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Abstrakt

Lidské papilomaviry (HPV) jsou malé¢ neobalené¢ DNA viry, které infikuji kozni a slizni¢ni
vrstevnaty epitel. Vysoko-rizikové typy HPV (HR-HPV) dokazi diky svym onkoproteiniim E6
a E7 vyvolat nddorové bujeni. Perzistentni infekce HR-HPV je zodpovédnd za témet 100 %
ptipada karcinomu d€lozniho hrdla u zen, a také za velkou ¢ast dalSich nadorii v anogenitalni
oblasti a oblasti hlavy a krku u zen 1 muzi. Typ HPV16 je nejCastéji detekovanym typem
u vSech HPV-pozitivnich nadori. V ramci typtt HPV jsou rozliSovany intratypické varianty —
linie a sub-linie. Typ HPV16 je rozdélen na cCtyti fylogenetické linie (A, B, C, D) a Sestnact
sub-linii (A1-4, B1-4, C1-4, DI1-4). Fylogenetické varianty HPV16 se 1iSi geografickou
distribuci a rizikem vzniku prekancerdznich stadii délozniho hrdla a invazivniho karcinomu.
Také jednotlivé jednonukleotidové polymorfismy v genomu HPV16 miZou ovlivnit rozvoj a

prabéh onemocnéni.

Kli¢ova slova: papilomavirus, genom, varianty, nador

Abstrakt

Human papillomaviruses (HPV) are small non-enveloped DNA viruses that infect cutaneous
and mucosal stratified epithelia. High-risk HPV types (HR-HPV) encode oncoproteins, E6 and
E7, that can induce carcinogenesis. Persistent infections with HR-HPV types are responsible
for nearly 100 % cases of cervical carcinoma in women and also for significant portion of other
anogenital and head and neck cancers in men and women. HPV16 is the most frequently
detected type in all HPV-positive tumors. HPV types are classified into intratype variants —
lineages and sub-linieages. HPV16 is separated into four phylogenetic linieages (A, B, C, D)
and sixteen sub-linieges (A1—4, B1-4, C1-4, D1-4). HPV16 phylogenetic variants differ in
geographical distribution and risk of developing cervical precancerous lession and invasive
carcinoma. In addition, individual single nucleotide polymorphisms in HPV16 genome can

impact disease development and progression.
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1 Uvod

Papilomaviry jsou malé neobalené DNA viry infikujici epitely vysSich obratlovct. Lidské
papilomaviry (HPV, human papillomaviruses) jsou pfi¢inou mnoha benignich i malignich
onemocnéni u ¢lovéka (McBride, 2022). HPV jsou celosvétové zodpoveédné za 4,5 % vSech
nadorovych onemocnéni a uvadi se, ze jsou pfiinou témet 100 % karcinomi délozniho hrdla
(Walboomers et al., 1999; de Martel et al, 2017). HPV také zpisobuji dal$i nadory
v anogenitalni oblasti a nékteré nadory hlavy a krku u Zen i muzt (de Martel et al., 2017).
Vsechna nadorovd onemocnéni spojena sinfekci HPV jsou zpiisobend typy lidskych
papilomavirt fadicich se do rodu Alphapapillomavirus. Typy alfapapilomaviria lze rozdélit
podle onkogenniho potencidlu na typy vysoko-rizikové (HR, high risk) a nizko-rizikové (LR,
low risk). Do HR-HPV patti HPV16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68, 73 a 82. LR-
HPV jsou na rozdil od onkogennich HR-HPV asociovany piedevsim s benignimi 1ézemi a patii
sem napiiklad HPV6 a HPV11 (Mufioz et al., 2003; de Villiers et al., 2004). HR-HPV jsou
schopné pomoci svych onkoproteinli £6 a E7 imortalizovat bunky a v n¢kterych ptipadech

zpisobit i jejich transformaci (Tomaic, 2016).

Tato prace se bude zabyvat vyhradné typem HPV16, ktery je nejcastéji detekovanym
typem u vSech HPV-pozitivnich karcinomu jak v anogenitdlni oblasti, tak u nadorid hlavy
akrku (De Vuyst et al, 2009; Castellsagu¢ et al., 2016; Olesen et al., 2019). V ramci
jednotlivych  typ  HPV  jsou rozliSovany varianty, tedy linie a sub-linie
(https://pave.niaid.nih.gov/). HPV 16 je rozdélen na Ctyii linie (A-D) a Sestnact sub-linii (A1-4,
B1-4, C1-4, D1-4) (Mirabello et al., 2018).

Cilem této bakalarské prace je popsat genetické varianty HPV16 a jejich vztah
k onemocnénim. Priace se zabyva rizikem vzniku rakoviny pfi infekci jednotlivymi liniemi
a sub-liniemi HPV16 a celkovou genetickou variabilitou genomti HPV16 se zaméfenim na

onkogeny E6 a E7. Prace je zam¢tfend hlavné na karcinom délozniho hrdla.

2 Genom HPYV a struktura virionu

Papilomaviry (PV) patfi mezi neobalené viry s ikosahedralni kapsidou o velikosti
~ 60 nm, uvnitt které se nachdzi virova DNA asociovana s bunéénymi histony, tzv. nukleocore

(Baker et al., 1991). Genom lidskych papilomavirt tvoti cirkularni dvouietézcova DNA, jejiz



velikost se pohybuje okolo 8000 bp (par bazi, base pair). VSechny oteviené ¢teci ramce (ORF/s,
open reading frame/s) se nachazeji na jednom vlakné, jsou orientované jednim smérem, a
nckteré se prekryvaji. PV si nekdduji vlastni DNA ani RNA polymerazu, jsou tudiz zavislé na
replika¢nim a transkripénim aparatu hostitelské buiiky. Papilomaviry infikuji epitely a exprese
jejich gent je siln€ zavisla na stadiu diferenciace keratinocytti. Pro expresi svych gent hojné
vyuzivaji alternativni sestiih mRNA, kterd byva bicistronni nebo polycistronni (Yu et al.,

2022). Genom lze rozdé¢lit na tfi ¢asti — oblast Casnych (E, early), pozdnich gent (L, late)
a regulacni oblast [obrdzek 1].
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Obrdzek I: Schéma organizace genomu HPV16. Oblast casnych genl je zndzornéna zelené
a oranzove¢, pozdni geny modie a regulacni oblast (URR) zluté. Promotory pro ¢asné a pozdni geny jsou
znazornény zahnutymi $ipkami a ozna¢eny zkratkami P (early promotor) a Py, (late promotor). Cerné $ipky
oznacené pAg (early polyadenylation) a pAr (late polyadenylation) ukazuji polyadenylaéni signaly pro ¢asné
a pozdni geny. Tecka v regula¢ni oblasti je misto pocatku replikace virového genomu (ori, origin of
replication). Pievzato z (Van Doorslaer et al., 2018) a upraveno podle (Yu et al., 2022).

2.1 Regulacni oblast

Pro regulacni oblast se pouziva zkratka URR (upstream regulatory region) nebo LCR
(long control region). Tato ¢ast genomu nekdduje zadné proteiny, nachazi se zde replikacni

pocatek (ori, origin of replication), ¢asny promotor (Pg, early promotor) a vazebna mista pro

bunécné i virové transkripéni faktory (Van Doorslaer et al., 2018) [obrazek I].



2.2 Casné geny HPV

Casné geny, znacené pismenem E (early), koduji nestrukturni proteiny. Papilomaviry jsou
zéavislé na replikacnim aparatu hostitelské bunky, koduji si vSak dva proteiny, E1 a E2, které
jsou pro jejich replikaci nezbytné (Ustav and Stenlund, 1991). E1 i E2 maji své vazebné misto
Sedman et al., 1997). Protein E1 je DNA helikaza (Hughes and Romanos, 1993), ktera krom¢
rozplétani dvousroubovice DNA rekrutuje hostitelskou DNA polymerdzu alfa-primazu na

replikacni pocatek (Bergvall et al., 2013).

Protein E2 je virovy regulétor transkripce, ktery funguje jako aktivator nebo represor
casn¢ho promotoru u HPV (Phelps and Howley, 1987; Romanczuk, Thierry and Howley,
1990), ucastni se regulace exprese virovych onkoproteinti E6 a E7 (Nishimura et al., 2000).
Dale hraje vyznamnou roli pfi udrzovani perzistentni infekce v nediferencovanych buiikéch
epitelu. Zprostiedkovava totiz vazbu mezi virovym genomem a chromozomem hostitelské

bunky, a tim zajist'uje segregaci virové DNA do dcefinych buné¢k (Ilves, Kivi and Ustav, 1999).

Protein E17E4 je translatovan ze sestfizené mRNA sestavajici se z ¢asti ORF E1 a ORF
E4 (Van Doorslaer et al., 2018) [obrazek I]. Tento protein je syntetizovan az v diferencujicich
buiikach (Doorbar et al., 1997) a jeho transkripce je zahajena z pozdniho promotoru (Chow et
al., 1987). Protein E1"E4 vaze keratinova intermedialni filamenta, zptsobuje jejich preskladani
nebo dokonce degradaci, ¢imZ napomahd k disrupci keratinocytli a uvoliiovani viriond ve

vrchnich epitelidlnich vrstvach (Wang et al., 2004; McIntosh ef al., 2010).

Protein E8*E2 je translatovan podle sestfizen¢ mRNA a funguje jako represor viroveé
transkripce a replikace (Van Doorslaer et al., 2018). Protein E8"E2 se sestava z E§ domény,
kterd zajiStuje inhibi¢ni funkci, a z C-konce proteinu E2, ktery obsahuje DNA-vazebnou

doménu (Stubenrauch et al., 2000, 2007).

Proteiny E5, E6 a E7 budou popsany v kapitole: 4.1 Karcinogeneze a viroveé

onkoproteiny.

2.3 Pozdni geny a struktura kapsidy

Pozdni geny koduji strukturni, kapsidové proteiny L1 a L2 (Doorbar and Gallimore,
1987), jejichz exprese je zahajena az ve vrchnich epitelialnich vrstvach (Doorbar et al., 1997).

Povrch ikosahedralni kapsidy papilomavirt se sklada ze 72 kapsomer, tj. 72 pentamert



majoritniho kapsidového proteinu L1 (Baker et al., 1991), ktery méa schopnost se samostatné
uspotradat a vytvaret tzv. VLPs (virus-like particles) (Hagensee, Yaegashi and Galloway, 1993).
Minoritni kapsidovy protein L2 je lokalizovany na vnitini stran¢ kapsidy a jeho mnoZzstvi se
pohybuje v rozmezi 12-72 molekul L2 na jednu virovou ¢astici (Buck et al., 2008). Oba
kapsidové proteiny jsou dulezité pro vstup viru do bunky (Kines ef al., 2009). Protein L2 dale
zajistuje transport virové DNA do jadra (Day et al., 2004) a v pozdnich fazich infekce
napomaha jeji enkapsidaci (Holmgren et al., 2005).

3 Taxonomie

Taxonomicky jsou zéstupci papilomavirt (PV) fazeni do ¢eledi Papillomaviridae, ktera
ma dv€ podceledi — Firstpapillomavirinae a Secondpapillomavirinae. (Van Doorslaer et al.,
2018). Do dnesniho dne bylo identifikovano vice nez 200 typu lidskych papilomavira (HPV),
které  jsou tazeny do péti  rodh— Alphapapillomavirus,  Betapapillomavirus,
Gammapapillomavirus, Mupapillomavirus a Nupapillomavirus (https://www.hpvcenter.se/;
Van Doorslaer et al., 2018). Lidské papilomaviry jsou podle tkanového tropismu déleny na
kozni a slizni¢ni. Rody beta, gama, mi a ny infikuji kdzi a rod alfa zahrnuje typy slizni¢ni
a nékolik koznich (de Villiers et al., 2004). Taxonomie ¢eledi Papillomaviridae je az po typy
zaloZena na nukleotidové sekvenci otevieného ¢teciho rdmce genu L1, ktery koduje majoritni
kapsidovy protein. Jednotlivé rody papilomavirli sdileji méné nez 60 % a druhy 60-70 %
nukleotidové sekvence ORF L1. V ramci druhtl se pak rozliSuji typy papilomaviri, které se
mezi sebou lisi vice neZ 10% v nukleotidové sekvenci ORF L1, tj. sdileji 71-89 % (de Villiers

et al., 2004).

Varianty jednotlivych typt papilomavirii se daji charakterizovat dvéma zplisoby, podle
nukleotidové sekvence L1 ORF nebo podle celého genomu. Podle ORF L1 se subtypy lisi 2-
10 % a varianty méné nez 2 % nukleotidové sekvence ORF L1 (de Villiers et al., 2004).
V soucasné dobé se také pouziva charakteristika podle celého genomu, kdy rozdil
v nukleotidové sekvenci méné nez 10 % definuje linie (1-10 %) a sublinie (0,5-1 %) (Chen et

al., 2011; https://pave.niaid.nih.gov/).


https://www.hpvcenter.se/

4 Zivotni cyklus a mechanismus karcinogeneze

Papilomaviry jsou tkanov¢ a druhové specifické patogeny, které napadaji vyssi
obratlovce. Nejdiive infikuji kmenové epitelialni bunky stratifikovaného epitelu, které lezi na
bazalni membrané pod vrstvami keratinocytil. Pfistup k bazalnim buitkdm je zajistén drobnym
poranénim klze nebo sliznice. Kmenové buiiky jsou rezervoarem perzistentni infekce a je
v nich udrzovén nizky pocet kopii virové DNA. Tento pocet je ustanoven po primarni replikaci
virového genomu, protoze poté je virova DNA replikovana pouze soucasné s replikaci genomu
bazalni bunky (Pesut ef al., 2021). Dalsi faze zivotniho cyklu PV jsou zavislé na diferenciaci
keratinocytt. Pti déleni kmenovych bunék se virovy genom dostava do bun€k dcefinych, které
postupné diferencuji smérem k povrchu, ave kterych Zivotni cyklus viru pokracuje az
k sestaveni kompletniho virionu. K uvoliiovani virioni do okoli dochdzi az z mrtvych

keratinocytll na povrchu epitelu (McBride, 2022).

Po navazani na receptor na bazéalnich buitkdch dochézi k endocytdéze virionu do bunky
(Kines et al., 2009) a jeho transportu do jadra (Day et al., 2004). V bazalnich bunkéch dochazi
k expresi Casnych gent, prvotni replikaci virového genomu austanoveni stabilni infekce

s nizkym poctem kopii virové DNA (Moody, 2017).

K produktivni fazi virového Zivotniho cyklu dochazi v diferencujicich keratinocytech.
Virové proteiny E5, E6 a E7 vytvareji v buiikach prostfedi vhodné pro replikaci virového
genomu, dok4Zi modulovat bunéény cyklus, diferenciaci a pfeZivani buiiky. Diferencujici
buiiky jsou témito proteiny manipulovany, znovu vstupuji do bunééného cyklu a poskytuji tak
viru replikacni proteiny (Moody, 2017). Pro replikaci viru jsou nezbytné enzymy, které se podili
na opravach DNA, virus proto spousti signaliza¢ni drahu, kterd vede k buné¢né odpovédi na

poskozeni DNA (Moody and Laimins, 2009).

Ve vrchnich vrstvach epitelu jsou exprimovany pozdni geny a jsou zde sestavovany

a uvoliovany viriony (Doorbar et al., 1997; Moody, 2017).

4.1 Karcinogeneze a virové onkoproteiny

U HR-HPV typt hraji proteiny E5, E6 a E7 roli pii transformaci bunék, jsou tudiz
oznacovany jako onkoproteiny. HR-HPV E6 a E7 jsou nezbytné pro imortalizaci a transformaci
keratinocytll a udrZeni jejich transformovaného stavu (Hawley-Nelson et al., 1989; Jonson et

al., 2008). Onkoprotein E5 k bunécné transformaci ptispiva, neni vSak nezbytny.



Béhem HPV infekce Casto dochazi k integraci virového genomu do hostitelské DNA.
Tato udalost casto vede ke ztraté nekterych virovych gend, nejcastéji genu £2. Onkogeny E6

a E7 vsak vétSinou zlstavaji neporusené a dochézi k jejich zvySené expresi (Tomaic, 2016).

4.1.1 Onkoprotein ES

Onkoprotein E5 je hydrofobni transmembranovy protein, ktery je kodovan pouze
alfapapilomaviry. Aktivaci receptoru pro epidermalni riastovy faktor stimuluje bunky

k proliferaci, dale pak napomaha tuniku viru pfed imunitnim syst¢émem (McBride, 2022).

4.1.2 Onkoprotein E6

Onkorotein E6 obsahuje okolo 150 aminokyselin a interaguje s mnoha bunécnymi
proteiny, jako jsou p53, E6AP, proteiny s PDZ-vazebnou doménou, histonové acetyltransferazy
a dalsi (White et al., 2012). Protein E6 inhibuje funkci proteinu p53. Protein p53 reaguje na
poskozeni DNA a jeho aktivita vede k zastaveni bunééného cyklu nebo az k apoptoze. Protein
E6 zpusobuje ubiquitin-dependentni degradaci proteinu p53 (Scheffner et al., 1990), interaguje
totiz s bunécnou ubiquitin ligdzou E6AP (E6-associated protein, E6-asociovany protein), ktera
protein p53 v komplexu s proteinem E6 ubiquitinuje, coz nasledné vede k jeho degradaci v
proteasomu (Scheffner et al., 1993). Onkoprotein E6 také inhibuje aktivitu p53, tim ze vaze
jeho transkripéni koaktivator (histon acetyltransferazu) CBP/p300 (Zimmermann et al., 1999).
Protein E6 také dokaZe pfimou interakci s p5S3 zabranit jeho vazbé na DNA, a tim inhibovat

jeho transkripcni aktivitu. (Lechner and Laimins, 1994).

Dalsi funkci onkoproteinu E6 je aktivace bunétné telomerazy, toho dosahuje aktivaci
promotoru genu pro katalytickou podjednotku telomerazy, a tim zvySuje jeji expresi (Oh, Kyo

and Laimins, 2001; Veldman et al., 2003).

Onkoproteiny E6 obsahuji PDZ-vazebny motiv (PBM), to jim umoziuje vazat nékteré
bunécné proteiny, které PBM také obsahuji, s tim, ze interakce téchto proteinti s proteinem E6
vede k jejich degradaci nebo zméné lokalizace v bunice. Mezi funkce cilovych proteinli patii
udrzovani bunécné polarity, regulace bunéného ristu a dalSich déji v buiice (PeSut et al.,
2021). Dtlezitym strukturnim motivem proteinu E6 je CXXC motiv, ktery se
v aminokyselinové sekvenci nachdzi Ctyfikrat a vytvaii dva motivy zinkového prstu
[obrazek 2]. Motiv CXXC vyznamné ovliviluje stabilitu a transformacni kapacitu proteinu

(Cole and Danos, 1987; Kanda et al., 1991).
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Obrazek 2: Schématické znazornéni struktury onkoproteinu E6 u HPV16. Obrazek ukazuje
aminokyselinovou sekvenci a diilezité motivy proteinu E6 a nékteré proteiny, které s nim interaguji. Zluté
jsou zvyraznény &tyii CXXC sekvence vytvaiejici strukturni motivy zinkového prstu. Cervené je zndzornéna
LXXLL sekvence, na kterou se vaze E6AP, ¢ervenou barvu ma také PDZ-vazebny motiv na C-konci
proteinu. Pfevzato a upraveno z (Pesut et al., 2021).

4.1.3 Onkoprotein E7

Protein E7 ma ~ 100 aminokyselin a obsahuje tfi konzervované regiony — CR1, CR2
a CR3 [obrdzek 3]. Soucésti domény CR2 je LXCXE vazebny motiv nezbytny pro interakci
s proteinem pRb, ktery je dilezitym regulatorem bunééného cyklu aftadi se mezi tumor
supresory. Protein pRb vaze transkripcni faktor E2F, a tim ho inhibuje. Vazba E7 na pRb
zpisobuje uvolnéni E2F, ktery tak mutze stimulovat expresi genti, které jsou dulezité pro
progres bunéénym cyklem, konkrétné pro ptechod z G1 do S faze (Tomaic, 2016; PeSut ef al.,
2021). Protein E7 zplsobuje ubiquitin-dependentni degradaci pRb v proteazomu, a to diky
interakci s cullin 2 ubiquitin ligdzou (Boyer et al., 1996; Huh et al., 2007). Protein E7 dale
interaguje a destabilizuje proteiny p107 a pl130, které patii do pRb rodiny a také reguluji
bunécny cyklus (Gonzalez et al., 2001). DalSimi regulatory buné€ného cyklu, jejichz aktivitu
protein E7 inhibuje, jsou p21 a 27. Tyto proteiny zajiStuji zastaveni bunécného cyklu pii

poskozeni DNA tim, Ze inhibuji cyklin-dependentni kindzy (Tomaic, 2016).

Protein E7 také dokaze diky interakci s histonovymi acetyltransferdzami a histonovymi
deacetyldzami ovlivilovat strukturu chromatinu, atim regulovat transkripci. A kromé

bunééného cyklu moduluje protein E7 i signalni drahy imunitni odpovédi na virovou infekci
(PeSut et al., 2021).

Aktivita proteinu E7 je v pribéhu bunééného cyklu regulovana fosforylaci kasein

kindzou II, ktera fosforyluje seriny na pozici 31 a 32, které se nachazi v blizkosti LXCXE

motivu (Massimi and Banks, 2000) [obrazek 3].
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Obrazek 3: Schématické zndzornéni struktury proteinu E7 u HPV16. Jsou zde vidét tii konzervované
domény CR1-3, aminokyselinové sekvence a interakéni partnefi proteinu E7. Cervené je znazornén sekvence
LXCXE dulezita pro vazbu proteini z rodiny pRb a Zlut€ jsou znazornény dvé sekvence CXXC tvorici
strukturni motiv zinkového prstu. Sipka ukazuje na fosforylaéni mista pro CKII (kasein kinéza II). Pievzato
a upraveno z (Pesut ez al., 2021).

5 HPV a onemocnéni

Lidské papilomaviry infikuji kozni a slizni¢ni epitely. VétSina papilomavirovych infekci
ma asymptomaticky prubéh. Nékteré typy vSak mohou zplisobit benigni produktivni 1éze, jako
jsou bradavice na kizi a papilomy na sliznicich, a nékteré typy mohou zpusobit az nadorovou
transformaci bunék. Mezi malignity spojené s infekci HPV patii nadory anogenitalniho traktu
(rakovina délozniho c¢ipku, vulvy, pochvy, anu, penisu) a nékteré nadory hlavy a krku.
Onkogenni typy HPV patii do rodu Alphapapillomavirus, konkrétné¢ do druht alfa-5, alfa-6,
alfa-7, alfa-9 aalfa-11, vétSina alfapapilomavirli infikuje sliznice a prenaseji se predevsim

sexudlnim kontaktem (McBride, 2022).

Ackoliv typy HPV zrodu Betapapillomavirus zpisobuji vétSinou asymptomatické
infekce a tvofi béZnou soucast mikrobiomu, mohou s UV zéafenim jako kofaktorem vyvolat

vznik dlazdicobunécného karcinomu klize u jedinct s imunodeficienci. (McBride, 2022).

Dalsi kapitoly se zabyvaji nadory, které zpisobuji HPV z rodu alfa.

5.1 Cervikalni intraepitelidlni neoplazie a rakovina déloZniho ¢ipku

Lidské papilomaviry jsou hlavni pfi¢inou rakoviny déloZzniho ¢ipku (CC, cervical cancer),
kde je prevalence HPV témér 100 % (Walboomers et al., 1999; de Martel et al., 2017). CC je
dnes ¢tvrtym nejcastéjSim nadorovym onemocnénim u Zen. Celosvétoveé za rok 2020 na CC

zemielo skoro 350 000 Zen a pfibylo ptes 600 000 novych piipadl (Sung et al., 2021).



Pozorované zmény na sliznicich po infekci HPV se nazyvaji cervikalni intraepitelialni
neoplazie (CIN, cervical intraepithelial neoplasia). CIN jsou l1éze tvorené atypickymi buiikami
a podle zavaznosti se déli na CIN1, CIN2 a CIN3, kdy CIN2 a CIN3 se fadi mezi intraepitelidlni
je méné zavazny nez CIN1 se nazyva ASCUS (Atypical Squamous Cells of Undetermined
Significance). VétSina papilomavirovych infekei (~ 90 %) u Zen s cytologickymi nalezy <
CIN1 je potlacena imunitnim syst¢émem do dvou let (Schiffman et al., 2007). VéEtsi riziko
vzniku a progrese prekancerdznich stadii smérem k CC je spojeno s perzistentni infekci HR-
HPV (Wheeler ef al., 2006). Nejvice perzistentnim typem je HPV 16, ktery je vice nez dvakrat
castéjs$i u CC nez u neoplazii nizsi ttidy (CIN1) (Clifford et al., 2005). U perzistentnich infekci
zpusobenych HPV16 je vyssi riziko vzniku CIN2/3 a CC v porovnani s perzistentnimi

infekcemi jinych HR-HPV (Wheeler et al., 2006).

HPV zptisobuji dva histologicky odlisné typy karcinomii: karcinom dlazdicovych bunék
(SCC, squamous cell carcinoma) a adenokarcinom (ADC), coz je karcinom zlazového epitelu.
Nejcastéji detekovanymi typy u CC jsou HPV16 a HPV18, které jsou dohromady zodpovédné
za vice nez 70 % ptipadu. I kdyz se distribuce jednotlivych typtt HPV v rliznych geografickych
regionech lisi, je HPV16 nejcastéjsim (57 %) a HPV18 druhym nejcastéjSim (16 %) typem
u CC po celém svéte (Li et al., 2011).

5.2 Nadory hlavy a krku

Mezi rizikové faktory, které mohou pfispivat ke vzniku karcinomii hlavy a krku, patii
krom¢ koufeni a konzumace alkoholu také infekce HPV. S HPV je asociovany zejména
orofaryngealni karcinom (OPSCC, oropharyngeal squamous cell carcinoma) a déle také
karcinom hrtanu a Gstni dutiny. Prevalence HPV u OPSCC se vSak vyrazné¢ 1i8i v riznych
Castech svéta a také v zavislosti na stafi studie, v poslednich dekédach byl totiZ zaznamenan
velky nariist HPV-pozitivnich OPSCC, a to hlavné v Severni Americe a Evropé (Mehanna et
al., 2013; Stein et al., 2015). Podle vysledkl z meta-analyzy stoupla prevalence HPV v Evropé
z 35 % pied rokem 2000 na 73 % po roce 2005 a v Severni Americe stoupla z 51 % na 70 %
(Mehanna et al., 2013). Nejcastéji detekovanym typem u OPSCC je HPVI16, ktery je
zodpovédny za vice nez 80 % HPV-pozitivnich OPSCC (Mehanna et al., 2013), nekdy je
dokonce uvadéno vice nez 90 % (Stein et al., 2015; LeConte et al., 2018).



Nadory hlavy a krku obecné postihuji vice muze nez zeny, konkrétné OPSCC je u muzt
4krat Castéjsi nez u zen (Sung et al., 2021). Pacienti s HPV-pozivnimi OPSCC jsou mladsi a je
mezi nimi mén¢ kuidkli v porovnani s HPV- negativnimi pacienty. Také bylo zjisténo, ze lidé

s HPV+ OPSCC Iépe reaguji na 1é¢bu a maji vyssi miru pieziti (Young et al., 2015).

5.3 Ostatni anogenitalni nadory asociované s HPV

Na rozdil od rakoviny délozniho ¢ipku jsou nadory vulvy, pochvy, anu a penisu relativné

vzacné (Sung et al., 2021). Nejcastéji detekovanym typem je u vSech HPV 16 [tabulka 1].

. procentualni
lokace HPV- v e procentuall}l Druhy zastoupeni 2.
asociovaného PRI TS Nejcastejsi zastoupent nejcastejsi typ | nejcastéjsSiho
nadoru HPV typ HPV HPVI6 u HPV typu u HPV+
HPV+ nadort Aol
nadort
anus 88,3 % HPV16 80,7 % HPV18 3,6 %
délozni hrdlo 99,7 % HPV16 56,6 % HPV18 16,0 %
penis 50,8 % HPV16 68,3 % HPV6 8,1 %
vagina 74,0 % HPV16 59,0 % HPV18, HPV52 | 6,0 %; 6,0 %
vulva 25,1-39,1 % HPV16 > 70,0 % HPV33 ~T7%

Tabulka 1: Prevalence HPV u anogenitalnich nadort a procentualni zastoupeni dvou nejéastéjsich
typtt HPV u HPV -pozitivnich nadord. Data z (Walboomers et al., 1999; Li et al., 2011; Sanjosé et al., 2013;
Alemany et al., 2014, 2015; Olesen et al., 2019; Li et al., 2023)

6 Varianty HPV16

HPV16 je nejCastéjSim typem detekovanym uvSech HPV-pozitivnich nadort

(Castellsagué et al., 2016) [tabulka 1], a to z n&j d€l4 asi nejstudované;jsi typ.

Jednotlivé typy HPV jsou podle miry odliSnosti nukleotidové sekvence celého genomu
dale d¢leny na linie a sub-linie (Chen ef al., 2011). Genom HPV16 vSak vykazuje variabilitu
1 v ramci linii a sub-linii a vétsina izolovanych genoml ma unikatni sekvenci (Mirabello ef al.,
2017; Arroyo-Miihr ef al., 2018). Onkogenni potencial je proto studovan nejen na urovni linii
a sub-linii, ale ina urovni jediného nukleotidu, tedy jednonukleotidovych polymorfismi
(SNPs, single nucleotide polymorphisms), a to zejména v onkogenech E6 a E7. Slovni spojeni
,varianty HPV16*“ zahrnuje linie a sub-linie HPV16, ale také konkrétni SNPs v genomu
HPV16.
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6.1 Linie a sub-linie HPV16 a jejich identifikace

Dftive byly linie HPV pojmenovany podle geografické distribuce vyskytu, u typu HPV16
to byly evropska (EUR), asijska (AS), africka-1 (AFR1), africka-2 (AFR2), asijsko-americka
(AA) aseveroamerickd (NA) linie [obrdazek 4]. Tyto linie byly poprvé historicky
charakterizovany na zdklad¢ sekvence LCR nebo LCR a nékolika genli (Ho et al., 1993;
Yamada et al., 1995). Kazda linie a sub-linie ma specifickou kombinaci SNPs, kterymi se
odliSuje od jinych linii/sub-linii. V genomech HPV se vSak Casto nachazi i dalsi SNPs, které
necharakterizuji zadnou linii/sub-linii. Ve Studii Cornet a kol. (2012) byly v sekvenci genu E6
a LCR identifikovany specifické SNPs pro jednotlivé linie a sub-linie, tzv. diagnostické SNPs.
Celkem bylo osekvenovano 953 gent £6 a URR z izolath HPV16 z 27 zemi (Cornet et al.,
2012). V mnoha recentnich studiich se stale setkame s identifikaci linii a sub-linii podle
specifickych SNPs v téchto oblastech genomu, n¢kdy pouze podle genu E6. V nejnovéjsich
studiich se také ¢im dal Castéji setkdme s rozliSovanim linii a sub-liniii na zakladé sekvence
celého genomu, coz bylo umoznéno diky sekvenovani nové generace (NGS, next generation
sequencing), diky kterému je mozné ziskat velké mnozstvi sekvenci celych virovych genomi

za kratsi as v porovnani se starSimi sekvenacnimi metodami.

Dnes jsou linie nejcastéji oznacovany vekymi pismeny abecedy (A, B,...atd.). Typ
HPV16 ma ¢tyfi linie A, B, C a D, v ramci kterych je rozliSovano Sestnact sub-linii: A1-3 (diive
oznacované jako evropské, EUR), A4 (asijskd, AS), B1-4 (africké 1, AFR1), C1-4 (africké 2,
AFR2), D1 (severoamericka, NA), D2-3 (asijsko-americké, AA) a D4 (Mirabello et al., 2016,
2018) [obrdzek 4].
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Obrazek 4. Fylogeneticky strom linii a sub-linii HPV16. Linie A se sub-liniemi A1-4 jsou znazornéné
modrou barvou, linie B se sub-liniemi B1-4 tmav¢ zelenou, linie C se sub-liniemi C1-4 svétle zelenou a linie
D se sub-liniemi D1-4 fialovou barvou. Vytvotfeno podle (Mirabello et al., 2018).

6.2 Linie a sub-linie u karcinomu délozniho hrdla

Celosvétova studie Clifford a spol. (2019), ktera analyzovala pies 7100 sekvenci celych
genomit HPV16 u HPV16-pozitivnich (HPV16+) Zen, se zabyvala geografickou distribuci
jednotlivych sub-linii a jejich rizikem vzniku CC. Do studie byly zahrnuty Zeny s normalni
cytologii, ASCUS, CIN1-3 a s CC. Sub-linie A1l se ukédzala byt svétove nejrozsifenejsi a v této
studii byla detekovéna u 61,1 % HPV16+ Zen bez ohledu na diagnoézu, dominantni byla
v Evropé, Stfedni/Jizni Americe, Severni Americe, jizni Asii a Oceanii, kde byla jeji prevalence
pies 70 %. Hojné zastoupend byla 1vseverni Africe, sub-saharské Africe a vychodni
Asii (15 - 30 %) (Clifford et al., 2019). Linie B, C, D a sub-linie A3 a A4 vykazuji vétsi
geografickou specifitu nez Al a A2. Linie B a C jsou typické pro Afriku a sub-linie A3 a A4
pro vychodni Asii. Linie D je nejcastéj$i ve Stfedni a Jizni Americe, kde byla detekovana
u 24 % HPV16+ Zen, a v ostatnich geografickych regionech, kromé Oceanie, tvotila 10-20 %
HPV16 izolatt (Clifford et al., 2019).

Ukazalo se, Ze pii infekci nékterymi sub-liniemi je vys$i riziko vzniku a progrese
prekanceroznich stadii smérem k CC. Sub-linie Al je svétové nejrozsifenéjsi a je vyuzivana
jako referencni, onkogenni potencidl jednotlivych sub-liniii je porovnavan pravé s Al.

(Mirabello et al., 2016; Clifford et al., 2019). Dv¢ velké studie se shodly na nasledujicim: pii
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infekci sub-linii A4 a linii D je mnohem vyssi riziko vzniku CC a sub-linie A2 je srovnatelné
rizikova s Al. Obé studie sekvenovaly celé genomy HPV 16 a pro urceni rizikovosti vyuzivaly
studie ptipadi a kontrol (Mirabello et al., 2016; Clifford et al., 2019). Ve studii Clifford a spol.
(2019) byly do kontrolni skupiny zatazeny Zeny s cytologii < CIN1 a do ptipadu zeny s CC.
Ukazalo se, Ze u sub-linie A4 alinie D je asociace s CC vyssi v regionech, kde jsou tyto
linie/sub-linie bézné. V porovnani s Al byla sub-linie A4 6,6krat rizikovejsi v Asii a linie D
byla 6,2krat rizikovéjsi v Severni Americe a 2,2krat ve Stfedni a Jizni Americe. U sub-linii A1l
a A2 nebyly vyznamné rozdily mezi kontrolami a ptipady, také pro linie B a C nebyla v této
studii prokézéna vyssi rizikovost (Clifford et al., 2019). Studie Mirabello a spol. (2016) je
studie z USA, kterd zahrnovala 3200 HPV16+ Zen s normdlni cytologii, ASCUS, CINI-3
i s CC. Do kontrolni skupiny byly zatazeny zeny s cytologii < CIN2 a do ptipadti CIN3 a/nebo
CC. Jako nerizikov¢jsi se zde ukéazaly sub-linie D2 a D3, které byly vice prevalntni u CIN3
a CC nez u kontrol. V této studii byla asociace s CC, v porovnani s A1/A2, 28krat vys$si u sub-
linie D2 a 14krat vyssi u D3. Vyssi rizikovost se prokézala i u sub-linie A4. Dale byla zjisténa
rozdilna rizikovost jednotlivych sub-linii v zavislosti na etniku/rase, kdy nejvyssi vyssi riziko
vzniku CIN3/CC pfi infekci sub-liniemi D2 a D3 bylo u Zen hispanského piivodu a pfi infekci
sub-linii A4 uZen asijského plvodu. Je mozné, Ze diky spolecnému vyvoji s ur€itym
etnikem/rasou se tyto sub-linie dokazi lépe vyhybat imunitnimu systému a persistovat

(Mirabello et al., 2016).

Né&které studie ukazuji, Ze sub-linie se mezi sebou li§i i prevalenci u jednotlivych
histologickych typt CC, tedy u SCC a ADC (Mirabello et al., 2016; Nicolas-Parraga et al.,
2017; Clifford et al., 2019). Studie Nicolds-Parraga a spol. (2017), ktera analyzovala vzorky ze
118 SCC a 120 ADC pochazejici z Evropy, Stfedni/Jizni Ameriky, Asie a Afriky, se zabyvala
distribuci linii/sub-linii u jednotlivych histologickych typh. Sub-linie byly identifikovany na
zakladeé sekvence LCR, genu E6 a L2, které byly ziskany Sangerovym sekvenovanim. Ukéazalo
se, ze linie D je vice asociovana s ADC v porovnani se sub-liniemi A1-3, které jsou mnohem
castéjsi u SCC. V Asii byla pro vznik ADC rizikovéjsi také sub-linie A4 [obrdzek 5]. Celkem
byly v této studii sub-linie A1-3 detekovany u 81 % SCC, ale pouze u 46 % ADC a linie D byla
zodpovédna pouze za 9 % SCC, ale 40 % ADC. Linie B a C jsou mimo Africky region vzacné
atéto studii nebylo dostatecné mnozstvi vzorkd pro prokdzani asociace s nékterym
z histologickych typtt CC (Nicolas-Parraga et al., 2017). Zda se, ze pti infeket linii D je riziko
vzniku ADC vyssi celosvétové, ale ve Stfedni/Jizni a Severni Americe je jeSté vyraznéjsi

(Mirabello et al., 2016; Nicolds-Parraga et al., 2017; Clifford et al., 2019) [obrazek 5]. Ve
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studii Mirabello a kol. (2016) z USA, ktera zahrnovala 69 SCC a 40 ADC, se asociace s ADC
prokazala pro sub-linie D2, D3 a A4. V porovnani s A1/2 m¢la sub-linie D2 témet 140krat vyssi
riziko vzniku ADC, ale pouze 7,6krat vyssi riziko vzniku SCC, u D3 bylo riziko 59krat vyssi
pro ADC a 5,2krat pro SCC a u A4 9,8krat pro ADC a 1,9krat pro SCC.

100% -
90% I
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%
0
SCC ADC SCC ADC SCC ADC

ADC SCC
(n=33) (n=28) (n=26) (n=29) (n=43) (n=30) (n=69) (n=40)

X

Evropa Asie Str./). Amerika Sev. Amerika

mAl-3 mA4 mB mC mD

Obrazek 5: Distribuce variant HPV16 u histologickych typi cervikalniho karcinomu v ramci Etyfech
geografickych regiont. Sub-linie A1-3 jsou znazornéné modrou barvou, sub-linie A4 oranzovou, linie B
tmaveé zelenou, linie C svétle zelenou a linie D fialovou barvou. Data pro Evropu, Asii a Stfedni/Jizni
Ameriku jsou z (Nicolas-Parraga et al., 2017), data pro Severni Ameriku jsou ze studie z USA (Mirabello et
al., 2016).

6.3 Variabilita genomu HPV16

Genom papilomavirt je vysoce variabilni na tirovni jednotlivych izolatd, studie ukazaly,
ze vétSina HPV16+ Zen je infikovana HPV 16 s unikatnim genomem (~ 80 %) (Mirabello et al.,
2017; Arroyo-Miihr et al., 2018). Variabilita izolovanych HPV16 genomil je porovnavéana
s referencnim genomem HPVI16REF (prototyp), ktery patii do linie A/sub-linie Al
(https://pave.niaid.nih.gov/).

Ve studii Mirabello a kol. (2017) bylo analyzovano 5 570 celych genomtt HPV16 a cilem
této studie bylo zjistit, jak genetickd variabilita sekvence HPV16 ovliviluje vznik
prekanceroznich stadii a CC. Sekvence genomi HPV16 od kontrolni skupiny, kam bylo

zahrnuto 1 165 vzorkl z cytologii < CINI, byly porovnavany s genomy z CIN2 (n=1 150),
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CIN3/AIS (n=1407) aCC (n=1 848). Asociace SNPs srizikem vzniku CIN3/CC byla
studovana pouze u linii Al a A2 z divodu nizkého poctu ostatnich sub-linii. Celkem bylo
nalezeno 1 985 variabilnich pozic. V této studii bylo porovnavdno mnozstvi vzacnych SNPs
(frekvence <1 %) u pfipadii a kontrol. Ukdazalo se, Ze kontroly obsahovaly vice vzacnych
SNPs. Nesynonymni a nonsense vzacné SNPs byly mnohem castéj$i u kontrol v porovnani
s ptipady, ato zejména v sekvenci genu E7, dale také v sekvenci gent E/ aLl. Gen E7,
u pfipadii a kontrol dohromady, mél také v porovndni s ostatnimi geny nejmensi pomér
nesynonymnich a synonymnich mutaci (Mirabello ef al., 2017). I v jinych studiich bylo mensi
mnozstvi SNPs v genomech HPV16 z prekancerdznich stadii a CC v porovnani s genomy z
kontrol (Hirose et al., 2018; Zhu et al., 2020). Svédska studie Arroyo-Miihr a kol. (2018)
analyzovala celé genomy HPV16 z 218 vzorkli od zen s CIN3, CC a normélni cytologii. V této
studii bylo nalezeno témét 600 variabilnich pozic v genomu HPV16. Nejvice variabilni oblasti

genomu zde byla regula¢ni oblast a nejméné variabilni byl gen E7.

Sedm SNPs, které se vyskytovaly s frekvenci > 1 %, bylo ve studii Mirabello a kol.
(2017) v analyze ptipadl a kontrol vyrazné asociovano s vy$§im nebo niz$im rizikem vzniku
CIN3/CC. U sub-linii A1/2 byly identifikovany dva SNPs v regula¢ni oblasti na pozicich 7 387
a 7359, ukterych bylo riziko niz§i. U sub-linie A2 bylo identifikovano pét SNPs s vyssi
rizikovosti, dva v regulacni oblasti na pozicich 7 507 a 7 868 a tfi v genu L2 na pozicich 5 032,
4247 a5 121 (Mirabello et al., 2017). V této studii nebyla déle rozebirana vyznamnost téchto
SNPs.

6.3.1 Konzervovana sekvence genu E7

Gen E7 je nejvice konzervovanym genem v HPV16 genomu a vétSina HPV16 izolatt
z A1/A2 linie mé sekvenci genli £7 shodnou s prototypem (Mirabello et al., 2017; Arroyo-
Miihr et al., 2018). Konzervovand sekvence genu E7 se zda byt kli€ova pro jeho transformacéni
schopnost (Mirabello et al., 2017). Ve studii Arroyo-Miihr a kol. (2018) mélo 83 % zZen s CIN3
nebo CC sekvenci genu E7 shodnou s prototypem (Arroyo-Miihr et al., 2018). Studie Mirabello
a kol. (2017) pfi analyze ptipadl a kontrol ukézala, Ze geny E7 jsou u piipadi CIN3/CC
mnohem méng variabilni nez geny E7 ukontrolni skupiny (< CIN2). Velky rozdil byl
zaznamenan hlavné v mnozstvi nonsense/nesynonymnich mutaci, u4,6 % kontrol byly
nalezeny nesynonymni/nonsense mutace v genu E7, ale u ptipadi CIN3/CC to bylo pouze
0,7 %. Rozdil mezi ptipady a kontrolami byl také v poméru synonymnich a nesynonymnich

mutaci v sekvenci genu E7. V obou skupinach bylo zaznamenano vice synonymnich mutaci
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nez nesynonymnich, ale zatimco u kontrol bylo synonymnich 3,6krat vice u prekancer6znich

stadii/CC 20krat.

Nekteré varianty genu E7, které byly ve studii Mirabello a kol. (2017) nalezeny pouze
u kontrol a varianty nalezené u prekancerdznich stadii, byly pozdéji studovany v in vitro studii
(Lou et al., 2022). V této studii byly porovnavany bunécné kultury transfekované plasmidem
s genem E7, jehoz sekvence byla shodna s prototypem, a kultury transfekované plasmidem s
variantami genu E7. VSechny produkty variant disponovaly mensi transformacni aktivitou
a jejich hladina byla v bunikdch nizSi v porovnani s proteinem E7 kddovanym prototypem
HPV16. Nejnizsi transformacni aktivitu vykazovaly varianty HO9R, E33K, P92L a P92S
identifikované pouze u kontrol. Buiiky s témito variantami také vykazovaly mensi schopnost
migrace v porovnani s buitkami s prototypem. Buiiky s variantami R77S a P6L m¢ly hladinu
proteinu E7 v jadfe téméf na stejné Urovni jako ubunék s prototypem. Varianta R77S
vykazovala téméf stejnou transformacni aktivitu jako prototyp a schopnost migrace bunck
s touto variantou byla na stejné urovni jako u bunék s prototypem (Lou et al., 2022). Varianta
HS51N byla nalezena i v jinych studiich u CIN3 a také u OPSCC (LeConte ef al., 2018; Totaro
et al., 2022). Ve studii Hirose a kol. (2018) byla u CIN2/3 identifikovana varianta R77L.

Zdé4 se, ze nesynonymni mutace v genu E7 Casto vedou k niz$i expresi a syntéze
defektnich proteinti E7 (Lou et al., 2022), a ze konzervovana sekvence genu E7 je zasadni pro
rozvoj rakoviny (Mirabello et al., 2017). Nesynonymni mutace na nékterych pozicich v genu

E7 jsou vSak kompatibilni se vznikem OPSCC a prekancerdznich stadii CC.

6.3.2 Mutace v genomu HPV16 zpiisobené enzymem APOBEC3

Vétsina HPV16 izolath ma unikatni sekvenci a genomy HPV16 od kontrol (< CIN 2)
obsahuji vice SNPs nez HPV'16 z prekancer6znich stadii a CC (Mirabello et al., 2017). Nekteré
studie ukazaly, Ze ¢ast variability genomi HPV16 by se dala vysvétlit aktivitou hostitelskych
enzymu z rodiny APOBEC3 (Hirose et al., 2018; Zhu et al., 2020). APOBEC3 funguji jako
cytidin deaminazy a hraji dileZitou roli pfi antivirové imunitni odpovédi buiiky. Konkrétné
u HPV je vyznamny zejména APOBEC3A a APOBEC3B. Cilové misto tohoto enzymu je
dinukleotid TC (Warren et al., 2017). Deaminaci cytosinu vznikd uracil, coz nakonec vede
k zaméné cytosinu za thymin (C — T). Studie ukazaly, Ze velkd &ast substituci C — T
v genomech HPV16 vznikla na cilovém misté¢ pro APOBECS3, a tak se zda, ze nékteré mutace
vznikaji de novo v priibéhu infekce v ramci hostitele (Hirose et al., 2018; Zhu et al., 2020).

Dalsi indikaci, ze APOBEC3 edituje genom HPV16 v prubéhu infekce je zjisténi, ze SNPs
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potencionalné zptusobené¢ enzymem APOBEC3 se v populaci vyskytuji spise s nizsi frekvenci
v porovnani s SNPs, které nebyly zpisobené timto enzymem (Zhu et al., 2020; Faden et al.,
2021).

Studie ukazaly, Zze SNPs zplisobené enzymem APOBEC3 jsou spojené s benigni infekci
a vycisténim infekce HPV (Hirose ef al., 2018; Zhu et al., 2020). Studie Hirose a kol. (2018)
se zabyvala genetickou variabilitou typtt HPV 16, 52 a 58 v rdmci hostitele. Analyzovano bylo
151 vzorku z CIN1, CIN2/3 a CC. Substituce C — T tvofila u CIN1 61 % vSech substituci,
u CC pouze 33 % (Hirose et al., 2018). V jiné studii, kterd analyzovala ptes 5000 celych
genoml HPV16, se ukézalo, Ze genomy izolované z CIN2/3 obsahuji 0 30 % méné mutaci
potenciondln¢ zpusobenych editaci enzymem APOBEC3 v porovnani s genomy HPV16
u kontrolni skupiny (< CIN1) (Zhu et al., 2020). Také se ukazalo, ze vétSina nesynonymnich
anonsense mutaci v ORF E7 u kontrolni skupiny, byla na cilovém mist¢ pro APOBEC3
(Mirabello et al., 2017), a jak uz bylo dfive zminéno, varianty proteinu E7 disponuji mensi

transformacni aktivitou (Lou et al., 2022).

Ve studii Hirose akol. (2018) bylo v genomech HPV16 nalezeno 6,7krat vice
nesynonymnich mutaci nez synonymnich, a to z divodu vysokého poctu substituci na prvni a
druhé pozici kodonu. Ve studii Zhu a kol. (2020) bylo 95 % mutaci na cilovém misté pro
APOBEC nesynonymnich, ale pouze 71% mutaci, které nebyly zplisobené timto enzymem,
bylo nesynonymnich. Také studie analyzujici 72 sekvenci celych genomi HPV16 z OPSCC
ukdzala, Ze vice neZ 90 % mutaci zptisobenych enzymem APOBEC bylo nesynonymnich.
U mutaci nezpiisobenych enzymem APOBEC to bylo méné nez 80 % (Faden et al., 2021).
Tento jev by mohl byt vysvétlen tim, Ze je jen malo cilovych mist pro APOBEC, kdy je cytidin
na tfetim misté kodonu. Je mozné, Ze aktivitou enzymu APOBEC doslo k jejich vypotiebovani
v pritbéhu evoluce. Substituce na tietim misté kodonu jsou €asto synonymni, a tak je mozZné, ze
v pritbéhu evoluce dochézelo k toleranci editaci enzymem APOBEC na téchto pozicich.

(Warren et al., 2015).

Je mozné, ze aktivita APOBEC3 vyrazné ptispéla k evoluci slizni¢nich alfapapilomavird,
a také k vyvoji jednotlivych linii a sub-linii u HPV16 (Warren et al., 2015; Zhu et al., 2020).
Ukazalo se, ze genomy papilomavirii maji snizeny pocet dinukleotidid TC a u alfapapilomavird,
z nichZ vétSina infikuje sliznice, je pocet dinukleotidli TC redukovany nejvice. V buikach
slizni¢niho epitelu je zvySend exprese enzymi rodiny APOBEC3 v porovnani s buikami

kozniho epitelu. Existuje teorie, Ze zejména u slizni¢nich alfapapilomaviri dochéazelo
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v prub¢hu evoluce k selekci variant, které mély mensi pocet dinukleotidi TC (Warren ef al.,

2015).

Také byl zaznamenan rozdil v mnozstvi APOBEC-zptisobenych mutaci mezi sub-liniemi
A1/2 a D2/3 u kontrol (< CIN1). Kontroly se sub-linii D2/3 obsahovaly 2krat mén¢ téchto
mutaci nez kontroly s A1/A2 (Zhu et al., 2020), diky tomu by mohly mit kontroly se sub-liniemi

D2/3 zvysené riziko vzniku prekancer6znich stadii a CC.

6.4 Varianty genu E6

Studie zabyvajici se onkogennim potencidlem HPV16 se Casto zaméfuji na sekvenci
virového onkogenu E6. Sekvence genu E6 se lisi u jednotlivych sub-linii. Linie D, zejména
sub-linie D2 a D3, je asociovana s vy$§im rizikem vzniku CC v Severni, Stfedni a Jizni
Americe (Mirabello et al., 2016; Clifford ef al., 2019). Gen E6 u sub-linii D2/3 obsahuje pét
specifickych SNPs (G145T, T286A, A289G, C335T a T350G), z nichz tfi jsou nesynonymni
(G145T/C335T/ T350G) — vedou k zaméné¢ aminokyselin (Q14H, H78Y a L83V) (Cornet et
al.,2012). Nekteré studie se tak zabyvaly tim, jak rozdilna sekvence genu £6 u prototypu a sub-

linii D2/3 ovliviiuje jeho onkogenni potencial.

In vitro studie Niccoli a kol. (2012) se zabyvala schopnosti variant genu £6 imortalizovat
a transformovat primarni lidské keratinocyty pfi nepfitomnosti genu E7. Do jednovrstvych
bunéénych kultur byl pomoci retrovirovych vektor dopraven gen E6, ktery mél sekvenci
shodnou s prototypem (A1E6), nebo varianta genu E6, ktera obsahovala nesynonymni SNPs
charakteristické pro sub-linie D2/3 (D2/3E6). A1E6 1 D2/3E6 byly schopné imortalizovat
keratinocyty 1 bez genu E7, avSak varianta D2/3E6 byla efektivnéj$i. Bunééné kultury s D2/3E6
rostly rychleji a exprese katalytické podjednotky telomerdzy (hTERT, human telomerase
reverse transcriptase) byla vy$si v porovnani s kulturami s A1E6. Varianta D2/3E6 byla na
rozdil od A1E6 schopné transformovat lidské primarni keratinocyty bez genu E7 (Niccoli et
al., 2012). Mezi dalsi studie zabyvajici rozdilnym onkogennim potencidlem variant genu E£6
patii studie Jackson a spol. (2014, 2016). Varianty genu E6 zde byly studovany v kontextu
celého virového genomu. Varianta A1E6 méla sekvenci shodnou s prototypem a varianta
D2/3E6 obsahovala tfi nesynonymni substituce v genu £6, které jsou specifické pro sub-linie
D2/3. Pro studium byl pouZzit trojrozmérny epitelidlni model (organotypicka epitelialni raftova
kultura), ve kterém dochazi k diferenciaci keratinocyti, a ktery vytvaii vrstevnaty dlazdicovy

epitel podobny in vivo podminkdm. U epitelidlnich kultur s D2/3E6 byla zaznamenana vyssi
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exprese hTERT anizs§i exprese IFN-k (interferon kappa). Epitelidlni kultury s genomem
HPV16 v porovnani s kontrolni epitelialni kulturou bez HPV16 mély vice vrstev (hyperplazie)
ataké obsahovaly atypické bunky (dyspldzie). Varianta D2/3E6 méla vétsi schopnost
deregulovat diferenciaci keratinocyti a hyperplazie i dysplazie byla mnohem vyraznéjsi
u kultur s touto variantou v porovnani s kulturami s A1E6. Rafty s A1E6 obsahovaly jen jednu
az dvé vrstvy nediferencovanych bunck, na rozdil od raftd s D2/3E6, u kterych tvorily
nediferencované builkky az osm vrstev (Jackson et al., 2014). Dale se ukazalo, ze se kultury
lisily expresi nékterych virovych genii. Exprese genti £6 a E7 byla vyssi u varianty D2/3E6,
naopak exprese genu £2 byla vyssi u A1E6 (Jackson et al., 2014). Zda se, ze vétsi schopnost
proliferace epitelu s variantou D2/3E6 zpisobuje vyraznéjsi chromozomalni nestabilitu, a to
zvySuje nachylnost hostitelského genomu k integraci virové DNA. Vétsi tendence k integraci
u varianty D2/3E6 by vysvétlovala rozdily v genové expresi, jelikoz pii integraci dochdzi Casto
k preruSeni ¢i ztraté nekterych gentli, mezi které patii virovy transkripéni represor E2, a tim ke

zvySené expresi onkogent £6 a E7 (Jackson et al., 2016).

Vyznamnou funkci proteinu E6 je degradace proteinu p53. Ve dvou in vitro studiich,
které vyuzivaly jednovrstvé bunééné kultury a v buiikéch byl ptitomny pouze gen £6 nebo geny
E6 a E7, nebyly zaznamenany rozdily ve schopnosti degradovat protein p53 u variant A1E6
a D2/3E6 (Niccoli et al., 2012; Sichero et al., 2012). Ve studii, kterda zkoumala varianty genu
E6 v kontextu celého virového genomu, a kterd vyuzivala trojrozmérny epitelidlni model, byla
v kulturéach s variantou D2/3E6 niZsi exprese proteinu p53 nez v kulturach s A1E6 (Jackson et

al., 2014).

NejcastéjsSim polymorfismem v nukleotidové sekvenci genu E6 v ramcilinie A je
substituce T — G na pozici 350 (T350G), ktera vede v proteinu E6 k zdméné leucinu na pozici
83 za valin (L83V) (Cornet et. al., 2012). Néekteré¢ studie uvadi, ze varianta T350G se
v porovnani s prototypem (T350) 1isi rizikem vzniku prekancer6znich stadii/CC, jestli je vSak
riziko vysSi nebo niz§i zavisi na konkrétni populaci. Zdd se, Ze tato varianta je obecné
rizikov€j§i ve Stredni a Jizni Americe, kde se také nachéazi s vyssi frekvenci v porovnani
s ostatnimi geografickymi regiony (Cornet et al., 2013; Totaro et al., 2022). In vitro studie
zkoumajici schopnost variant genu E6 imortalizovat a transformovat keratinocyty bez
pfitomnosti genu E7 ukdzala, Ze varianta T350G dokadZe imortalizovat primarni lidské
keratinocyty na podobné urovni jako varianta D2/3E6, tedy efektivnéji nez prototyp. Bunécné
kultury s variantou T350G rostly rychleji a byla v nich zaznamenana vyssi exprese hTERT

v porovnani s kulturami s prototypem genu £6 (Togtema et al., 2015). Varianta T350G vsak na
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rozdil od D2/3E6 nedokaze zptisobit transformaci bunék in vitro bez ptitomnosti genu E7
(Niccoli et al., 2012; Togtema et al., 2015). V in vitro studii Sichero a kol. (2012), ktera se
zabyvala onkogennim potencidlem variant genu E6 v pfitomnosti genu E7, méla varianta
T350G vétsi transformacni kapacitu v porovnani s prototypem. Tato varianta nevykazovala
vetsi schopnost degradovat protein p53 v porovnani s prototypem (Sichero et al., 2012;

Togtema et al., 2015).

6.5 Varianty HPV16 u ostatnich anogenitalnich nadori

Vétsina studii se zaméfuje na varianty HPV16 u CC, existuji vSak i studie zabyvajici se
variantami HPV16 u ostatnich anogenitalnich naddort a jednou z nich je Nicolds-Parraga a spol.
(2016), ktera se zabyvala distribuci sub-linii HPV16 u karcinomt cervixu, vulvy, pochvy, anu
a penisu. Analyzovano bylo 692 HPV16+ vzorkil pochazejicich z Evropy, Asie a Stiedni/Jizni
Ameriky. Varianty byly identifikovany na zaklad¢ specifickych SNPs v sekvenci LCR a genech
L2 a E6. Pouze 9 vzorki patfilo do linie B a C, a tudiz byly z divodu nizkému poctu vyfazeny
z dalsi analyzy. Ukazalo se, Ze nejsou vyznamné rozdily v distribuci variant mezi jednotlivymi
anogenitadlnimi karcinomy v rdmci stejného geografického regionu s vyjimkou karcinomu anu
(AC) v Asii. NejcastéjSimi subliniemi ve vSech tfech regionech byly Al-3, ve Stfedni a Jizni
Americe byla vice prevalentni linie D a v Asii sub-linie A4 v porovndni s ostatnimi regiony.
Dohromady byly sub-linie A1-3 zodpovédné za vice nez 70 % vSech anogenitalnich nadort
s vyjimkou zminéného AC v Asii, kde byla nejvice prevalentni sub-linie A4 (80 %) (Nicolas-

Pérraga et al., 2016).

Papilomaviry jsou zodpovédné i za vznik neopldzii u muzi a nékolik studii se zabyvalo
distribuci a perzistenci variant HPV16 v populaci muzii (Gongalves et al., 2022; Ferreira et al.,
2023). Podle Ferreira a kol. (2023) je linie A spojena s 2,7krat vys$Sim rizikem dlouhodobé
perzistentni infekce genitalii u muzi v porovnani s ostatnimi liniemi. Studie trvala 3 roky
a jako dlouhodoba perzistentni infekce zde byla povazovana infekce trvajici > 12 mésicti. Do
této studie bylo zahrnuto pfes 700 HPV16+ muzi z USA, Brazilie a Mexika a linie byly
identifikovany na zakladé sekvence LCR oblasti. V pribe¢hu studie se u 17 muzii vyvinuly
U vSech PeIN 2/3 a téméft u vSech méné zadvaznych 1€zi byla detekovana sub-linie A1 (Ferreira
et al., 2023). Studie Gongalves a spol. (2022) zkoumala perzistenci variant HPV16 analniho
kandluu 124 HPV16+ muzi bez ohledu na diagnézu. Vzorky pochdzely z USA, Brazilie

a Mexika. V této studii nebylo zji$téno vyssi riziko perzistentni infekce u Zadné z linii.
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6.6 Varianty HPV16 u oropharyngealniho karcinomu

Typ HPV16 je u HPV+ OPSCC jesté prevalentnéjsi nez u CSCC (cervical squamous cell
carcinoma). V novéjsich studiich z USA byl HPV16 detekovan u vice nez 90 % HPV+ OPSCC
(LeConte et al., 2018; Lewis et al., 2021). Studie LeConte a kol. (2018) z USA porovnavala
distribuci linii a sub-linii HPV16 u 92 vzorkii z HPV16+ OPSCC a 49 vzorkli z HPV16+
CSCC. Varianty byly identifikovany na zaklad¢ sekvence genli £6 a E7. V této studii nebyly
zjistény vyznamné rozdily v prevalenci jednotlivych sub-linii mezi OPSCC a CSCC, avsak pfti
porovnani skupin vytvofenych na zékladé fylogenetické ptibuznosti se ukazalo, ze linie A, tedy
sub-linie A1-4 dohromady, je mnohem castéjsi u OPSCC (90 %) nez u CSCC (71 %) a sub-
linie D2-3 dohromady byly zase prevalentngjsi u CSCC (23 %) nez u OPSCC (4 %). Pro
porovndni, v dalSich novéjsich studiich z USA a Kanady se prevalence linie A u HPV16+
OPSCC také pohybovala okolo 90 % a prevalence sub-linii D2-3 byla 6 — 7 % (Lewis et al.,
2021; Lang Kuhs et al., 2022; Gameiro et al., 2023) a podle Mirabello a kol. (2016) byla u
HPV16+ CSCC prevalence linie A 78 % a sub-linii D2-3 16 %.

Daéle byl zaznamenach rozdil v po¢tu nesynonymnich mutaci v genu E6, 17 z 92 vzorki
OPSCC obsahovalo nesynonymni mutaci v genu £6 a u CSCC pouze 1 vzorek ze 49. Gen E7
byl malo variabilni jak u OPSCC, tak u CSCC (LeConte et al., 2018). Studie Lang Kuhs (2022)
analyzovala 384 sekvenci celych genomii HPV16 z OPSCC a cilem této studie bylo zjistit
asociaci genetickych variant s celkovym pieZivanim pacientll. Celkem bylo identifikovano 8
SNPs, jejichz frekvence byla > 1 %, u kterych bylo zjisténo horsi pfezivani pacientii. V genu
E1 na pozici 1 053, v genu L2 na pozicich 4 410, 4 539, 5 050, 5 254, v genu L/ na pozicich
5962, 6 025 av URR na pozici 7 173 (Lang Kuhs et al., 2022). Pozice téchto SNPs se
neshoduji s témi, které byly popsany u vzorkl z cervixu jako vice rizikové pro rozvoj CIN3
a CC. Stoji vSak za povSimnuti, Ze vSechny rizikovéj$i SNPs u vzorkl z cervixu a velka ¢ast
SNPs spojena s horsim piezivanim pacienti s OPSCC jsou v sekvenci genu L2 a v regulacni

oblasti (Mirabello et al., 2017; Lang Kuhs ef al., 2022).

7 Zavér

Tato prace se zabyvala genetickymi variantami HPV16, jejich distribuci v riznych
geografickych regionech a jejich vlivem na prognoézu pacienti. Popsany byly fylogenetické
varianty, tedy linie a sub-linie, a také konkrétni jednonukleotidové polymorfismy. Prace také

popisuje in vitro studie zabyvajici se onkogennim potencialem variant onkogent £6 a E7.
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Vétsina studii, které se zabyvaly distribuci a rizikovosti linii a sub-linii HPV16, byla
provedena na vzorcich z cervixu. Epidemiologické studie ukazaly, ze prevalence linii a sub-
linii HPV 16 je v jednotlivych geografickych regionech rozdilna, a Ze pti infekci n€kterymi sub-
liniemi hrozi vyssi riziko progrese infekce a vzniku prekancerdznich stadii a CC. Prevalence
jednotlivych linii a sub-linii je také rozdilna u histologickych typt CC. Mira rizikovosti sub-
linii v8ak zavisi na konkrétnim geografickém regionu. Pfedpoklada se, Ze rizikovost variant
HPV16 je vyrazné ovlivnéna jejich koevoluci s ur¢itym etnikem/rasou. Epidemiologickych
studii, které se zabyvaly variantami HPV16 u ostatnich HPV-asociovanych nadort, je mnohem
mén¢ a chybi zejména ty, které by analyzovaly celé genomy. Limitem studii, které se zabyvaji

ostatnimi HPV-asociovanymi anogenitalnimi nadory, je také malé¢ mnozstvi pacientt.

Vétsina izolath HPV16 ma unikatni sekvenci genomu, a to z velké ¢asti diky aktivité
hostitelského enzymu APOBEC, ktery edituje genom HPV16 v hostiteli v prib¢hu infekce.
genom HPV16 variabilni. Bylo zjisténo, ze kumulace mutaci v genomu HPV 16 zpisobenych
enzymem APOBEC snizuje riziko progrese cervikalnich neoplazii a zvysuje pravdépodobnost
vycisténi infekce HPV16. Studie také vyzdvihuji dileZitost konzervované sekvence genu E7,

kterd je dillezitd pro schopnost transformovat keratinocyty, coz potvrdila i studie in vitro.

Nékteré studie se také zabyvaly SNPs napfi¢ celym genomem a jejich vztahem
k prognoéze pacientii. V genomech HPV16 z OPSCC bylo nalezeno nékolik SNPs, které byly
asociované s hor§im celkovym pieZitim pacientl. V genomech HPV16 ze vzorkil z cervixu
bylo identifikovano n€kolik SNPs, které byly asociované s vyrazné niz§im nebo vys§im rizikem
vzniku CIN3 a CC. Zatim vSak nebyly provedeny in vitro studie, které by se zabyvaly

mechanismem, jakym tyto SNPs ovliviuji funkei proteini a regulacni oblasti.

NGS sekvenovani umoznilo analyzovat velké mnozstvi celych genomiit HPV16 za
relativné kratky cas. Diky tomu je moZzné efektivnéji zkoumat variabilitu genomu HPV16
a zhodnotit vyznamnost SNPs napfi¢ celym genomem. Zda se, Ze 1jediny polymorfismus
v genomu HPV16 mize mit vliv na pribéh onemocnéni a jeho vyusténi. Do budoucna jsou
potieba dalsi studie, které by zkoumaly riziko vzniku ostatnich anogenitalnich nadorti a nadort

hlavy a krku pfi infekci jednotlivymi variantami HPV16.

22



8 Zdroje

*Sekundarni zdroje

Alemany, L. et al. (2014) ‘Large contribution of human papillomavirus in vaginal neoplastic
lesions: A worldwide study in 597 samples’, European Journal of Cancer, 50(16), pp.
2846-2854. Available at: https://doi.org/10.1016/j.ejca.2014.07.018.

Alemany, L. et al. (2015) ‘Human papillomavirus DNA prevalence and type distribution in anal
carcinomas worldwide’, International Journal of Cancer, 136(1), pp. 98—107. Available
at: https://doi.org/10.1002/ijc.28963.

Arroyo-Miihr, L.S. ef al. (2018) ‘Human papillomavirus type 16 genomic variation in women
with subsequent in situ or invasive cervical cancer: prospective population-based study’,
British ~ Journal  of Cancer, 119(9), pp. 1163-1168. Available at:
https://doi.org/10.1038/s41416-018-0311-7.

Baker, T.S. ef al. (1991) ‘Structures of bovine and human papillomaviruses. Analysis by
cryoelectron microscopy and three-dimensional image reconstruction.’, Biophysical
Journal, 60(6), pp. 1445-1456.

Berg, M. and Stenlund, A. (1997) ‘Functional interactions between papillomavirus E1 and E2
proteins’, Journal of Virology, 71(5), pp. 3853-3863. Available at:
https://doi.org/10.1128/JV1.71.5.3853-3863.1997.

*Bergvall, M., Melendy, T. and Archambault, J. (2013) ‘The E1 proteins’, Virology, 445(1),
pp. 35-56. Available at: https://doi.org/10.1016/j.virol.2013.07.020.

Boyer, S.N., Wazer, D.E. and Band, V. (1996) ‘E7 Protein of Human Papilloma Virus-16
Induces Degradation of Retinoblastoma Protein through the Ubiquitin-Proteasome
Pathway1’, Cancer Research, 56(20), pp. 4620—4624.

Buck, C.B. et al. (2008) ‘Arrangement of L2 within the Papillomavirus Capsid’, Journal of
Virology, 82(11), pp. 5190-5197. Available at: https://doi.org/10.1128/jvi.02726-07.

Chen, Z. et al. (2011) ‘Evolution and Taxonomic Classification of Human Papillomavirus 16
(HPV16)-Related Variant Genomes: HPV31, HPV33, HPV35, HPV52, HPV58 and
HPVe6T, PLOS ONE, 6(5), p. €20183. Available at:
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0020183.

Chow, L.T. et al. (1987) ‘Human papillomavirus types 6 and 11 mRNAs from genital
condylomata acuminata’, Journal of Virology, 61(8), pp. 2581-2588. Available at:
https://doi.org/10.1128/jvi.61.8.2581-2588.1987.

Clifford, Gary M. et al. (2005) ‘Human Papillomavirus Genotype Distribution in Low-Grade
Cervical Lesions: Comparison by Geographic Region and with Cervical Cancer’, Cancer
Epidemiology, Biomarkers & Prevention, 14(5), pp. 1157-1164. Available at:
https://doi.org/10.1158/1055-9965.EPI-04-0812.

Clifford, G.M. et al. (2019) ‘Human papillomavirus 16 sub-lineage dispersal and cervical
cancer risk worldwide: Whole viral genome sequences from 7116 HPV16-positive

23



women’, Papillomavirus Research (Amsterdam, Netherlands), 7, pp. 67-74. Available
at: https://doi.org/10.1016/5.pvr.2019.02.001.

Cole, S. and Danos, O. (1987) ‘Nucleotide-Sequence and Comparative-Analysis of the Human
Papillomavirus Type-18 Genome - Phylogeny of Papillomaviruses and Repeated
Structure of the E6 and E7 Gene-Products’, Journal of Molecular Biology, 193(4), pp.
599-608. Available at: https://doi.org/10.1016/0022-2836(87)90343-3.

Cornet, I. et al. (2012) ‘Human Papillomavirus Type 16 Genetic Variants: Phylogeny and
Classification Based on E6 and LCR’, Journal of Virology, 86(12), pp. 6855-6861.
Available at: https://doi.org/10.1128/jvi.00483-12.

Cornet, . et al. (2013) ‘HPV16 genetic variation and the development of cervical cancer
worldwide’, British Journal of Cancer, 108(1), pp. 240-244. Available at:
https://doi.org/10.1038/bjc.2012.508.

Day, P.M. et al (2004) ‘Establishment of papillomavirus infection is enhanced by
promyelocytic leukemia protein (PML) expression’, Proceedings of the National
Academy  of  Sciences, 101(39), pp. 14252-14257.  Available  at:
https://doi.org/10.1073/pnas.0404229101.

De Vuyst, H. et al. (2009) ‘Prevalence and type distribution of human papillomavirus in
carcinoma and intraepithelial neoplasia of the vulva, vagina and anus: A meta-analysis’,
International  Journal of Cancer, 124(7), pp. 1626-1636. Available at:
https://doi.org/10.1002/ijc.24116.

Doorbar, J. et al. (1997) ‘Characterization of Events during the Late Stages of HPV16
Infectionin VivoUsing High-Affinity Synthetic Fabs to E4’, Virology, 238(1), pp. 40-52.
Available at: https://doi.org/10.1006/vir0.1997.8768.

Doorbar, J. and Gallimore, P.H. (1987) ‘Identification of proteins encoded by the L1 and L2
open reading frames of human papillomavirus 1a.’, Journal of Virology, 61(9), pp. 2793—
2799.

Faden, D.L. ef al. (2021) ‘APOBEC Mutagenesis Is Concordant between Tumor and Viral
Genomes in HPV-Positive Head and Neck Squamous Cell Carcinoma’, Viruses, 13(8), p.
1666. Available at: https://doi.org/10.3390/v13081666.

Ferreira, M.T. et al. (2023) ‘Human Papillomavirus 16 Lineage A Variants Associated With
Persistent Genital Infections in Men: The HPV Infection in Men (HIM) Study’, The
Journal of Infectious Diseases, 228(12), pp. 1748-1757. Available at:
https://doi.org/10.1093/infdis/jiad204.

Gameiro, S.F. et al. (2023) ‘HPV16 Intratypic Variants in Head and Neck Cancers: A North
American  Perspective’, Viruses, 15(12), p. 2411. Available at:
https://doi.org/10.3390/v15122411.

Gongalves, M.G. et al. (2022) ‘Prevalence and persistence of HPV-16 molecular variants in the
anal canal of men: The HIM study’, Journal of Clinical Virology: The Official
Publication of the Pan American Society for Clinical Virology, 149, p. 105128. Available
at: https://doi.org/10.1016/j.jcv.2022.105128.

24



Gonzalez, S.L. et al. (2001) ‘Degradation of the retinoblastoma tumor suppressor by the human
papillomavirus type 16 E7 oncoprotein is important for functional inactivation and is
separable from proteasomal degradation of E7’, Journal of Virology, 75(16), pp. 7583—
7591. Available at: https://doi.org/10.1128/JV1.75.16.7583-7591.2001.

Hagensee, M.E., Yaegashi, N. and Galloway, D.A. (1993) ‘Self-assembly of human
papillomavirus type 1 capsids by expression of the L1 protein alone or by coexpression
of the L1 and L2 capsid proteins’, Journal of Virology, 67(1), pp. 315-322. Available at:
https://doi.org/10.1128/jvi.67.1.315-322.1993.

Hawley-Nelson, P. et al. (1989) ‘HPV16 E6 and E7 proteins cooperate to immortalize human
foreskin keratinocytes.”, The EMBO Journal, 8(12), pp. 3905-3910. Available at:
https://doi.org/10.1002/j.1460-2075.1989.tb08570.x.

Hirose, Y. et al. (2018) ‘Within-Host Variations of Human Papillomavirus Reveal APOBEC
Signature Mutagenesis in the Viral Genome’, Journal of Virology, 92(12), p.
10.1128/jvi.00017-18. Available at: https://doi.org/10.1128/jvi.00017-18.

Ho, L. et al. (1993) ‘The genetic drift of human papillomavirus type 16 is a means of
reconstructing prehistoric viral spread and the movement of ancient human populations.’,
Journal of Virology, 67(11), p. 6413. Available at:
https://doi.org/10.1128/jvi.67.11.6413-6423.1993.

Holmgren, S.C. et al. (2005) ‘The Minor Capsid Protein L2 Contributes to Two Steps in the
Human Papillomavirus Type 31 Life Cycle’, Journal of Virology, 79(7), pp. 3938-3948.
Available at: https://doi.org/10.1128/JV1.79.7.3938-3948.2005.

Hughes, F. and Romanos, M. (1993) ‘El Protein of Human Papillomavirus Is a Dna
Helicase/Atpase’, Nucleic Acids Research, 21(25), pp. 5817-5823. Available at:
https://doi.org/10.1093/nar/21.25.5817.

Huh, K. ef al. (2007) ‘Human Papillomavirus Type 16 E7 Oncoprotein Associates with the
Cullin 2 Ubiquitin Ligase Complex, Which Contributes to Degradation of the
Retinoblastoma Tumor Suppressor’, Journal of Virology, 81(18), pp. 9737-9747.
Available at: https://doi.org/10.1128/jvi.00881-07.

Ilves, 1., Kivi, S. and Ustav, M. (1999) ‘Long-Term Episomal Maintenance of Bovine
Papillomavirus Type 1 Plasmids Is Determined by Attachment to Host Chromosomes,
Which Is Mediated by the Viral E2 Protein and Its Binding Sites’, Journal of Virology,
73(5), pp- 4404—4412. Available at: https://doi.org/10.1128/jvi.73.5.4404-4412.1999.

Jackson, R. ef al. (2014) ‘Tumourigenesis driven by the human papillomavirus type 16 Asian-
American e6 variant in a three-dimensional keratinocyte model’, PLOS ONE, 9(7), p.
e101540. Available at: https://doi.org/10.1371/journal.pone.0101540.

Jackson, R. ef al. (2016) ‘Functional variants of human papillomavirus type 16 demonstrate
host genome integration and transcriptional alterations corresponding to their unique
cancer epidemiology’, BMC  Genomics, 17(1), p. 851. Available at:
https://doi.org/10.1186/s12864-016-3203-3.

25



Jonson, A.L. et al. (2008) ‘Gene silencing with siRNA targeting E6/E7 as a therapeutic
intervention in a mouse model of cervical cancer’, Gynecologic Oncology, 111(2), pp.
356-364. Available at: https://doi.org/10.1016/j.ygyno0.2008.06.033.

Kanda, T. et al. (1991) ‘Human papillomavirus type 16 E6 proteins with glycine substitution
for cysteine in the metal-binding motif’, Virology, 185(2), pp. 536-543. Available at:
https://doi.org/10.1016/0042-6822(91)90523-E.

Kines, R.C. et al. (2009) ‘The initial steps leading to papillomavirus infection occur on the
basement membrane prior to cell surface binding’, Proceedings of the National Academy
of Sciences, 106(48), pp- 20458-20463. Available at:
https://doi.org/10.1073/pnas.0908502106.

Lang Kuhs, K.A. et al. (2022) ‘Genetic variation within the human papillomavirus type 16
genome is associated with oropharyngeal cancer prognosis’, Annals of Oncology: Official
Journal of the European Society for Medical Oncology, 33(6), pp. 638—648. Available at:
https://doi.org/10.1016/j.annonc.2022.03.005.

Lechner, M.S. and Laimins, L.A. (1994) ‘Inhibition of p53 DNA binding by human
papillomavirus E6 proteins’, Journal of Virology, 68(7), pp. 4262—4273. Available at:
https://doi.org/10.1128/jvi.68.7.4262-4273.1994.

LeConte, B.A. ef al. (2018) ‘Differences in the viral genome between HPV-positive cervical
and oropharyngeal cancer’, PLOS ONE, 13(8), p. ¢0203403. Available at:
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0203403.

Lewis, J.S. et al. (2021) ‘Oropharyngeal Squamous Cell Carcinoma Morphology and Subtypes
by Human Papillomavirus Type and by 16 Lineages and Sublineages’, Head and Neck
Pathology, 15(4), pp. 1089—1098. Available at: https://doi.org/10.1007/s12105-021-
01318-4.

Li,N. et al. (2011) ‘Human papillomavirus type distribution in 30,848 invasive cervical cancers
worldwide: Variation by geographical region, histological type and year of publication’,
International  Journal of Cancer, 128(4), pp. 927-935. Available at:
https://doi.org/10.1002/ijc.25396.

Li, Z. et al. (2023) ‘Prevalence of human papillomavirus DNA and pl16INK4a positivity in
vulvar cancer and vulvar intraepithelial neoplasia: a systematic review and meta-
analysis’, The Lancet. Oncology, 24(4), pp. 403-414. Available at:
https://doi.org/10.1016/S1470-2045(23)00066-9.

Lou, H. et al. (2022) ‘HPV16 E7 Nucleotide Variants Found in Cancer-Free Subjects Affect
E7 Protein Expression and Transformation’, Cancers, 14(19), p. 4895. Available at:
https://doi.org/10.3390/cancers14194895.

de Martel, C. et al. (2017) ‘“Worldwide burden of cancer attributable to HPV by site, country
and HPV type’, International Journal of Cancer, 141(4), pp. 664—670. Available at:
https://doi.org/10.1002/ijc.30716.

*McBride, A.A. (2022) ‘Human papillomaviruses: diversity, infection and host interactions’,

Nature  Reviews.  Microbiology,  20(2), pp. 95-108.  Available at:
https://doi.org/10.1038/s41579-021-00617-5.

26



Mclntosh, P.B. ef al. (2010) ‘E1"E4-mediated keratin phosphorylation and ubiquitylation: a
mechanism for keratin depletion in HPV 16-infected epithelium’, Journal of Cell Science,
123(16), pp. 2810-2822. Available at: https://doi.org/10.1242/jcs.061978.

Mehanna, H. et al. (2013) ‘Prevalence of human papillomavirus in oropharyngeal and
nonoropharyngeal head and neck cancer--systematic review and meta-analysis of trends
by time and region’, Head & Neck, 35(5), pp. 747-755. Available at:
https://doi.org/10.1002/hed.22015.

Mirabello, L. et al. (2016) ‘HPV16 Sublineage Associations With Histology-Specific Cancer
Risk Using HPV Whole-Genome Sequences in 3200 Women’, JNCI: Journal of the
National Cancer Institute, 108(9), p. djw100. Available at:
https://doi.org/10.1093/jnci/djw100.

Mirabello, L. et al. (2017) ‘HPV16 E7 Genetic Conservation Is Critical to Carcinogenesis’,
CELL, 170(6), pp. 1164—1174. Available at: https://doi.org/10.1016/j.cell.2017.08.001.

Mirabello, L. ef al. (2018) ‘The Intersection of HPV Epidemiology, Genomics and Mechanistic
Studies of HPV-Mediated Carcinogenesis’, Viruses, 10(2), p. 80. Available at:
https://doi.org/10.3390/v10020080.

*Moody, C. (2017) ‘Mechanisms by which HPV Induces a Replication Competent
Environment in Differentiating Keratinocytes’, Viruses, 9(9), p. 261. Available at:
https://doi.org/10.3390/v9090261.

Moody, C.A. and Laimins, L.A. (2009) ‘Human Papillomaviruses Activate the ATM DNA
Damage Pathway for Viral Genome Amplification upon Differentiation’, PLoS
Pathogens, 5(10), p. e1000605. Available at:
https://doi.org/10.1371/journal.ppat.1000605.

Muiioz, N. et al. (2003) ‘Epidemiologic classification of human papillomavirus types
associated with cervical cancer’, The New England Journal of Medicine, 348(6), pp. 518—
527. Available at: https://doi.org/10.1056/NEJMoa021641.

Niccoli, S. ef al. (2012) ‘The Asian-American E6 variant protein of human papillomavirus 16
alone is sufficient to promote immortalization, transformation, and migration of primary
human foreskin keratinocytes’, Journal of Virology, 86(22), pp. 12384—-12396. Available
at: https://doi.org/10.1128/JVL.01512-12.

Nicolas-Parraga, S. et al. (2016) ‘HPV 16 variants distribution in invasive cancers of the cervix,
vulva, vagina, penis, and anus’, Cancer Medicine, 5(10), pp. 2909-2919. Available at:
https://doi.org/10.1002/cam4.870.

Nicolas-Parraga, S. et al. (2017) ‘Differential HPV16 variant distribution in squamous cell
carcinoma, adenocarcinoma and adenosquamous cell carcinoma’, International Journal
of Cancer, 140(9), pp. 2092-2100. Available at: https://doi.org/10.1002/ijc.30636.

Nishimura, A. et al. (2000) ‘Mechanisms of Human Papillomavirus E2-Mediated Repression
of Viral Oncogene Expression and Cervical Cancer Cell Growth Inhibition’, Journal of
Virology, T4(8), pp. 3752-3760. Available at: https://doi.org/10.1128/jv1.74.8.3752-
3760.2000.

27



Oh, S.T., Kyo, S. and Laimins, L.A. (2001) ‘Telomerase activation by human papillomavirus
type 16 E6 protein: Induction of human telomerase reverse transcriptase expression
through Myc and GC-rich Spl binding sites’, Journal of Virology, 75(12), pp. 5559—
5566. Available at: https://doi.org/10.1128/JV1.75.12.5559-5566.2001.

Olesen, T.B. et al. (2019) ‘Prevalence of human papillomavirus DNA and p16INK4a in penile
cancer and penile intraepithelial neoplasia: a systematic review and meta-analysis’, The
Lancet. Oncology, 20(1), pp. 145-158. Available at: https://doi.org/10.1016/S1470-
2045(18)30682-X.

*Pesut, E. ef al. (2021) ‘Human Papillomaviruses-Associated Cancers: An Update of Current
Knowledge’, Viruses, 13(11), p. 2234. Available at: https://doi.org/10.3390/v13112234.

Phelps, W.C. and Howley, P.M. (1987) ‘Transcriptional trans-activation by the human
papillomavirus type 16 E2 gene product’, Journal of Virology, 61(5), pp. 1630-1638.
Available at: https://doi.org/10.1128/jvi.61.5.1630-1638.1987.

Romanczuk, H., Thierry, F. and Howley, P.M. (1990) ‘Mutational analysis of cis elements
involved in E2 modulation of human papillomavirus type 16 P97 and type 18 P105
promoters’, Journal of Virology, 64(6), pp. 2849-2859. Available at:
https://doi.org/10.1128/JV1.64.6.2849-2859.1990.

Sanjosé, S. de et al. (2013) ‘Worldwide human papillomavirus genotype attribution in over
2000 cases of intraepithelial and invasive lesions of the vulva’, European Journal of
Cancer, 49(16), pp. 3450-3461. Available at: https://doi.org/10.1016/j.ejca.2013.06.033.

Scheftner, M. et al. (1990) ‘The E6 oncoprotein encoded by human papillomavirus types 16
and 18 promotes the degradation of p53°, Cell, 63(6), pp. 1129-1136. Available at:
https://doi.org/10.1016/0092-8674(90)90409-8.

Scheffner, M. et al. (1993) ‘The HPV-16 E6 and E6-AP complex functions as a ubiquitin-
protein ligase in the ubiquitination of p53°, Cell, 75(3), pp. 495-505. Available at:
https://doi.org/10.1016/0092-8674(93)90384-3.

Schiffman, M. et al. (2007) ‘A 2-Year Prospective Study of Human Papillomavirus Persistence
among Women with a Cytological Diagnosis of Atypical Squamous Cells of
Undetermined Significance or Low-Grade Squamous Intraepithelial Lesion’, The Journal
of  Infectious  Diseases, 195(11),  pp. 1582—-1589. Available at:
https://doi.org/10.1086/516784.

Sedman, T., Sedman, J. and Stenlund, A. (1997) ‘Binding of the E1 and E2 proteins to the
origin of replication of bovine papillomavirus’, Journal of Virology, 71(4), pp. 2887—
2896. Available at: https://doi.org/10.1128/jvi.71.4.2887-2896.1997.

Sichero, L., Sobrinho, J.S. and Villa, L.L. (2012) ‘Oncogenic potential diverge among human
papillomavirus type 16 natural variants’, Virology, 432(1), pp. 127-132. Available at:
https://doi.org/10.1016/j.virol.2012.06.011.

Stein, A.P. et al. (2015) ‘Prevalence of Human Papillomavirus in Oropharyngeal Cancer: A

Systematic Review’, The Cancer Journal, 21(3), p. 138. Available at:
https://doi.org/10.1097/PPO.0000000000000115.

28



Stubenrauch, F. ef al. (2000) ‘The E8"E2C Protein, a Negative Regulator of Viral Transcription
and Replication, Is Required for Extrachromosomal Maintenance of Human
Papillomavirus Type 31 in Keratinocytes’, Journal of Virology, 74(3), pp. 1178—1186.
Available at: https://doi.org/10.1128/jvi.74.3.1178-1186.2000.

Stubenrauch, F. et al. (2007) ‘The ES8 repression domain can replace the E2 transactivation
domain for growth inhibition of HeLa cells by papillomavirus E2 proteins’, International
Journal of Cancer, 121(10), pp. 2284-2292. Available at:
https://doi.org/10.1002/1jc.22907.

Sung, H. et al. (2021) ‘Global Cancer Statistics 2020: GLOBOCAN Estimates of Incidence and
Mortality Worldwide for 36 Cancers in 185 Countries’, CA: A Cancer Journal for
Clinicians, 71(3), pp. 209-249. Available at: https://doi.org/10.3322/caac.21660.

Togtema, M. et al. (2015) ‘The human papillomavirus 16 European-T350G E6 variant can
immortalize but not transform keratinocytes in the absence of E7’, Virology, 485, pp.
274-282. Available at: https://doi.org/10.1016/j.virol.2015.07.025.

*Tomaic, V. (2016) ‘Functional Roles of E6 and E7 Oncoproteins in HPV-Induced
Malignancies at Diverse Anatomical Sites’, Cancers, 8(10), p. 95. Available at:
https://doi.org/10.3390/cancers8100095.

Totaro, M.E. et al. (2022) ‘Genetic variation in the E6 and E7 genes of human papillomavirus
type 16 in northeastern Argentina’, Journal of Medical Virology, 94(2), pp. 745-751.
Available at: https://doi.org/10.1002/jmv.27359.

Ustav, M. and Stenlund, A. (1991) ‘Transient replication of BPV-1 requires two viral
polypeptides encoded by the E1 and E2 open reading frames.’, The EMBO Journal, 10(2),
pp. 449-457.

*Van Doorslaer, K. ef al. (2018) ‘ICTV Virus Taxonomy Profile: Papillomaviridae’, Journal
of General Virology, 99(8), pp- 989-990. Available at:
https://doi.org/10.1099/jgv.0.001105.

Veldman, T. ef al. (2003) ‘Human papillomavirus E6 and Myc proteins associate in vivo and
bind to and cooperatively activate the telomerase reverse transcriptase promoter’, PNAS,
100(14), pp. 8211-8216. Available at: https://doi.org/10.1073/pnas.1435900100.

de Villiers, E.-M. et al. (2004) ‘Classification of papillomaviruses’, Virology, 324(1), pp. 17—
27. Available at: https://doi.org/10.1016/j.virol.2004.03.033.

Walboomers, JJM.M. et al. (1999) ‘Human papillomavirus is a necessary cause of invasive
cervical cancer worldwide’, The Journal of Pathology, 189(1), pp. 12—19. Available at:
https://doi.org/10.1002/(SICI)1096-9896(199909)189:1<12::AID-PATH431>3.0.CO;2-
F.

Wang, Q. et al. (2004) ‘Functional Analysis of the Human Papillomavirus Type 16 E1AE4
Protein Provides a Mechanism for In Vivo and In Vitro Keratin Filament Reorganization’,
Journal of Virology, 78(2), pp- 821-833. Available at:
https://doi.org/10.1128/jvi.78.2.821-833.2004.

29



Warren, C.J. et al. (2015) ‘Role of the host restriction factor APOBEC3 on papillomavirus
evolution’, Virus Evolution, 1(1), p. vevO015. Available at:
https://doi.org/10.1093/ve/vev015.

*Warren, C.J. et al. (2017) ‘Roles of APOBEC3A and APOBEC3B in Human Papillomavirus
Infection and Disease Progression’, Viruses, 9(8), p. 233. Available at:
https://doi.org/10.3390/v9080233.

Wheeler, C.M. et al. (2006) ‘Human Papillomavirus Genotypes and the Cumulative 2-Year
Risk of Cervical Precancer’, The Journal of Infectious Diseases, 194(9), pp. 1291-1299.
Available at: https://doi.org/10.1086/507909.

White, E.A. et al. (2012) ‘Comprehensive analysis of host cellular interactions with human
papillomavirus E6 proteins identifies new E6 binding partners and reflects viral
diversity’, Journal of Virology, 86(24), pp. 13174-13186. Available at:
https://doi.org/10.1128/JV1.02172-12.

Yamada, T. ef al. (1995) ‘Human papillomavirus type 16 variant lineages in United States
populations characterized by nucleotide sequence analysis of the E6, L2, and L1 coding
segments.’, Journal of Virology, 69(12), pp. 7743-7753.

*Young, D. et al. (2015) ‘Increase in head and neck cancer in younger patients due to human
papillomavirus (HPV)’, Oral Oncology, 51(8), pp. 727-730. Available at:
https://doi.org/10.1016/j.oraloncology.2015.03.015.

*Yu, L., Majerciak, V. and Zheng, Z.-M. (2022) ‘HPV16 and HPV18 Genome Structure,
Expression, and Post-Transcriptional Regulation’, International Journal Of Molecular
Sciences, 23(9), p. 4943. Available at: https://doi.org/10.3390/1jms23094943.

Zhu, B. et al. (2020) ‘Mutations in the HPV16 genome induced by APOBEC3 are associated
with viral clearance’, Nature Communications, 11(1), p. 886. Available at:
https://doi.org/10.1038/s41467-020-14730-1.

Zimmermann, H. et al. (1999) ‘The Human Papillomavirus Type 16 E6 Oncoprotein Can
Down-Regulate p53 Activity by Targeting the Transcriptional Coactivator CBP/p300°,
Journal of Virology, 73(8), pp- 6209-6219. Available at:
https://doi.org/10.1128/JV1.73.8.6209-6219.1999.

Internetové zdroje

International Human Papillomavirus Reference Center. (n.d.). Online. Available at:

https://www.hpvcenter.se/human_reference clones (Accessed: 07-08-2024)

PaVE. (n.d.). Online. Available at:

https://pave.niaid.nih.gov/explore/variants/variant nomenclature (Accessed: 07-08-2024)

30


https://pave.niaid.nih.gov/explore/variants/variant_nomenclature

