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S1

sl/en

Cloveska papilomavirusa HPV-6/-11 sta medicinsko najbolj pomembna nizkoriziéna genotipa, ki
povzrocata ve¢ kot 90 % vseh anogenitalnih bradavic in papilomov grla in sta vkljucena v Stirivalentno in
nonavalentno cepivo proti HPV. Genomska raznolikost HPV-6/-11 je, v primerjavi z visokorizi¢nimi
HPV, slabo raziskana. V naSo raziskavo smo vkljucili 530 HPV-6-pozitivnih vzorcev in 207 HPV-11-
pozitivnih vzorcev, pridobljenih iz razli¢nih anatomskih podrocij okuzbe (anogenitalnih bradavic,
papilomov grla in brisov materni¢nega vratu), iz Sestih celin (Evropa, Azija, Severna in JuZzna Amerika,
Avstralija in Afrika). Pridobljenim vzorcem smo dolodili priblizno 2.800 baznih parov (bp) dolgo
nukleotidno zaporedje, ki je zdruzevalo naslednja genomska podro¢ja: ESa, ESb, L1 in LCR, na podlagi
katerih smo opredelili najbolj raznolike podtipske razlic¢ice obeh genotipov in jim dolodcili celotno
nukleotidno zaporedje (priblizno 8.000 bp). Opredelili smo 130 celotnih nukleotidnih zaporedij HPV-6 in
14 celotnih nukleotidnih zaporedij HPV-11. Genomsko raznolikost HPV-6/-11 in filogenetske povezave
posameznih podtipskih razli¢ic smo opredelili z analizo 190 celotnih nukleotidnih zaporedij HPV-6 (130
opredeljenih v nasi raziskavi in 60 pridobljenih iz genskih bank) in 63 celotnih nukleotidnih zaporedij
HPV-11 (14 opredeljenih v nasi raziskavi in 49 pridobljenih iz genskih bank). Pokazali smo, da se
podtipske razli¢ice HPV-6 uvrs¢ajo v dve genetski liniji: A in B ter pet podlinij: B1, B2, B3, B4 in B5;
globalno so prevladovale razli¢ice B1. Z multivariatno logisticno regresijo (na 724 HPV-6-pozitivnih
vzorcih) smo potrdili, da po vsem svetu prevladujejo podtipske razli¢ice B (B1). Dodatno smo pokazali,
da v Afriki, Severni in Juzni Ameriki prevladujejo podtipske razli¢ice B3 in v Aziji razli¢ice A; da so
podtipske razli¢ice B1 in B3 povezane z anogenitalnimi okuzbami in da imajo, v primerjavi z moskimi,
zenske visje obete za okuzbe s podtipskimi razli¢icami B3. Podtipske razli¢ice HPV-11 smo uvrstili v dve
genetski liniji: A in B ter Stiri podlinije: A1, A2, A3 in A4 (globalno so prevladovale razliice A2). Pri
obeh genotipih smo opredelili linijsko in podlinijsko-specifi¢ne polimorfizme posameznih nukleotidov in
dolocili najkrajSe nukleotidno zaporedje (pri HPV-6 znotraj gena L2 in pri HPV-11 znotraj podro¢ja E2-
NCR2-ES5a), ki je dovolj informativno za doloCanje vseh do sedaj opredeljenih linij in podlinij HPV-6/-
11. V plaséni beljakovini L1 obeh genotipov smo dokazali obstoj aminokislinskih zamenjav, ki bi
teoreticno lahko vplivale na ucinkovitost Stirivalentnega/nonavalentnega cepiva proti HPV. Izsledki nase
raziskave bodo pomembno prispevali k razumevanju svetovne genomske raznolikosti HPV-6/-11, njune
patogeneze, epidemiologije, evolucije in pomagali pri razvoju diagnosti¢nih testov za HPV-6/-11 in cepiv
proti HPV.
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S1

sl/en

Human papillomavirus (HPV) genotypes HPV-6 and HPV-11 are the two medically most important low-
risk genotypes, etiologically involved in more than 90 % of anogenital warts and laryngeal papillomas and
have been included in both, the quadrivalent and nonavalent prophylactic HPV vaccines. In contrast to
high-risk HPVs, the worldwide genomic diversity of HPV-6 and HPV-11 has never been clearly evaluated.
In our study we included 530 HPV-6-positive samples and 207 HPV-11-positive samples, collected from
different anatomical sites of infection (anogenital warts, laryngeal papillomas, cervical swabs) from six
continents: Europe, Asia, North and South America, Australia and Africa. In order to select the most
variable HPV-6/-11 genomic variants, a 2,800-bp fragment of ESa-E5b-L1-LCR was sequenced; variants
exhibiting the highest genomic variability were sequenced in full length (approximately 8,000 bp). A total
of 190 HPV-6 complete genomes (130 from our study and 60 from sequence repositories) and 63 HPV-
11 complete genomes (14 from our study and 49 from sequence repositories) were (phylo)-genetically
analyzed in our study. Phylogenetic analysis revealed two variant lineages for HPV-6: A and B, and five
sublineages: B1, B2, B3, B4 and BS5; sublineage B1 prevailed globally. Multivariate logistic regression
analysis (on 724 HPV-6-positive samples) confirmed the predominance of sublineage B1 and additionally
revealed that the sublineage B3 was more common in Africa and North and South America and lineage A
in Asia. Sublineages B1 and B3 were associated with anogenital infections, indicating a potential lesion-
specific predilection of some HPV-6 sublineages. Females had higher odds for infection with sublineage
B3 than males. HPV-11 phylogenetic analysis revealed two lineages: A and B, and four sublineages: A1,
A2, A3 and A4; sublinecage A2 prevailed globally. HPV-6/-11 (sub)lineage-specific single nucleotide
polymorphisms and representative regions for whole-genome-based phylogenetic clustering were
identified within L2 ORF and E2-NCR2-E5a genomic region, respectively. We identified several novel
amino acid mutations in major capsid protein L1 that could potentially impact the effectiveness of
quadrivalent/nonavalent HPV vaccines. In conclusion, our study provides a valuable resource for future
epidemiological, evolutionary, functional, pathogenicity, vaccination and molecular assay development
studies.



Jelen M. Genomska raznolikost ¢loveskih papilomavirusov HPV-6 in HPV-11.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2014

KAZALO VSEBINE

KLJUCNA DOKUMENTACIJSKA INFORMACIJA .............. I
KEY WORDS DOCUMENTATION ...iiniiinensenssnensnnsssecssensssesssesssasssssssssssssssssassssssss v
KAZALOQ VSEBINE .....uoiiiiitiiniicninniinsnissneississssesssesssssssessssssssessssssssssssassssssssssssssssss \%
KAZALQO PREGLEDNIC ....uuciiiiiiiiiiiinniisneissenssisssessssssssesssssssssssssssssessssssssssssassnss VIII
KAZALQ SLIK ..auuiiiiiiiininniissniisinsssissssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssesssssssssssssssssessssssssess IX
KAZALOQO PRILOG ...ccuuiiteneicnensnenssecssnecssessssesssessssessssssssssssassses X
OKRAJSAVE IN SIMBOLI .....couueummnenmnesnnesesmsasessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassssssnes X1
L1 UVOD auciiiiiticniinninneisnicsseissessssisssessssssssesssssssssssssssssassssssssssssassssasssssssssssssssssasssssssssss 1
LI INAMEN Lttt ettt st ettt ettt e be e st e 3
L2 HIPOTEZE ...ttt sttt sttt 4
2 PREGLED OBJAY ...uuuiiiiinniinninsnncnnessnisssissseesssessssssssssssassssessssssssssssassssssssssssassssassns 5
2.1 ZGODOVINA ...ttt ettt et e bt e s bt e e bt e s st e eabee s st e enbeesseeeaseesaeeenne 5
2.2 KLASIFIKACIJA PAPILOMAVIRUSOV ....cooiiiiiiiiiiiiieeeceeeeeee e 5
2.3 RAZVRSCANJE GENOTIPOV HPV GLEDE NA TKIVNI TROPIZEM ................... 8
2.4 EVOLUCIJA PAPILOMAVIRUSOV ...ttt 9
2.5 ZGRADBA HPV ..ottt ettt ettt et 11
2.5.1 Struktura geNOMA.......eeiceccserrecssssrecsssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 11
2.5.2 Vloga virusnih DelJaKovVin ....ucueenienniniiennsensennsnensnnnsnensnesssessssssscssssesssesssssssncens 12
2.5.3 BelJaKovIna L1 ....uiiiiiiieiisinciinncnsnicssnnicsssnissssnssssssesssssesssssssssssssssssosssssssssssssssssssssss 15
2.6 NARAVNI POTEK OKUZBE S HPV .....coovmiiiiiieiieieeeeeeeeeeeeeeeee e, 17
2.6.1 Primarna okuZba epidermisa ........ccceevueeecrarccssanesssancsssanesssanssssasesssssssssssssssssssssssssans 17
2.6.2 Produktivna OKUZDA .......ccoeienuiiiininniiininsiinnicsnisssicsnssssnsssssssssesssssssssssssssessssssssns 18
2.6.3 Nepopolna (abortivna) OKUZDA ........ccueievuiiieinsninseinsnicssensssicsssssssssssssssssesssssssssssssons 19
2.6.4 Okuzbe z visokorizicnimi HPV in nastanek raka..........ccccceeveicsecsseicsncssescssnessnsns 19
2.6.5 Razlike pri okuzbi med visoko- in nizkorizi¢nimi genotipi HPV .......c..ccccevuvreunnes 21
2.7 KLINICNA SLIKA IN EPIDEMIOLOGIJA OKUZB Z NIZKORIZICNIMA

GENOTIPOMA HPV=6/-11T ..ottt 21
2.7.1 Anogenitalne bradavice 22
2.7.2 PaPIlomi @Yl ...cuuueiiiciiinniiniisnricnsssnnnecsssnsnsssssssssssssssssssssssnsssssssssssssssssssssssssssssssssssssese 23

2.7.3 Cervikalna intraepitelijska neoplazija .........ceeveeerueenvensennsnensenssnensecssnecsanncnens 25



VI

Jelen M. Genomska raznolikost ¢loveskih papilomavirusov HPV-6 in HPV-11.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2014

2.8 PATOGENETSKI POMEN PODTIPSKIH RAZLICIC HPV .......cccoovviveveieiernnnnn 26
2.8.1 Podtipske razliCice HPV -0 .......ccccccevinrrcseissaicssenssansssessssssssesssssssssssssssssssssasssssssssssss 28
2.8.2 Podtipske razliCice HPV-11 .......ccoiicirreinirncsssancsssanesssnnessassssssssssssssssssssssssssssssssssans 33
3 MATERIAL IN METODE .....uuiiiiiiiniinnninsinnsniississsissssisssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 37
3L MATERIAL ..ttt ettt ettt ettt et e sateebee e 37
3.1.1 HPV-6-POZItiVIli VZOTCluverersrrressriessrrscssanssssanssssanssssasssssassssassssssssssssssssssssssssssssnsssssnss 37
3.1.2 HPV-11-POZItiVIIi VZOI Clecerrrrrrecessrnrecssssanrecssssassecssssassssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnans 38
B2 METODE ...ttt ettt ettt et 39
3.2.1 Potrjevanje oKuZb § HPV-0/-11 .....ccccccecerrverrrurisserssnicsserssansssasssssssssssssssssssssssssssssases 39
3.2.2 Dolocanje koncentracije celokupne DINA........ccccceeiesrercsancssnnsssnssssssssssssssssssssssssases 40
3.2.3 PomnoZevanje DNA HPV=0........couuicrrreicireicsssnicssanisssanssssasssssasssssssssssssssssssssssassssses 41
3.2.4 PomnoZevanje DNA HPV-11....iniiinsinsinnseinssissnnsssssssisssssssssssssssssessssssnses 41
3.2.5 Dokazovanje in analiza velikosti pridelkov PCR........ccucuveeerueeneecsensseecseecssnecanes 43
3.2.6 Cis¢enje in dolo¢anje koncentracije pridelkov PCR........c.oceueereeeereerererecsersesensens 44
3.2.7 Neposredno doloc¢anje nukleotidnega zaporedja........ccceeeeeceressercssercssrescsssnscsanns 44
3.2.8 Analiza pridobljenih nukleotidnih Zaporedij.......ccceeeueeervuricscnrcisnrccsercssnnrcssnnscsnnns 44
3.2.9 Izbira podtipskih razlicic za dolo¢anje celotnih nukleotidnih zaporedij ............ 45
3.2.10 Doloc¢anje genomske raznolikosti celotnih nukleotidnih zaporedij ................... 45
3.2.11 Filogenetske AnaliZe........ccocvuereeessvnnricsssnnressssnrnccssssssnssssssssesssssssssssssssssssssssssssssnssns 46
3.2.12 Doloc¢anje linijsko in podlinijsko-specifinih SNP-jev .......ccccceveveisuecsensensuccnnee 46
3.2.13 Statistina obdelava POdatKoV .........ccoiivveicniinseinsinsseissncsssssssnsssssssssssssssssssssssssses 47
3.2.14 Analiza aminoKkislinskih zaporedij beljakovine L1 ........cccccceevvererrercscercscnnscsenns 48
T8 23 71 U1 I 17 NG N 49
BT HPVA6.c ettt 49
4.1.1 Genomska raznolikoSt HPV-0........ccuiievieiisiiissincssnncssnnncssnnncsssnncssssncssssscsssssessnn 49
4.1.2 Genetska raznolikost gena L1 HPV-6...........cuueeveenuinneensnennnensenssncnseecssnecsaenssneens 50
4.1.3 Filogenetska analiza podtipskih razlicic HPV-6 in opredelitev genetskih linij in

POALINLJ eeeeerinniiisirsnnrenisssannessssnsnncssssnsressssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 52
4.1.4 Opredelitev linijsko in podlinijsko-specifiénih SNP-jev ......cccccevvveiruecrensecseccnnne 56

4.1.5 Povezave genetskih (pod)linij HPV-6 z geografskim izvorom, anatomskim

podrocjem okuzbe in bolnikovim SPOIOM......cccucerreiceinisercseissaicssensssnsssessssssssssssssossasssases 58

A2 HPV -1 et et 63



VII

Jelen M. Genomska raznolikost ¢loveskih papilomavirusov HPV-6 in HPV-11.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2014

4.2.1 Genomska raznolikost HPV-11 ........einiinsensennsnensnensnenssnncsnessnccssecsssecssnsssacens 63
4.2.2 Genetska raznolikost gena L1 HPV-11.........iiinuiinernsnensninsnenssnccseecsnecssesssecns 64
4.2.3 Filogenetska analiza podtipskih razli¢ic HPV-11 in opredelitev genetskih linij in
POAIIMIJ ueeiiiiniiiiiiiiiiriiiininitiessniessnnicsssnecsssnessssnesssnesssssessssesssssesssssssssssesssssessssnsssssnssssssssssns 65
4.2.4 Opredelitev linijsko in podlinijsko-specifiénih SNP-jev ......ccccceveereereecrensecseccnnnne 68
S RAZPRAVA ...iittittnttnntinnisssisssiississtsssisssassssissssssssesssassssssssssssssssssssssssssassssssss 71
5.1 GENOMSKA RAZNOLIKOST HPV-6/-11..ccccootiiiriiiiiiieiiniieeieseeeeeeee e 72
5.1.1 Genetska raznolikost gena L1 pri HPV-6/-11-pozitivnih vzorcih........................ 73
5.2 OPREDELITEV GENETSKIH LINIJ IN PODLINIJ TER (POD)LINIJSKO-
SPECIFICNTIH SNP-JEV ......ooiiiiiiiiiieeeeeeeeeee e esesee s 74
5.3 POVEZAVE GENETSKIH (POD)LINIJ HPV-6 Z GEOGRAFSKIM IZVOROM,
ANATOMSKIM PODROCJEM OKUZBE IN BOLNIKOVIM SPOLOM ........ccccovueneee 76
6 SKLEPI .. 78
T POVZETEK ....uuiiiiiininnninniisnicssicsnisssecsssssssessssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssassssssssasss 80
8 SUMMARY ..uueiitiiiiiisinsninsnnisssicssissssisssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 82
O VIRI cuuiiiiiininiiinninntissniessisssisssissssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssessssssssssssssssssssssssssses 84
ZAHVALA

PRILOGE



VIII

Jelen M. Genomska raznolikost ¢loveskih papilomavirusov HPV-6 in HPV-11.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2014

KAZALO PREGLEDNIC

Preglednica 1: Klasifikacija genotipov HPV iz rodu alfa glede na rakotvorni potencial
(Bouvard in s0d., 2009: 322) ...ccciiieiiiieeiieeeee et et ettt e eaae e saee e sraae e 9
Preglednica 2: Bolezni, ki jih povezujemo z okuZzbami s HPV (Cubie, 2013: 22) ............. 27
Preglednica 3: 60 celotnih nukleotidnih zaporedij HPV-6, objavljenih v genski banki
GenBank do zacetka izvajanja nase raziSKave ...........ccccveeieeiieriieniieieecie e 30

Preglednica 4: 49 celotnih nukleotidnih zaporedij HPV-11, objavljenih v genski banki

GenBank do zaCetka izvajanja nasSe raziSKave ..........ccceevieeriiieiiieeeeee e 34
Preglednica 5: 530 HPV-6-pozitivnih vzorcev, vkljucenih v raziskavo ............ccceceeueeneee. 38
Preglednica 6: 207 HPV-11-pozitivnih vzorcev, vkljucenih v raziskavo ...........ccecevenee. 39
Preglednica 7: Oligonukleotidni zacetniki za pomnozevanje DNA HPV-11..................... 42
Preglednica 8: Primerjava nukleotidnih in aminokislinskih zamenjav 190 celotnih
nukleotidnih zaporedij HPV-6.........cccooiiiiiiiiiicceeeese e 50
Preglednica 9: Kontingenc¢na tabela za 724 podtipskih razli¢ic HPV-6...........cccoccoeennee. 59

Preglednica 10: Statisticne povezave na podlagi multivariatne logisti¢ne regresije med
genetskima linjjama B in A (binomski model), podlinijama B1 in B3 ter linijo A
(multinomski model), celine, anatomskim podro¢jem okuzbe in bolnikovim spolom....... 62
Preglednica 11: Primerjava nukleotidnih in aminokislinskih zamenjav 63 celotnih

nukleotidnih zaporedij HPV-11......ccccoiiiiiiiiiiicieeece et 64



IX

Jelen M. Genomska raznolikost ¢loveskih papilomavirusov HPV-6 in HPV-11.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2014

KAZALO SLIK

Slika 1: Filogenetski prikaz sorodnosti 189 papilomavirusov (Bernard, 2013a: 3).............. 6
Slika 2: Frekvencna razporeditev delezev medsebojnih podobnosti nukleotidnih zaporedij
gena L1 118 papilomavirusov (de Villiers in sod., 2004: 20) .......cceevieririiieniieiieieeeene 7
Slika 3: Struktura virusa HPV in organizacija genoma (Kocjan in Poljak, 2011: 43) ........ 12
Slika 4: Virusna sredica ¢loveskega papilomavirusa (Kocjan in Poljak, 2011: 43)............ 15
Slika 5: Kristalna struktura pentamera L1 virusa HPV-16 (Bishop in sod., 2007: 31805). 16
Slika 6: Shematski prikaz razvoja raka materni¢nega vratu (Kocjan in Poljak, 2011: 47). 20
Slika 7: Poravnava aminokislinskega zaporedja beljakovine L1 treh genotipov HPV: HPV-
16 (HPV16REF), HPV-6 (HPV6REF) in HPV-11 (HPVI1IREF) .....cocooiiiiiiiiiiiiee 52
Slika 8: Matri¢na mapa, izrisana na podlagi 190 celotnih nukleotidnih zaporedij HPV-6. 53
Slika 9: Filogenetsko drevo in razlike parov nukeotidnih zaporedij na podlagi 48 celotnih
nukleotidnih zaporedij HPV=-6.........cccooiiiiiiiiiicceeeeee e 55
Slika 10: Prikaz linijsko in podlinijsko-specificnih SNP-jev na podlagi primerjave 48
celotnih nukleotidnih zaporedij HPV=0..........c.cccciiiiiiiiiiiiiiicieeeceee e 57
Slika 11: Filogenetsko drevo na podlagi 960 bp dolgega zaporedja znotraj L2 ORF......... 58
Slika 12: Geografska porazdelitev linije A in podlinij B1, B2, B3, B4 in B5, na podlagi
analize 724 podtipskih razliCic HPV=0.........cccccooiiiiiiiiiiiiiiii et 60
Slika 13: Matri¢na mapa, izrisana na podlagi 63 celotnih nukleotidnih zaporedij HPV-11 66
Slika 14: Filogenetsko drevo in razlike parov nukeotidnih zaporedij na podlagi 63 celotnih
nukleotidnih zaporedij HPV-11. ..ot 67
Slika 15: Prikaz linijsko in podlinijsko-specificnih SNP-jev na podlagi primerjave 63
celotnih nukleotidnih zaporedij HPV-11........cccccciiiiiiiiiiiiiicieecceeese e 69
Slika 16: Filogenetsko drevo na podlagi 270 bp dolgega zaporedja znotraj genomskega
POdrocja E2-NCR2-ESa.....cccuiiiiiiiiiiiiiieeeest ettt 70



Jelen M. Genomska raznolikost ¢loveskih papilomavirusov HPV-6 in HPV-11.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2014

KAZALO PRILOG
Priloga A: 190 HPV-6-pozitivnih vzorcev z opredeljenimi celotnimi nukleotidnimi
zapored;i
Priloga B: 63 HPV-11-pozitivnih vzorcev z opredeljenimi celotnimi nukleotidnimi
zaporedji

Priloga C: 724 HPV-6-pozitivnih vzorcev, vklju€enih v statisticno analizo



XI

Jelen M. Genomska raznolikost ¢loveskih papilomavirusov HPV-6 in HPV-11.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2014

OKRAJSAVE IN SIMBOLI

ASCUS atipi¢ne spremembe ploscatoceli¢nega epitelija materni¢nega vratu
(angl. atypical squamous cells of undetermined significance)
CI interval zaupanja (angl. confidence interval)
CIN cervikalna intraepitelijska neoplazija (predrakava sprememba materni¢nega

vratu), (angl. cervical intraepithelial neoplasia)

CIN1 cervikalna intraepitelijska neoplazija 1. stopnje

CIN2 cervikalna intraepitelijska neoplazija 2. stopnje

CIN3 cervikalna intraepitelijska neoplazija 3. stopnje

DNA deoksiribonukleinska kislina (angl. deoxyribonucleic acid)

HPV ¢loveski papilomavirus (angl. human papillomavirus)

HSIL intraepitelijske spremembe ploScatoceliCnega epitelija visoke stopnje

(angl. high-risk squamous intraepithelial lesions) (CIN3)
IARC Mednarodna agencija za raziskave raka (angl. International Agency for

Research on Cancer)

LCR nekodirajoce, kontrolno podro¢je genoma HPV (angl. long control region)
LSIL intraepitelijske spremembe ploScatoceli¢nega epitelija nizke stopnje

(angl. low-risk squamous intraepithelial lesions) (CIN1)

OR razmerje obetov (angl. odds ratio)

ORF odprti bralni okvir (angl. open reading frame)

oz oligonukleotidni zacetnik

pS3 tumor zavirajoca beljakovina (angl. tumour suppressor protein)

PCR verizna reakcija s polimerazo (angl. polymerase chain reaction)

PIL-NS ploScatoceli¢na intraepitelijska lezija nizke stopnje (CIN1)

PIL-VS ploscatoceli¢na intraepitelijska lezija visoke stopnje (CIN2, CIN3)

pRb retinoblastomska beljakovina (angl. retinoblastoma protein)

RRP rekurentna respiratorna  papilomatoza (angl. recurrent respiratory

papillomatosis)
RT-PCR verizna reakcija s polimerazo v realnem casu (angl. real-time polymerase

chain reaction)
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SNP polimorfizem posameznih  nukleotidov  (angl. single nucleotide
polymorphism)

VLP virusu podoben delec (angl. virus-like particle)
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1 UVOD

Papilomaviruse uvrs¢amo v druzino Papillomaviridae. Njihov genom predstavlja krozna
dvojnovijacna DNA, dolga priblizno 8.000 baznih parov (bp). Na podlagi raznolikosti
nukleotidnega zaporedja delimo PV v rodove, vrste in genotipe. Za ¢loveka je pomembnih
pet rodov: alfa, beta, gama, mu in nu. Genotipi predstavljajo osnovno taksonomsko enoto v
klasifikaciji papilomavirusov. Papilomaviruse, katerih gostitelj je Elovek, imenujemo
¢loveski papilomavirusi (angl. human papillomavirus, HPV). Razsirjeni so po vsem svetu
in so povzrocitelji razli¢énih benignih in malignih sprememb kozZe in sluznic (de Villiers in
sod., 2004; de Villiers, 2013).

Do aprila 2013 je bilo dokonéno opredeljenih Ze ve¢ kot 170 razli¢nih genotipov HPV. Kot
nov genotip HPV opredelimo vsak izolat, ki se v nukleotidnem zaporedju gena L1, od
uradno priznanega, referencnega, najbolj sorodnega genotipa HPV, razlikuje za ve¢ kot
10 %. Kadar je odstopanje od zaporedja gena L1 istega genotipa HPV med 2 % in 10 %,
govorimo o novem podtipu HPV. Kot podtipsko razlicico HPV opredelimo vsak izolat, pri
katerem je odstopanje od zaporedja referen¢nega izolata istega genotipa HPV v genu L1
manjSe od 2 %, ali v zaporedju LCR manjSe od 5 % (de Villiers in sod., 2004; Bernard in
sod., 2006; Bernard in sod., 2010; de Villiers, 2013).

Glede na vrsto novotvorb, ki jih povzrocajo genotipi HPV iz rodu alfa, jih delimo na
visokorizi¢ne, verjetno visokorizi¢ne in nizkorizi¢ne genotipe (Bouvard in sod., 2009).
HPV-6/-11 sta najpomembnejSa nizkorizicna genotipa HPV, saj sta povzrocitelja ve¢ kot
90 % anogenitalnih bradavic in skoraj vseh primerov papilomov grla. Odgovorna sta tudi za
nastanek priblizno 12 % cervikalnih intraepitelijskih neoplazij 1. stopnje (CIN1) in 47,1 %
vulvarnih intraepitelijskih neoplazij 1. stopnje (Gale in sod., 1994; Clifford in sod., 2005;
Poto¢nik in sod., 2007; Aubin in sod., 2008; Insinga in sod., 2008). Skupaj z visokorizi¢nima
genotipoma HPV-16/-18 sta vkljucena v Stirivalentno in nonavalentno profilakticno cepivo
proti HPV (Stanley in sod., 2006; Kiatpongsan in sod., 2012; Garland, 2014).
Papilomavirusi so genetsko izredno heterogeni in povzrocajo razli¢ne novotvorbe pri ljudeh
in zivalih. Evolucija papilomavirusov je potekala vzporedno z njihovimi gostitelji. HPV
najverjetneje izvirajo iz Afrike, od koder izvira tudi Cloveska vrsta. Koevolucija HPV in
¢loveka predstavlja pomemben, vendar ne edini dejavnik, ki je pripeljal do nastanka novih

razli¢ic znotraj genotipov HPV. Le-te so se namre¢ razvile v ¢asu nastajanja poglavitnih
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etni¢nih skupin (Bernard in sod., 2010). Te ugotovitve podpirajo filogenetske raziskave
visokorizi¢nih genotipov HPV-16/-18, ki so pokazale, da razli¢ice omenjenih genotipov
izkazujejo pripadnost dolocenim etni¢nim skupinam oz. so znacilne za dolocena geografska
podro¢ja (Ho in sod., 1993; Ong in sod., 1993; Bernard in sod., 2006; Smith in sod., 2011).
Za razliko od omenjenih visokorizi¢nih genotipov je celotno nukleotidno zaporedje
(genom) genotipov HPV-6/-11 precej ohranjeno; do zacetka izvajanja naSe raziskave
zdruzevanje podtipskih razli¢ic v geografsko znacilne skupine ni bilo dokazano. Glede na
to, da so predhodne filogenetske analize, ki so vkljucevale podtipske razli¢ice HPV-6/-11,
temeljile le na posameznih odsekih celotnega nukleotidnega zaporedja, obstaja moznost, da
bi s filogenetsko analizo na celotnih nukleotidnih zaporedjih HPV-6/-11 iz celega sveta, to
delitev lahko dokazali (Heinzel in sod., 1995; Kocjan in sod., 2009; Maver in sod., 2011;
Burk in sod., 2011; Danielewski in sod., 2013; de Matos in sod., 2013; Godinez in sod.,
2014).

Raziskave genetske raznolikosti visokorizi¢nih genotipov HPV (predvsem HPV-16/-18) so
pokazale, da obstaja povezava med stopnjo patogenosti podtipskih razli¢ic HPV-16/-18 in
njihovim geografskim poreklom. Tako so, na primer, okuzbe z ne-evropskimi podtipskimi
razli¢icami HPV-16 povezane z ve¢jo perzistenco virusa in vecjim tveganjem za nastanek
raka materin¢nega vratu kot okuzbe z evropskimi razli¢icami (Sichero in sod., 2007;
Schiffman in sod., 2010). Z doktorsko nalogo smo Zzeleli na do sedaj najvecjem Stevilu
HPV-6/-11-pozitivnih vzorcev, pridobljenih iz razli¢nih geografskih podrocij sveta, prvic

opredeliti svetovno genomsko raznolikost HPV-6/-11.
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1.1 NAMEN

Z doktorsko nalogo smo Zzeleli pridobiti do sedaj najvecje Stevilo klinicno pomembnih

HPV-6/-11-pozitivnih vzorcev iz celega sveta in z dolocitvijo delnega nukleotidnega

zaporedja (priblizno 2.800 bp) izbrati najbolj raznolike podtipske razliCice, katerim bi

dolo¢ili celotno nukleotidno zaporedje (priblizno 8.000 bp). Celotna nukleotidna zaporedja

najbolj raznolikih podtipskih razli¢ic HPV-6/-11 na svetovnem nivoju smo Zeleli uporabiti

za naslednje namene:

Pomembno povecati Stevilo celotnih nukleotidnih zaporedij HPV-6/-11, ki so
dostopna v genskih bankah.

Raziskati povezave med genomsko raznolikostjo in geografsko razporeditvijo
podtipskih razlicic HPV-6/-11 iz Sestih celin: Evropa, Azija, Severna in Juzna
Amerika, Avstralija in Afrika.

Dokazati nove genetske linije in podlinije ter nove, Se neopisane nukleotidne in
aminokislinske zamenjave.

Dokazati, nukleotidne zamenjave, ki so znacilne za specifine genetske linije in
podlinije.

Dolo¢iti aminokislinske zamenjave (v veliki plas¢ni beljakovini L1), ki bi lahko

vplivale na u¢inkovitost Stirivalentnega in nonavalentnega cepiva proti HPV.
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1.2 HIPOTEZE

V sklopu doktorske disertacije smo Zeleli potrditi naslednje delovne hipoteze:

Predpostavljamo, da bomo na velikem Stevilu HPV-6/-11-pozitivnih vzorcev iz
razli¢nih koncev sveta prvi¢ nedvomno dokazali, da podtipske razlicice HPV-6/-11
niso omejene na doloceno geografsko podrocje, kot je to znacilno za nekatere
visokorizi¢ne genotipe HPV.

Svetovna genomska raznolikost HPV-6/-11 bo bistveno manj$a v primerjavi z
genomsko raznolikostjo visokorizi¢niih genotipov HPV; HPV-6 bo pomembno bolj
raznolik kot HPV-11.

Predpostavljamo, da bomo med vsemi HPV-6/-11-pozitivnimi vzorci, ki jith bomo
vkljucili v raziskavo, z dolocitvijo nukleotidnih zaporedij E5a, ESb, L1 in LCR,
lahko izbrali najbolj raznolike vzorce, ki jim bomo v nadaljevanju dolo¢ili celotno
nukleotidno zaporedje.

Predpostavljamo, da bomo na osnovi filogenetskih analiz na celotnih nukleotidnih
zaporedjih, ugotovili obstoj novih genetskih linij in podlinij.

Predpostavljamo, da bomo s primerjavo novoopisanih nukleotidnih zamenjav v
celotnih nukleotidnih zaporedjih ugotovili, katere nukleotidne zamenjave so
znacilne za specifi¢ne genetske linije in podlinije.

Predpostavljamo, da bomo v nukleotidnih zaporedjih gena L1 opisali
aminokislinske zamenjave, ki bi lahko vplivale na u¢inkovitost Stirivalentnega in

nonavalentnega cepiva proti HPV.
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2 PREGLED OBJAV

2.1 ZGODOVINA

Papilomavirusi so DNA virusi in jih taksonomsko uvr§¢amo v druzino Papillomaviridae.
Papilomavirusi so izredno heterogena skupina virusov, ki okuzujejo ¢loveka in razlicne
zivalske vrste vretencarjev ter so vrstno-specificni.

Kozne in genitalne bradavice so poznali Ze Stari Rimljani in Grki (Bafverstedt, 1967). Zaradi
nenadnega pojavljanja in izginjanja so pojav bradavic povezovali z magijo in spolno
promiskuiteto (zur Hausen 2009; Cubie, 2013).

Prvi nedvoumen dokaz, da je za pojav bradavic kriv virusni povzrocitelj, je objavil italijanski
znanstvenik Ciuffo, ko je po intradermalni inokulaciji svojega prsta z brezceli¢nim filtratom
iz kozne bradavice poro¢al o prenosu bolezni (Ciuffo, 1907). Stevilnim podobnim
opazovanjem je leta 1949 sledil prvi dokaz virusnih delcev v kozZni bradavici z elektronskim
mikroskopom (Strauss in sod., 1949).

Prvi papilomavirusi so bili opredeljeni pred priblizno 40 leti (Orth in sod., 1977; Gissmann
in sod., 1977), kamor segajo tudi prve raziskave o cloveskih papilomavirusih v povezavi z
razvojem raka materni¢nega vratu (zur Hausen in sod., 1974a; zur Hausen in sod., 1974b) in
raka ustnega predela zrela (Loning in sod., 1985; de Villiers in sod., 1985). Za odkritje
vzro¢ne povezave med HPV in rakom materni¢nega vratu je leta 2008 nemski znanstvenik

Harald zur Hausen prejel Nobelovo nagrado za medicino in fiziologijo.

2.2 KLASIFIKACIJA PAPILOMAVIRUSOV

Papilomaviruse uvr§¢éamo v druzino Papillomaviridae. Na podlagi raznolikosti oz.
skladnosti celotnih nukleotidnih zaporedij gena L1 in topologije filogenetskih dreves, ki
izhajajo iz poravnav omenjenega nukleotidnega zaporedja, delimo papilomaviruse v
rodove, vrste, genotipe, podtipe in podtipske razli¢ice. Trenutno je opisanih 38 rodov in ve¢
kot 240 genotipov papilomavirusov. Filogenetsko drevo, izrisano na podlagi nukleotidnih
zaporedij gena L1 189 genotipov papilomavirusov, je prikazano na sliki 1 (Bernard, 2013a).

Posamezni rodovi in vrste so razvr§¢eni v vecje in manjSe filogenetske veje.
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Slika 1: Filogenetski prikaz sorodnosti 189 papilomavirusov (Bernard, 2013a: 3). Z grskimi ¢rkami so oznaceni

rodovi papilomavirusov. S $tevilkami so oznacene vrste papilomavirusov
Figure 1: Phylogeny of 189 papillomavirus genotypes (Bernard, 2013a: 3). Greek letters reffer to
papillomavirus genera, while numbers reffer to papillomavirus species

Na podlagi podobnosti celotnega nukleotidnega zaporedja gena L1 uvrS¢amo v isti rod tiste

viruse, ki izkazujejo ve€¢ kot 40 % raznolikost, in v isto vrsto viruse, ki izkazujejo

raznolikost med 30 % in 40 % (Slika 2).
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Slika 2: Frekvencna razporeditev delezev medsebojnih podobnosti nukleotidnih zaporedij gena L1 118
papilomavirusov (de Villiers in sod., 2004: 20)

Figure 2: Frequency distribution of pairwise identity percentages from L1 nucleotide sequence comparison of
118 papillomavirus genotypes (de Villiers et al., 2004: 20)

Poznamo 16 rodov papilomavirusov, ki jih oznacujemo z grskimi ¢rkami. Za ¢loveka je
pomembnih pet rodov: Alphapapillomavirus (alfa), Betapapillomavirus (beta),
Gammapapillomavirus (gama), Mupapillomavirus (mu) in Nupapillomavirus (nu).
Osnovno taksonomsko enoto v klasifikaciji papilomavirusov predstavljajo genotipi
(de Villiers in sod., 2004; Bernard in sod., 2013a). Kot nov genotip HPV opredelimo vsak
izolat, ki se v nukleotidnem zaporedju gena L1, od uradno priznanega, najbolj sorodnega
genotipa HPV, razlikuje v ve¢ kot 10 %. Kadar je odstopanje od zaporedja istega genotipa
HPV med 2 % in 10 %, govorimo o novem podtipu HPV. Odkrivanje novih genotipov HPV
spremljajo v Referencnem centru za HPV: International Human papillomavirus Reference
Center, Karolinska Institutet, v Stockholmu na Svedskem. Do aprila 2013 je bilo dokonéno
opredeljenih ze ve¢ kot 170 razliénih genotipov HPV (de Villiers, 2013).

Vsak genotip HPV je v klini¢nih vzorcih zastopan v majhnem stevilu (do 100) zelo sorodnih
razli€ic, ki se v izbranih genomskih podroc¢jih med seboj razlikujejo v tockastih mutacijah
in v nekodirajo¢em podro¢ju LCR (angl. long control region) tudi v nukleotidnih vstavkih
oz. insercijah (angl. insertion), ali izpadih oz. delecijah (angl. deletion) (Ho in sod., 1991;
Yamada in sod., 1995; Kurvinen in sod., 2000; Bernard, 2013a). Omenjene razliCice znotraj

taksonomsko opredeljenega genotipa HPV imenujemo podtipske razlicice HPV. Kot
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podtipsko razli¢ico HPV opredelimo vsak izolat HPV, pri katerem je odstopanje od
nukleotidnega zaporedja referen¢nega izolata istega genotipa v genu L1 manjsSe od 2 %, ali

v zaporedju LCR manjSe od 5 % (de Villiers in sod., 2004; Bernard, 2013a).

2.3 RAZVRSCANIJE GENOTIPOV HPV GLEDE NA TKIVNI TROPIZEM

HPV povzroc¢ajo produktivne in latentne okuzbe koZe in sluznic. Glede na njihov tropizem
za doloceno vrsto epitelija jih delimo v tri glavne skupine: (1) kozni genotipi HPV, ki
okuzujejo predvsem porozenevajo¢ vecCskladen ploScatocelicni epitelij, (2) sluznic¢ni
genotipi HPV, ki okuZzujejo predvsem ploscatoceli¢ni epitelij anogenitalnega predela, (3)
genotipi HPV, povezani z redko dedno boleznijo, bradavicasto epidermodisplazijo
(epidermodysplasia verruciformis) (Cubie, 2013).

Za posamezne rodove HPV je znacilno, da izkazujejo dokaj znacilen tropizem za dolo¢eno
vrsto epitelija. Na primer, HPV iz rodu alfa okuzujejo predvsem ploscatocelicni epitel
sluznic anogenitalnega podrocja in podrocja glave in vratu, medtem ko HPV iz rodov beta,
gama, mu in nu okuzujejo predvsem ploScatocelicni epitel koze. Nekateri genotipi HPV iz
rodov beta in gama izkazujejo dvojni oz. kozno-sluzni¢ni tropizem (de Villiers in sod.,
2004; Cubie, 2013; de Villiers, 2013; Poljak in sod., 2014). Bradavicasto
epidermodisplazijo povzrocajo genotipi HPV iz rodu beta. Bolezen je redka in se razvije
najverjetneje kot posledica dolgotrajne imunske pomanjkljivosti in posledi¢ne aktivacije
virusa (Cubie, 2013).

HPV iz rodu alfa so medicinsko najbolj pomembni, saj povzrocajo Stevilne benigne in
maligne novotvorbe plos€atocelicnega epitelija koze in sluznic. Po najnovejsi, trenutno
veljavni klasifikaciji bioloskih rakotvornih agensov Mednarodne agencije za raziskave raka
(angl. International Agency for Research on Cancer, IARC) delimo alfa HPV v Stiri
skupine: (1) genotipi z rakotvornim potencialom, (2) verjetno rakotvorni genotipi, (3)
genotipi z nejasnim rakotvornim potencialom in (4) genotipi brez rakotvornega potenciala

(Bouvard in sod., 2009) (Preglednica 1).
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Preglednica 1: Klasifikacija genotipov HPV iz rodu alfa glede na rakotvorni potencial (Bouvard in sod., 2009:
322)
Table 1: Classification of alpha HPV genotypes according to their cancerogenic potential (Bouvard et al., 2009:
322)

Skupina po IARC Rakotvorni potencial Genotip HPV
1 rakotvorni genotipi 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52,
56, 58, 59
2A verjetno rakotvorni genotipi 68
o genotipi z nejasnim rakotvornim 26, 30, 34, 53, 66, 67, 69, 70, 73,
potencialom 82, 85, 97
tipi b kot
3 genotipi brez rakotvornega 6.11
potenciala

Legenda: IARC: Mednarodna agencija za raziskave raka (angl. International Agency for Research on Cancer)

Visokorizi¢ne genotipe HPV (najpogosteje HPV-16) so dokazali v ve¢ kot 99 % primerov
raka materni¢nega vratu, 70 % do 90 % raka zadnjika in noznice, 40 % raka vulve, 47 %
raka penisa ter 25 % do 30 % raka ustnega dela zrela (Kreimer in sod., 2005; Giuliano in
sod., 2008). Nizkorizi¢ni genotipi HPV povzro€ajo benigne spremembe ploscatoceli¢nega
epitelija. Najpomembnejsa nizkorizi¢na genotipa HPV sta HPV-6/-11 in sta odgovorna za
nastanek ve¢ kot 90 % primerov anogenitalnih bradavic in papilomov grla (Gale in sod.,
1994; Clifford in sod., 2005; Potoc¢nik in sod., 2007; Aubin in sod., 2008; Insinga in sod.,
2008).

2.4 EVOLUCIJA PAPILOMAVIRUSOV

Papilomavirusi so vrstno specifi¢ni, kar pomeni, da lahko okuzujejo le eno vrsto gostitelja
in da prenos papilomavirusov med razlicnimi vrstami gostiteljev ni mozZen. Iz omenjenega
dejstva se je izoblikovala teorija o soc¢asni evoluciji papilomavirusov in njihovih gostiteljev
- koevoluciji (Bernard in sod., 2006; Van Doorslaer, 2013). Razvejitev filogenetskega
drevesa papilomavirusov podpira teorijo koevolucije: (1) glavna filogenetska veja rodu alfa
zdruzuje tako klinicno najpomembnejSe genotipe HPV kot tudi vecino znanih
papilomavirusov primatov in opic, iz ¢esar lahko sklepamo, da je bil skupni prednik ¢loveka
in primatov tudi primarni gostitel] HPV in zivalskih papilomavirusov; (2) rod
Deltapapillomavirus zdruzuje vecino papilomavirusov, ki okuzujejo parkljarje, medtem ko

rod Lambdapapillomavirus zdruzuje papilomaviruse, ki povzroc¢ajo okuzbe pri zvereh; (3)
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tri filogenetske veje, ki predstavlajajo rodove Etapapillomavirus, Thetapapillomavirus in
Dyoepsilonpapillomavirus, zdruzujejo pti¢je papilomaviruse, ki okuzujejo med seboj
oddaljene vrste pticev. Filogenetske veje pti¢jih papilomavirusov se nahajajo v blizini
korenine filogenetskega drevesa (de Villiers in sod., 2004; Bernard, 2013a). Kljub nastetim
dejstvom obstajajo v filogenetskem drevesu papilomavirusov primeri, ki kr§ijo pogoje stroge
koevoluciie z njihovimi gostitelji; na primer: opi¢ji papilomavirusi bi se v primeru stroge
koevolucije z gostitelji morali uvrstiti v loCeno skupino in ne med ¢loveske papilomaviruse;
razvejitev filogenetskega drevesa papilomavirusnih gostiteljev bi se morala popolnoma
ujemati s filogenetsko razvejitvijo papilomavirusov (Bravo in Alonso, 2007; Gottschling in
sod., 2007; Shah in sod., 2010; Gottschling in sod., 2011). Stevilne filogenetske raziskave,
ki so primerjale evolucijo papilomavirusov in njihovih gostiteljev so nakazale obstoj in vpliv
dodatnih, alternativnih dogodkov, ki jih moramo upostevati, ko opisujemo evolucijo
papilomavirusov. Eden izmed takih dogodkov je na primer nastanek novih ekoloSkih ni§
(prisotnost/odsotnost dlake in razvoj zlez znojnic pri gostitelju), na katere so se morali
papilomavirusi tekom evolucije prilagoditi (ko-speciacija) (Shah in sod., 2010; Gottschling
in sod., 2011; Van Doorslaer, 2013).

Znotraj posameznih genotipov  HPV obstajajo podtipske razli¢ice, ki se med seboj
razlikujejo v tockastih mutacijah, delecijah in insercijah. Te mutacije so se tekom milijon let
trajajoce evolucije akumulirale, fiksirale in vodile v nastanek genetskih linij. Postopno
akumuliranje teh mutacij je pripeljalo do povecanega Stevila linijsko-specifi¢nih razlik in
koncno do virusne speciacije oz. nastanka genotipov. Podtipske razli¢ice genotipov HPV, ki
jih lahko dokazemo z molekularnimi metodami, so se razvile v €asu nastajanja poglavitnih
etni¢nih skupin, ko je moderni ¢lovek pred priblizno 50.000 leti zapustil Afriko, (Bernard in
sod., 2010; Bernard, 2013a), in izkazujejo pripadnost dolo¢enim etni¢nim skupinam oz. so
znacilne za dolocena geografska podroc¢ja. Te ugotovitve podpirajo filogenetske raziskave
visokorizi¢nih genotipov HPV-16/-18, ki so pokazale, da podtipske razli¢ice omenjenih
genotipov izkazujejo pripadnost dolo¢enim etnicnim skupinam oz. so znacilne za doloc¢ena
geografska podrocja; razli¢ice HPV-16 delimo na evropske, azijske, afriSke in azijsko-
ameriske (Ho in sod., 1993; Ong in sod., 1993, Bernard in sod., 2006; Smith in sod., 2011).
Kljub temu da so povezave med podtipskimi razlicicami HPV-16/-18 in geografskim
izvorom in/ali posameznimi etni¢nimi skupinami dobro podprte, ostajajo geografske in

etnoloske povezave med razli¢icami drugih genotipov HPV slabo raziskane (Burk in sod.,
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2013). Raziskave, ki so opredeljevale genetsko raznolikost podtipskih razli¢ic HPV-6/-11
(Heinzel in sod., 1995; Burk in sod., 2011), HPV-16/-18/-31/-35 (Calleja-Macias in sod.,
2004), HPV-53/-56/-66 (Prado in sod., 2005), HPV-52/-58 (Chang in sod., 2011), HPV-58
(Chan in sod., 2013), HPV-33 (Chen in sod., 2014a) in HPV-45 (Chen in sod., 2014b), so
potrdile, da posamezni genotipi HPV tvorijo taksonomsko locene skupine ter da nekateri od
omenjenih genotipov obstajajo v obliki evropskih, afriSkih in azijskih razli¢ic, kljub temu pa
povezava med razli¢icami teh genotipov in etni¢nimi skupinami ni tako mocna kot v

primerih HPV-16/-18.

2.5 ZGRADBA HPV

HPV so priblizno 55 nm veliki virusi brez ovojnice, z dvojnovijaéno DNA. Virusno sredico,
ki obdaja virusno DNA, sestavlja 72 morfoloskih enot (kapsomer) in je ikozaedri¢no
somerna. Kapsomero sestavlja pet velikih plasénih beljakovin L1 (57 kDa) in ena mala
plas¢na beljakovina L2 (78 kDa) (Slika 3) (Doorbar in Gallimore, 1987; Modis in sod., 2002;
Buck in sod., 2013).

2.5.1 Struktura genoma

Genom HPV predstavlja krozna, zaprta, dvojnovija¢na molekula DNA, velikosti 7.500-
8.000 bp in se nahaja v virusni sredici. DNA HPV delimo na tri glavna podroc¢ja: (1) zgodnje
podrocje E (angl. early), ki pokriva priblizno 50 % virusnega genoma, (2) pozno podro¢je L
(angl. late), ki pokriva priblizno 40 % virusnega genoma in (3) nekodirajo¢e podro¢je LCR
(angl. long control region), ki pokriva priblizno 10 % virusnega genoma (Zheng in Baker,
2006) (Slika 3). Zgodnje in pozno podrocje sestavlja do 10 odprtih bralnih okvirjev (angl.
open reading frame, ORF) oz. genov. Veéina do sedaj opredeljenih genotipov HPV nosi
zapise za najmanj Sest genov (ORF) v zgodnjem kodirajo¢em podroc¢ju: E1, E2, E4, ES, E6
in E7 ter za dva gena v poznem kodirajo¢em podrocju: L1 in L2. Zgodnje kodirajoce
podrocje genotipov HPV-6/-11vsebuje zapisa za dve razli¢ni beljakovini ES: E5a in E5Sb.
Vecina HPV iz rodov beta in gama nima zapisa za beljakovino ES. Nekodirajoce podrocje

LCR se nahaja med genoma L1 in E6 (Zheng in Baker, 2006; Van Doorslaer, 2013).
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Zgodnje kodirajoce podrocje E vsebuje zapise za beljakovine, ki sodelujejo pri prepisovanju
in podvajanju virusnega genoma (E1 in E2), ter gene za zapis beljakovin, ki sodelujejo pri
preobrazbi okuzenih celic (E4, E5, E6 in E7). Pozno kodirajoce podrocje L vsebuje zapise
za dve strukturni beljakovini kapside (plas¢ni beljakovini) (L1 in L2) (de Villiers in sod.,
2004; Zheng in Baker, 2006). Nekodirajoce podro¢je LCR je zaporedje DNA, ki je
pomembno za uravnavanje virusnega razmnozevanja in prepisovanja virusnih genov. LCR
vsebuje na 5'-koncu terminacijski kodon gena L1, osrednji del LCR predstavljajo ojaevalna
(angl. enhancer) in utiSevalna zaporedja (angl. silencer), kjer se nahajajo tudi vezavna mesta
za dejavnike prepisovanja, mesto zacetka podvojevanja virusnega genoma: ori (angl. origin
of replication) ter na 3'-koncu promotor gena E6 (Bernard, 2013b). Vloga ostalih, krajsih
nekodirajocih podrocij (zavzemajo manj kot 1 % virusnega genoma), ki se pri nekaterih HPV
(npr. HPV-6/-11) nahajajo med geni E7 in E1 (NCR1), E2 in ES (NCR2) ter E5 in L2
(NCR3), Se ni pojasnjena.

r

A

N

4y

Slika 3: Struktura virusa HPV in organizacija genoma (Kocjan in Poljak, 2011: 43)
Figure 3: HPV structure and genome organization (Kocjan and Poljak, 2011: 43)

2.5.2 Vloga virusnih beljakovin

Beljakovini E1 in E2 imata klju¢no vlogo pri podvojevanju virusne DNA in virusnem
razmnozevanju. Beljakovina E1 je od ATP-odvisna helikaza in je edini encim, ki ga kodira

HPV genom. E1 se veze na mesto ori v LCR, odvije dvojnovijatno DNA in skupaj z
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beljakovino E2 ter ostalimi celicnimi dejavniki podvojevanja sodeluje pri zacetku
podvojevanja virusne DNA (Ustav in Stenlund, 1991; Bergvall in sod., 2013).

Beljakovina E2 je glavni regulator prepisovanja genov, sodeluje tudi pri podvojevanju
virusnega genoma in pakiranju virusne DNA v novonastale virusne kapside (Chin in
sod.,1988; Zhao in sod., 2000; McBride, 2013). VeZe se na vezavna mesta v podrocju LCR,
pri ¢emer je njena vezava nujna za vezavo beljakovine E1 na mesto ori, kar omogoca zacetek
virusnega podvojevanja (Sanders in Stenlund, 2000). E2 je nujna tudi za pravilno segregacijo
virusne DNA med celi¢no delitvijo (Bastien in McBride, 2000). Njena koncentracija vpliva
na izrazanje genov E6 in E7, saj v nizkih koncentracijah njuno izrazanje spodbuja, medtem
ko v visokih koncentracijah njuno izrazanje zavira. Mutacije v podrocju E2 ali integracija
virusnega genoma v gostiteljev genom povzro¢i prekinitev tega gena in s tem neuravnavano
izrazanje genov E6 in E7, kar predstavlja pomemben dogodek pri maligni preobrazbi celic,
okuzenih z visokorizicnimi HPV (Desaintes in sod., 1997; Dowhanick in sod., 1995; Hwang
in sod., 1993).

Zapis za beljakovino E4 se nahaja znotraj zapisa za beljakovino E2. Vloga beljakovine E4
Se ni povsem pojasnjena. Raziskave so pokazale, da v povezavi z beljakovino E2 sodeluje
pri podvojevanju DNA, pri sestavljanju virusnih delcev in povzro¢i razpad celi¢nega
citoskeleta, s ¢imer olajSa izstopanje virusnih delcev iz okuzene celice (Davy in sod., 2009;
Bryan in Brown, 2001; Doorbar, 2013).

Beljakovini E5 so do sedaj pripisali ve¢ bioloskih vlog, ¢eprav enotna teorija o aktivnosti
oz. vlogi beljakovine ni poznana. Med pripisanimi bioloskimi vlogami je najbolj raziskana
sposobnost preobrazbe celic, in sicer v in vitro sistemih (Nath in sod., 2006; DiMaio in Petti,
2013) ter v transgenih misSih po okuzbi z visokorizicnimi HPV (Genther Williams in sod.,
2005). Beljakovina E5 najverjetneje sodeluje v zacetnih stopnjah onkogeneze (Genther
Williams in sod., 2005; Schiffman in sod., 2005). Glavna bioloska znacilnost beljakovine
ES je sposobnost uravnavanja celi¢nega prenosa membranskih beljakovin, s Cimer povzroca
spremembe v koli¢ini in aktivnosti razli¢nih receptorskih beljakovin na povrsini okuzene
celice. Na ta nacin spodbuja celi¢no proliferacijo. Spodbuja lahko receptorje celi¢nih rastnih
dejavnikov (npr. epidermalnega rastnega faktorja; angl. epidermal growth factor, EGF). E5
lahko uravnava tudi molekule poglavitnega histokompatibilnega kompleksa razreda I, s

¢imer omogoca virusu izmikanje imunskemu odzivu gostitelja (Ashrafi in sod., 2005;
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Ashrafi in sod., 2006). Beljakovine E5 lahko tudi spodbujajo angiogenezo (Kim in sod.,
2006) in zavirajo celicno apoptozo (Kabsch in Alonso, 2002; Kabsch in sod., 2004).
Virusni beljakovini E6 in E7 sta glavni onkogeni beljakovini visokorizi¢nih genotipov HPV
in vplivata na Stevilne celi¢ne procese, ki vodijo do maligne preobrazbe okuzenih celic. Med
najpomembnejsimi je spodbujanje in vzdrzevanje celicne proliferacije, zaviranje delovanja
za8Citnih celiénih tumor-zavirajocih beljakovin (npr. p53 in pRb) in sprozitev celi¢ne
nesmrtnosti (Kocjan in Poljak, 2011). Z vezavo beljakovine E6 na p53 in beljakovine E7 na
pRb (angl. retinoblastoma protein) se zavre njuno normalno delovanje. Beljakovini p53 in
pRb imata zasc¢itno vlogo in zavirata delitev celice, kadar pride do poskodb celicne DNA
(zur Hausen, 1996; Steenbergen in sod., 2005). V kolikor je delovanje p53 in pRb omejeno,
je celi¢na delitev nenadzorovana, kar vodi do kopicenja nadaljnjih mutacij in rakave
preobrazbe celic (Longworth in Laimins, 2004; Steenbergen in sod., 2005).

Beljakovini L1 in L2 sta strukturni in imunogeni beljakovini, ki tvorita virusno kapsido.
Beljakovina L1 se veze s celi¢nimi receptorji in je kljuéna za vstop virusa v celico (Buck in
sod., 2013). Beljakovina L2 sodeluje pri vstopu virusa v celico, pomaga pri pobegu virusa
iz endosoma (Richards in sod., 2006; Wang in Roden, 2013) ter pri potovanju virusa proti
celicnemu jedru in virusni enkapsidaciji (Day in sod., 1998; Florin in sod., 2006).
Beljakovina L1 ima sposobnost spontanega samo-sestavljanja v virusom-podobne delce
(angl., virus-like particles, VLPs), ki so imunogeni in lahko v okuzenem gostitelju izzovejo
nastanek nevtralizirajoCih protiteles, ki so specifi¢na za posamezen genotip HPV (Kirnbauer
in sod., 1992; Rose in sod., 1993; Pastrana in sod., 2001; Bishop in sod., 2007). Ugotovitev,
da se lahko beljakovina L1 sama sestavi v VLP-je, ki so morfolosko in antigensko skoraj
identi¢ni naravnim virusnim delcem, je pripeljala do razvoja in proizvodnje rekombinantnih
beljakovin L1 (ki se same sestavijo v VLP) in so glavna komponenta trenutnih cepiv proti
HPV: bivalentnega cepiva proti HPV-16/-18 (Cervarix®, ki ga proizvaja GlaxoSmithKline,
Biologicals, Rixensart, Belgija), §tirivalentnega cepiva proti HPV-16/-18/-6/-11 (Gardasil®,
ki ga proizvaja Merck and Co. Inc., West Point, Pensilvanija, ZDA) in novodobnih cepiv
proti HPV v razvoju (angl. second-generation vaccines) (Stanley in sod., 2006; Kiatpongsan
in sod., 2012). Beljakovina L2 ima manjsi imunogeni potencial kot L1 in spodbuja nastanek
nevtralizirajo¢ih protiteles, ki $¢itijo proti Sirokemu spektru genotipov HPV (Gambhira in

sod., 2007).
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2.5.3 Beljakovina L1

Za razumevanje protitelesnega imunskega odziva na okuzbe s HPV je nujno poznavanje
molekularne strukture virusne sredice HPV. Kot ze omenjeno, ikozaedri¢no sredico oz.
kapsido HPV sestavlja 72 morfoloskih enot oz. kapsomer (72 pentamerov L. 1) in za priblizno
tridesetino manjSe Stevilo beljakovin L2, ki se nahajajo v notranjosti virusne sredice (Slika

4) (Stanley in sod., 2006; Buck in sod., 2013).

beljakovina L1
beljakovina L2
3
\\‘ - Y
a '\

kapsomera

AN

Slika 4: Virusna sredica ¢loveskega papilomavirusa (Kocjan in Poljak, 2011: 43)
Figure 4: The viral capsid of human papillomavirus (Kocjan and Poljak, 2011: 43)

Prikaz tridimenzionalne kristalne strukture posameznih kapsomer s pomocjo ra¢unalniskih
programov je omogocil podroben vpogled v molekularno strukturo povrsSinskih epitopov,
podrocij, ki so kljuéna za vezavo nevtralizirajocih, tipsko-specifi¢nih protiteles proti HPV.
Epitopi se nahajajo na zunanji povrsini kapsomer, v obliki petih aminokislinskih zank (angl.,
loops), dolgih 10 do 30 aminokislin in jih imenujemo povrsinske zanke BC, DE, EF, FG in
HI (Stanley in sod., 2006; Bishop in sod., 2007) (Slika 5).
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Slika 5: Kristalna struktura pentamera L1 virusa HPV-16. Monomerne enote L1 so obarvane z razli¢nimi
barvami. Oznacen je polozaj povrSinskih zank: BC, DE, EF, FG in HI (Bishop in sod., 2007: 31805)

Figure 5: The crystal structure of HPV-16 L1 pentamer. Each monomer is shown in different color. Surface
loops: BC, DE, EF, FG and HI are shown (Bishop et al., 2007: 31805)

Prepoznavna mesta za vezavo tipsko-specificnih protiteles proti HPV so odkrili tudi v
priblizno 100 aminokislin dolgem C-terminalnem koncu beljakovine L1 (Chen in sod., 2000;
Modis in sod., 2002; Carter in sod., 2003; Stanley in sod., 2006; Orozco in sod., 2005; Bishop
in sod., 2007).

Raziskave imunogenih epitopov genotipa HPV-6 so pokazale, da protitelesa s HPV-6
nedavno okuzenih bolnic ne prepoznajo enega samega imunogenega epitopa in da protitelesa
razli¢nih bolnic prepoznajo razlicne povrSinske zanke v L1. Pokazali so tudi, da se vzorec
prepoznavanja dolocenih povrSinskih zank s strani protiteles ne spremeni tudi po devetih
letih po prvem seropozitivnem testu. V primeru HPV-11, se protitelesa, ki nastanejo po
naravni okuzbi s HPV-11, obifajno vezejo na imunogene epitope, ki se nahajajo v
C-terminalnem delu beljakovine L1 (Wang in sod., 2003). Glede na to, da protitelesa
prepoznajo razli¢ne povrsinske zanke in niso omejena na eno dolo¢eno prepoznavno mesto,
rezultati teh raziskav nakazujejo, da je moznost razvoja virusnih razli¢ic HPV, na katere
cepiva proti HPV ne bi ve¢ vplivala (angl. vaccine escape variants), najverjetneje majhna
(Orozco in sod., 2005).

Stirivalento cepivo proti HPV, ki je trenutno v uporabi, je bilo odobreno v &asu, ko je bila
genomska raznolikost genotipov HPV-6/-11 slabo raziskana. Trenutno so v teku klini¢ne
raziskave nonavalentnega cepiva proti HPV, v katerega sta prav tako vkljuena genotipa

HPV-6/-11 (Kiatpongsan in sod., 2012). Kljub temu da so v nedavni raziskavi Ahmed in
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sodelavei (2013) pokazali, da je svetovna genetska raznolikost gena L1 genotipov
HPV-6/-11 pomembno manjsa v primerjavi z nekaterimi visokorizi¢nimi predstavniki HPV,
je njihova raziskava temeljila na relativno majhnem Stevilu HPV-6/-11-pozitivnih vzorcev
(136 vzorcev HPV-6 in 103 vzorci HPV-11), med katerimi je bila veina razli¢ic L1 iz

Evrope (94 %) in ni bilo razlicic gena L1 iz afriSke celine (Ahmed in sod., 2013).

2.6 NARAVNI POTEK OKUZBE S HPV

2.6.1 Primarna okuZzba epidermisa

Tar¢ne celice pomnoZzevanja HPV so bazalne celice vecvrstnega ploS¢atoceli¢nega epitelija,
do katerih virus po navadi dostopa skozi poskodovani epitel koze ali sluznic. HPV lahko do
tar¢nih celic dostopajo tudi zaradi naravno bolj dostopnega bazalnega epitelija, kot je na
epitelijem (transformacijska cona), ki predstavlja najobcutljivejsi predel za razvoj
predrakavih sprememb (Doorbar, 2007; Schiller in sod., 2010). Virusi HPV se s plas¢no
beljakovino L1 vezejo na celi¢ne receptorje: heparan-sulfatne proteoglikane, kar sprozi
konformacijsko spremembo v virusni kapsidi in vodi do cepitve beljakovine L2 s celicnim
furinom ali sorodnim encimom, proprotein konvertazo. Cepitev s furinom sprozi
izpostavitev vezavnega mesta na L1, s katerim se virus veZe na drug, Se neopredeljen celi¢ni
receptor. Ti dogodki sprozijo endocitozo, ki je po navadi s klatrinom-posredovana
endocitoza (npr. pri HPV-16), vendar se lahko razlikuje od genotipa do genotipa (npr.
HPV-31 vstopa v celico s kaveotskim endocitotskim sistemom, ki je neodvisen od klatrina).
Tekom internalizacije pride v poznih endosomih do razgraditve virusnih delcev in pobega
virusne DNA iz endosoma, pri ¢emer sodeluje beljakovina L2. S pomoc¢jo mikrotubulov se
virusna DNA, skupaj z beljakovino L2, prenese v jedro okuzene bazalne celice. V jedru
okuzene celice se virusna DNA nahaja izklju¢no v zunajkromosomski obliki kroznih delcev
(episomih). Po okuzbi bazalnih celic sledi omejeno podvojevanje genoma HPV, kar poveca
Stevilo kopij na priblizno od 100 do 200 kopij na celico. Nadaljnje podvojevanje virusnega
genoma in virusno razmnozevanje je natancno uravnano in tesno povezano s celicnim
ciklom gostiteljske celice (Kocjan in Poljak, 2011; Doorbar, 2006; Doorbar, 2007; Doorbar
in sod., 2012).
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2.6.2 Produktivna okuzba

Produktivna virusna okuzba je okuzba, v kateri virus uspesno zakljuci svoj zivljenjski krog
in je znacilna za nizkorizi¢ne in visokorizi¢ne genotipe HPV. Posledica produktivne okuzbe
je nastanek benignih bradavic ali intraepitelijske neoplazije 1. stopnje, ki iz svoje povrSine
spros¢ajo velike koli¢ine infektivnih virusnih delcev. Izrazanje virusnih beljakovin tekom
produktivne okuzbe je natan¢no uravnano in sovpada z dozorevanjem in diferenciacijo
epitelnih celic. Po zacetni okuzbi bazalnih celic je sinteza virusnih beljakovin omejena. V
vecjih koli¢inah se izrazata onkogeni beljakovini E6 in E7, katerih raven narasca zaradi nizke
koncentracije beljakovine E2, ki sicer v visokih koncentracijah zavira prepisovanje genov
za E6 in E7. Bazalne celice, ki niso okuzene s HPV, tekom naravnega zivljenjskega
celicnega cikla vstopajo v superbazalne epitelne sloje in po dolo¢enem Stevilu delitev
izstopijo iz celicnega cikla. Sledi proces terminalne diferenciacije in nastanek za$citnega
keratinskega sloja. S HPV okuZene superbazalne celice se delijo veckrat kot obi¢ajno, zaradi
visokega izrazanja onkogenih beljakovin E6, E7 in delno tudi ES. Ko preidejo superbazalne
celice v vi§je sloje epitelija (Stratum spinosum), se pri¢neta izrazati beljakovini E1 in E2, ki
sta potrebni za podvojevanje virusne DNA. Povisana koncentracija beljakovine E2 zavre
izrazanje virusnih onkogenih beljakovin, kar sprozi zaustavitev proliferacije epitelnih celic
in omogoca njihovo diferenciacijo in nastanek keratinskega sloja. V nastalih keratinocitih
beljakovini E1 in E2 aktivirata celi¢ne beljakovine, ki so potrebne za podvojevanje virusne
DNA, ki poteka po nacinu kotaleGega se kroga (angl., rolling circle). Zadnja stopnja
virusnega Zivljenjskega kroga je sestavljanje virusnih infektivnih delcev. Ko keratinociti
vstopijo v zgornje sloje epitelija (stratum granulosum), se pri¢ne sinteza strukturnih virusnih
beljakovin L1 in L2, ki tvorita virusno sredico oz. virusno kapsido. Podvojena virusna DNA
se s pomocjo beljakovine E2 vkljuéi v virusno kapsido. Novonastali infektivni virusni delci
izstopijo iz celice s pomocjo beljakovine E4. Zaradi pomnozevanja HPV v dokonco
diferenciranih epitelnih celicah, celice spremenijo svojo obliko in zafnejo postopoma
propadati. Opisan citopatski u¢inek imenujemo koilocitoza, morfoloSko spremenjene celice

pa koilociti (Doorbar, 2006; Doorbar, 2007; Kocjan in Poljak, 2011; Doorbar in sod., 2012).
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2.6.3 Nepopolna (abortivna) okuzba

V vecini primerov okuzb s HPV pride po obdobju aktivnega virusnega pomnozevanja do
odstranitve virusa iz gostiteljevih celic, pri cemer ima pomembno vlogo celi¢no-posredovan
imunski odziv. SproS¢anje infektivnih virusov izzveni in nastale benigne lezije postopoma
izginejo. Kadar virus ne zakljuci svojega Zivljenjskega kroga, govorimo o nepopolni oz.
abortivni okuzbi, ki lahko vodi do napredovanja v displazijo visoke stopnje ali celo do
nastanka raka. Rak materni¢nega vratu je najhujsa posledica okuzbe s HPV. Kljub temu da
HPV okuzujejo razli¢na mesta epitelija anogenitalne sluznice (vulva, vagina in penis), se
predrakave spremembe najpogosteje razvijejo na podrocju transformacijske cone, tj. npr.
znotraj epitelija sluznice maternicnega vratu ali analnega kanala (Doorbar, 2006; Kocjan in

Poljak, 2011).

2.6.4 Okuzbe z visokoriziénimi HPV in nastanek raka

Razvoj raka materni¢nega vratu predstavlja vzoréni model, ki opisuje nastanek malignih
novotvorb, povezanih z okuzbo z visokorizi¢nimi genotipi HPV (Slika 6). Rak materni¢nega
vratu se razvije po razli¢nih stopnjah predrakavih sprememb: cervikalna intraepitelijska
neoplazija 1. stopnje (CIN1), 2. stopnje (CIN2) in 3. stopnje (CIN3). Priblizno 20 %
sprememb CIN1 napreduje v CIN2 in od teh 30 % napreduje v CIN3. Priblizno 30 % CIN3
lahko napreduje in razvije se rak maternicnega vratu (Kocjan in Poljak, 2011).

Po dolgotrajni (perzistentni) okuzbi bazalnih celic pride do vklju¢evanja virusne DNA v
genom gostiteljske celice, pri cemer se virusna DNA vgradi (integrira) v celi¢ni genom.
Integracija virusne DNA skoraj vedno pomeni prekinitev kroznega virusnega genoma na
podro¢ju zapisa za beljakovino E2, medtem ko je mesto integracije v celi¢ni genom obic¢ajno
v t.i. krhkih kromosomskih lokusih (angl., common fragile sites) (Thorland in sod., 2003;
Kocjan in Poljak, 2011). S fizicno prekinitvijo gena E2 je onemogofeno uravnavanje
izrazanja beljakovin E6 in E7, ki se posledi¢no izrazata neprekinjeno, kar privede do
neomejenega razmnozevanja epitelnih celic. Epitelne celice tako le redko zakljucijo proces
terminalne diferenciacije, ki je potreben za zakljucitev virusnega zivljenjskega kroga in
nastanek novih virusnih delcev. Molekularne interakcije med E6 in p53 ter E7 in pRb

privedejo do razgradnje (proteolize) beljakovin p53 in pRb, s pomocjo od ubikvitina
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odvisnim sistemom proteaz. Vloga beljakovine p53 je uravnavanje izrazanja celi¢nih
beljakovin, ki nadzorujejo prehod celi¢nega cikla iz faze G1 v fazo S ter sprozitev apoptoze
ob nepopravljivi poskodbi celicnega genoma. Beljakovina pRb deluje kot zaviralec druzine
dejavnikov prepisovanja E2F, ki imajo klju¢no vlogo pri aktivaciji genov, potrebnih za
sintezo DNA. Beljakovina pRb zadrzuje celico v fazi G1, dokler niso izpolnjeni vsi pogoji
za vstop celice v fazo S. S prekinitvijo normalnega delovanja p53 in pRb se epitelne celice
neprekinjeno razmnoZzujejo, kar vodi do kopic¢enja sekundarnih mutacij v genomu celice
(npr. delecije genov na kromosomih 3p in 6q) in maligne preobrazbe celic (Kocjan in Poljak,

2011, Doorbar in sod., 2012).

Prehodna HPV okuzba Perzistentna okuzba
i
= 80% T | regresija . | Genetska nestabilnost —lp ‘
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Slika 6: Shematski prikaz razvoja raka materni¢nega vratu (Kocjan in Poljak, 2011: 47)
Figure 6: A schematic presentation of cervical cancer development (Kocjan and Poljak, 2011: 47)

Beljakovini E6 in E7 se lahko veZeta tudi z drugimi celi¢nimi beljakovinami, ki so
odgovorne za nemoteno uravnavanje celi¢nega razmnozevanja. Proliferacijo epitelnih celic
spodbujata tudi s povzro¢anjem kromosomskih aberacij, z oviranjem celi¢ne adhezije, z
aktivacijo telomeraz, kar privede do podaljSevanja telomer, s spodbujanjem angiogeneze ali
z oviranjem interferonskega protivirusnega odziva (Kocjan in Poljak, 2011; Doorbar in sod.,
2012).

Na maligno preobrazbo celic, okuzenih s HPV, vplivajo tudi drugi dejavniki, npr.: cigaretni

dim, UV zarki, obsevanje, dolgotrajna uporaba kontracepcijske zascite, Stevilo spolnih
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partnerjev in soCasne spolno prenosljive okuzbe (Kocjan in Poljak, 2011; Moscicki in sod.,
2012). Povprecni Cas, v katerem se pri zenski, okuzeni s HPV razvije intraepitelijski

karcinom, je priblizno 7 do10 let (Moscicki in sod., 2012).

2.6.5 Razlike pri okuzbi med visoko- in nizkorizi¢nimi genotipi HPV

Kljub dejstvu da so tudi nizkorizi¢ni genotipi HPV lahko prisotni v predrakavih lezijah, npr.
pri rekurentni respiratorni papilomatozi (angl. recurrent respiratory papillomatosis, RRP),
je vecina raziskav na podrocju raziskovanja patogeneze HPV potekala na visokorizi¢nih
genotipih HPV (Doorbar in sod., 2012). Iz predhodnih raziskav vemo, da je v primerih
okuzbe z nizkorizicnimi HPV mozna tudi obc¢asna integracija HPV genoma v gostiteljsko
DNA in da lahko prihaja tudi do podvojitev genomskih podro¢ij HPV (Rady in sod., 1998;
Yuan in sod., 2012; Huebbers in sod., 2013). Primeri integracije in podvojitev virusnega
genoma so redki in tako kot pri okuzbah z visokorizi¢nimi HPV, je dovzetnost za razvoj raka
odvisna predvsem od gostiteljeve imunosti in virusne perzistence. NajocitnejSe razlike v
onkogenem potencialu med visokorizi¢nimi in nizkorizi¢nimi genotipi HPV so posledica
manjSe sposobnosti vezave nizkorizicnih E6 in E7 s celicnimi beljakovinami ter njuna
nesposobnost povzrocanja kromosomskih aberacij in celicne nesmrtnosti (Pim in Banks,

2010).

2.7 KLINICNA SLIKA IN EPIDEMIOLOGIJA OKUZB Z NIZKORIZICNIMA
GENOTIPOMA HPV-6/-11

Nizkorizi¢ni genotipi HPV povzroc€ajo tri osnovne bolezni pri obeh spolih: anogenitalne

bradavice, papilome grla in intraepitelijske neoplazije nizke stopnje.
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2.7.1 Anogenitalne bradavice

Anogenitalne bradavice so najpogosteje izrazena klini¢na oblika spolno prenosljive okuzbe
z nizkorizi¢nimi genotipi HPV (Cubie, 2013). Ocenjujejo, da je v odrasli spolno aktivni
populaciji prevalenca simptomatskih anogenitalnih bradavic 1 %, z letno incidenco 0,1 %
do 0,2 % (Wiley in sod., 2002; Forman in sod., 2012). Incidenca in prevalenca anogenitalnih
bradavic pri¢neta narascati v poznih najstniskih letih ali po 20. letu starosti (obi¢ajno po
prvem spolnem kontaktu) in upadati po 50. letu starosti. V vecini drzav se po 50. letu pojavi
drug porast anogenitalnih bradavic, ki je posledica virusne reaktivacije ali nove okuzbe s
HPV (Kjaer in sod., 2007; Forman in sod., 2012; Cubie, 2013).

Klini¢no anogenitalne bradavice razvr§¢amo v tri vrste: klasi¢ni ostri kondilomi (lat.
condylomata acuminata), plosc¢ati kondilomi (lat. condylomata plana) in gigantski
kondilomi (lat. condylomata gigantea, t.i. Buschke-Lowensteinovi kondilomi) (Kocjan in
Poljak, 2011).

Anogenitalne bradavice se lahko pojavijo na zunanjem spolovilu, v perianalni regiji, lahko
pa se pojavijo tudi v noznici, analnem kanalu, seCnici ali na materniénem vratu. Pri
neobrezanih moskih nastajajo anogenitalne bradavice predvsem na neporozenevajocem
ploscatem epiteliju v prepucijski vreci, pri obrezanih moskih pa na telesu penisa, glavici
penisa, korenu penisa, perianalno, osramju, modniku, v se¢nici ali na analnem podrocju. Pri
zenskah se anogenitalne bradavice razvijejo na velikih in malih sramnih ustnah, nozni¢nem
preddvoru, v noznici, na materni¢nem vratu ali perianalno (Cubie, 2013).

Za anogenitalne bradavice je znacilen vnovicen zagon bolezni, kar je najverjetneje posledica
dolgotrajne okuzbe z eno samo podtipsko razli¢ico (Fujs Komlo$ in sod., 2013). Ponovni
zagoni bolezni zahtevajo veCkratno, dolgotrajno zdravljenje (Trottier in Franco, 2006; Wolf
in Davidovici, 2010).

Prevalenca anogenitalnih bradavic se razlikuje glede na starost in spol bolnikov. Po podatkih
iz ZDA je bila kumulativna incidenca anogenitalnih bradavic med leti 1999 in 2004, v
starostni skupini med 18 in 59 let, 5,6 %. Prevalenca anogenitalnih bradavic je bila pri
zenskah najvi§ja med 25. in 34. letom, pri moskih pa med 35. in 44. letom. Prevalenca pri
zenskah (7,2 %) je bila nekoliko vi§ja kot pri moskih (4 %). (Dinh in sod., 2008). Nedavna
prese¢na raziskava na priblizno 70.000 Zenskah iz Danske, Islandije, Norveske in Svedske

je ocenila, da je kumulativna incidenca anogenitalnih bradavic v starostni populaciji med 18.
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in 45. letom, 10,6 % (Kjaer in sod., 2007). V Sloveniji je kumulativna incidenca
anogenitalnih bradavic v spolno aktivni populaciji (18 do 49 let) pri Zenskah 0,3 % in pri
moskih 0,4 %, Ceprav je ta najverjetneje pomembno podcenjena (Klavs in Grgic-Vitek,
2008). V nedavni raziskavi, ki je vkljucevala do sedaj najveéje Stevilo histolosko
opredeljenih in prospektivno zbranih tkivnih vzorcev anogenitalnih bradavic in papilomov
grla, je bil genotip HPV-11 skoraj tri-krat pogostejsi pri moskih (16,5 %) kot pri zenskah
(6,3 %) z anogenitalnimi bradavicami, medtem ko se razporeditev HPV-6 glede na spol ni
statisticno razlikovala (Komlos in sod., 2012).

Genotipa HPV-6/-11 povzrocata vec kot 90 % vseh anogenitalnih bradavic (Poto¢nik in sod.,
2007; Aubin in sod., 2008; Komlos in sod., 2012; Forman in sod., 2012; Petry in sod., 2012).
V anogenitalnih bradavicah najdemo kot socasno okuzbo s HPV-6 ali HPV-11 ali kot
samostojno okuzbo tudi druge genotipe, npr.: HPV-16, HPV-51, HPV-52, HPV-66, HPV-
53, HPV-31 in HPV-18 v raziskavi Aubina in sod. (2008) in HPV-42, HPV-44, HPV-90,
HPV-91 v raziskavi Petry in sod. (2012). V slovenski raziskavi sta bila v ve¢ kot 90 %
anogenitalnih bradavic prisotna genotipa HPV-6/-11, ostali odkriti genotipi HPV so bili Se
HPV-16, HPV-31, HPV-51, HPV-53, HPV-55, HPV-62, HPV-70, HPV-73 in HPV-84 ter
HPV-44 in HPV-91 kot edina odkrita genotipa v 2 vzorcih anogenitalnih bradavic (Poto¢nik
in sod., 2007).

Pojavnost anogenitalnih bradavic v zadnjih Stirih desetletjih v vecini drzav naras¢a (Lacey
in sod., 2006; Kjaer in sod., 2007; Forman in sod., 2012). Kljub temu so raziskave o
ucinkovitosti Stirivalentnega cepiva proti HPV pokazale znaCilen upad anogenitalnih
bradavic v Avstraliji, kjer so po uvedbi cepilnega programa (leta 2007) s Stirivalentnim
cepivom proti HPV zabelezili 77 % upad prevalence anogenitalnih bradavic in ve¢ kot 90 %
upad v incidenci anogenitalnih bradavic pri heteroseksualnih Zenskah in moskih, mlajsih od

21 let (Ali in sod., 2013; Garland, 2014).

2.7.2 Papilomi grla

Plosc¢atocelicni papilomi grla, znani tudi kot respiratorna papilomatoza, so najbolj pogosta
benigna novotvorba grla, ki jo povzrocajo nizkorizicni genotipi HPV. HPV-6/-11 sta
povzrocitelja skoraj vseh primerov papilomov grla, v manj kot 5 % primerov sta

povzrocitelja lahko tudi HPV-16/-18 (Kocjan in Poljak, 2011; Gillison in sod., 2012; Komlo§
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in sod., 2012). V slovenski raziskavi, ki je primerjala tipsko specificno razporeditev HPV-
6/-11 pri bolnikih s papilomi grla in bolnikih z anogenitalnimi bradavicami, je bil genotip
HPV-11 statisti¢no pogostejsi v papilomih grla v primerjavi z anogenitalnimi bradavicami
(28,9 % pri papilomih grla in 12,4 % pri anogenitalnih bradavicah) (Komlos in sod., 2012).
Papilomi grla se obi¢ajno primarno pojavijo v grlu, vendar so mesta okuzbe lahko tudi ustna
votlina, poziralnik, traheje, bronhiji in plju¢ni parenhim. Papilomi grla se razSirijo v spodnji
respiratorni trakt v priblizno 17 % primerov, do rakave preobrazbe pride v priblizno 2 %
primerov (Dedo in Yu, 2001; Wiatrak in sod., 2004; Gillison in sod., 2012). Papilomi grla,
povzroceni z genotipom HPV-11 ali pojavom v otroski dobi, predstavljajo resnejSo obliko
bolezni (Rady in sod., 1998; Carvalho in sod., 2009; Xue in sod., 2010; Yuan in sod., 2013).
Papilomi grla so redka bolezen, ki se lahko razvije v otroStvu ali v odrasli dobi. Otroska
oblika papilomov grla je najbolj pogosta benigna novotvorba na grlu pri otrocih in se pojavi
v 4/100.000 primerih rojstev (Larson in Derkay, 2010). Papilomi grla pri otrocih se obi¢ajno
razvijejo pred 5. letom starosti in so posledica prenosa HPV z okuZene matere na otroka,
med porodom ali in utero (Cubie, 2013). Tveganje za nastanek papilomov grla pri otrocih,
katerih matere so imele anogenitalne bradavice med nosecnostjo, je 200-krat vecje
(Silverberg in sod., 2003). Incidenca pri odraslih je nekoliko nizja, priblizno 2/100.000. Pri
odraslih bolnikih papilomi grla prevladujejo v moski populaciji, medtem ko v otroSki
populaciji ni opazne razlike v pojavnosti papilomov grla med spoloma (Abramson in sod.,
1987; Gale in sod., 1994; Larson in Derkay, 2010). Razvoj papilomov grla v odrasli dobi je
posledica okuzbe med orogenitalnim stikom s partnerjem, okuzenim s HPV in se obi¢ajno
pojavi med 20. in 40. letom starosti.

Raziskava na Danskem, ki je zajemala 50 % populacije, je pokazala, da je incidenca
papilomov grla 4/100.000 prebivalcev (Lindeberg in Elbrond, 1990). V Sloveniji odkrijemo
8 do16 primerov papilomov grla na leto, najpogosteje pri otrocih, mlajsih od 5 let (Kocjan
in Poljak, 2011).

Za papilome grla je znacilen vnovi€en zagon bolezni, ki je posledica dolgotrajne okuzbe z
eno samo podtipsko razli¢ico HPV-6 ali HPV-11 (Kocjan in sod., 2013). Ponovni zagoni
bolezni zahtevajo vecCkratne kirurSske posege. V povpre¢ju prestanejo bolniki v svojem
zivljenju 20 kirurskih posegov, hujsi primeri zahtevajo operativne posege tudi vsake 3 tedne

(Armstrong in sod., 1999; Gillison in sod., 2012).
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2.7.3 Cervikalna intraepitelijska neoplazija

Visokorizi¢na genotipa HPV-16/-18 povzroc¢ata ve¢ kot 70 % vseh primerov raka
materni¢nega vratu na svetu. Glede na padajoco prevalenco v rakih materni¢nega vratu jima
sledijo: HPV-58, HPV-33, HPV-45, HPV-31, HPV-52, HPV-35, HPV-59, HPV-39,
HPV-51 in HPV-56 (Li in sod., 2011). V novejsi raziskavi, ki je primerjala priblizno 36.000
vzorcev raka materni¢nega vratu in 33.000 HPV-pozitivnih brisov materni¢nega vratu z
normalno citologijo, so HPV-16, HPV-18 in HPV-45 opredelili kot tri najpogostejSe
povzrocitelje raka materni¢nega vratu na svetu (Guan in sod., 2012). Nizkorizi¢ni genotipi
HPV so odgovorni za nastanek dolocenega deleza CIN1; HPV-6/-11 skupno povzrocata
priblizno 12 % vseh CINI, ostale nizkorizicne genotipe HPV najdemo v manj kot 5 %
primerov (Clifford in sod., 2005).

Rak materni¢nega vratu se razvije v vecCih stopnjah predrakavih sprememb ploscatih in
Zleznih celic, ki jih lahko s citoloskimi in histoloskimi metodami dokazemo ve¢ let pred
pojavom invazivnega karcinoma. Patoloske spremembe ploscatoceli¢nega epitelija delimo
v naslednje kategorije: atipi¢ne ploscate celice, atipi¢no ploS¢atocelicna metaplazija, blago
diskarioti¢ne ploScate celice, zmerno diskarioticne ploscate celice/karcinom in Situ ter
ploscatoceli¢ni karcinom (Jancar in Vrtacnik Bokal, 2010; Pogacnik, 2011). PloS¢atoceli¢ni
karcinom je najpogostejSa histoloSka oblika raka maternicnega vratu; sledita mu Zlezni
karcinom (adenokarcinom) in zlezno-plos¢atoceli¢ni karcinom. Po vzoru klasifikacije in
terminologije po Bethesdi blago diskarioticne ploscate celice imenujemo tudi
ploscatoceli¢na intraepitelijska lezija nizke stopnje (PIL-NS) ali LSIL (angl. low-risk
squamous intraepithelial lesion), ki se histolosko ve¢inoma kazejo kot CIN1, zmerno in
hudo diskarioti¢ne ploScate celice pa se skupno imenujejo ploScatocelicne intraepitelijske
lezije visoke stopnje (PIL-VS) ali HSIL (angl. high-risk squamous intraepithelial lesions),
pri katerih je histoloski ekvivalent CIN2 ali CIN3. Spremembe CIN se po stopnjah razdelijo
glede na to, kolikSen del epitelija je spremenjen. Pri CIN1 obsegajo predrakave spremembe
tretjino debeline epitelija, pri CIN2 dve tretjini epitelija, pri CIN3 pa celotno debelino
epitelija (Jancar in Vrtacnik Bokal, 2010; Kocjan in Poljak, 2011).

Vecina sprememb CIN1 spontano izzveni v nekaj mesecih (Moscicki in sod., 2004) in
priblizno 20 % sprememb CIN1 napreduje v CIN2 (Doorbar, 2006). Do 68 % vseh
sprememb CIN2 lahko v obdobju 3 let spontano izzveni (Moscicki in sod., 2012). Brez
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ustreznega zdravljenja priblizno 30 % sprememb CIN2 napreduje v CIN3 (Doorbar, 2006),
pri ¢emer je verjetnost napredovanja najvecja pri okuzbah s HPV-16, HPV-18, HPV-31,
HPV-33, HPV-53 in HPV-52 in znasa 20,5 % v obdobju petih let. Verjetnost napredovanja
sprememb CIN2 v CIN3 pri okuzbah z ostalimi visokorizi¢nimi genotipi HPV je v 5-letnem
obdobju 6 %, verjetnost napredovanja pri okuzbi z nizkoriziénimi genotipi HPV pale 1,7 %
(Matsumoto in sod., 2011). Priblizno 30 % sprememb CIN3 lahko napreduje v karcinom, ki
je le v izjemno redkih primerih posledica okuzbe z nizkorizi¢nimi genotipi HPV (Wheeler

in sod., 2006; Li in sod., 2011).

2.8 PATOGENETSKI POMEN PODTIPSKIH RAZLICIC HPV

Na podlagi filogenetskih analiz se visokorizi¢ni genotipi HPV, ki povzroc¢ajo 90 % vseh
rakov materni¢nega vratu, zdruzujejo v rod alfa, v vrste 5, 6, 7 in 9 (de Villiers, 2013). Kljub
temu vsi genotipi HPV v tej skupini niso sposobni povzrocati malignih sprememb in se
razlikujejo v svoji patogenosti. Znano je tudi, da lahko isti genotip HPV povzroca razli¢ne
bolezni. Na primer visokorizi¢na genotipa HPV-16/-18 povzrocata benigne ali maligne
novotvorbe tako na anogenitalnem podrocju (anogenitalne bradavice, rak materni¢nega
vratu) kot tudi na podrocju glave in vratu (rak ustnega dela Zrela) (Cubie, 2013) (Preglednica
2).
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Preglednica 2: Bolezni, ki jih povezujemo z okuzbami s HPV (Cubie, 2013: 22)
Table 2: HPV genotypes associated with particular diseases (Cubie, 2013: 22)

S HPV-povezane spremembe

Navadne koZne bradavice
Ploscate plantarne bradavice
Planarne bradavice

Bradavicasta epidermodisplazija

Anogenitalne bradavice (kondilomi)

Predrakave in rakave spremembe

anogenitalne sluznice

Benigne in maligne spremembe ustne

votline, grla in ustnega dela Zrela

Ploscate koZne bradavice

Pitiriazi-podobni plaki

Skvamozni celi¢ni karcinom
Zunanje bradavice
Buschke-Lowensteinovi kondilomi
Bowenoidna papuloza

Skupina 1: rakotvorni genotipi
Skupina 2A: verjetno rakotvorni
genotipi

Skupina 2B: genotipi z nejasnim
rakotvornim potencialom
Papilomi ustne votline

Papilomi grla

Fokalna epitelna hiperplazija ustne
votline (Heckova bolezen)

Ustno-zrelni karcinom

Najpogostejsi HPV genotipi
2,4,7,75-77

3, 10, 26-29, 41

1,2,4

3,10

5,8,9,12-15, 17, 19, 20-25, 36-39,
47,49

5,8, 14,17, 20,47

6, 11,40, 42-44, 54, 61, 72, 81, 89
6

16, 55

16, 18, 31, 33, 45, 51, 52

68

26, 53, 64-67, 69, 70, 73, 82
2,6,7, 11, 16, 18, 32, 57
6,11

13,32

16, 18

Na podlagi omenjenih dejstev se je izoblikovala domneva, da so razlike v bioloSkih
lastnostih in patogenosti istega genotipa HPV povezane z okuzbo z dolo¢enimi podtipskimi
razli¢icami posameznega genotipa HPV.

Vecina raziskav v zadnjih 15 letih je proucevala patogenost in/ali svetovno geografsko
razporeditev podtipskih razli¢ic visokorizi¢nih genotipov HPV, predvsem HPV-16, HPV-
18, HPV-58, HPV-52, HPV-31 in HPV-45, ve¢inoma samo v genomskih podro¢jih E6, E7
in LCR (De Boer in sod., 2005; Schiffman in sod., 2005; Sichero in sod., 2007; Xi in sod.,
2007; Schiffman in sod., 2010; Chang in sod., 2011; Xi in sod., 2012; Chan in sod., 2013;
Cornet in sod., 2013; Formentin in sod., 2013; Xi in sod., 2013). V prospektivnih $tudijah,
kjer so spremljali bolnike, okuzene s HPV-16 (ali HPV-18), so dokazali, da so posamezne
podtipske razli¢ice visokorizi¢nih genotipov povezane z vecjo perzistenco virusa in z vecjo
verjetnostjo napredovanja bolezni. Sichero in sodelavci (2007) so v raziskavi, v kateri so pet

let spremljali priblizno 2.500 Zensk iz Brazilije, pokazali, da so okuzbe z ne-evropskimi
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razli¢icami HPV-16 povezane z vecjim tveganjem za razvoj raka maternicnega vratu in da
so okuzbe z evropskimi razli¢icami HPV-18 povezane z vec¢jo perzistenco virusa (Sichero
in sod., 2007). Dodatno, so Xi in sodelavci (2007) pokazali, da so okuzbe z afriSkimi in
azijsko-ameriskimi razli¢icami HPV-16 povezane z veljim tveganjem za razvoj raka
maternicnega vratu v primerjavi z okuzbami z evropskimi razli¢icami. Obratno velja za
okuzbe s podtipskimi razli¢icami HPV-18, kjer je tveganje za razvoj raka materni¢nega vratu
vecje v primeru okuzbe z evropskimi ali azijsko-ameriskimi razli¢icami v primerjavi z
okuzbami z afriskimi razli¢icami HPV-18 (Xi in sod., 2007). Schiffman in sodelavci (2010)
so na vzorcu priblizno 10.000 Zensk iz Costa Rice potrdili povezavo med okuzbo z
ne-evropskimi razli¢icami HPV-16 in tveganjem za napredovanje bolezni (Schiffman in
sod., 2010). Medtem ko je svetovna genomska raznolikost visokorizi¢nih genotipov dobro
raziskana in njen pomen podprt na podroc¢ju razvoja cepiv v epidemioloskih, filogenetskih
in patogenetskih raziskavah, je poznavanje genomske raznolikosti HPV-6/-11 na svetovnem

nivoju zelo omejeno.

2.8.1 Podtipske razli¢ice HPV-6

Genomsko raznolikost HPV so prvotno raziskovali s pomocjo restrikcijskih analiz celotnih
nukleotidnih zaporedij (genomov) in z razlicnimi hibridizacijskimi tehnikami (npr.
hibridizacija po Southernu) (Gissmann in zur Hausen, 1980; de Villiers in sod., 2004).
Restrikcijske analize genoma HPV-6 so pokazale, da obstajajo Stevilne podtipske razli¢ice
HPV-6, ki so jih takrat opredelili kot podtipe HPV-6 (Gissmann in sod., 1983; Mounts in
Kashima, 1984; Boshart in zur Hausen, 1986; Brown in sod., 1993). Z uvedbo neposrednega
dolocanja nukleotidnega zaporedja (sekveniranje) so opredelili celotno nukleotidno
zaporedje t.i. prototipskega, referenénega izolata HPV-6b (pristopna Stevilka v genski banki
GenBank X00203; pristopna Stevilka v genski banki Papillomavirus Episteme (PaVE):
HPV6REF) (Schwarz in sod., 1983) in kasneje ugotovili, da so podtipi HPV-6 pravzaprav
podtipske razli¢ice prvotno osamljenega genotipa HPV-6 (Rando in sod., 1986; Kasher in
Roman, 1988; Farr in sod., 1991; Icenogle in sod., 1991; Yaegashi in sod., 1993; Kitasato
in sod., 1994; Heinzel in sod.,1995; Roman in Brown, 1995; Grassmann in sod., 1996;
Suzuki in sod., 1997; Caparros-Wanderley in sod., 1999). Na podlagi nadaljnjih

molekularnih analiz vzorcev HPV-6 so opredelili Se celotna nukleotidna zaporedja dveh
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novih podtipov oz. razli¢ic HPV-6: HPV-6a (pristopna Stevilka v genski banki GenBank:
L41216) in HPV-6vc (pristopna Stevilka v genski banki GenBank: AF092932) in ju
poimenovali ne-prototipski podtipski razli¢ici (Hofmann in sod., 1995; Kovelman in sod.,
1999). V raziskavi, ki so jo objavili Heinzel in sodelavci (1995), je bilo prvi¢ dokazano, da
podtipske razli¢ice HPV-6 tvorijo dve locCeni filogenetski skupini: prototipsko skupino,
kamor se uvrS€ajo podtipske razlicice HPV-6, ki so podobne referencnemu izolatu in
ne-prototipsko skupino, kamor se uvrscajo podtipske razli¢ice HPV-6, ki so podobne
ne-prototipskima razli¢icama HPV-6a in HPV-6vc (Heinzel in sod., 1995). To je bila tudi
prva raziskava, kjer so med seboj primerjali del genomskega podrocja LCR (priblizno 300
bp) pri 62 vzorcih HPV-6, pridobljenih iz anogenitalnih bradavic, papilomov grla, brisov
materni¢nega vratu in karcinoma ustne votline, iz osmih drzav po celem svetu (Brazilija,
Nemcija, Indija, Italija, Japonska, New York, Senegal in Singapur) in dokazali, da obstaja
najmanj 19 razli¢ic genomskega podroc¢ja LCR in da se posamezne podtipske razliCice
HPV-6 filogenetsko ne razvr§c¢ajo v geografsko oz. etni¢no-znacilne skupine (Heinzel in
sod., 1995). V raziskavah, ki so sledile, so raziskovalci ugotavljali obstoj podtipskih razli¢ic
v razliénih genih HPV-6, najpogosteje na izolatih HPV-6, osamljenih iz anogenitalnih
bradavic; Stevilne molekularne raziskave so pokazale, da med razlicicami HPV-6
prevladujejo ne-prototipske razlicice HPV-6 (Krige in sod.1997; Caparros-Wanderley in
sod., 1999; Kovelman in sod., 1999).

Prve sistemati¢ne primerjave celotnih nukletodinih zaporedij HPV-6, z najvec¢jim Stevilom
razli¢nih klini¢nih vzorcev do zaCetka izvajanja nase raziskovalne naloge, so bile opravljene
v Sloveniji. S hkratno analizo nukleotidnih zaporedij L1, LCR, E6, E2, E5a in E5b
(priblizno 50 % genoma HPV-6) 77 slovenskih vzorcev HPV-6, pridobljenih iz 45 tkivnih
vzorcev genitalnih bradavic in 32 tkivnih vzorcev papilomov grla, so Kocjan in sodelavci
(2009) opredelili 36 novih podtipskih razli¢ic HPV-6, med katerimi so prevladovale ne-
prototipske razli¢ice (Kocjan in sod., 2009). S filogenetsko analizo dela nukleotidnega
zaporedja LCR (priblizno 300 bp) so Kocjan in sodelavci pokazali, da je ve¢ kot 90 %
slovenskih podtipskih razlicic HPV-6 identi¢nih filogenetsko razlicnim podtipskim
razlicicam HPV-6 iz vseh koncev sveta (Kocjan in sod., 2009). Na podlagi izsledkov
omenjene raziskave so v raziskavi, ki je sledila, opredelili 19 celotnih nukleotidnih
zaporedij genetsko najbolj raznolikim podtipskim razlicicam HPV-6 (pristopne Stevilke:

FR751320 — FR751338) (Kocjan in sod., 2011) in opisali nekatere nove nukleotidne in
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aminokislinske zamenjave ter prvi¢ pokazali, da evolucija v kodirajo¢ih kot tudi v

nekodirajocih zaporedjih genoma HPV-6 poteka enakomerno. Raznolikost genoma je bila

najbolj o€itna v nekodirajocih podro¢jih LCR in NCR3 ter virusnih genih E4, E5a in E5b

(Kocjan in sod., 2011). Genske banke so do zacetka izvajanja nase raziskovalne naloge

vsebovale le 60 celotnih nukleotidnih zaporedij HPV-6, od katerih je 47 (78 %) opredelila

nasa raziskovalna skupina (Kocjan in sod., 2011; Kocjan in sod., 2013) (Preglednica 3).

Preglednica 3: 60 celotnih nukleotidnih zaporedij HPV-6, objavljenih v genski banki GenBank do zacetka

izvajanja nase raziskave
Table 3: 60 HPV-6 complete genome sequences, available in GenBank prior to our analysis

Vzorec HPV-6

HPV-6b
HPV-6a
HPV-6vc
LP26
CAC251c
CAC26
LP130
LP5
CAC377
CACS6
CAC331
CAC301
LP11
CAC23z
LP137
LP96(175)
LP176
CACI1
CAC96
CAC231
CAC306
LP98(131)
PV2345
PV0529

Pristopna Stevilka v
genski banki
GenBank
X00203
L41216
AF092932
FR751320
FR751321
FR751322
FR751323
FR751324
FR751325
FR751326
FR751327
FR751328
FR751329
FR751330
FR751331
FR751332
FR751333
FR751334
FR751335
FR751336
FR751337
FR751338
IN252314
IN252315

Drzava izvora

VZorca

Nemcdija
ZDA
ZDA

Slovenija

Slovenija

Slovenija

Slovenija

Slovenija

Slovenija

Slovenija

Slovenija

Slovenija

Slovenija

Slovenija

Slovenija

Slovenija

Slovenija

Slovenija

Slovenija

Slovenija

Slovenija

Slovenija

Svedska

Svedska

Leto objave

1983
1995
1999
2011
2011
2011
2011
2011
2011
2011
2011
2011
2011
2011
2011
2011
2011
2011
2011
2011
2011
2011
2012
2012

Raziskovalna skupina

Schwarz in sod., 1983
Hoffman in sod., 1995

Kovelman in sod., 1999

Kocjan in sod., 2011
Kocjan in sod., 2011
Kocjan in sod., 2011
Kocjan in sod., 2011
Kocjan in sod., 2011
Kocjan in sod., 2011
Kocjan in sod., 2011
Kocjan in sod., 2011
Kocjan in sod., 2011
Kocjan in sod., 2011
Kocjan in sod., 2011
Kocjan in sod., 2011
Kocjan in sod., 2011
Kocjan in sod., 2011
Kocjan in sod., 2011
Kocjan in sod., 2011
Kocjan in sod., 2011
Kocjan in sod., 2011
Kocjan in sod., 2011
Ure in Forslund, 2012
Ure in Forslund, 2012

se nadaljuje
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Nadaljevanje preglednice 3: 60 celotnih nukleotidnih zaporedij HPV-6, objavljenih v genski banki GenBank
do zacetka izvajanja nase raziskave.

Vzorec HPV-6

PV1666
PV1731
PV1774
PV2530
PV1667
PV1732
PV1499
PV2702
LP22
LP237
LP139
LP143
LP148
LP183
LP243
LP145
LP231
LP3
LP210
LP23
LP230
LP15
LP240
LP173
LP178
LP182
LP223
LP112
LP244
LPX44
LPX34
LPX32
LP211

Pristopna Stevilka v
genski banki
GenBank
JN252316
IN252317
JN252318
JIN252319
JN252320
IN252321
IN252322
JN252323
HE599226
HE599227
HES599228
HE599229
HE599230
HE599231
HE599232
HE599233
HE599234
HES599235
HE599236
HE599237
HE599238
HE599239
HE599240
HES599241
HE599242
HES599243
HE599244
HES599245
HE599246
HE962026
HE962027
HE962028
HE962029

Drzava izvora

VZorca

Svedska
Svedska
Svedska
Svedska
Svedska
Svedska
Svedska
Svedska
Slovenija
Slovenija
Slovenija
Slovenija
Slovenija
Slovenija
Slovenija
Slovenija
Slovenija
Slovenija
Slovenija
Slovenija
Slovenija
Slovenija
Slovenija
Slovenija
Slovenija
Slovenija
Slovenija
Slovenija
Slovenija
Slovenija
Slovenija
Slovenija

Slovenija

Leto objave

2012
2012
2012
2012
2012
2012
2012
2012
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013

Raziskovalna skupina

Ure in Forslund, 2012
Ure in Forslund, 2012
Ure in Forslund, 2012
Ure in Forslund, 2012
Ure in Forslund, 2012
Ure in Forslund, 2012
Ure in Forslund, 2012
Ure in Forslund, 2012
Kocjan in sod., 2013
Kocjan in sod., 2013
Kocjan in sod., 2013
Kocjan in sod., 2013
Kocjan in sod., 2013
Kocjan in sod., 2013
Kocjan in sod., 2013
Kocjan in sod., 2013
Kocjan in sod., 2013
Kocjan in sod., 2013
Kocjan in sod., 2013
Kocjan in sod., 2013
Kocjan in sod., 2013
Kocjan in sod., 2013
Kocjan in sod., 2013
Kocjan in sod., 2013
Kocjan in sod., 2013
Kocjan in sod., 2013
Kocjan in sod., 2013
Kocjan in sod., 2013
Kocjan in sod., 2013
Kocjan in sod., 2013
Kocjan in sod., 2013
Kocjan in sod., 2013
Kocjan in sod., 2013

se nadaljuje
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Nadaljevanje preglednice 3: 60 celotnih nukleotidnih zaporedij HPV-6, objavljenih v genski banki GenBank
do zacetka izvajanja nase raziskave.

Vzorec HPV-6 Pristopna Stevilka v Drzava izvora Leto objave Raziskovalna skupina
genski banki VZOrca
GenBank
LP238 HE962030 Slovenija 2013 Kocjan in sod., 2013
LPX29 HE962031 Slovenija 2013 Kocjan in sod., 2013
LPX26 HE962032 Slovenija 2013 Kocjan in sod., 2013

Vecina raziskav, ki so sledile, se je osredotocala le na analizo doloc¢enih delov virusnega
genoma HPV-6, predvsem genov L1, ESa, E5b, E6, E7 in nekodirajo¢ega podro¢ja LCR
(Combrinck in sod., 2012; Danielewski in sod., 2013; de Matos in sod., 2013; Fujs Komlo$
in sod., 2013; Godinez in sod., 2014).

Pomemben prispevek k poznavanju in raziskovanju podtipskih razli¢ic HPV-6 (in HPV-11)
je ponudila tudi nedavno objavljena raziskava, v kateri so Burk in sodelavci, vklju¢no s
sodelavci iz nasega laboratorija (2011), opisali predlog za opredeljevanje in poimenovanje
podtipskih razlicic HPV-6/-11 (Burk in sod., 2011). Filogenetske analize so temeljile na
celotnih nukleotidnih zaporedjih HPV-6/-11, na podlagi katerih so raziskovalci predlagali
kriterij za dolocitev genetskih linij (1 % do 10% odstopanje v celotnem nukleotidnem
zaporedju od ostalih podtipskih razli¢ic istega genotipa HPV) in genetskih podlinij (0,5 %
do 1,0 % odstopanje). Po opisanem predlogu imenujemo skupino podtipskih razli¢ic HPV,
ki vkljucuje referencno razlicico, »linijjo A« in njene podlinije »Al«, »A2« itd. Skupine
podtipskih razli¢ic, ki ne vkljucujejo referencne razli¢ice HPV, imenujmo po abecednem
vrstnem redu (linija B, C itd.). Burk in sodelavci (2011) so tako pokazali, da se podtipske
razli¢ice HPV-6 uvrs€ajo v 2 skupini: genetsko linijo A (vklju€uje referencno razli¢ico
HPV-6b) in genetsko linijo B, ki se naprej deli v tri podlinije: B1 (vkljucuje razli€ico
HPV-6vc), B2 in B3 (vkljucuje razli¢ico HPV-6a) (Burk in sod., 2011).

Razen preliminarnih opaZanj, da v anogenitalnih bradavicah in papilomih grla prevladujejo
ne-prototipske razli¢ice HPV-6 (Kocjan ins sod., 2009; Burk in sod., 2011), da podtipske
razli¢ice HPV-6 iz podlinije B1 prevladujejo v anogenitalnih lezijah (Danielewski in sod.,
2013; Godinez in sod., 2014) in da podtipske razli¢ice HPV-6 iz podlinije B3 in linije A

prevladujejo v papilomih grla (Godinez in sod., 2014), v predhodnih raziskavah niso uspeli
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dokazati nobene druge povezave med razlicnimi podtipskimi razli¢icami HPV-6, klini¢no

sliko in/ali geografskim podro¢jem.

2.8.2 Podtipske razli¢ice HPV-11

Celotno nukleotidno zaporedje virusa HPV-11 je bilo prvi¢ opredeljeno leta 1986 (pristopna
Stevilka v genski banki GenBank: M14119; pristopna Stevilka v genski banki PaVE:
HPV11REF) (Dartmann in sod., 1986). Poleg referen¢nega zaporedja HPV-11 so do leta
2010 opredelili samo Se eno celotno nukleotidno zaporedje HPV-11 (pristopna Stevilka:
EU918768) (Wu in sod., 2009).

Genomsko raznolikost HPV-11 na svetovni ravni so prvi¢ poskusili opredeliti, hkrati s
HPV-6, Heinzel in sodelavci (Heinzel in sod., 1995). V ta namen so primerjali del
nukleotidnega zaporedja LCR (priblizno 300 bp) 40 HPV-11-pozitivnih vzorcev,
pridobljenih iz genitalnih bradavic, papilomov grla, brisov materni¢nega vratu in karcinoma
ustne votline iz 8 razli¢nih geografskih obmocij. Na podlagi omenjenih analiz so opredelili
10 podtipskih razli¢ic HPV-11 in pokazali, da razlicice HPV-11, prav tako kot HPV-6,
delimo v dve filogenetski skupini: prototipsko in ne-prototipsko. S filogenetsko analizo so
opredelili le eno afrisko razli¢ico HPV-11, znacilno samo za afriSko celino, medtem ko med
ostalimi podtipskimi razlicicami HPV-11 niso dokazali nobene znacilne povezave z
njihovim geografskim izvorom (Heinzel in sod., 1995).

Prve sistemati¢ne primerjave celotnih nukleotidnih zaporedij HPV-11 so bile opravljene
nedavno v Sloveniji. S hkratno analizo nukleotidnih zaporedij, ki kodirajo gene L1, E6,
E5a, E5b in nekodirajoco regijo LCR (priblizno 40 % genoma HPV-11), so na do takrat
najvec¢jem S$tevilu HPV-11-pozitivnih vzorcev (63 vzorcev HPV-11, pridobljenih iz 9
genitalnih bradavic, 42 analnih brisov, 4 brisov materni¢nega vratu in 8 vzorcev papilomov
grla) opredelili tudi 23 novih podtipskih razlicic HPV-11, med katerimi so prevladovale
ne-prototipske razli¢ice (Maver in sod., 2011). V omenjeni raziskavi so prav tako opredelili
celotna nukleotidna zaporedja 10 genetsko najbolj raznolikim podtipskim razli¢icam
HPV-11 (pristopne Stevilke: FN870021, FN870022 in FN907957 — FN907964). Opisali so
nekatere nove nukleotidne in aminokislinske zamenjave. Analiza celotnih nukleotidnih

zaporedij je pokazala, da je genom HPV-11 precej manj raznolik kot genom HPV-6.
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Raznolikost podtipskih razli¢ic HPV-11 je bila najve¢ja v genih E1, L2 in L1 ter v
nekodirajocem podro¢ju LCR (Maver in sod., 2011).

Vecina raziskav, ki so sledile, se je osredotocCala na analizo le doloc¢enih delov virusnega
genoma HPV-11, predvsem genov L1, ESa, ESb, E6, E7 in nekodirajo¢ega podro¢ja LCR
(Danielewski in sod., 2013; de Matos in sod., 2013; Godinez in sod., 2014). V dveh
nedavnih raziskavah, v katerih so opredeljevali patogenost podtipskih razli¢ic HPV-11 v
razli¢nih stopnjah ponavljajocih-se papilomov grla in raka pljuc, so opredelili 8 celotnih
nukleotidnih zaporedij HPV-11 (Yuan in sod., 2012; Géll in sod., 2013; Yuan in sod., 2013).
Raziskava podtipskih razlicic HPV-11 iz Tajske je prispevala 5 dodatnih celotnih
nukleotidnih zaporedij HPV-11 iz 2 brisov materni¢nega vratu, 2 papilomov grla in 1
plju¢nega papiloma (Chansaenroj in sod., 2012). Genske banke so do zafetka izvajanja nase
raziskovalne naloge vsebovale le 49 celotnih nukleotidnih zaporedij HPV-11, od katerih je

34 (69 %) opredelila naSa raziskovalna skupina (Maver in sod., 2011; Kocjan in sod., 2013).

Preglednica 4: 49 celotnih nukleotidnih zaporedij HPV-11, objavljenih v genski banki GenBank do zacetka
izvajanja nase raziskave
Table 4: 49 HPV-11 complete genome sequences, available in GenBank prior to our analysis

HPV-11 izolat Pristopna Stevilka v Drzava Leto objave Raziskovalna skupina
genski banki GenBank izvora vzorca

PPH11 M14119 Nemcija 1986 Dartmann in sod., 1986
LZod45-11 EU918768 Kitajska 2009 Wu in sod., 2009
HUNGI1 FR872717 Madzarska 2011 Gall in sod., 2011
A86 FN870021 Slovenija 2011 Maver in sod., 2011
A346 FN870022 Slovenija 2011 Maver in sod., 2011
LP12 FN907957 Slovenija 2011 Maver in sod., 2011
A260 FN907958 Slovenija 2011 Maver in sod., 2011
A47 FN907959 Slovenija 2011 Maver in sod., 2011
CAC246 FN907960 Slovenija 2011 Maver in sod., 2011
A48 FN907961 Slovenija 2011 Maver in sod., 2011
CAC86 FN907962 Slovenija 2011 Maver in sod., 2011
CS20 FN907963 Slovenija 2011 Maver in sod., 2011
LP13 FN907964 Slovenija 2011 Maver in sod., 2011
GUMC-AJ-Lung IN644142 ZDA 2012 Yuan in sod., 2012
CU16 JQ773408 Tajska 2012 Chansaenroj in sod., 2012
Ccu17 JQ773409 Tajska 2012 Chansaenroj in sod., 2012
CU18 JQ773410 Tajska 2012 Chansaenroj in sod., 2012

se nadaljuje
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Nadaljevanje preglednice 4: 49 celotnih nukleotidnih zaporedij HPV-11, objavljenih v genski banki GenBank
do zacetka izvajanja nase raziskave

HPV-11 izolat

cu19
Cu20
GUMC-AJ
LP138
LP19

LP6

LP8
LP133
LP220
LP126
LP146
LP221
LP1

LP16
LP20
LP14

LP2

LP27
LP170
LP229
LP174
LPX35
LPX27
LP262f
LP224f
LP253f
LP255f
JO-RRP_1
JO-RRP 2
JO-RRP 3
JO-RRP_4
JO-RRP_5

Pristopna Stevilka v

genski banki GenBank

JQ773411
JQ773412
IN644141
HE611258
HE611259
HE611260
HE611261
HE611262
HE611263
HE611264
HE611265
HE611266
HE611267
HE611268
HE611269
HE611270
HE611271
HE611272
HE611273
HE611274
HE962023
HE962024
HE962025
HE962365
HE962366
HE962367
HE962368
HE574701
HE574702
HES574703
HES574704
HE574705

Drzava
izvora vzorca
Tajska
Tajska
ZDA
Slovenija
Slovenija
Slovenija
Slovenija
Slovenija
Slovenija
Slovenija
Slovenija
Slovenija
Slovenija
Slovenija
Slovenija
Slovenija
Slovenija
Slovenija
Slovenija
Slovenija
Slovenija
Slovenija
Slovenija
Slovenija
Slovenija
Slovenija
Slovenija
Madzarska
Madzarska
Madzarska
Madzarska
Madzarska

Leto objave

2012
2012
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013

Raziskovalna skupina

Chansaenroj in sod., 2012
Chansaenroj in sod., 2012

Yuan in sod., 2013
Kocjan in sod., 2013
Kocjan in sod., 2013
Kocjan in sod., 2013
Kocjan in sod., 2013
Kocjan in sod., 2013
Kocjan in sod., 2013
Kocjan in sod., 2013
Kocjan in sod., 2013
Kocjan in sod., 2013
Kocjan in sod., 2013
Kocjan in sod., 2013
Kocjan in sod., 2013
Kocjan in sod., 2013
Kocjan in sod., 2013
Kocjan in sod., 2013
Kocjan in sod., 2013
Kocjan in sod., 2013
Kocjan in sod., 2013
Kocjan in sod., 2013
Kocjan in sod., 2013
Kocjan in sod., 2013
Kocjan in sod., 2013
Kocjan in sod., 2013
Kocjan in sod., 2013

Gall in sod., 2013
Gall in sod., 2013
Gall in sod., 2013
Gall in sod., 2013
Gall in sod., 2013
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V nedavno objavljeni raziskavi, v kateri so Burk in sodelavci, vkljucno s sodelavci iz nasega
laboratorija (2011), opisali predlog za opredeljevanje in poimenovanje podtipskih razli¢ic
HPV-6/-11, so s filogenetsko analizo 32 celotnih nukleotidnih zaporedij HPV-11 pokazali,
da se podtipske razlicice HPV-11 delijo v dve podliniji: Al (vkljucuje razlicice, ki so
podobne referencni razli¢ici HPV-11) in A2, ki vsebuje najve¢ podtipskih razlicic HPV-11
(Burk in sod., 2011). Z analizo celotnih nukleotidnih zaporedij HPV-6/-11 so pokazali, da
je genomska raznolikost HPV-11 priblizno 3 do 4-krat manjSa v primerjavi s HPV-6 (Burk
in sod., 2011; Godinez in sod., 2014).

Razen preliminarnih opazanj, da med okuzbami anogenitalnega podrocja in podrocja glave
in vratu z genotipom HPV-11 prevladujejo ne-prototipske razli¢ice oz. podtipske razlic¢ice
iz podlinije A2 (Maver in sod., 2011; Burk in sod., 2011; Danielewski in sod., 2013;
Godinez in sod., 2014), v predhodnih raziskavah niso uspeli dokazati nobene druge
povezave med razlicnimi podtipskimi razlicicami HPV-11, klinicno sliko in/ali

geografskim podro¢jem.
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3 MATERIAL IN METODE

3.1 MATERIAL

Za dolocanje svetovne genomske raznolikosti HPV-6/-11 smo od decembra 2011 do aprila
2013 zbirali HPV-6/-11-pozitivne vzorce iz 15 drzav, ki pokrivajo vseh Sest celin: Evropo,
Azijo, Severno in Juzno Ameriko, Avstralijo in Afriko. V raziskavi je sodelovalo 18
laboratorijev iz naslednjih drzav: Neméija, Ceska, Litva, Hrvaska, Svica, Slovenija, Velika
Britanija, Japonska, Hongkong, Malezija, ZdruZzene drzave Amerike, Kanada, Argentina,

Avstralija in JuZzna Afrika.

3.1.1 HPV-6-pozitivni vzorci

V raziskavo smo vkljucili 530 HPV-6-pozitivnih vzorcev, ki so bili odvzeti zenskam in
moskim iz anogenitalnega podrocja (400; 75,5 %), podrocja glave in vratu (84; 15,8 %) ter
drugih in/ali neopredeljenih anatomskih podrocij okuzbe (46; 8,7 %) (Preglednica 5).
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Preglednica 5: 530 HPV-6-pozitivnih vzorcev, vkljucenih v raziskavo
Table 5: 530 HPV-6-positive samples included in our study

Anatomsko podroc¢je okuzbe in tip vzorca Stevilo vzorcev DelezZ vzorcev
(n=530) (%)
Anogenitalno podrocje 400 75,5
Brisi materni¢nega vratu 186 46,5
Normalna citologija 18 9,7
ASCUS 23 12,4
LSIL 30 16,1
HSIL 1 0,5
CIN1 8 4,3
CIN1/2 10 5.4
NP 96 51,6
Anogenitalne bradavice 179 44,8
Neopredeljen tip vzorca 35 8,7
Podrocje glave in vratu 84 15,8
Papilomi grla 83 98,8
Papilomi nosu 1 1,2
Neopredeljeno anatomsko podrocje 46 8,7

Legenda: ASCUS: atipicne spremembe plosc¢atocelicnega epitelija, LSIL: intraepitelijske spremembe
ploscatoceli¢nega epitelija nizke stopnje, HSIL: intraepitelijske spremembe ploscatocelicnega epitelija visoke
stopnje, CIN1: cervikalna intraepitelijska neoplazija 1. stopnje, CIN1/2: cervikalna intraepitelijska neoplazija
1. ali 2. stopnje, NP: ni podatka.

Najve¢ HPV-6-pozitivnih vzorcev je bilo iz anogenitalnega podrocja, med katerimi je bilo
najve¢ brisov materni¢nega vratu (186; 46,5 %). Sledile so anogenitalne bradavice
(179; 44,8 %) in 35 vzorcev z neopredeljenim tipom vzorca (8,7 %). HPV-6 pozitivni vzorci
iz podro¢ja glave in vratu so predstavljali priblizno Sestino vseh vzorcev HPV-6

(84; 15,8 %), med katerimi je bilo 83 (98,8 %) papilomov grla in en papilom nosu (1,2 %).

3.1.2 HPV-11-pozitivni vzorci

V raziskavo smo vkljucili 207 HPV-11-pozitivnih vzorcev, ki so bili odvzeti zenskam in
moskim iz anogenitalnega podroc¢ja (104; 50,2 %), podro¢ja glave in vratu (55; 26,5 %) ter
drugih in/ali neopredeljenih anatomskih podro€ij okuzbe (48; 23,2 %) (Preglednica 6).
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Preglednica 6: 207 HPV-11-pozitivnih vzorcev, vklju€enih v raziskavo
Table 6: 207 HPV-11-positive samples included in our study

Anatomsko podroc¢je okuzbe in tip vzorca Stevilo vzorcev Delez vzorcev

(n=207) (%)

Anogenitalno podrocje 104 50,2
Brisi materni¢nega vratu 22 21,1
ASCUS 2 9,1

LSIL 1 4,5

CIN1 1 4,5

NP 18 81,8
Anogenitalne bradavice 76 73,1
Neopredeljen tip vzorca 6 5,8
Podrocje glave in vratu 55 26,5
Papilomi grla 50 91,0
Papilomi traheje 1 1,8
Neopredeljen tip vzorca 4 7,2
Neopredeljeno anatomsko podrocje 48 23,2

Legenda: ASCUS: atipicne spremembe ploscatocelicnega epitelija, LSIL: intraepitelijske spremembe
ploscatoceli¢nega epitelija nizke stopnje, CIN1: cervikalna intraepitelijska neoplazija 1. stopnje, NP: ni
podatka.

Najve¢ HPV-11-pozitivnih vzorcev je bilo iz anogenitalnega podroc¢ja, med katerimi je bilo
najve¢ anogenitalnih bradavic (76; 73,1 %). Sledili so brisi materni¢nega vratu (22; 21,1 %)
in 6 vzorcev, ki niso imeli opredeljenega tipa vzorca (5,8 %). Med vzorci iz podro¢ja glave
in vratu (55; 26,5 %) je bilo 50 (91,0 %) papilomov grla, 4 (7,2 %) vzorci z neopredeljenim

tipom vzorca in 1 papilom traheje (1,8 %).

3.2 METODE

3.2.1 Potrjevanje okuzb s HPV-6/-11

Za potrjevanje prisotnosti HPV-6/-11 DNA v klini¢énih vzorcih smo uporabili tipsko-
specifi¢no verizno reakcijo s polimerazo v realnem casu (angl. real-time polymerase chain
reaction, RT-PCR), ki omogoca ob¢utljivo in specifi¢no dokazovanje genotipov HPV-6/-11
ter hkratno locevanje prototipskih razli¢ic genotipa HPV-6 (sorodnih HPV-6b) od ne-
prototipskih razli¢ic (sorodnih HPV-6a) (Kocjan in sod., 2008). Pomnozevanje HPV DNA
in analizo specifi¢nosti pridelkov RT-PCR smo izvedli po navodilih Kocjana in sodelavcev

(2008), na racunalniSko vodeni aparaturi LightCycler v2.0 (Roche Diagnostics, Penzberg,
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Nemcija), ki omogoca zaznavanje pridelkov RT-PCR s pomoc¢jo modificiranega sistema
hibridizacijskih lovk FRET (FRET-RT-PCR) (Kocjan in sod., 2008). V sistemu FRET-RT-
PCR je prejemnik emisijske svetlobe fluorescina donorske FRET-lovke s fluoroforjem
LC640 oznacen protismerni (angl. antisense) oligonukleotidni zacetnik (OZ) HP iLC.
HPV-6/-11 smo s FRET-RT-PCR dokazovali v eni reakcijski meSanici, ki je vsebovala 100
ng DNA, 10 ul reagenta 2x QuantiTect Probe PCR Master Mix (diagnosti¢ni komplet Quanti
Tect® Probe PCR Kit, Qiagen, Hilden, Nem¢ija), 5,5 mM MgClz, 0,5 uM vsakega od treh
OZ (HP1,3_F2, HP2 F2 in HP iLC), 0,2 uM fluorescentno oznacene lovke HP LNA in
sterilno deoinizirano vodo do 20 ul.

Pred zacetkom prvega cikla pomnoZevanja smo reakcijsko meSanico inkubirali 15 min pri
95 °C. Pomnozevanje je potekalo s 50-kratnim ponavljanjem temperaturnega cikla PCR
(angl. polymerase chain reaction), sestavljenega iz treh inkubacij: 0 s pri 95 °C, 40 s pri
52 °C in 30 s pri 72 °C. Pomnozevanju je sledila analiza specifi¢nosti pridelkov PCR z
metodo analize talilne krivulje (angl. melting curve analysis), ki je potekala z enkratnim
tristopenjskim temperaturnim ciklom: 0 s na 95 °C, 2 min na 37 °C, 0 s na 85 °C.
Fluorescentni signal je bil izmerjen pri valovni dolzini 640 nm. Reakcijo smo ustavili s

30-sekundnim ohlajanjem reakcijske mesanice na 40 °C (Kocjan in sod., 2008).

3.2.2 Dolocanje koncentracije celokupne DNA

Koncentracijo DNA smo doloc¢ali spektrofotometricno, s pomocjo aparature NanoDrop
2000c (NanoDrop Technologies, Oxfordshire, Velika Britanija), ki lahko izmeri spekter
valovnih dolzin od 190 nm do 840 nm ter koncentracijo dvojnovijatne DNA med 0,4 in
15.000 ng/ul. Nukleinske kisline absorbirajo UV svetlobo pri valovni dolzini 260 nm,
medtem ko beljakovine in fenolne spojine absorbirajo svetlobo pri valovni dolzini 280 nm.
Vzorec osamljene DNA (1 pl) smo odpipetirali na merilni podstavek in pri valovni dolzini
260 nm izmerili koncentracijo celokupne DNA (ng/ul). V kolikor je bilo razmerje
A260/A280 med 1,8 in 2,1, smo sklepali, da imamo v vzorcu Cisto DNA, brez ostankov

beljakovin in fenola.
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3.2.3 PomnoZevanje DNA HPV-6

Za pomnozevanje 4.908 bp dolgega segmenta genoma HPV-6, ki je vseboval celotne gene
ESa, E5Sb, L2, L1, E6 in nekodirajoce podrocje LCR, smo uporabili predhodno opisane OZ:
HPV-6-ES5S in HPV-6-E6R (Kocjan in sod., 2009; Kocjan in sod., 2011). Podtipske razli¢ice
HPV-6, ki so v genomskih podro¢jih E5a, ESb, L1 in LCR vsebovale vsaj en edinstven
polimorfizem posameznih nukleotidov (angl. single nucleotide polimorphism, SNP),
aminokislinsko zamenjavo ali vsaj eno insercijo ali delecijo v nekodirajo¢em podro¢ju LCR,
smo izbrali za dolo¢anje celotnega nukleotidnega zaporedja. V tem primeru smo s pomocjo
predhodno opisanih OZ; HPV-6-6S in HPV-6-E5R, pomnoZili prekrivajoci-se 4.511 bp dolg
segment genoma HPV-6, ki je vseboval celotne gene E6, E7, E1, E2, E4, ESa in E5b (Kocjan
in sod., 2009; Kocjan in sod., 2011).

PomnoZevanje obeh segmentov DNA smo izvedli na aparaturi Veriti™ Thermal Cycler
(Applied Biosystems, Life Technologies, Carlsbad, ZDA), s pomoc¢jo kompleta kemikalij
Platinum® Taq DNA Polymerase High Fidelity kit (Invitrogen, Carlsbad, ZDA). Reakcijski
mesanici (25 pl) sta vsebovali: 100 ng osamljene DNA; 2,5 ul pufra 10x High Fidelity PCR
Buffer, 0,1 pl vsakega OZ (50 uM), 0,5 pl (10 mM) meSanice nukleotidov (ANTP), 1 ul
MgSO4 in sterilno deionizirano vodo.

Pomnozevanje segmentov smo izvedli s 50-kratnim ponavljanjem temperaturnega cikla
PCR, sestavljenega iz treh inkubacij: 30 s pri 94 °C, 30 s pri 62/56 °C in 5 min pri 68 °C.
Pred zacCetkom prvega cikla smo reakcijsko meSanico inkubirali 2 min pri 94 °C. Zadnjemu

ciklu pomnoZevanja je sledila 7-minutna inkubacija pri 68 °C.

3.2.4 PomnoZevanje DNA HPV-11

Izdelali smo OZ za pomnozevanje virusnega genoma HPV-11 v dveh segmentih. OZ smo
izdelali na osnovi znanega nukleotidnega zaporedja referencnega izolata HPV-11 (pristopna
Stevilka v PaVE: HPV11REF), s pomocjo ra¢unalniskega programa CLC Main Workbench
(CLCBio, 2011). OZ so bili izdelani v podjetju TIB MOLBIOL (Berlin, Nemcija).
Specificnost izdelanih OZ smo preverili s pomocjo internetnega programa BLAST (NCBI,
2013) in pokazali, da je z izdelanima OZ vsaj teoreticno mogoce pomnoZevanje le DNA

HPV-11. Specifi¢nost in obcutljivost izdelanih OZ smo preverili tudi s pomnozevanjem
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HPV-6/-11-pozitivnih vzorcev, z uporabo na novo izdelanega protokola, ki smo ga razvili s
pomod&jo navodil proizvajalca reagentov Platinum® Taq DNA Polymerase High Fidelity kit
(Invitrogen). V preglednici 7 so podana nukleotidna zaporedja OZ, mesta naleganja OZ na

referen¢no nukleotidno zaporedje HPV-11 in velikosti pri¢akovanih pridelkov PCR.

Preglednica 7: Oligonukleotidni zacetniki za pomnoZevanje DNA HPV-11
Table 7: Primers used for HPV-11 DNA amplification

Oligonukleotidni Nukleotidno zaporedje Genomsko Velikost pridelka
zacetniki oligonukleotidnih zacetnikov podrocje PCR (bp)
naleganja
HPV-11-S1MS-F 5'-GGATATGAGTTTTTGGGAGGT-3' L1
HPV-11-S1MS-R 5'-ATGCCACGTTGAAGATGCTA-3' E2 %2
HPV-11-S2F 5'-TTACAACAAGCACCAAAGAAG-3' E2
HPV-11-S2R 5“TTCTATTTCACACAACGGCT-3' E6 sl

Zapomnozevanje 4.851 bp dolgega segmenta genoma HPV-11, ki je vseboval 3'-konec gena
E2 ter celotne gene E5a, ESb, L2, L1, nekodirajoce podro¢je LCR in 5'-konec gena E6, smo
uporabili na novo izdelane OZ: HPV-11-S2F in HPV-11-S2R (Preglednica 7). Podtipske
razli¢ice HPV-11, ki so v genomskih podroc¢jih E5a, ESb, L1 in LCR vsebovale vsaj en
edinstven SNP, aminokislinsko zamenjavo ali vsaj eno insercijo ali delecijo, smo izbrali za
dolocanje celotnega nukleotidnega zaporedja. V tem primeru smo pomnozili prekrivajoci-se
4.529 bp dolg segment genoma HPV-11, ki je vseboval manjsi del gena L1 (5' konec),
nekodirajoce podroc¢je LCR, celotne gene E6, E7, E1, E4 in vecji del 3'-konca gena E2.
Omenjeni segment smo pomnozili s pomoc¢jo na novo izdelanih OZ: HPV-11-SIMS-F in
HPV-11-SIMS-R (Preglednica 7).

PomnoZevanje obeh segmentov DNA smo izvedli na aparaturi Veriti MThermal Cycler
(Applied Biosystems), s pomo¢jo kompleta kemikalij Platinum® Taq DNA Polymerase High
Fidelity kit (Invitrogen). Reakcijski meSanici (25 pl) sta vsebovali: 100 ng osamljene DNA,
2,5 pl pufra 10x High Fidelity PCR Buffer, 0,1 pl vsakega OZ (50 uM), 0,5 pl (10 mM)
meSanice nukleotidov (ANTP), 1 ul MgSOs4 in sterilno deionizirano vodo.

Pred zacetkom prvega cikla pomnoZevanja smo reakcijsko meSanico inkubirali 2 min pri
94 °C. PomnoZevanje segmentov smo izvedli s 50-kratnim ponavljanjem temperaturnega
cikla PCR, sestavljenega iz treh inkubacij: 30 s pri 94 °C, 30 s pri 53/57 °C in 5 min pri

68 °C. Zadnjemu ciklu pomnozevanja je sledila 7-minutna inkubacija pri 68 °C.
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3.2.5 Dokazovanje in analiza velikosti pridelkov PCR

Pridelke PCR, velikosti med 4.000 in 5.000 bp smo dokazovali z elektroforezo v 0,8 %
agaroznem gelu, ki smo ga pripravili po naslednjem postopku: 0,4 g agaroze v prahu A9539
AGAROSE for routine use (Sigma-Aldrich, St. Louis, ZDA) smo raztopili v 50 ml 1x pufra
TAE (0,04 M Tris-HCI; 0,02 M NaClz, 2mM EDTA; 0,02 M Na-acetat pH=8,3) in 5 pl
etidijevega bromida s koncentracijo 10 mg/ml (Promega Corporation, Madison, ZDA).
Pripravljen, strjen agarozni gel smo polozili v elektroforezno kad HE 33 Mini Horizontal
Submarine Electrophoresis Unit (Hoeffer, San Francisco, ZDA) in prelili z 1x pufrom TAE,
ki smo ga ohladili na 4 °C.

Za dolocanje velikosti pridelkov PCR smo pripravili meSanico nanaSalnega barvila 6x
MassRuler™DNA Loading Dye (Fermentas, Vilna, Litva) in molekularnega oznadevalca
High DNA Mass Ladder (Invitrogen) v razmerju 1:1. Molekularni oznacevalec High DNA
Mass Ladder je dolzinska in koncentracijska lestvica, ki vsebuje delce DNA, velikosti 1.000
bp (5 ng/ul), 2.000 bp (10 ng/ul), 3.000 bp (15 ng/ul), 4.000 bp (20 ng/ul), 6.000 bp
(30 ng/ul), in 10.000 bp (50 ng/ul). Pridelek PCR smo na gel nanasali v obliki predhodno
pripravljene meSanice (5 pul) iz 4 upl ociS¢enega pridelka PCR in 1 pl raztopine 6x
MassRuler™ DNA Loading Dye (Fermentas). Elektroforeza je potekala 25 min pri sobni
temperaturi in napetosti 120 V. Gel smo nato pregledali pod UV svetlobo, ga fotografirali z
digitalnim detekcijskim sistemom BIS 303 PC (DNR Bio-Imaging Systems, Jeruzalem,

Izrael) in s pomocjo dolzinske lestvice doloc¢ili velikost pridelka PCR.
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3.2.6 Cis¢enje in dolo¢anje koncentracije pridelkov PCR

Pridelke PCR z ustrezno velikostjo smo ocistili s komercialnim kompletom kemikalij
QIAquick PCR Purification kit (Qiagen), po navodilih proizvajalca. O¢is¢en pridelek PCR
smo po koncanem cis¢enju sprali z elucijskim pufrom EB (Qiagen). Koli¢ino pufra EB smo
prilagodili glede na ocenjeno koli¢ino pridelka PCR, ki smo jo dolo¢ili tako, da smo ocenili
jakost obarvanega pridelka na elektroforeznem gelu. Po kon¢anem ¢is¢enju pridelkov PCR
smo njihovo koncentracijo ocenili na 0,8 % agaroznem gelu, ki smo ga pripravili po
postopku, opisanem v poglavju 3.2.5. Za ocenjevanje koncentracije smo uporabili meSanico
4 pl raztopine 6x MassRuler™ Loading Dye (Fermentas) in 1 pl molekularnega oznacevalca
High DNA Mass Ladder (Invitrogen). Pridelek PCR smo na gel nanasali v obliki predhodno
pripravljene mesSanice (5 pl) iz 4 pl ociscenega pridelka PCR in 1 pl raztopine 6x
MassRuler™ DNA Loading Dye (Fermentas). Elektroforeza v gelu je potekala pri sobni
temperaturi in napetosti 120 V, 40 minut. Po kon¢ani elektroforezi smo gel pregledali pod
UV svetlobo in ga fotografirali z digitalnim detekcijskim sistemom BIS 303 PC (DNR Bio-

Imaging Systems). Koncentracijo pridelkov PCR smo dolo¢ili s primerjavo jakosti emitirane

svetlobe pridelka PCR in delcev molekularnega oznacevalca z znano koncentracijo DNA.

3.2.7 Neposredno doloc¢anje nukleotidnega zaporedja

Neposredno dolo¢anje nukleotidnega zaporedja so izvedli v podjetju Macrogen Europe
(Amsterdam, Nizozemska). V omenjen laboratorij smo poslali 20-30 ul o¢is€enih pridelkov
PCR in zahtevano koli¢ino ustreznega sekven¢nega OZ, s koncentracijo 5 pmol/ul. Za
neposredno dolo¢anje nukleotidnega zaporedja HPV-6 smo uporabili predhodno opisane OZ

(Kocjan in sod., 2009; Kocjan in sod., 2011).

3.2.8 Analiza pridobljenih nukleotidnih zaporedij

Nukleotidna zaporedja, ki smo jih pridobili iz podjetja Macrogen, smo sestavili s pomocjo
racunalniskega programa CLC Main Workbench (CLCBio, 2011). Sestavljena nukleotidna
zaporedja smo med seboj poravnali z algoritmom ClustalW, s pomocjo racunalniskega

programa BioEdit (Hall, 1999) ali s programom MAFFT v6.846 (Katoh in Toh, 2010). V
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poravnave nukleotidnih zaporedij smo vkljucili tudi vsa nukleotidna zaporedja HPV-6/-11,
dostopna v genskih banki GenBank in PaVE, vklju¢no z referenénima nukleotidnima
zaporedjema. V primeru HPV-6 smo kot primerjalno zaporedje vedno uporabili
»popravljeno« referen¢no nukleotidno zaporedje HPV-6b (HPV6REF), ki vsebuje dodaten,
94 bp dolg odsek nukleotidnega zaporedja na genomskem mestu 7.350 (Heinzel in sod.,
1995). V primeru HPV-11 smo kot primerjalno zaporedje vedno uporabili »popravljeno«
referencno nukleotidno zaporedje HPV-11 (HPV11REF), ki vsebuje dodaten, 2 bp dolg
odsek nukleotidnega zaporedja na genomskem mestu 7.716 (Heinzel in sod., 1995). V
primeru poravnave zdruzenih nukleotidnih zaporedij genomskih podrocij ESa, ESb, L1 in
LCR smo vsa nukleotidna zaporedja zdruzili in poravnali v omenjenem vrstnem redu.
Zdruzeno zaporedje se je tako vedno zacelo s prvim ATG odprtega bralnega okvirja ESa. V
primeru poravnave celotnih nukleotidnih zaporedij smo vsa zaporedja poravnali tako, da so

se zacela s prvim ATG odprtega bralnega okvirja E6.

3.2.9 Izbira podtipskih razlicic za dolo¢anje celotnih nukleotidnih zaporedij

Celotno nukleotidno zaporedje smo dolocili tistim podtipskim razli¢icam HPV-6/-11, pri
katerith smo v genomskih podro¢jih E5a, ESb, L1 ali LCR naSli nove, Se neopisane
nukleotidne zamenjave, delecije, insercije ali aminokislinske zamenjave. Genomske
spremembe smo dolocali s poravnavo nukleotidnih zaporedij, dostopnih v genski banki
GenBank in PaVE, in nukleotidnih zaporedij, pridobljenih v nasi raziskavi. Po pridobitvi
celotnih nukleotidnih zaporedij podtipskih razlicic HPV-6/-11, smo odprte bralne okvirje
(ORF) opredelili s pomocjo racunalniskega programa CLC Main Workbench (CLCBio,
2011).

3.2.10 Doloc¢anje genomske raznolikosti celotnih nukleotidnih zaporedij

Genomsko raznolikost nukleotidnih zaporedij HPV-6/-11 smo dolocali na podlagi
poravnave vseh celotnih nukleotidnih zaporedij, pridobljenih v nasi raziskavi in iz genskih
bank GenBank in PaVE. Poravnavo vseh celotnih nukleotidnih zaporedij smo uporabili za
izra¢un maksimalne razlike parov nukleotidnih zaporedij z metodo medsebojnih razdalj

(angl. pairwise distance method; p-distance). Izra¢une smo izvedli s programom MEGA



46

Jelen M. Genomska raznolikost ¢loveskih papilomavirusov HPV-6 in HPV-11.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2014

5.05 (Tamura in sod., 2011), s pomo¢jo algoritma »p-distance«. V programu MEGA 5.05
smo dolo¢ili tudi najkrajSo in najdaljSo dolzino celotnih nukleotidnih zaporedij, celokupno

Stevilo aminokislin ter Stevilo nukleotidnih in aminokislinskih zamenjav.

3.2.11 Filogenetske analize

Za izdelavo filogenetskih dreves in ugotavljanje evolucijskih povezav med podtipskimi
razli¢icami HPV-6/-11, smo uporabili metodo najveéje verjetnosti (angl. maximum
likelihood, ML) v programu RAXML HPC2 v7.6.3 (angl. randomized axelerated maximum
likelihood) (Stamatakis in sod., 2008). Za dolo¢evanje zanesljivosti drevesnih razvejis¢ smo
izvedli 1000 ponovnih vzoréenj izhodis¢nih podatkov (angl., bootstrap). Filogenetska
drevesa smo prikazali s pomocjo racunalniskega programa FigTree v1.3.1 (Drummond in
Rambaut, 2007). Filogenetske linije in podlinije podtipskih razlicic HPV-6/-11 smo

poimenovali po predlogu Burka in sodelavcev (Burk in sod., 2011).

3.2.12 Doloc¢anje linijsko in podlinijsko-specificnih SNP-jev

Za dolocanje linijsko in podlinijsko-specificnih SNP-jev podtipskih razli¢ic HPV-6 smo
izmed vseh celotnih nukleotidnih zaporedij, ki smo jih pridobili v nasi raziskavi, in tistih, ki
so bila do konca junija 2013 dostopna v genski banki GenBank, izbrali tiste, pri katerih je
analiza parov nukleotidnih zaporedij (angl. pairwise distance method; p-distance) pokazala,
da se v celotnem nukleotidnem zaporedju med seboj razlikujejo v ve€ kot 0,05 %. Izbrali
smo tudi celotna nukleotidna zaporedja z edinstvenim nukleotidnim zapisom. Za dolocanje
linijsko in podlinijsko-specificnih SNP-jev podtipskih razli¢ic HPV-11 smo izbrali vsa
celotna nukleotidna zaporedja, ki smo jih pridobili v nasi raziskavi, in tista, ki so bila do
konca junija 2013 dostopna v genski banki GenBank. Linijsko in podlinijsko-specificne SNP
smo dolocali s programom MacClade v4.08 (Maddison in Maddison, 2005).
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3.2.13 Statisti¢na obdelava podatkov

Primarni cilj statisticne analize je bil poiskati povezave med genetskimi (pod)linijami
HPV-6, njihovo geografsko razporeditvijo (celina, drzava), anatomskim podro¢jem okuzbe
(anogenitalno podrocje, podrocje glave in vratu) ter bolnikovim spolom.
V statisti¢no analizo smo vkljucili 724 nukleotidnih zaporedij HPV-6, ki smo jih pridobili v
nasi raziskavi in v genski banki GenBank.
V statisti¢no analizo smo vkljucili podtipske razlicice HPV-6, ki so ustrezale naslednjim
kriterijem:
e [zbrali smo podtipske razliCice z znanim geografskim izvorom.
e V kolikor smo imeli na voljo ve¢ podtipskih razli¢ic HPV-6, ki so pripadale istemu
bolniku, smo v analizo vkljucili le eno razlicico.
e Vkljucili smo podtipske razli¢ice HPV-6 z opredeljenimi genetskimi linijami in
podlinijami.
e Ker je bilo v podlinijah B2, B4 in B5 Stevilo podtipskih razli¢ic HPV-6 manjse od

75, smo jih izkljucili iz statisticne analize.

Statisticno analizo smo izvedli v dveh delih. V prvem delu smo s pomocjo programa IBM
SPSS v22.0 (IBM Corp., 2013) pregledali razporeditev 724 podtipskih razli¢ic po naslednjih
spremenljivkah: genetske linije, podlinije, celine, drzave, anatomsko podrocje okuzbe, vrsta

benigne spremembe in spol, ter izdelali kontingenc¢no tabelo (Preglednica 9).
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V drugem delu analize smo preverili, ali obstajajo statisticno znacilne povezave med
omenjenimi spremenljivkami in (pod)linijami HPV-6. V ta namen smo izvedli dve statisti¢ni
analizi: bivariatno logisti¢no regresijo ter izsledke preverili Se z multivariatno multinomsko
logisti¢no regresijo. Analize smo izvedli s programoma R, razli¢ico 3.0.2 (R Core Team,
2014) ter IBM SPSS 22.0 (IBM Corp., 2013). Povezave smo testirali pri stopnji znacilnosti
a=0,05 (dvosmerno testiranje). Rezultate smo izrazili kot razmerja obetov (angl., odds ratio,

OR) s 95 % intervali zaupanja (angl., confidence interval, CI).

3.2.14 Analiza aminokislinskih zaporedij beljakovine L1

Genetsko raznolikost gena L1 HPV-6/-11 smo dolocali na podlagi poravnave vseh celotnih
nukleotidnih zaporedij L1, pridobljenih v nasi raziskavi in iz genske banke GenBank. V
analizo smo vkljucili 630 celotnih nukleotidnih zaporedij L1 HPV-6 in 277 celotnih
nukleotidnih zaporedij L1 HPV-11. Pridobljena nukleotidna zaporedja smo s pomocjo
programa MEGA 5.05 (Tamura in sod., 2011) prevedli v aminokislinska zaporedja. Polozaje
odkritih nukleotidnih in aminokislinskih zamenjav smo izrazili glede na polozaje
nukleotidnih mest v referen¢nih genomih HPV-6/-11 (HPV6REF in HPV11REF). Polozaj
vseh petih povrSinskih zank in C-terminalni konec beljakovine L1 smo dolocili glede na
predhodno dolocen polozaj povrsinskih zank BC, DE, EF, FG in HI pri genotipih HPV-16
in HPV-11 (Bishop in sod., 2007).
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4 REZULTATI

4.1 HPV-6

Rezultate opredeljevanja genomske raznolikosti genotipa HPV-6 smo razdelili na pet delov.
V prvem delu so prikazani rezultati dolo¢anja genomske raznolikosti med celotnimi
nukleotidnimi zaporedji HPV-6, v drugem delu je predstavljena genetska raznolikost gena
L1, v tretjem delu filogenetska analiza podtipskih razli¢ic HPV-6 in opredelitev genetskih
linij in podlinij, v ¢etrtem delu je prikazana opredelitev linijsko in podlinijsko-specifi¢nih
SNP-jev. V petem delu so predstavljeni rezultati statisticne analize, s katero smo preverili

povezave genetskih (pod)linij z geografskim izvorom, klini¢no sliko in bolnikovim spolom.

4.1.1 Genomska raznolikost HPV-6

Izmed 530 HPV-6-pozitivnih vzorcev, ki smo jih zbrali za namen naSe raziskave, smo 492
(92,8 %) uspeli dolociti celotna nukleotidna zaporedja v podro¢jih ESa, ESb, L1 in LCR.
Izmed 492 HPV-6-pozitivnih vzorcev smo pri 130 vzorcih (26,4 %) nasli nove, Se neopisane
nukleotidne zamenjave, delecije, insercije ali aminokislinske zamenjave. Omenjenim 130
vzorcem HPV-6 smo dolocili celotno nukleotidno zaporedje. Vsa celotna nukleotidna
zaporedja HPV-6 smo novembra 2013 predlozili v evropski nukleotidni arhiv EMBL- EBI
(European Molecular Biology Laboratory - European Nucleotide Archive) in pridobili
sledeCe pristopne Stevilke: HG793809 — HG793938. V genskih bankah je bilo tako po
zakljucku naSe raziskave objavljenih 190 celotnih nukleotidnih zaporedij HPV-6 (vklju¢no
z nasimi 130 celotnimi nukleotidnimi zaporedji). V prilogi A so podane pristopne Stevilke
190 celotnih nukleotidnih zaporedij HPV-6, leto objave, drzava, kjer so celotno nukleotidno
zaporedje opredelili in raziskovalna skupina, ki je celotno zaporedje opredelila.

Na podlagi poravnave 130 celotnih nukleotidnih zaporedij HPV-6 iz nase raziskave in 60
celotnih nukleotidnih zaporedij HPV-6, pridobljenih iz genske banke GenBank, smo
izracunali maksimalno razliko parov celotnih nukleotidnih zaporedij: 1,58 %. Najkrajse
celotno nukleotidno zaporedje je bilo dolgo 7.954 bp in najdaljSe 8.051 bp. Celokupno

Stevilo nukleotidnih zamenjav je bilo 471 (5,85 %) in celokupno Stevilo aminokislinskih
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zamenjav 165 (6,59 %). Genomska raznolikost vseh 190 celotnih nukleotidnih zaporedij

HPV-6 je predstavljena v preglednici 8.

Preglednica 8: Primerjava nukleotidnih in aminokislinskih zamenjav 190 celotnih nukleotidnih zaporedij HPV-
6
Table 8: Comparison of nucleotide and amino acid sequence variability within 190 HPV-6 complete genomes

ORF Maksimalne razlike Stevilo Stevilo in delez Stevilo Stevilo in delez

parov nukleotidnih nukleotidov nukleotidnih aminokislin aminoKkislinskih

zaporedij (%) zamenjav zamenjav
N % N %

E6 1,99 453 19 4,19 151 3 1,99
E7 1,68 297 10 3,37 99 4 4,04
NCR1 20,00 5 1 20,00
E1l 1,44 1.950 82 4,21 650 30 4,62
E2 2,26 1.107 60 5,42 396 38 10,30
E4 3,04 330 19 5,76 110 9 8,18
NCR2 3,51 57 4 7,02
E5a 5,43 276 28 10,14 92 13 14,13
E5b 5,94 219 29 13,24 73 20 27,40
NCR3 9,09 45 7 15,56
L2 1,52 1.380 82 5,94 460 28 6,09
L1 1,20 1.503 74 4,92 501 20 3,99
LCR 2,61 862 79 9,16
CG 1,58 8.052 471 5,85 2.505 165 6,59

Legenda: ORF, odprti bralni okvir (angl. open reading frame); NCR1, nekodirajo¢e podro¢je 1 (med E7 in E1
ORF); NCR2, nekodirajoce podrocje 2 (med E2 in E5Sa ORF); NCR3, nekodirajoce podro¢je 3 (med E5b in L2
ORF); LCR, nekodirajo¢e podro¢je LCR (angl. long control region); CG, celotni genom.

Iz preglednice 9 je razvidno, da je bil delez nukleotidnih zamenjav najmanjsi v E7 ORF
(3,37 %) in najvecji v E5b ORF (13,24 %). DeleZz aminokislinskih zamenjav je bil najmanjsi
v E6 ORF (1,99 %) in najvecji v ESb ORF (27,40 %). Insercije in delecije smo nasli le v
nekodirajocih podrocjih: LCR in NCR3, z izjemo 42 bp dolge delecije v E2 ORF pri enem
vzorcu HPV-6.

4.1.2 Genetska raznolikost gena L1 HPV-6
Na podlagi analize 190 celotnih nukleotidnih zaporedij L1 HPV-6 smo odkrili 74 (4,92 %)

nukleotidnih zamenjav in 20 aminokislinskih zamenjav (3,99 %). Genetska raznolikost L1

ORF med 190 celotnimi nukleotidnimi zaporedji HPV-6 je bila vi§ja v primerjavi z E1 ORF
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(4,21 %), E6 ORF (4,19 %) in E7 ORF (3,37 %). Delez aminokislinskih zamenjav je bil, v
primerjavi z L1 ORF, niZji samo v E6 ORF (1,99 %) (Preglednica 9).

Na podlagi analize 630 nukleotidnih zaporedij gena L1 podtipskih razlicic HPV-6,
(pridobljenih iz nase raziskave in genske banke GenBank) s Sestih celin (Evropa, Azija,
Severna in Juzna Amerika, Avstralija in Afrika), smo odkrili 105 nukleotidnih zamenjav
(105/1.503; 6,98 %) in 33 aminokislinskih zamenjav (33/501; 6,58 %). Izmed 33
aminokislinskih zamenjav smo v naSi raziskavi opredelili 17 novih aminokislinskih
zamenjav (17/33; 51,51 %). Nukleotidne zamenjave smo odkrili po celotni dolzini gena L1,
z vec€jo pojavnostjo v treh genomskih podroc¢jih, dolgih 60 do 300 bp, na naslednjih
nukleotidnih mestih: 5.923-6.217, 6.598-6.661 in 7.079-7.282. Aminokislinske zamenjave
smo prav tako odkrili po celotni dolzini beljakovine L1 (Slika 7). Posamezno aminokislinsko
zamenjavo smo odkrili pri enem vzorcu HPV-6 ali pri najvec¢ devetih vzorcih HPV-6, z
izjemo dveh aminokislinskih zamenjav, ki sta bili prisotni pri ve¢ kot devetih vzorcih:
K430Q (24/630; 3,81 %) in E431Q (104/630; 16,51 %). Aminokislinska zamenjava K430Q
je bila vedno prisotna soCasno z aminokislinsko zamenjavo E431Q. Najpogosteje prisotna
aminokislinska zamenjava E431Q je bila prisotna v HPV-6-pozitivnih vzorcih iz vseh celin.
Prevladovala je v evropskih vzorcih (54/104; 51,92 %), sledili so azijski (14/104; 13,46 %),
juzno-ameriski (13/104; 12,50 %), afriski (9/104; 8,65 %), severno-ameriski (8/104; 7,69 %)
in avstralski vzorci (6/104; 5,77 %).

Izmed petih povrsinskih zank, ki predstavljajo glavna prepoznavna mesta za vezavo tipsko-
specifi¢nih nevtralizirajoc¢ih protiteles, smo aminokislinske zamenjave nasli v Stirih zankah:
DE (N139D), EF (K169T, N173T), FG (I1286V) in HI (T345A, D354N) (Slika 7). V
C-terminalnem koncu beljakovine smo zaznali 15 aminokislinskih zamenjav (S402L,
T427A, K430Q, E431Q, N438D, N445D, S452A, 14751, K480R, P482S, K486R, S488P,
A489V, R495H in R495S).
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Slika 7: Poravnava aminokislinskega zaporedja beljakovine L1 treh genotipov HPV: HPV-16 (HPV16REF),
HPV-6 (HPV6REF) in HPV-11 (HPV11REF). Z modro barvo so oznacene povrsinske zanke BC, DE, EF, FG
in HI. Z zeleno barvo so oznac¢ena aminokislinska mesta, kjer smo odkrili aminokislinske zamenjave pri HPV-
6-pozitivnih vzorcih in z rdec¢o barvo mesta, kjer smo odkrili aminokislinske zamenjave pri HPV-11-pozitivnih
vzorcih

Figure 7: Sequence alignment of L1 from the HPV genotypes HPV-16 (HPV16REF), HPV-6 (HPV6REF) and
HPV-11 (HPV11REF). The surface loops BC, DE, EF, FG and HI are marked with blue, positions of mutated
amino acids in HPV-6 samples are marked with green and in HPV-11 samples with red color

owve .

4.1.3 Filogenetska analiza podtipskih razli¢ic HPV-6 in opredelitev genetskih linij in
podlinij

Filogenetska analiza 190 celotnih nukleotidnih zaporedij HPV-6 je potrdila obstoj dveh
genetskih linij A in B in pokazala obstoj petih podlinij B: B1, B2, B3, B4 in B5 (Slika 8).
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Slika 8: Matri¢na mapa, izrisana na podlagi 190 celotnih nukleotidnih zaporedij HPV-6, prikazuje nukleotidne
razlike med genetskimi linijami in podlinijami HPV-6

Figure 8: Heatmap, based on 190 HPV-6 complete genomes, showing the nucleotide differences between HPV-
6 lineages and sublineages

Slika 8 prikazuje matriéno mapo (angl. heatmap), kjer barvna skala predstavlja delez
medsebojnega nukleotidnega ujemanja oz. odstopanja med vsakim od 190 celotnih
nukleotidnih zaporedij. NajmanjSe nukleotidno ujemanje je oznaceno z rdeco barvo (1,6 %)
in najvecje nukleotidno ujemanje z modro barvo (0 %). Genetsko linijjo A so sestavljale
podtipske razliCice, sorodne prototipski, referenc¢ni razli¢ici HPV-6b (X00203 oz.
HPV6REF), v genetsko podlinijo Bl so se uvrstile podtipske razli¢ice, sorodne ne-

prototipski razlic¢ici HPV-6vc, medtem ko so se v genetsko podlinijo B3 uvrstile podtipske



54

Jelen M. Genomska raznolikost ¢loveskih papilomavirusov HPV-6 in HPV-11.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2014

razli¢ice, sorodne ne-prototipski razli¢ici HPV-6a. V genetsko podlinijo B1 se je uvrstilo
najvec¢ podtipskih razli¢ic (89/190, 46,8 %), sledile so: linija A (47/190, 24,7 %), podlinija
B3 (30/190, 15,8 %), podlinija B2 (19/190, 10,0 %), podlinija B4 (3/190, 1,6 %) in podlinija
B5 (2/190, 1,1 %).

Izmed vseh 190 celotnih nukleotidnih zaporedij smo izbrali najbolj raznolike oz. tiste, pri
katerih je analiza parov nukleotidnih zaporedij pokazala, da se v celotnem nukleotidnem
zaporedju med seboj razlikujejo v ve€ kot 0,05 %, ali je bilo njihovo nukleotidno zaporedje
edinstveno. Tem kriterijem je ustrezalo 48 celotnih nukleotidnih zaporedij HPV-6, na
podlagi katerih smo prav tako izrisali filogenetsko drevo (Slika 9). Iz slike 9, ki je zaradi
manjSega Stevila vkljucenih nukleotidnih zaporedij preglednejSa, je razvidna razvejitev

filogenetskega drevesa v genetski liniji A in B ter pet podlinij B.
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vrednosti. Razlike parov nukleotidnih zaporedij so bile izraCunane za vsako celotno nukleotidno zaporedje posebej, v primerjavi z vsemi ostalimi celotnimi nukleotidnimi
zaporedji. Izracunane razdalje za vsako primerjavo so povezane s ¢rtami; primerjava celotnega nukleotidnega zaporedja s samim seboj predstavlja razliko 0 %

Figure 9: Phylogenetic tree and pairwise comparisons of the 48 HPV-6 complete genomes. Numbers alongside branches indicate bootstrap percentage values. The percent
nucleotide sequence differences were calculated for each complete genome compared to all other complete genomes. Values for each comparison on a given complete
genome are connected by lines and the comparison to self is indicated as 0 % difference point
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4.1.4 Opredelitev linijsko in podlinijsko-specifiénih SNP-jev

Na podlagi poravnave 48 najbolj raznolikih celotnih nukleotidnih zaporedjih HPV-6 smo
dolod¢ili linijsko in podlinijsko-specificne SNP-je (Slika 10). 1z slike 10 je razvidno, da so
linijsko-specificni SNP-ji razporejeni po celotni dolzini nukleotidnega zaporedja in da lahko
z dolocanjem kateregakoli nukleotidnega zaporedja, velikosti priblizno 500 bp, zagotovo
lo¢imo genetski liniji A in B. Podlinijsko-specificni SNP-ji niso bili razporejeni po celotni
dolzini nukleotidnega zaporedja; na primer, SNP-ji, specificni za podlinijo B3, so bili
prisotni samo v dolo¢enih kodirajoCih podroc¢jih (E5a, ESb, L2 in L1) in jih nismo dokazali
v prvih 4.000 bp nukleotidnega zaporedja.

Na podlagi dolo€enih linijsko in podlinijsko-specificnih SNP-jev smo preverili tudi, katero
najkrajSe nukleotidno zaporedje je dovolj informativnho za dolocCanje vseh do sedaj
opredelejnih linij in podlinij. Ugotovili smo, da je filogenetsko drevo, izrisano na podlagi
poravnanih genov El, E2 ali L2, prikazalo enako filogenetsko razporeditev kot drevo,
izrisano na podlagi celotnih nukleotidnih zaporedij. Izmed vseh treh genov je bilo genomsko
podro¢je L2 najbolj primerno za izris filogenetskega drevesa HPV-6, s katerim lahko
opredelimo vse genetske (pod)linije HPV-6. Opredelili smo tudi najkrajSe mozno
nukleotidno zaporedje, dolgo 960 bp (nukleotidna mesta v genomu: 4.391-5.351), znotraj
gena L2, ki je vsebovalo vsaj en (pod)linijsko specificen SNP, in je primerno za filogenetsko
analizo, s katero zelimo dolociti vse genetske (pod)linije HPV-6 (Slika 10). Filogenetsko

drevo, izrisano na podlagi 960 bp dolgega nukleotidnega zaporedja je prikazano na sliki 11.
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Slika 10: Prikaz linijsko in podlinijsko-specificnih SNP-jev na podlagi primerjave 48 celotnih nukleotidnih zaporedij HPV-6. Polozaj SNP-jev, glede na polozaj genomskih
podrocij v genomu HPV-6, je prikazan za genetski liniji A in B in podlinije B1, B2, B3, B4 in B5. Na sliki je oznaceno tudi 960 bp dolgo zaporedje znotraj gena L2, s
pomocjo katerega lahko podtipske razlicice HPV-6 umestimo v obstojece genetske linije in podlinije

Figure 10: Lineage and sublineage-specific SNPs identified from comparisons of the 48 HPV-6 complete genomes. SNP positions relative to the HPV-6 genomic regions
are displayed across lineages A and B, and sublineages B1, B2, B3, B4 and B5. A 960-bp region for lineage/sublineage identification is marked within gene L2
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Slika 11: Filogenetsko drevo, izrisano na podlagi 960 bp dolgega zaporedja znotraj L2 ORF. Ob glavnih

Figure 11: Phylogenetic tree based on 960-bp region within L2 ORF. Numbers alongside branches indicate

bootstrap percentage values

4.1.5 Povezave genetskih (pod)linij HPV-6 z geografskim izvorom, anatomskim

podrocjem okuzbe in bolnikovim spolom

Iz preglednice 9 je razvidno, da smo v statisticno analizo vkljucili 724 podtipskih razli¢ic

HPV-6 (pridobljenih iz naSe raziskave in genske banke GenBank) iz 18 drzav, iz 6 celin.

Podatke za posamezno podtipsko razli¢ico smo predstavili v prilogi C.
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Preglednica 9: Kontingenc¢na tabela za 724 podtipskih razli¢ic HPV-6
Table 9: Contingency table for 724 HPV-6 variants

Genetska linija A in podlinije B

Celina, drzava A (%) B1 (%) B2 (%) B3 (%) B4 (%) BS (%) Skupaj
(%)
Evropa
Hrvaska 6(12,8) 34 (72,3) 2(43) 5(10,6) 0(0) 0(0) 47 (100)
Ceska 17 (32,1) 32 (60,4) 2(3.8) 1(1,9) 1(1,9) 0(0) 53 (100)
Nemcija 24,2) 26 (54,2) 11 (22,9) 9(18,8) 0 (0) 0(0) 48 (100)
Litva 6(85,7) 1(14,3) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 7 (100)
Srbija 1 (50) 0(0) 0(0) 1 (50) 0 (0) 0(0) 2 (100)
Slovenija 16 (14,7) 81(74,3) 11(10,1) 1(0,9) 0(0) 0(0) 109 (100)
Svedska 2(20) 2 (20) 5(50) 1(10) 0 (0) 0(0) 10 (100)
Svica 4(7,8) 27(52,9) 5(09,8) 12 (23,5) 0(0) 3(5,9) 51 (100)
Velika Britanija 2(7,1) 17 (60,7) 5(17,9) 2(7,1) 1(3,6) 1(3,6) 28 (100)
Azija
Hong Kong 36 (69,2) 14 (26,9) 0(0) 1(1,9) 1(1,9) 0(0) 52 (100)
Japonska 16 (42,1) 20 (52,6) 0(0) 1(2,6) 1(2,6) 0(0) 38 (100)
Malezija 1(33,3) 2 (66,7) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 3 (100)
Severna Amerika
Kanada 7 (10,6) 34 (51,5) 7 (10,6) 18 (27.3) 0 (0) 0(0) 66 (100)
ZDA 3(6,5) 23 (50) 1(2,2) 19 (41,3) 0(0) 0(0) 46 (100)
Juzna Amerika
Argentina 4(7,3) 29 (52,7) 13 (23,6) 9(16,4) 0(0) 0(0) 55(100)
Brazilija 1(5,6) 12 (66,7) 0(0) 5(27,8) 0 (0) 0(0) 18 (100)
Avstralija
Avstralija 5(9.4) 36 (67,9) 10 (18,9) 2 (3,8) 0(0) 0(0) 53 (100)
Afrika
Juzna Afrika 2(53) 6(15,8) 2(5.,3) 22(57,9) 0 (0) 6(15,8) 38 (100)
Skupaj 131 (18,1) 396 (54,7) 74 (10,2) 109 (15,1) 4(0,6) 10(1,4) 724 (100)
Anatomsko podrocje
Anogenitalno podrocje 87 (17,4) 287 (57,3) 53 (10,6) 68 (13,6) 3(0,6) 3(0,6) 501 (100)
Podrogje glave in vratu 38 (21,5) 84 (47,5) 17 (9,6) 30(16,9) 1 (0,6) 7 (4,0) 177 (100)
Skupaj 125 (18,4) 371 (54,7) 70 (10,3) 98 (14,5) 4(0,6) 10 (1,5) 678 (100)
Vrsta benigne spremembe
Anogenitalne bradavice 71(26,2) 165 (60,9) 21(7,7) 10 (3,7) 3(L,1) 1(0,4) 271 (100)
Papilomi grla 38(21,6) 83 (47,2) 17 (9,7) 30(17,0) 1 (0,6) 7 (4,0) 176 (100)
Skupaj 109 (24,4) 248 (55.5) 38 (8,5) 40 (8,9) 4(0,9) 8(1,8) 447 (100)
Spol
Zenske 44 (14,1) 169 (54,0) 33 (10,5) 62 (19,8) 1(0,3) 4(1,3) 313 (100)
Moski 62 (23,9) 149 (57.5) 26 (10,0) 19 (7.,3) 2(0,8) 1(0,4) 259 (100)

Skupaj 106 (18,5) | 318(55,6) | 59(10,3) 81(14,2) 3(0,5) 5(0,9) | 572(100)
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Slika 12: Geografska porazdelitev linije A in podlinij B1, B2, B3, B4 in BS, na podlagi analize 724 podtipskih razlicic HPV-6. Svetovna porazdelitev (a), porazdelitev v

Evropi (b), v Aziji (¢), v Severni Ameriki (d), v Juzni Ameriki (e), v Avstraliji (f) in v Afriki (g)

Figure 12: Worldwide and continental distribution of lineage A and sublineages B1, B2, B3, B4 and B3, according to the analysis on 724 HPV-6 genetic variants. Worldwide

distribution (a), distribution for Europe (b), Asia (c), North America (d), South America (e), Australia (f) and Africa (g)
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Slika 12 prikazuje svetovno geografsko porazdelitev genetske linije A in podlinij B1, B2,
B3, B4 in BS5, na podlagi analize 724 HPV-6 podtipskih razli¢ic, ki smo jih vkljucili v
statisticno analizo. Na svetovnem nivoju so prevladovale podtipske razliice iz genetske
linijje B (593/724; 81,9 %), z izjemo Azije, kjer so prevladovale podtipske razliCice iz
genetske linije A (53/93; 57,0 %). Med podlinijami B je na svetovnem nivoju prevladovala
podlinija B1 (396/724; 54,7 %), kateri je sledila podlinija B3 (109/724; 15,1 %), ki je bila,
v primerjavi z drugimi celinami, najbolj pogosta v Afriki (22/38; 57,9 %). Podtipske
razli¢ice iz podlinije B2 so bile prisotne na vseh celinah, razen v Aziji, medtem ko so bile
podtipske razli¢ice iz podlinije B4 najdene samo v Evropi in Aziji ter podtipske razlicice iz
podlinije B5 v Evropi in Afriki.

Bivariatna logisti¢na regresija, s katero smo preverjali povezave med celinami in genetskimi
(pod)linijami HPV-6, je pokazala, da obstaja statisticno znacilna razlika v svetovni
razporeditvi genetskih linij A in B: (1) podtipske razli¢ice HPV-6 iz Azije so imele v
primerjavi s podtipskimi razli¢icami iz Evrope nizje obete za genetsko linijo B kot za
genetsko linijo A (p <0,001); (2) podtipske razli¢ice HPV-6 iz Afrike in Severne ter Juzne
Amerike so imele v primerjavi z Evropo visje obete za podlinijo B3 kot za genetsko linijo A
(p < 0,05 za vsako primerjavo posebej). Z multivariatno multinomsko logisticno regresijo

smo potrdili vse rezultate bivariatne logisti¢ne regresije (Preglednica 10).



62

Jelen M. Genomska raznolikost ¢loveskih papilomavirusov HPV-6 in HPV-11.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2014

Preglednica 10: Statistine povezave na podlagi multivariatne logisticne regresije med genetskima linijama B
in A (binomski model), podlinijama Bl in B3 ter linijjo A (multinomski model), celinami, anatomskim
podro¢jem okuzbe in bolnikovim spolom

Table 10: Multivariate logistic regression associations among continents anatomical location of infection and
gender for lineages A and B (binomial model) and sublineages B1, B3 and lineage A (multinomial model)

Binomski model Multinomski model
B/A Bl/A B3/A
Lastnosti (referen¢na OR (95 % CI) p OR (95 % CI) p OR (95 % CI) p
kategorija)
Celina (Evropa)
. 2,18 0,331 0,19 0,189 29,84 <0,001
Afrika
(0,45-10,47) (0,02-2,25) (4,73—188,36)
Aziia 0,09 <0,001 0,12 <0,001 0,04 <0,001
! (0,05-0,17) (0,06-0,22) (0,01-0,19)
Avstraliia 5,5 0,101 6,23 0,080 2,81 0,416
) (0,72-42,28) (0,81-48,21) (0,23-33,88)
Severna Amerika 1,34 0,614 0,9 0,856 4,39 0,018
(0,43-4,12) (0,28-2,89) (1,28-15,04)
Tusna Amerika 2,29 0,098 1,99 0,180 5,76 0,004
(0,86-6,11) (0,73-5,47) (1,77-18,76)
Spol (moski)
Zenske 1,57 0,080 1,49 0,134 2,89 0,009
(0,95-2,60) (0,88-2,50) (1,30-6,41)
Anatomsko podrocje
okuzbe (podrocje glave in
vratu)
Anogenitalno podrodic 2,51 0,006 2,12 0,027 4,77 0,005
& podroq (1,30-4,83) (1,09-4,14) (1,61-14,18)

Legenda: Rezultati so podani z razmerji obetov (OR), pripadajo¢imi 95 % intervali zaupanja (95 % CI) ter p-
vrednostjo (p)

Iz preglednice 10 je razvidno, da so imele podtipske razli¢ice HPV-6 iz Azije, v primerjavi
z Evropo, nizje obete za genetsko linijo B, kot za genetsko linijo A (p < 0,001). Dodatno
smo pokazali, da so imele podtipske razliCice iz podlinije B3 ve¢ kot 4-krat viSje obete
(p < 0,05 za vse primerjave) kot podtipske razliice iz linije A, da jih dokazemo v aftriSkih
in ameriskih vzorcih, v primerjavi z evropskimi vzorci (Preglednica 10).

Bivariatna logisticna regresija, s katero smo primerjali povezave med anatomskim
podro¢jem okuzbe (anogenitalno podro¢je in podrocje glave in vratu) in genetskimi
(pod)linijami HPV-6, je pokazala, da so imele podtipske razli¢ice iz genetske linije B sicer
vi§je obete za anogenitalne okuzbe kot podtipske razli¢ice iz genetske linije A, vendar
povezava v bivariatnem modelu ni bila statisticno znacilna (p > 0,05). V multivariatnem
multinomskem logisticnem modelu se je omenjena povezava izkazala za statisticno znacilno
(p < 0,05). Multivariatna analiza je dodatno pokazala, da obstaja statisticno znacilna

povezava med anogenitalnimi okuzbami s podtipskimi razli¢icami iz podlinij Bl in B3
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(p < 0,05 za obe primerjavi), v primerjavi s podtipskimi razli¢icami iz linije A (Preglednica
10).

Nazadnje smo preverili tudi povezave med bolnikovim spolom in posameznimi (pod)linij
HPV-6 in pokazali, tako z bivariatno, kot tudi z multivariatno analizo, da imajo Zenske
priblizno 3-krat visje obete za okuzbo s podtipskimi razliicami iz podlinije B3 kot moski

(p <0,05) (Preglednica 10).

4.2 HPV-11

Rezultate opredeljevanja genomske raznolikosti genotipa HPV-11 smo razdelili na Stiri dele.
V prvem delu so prikazani rezultati dolo¢anja genomske raznolikosti med celotnimi
nukleotidnimi zaporedji HPV-11, v drugem delu je predstavljena genetska raznolikost gena
L1, v tretjem delu filogenetska analiza podtipskih razli¢ic HPV-11 in opredelitev genetskih

linij in podlinij ter v Cetrtem delu opredelitev linijsko in podlinijsko-specifiénih SNP-jev.

4.2.1 Genomska raznolikost HPV-11

Izmed 207 HPV-11-pozitivnih vzorcev, ki smo jih zbrali za namen nase raziskave, smo 181
(87,4 %) uspeli dolociti celotna nukleotidna zaporedja v podro¢jih E5a, ESb, L1 in LCR.
Izmed 181 HPV-11-pozitivnih vzorcev smo pri 14 vzorcih (7,7 %) nasli nove, $e neopisane
nukleotidne zamenjave, delecije, insercije ali aminokislinske zamenjave. Omenjenim 14
vzorcem HPV-11 smo dolo¢ili celotno nukleotidno zaporedje. V prilogi B so podane
pristopne Stevilke 49 celotnih nukleotidnih zaporedij HPV-11, imena 14 HPV-11-pozitivnih
vzorcev, katerim smo v nasi raziskavi opredelili celotno nukleotidno zaporedje (Se niso
objavljena), leto objave, drzava, kjer so celotno nukleotidno zaporedje opredelili in
raziskovalna skupina, ki je celotno zaporedje opredelila.

Na podlagi poravnave 14 celotnih nukleotidnih zaporedij HPV-11 iz naSe raziskave in 49
celotnih nukleotidnih zaporedij HPV-11, pridobljenih iz genske banke GenBank, smo
izracunali maksimalno razliko parov celotnih nukleotidnih zaporedij: 1,40 %. Najkrajse
celotno nukleotidno zaporedje je bilo dolgo 7.930 bp in najdaljSe 10.424 bp. Celokupno

Stevilo nukleotidnih zamenjav je bilo 227 (2,86 %) in celokupno Stevilo aminokislinskih
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zamenjav 67 (2,80 %). Genomska raznolikost vseh 63 celotnih nukleotidnih zaporedij HPV-
11 je predstavljena v preglednici 11.

Preglednica 11: Primerjava nukleotidnih in aminokislinskih zamenjav 63 celotnih nukleotidnih zaporedij HPV-
11
Table 11: Comparison of nucleotide and amino acid sequence variability within 63 HPV-11 complete genomes

ORF Maksimalne Stevilo Stevilo in delez Stevilo Stevilo in delez
razlike parov nukleotidov nukleotidnih aminoKkislin aminoKkislinskih
nukleotidnih zamenjav zamenjav
zaporedij (%)

N % N %

E6 1,98 453 15 3,31 151 7 4,64

E7 1,01 297 4 1,34 99 3 3,03

NCR1 0 5 0 0

E1 0,87 1.950 34 1,74 650 10 1,54

E2 1,72 1.104 32 2,90 368 12 3,26

E4 2,14 327 10 3,06 109 9 8,26

NCR2 4,55 44 3 6,82

E5a 2,17 276 11 3,99 92 8 8,70

E5b 2,67 225 11 4,89 75 5 6,67

NCR3 4,34 46 2 4,35

L2 1,46 1.368 35 2,56 456 10 2,19

L1 0,86 1.506 33 2,19 502 13 2,59

LCR 4,38 759 47 6,19

CG 1,40 7.933 227 2,86 2.392 67 2,80

Legenda: ORF, odprti bralni okvir (angl. open reading frame); NCR1, nekodirajo¢e podro¢je 1 (med E7 in E1
ORF); NCR2, nekodirajoce podro¢je 2 (med E2 in ESa ORF); NCR3, nekodirajoce podro¢je 3 (med E5b in L2
ORF); LCR, nekodirajo¢e podro¢je LCR (angl. long control region); CG, celotni genom.

Iz preglednice 11 je razvidno, da je bil delez nukleotidnih zamenjav najmanj$i v E7 ORF
(1,34 %) in najvecji v ESb ORF (4,89 %). Delez aminokislinskih zamenjav je bil najmanjsi
v E1 ORF (1,54 %) in najvecji v E5a ORF (8,70 %). Insercije in delecije smo nasli v
nekodirajo¢em podro¢ju LCR, z izjemo delecije 1 bp v E6 ORF pri enem vzorcu HPV-11 in

insercije 9 bp v L2 ORF pri enem vzorcu.

4.2.2 Genetska raznolikost gena L1 HPV-11

Na podlagi analize 63 celotnih nukleotidnih zaporedij L1 HPV-11 smo odkrili 33 (2,19 %)

nukleotidnih zamenjav in 13 aminokislinskih zamenjav (2,59 %). Genetska raznolikost L1

ORF med 63 celotnimi nukleotidnimi zaporedji HPV-11 je bila vi§ja v primerjavi z E1 ORF
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(1,74 %) in E7 ORF (1,34 %). DeleZ aminokislinskih zamenjav je bil v primerjavi z L1 ORF
nizji v L2 ORF (2,19 %) in E1 ORF (1,54 %) (Preglednica 11).

Na podlagi analize 277 nukleotidnih zaporedij gena L1 podtipskih razli¢ic HPV-11
(pridobljenih iz nase raziskave in genske banke GenBank) s Sestih celin (Evropa, Azija,
Severna in Juzna Amerika, Avstralija in Afrika), smo odkrili 48 nukleotidnih zamenjav
(48/1.506; 3,18 %) in 16 aminokislinskih zamenjav (16/502; 3,18 %). Izmed 16 odkritih
aminokislinskih zamenjav smo v naSi raziskavi opredelili 10 novih aminokislinskih
zamenjav (10/16; 62,50 %). Nukleotidne zamenjave smo odkrili po celotni dolzini gena L1,
z vecjo pojavnostjo v dveh podroc¢jih, na naslednjih nukleotidnih mestih: 6.028 in 6.484-
6.607. Aminokislinske zamenjave smo prav tako odkrili po celotni dolzini beljakovine L1
(Slika 7). Posamezno aminokislinsko zamenjavo smo odkrili le pri enem vzorcu HPV-11 ali
pri najvec Stirih vzorcih HPV-11, z izjemo ene aminokislinske zamenjave, ki je bila prisotna
pri ve€ kot Stirih vzorcih: A235S (7/277; 2,52 %). Najpogosteje prisotna aminokislinska
zamenjava A235S je bila prisotna samo pri vzorcih HPV-11 iz Evrope (iz Slovenije).
Izmed petih povrsinskih zank, ki predstavljajo glavna prepoznavna mesta za vezavo tipsko-
specifi¢nih nevtralizirajoCih protiteles, smo aminokislinske zamenjave nasli v treh zankah:
DE (L119V, KI122R), EF (S176T) in HI (K347T, S354L, S354A) (Slika 7). V
C-terminalnem koncu beljakovine L1 smo zaznali 4 aminokislinske zamenjave (E454A,

A476V, S486F in K501T).

4.2.3 Filogenetska analiza podtipskih razli¢ic HPV-11 in opredelitev genetskih linij in
podlinij

Filogenetska analiza 63 celotnih nukleotidnih zaporedij HPV-11 je potrdila obstoj dveh
genetskih linij A in B in pokazala obstoj Stirih podlinij A: A1, A2, A3 in A4 (Slika 13). Slika
13 prikazuje filogenetsko drevo in matricno mapo (angl. heatmap), kjer barvna skala
predstavlja deleZ medsebojnega nukleotidnega ujemanja oz. odstopanja med vsakim od 63
celotnih nukleotidnih zaporedij. Najmanjse nukleotidno ujemanje je oznaceno z rdeco barvo

(1,4 %) in najvecje nukleotidno ujemanje z modro barvo (0 %).
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Slika 13: Matri¢na mapa, izrisana na podlagi 63 celotnih nukleotidnih zaporedij HPV-11, prikazuje nukleotidne
razlike med genetskimi linijami in podlinijami HPV-11

Figure 13: Heatmap, based on 63 HPV-11 complete genomes, showing the nucleotide differences between
HPV-11 lineages and sublineages

V genetsko podlinijo Al se je uvrstilo 5 (5/63; 7,94 %) podtipskih razlicic, ki so sorodne
prototipski, referen¢ni razlic¢ici HPV-11 (M14119 oz. HPV11REF), v genetsko podlinijo A2
se je uvrstilo najve¢ podtipskih razli¢ic HPV-11, (55/63, 87,30 %), medtem ko so se 3
razli¢ne podtipske razlicice HPV-11 uvrstile v podliniji A3 in A4 ter linijo B (Slika 14).
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bootstrap vrednosti. Razlike parov nukleotidnih zaporedij so bile izraunane za vsako celotno nukleotidno zaporedje posebej, v primerjavi z vsemi ostalimi celotnimi
nukleotidnimi zaporedji. Izracunane razdalje za vsako primerjavo so povezane s ¢rtami; primerjava celotnega nukleotidnega zaporedja s samim seboj predstavlja razliko 0
%

Figure 14: Phylogenetic tree and pairwise comparisons of the 63 HPV-11 complete genomes. Numbers alongside branches indicate bootstrap percentage values. The percent
nucleotide sequence differences were calculated for each complete genome compared to all other complete genomes. Values for each comparison on a given complete
genome are connected by lines and the comparison to self is indicated as 0 % difference point
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4.2.4 Opredelitev linijsko in podlinijsko-specifiénih SNP-jev

Na podlagi poravnave 63 celotnih nukleotidnih zaporedjih HPV-11 smo dolo¢ili linijsko in
podlinijsko-specificne SNP-je (Slika 15). 1z slike 15 je razvidno, da so linijsko-specifi¢ni
SNP-ji razporejeni po celotni dolzini nukleotidnega zaporedja in da lahko z dolo¢anjem
kateregakoli nukleotidnega zaporedja, velikosti priblizno 500-1.000 bp, zagotovo lo¢imo
genetski liniji A in B. Podlinijsko-specifiéni SNP-ji niso bili razporejeni po celotni dolzini
nukleotidnega zaporedja; na primer, SNP-ji, specifi¢ni za podlinijo A1, so bili prisotni samo
v doloc¢enih kodirajoc¢ih podro¢jih in jih nismo dokazali v prvih 2.500 bp nukleotidnega
zaporedja.

Na podlagi dolo€enih linijsko in podlinijsko-specificnih SNP-jev smo preverili tudi, katero
najkrajSe nukleotidno zaporedje je dovolj informativnho za dolocCanje vseh do sedaj
opredeljenih linij in podlinij HPV-11. Ugotovili smo, da je filogenetsko drevo, izrisano na
podlagi poravnanih nukleotidnih zaporedij E2, L2 ali LCR, prikazalo enako filogenetsko
razporeditev kot drevo, izrisano na podlagi celotnih nukleotidnih zaporedij. Izmed vseh treh
zaporedij sta bila gen L2 in nekodirajo¢e podrocje LCR najbolj primerna za izris
filogenetskega drevesa HPV-11, s katerim lahko opredelimo vse genetske (pod)linije HPV-
11. Opredelili smo tudi najkrajSe mozno nukleotidno zaporedje: 270 bp (nukleotidna mesta
v genomu: 3.626-3.896) znotraj 3'-konca gena E2, nekodirajocega podroc¢ja 2 (NCR2) in 5'-
konca gena ESa, ki je vsebovalo vsaj en (pod)linijsko specificen SNP in je primerno za
filogenetsko analizo, s katero Zelimo dolociti vse genetske (pod)linije HPV-11 (Slika 15).
Filogenetsko drevo, izrisano na podlagi 270 bp dolgega nukleotidnega zaporedja, je

prikazano na sliki 16.
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Slika 15: Prikaz linijsko in podlinijsko-specifiénih SNP-jev na podlagi primerjave 63 celotnih nukleotidnih zaporedij HPV-11. Polozaj SNP-jev, glede na polozaj genomskih
podro¢ij v genomu HPV-11, je prikazan za genetski liniji A in B in podlinije A1, A2, A3 in A4. Na sliki je oznaéeno tudi 270 bp dolgo zaporedje znotraj podro¢ja E2-NCR2-
ESa, s pomocjo katerega lahko podtipske razlicice HPV-11 umestimo v obstojece genetske linije in podlinije

Figure 15: Lineage and sublineage-specific SNPs identified from comparisons of the 63 HPV-11 complete genomes. SNP positions relative to the HPV-11 genomic regions
are displayed across lineages A and B, and sublineages A1, A2, A3 and A4. A 270-bp region for lineage/sublineage identification is marked within E2-NCR2-E5a region
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Slika 16: Filogenetsko drevo, izrisano na podlagi 270 bp dolgega zaporedja znotraj genomskega podrocja E2-

Figure 16: Phylogenetic tree based on 270-bp region within E2-NCR2-E5a genomic region. Numbers alongside
branches indicate bootstrap percentage values
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5 RAZPRAVA

HPV-6/-11 povzrocata ve¢ kot 90 % vseh anogenitalnih bradavic in papilomov grla na svetu.
Skupaj z visokorizicnima genotipoma HPV-16/-18 sta vklju¢ena v Stirivalentno in
nonavalentno cepivo proti HPV. Vecina predhodnih raziskav genetske raznolikosti cepilnih
genotipov je bila usmerjena v proucevanje visokorizi¢nih genotipov HPV-16/-18 (De Boer
in sod., 2005; Schiffman in sod., 2005; Sichero in sod., 2007; Xi in sod., 2007; Schiffman in
sod., 2010; Cornet in sod., 2013). Stevilne raziskave so pokazale, da se virusne podtipske
razli¢ice obeh genotipov filogenetsko zdruzujejo glede na njihov geografski izvor in jih v
primeru HPV-16 delimo v: evropske, azijske, azijsko-ameriske in afriSke podtipske razli¢ice
HPV-16 in v primeru HPV-18: evropske, afriSke in azijsko-ameriske podtipske razlicice
HPV-18 (Ho in sod., 1993; Ong in sod., 1993; Bernard in sod., 2006; Smith in sod., 2011).
Raziskave genetske raznolikosti visokorizi¢nih genotipov HPV so pokazale, da obstajajo
povezave med stopnjo patogenosti podtipskih razli€ic ter njihovim geografskim poreklom
(Sichero in sod., 2007; Schiffman in sod., 2010; Xi in sod., 2007). V primerjavi z
visokorizi¢nimi genotipi HPV je poznavanje genetske raznolikosti nizkorizicnih HPV-6/-11
zelo omejeno. Leta 1995 so Heinzel in sodelavci (1995) objavili prvo raziskavo, v kateri so
poskusili opredeliti genetsko raznolikost HPV-6/-11 na svetovnem nivoju. Raziskava je
temeljila na manjSem odseku genoma (manj kot 300 bp) (Heinzel in sod., 1995). V zadnjih
petih letih so k poznavanju genomske raznolikosti HPV-6/-11 pomembno prispevale tri
dodatne, obseznejSe raziskave, v katerih je naSa raziskovalna skupina prvi¢ opredelila
genomsko raznolikost obeh genotipov na podlagi analize celotnega nukleotidnega zaporedja
(Kocjan in sod., 2011; Maver in sod., 2011; Kocjan in sod., 2013). Celokupen prispevek
vseh treh raziskav je bila opredelitev 47 (47/60; 78 %) celotnih nukleotidnih zaporedij
HPV-6 in 34 (34/49; 69 %) celotnih nukleotidnih zaporedij HPV-11, kar predstavlja ve¢ kot
polovico vseh do takrat opredeljenih celotnih nukleotidnih zaporediyj HPV-6/-11. V
raziskavah, ki so sledile, je genetska analiza temeljila le na dolo¢enih odsekih virusnega
genoma (L1, ESa, ESb, E6, E7 in LCR) (Combrinck in sod., 2012; Danielewski in sod.,
2013; de Matos in sod., 2013; Fujs Komlos in sod., 2013; Godinez in sod., 2014).
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5.1 GENOMSKA RAZNOLIKOST HPV-6/-11

V naSo raziskavo smo vkljucili 530 HPV-6-pozitivnih vzorcev iz 15 drzav in 207
HPV-11-pozitivnih vzorcev iz 13 drzav, ki so pokrivale Sest celin: Evropo, Azijo, Severno
in Juzno Ameriko, Avstralijo in Afriko. HPV-6/-11-pozitivni vzorci so bili odvzeti Zenskam
in moskim iz anogenitalnega podroc¢ja, podrocja glave in vratu ter drugih in/ali
neopredeljenih anatomskih podrocij okuzbe.

Na podlagi analize celotnih, zdruzenih nukleotidnih zaporedij E5a, E5b, L1 in LCR
HPV-6/-11 smo izbrali tiste vzorce HPV-6/-11, ki so v omenjenih genomskih podro¢jih
vsebovali nove, Se neopisane nukleotidne zamenjave, delecije, insercije ali aminokislinske
zamenjave in jim dolo¢ili celotno nukleotidno zaporedje.

Celotno nukleotidno zaporedje smo dolocili 130 podtipskim razli¢icam HPV-6 in 14
podtipskim razli¢icam HPV-11. Vsa celotna nukleotidna zaporedja iz naSe raziskave in
genske banke GenBank smo zdruZili in opredelili genomsko raznolikost 190 celotnim
nukleotidnim zaporedjem HPV-6 in 63 celotnim nukleotidnim zaporedjem HPV-11. V
predhodno objavljenih raziskavah so pokazali, da je genomska raznolikost HPV-6, v
primerjavi s HPV-11, priblizno tri- do Stri-krat ve¢ja (Burk in sod., 2011; Godinez in sod.,
2014). V nasi raziskavi, v kateri smo med seboj primerjali do sedaj najvecje Stevilo celotnih
nukleotidnih zaporedij podtipskih razli¢ic HPV-6/-11, pridobljenih iz drZzav po vsem svetu,
smo pokazali, da genomska raznolikost HPV-6 (1,6 %) ni bistveno vecja, v primerjavi s
HPV-11 (1,4 %). V primerjavi z genomsko raznolikostjo najpomembne;jsih visokorizi¢nih
genotipov HPV-16 (2,3 %) in HPV-18 (2,1 %) je bila genomska raznolikost HPV-6 (1,6 %)
in HPV-11 (1,4 %) znatno manj$a (Smith in sod., 2011; Chen in sod., 2013). V primerjavi
z genotipi HPV, ki so sorodni HPV-16/-18, je bila genomska raznolikost HPV-6 in HVP-
11 primerljiva z genomsko raznolikostjo genotipov: HPV-45 (1,5 %), HPV-70 (1,6 %),
HPV-31 (1,4 %) in HPV-58 (1,7 %) (Chen in sod., 2011; Chen in sod., 2013).

Genetska raznolikost v posameznih kodirajocih in nekodirajocih podrocjih je bila prav tako
vecja pri HPV-6 kot pri HPV-11. V primerjavi s predhodnimi raziskavami je bila genetska
raznolikost obeh genotipov tudi v nasi raziskavi najve¢ja v nekodirajocih zaporedjih in
genih E5a in E5Sb (Kocjan in sod., 2009; Kocjan in sod., 2011; Maver in sod., 2011). Delez
aminokislinskih zamenjav v posameznih ORF-jih se je med genotipoma razlikoval: pri

HPV-6 smo najvecji delez aminokislinskih zamenjav opredelili v ESb ORF (14,13 %) in
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najmanj$i v E6 ORF (1,99 %), medtem ko smo pri HPV-11 najvecji delez aminokislinskih
zamenjav opredelili v E5a ORF (8,70 %) in najmanjs$i v E1 ORF (1,54 %). V nasi raziskavi
smo pokazali, da je genetska raznolikost HPV-6 v posameznih kodirajocih in nekodirajo¢ih

podrocij priblizno dva-krat vecja v primerjavi s HPV-11.

5.1.1 Genetska raznolikost gena L1 pri HPV-6/-11-pozitivnih vzorcih

Na podlagi medsebojne primerjave 630 nukleotidnih zaporedij L1, pridobljenih iz
podtipskih razli¢ic HPV-6 iz celega sveta, smo najve¢ nukleotidnih zamenjav odkrili v treh
podrocjih, dolgih priblizno 60 do 300 bp, in potrdili izsledke predhodnih raziskav (Caparros-
Wanderley in sod., 1999; Ahmed in sod., 2013). Na podlagi medsebojne primerjave 277
nukleotidnih zaporedij L1, pridobljenih iz podtipskih razli¢ic HPV-11 iz celega sveta, smo
odkrili najve¢ nukleotidnih zamenjav v dveh podro¢jih, dolgih do 100 bp, in prav tako
potrdili izsledke predhodnih raziskav (Maver in sod., 2011; Ahmed in sod., 2013).

V nasi raziskavi smo opredelili tudi razporeditev aminokislinskih zamenjav v beljakovini L1
ter pokazali, da so aminokislinske zamenjave prisotne v povrsinskih, imunogenih zankah, ki
so pomembne za vezavo tipsko-specifi¢nih nevtralizirajocih protiteles proti HPV-6/-11
(Ahmed in sod., 2013). Izmed 33 aminokislinskih zamenjav, ki smo jih odkrili pri HPV-6,
je bilo 11 prisotnih v Stirih povrSinskih zankah DE, EF, FG, HI in C-terminalnem koncu
beljakovine. V primerjavi z izsledki predhodnih raziskav je bila aminokislinska zamenjava
E431Q tudi v nasi raziskavi najpogostejsa in je prevladovala v evropskih razli¢icah HPV-6
(Kocjan in sod., 2009; Ahmed in sod., 2013). Aminokislinska zamenjava E431Q naj ne bi
vplivala na stabilnost VLP-jev, ki predstavljajo glavno komponento cepiv proti HPV
(Caparros-Wanderley in sod., 1999). Med aminokislinskimi zaporedji L1 razli¢ic HPV-11
smo odkrili 16 aminokislinskih zamenjav, med katerimi je bilo pet prisotnih v treh
povrsinskih zankah DE, EF, HI in C-terminalnem koncu beljakovine. V primerjavi z izsledki
predhodnih raziskav smo tudi mi opredelili aminokislinsko zamenjavo A235S kot
najpogostejso in prisotno le v evropskih razli¢icah HPV-11 (Maver in sod., 2011; Ahmed in
sod., 2013). Vse aminokislinske zamenjave, ki smo jih odkrili v povrSinskih zankah
beljakovine L1 pri HPV-6/-11-pozitivnih vzorcih, so bile prisotne v majhnem Stevilu
vzorcev (od 1 do 9). Nasi rezultati nakazujejo, da sicer v naravi obstajajo podtipske razli¢ice

L1 genotipov HPV-6/-11, ki bi lahko vplivale na spremembo strukture virusne sredice in
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posledi¢no na ucinkovitost Stirivalentnega in nonavalentnega cepiva proti HPV, vendar
glede na to, da smo omenjene aminokislinske zamenjave odkrili le pri manjSem Stevilu
HPV-6/-11-pozitivnih vzorcev, in glede na to, da protitelesa razli¢nih bolnikov, okuzenih s
HPV-6 ali HPV-11, prepoznajo razli¢ne imunogene epitope (povrSinske zanke) v L1, je
moznost razvoja virusnih razli¢ic, ki bi se lahko izognile prepoznavi nevtralizirajoCih
protiteles proti HPV, najverjetneje majhna (McClements in sod., 2001; Wang in sod., 2003;
Orozco in sod., 2005; Stanley in sod., 2006; Ahmed in sod., 2013). Kljub temu je spremljanje
genetske raznolikosti razli¢ic L1 cepilnih genotipov HPV, pred in po uvedbi cepljenja proti
HPV, izredno pomembno. Rezultati naSe raziskave predstavljajo pomemben vir informacij

za nadaljnje raziskave genetske raznolikosti L1 genotipov HPV-6/-11.

5.2 OPREDELITEV GENETSKIH LINIJ IN PODLINIJ TER (POD)LINIJSKO-
SPECIFICNIH SNP-JEV

V na$i raziskavi smo prvi¢ opredelili celotna nukleotidna zaporedja najbolj raznolikim
podtipskim razli¢icam HPV-6/-11 iz celega sveta. S filogenetsko analizo, ki je vsebovala do
sedaj najvecje Stevilo celotnih nukleotidnih zaporedij HPV-6 (190), smo potrdili obstoj dveh
genetskih linij HPV-6: A in B (Burk in sod. 2011) in prvi¢ pokazali obstoj petih genetskih
podlinij B: B1, B2, B3, B4 in BS. Podliniji B4 in BS smo prvi¢ opredelili v nasi raziskavi.
V primerjavi s predhodnimi raziskavami je bila tudi v nasi raziskavi genetska podlinija B1
najpogostejsa (Kocjan in sod., 2009; Kocjan in sod., 2011; Burk in sod., 2011; Danielewski
in sod., 2013; Godinez in sod., 2014).

S filogenetsko analizo, ki je vsebovala do sedaj najvecje Stevilo celotnih nukleotidnih
zaporedij HPV-11 (63), smo prvi¢ pokazali obstoj dveh genetskih linij HPV-11: A in B ter
Stirih podlinij A: A1, A2, A3 in A4. Linijo B ter podliniji A3 in A4 smo prvi¢ opredelili v
nasi raziskavi. V primerjavi s predhodnimi raziskavami je bila tudi v nasi raziskavi genetska
podlinija A2 najpogostej$a (Maver in sod., 2011; Burk in sod., 2011; Danielewski in sod.,
2013; Godinez in sod., 2014).

Glede na to, da smo novoodkrite genetske linije in podlinije v vecini primerov odkrili le pri
posameznih HPV-6/-11-pozitivnih vzorcih, bi bilo potrebno prevalenco in epidemioloski ter
kliniéni pomen novoodkritih linij in podlinij dodatno potrditi na Se ve¢jem Stevilu HPV-6/-

11-pozitivnih vzorcev, predvsem iz Afrike, Avstralije, Juzne Amerike in Azije.
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Poznavanje (pod)linijsko-specificnih SNP-jev omogoca hitro in zanesljivo filogenetsko
umestitev podtipskih razli¢ic v obstojece (pod)linije. V nasi raziskavi smo prvi¢ opredelili
linijsko in podlinijsko-specificne SNP-je genotipov HPV-6/-11 in pokazali, da le-ti niso
enakomerno razporejeni v celotnem nukleotidnem zaporedju. S pomocjo filogenetske
analize in analize SNP-jev smo pokazali, da so v primeru HPV-6, za izris filogenetskega
drevesa z vsemi obstojec¢imi linijjami in podlinijami, najprimernej$a genomska podroc¢ja E1,
E2 in L2. V zaporedju L2 smo dolocili tudi najkrajSe nukleotidno zaporedje (960 bp), ki je
dovolj informativno za dolo¢anje vseh do sedaj opredeljenih linij in podlinij HPV-6. V
primeru HPV-11 smo pokazali, da so za izris filogenetskega drevesa z vsemi obstojecimi
linijami in podlinijami, najprimernej$a genomska podroc¢ja E2, L2 in LCR. V genomskem
podro¢ju E2-NCR2-E5a smo dolocili tudi najkrajse nukleotidno zaporedje (270 bp), ki je
dovolj informativno za dolocanje vseh do sedaj opredeljenih linij in podlinij HPV-11. Nasi
rezultati dopolnjujejo izsledke nedavno objavljene raziskave, v kateri so Godinez in
sodelavci (2014) opredelili zaporedje LCR in zaporedje med genoma E2 in L2 ORF, kot
najprimernejSa nukleotidna podrocja za izris filogenetskih dreves (Godinez in sod., 2014). S
prospektivnim spremljanjem bolnikov, okuzenih z visokorizicnimi HPV in specifi¢no
klini¢no sliko, so v nedavno objavljenih raziskavah dokazali statisti¢no znacilne povezave
med dolo¢enimi genetskimi (pod)linijami (ali celo posameznimi SNP-ji) in tveganjem za
razvoj predrakavih ali rakavih sprememb (Grodzki in sod., 2006; Sichero in sod., 2007;
Schiffman in sod., 2010; Gheit in sod., 2011; Smith in sod., 2011; Burk in sod., 2013; Cornet
in sod., 2013; Formentin in sod., 2013). V na$i raziskavi bolnikov nismo spremljali
prospektivno, zato smo statisticno znacilne povezave med (pod)linijami in anatomskim
podro¢jem okuzbe poskusili opredeliti s pomocjo podatkov iz nase raziskave in podatkov
zbranih v predhodnih raziskavah. Glede na to, da smo do zakljucka naSe raziskave zbrali
priblizno dva-krat vecje Stevilo HPV-6-pozitivnih vzorcev kot HPV-11-pozitivnih vzorcev,

smo se v nasi raziskavi omejili le na statisticno analizo HPV-6-pozitivnih vzorcev.
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5.3 POVEZAVE GENETSKIH (POD)LINIJ HPV-6 Z GEOGRAFSKIM IZVOROM,
ANATOMSKIM PODROCJEM OKUZBE IN BOLNIKOVIM SPOLOM

Povezave genetskih (pod)linij HPV-6 z geografskim izvorom, anatomskim podro¢jem
okuzbe in bolnikovim spolom smo preverili na 724 podtipskih razli¢icah HPV-6. Rezultati
statisticne analize so pokazali, da so podtipske razli¢ice B1 prevladovale po vsem svetu, in
potrdili izsledke predhodnih raziskav (Kocjan in sod., 2009; Burk in sod., 2011; Danielewski
in sod., 2013; Godinez in sod., 2014). Predpostavljamo, da je podlinija B1 najstarejSa
podlinija HPV-6, ki se je tekom zgodnje Cloveske evolucije razsirila po vsem svetu.
Podtipske razliice B2 so bile prisotne na vseh celinah, razen v Aziji. Glede na to, da so
azijske razli¢ice predstavljale manj kot 13 % vseh podtipskih razli¢ic HPV-6 vkljucenih v
statisticno analizo, in glede na to, da so v Aziji prevladovale razliice iz linije A, lahko
predpostavljamo, da so podtipske razli¢ice B2 prisotne v manjSem delezu tudi v Aziji, vendar
jih v nasi raziskavi nismo odkrili. Podtipske razli¢ice B3 so bile pomembno bolj pogoste v
Afriki, Severni in Juzni Ameriki. Podtipske razli¢ice B4 smo odkrili samo v Aziji in Evropi
in podtipske razliCice BS samo v Afriki in Evropi, iz ¢esar lahko sklepamo, da sta se ti dve
podliniji najverjetneje razvili Sele nedavno in se skupaj s ¢clovekom S§irili med omenjenimi
celinami. Po drugi strani najverjetneje podtipskih razli¢ic B4 in B5 nismo odkrili na drugih
celinah zaradi relativno majhnega Stevila vzorcev iz Afrike, Avstralije, Juzne Amerike in
Azije. Kljub povezavam, ki smo jih odkrili, HPV-6, v primerjavi s HPV-16/-18, ni pokazal
izrazite filogenetske razporeditve podtipskih razli¢ic glede na njihov geografski izvor. Eden
izmed moZnih razlogov, zakaj odseva koevolucije HPV-6 s €lovekom v nasi raziskavi nismo
uspeli dokazati, je verjetno, da je naSa raziskava temeljila na premajhnem,
nereprezentativnem Stevilu HPV-6-pozitivnih vzorcev (predvsem za Afriko, Avstralijo,
Juzno Ameriko in Azijo). Dodatno je potrebno upostevati tudi dejstvo, da zaradi mnozi¢nih
preseljevanj prihaja do neprestanega meSanja etnicnih skupin in posledi¢no tudi do
prehajanja in meSanja podtipskih razli¢ic HPV-6 med celinami in posameznimi etni¢nimi
skupinami. Znano je tudi, da je evolucija HPV-6, v primerjavi s HPV-16/-18, pocasnejsa,
kar vodi v kasnejSo fiksacijo linijsko in podlinijsko-specificnih SNP-jev (Heinzel in sod.,
1995; Chen in sod., 2005; Sichero in sod., 2007; Burk in sod., 2011; Chen in sod., 2011).
Glede na omenjena dejstva, bi lahko pricakovali, da so glavne genetske linije HPV-6, ki jih

lahko dokazemo danes, ostale nespremenjene, odkar je moderni ¢lovek zapustil afriSko
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celino. Evropske, afriSke in azijske podtipske razli¢ice so raziskovalci dokazali tudi pri
drugih genotipih HPV, vendar so bile etnogeografske povezave veliko manj izrazite kot pri
HPV-16/-18, kar potrjuje dejstvo, da obstajajo velike razlike v virusni evoluciji posameznih
genotipov HPV (Bernard in sod., 2006).

S statisti¢no analizo na do sedaj najvecjem Stevilu HPV-6-pozitivnih vzorcev smo pokazali,
da obstaja statisticno znacilna povezava med linijo B, natan¢neje podlinijama B1 in B3 in
okuzbami v anogenitalnem podro¢ju. Povezava med podtipskimi razli¢icami podlinije B1 in
okuzbami anogenitalnega podroc¢ja je bila dokazana ze v dveh predhodnih raziskavah
(Danielewski in sod., 2011; Godinez in sod., 2014). Statisticno znacilno povezavo med
podlinijo B3, in okuzbami v anogenitalnem podroc¢ju smo v nasi raziskavi opisali prvic. V
predhodni raziskavi, ki je, v primerjavi z nasSo raziskavo, temeljila na priblizno tri-krat
manjSem Stevilu HPV-6-pozitivnih vzorcev in v kateri raziskovalci niso analizirali celotnega
nukleotidnega zaporedja HPV-6, so v papilomih grla opisali vecji delez razli¢ic HPV-6 iz
podlinije B3 in linijje A (Godinez in sod., 2014). Predpostavljamo, da je povezava med
podlinijo B3 in okuzbami v anogenitalnem podrocju, ki smo jo opisali v nasi raziskavi, bolj
verjetna, saj je nasa raziskava temeljila na pomembno veéjem Stevilu HPV-6-pozitivnih
vzorcev, ki so izvirali iz vseh celin.

Dodatno smo z multivariatno logisti¢no regresijo prvi¢ pokazali, da imajo Zenske, v
primerjavi z moskimi, vi§je obete za okuzbe s podtipskimi razli¢icami B3. Zaradi relativno
majhnega in nereprezentativnega Stevila HPV-6-pozitivnih vzorcev v posameznih podlinijah
(predvsem B2, B4 in BS5), bi bilo potrebno izsledke nase raziskave potrditi na vecjem,

reprezentativnem Stevilu HPV-6-pozitivnih vzorcev.
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6 SKLEPI

e Svetovna genomska raznolikost HPV-6/-11 je bistveno manjSa v primerjavi z
najpomembnej$ima visokorizi¢nima genotipoma HPV-16/-18.

e Genomska raznolikost HPV-6 (1,6 %) je vecja v primerjavi s HPV-11 (1,4 %).

e Podtipske razlicice HPV-6 smo filogenetsko uvrstili v dve genetski liniji: A in B ter
pet genetskih podlinij B: B1, B2, B3, B4 in B5; globalno je prevladovala podlinija
BI1.

e Podtipske razlicice HPV-11 smo filogenetsko uvrstili v dve genetski liniji: A in B
ter Stiri genetske podlinije A: Al, A2, A3 in A4; globalno je prevladovala podlinija
A2.

e Filogenetska analiza podtipskih razlicic HPV-6/-11 ni pokazala izrazite filogenetske
razporeditve glede na geografski izvor HPV-6/-11-pozitivnih vzorcev, kot je to
znacilno pri nekaterih visokorizi¢nih genotipih HPV.

e Dokazali smo statisticno znacilne povezave med genetskimi (pod)linijami in
geografskim izvorom HPV-6 pozitivnih vzorcev, anatomskim podro¢jem okuZbe ter
bolnikovim spolom; podtipske razli¢ice B, natan¢neje podlinije B1, so prevladovale
po vsem svetu; podtipske razli¢ice A so prevladovale v Aziji; podtipske razli¢ice B3
so prevladovale v Afriki, Severni in Juzni Ameriki; podtipske razli¢ice B1 in B3 so
prevladovale v anogenitalnih okuZzbah; Zenske so imele visje obete za okuzbo s
podtipskimi razli¢icami B3 kot moski.

e S primerjavo celotnih nukleotidnih zaporedij HPV-6/-11 smo opredelili linijsko in
podlinijsko-specificne SNP-je.

e Na podlagi analize (pod)linijsko-specificnih SNP-jev smo opredelili najkrajse
nukleotidno zaporedje, s pomocjo katerega lahko podtipske razlicice HPV-6
umestimo v obstojeCe genetske linije in podlinije: 960 bp znotraj gena L2.

e Na podlagi analize (pod)linijsko-specificnih SNP-jev smo opredelili najkrajse
nukleotidno zaporedje, s pomocjo katerega lahko podtipske razli¢ice HPV-11
umestimo v obstojee genetske linije in podlinije: 270 bp znotraj podrocja E2-

NCR2-E5a.
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e V nukleotidnih zaporedjih gena L1 HPV-6/-11-pozitivnih vzorcev smo opisali
aminokislinske zamenjave, ki bi lahko vplivale na u¢inkovitost Stirivalentnega in

nonavalentnega cepiva proti HPV.
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7 POVZETEK

Cloveska papilomavirusa HPV-6/-11 sta medicinsko najbolj pomembna nizkoriziéna
genotipa HPV, saj povzrocata ve¢ kot 90 % vseh anogenitalnih bradavic in papilomov grla
pri moskih in Zenskah po vsem svetu. Skupaj z visokorizicnima genotipoma HPV-16/-18 sta
vkljucena v Stirivalentno cepivo proti HPV, ki je trenutno v uporabi, in nonavalentno cepivo
proti HPV, ki je trenutno v teku klini¢nih raziskav. Vec¢ina predhodnih raziskav, ki so
proucevale genetsko raznolikost genotipov HPV in njihovo povezanost z etnogeografskim
poreklom ter klinicno sliko, je temeljila na visokorizi¢nih genotipih HPV, medtem ko je
raziskovanje genetske raznolikosti nizkorizi¢nih genotipov HPV ostalo skoraj nedotaknjeno.
Kljub temu da se je Stevilo raziskav na podrocju genetske raznolikosti nizkorizi¢nih
genotipov HPV v zadnjih petih letih povecalo, je do zacetka izvajanja nase raziskovalne
naloge, ostala svetovna geografska razporeditev podtipskih razli¢ic HPV-6/-11 in njihova
povezava s specificno klini¢no sliko slabo raziskana.

Namen doktorske disertacije je bil opredeliti svetovno genomsko raznolikost celotnih
nukleotidnih zaporedij najbolj raznolikih podtipskih razlicic HPV-6/-11, pridobljenih iz
razli¢nih anatomskih podroc€ij okuzbe, z vseh celin.

V nasi raziskavi smo opredelili 130 novih celotnih nukleotidnih zaporedij HPV-6 in 14 novih
celotnih nukleotidnih zaporedij HPV-11. Pokazali smo, da je genomska raznolikost
HPV-11, v primerjavi s HPV-6, manjsa. S filogenetsko analizo celotnih nukleotidnih
zaporedij HPV-6 smo opredelili dve genetski liniji A in B ter pet genetskih podlinij B1, B2,
B3, B4 in B5, med katerimi je na svetovnem nivoju prevladovala podlinija B1. Povezave
posameznih (pod)linij HPV-6 z geografskim izvorom, anatomskim podro¢jem okuzbe in
spolom, smo statisticno ovrednotili na podlagi 724 HPV-6-pozitivnih vzorcev. Pokazali
smo, da na svetovnem nivoju prevladujejo podtipske razli¢ice linije B, natan¢neje podlinije
B1, medtem ko so bile podtipske razlicice linije A pogostejSe v Aziji, ter podtipske razliCice
B3 v Afriki, Severni in Juzni Ameriki. Podtipske razli¢ice B1 in B3 so prevladovale v
anogenitalnih okuzbah; Zenske so imele visje obete za okuzbo s podtipskimi razli¢icami B3
kot moski.

S filogenetsko analizo celotnih nukleotidnih zaporedij HPV-11 smo opredelili dve genetski
liniji A in B ter Stiri genetske podlinije A1, A2, A3 in A4, med katerimi je na svetovnem

nivoju prevladovala podlinija A2.
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Tekom raziskave smo opredelili tudi linijsko in podlinijsko-specificne SNP-je ter najkrajsa
nukleotidna zaporedja, ki so primerna za umestitev podtipskih razlicic HPV-6/-11 v
obstojece (pod)linije; pri HPV-6 smo najkrajSe nukleotidno zaporedje dokazali v genu L2
(960 bp) in pri HPV-11 v podroc¢ju E2-NCR2-E5a (270 bp).

Preverili smo tudi prisotnost aminokislinskih zamenjav v genskem zapisu za vecjo plas¢no
beljakovino L1 in dokazali nove aminokislinske zamenjave, ki bi teoreti¢no lahko vplivale
na ucinkovitost Stirivalentnega in nonavalentnega cepiva proti HPV. Glede na to, da je bilo
Stirivalentno cepivo proti HPV odobreno v ¢asu, ko je bila genomska raznolikost genotipov
HPV-6/-11 slabo raziskana, obstaja moznost, da trenutno dostopno cepivo proti HPV
(Stirivalentno) ali cepivo proti HPV, ki je v razvoju (nonavalentno cepivo), ne bo nudilo
zasc¢ite proti vsem razli¢icam HPV-6/-11, ki krozijo v naravi.

Izsledki naSe raziskave bodo pomembno prispevali k razumevanju svetovne genomske
raznolikosti genotipov HPV-6/-11, njune patogeneze, epidemiologije, evolucije, razvoja

diagnosti¢nih testov za HPV-6/-11 in cepiv proti HPV.
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8 SUMMARY

Human papillomavirus (HPV) genotypes HPV-6 and HPV-11 are two medically most
important low-risk HPV genotypes, etiologically involved in more than 90 % of anogenital
warts and laryngeal papillomas (of both genders). Together with two high-risk genotypes,
HPV-16 and HPV-18, HPV-6 and HPV-11 have been included in the quadrivalent and
nonavalent HPV vaccines. Extensive studies on high-risk HPV genotypes have determined
the existence of correlations among specific genomic variants, ethno-geographical origin,
and clinical manifestation of the infection. Although HPV-6/-11 prevaccination genomic
diversity has been studied to a major extent over the last five years, the in-depth view of the
global geographical distribution of HPV-6/-11 genomic variants and their correlation with
specific disease outcome has never been clearly evaluated.

The aim of our study was to perform the largest global HPV-6 and HPV-11 genomic
diversity study to date, by analyzing complete genome sequences of most diverse globally
circulating HPV-6 and HPV-11 genomic variants, isolated from different anatomical sites of
infection and covering all continents. With our study, we contributed a total of 130 novel
HPV-6 and 14 novel HPV-11 complete genome sequences.

Our results showed that in comparison to HPV-6, HPV-11 exhibited lower genomic
heterogeneity. Global phylogenetic analysis of HPV-6 complete genome sequences revealed
the existence of two variant lineages A and B, and five variant sublineages B1, B2, B3, B4
and BS5; with sublineage Bl prevailing globally. In order to explore the degree of
ethnogeographic, gender and/or disease predilection among HPV-6 (sub)linegaes further, we
statistically evaluated 724 HPV-6-positive samples. Statistical analysis revealed that lineage
B (sublineage B1) prevailed globally, lineage A prevailed in Asia and sublineage B3 in
Africa and North and South America. Sublineages B1 and B3 showed an association with
anogenital infections and females had higher odds for infection with genetic variants B3, in
comparison to males.

Global phylogenetic analysis of HPV-11 complete genome sequences revealed the existence
of two variant lineages A and B, and four variant sublineages A1, A2, A3 and A4. Sublineage
A2 prevailed globally.

HPV-6 and HPV-11 (sub)lineage-specific SNPs were identified to facilitate the rapid and

reliable identification of HPV-6 and HPV-11 genomic variants in cases when complete
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genome sequences are unavailable. For whole-genome-based phylogenetic clustering of
HPV-6 and HPV-11, a 960-bp representative region within L2 ORF and 270-bp within
E2-NCR2-E5a genomic region were identified, respectively.

Furthermore, we investigated the naturally occurring amino acid mutations in HPV-6/-11
major capsid protein L1 and determined, although in rare cases, several novel amino acid
mutations that could impact the effectiveness of the quadrivalent and nonavalent HPV
vaccines. Since the currently used quadrivalent HPV vaccine was introduced at a time when
genomic diversity studies on HPV-6 and HPV-11 were limited, there is a possibility that
curent and second-generation HPV vaccines will not provide protection against all
HPV-6/-11 variants circulating globally.

In conclusion, our study significantly expands the current knowledge of HPV-6 and
HPV-11 genomic diversity and provides a valuable resource for future epidemiological,
evolutionary, functional, pathogenicity, vaccination and molecular assay development

studies.
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PRILOGE

Priloga A: 190 HPV-6-pozitivnih vzorcev z opredeljenimi celotnimi nukleotidnimi zaporedji

Vzorec HPV-6 Pristopna Stevilka Drzava Leto objave Raziskovalna skupina
v genski banki izvora vzorca
GenBank

HPV-6b X00203 Nemcija 1983 Schwarz in sod., 1983
HPV-6a L41216 ZDA 1995 Hoffman in sod., 1995
HPV-6vc AF092932 ZDA 1999 Kovelman in sod., 1999
LP26 FR751320 Slovenija 2011 Kocjan in sod., 2011
CAC251c FR751321 Slovenija 2011 Kocjan in sod., 2011
CAC26 FR751322 Slovenija 2011 Kocjan in sod., 2011
LP130 FR751323 Slovenija 2011 Kocjan in sod., 2011
LP5 FR751324 Slovenija 2011 Kocjan in sod., 2011
CAC377 FR751325 Slovenija 2011 Kocjan in sod., 2011
CACs6 FR751326 Slovenija 2011 Kocjan in sod., 2011
CAC331 FR751327 Slovenija 2011 Kocjan in sod., 2011
CAC301 FR751328 Slovenija 2011 Kocjan in sod., 2011
LP11 FR751329 Slovenija 2011 Kocjan in sod., 2011
CAC23z FR751330 Slovenija 2011 Kocjan in sod., 2011
LP137 FR751331 Slovenija 2011 Kocjan in sod., 2011
LP96(175) FR751332 Slovenija 2011 Kocjan in sod., 2011
LP176 FR751333 Slovenija 2011 Kocjan in sod., 2011
CAC11 FR751334 Slovenija 2011 Kocjan in sod., 2011
CACY96 FR751335 Slovenija 2011 Kocjan in sod., 2011
CAC231 FR751336 Slovenija 2011 Kocjan in sod., 2011
CAC306 FR751337 Slovenija 2011 Kocjan in sod., 2011
LP98(131) FR751338 Slovenija 2011 Kocjan in sod., 2011
PV2345 JN252314 Svedska 2012 Ure in Forslund, 2012
PV0529 JN252315 Svedska 2012 Ure in Forslund, 2012
PV1666 JN252316 Svedska 2012 Ure in Forslund, 2012
PV1731 JN252317 Svedska 2012 Ure in Forslund, 2012
PV1774 JN252318 Svedska 2012 Ure in Forslund, 2012
PV2530 JN252319 Svedska 2012 Ure in Forslund, 2012
PV1667 JN252320 Svedska 2012 Ure in Forslund, 2012
PV1732 JN252321 Svedska 2012 Ure in Forslund, 2012
PV1499 JN252322 Svedska 2012 Ure in Forslund, 2012
PV2702 JN252323 Svedska 2012 Ure in Forslund, 2012

se nadaljuje
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Nadaljevanje priloge A: 190 HPV-6-pozitivnih vzorcev z opredeljenimi celotnimi nukleotidnimi zaporedji

Vzorec HPV-6 Pristopna Stevilka Drzava Leto objave Raziskovalna skupina
v genski banki izvora vzorca
GenBank

LP22 HE599226 Slovenija 2013 Kocjan in sod., 2013
LP237 HES599227 Slovenija 2013 Kocjan in sod., 2013
LP139 HES599228 Slovenija 2013 Kocjan in sod., 2013
LP143 HES599229 Slovenija 2013 Kocjan in sod., 2013
LP148 HE599230 Slovenija 2013 Kocjan in sod., 2013
LP183 HES599231 Slovenija 2013 Kocjan in sod., 2013
LP243 HES599232 Slovenija 2013 Kocjan in sod., 2013
LP145 HES599233 Slovenija 2013 Kocjan in sod., 2013
LP231 HES99234 Slovenija 2013 Kocjan in sod., 2013
LP3 HE599235 Slovenija 2013 Kocjan in sod., 2013
LP210 HE599236 Slovenija 2013 Kocjan in sod., 2013
LP23 HES599237 Slovenija 2013 Kocjan in sod., 2013
LP230 HES599238 Slovenija 2013 Kocjan in sod., 2013
LP15 HE599239 Slovenija 2013 Kocjan in sod., 2013
LP240 HE599240 Slovenija 2013 Kocjan in sod., 2013
LP173 HES599241 Slovenija 2013 Kocjan in sod., 2013
LP178 HES599242 Slovenija 2013 Kocjan in sod., 2013
LP182 HE599243 Slovenija 2013 Kocjan in sod., 2013
LP223 HES599244 Slovenija 2013 Kocjan in sod., 2013
LP112 HES599245 Slovenija 2013 Kocjan in sod., 2013
LP244 HES599246 Slovenija 2013 Kocjan in sod., 2013
LPX44 HE962026 Slovenija 2013 Kocjan in sod., 2013
LPX34 HE962027 Slovenija 2013 Kocjan in sod., 2013
LPX32 HE962028 Slovenija 2013 Kocjan in sod., 2013
LP211 HE962029 Slovenija 2013 Kocjan in sod., 2013
LP238 HE962030 Slovenija 2013 Kocjan in sod., 2013
LPX29 HE962031 Slovenija 2013 Kocjan in sod., 2013
LPX26 HE962032 Slovenija 2013 Kocjan in sod., 2013
LT15 HG793809 Litva 2014 Jelen in sod., 2014

LT13 HG793810 Litva 2014 Jelen in sod., 2014

LT3 HG793811 Litva 2014 Jelen in sod., 2014

YMI116 HG793812 Hong Kong 2014 Jelen in sod., 2014

YM117 HG793813 Hong Kong 2014 Jelen in sod., 2014

YM133 HG793814 Hong Kong 2014 Jelen in sod., 2014

se nadaljuje
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Nadaljevanje priloge A: 190 HPV-6-pozitivnih vzorcev z opredeljenimi celotnimi nukleotidnimi zaporedji

Vzorec HPV-6 Pristopna Stevilka Drzava Leto objave Raziskovalna skupina
v genski banki izvora vzorca
GenBank
YM135 HG793815 Hong Kong 2014 Jelen in sod., 2014
YM148 HG793816 Hong Kong 2014 Jelen in sod., 2014
YM15 HG793817 Hong Kong 2014 Jelen in sod., 2014
YM154 HG793818 Hong Kong 2014 Jelen in sod., 2014
YMI161 HG793819 Hong Kong 2014 Jelen in sod., 2014
YM25 HG793820 Hong Kong 2014 Jelen in sod., 2014
YM39 HG793821 Hong Kong 2014 Jelen in sod., 2014
YM48 HG793822 Hong Kong 2014 Jelen in sod., 2014
YM63 HG793823 Hong Kong 2014 Jelen in sod., 2014
YM78 HG793824 Hong Kong 2014 Jelen in sod., 2014
CHS541 HG793825 Svica 2014 Jelen in sod., 2014
CH446 HG793826 Svica 2014 Jelen in sod., 2014
CH1504 HG793827 Svica 2014 Jelen in sod., 2014
CH7416 HG793828 Svica 2014 Jelen in sod., 2014
BK13 HG793829 ZDA 2014 Jelen in sod., 2014
BK16 HG793830 ZDA 2014 Jelen in sod., 2014
BK32 HG793831 ZDA 2014 Jelen in sod., 2014
BK33 HG793832 ZDA 2014 Jelen in sod., 2014
BK34 HG793833 ZDA 2014 Jelen in sod., 2014
BK36 HG793834 ZDA 2014 Jelen in sod., 2014
BK37 HG793835 ZDA 2014 Jelen in sod., 2014
BK39 HG793836 ZDA 2014 Jelen in sod., 2014
BK42 HG793837 ZDA 2014 Jelen in sod., 2014
BK46 HG793838 ZDA 2014 Jelen in sod., 2014
BKS55 HG793839 ZDA 2014 Jelen in sod., 2014
BKS59 HG793840 ZDA 2014 Jelen in sod., 2014
7GB248 HG793841 Hrvaska 2014 Jelen in sod., 2014
ZGB71 HG793842 Hrvaska 2014 Jelen in sod., 2014
ZGB366 HG793843 Hrvaska 2014 Jelen in sod., 2014
ZGB364 HG793844 Hrvaska 2014 Jelen in sod., 2014
ZGB127 HG793845 Hrvaska 2014 Jelen in sod., 2014
ZGB241 HG793846 Hrvaska 2014 Jelen in sod., 2014
ZGB146 HG793847 Hrvaska 2014 Jelen in sod., 2014
ZGB155 HG793848 Hrvaska 2014 Jelen in sod., 2014

se nadaljuje
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Nadaljevanje priloge A: 190 HPV-6-pozitivnih vzorcev z opredeljenimi celotnimi nukleotidnimi zaporedji

Vzorec HPV-6

ZGB32
ZGBS83
ZGB183
ZGB274
ZGB40
CZ07 (SL7)
CZ39 (SL39)
CZ50 (SL50)
CZ49 (SL49)
CZ12 (SL12)
CZ32 (SL32)
CZ13 (SL13)
CZ47 (SL47)
CZ62 (SL62)
CZ33 (SL33)
CZ46 (SL46)
CZ01 (SLO1)
CZ37 (SL37)
CZ41 (SL41)
CZ42 (SL42)
CZ25 (SL25)
N8572
N7266
N8819
N7701
N7014
N4964
N4543
N1088
N5757
N2805
N8603
N0526
N7745

Pristopna Stevilka
v genski banki
GenBank
HG793849
HG793850
HG793851
HG793852
HG793853
HG793854
HG793855
HG793856
HG793857
HG793858
HG793859
HG793860
HG793861
HG793862
HG793863
HG793864
HG793865
HG793866
HG793867
HG793868
HG793869
HG793870
HG793871
HG793872
HG793873
HG793874
HG793875
HG793876
HG793877
HG793878
HG793879
HG793880
HG793881
HG793882

Drzava

izvora vzorca

Hrvaska
Hrvaska
Hrvaska
Hrvaska

Hrvaska

Nemdija
Nemcdija
Nemcija
Nemcija
Nemcija
Nemcdija
Nemcdija
Nemcija
Nemcija
Nemcdija
Nemcdija
Nemcija

Nemcija

Leto objave

2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014

Raziskovalna skupina

Jelen in sod., 2014
Jelen in sod., 2014
Jelen in sod., 2014
Jelen in sod., 2014
Jelen in sod., 2014
Jelen in sod., 2014
Jelen in sod., 2014
Jelen in sod., 2014
Jelen in sod., 2014
Jelen in sod., 2014
Jelen in sod., 2014
Jelen in sod., 2014
Jelen in sod., 2014
Jelen in sod., 2014
Jelen in sod., 2014
Jelen in sod., 2014
Jelen in sod., 2014
Jelen in sod., 2014
Jelen in sod., 2014
Jelen in sod., 2014
Jelen in sod., 2014
Jelen in sod., 2014
Jelen in sod., 2014
Jelen in sod., 2014
Jelen in sod., 2014
Jelen in sod., 2014
Jelen in sod., 2014
Jelen in sod., 2014
Jelen in sod., 2014
Jelen in sod., 2014
Jelen in sod., 2014
Jelen in sod., 2014
Jelen in sod., 2014
Jelen in sod., 2014

se nadaljuje
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Nadaljevanje priloge A: 190 HPV-6-pozitivnih vzorcev z opredeljenimi celotnimi nukleotidnimi zaporedji

Vzorec HPV-6 Pristopna Stevilka Drzava Leto objave Raziskovalna skupina
v genski banki izvora vzorca
GenBank
N2656 HG793883 Nemcdija 2014 Jelen in sod., 2014
N7670 HG793884 Nemcija 2014 Jelen in sod., 2014
JP1352 HG793885 Japonska 2014 Jelen in sod., 2014
JP1849 HG793886 Japonska 2014 Jelen in sod., 2014
JP1093 HG793887 Japonska 2014 Jelen in sod., 2014
JP1332 HG793888 Japonska 2014 Jelen in sod., 2014
JP1828 HG793889 Japonska 2014 Jelen in sod., 2014
JP1044 HG793890 Japonska 2014 Jelen in sod., 2014
JP791 HG793891 Japonska 2014 Jelen in sod., 2014
JP1977 HG793892 Japonska 2014 Jelen in sod., 2014
JP1481 HG793893 Japonska 2014 Jelen in sod., 2014
JP1651 HG793894 Japonska 2014 Jelen in sod., 2014
JP1605 HG793895 Japonska 2014 Jelen in sod., 2014
ZA47ZA8 (VBD 47/08) HG793896 Juzna Afrika 2014 Jelen in sod., 2014
ZA64ZA8 (VBD 64/08) HG793897 Juzna Afrika 2014 Jelen in sod., 2014
ZAS54ZA10 (VBD 54/10) HG793898 Juzna Afrika 2014 Jelen in sod., 2014
ZA65ZA11 (VBD 65/11) HG793899 Juzna Afrika 2014 Jelen in sod., 2014
ZA71ZA9 (VBD 71/09) HG793900 Juzna Afrika 2014 Jelen in sod., 2014
ZA4ZA9 (VBD 04/09) HG793901 Juzna Afrika 2014 Jelen in sod., 2014
Glp227 HG793902 Argentina 2014 Jelen in sod., 2014
KM7103 HG793903 Argentina 2014 Jelen in sod., 2014
KM10788 HG793904 Argentina 2014 Jelen in sod., 2014
KM12025 HG793905 Argentina 2014 Jelen in sod., 2014
KM5066 HG793906 Argentina 2014 Jelen in sod., 2014
5170R (GWS5170R) HG793907 Avstralija 2014 Jelen in sod., 2014
10508M(GW10508M) HG793908 Avstralija 2014 Jelen in sod., 2014
2817WA (GW2817WA) HG793909 Avstralija 2014 Jelen in sod., 2014
1960B (GW1960B) HG793910 Avstralija 2014 Jelen in sod., 2014
8899J (GW8899J) HG793911 Avstralija 2014 Jelen in sod., 2014
1962F (GW1962F) HG793912 Avstralija 2014 Jelen in sod., 2014
10506] (GW105067J) HG793913 Avstralija 2014 Jelen in sod., 2014
5475P (GW5475P) HG793914 Avstralija 2014 Jelen in sod., 2014
1983M (GW1983M) HG793915 Avstralija 2014 Jelen in sod., 2014
6786B (GW6786B) HG793916 Avstralija 2014 Jelen in sod., 2014

se nadaljuje
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Nadaljevanje priloge A: 190 HPV-6-pozitivnih vzorcev z opredeljenimi celotnimi nukleotidnimi zaporedji

Vzorec HPV-6 Pristopna Stevilka Drzava Leto objave Raziskovalna skupina
v genski banki izvora vzorca
GenBank
2484W (GW2484W) HG793917 Avstralija 2014 Jelen in sod., 2014
5467LB (GW5467LB) HG793918 Avstralija 2014 Jelen in sod., 2014
4030F1 (GW4030F1) HG793919 Avstralija 2014 Jelen in sod., 2014
2492A (GW2492A) HG793920 Avstralija 2014 Jelen in sod., 2014
1977M (GW1977M) HG793921 Avstralija 2014 Jelen in sod., 2014
CA1544 HG793922 Kanada 2014 Jelen in sod., 2014
CA1460 HG793923 Kanada 2014 Jelen in sod., 2014
CA2053 HG793924 Kanada 2014 Jelen in sod., 2014
CA939 HG793925 Kanada 2014 Jelen in sod., 2014
CA147 HG793926 Kanada 2014 Jelen in sod., 2014
CA1628 HG793927 Kanada 2014 Jelen in sod., 2014
CA1834 HG793928 Kanada 2014 Jelen in sod., 2014
CA1267 HG793929 Kanada 2014 Jelen in sod., 2014
CAl1154 HG793930 Kanada 2014 Jelen in sod., 2014
CA1315 HG793931 Kanada 2014 Jelen in sod., 2014
CA404 HG793932 Kanada 2014 Jelen in sod., 2014
C257 HG793933 Kanada 2014 Jelen in sod., 2014
C258 HG793934 Kanada 2014 Jelen in sod., 2014
C159 HG793935 Kanada 2014 Jelen in sod., 2014
C156 HG793936 Kanada 2014 Jelen in sod., 2014
C2 HG793937 Kanada 2014 Jelen in sod., 2014

PG144A HG793938 Slovenija 2014 Jelen in sod., 2014
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Priloga B: 63 HPV-11-pozitivnih vzorcev z opredeljenimi celotnimi nukleotidnimi zapored;ji

Vzorec HPV-11 Pristopna Stevilka v Drzava izvora Leto objave Raziskovalna skupina
genski banki VZOrca
GenBank
PPH11 M14119 Nemcija 1986 Dartmann in sod., 1986
LZod45-11 EU918768 Kitajska 2009 Wu in sod., 2009
HUNGI FR872717 Madzarska 2011 Gall in sod., 2011
GUMC-AJ-Lung IN644142 ZDA 2012 Yuan in sod., 2012
Cul6 JQ773408 Tajska 2012 Chansaenroj in sod., 2012
Cu17 JQ773409 Tajska 2012 Chansaenroj in sod., 2013
CU18 JQ773410 Tajska 2012 Chansaenroj in sod., 2014
CcuU19 JQ773411 Tajska 2012 Chansaenroj in sod., 2015
CU20 JQ773412 Tajska 2012 Chansaenroj in sod., 2016
A86 FN870021 Slovenija 2011 Maver in sod., 2011
A346 FN870022 Slovenija 2011 Maver in sod., 2011
LP12 FN907957 Slovenija 2011 Maver in sod., 2011
A260 FN907958 Slovenija 2011 Maver in sod., 2011
A47 FN907959 Slovenija 2011 Maver in sod., 2011
CAC246 FN907960 Slovenija 2011 Maver in sod., 2011
A48 FN907961 Slovenija 2011 Maver in sod., 2011
CACS86 FN907962 Slovenija 2011 Maver in sod., 2011
CS20 FN907963 Slovenija 2011 Maver in sod., 2011
LP13 FN907964 Slovenija 2011 Maver in sod., 2011
GUMC-AJ IN644141 ZDA 2013 Yuan in sod., 2013
LP138 HE611258 Slovenija 2013 Kocjan in sod., 2013
LP19 HE611259 Slovenija 2013 Kocjan in sod., 2013
LP6 HE611260 Slovenija 2013 Kocjan in sod., 2013
LP8 HE611261 Slovenija 2013 Kocjan in sod., 2013
LP133 HE611262 Slovenija 2013 Kocjan in sod., 2013
LP220 HE611263 Slovenija 2013 Kocjan in sod., 2013
LP126 HE611264 Slovenija 2013 Kocjan in sod., 2013
LP146 HE611265 Slovenija 2013 Kocjan in sod., 2013
LP221 HE611266 Slovenija 2013 Kocjan in sod., 2013
LP1 HE611267 Slovenija 2013 Kocjan in sod., 2013
LP16 HE611268 Slovenija 2013 Kocjan in sod., 2013
LP20 HE611269 Slovenija 2013 Kocjan in sod., 2013
LP14 HE611270 Slovenija 2013 Kocjan in sod., 2013
Lp2 HE611271 Slovenija 2013 Kocjan in sod., 2013
LP27 HE611272 Slovenija 2013 Kocjan in sod., 2013

se nadaljuje
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Nadaljevanje priloge B: 63 HPV-11-pozitivnih vzorcev z opredeljenimi celotnimi nukleotidnimi zaporedji

Vzorec HPV-11 Pristopna Stevilka v Drzava izvora Leto objave Raziskovalna skupina
genski banki vZorca
GenBank

LP170 HE611273 Slovenija 2013 Kocjan in sod., 2013
LP229 HE611274 Slovenija 2013 Kocjan in sod., 2013
LP174 HE962023 Slovenija 2013 Kocjan in sod., 2013
LPX35 HE962024 Slovenija 2013 Kocjan in sod., 2013
LPX27 HE962025 Slovenija 2013 Kocjan in sod., 2013
LP262f HE962365 Slovenija 2013 Kocjan in sod., 2013
LP224f HE962366 Slovenija 2013 Kocjan in sod., 2013
LP253f HE962367 Slovenija 2013 Kocjan in sod., 2013
LP255f HE962368 Slovenija 2013 Kocjan in sod., 2013
JO-RRP_1 HES574701 Madzarska 2013 Gall in sod., 2013
JO-RRP 2 HES574702 Madzarska 2013 Gall in sod., 2013
JO-RRP_3 HE574703 MadZarska 2013 Gall in sod., 2013
JO-RRP_4 HE574704 Madzarska 2013 Gall in sod., 2013
JO-RRP_5 HES574705 Madzarska 2013 Gall in sod., 2013
AVS-0847K-1 / Avstralija 2014 Se ni objavljeno
AVS-0847K-2 / Avstralija 2014 e ni objavljeno
LT-4 / Litva 2014 $e ni objavljeno
CZ 16 / Cegka 2014 $e ni objavljeno
KM4840 / Argentina 2014 Se ni objavljeno
KM10808 / Argentina 2014 $e ni objavljeno
(OF] / Kanada 2014 Se ni objavljeno

C 177 / Kanada 2014 $e ni objavljeno
C 185 / Kanada 2014 $e ni objavljeno

C 256 / Kanada 2014 Se ni objavljeno
JAR 34/08 / JuZna Afrika 2014 $e ni objavljeno
JAR 23/10 / Juzna Afrika 2014 $e ni objavljeno
YM3 / Hong Kong 2014 $e ni objavljeno

YM 42 / Hong Kong 2014 $e ni objavljeno
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Priloga C: 724 HPV-6-pozitivnih vzorcev, vkljucenih v statisti¢no analizo

Vzorec HPV-6 = Genetska = Genetska Celina Drzava izvora Anatomsko podrocje Vrsta benigne spremembe Spol
linija podlinija vzorca

Glp227 B B1 Juzna Amerika Argentina anogenitalno podrocje ni podatka zenska
KM7103 B B2 Juzna Amerika Argentina anogenitalno podrocje ni podatka zenska
KM10788 B B2 Juzna Amerika Argentina anogenitalno podrocje ni podatka zenska
KM5066 B B3 Juzna Amerika Argentina anogenitalno podrocje ni podatka moski
GIAO11 B B3 Juzna Amerika Argentina anogenitalno podrocje ni podatka zenska
GIA277 B B3 Juzna Amerika Argentina anogenitalno podrocje ni podatka zenska
GIA282 B B3 Juzna Amerika Argentina anogenitalno podrocje ni podatka zenska
GIA410 A / Juzna Amerika Argentina anogenitalno podro¢je ni podatka zenska
GIA435 B B1 Juzna Amerika Argentina anogenitalno podrocje ni podatka zenska
GIA443 B B2 Juzna Amerika Argentina anogenitalno podrocje ni podatka zenska
GIA478 B B2 Juzna Amerika Argentina anogenitalno podrocje ni podatka zenska
GIbl111 B B3 Juzna Amerika Argentina anogenitalno podro¢je ni podatka zenska
GIb124 B B1 Juzna Amerika Argentina anogenitalno podrocje ni podatka zenska
GIb132 B B2 Juzna Amerika Argentina anogenitalno podroc¢je ni podatka zenska
GIbl154 B B2 Juzna Amerika Argentina anogenitalno podrocje ni podatka zenska
GIb259 B B2 Juzna Amerika Argentina anogenitalno podrocje ni podatka zenska
GIb344 B B2 JuZna Amerika Argentina anogenitalno podro¢je ni podatka zenska
GIp030 B B1 Juzna Amerika Argentina anogenitalno podrocje ni podatka zenska
GIp300 B B1 Juzna Amerika Argentina anogenitalno podrocje ni podatka zenska
GIp412 B B1 Juzna Amerika Argentina anogenitalno podrocje ni podatka zenska
GIp433 B B2 JuZna Amerika Argentina anogenitalno podro¢je ni podatka zenska

se nadaljuje
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Nadaljevanje priloge C: 724 HPV-6-pozitivnih vzorcev, vklju€enih v statisti¢no analizo

Vzorec HPV-6 = Genetska = Genetska Celina Drzava izvora Anatomsko podrocje Vrsta benigne spremembe Spol
linija podlinija vzorca

KM12893 B B1 Juzna Amerika Argentina anogenitalno podrocje ni podatka moski
KM14354 B1 Juzna Amerika Argentina anogenitalno podrocje ni podatka zenska
KM15012 B B1 Juzna Amerika Argentina anogenitalno podrocje ni podatka moski
KM15053 A / Juzna Amerika Argentina anogenitalno podro¢je ni podatka zenska
KM4799 B B3 Juzna Amerika Argentina anogenitalno podrocje ni podatka moski
KM7099 B B2 Juzna Amerika Argentina anogenitalno podrocje ni podatka zenska
KM8517 B B1 Juzna Amerika Argentina anogenitalno podrocje ni podatka moski
KM8574 B B2 Juzna Amerika Argentina anogenitalno podrocje ni podatka moski
GIb206 B B3 JuZna Amerika Argentina anogenitalno podro¢je ni podatka zenska
GIp388 B B3 Juzna Amerika Argentina anogenitalno podrocje ni podatka zenska
KMS5114 B B1 Juzna Amerika Argentina anogenitalno podrocje ni podatka zenska
GIA429 B B1 Juzna Amerika Argentina anogenitalno podrocje ni podatka zenska
KM9265 B B1 Juzna Amerika Argentina anogenitalno podrocje ni podatka moski
GI18C B B1 Juzna Amerika Argentina anogenitalno podrocje anogenitalna bradavica moski
GI18D B B1 Juzna Amerika Argentina anogenitalno podrocje anogenitalna bradavica moski
GI18E B B1 Juzna Amerika Argentina anogenitalno podrocje anogenitalna bradavica moski
GI37D B B1 Juzna Amerika Argentina ni podatka ni podatka moski
GI41D B B1 Juzna Amerika Argentina anogenitalno podrocje anogenitalna bradavica moski
GI49E B B1 Juzna Amerika Argentina anogenitalno podrocje anogenitalna bradavica moski
GI814 B B1 Juzna Amerika Argentina podrocje glave in vratu ni podatka moski
GI844 B B1 Juzna Amerika Argentina podrocje glave in vratu papilom grla moski
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Vzorec HPV-6 = Genetska = Genetska Celina Drzava izvora Anatomsko podrocje Vrsta benigne spremembe Spol
linija podlinija vzorca

KM12025 B B2 Juzna Amerika Argentina anogenitalno podrocje anogenitalna bradavica moski
KM12538 B1 Juzna Amerika Argentina anogenitalno podrocje anogenitalna bradavica zenska
KM13176 B B1 Juzna Amerika Argentina anogenitalno podrocje anogenitalna bradavica moski
KM13196 B B1 Juzna Amerika Argentina anogenitalno podro¢je anogenitalna bradavica zenska
KM14309 B B1 Juzna Amerika Argentina anogenitalno podrocje anogenitalna bradavica zenska
KM14745 B B1 Juzna Amerika Argentina anogenitalno podrocje ni podatka zenska
KM4631 B B2 Juzna Amerika Argentina anogenitalno podrocje anogenitalna bradavica moski
KM4707 B B1 Juzna Amerika Argentina anogenitalno podro¢je anogenitalna bradavica moski
KM7141 B B1 Juzna Amerika Argentina anogenitalno podrocje anogenitalna bradavica moski
KM9674 B B3 Juzna Amerika Argentina anogenitalno podrocje anogenitalna bradavica moski
PIAR37 B B1 Juzna Amerika Argentina podrocje glave in vratu papilom grla zenska
PIAR40 A / Juzna Amerika Argentina podrocje glave in vratu papilom grla moski
PIARS1 A / Juzna Amerika Argentina anogenitalno podrocje anogenitalna bradavica moski
0495F B B1 Avstralija Avstralija anogenitalno podrocje anogenitalna bradavica moski
10506J B B1 Avstralija Avstralija anogenitalno podrocje anogenitalna bradavica moski
10508M B B1 Avstralija Avstralija anogenitalno podrocje anogenitalna bradavica moski
1828M B B1 Avstralija Avstralija anogenitalno podro¢je anogenitalna bradavica moski
1829B B B1 Avstralija Avstralija anogenitalno podrocje anogenitalna bradavica moski
1960B B B1 Avstralija Avstralija anogenitalno podrocje anogenitalna bradavica moski
1962F B B1 Avstralija Avstralija anogenitalno podrocje anogenitalna bradavica zenska
1967E B B1 Avstralija Avstralija anogenitalno podro¢je anogenitalna bradavica moski
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Vzorec HPV-6 = Genetska = Genetska Celina Drzava izvora Anatomsko podrocje Vrsta benigne spremembe Spol
linija podlinija vzorca

RRP54322 B B1 Avstralija Avstralija podrocje glave in vratu papilom grla ni podatka
RRP935815 B B2 Avstralija Avstralija podrocje glave in vratu papilom grla ni podatka
RRP9453315 A / Avstralija Avstralija podrocje glave in vratu papilom grla ni podatka
NCBILP1 B B1 JuZna Amerika Brazilija podroéje glave in vratu papilom grla zenska
NCBILP10 B B3 Juzna Amerika Brazilija podrocje glave in vratu papilom grla moski
NCBILP11 B B1 Juzna Amerika Brazilija podrocje glave in vratu papilom grla moski
NCBILP12 A / Juzna Amerika Brazilija podrocje glave in vratu papilom grla moski
NCBILP13 B B3 Juzna Amerika Brazilija podrocje glave in vratu papilom grla moski
NCBILP14 B B1 Juzna Amerika Brazilija podrocje glave in vratu papilom grla zenska
NCBILP15 B B3 Juzna Amerika Brazilija podrocje glave in vratu papilom grla moski
NCBILP16 B B1 Juzna Amerika Brazilija podrocje glave in vratu papilom grla moski
NCBILP17 B B1 Juzna Amerika Brazilija podrocje glave in vratu papilom grla moski
NCBILP18 B B1 Juzna Amerika Brazilija podrocje glave in vratu papilom grla moski
NCBILP2 B B1 Juzna Amerika Brazilija podrocje glave in vratu papilom grla zenska
NCBILP3 B B1 Juzna Amerika Brazilija podrocje glave in vratu papilom grla zenska
NCBILP4 B B1 JuZna Amerika Brazilija podroéje glave in vratu papilom grla ni podatka
NCBILP5 B B1 Juzna Amerika Brazilija podrocje glave in vratu papilom grla moski
NCBILP6 B B1 Juzna Amerika Brazilija podrocje glave in vratu papilom grla zenska
NCBILP7 B B1 Juzna Amerika Brazilija podrocje glave in vratu papilom grla zenska
NCBILPS B B3 Juzna Amerika Brazilija podrocje glave in vratu papilom grla moski
NCBILP9 B B3 Juzna Amerika Brazilija podrocje glave in vratu papilom grla moski
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C266 B B2 Severna Amerika Kanada anogenitalno podrocje anogenitalna bradavica ni podatka
C9 B B2 Severna Amerika Kanada anogenitalno podrocje anogenitalna bradavica moski
CA1544 A / Severna Amerika Kanada anogenitalno podrocje ni podatka zenska
CA1460 A / Severna Amerika Kanada anogenitalno podro¢je ni podatka zenska
C257 B B1 Severna Amerika Kanada ni podatka ni podatka ni podatka
CA2053 B B1 Severna Amerika Kanada anogenitalno podrocje ni podatka zenska
C258 B B1 Severna Amerika Kanada ni podatka ni podatka ni podatka
C159 B B1 Severna Amerika Kanada ni podatka ni podatka ni podatka
C156 B B1 Severna Amerika Kanada ni podatka ni podatka ni podatka
CA939 B B1 Severna Amerika Kanada anogenitalno podrocje ni podatka zenska
CA147 B B1 Severna Amerika Kanada anogenitalno podrocje ni podatka zenska
CA1628 B B1 Severna Amerika Kanada anogenitalno podro¢je ni podatka zenska
CA1834 B B2 Severna Amerika Kanada anogenitalno podrocje ni podatka zenska
CA1267 B B3 Severna Amerika Kanada anogenitalno podrocje ni podatka zenska
CA1154 B B3 Severna Amerika Kanada anogenitalno podrocje ni podatka zenska
C2 B B3 Severna Amerika Kanada ni podatka ni podatka ni podatka
CA1315 B B3 Severna Amerika Kanada anogenitalno podrocje ni podatka zenska
CA404 B B3 Severna Amerika Kanada anogenitalno podrocje ni podatka zenska
C119 A / Severna Amerika Kanada ni podatka ni podatka ni podatka
C120 B B1 Severna Amerika Kanada ni podatka ni podatka ni podatka
C122 B B3 Severna Amerika Kanada ni podatka ni podatka ni podatka
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C130 B B1 Severna Amerika Kanada ni podatka ni podatka ni podatka
Cl136 B B3 Severna Amerika Kanada ni podatka ni podatka ni podatka
C149 B B1 Severna Amerika Kanada ni podatka ni podatka ni podatka
C15 B B1 Severna Amerika Kanada anogenitalno podro¢je anogenitalna bradavica ni podatka
C157 B B1 Severna Amerika Kanada ni podatka ni podatka ni podatka
C158 B B1 Severna Amerika Kanada ni podatka ni podatka ni podatka
C160 B B3 Severna Amerika Kanada ni podatka ni podatka ni podatka
Clel B B2 Severna Amerika Kanada ni podatka ni podatka ni podatka
Cl64 B B1 Severna Amerika Kanada ni podatka ni podatka ni podatka
C168 B B3 Severna Amerika Kanada ni podatka ni podatka ni podatka
Cl174 B B1 Severna Amerika Kanada ni podatka ni podatka ni podatka
C204 B B3 Severna Amerika Kanada ni podatka ni podatka ni podatka
C212 B B1 Severna Amerika Kanada ni podatka ni podatka ni podatka
C218 B B2 Severna Amerika Kanada ni podatka ni podatka ni podatka
C22 B B1 Severna Amerika Kanada podrocje glave in vratu papilom grla ni podatka
C229 B B1 Severna Amerika Kanada ni podatka ni podatka ni podatka
C23 B B3 Severna Amerika Kanada ni podatka ni podatka ni podatka
C240 B B1 Severna Amerika Kanada anogenitalno podrocje ni podatka zenska
C247 B B1 Severna Amerika Kanada ni podatka ni podatka ni podatka
C25 B B3 Severna Amerika Kanada ni podatka ni podatka ni podatka
C250 A / Severna Amerika Kanada ni podatka ni podatka ni podatka
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C251 B B1 Severna Amerika Kanada anogenitalno podrocje ni podatka zenska
C26 B B2 Severna Amerika Kanada podrocje glave in vratu papilom grla ni podatka
C265 B B3 Severna Amerika Kanada podrocje glave in vratu papilom grla ni podatka
Cc27 A / Severna Amerika Kanada ni podatka ni podatka ni podatka
C3 B B1 Severna Amerika Kanada ni podatka ni podatka ni podatka
C41 A / Severna Amerika Kanada ni podatka ni podatka ni podatka
C44 B B1 Severna Amerika Kanada ni podatka ni podatka ni podatka
C60 B B1 Severna Amerika Kanada ni podatka ni podatka ni podatka
C61 B B1 Severna Amerika Kanada ni podatka ni podatka ni podatka
C72 B B1 Severna Amerika Kanada ni podatka ni podatka ni podatka
C77 B B1 Severna Amerika Kanada ni podatka ni podatka ni podatka
C83 B B2 Severna Amerika Kanada ni podatka ni podatka ni podatka
C86 A / Severna Amerika Kanada ni podatka ni podatka ni podatka
CI91 B B1 Severna Amerika Kanada ni podatka ni podatka ni podatka
CA1277 B B1 Severna Amerika Kanada anogenitalno podrocje ni podatka zenska
CA1926 B B1 Severna Amerika Kanada anogenitalno podro¢je ni podatka zenska
CA2447 B B3 Severna Amerika Kanada anogenitalno podrocje ni podatka zenska
CA2606 B B3 Severna Amerika Kanada anogenitalno podrocje ni podatka zenska
CA2646 B B3 Severna Amerika Kanada anogenitalno podrocje ni podatka zenska
Cl154 B B3 Severna Amerika Kanada ni podatka ni podatka ni podatka
C100 B B3 Severna Amerika Kanada anogenitalno podro¢je ni podatka zenska
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anogenitalno podrocje
anogenitalno podro¢je
anogenitalno podro¢je
anogenitalno podrocje
anogenitalno podrocje
anogenitalno podro¢je
anogenitalno podrocje
anogenitalno podrocje
anogenitalno podrocje
anogenitalno podro¢je
anogenitalno podro¢je
anogenitalno podrocje
anogenitalno podrocje
anogenitalno podrocje

anogenitalno podro¢je

Vrsta benigne spremembe

ni podatka
ni podatka
ni podatka
ni podatka
ni podatka
ni podatka
ni podatka
ni podatka
ni podatka
ni podatka
ni podatka
ni podatka
ni podatka
ni podatka
ni podatka
ni podatka
ni podatka
ni podatka
ni podatka
ni podatka
ni podatka

Spol

zenska
ni podatka
ni podatka
ni podatka
ni podatka
ni podatka
zenska
ni podatka
zenska
zenska
zenska
zenska
ni podatka
zenska
zenska
zenska
zenska
zenska
zenska
ni podatka
zenska

se nadaljuje
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Nadaljevanje priloge C: 724 HPV-6-pozitivnih vzorcev, vklju€enih v statisti¢no analizo

Vzorec HPV-6

ZGB169
7GB224
7ZGB227
ZGB232
ZGB246
ZGB284
7ZGB287
ZGB309
ZGB342
ZGB348
ZGB362
ZGB367
ZGB50
ZGB73
ZGB98
7ZGB34
2GB299
ZGB360
ZGB347
ZGBl1
ZGB163

Genetska
linija

B

W P> W W W W W W W W W W W W W W W W w

Genetska
podlinija
B3
B3
Bl
Bl
Bl
Bl
Bl
Bl
B2
Bl
Bl
B3
Bl
Bl
Bl
Bl
Bl
Bl
Bl
/
Bl

Celina

Evropa
Evropa
Evropa
Evropa
Evropa
Evropa
Evropa
Evropa
Evropa
Evropa
Evropa
Evropa
Evropa
Evropa
Evropa
Evropa
Evropa
Evropa
Evropa
Evropa

Evropa

Drzava izvora
vzorca
Hrvaska
Hrvaska
Hrvaska
Hrvaska
Hrvaska
Hrvaska
Hrvaska
Hrvaska
Hrvaska
Hrvaska
Hrvaska
Hrvaska
Hrvaska
Hrvaska
Hrvaska
Hrvaska
Hrvaska
Hrvaska
Hrvaska
Hrvaska

Hrvaska

Anatomsko podrocje

anogenitalno podrocje
anogenitalno podrocje
anogenitalno podrocje
anogenitalno podro¢je
anogenitalno podrocje
anogenitalno podrocje
anogenitalno podrocje
anogenitalno podro¢je
anogenitalno podro¢je
anogenitalno podrocje
anogenitalno podrocje
anogenitalno podro¢je
anogenitalno podrocje
anogenitalno podrocje
anogenitalno podrocje
anogenitalno podro¢je
anogenitalno podro¢je
anogenitalno podrocje
anogenitalno podrocje
anogenitalno podrocje

anogenitalno podro¢je

Vrsta benigne spremembe

ni podatka
ni podatka
ni podatka
ni podatka
ni podatka
ni podatka
ni podatka
ni podatka
ni podatka
ni podatka
ni podatka
ni podatka
ni podatka
ni podatka
ni podatka
ni podatka
ni podatka
ni podatka
ni podatka
anogenitalna bradavica

anogenitalna bradavica

Spol

zenska
ni podatka
ni podatka
ni podatka
zenska
zenska
ni podatka
ni podatka
ni podatka
ni podatka
ni podatka
ni podatka
zenska
zenska
zenska
zenska
ni podatka
ni podatka
ni podatka
zenska
moski

se nadaljuje
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Nadaljevanje priloge C: 724 HPV-6-pozitivnih vzorcev, vklju€enih v statisti¢no analizo

Vzorec HPV-6

ZGB178
ZGB21
ZGB217
7ZGB23
ZGB32
ZGB44
ZGB46
ZGB71
CZ01
CZ07
CZ10
CZ11
CZ12
CZ13
CZ14
Cz21
CZz22
CZ23
CZ24
CZ25
CZ26

Genetska

linija

B

W W W W ww > wW > ®»>»E > W T W W

Genetska
podlinija

B1
B1
B1
B1
B1
B1
B1
/
B1
/
B1
/
/
B1
/
B1
B1
B1
B1
B3
B1

Celina

Evropa
Evropa
Evropa
Evropa
Evropa
Evropa
Evropa
Evropa
Evropa
Evropa
Evropa
Evropa
Evropa
Evropa
Evropa
Evropa
Evropa
Evropa
Evropa
Evropa

Evropa

Drzava izvora
vzorca
Hrvaska
Hrvaska
Hrvaska
Hrvaska
Hrvaska
Hrvaska
Hrvaska
Hrvaska

Ceska

Anatomsko podrocje

anogenitalno podrocje
anogenitalno podrocje
anogenitalno podrocje
anogenitalno podro¢je
anogenitalno podrocje
anogenitalno podrocje
anogenitalno podrocje
anogenitalno podro¢je
podrocje glave in vratu
podrocje glave in vratu
podrocje glave in vratu
podroéje glave in vratu
podrocje glave in vratu
podrocje glave in vratu
podrocje glave in vratu
podroéje glave in vratu
podrocje glave in vratu
podrocje glave in vratu
podrocje glave in vratu
anogenitalno podrocje

anogenitalno podro¢je

Vrsta benigne spremembe

anogenitalna bradavica
anogenitalna bradavica
anogenitalna bradavica
anogenitalna bradavica
anogenitalna bradavica
anogenitalna bradavica
anogenitalna bradavica
anogenitalna bradavica
papilom grla
papilom grla
papilom grla
papilom grla
papilom grla
papilom grla
papilom grla
papilom grla
papilom grla
papilom grla
papilom grla
anogenitalna bradavica

anogenitalna bradavica

Spol

moski
zenska
ni podatka
moski
zenska
moski
moski
moski
ni podatka
ni podatka
ni podatka
ni podatka
ni podatka
ni podatka
ni podatka
moski
moski
moski
moski
moski
moski

se nadaljuje
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Nadaljevanje priloge C: 724 HPV-6-pozitivnih vzorcev, vklju€enih v statisti¢no analizo

Vzorec HPV-6

CZ3

CZ30
CZ32
CZ33
CZ34
CZ35
CZ36
Cz37
CZ38
CZ39
CZ4

CZ40
Cz41
CZ42
CZ43
CZ45
CZ46
CZ47
CZ48
CZ49
CZ5

Genetska
linija

B

W o> P> W EEEE»E I T T >

Genetska
podlinija
Bl
Bl
/
B1
Bl
/
Bl
B1
/
/
B2
/
B2
B4
Bl
B1
Bl
Bl
/
/
Bl

Celina

Evropa
Evropa
Evropa
Evropa
Evropa
Evropa
Evropa
Evropa
Evropa
Evropa
Evropa
Evropa
Evropa
Evropa
Evropa
Evropa
Evropa
Evropa
Evropa
Evropa

Evropa

Driava izvora

Anatomsko podrocje

podrocje glave in vratu
anogenitalno podrocje
podrocje glave in vratu
podroéje glave in vratu
podrocje glave in vratu
podrocje glave in vratu
podrocje glave in vratu
podroéje glave in vratu
podrocje glave in vratu
podrocje glave in vratu
podrocje glave in vratu
podroéje glave in vratu
anogenitalno podrocje
anogenitalno podrocje
podrocje glave in vratu
podroéje glave in vratu
podrocje glave in vratu
podrocje glave in vratu
anogenitalno podrocje
podrocje glave in vratu

podroéje glave in vratu

Vrsta benigne spremembe

papilom grla
anogenitalna bradavica
papilom grla
papilom grla
papilom grla
papilom grla
papilom grla
papilom grla
papilom grla
papilom grla
papilom grla
papilom grla
anogenitalna bradavica
anogenitalna bradavica
papilom grla
papilom grla
papilom grla
papilom grla
anogenitalna bradavica
papilom grla

papilom grla

Spol

ni podatka
moski
zenska
moski
zenska
zenska
moski
moski
moski
zenska

ni podatka
zenska
moski
moski
moski
moski
zenska
moski
moski
moski

ni podatka

se nadaljuje
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Nadaljevanje priloge C: 724 HPV-6-pozitivnih vzorcev, vklju€enih v statisti¢no analizo

Vzorec HPV-6

CZ50
CZ51
CZ54
CZ55
CZ56
CZ57
CZ58
CZ59
CZ6
CZ60
CZ62
CZ63
CZ64
CZ65
CZ66
CZ67
CZ68
CZ8
CZ9
N8572
N7266

Genetska
linija

A

W > W > > W W W W W W W T > > W T W

Genetska
podlinija
/
Bl
Bl
B1
Bl
/
/
B1
/
Bl
Bl
B1
Bl
Bl
Bl
B1
/
/
Bl
/
Bl

Celina

Evropa
Evropa
Evropa
Evropa
Evropa
Evropa
Evropa
Evropa
Evropa
Evropa
Evropa
Evropa
Evropa
Evropa
Evropa
Evropa
Evropa
Evropa
Evropa
Evropa

Evropa

Driava izvora

Nemcdija

Nemcija

Anatomsko podrocje

podrocje glave in vratu
podrocje glave in vratu
anogenitalno podrocje
anogenitalno podro¢je
anogenitalno podrocje
anogenitalno podrocje
anogenitalno podrocje
anogenitalno podro¢je
podrocje glave in vratu
anogenitalno podrocje
podrocje glave in vratu
podroéje glave in vratu
podrocje glave in vratu
podrocje glave in vratu
anogenitalno podrocje
podroéje glave in vratu
anogenitalno podro¢je
podrocje glave in vratu
podrocje glave in vratu
anogenitalno podrocje

anogenitalno podro¢je

Vrsta benigne spremembe

papilom grla
papilom grla
anogenitalna bradavica
anogenitalna bradavica
anogenitalna bradavica
anogenitalna bradavica
anogenitalna bradavica
anogenitalna bradavica
papilom grla
anogenitalna bradavica
papilom grla
papilom grla
papilom grla
papilom grla
anogenitalna bradavica
papilom grla
anogenitalna bradavica
papilom grla
papilom grla
ni podatka
ni podatka

Spol

zenska
moski
moski
moski
moski
moski
zenska
moski
ni podatka
moski
moski
moski
moski
moski
moski
moski
moski
ni podatka
ni podatka
zenska
Zenska

se nadaljuje
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Nadaljevanje priloge C: 724 HPV-6-pozitivnih vzorcev, vklju€enih v statisti¢no analizo

Vzorec HPV-6

N8819
N7701
N7014
N4964
N4543
N1088
N5757
N2805
N8603
NO0526
N7745
N2656
N7670
N0343
N0486
N1097
N1167
N1595
N1745
N1764
N2430

Genetska
linija

B

W W W W W W W ww W W W W wW W W w W w

Genetska
podlinija
Bl
Bl
Bl
Bl
Bl
Bl
B2
B2
B2
B2
B3
B3
B3
B3
Bl
Bl
Bl
Bl
Bl
Bl
Bl

Celina

Evropa
Evropa
Evropa
Evropa
Evropa
Evropa
Evropa
Evropa
Evropa
Evropa
Evropa
Evropa
Evropa
Evropa
Evropa
Evropa
Evropa
Evropa
Evropa
Evropa

Evropa

Drzava izvora
vzorca
Nemcija
Nemcija
Nemcdija
Nemcija
Nemcija
Nemcija
Nemcdija
Nemcija
Nemcija
Nemcija
Nemcdija
Nemcija
Nemcija
Nemcija
Nemcdija
Nemcija
Nemcija
Nemcija
Nemcija
Nemcija

Nemcija

Anatomsko podrocje

anogenitalno podrocje
anogenitalno podrocje
anogenitalno podrocje
anogenitalno podro¢je
anogenitalno podrocje
anogenitalno podrocje
anogenitalno podrocje
ni podatka
anogenitalno podro¢je
anogenitalno podrocje
anogenitalno podrocje
anogenitalno podro¢je
anogenitalno podrocje
anogenitalno podrocje
anogenitalno podrocje
anogenitalno podro¢je
anogenitalno podro¢je
anogenitalno podrocje
ni podatka
anogenitalno podrocje

anogenitalno podro¢je

Vrsta benigne spremembe

ni podatka
ni podatka
ni podatka
ni podatka
ni podatka
ni podatka
ni podatka
ni podatka
ni podatka
ni podatka
ni podatka
ni podatka
ni podatka
ni podatka
ni podatka
ni podatka
ni podatka
ni podatka
ni podatka
ni podatka
ni podatka

Spol

zenska
zenska
zenska
zenska
zenska
zenska
zenska
moski
zenska
zenska
zenska
zenska
zenska
zenska
zenska
zenska
zenska
zenska
moski
zenska
zenska

se nadaljuje
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Nadaljevanje priloge C: 724 HPV-6-pozitivnih vzorcev, vklju€enih v statisti¢no analizo

Vzorec HPV-6

N2512
N2788
N2813
N2992
N3577
N5036
N5158
N5432
N5452
N6006
N6690
N7483
N7545
N7607
N7655
N7857
N8902
NO9328
N9384
N9451
N5070

Genetska
linija

B

W W W W wW W wW W W w» W W W W w W w W

Genetska
podlinija
Bl
B3
Bl
B2
Bl
Bl
B2
B3
Bl
Bl
/
B2
Bl
Bl
Bl
Bl
B3
Bl
B2
B2
B3

Celina

Evropa
Evropa
Evropa
Evropa
Evropa
Evropa
Evropa
Evropa
Evropa
Evropa
Evropa
Evropa
Evropa
Evropa
Evropa
Evropa
Evropa
Evropa
Evropa
Evropa

Evropa

Drzava izvora
vzorca
Nemcija
Nemcija
Nemcdija
Nemcija
Nemcija
Nemcija
Nemcdija
Nemcija
Nemcija
Nemcija
Nemcdija
Nemcija
Nemcija
Nemcija
Nemcdija
Nemcija
Nemcija
Nemcija
Nemcija
Nemcija

Nemcija

Anatomsko podrocje

anogenitalno podrocje
ni podatka
anogenitalno podrocje
anogenitalno podro¢je
anogenitalno podrocje
anogenitalno podrocje
anogenitalno podrocje
anogenitalno podro¢je
anogenitalno podro¢je
anogenitalno podrocje
ni podatka
anogenitalno podro¢je
anogenitalno podrocje
anogenitalno podrocje
anogenitalno podrocje
anogenitalno podro¢je
anogenitalno podro¢je
anogenitalno podrocje
anogenitalno podrocje
anogenitalno podrocje

anogenitalno podro¢je

Vrsta benigne spremembe

ni podatka
ni podatka
ni podatka
ni podatka
ni podatka
ni podatka
ni podatka
ni podatka
ni podatka
ni podatka
ni podatka
ni podatka
ni podatka
ni podatka
ni podatka
ni podatka
ni podatka
ni podatka
ni podatka
ni podatka
ni podatka

Spol

zenska
ni podatka
zenska
zenska
zenska
zenska
zenska
zenska
zenska
zenska
moski
zenska
zenska
zenska
zenska
zenska
zenska
zenska
zenska
zenska
zenska

se nadaljuje
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Nadaljevanje priloge C: 724 HPV-6-pozitivnih vzorcev, vklju€enih v statisti¢no analizo

Vzorec HPV-6

N5256

N7832

N9129

N7468

YM112
YM116
YMI117
YM12

YM130
YM132
YM133
YM135
YM136
YM148
YMI15

YM152
YM153
YM154
YMI155
YMI159
YM161

Genetska
linija

B

W o> > wW > > > > W > W > W T W

Genetska
podlinija
B2
Bl
B3
B2
/

B3

Celina

Evropa
Evropa
Evropa
Evropa
Azija
Azija
Azija
Azija
Azija
Azija
Azija
Azija
Azija
Azija
Azija
Azija
Azija
Azija
Azija
Azija
Azija

Drzava izvora
vzorca
Nemcija
Nemcija
Nemcdija
Nemcija
Hong Kong
Hong Kong
Hong Kong
Hong Kong
Hong Kong
Hong Kong
Hong Kong
Hong Kong
Hong Kong
Hong Kong
Hong Kong
Hong Kong
Hong Kong
Hong Kong
Hong Kong
Hong Kong
Hong Kong

Anatomsko podrocje

anogenitalno podrocje
anogenitalno podrocje
anogenitalno podrocje
anogenitalno podro¢je
anogenitalno podrocje
anogenitalno podrocje
anogenitalno podrocje
anogenitalno podro¢je
anogenitalno podro¢je
anogenitalno podrocje
anogenitalno podrocje
anogenitalno podro¢je
anogenitalno podrocje
anogenitalno podrocje
anogenitalno podrocje
anogenitalno podro¢je
anogenitalno podro¢je
anogenitalno podrocje
anogenitalno podrocje
anogenitalno podrocje

anogenitalno podro¢je

Vrsta benigne spremembe

ni podatka

ni podatka

ni podatka

ni podatka
anogenitalna bradavica
anogenitalna bradavica
anogenitalna bradavica
anogenitalna bradavica
anogenitalna bradavica
anogenitalna bradavica
anogenitalna bradavica
anogenitalna bradavica
anogenitalna bradavica
anogenitalna bradavica
anogenitalna bradavica
anogenitalna bradavica
anogenitalna bradavica
anogenitalna bradavica
anogenitalna bradavica
anogenitalna bradavica

anogenitalna bradavica

Spol

zenska
zenska
zenska
zenska
moski
moski
moski
moski
moski
moski
moski
moski
moski
moski
moski
moski
moski
moski
moski
moski
moski

se nadaljuje
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Nadaljevanje priloge C: 724 HPV-6-pozitivnih vzorcev, vklju€enih v statisti¢no analizo

Vzorec HPV-6

YM162
YM163
YM165
YM173
YM174
YM188
YM201
YM22
YM225
YM23
YM24
YM25
YM30
YM31
YM39
YM40
YM44
YM48
YM49
YM54
YMS5S5

Genetska
linija

A

@ > > > T > > > E > > > > >

Genetska
podlinija
/

~ ~ ~ ~ ~

Celina

Azija
Azija
Azija
Azija
Azija
Azija
Azija
Azija
Azija
Azija
Azija
Azija
Azija
Azija
Azija
Azija
Azija
Azija
Azija
Azija
Azija

Drzava izvora
vzorca
Hong Kong
Hong Kong
Hong Kong
Hong Kong
Hong Kong
Hong Kong
Hong Kong
Hong Kong
Hong Kong
Hong Kong
Hong Kong
Hong Kong
Hong Kong
Hong Kong
Hong Kong
Hong Kong
Hong Kong
Hong Kong
Hong Kong
Hong Kong
Hong Kong

Anatomsko podrocje

anogenitalno podrocje
anogenitalno podrocje
anogenitalno podrocje
anogenitalno podro¢je
anogenitalno podrocje
anogenitalno podrocje
anogenitalno podrocje
anogenitalno podro¢je
anogenitalno podro¢je
anogenitalno podrocje
anogenitalno podrocje
anogenitalno podro¢je
anogenitalno podrocje
anogenitalno podrocje
anogenitalno podrocje
anogenitalno podro¢je
anogenitalno podro¢je
anogenitalno podrocje
anogenitalno podrocje
anogenitalno podrocje

anogenitalno podro¢je

Vrsta benigne spremembe

anogenitalna bradavica
anogenitalna bradavica
anogenitalna bradavica
anogenitalna bradavica
anogenitalna bradavica
anogenitalna bradavica
anogenitalna bradavica
anogenitalna bradavica
anogenitalna bradavica
anogenitalna bradavica
anogenitalna bradavica
anogenitalna bradavica
anogenitalna bradavica
anogenitalna bradavica
anogenitalna bradavica
anogenitalna bradavica
anogenitalna bradavica
anogenitalna bradavica
anogenitalna bradavica
anogenitalna bradavica

anogenitalna bradavica

Spol

moski
moski
moski
moski
moski
moski
moski
moski
moski
moski
moski
moski
moski
moski
moski
moski
moski
moski
moski
moski
moski

se nadaljuje
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Nadaljevanje priloge C: 724 HPV-6-pozitivnih vzorcev, vklju€enih v statisti¢no analizo

Vzorec HPV-6

YMS58
YM6
YM62
YM63
YM65
YM67
YM7
YM73
YMT75
YM76
YMT7T7
YM78
YM90
YMO92
JP1044
JP1062
JP1080
JP1093
JP1096
JP1187
JP1188

Genetska
linija

A
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Genetska
podlinija
/

/

Bl
/

/

Bl
/

Bl
Bl
Bl
/

B4
/

Bl
Bl
Bl
/

Bl

Celina

Azija
Azija
Azija
Azija
Azija
Azija
Azija
Azija
Azija
Azija
Azija
Azija
Azija
Azija
Azija
Azija
Azija
Azija
Azija
Azija
Azija

Drzava izvora
vzorca
Hong Kong
Hong Kong
Hong Kong
Hong Kong
Hong Kong
Hong Kong
Hong Kong
Hong Kong
Hong Kong
Hong Kong
Hong Kong
Hong Kong
Hong Kong
Hong Kong
Japonska
Japonska
Japonska
Japonska
Japonska
Japonska

Japonska

Anatomsko podrocje

anogenitalno podrocje
anogenitalno podrocje
anogenitalno podrocje
anogenitalno podro¢je
anogenitalno podrocje
anogenitalno podrocje
anogenitalno podrocje
anogenitalno podro¢je
anogenitalno podro¢je
anogenitalno podrocje
anogenitalno podrocje
anogenitalno podro¢je
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anogenitalno podro¢je
anogenitalno podro¢je
anogenitalno podrocje
anogenitalno podrocje
anogenitalno podrocje

anogenitalno podro¢je

Vrsta benigne spremembe

anogenitalna bradavica
anogenitalna bradavica
anogenitalna bradavica
anogenitalna bradavica
anogenitalna bradavica
anogenitalna bradavica
anogenitalna bradavica
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Nadaljevanje priloge C: 724 HPV-6-pozitivnih vzorcev, vklju€enih v statisti¢no analizo

Vzorec HPV-6

JP1281
JP1294
JP1332
JP1352
JP1442
JP1457
JP1481
JP1509
JP1569
JP1595
JP1605
JP1651
JP1661
JP1828
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JP1914
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Drzava izvora
vzorca
Japonska
Japonska
Japonska
Japonska
Japonska
Japonska
Japonska
Japonska
Japonska
Japonska
Japonska
Japonska
Japonska
Japonska
Japonska
Japonska
Japonska
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Japonska

Anatomsko podrocje

anogenitalno podrocje
anogenitalno podrocje
anogenitalno podrocje
anogenitalno podro¢je
anogenitalno podrocje
anogenitalno podrocje
anogenitalno podrocje
anogenitalno podro¢je
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anogenitalno podrocje
anogenitalno podro¢je
anogenitalno podrocje
anogenitalno podrocje
anogenitalno podrocje
anogenitalno podro¢je
anogenitalno podro¢je
anogenitalno podrocje
anogenitalno podrocje
anogenitalno podrocje

anogenitalno podro¢je

Vrsta benigne spremembe

anogenitalna bradavica
anogenitalna bradavica
anogenitalna bradavica
anogenitalna bradavica
anogenitalna bradavica
anogenitalna bradavica
anogenitalna bradavica
anogenitalna bradavica
anogenitalna bradavica
anogenitalna bradavica
anogenitalna bradavica
anogenitalna bradavica
anogenitalna bradavica
anogenitalna bradavica
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Nadaljevanje priloge C: 724 HPV-6-pozitivnih vzorcev, vklju€enih v statisti¢no analizo

Vzorec HPV-6 = Genetska = Genetska Celina Drzava izvora Anatomsko podrocje Vrsta benigne spremembe Spol
linija podlinija vzorca

JP1961 B B1 Azija Japonska anogenitalno podrocje anogenitalna bradavica zenska
JP1977 B B1 Azija Japonska anogenitalno podrocje anogenitalna bradavica zenska
JP2010 B B1 Azija Japonska anogenitalno podrocje anogenitalna bradavica zenska
JP36 B B1 Azija Japonska anogenitalno podro¢je anogenitalna bradavica zenska
JP556 A / Azija Japonska anogenitalno podrocje anogenitalna bradavica zenska
JP650 A / Azija Japonska anogenitalno podrocje anogenitalna bradavica zenska
JP791 B B1 Azija Japonska anogenitalno podrocje anogenitalna bradavica zenska
JP945 A / Azija Japonska anogenitalno podro¢je anogenitalna bradavica zenska
JP946 A / Azija Japonska anogenitalno podrocje anogenitalna bradavica zenska
JP969 B B1 Azija Japonska anogenitalno podrocje anogenitalna bradavica zenska
LTI A / Evropa Litva podrocje glave in vratu papilom grla ni podatka
LTI11 A / Evropa Litva podroéje glave in vratu papilom grla ni podatka
LT13 B B1 Evropa Litva podrocje glave in vratu papilom grla ni podatka
LT15 A / Evropa Litva podrocje glave in vratu papilom grla ni podatka
LT3 A / Evropa Litva podrocje glave in vratu papilom grla ni podatka
LTS5 A / Evropa Litva podroéje glave in vratu papilom grla ni podatka
LTé6 A / Evropa Litva podrocje glave in vratu papilom grla ni podatka
MY11011451 A / Azija Malezija anogenitalno podrocje ni podatka zenska
MY 11060293 B B1 Azija Malezija anogenitalno podrocje ni podatka zenska
MY12041494 B B1 Azija Malezija anogenitalno podrocje ni podatka zenska
SRB131AK A / Evropa Srbija anogenitalno podrocje ni podatka zenska
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Nadaljevanje priloge C: 724 HPV-6-pozitivnih vzorcev, vklju€enih v statisti¢no analizo

Vzorec HPV-6
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Anatomsko podrocje

anogenitalno podrocje
anogenitalno podrocje
anogenitalno podrocje
anogenitalno podro¢je
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Vrsta benigne spremembe
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Nadaljevanje priloge C: 724 HPV-6-pozitivnih vzorcev, vklju€enih v statisti¢no analizo

Vzorec HPV-6

AGB887
AGB950
AGB968
CAC1
CACl11
CAC116X
CAC21
CAC21z
CAC221
CAC226
CAC231
CAC236
CAC23z
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Vrsta benigne spremembe
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Nadaljevanje priloge C: 724 HPV-6-pozitivnih vzorcev, vklju€enih v statisti¢no analizo

Vzorec HPV-6

CAC296
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CAC31
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Anatomsko podrocje

anogenitalno podrocje
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Vrsta benigne spremembe

anogenitalna bradavica
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Nadaljevanje priloge C: 724 HPV-6-pozitivnih vzorcev, vklju€enih v statisti¢no analizo

Vzorec HPV-6
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CACe61
CAC76
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Vrsta benigne spremembe

anogenitalna bradavica
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Nadaljevanje priloge C: 724 HPV-6-pozitivnih vzorcev, vklju€enih v statisti¢no analizo

Vzorec HPV-6
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Vrsta benigne spremembe
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Vzorec HPV-6
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Vrsta benigne spremembe
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Vzorec HPV-6
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B3
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B3
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B3
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Bl
Bl
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B3
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B3
B5
B5
B2
B3
B2

Celina

Afrika
Afrika
Afrika
Afrika
Afrika
Afrika
Afrika
Afrika
Afrika
Afrika
Afrika
Afrika
Afrika
Afrika
Afrika
Afrika
Afrika
Afrika
Afrika
Afrika
Afrika

Drzava izvora
vzorca
Juzna Afrika
Juzna Afrika
Juzna Afrika
Juzna Afrika
Juzna Afrika
Juzna Afrika
Juzna Afrika
Juzna Afrika
Juzna Afrika
Juzna Afrika
Juzna Afrika
Juzna Afrika
Juzna Afrika
Juzna Afrika
Juzna Afrika
Juzna Afrika
Juzna Afrika
Juzna Afrika
Juzna Afrika
Juzna Afrika

Juzna Afrika

Anatomsko podrocje

podrocje glave in vratu
podrocje glave in vratu
podrocje glave in vratu
podroéje glave in vratu
podrocje glave in vratu
podrocje glave in vratu
podrocje glave in vratu
podroéje glave in vratu
podrocje glave in vratu
podrocje glave in vratu
podrocje glave in vratu
podroéje glave in vratu
podrocje glave in vratu
podrocje glave in vratu
podrocje glave in vratu
podroéje glave in vratu
podrocje glave in vratu
podrocje glave in vratu
podrocje glave in vratu
podrocje glave in vratu

podroéje glave in vratu

Vrsta benigne spremembe

papilom grla
papilom grla
papilom grla
papilom grla
papilom grla
papilom grla
papilom grla
papilom grla
papilom grla
papilom grla
papilom grla
papilom grla
papilom grla
papilom grla
papilom grla
papilom grla
papilom grla
papilom grla
papilom grla
papilom grla

papilom grla

Spol

ni podatka
ni podatka
ni podatka
ni podatka
ni podatka
ni podatka
ni podatka
moski
ni podatka
ni podatka
ni podatka
ni podatka
ni podatka
moski
moski
ni podatka
ni podatka
ni podatka
moski
zenska
ni podatka

se nadaljuje
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Nadaljevanje priloge C: 724 HPV-6-pozitivnih vzorcev, vklju€enih v statisti¢no analizo

Vzorec HPV-6

ZA9ZA9
PV0529
PV1499
PV1666
PV1667
PV1731
PV1732
PV1774
PV2345
PV2530
PV2702
CHI11149
CH11335
CH11554
CH517
CH6748
CH9824
CH541
CH446
CH1504
CH7416
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Afrika
Evropa
Evropa
Evropa
Evropa
Evropa
Evropa
Evropa
Evropa
Evropa
Evropa
Evropa
Evropa
Evropa
Evropa
Evropa
Evropa
Evropa
Evropa
Evropa

Evropa

Drzava izvora
vzorca
Juzna Afrika
Svedska
Svedska
Svedska
Svedska
Svedska
Svedska
Svedska
Svedska
Svedska
Svedska
Svica
Svica
Svica
Svica
Svica
Svica
Svica
Svica
Svica

Svica

Anatomsko podrocje

podrocje glave in vratu
podrocje glave in vratu
podrocje glave in vratu
podroéje glave in vratu
podrocje glave in vratu
podrocje glave in vratu
podrocje glave in vratu
podroéje glave in vratu
podrocje glave in vratu
podrocje glave in vratu
podrocje glave in vratu
anogenitalno podro¢je
podrocje glave in vratu
anogenitalno podrocje
anogenitalno podrocje
anogenitalno podro¢je
anogenitalno podro¢je
anogenitalno podrocje
anogenitalno podrocje
anogenitalno podrocje

anogenitalno podro¢je

Vrsta benigne spremembe

papilom grla
papilom grla
papilom grla
papilom grla
papilom grla
papilom grla
papilom grla
papilom grla
papilom grla
papilom grla
papilom grla
anogenitalna bradavica
papilom grla
anogenitalna bradavica
anogenitalna bradavica
anogenitalna bradavica
anogenitalna bradavica
ni podatka
ni podatka
ni podatka
ni podatka

Spol

zenska
moski
moski
moski
moski
moski
moski
moski
moski
moski
zenska
moski
ni podatka
zenska
zenska
zenska
zenska
zenska
zenska
zenska
zenska
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Nadaljevanje priloge C: 724 HPV-6-pozitivnih vzorcev, vklju€enih v statisti¢no analizo

Vzorec HPV-6

CH10641
CH1077
CH10888
CH10924
CH11710
CH1308
CH1339
CH1519
CH1579
CH2054
CH2236
CH2240
CH2336
CH2399
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Celina

Evropa
Evropa
Evropa
Evropa
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Evropa
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Evropa
Evropa
Evropa
Evropa
Evropa
Evropa
Evropa
Evropa
Evropa
Evropa
Evropa
Evropa
Evropa

Evropa

Driava izvora
vzorca
Svica
Svica
Svica
Svica
Svica
Svica
Svica
Svica
Svica
Svica
Svica
Svica
Svica
Svica
Svica
Svica
Svica
Svica
Svica
Svica

Svica

Anatomsko podrocje

anogenitalno podrocje
anogenitalno podrocje
ni podatka
anogenitalno podro¢je
anogenitalno podrocje
anogenitalno podrocje
anogenitalno podrocje
anogenitalno podro¢je
anogenitalno podro¢je
anogenitalno podrocje
anogenitalno podrocje
anogenitalno podro¢je
anogenitalno podrocje
anogenitalno podrocje
anogenitalno podrocje
anogenitalno podro¢je
anogenitalno podro¢je
anogenitalno podrocje
anogenitalno podrocje
anogenitalno podrocje

anogenitalno podro¢je

Vrsta benigne spremembe

ni podatka
ni podatka
ni podatka
ni podatka
ni podatka
ni podatka
ni podatka
ni podatka
ni podatka
ni podatka
ni podatka
ni podatka
ni podatka
ni podatka
ni podatka
ni podatka
ni podatka
ni podatka
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ni podatka
ni podatka
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zenska
zenska
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zenska
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Nadaljevanje priloge C: 724 HPV-6-pozitivnih vzorcev, vklju€enih v statisti¢no analizo

Vzorec HPV-6

CH483
CH761
CH7625
CHB805
CHS8256
CH8324
CH8391
CH8983
CH9447
CH9503
CH1488
CH1622
CH2105
CH3393
CH6275
CH9193
CH6059
CH9439
CH3275
CH2205
F47718
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Evropa
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Driava izvora
vzorca
Svica
Svica
Svica
Svica
Svica
Svica
Svica
Svica
Svica
Svica
Svica
Svica
Svica
Svica
Svica
Svica
Svica
Svica
Svica
Svica

Velika Britanija

Anatomsko podrocje

anogenitalno podrocje
anogenitalno podrocje
anogenitalno podrocje
anogenitalno podro¢je
anogenitalno podrocje
anogenitalno podrocje
anogenitalno podrocje
anogenitalno podro¢je
anogenitalno podro¢je
anogenitalno podrocje
anogenitalno podrocje
anogenitalno podro¢je
anogenitalno podrocje
anogenitalno podrocje
anogenitalno podrocje
anogenitalno podro¢je
anogenitalno podro¢je
anogenitalno podrocje
anogenitalno podrocje
anogenitalno podrocje

anogenitalno podro¢je

Vrsta benigne spremembe

ni podatka
ni podatka
ni podatka
ni podatka
ni podatka
ni podatka
ni podatka
ni podatka
ni podatka
ni podatka
ni podatka
ni podatka
ni podatka
ni podatka
ni podatka
ni podatka
ni podatka
ni podatka
ni podatka
ni podatka

anogenitalna bradavica

Spol

zenska
zenska
zenska
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zenska
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zenska
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zenska
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ni podatka
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Nadaljevanje priloge C: 724 HPV-6-pozitivnih vzorcev, vklju€enih v statisti¢no analizo

Vzorec HPV-6 = Genetska = Genetska Celina Drzava izvora Anatomsko podrocje Vrsta benigne spremembe Spol
linija podlinija vzorca

F49413 B B1 Evropa Velika Britanija = anogenitalno podrocje anogenitalna bradavica ni podatka
F50027 B1 Evropa Velika Britanija | anogenitalno podro¢je anogenitalna bradavica ni podatka
F50528 B B1 Evropa Velika Britanija = anogenitalno podrocje anogenitalna bradavica ni podatka
F50602 B B1 Evropa Velika Britanija = anogenitalno podro¢je anogenitalna bradavica ni podatka
GW36 B B1 Evropa Velika Britanija = anogenitalno podrocje anogenitalna bradavica ni podatka
GW4 B B2 Evropa Velika Britanija = anogenitalno podrocje anogenitalna bradavica ni podatka
M33382 B B1 Evropa Velika Britanija = anogenitalno podrocje anogenitalna bradavica ni podatka
M39010 B B1 Evropa Velika Britanija = anogenitalno podro¢je anogenitalna bradavica ni podatka
M44371 A / Evropa Velika Britanija = anogenitalno podrocje anogenitalna bradavica ni podatka
M46769 B B1 Evropa Velika Britanija = anogenitalno podrocje anogenitalna bradavica ni podatka
M47769 B B1 Evropa Velika Britanija = anogenitalno podrocje anogenitalna bradavica ni podatka
M47875 B B1 Evropa Velika Britanija = anogenitalno podro¢je anogenitalna bradavica ni podatka
M48163 B B1 Evropa Velika Britanija = anogenitalno podrocje anogenitalna bradavica ni podatka
M49576 B B1 Evropa Velika Britanija = anogenitalno podrocje anogenitalna bradavica ni podatka
M49898 B B1 Evropa Velika Britanija = anogenitalno podrocje anogenitalna bradavica ni podatka
M51033 A / Evropa Velika Britanija = anogenitalno podro¢je anogenitalna bradavica ni podatka
Mé6 B B1 Evropa Velika Britanija = anogenitalno podrocje anogenitalna bradavica ni podatka
RRP110 B B2 Evropa Velika Britanija = podrocje glave in vratu papilom grla ni podatka
RRP115 B B2 Evropa Velika Britanija = podrocje glave in vratu papilom grla ni podatka
RRP44 B B4 Evropa Velika Britanija =~ podro¢je glave in vratu papilom grla ni podatka
RRP45 B B3 Evropa Velika Britanija =~ podro¢je glave in vratu papilom grla ni podatka

se nadaljuje



Jelen M. Genomska raznolikost ¢loveskih papilomavirusov HPV-6 in HPV-11.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2014

Nadaljevanje priloge C: 724 HPV-6-pozitivnih vzorcev, vklju€enih v statisti¢no analizo

Vzorec HPV-6 = Genetska = Genetska Celina Drzava izvora Anatomsko podrocje Vrsta benigne spremembe Spol
linija podlinija vzorca

RRP48 B B1 Evropa Velika Britanija = podrocje glave in vratu papilom grla ni podatka
RRP56 BS Evropa Velika Britanija =~ podro¢je glave in vratu papilom grla ni podatka
UK455 B B2 Evropa Velika Britanija = anogenitalno podrocje ni podatka zenska
UK8672 B B2 Evropa Velika Britanija = anogenitalno podro¢je ni podatka zenska
VB9026 B B3 Evropa Velika Britanija = anogenitalno podrocje ni podatka zenska
VB908 B B1 Evropa Velika Britanija = anogenitalno podrocje ni podatka zenska
6elgt B B1 Severna Amerika ZDA anogenitalno podrocje anogenitalna bradavica ni podatka
6e2gt B B1 Severna Amerika ZDA anogenitalno podro¢je anogenitalna bradavica ni podatka
6e3rt B B1 Severna Amerika ZDA podrocje glave in vratu papilom grla ni podatka
6edrt B B1 Severna Amerika ZDA podrocje glave in vratu papilom grla ni podatka
6f5gt A / Severna Amerika ZDA anogenitalno podrocje anogenitalna bradavica ni podatka
6fogt B B1 Severna Amerika ZDA anogenitalno podro¢je anogenitalna bradavica ni podatka
6f7rt B B1 Severna Amerika ZDA podrocje glave in vratu papilom grla ni podatka
HPV6a B B3 Severna Amerika ZDA anogenitalno podrocje anogenitalna bradavica zenska
PPH6LCRA B B1 Severna Amerika ZDA anogenitalno podrocje anogenitalna bradavica zenska
PPH6LCRB B B3 Severna Amerika ZDA anogenitalno podro¢je anogenitalna bradavica zenska
PPH6LCRC B B1 Severna Amerika ZDA anogenitalno podrocje anogenitalna bradavica zenska
PPH6LCRD A / Severna Amerika ZDA anogenitalno podrocje anogenitalna bradavica zenska
PPH6LCRE B B3 Severna Amerika ZDA anogenitalno podrocje anogenitalna bradavica zenska
BK1 B B1 Severna Amerika ZDA anogenitalno podrocje ni podatka zenska
BK10 B B3 Severna Amerika ZDA anogenitalno podro¢je ni podatka zenska

se nadaljuje
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Vzorec HPV-6 = Genetska = Genetska Celina Drzava izvora Anatomsko podrocje Vrsta benigne spremembe Spol
linija podlinija vzorca

BK11 B B3 Severna Amerika ZDA anogenitalno podrocje ni podatka zenska
BK13 B B2 Severna Amerika ZDA anogenitalno podrocje ni podatka zenska
BK14 B B3 Severna Amerika ZDA anogenitalno podrocje ni podatka zenska
BK16 B B3 Severna Amerika ZDA anogenitalno podro¢je ni podatka zenska
BK17 B B3 Severna Amerika ZDA anogenitalno podrocje ni podatka zenska
BK18 B B1 Severna Amerika ZDA anogenitalno podrocje ni podatka zenska
BK19 B B1 Severna Amerika ZDA anogenitalno podrocje ni podatka zenska
BK2 B B3 Severna Amerika ZDA anogenitalno podro¢je ni podatka zenska
BK3 B B3 Severna Amerika ZDA anogenitalno podrocje ni podatka zenska
BK30 B B1 Severna Amerika ZDA anogenitalno podrocje ni podatka zenska
BK31 B B1 Severna Amerika ZDA anogenitalno podrocje ni podatka zenska
BK32 B B1 Severna Amerika ZDA anogenitalno podro¢je ni podatka zenska
BK33 B B3 Severna Amerika ZDA anogenitalno podrocje ni podatka zenska
BK34 B B1 Severna Amerika ZDA anogenitalno podrocje ni podatka zenska
BK36 B B1 Severna Amerika ZDA anogenitalno podrocje ni podatka zenska
BK37 B B1 Severna Amerika ZDA anogenitalno podro¢je ni podatka zenska
BK39 B B1 Severna Amerika ZDA anogenitalno podrocje ni podatka zenska
BK4 B B3 Severna Amerika ZDA anogenitalno podrocje ni podatka zenska
BK40 B B1 Severna Amerika ZDA anogenitalno podrocje ni podatka zenska
BK41 B B1 Severna Amerika ZDA anogenitalno podrocje ni podatka zenska
BK42 B B3 Severna Amerika ZDA anogenitalno podro¢je ni podatka zenska
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Nadaljevanje priloge C: 724 HPV-6-pozitivnih vzorcev, vklju€enih v statisti¢no analizo

Vzorec HPV-6
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Bl
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Celina

Severna Amerika
Severna Amerika
Severna Amerika
Severna Amerika
Severna Amerika
Severna Amerika
Severna Amerika
Severna Amerika
Severna Amerika

Severna Amerika

Drzava izvora
vzorca
ZDA
ZDA
ZDA
ZDA
ZDA
ZDA
ZDA
ZDA
ZDA
ZDA

Anatomsko podrocje

anogenitalno podrocje
anogenitalno podrocje
anogenitalno podrocje
anogenitalno podro¢je
anogenitalno podrocje
anogenitalno podrocje
anogenitalno podrocje
anogenitalno podro¢je
anogenitalno podro¢je

anogenitalno podrocje

Vrsta benigne spremembe

ni podatka
ni podatka
ni podatka
ni podatka
ni podatka
ni podatka
ni podatka
ni podatka
ni podatka
ni podatka

Spol

zenska
zenska
zenska
zenska
zenska
zenska
zenska
zenska
zenska

zenska
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