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Abstrakt 

Signalizační dráha Notch ovlivňuje diferenciaci, buněčnou smrt a proliferaci buněk. Jedná se o 

evolučně konzervovanou signalizační dráhu, důležitou v procesu embryogeneze a vývoje 

organismu. Deregulace této dráhy může mít vliv na transformaci buněk v nádorové. Buňky 

různých typů nádorů často obsahují mutace v genech nebo jiné změny této signalizační dráhy. 

Její role ve vztahu k onkogenezi má dvojí charakter – v některých případech působí jako 

onkogenní dráha, jindy má tumor-supresivní účinek. Tento charakter se liší v závislosti na 

buněčném kontextu. Velkou skupinou nádorů, kde jsou prokázané změny v signalizaci Notch, 

jsou dlaždicobuněčné nádory hlavy a krku (HNSCC). Jedná se o 7. nejčastější typ karcinomů a 

je spojen s vysokou smrtností. Až 25 % těchto nádorů je etiologicky spojeno s infekcí lidskými 

papilomaviry (HPV). Signalizační dráhy se schopností ovlivnění buněčného cyklu, včetně dráhy 

Notch, jsou hlavním cílem působení onkogenních virů, mezi kterými HPV nejsou výjimkou. 

Tato práce popisuje změny v signalizační dráze Notch v HNSCC indukovaných HPV a účinek 

virových onkoproteinů E6 a E7 na tuto signalizační dráhu. 

Klíčová slova: signalizace Notch, lidský papilomavirus, nádor hlavy a krku 

Abstract 

The Notch signalling pathway affects cell differentiation, apoptosis and proliferation. It is an 

evolutionarily conserved signalling pathway important during embryogenesis and 

ontogenesis. Its deregulation can lead to carcinogenesis. Cells of various tumour types often 

contain gene mutations or other abnormalities in the Notch pathway. Its function with regard 

to oncogenesis has a dual character - in some cases it acts as an oncogenic pathway, in others 

it has a tumour-suppressive effect. This depends on the cellular context. A large group of 

tumours with proven abnormalities in the Notch signalling are head and neck squamous cell 

carcinomas (HNSCC). It is the 7th most common tumour type and the lethality rate is high. 

Almost 25 % of these tumours are etiologically related to human papillomavirus (HPV) 

infection. The cell cycle signalling pathways, including the Notch pathway, are the primary 

target of oncogenic viruses where HPV are no exception. This thesis describes changes in the 

Notch signalling pathway in HPV-induced HNSCC and the effect of viral oncoproteins E6 and 

E7 on this signalling pathway. 

Key words: Notch signalling, human papillomavirus, head and neck tumour  
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Seznam zkratek 

ANK ankyrinové repetice, část intracelulární domény Notch receptoru 

CBP CREB-binding protein 

CLL chronická lymfocytární leukémie 

CSL z názvů homologních proteinů: lidský CBF-1 (= RBP-J); Suppressor of Hairless 

u Drosophila; Lag-1 u Caenorhabditis elegans, DNA-vazebný protein 

DSL Delta/Serrate/Lag-2, část extracelulární domény ligandu Notch  

ECD extracelulární doména receptoru Notch 

EGF-like 

doména 

doména z repetic podobných epidermálnímu růstovému faktoru, nacházejí se 

na receptorech a ligandech dráhy Notch 

E-oblast oblast časných genů v genomu papilomavirů 

HNSCC Head and neck squamous cell carcinoma, dlaždicobuněčné karcinomy hlavy 

a krku 

HPV Human papillomavirus, lidský papilomavirus 

HR-HPV High risk human papillomavirus, vysoce rizikové lidské papilomaviry 

LCR long control region, kontrolní oblast v genomu papilomavirů 

LNR Lin-12-Notch repetice, část extracelulární domény receptoru Notch 

L-oblast oblast pozdních genů v genomu papilomavirů 

LR-HPV Low risk human papillomavirus – nízkorizikové lidské papilomaviry 

Mam Mastermind, koaktivátor transkripce signalizace Notch 

MAML-1 lidský homolog Mam 

Mib Mind bomb 

MMTV Mouse mammary tumor virus 

Neur Neuralized 

NICD Notch intracellular domain, intracelulární doména receptoru Notch 

PDZ proteinové doména, zkratka z názvů prvních proteinů, kde byla doména 

pozorována: post synaptic density protein; Drosophila disc large tumor 

suppressor; zonula occluden-1 protein 

PEST podle konzervované sekvence aminokyselin – prolin, kyselina glutamová, serin 

a threonin, část intracelulární domény receptoru Notch 

PV papilomaviry  

RAM RBP-J associated molecule, část intracelulární domény Notch receptoru 

TACE tumor necrosis factor-α-converting enzyme, ADAM17 

TAD transkripční aktivační doména, část intracelulární domény receptoru Notch 

T-ALL akutní lymfoblastická leukémie T-buněk 

TCGA The Cancer Genome Atlas 
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1 Úvod 

Nádorová transformace buněk je proces, který dosud není plně pochopen a neumíme jej 

spolehlivě zvrátit ani mu zabránit. Vyskytuje se v mnoha formách a s mnoha odlišnostmi. 

Nespočet studií se zabývá tímto tématem, ale je těžké najít univerzální modelový systém 

a dosáhnout jednotných výsledků. Nádorová buňka se od normální odlišuje na mnoha 

úrovních a všechny abnormality pravděpodobně dosud nebyly popsány. Každá nádorová 

buňka je trochu jiná a souhrn jejich vlastností určuje vlastnosti celého nádoru, například 

invazivitu, ale i reakci na léčiva. Tyto buňky mívají často poškozené signalizační dráhy spojené 

s regulací buněčného dělení a apoptózou – právě to způsobuje jejich transformaci. Signalizační 

dráha Notch je jednou z nich. Jedná se o konzervovanou signalizační dráhu, která má zásadní 

roli v procesu embryogeneze i ontogeneze. Může buňku udržovat ve stavu dělící se kmenové 

buňky, indukovat její diferenciaci nebo ji odsoudit k apoptóze. Její důležitá role v procesu 

karcinogeneze z této dráhy činí možný cíl protinádorové terapie. Pro zacílení této dráhy 

v medicíně je ale nutné důkladné pochopení molekulárních mechanismů dráhy a její vliv 

na nádorovou transformaci. Zde jsou popsány změny signalizační dráhy Notch v kontextu 

skupiny nádorů hlavy a krku (HNSCC). Jedná se o jedno z nejčastějších závažných nádorových 

onemocnění a zároveň je to velmi heterogenní skupina nádorů, které vznikají 

z dlaždicobuněčného epitelu v oblasti orofaryngu, dutiny ústní a hrtanu. Část těchto nádorů je 

kauzálně spojena s infekcí lidskými papilomaviry (Human papillomavirus, HPV). Právě tato 

heterogenita by z nich mohla dělat vhodný modelový systém pro popis role dráhy Notch 

v karcinogenezi. Tato práce se podrobněji zaměřuje na změny dráhy Notch v souvislosti 

s infekcí HPV, které způsobují transformaci pomocí svých onkoproteinů E6 a E7. Cílem této 

práce je tedy popsat také jejich interakce se signalizační dráhou Notch. 
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2 Signalizační dráha Notch 

Signalizace Notch je jedna z buněčných signalizačních drah, které jsou v živočišné říši 

(Metazoa) velmi konzervované. Reguluje proliferaci buněk, diferenciaci a buněčnou smrt, 

proto je zásadní především v prenatálním období, kde hraje důležitou roli během 

embryonálního vývoje a neurogeneze (Artavanis-Tsakonas et al., 1999). Schopnost regulace 

buněčného cyklu je ale také příčinou maligních transformací buněk, které mohou nastat 

při poruchách Notch signalizační dráhy (Radtke & Raj, 2003). 

2.1 Mechanismus signalizační dráhy Notch 

Základní princip signalizační dráhy Notch je jednoduchý. Vazbou ligandu na transmembránový 

receptor na povrchu buňky dochází k aktivaci a molekula receptoru je proteolyticky 

rozštěpena. Její intracelulární část (Notch intracellular domain, NICD) pak přenáší signál 

do jádra buňky, kde se váže na transkripční faktory a ovlivňuje transkripci cílových genů. 

Podrobnější popis signalizační dráhy (Bray, 2006) je uveden níže, pro zjednodušení rozdělen 

do čtyř kroků: 

1. Vytvoření receptoru Notch a umístění na buněčnou membránu 

2. Aktivace receptoru Notch vazbou ligandu 

3. Uvolnění NICD a její přesun do jádra 

4. Regulace transkripce 

Schéma celé signalizační dráhy je znázorněno na Obrázek 2. 

2.1.1 Tvorba Notch receptoru a umístění na buněčnou membránu 

Receptory z rodiny Notch jsou heterodimerní transmembránové proteiny jedenkrát 

procházející membránou. Struktura receptoru, je znázorněna na Obrázek 1. Skládá se z: 

- extracelulární domény (ECD) - na N-konci aminokyselinového řetězce, je složena se 

z mnoha opakujících se sekvencí podobných epidermálnímu růstovému faktoru 

(epidermal growth factor like repeats, EGF-like doména) (Wharton et al., 1985) 

a Lin-12-Notch repetice (Lin-12-Notch repeats, LNR) na straně bližší k membráně, 

obsahuje místa pro glykosylaci, na která se váže ligand, 

- transmembránové části – je k ECD připojena nekovalentně, obsahuje krátkou 

hydrofobní sekvenci, která prochází membránou, a přilehlé části z intracelulární 

i extracelulární oblasti proteinu, zahrnuje 3 místa štěpení – S1, S2 a S3, 
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- intracelulární části (NICD), která obsahuje RAM (RBP-j associated molecule) doménu, 

7 ankyrinových repetic (ANK), transkripční aktivační doménu (TAD) a PEST doménu 

(zkratka podle konzervované sekvence aminokyselin - prolin, kyselina glutamová, serin 

a threonin), po navázání ligandu je odštěpena v S3 místě a putuje do jádra (Chillakuri 

et al., 2012). 

U savců se můžeme setkat se čtyřmi 

různými typy receptorů: Notch1 – 4. 

Navzájem se od sebe liší počtem EGF-like 

repeticí. Notch1 a 2 jsou téměř stejné, mají 

jen nepatrné odlišnosti, Notch3 a 4 mají 

méně EGF-like repetic. 

Struktura ligandu je velmi podobná 

struktuře Notch receptoru (Obrázek 1) – 

má extracelulární část, která se skládá 

z domény DSL (Delta/Serrate/Lag-2) 

a EGF-like repetic. Následuje 

transmembránová a intracelulární část. 

Intracelulární část je podstatně menší, než 

extracelulární a může obsahovat doménu 

specifickou doménu se schopností vázat 

proteiny s doménou PDZ (zkratka odvozena od názvů prvních proteinů, kde byla doména 

pozorována – post synaptic density protein, Drosophila disc large tumor suppressor, zonula 

occluden-1 protein). Během maturace prochází podobnými posttranslačními modifikacemi 

jako receptor Notch. Ligandem bývají proteiny ze serátové či delta rodiny, u savců 5 různých 

molekul – JAG1 a 2, a DLL1, 3 a 4. Jednotlivé typy ligandů se liší, podobně jako receptory Notch, 

počtem EGF-like repetic. Proteiny JAG jich mají více – 16, a DLL 5-9 (Chillakuri et al., 2012).  

Receptor Notch je transmembránový protein, je tudíž kotranslačně vložen do membrány 

endoplazmatického retikula, následně putuje přes Golgiho aparát anterográdní cestou 

na plasmatickou membránu a během transportu je upravován. Hlavní posttranslační úpravy, 

kterými receptor prochází, jsou glykosylace a proteolytické štěpení. Glykosylace probíhá 

na N-koncové doméně. Nejprve je připojena první fukóza pomocí enzymu O-fukosyl 

Obrázek 1 - Struktura receptoru Notch a jeho 
ligandu 
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transferázy, tento krok je zásadní a ovlivňuje funkci receptoru (Shi & Stanley, 2003). Na první 

fukózu poté glykosyl transferázy z proteinové rodiny Fringe připojují další cukry (Haines & 

Irvine, 2003). Glykosylace umožňuje správné navázání ligandu, proto je v procesu maturace 

nezbytná. Při průchodu trans-Golgiho systémem je receptor Notch posttranslačně naštěpen 

v S1 místě konvertujícím enzymem furinem (Logeat et al., 1998). Vzniká tak nekovalentně 

vázaný heterodimer. Posttranslační modifikace jsou zásadní při regulaci signalizační dráhy 

Notch.  

2.1.2 Aktivace receptoru Notch vazbou ligandu 

Molekulární mechanismus dráhy Notch je neobvyklý tím, že jak signál (ligand), který způsobuje 

aktivaci dráhy, tak i receptor tohoto signálu je zprostředkován transmembránovými 

molekulami na povrchu buněk. Dráha se tedy spouští po kontaktu dvou sousedících buněk, 

z nichž jedna na svém povrchu nese ligand a druhá receptor Notch (Bray, 2006). 

Obrázek 2 - Signalizace Notch 
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2.1.3 Uvolnění intracelulární domény a její přesun do jádra 

Po navázání ligandu na receptor dochází ke dvěma dalším proteolytickým štěpením. Nejprve 

je molekula receptoru štěpena v místě S2. Při tomto procesu hrají roli 2 metaloproteázy 

z rodiny ADAM – ADAM10 a ADAM17 = TACE (tumor necrosis factor-α-converting enzyme) 

(Brou et al., 2000). Při tom dojde k odštěpení ECD, která zůstává navázaná na ligandu, spolu 

s ním je sousedící buňkou endocytována a poté degradována. Ligand je naopak recyklován 

a vrácen na membránu.  

Druhé štěpení probíhá v místě S3 a je katalyzováno γ-sekretázou (De Strooper et al., 1999). 

Dochází při tom k uvolnění NICD domény, která je následně transportována do jádra.  

2.1.4 Regulace transkripce 

V jádře se NICD váže do hydrofobní kapsy DNA-vazebného proteinu CSL (zkratka je odvozena 

od názvů homologních proteinů u třech zástupců živočišné říše: lidský CBF-1 nebo 

RBP-J; Suppressor of Hairless u Drosophila; Lag-1 u Caenorhabditis elegans). Jedná se 

o transkripční faktor, který se váže na DNA v promotorové oblasti cílových genů signalizační 

dráhy. V této vazbě hraje nejdůležitější roli NICD doména RAM (Lubman et al., 2007). 

K zahájení transkripce je nutný také koaktivátor Mastermind (Mam, u člověka MAML-1) a další 

proteiny aktivačního komplexu, které se váží naopak na ANK doménu (Nam et al., 2006). 

Pomocí proteinu Mam je aktivována histonová acetyltransferáza, díky které dojde 

k rozvolnění smyček DNA z histonů a umožní se tak sestavení iniciačního a elongačního 

komplexu potřebného k transkripci. Aktivuje se také cyklin dependentní kináza 8, která 

fosforyluje NICD, následuje ubiquitinylace a doména je odsouzena k degradaci. Degradace 

NICD ústí v disociaci Mam a dalších koaktivátorů. Pokud se na CSL neváže NICD s aktivátory 

transkripce, obsadí vazebná místa represory (Bray, 2006). 

2.2 Cílové geny signalizační dráhy Notch 

Hlavními cílovými geny signalizace Notch jsou proteinové rodiny Hes a Hey (Iso et al., 2003). 

Jedná se o transkripční faktory se strukturním motivem helix-loop-helix, kterým se váží 

na DNA. Zastávají funkci transkripčních represorů a jsou důležité mj. ve vývoji nervového 

systému, krevních cév a srdce. Tyto proteiny indukují nástup diferenciace buněk za bazální 

vrstvou epitelu. K dalším patří CCND1 regulující cyklin dependentní kinázu, mitochondriální 
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regulátor apoptózy BCL-2, transkripční regulátor c-myc či inhibitor cyklin dependentních kináz 

p21. Všechny tyto proteiny mají roli v regulaci buněčného cyklu. Některé z nich jsou 

specifickým cílem jen v určitém typu buněk, např. c-myc je exprimován v T-buňkách (Weng et 

al., 2006). Další studie poukazuje na to, že je možné, že některé cílové geny jsou spojeny se 

signalizací určitými typy proteinů dráhy Notch. Fukusumi a Califano (2018) hledali specifické 

souvislosti mezi jednotlivými typy receptorů Notch a regulací jejich cílových genů v databázi 

TCGA (The Cancer Genome Atlas). Ve svém výzkumu odhalili několik potenciálních dvojic: 

NOTCH1 – BCL-2, NOTCH3 – HEY1, NOTCH4 – HEY1 a NOTCH4 – BCL-2. Sledování exprese 

cílových genů dráhy Notch je také jednou z možností, jak zkoumat poruchy v této dráze. Sun 

et al. (2014) sledovali mutace v dráze Notch a expresi jejích cílových genů HES1 / HEY1 

na vzorcích z HNSCC 44 pacientů a srovnávali je s 25 vzorky normální tkáně. Zjistili, že exprese 

mRNA HES1 / HEY1 je podstatně nižší v HNSCC s mutací NOTCH1 než u HNSCC s wild-type 

NOTCH1, ale ne nižší než ve zdravé tkáni. V HNSCC byly oproti normální tkáni HES1 / HEY1 

nadměrně exprimovány. 

2.3 Regulace Notch signalizační dráhy 

To, jestli bude mít buňka signalizační dráhu Notch aktivní či neaktivní a jak moc aktivní 

signalizace bude, určuje množství regulačních mechanismů. U buněk je kromě toho potřeba 

určit, zda bude buňka signál vysílat nebo přijímat. Nemůže zastávat obě tyto funkce, jinak by 

se mohlo stát, že jedna buňka svými ligandy aktivuje své vlastní receptory Notch. Rozdělení 

na signál-vysílající a signál-přijímající buňky tedy zabraňuje autoaktivaci. Buňka bude 

signál-vysílající tehdy, pokud je na jejím povrchu přítomno více ligandu než receptoru. Naopak 

signál-přijímající buňka se pozná tak, že má více receptorů Notch (Sprinzak et al., 2010). Přitom 

ale nebyla nalezena přímá souvislost s expresí genů pro ligandy či receptory. Ačkoli tedy 

signál-přijímající buňka má na svém povrchu mnohem více Notch receptoru než ligandu, může 

mít úroveň exprese ligandu stejně vysokou, jako sousední signál-vysílající buňka, regulace 

probíhá na jiné úrovni. Roli zde hrají endocytické dráhy a posttranslační modifikace jak 

receptoru, tak ligandu. Mechanismus regulace umožňuje rozdílnou signalizaci u ekvivalentních 

buněk (Bray, 2006). Jednotlivé principy regulace můžou sloužit k vývinu léčiv pro poruchy 

v Notch signalizaci. 
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2.3.1 Laterální inhibice 

Tento mechanismus slouží k rozdělení na signál-vysílající a signál-přijímající buňky. Pokud 

dojde k interakci receptoru Notch a jeho ligandu na membráně stejné buňky, jedná se o cis 

inhibiční vazbu (Micchelli et al., 1997). V signál-vysílajících buňkách dochází k cílené 

destabilizaci Notch receptoru. Ty jsou degradovány a na povrchu zůstávají převážně ligandy. 

Zároveň v buňkách, které signál přijímají je inhibována aktivita Neuralized (Neur), která se 

podílí na endocytóze. Notch receptory tak nejsou endocytovány a zůstávají na povrchu buněk 

(Bray, 2006). 

2.3.2 Aktivace ligandu 

Ligandy pro dráhu Notch se nacházejí na všech běžných buňkách, jsou ale v neaktivním stavu. 

I když je tedy ligand na povrchu buňky, neznamená to, že buňka vysílá signál. Poté, co je ligand 

transportován na membránu, je teprve nutné jej aktivovat. Tohoto procesu se účastní 

ubiquitinová ligáza E3, Neur a Mind bomb (Mib), neaktivní ligand je ubiquitinylován a spustí 

se epsin-zprostředkovaná endocytóza ligandu. V endosomu proběhne další modifikace a poté 

je již aktivní ligand opět vložen do cytoplasmatické membrány (Bray, 2006). 

2.3.3 Endocytické dráhy, ubiquitinylace a degradace 

Endocytóza je zásadní už při aktivaci ligandu, jak je popsáno v předchozím odstavci, není to ale 

jediný proces, kde se uplatňuje. Endocytóza hraje také významnou roli v regulaci množství 

receptorů a ligandů na povrchu buněčné membrány. Jelikož exprese těchto proteinů v regulaci 

nehraje velkou roli, musí být jejich množství na membráně kontrolováno jinak – endocytózou. 

To je umožněno tím, že receptor i ligand jsou transmembránové receptory (Yamamoto et al., 

2010). Pokud nemá docházet k Notch signalizaci, probíhá v buňce aktivní endocytóza 

receptorů a většina se jich tak místo na membráně nachází v endocytických kompartmentech 

v cytoplasmě nebo jsou určené k degradaci. Endocytické procesy ovlivňují dobu, po kterou je 

receptor vystaven na membráně a tudíž dobu, po kterou se může navázat ligand. Poruchy 

v endocytických procesech ovlivňují množství receptorů Notch na povrchu buňky a poruchy 

ubiquitinylace a degradace způsobují nadměrnou Notch signalizaci. 

Endocytické dráhy jsou závislé na γ-sekretáze, která umožňuje klathrinovou endocytózu, proto 

je signalizace ovlivňována také schopností vázat tento enzym (Gupta-Rossi et al., 2004). Této 

úrovně regulace se účastní protein Numb, který interaguje s ubiquitinovou ligázou E3 

a inhibuje Notch signalizaci (McGill & McGlade, 2003). 
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2.3.4 Posttranslační modifikace 

Aktivita ligandů a receptorů a schopnost vázat se na sebe je způsobena posttranslačními 

modifikacemi. Do jaké míry, zda vůbec nebo kterou rodinu ligandů bude receptor schopen 

vázat je závislé na glykosylaci EGF-like repetic domény ECD (Shi & Stanley, 2003). Tyto procesy 

jsou pod kontrolou enzymů O-fukosyl transferázy a glykosyl transferázy z rodiny Fringe, jak 

bylo popsáno výše. Nezanedbatelnou roli má také proteolytické štěpení v S1 místě 

zprostředkované furinem (Logeat et al., 1998). 
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3 Úloha signalizační dráhy Notch v karcinogenezi 

Ačkoli je signalizační dráha v principu jednoduchá a přímá, její role v karcinogenezi je mnohem 

komplexnější a ne tak přímočará. Studie zabývající se tímto tématem přinášejí u různých typů 

HNSCC rozdílné výsledky. Úloha této dráhy je v buňce totiž kontextová a má duální charakter. 

V některých případech působí jako tumor-supresor, jindy vzniku nádoru napomáhá. Tato dvojí 

role dosud není plně prozkoumána a vyžaduje další výzkum, některé studie ale předkládají 

možné vysvětlení. Lobry et al., (2011) navrhli souvislost s buněčným kontextem. O tom, kterou 

funkci bude signalizace Notch zastávat, rozhoduje typ buňky, ve které k signalizaci dochází. 

Signalizace Notch vede k zahájení transkripce cílových genů, z nichž některé jsou shodné 

pro všechny buňky v organismu, některé se ale aktivují jen v určitém buněčném typu. Mezi 

specifické cílové geny patří např. c-myc v T-buňkách, který je následkem vyšší aktivity dráhy 

Notch nadměrně exprimován v buňkách akutní lymfoblastické leukémie T- buněk (T-ALL) 

(Weng et al., 2006). Hamidi et al. (2011) diskutují možnost, že role Notch je dána součtem 

vlivů dalších transkripčních faktorů na cílové geny této dráhy. Ve své práci se zabývali geny, 

jejichž expresi ovlivňuje vazba proteinu CSL, a zjistili, že CSL se může vázat do promotorových 

oblastí mnoha genů důležitých signalizačních drah. Regulace mnoha signalizačních drah se 

do určité míry překrývají a o výsledném stavu exprese jejich cílových genů rozhoduje mnoho 

faktorů. Charakter signalizační dráhy Notch tedy nemusí být dán jen samotnou aktivitou 

proteinu CSL, ale také spolupůsobením mnoha dalších transkripčních faktorů daného cílového 

genu. Duální charakter Notch je nutné promítnout do případné léčby zaměřené na signalizační 

dráhu Notch a implikuje specifickou léčbu pro jednotlivé pacienty. I když je u pacienta 

diagnostikována porucha dráhy Notch, musí se při léčbě zohledňovat její role v daném 

kontextu. U malignit zapříčiněných nadměrnou aktivitou této dráhy je potřeba ji inhibovat, ale 

pokud má dráha tumor-supresivní účinky, je cílem signalizaci podpořit. 

3.1 Notch jako onkogen 

Role dráhy Notch ve vzniku nádorů byla poprvé pozorována u T-ALL. Zde Notch vystupoval 

jako onkogen. V lokusu pro Notch byla objevena translokace, která výsledný protein zkrátila 

a způsobila tak trvale aktivní stav NICD (Ellisen et al., 1991). Onkogenní funkce Notch byly 

později nalezeny také v buňkách některých solidních nádorů. První zmínky se týkají karcinomu 

prsní žlázy myší indukovaného virem MMTV (Mouse mammary tumor virus), identifikace 

zkoumané oblasti jako lokus Notch proběhla později Gallahan et al., (1987). Poté byla 
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onkogenní funkce dráhy zkoumána také v prsních karcinomech lidí (Reedijk et al., 2005), 

v nádorech prostaty (Santagata et al., 2004), slinivky břišní (Miyamoto et al., 2003), 

glioblastomu (Brennan et al., 2009) nebo v nemalobuněčném karcinomu plic (Yuan et al., 

2015). Z lymfocytárních leukémií můžeme ještě jmenovat chronickou lymfocytární leukémií 

(CLL) (Fabbri et al., 2011). 

3.2 Notch jako nádorový supresor 

Tumor-supresorová povaha signalizace Notch byla pozorována v mnoha studiích. Nicolas et 

al. (2003) ji odhalili v kůži savců. Zkoumali dopad signalizace Notch v epidermis dospělých myší 

a přišli na to, že signalizace Notch zde indukuje diferenciaci keratinocytů. Poškození genu 

Notch vedlo ke vzniku nádorů a transformaci buněk, kromě toho ale také ke snížené signalizaci 

β-kateninu. Zweidler-McKay et al. (2005) aktivitu Notch pozorovali u maligních B-buněk 

in vitro a ukázali, že signalizace Notch vede k inhibici růstu a apoptóze. Studie týkající se 

HNSCC také ukazují na tumor-supresorovou funkci dráhy Notch. Agrawal et al. a Stransky et al. 

(2011) analyzovali mutace Notch v buňkách HNSCC a ve většině případů se jednalo 

o non-sense mutace, inzerce či delece pravděpodobně vedoucí ke ztrátě funkce proteinu. 

To by ukazovalo spíše na tumor-supresorovou roli Notch. Tumor-supresorová funkce byla 

pozorována také v buněčných liniích malobuněčného karcinomu plic (Sriuranpong et al., 

2001), adenokarcinomu slinivky břišní (Hanlon et al., 2010) či myšího karcinomu jater (Viatour 

et al., 2011). 
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4 Papilomaviry 

Existuje mnoho příčin nádorové transformace a jednou z těch hlavních jsou onkogenní viry. 

Onkogenní viry mají schopnost indukovat imortalizaci a narušit buněčný cyklus hostitelské 

buňky, což vede k nekontrolovanému buněčnému dělení – nádorové proliferaci. Mezi viry 

s touto schopností patří zástupci retrovirů, polyomavirů, adenovirů, herpesvirů a kromě toho 

také papilomavirů. 

Papilomaviry (PV) jsou malé neobalené viry s genomem tvořeným dvouřetězcovou DNA. Mají 

ikosaedrální kapsidu, která dosahuje rozměrů kolem 55 nm v průměru. Infikují epitely 

širokého spektra hostitelů z živočišné říše včetně ptáků, plazů, vačnatců, savců i lidí. PV se 

dlouho koevolučně vyvíjeli se zástupci obratlovců, proto PV obvykle pro daný druh nejsou 

patogenní. I u člověka je výskyt HPV běžný a infekce obvykle nezpůsobuje žádné či jen lehké 

klinické příznaky. To se týká většiny nízkorizikových HPV typů (LR-HPV). Některé LR-HPV, mezi 

které patří např. HPV6, HPV11 nebo HPV40 z rodu beta, ale můžou být příčinou lehčích 

onemocnění. Vysoká patogenita je spojena se zbývající menšinou vysoce rizikových alfa HPV 

virů (HR-HPV). K těm se řadí zejména HPV16, HPV18, HPV31 či HPV33. Jako nejvíce patogenní 

HPV je považován HPV16, tento typ byl detekován až v 87 % všech HPV-pozitivních nádorech 

hlavy a krku (Dayyani et al., 2010). HR-HPV mají onkogenní potenciál a můžou zapříčinit 

maligní transformace buněk epitelů a progresi nádorů. Jsou tkáňově specifické. Infikují krycí 

epitely, kde způsobují kožní bradavice, což jsou vlastně benigní nádory, které většinou 

zůstávají pod kontrolou imunitního systému. Je to onemocnění běžné u dětí. Dalším projevem 

infekce jsou genitální kondylomata (bradavice) a neoplazie až karcinomy vznikající 

z anogenitálních sliznic. Závažným onemocněním spojeným s HR-HPV je karcinom děložního 

čípku, vaginy, vulvy a análního kanálu. Nezanedbatelnou skupinou nádorů jsou také HNSCC, 

které vznikají ze sliznic dýchacích cest a proximální části zažívacího traktu. K přenosu virů 

dochází převážně těsným kontaktem kontaminované kůže či sliznic  ale i ne nepřímo (Doorbar, 

2015). 

4.1 Organizace genomu a infekční cyklus PV 

Genomem PV je dvouřetězcová DNA s velikostí kolem 8 kbp. Jedná se o jeden kruhový 

segment, který je navázaný na buněčné histony a tvoří tak minichromosom. Všechny virové 

geny se nacházejí na jednom řetězci, kde tvoří překryvné čtecí rámce. Genom lze rozdělit 
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do 3 oblastí: oblast časných genů (E-oblast), oblast pro pozdní geny (L-oblast) a kontrolní 

oblast (long control region, LCR). E-oblast kóduje časné proteiny E1 a E2, jež jsou důležité 

pro replikaci a transkripci virového genomu. E1 má funkci DNA helikázy, zabezpečuje iniciaci 

replikace. E2 funguje především jako transkripční faktor, váže se na specifické sekvence v LCR 

oblasti a má schopnost aktivovat transkripci dalších časných genů E4 – E7. Proteiny E6, E7 a E5 

jsou zásadní při ovlivnění regulace buněčného cyklu a proliferace, jsou to virové onkoproteiny. 

Z L-oblasti se přepisují geny pro kapsidové proteiny L1 a L2, které se účastní skládání virionu. 

Vir se nejčastěji následkem poškození dostane na bazální vrstvu epitelu a infikuje mitoticky se 

dělící buňky. Při mitóze, která je pro infekci virem nezbytná, se virová DNA dostane do jádra 

hostitelské buňky. Při infekci některými typy HPV může dojít k integraci virového genomu 

do hostitelského chromozomu a ztrátě některých genů, např. genů pro negativní regulaci 

onkogenních E6 a E7, čímž dochází k nadprodukci E6 a E7. Častěji ale zůstává virová DNA 

ve formě episomů. Nejprve jsou aktivovány časné promotory a dojde k transkripci E1 a E2. 

Pomocí těchto proteinů dochází k prvotní replikaci virového genomu. Replikace probíhá 

jednou za buněčný cyklus při dělení buňky, počet kopií na buňku vzroste na 50-100. Během 

infekce buňka prochází procesem diferenciace a přesouvá se do keratogenní zóny kůže. V tuto 

chvíli se v terminálně diferencovaných buňkách spouští transkripce z pozdního promotoru 

a dochází k vegetativní replikaci DNA. Virové genomy se balí do vznikajících kapsid a uvolňují 

se z buněk na povrchu epitelu. (Doorbar, 2015) 

4.2 Funkce virových onkoproteinů E6, E7 a E5 

Některé virové proteiny mají schopnost regulovat proteiny buněčného cyklu, což zvyšuje 

patogenitu daného viru a jsou příčinou jeho onkogenního potenciálu. Mezi tyto proteiny patří 

E6, E7 a E5 HR-HPV z rodu alfa. Funkce jednotlivých onkoproteinů se do jisté míry liší i mezi 

blízce příbuznými typy HPV a určují míru patogenity daného typu. Onkoproteiny umožňují 

deregulaci buněčného cyklu za účelem množení viru, pro buňku to ale znamená únik apoptóze 

a zvýšenou proliferaci. Proteiny E6, E7 a E5 interagují s celou řadou buněčných proteinů, čímž 

ovlivňují mnoho buněčných dějů. Kromě toho mají virové E6 a E7 funkci regulátorů exprese 

buněčných genů, takže mohou působit změny v různých signalizačních drahách a proliferační 

efekt se tak zvyšuje (Doorbar, 2015).  
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4.2.1 Funkce E6 

Nejdůležitější funkce E6 v karcinogenezi je degradace p53. E6 se váže na komplex ubiquitinové 

ligázy, poté interaguje s p53 a vede jej k degradaci (Scheffner et al., 1993). p53 má funkci jako 

transkripční faktor řady genů regulujících buněčný cyklus, opravy DNA, a kromě toho jeho 

zvýšená exprese vede k apoptóze. Virový onkoprotein E6 tedy brání apoptóze. Schopnost 

degradace p53 se i u blízce příbuzných typů HPV liší a do jisté míry určuje úroveň 

karcinogeneze viru. Například E6 HPV-16 má větší afinitu k ubiquitinové ligáze E3A než E6 

HPV31, i když sekvenční identita těchto dvou proteinů se pohybuje kolem 67% (Conrady et al., 

2020). Podobně i LR-HPV mohou vázat p53, ale většinou s daleko nižší afinitou. Interakce 

s dalšími proteiny hostitelských buněk se ukazují být více specifické pro jednotlivé typy HPV. 

White et al. (2012) studovali protein-proteinové interakce virového E6 s proteiny hostitelské 

buňky keratinocytu. Publikovali data z 16 různých typů HPV, z nichž 5 je vysoce rizikových. 

Potvrdili již známé interakce a navíc odhalili některé nové. Z těchto dat jde vidět, že hlavní 

společné cíle E6 všech 5 sledovaných HR-HPV jsou právě ubiquitinová ligáza E3A (interakce 

s E6 všech typů HR-HPV) a p53 (interakce s E6 4/5 typů HR-HPV), členové dráhy degradace 

p53, jak bylo popsáno výše. Interakce s ubiquitinovou ligázou a p53 jsou pozorované taky u LR-

HPV E6, jsou tedy pravděpodobně více konzervované. Kromě E3A a p53 studie potvrdila 

interakce HPV16 E6 také s p300 a CBP (CREB-binding protein) a dále odhalila vazbu s ADRM1, 

jenž je součást proteasomu, nebo HERC2, což je jiný typ E3 ubiquitinové ligázy. Naproti tomu 

E6 HPV18 se váže mj. na kinázu PIP5K1A, mitochondriální importní protein TOM20 nebo 

SUPT5H vystupující v transkripci. Vliv HPV16 E6 na signalizační dráhy Notch prokázali Kranjec 

et al. (2017) na raftových kulturách z buněk karcinomu děložního čípku. Přesný mechanismus 

působení ale popsán nebyl. HR-HPV E6 obsahuje PDZ-vazebnou doménu, což je další 

prostředek jeho onkogenních funkcí. Pomocí této domény je schopen vázat proteiny nesoucí 

doménu PDZ a vést je k degradaci. Mezi tyto proteiny patří tumor-supresor Scribble nebo 

guanylátová kináza MAGI-1 (Glaunsinger et al., 2000, Nakagawa & Huibregtse, 2000). 

Degradace těchto proteinů může probíhat i nezávisle na ubiquitinové ligáze E3A, což HPV 

otevírá větší možnosti působení (Massimi et al., 2008). 

4.2.2 Funkce E7 

Nejdůležitější funkce E7 je vazba pRb. pRb je tumor-supresorový protein vystupující v regulaci 

buněčného cyklu. Je vyžadován v kontrolním bodu cyklu mezi G1 fází a počátkem replikace 



14 
 

DNA. Ve zdravých buňkách má za úkol zastavit buněčné dělení, pokud je DNA poškozená. 

Při poškození DNA se pRb hromadí v buňce, váže transkripční faktor E2F, brání tak transkripci 

genů zapojených do progrese buněčného cyklu a inhibuje přechod do S fáze (Harrington et al., 

1998). HPV E7 má schopnost vázat pRb, způsobit jeho acetylaci pomocí histonových 

acetyltransferáz CBP/p300 a tím indukovat vstup do buněčného cyklu a proliferaci (Chan et al., 

2001). Také bylo prokázáno, že inaktivace pRb je zastoupena téměř ve všech způsobech 

onkogeneze E7 (Balsitis et al., 2005), další funkce E7 jsou většinově tedy již odvozené od této 

dráhy. 

4.2.3 Funkce E5 

Funkce proteinu E5 je zatím méně prozkoumána, má ale roli např. v EGFR signalizaci nebo 

úniku imunitnímu systému a to tak, že se váže na molekuly HLA I. třídy a zabraňují jejich 

transportu z Golgiho aparátu na povrch buňky (Ashrafi et al., 2006), kde by prezentovaly 

buněčné peptidy, tedy i virové. 
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5 Nádory hlavy a krku 

Dlaždicobuněčné karcinomy hlavy a krku neboli head and neck squamous cell carcinoma 

(HNSCC) jsou heterogenní skupinou zhoubných nádorů odvozených z dlaždicových buněk 

slizničního epitelu horního dýchacího traktu, dutiny ústní, hltanu či slinných žláz. Jedná se 

o 7. nejčastější typ nádorů a má 50% smrtnost (Sung et al., 2021). Jednotlivé HNSCC se liší 

v charakteristikách, jako příčinou vzniku, místem, kde se nachází, invazivitou nebo odolností 

proti léčivům. Proto představují vhodný modelový systém pro výzkum molekulárních změn 

v nádorových buňkách, včetně signalizační dráhy Notch. Výrazně odlišné jsou dvě hlavní 

skupiny, které dělíme podle toho, zda se za jejich vznikem skrývá infekce viry nebo jsou 

zapříčiněny jinými faktory. Viry se schopností vyvolat proliferaci buněk v HNSCC patří do rodu 

papilomavirů, proto se tato skupina nádorů označuje jako HPV-pozitivní nádory. Naopak 

HPV-negativní nádory jsou ty s jinou příčinou vzniku. Hlavní charakteristiky těchto dvou typů 

jsou srovnané v Tabulka 1. 

Transformace na nádorové buňky je obecně způsobena poruchami v buněčném cyklu. Toho je 

docíleno inhibicí proteinů p53, pRB a dalších faktorů kontrolujících buněčný cyklus. p53 i pRB 

jsou tumor-supresorové proteiny, které udržují buňku v G1 fázi buněčného cyklu, a proto 

právě při jejich absenci dochází k proliferaci. Přesný vývoj vzniku nádoru HNSCC není detailně 

popsán, protože HNSCC je často diagnostikován až v pozdějším stadiu. Předpokládá se ale sled 

několika stadií. HNSCC se vyvíjí typicky z kmenové nebo progenitorové buňky epitelu, které 

neztratily schopnost pluripotence a stále se můžou dělit. Prvním stadiem je hyperplasie 

epiteliálních buněk, kdy dochází k namnožení prvotní poškozené buňky. Následovat by měla 

dysplasie, kde typicky jsou již znatelné morfologické změny, v HNSCC ale nejsou příliš patrné. 

Dysplasie se rozvíjí do stádia karcinom in situ. V tomto stádiu jsou nádorové buňky odděleny 

od zdravé tkáně bazální membránou a po jejím překročení se již z nádoru stává invazivní 

karcinom (Califano et al., 1996). Z primárních nádorů tak můžou buňky migrovat do okolní 

tkáně a velmi často se rozvíjejí sekundární metastáze v oblastech hlavy a krku, které se mohou 

znovu opakovaně dělit. U pacientů s opakovanými HNSCC je prognóza přežití horší. (Leõn 

et al., 2012). Při vzniku metastáz je důležitá regulace přeměny epiteliálních buněk na buňky 

mezenchymální – epiteliálně-mezenchymální přechod. Každé stadium je doprovázeno 

specifickými změnami genové exprese (Johnson et al., 2020). 
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Nádorová buňka se od normální zdravé liší expresí jiných proteinů, zvláště proteinů 

signalizačních drah. Podle toho lze nádorové buňky detekovat a je to také možnost, jak zacílit 

léčbu právě na tyto buňky. Některé signální dráhy, které jsou v normálních buňkách neaktivní, 

se v těch nádorových spouští, jiné jsou naopak umlčeny. Nejčastější změny u HNSCC bývají 

v těchto drahách: 

- Wnt/β-katenin dráha – Wnt signalizace vede k transformaci buněk tím, že brání 

rozkládání β-kateninu, který se hromadí v jádře buněk. Tento jev je pozorován 

u infekcí HPV16. 

- dráha PI3K – AKT – mTOR spojená s úbytkem E-kadherinu – jedná se o tyrozinkinázový 

receptor umístěný na povrchu buňky, který tvoří adhezivní spojení v epitelech. 

V nádorových buňkách vede úbytek E-kadherinu k nadměrné produkci EGFR a růstu. 

- Heterodimerizace PPAR a RXR – jsou to receptory jaderných hormonů vystupující 

v katabolismu mastných kyselin. V HNSCC bývá zvýšená exprese jednoho typu PPAR. 

- Z dalších např. dráhy spojené s integriny, iontovými kanály nebo receptorovými 

tyrozinkinázami (Lawrence et al., 2015, Worsham et al., 2013). 

5.1 HPV-negativní nádory 

Mezi prokázané rizikové faktory pro rozvoj HPV-negativního HNSCC patří podobně jako 

pro vnik jiných druhů nádorů zejména užívání tabáku a nadměrná konzumace alkoholu 

(Franceschi et al., 1990). Z dalších příčin můžeme jmenovat například život v silně znečištěném 

životním prostředí či práce s některými chemikáliemi, vyšší věk a genetické predispozice, která 

může být spojena s epigenetickými změnami. Medián diagnózy HPV-negativních HNSCC se 

pohybuje okolo 58 let věku pacienta (Gillison et al., 2008). Buňky HPV-negativních HNSCC 

obsahují relativně velké množství mutací v genech buněčného cyklu a genomových přestaveb, 

kterým dominují inaktivační mutace tumor-supresorových genů. Tento fakt odlišuje HNSCC 

od jiných typů nádorů, kde naopak dochází převážně ke změnám v onkogenech. Analýzou 

mutací se zabývali Agrawal et al. (2011). Sekvenovali 18 000 kódujících genů u 32 HNSCC 

metodou celogenomového sekvenování a sledovali mutace v genech v závislosti na rizikových 

faktorech u daného pacienta. Mimo jiné odhalili, že buňky HPV-negativních HNSCC obvykle 

nesou více mutací než buňky HPV-pozitivních HNSCC a že sledované mutace se zdají být častěji 

inaktivační pro daný gen. K hlavním mutovaným genům patří TP53 kódující protein p53 

a NOTCH1, který má roli v diferenciaci dlaždicových buněk a ukazuje se být druhým nejčastěji 
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mutovaným genem v těchto typech nádorů. Z dalších genů potom např. CDKN2A pro protein 

p16. Nejsou výjimečné ani mutace v regulátorech oxidačního stresu. K velmi podobným 

výsledkům došli také Stransky et al. (2011), kteří analyzovali mutace v 74 HNSCC kromě 

celogenomového sekvenování také jednou ze sekvenačních metod nové generace. Podobně 

jako Agrawal et al. (2011) zohledňovali také etiologii spojenou s HPV. Další srovnávací studii 

publikovali Lawrence et al. (2015), kteří analyzovali 279 HNSCC z databáze TCGA, s největším 

zastoupením nádorů ústní dutiny, hrtanu a orofaryngu. Ve své práci potvrdili časté inaktivační 

mutace TP53, CDKN2A a NOTCH1 u HPV-negativních nádorů, zatímco HPV-pozitivní HNSCC 

tyto mutace nenesou. Výše uvedené mutace bývají v HPV-negativních nádorech jedinou 

molekulární příčinou transformace na proliferující buňky a většinou také zabezpečují únik 

imunitnímu systému. 

Tabulka 1 – srovnání HPV-negativních a HPV-pozitivních nádorů 

  HPV-negativní HPV-pozitivní 

rizikové faktory 
konzumace alkoholu a tabáku, 
znečištěné životní prostředí 

HPV viry 

nejčastější místo výskytu ústní dutina, hrtan 
oblast orofaryngu – krční 
mandle, spodiny jazyka, zadní 
stěna hltanu 

molekulární mechanismus 
proliferace 

mutace v genech buněčného 
cyklu 

Inaktivace genů/proteinů 
buněčného cyklu virovými 
proteiny E5, E6 a E7 

množství mutací v buňce větší menší 

složení nádorového 
mikroprostředí 

méně TIL (cytotoxické, 
pomocné T-buňky, NK buňky) 

více TIL (cytotoxické, pomocné 
T-buňky, NK buňky) 

medián věku diagnózy 58 let 
54 let, nádor diagnostikován 
v pokročilejším stádiu 

léčba 
chirurgické odstranění nádoru, 
chemoterapie, ozařování 

chirurgické odstranění nádoru, 
chemoterapie, ozařování, 
antivirotika 

reakce na léčbu horší lepší 

prevence 
zdravý životní styl, omezení 
tabákových výrobků 
a alkoholu, ústní hygiena 

očkování, zdravý životní styl, 
omezení tabákových výrobků 
a alkoholu, ústní hygiena 
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5.2 HPV-pozitivní nádory 

HPV-pozitivní nádory tvoří kolem 25 % všech HNSCC. Vyskytují se převážně v oblasti 

orofaryngu, tzn. krční mandle, měkké patro, spodiny jazyka a zadní stěna hltanu (Dayyani 

et al., 2010). Oproti HPV-negativním HNSCC jsou diagnostikovány většinou v nižším věku, 

medián věku pacienta HPV16-pozitivních HNSCC se pohybuje okolo 54 let (Gillison et al., 

2008). HPV-pozitivní nádory mají obecně lepší statistiky přežití (Dayyani et al., 2010). Tato 

skutečnost dosud není plně objasněna a vyžaduje další bádání. Na základě studií se ale zdá, že 

lépe reagují na léčbu, protože genetické rozdíly oproti normální buňce nejsou tak velké. Je 

poškozeno méně genů regulujících buněčný cyklus (Agrawal et al., 2011, Stransky et al., 2011, 

Lawrence et al., 2015). Např. nepřítomnost faktoru p53 (který se podílí na proliferaci buňky) 

není způsobena chybou v daném genu, ale virem indukovanou nadměrnou degradací tohoto 

proteinu. Ačkoli je infekce virem hlavní příčinou vzniku nádoru, je patrně potřeba i dalších 

genových mutací, aby mohlo dojít k rozvoji invazivního karcinomu. Mutace můžou být 

nahromaděné věkem, ale také přítomné jako dědičná predispozice nebo vznikat následkem 

virové infekce. Může také dojít ke kombinaci virové infekce a jiným rizikovým faktorem, např. 

kouřením. Pro HPV-pozitivní nádory se jedná hlavně o mutace zmnožení transkripčního 

faktoru E2F1, deleci TRAF3 působící během imunitní odpovědi a mutace kinázy PIK3CA 

(Lawrence et al., 2015). Změny v expresi genů u virem indukovaných nádorů může být 

dosaženo také jinými, epigenetickými, mechanismy. K nim by mohla patřit např. metylace DNA 

v promotorových oblastech genů signalizačních drah, která způsobuje epigenetické umlčení 

těchto genů. Worsham et al. (2013) ve své studii porovnávali metylační vzorce u 4 HPV-

pozitivních a 4 HPV-negativních primárních HNSCC z hrtanu, jazyka a dutiny ústní. V HPV-

pozitivních nádorech byla pozorována vyšší míra metylace v promotorových oblastech než 

u HPV-negativních nádorů. Rozdílná míra metylace byla pozorována v několika signalizačních 

drahách. Studie ovšem byla provedena pouze na malém vzorku a není tedy zřejmé, jak velkou 

roli metylace skutečně může zastávat. Další odlišností od HPV-negativních nádorů je složení 

nádorového mikroprostředí. Nádory virového původu obsahují větší množství tzv. tumor 

infiltrujících lymfocytů (TIL), mezi které patří cytotoxické T-lymfocyty, pomocné T-buňky nebo 

NK buňky, a složek proti-nádorové imunity, což prognózu také zlepšuje. Čím více TIL lymfocytů 

je v nádoru obsaženo, tím lépe se tělo umí bránit a účinně odpovídat na progresi nádoru (Ward 
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et al., 2014). Kromě výše zmíněných mechanismů úniku imunitnímu systému najdeme u virem 

způsobených nádorů obranu mechanismem regulace transkripce pomocí virových proteinů 

E5, E6 a E7 či ztrátu genů pro antivirovou imunitu v nádorových buňkách. K hlavním složkám 

prevence patří zdravý životní styl, omezování konzumace tabákových produktů a alkoholu, 

udržování ústní hygieny a očkování proti HPV virům (Johnson et al., 2020). 
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6 Signalizace Notch v HNSCC 

Signalizační dráha Notch patří mezi dráhy ovlivňující buněčný cyklus, proto se zdá být 

přirozené hledat spojení mezi touto dráhou a infekcí onkogenních virů. Toto spojení bylo 

skutečně prokázáno a lze jej nalézt u různých virových typů. Viry HBV (hepatitis B virus) a HCV 

(hepatitis C virus) jsou spojeny s hepatocelulárním karcinomem a jejich interakce s dráhou 

Notch byla objevena na více úrovních, včetně interakce s NOTCH1 či p300. Virus EBV 

(Epstein-Barr virus) působí na dráhu Notch převážně přes CSL nebo p300. Přes p300 signalizaci 

Notch ovlivňuje také virus leukémie T-buněk HTLV (Human T‐lymphotropic virus 1). Interakce 

s touto dráhou vykazují také viry KSVH (herpes virus), MCV (Merkel cell polyomavirus) 

a v neposlední řadě také HPV. Souvislost HPV s dráhou Notch bylo hodně zkoumáno 

na karcinomu děložního čípku, protože tam je infekce HPV hlavním rizikovým faktorem 

a zároveň se jedná o závažné onemocnění. V tomto modelu se zdá být důležitá interakce HPV 

onkoproteinů s proteinem p300 (Vázquez-Ulloa et al., 2018). Zde se práce zaměřuje 

na působení HPV v HNSCC. Signalizační dráha Notch má v HNSCC důležitou roli, což je vidět 

také z toho, že mutace v genu Notch1 je v HNSCC druhou nejčastější mutací (Agrawal et al., 

2011, Stransky et al., 2011). A i když se zmíněné mutace týkají spíše HPV-negativních HNSCC, 

přesto mají určitou vypovídající hodnotu i pro HPV-pozitivní HNSCC – pokud má tato dráha 

totiž tak důležitou roli, mohla by být v HPV-pozitivních HNSCC důležitým cílem onkoproteinů 

HPV.  

6.1 Role Notch v HNSCC 

HNSCC jsou heterogenní skupina nádorů a ani tady není role Notch jednotná. I když to vypadá, 

že zde vystupuje Notch převážně jako nádorový supresor, ani funkce onkogenu není 

výjimečná. Vlastnosti lidských HNSCC zkoumali Rettig et al. (2015) ve své studii, kde se snažili 

prokázat korelaci exprese NICD1 s přítomností mutace NOTCH1 a pozitivitou na HPV. Vytvořili 

tenké řezy tkání HNSCC, kde následně označili výskyt NICD1 vazbou monoklonální protilátky 

proti tomuto proteinu a sledovali vzor exprese NICD1 v rámci řezu. Rozlišili tak tři různé 

skupiny HNSCC podle toho, zda byl NICD1 exprimován jen na periferii nádoru, nepravidelně 

v celém nádoru, či vůbec. Nepravidelný vzorec exprese NICD1 v rámci buněk nádoru, který byl 

detekován ve 34 % nádorů, naznačuje možnou onkogenní roli dráhy Notch. Naopak v 19 % 

zkoumaných nádorů exprese NICD1 neprobíhala vůbec, což pravděpodobně značí roli 

supresoru nádoru. Nejpočetnější skupinou (47 %) byly nádory, kde byla NICD1 exprimována 
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pouze v periferních buňkách, což je podobný vzorec exprese, jako při diferenciaci keratinocytů 

v odpovídající zdravé tkáni (Kluk et al., 2013). Výsledky ale nevykazovaly přímou souvislost 

exprese NICD1 s mutacemi NOTCH1, což implikuje také jiné způsoby ovlivnění signalizace 

Notch. Ty by mohly spočívat v deregulaci jiných členů signalizační dráhy, jako např. JAG1, 

JAG2, protein CSL, štěpící komplexy, nebo právě proteiny HPV. To by bylo v souladu s dalším 

zjištěním zmíněné studie: velká část HNSCC s normálně exprimovanou NICD1 byly 

orofaryngeální nádory s wild-type NICD1, které byly převážně HPV-pozitivní (Rettig et al., 

2015). Znatelné rozdíly byly pozorovány také v závislosti na etnické skupině studovaných 

pacientů. Song et al. (2014) a Izumchenko et al. (2015) odhalili aktivující mutace v NOTCH1 

a podobný výsledek lze vyvodit také ze studie na korejských pacientech (Ock et al., 2016). 

Asijské populace vykazují výrazně větší procento aktivujících mutací oproti inaktivačním 

na rozdíl od jiných studiím. 

Roli Notch dráhy ve spojení s HPV proteiny E6 a E7 zkoumali Nyman et al. (2018) na modelu 

myši exprimující onkoproteiny E6 a E7 typu HPV16. Inhibovali dráhu Notch na úrovni kofaktoru 

Mam a pozorovali vyšší míru vzniku nádorů u HPV-pozitivních i HPV-negativních HNSCC. To by 

poukazovalo na tumor-supresivní roli dráhy Notch. Podobných studií je více a všechny vedou 

ke stejnému závěru – signalizace Notch má duální charakter i v rámci uzavřené skupiny nádorů 

HNSCC. 

Studie Viatour et al. (2011) naznačuje, že by v regulaci transkripce genů dráhy Notch mohl mít 

roli protein pRB. V myších buňkách karcinomu jater s inaktivovanou dráhou RB pozorovali 

nadměrnou expresi proteinů dráhy Notch (Notch1, Notch3, Notch4) a jejích cílových genů 

(Hes1, Hey1). Pokud by dráha RB skutečně měla schopnost ovlivnit expresi genů Notch, mohlo 

by se jednat o další spojení s HPV infekcí, protože pRB je jedním z hlavních cílů HPV E7. Tato 

teorie je zatím čistě spekulativní a může být podnětem pro další výzkum. 

6.2 Interakce dráhy Notch s onkoproteiny HPV 

Ve studii týkající se proteinových interakcí nebylo detekováno žádné přímé spojení mezi 

HR-HPV proteinem E6 a členy signalizační dráhy Notch (White et al., 2012) a o E7 můžeme říci 

to samé. Interakce HPV proteinů s touto dráhou je mnohem komplexnější a je ovlivňována 

zprostředkovaně přes jiné proteiny. Jednou z možností byla inhibice koaktivátoru MAML1, ale 

vypadá to, že ovlivnění dráhy přes tento protein je výsadou beta-HPV, které infikují kůži 
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a působí jako kofaktor při vzniku nemelanomového karcinomu kůže. E6 proteiny typů HPV 

rodu alfa s MAML1 neinteragují (White et al., 2012). Ovlivnit dráhu Notch ale můžou alfa HPV 

jinak. HPV16 E6 protein má schopnost vázat koaktivační komplex CBP/p300 a blokovat jeho 

funkce (Patel et al., 1999). Zároveň se p300 zdá být jedním z koaktivátorů NICD indukované 

transkripce. NICD1 má pro p300 vazebné místo na C-koncové doméně a tvoří s p300 spolu 

stabilní komplex. V nepřítomnosti CBP/p300 je aktivace transkripce ztížena (Oswald et al., 

2001). Vazba E6 na komplex CBP/p300 má kromě ovlivnění dráhy Notch za následek také 

inhibici transkripční aktivity p53. CBP/p300 jsou koaktivátorem transkripce také 

pro transkripční cíle p53, kterými jsou převážně geny buněčného cyklu, což ve výsledku také 

napomáhá buněčné transformaci (Zimmermann et al., 1999). HPV16 je ovšem nejspíše jediný 

typ HR-HPV, jehož E6 má schopnost interagovat s CBP/p300 (White et al., 2012). 

Ze studií lze usuzovat, že funkce E7 je s dráhou Notch propojena podobným způsobem, přes 

CBP/p300. HPV16 E7 podobně jako E6 váže komplex CBP/p300 a navíc tato schopnost není 

specifická jen pro HPV16, jedná se tedy o možné spojení i pro další typy HR-HPV. E7 soutěží 

o vazbu CBP s p53, problém je v tom, že specifická sekvence pro vazbu CBP se na E7 překrývá 

s doménou pro vazbu pRb a na monomerní E7 se nemohou vázat oba proteiny najednou. 

V tomto je zásadní schopnost E7 tvořit dimery. Homodimer E7 funguje mnohem účinněji, 

protože dokáže vázat pRb i CBP najednou za vzniku ternárního komplexu. Tato vlastnost 

nepomáhá jen efektivnější vazbě obou proteinů, umožňuje navíc také jejich vzájemné 

přiblížení, čímž dochází k acetylaci pRb. Acetylace pRb brání fosforylaci tohoto proteinu 

a pravděpodobně tak stabilizuje komplex E7 / pRb. pRb tak nemůže vázat transkripční faktor 

E2F, ten iniciuje transkripci genů buněčného cyklu a celý proces vede k proliferaci. Studie byla 

provedena na liniích myších a lidských fibroblastů (Jansma et al., 2014). Balsitis et al. navíc 

studovali vlivy E7 v souvislosti s dráhou Rb in vivo v buňkách transgenních myší exprimujících 

HPV16 E7 a mutantní formu pRb. Zjistili, že E7 zprostředkovaná inaktivace pRb je nutná 

pro téměř všechny účinky tohoto faktoru (částečnou výjimkou by mohla být regulace p21). 

Ukázali, že E7 nedokáže zvýšit buněčnou proliferaci v přítomnosti mutovaného pRb, 

v přítomnosti wild-type pRb ale byl jeho vliv pro transformaci dostatečný (Balsitis et al., 2005). 

Možnost, že by E7 ovlivňoval signalizaci Notch jiným způsobem než v souvislosti s pRb, je tedy 

méně pravděpodobná. 
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Khelil et al. (2021) zkoumali roli HPV16 E6 v buňkách karcinomu děložního čípku a odhalili vliv 

E6 na expresi dvou typů ligandů Notch1 – DLL1 a DLL4. Svůj průzkum prováděli in vitro 

na biopsiích, 2D monovrstvách a raftových kulturách vytvořených z buněk pacientů. Zjistili, že 

E6 může inhibovat aktivaci Notch1 a zabraňovat tak diferenciaci buňky, negativně regulovat 

DLL1, a naopak podporovat expresi rakovinného DLL4. Ukázali, že vliv E6 vedoucí k nádorové 

transformaci způsobuje fenotyp DLL1-/DLL4+. Tento fenotyp v buňkách karcinomu děložního 

čípku je spojen se špatnou prognózou. Zároveň si povšimli, že buňky, které v normálním stavu 

exprimují DLL4 a mají nízkou hladinou DLL1, se tímto fenotypem podobají neoplastickým 

buňkám a jsou tedy pravděpodobně náchylnější k HPV indukované transformaci. V HNSCC 

podobný průzkum zatím dělaný nebyl, ale vliv E6 na expresi ligandů z rodiny DLL zde vyloučit 

nelze. I když se ukazuje, že v HNSCC je nadměrně exprimovaný spíše DLL1 než DLL4 (Sun et al., 

2014). Tyto poznatky otevírají otázky, jaký vliv mají na onkogenní potenciál signalizační dráhy 

Notch molekuly ligandů a vůbec další členové dráhy Notch. 
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7 Závěr 

Signalizační dráha Notch má v HNSCC dvojí charakter. V některých nádorech působí jako 

onkogenní dráha, v jiných může mít naopak tumor-supresivní účinky. To, co určuje, zda 

v konkrétním nádoru bude dráha působit onkogenně nebo vzniku nádoru bránit, dosud není 

plně známo. Vypadá to ale, že důležitou roli zde hraje buněčný kontext – pozice buňky, její 

typ, ale také např. etnická příslušnost pacienta. 

Charakter dráhy Notch je také pravděpodobně ovlivněn faktory jiných signalizačních drah, 

které se s dráhou Notch částečně překrývají. Bližší pochopení dvojího charakteru dráhy Notch 

vyžaduje další bádání. Tato skutečnost komplikuje použití členů této dráhy za terapeutické 

cíle, protože je nutné u každého pacienta jednotlivě zhodnotit roli dráhy Notch v daném 

kontextu.  

Otázkou také zůstává, zda má signalizační dráha Notch v HPV-pozitivních HNSCC vždy 

tumor-supresivní účinek. V mnoha studiích zkoumajících účinky HPV onkoproteinů E6 a E7 

bylo prokázáno, že E6 a E7 mají schopnost inhibovat dráhu Notch. Děje se tak zprostředkovaně 

přes jiné proteiny, žádné přímé interakce v HNSCC prokázány nebyly. Zdá se, že 

nejprozkoumanější ovlivnění dráhy Notch E6 i E7 je prostřednictvím komplexu CBP/p300. 

Virové onkoproteiny nejspíš inhibují jeho koaktivační aktivitu při transkripci cílových genů 

dráhy Notch. Toto spojení ale s největší pravděpodobností není jediné a zvažují se 

komplexnější propojení. Dosud ale nebylo prokázáno, že by HPV byly schopny dráhu Notch 

také aktivovat. Mnoho přínosných studií je prováděno na jiných typech nádorů a tyto poznatky 

by bylo potřebné ověřit v kontextu HNSCC, podobně také potvrdit získané zkušenosti ze studií 

in vitro na lidských buňkách či v myších modelech in vivo. 
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