz se ve vzorcich s extrachromozomalni a integrovanou formou DNA nelisi
(p = 0,21). Pramérné hodnoty virové naloze a mediany ukazuje tabulka ¢. 19. Protoze
soubor vzorkl obsahuje 2 vzorky s mixovanou formou virové DNA, tyto dva vzorky jsem
do analyzy nezahrnula. Graf ¢. 5 znazoriiuje virovou naloz ve skupinach vzorka
s rozdilnym statusem, graf ¢. 6 znazoriuje zavislost procenta nadorovych bunék a virové
naloze (linearni regrese).
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Tabulka ¢. 18: Pocet bunék ve vzorcich s uzitim standardni kiivky RNdzy P a virova naloz vypoctena
z mnozstvi kopii genu E6 v 1 buiice. C RNdza P — pocet kopii genu v haploidnim genomu, C HPV 16 E6 —
pocet kopii genu E6 v méfeném vzorku, K+ - pozitivni kontrola.

Vzorek ORL  C RNdza P pocet bunék | CHPV 16 E6  Virova naloz
104 115 654 57 827 136 2,36x10°°
111 253 942 126 971 81917 0,65
116 340 199 170 099,50 1833949 10,78
125 669 040 334 520 21751 0,07
126 1432677 716 338,50 87136 0,12
128 558 608 279 304 53 143 0,19
133 316 952 158 476 2501478 15,78
155 601 442 300 721 128 443 0,43
160 643 851 321 925,50 53 528 0,17
161 1159 391 579 695,50 12 302 977 21,22
181 555 663 277 831,50 2 645 415 9,52
187 526 330 2 631 650 32 147 966 122,16
137 106 483 53 241,50 47828 0,90
257 47 870 23935 3086 478 128,95
265 325515 162 757,50 7323 488 45,00
243 238 609 119 304,50 342972 2,87
244 162 973 81 486,50 2751181 33,76
280 619 681 309 840,50 14 500 314 46,80

St 1500 1500 750 1500 2,00
K+ SiHa 342 986 171 493 325158 1,90
K+ CaSki 56 264 28 132 31833 638 1131,58

Tabulka €. 19: Srovnani virové naloze ve vzorcich s extrachromozomalni a integrovanou formou viru.

Extrachromozomalni

Integrované

vzorek % nadorovych naloZ viru vzorek % nadorovych naloZ viru
bunék (kopie/buiika) bunék (kopie/buiika)
ORL 104 5-7% 2,36 x107 ORL 111 >90 % 0,65
ORL 116 >70 % 10,78 ORL 125 >30 % 0,07
ORL 155 25% 0,43 ORL 128 15-20 % 0,19
ORL 161 >60 % 21,22 ORL 133 >70 % 15,78
ORL 181 >50 % 9,52 ORL 160 >70 % 0,17
ORL 137 90 % 0,90 ORL 243 10-15% 2,87
ORL 257 80 % 128,95 ORL 244 90 % 33,76
ORL 265 60 % 45,00 pramér 7,64
ORL 280 50 % 46,80 median 0,65
pramér 29,29 Mixované
median 10,78 ORL 187 >70 % 122,16
ORL 126 20 % 0,12
pramér 61,14
median 61,14
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Graf &. 5: Srovnani virové naloZe ve vzorcich s extrachromozomalni (ex) a integrovanou (int) formou viru,
p =0,21).
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Graf ¢. 6: Graf zavislosti % nadorovych bunck a virové naloze.
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5.4.3. Detekce exprese E6 a E7 genu

U vzorkta ORL 137, 257,265, 243, 244 a 280 jsem ov¢tila, ze dochazi k expresi E7
genu. Provedla jsem PCR s cDNA vzorku jako templatem a primery detekujicimi E7 gen.
cDNA ORL vzorka 137 a 243 jsem pfipravila dle popisu v kapitole 5.5.1., cDNA ostatnich
vzorka pripravila Mgr. Vojtéchova. Vysledky detekce E7 genu jsou znazornény

na obrazku ¢. 18 a celkové vysledky detekce exprese E6 a E7 genu v tabulce €. 20.

pucC 137 243 244 257 265 280 K+ H20

Obrazek ¢. 18: Detekce exprese genu E7. pUC — zebticek (bp) pUC18/MSPI, K+ DNA CaSki. Velikost
o¢ekavaného produktu o velikosti asi 69 bp pro piehlednost znazornéna hvézdickou pouze u K+. Detekci
exprese genu E6 provedla a u vSech vzorku potvrdila Mgr. Vojtéchova.

Tabulka ¢. 20: Shrnuti detekce exprese E6 a E7 genu. Vzorky oznacené * analyzovala Mgr. Vojtéchova.
Vzorek ORL  Detekce E6 | Detekce E7

104 +* +*
111 +* +*
116 - *
125 * -
126 +* +*
128 +* +*
133 * -
137 +* +
155 * -
160 o +*
161 - +*
181 - +*
187 > +*
243 +x +
244 - +
257 - +
265 * +
280 + +
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5.5. Stanoveni hladiny exprese E6 a E7 ve vzorcich
5.5.1. Priprava cDNA

Ptipravila jsem cDNA vzorkti ORL 137 a 243. Nejdfive jsem odstranila zbytkovou
DNA ve vzorcich RNA pisobenim DNazy. Uspé&snost odstranéni zbytkové DNA jsem
ovéfila PCR s primery amplifikujicimi reportérovy gen fS-globin.

DN4azovani jsem provedla i u linie CaSki a SiHa, ale kontrolni PCR po DNézovani
byla pozitivni, coz znaci piitomnost zbytkové DNA. Proto jsem snizila mnozstvi vstupni
RNA a prodlouzila inkubaci RNA s DNazou. Kontrolni PCR po DNazovani byla
v poradku, nedoslo k amplifikaci zbytkové DNA (obrazek ¢. 19). Reakce pro kontrolu

cDNA po reverzni transkripci vSak byla také negativni.

pucC 137 243 SiHa  CaSki K+ H20

Obr. ¢. 19: Vysledek f-globinové reakce po DNazovani. Negativni vysledek potvrzuje uspé$nost reakce.
Jako zebticek (bp) - pUC — pUC18/MSPI, jako pozitivni kontrola (K+) DNA bunééné linie SiHa. * prouzek
zebii¢ku odpovidajici velikosti 110bp, ** produkt K+ o velikosti 110 bp.

Reverzni transkripci RNA jsem ziskala cDNA ORL vzorka 137 a 243. Kontrolou
uspésné reverzni transkripce je opét PCR s primery pro S-globin, v piipadé vzorkt 137 a
243 byla pozitivni, coz znai ptitomnost cDNA v reakci (obrazek ¢. 20A). Reakce
S bunécénou linii CaSki a SiHa nepfinesla dostatecné mnozstvi CODNA pro dalsi reakce
(obrazek ¢. 20B). Z toho duvodu bude nutné piipravit novou RNA z téchto kontrolnich

bunéénych linii a pokus opakovat.
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Obr. ¢. 20A: Potvrzeni spravného priibéhu reverzni transkripce vzorki ORL 137 a 243, bunécna linie
CaSki a SiHa vykazovala nespecifické produkty. pUC — Zebticek (bp) pUCL18/MSPI, K+ pozitivni kontrola
(DNA linie SiHa), * oznacen Zzadany produkt o velikosti 110 bp. B: znazornéni nizkého vytézku reverzni
transkripce linie CaSki a SiHa. Jako zebiicek (bp) byl pouzit MassRuller Low Range (Fermentas, USA) -
LR, K+ - pozitivni kontrola (DNA SiHa), o¢ekavana velikost produktti oznacena *.

5.5.2. Optimalizace kvantitativni PCR

Pro urceni hladiny exprese virovych genti E6 a E7 bylo nutné optimalizovat reakce
s barvivem SYBR®Green 1. Provedla jsem tzv. melting analyzu (graf ¢. 7). Hladky pribéh
kfivky ukazuje, Ze koncentrace a barvivo SYBR®Green I byly vhodné zvoleny, a Ze se
béhem reakce netvoii nespecifické produkty. Tuto reakci jsem provedla s DNA jako
templatem a primery pokryvajicimi oblast E6 genu. Tento templat a primery jsem zamérné
pouzila proto, nebot’ jsem v piedeslych pokusech potvrdila (viz sekce 5.4), ze tyto primery
spravn¢ amplifikuji danou oblast.

Pro RT-qPCR budu pfipravovat dostate¢né mnozstvi kvalitni cDNA bunécné linie
SiHa pro vytvoreni desitkového fedéni a piipravovat standardni kiivku, abych mohla

nasledné ur¢it hladinu exprese E6 a E7 gentli ve vzorcich.

81



Graf ¢. 7: Vysledek melting analyzy pii pouziti barviva SYBR®Green 1.
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6. Diskuze

Jiz v roce 1935 Rous a Beard pozorovali, ze bradavice kralika vyvolané virem
krali¢iho papilomaviru mohou prodélat proces neoplastické transformace (Rous & Beard,
1935). U lidi byla asociace papilomaviru s maligni transformaci poprvé zjisténa u pacientt
se vzacnym koznim onemocnénim Epidermodysplasia verruciformis a v roce 1983 byl
virus poprvé izolovan zkarcinomu délozniho Cipku (Durst et al., 1983). Pii¢ina
karcinogeneze HPV byla zprvu pfiklddana pouze pfitomnosti virovych onkoproteint.
Pozd¢jsi vyzkum ukazal, ze virova DNA se ve vzorcich Casto nachéazi v integrované forme,
pficemz k integraci dochdzi predevS§im v oblastech koédujicich E2 protein, ktery je
dalezitym regulatorem exprese virovych onkoproteint a jeho inaktivace vede ke zvysené
expresi téchto proteini. Pravé zvySena exprese E6/E7 onkoproteini je povazovana
za dllezity faktor v procesu nadorové transformace. Alternativni mechanismy vedouci
k transformaci v nadorech s integrovanou formou viru byly recentné navrzené na zakladé
vysledki komplexnich metagenomickych studii. Stale vSak neni objasnény mechanismus
nadorové transformace u HPV asociovanych malignit s extrachromozomalni formou viru.

Protoze tada studii ukazala zvySené mnozstvi produktli virovych onkoproteint
i v nadorech s extrachromozomalni formou viru, je mozné, ze existuji alternativni cesty
inaktivace exprese E2 proteinu. Recentni studie ukazuji, Ze epigenetické modifikace virové
DNA, a to pfedev§sim DNA metylace, mohou ovlivnit vazbu E2 proteinu do oblasti
promotoru (E2BS) virovych onkoproteind, a tim zménit hladinu jejich exprese.
Chaiwongkot a kol. (2013) ukazali, Ze existuje kvantitativni rozdil v metylaci E2BS
u nadorli cervixu s extrachromozomalni a integrovanou formou viru. Dalsi studie
zkoumaly alternativni mechanismy inaktivace exprese E2 proteinu, ale vétSina studii byla
provadéna na nadorech hrdla délozniho a témét zadna nestudovala komplexné mozné
mechanismy ovliviiujici expresi E6 a E7 proteind. V této studii jsem se tedy snazila u
nadort hlavy a krku s riiznou formou virového genomu definovat stupein metylace E2
vazebnych mist, pfitomnost pfipadnych mutaci, expresi E6 a E7 proteinti a virovou naloz,
jako alternativni mechanismy vedouci ke Kkarcinogenezi, zejména pro Vvirus
s extrachromozomalni formou genomu.

V nasi studii jsem pouzila velmi citlivou metodu detekce virovych integrant zvanou
APOT assay. Na takto charakterizovanych klinickych materidlech jsem dale komplexné
analyzovala alternativni mechanismy vedouci k inaktivaci represivni funkce E2 proteinu.

Vedle detekce mutaci v LCR ve vazebnych mistech pro E2 protein jsem zjiStovala
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kvantitativné hladinu metylace téchto mist, ovéfovala jsem expresi virovych onkogent
a virovou naloz.

Sekvenace 682 bp dlouhé oblasti LCR neidentifikovala mutace oblasti E2BS
v zadném z 18 analyzovanych vzorki, coz je v rozporu s myslenkou, Ze by mutace v téchto
mistech mohla branit vazbé proteinu E2 a podpofit tim expresi virovych onkoproteind.
Vysledky analyzy stupné metylace pfinesly rozporuplné¢ vysledky. Rozdil ve stupni
metylace jednotlivych CpG u vzorkl s extrachromozomalni a integrovanou formou viru
nebyl pro zadny z nich statisticky vyznamny, avsak pfi srovnani primérné hodnoty procent
metylace vSech CpG oblasti E2BS234 u vzorkut s integrovanou formou byla metylace této
oblasti signifikantn€ vyssi nez u vzorki s extrachromozomalni formou viru (p = 0,02). Pii
analyze jednotlivych oblasti E2BS jsem detekovala statisticky vyznamny rozdil pro E2BS3
(p = 0,05) Pro ostatni oblasti byl rozdil statisticky nevyznamny. ZvySend hladina metylace
pro virus s DNA ve form¢ extrachromozomalni byla u cervikalnich karcinom@ navrhnuta
jako mozné vysvétleni karcinogeneze viru s pravé touto formou genomu (Chaiwongkot et
al.,, 2013). Vysledky nasi studie vSak tuto hypotézu nepodporuji. U vSech vzorku
bez ohledu na status virového genomu vSak byly transkribované virové onkoproteiny.
U viru s extrachromozomalni formou genomu tedy nebyly detekovany ani mutace v E2
vazebnych mistech, ani jsme neprokazali vliv metylace na karcinogenezi, nicméné
obsahuji vyS$i virovou naloz oproti vzorkiim integrovanym, i kdyz vysledky nejsou
signifikantni. Mechanismus karcinogeneze zejména U nddord s extrachromozomalni
formou viru tak ztstava neobjasnén. Nesignifikance vysledki miuze ale byt zpisobena
malym poctem vzorkll ve studii. V dalSich pokusech budeme méfit hladinu exprese
virovych gentt E6 a E7, k ¢emuz nas vedou vysledky studii ukazujicich, ze zvySena virova
naloz pozitivné koreluje s hladinou exprese téchto gent (Hafkamp et al., 2008; Jung et al.,
2010; Weinberger et al., 2006). Zvysena virova naloz by mohla ¢aste¢né objasnit dalsi
mechanismus karcinogeneze HPV.

U vzorkli, kde nebyl pied touto studii urceny status virového genomu, jsem
provedla analyzu velmi citlivou metodou APOT. Metoda APOT, na rozdil od casto
pouzivané metody detekce poméru genu E2 a EG, je citliv§jsi a navic umoziiuje presné
identifikovat pozici pfipadné integrace, strukturu virovych transkripth a pfitomnost
mixovanych forem (Vojtechova et al., 2016). Ur€eni virového statusu jsem provedla
na zaklad¢ analyzy gelové elektroforézy produktii druhé PCR a sekvenace amplikont
metody APOT. Autofii nékterych studii dale provadi hybridizaci produkti druhé PCR s E4

a E7 specifickou probou (Klaes et al., 1999). Pro ptesnou identifikaci integra¢nich mist je
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vSak tfeba provést sekvenaci produkti druhé PCR. Vzorky jsem vSak téz, pro pfipad, Ze
bych po sekvenaci neziskala prikazné vysledky, ptfevedla alkalickym transferem
na nylonovou membranu pro moznou hybridizaci s probami specifickymi k E4 a E7. U
zbyvajicich vzorkti metodu APOT provedla Mgr. Vojtéchova. Z 18 vzorkii zahrnutych
v nasi studii 9 (50 %) obsahovalo extrachromozomalni, 7 (39 %) integrovanou formu viru
a 2 (11 %) vzorky obsahovaly formu mixovanou. Ptredchozi studie Rotnaglové a kol.
(2011) detekovala integrovanou formu u 64 % vzorkti. Podobn¢ studie Hatkampové a kol.
(2003) detekovala integraci ve 21 % HNSCC, jind studie provadéna na tonsilarnich
karcinomech nalezla integrovanou formu v41 % a mixovanou Vv 52,9 % vzorkd
a extrachromozomalni formu viru pouze v 5,9 % vzorkd (Kim et al., 2007). Ptitomnost
viru s mixovanou formou genomu byla publikovana i ve studii Olthofa a kol. (2015).
U vSech 7 vzorkl s integrovanou virovou DNA byla integrace detekovana v misté
nukleotidu 880, coZz odpovida integracnimu typu A (Klaes et al., 1999). U vzorku ORL 243
doslo Kk integraci v misté proteinu TP63, coZ je bunétny transkripéni faktor piibuzny p53
a je transkripénim aktivadtorem proteini UCastnicich se indukce apoptdzy
(Yang et al., 1998). Integrace Vv oblasti tohoto genu byla také detekovana V praci
Vojtéchové a kol. (2016) a v dalsich pracich (Kalantari et al., 2001; Wentzensen et al.,
2002). Toto misto je dle Olthofa a kol. (2014) ¢astym mistem integrace, nachazejici se
ve fragilni oblasti chromozomu. Cast&j§i integraci ve fragilnich mistech popisuje také
Wentzensen a kol. (2002). U vzorku ORL 244 doslo k integraci v oblasti genu CDC37,
jehoz produkt pisobi jako ko-chaperon (,,spolu-privodce spravné konformace proteinu),
tvofi komplex s cyklin dependentnimi kindzami a UcCastni se drah signdlni transdukce
(Gerber et al., 1995). Protein CDC37 neni v jinych studiich spojen s nadory indukovanymi
HPV, byl ale ve zvySené mife nalezen ve vzorcich karcinomu prostaty (Stepanova et al.,
2000).

Vysledky sekvenace LCR HPV detekovaly mutace v riznych oblastech LCR HPV,
avSak zadné v oblasti E2BS. Podobné vysledky publikovat i Cheung a kol. (2013)
a Chaiwongkot a kol. (2013), obé& studie vSak analyzovaly vzorky cervikalnich karcinom?.
U nadord hrdla délozniho naopak Kahla a kol. (2014) detekovali mutaci E2BS, kdy
nukleotidova zména cytosinu na adenin v pozici 3684 vedla ke zméné kodované
aminokyseliny z threoninu na lysin a byla spojena s vyssi expresi virovych onkoproteint.
Autofi této studie hypotetizuji, Ze tato mutace znemozituje vazbu regulacniho proteinu E2.
V nasi studii jsme neprokazali pfitomnost mutaci, které by mohly ovlivnit vazbu proteinu

E2 do E2BS. Sekvence vzorku ORL 104 obsahovala 11 mutaci. Sekvenace tohoto vzorku
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byla problematickd, nepodafilo se sekvenovat poslednich 16 nukleotidi. S pouzitim
zpétného primeru neni pocatecni sekvence Citelnd a sekvenace s vnitfnim primerem se
do tohoto mista neprocetla. U 14 z 18 vzorkil jsem detekovala zdménu guaninu na adenin
v pozici nukleotidu 7518 virové DNA. V tomto misté dochazi k vazb¢ faktoru YY1. Tento
protein se vaze do oblasti promotoru p97 a vede k represi transkripce z tohoto promotoru.
Lace a kol. (2009) ukazal, ze mutace ve vazebnych mistech pro YY1 mohou zamezit vazbé
tohoto faktoru, tim muze probihat transkripce z p97, coz vede k narGstu mnozstvi virovych
onkoproteind. Frekvence mutaci u vzorkl s extrachromozomalni a integrovanou formou
viru je obdobna, 77,8 % pro extrachromozomalni a 71 % pro integrované. Dalsi mutace
LCR jsem identifikovala v mistech vazby proteinu Tef a NF1, které se nachazi v tésné
blizkosti promotoru p97, oblasti tzv. ,enhanceru” (zesilovace transkripce). Tyto dva
faktory pusobi synergicky a mutace v jejich vazebnych oblastech zabraiiuje jejich funkcim
aktivatoru transkripce (Chong et al., 1991). Tyto mutace by spise mély mit negativni vliv
na mnozstvi virovych onkoprotein. Mutace v téchto vazebnych oblastech byly
detekovany pouze u dvou ORL vzorkd.

V samém pocatku moji prace jsme zamysleli detekovat kvalitativné piitomnost
metylace v E2BS. Vzhledem k tomu, Ze se ve studii Chaiwongkota a kol. (2013) ukazalo,
7e spiSe nez prosta pritomnost metylace je vyznamna jeji hladina, zménili jsme ptivodné
planovany piistup sekvenace E2BS pomoci Sangerovy metody a provedeni kvalitativni
analyzy metylace na kvantitativni analyzu NGS. Pro nas dostupnou platformou umoznujici
kvantitativni analyzu metylovanych sekvenci bylo 454 pyrosekvenovani na pfistroji GS
Junior. Tento pfistroj je schopen analyzovat velké mnoZstvi odd€lenych sekvenacnich
reakci a zaroven je kvantifikovat. Pro ur€eni stupné metylace jsem provedla bisulfidické
oSetfeni virové DNA, naslednd amplifikace oblasti E2BS vyZaduje primery navrzené
pro konvertovanou DNA. Nejdiive jsem vyuZila sekvence primert publikované ve studii
Chaiwongkot a kol. (2013), pracovala jsem s polymerazou AmpliTaq Gold. Pouziti této
polymerazy vedlo 1 pfes snahu o optimalizaci k nespecifickym produktim. Proto jsem
pouzila DNA polymerazu doporucenou pro amplifikaci konvertované DNA, a to HotStart
ZymoTaq. Amplifikaéni reakce oblasti E2BS234 vedla k produkci amplikont spravné
velikosti, coz jsem potvrdila elektroforeticky i sekvenaci, ale k amplifikaci oblasti E2BS1
nedoslo. Sekvenaci produkti E2BS1 ziskanych amplifikaci s vyuZitim polymerazy
AmpliTag Gold jsem zjistila, ze vysledné sekvence neodpovidaji referencni sekvenci,
a dale jsem nebyla schopna nalézt sekvenci primerti na referencni sekvenci. Pfesné urceni

sekvence produktu amplifikace konvertované DNA ¢i primerl je obtizné, nebot’ volné
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dostupné programy pro vyhledavani srovnavani sekvenci (napt. NCBI BLAST) operuji
pouze s divokymi nekonvertovanymi genomy. Pro srovnani ziskanych amplikoni je nutné
konvertovat cely virovy genom a az poté sekvence porovnavat. Je tfeba vzit téz v tvahu,
ze konverze virové DNA nemusi byt 100 %. Nami vyuzivany soubor reagencii
pro konverzi - EZ DNA Methylation kit (Zymo Research, USA) udava 99,5% konverzi,
avsak prili§ velké mnozstvi vstupni DNA muze snizit u¢innost konverze. Navrhla jsem
tedy nové primery pro amplifikaci oblasti E2BS1, jejichz funk¢nost jsem ovéfila
sekvenaci. Reakce pro pfipravu knihoven pro NGS sekvenovani vyzaduji definovanou
koncentraci amplikonti prvni PCR. Pro optimalizaéni PCR jsem vyuzila bunécnou linii
CaSki, nebot’ analyzované ORL vzorky pochazi z velmi cenného klinického materidlu,
kterého je k dispozici pouze omezené mnoZstvi. Bunéénad linie CaSki je odvozena
z cervikélniho karcinomu, obsahuje asi 600 kopii virového genomu v 1 bufice a vykazuje
vysoky stupeni metylace (Badal et al., 2003). Pii snaze o amplifikaci vzorki ORL jsem
zjistila, ze poznatky ziskané optimalizaci bunécné linie CaSki nemohou byt aplikovany
pro amplifikaci klinickych vzorkd. Mnou pouzivand bunétna linie CaSki obsahuje az
1 100 kopii virové DNA, ORL vzorky, odvozené od karcinomu tonsil obsahuji rizna
mnozstvi kopii virové DNA (rozmezi 2,36 x 10 — 128,95 kopii/buiika), navic se lisi %
nadorovych bun¢k v jednotlivych vzorcich ORL (5-90 %). Tim mohou byt vysvétleny
rozdilné vysledky amplifikace provadéné za stejnych podminek. Z metylacni studie musel
byt vyfazen vzorek ORL 104, nebot’ se nezdatfila amplifikace E2BS. Vysledky analyzy
mutaci LCR ORL 104 ukazaly, ze vzorek obsahuje 2 mutace v misté primera pro oblast
E2BS234 (mutace v pozici 7482 a 7486), tato mutace pravdépodobné zabranuje nasedani
primert a znemoziuje amplifikaci Stakto navrzenymi primery. Pyrosekvenovanim
amplikonli jednotlivych E2BS jsem pro kazdou oblast ORL vzorkl ziskala pies 2 000
¢teni. Vysoky pocet ¢teni muze byt zplsoben relativné kratkou sekvenci amplikond, ktera
se i s adaptorovymi sekvencemi pro NGS pohybovala okolo 250 bp. Analyza metylace
delsich amplikond mutze zptisobovat problémy, nebot’ velké mnozstvi thymint v sekvenci
ztézuje prubeh sekvenace a naslednou analyzu ptistrojem. Toto je jeden z diivodi, pro€ se
nyni od pyrosekvenovani upousti a piednost se dava napt. platformé firmy Ilumina -
MiSeq, ktera dava moznost sekvenovat vétsi pocet genti (oblasti) béhem jediné sekvenacni
reakce. Na druhou stranu, i recentni studie Bryanta a kol. (2014b) vyuziva metody
pyrosekvenovani pro svou metylacni analyzu. Pfi analyze sekvenci v programu GS
Amplicon Variant Analyzer dochazi k odfiltrovani sekvenci, které nesplnuji zadana

kritéria. Vyloucené sekvence vykazovaly stupeit konverze v rozmezi 80- 93,3%. Nizky
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stupent konverze muze byt zpisoben manualni chybou pfi piipravé vzorkll ¢i samotné
bisulfidické konverzi nebo pii emulzni PCR doslo k preferencni amplifikaci fragmentt
s nizkym stupném konverze. V dal§im ptipad¢ byla divodem vylouceni sekvenci z analyzy
jejich nizka podobnost. V ptipadé vzorku ORL 125 oblasti E2BS234 miiZe byt nizky pocet
sekvenci vysvétlen odlisSnym postupem piipravy DNA knihovny. Analyzou pribéhu druhé
PCR jsem zjistila, Ze se tvoii dva typy produktl, coz nezménila ani optimalizace této
reakce. Produkt spravné velikosti jsem vyizolovala z gelu, a dale zpracovala jako ostatni
vysledky. Je mozné, Ze doslo k castetné amplifikaci nespecifického produktu, vysledné
sekvence proto nebyly programem QUMA zahrnuty do analyzy.

Vysledky metylacnich analyz publikovanych studii nejsou jednoznacné. Ve studii
Chaiwongkota a kol. (2013) byla zjisténa vyssi hladina metylace u nadorii cervikdlnich
karcinomu s extrachromozomalni formou viru podobné jako ve studii Cheunga a kol.
(2013), coz je v rozporu s nasimi vysledky pro celkovou oblast E2BS234. Oproti tomu
studie Bryanta a kol. (2014a) ukazuje stejny stupeit metylace ve vzorcich s integrovanou
a extrachromozomalni formou viru. Vysledky analyzy E2BS karcinomii hlavy a krku
ukazuji zvySeny stupeil metylace u vzorki s integrovanou formou viru avsak intaktni
sekvenci E2 a nizky stupen metylace u vzork s ptrerusenou E2 sekvenci (Reuschenbach et
al., 2015). V uvedené praci analyzovali zvlast' jednotliva E2BS, oblasti E2BS3 a 4
vykazovaly vysokou hladinu metylace a oblast E2BS1 nizky stupefi metylace, ktery pro
rizny virovy statut nebyl signifikantné rozdilny. Vysoka metylace vzorku s integrovanou
formou viru a intaktni E2 oblasti E2BS3 a 4 byla navic spojena s nizkou hladinou exprese
tohoto proteinu. NaSe studie taktéZ nedetekovala signifikantni rozdil v stupni metylace
oblasti E2BS1a detekovala zvyseny stupein metylace u vzorku s integrovanou formou viru,
avSak signifikantni jsou pouze pro oblast E2BS3. U nékterych vzorktt ORL nasi studie byla
provedena analyza sekvenci E2 genu, tzv. E2 mapovéni, u zddného vzorku nebyla
detekovana intaktni sekvence E2genu (Vojtechova et al., 2016). V jiné studii nadort
orofaryngu Zhang a kol. (2015) také detekoval vysokou hladinu metylace oblasti E2BS,
navic véetné vyssi metylace i oblasti E2BS1, nicméné metylace oblasti E2BS2 byla v této
studii velmi nizka. V této studii ale vzorky nejsou rozdéleny podle virového statusu. Zhang
detekoval hypometylaci E2BS2 1 u buné¢né linie CaSki a linie odvozené od karcinomu
jazyka. Celkovy stupen metylace p97 srovnaval s virovou nalozi, avSak nedetekoval
signifikantni vysledky.

Ve vzorcich s integrovanou formou viru se zda, ze hladina metylace souvisi

s poctem integrovanych kopii. Vysoky stupent metylace je spojen s mnohocetnou integraci,
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kdezto nizky stupen s integraci 1 — 2 kopii virového genomu. Vysoky stupeni metylace
muze odrazet schopnost viru umlcovat transkripci nadbyte¢nych kopii genomu
(Chaiwongkot et al., 2013). V souboru vzorku, které jsem analyzovala, byly vzorky
S integrovanym genomem a s vyssim stupném metylace. Tyto vzorky byly v predeslé studii
analyzované i metodou Southern blot, kterd umoziuje stanovit pfipadnou piitomnost
integrovanych tandemovych opakovani. Z9 integrovanych a mixovanych vzorki, které
jsem analyzovala a mély vyssi procento metylovanych CpG, byly 3 analyzovany Southern
blotem ve studii Vojtéchové a kol. (2016) a u 2 byla skutécné identifikovdna integrace
v tandemovych opakovénich. Nase vysledky tedy podporuji hypotézu, ze vysoka metylace
muze souviset s uml¢ovanim ¢asti kopii virového genomu.

Na hladinu onkoproteinit mé dle studii vliv virova naloz. Do analyzy virové ndloze
jsem mimo ORL vzorku zafadila i buné&¢nou linii CaSki a SiHa. Uvadi se, Ze buné¢na linie
CaSki obsahuje asi 600 kopii genomu HPV 16 (Badal et al., 2003), cozZ je pfiblizn¢ 2x
mén¢ nez je vysledek mého méfeni (1 131 Kopii). Vyssi nez udavany pocet kopii muze byt
zpusobem stafim bunécné linie a poctem pasdzovani. Na druhou stranu, pocet kopii
genomu HPV 16 v bunikach linie SiHa (1 — 2 kopie/bunika) odpovida vysledkiim jinych
studii. Primérné hodnoty virové ndloze 1 median vzorkd s extrachromozomalni
na 5% hladiné¢ vyznamnosti neni signifikantni. ProtoZze se ORL vzorky liSily 1 po¢tem
nadorovych bun¢k, ovétovala jsem, zda tato hodnota ovliviiuje vyslednou virovou naloz.
Zjisitila jsem ale, Ze mnozstvi virové naloZze nekoreluje s procentem nadorovych bunck
ve vzorcich. Vztah virové naloze a hladiny E6 a E7 proteint bude jeste predmétem dalSiho
zkoumani.

Vysledky jinych studii analyzujicich vztah virové néloZze a statusu virového
genomu se piiliS neshoduji. Vys§i hodnoty virové naloze byly u vzorki
s extrachromozomalni formou viru zjistény v nékolika studiich (Das et al., 2015; Deng et
al., 2013), zatimco Cheung a kol. (2013) a Olthof a kol. (2015) tento rozdil nepozorovali.
Ptipadnd zvySena virova naloz v nadorech hlavy a krku ma dle nékterych studii vliv
na hladinu exprese virovych onkoproteini (Jung et al., 2010; Weinberger et al., 2006), ale
Olthof a kol. (2015) tuto souvislost neprokazal. Jina prace ve vzorcich s vysokou virovou
nalozi detekovala jak zvySenou, tak snizenou transkripéni aktivitu viru (Holzinger et al.,
2012). Recentni analyza vzorku cervikalnich karcinomii ukazuje zvySenou hladinu E6 a E7
mRNA u vzorkd s vysokou virovou nalozi (Baron et al., 2015). Mozna korelace virové

naloze a hladiny exprese virovych onkoproteini tedy neni zatim jednoznacné potvrzena.
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Zvysend virova naloz a tomu odpovidajici zvySené mnozstvi E6 a E7 transkripti by mohlo
byt alternativnim mechanismem karcinogeneze viru s extrachromozomalni formou
genomu. Pokracovanim mé prace bude jest¢ kvantifikace transkripti E6 a E7 a hledani
piipadné korelace s virovou nalozi. Pokud neprokazeme zvySenou hladinu transkripti E6
a E7 budou nase data spiSe podporovat vysledky studie Hafnera a kol. (2008), ktery
naznaCuje, ze spiSe nez zvySena hladina transkripti virovych onkogent, je

pro transformacni proces nutna jejich kontinudlni detekovatelna transkripce.
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7. Souhrn

Ve své studii jsem urcila velice citlivou metodou status virového genomu
Vv bunkach, shodn¢ s dal§imi studiemi nebyla virova DNA integrovana ve vSech vzorcich.
Analyza mutaci LCR potvrdila pfitomnost mutace v misté¢ vazebného mista YY1 vedouci
potencialn¢ ke zvysené transkripci E6 a E7, ale mutace ve vazebnych mistech pro E2
protein nalezené nebyly. Také metylacni analyza nenalezla rozdily v hladin¢ metylace
Vv zavislosti na statusu virového genomu. Virové onkoproteiny byly ale transkribované
ve vSech vzorcich bez ohledu na formu virového genomu. Virova naloz byla
nesignifikantné vy$§i u nadorti s extrachromozomadlni formou viru, ale nekorelovala
s poctem nadorovych bunc¢k ve vzorku. K dokonceni komplexni analyzy jesté zbyva
kvantifikace E6 a E7 mRNA. Na zakladé¢ souCasnych vysledki muzeme pouze
hypotetizovat, ze dulezita je kontinualni transkripce E6 a E7 spise nez zvysena hladina
transkriptt virovych onkogenti, a Ze epigenetické modifikace genomu hostitelské buiky
mohou hrat vyznamnou roli pfi nddorové transformaci u HPV pozitivnich vzorka

s extrachromozomalni formou viru.
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