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Suhrn

Papilomavirusy patria medzi virusy s dvojvlaknovou DNA (dsDNA). Su schopné navodit tak
tvorbu benignych, ako aj malignych nadorov. Spojitost medzi infekciou ludskymi papilomavi-
rusmi (HPV) a rakovinou kr¢ka maternice bola detailne opisana len nedavno vdaka profesorovi
zur Hausenovi. Avsak existuju zastupcovia HPV virusov, u ktorych nebola dokazana asociacia
s vytvéranim malignit. Preto rozozndvame tzv. vysoko-(HR) a nizkorizikové (LR) typy papil6-
mov. V nasej praci opisujeme zivotny cyklus HPV, molekuldrne mechanizmy pocas onkogenézy
a snazime sa o porovnanie HR HPV a LR HPV.

Klacové slova
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Summary

Papillomaviruses belong to a group of viruses with double-stranded DNA (dsDNA). These vi-
ruses are believed to induce benign as well as malignant tumour growth. Thanks to profes-
sor zur Hausen, the connection between the infection by human papillomaviruses (HPV) and
cervix cancer was described in detail a few years ago. However, there exist certain types of
HPV viruses, in which no association with malignancies was ever demonstrated. Hence, we can
divide HPV into ,high-risk” (HR) and ,low-risk” (LR) group. Our work describes the life cycle of
HPV, molecular mechanisms of oncogenesis and aims to compare HR HPV and LR HPV within
these terms.
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Uvod

Takmer 20-30 % zo v3etkych rakovino-
vych ochoreni je spdsobenych infek-
¢nymi ¢initelmi ako su baktérie, parazity,
pripadne virusy [1]. Tumory vznikajuce
po infekcii virusovymi agens su vsak
Castejsie. Medzi DNA virusy schopné na-
vodit tvorbu nadorov patria okrem EBV,
HHV-8, polyomavirusov aj papiloma-

virusy, ktorym sa budeme venovat [2].
Ide o virusy obsahujice dsDNA geném,
ktory mozeme rozdelit na tri zakladné
oblasti — oblast skort a neskoru obsa-
hujucu prislusné gény a kontrélnu ob-
last (LCR) (obr. 1) [3]. KedZe gény nesko-
rej oblasti kddujlce Strukturne proteiny
kapsidu sa realizuju len pocas produktiv-
nej infekcie pri tvorbe kompletnych vi-
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Obr. 1. Organizacia genému HPV 16 [21]. Funkcie jednotlivych génov su uvedené
v tab. 1. Co sa tyka LCR, ide o délezité regula¢né miesto, v ktorom sa nachadza pociatok
replikadcie DNA (ORI) a useky potrebné pre spravny priebeh transkripcie a translacie ako
E1-viazUce miesto, E2-viaZlice miesto, TATA box a pod.

Tab. 1. Tabulka znazornujtica funkciu jednotlivych génov papilomov [11].

rionov, mézeme tvrdit, Ze na karcinoge-
néze a vytvarani tumorov sa podielaju
len gény skorej oblasti (tab. 1) a LCR.
Na zaklade sekven¢nych analyz roz-
delujeme papilémy na jednotlivé rody,
druhy, typy, subtypy atd. V suvislosti
s fudskymi ochoreniami rozlisujeme pat
rodov - Alphapapillomavirus, Betapa-
pillomavirus, Gammapapillomavirus, Mu-
papillomavirus a Nupapillomavirus [4].
Najvyznamnejsimi a najdiskutovanejsimi
sU predstavitelia prvej zmienenej sku-
piny. Zastupcovia tohto rodu su spajani
s vyskytom nadorovych ochoreni ako
su rakovina kr¢ka maternice, andlny kar-
cindm, nadory spojiviek, penilny a va-
ginélny karciném atd. Na zaklade toho
ich ozna¢ujeme ako ,high-risk” typy.
Nie vsak vsetci predstavitelia a-HPV su
schopni navodit maligny fenotyp [5].
Existuju aj taki, ktori spésobuju bezné
benigne lézie a cytologické abnormality.
Ide o skupinu tzv. ,low-risk” HPV a sem
zaradujeme napr. HPV-6 ¢i HPV-11, ktoré
sU asociované so vznikom genitalnych
bradavic [6]. Na zaklade znamych me-
chanizmov HR HPV vyuzivanych pri na-
vodeni karcinogenézy a porovnanim
s mechanizmami, ktoré vyuzivaju LR
HPV dokéazeme urcit zékladné potreby
virusovej Castice pre Uspesnu infekciu.

Transformacia

V pripade perzistentnej neproduktivnej
HPV infekcie dochadza k cirkularizacii vi-
rusovej DNA (vDNA). V bunkach pozoru-
jeme pritomnost epizémov, ale zrelé vi-
riony sa neuvoliuju [7]. Esencidlnymi
faktormi pre epizomalnu stabilizaciu su
proteiny E1 a E2 potrebné pre neustalu
iniciaciu replikacie hostitelskych buniek,
a teda aj epizdmov. Sucasne kontroluju
hladinu exprimovanych E6 a E7 protei-
nov, ktoré su takisto nevyhnutné pre sta-
bilizadciu epizomalneho genému. Tento

Protein Fun!(aevn . . . krok je zaroven povazovany za akusi pr-
El replikacny pratein, rozpletanie/dsDNA votnu fazu veducu k navodeniu transfor-
E2 transakrivator, replikacny protein mécie a tvorbe tumorov [5,7]
E3 (L Studie indikujd, ze v¢lenenie epizo-
E4 Ucast pri skladani a uvolfiovani viriénov maélnej DNA niektorych HPV do bunko-
E5 onkogén, signalny protein v mebranach vého genému je najdolezitejsim krokom
E6 onkogén, inaktivacia p53 samotnej karcinogenézy [8]. Zo zaci-
E7 onkogén, inaktivacia pRb atku sa v takychto bunkach nachadza
L1 kapsidovy protein, adsorpcia na bunku mix epizomalnej a integrovanej vDNA.
L2 kapsidovy protein, transport vDNA do jadra Nakolko k integracii doslo v miestach ké-
dujucich regula¢né proteiny a v pripade,
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Ze by sa v bunkéch nachadzali len vytvo-
rené provirusové DNA, nebolo by mozné
iniciovat replikaciu takéhoto genému.
Preto je koexistencia epizémov a pro-
virusovej DNA dblezitd. V bunkach na-
stdva inicidcia replikdcie DNA z miesta
ORI integrovaného virusu vdaka E2 a E1
proteinom exprimovanym z virusovych
plazmidov. To vedie k chromozomalnym
abnormalitdm, spusteniu opravy chyb-
nej DNA, ¢o ma za nasledok hromadenie
mutacii, zvysuje sa nestabilita genému
a pozorujeme pociato¢né etapy onko-
génneho progresu [9]. Po Case viak do-
chadza k vymiznutiu epizomoév z buniek
a exprimacia E2 nie je pozorovana [8].
Na zaklade toho, Ze E2 dalej nie je tvo-
reny, nie je regulovana hladina onko-
proteinov E6 a E7 v bunkach. V malom
mnozstve, ako uz bolo uvedené vyssie,
su tieto proteiny len akymisi kontrolérmi
spravneho priebehu infekcie a stabili-
zacie genému [7]. Avsak pri nadmernej
tvorbe dochddza k destabilizacii bunko-
vého cyklu. To je sprostredkované najma
atakovanim tumor supresorovych génov
bunky, ktoré sud hlavnymi, no nie jedi-
nymi, cielmi tychto onkoproteinov [9].

Asociacia E7 a pRb
Produktom RB7 génu je pRb, ktorého
Uloha spociva vo viazani E2F transaktiva-
tora, ¢im brani jeho transkrip¢nej funk-
cii a bunka nie je schopna navodit syn-
tézu svojej DNA a prechod do S-fazy
bunkového cyklu [9,10]. Tuto schopnost
ma vsak len hypofosforylovana forma
Rb-proteinu. Pocas interakcie, kedy sa pRb
naviaze na transaktiva¢ni doménu fak-
torov E2F-rodiny, bunka ostava v G1-faze
cyklu. Na konci tejto fazy sa pomocou
cyklin-dependentnej kinazy 4 (CDK4)
alebo CDK6-cyklin D komplexu Rb-pro-
tein fosforyluje, E2F faktor sa uvolni
a spusta syntézu enzymov potrebnych
pre replikaciu DNA bunky [9,11].
Interakcia E7 a pRb prebieha cez kon-
zervovany motiv LXCXE nachadzajuci sa
na N-konci onkoproteinu [9]. Vdaka aso-
ciacii E7 a hypofosforylovaného Rb-pro-
teinu sa vytvoreny komplex Rb-E2F roz-
padd a bunka prechadza do S-fazy cyklu,
aj ked G1 este nebola ukoncend. Na za-
klade toho bunky ostavaju replikacne
aktivne pocas celej doby diferenciacie
a nekontrolovatelne sa delia [7]. Druhou

moznostou je proteazomdlna degrada-
cia pRb sprostredkovand vytvorenim
ubiquitina¢ného komplexu E7-Rb-CUL2
(obr. 2) [12].

Existuju vsak aj ¢lenovia E2F-rodiny,
ktorych funkcia nespociva v transakti-
vacii ale v inhibicii replikacie DNA a na-
vyse neobsahuju doménu umoziu-
jucu naviazanie pRb. E7 preto na ne
vplyva priamou vazbou a brzdi ich re-
presnu funkciu [9]. Esencidlna pre za-
chovanie virusového plazmidu a stabi-
lizadciu podmienok S-fazy vnutri bunky
je interakcia E7 s histon-deacetyla-
zami (HDAC) 1, 2, 3 prostrednictvom
E7-Rb-HDAC komplexu. Navyse inter-
akcia s HDAC ovplyviiuje expresiu bun-
kovych génov, medzi ktoré patria aj E2F
faktory transkripcie [7,9].

Interakcia p53-E6

Nésledkom pésobenia E7 dochadza
k zvySenej tvorbe p53, ktory je znamy
najma ako ,ochranca gendmu” a dokaze
bud' zastavit bunkovy cyklus zvysenou
tvorbou p21, alebo prostrednictvom pro-
-apoptickych proteinov (napr. BAX) na-
vodit programovanu smrt bunky — apo-
ptézu, kedy s mnozstvom p53 stupa ajich
mnozstvo v bunke a naopak mnozstvo
anti-apoptickych proteinov (napr. Bcl-2)
klesa [3,71].

Protein E6 dokaze réznymi mechaniz-
mami brzdit pésobenie p53 v napadnu-
tej bunke. Najefektivnejsim sposobom
je viak destrukcia p53. Po asociacii E6
s E6AP sa tento komplex naviaze na p53,
¢im sa vytvori trimér (obr. 3). E6AP na-
sledne sprostredkuje ubiquitinaciu pro-
teinu a nastdva proteazomalna degrada-
cia p53 [9].

Naviac interakcia E6 s histén-acetyl-
transferazami (HAT) p300/CBE a ADA3
taktiez napomaha inaktivacii p53, na-
kolko nedochadza k jeho acetylacii a pro-
tein sa stava v bunke nestabilny [7,9].

Dalsie aktivity onkoproteinov

Spektrum ucinku tychto proteinov je
vsak omnoho Sirsie. Dysregulacia bun-
kového cyklu je sprostredkovana aj in-
terakciou so samotnymi cyklinmi/CDK,
ktoré su klu¢ovymi faktormi cyklu. Tato
aktivita je charakteristickd najma pre E7.
Asociaciou s pRb umoznuje zvysovanie
hladiny cyklinu A a E, ¢im nepriamo ak-
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Obr. 2. Degrada¢ny komplex vytvoreny
E7 onkoproteinom [11].
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Obr. 3. Degrada¢ny komplex vytvoreny
E6 onkoproteinom [11].

tivuje aj CDK2, potrebnu pre vstup do
S-fazy [9]. Inym variantom ako podporuje
E7 ucinok CDK2 je inaktivacia p21/p27,
ktoré inak pésobia ako inhibitory tejto
kindzy [2]. Vyskyt centrozomalnych ab-
normalit v bunkéch deficientnych na Rb/
/p107/p130 zas koreluje so vzajomnym
posobenim E7 a y-tubulinu. Tieto abnor-
mality su sposobené tym, Ze utvoreny
komplex E7-y-tubulin mé za nésledok
vyviazanie tubulinu z vytvoreného de-
liaceho vretienka [9,11].

Vplyv na hladinu interferénov (IFN)
a ovplyviiovanie spustenia programova-
nej bunkovej smrti zvanej anoikis, ktora
nastdva po oddeleni buniek od medzi-
bunkovej hmoty, ¢im bréani vytvaraniu
metastaz, je vlastny pre oba onkopro-
teiny. Kym E7 p6sobi na mnozstvo in-
terferénov prostrednictvom pésobenia
na IRF-1 ¢i p48, E6 interferuje len s IRF-3.
Vdaka tomu oba proteiny znizuju mnoz-
stvo IFN v bunkdch a potlacajd imunitnu
odpoved. Pre potlacenie anoikis vyuzi-
vaju E6 a E7 rovnaku stratégiu, a to asoci-
aciu s p600, ktory patri medzi regulacné
proteiny tejto drahy [9,11].

S onkoproteinom E6 suvisi hlavne ak-
tivacia a expresia ludskej telomerazy-
-reverznej transkriptazy (hTERT) a in-
terferencia s PDZ-proteinmi. Expresia
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hTERT je zaistena asociaciou E6 s roz-
nymi transaktivatormi ako c-MYC, SP1,
atd., k Comu nésledne prispieva ubiqui-
tindcia NFX1-91 pomocou E6AP. Na za-
klade toho, spomenuté transkripcné fak-
tory nasadaju na prométor a spustaju
prepis génov pre telomerdzu [7,9].
Co sa tyka PDZ-proteinov, tie patria
medzi dolezité cinitele hrajuce ulohu pri
zabezpeceni spravnej bunkovej pola-
rity. T4 bola nedavno identifikovana ako
jeden z faktorov vplyvajucich na progres
karcinogenézy [5]. E6 protein sa svojim
C-koncom viaze s PDZ-proteinmi ako
MAGI1, 2, 3, hSCRIB ¢i PATJ a navodzuje
u nich E6/E6AP-dependentnu ubiquiti-
naciu a degradaciu [9,11].

Protein E5

Protein E5 mbzZeme tiez zaradit do sku-
piny proteinov s onkogénnou aktivitou.
Priblizne 10 % vytvoreného proteinu je
lokalizovanych v cytoplazmatickej mem-
brane. To umoznuje fuziu a vytvorenie
dvojjadrovych buniek av3ak len v pri-
pade, Ze obe bunky obsahuju integro-
vany E5 protein [13].

Aktivita E5 je spajand s ovplyvnho-
vanim viacerych signalnych dréah.
Pokusmi na transgénnych mysiach sa
dokazala korelacia medzi spustenim EGF
signalnej drahy E5 proteinom s prolifera-
ciou keratinocytov a vyskytom rakoviny
koze [13]. Dalsou mdznostou, ako E5
vplyva na chronicku proliferaciu buniek,
je zvySovanie mitogénnej aktivity endo-
telinu 1 a spustenie ETAR drahy, ktord
bola detegovana napriklad pri psoridze,
¢o naznacuje vyznamnu ulohu ET-1 pri
bunkovej proliferacii. Spustenie streso-
vej odpovede v pritomnosti virusu je E5
schopny potlacit interakciou s troma kl'u-
¢ovymi proteinmi tejto drahy — COX-2,
XBP-1 a IRE1a, ¢im podporuje perzisten-
ciu virusu. Spolo¢nou vlastnostou pre E7
a E5 je abilita brzdit ucinok p21/p27, ¢im
je zabezpeceny presun buniek do S-fazy

a tvorba CDK2 [13]. Imunitnu odpoved

E5 potlaca vdaka znizeniu mnozstva
MHC | na povrchu buniek a akumula-
cii tychto proteinov v Golgiho aparate.
Kvoli tomu nepozorujeme antigénnu
prezentdciu infikovanych buniek cytoto-
xickym T lymfocytom [14].

Analyzou sa zistilo, ze v 60 % pripadov
cervikdlneho karcinému bola detego-

vana pritomnost E5 proteinu, ¢o nazna-
Cuje, ze aj ked' v neskorsich fazach on-
kogenity jeho tvorba nie je esencidlna,
nadory obsahujuce tento protein maju
agresivnejsi a zhubnejsi priebeh a E5
zvysuje karcinogénny potencial infiko-
vanych buniek [13]. Studia na transgén-
nych mysiach tento poznatok potvrdila.
Navyse bolo zistené, ze injektovanim
buniek exprimujucich E5 do mysi bola
pozorovana nielen tvorba tumorov spo-
sobenych HPV infekciou, ale aj vytvéra-
nie karcinémov s HPV nesuvisiacich [15].

Porovnanie , high-risk*
a,low-risk” typov HPV

Aj ked genetickd Struktura je skoro
u vietkych zastupcov HPV rovnaka,
ochorenie méze mat pri réznych ty-
poch rozdielny priebeh [16]. Kym u jed-
ného typu, do ktorého zaradujeme napr.
HPV-16, 18, atd., pozorujeme asocidciu
s tvorbou tumorov, s druhym typom,
ktorého najznamejsi predstavitelia su
HPV-6 a 11, sa spdja vyskyt beznych |ézii,
hlavne vytvaranie genitalnych brada-
vic. Na zéklade toho delime papilémy do
dvoch skupin —,high-risk” a, low-risk” [6].
Oba typy napdadaju rovnaké tkanivo, vy-
zaduju zhodné podmienky, aviak prejav
infekcie sa lisi. Rozdiel spociva v rozli¢nej
asocidcii virusovych proteinov s bunko-
vymi faktormi [16].

Pri E6 onkoproteine sa odlisna regu-
lacia bunkovych mechanizmov pri HR
a LR ciastoc¢ne vysvetluje jeho rozdiel-
nym rozmiestnenim v bunke pri infekcii
tymito typmi. U oboch bola detegovana
schopnost posobit na ucinok p53, no za-
tial ¢o HR typy vo velkej miere sprostred-
kuju degraddciu proteinu, LR spbsobia
len jeho vyviazanie, ¢im zabranuju pre-
pis p53-dependentnych génov. Dalej
dokazu obe skupiny inaktivovat p53
prostrednictvom vazby s HAT p300/CBE
a zabranit tak jeho acetyldcii, no u nizko-
rizikovych typov asociacia s HAT ADA3
zatial studovana nebola [17]. Interak-
cia s PDZ-proteinmi charakteristicka pre
progres malignit bola detegovana len
u ,high-risk” typov obsahujucich do-
ménu potrebnu pre viazanie sa s tymito
proteinmi. Zaujimavy je preto ,low-risk”
HPV-70, ktory sa s PDZ-proteinmi via-
zat dokaze [17,18]. V pripade IFN reak-
cie, oba typy dokazu interagovat s TYK2

JAK-STAT signalnej drahy, ale len v pri-
pade HR HPV bola dokazand inhibicia jej
funkcie. Co sa tyka hTERT, iniciacia expre-
sie telomerazy a tym aj indukcia imorta-
lizacie keratinocytov je charakteristicka
vylucne pre ,high-risk” typy HPV [17].
Kvoli nedostato¢nému mnozstvu
dbkazov o nerovnakej vnutrobunko-
vej lokalizéacii E7 porovnavanych HR
a LR typov, tento argument vysvetlu-
juci rozdielne po6sobenie proteinu
nie je vseobecne akceptovany [17].
Schopnost viazat sa s pRb proteinom
a ¢lenmi Rb-rodiny je vlastna tak vysoko-
rizikovym, ako aj nizkorizikovym typom
(10-krat nizsia afinita) avsak LR dokazu
navodit degradaciu len u p130 [19].
K premosteniu bunkového cyklu do
S-fazy je okrem inaktivacie pRb a cle-
nov Rb-rodiny potrebné inhibovat fun-
kciu p21. Tato aktivita vsak bola doka-
zana hlavne u ,high risk’, kdezto u LR je
efektivita degradacie p21 nizka [17,20].
Takisto na zaklade rbéznej efektivity
a sposobu ovplyvriovat Ucinok pRb do-
kaZu HR a LR odlisne modulovat ¢innost
E2F-zavislych prométorov (napr. ADE2,
p73, atd’). Asociacia HR E7 s HAT a HDAC
je dalSou odchylkou v rdmci porovnava-
nych skupin kedZe u LR dokazana ne-
bola [17]. V suvislosti s apoptézou a jej
$pecidlnou formou anoikis oba typy pro-
teinov vykazuju abilitu blokovat jej spus-
tenie, a to bud interferenciou s protein
kindzou B pri klasickej apoptdze, alebo
interakciou s p600 u anoikis [12,17].

Zaver

Takmer polovica pripadov rakovino-
vych ochoreni spdsobenych viruso-
vymi agens sa spaja s papilomaviruso-
vou infekciou. Ro¢ne sa objavi priblizne
510 000 novych pripadov len cervikal-
neho karcindbmu a viac ako polovica
Zien ochoreniu podlahne. Z tohto do6-
vodu je nutné poznat a stale spoznavat
nové mechanizmy ucinku tychto virusov
na bunky hostitela, ¢o méze mat pozi-
tivny vplyv pri snahe o zmiernenie prie-
behu ochorenia. Tento ¢lanok ma slu-
Zit ako stru¢nd sumarizacia popisujlca
zmeny, ktoré nastanu v bunke po infekcii
HR HPV typom ¢o vedie k tvorbe tumo-
rov a oboznamit tak citatela s najzaklad-
nejsimi faktami tykajacimi sa infekcie
papilémami.
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