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Abstrakt

Signaliza¢ni draha Notch ovliviiuje diferenciaci, bunéénou smrt a proliferaci bunék. Jedna se o
evolucné konzervovanou signalizacni drahu, dlleZitou v procesu embryogeneze a vyvoje
organismu. Deregulace této drahy muize mit vliv na transformaci bunék v nadorové. Buriky
rdznych typ( nador(i ¢asto obsahuji mutace v genech nebo jiné zmény této signaliza¢ni drahy.
Jeji role ve vztahu k onkogenezi ma dvoji charakter — v nékterych pfipadech pusobi jako
onkogenni draha, jindy ma tumor-supresivni Ucinek. Tento charakter se liSi v zavislosti na
bunécném kontextu. Velkou skupinou nadord, kde jsou prokazané zmény v signalizaci Notch,
jsou dlazdicobunécéné nadory hlavy a krku (HNSCC). Jedna se o 7. nejéastéjsi typ karcinomui a
je spojen s vysokou smrtnosti. Az 25 % téchto nadorl je etiologicky spojeno s infekci lidskymi
papilomaviry (HPV). Signaliza¢ni drahy se schopnosti ovlivnéni bunééného cyklu, véetné drahy
Notch, jsou hlavnim cilem plsobeni onkogennich viri, mezi kterymi HPV nejsou vyjimkou.
Tato prdce popisuje zmény v signaliza¢ni draze Notch v HNSCC indukovanych HPV a ucinek

virovych onkoproteinl E6 a E7 na tuto signaliza¢ni drahu.

Klicova slova: signalizace Notch, lidsky papilomavirus, nddor 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.
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1 Uvod

Nadorova transformace bunék je proces, ktery dosud neni plné pochopen a neumime jej
spolehlivé zvratit ani mu zabranit. Vyskytuje se v mnoha formach a s mnoha odliShostmi.
Nespocet studii se zabyva timto tématem, ale je tézké najit univerzalni modelovy systém
a dosahnout jednotnych vysledk(l. Nadorova burnika se od normalni odliSuje na mnoha
urovnich a vSechny abnormality pravdépodobné dosud nebyly popsany. Kazdd nadorova
burika je trochu jind a souhrn jejich vlastnosti urcuje vlastnosti celého nadoru, napfriklad
invazivitu, ale i reakci na lé¢iva. Tyto bunky mivaji asto poskozené signaliza¢ni drahy spojené
s regulaci bunécéného déleni a apoptdzou — praveé to zplisobuje jejich transformaci. Signaliza¢ni
draha Notch je jednou z nich. Jednd se o konzervovanou signaliza¢ni drahu, kterd ma zasadni
roli v procesu embryogeneze i ontogeneze. Muze buriku udrZovat ve stavu délici se kmenové
bunky, indukovat jeji diferenciaci nebo ji odsoudit k apoptdze. Jeji dulezita role v procesu
karcinogeneze z této drahy ¢ini mozny cil protinadorové terapie. Pro zacileni této drahy
v mediciné je ale nutné dikladné pochopeni molekuldrnich mechanism0 drahy a jeji vliv
na nadorovou transformaci. Zde jsou popsany zmény signalizacni drahy Notch v kontextu
skupiny nadoru hlavy a krku (HNSCC). Jedna se o jedno z nej¢astéjsich zavaznych nadorovych
onemocnéni a zaroven je to velmi heterogenni skupina ndador(, které vznikaji
z dlazdicobuné&éného epitelu v oblasti orofaryngu, dutiny Gstni a hrtanu. Cést téchto nador( je
kauzalné spojena s infekci lidskymi papilomaviry (Human papillomavirus, HPV). Pravé tato
heterogenita by z nich mohla délat vhodny modelovy systém pro popis role drahy Notch
v karcinogenezi. Tato prace se podrobnéji zaméfuje na zmény drahy Notch v souvislosti
s infekci HPV, které zpUsobuji transformaci pomoci svych onkoproteint E6 a E7. Cilem této

prace je tedy popsat také jejich interakce se signalizacni drdhou Notch.



2 Signaliza¢ni draha Notch

Signalizace Notch je jedna z bunécnych signalizacnich drah, které jsou v ZivociSné Fisi
(Metazoa) velmi konzervované. Reguluje proliferaci bunék, diferenciaci a bunécnou smrt,
proto je zdsadni predevSim v prenatalnim obdobi, kde hraje dUllezitou roli béhem
embryonalniho vyvoje a neurogeneze (Artavanis-Tsakonas et al., 1999). Schopnost regulace
bunééného cyklu je ale také pri¢inou malignich transformaci bunék, které mohou nastat

pfi poruchach Notch signaliza¢ni drahy (Radtke & Raj, 2003).

2.1 Mechanismus signalizacni drahy Notch

Zakladni princip signalizacni drahy Notch je jednoduchy. Vazbou ligandu na transmembranovy
receptor na povrchu buriky dochazi k aktivaci a molekula receptoru je proteolyticky
rozstépena. Jeji intraceluldrni ¢ast (Notch intracellular domain, NICD) pak prenasi signal
do jadra burnky, kde se vaze na transkripcni faktory a ovliviiuje transkripci cilovych gend.
Podrobnéjsi popis signalizacni drahy (Bray, 2006) je uveden nize, pro zjednoduseni rozdélen
do ctyr krok:

Vytvoreni receptoru Notch a umisténi na bunécnou membranu

Aktivace receptoru Notch vazbou ligandu

Uvolnéni NICD a jeji presun do jadra
Regulace transkripce

PwnNpeE

Schéma celé signalizaéni drahy je zndzornéno na Obrazek 2.
2.1.1 Tvorba Notch receptoru a umisténi na bunéénou membranu
Receptory z rodiny Notch jsou heterodimerni transmembranové proteiny jedenkrat

prochazejici membrdanou. Struktura receptoru, je znazornéna na Obrazek 1. Sklada se z:

- extraceluldrni domény (ECD) - na N-konci aminokyselinového fetézce, je slozena se
z mnoha opakujicich se sekvenci podobnych epidermalnimu rdstovému faktoru
(epidermal growth factor like repeats, EGF-like doména) (Wharton et al., 1985)
a Lin-12-Notch repetice (Lin-12-Notch repeats, LNR) na strané blizsi k membrané,
obsahuje mista pro glykosylaci, na ktera se vaze ligand,

- transmembranové Casti — je kECD pfipojena nekovalentné, obsahuje kratkou
hydrofobni sekvenci, kterd prochazi membranou, a pfilehlé ¢&asti z intraceluldrni

i extracelularni oblasti proteinu, zahrnuje 3 mista stépeni —S1, S2 a S3,



— intracelularni ¢asti (NICD), kterd obsahuje RAM (RBP-j associated molecule) doménu,
7 ankyrinovych repetic (ANK), transkrip¢ni aktivacni doménu (TAD) a PEST doménu
(zkratka podle konzervované sekvence aminokyselin - prolin, kyselina glutamova, serin
a threonin), po navazani ligandu je odstépena v S3 misté a putuje do jadra (Chillakuri

et al., 2012).

U savcli se mUZeme setkat se Ctyfmi

rdznymi typy receptord: Notchl — 4.

Navzdjem se od sebe liSi po¢tem EGF-like

\ glykosylace T

repetici. Notch1 a 2 jsou témér stejné, maji

jen nepatrné odlisnosti, Notch3 a 4 maji

extracelularni
doména ~— >

méné EGF-like repetic.

Struktura ligandu je velmi podobna

transmembranova

struktufe Notch receptoru (Obrazek 1) — Edst — 4

ma extracelularni cast, kterd se sklada

e intracelularni
zdomény DSL  (Delta/Serrate/Lag-2) '\(\‘&;a:’csxor intraceluldrni
a EGF-like repetic. Nasleduje

transmembranova a intraceluldrni cast.

v ¥ vy ¥ ligand receptor Notch
Intracelularni ¢ast je podstatné mensi, nez & P

extraceluldrni a mUZe obsahovat doménu Obrdzek 1 - Struktura receptoru Notch a jeho
specifickou doménu se schopnosti vazat ligandu

proteiny s doménou PDZ (zkratka odvozena od ndazvi prvnich protein(, kde byla doména
pozorovana — post synaptic density protein, Drosophila disc large tumor suppressor, zonula
occluden-1 protein). BEhem maturace prochdzi podobnymi posttranslaé¢nimi modifikacemi
jako receptor Notch. Ligandem byvaji proteiny ze seratové ¢i delta rodiny, u savct 5 rtznych

molekul—JAG1a2,aDLL1, 3 a4.Jednotlivé typy ligandU se lisi, podobné jako receptory Notch,
poctem EGF-like repetic. Proteiny JAG jich maji vice — 16, a DLL 5-9 (Chillakuri et al., 2012).

Receptor Notch je transmembranovy protein, je tudiz kotranslacné vlozen do membrany
endoplazmatického retikula, nasledné putuje pres Golgiho aparat anterogradni cestou
na plasmatickou membranu a béhem transportu je upravovan. Hlavni posttranslacni Upravy,
kterymi receptor prochazi, jsou glykosylace a proteolytické stépeni. Glykosylace probiha
na N-koncové doméné. Nejprve je pfipojena prvni fukdéza pomoci enzymu O-fukosyl

3



transferazy, tento krok je zasadni a ovliviiuje funkci receptoru (Shi & Stanley, 2003). Na prvni
fukdzu poté glykosyl transferdzy z proteinové rodiny Fringe pfipojuji dalsi cukry (Haines &
Irvine, 2003). Glykosylace umoznuje spravné navazani ligandu, proto je v procesu maturace
nezbytnd. Pfi prlichodu trans-Golgiho systémem je receptor Notch posttranslacné nastépen
v S1 misté konvertujicim enzymem furinem (Logeat et al., 1998). Vznikd tak nekovalentné
vazany heterodimer. Posttranslacni modifikace jsou zdsadni pfi regulaci signaliza¢ni drahy

Notch.

2.1.2 Aktivace receptoru Notch vazbou ligandu

Molekularni mechanismus drahy Notch je neobvykly tim, Ze jak signal (ligand), ktery zplUsobuje
aktivaci drahy, tak i receptor tohoto signdlu je zprostfedkovan transmembranovymi
molekulami na povrchu bunék. Draha se tedy spousti po kontaktu dvou sousedicich bunék,

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

A ) tran'sporF degradace ECD a Iﬁ
aktivovaného ligandu recyklace ligandu
na membranu f'
SIGNAL-VYSILAJICI \'
BUNKA

E ) \ |
o Ve
SIGNAL-PRIIMAJICI & L
BUNKA / étépeni NICD

v 52 misté Stépeni

R A

Stépeni

v S1misté ENDOPLASMATICKE
RETIKULUM

glykosylaee fosforylace c
GOLGIHO % 4 "

APARAT  — /
N
neaktivni

komplex

B

A - tvorba receptoru Notch a umisténi na bunécnou membranu, B - aktivace receptoru Notch vazbou ligandu,
uvolnéni NICD a jeji pfesun do jadra, C - regulace transkripce

O-Fut - O-fukosyl transferaza, Fringe - glykosyl transferaza z rodiny Fringe, Furin - konvertujici enzym furin,
ADAM - metaloprotedza z rodiny ADAM, y-sek - y-sekretdza, CDK8 - cyklin dependentni kindza 8, represor -
represory transkripce

Obrazek 2 - Signalizace Notch



2.1.3 Uvolnénfintracelularni domény a jeji pfesun do jadra

Po navazani ligandu na receptor dochazi ke dvéma dalSim proteolytickym Stépenim. Nejprve
je molekula receptoru Stépena v misté S2. Pfi tomto procesu hraji roli 2 metaloproteazy
z rodiny ADAM — ADAM10 a ADAM17 = TACE (tumor necrosis factor-a-converting enzyme)
(Brou et al., 2000). Pfi tom dojde k odstépeni ECD, kterd zUstava navazana na ligandu, spolu
s nim je sousedici burikou endocytovana a poté degradovana. Ligand je naopak recyklovan

a vracen na membranu.

Druhé Stépeni probiha v misté S3 a je katalyzovano y-sekretdzou (De Strooper et al., 1999).

Dochazi pfi tom k uvolnéni NICD domény, kterd je nasledné transportovana do jadra.

2.1.4 Regulace transkripce

V jadie se NICD vaze do hydrofobni kapsy DNA-vazebného proteinu CSL (zkratka je odvozena
od nazvli homolognich proteinli u trfech zastupcl Zivocisné fFiSe: lidsky CBF-1 nebo
RBP-J; Suppressor of Hairless u Drosophila; Lag-1 u Caenorhabditis elegans). Jednd se
o transkripcni faktor, ktery se vdze na DNA v promotorové oblasti cilovych gen( signaliza¢ni
K zahdjeni transkripce je nutny také koaktivator Mastermind (Mam, u ¢lovéka MAML-1) a dalsi
proteiny aktiva¢niho komplexu, které se vazi naopak na ANK doménu (Nam et al., 2006).
Pomoci proteinu Mam je aktivovana histonova acetyltransferaza, diky které dojde
k rozvolnéni smycek DNA z histonli a umozni se tak sestaveni inicia¢niho a elongacniho
komplexu potfebného k transkripci. Aktivuje se také cyklin dependentni kinaza 8, ktera
fosforyluje NICD, nasleduje ubiquitinylace a doména je odsouzena k degradaci. Degradace
NICD usti v disociaci Mam a dalSich koaktivatort. Pokud se na CSL nevaze NICD s aktivatory

transkripce, obsadi vazebna mista represory (Bray, 2006).

2.2 Cilové geny signaliza¢ni drahy Notch

Hlavnimi cilovymi geny signalizace Notch jsou proteinové rodiny Hes a Hey (Iso et al., 2003).
Jednd se o transkripéni faktory se strukturnim motivem helix-loop-helix, kterym se vazi
na DNA. Zastavaji funkci transkripcnich represort a jsou dileZité mj. ve vyvoji nervového
systému, krevnich cév a srdce. Tyto proteiny indukuji nastup diferenciace bunék za bazalni

vrstvou epitelu. K dalSim patfi CCND1 regulujici cyklin dependentni kindazu, mitochondridlni



regulator apoptdzy BCL-2, transkrip&ni regulator c-myc i inhibitor cyklin dependentnich kinaz
p21. VSechny tyto proteiny maji roli vregulaci bunécného cyklu. Nékteré znich jsou
specifickym cilem jen v urcitém typu bunék, napf. c-myc je exprimovan v T-burikdch (Weng et
al., 2006). Dalsi studie poukazuje na to, Ze je mozné, Ze nékteré cilové geny jsou spojeny se
signalizaci urcitymi typy protein(i drahy Notch. Fukusumi a Califano (2018) hledali specifické
souvislosti mezi jednotlivymi typy receptor(i Notch a regulaci jejich cilovych gen(l v databazi
TCGA (The Cancer Genome Atlas). Ve svém vyzkumu odhalili nékolik potencialnich dvojic:
NOTCH1 — BCL-2, NOTCH3 — HEY1, NOTCH4 — HEY1 a NOTCH4 — BCL-2. Sledovani exprese
cilovych genl drahy Notch je také jednou z mozZnosti, jak zkoumat poruchy v této draze. Sun
et al. (2014) sledovali mutace v draze Notch a expresi jejich cilovych genl HES1 / HEY1
na vzorcich z HNSCC 44 pacientU a srovnavali je s 25 vzorky normalni tkané. Zjistili, Ze exprese
mRNA HES1 / HEY1 je podstatné nizsi v HNSCC s mutaci NOTCH1 neZ u HNSCC s wild-type
NOTCH1, ale ne niZsi nez ve zdravé tkani. V HNSCC byly oproti normalni tkani HES1 / HEY1

nadmeérné exprimovany.

2.3 Regulace Notch signalizacni drahy

To, jestli bude mit burika signalizaéni drahu Notch aktivni ¢&i neaktivni a jak moc aktivni
signalizace bude, uréuje mnozstvi regulac¢nich mechanism(. U bunék je kromé toho potieba
urcit, zda bude burika signal vysilat nebo prijimat. NemuzZe zastdvat obé tyto funkce, jinak by
se mohlo stat, Ze jedna burika svymi ligandy aktivuje své vlastni receptory Notch. Rozdéleni
na signal-vysilajici a signal-pfijimajici buniky tedy zabranfuje autoaktivaci. Bunka bude
signal-vysilajici tehdy, pokud je na jejim povrchu pfitomno vice ligandu nez receptoru. Naopak
signal-prijimajici burnika se pozna tak, Ze ma vice receptord Notch (Sprinzak et al., 2010). Pfitom
ale nebyla nalezena pfima souvislost s expresi genll pro ligandy ¢i receptory. Ackoli tedy
signal-prijimajici burika ma na svém povrchu mnohem vice Notch receptoru nez ligandu, mlze
mit Uroven exprese ligandu stejné vysokou, jako sousedni signal-vysilajici burika, regulace
probihd na jiné urovni. Roli zde hraji endocytické drahy a posttranslaéni modifikace jak
receptoru, tak ligandu. Mechanismus regulace umozniuje rozdilnou signalizaci u ekvivalentnich
bunék (Bray, 2006). Jednotlivé principy regulace mlzou slouzit k vyvinu |éciv pro poruchy

v Notch signalizaci.



2.3.1 Lateralni inhibice

Tento mechanismus slouZi k rozdéleni na signal-vysilajici a signal-ptijimajici buriky. Pokud
dojde k interakci receptoru Notch a jeho ligandu na membrané stejné bunky, jedna se o cis
inhibi¢ni vazbu (Micchelli et al.,, 1997). V signdl-vysilajicich bunkach dochazi k cilené
destabilizaci Notch receptoru. Ty jsou degradovany a na povrchu zUstavaji prevazné ligandy.
Zaroven v bunkdch, které signal pfijimaji je inhibovana aktivita Neuralized (Neur), kterd se
podili na endocytdze. Notch receptory tak nejsou endocytovany a zlstavaji na povrchu bunék

(Bray, 2006).

2.3.2 Aktivace ligandu

Ligandy pro drahu Notch se nachdzeji na vSech béznych bunkach, jsou ale v neaktivnim stavu.
| kdyZ je tedy ligand na povrchu buriky, neznamena to, Ze bunka vysila signal. Poté, co je ligand
transportovan na membranu, je teprve nutné jej aktivovat. Tohoto procesu se ucastni
ubiquitinova ligdza E3, Neur a Mind bomb (Mib), neaktivni ligand je ubiquitinylovan a spusti
se epsin-zprostredkovana endocytdza ligandu. V endosomu probéhne dal$i modifikace a poté

je jiz aktivni ligand opét vloZen do cytoplasmatické membrany (Bray, 2006).

2.3.3 Endocytické drahy, ubiquitinylace a degradace

Endocytéza je zasadni uz pfi aktivaci ligandu, jak je popsano v prfedchozim odstavci, neni to ale
jediny proces, kde se uplatiuje. Endocytdza hraje také vyznamnou roli v regulaci mnozstvi
receptorll a ligand(i na povrchu bunécné membrany. JelikoZ exprese téchto proteint v regulaci
nehraje velkou roli, musi byt jejich mnoZstvi na membrdané kontrolovano jinak — endocytézou.
To je umoZnéno tim, Ze receptor i ligand jsou transmembranové receptory (Yamamoto et al.,
2010). Pokud nema dochdazet k Notch signalizaci, probihd v bunce aktivni endocytdza
receptorll a vétsina se jich tak misto na membrané nachazi v endocytickych kompartmentech
v cytoplasmé nebo jsou uréené k degradaci. Endocytické procesy ovliviiuji dobu, po kterou je
receptor vystaven na membrané a tudiz dobu, po kterou se mize navazat ligand. Poruchy
v endocytickych procesech ovliviiuji mnozstvi receptorl Notch na povrchu buriky a poruchy
ubiquitinylace a degradace zpusobuji nadmérnou Notch signalizaci.
Endocytické drahy jsou zavislé na y-sekretaze, ktera umoznuje klathrinovou endocytézu, proto
je signalizace ovliviiovana také schopnosti vazat tento enzym (Gupta-Rossi et al., 2004). Této
urovné regulace se uUcastni protein Numb, ktery interaguje s ubiquitinovou ligdzou E3

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



2.3.4 Posttransla¢ni modifikace

Aktivita ligand( a receptor(i a schopnost vazat se na sebe je zplUsobena posttranslacnimi
modifikacemi. Do jaké miry, zda vibec nebo kterou rodinu ligandl bude receptor schopen
vazat je zavislé na glykosylaci EGF-like repetic domény ECD (Shi & Stanley, 2003). Tyto procesy
jsou pod kontrolou enzymU O-fukosyl transferazy a glykosyl transferazy z rodiny Fringe, jak
bylo popsano vySe. Nezanedbatelnou roli ma také proteolytické Stépeni vS1 misté

zprostfedkované furinem (Logeat et al., 1998).



3 Uloha signalizaéni drahy Notch v karcinogenezi

Ackoli je signalizaéni draha v principu jednoducha a pfim3, jeji role v karcinogenezi je mnohem
komplexnéjsi a ne tak pfimocara. Studie zabyvajici se timto tématem pfinaseji u rliznych typu
HNSCC rozdilné vysledky. Uloha této drahy je v burice totiZ kontextova a ma dudlni charakter.
V nékterych pfipadech plsobi jako tumor-supresor, jindy vzniku nddoru napomaha. Tato dvoji
role dosud neni plné prozkoumdna a vyzaduje dalsi vyzkum, nékteré studie ale predkladaji
mozné vysvétleni. Lobry et al., (2011) navrhli souvislost s bunéénym kontextem. O tom, kterou
funkci bude signalizace Notch zastdvat, rozhoduje typ bunky, ve které k signalizaci dochazi.
Signalizace Notch vede k zahajeni transkripce cilovych gen(, z nichz nékteré jsou shodné
pro vSsechny bunky v organismu, nékteré se ale aktivuji jen v uréitém bunééném typu. Mezi
specifické cilové geny patti napr. c-myc v T-bunkach, ktery je ndsledkem vyssi aktivity drahy
Notch nadmérné exprimovan v burikdch akutni lymfoblastické leukémie T- bunék (T-ALL)
(Weng et al., 2006). Hamidi et al. (2011) diskutuji moznost, Ze role Notch je ddna souctem
vlivll dalSich transkripcnich faktor(i na cilové geny této drahy. Ve své préci se zabyvali geny,
jejichz expresi ovliviiuje vazba proteinu CSL, a zjistili, Ze CSL se mlZe vazat do promotorovych
oblasti mnoha gen( dllezitych signalizacnich drah. Regulace mnoha signaliza¢nich drah se
do urcité miry prekryvaji a o vysledném stavu exprese jejich cilovych genli rozhoduje mnoho
faktord. Charakter signalizacni drdhy Notch tedy nemusi byt ddn jen samotnou aktivitou
proteinu CSL, ale také spoluptisobenim mnoha dalSich transkripcnich faktor daného cilového
genu. Dualni charakter Notch je nutné promitnout do pfipadné [é¢by zamérené na signalizacni
drahu Notch a implikuje specifickou lécbu pro jednotlivé pacienty. | kdyZz je u pacienta
diagnostikovdna porucha drahy Notch, musi se pfi lé¢bé zohledriovat jeji role v daném

vrve

pokud ma draha tumor-supresivni Ucinky, je cilem signalizaci podpofit.

3.1 Notch jako onkogen

Role drahy Notch ve vzniku nadorl byla poprvé pozorovana u T-ALL. Zde Notch vystupoval
jako onkogen. V lokusu pro Notch byla objevena translokace, ktera vysledny protein zkratila
a zpUsobila tak trvale aktivni stav NICD (Ellisen et al., 1991). Onkogenni funkce Notch byly
pozdéji nalezeny také v burikdch nékterych solidnich nddor(. Prvni zminky se tykaji karcinomu
prsni Zlazy mysi indukovaného virem MMTV (Mouse mammary tumor virus), identifikace

zkoumané oblasti jako lokus Notch probéhla pozdéji Gallahan et al., (1987). Poté byla
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onkogenni funkce drahy zkoumana také v prsnich karcinomech lidi (Reedijk et al., 2005),
v nddorech prostaty (Santagata et al., 2004), slinivky btisni (Miyamoto et al., 2003),
glioblastomu (Brennan et al., 2009) nebo v nemalobunééném karcinomu plic (Yuan et al.,
2015). Z lymfocytarnich leukémii mGzeme jeSté jmenovat chronickou lymfocytarni leukémii

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

3.2 Notch jako nadorovy supresor

Tumor-supresorova povaha signalizace Notch byla pozorovdna v mnoha studiich. Nicolas et
al. (2003) ji odhalili v klizi savct. Zkoumali dopad signalizace Notch v epidermis dospélych mysi
a prisli na to, Ze signalizace Notch zde indukuje diferenciaci keratinocytll. PoSkozeni genu
Notch vedlo ke vzniku nador( a transformaci bunék, kromé toho ale také ke snizené signalizaci
B-kateninu. Zweidler-McKay et al. (2005) aktivitu Notch pozorovali u malignich B-bunék
in vitro a ukazali, Ze signalizace Notch vede k inhibici ristu a apoptéze. Studie tykajici se
HNSCC také ukazuji na tumor-supresorovou funkci drahy Notch. Agrawal et al. a Stransky et al.
(2011) analyzovali mutace Notch v bunkach HNSCC a ve vétsSiné pripadl se jednalo
o non-sense mutace, inzerce ¢i delece pravdépodobné vedouci ke ztraté funkce proteinu.
To by ukazovalo spiSe na tumor-supresorovou roli Notch. Tumor-supresorova funkce byla
pozorovadna také v bunécnych liniich malobunééného karcinomu plic (Sriuranpong et al.,
2001), adenokarcinomu slinivky bfisni (Hanlon et al., 2010) ¢i mysiho karcinomu jater (Viatour

etal., 2011).
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4 Papilomaviry

Existuje mnoho pficin nddorové transformace a jednou z téch hlavnich jsou onkogenni viry.
Onkogenni viry maji schopnost indukovat imortalizaci a narusit bunécény cyklus hostitelské
buriky, coz vede k nekontrolovanému bunécnému déleni — nadorové proliferaci. Mezi viry
s touto schopnosti patfi zastupci retrovir(, polyomavir(i, adenovirll, herpesviri a kromé toho

také papilomavir(.

Papilomaviry (PV) jsou malé neobalené viry s genomem tvorenym dvouretézcovou DNA. Maji
ikosaedralni kapsidu, ktera dosahuje rozmér kolem 55 nm v prlméru. Infikuji epitely
Sirokého spektra hostiteld z Zivocisné fise véetné ptakd, plazd, vacnatct, savcl i lidi. PV se
dlouho koevolu¢né vyvijeli se zastupci obratlovci, proto PV obvykle pro dany druh nejsou
patogenni. | u ¢lovéka je vyskyt HPV bézny a infekce obvykle nezplsobuje Zzadné ¢i jen lehké
klinické ptiznaky. To se tyka vétsiny nizkorizikovych HPV typU (LR-HPV). Nékteré LR-HPV, mezi
které patfi napf. HPV6, HPV11 nebo HPV40 zrodu beta, ale mizou byt pri¢inou lehéich
onemocnéni. Vysokd patogenita je spojena se zbyvajici mensinou vysoce rizikovych alfa HPV
virll (HR-HPV). K tém se radi zejména HPV16, HPV18, HPV31 ¢i HPV33. Jako nejvice patogenni
HPV je povazovan HPV16, tento typ byl detekovan az v 87 % vSech HPV-pozitivnich nddorech
maligni transformace bunék epitell a progresi nadord. Jsou tkanoveé specifické. Infikuji kryci
epitely, kde zpUlsobuji koZni bradavice, coZ jsou vlastné benigni nadory, které vétSinou
zGstavaji pod kontrolou imunitniho systému. Je to onemocnéni bézné u déti. DalSim projevem
infekce jsou genitalni kondylomata (bradavice) a neoplazie az karcinomy vznikajici
z anogenitalnich sliznic. Zdvaznym onemocnénim spojenym s HR-HPV je karcinom délozniho
¢ipku, vaginy, vulvy a andlniho kanalu. Nezanedbatelnou skupinou nadort jsou také HNSCC,
které vznikaji ze sliznic dychacich cest a proximalni ¢asti zazivaciho traktu. K prenosu virQ
dochazi prevainé tésnym kontaktem kontaminované klze Ci sliznic ale i ne nepfimo (Doorbar,

2015).

4.1 Organizace genomu a infekéni cyklus PV

Genomem PV je dvouretézcova DNA s velikosti kolem 8 kbp. Jednd se o jeden kruhovy
segment, ktery je navazany na bunécéné histony a tvofi tak minichromosom. VSechny virové

geny se nachdzeji na jednom fetézci, kde tvori prekryvné Cteci ramce. Genom lze rozdélit
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do 3 oblasti: oblast ¢asnych genl (E-oblast), oblast pro pozdni geny (L-oblast) a kontrolni
oblast (long control region, LCR). E-oblast kdduje ¢asné proteiny E1 a E2, jeZ jsou dllezité
pro replikaci a transkripci virového genomu. E1 ma funkci DNA helikazy, zabezpecuje iniciaci
replikace. E2 funguje predevsim jako transkripéni faktor, vaze se na specifické sekvence v LCR
oblasti a ma schopnost aktivovat transkripci dalSich ¢asnych genli E4 — E7. Proteiny E6, E7 a ES5
jsou zasadni pti ovlivnéni regulace bunécného cyklu a proliferace, jsou to virové onkoproteiny.

Z L-oblasti se prepisuji geny pro kapsidové proteiny L1 a L2, které se ucastni skladani virionu.

Vir se nejcastéji nasledkem poskozeni dostane na bazalni vrstvu epitelu a infikuje mitoticky se
délici buniky. Pfi mitdze, ktera je pro infekci virem nezbytnd, se virova DNA dostane do jadra
hostitelské burky. Pti infekci nékterymi typy HPV muzZe dojit k integraci virového genomu
do hostitelského chromozomu a ztraté nékterych gent, napt. genl pro negativni regulaci
onkogennich E6 a E7, &imz dochazi k nadprodukci E6 a E7. Casté&ji ale z(stava virova DNA
ve formé episomu. Nejprve jsou aktivovany ¢asné promotory a dojde k transkripci E1 a E2.
Pomoci téchto proteinl dochdzi k prvotni replikaci virového genomu. Replikace probiha
jednou za bunécny cyklus pfi déleni bunky, pocet kopii na burfiku vzroste na 50-100. Béhem
infekce burika prochazi procesem diferenciace a presouva se do keratogenni zény kizZe. V tuto
chvili se vtermindlné diferencovanych burnkdch spousti transkripce z pozdniho promotoru
a dochazi k vegetativni replikaci DNA. Virové genomy se bali do vznikajicich kapsid a uvolfuji

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

4.2 Funkce virovych onkoproteinu E6, E7 a E5

Nékteré virové proteiny maji schopnost regulovat proteiny bunécného cyklu, coz zvysuje
patogenitu daného viru a jsou pfic¢inou jeho onkogenniho potencialu. Mezi tyto proteiny patti
E6, E7 a E5 HR-HPV z rodu alfa. Funkce jednotlivych onkoproteint se do jisté miry lisi i mezi
blizce pfibuznymi typy HPV a urcuji miru patogenity daného typu. Onkoproteiny umoznuji
deregulaci bunécného cyklu za G¢elem mnozeni viru, pro bunku to ale znamena unik apoptdoze
a zvySenou proliferaci. Proteiny E6, E7 a E5 interaguji s celou fadou bunécénych protein, ¢imz
ovliviiuji mnoho bunécénych déjui. Kromé toho maiji virové E6 a E7 funkci regulator(i exprese
bunécénych gend, takZze mohou pusobit zmény v rliznych signalizacnich drahach a proliferacni

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

Nejdulezitéjsi funkce E6 v karcinogenezi je degradace p53. E6 se vaze na komplex ubiquitinové
ligdzy, poté interaguje s p53 a vede jej k degradaci (Scheffner et al., 1993). p53 ma funkci jako
transkrip¢ni faktor fady gen( regulujicich bunécny cyklus, opravy DNA, a kromé toho jeho
zvySena exprese vede k apoptdze. Virovy onkoprotein E6 tedy brani apoptdze. Schopnost
degradace p53 se i u blizce ptibuznych typld HPV [isi a do jisté miry urcuje Uroven
karcinogeneze viru. Napfiklad E6 HPV-16 ma vétsi afinitu k ubiquitinové ligaze E3A nez E6
HPV31, i kdyz sekven¢ni identita téchto dvou proteind se pohybuje kolem 67% (Conrady et al.,
2020). Podobné i LR-HPV mohou vazat p53, ale vétSinou s daleko nizsi afinitou. Interakce
s dalSimi proteiny hostitelskych bunék se ukazuji byt vice specifické pro jednotlivé typy HPV.
White et al. (2012) studovali protein-proteinové interakce virového E6 s proteiny hostitelské
bunky keratinocytu. Publikovali data z 16 rGznych typG HPV, z nichz 5 je vysoce rizikovych.
Potvrdili jiz znamé interakce a navic odhalili nékteré nové. Z téchto dat jde vidét, Ze hlavni
spolecné cile E6 vSech 5 sledovanych HR-HPV jsou pravé ubiquitinova ligaza E3A (interakce
s E6 vSech typl HR-HPV) a p53 (interakce s E6 4/5 typl HR-HPV), ¢lenové drahy degradace
p53, jak bylo popsano vyse. Interakce s ubiquitinovou ligdzou a p53 jsou pozorované taky u LR-
HPV E6, jsou tedy pravdépodobné vice konzervované. Kromé E3A a p53 studie potvrdila
interakce HPV16 E6 také s p300 a CBP (CREB-binding protein) a dale odhalila vazbu s ADRM1,
jenz je soucast proteasomu, nebo HERC2, co? je jiny typ E3 ubiquitinové ligdzy. Naproti tomu
E6 HPV18 se vdze mj. na kindzu PIP5K1A, mitochondridlni importni protein TOM20 nebo
SUPTS5H vystupuijici v transkripci. Vliv HPV16 E6 na signalizacni drahy Notch prokdzali Kranjec
et al. (2017) na raftovych kulturach z bunék karcinomu délozniho ¢ipku. Pfesny mechanismus
plUsobeni ale popsan nebyl. HR-HPV E6 obsahuje PDZ-vazebnou doménu, coZ je dalsi
prostifedek jeho onkogennich funkci. Pomoci této domény je schopen vazat proteiny nesouci
doménu PDZ a vést je k degradaci. Mezi tyto proteiny patfi tumor-supresor Scribble nebo
guanyldtova kindza MAGI-1 (Glaunsinger et al., 2000, Nakagawa & Huibregtse, 2000).
Degradace téchto proteinli mizZe probihat i nezavisle na ubiquitinové ligaze E3A, coz HPV

otevira vétsi moznosti plsobeni (Massimi et al., 2008).

4.2.2 Funkce E7
Nejdulezitéjsi funkce E7 je vazba pRb. pRb je tumor-supresorovy protein vystupujici v regulaci

bunééného cyklu. Je vyzadovan v kontrolnim bodu cyklu mezi G1 fazi a pocatkem replikace
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DNA. Ve zdravych burikdch ma za ukol zastavit bunécéné déleni, pokud je DNA poskozena.
PFi poskozeni DNA se pRb hromadi v bunice, vaze transkripéni faktor E2F, brani tak transkripci
genu zapojenych do progrese bunécného cyklu a inhibuje prechod do S faze (Harrington et al.,
1998). HPV E7 ma schopnost vazat pRb, zpuUsobit jeho acetylaci pomoci histonovych
acetyltransferaz CBP/p300 a tim indukovat vstup do bunéc¢ného cyklu a proliferaci (Chan et al.,
2001). Také bylo prokazano, Ze inaktivace pRb je zastoupena témér ve vsech zpUsobech
onkogeneze E7 (Balsitis et al., 2005), dalsi funkce E7 jsou vétSinové tedy jiz odvozené od této

drahy.

4.2.3 Funkce E5

Funkce proteinu E5 je zatim méné prozkoumana, ma ale roli napf. v EGFR signalizaci nebo
Uniku imunitnimu systému a to tak, Ze se vaze na molekuly HLA I. tfidy a zabranuji jejich
transportu z Golgiho aparatu na povrch bunky (Ashrafi et al., 2006), kde by prezentovaly

bunécéné peptidy, tedy i virové.
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5 Nadory hlavy a krku

Dlazdicobunécéné karcinomy hlavy a krku neboli head and neck squamous cell carcinoma
(HNSCC) jsou heterogenni skupinou zhoubnych nadorl odvozenych z dlazdicovych bunék
slizni¢niho epitelu horniho dychaciho traktu, dutiny Ustni, hitanu &i slinnych zlaz. Jedna se
0 7. nejcastéjsi typ nadorld a mda 50% smrtnost (Sung et al., 2021). Jednotlivé HNSCC se lisi
v charakteristikach, jako pfi¢inou vzniku, mistem, kde se nachazi, invazivitou nebo odolnosti
proti léCiviim. Proto predstavuji vhodny modelovy systém pro vyzkum molekuldrnich zmén
v nddorovych bunkach, véetné signaliza¢ni drahy Notch. Vyrazné odliSné jsou dvé hlavni
skupiny, které délime podle toho, zda se za jejich vznikem skryva infekce viry nebo jsou
papilomavirll, proto se tato skupina nador( oznacuje jako HPV-pozitivni nadory. Naopak
HPV-negativni nadory jsou ty s jinou pficinou vzniku. Hlavni charakteristiky téchto dvou typu

jsou srovnané v Tabulka 1.

Transformace na nddorové bunky je obecné zplisobena poruchamiv bunééném cyklu. Toho je
docileno inhibici protein p53, pRB a dalSich faktor( kontrolujicich bunéény cyklus. p53 i pRB
jsou tumor-supresorové proteiny, které udrzuji bunku v G1 fazi buné¢ného cyklu, a proto
pravé pfi jejich absenci dochazi k proliferaci. Pfesny vyvoj vzniku nddoru HNSCC neni detailné
popsan, protoZze HNSCC je ¢asto diagnostikovan az v pozdéjsim stadiu. Pfedpoklada se ale sled
nékolika stadii. HNSCC se vyviji typicky z kmenové nebo progenitorové bunky epitelu, které
neztratily schopnost pluripotence a stidle se mGzou délit. Prvnim stadiem je hyperplasie
epitelidlnich bunék, kdy dochazi k namnozeni prvotni poskozené bunky. Nasledovat by méla
dysplasie, kde typicky jsou jiz znatelné morfologické zmény, v HNSCC ale nejsou pfilis patrné.
Dysplasie se rozviji do stadia karcinom in situ. V tomto stadiu jsou nddorové buriky oddéleny
od zdravé tkdné bazdlni membranou a po jejim prekroéeni se jiz z nadoru stdva invazivni
karcinom (Califano et al., 1996). Z primarnich nadord tak mdzZou bunky migrovat do okolni
tkané a velmi Casto se rozvijeji sekundarni metastaze v oblastech hlavy a krku, které se mohou
znovu opakované délit. U pacientl s opakovanymi HNSCC je progndza preziti horsi. (LeGn
et al., 2012). Pfi vzniku metastaz je dlleZita regulace premény epitelidlnich bunék na bunky
mezenchymalni — epitelidlné-mezenchymalni prechod. Kazdé stadium je doprovazeno

specifickymi zménami genové exprese (Johnson et al., 2020).
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Nadorova bunka se od normalni zdravé lisi expresi jinych proteinl, zvlasté proteinu
signaliza¢nich drah. Podle toho Ize nadorové buriky detekovat a je to také moznost, jak zacilit
[é€bu praveé na tyto bunky. Nékteré signalni drahy, které jsou v normalnich burikdch neaktivni,
se v téch nddorovych spousti, jiné jsou naopak umlceny. Nejcastéjsi zmény u HNSCC byvaji

v téchto drahach:

Wnt/B-katenin draha — Wnt signalizace vede k transformaci bunék tim, Ze brani

rozkladani B-kateninu, ktery se hromadi v jadie bunék. Tento jev je pozorovan

u infekci HPV16.

— draha PI3K— AKT —mTOR spojena s Ubytkem E-kadherinu — jednd se o tyrozinkindzovy
receptor umistény na povrchu bunky, ktery tvofi adhezivni spojeni v epitelech.
V nadorovych burkach vede Ubytek E-kadherinu k nadmérné produkci EGFR a rlstu.

- Heterodimerizace PPAR a RXR — jsou to receptory jadernych hormon0( vystupujici
v katabolismu mastnych kyselin. V HNSCC byva zvySena exprese jednoho typu PPAR.

- ZdalSich napt. drahy spojené s integriny, iontovymi kandly nebo receptorovymi

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

5.1 HPV-negativni nadory

Mezi prokdzané rizikové faktory pro rozvoj HPV-negativniho HNSCC patfi podobné jako
pro vnik jinych druhG nadorl zejména uZivani tabaku a nadmérnd konzumace alkoholu
(Franceschi et al., 1990). Z dalSich pti¢in miZeme jmenovat napfiklad Zivot v silné znecisténém
Zivotnim prostredi ¢i prace s nékterymi chemikaliemi, vyssi vék a genetické predispozice, ktera
mUze byt spojena s epigenetickymi zménami. Medidn diagnézy HPV-negativnich HNSCC se
pohybuje okolo 58 let véku pacienta (Gillison et al., 2008). Bunky HPV-negativnich HNSCC
obsahuji relativné velké mnozZstvi mutaci v genech bunééného cyklu a genomovych prestaveb,
kterym dominuji inaktivaéni mutace tumor-supresorovych gend. Tento fakt odliSuje HNSCC
od jinych typl nadorl, kde naopak dochazi prevainé ke zménam v onkogenech. Analyzou
mutaci se zabyvali Agrawal et al. (2011). Sekvenovali 18 000 kédujicich geni u 32 HNSCC
metodou celogenomového sekvenovani a sledovali mutace v genech v zavislosti na rizikovych
faktorech u daného pacienta. Mimo jiné odhalili, Ze bunky HPV-negativnich HNSCC obvykle
nesou vice mutaci nez buriky HPV-pozitivnich HNSCC a Ze sledované mutace se zdaji byt ¢astéji
inaktivacni pro dany gen. K hlavnim mutovanym genim patfi TP53 kddujici protein p53

a NOTCH1, ktery ma roli v diferenciaci dlazdicovych bunék a ukazuje se byt druhym nejcastéji
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mutovanym genem v téchto typech nadord. Z dalSich genl potom napf. CDKN2A pro protein
pl6. Nejsou vyjimecné ani mutace v regulatorech oxidacniho stresu. Kvelmi podobnym
vysledkiim dosli také Stransky et al. (2011), ktefi analyzovali mutace v 74 HNSCC kromé
celogenomového sekvenovani také jednou ze sekvenacnich metod nové generace. Podobné
jako Agrawal et al. (2011) zohlednovali také etiologii spojenou s HPV. Dalsi srovndvaci studii
publikovali Lawrence et al. (2015), ktefi analyzovali 279 HNSCC z databaze TCGA, s nejvétSim
zastoupenim nadord Ustni dutiny, hrtanu a orofaryngu. Ve své praci potvrdili ¢asté inaktivacni
mutace TP53, CDKN2A a NOTCH1 u HPV-negativnich nadoru, zatimco HPV-pozitivni HNSCC
tyto mutace nenesou. VySe uvedené mutace byvaji v HPV-negativnich nddorech jedinou
molekuldrni pfi¢inou transformace na proliferujici buriky a vétSinou také zabezpecuji unik

imunitnimu systému.

Tabulka 1 — srovndni HPV-negativnich a HPV-pozitivnich nddort

HPV-negativni HPV-pozitivni

konzumace alkoholu a tabaku,

rizikové faktor veviy 2 s , v 4 HPV vir
y znecisténé Zivotni prostredi y

oblast orofaryngu — kréni
nejcastéjsi misto vyskytu | Ustni dutina, hrtan mandle, spodiny jazyka, zadni
sténa hltanu

Inaktivace genl/proteind

molekuldrni mechanismus | mutace v genech bunécéného vy s S,
bunééného cyklu virovymi

lif ki
profirerace cykiu proteiny E5, E6 a E7
mnozstvi mutaci v burice |vétsi mensi
sloZzeni nadorového méné TIL (cytotoxické, vice TIL (cytotoxické, pomocné
mikroprostredi pomocné T-bunky, NK buriky) | T-buriky, NK buriky)

54 let, nador diagnostikovan

20 veku diaend |
median véku diagndézy |58 let v pokrogilejéim stadiu

. . . chirurgické odstranéni nadoru,
chirurgické odstranéni nadoru,

|éCba . . chemoterapie, ozarovani,
chemoterapie, ozafovani .
antivirotika
reakce na lécbu horsi lepsi
zdravy Zivotni styl, omezeni ockovani, zdravy Zivotni styl,
prevence tabakovych vyrobku omezeni tabakovych vyrobkl
a alkoholu, ustni hygiena a alkoholu, ustni hygiena
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5.2 HPV-pozitivni nadory

HPV-pozitivni nadory tvofi kolem 25 % vSech HNSCC. Vyskytuji se prevdiné v oblasti
orofaryngu, tzn. kréni mandle, mékké patro, spodiny jazyka a zadni sténa hltanu (Dayyani
et al., 2010). Oproti HPV-negativnim HNSCC jsou diagnostikovany vétSinou v nizSim véku,
medidn véku pacienta HPV16-pozitivhich HNSCC se pohybuje okolo 54 let (Gillison et al.,
2008). HPV-pozitivni nddory maji obecné lepsi statistiky preziti (Dayyani et al., 2010). Tato
skutecnost dosud neni pIné objasnéna a vyZaduje dalsi badani. Na zakladé studii se ale zd3, Ze
|épe reaguji na IéCbu, protoZe genetické rozdily oproti normalni burice nejsou tak velké. Je
poskozeno méné genl regulujicich bunécny cyklus (Agrawal et al., 2011, Stransky et al., 2011,
Lawrence et al., 2015). Napf. neptitomnost faktoru p53 (ktery se podili na proliferaci bunky)
neni zpUsobena chybou v daném genu, ale virem indukovanou nadmérnou degradaci tohoto
proteinu. Ackoli je infekce virem hlavni pfi¢inou vzniku nadoru, je patrné potreba i dalSich
genovych mutaci, aby mohlo dojit krozvoji invazivniho karcinomu. Mutace muzZou byt
nahromadéné vékem, ale také pritomné jako dédi¢nd predispozice nebo vznikat nasledkem
virové infekce. MUzZe také dojit ke kombinaci virové infekce a jinym rizikovym faktorem, napft.
koufenim. Pro HPV-pozitivni nadory se jedna hlavné o mutace zmnozeni transkripéniho
faktoru E2F1, deleci TRAF3 pUlsobici béhem imunitni odpovédi a mutace kindzy PIK3CA
(Lawrence et al., 2015). Zmény v expresi genli u virem indukovanych nadori mize byt
dosaZzeno také jinymi, epigenetickymi, mechanismy. K nim by mohla patfit napf. metylace DNA
v promotorovych oblastech gen( signaliza¢nich drah, ktera zplsobuje epigenetické umlceni
téchto genld. Worsham et al. (2013) ve své studii porovnavali metyla¢ni vzorce u 4 HPV-
pozitivnich a 4 HPV-negativnich primdrnich HNSCC z hrtanu, jazyka a dutiny Ustni. V HPV-
pozitivnich nadorech byla pozorovana vyssi mira metylace v promotorovych oblastech nez
u HPV-negativnich nadorl. Rozdilnd mira metylace byla pozorovana v nékolika signalizacnich
drahdch. Studie ovSem byla provedena pouze na malém vzorku a neni tedy zfejmé, jak velkou
roli metylace skutec¢né muizZe zastdvat. Dalsi odliSnosti od HPV-negativnich nadort je slozeni
nadorového mikroprostiedi. Nadory virového plvodu obsahuji vétsi mnozZstvi tzv. tumor
infiltrujicich lymfocytt (TIL), mezi které patfi cytotoxické T-lymfocyty, pomocné T-buriky nebo
NK buriky, a sloZek proti-nddorové imunity, coz prognézu také zlepsuje. Cim vice TIL lymfocyt(

je v nadoru obsaZzeno, tim Iépe se télo umi branit a ucinné odpovidat na progresi nadoru (Ward
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et al., 2014). Kromé vySe zminénych mechanism( Uniku imunitnimu systému najdeme u virem
zplUsobenych nadorl( obranu mechanismem regulace transkripce pomoci virovych protein(
E5, E6 a E7 Ci ztratu genll pro antivirovou imunitu v nadorovych burikach. K hlavnim slozkam
prevence patfti zdravy Zivotni styl, omezovani konzumace tabdkovych produktl a alkoholu,

udrzovani Ustni hygieny a o¢kovani proti HPV virlim (Johnson et al., 2020).
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6 Signalizace Notch v HNSCC

Signaliza¢ni drdha Notch patfi mezi drahy ovliviujici bunécény cyklus, proto se zda byt
pfirozené hledat spojeni mezi touto drdhou a infekci onkogennich virl. Toto spojeni bylo
skutecné prokazano a lze jej nalézt u rdznych virovych typ(. Viry HBV (hepatitis B virus) a HCV
(hepatitis C virus) jsou spojeny s hepatocelularnim karcinomem a jejich interakce s drahou
Notch byla objevena na vice uUrovnich, véetné interakce s NOTCH1 ¢i p300. Virus EBV
(Epstein-Barr virus) plGsobi na drahu Notch prevazné pres CSL nebo p300. Pres p300 signalizaci
Notch ovliviiuje také virus leukémie T-bunék HTLV (Human T-lymphotropic virus 1). Interakce
s touto drahou vykazuji také viry KSVH (herpes virus), MCV (Merkel cell polyomavirus)
a v neposledni radé také HPV. Souvislost HPV sdrahou Notch bylo hodné zkoumano
na karcinomu délozniho Cipku, protoze tam je infekce HPV hlavnim rizikovym faktorem
a zaroven se jednd o zavazné onemocnéni. V tomto modelu se zda byt dllezitd interakce HPV
onkoproteinli s proteinem p300 (Vazquez-Ulloa et al., 2018). Zde se prace zamérfuje
na plsobeni HPV v HNSCC. Signaliza¢ni draha Notch ma v HNSCC duleZitou roli, cozZ je vidét
také z toho, Ze mutace v genu Notch1 je v HNSCC druhou nejc¢astéjsi mutaci (Agrawal et al.,
2011, Stransky et al., 2011). A i kdyzZ se zminéné mutace tykaji spiSe HPV-negativnich HNSCC,
presto maiji urcitou vypovidajici hodnotu i pro HPV-pozitivni HNSCC — pokud ma tato draha
totiz tak dllezitou roli, mohla by byt v HPV-pozitivnich HNSCC dulezitym cilem onkoproteind
HPV.

6.1 Role Notch v HNSCC

HNSCC jsou heterogenni skupina nadoru a ani tady neni role Notch jednotna. | kdyz to vypada,
Ze zde vystupuje Notch prevainé jako ndadorovy supresor, ani funkce onkogenu neni
vyjimecna. Vlastnosti lidskych HNSCC zkoumali Rettig et al. (2015) ve své studii, kde se snazili
prokdazat korelaci exprese NICD1 s pritomnosti mutace NOTCH1 a pozitivitou na HPV. Vytvorili
tenké rezy tkani HNSCC, kde nasledné oznadili vyskyt NICD1 vazbou monoklondlni protilatky
proti tomuto proteinu a sledovali vzor exprese NICD1 v rdmci fezu. Rozlisili tak tfi rdzné
skupiny HNSCC podle toho, zda byl NICD1 exprimovan jen na periferii nadoru, nepravidelné
v celém nadoru, ¢i viibec. Nepravidelny vzorec exprese NICD1 v ramci bunék nadoru, ktery byl
detekovdn ve 34 % nador(, naznacuje moznou onkogenni roli drahy Notch. Naopak v 19 %
zkoumanych nadord exprese NICD1 neprobihala vibec, coZ pravdépodobné znadi roli

supresoru nadoru. Nejpocetné;jsi skupinou (47 %) byly nadory, kde byla NICD1 exprimovana
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pouze v perifernich burikach, coz je podobny vzorec exprese, jako pfi diferenciaci keratinocytd
v odpovidajici zdravé tkani (Kluk et al., 2013). Vysledky ale nevykazovaly pfimou souvislost
exprese NICD1 s mutacemi NOTCH1, coz implikuje také jiné zplsoby ovlivnéni signalizace
Notch. Ty by mohly spocivat v deregulaci jinych ¢lenG signaliza¢ni drahy, jako napf. JAG1,
JAG2, protein CSL, Stépici komplexy, nebo pravé proteiny HPV. To by bylo v souladu s dalSim
zjisténim zminéné studie: velka cast HNSCC s normalné exprimovanou NICD1 byly
orofaryngealni nadory s wild-type NICD1, které byly prevazné HPV-pozitivni (Rettig et al.,
2015). Znatelné rozdily byly pozorovdny také v zavislosti na etnické skupiné studovanych
pacientl. Song et al. (2014) a lzumchenko et al. (2015) odhalili aktivujici mutace v NOTCH1
a podobny vysledek lIze vyvodit také ze studie na korejskych pacientech (Ock et al., 2016).
Asijské populace vykazuji vyrazné vétsSi procento aktivujicich mutaci oproti inaktivac¢nim

na rozdil od jinych studiim.

Roli Notch drahy ve spojeni s HPV proteiny E6 a E7 zkoumali Nyman et al. (2018) na modelu
mysi exprimujici onkoproteiny E6 a E7 typu HPV16. Inhibovali drahu Notch na urovni kofaktoru
Mam a pozorovali vys$si miru vzniku nador( u HPV-pozitivnich i HPV-negativnich HNSCC. To by
poukazovalo na tumor-supresivni roli drahy Notch. Podobnych studii je vice a vSechny vedou
ke stejnému zavéru — signalizace Notch ma dualni charakter i v ramci uzaviené skupiny nadoru

HNSCC.

Studie Viatour et al. (2011) naznaduje, Ze by v regulaci transkripce genl drahy Notch mohl mit
roli protein pRB. V mysich bunkach karcinomu jater s inaktivovanou drdhou RB pozorovali
nadmérnou expresi proteini drahy Notch (Notchl, Notch3, Notch4) a jejich cilovych gent
(Hes1, Hey1). Pokud by draha RB skutec¢né méla schopnost ovlivnit expresi geni Notch, mohlo
by se jednat o dalsi spojeni s HPV infekci, protoZe pRB je jednim z hlavnich cild HPV E7. Tato

teorie je zatim Cisté spekulativni a mlzZe byt podnétem pro dalsi vyzkum.

6.2 Interakce drahy Notch s onkoproteiny HPV

Ve studii tykajici se proteinovych interakci nebylo detekovdno Zadné pfimé spojeni mezi
HR-HPV proteinem E6 a ¢leny signalizacni drahy Notch (White et al., 2012) a 0 E7 m{zeme fici
to samé. Interakce HPV proteinl s touto drahou je mnohem komplexnéjsi a je ovliviiovana
zprostiedkované pres jiné proteiny. Jednou z moznosti byla inhibice koaktivatoru MAML1, ale

vypada to, Ze ovlivnéni drahy pres tento protein je vysadou beta-HPV, které infikuji kdzi
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a pusobi jako kofaktor pfi vzniku nemelanomového karcinomu kliZze. E6 proteiny typl HPV
rodu alfa s MAML1 neinteraguji (White et al., 2012). Ovlivnit drdhu Notch ale mGzZou alfa HPV
jinak. HPV16 E6 protein ma schopnost vazat koaktivaéni komplex CBP/p300 a blokovat jeho
funkce (Patel et al., 1999). Zaroven se p300 zda byt jednim z koaktivatord NICD indukované
transkripce. NICD1 ma pro p300 vazebné misto na C-koncové doméné a tvori s p300 spolu
stabilni komplex. V neptitomnosti CBP/p300 je aktivace transkripce ztizena (Oswald et al.,
2001). Vazba E6 na komplex CBP/p300 ma kromé ovlivnéni drahy Notch za nasledek také
inhibici transkripéni aktivity p53. CBP/p300 jsou koaktivatorem transkripce také
pro transkrip¢ni cile p53, kterymi jsou pfevainé geny bunééného cyklu, coz ve vysledku také
napomaha bunécné transformaci (Zimmermann et al., 1999). HPV16 je oviem nejspise jediny

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

Ze studii Ize usuzovat, Ze funkce E7 je s drahou Notch propojena podobnym zplisobem, pres
CBP/p300. HPV16 E7 podobné jako E6 vaze komplex CBP/p300 a navic tato schopnost neni
specificka jen pro HPV16, jedna se tedy o mozné spojeni i pro dalsi typy HR-HPV. E7 soutézi
o vazbu CBP s p53, problém je v tom, Ze specifickd sekvence pro vazbu CBP se na E7 prekryva
s doménou pro vazbu pRb a na monomerni E7 se nemohou vazat oba proteiny najednou.
V tomto je zdsadni schopnost E7 tvofit dimery. Homodimer E7 funguje mnohem ucinnéji,
protoze dokaZe vazat pRb i CBP najednou za vzniku ternarniho komplexu. Tato vlastnost
nepomaha jen efektivnéjsi vazbé obou proteini, umozZnuje navic také jejich vzajemné
priblizeni, ¢imZ dochazi k acetylaci pRb. Acetylace pRb brani fosforylaci tohoto proteinu
a pravdépodobné tak stabilizuje komplex E7 / pRb. pRb tak nemUze vazat transkripéni faktor
E2F, ten iniciuje transkripci gen bunééného cyklu a cely proces vede k proliferaci. Studie byla
provedena na liniich mysich a lidskych fibroblastl (Jansma et al., 2014). Balsitis et al. navic
studovali vlivy E7 v souvislosti s drahou Rb in vivo v burikach transgennich mysi exprimuijicich
HPV16 E7 a mutantni formu pRb. Zjistili, Ze E7 zprostfedkovana inaktivace pRb je nutna
pro témér vSechny ucinky tohoto faktoru (¢astec¢nou vyjimkou by mohla byt regulace p21).
Ukdazali, Ze E7 nedokaze zvysit bunéénou proliferaci v pfitomnosti mutovaného pRb,
v pfitomnosti wild-type pRb ale byl jeho vliv pro transformaci dostatec¢ny (Balsitis et al., 2005).
Moznost, ze by E7 ovliviioval signalizaci Notch jinym zplsobem neZ v souvislosti s pRb, je tedy

méné pravdépodobna.
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Khelil et al. (2021) zkoumali roli HPV16 E6 v burikach karcinomu délozniho Cipku a odhalili vliv
E6 na expresi dvou typl ligandd Notchl — DLL1 a DLL4. Svij prUzkum provadéli in vitro
na biopsiich, 2D monovrstvach a raftovych kulturach vytvorenych z bunék pacient(. Zjistili, ze
E6 muZe inhibovat aktivaci Notchl a zabranovat tak diferenciaci buriky, negativné regulovat
DLL1, a naopak podporovat expresi rakovinného DLL4. Ukazali, Ze vliv E6 vedouci k nadorové
transformaci zpUsobuje fenotyp DLL1/DLL4*. Tento fenotyp v burikach karcinomu délozniho
Cipku je spojen se Spatnou progndzou. Zaroven si povsimli, Ze bunky, které v normalnim stavu
exprimuji DLL4 a maji nizkou hladinou DLL1, se timto fenotypem podobaji neoplastickym
bunkam a jsou tedy pravdépodobné nachylnéjsi k HPV indukované transformaci. V HNSCC
podobny prlizkum zatim délany nebyl, ale vliv E6 na expresi ligandl z rodiny DLL zde vyloucit
nelze. | kdyZ se ukazuje, Ze v HNSCC je nadmérné exprimovany spiSe DLL1 neZ DLL4 (Sun et al.,
2014). Tyto poznatky oteviraji otazky, jaky vliv maji na onkogenni potencial signaliza¢ni drahy

Notch molekuly ligandi a vibec dalsi ¢lenové drahy Notch.
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7 Zaveér

Signalizacni draha Notch ma v HNSCC dvoji charakter. V nékterych nadorech plsobi jako
onkogenni draha, v jinych miZe mit naopak tumor-supresivni ucinky. To, co urcuje, zda
v konkrétnim nadoru bude draha pUsobit onkogenné nebo vzniku nadoru branit, dosud neni
plné zndmo. Vypada to ale, Ze dllezZitou roli zde hraje bunécny kontext — pozice burky, jeji

typ, ale také napf. etnicka pfislusnost pacienta.

Charakter drahy Notch je také pravdépodobné ovlivnén faktory jinych signalizacnich drah,
které se s drahou Notch ¢astecné prekryvaiji. BlizSi pochopeni dvojiho charakteru drahy Notch
vyZaduje dalsi badani. Tato skutecnost komplikuje poufZiti ¢lend této drahy za terapeutické
cile, protoZe je nutné u kazdého pacienta jednotlivé zhodnotit roli drahy Notch v daném

kontextu.

Otazkou také zlstava, zda ma signalizacni draha Notch v HPV-pozitivnich HNSCC vzdy
tumor-supresivni Ucinek. V. mnoha studiich zkoumajicich uc¢inky HPV onkoprotein( E6 a E7
bylo prokazano, Ze E6 a E7 maji schopnost inhibovat drahu Notch. Déje se tak zprostfedkované
pres jiné proteiny, Zadné primé interakce v HNSCC prokdzany nebyly. Zda se, Ze
nejprozkoumanéjsi ovlivnéni drahy Notch E6 i E7 je prostfednictvim komplexu CBP/p300.
Virové onkoproteiny nejspi$ inhibuji jeho koaktivacni aktivitu pti transkripci cilovych gent
drahy Notch. Toto spojeni ale s nejvétsi pravdépodobnosti neni jediné a zvazuji se
komplexnéjsi propojeni. Dosud ale nebylo prokazano, ze by HPV byly schopny drahu Notch
také aktivovat. Mnoho pfinosnych studii je provadéno na jinych typech nador( a tyto poznatky
by bylo potiebné ovérit v kontextu HNSCC, podobné také potvrdit ziskané zkuSenosti ze studii

in vitro na lidskych bunkach ¢i v mysSich modelech in vivo.
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