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Abstrakt
Infekce nékterymi lidskymi papillomaviry (HPV) je spojena s vysokym rizikem karcinomu. U E6

proteinu tzv. vysoce rizikovych a-HPV se na tplném C*-konci nachazi PDZ-vazebna doména. Touto
doménou se E6 vaze na bunécné proteiny obsahujici PDZ doménu, které se podileji na udrzovani
bunécné polarity, stabilizaci mezibunéénych spojt nebo regulaci bunéénych signalnich drah. Mezi tyto
interagujici bunééné proteiny patii hDlg (lidsky homolog Discs large proteinu), hScrib (lidsky
homolog tumor supresoru Scribble), MAGI-1 (membranové asociovana guanylat cyklaza 1) a n€kolik
dalsi proteint. Spojeni E6 a bunéénych proteind pies PDZ-vazebnou zabranuje indukci apoptdzy a ma
také vliv na urychleni tempa ristu infikovanych bunék, degradaci bunéénych té€snych spojt, regulaci
bunééné polarity a vezikularniho transportu. Zaroven se zvySuje i stabilita samotného E6 proteinu,
ktery je prostiednictvim PDZ-vazebné domény chranén pied proteazomalni degradaci. Plsobenim

PDZ-vazebné domény se vysoce rizikové HPV podileji na rozvoji malignich nadort.

Klicova slova

Papillomavirus, E6 protein, PDZ doména



Abstract

The infection by high-risk human papillomaviruses is involved in causing cancers. The extreme
carboxy terminus of high-risk a-HPV E6 protein contains a PDZ domain-binding motif. The E6
protein of high-risk HPV binds by PDZ domain-binding motif to cellular proteins containing PDZ
domain, which participate in the maintenance of the cell polarity, in the stabilization of cell-cell
junctions or in the regulation of cellular signaling pathways, e.g. hDIlg (human homologue of Discs
large protein), hScrib (human homologue of Drosophila tumor suppressor Scribble). Binding of E6
with cellular proteins prevents the induction of apoptosis and influences the enhancement of growth
rate of infected cells, degradation of tight-junctions, regulation of cell polarity and vesicular transport.
The interaction between E6 and cellular proteins increases the stability of E6 protein and protects E6
from proteasomal degradation. PDZ domain-binding motif of E6 high-risk HPV contributes to the

development of malignant tumors.

Key words

Papillomavirus, E6 protein, PDZ domain



1 Uvod

Papillomavirus je neobaleny virus s cirkularnim DNA genomem napadajici pouze epidermis. Celed’
Papillomaviride ¢ita pies 200 zastupct napadajici piedevsim skupiny savca a nékterych ptakda. U lidi
bylo identifikovano pies 120 druhti papillomavirt, které mohou byt schopny vyvolat onemocnéni,
z toho téméf jedna tfetina specificky napada epitelialni buriky genitalniho traktu (Bodily a Laimins,
2011). Mezi bézna onemocnéni zptisobena lidskym papillomavirem (HPV) patii bradavice vyskytujici
se nejcastéji na koncetinach, nezhoubna kondylomata (condylomata accuminata) na genitaliich
a jejich okoli. Nekteti zastupci vSak maji i onkogenni potencial. Dle studii Mufioze a kolektivu z roku
2003 jsou z nejcastéji se vyskytujicich HPV klasifikovany jako vysoce rizikové, typy 16, 18, 31, 33,
35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68, 73 a 82. Z vysoce rizikovych zastupci, téz nazyvanych jako vysoce
onkogenni HPV, ziskanych piimo biopsii z nadorii ¢ipku prevlada predevsim HPV-16 zplsobujici

rizné formy genitalnich 1ézi (zur Hausen, 2002).

Pravidelné statistiky Mezinarodni zdravotni organizace WHO ukazuji, ze kazdy rok je celosvétove
diagnostikovana rakovina délozniho ¢ipku u vice nez pal milionu Zen, z toho zhruba polovina Zen
kazdy rok na tuto nemoc umira. U zen ve v€ku 15 — 44 let je pravé rakovina délozniho ¢ipku hned po
rakoviné prsu druhym nejcastéjsim karcinomem. Mezi ostatni méné Casté anogenitalni karcinomy
zpuisobené HPV patii analni karcinom, rakovina vulvy, vaginy a penisu. Incidence téchto onemocnéni
je vsak niz§i nez cervikalniho karcinomu a vyskytuje se predev$im v rozvojovych zemich.
V neposledni fad¢ je 15 — 20 % piipadd rakovin ustni dutiny a hltanu (vyjma nosohltanu) spojeno
s HPV a spekuluje se 0 zvyseni incidence V poslednich letech pravdépodobnym pienosem tohoto viru
prostiednictvim oralniho sexu (WHO/ICO, 2010). V Ceské republice je cervikalni karcinom ro&ngé
diagnostikovan zhruba u 1000 Zen. Podle poslednich dostupnych statistik z roku 2008 bylo v CR
nahlaseno 990 novych ptipadi a umrtnost byla 389 (WHO/ICO, 2010).

Onkogenni potencial HPV je spojen s integraci virové DNA do hostitelského chromozomu.
Disledkem integrace virové DNA muze byt poskozeni nebo odstranéni E2 ORF, coz vede
k nekontrolovatelné expresi virovych genti E6 a E7 (Gaiffe et al., 2012). Jednim z dtlezitych rozdila
mezi vysoce a malo rizikovymi HPV je schopnost transformace buiiky prostiednictvim silné interakce
mezi E7 aretinoblastomovym tumor supresorovym proteinem pRb a E6 s buné¢nym proteinem p53
(James et al., 2006). Vysoce rizikové HPV jsou schopny s témito bunéénymi proteiny asociovat
s mnohem vyssi efektivitou (Gaston, 2012). Ukazuje se, Zze jednim z dalSich dilezitych znaka
rozliSujicich vysoce a nizko rizikové papillomaviry je pfitomnost tzv. PDZ-vazebné domény na C*-

konci onkoproteinu E6.

Cilem této prace je podat piehled o roli PDZ-vazebné domény E6 onkoproteinu v Zivotnim cyklu

vysoce onkogennich HPV. Podrobné studium vazebnych preferenci jednotlivych proteinti viru mize



vést k pochopeni interakci téchto proteinti s bunéénymi, coz mize mit za nasledek vyvoj novych

terapeutickych postupti a medikamentt.

2 Taxonomie

Podle mezinarodni organizace ICTV (International Committee on Taxonomy of Viruses) jsou
papillomaviry (PV) hierarchicky uspoiadany do rodu, druhu a typt (Bernard, 2004). PV nevyvolavaji
silnou protilatkovou odpoveéd, proto nemohou byt klasifikovany na sérotypy. Taxonomie je zde
zalozena na podobnosti nukleotidové sekvence genu pro pozdni protein L1 koédujiciho hlavni
kapsidovy protein (de Villers et al., 2004). Vykazuje-li virus minimalné 10% rozdilnost v L1 genu,
pak je charakterizovan jako jiny typ. Ve vét§im métitku pak miize mnoho typd v rdmci rodu vykazovat

méné nez 60 % genetické shody v L1 genu (Bernard et al., 2010).

V rodin¢ Papillomaviridae existuje 30 riznych fylogenetickych rodd pojmenovanych feckymi
pismeny. ProtoZze samotna fecka abeceda ma pouze 24 pismen, pouzivaji se pro nové rody pismena
fecké abecedy s piedponou dyo, coz znamena V fe¢tiné podruhé (Bernard et al., 2010). Pét z téchto
rodl se sklada vyhradné z lidskych a opicich papillomavirt (a, B, vy ,u a v), ostatni rody pochdzeji

Z jinych savcii a neékterych ptakd.
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Dyotheta

Obrazek 1: Taxonomické rozdéleni papillomavirdt do rodd a druhi podle podobnosti nukleotidové sekvence genu pro
majoritni kapsidovy protein L1. NejpocetnéjSim a nejvice heterogennim rodem jsou o-papillomaviry, kam patii vétSina
lidskych vysoce rizikovych papillomaviri. Pfevzato z Bernard et al., 2010.
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3 Patogeneze

vvvvvv

(Bernard, 2004). Rod B-papillomaviri zptisobuje u imunokompetentnich jedinci prevazné
asymptomatické kozni infekce a u imunosuprimovanych jedinct viditelné kozni 1éze. Na rozdil od
ostatnich rodi HPV nesnizuji B-HPV pocet Langerhansovych bunék v organismu hostitele.
Langerhansovy butiky jsou v pokozce jedinymi primarnimi antigen-prezentujicimi buiikami, které jsou
schopny rozpoznat HPV antigen. Redukci téchto dendritickych bunék si kozni i slizni¢ni o, y a p HPV
vytvareji v epidermis permisivni prostfedi pro virovou persistenci (Leong et al., 2010). Zastupci y-
HPV zptisobuji kozni 1éze a jsou histologicky rozpoznatelné diky inkluznim téliskiim v cytoplazmé

(de Villers et al., 2004).

HPV patii mezi nejcastéjsi sexualné prenosné infekce a vice nez 42,5 % americkych zen je v prabéhu
zivota infikovano nékterym typem HPV (Hariri et al., 2011). VétSina infekei probiha asymptomaticky
a infekce odezni v prubéhu 1 — 2 let. V nékterych piipadech vSak mutize dojit k ustaveni perzistentni
infekce trvajici fadu let. Perzistentni infekce vétSinou HPV se klinicky projevuji jako lokélni kozni
1éze a benigni bradavice. HPV 5 a 8 se mohou podilet na vzniku Epidermodysplasia verruciformis, coz
je mimoiadné vzacné onemocnéni klize. Perzistentni infekce nékterych typit HPV oznacovanych jako
vysoce rizikové mize vést ke vzniku nador (Tabulka 1). Pro nadory vzniklé v dasledku infekce
vysoce rizikovymi HPV je charakteristicky nalez integrovaného virového genomu v hostitelské
chromozomalni DNA (Wentzensen et al., 2004). Pfi integraci vétSinou dojde k piferuseni ORF pro
regulacni protein E2. Jeho nefunkénost vede k deregulaci exprese virovych onkoproteini E6 a E7
(Gaiffe et al., 2012). E6 a E7 proteiny jsou schopny inaktivovat bunééné onkosupresory p53 a pRb
a deregulovat fadu bunéénych procest, u vysoce rizikovych HPV vsak s mnohem vétsi efektivitou nez
u nizkorizikovych HPV. V bovinnim papillomaviru BPV1 je E5 ORF hlavni transformujici virovy
protein, u nékterych HPV muze pieruseni v ES expresi narusit jejich zivotni cyklus (Miinger et al.,

2004).

Typy papillomavira v genitalnich lézich

Typy genitalnich lézi Typ HPV

Mensi vyskyt Prevazujici vyskyt
Genitalni bradavice 42 44,51 5383 6.11
(eondyvlomata acuminata)
Prekancerdza 6,11,18,26,30,31,33,34,35,39,40,42,43, 16
(cervical intaepithelial 45,51,52,53,54,55,56,57,58,59,61,62,64,
neoplasia) 66,67,68,69,70,71,73,74,79,81,82,83,84

Rakovina délozniho hrdla a (6,11),18,31,33,35,39,45,51,52,54,56, 16
jiné anogenitalni karcinomy 58,59,66,68,69

Lidské papillomaviry (HPV) uvedené v zavorkach se vzacné vyskytuji ve vétsi mite.

Tabulka 1: Shrnuti vyskytu riznych typd vysoce rizikovych lidskych papillomavirt (HPV) v nejcastéji se vyskytujicich
sexudlné pfenosnych onemocnénich. U genitalnich bradavic pfevazuji typy HPV 6 a 11, které se mohou nachazet
i v nadorové transformovanych butikaich délozniho ¢ipku. Nejvétsi mirou se na vzniku anogenitalnich karcinomui
a prekancerdz podili typ HPV 16. Pfevzato z zur Hausen (2002).
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4 Zivotni cyklus

Zivotni cyklus viru je tzce spojen s cyklem hostitelské builky. Vniknutim do poskozeného
dlazdicového epitelu se virus dostane do bazalni vrstvy, kde se udrzuje v nizkém poctu kopii vV podobé
tzv. epizomalni virové DNA. Diferenciace HPV pozitivnich bunék indukuje produktivni fazi virového
zivotniho cyklu a pomoci hostitelského replikacniho apardtu vytvati virové potomstvo. Praveé expresi
E6 a E7 virus ovlivni hostitelsky cyklus a tlaci buntku do S-faze, kterd umozni amplifikaci virové
DNA. Existuje nékolik zptisobli, kterymi onkoprotein E7 udrzuje vysokou aktivitu bunécné CDK2,
ktera je dulezita pro piechod z Gl do S faze bunééného cyklu (Moody a Laimins, 2010). E6
onkoprotein degraduje tumor supresor p53, ktery smétfuje pfi posSkozeni DNA buiiku k apoptoze.
V terminalnich diferencovanych bunkach se jiz virus replikuje ve velkém pocétu kopii a jsou
exprimovany pozdni geny slouZzici k enkapsidaci virového genomu. Pomoci E4 proteinu, ktery pisobi
na mechanickou stabilitu keratinovych intermedialnich vlaken, jsou viriony ztéchto bunck

uvoliiovany do okoli (Miinger et al., 2004).
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Obrazek 2: Leva cast obrazku popisuje jednotlivé vrstvy pokozky ve zdravé tkani, vpravo je schematicky znazornén zivotni
cyklus lidského papillomaviru (HPV) v infikovaném epitelu. HPV se pies poranéni v kiZi dostava do bunék bazalni vrstvy
epidermis a dochazi k expresi Casnych virovych proteint. V nediferenciovanych buiikach je Zivotni cyklus viru spjat
s zivotnim cyklem hostitelské burniky. Pfi bunééném déleni, kdy se dcefina bunika vzdaluje od bazalni vrstvy a dostava se
blize k rohové vrstvé pokozky, se nastartuje produkce virového potomstva, ke které virus vyuziva hostitelsky replika¢ni
aparat. Aby se HPV pomnozil, tla¢i hostitelskou buitku pomoci E6 a E7 do S-faze. Ve svrchnich vrstvach pokozky jsou
viriony (Cervené Sestithelniky) sestavovany a opoustéji hostitele. Pfevzato z Moody a Laimins, 2010.

4.1 Genom

Genom HPV je slozen zcirkularni dvoufetézcové DNA o velikosti ca. 8000 bp, ale aktivné
transkribovan je pouze jeden fetézec. V hostitelské buiice se vyskytuji ve formé epizomu, které se
replikuji nezavisle na replikaénim cyklu hostitelské infikované bunky. Genom viru je rozdélen na 3
Casti: region kodujici ¢asné geny (Early region), pozdni geny (Late region) a regulaéni oblast zvana

long control region (LCR), ktera reguluje uroven exprese téchto gent a je z velké ¢asti zodpovédna za
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tkafiovou specificitu jednotlivych PV typt. Casnéd oblast obsahuje 6 b&znych ORF (E1, E2, E4, E5,
E6, E7) a teoreticky jsou zde anotovany i ORF E3a ES8. Pozdni oblast obsahuje dva ORF (L1 a L2).

4.2 Proteiny

Virova exprese je ve vétSiné piipadi spojena S expresi 6 nestrukturnich proteinti (E1, E2, E4, ES, E6,
E7). E1 a E2 koduji ¢asné produkty zodpovédné za regulaci replikace a transkripce. Nezbytnym
krokem zahajeni virové replikace je asociace E2 proteinu s virovou DNA helikazou E1 (Miinger et al.,
2004). E5, E6 a E7 koduji genové produkty stimulujici bunécnou proliferaci a reguluji diferenciaci
keratinocytll. Pravé pro jejich schopnost zasahnout do buné¢ného cyklu hostitele jsou tyto 3 genové
produkty nazyvany onkoproteiny. Proteiny E4 a E5 jsou exprimovany jak v ¢asné, tak i v pozdni fazi
infekce. E4 protein je dalezity pro spravné sestaveni virionovych ¢astic a jejich uvolnéni z hostitelské
buriky pomoci remodelace cytokeratinu. E5 je hydrofobni membranovy protein, ktery se podili na
uniku slizni¢nich papillomavirt pfed imunitnim systémem. Je také hlavnim onkoproteinem bovinniho
papillomaviru, ktery se nachazi v membranovych kompartmentech buriky (v plazmatické membrang,
endoplazmatickém retikulu a Golgiho aparatu). Tam se vaze na bunééné tyrosin-kinazy, inhibuje
biosyntézu MHC-I (z anglického major histocompatibility complex — 1), piipadné spolupracuje
i S ostatnimi virovymi onkoproteiny (Venuti et al., 2011). L1 protein je majoritni kapsidovy protein,
ktery je schopny se sam sestavit do tzv. VLP (virus like particle) a je dalezity pro vazbu viru na
receptor hostitelské buniky (Gaston, 2012). L2 je minoritni protein virové kapsidy, ktery svou
pritomnosti zvySuje infek¢nost daného HPV a pevnost virové kapsidy (Holmgren et al., 2005).
Vsechny zndmé PV obsahuji funkéni geny E1, E2 a strukturni geny L1 a L2. ES se u § a y HPV
nevyskytuje. E8 protein se podafilo detekovat u BPV-4 (O’Brien et al., 1998), HPV-31 (Stubenrauch
et al., 2000) a krali¢ich papillomavird (Harry a Wettstein, 1996). Vétsina béznych PV ma onkoprotein
E7, ale néktefi zastupci, jako napi. HPV 101 nebo 103, postradaji E6 (Gaston, 2012; Chen et al.,
2007).

4.2.1 E6

Onkoprotein E6 ma podle typu PV velikost 15 — 20 kDa. Proteiny, které se vazi na E6, maji
amfipaticky zaporné nabity peptid se sekvenci LXXLL uspofadany do alfa helixu, ktery se vaze ptimo
do zlabku v E6. Mezi takovéto proteiny patii i E6-AP (E6-associated protein), coz je bunécna
proteinova ubiquitin ligdza a na jejim mnozstvi je pfimo zavisla i exprese E6 (Gaston, 2012).
Prostfednictvim E6-AP je onkoprotein E6 schopen zprostfedkovat proteazomalni degradaci nékolika
bunéénych proteinti, napt. p53, Bak, E6BP, E6TP1, Dlg, MAGI-1, MAGI-2 aj. (Pim et al., 2009).
Pravé proto, ze mlze interagovat s mnoha proteiny klicovymi pro kontrolu bunéénych pochodi, je
schopen E6 ovliviiovat fadu vnitrobunéénych procest zaroven. Nejznaméjsi funkci E6 je degradace
P53, coz je 53 kDa velky bunécny protein, ktery kontroluje rist bunék, opravu DNA nebo apoptozu.
Pro degradaci p53 je potieba vytvorit komplex mezi p53, E6 a E6-AP a ten je poté navadén do
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proteazomu (James et al., 2006). Neméné dulezitou funkci E6 onkoproteinu je také aktivace bunééné
telomerové reverzni transkriptazy (hTERT). Tento enzym je aktivni pfi ¢asné embryogenezi bunék,
U dospélého jedince je pak funkce enzymu zachovana pouze Vvkmenovych bunkach
a v progenitorovych buiikdch somatické tkané, kterd je schopna se sama obnovovat. Bylo vSak

zjisténo, ze je jeho exprese také spojena s 85 % malignich nadort (Zhu et al., 2010).

Bylo vypozorovano nekolik rozdil v E6 mezi vysoce a nizko rizikovymi HPV. Jednim z rozdili je
sila vazby E6 na bunécny protein Bak, ktery patii do proteinové rodiny Bcl-2 zapojujici se do reakce
apoptozy. E6 malo rizikovych HPV je schopen se vazat na Bak pouze s velmi nizkou afinitou, naopak
E6 vysoce rizikové HPV se vaze silngji. DalSim rozdilem je transkripcni schopnost aktivace
katalytické podjednotky telomerazového komplexu zvané hTERT (Oh et al., 2001). Touto cestou
mohou vysoce rizikové HPV imortalizovat lidské keratinocyty a utvaret tak vhodné prostiedi pro
budouci nadorovou bunku. Déle se vysoce rizikové a malo rizikové sliznicnimi HPV lisi expresi E6
a E7. U nizko rizikovych HPV je E6 a E7 exprimovan kazdy z jiného transkripcniho poc¢atku, zatimco
u vysoce rizikovych HPV jsou transkribovany z jednoho spoleéného promotoru. DuleZitym rozdilem
mezi malo rizikovymi a vysoce onkogennimi HPV je ptitomnost PDZ-vazebné domény na C*-konci
E6 onkoproteinu. Pravé pfitomnost této sekvence a schopnost vazat se do PDZ domény se spolupodili

na patogenezi nadory vyvolavajicich HPV (Pim a Banks, 2010).

4.2.2 E7

E7 protein obsahuje peptidovou sekvenci LXCXE, kterou se vaze na ¢leny retinoblastomové
proteinové rodiny a sméfuje pRb k degradaci. Zatimco ve vysoce rizikovych HPV, které zpusobuji
anogenitalni rakovinu, je E7 sam o sob¢ onkogenni, u HPV, které nevyvolavaji rakovinu, je E7 malo
onkogenni a bud vykazuje sim malou onkogenni aktivitu, nebo potiebuje spolupracovat s jinymi
onkogeny (Gaston, 2012). E7 se vaZze na retinoblastomovy tumor supresor (RB) a je schopen ho
i inaktivovat. Protein RB (pRb) kontroluje bunéény cyklus navazanim na transkripéni faktor E2F a E7
je schopen tento komplex rozdé€lit a tim obejit kontrolni body v G1-S fazi. Aby byl virus schopen celit
bunécnym obrannym mechanismim jako je apoptdza, pomaha si interakci E6 s tumor supresorem p53
(White et al., 2011).

Dulezitym krokem k navozeni maligniho vyvoje hostitelské buiiky je indukce chromozomalni
nestability vysoce rizikovymi HPV. Samotny E7 je schopny zvysit podet centrozomi v jadie, ov§em
Vv bunikach, které exprimuji E6 i E7 zaroven, se tento jev vyskytuje hojnéji (Duensing et al., 2000).
Tato amplifikace centrozomii je zavisla na vysoké urovni aktivity CDK2 (cyklin-dependentni
kinaza 2) prostfednictvim degradace pRb onkoproteinem E7 a také na spolupraci E6 a E7 v inhibici
apoptozy (Duensing et al., 2006; Moody a Laimins, 2010; Korzeniewski et al., 2011). E7 spolu s E6

také indukuje poskozeni DNA a cast&jsi integraci neznamé DNA do hostitelského chromozomu

(Kessis et al., 1996). Pro tspésnou virovou replikaci je nutna aktivace ATM-ATR drahy (z anglického
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ataxia telangiectasia, mutated — ATM and RAD3-related DNA damage pathway), ktera startuje
bunééné opravné mechanismy indukci kontrolnich bodt bunééného cyklu v S fazi a mezi G2 a
mitotickou fazi. E7 mtze tyto kontrolni body zrusit a tim podpofi vstup buiiky do mitézy. Aktivace
tohoto opravného mechanismu bunééné DNA se zda byt dilezitd pro maligni vyvoj bunky a
amplifikaci viru. E7 protein HPV-16 aktivuje za normalnich podminek také FA drahu (Fanconi
anaemia), ktera podporuje opravu poskozené DNA zplsobené béhem replikace. Avsak v buikach,
které tuto FA drahu neaktivuji, je zvySené riziko chromozomalni nestability zplsobené expresi E7

(Spardy et al., 2007; Moody a Laimins, 2010).

5 PDZ doména

PDZ doména je proteinova strukturni doména, kterd je nazvana podle prvnich pismen proteind, ve
kterych byla poprvé identifikovana. Jsou to postsynaptic density protein (PSD-95), discs large tumor
suppressor (DIg) a epitelialni protein tésného spojeni mezi butikami ZO-1. PDZ domény jsou také
znamy jako Discs-large homology regions (DHRs) nebo GLGF pojmenované podle konzervované
sekvence Gly-Leu-Gly-Phe v ramci domény. Skladaji se z 80 az 100 aminokyselin a jsou tvofeny 6 -
barely (BA — BF) a 2 a-helixy (aA a aB) slozenymi do Sesti-vlaknového B sendvice (obrazek 3).

Obrazek 3: Struktura PDZ domény, ktera je tvotena 6 -barely (BA — BF), na obrazku fialové barvy, a 2 a-helixy (0¢A a aB),
na obrazku zakresleny svétle modrou barvou. Do prostoru mezi fB-barel a aB-helix znazorméného zelenou texturou se vazi
ligandy obsahujici PDZ-vazebnou doménu svym C*-koncem. Pievzato z Lee a Zheng, 2010.

PDZ domény jsou soucasti membranovych a cytoplazmatickych proteint, které jsou schopny
shlukovat a lokalizovat proteiny na plasmatické membrané, ¢imz se angazuji v udrzbé mezibunécnych
tésnych spoji, bunééné polarity pomoci iontového transportu a signalnich drah (Jelen et al., 2003).
Vaze se na specifickou peptidovou sekvenci karboxylového konce cilovych proteind nebo na jinou
PDZ doménu vramci svych interakénich partneri (James et al., 2006). Tyto ligandy, které jsou
schopny interagovat s PDZ doménou, nesou na svém C*-konci okrsek nazyvany PDZ-vazebna doména
(z anglického PDZ domain-binding motif, zkracené¢ PBM) a vazi se do zlabku mezi BB vlakno a oB

helix (Jelen et al., 2003) pomoci velmi konzervované smyc¢ky umisténé pied BB vldknem a sestavené
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z aminokyselin R/K-XXX-G-®-G-®, kde ® je hydrofobni a X jakykoliv libovolny aminokyselinovy
zbytek (Lee a Zheng, 2010).

Existuji 3 ruzné typy PBM. Zakladnim kritériem pro jejich rozdéleni do skupin je interakce prvniho
zbytku aB1 helixu PDZ domény S postrannim fetézcem aminokyseliny na druhé pozici C‘-konce
ligandu (PBM). Podle karboxylového konce se rozdéluji PBM do 3 kategorii (viz tabulka 2): C*-konec
PBM 1. typu je zakonéen sekvenci (-X-S/T-X-@coop), Kde se postranni fetézec hydroxylové skupiny
serinu nebo treoninu (S/T) vaze vodikovym mustkem na N3 dusik histidinu v aB1 helixu PDZ
domény. 2. typ je zakonéen sekvenci (-X-®-X-Ocoop), kde @ je libovolna hydrofobni aminokyselina
a 3. typ obsahuje (-X-D/E-X-®c¢oon) Sekvenci, kde X je jakakoliv nespecifikovana aminokyselina
a D/E je bud’ zaporné nabita kyselina asparagova, nebo glutamova (Hung a Sheng, 2002).

Velké mnozstvi PDZ domén obsahuje jakousi prodluzujici sekvenci pfimo pted nebo za kanonickou
casti domény. Tato prodlouzeni maji vliv na sbalovani, stabilitu, dynamiku a funkci domén, ke kterym
jsou ptipojena. Hlavnimi funkcemi jsou zejména zména vazebné afinity, poskytnuti vazebnych mist
pro makromolekuly, uceleni struktury domény a zvétSeni prostoru vazebného mista pro ligandy (Wang
et al.,, 2010). Existuji také ligandy, které jsou schopny se navazat na PDZ domény svou interni
sekvenci. Je to zplisobeno tim, Ze se ve vazebné ¢asti nachazi neobvykla stabilni sekundarni struktura,
ktera maze byt shodna s C‘-koncem bézného vazebného ligandu. Diky tomu se mohou napojit do

zlabku a interagovat s nimi. (Jelen et al., 2003).
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Piiklad proteinu

Trida C*-konec PBM | Protein obsahujici PBM interagujiciho s PBM
L. tfida -ETDV - K" kanal typu shaker - PSD-95 (PDZ2)
—X-[SIT]-X-® -ESDV - podjednotka NR2A/B receptoru - PSD-95 (PDZ2)
NMDA
-TTRV - neurolignin - PSD-95 (PDZ3)
- syntenin (PDZ1,
-TSVF - ILR-5a PDZ2)
- PSD-95 (PDZ1, 2
-ESLV - PMCA4b i3)
-QSAV - nap&tim ovladany Na" kanal - synthropin
-DSSL - protein kinaza C-a - PICK1
-DTRL - Bo-adrenergni receptor - NHERF (PDZ1)
-QTRL -CFTR - NHERF (PDZ1)
-SSTL - GKAP - Shank/ProSAP
- podjednotka mGIuR5
metabotropniho - Shank/ProSAP
-PTRL glutamatového receptoru GRK6A
- rodina MAGUK
-ETQV - E6 HPV 18 proteini
-ETQL - E6 HPV 16 -rodina MAGUK
proteint
- PICK2, GRIP
I1. t¥ida -SVKI - GluR2 podjednotka AMPA (PDZ5)
—X-O-X-O receptoru
-EYFI - glykoforin C - erytrocyt p55
-EYYV - neurexin - CASK
- CASK, syntenin
-EFYA - syndecan-2 (PDZ2)
-YYKV - efrin B1 - PICK1, Grip (PDZ6),
syntenin (PDZ2)
-DVPV - receptor skupiny tyrozinovych - erbin
kinaz ErbB2
II1. tfida -VDSV - melatoninovy receptor -nNOS
—X-[D/E/K/R]-X-
0] -GEPL - KIF17 - mLIN10/Mint1/X11
-FEEL - merlin - syntenin (PDZ1)
-K/RYV - syntetizovany peptid - navrzeny AF6
Ostatni -DHWC - Ca”" kanal N-typu - Mintl
—X-X-C -YXC - L6 antigen -SITAC
—X-¥-[D/E]

(® — hydrofobni AMK, X —nespecificka AMK)

Tabulka 2: Rozdéleni vybranych PDZ-vazebnych domén (PBMs) do tiid podle aminokyselin (AMK) vyskytujicich se na C*-
konci vazebného ligandu. Zvyraznéné PMB pochazeji z E6 divokého typu (wild-type, zkracené wt) HPV18 (-ETQV) a z E6

wt-HPV16 (-ETQL). Pievzato z Jelen et al. (2003) a Glaunsinger et al. (2000).
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5.1 Interakce PBM E6 s PDZ doménami vybranych bunécnych proteinti

E6 onkoprotein ma v hostitelské bufice mnoho vazebnych partnerd. Jsou to hlavné proteiny obsahujici
signalni molekuly a nachazejici se predev$im v bunécnych spojich a synapsich, ucastnici se udrzovani
bunécné polarity, signalizace v jaderném transportu nebo polymerizace a depolymerizace aktinu pii

migraci bunek.

PBM sekvence se nachazi na onkoproteinech E6 pouze u vysoce rizikovych a-HPV (Kiyono et al.,
1997), ostatni rody HPV ji nemaji (Lazi¢ et al., 2012). Tyto E6 proteiny maji na svém C*‘-konci PBM
sekvenci 1. typu, ktera vaze PDZ doménu a zprostiedkovava s ni interakci. U E6 HPV-16 je C‘-konec
zakoncen aminokyselinovou sekvenci —ETQLcoon @ U HPV-18 sekvenci —-ETQVcoon (Javier a Rice,
2011). Pro porovnani, C‘-konec E6 HPV-11, ktery spada do kategorie malo rizikovych HPV, obsahuje
sekvenci —DLLPcoon, (viz obrazek 4) ktera neodpovidd aminokyselinovym pozadavkim na PBM
(Glaunsinger et al., 2000).

(" HPV52: CSECW-----nnnn- RPRPVTQV
HPV33: CAACW------- RS--RRRETAL
«9 | HPV58: CAVCW---munun- RPRRRQTQV
HPV16: CMSCC------- RSSRTRRETQL
HPV31: CIVCW----eeu-u- RRPRTETQV
\_HPV35: CMSCW--------- KPTRRETEV Vv
(" HPV59: CRGCRTRARHLRQQRQARSETLV -xSx L
HPV18: CHSCCNRARQE--RLQRRRETQV T
@7 | HPV45: CNTCCDQARQE--RLRRRRETQV
HPV39: CRRCWTTKRED-RRLT-RRETQV
\_HPV68: CRHCWTSKRED-RRRI-RQETQV
as  HPV51: CANCW------ QRT-RQRNETQV
a6 HPV56: CLGCW------ RQTSREPRESTV
CLHCWTTCMED-MLP

HPV11

CLHCWTTCMED-LLP

[HPVS :
all

Obrazek 4: Aminokyselinové sekvence PDZ-vazebnych koncti (PBM) E6 proteind zastupct vysoce rizikovych HPV. Ctyi-
aminokyselinova sekvence v pravé ¢asti obrazku je odvozena ze vSech znamych PBM vysoce rizikovych HPV a odpovida
aminokyselinovym pozadavkiim pro PBM L. tfidy. Pro porovnani jsou zde uvedeny i genomy C‘-konciti nizko rizikovych
zastupci HPV-6 a HPV-11, které PBM neobsahuji. Pievzato z Pim et al., 2012.

5.1.1 PBMEG6 ahDlg

Prvnim objevenym bunécnym proteinem vazajicim E6 vysoce rizikovych HPV prostfednictvim své
PDZ domény, byl lidsky homolog tumor supresorového proteinu DIg (Discs Large Tumor Suppressor)
octomilky obecné (Drosophila melanogaster) hDlg (Kiyono et al., 1997). hDlg patii do proteinové
rodiny MAGUK (Membrane-Associated Guanylate Kinase Family), jejiz hlavni funkci je spravné
umisténi membranovych a cytosolickych proteinit mezibunéénych spoju. Existuji 4 lidské homology

velice piibuzné Dlg. Jsou to Dlgl (hDlg, SAP97), Dlg2 (PSD93), Dlg3 (SAP102) a Dlg4 (PSD95,
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SAP90). Dlgl a Dlg4 maji 3 PDZ domény, kterymi interaguji se svymi buné¢nymi proté&jsky. Tyto
DIg proteiny jsou exprimovany v polarizovanych bunkach, predevsim v proteinech PSD (z anglického
Post-synaptic density protein) (Handa et al., 2007). hDlg se nachazeji v bufice pievazné na periferii
a vV mistech mezibunécnych kontaktti. Za urcitych podminek se mohu nachazet ve velmi omezeném
mnozstvi i v bunééném jadre, napt. jako negativni regulator bunécného ristu. V buiikach infikovanych
HPV byla prokazana degradace fosforylovanych hDIg v jadie a hDIg vyskytujicich se v cytoplazmé,
zatimco hDIg proteiny vazané v membrané nebyly PBM E6 ovlivnény (Massimi et al., 2004; Narayan
et al., 2009). Ztrata exprese hDlg je pozorovana az béhem pozdnich fazi rakoviny délozniho Eipku,
v prekancerdznich stadiich je vSak urcita Groven exprese hDIg zachovana. Tyto hDIg jsou schopny
interagovat s SGEF, ktery hraje dalezitou roli v mezibunécnych kontaktech a bunétné migraci,
a prostiednictvim vazby PBM E6 a PDZ domény hDIg utvotit komplex. Diky tomuto komplexu na
sebe pusobi hDIg spolu s SGEF, coz ma za nasledek zvyseni aktivity RhoG a tim zvySeni invazivniho

potencialu infikované bunky (Subbaiah et al., 2012).

5.1.2 PBMEG6 a hScrib

Mezi dalsi PDZ proteiny, které jsou cilem komplexu E6 onkoproteinu s E6-AP je lidsky homolog
tumor supresoru Scribble (hScrib), ktery byl objeven ptvodné u Drosophily melanogaster. Tento
protein obsahuje 4 PDZ domény a nachazi se v cytoplazmé, v mezibunéénych tésnych spojich
a Vv jinych membranovych strukturach epitelialnich bunék (Nakagawa a Huibregtse, 2000; Dow et al.,
2003). PBM E6 vysoce rizikovych HPV se vaze na PDZ doménu 3 hScrib a spolu s E6-AP vytvaii
komplex, ktery cili hScrib k proteazomalni degradaci a tim dochazi k poskozeni tésnych spoju
(Nakagawa a Huibregtse, 2000; Thomas et al., 2005). Vysledky studie Thomase a kolektivu (2005)
naznacuji, ze se E6 HPV-16 pomoci své aminokyselinové sekvence PBM vaze na protein hScrib
s vétsi afinitou nez HPV-18 a je efektivnéjs$i v degradaci tohoto bunééného proteinu. Pravé hDIg

vvvvvv

poskozenim podileji na zhoubnosti nadort zpisobené HPV (Pim et al., 2012).

5.1.3 PBME6 a MAGI-1

MAGI-1 je protein patiici do proteinové rodiny MAGUK. MAGI-1 ma na své C‘-koncové Casti
umisténych 5 PDZ domén. PBM E6 vysoce rizikovych HPV-16 a HPV-18 se vaze na PDZ doménu
MAGI-1 a navadi tento protein k degradaci. Bylo experimentalné zjisténo, ze vymeénou nékteré
aminokyseliny z ptivodniho PBM vysoce rizikovych HPV-16 a HPV-18 ztraci E6 protein schopnost
vazat se na PDZ doménu MAGI-1 a tim ho degradovat (Glaunsinger et al., 2000). Degradace MAGI-1
hraje dulezitou roli Vv onkogenezi zpusobenou vysoce rizikovymi HPV. Subytkem MAGI-1
v bunéénych linii HeLa a CaSKi pochazejicich znadord d€lozniho ¢ipku dochézi k poskozeni
bunécénych tésnych spojl, které zabranuji vétsiné latek prochazet mezi sousednimi buiikami. Timto

zpusobem mohou HPV deregulovat vnitini prostfedi hostitelské bunky. Bylo v§ak experimentalné
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prokazano, ze zastavenim exprese virovych E6 a E7 proteind a jejich odstranénim mohou byt tésné

spoje obnoveny (Kranjec a Banks, 2011).

V této souvislosti je zajimavé, ze i1 HPV 70, zastupce nizko rizikovych HPV bez E6 PBM se miize
vazat na proteiny hDlg a MAGI-1 a degradovat je. Na druhé strané HPV-66, ktery se fadi mezi vysoce
rizikové HPV, se nevaze na hDlg, hScrib ani MAGI-1 a nenavozuje jejich degradaci (Muench et al.,
2009).

5.1.4 PBME6 a NHERF-1

Dalsim proteinem, ktery obsahuje PDZ doménu a podili se na klicovych bunéénych pochodech je
regulacni faktor Na+/H+ pienasece — 1 (Na+/H+ Exchanger Regulatory Factor — 1). NHERF-1 ma na
N*-konci 2 PDZ domény, kterymi se vaze na nékteré dilezité bunécné proteiny a ovliviiuje tim jejich
aktivitu (Lee a Zheng, 2010). Na C‘-konci se nachazi sekvence, na kterou se vazi adaptéry
membranového cytoskeletu, které urCuji misto a funkci riznych proteinti v blizkosti aktinového
cytoskeletu (Voltz et al., 2001). Vazbou na CFTR (Cystic fibrosis transmembrane conductance
regulator) obnovuje NHERF-1 jeho mnozstvi v plazmatické membrané (Cheng et al., 2004) a tim
hraje nezanedbatelnou roli v bunécéné polarité a signalizaci (Kalyoncu et al., 2010). Prostiednictvim
obou PDZ domén, které nékolika zptisoby ovliviiuji bunku, se NHERF-1 podili na karcinogenezi.
PDZ1 doména je dilezita pro expresi proteinu NHERF-1, ktery se podili na ztraté invazivniho rastu
(Cardone et al., 2012). Podle studii Accardiho a kolektivu (2011) je E6 HPV-16 schopen navazat se
prostiednictvim PBM na PDZ doménu NHERF-1 a spolu s E7 indukovat jeho degradaci. Je zajimavé,
ze PBM E6 HPV-18 neni schopen vyvolat degradaci NHERF-1. Duvodem mutze byt vysoka
specificita PDZ domény ve vybéru jejich interagujicich PBM.

5.1.5 PBMEG6 aCAL
CAL, (CFTR-associated ligand), je 454 aminokyselin dlouhy proteinovy ligand asociovany

s chloridovym kanalem, ktery reguluje transport Cl™ ionti pfes bunéénou membranu. Obsahuje 2
strukturalni motivy ,,coiled-coil*, coz jsou 2 a vice a-helixti obto¢enych kolem sebe do jedné spiraly,
a 1 PDZ doménu, kterou se mlize vazat na CFTR nebo jiné bunétné proteiny. Bylo zjisténo, ze vyssi
exprese CAL je schopna snizit expresi CFTR a tim v sav¢ich bunikdch redukovat transport
chloridovych iontid. Tento efekt mize byt prekonan pomoci NHERF, ktery obnovuje expresi CFTR.
CAL se také podili na vezikularnim transportu mezi membranovymi organelami (Cheng et al. 2004).
Podle studii Jeonga a kolektivu (2007) se E6 HPV-16 vaze na CAL in vivo a podporuje jeho degradaci
prostiednictvim ubiquitinové proteazomalni drahy spojené s E6-AP. Samotny E6-AP je také schopen
navazat se na CAL prostfednictvim ,,coiled-coil* domény a regulovat jeho funkce a mnozstvi v bunce.
Interakce E6 s CAL nebyla pozorovana u nizko rizikovych HPV-6 a HPV-11. Také u HPV-18 byla
vazba na CAL kvili jiné aminokyselinové sekvenci na PBM mnohem slabsi. Zda se tedy, Ze za

normalnich podminek se na CAL vaze E6-AP. V buiikach infikovanych HPV-16 se ale na CAL vaze
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E6 prosttednictvim PBM a ten nasledné rekrutuje E6-AP, ¢imz je urychlena degradace CAL. To se
muaze projevit deregulaci bunéného prostiedi v disledku absence CAL, ktery se uplatiuje ve

vezikularnim transportu.

5.1.6 PBMES6 aGIPC

Bunéény protein GIPC (GAIP-interacting protein, C terminus) interaguje s proteinem GAIP (GTPase-
activating protein for Gai subunit), ktery se vyskytuje v membrané klatrinovych vackt. GIPC
interaguje s C‘-koncem GAIP a ma centralni PDZ doménu (de Vries et al., 1998). GIPC protein miize
interagovat s PBM E6 vysoce rizikovych HPV, ale tato interakce zavisi na aminokyselinové sekvenci
PBM EB6. V piipadé¢ zamény aminokyseliny z PBM E6 HPV-18 nejsou schopny proteiny E6 a GIPC
vytvofit komplex. Pokud vSak tento komplex utvofi, spousti E6 polyubiquitinaci GIPC proteinu a jeho
naslednou proteazomalni degradaci prostiednictvim E6-AP. Pokles bunécného GIPC urychluje
bunécné déleni a inhibuje expresi DNA vazebného proteinového inhibitoru zvaného Id3, ktery je
nutny pro plné funkéni TGF-B1 (Transforming Growth Factor B-1). TGF-B1 je uplatiiovan v kontrole
bunécného rastu a bunécného déleni. Pokles GIPC navic zptisobuje, Ze jsou infikované bunky méné

citlivé k cytostatickému uc¢inku TGF-B1 (Favre-Bonvin et al., 2005).

5.1.7 PBMEG6 aPTPN13

PTPN13 je 270kDa protein, je clenem nonreceptorovych fosfataz, obsahuje 5 riznych PDZ-vazebnych
domén a je dilezity pro preziti bun¢k — hraje roli jako tumor supresor. Podle studii autortt Spanos
a kolektiv (2008) se PBM E6 HPV-16 vaze na bunéénou fosfatazu PTPN13 a zpétnovazebné snizuje
jeji expresi. Tento ubytek proteinu PTPN13 indukuje u infikovanych bun&k schopnost rist v tekutém
agaru, ale pokud je jeho exprese znovuobnovena do ptivodnich hodnot, je invazivni riist omezen nebo
zablokovan. Pfi zmifiovanych experimentech V mysich epitelidlnich buiikdch mandli (MTEC) se také
ukazalo, Ze tento efekt je vazan na nemutovanou formu E6, kdezto E6 s deletovanou PBM (E64146-151)
nedokaze invazivni rst indukovat. Dalsim zjisténim bylo, Ze p¥iddnim onkoproteinu Ras“*? k buiikam
exprimujicim E6 s E7 a k bunkam produkujicim pouze E6 se podpofi invazni tumorogenni rist. Pro

V12 o
tento rust

porovnani, bunky s E6aj46.151 @ Ras'*? a buiikky se samotnym onkoproteinem Ras
nevykazovaly. Tato data ukazuji, ze invazni rast zivych bun€k je zavisly na mechanismu asociovanym

s PBM E6.

5.1.8 PBME6 a NF-kB

PBM E6 HPV-16 je schopna aktivovat transkripci gentli zprostfedkovanou NF-«kB. Transkripéni faktor
NF-kB je heterodimer slozeny z p50 a RelA (p65) proteinti nebo z p52 a RelB proteint, kde Rel
proteiny obsahuji jaderny lokaliza¢ni signal. NF-xB je exprimovany ve vétsing lidskych bungk, ale je
inaktivovany a udrzovany v cytoplazmé pomoci svého inhibitoru IkB-a. Degradaci inhibitoru IkB-o se
aktivuje NF-«B, piemisti se do jadra a tam aktivuje expresi riznych gent, které maji vliv na bunéény

rust, diferenciaci, zanétlivou reakci a regulaci apoptozy (Lessard et al., 2003). Aktivace NF-kB souvisi
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s nékolika typy nadort jako rakovina prsu (Helbig et al., 2003) nebo rakovina prostaty (Lessard et al.,
2003). PBM E6 HPV-16 je také schopna navazat slozku NF-kB na promotor clAP-2 a zvysit jeho
expresi. ClAP-2 je silny antiapopticky faktor a jeho pokles je dostacujici pro vyvolani apoptozy.
ZvySenim jeho exprese prostfednictvim NF-kB znemozni bunice vyvolat apoptéozu. Dale mize PBM
E6 odvratit bunécnou apoptozu zabranénim aktivace apoptické kaspazy 3 vyvolané TNF-a (Tumor
Necrosis Factor — «) (James et al., 2006). Mnozstvi exprimovanych E6 v hostitelské burice v§ak muze
ovlivnit citlivost buniky k TNF. Malé mnozstvi E6 mtze ochrénit bunku pfed TNF, kdezto velké
mnozstvi E6 zplisobi mnohem vétsi citlivost bunék k TNF a tim ovlivni jejich zivotaschopnost

(Filippova et al., 2005).

Interakce E6 a NF-«kB zprostiedkovana PBM je tedy schopna ochranit buniku pted indukci apoptozy,

a to zptisobem nezavislym na degradaci bunééného proteinu p53 a aktivaci hTERT.

5.1.9 PBM E6 a Wnt/B-cateninova draha

Wnt (z anglického Wingless/Integration-1) signaliza¢ni draha je spojena sregulaci proteinu [-
cateninu, ktery je jednim z proteind regulujici bunééné adhezni spoje. Pokud nejsou pfitomny Wnt
ligandy, indukuje to tvorbu komplexu, ktery fosforyluje a degraduje B-catenin. Pokud je Wnt
signaliza¢ni draha aktivovana, pak ovlivnénim jinych bunécnych proteind zabrafiuje tvorbé tohoto
degradaéniho komplexu a B-catenin je translokovan do buné¢ného jadra, kde se kumuluje (MacDonald
et al., 2009). V jadie se B-catenin navaze na transkrip¢ni faktor TCF4 (z anglického T-cell factor 4)
a kontroluje expresi nékolika gen uplatiujicich se vregulaci bunééné polarity, proliferace
a diferenciace (Clevers, 2006). Bylo zjisténo, Ze v jadrech bunék cervikalniho karcinomu zpisobeného
HPV-16, se bézné vyskytuje B-catenin, kdezto u Sasnych 1ézi byl tento vyskyt vzacny (Uren et al.,
2005).

Podle studii Bonilla-Delgado a kolektivu z roku 2012 se u osmidennich transgennich mysi, které
exprimovaly v koznim epitelu E6 s PBM z HPV-16, v buné¢ném jadie zadny B-catenin nevyskytoval.
Ve veéku 4 mésicii byl znatelny narast jaderného B-cateninu a nejvice detekovatelné mnozstvi
vykazovaly mysi ve stafi 1 roku. V mysich, které exprimovaly E6 deletovany o PBM, nebyl tento
narust zdaleka tak znatelny. Také se ukazalo, ze PBM je nutna pro udrzeni proliferace bunék vyssich
epidermalnich vrstev u dospélych mysi. Pti testovani indukce Wnt signalni drahy in vitro vSak byly
pozorovany jiné vysledky. Ukazalo se, ze indukce této signalni drahy E6 proteinem nebyla zavisla na
pritomnosti PBM. Tyto odliSné zavéry naznacuji, ze interakce E6 a Wnt signalni drahy je slozita

a muze byt zavisla na jinych signalnich drahach a také na stafi infikovaného jedince.

5.2 Dalsi funkce PBM

Malo rizikové i vysoce rizikové HPV jsou schopny se svymi E6 onkoproteiny vazat na bunétné

proteiny obsahujici LXXLL sekvenci. LXXLL motiv je amfipaticka Sroubovice bohata na leucin, ktera
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se nachazi i na E6-AP a jejim prostiednictvim se na néj vaze protein E6. Vazba mezi E6-AP a E6
podporuje hostitelskou translaci zavislou na cepicce. Tato translace za¢ina rozpoznanim 7-metyl-
Exprese E6 HPV-16 zvysuje proteinovou syntézu posilenim sestavovani translacni iniciani Cepicky
(Spangle a Miinger, 2010). Podle vysledku vyzkumu autortt Spangle a kolektiv (2012) jsou slizniéni
malo rizikové HPV i vysoce rizikové HPV schopny zvysit pomoci svého E6 proteinu translaci
zavislou na Cepicce, ale vysoce rizikové HPV jsou diky své PBM vtomto ohledu mnohem
efektivnéjsi. Timto bylo poukazano na roli PBM v E6, ktera se podili spolu s LXXLL motivem na
zvySeni aktivity bunéné translace nezavisle na E7 proteinu (Klingelhutz a Roman, 2012). Tato

translace mize byt dtlezita pro zivotni cyklus HPV ve specifickém tkanovém epitelu.

Prace autort Nicolaides a kolektiv z roku 2011 naznacuje, ze interakce E6 PBM spolu s bunécnymi
PDZ proteiny hScrib, hDIg nebo MAGI-1 zvySuje stabilitu samotného E6 onkoproteinu a mutize
ovlivnit i jeho mnozstvi v infikované bunce. Zatim neni znamo, jak je této stability dosaZzeno, ale je
pravdépodobné, ze to bude souviset se stabilitou E6 v piitomnosti nebo pii absenci PBM. Je totiz
zajimavé, Ze oproti divokému typu (z anglického wild-type, zkracené wt) vysoce rizikového HPV je
virus s mutovanym E6 v PDZ doméné udrZzovan v hostitelské bufice v niZz§im poctu kopii (Lee
a Laimins, 2004). Mutanty genomt HPV-16 zbavené své PBM na C‘-koncich E6 totiz nebyly
Vv buiikach udrzeny, zatimco genomy E6 s PBM byly z velké ¢asti zachovany v podobé epizomui. E6 je
potfebny pro udrzbu virovych epizomti (Park a Androphy, 2002), kdezto mutanty E6 zkracené o PBM
nebyly schopny vydrzet v epizomech a integrovaly se do bunétné DNA. Bylo také prokazano, ze
PBM wt-E6 G¢inné ochranuje tento virovy onkoprotein pied proteazomalni degradaci (Nicolaides et
al., 2011). Dalsi zajimavosti je, Ze byla také zjiSténa niz§i mira rustu hostitelskych keratinocyti

Vv pfitomnosti E6 zbaveného o PBM (Lee a Laimins, 2004).

6 Zavér

Lidské papillomaviry zptsobuji fadu lidskych nadort. Mezi takzvané vysoce rizikové je v tomto
ohledu fazeno celkem 15 HPV (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68, 73 a 82). Jejich
regulacni proteiny E6 obsahuji tzv. PDZ-vazebnou doménu a bylo objeveno nékolik bunéénych
proteint, které prostiednictvim své PDZ domény interaguji s proteinem E6 vysoce rizikovych HPV.
Nekteré jsou soucasti mezibunéénych spoji, dilezitych regulacnich nebo signalnich bunéénych drah,
nékteré se podileji na kontrole bunééné polarity. V afinité¢ k PDZ proteinim existuji mezi E6 proteiny
jednotlivych vysoce rizikovych HPV podstatné rozdily. Jako prvni se nabizi rozdilnost
v aminokyselinové sekvenci PBM na C‘-konci E6. I mald jedno-aminokyselinova rozdilnost v PBM
E6 mezi HPV-16 a HPV-18 ma vliv na silu vazby protein hDlg a hScrib (Thomas et al., 2005). A tak,
i kdyz se vycCet vSech interak¢énich partner zda byt vysoky, je pravdépodobné, Zze E6 kazdého HPV

interaguje diky své specifické PBM pouze s omezenym mnozstvim bunéénych PDZ proteint, které
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nejlépe odpovidaji aminokyselinovym pozadavkim dané PBM (Pim et al., 2012). Je pozoruhodné, ze
v nadorovych buiikach, ve kterych je exprimovano velké mnozstvi E6 onkoproteinu, jsou bunécné
proteiny obsahujici PDZ doménu degradovany (hDlg, hScrib, MAGI-1, GIPC). Tato degradace vSak
nebyla prokazana, pokud byly E6 exprimovany v niz§im mnozstvi typickém pro produktivni infekci
(Nicolaides et al., 2011). Navic se ukazalo, Ze 1 E6 z nizko rizikového HPV-70, ktery je schopny
imortalizovat normalni keratinocyty predkozky prostiednictvim spoluprace E6 a E7 proteind stejn¢
efektivné, jako vysoce rizikové HPV, mize interagovat s MAGI-1 a hDIg a degradovat je (Muench et
al., 2009). Svou roli v nejednoznacnosti interpretaci mize hrat i fakt, Ze nékteré interakce mezi
bunécnymi proteiny a PMB E6 jsou zjistovany pouze experimentalné in vitro, kdezto v organismu
hostitele budou pravdépodobné pisobit i jiné kofaktory, které mohou ovlivnit potencialni vyvoj
nadoru. Kromé toho, epitelidlni vrstva neni neménna, stale se vyviji. Je mozné, Ze nekteré interakce
mezi PBM E6 a PDZ proteiny vyzaduji rizné faze virového Zivotniho cyklu (Pim et al., 2012). Jednim
Z hlavnich cilii v problematice PBM E6 a PDZ proteinti je tedy snaha zjistit, zda se vysoce rizikové
HPV snazi interakci s PDZ proteiny, které se podileji na bunécné polarité, navodit vhodné prostiedi,
které by prispivalo k udrzovani virového genomu v hostitelské buiice. Zaroven je tfeba brat v potaz
i fakt, ze PBM neovliviiuje pouze bunécné proteiny. Ukazalo se, Ze ma roli i ve stabilizaci samotného
E6 onkoproteinu a podili se také na mnozstvi E6 v infikované buiice prostfednictvim interakce s PDZ
proteiny. E6 s deletovanou PBM, které nejsou schopny se navazat na PDZ proteiny a fenotypové
odpovidaji nizko rizikovym HPV, jsou mén¢ stabilni, a tudiz se jich nachéazi v buiice méné. Tento
poznatek se shoduje i stvrzenim, ze vétsina HPV zpisobujicich pouze benigni bradavice a léze,

exprimuje E6 v niz§im mnozstvi potfebnym pouze pro produktivni infekei.

Jakou roli vSak hraje PDZ-vazebnd doména E6 proteinii vysoce rizikovych HPV pii nédorové
transformaci? Vsechny HPV, které jsou schopny wvyvolat cervikalni karcinom, imortalizuji
hostitelskou buiiku vazbou E6-AP s proteinem p53, ktery degraduji. Zda se, ze pro maligni vyvoj je
potieba tato imortalizace hostitelské bunky (Muench et al., 2009) a vysoce rizikové HPV vyuzivaji
PBM ptedevsim pro urychleni tempa ristu infikovanych bunék regulaci PDZ bunécnych proteinti
(Spanos et al., 2008). Vazba jednotlivych proteinti s PBM E6 v§ak miZze mit rozdilny vliv na rozvoj
zhoubnych nadorti. Proto by poznatky o struktuie a interakcich PBM mohly mit zasadni prognosticky
charakter pii 1é¢bé nadort zpusobenych HPV a zasadné prispét k vyvoji novych terapeutickych

postupti.
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