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The structure and properties of Human papillomavirus
Summary

Human papillomaviruses (HPVs) are a large group, with over 100 genotypes,
of small nonenveloped, double-stranded DNA viruses. HPV types may be classi-
fied by infection location on the body each virus tends to infect and its potential
for oncogenesis. ‘High-risk’ and ‘low-risk’ nomenclature was proposed for HPV
genotypes (HPV-HR and HPV-LR). HPV is the major etiologie factor in cervical
cancer and is found in the majority of cervical tumors. The major mechanisms
through which HPV contributes to neoplastic initiation and progression include
the activity of two viral oncoprotein, E6 and E7, which interfere with critical cell
cycle tumor suppressive proteins, p53 and pRB. However, HPV infection is not a
sufficient cause of cervical cancer and other cofactors contribute to the
multi-step process or tumor formation, such as individual genetic variation as
well as environmental factors.

Recently, prophylactic HPV vaccines have been shown to be effective in pre-
venting infection in young women.
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1. Wstep

W roku 2008 laureatem jednej z Nagréd Nobla byt prof. Ha-
rald zur Hausen. Nagrode te otrzymat za odkrycie wirusa bro-
dawczaka ludzkiego (HPV, ang. Human papillomavirus). Profesor
zur Hausen nie tylko odkryt HPV, ale takze opisat role, jakg ten
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wirus petni w rozwoju raka szyjki macicy oraz wspotuczestniczyt w opracowaniu
szczepionki przeciw najbardziej onkogennym typom wirusa.

Ludzkie wirusy brodawczaka HPV nalezg do rodziny Papillomaviridae. HPV majg
nieostoniety wirion o symetrii ikosaedralnej i Srednicy 55 nm. Kapsyd zbudowany
jest z dwoch biatek strukturalnych: 360 kopii biatka LI i 12 kopii biatka L2 zorgani-
zowanych w 72 kapsomery (1-3). Genom wszystkich wirusow brodawczaka ma po-
sta¢ kolistej, kowalencyjnie zamknietej czasteczki dsDNA, zbudowanej z okoto 8 ty-
siecy par zasad, zasocjowanej z histonami tworzgc strukture podobng do chromaty-
ny (4). Tylko jedna ni¢ DNA jest kodujaca i zawiera do 8 nachodzacych na siebie
otwartych ramek odczytu (rys. 1).

Wirusy HPV wykazujg tropizm do komérek nabtonka wielowarstwowego bton
Sluzowych i skoéry. Do zakazenia komdrek warstwy podstawnej nabtonka dochodzi
w wyniku urazu skory lub naskorka. Replikacja wirusow HPV jest zalezna od wiruso-
wych i komorkowych biatek regulatorowych oraz Scisle skorelowana z procesem
réznicowania komérek nabtonka (5-7).

Klinicznym efektem zakazenia wirusem HPV sg brodawki skory oraz bion $luzo-
wych jamy ustnej, drég oddechowych, narzadéw piciowych, uktadu moczowego
i odbytu. Wiele wiruséw brodawczaka jest odpowiedzialnych za zakazenie drég
ptciowych, ktére moga czesto prowadzi¢ do stanu zapalnego, ktykcin ptaskich i kon-
czystych, inicjacji stanéw przednowotworowych, jak réwniez ptaskonabtonkowych
i gruczotowych rakéw szyjki macicy. Patogeny te powodujg takze zmiany skdrne,
objawiajgce sie wystepowaniem m.in. brodawek ptaskich, plam barwnikowych i ru-
mieniowych, ktdre czesto stanowig punkt wyjscia dla inicjacji procesu nowotworo-
wego (6). Posta¢ powstatego schorzenia zalezy w duzym stopniu od typu wirusa
HPV zakazajacego nabtonek.

Dotychczas poznano przeszto 100 réznych typow wirusa HPV. Grupe te mozna
podzieli¢ na: a, (3, y, p i v. Z tego 60 typow wirusa atakujgcych nabtonek szyjki maci-
cy zaliczanych jest do grupy a, w tym okoto 30 jest zwigzanych ze zmianami na-
btonka prowadzacymi do rozwoju raka szyjki macicy. Wirusy P zakazajg skore, nato-
miast pozostate wirusy (grupy y, p i v) sa odpowiedzialne za powstanie brodawek,
ktére z reguty nie ulegajag transformacji nowotworowej (8,9).

Biorac pod uwage potencjat onkogenny tych wiruséw, mozemy je podzieli¢ na
wirusy niskiego, sredniego i wysokiego ryzyka (tab. 1) (5-7).

Tabela 1

Klasyfikacja ludzkich wiruséw HPV na podstawie ich potencjatu onkogennego, okreslanego jako prawdopo-
dobienstwo wystapienia transformacji nowotworowej w wyniku zakazenia (10)

Potencjat onkogenny Typ wirusow UPV
wirusy niskiego ryzyka 6, 11, 42, 43, 44
wirusy $redniego ryzyka 33, 35, 39, 51, 52
wirusy wysokiego ryzyka 16, 18, 31, 45, 56
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2. Struktura i organizacja genomu wirusa brodawczaka ludzkiego

Materia! genetyczny ludzkich, jak i zwierzecych wirusow brodawczaka zorganizo-
wany jest tak samo. W jego genomie mozna wyrozni¢ trzy rejony: wczesny (E) - ko-
dujacy biatka niestrukturalne wirusa, pézny (L) - kodujacy biatka strukturalne oraz
dtugi rejon regulatorowy (LCR lub NCR) (ang. Long Control Region, Noncoding Region)
(5,6). Rejony E i L przedzielone sg dwoma miejscami poliadenylacji: wczesnym AE
I p6zZnym AL (rys. 1). Najbardziej zachowawczy jest region kodujacy biatka El i U,
natomiast najmniej - LCR. Rejon regulatorowy wirusa (LCR) umieszczony jest po-
miedzy otwartymi ramkami odczytu LI oraz E6 i zawiera okoto 1000 pz. Zlokalizo-
wany jest w nim promotor (p97 u wirusa HPV16) oraz liczne sekwencje funkcjo-
nujace jako wzmacniacze (ang. enhancer) i wyciszacze (ang. silencer) transkrypcji wiru-
sowych genéw. Dotychczas zidentyfikowano okoto dwudziestu czynnikéw biatko-
wych wigzacych sie z okreslonymi elementami sekwencji w LCR. Nalezg do nich takie
biatka komadrkowe jak: AP-1 (ang. Activating Protein-1), AP-2 (ang. Activating Protein-2),
CDP (ang. CCAAT Displacement Protein), CEF-1, CEF-2 (ang. Cellular), NF-1 (ang. Nuclear
Factor-1), NF 8 (ang. Nuclear Factor E2 Site Binding Factor), ¢c/EBP p (ang. CCAAT Enhan-
cer Binding Protein), c-Myc (ang. Myelocytomatosis), OCT-1 (ang. Octamer Binding Fac-
tor-1), PEF-1 (ang. Papillomavirus Enhancer Factor-1), SPI (ang. Simian-Virus-40 Prote-

El

Rys. 1. Schemat genomu wirusa brodawczaka: LCR - dtugi region regulatorowy, L1-L2 - otwarte
ramki odczytu kodujace biatka p6zne wirusa, E1-E7 - otwarte ramki odczytu kodujace biatka wczesne
wirusa, Al - pdzne miejsca poliadenylacji. Ay - wczesne miejsca poliadenylacji, Po7 - wczesny pro-
motor, Peyo - pdézny promotor; numery zawarte w wewnetrznym okregu wskazujg pozycje nukleoty-
déw (wg 5).
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in-1), TEF-1 (ang. Transcription Enhancer Factor /), TEF-2, TBP (ang. TATA Binding Prote-
in), YYI (ang. Yin and Yang /), receptory dla hormondw steroidowych oraz biatko wi-
rusowe E2 (11-16). Obecnos¢ licznych miejsc wiazacych czynniki komérkowe okresla
tropizm wirusa do komorek tkanek nabtonkowych. Biatka te moga aktywowac, jak
réwniez hamowac transkrypcje wirusowych gendéw w poszczegolnych warstwach
nabtonka. Aktywnos$¢ tych czynnikéw moze byé dodatkowo modulowana przez
wigzace sie z nimi liczne koaktywatory. W rejonie LCR wystepujg takze cztery miej-
sca wigzania wirusowego biatka E2 o sekwencji CN5GGT.

Geny wczesne wirusa - E (ang. Early Genes) kodujg biatka regulatorowe - El,
E2, E4, E5, E6, E7 - odpowiedzialne za utrzymanie sie wirusowego genomu w ko-
morce, jego replikacje i aktywacje cyklu litycznego. Biatko EI ma aktywno$¢ heli-
kazy DNA zaleznej od ATP i wigze sie do miejsca inicjacji replikacji wirusowego
genomu (ori), inicjujac replikacje jego formy episomalnej. Biatko E2 petni role
czynnika transkrypcyjnego, a ponadto oddziatuje z ElI poprzez domene zlokalizo-
wang na koncu C czasteczki, wspomagajac wigzanie sie biatka ElI z rejonem ori.
Proteiny El i E2 nie tylko regulujg replikacje wirusowego DNA i sg odpowiedzialne
za utrzymanie go w formie episomalnej w zakazonej komérce, ale réwniez kontro-
lujg segregacje wirusowego DNA podczas podziatdw komorki (17-20). Na koricu N
biatka E2 wystepuje domena transaktywujgca zdolna do aktywowania, jak i hamo-
wanie transkrypcji genéw nie tylko wirusowych, ale réwniez komérkowych. Biatko
to oddziatuje z komoérkowymi czynnikami transkrypcyjnymi, jak SPI, C/EBP,
CBP/p300, pCAE. Najlepiej poznano biatko E2 wirusa zwierzecego BPV1 (ang. Bovi-
ne papillomavirus).

Wystepuje ono w trzech formach: E2-TA, E2TR i E8-E2. Biatko E2-TA o masie
czasteczkowej 48 kDa petni funkcje aktywatora transkrypcji oraz bierze udziat
w inicjacji replikacji, natomiast jego formy krétsze E2TR (30 kDa) i E8-E2 (28 kDa),
pozbawione sekwencji na konicu C, sg jej represorami. Takich form nie obserwowa-
no w przypadku biatek E2 wirusa FIPV, chociaz ich wystepowania nie mozna wyklu-
czyé, poniewaz powstaje ono na matrycy skladanych na kilka sposobéw mRNA.
Biatko E2 wigze sie z DNA w formie dimeru (21-25), a takze moze tworzy¢ komplek-
sy z czynnikami transkrypcyjnymi C/EBP, ktore regulujg transkrypcje licznych genéw
odpowiedzialnych za réznicowanie komorek. Na aktywnos$¢ transkrypcyjng i repli-
kacyjng wirusowego DNA wplywa takze jego organizacja w struktury podobne do
chromatyny. W rejonie LCR wirusa wystepujg miejsca, do ktérych przylaczaja sie
biatka macierzy jadrowej - MAR (ang. Matrix Attachment Region) (26).

Otwarta ramka odczytu E4 koduje biatko o stabo poznanej funkcji - prawdopo-
dobnie bierze ono udziat w uwalnianiu wirionéw potomnych z komorki, destabili-
zujac widkna keratynowe. Do innych biatek wirusowych naleza E5, E6 i E7. Biatko E5
jest matym biatkiem hydrofobowym, ktére moze asocjowaé z btong aparatu Golgie-
go, endosomoOw i cytoplazmatyczna. Biatka E6 i E7 oddziatujg natomiast z regulato-
rami cyklu komoérkowego: proteinami P53 i RB, i umozliwiajg wejscie komorki w fa-
ze S cyklu komdrkowego (7,8). Geny p6zne - L (ang. Late Genes) kodujg biatka
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Strukturalne U i L2 tworzace kapsyd oraz sg odpowiedzialne za wnikanie wirionéw
do komdrki, sktadanie i uwalnianie wiriondw potomnych, a takze ich infekcyjno$¢
(7,8,27). Funkcje wirusowych biatek przedstawiono w tabeli 2.

Wihasciwosci i funkcje biatek wiruséw HPV (wg 7,8)

Nazwa biatka

1
El

E2

E4

E5

E6

E7

LI

130

Liczba
aminokwaséw czasteczkowa (kDa)

2
649

365

95

83

158

98

531

Masa

3

73

10,5

9.4

19,2

1

Wihasciwosci

- ATP zalezna
helikaza DNA

hydrofobowe

aktywator, represor transkrypcji

- zachowawczy koniec N bogaty
w reszty leiicynowe,

- moze ulega¢ fosforylacji

hydrofobowe

onkogenne

biatko btonowe

aktywator transkrypcji

onkogenne

zawiera dwie domeny o struk-
turze palcdw cynkowych

- aktywator transkrypcji

- onkogenne

- zawiera jeden motyw o struk-
turze palca cynkowego

- moze ulega¢ gliokozylacji

- wiasciwosci antygenowe

- zachowawcza sekwencja wéréd
réznych typéw wiruséw 11PV

Tabela 2

Funkcje

5

- inicjacja replikacji wirusowego
DNA

- razem z biatkiem E2 odpowia-
da za utrzymanie DNA wirusowe-
go w postaci episomalnej

- razem z biatkiem El bierze
udziat w replikacji wirusowego
DNA i jego segregacji podczas po-
dziatow komdrki (asocjuje do mi-
totycznych chromosomow)

- regulacja transkrypcji i kontro-
la ekspresji genéw wczesnych E6
i E7

- uwalnianie wirionéw potom-
nych

- destabilizacja wiokien keraty-
nowych w komérce

- zdolne do zatrzymania cyklu
komérkowego w fazie G2

- obniza poziom biatek MUC ktasy
il

- hamuje apoptozy

- udziat w regulacji replikacji wi-
rusa

- oddziatuje z komdérkowym
biatkiem P53

- udziat w regulacji replikacji wi-
rusa

- oddziatuje z komérkowym
biatkiem pRB

- gtéwne biatko kapsydu
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2 3 4 5
L2 475 50,6 - moze ulegac fosforylacji - biatko kapsydu
- whasciwosci antygenowe - rekrutacja wirusowych geno-
- moze wiazaé si¢ z DNA mow w czasie sktadania czastek po-
- zréznicowana sekwencja wsréd tomnych )
réznych typéw wiruséw HPV - transport wirusowego DNA do
jadra

3. Cykl produktywny wirusow HPV

Produktywny cykl replikcyjny wiruséw HPVjest zalezny od procesu dojrzewania
nabtonka, specyficznych czynnikdéw komdérkowych, ustrojowych oraz biatek wiruso-
wych (rys. 2). Wirusy HPV zakazajg komorki warstwy podstawnej nabtonka i do za-
kazenia dochodzi w wyniku powstatych miniurazow. Wirus wnika do komérek war-
stwy podstawnej nabtonka po uprzednim zwigzaniu sie z odpowiednim receptorem
na ich powierzchni. Wcigz nie w petni wyjasniono, jaki rodzaj receptora bierze
udziat w zakazeniu komérki wirusem brodawczaka. Sugeruje sie, ze wirusy HPV
wigzg sie z siarczanem heparyny lub integrynami (28,29).

Proces wnikania wirusa do komoérki inicjuje biatko LI. Skuteczno$¢ zakazenia
zwieksza obecnos$¢ biatka L2 (30). Wirusy HPV wnikaja do komorki na drodze endo-
cytozy zwigzanej z klatryng (ang. Clathrin-Coated Endocytosis), np. wirus HPV16, lub

nabtonek nabtonek )
prawidtowy zakazony HPV synteza ekspresja
wuTisowego genéw
DNA poznycti
oo wirusa
(o]0
+-f-+
+
—=<
q

Rys. 2. Ekspresja i replikacja wirusowego materiatu genetycznego w poszczegélnych warstwach doj-
rzewajacego nabtonka. Warstwy nabtonka: | - warstwa zrogowaciata naskérka (stratum corneum), 2 -
warstwa ziarnista (stratum gramilosum), 3 - warstwa kolczysta (stratum spinosum), 4 - warstwa pod-
stawna ( stratum basale);

- staba - synteza wirusowego DNA lub ekspresja genéw po6znych wirusa,
-b-I- silniejsza - synteza wirusowego DNA lub ekspresja genéw poznych wirusa,
-E-h-t- wysoka - synteza wirusowego DNA lub ekspresja genéw péznych wirusa.
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za pomocg kaweoli, np. HPV31 (30,31)- Wirusowy material genetyczny ulega od-
ptaszczeniu w péznych endosomach lub/i lizosomach, a nastepnie jest transporto-
wany do jagdra komérkowego za pomocg biatka L2 (31). Transport kompleksu biatko
L2 - wirusowy DNA do jadra komdrkowego utatwia receptor zwigzany z retikulum
endoplazmatycznym - syntaksyna 18 (ang. Syntaxin 18). Z receptorem tym biatko
L2 wigze sie poprzez swoj koniec N w czasteczce. Wirusowa proteina L2 oddziatuje
takze poprzez koniec C czasteczki z biatkiem motorycznym - dyneing (32-34).

W zakazonych komorkach wirusowy genom wystepuje w niewielu kopiach
(10-100), w formie episomalnej (7,8). Za utrzymanie DNA w takiej formie odpowie-
dzialne sg wirusowe biatka El i E2. W komdrkach tych ekspresja wirusowych biatek
weczesnych jest bardzo niska. Podobne wiasciwosci antyproliferacyjne wykazuje biatko
E2 HPV, ktore w duzych iloSciach moze wywota¢ apoptoze (35). Podczas réznicowania
nabtonka dochodzi do aktywacji promotora genéw wczesnych (p97 u HPV16) oraz eks-
presji genoéw E6 i E7, niezbednych do wejscia komdrki w faze S cyklu komérkowego.
Podczas prawidtowego przebiegu cyklu replikacyjnego wiruséw HPV ekspresja biatek
E6 i E7 jest Scisle kontrolowana przez wirusowe biatka El i E2, i utrzymywana na ni-
skim poziomie. Niskie stezenie biatek onkogennych wystarcza do stymulacji cyklu re-
plikacyjnego wirusa i nie zaburza procesu réznicowania komorek nabtonkowych (7,8).

Obydwa wspomniane biatka wirusowe E6 i E7 biorac udziat w stymulacji cyklu
komorkowego oddziatujg z komdrkowymi regulatorami tego cyklu. E7 wigze sie
z pRB, co prowadzi do uwolnienia czynnika E2F z kompleksu pRB-E2F i ekspresji
biatek niezbednych do replikacji DNA. Moze takze asocjowaé z innymi biatkami za-
angazowanymi w proliferacje komérek, jak deacylaza histonowa, inhibitorami kinaz
zaleznymi od cyklin - biatkami p21 i p27 (36-38). Drugie biatko wirusowe E6 od-
dziatuje z kolei z biatkiem p53, prowadzac do jego inaktywacji, jak réwniez
z biatkami proapoptotycznymi BAX i BCL. Podczas cyklu produktywnego wirusa eks-
presja biatlek E6 i E7 jest Scisle kontrolowana przez wirusowe biatko E2 (39,40).

Drugi wirusowy promotor jest aktywowany w zr6znicowanych keratynocytach,
efektem czego jest wzrost ekspresji biatek wirusowych - El, E2, E4 i E5, ulat-
wiajacych powielenie wirusowego genomu. Cykl produktywny wirusa konczy upa-
kowanie wirusowego genomu do kapsydu zbudowanego z biatek wirusowych LI
i L2. Do syntezy tych biatek oraz biatka E4 dochodzi po zreplikowaniu wirusowego
genomu w gornych warstwach nabtonka (8).

W skfadaniu i uwalnianiu wirusowych czgstek prawdopodobnie biorg udziat biat-
ka E4 i E2. Obecnos$¢ w rejonie regulatorowym wirusa licznych miejsc wigzacych
czynniki komorkowe oraz pokrywanie sie ich sekwencji wskazuje, jak precyzyjnie
regulowana i kontrolowana jest ekspresja wirusowych gendéw w poszczeg6lnych
warstwach nabtonka. Cykl produktywny wirusa kohczy sie wytworzeniem petnych
wirusowych czastek, uwalnianych z komorki na drodze egzocytozy.

Gtéwng role w skitadaniu wirionébw potomnych odgrywa biatko L2, zdolne do
wigzania sie z DNA oraz wptywajace na stabilnos$¢ i formowanie sie kapsydow. W cza-
sie procesu sktadania wirionéw potomnych jest ono odktadane w rejonie struktur

132 PRACE PRZEGLADOWE



Struktura i whasciwosci wirusa brodawczaka ludzkiego

jadrowych, zwanych ciatami POD (ang. PML Oncogenic Domain) lub ND-10 (ang. Nuclear
Domain-W), okreslanych jako miejsce replikacji wirusowego DNA i sktadania wirionow
potomnych (7,8,41,42). Czastki wirusopodobne (ang. Virus Like Particles) moga powsta-
waé mimo braku biatka L2, jednak jego obecnos¢ znacznie zwieksza szybkos$¢ skiada-
nia wirionéw potomnych, a takze wptywa na ich wkasciwosci zakazne (43,44).

Jednym z najstabiej poznanych etapéw produktywnego cyklu replikacyjnego wi-
rusow HPVjest proces ich uwalniania z keratynocytéw. W przeciwienstwie do wiek-
szosci wirusdéw typu DNA, pozbawionych otoczki, wirusy HPV nie dokonujg tego
w wyniku lizy komorki. Proces uwalniania zachodzi tylko w gérnych warstwach ko-
morek nabtonka. Sugeruje sie, ze istotng role w tym procesie odgrywa biatko E4,
powodujac prawdopodobnie zmiany w stabilnosci wiokien keratynowych (7,8,45).
Czastki potomne wirusa moga ponownie zakaza¢ komorki nabtonka tub sg neutrali-
zowane przez uktad odporno$ciowy (7,8).

4. Struktura i ekspresja DNA wiruséw brodawczaka

w genomie wirusa HPV16 znajdujg sie dwa gtéwne promotory: P97 - lezacy po-
wyzej E6 ORF, odpowiedzialny za transkrypcje prawie wszystkich genéw wczesnych,
oraz P670 - potozony w obrebie E7 ORF, odpowiedzialny za ekspresje genow poz-
nych (P670 - wirusy HPV16, P742 - wirusy HPV31) (46,47). Zidentyfikowano réw-
niez inne miejsce promotoréw, jednak icb funkcja nie zostata dotad poznana.

Promotor P97 (a takze jego odpowiedniki u innych typéw wirusow HPV) jest bar-
dzo silny i podlega Scistej kontroli poprzez znajdujace sie powyzej elementy cis w rejo-
nie LCR. Sg tam m.in. miejsca wigzania ACC(N5)GGT biatka E2, dziatajacego jako trans-
aktywator lub represor transkrypcji (48). Transkrybowane z promotora P97 pierwotne
transkrypty wczesne podlegajg alternatywnemu splicingowi oraz poliadenylacji.

Promotor P670 (jak i jego odpowiedniki u innych typow wirusa HPV) jest aktywny
jedynie w dojrzatych keratynocytach. Poniewaz promotor ten umiejscowiony jest
wewnatrz genu E7, pierwotny transkrypt sktada sie z fragmentu gendéw wczesnych
po stronie 5' oraz rejonu pdznego po stronie 3’. W ten spos6b z jednego pierwotne-
go transkryptu moga powsta¢ zaréwno transkrypty dla genéw wczesnych, jak i poz-
nych, z tym ze te ostatnie produkowane sg tylko w zr6znicowanych keratynocytach.

W najnowszych badaniach wykazano, ze w komdrkach zakazonych wirusem HPV
jest podwyzszona ekspresja niektorych czynnikdw splicingowych, takich jak biatka
nalezace do rodziny SR, hnRNPAI, SF2/ASF. Podwyzszony poziom ekspresji tych
czynnikéw korelowat tez z pojawianiem sie mRNA dla biatka LI. W aktywacje tran-
skrypcji tych czynnikéw moze by¢ zaangazowane biatko E2 wirusa (49,50). Pierwsze
doniesienia na temat bezposredniego udziatu biatek wirusowych w splicingu po-
chodza z 1999 r., kiedy to Lai i wsp. wykazali, ze biatko E2 wirusa HPV5 ma rejon
bogaty w seryne i arginine, przypominajac swa budowa biatka splicingowe z rodziny
SR. W badaniach prowadzonych nad tym biatkiem wykazano, ze jest ono zlokalizo-
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wane w tym samym miejscu w komorce (kolokalizuje), a takze wchodzi w iiterakcje
z biatkami z rodziny SR oraz zwiagzanymi z snRNP (51,52).

Sugeruje sig, ze podwyzszony poziom ekspresji biatek z rodziny SR mo;e stano-
wi¢ biomarker choréb zwigzanych z wirusem HPV (53). Biatko EI ™ E4 HPVL, a takze
HPV16 i HPV18 oddziatujg z komorkowa kinazg biatek SR SRPKI, zmniej.zajac jej
zdolnosci do autofosforylacji. Nie mozna wykluczy¢, ze wskutek zaburzei w zdol-
nosciach kinazy SRPKI do fosforylacji, funkcjonowanie jej substratow - tiatek SR
moze by¢ zaburzone w komérkach, gdzie zachodzi ekspresja ElI "E4 (5").

W najnowszych badaniach wykazano, ze biatka E2 i E6 mogg przylaczat sie bez-
posrednio do RNA; E2 za posrednictwem domeny oddziatujacej z DNA, nattmiast E6
- poprzez swoj koniec karboksylowy. Ponadto pokazano, ze biatka E2 i t6 wirusa
HPV16 dziatajg supresorowo na splicing wielu rodzajow pre-mRNA poprzez swoje
konce aminowe. Co wiecej, biatka E2 i E6 wirusa HPV16, mimo ze nie majj powto-
rzen serynowo-argininowych, moga oddziatywac z biatkami SR i blokowacsplicing.
jednakze, molekularny mechanizm hamowania splicingu przez biatka wiru:a HPV16
nie zostat, jak dotad, wyjasniony (55).

5. Mechanizm kancerogenezy komorek nabtonka szyjki macicy przy
udziale wiruséw HPV

Ludzki wirus brodawczaka stanowi gtéwny czynnik w etiologii raka sz\jki maci-
cy. Obecno$¢ materiatu genetycznego wiruséw HPV jest wykrywalna w 99,76 rakow.
Najczesciej identyfikowanym typem wirusa jest HPV16 (obecny w ok. 60% przypad-
kéw), nastepnie HPV18 (ok. 18%), HPV45 (8%) i HPV31 (5%) (56).

Rak szyjki macicy to jeden z najczestszych nowotworéw narzaddw piciowych
kobiet w Polsce, 0 wspotczynniku zachorowalnosci 20 i umieralnosci 10,9 57). Pro-
ces kancerogenezy komorek nabtonka szyjki macicy jest wieloetapowy, trva od 12
do 15 lat i chociaz rozpoczety, nieleczony, nie zawsze koniczy sie rakiem inwazyj-
nym, a nawet moze ulec samoistnej regresji.

W licznych danych klinicznych i epidemiologicznych wskazuje sie, ze cz/nnikami
zwiekszajacymi ryzyko zachorowania na raka szyjki macicy zakazonej HPV sg: pre-
dyspozycje genetyczne, immunosupresja, wczesne rozpoczecie zycia phiowego,
liczni partnerzy seksualni, zte warunki materialne, palenie papieroséw, przewlekie
dtugotrwate stosowanie hormonalnej antykoncepcji, czeste stany zapalne pochwy,
a przede wszystkim przetrwate zakazenia onkogennymi typami ludzkiego wirusa
brodawczaka HPV (58,59).

Czynniki wspotdziatajace z wirusem w procesie kancerogenezy szyjki macicy nie sg
poznane. Nieznane sg takze markery umozliwiajace wczesne wykrycie tej choroby.

Cykl produktywny HPV jest Scisle skorelowany i zalezny od dojrzewania na-
btonka. Z tego wzgledu zaburzenia w cyklu rozwojowym wirusa spowodowane
nieprawidtowym dojrzewaniem nabtonka, jak rowniez zmianami w struk:urze wi-
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rusowego genomu Fnogg prowadzi¢ do zahamowania cyklu replikacyjnego wirusa
i rozwoju procesu nowotworowego. Za proces ten moga by¢ odpowiedzialne licz-
ne czynniki endogenne, np. mutacje w genach odpowiedzialnych za prawidtowy
rozwoj nabtonka, zaburzenia hormonalne, nieprawidtowe dziatanie uktadu odpor-
nosciowego oraz fizyczne, chemiczne i biologiczne czynniki egzogenne, np. zaka-
zenia innymi patogenami bakteryjnymi czy wirusowymi. W jednym z modeli kan-
cerogenezy przy udziale wiruséw HPV zaktada sig, ze do rozwoju tego procesu do-
chodzi w wyniku integracji wirusowego DNA do genomu gospodarza. Zintegrowa-
ny DNA wirusowy z genomem gospodarza obserwuje sie w 70% rakow szyjki maci-
cy. W pozostatych przypadkach komorki nowotworowe zawierajg wirusowy DNA
w formie episomalnej lub obie jego formy - zaréwno episomalna jak i zintegro-
wang (60).

Integracja wirusowego DNA do genomu gospodarza prowadzi do przerwania se-
kwencji kodujacej biatko E2, nadekspresji biatek onkogennych E6, E7 i E5, a w kon-
sekwencji niekontrolowanej proliferacji zakazonych komérek (7,8,61,62). Biatko E6
wirusow o duzym potencjale onkogennym zawiera w czasteczce dwa motywy
0 strukturze CXXC wigzace cynk, natomiast na koricu C domene PDZ (63,64).

Domena PDZ jest obecna w licznych biatkach (PSD-95, Dig i ZO-1) odpowiedzial-
nych za kontakt komorek, potgczenia miedzykomdrkowe oraz regulacje szlakdw
przekazu sygnatu w komdrce (65-68). Biatko E6 bierze udziat w degradacji komdrko-
wego biatka supresorowego p53. Proces ten jest poprzedzony utworzeniem kom-
pleksu E6 ze specyficzng ligaza ubikwitynowg E6AP, do ktérego przylaczane jest
biatko p53 (30,31). Inicjuje to degradacje biatka p53 w proteosomach. E6 moze tak-
ze obnizaé aktywno$¢ biatka p53 w sposéb posredni, w wyniku przytaczenia koakty-
watorow biatka p53; biatka p300/CBP (32). Brak w komérce biatka p53 uniemozliwia
regulacje cyklu komérkowego (w punktach GI/S i G2/M) naprawe DNA oraz apopto-
ze. Degradacja p53 moze réwniez prowadzi¢ do zahamowania réznicowania komo-
rek na szlaku p53/Notchl. Biatko Notchl determinuje réznicowanie keratynocytow,
a jego ekspresja jest aktywowana przez p53, tak wiec E6 posrednio przez degrada-
cje p53 hamuje ekspresje Notchl (69).

W najnowszych badaniach wykazano roéwniez, ze biatka E6 wiruséw HPV wyso-
kiego ryzyka mogg zwieksza¢ aktywno$¢ telomerazy poprzez indukowanie ekspresji
katalitycznej podjednostki telomerazy hTERT na poziomie transkrypcji. W promoto-
rze hTERT znajduje sie miejsce przylgczenia c-myc. Wykazano, ze biatko E6 od-
dziatuje bezposrednio z c-myc i kompleks c-myc/E6 aktywuje ekspresje hTERT, co
w efekcie prowadzi do zwiekszonej proliferacji komorek (70). Biatko E6 HPV od-
dziatuje takze z innymi biatkami komoérkowymi, w tym z biatkiem EF wiazacym
wapn, z czynnikiem regulujgcym aktywnos$¢ interferonu IRF-3 oraz biatkiem adhe-
zyjnym paksyling (71-73). Powszechnie wiadomo, ze wczesne biatka wirusa HPV
typu wysokiego ryzyka majg whasciwosci onkogenne, a nawet w sposob decydujacy
wptywaja na rozwoj raka (74). Poza tym, biatko E6 oddziatuje réwniez z innymi
czynnikami transkrypcyjnymi, jak p300 i ADA3 (75), a takze wykazano mozliwo$¢
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jego interakcji z innymi biatkami, takimi jak: E6-BP ( ang. Reticulocalbin 2), IRF-3(ang.
Interferon Regulatory Factor), czy paksyling (76).

Drugie biatko wirusa HPV - E7, o wysokim potencjale onkogennym, zdolne jest
do wigzania sie z biatkiem RB odpowiedzialnym za supresje transformacji now)two-
rowej komorki, jak rowniez z innymi biatkami zaangazowanymi w regulacje cyklu
komadrkowego. Podobnie jak inne wirusowe onkoproteiny, potrafi modyfdowac
funkcje komplekséw formowanych przez biatka komérkowe. Nieufosforylcwane
biatko RB w komdrce tworzy kompleks z czynnikami transkrypcyjnymi E2F/DP1.
Kompleksy takie wigzg sie z promotorami gendw zaangazowanych w progresje fazy
S cyklu komorkowego, jak rowniez apoptoze hamujgcg ich transkrypcje. Przejscie
komorki z fazy G1 cyklu do fazy S prowadzi do aktywacji specyficznych kinaz zalez-
nych od cyklin i fosforylacji biatka RB. W wyniku tego dochodzi do uwolnienia czyn-
nika E2F z kompleksu i transkrypcji genéw aktywnych w fazie S, ktérych regjlato-
rem jest E2F (77). Uwolnienie czynnika E2F z kompleksu z biatkiem RB moze takze
nastgpi¢ po zwiazaniu sie biatka E7 HPV z RB (78,79).

Sekwencja biatka E7 na koncu N jest podobna do rejonéw CRI i CR2 biatka EI A
adenowirusa oraz sekwencji w antygenie T wirusa SV40. Wykazano, ze mutacje
w tych rejonach ostabiajg lub znoszg wiasciwosci onkogenne tych biatek. Na kon-
cu C biatka E7 wystepujg dwie kopie sekwencji CXXC przedzielone 29 aminokwa-
sami, ktore biorg udziat w wigzaniu metali, jak rowniez w procesie dimer/zacji
tego biatka (80). Koniec C biatka E7 bierze takze udziatl w oddziatywaniach z enzy-
mami modelujacymi chromatyne, tj. deacetylazg histonows i transferazg acylowa
histonéw. Biatko E7 oddziatuje réwniez z innymi biatkami pokrewnymi RB, tj.
plO7 i pl30. W oddziatywania te zaangazowane sg zachowawcze sekwencje
LXCXE zlokalizowane w rejonie CR2. Ponadto, biatko E7 wptywa na wzrost pozio-
mu cykliny A oraz uszkadza funkcjonowanie inhibitorow kinaz biatkowych biatek,
tj. p21, p27 odgrywajacych podstawowg role w zahamowaniu cyklu ko-
modrkowego podczas réznicowania sie keratynocytow (81-83). Biatka E7 wirusow
0 wysokim potencjale onkogennym wigza sie takze z deacylaza histonéw -
HDSX. W ten sposéb E7 moze wycisza¢ ekspresje genéw odpowiedzialnych za ak-
tywacje interferonu. Biatko E7 oddziatuje takze z koaktywatorami transkrypcji:
p300, CBP i pCAF (84).

Reasumujac, wiasciwosci onkogenne biatek E6 i E7 wirusow HPV sg zwigzane
z inaktywacja gtdwnych regulatoréw cyklu komaérkowego i supresoréw transforma-
cji nowotworowej: p53 i Rb, natomiast z aktywacjg telomerazy. Inaktywacja funkcji
biatek p53 i pRB bioracych udziat w regulacji cyklu komérkowego przez biatka wiru-
sowe E6 i E7 jest jednym z najwazniejszych czynnikow odpowiedzialnych za trans-
formacje nowotworowg komérek nabtonkowych. Efektem tego jest destabilizacja
genomu komorkowego, promujaca proces kancerogenezy. Takich zdolnosci trans-
formujacych nie majq biatka E6 i E7 wiruséw o niskim potencjale onkogenn/m.
Zwigzane jest to ze zmianami w strukturze rejonéw odpowiedzialnych za ich specy-
ficzne oddziatywania z biatkami komérkowymi. Interakcje tych biatek z biatkami ko-
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morkowymi sg znacznie stabsze i nie prowadza do degradacji biatek supresoro-
wych, jak réwniez aktywacji telomerazy.

Infekcyjnos¢ wirusa HPV i jego whasciwosci onkogenne zalezg takze od struktury
rejonu regulatorowego. Pojedyncze zmiany nukieotydow w sekwencji LCR moga
mie¢ wplyw na wigzanie sie z tym rejonem czynnikéw transkrypcyjnych odpowie-
dzialnych za regulacje ekspresji wirusowych biatek onkogennych. Z tego wzgledu
rézne warianty wirusa moga mie¢ odmienne wihasciwosci onkogenne. Wiasciwosci
onkogenne ma takze biatko wirusowe E5, chociaz znacznie stabsze anizeli E6 i E7
(85-87).

E5 jako biatko transbtonowe oddziatuje z integralnymi biatkami btonowymi pet-
nigcymi funkcje pompy protonowej, m.in. H-ATPaza, opdzniajac proces zakwaszenia
endosoméw, a ponadto z receptorem plytkowego czynnika wzrostu - PDGF (ang.
Plate-Derived Growth Factor), prawdopodobnie z receptorem naskdérkowego czynnika
wzrostu - EGF (ang. Epidermal Growth Factor Receptor) oraz czynnikiem CSF (ang.
Colony Stimulating Factor). Nadekspresja biatka E5 w komdrce prowadzi do zaburze-
nia degradacji receptorow dla epidermatnego czynnika wzrostu. W komérkach z na-
dekspresja onkoproteiny E5 obserwowano liczne zmiany morfologiczne zwigzane
Z reorganizacjg cytoszkieletu aktynowego oraz zaburzenia w endocytozie, m.in.
w transporcie z wczesnych do péznych endosomoéw (88,90). Ponadto, w wyniku eks-
presji E5 dochodzi do zaburzen w syntezie i funkcjonowaniu biatek MFC klasy | i II.
Doktadna funkcja biatka E5 w transformacji nowotworowej nie zostata jednak jesz-
cze w petni wyjasniona (91). Najprawdopodobniej biatko E5 bierze udziat w trans-
formacji komorki na wezesnych etapach kancerogenezy, stymulujac wzrost komorki
oraz chronigc komérke przed apoptoza (89,90,92,93). Kotokalizowano je w komor-
ce z biatkiem hamujacym apoptoze Bct-2. E5 zapobiega apoptozie komorki induko-
wanej za posrednictwem biatek FasL tub TRAIL. TRAIL jest aktywowane w komdrce
po zwigzaniu figanda jakim jest czynnik martwicy nowotworu natomiast Fas -
przez specyficzny tigand FasL. Trimeryzacja zaktywowanych Fas tub TRAIL prowadzi
do wigzania sie specyficznych biatek adapterowych FADD (Fas, ang. Associated Fleath
Domain) zawierajacych tzw. domene $mierci i aktywacji w komorce proapoptotycz-
nych kaspaz. Ten szlak indukcji apoptozy w komoérkach nowotworowych zostat
przerwany, co pozwata na ich niekontrolowana proliferacje.

Wykazano, ze E5 jest takze zdolne do aktywacji kinazy p38 i ERKI/2 w ludzkich
keratynocytach poprzez mechanizm niezalezny od aktywacji czynnika wzrostu. Mo-
ze tez stymulowac takie komorkowe onkogeny, jak c-jun, jun B i c-Fos. Onkogen
c-jun jest aktywowany poprzez E5 przy udziale kinazy PKC, ktéra aktywuje szlak
przykazLi sygnatu do jadra komorkowego zalezny od biatka Ras. Efektem tego moze
by¢ synteza biatek AP-1 i NF-1. W rejonie regulatorowym wirusa FIPV16 zidentyfiko-
wano miejsca wigzace oba biatka. Zwigzanie ich z rejonem regulatorowym wirusa
moze spowodowacé wzrost ekspresji biatek onkogennych wirusa E6 i E7.

Reasumujac, E5 moze uczestniczy¢ w transformacji nowotworowej komérki po-
przez regulacje ekspresji innych wirusowych onkoprotein. Ponadto hamuje aktywno$¢
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biatka p21 poprzez aktywacje cykliny Cdk4, odpowiedzialnej za fosforylacje biatka RB
i inaktywacje jego funkcji w kontroli cyklu komérkowego. Oddziatywania biatek onko-
gennych wirusa z czynnikami komérkowymi petnigcymi gtdwna role w regulacji cyklu
komaérkowego i apoptozie prowadzg do unieSmiertelnienia keratynocytdw. Procesowi
temu towarzysza delecje lub zmiany sekwencji w réznych rejonach chromosomow ko-
morkowych. Zidentyfikowano je w ramieniu p chromosomu 3p, 6q, 1Op, lip, 11q, 13q
18q, 59, 7q, 8q i 20g. Zmiany w sekwencji w rejonach chromosomoéw 3p, 6q, 10p, L 1q,
13qg i 18q ogrywajg wazng role w rozwoju kancerogenezy szyjki macicy (7,8). Zwigzane
jest to prawdopodobnie z inaktywacjg zlokalizowanych tam gendw supresji transfor-
macji nowotworowej. Na przykfad, delecje w sekwencji w obrebie chromosomu 3 zi-
dentyfikowano w 30-35% zmian typu CIN (ang. Cervical Intraeepithelial Neoplasia) i do
76% w rakach szyjki macicy, natomiast zmiany w obrebie chromosomu 6 stwierdzono
w 75-85% raka szyjki macicy i 57-75% zmian typu CIN.

W licznych badaniach wykazano takze zmiany w metylacji genéw supresorowych
w komorkach szyjki macicy HPV pozytywnych. Zidentyfikowano je w genach: CDHI,
DAPK, FHIT, HIC-1, pl6, RAR beta, RASF1A, TIMP2 i TSLCI (7,8).

W ostatnich latach zwraca sie takze uwage na role mitochondriéw w rozwoju
raka szyjki macicy (94) oraz wystepowanie mutacji w mtDNA i ich potencjalny wptyw
na strukture biatek w wybranych typach nowotworéw (95). Organelle te penig
gtdwna role w wewnatrzkomorkowym szlaku apoptozy, skupiajg oraz integrujg pro-
i antyapoptotyczne sygnaly z innych struktur komérkowych, jak i $rodowiska ze-
wnetrznego komdrki (96). W zakazonych wirusem HPV komorkach szyjki macicy
stwierdzono zmiany w profilu ekspresji kaspaz inicjatorowych i wykonawczych (97).
Ponadto wykazano, ze wczesne biatka wirusa HPV16 E1E4 moga wigza sie z mito-
chondriami (przez koniec N bogaty w aminokwas leucyne), co prowadzi do skupia-
nia sie mitochondriéw wokot jgdra komdérkowego, zaburzenia potencjatu btony mi-
tochondrialnej i zmiany w mitochondrialnym szlaku apoptozy. Zidentyfikowano tak-
ze zmiany w sekwencji nukleotydowej w obszarze petli D mitochondrialnego DNA
(mtDNA) w komorkach szyjki macicy zakazonych wirusem HPV typu onkogennego
(najczesciej HPV16 lub HPV18) (98). Poniewaz region ten jest zaangazowany w kon-
trole replikacji mtDNA zaobserwowano takze zmiany w ilosci kopii mtDNA (99). Su-
geruje sie, ze zmiany/mutacje w genomie mitochondrialnym moga mie¢ zwigzek
z infekcjg wirusem HPV (100). Pojawiajg sie dane, ze mitochondria z czasem moga
by¢é wykorzystywane jako cel w terapii przeciwnowotworowej (101).

Poznano wiele biatek wirusowych uczestniczacych w regufacji odpowiedzi ko-
morki gospodarza na zakazenie. Nieznany jest, jak dotagd, mechanizm doktadnego
dziatania biatka E1E4 w tym procesie. Prawdopodobnie zaburzenia sieci cytokeraty-
nowej i wiaczenie szlaku mitochondrialnego apoptozy moze mie¢ znaczenie w uwal-
nianiu nowo zsyntetyzowanych potomnych czgstek wirusa HPV i ponownym zaka-
zaniu nabtonka (infekcja przetrwata) (102). Stwierdzono réwniez, ze biatka E1E4
HPV16 majg niezalezng, od oddziatywania z biatkami cytoszkieletu, zdolno$¢ do za-
trzymania cyklu komérkowego w fazie G2. Niedawno stwierdzono, ze biatka te
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moga odgrywaé réwniez role w zwiekszaniu czutosci komorki na czynniki stymu-
lujgce apoptoze poprzez mechanizm zalezny lub niezalezny od biatka p53 (103).

6. Wirusy HPV a nowotwory

Wirusy brodawczaka sg uwazane za gtéwny czynnik w rozwoju raka szyjki maci-
cy. Najczesciej jest za to odpowiedzialny wirus typu 16, rzadziej 18. W badaniach
przesiewowych wskazuje sie jednak, ze tylko z niewielu zmian spowodowanych in-
fekcjg HPV rozwija sie nowotwor. Do zakazenia dochodzi najczesciej w rejonie tar-
czy szyjki. Ponadto, oprocz najczesciej wystepujacych typdw 16 i 18, w szyjce maci-
cy zidentyfikowano typy wirusa: 6, 11,35, 39, 42, 43, 44, 51,55, 58, 72. Poza szyjka,
w innych miejscach narzadéw piciowych, stwierdzono obecno$é wiruséw typu: 6,
11, 26, 27, 30, 35, 39, 40, 45, 59, 61, 62 i 64 (57).

Wirusy typu 16 i 18 uwazane sg za najbardziej kancerogenne. Obecnosé zakazen
HPV, nawet bezobjawowych, tatwo mozna zidentyfikowaé w wymazach z szyjki,
z wykorzystaniem metod biologii molekularnej. Zakazenia HPV powodujg najcze-
Sciej zmiany miejscowe, ktdre nalezy usuna¢, poniewaz w przeciwnym razie moga
one prowadzi¢ w szyjce do rozwoju zmian neoplastycznych typu CIN | (ang. Cervical
Intraepithelial Neoplasia Grade |) oraz dalszej progresji do CIN II, CIN Ill i raka szyjki
macicy. Cykl produktywny wirusowych czastek moze zachodzi¢ tylko w CIN 1, rzad-
ko w CIN I, natomiast w CIN Ill obserwuje sie przede wszystkim ekspresje wiruso-
wych biatek onkogennych E6 i E7. Progresja CIN Ill do nowotworu zachodzi w tych
komorkach, w ktérych doszto do integracji wirusowego DNA do genomu komarko-
wego i wzrostu ekspresji wirusowych biatek onkogennych, natomiast nie ma eks-
presji biatek E2 i E4. Z tych wzgledow zmiany typu CIN | moga ulec regresji. Sytu-
acje takag obserwuje sie w okoto 60°0 przypadkow. Wazny wptyw na dalszy rozwoj
CIN i progresje do raka szyjki macicy ma uklad odpornosciowy.

Wirusy HPV mogg by¢ takze czynnikiem w etiologii innych zmian neoplastycz-
nych. Ich obecnos¢ (typy: 3, 5, 8, 9, 10, 12, 14, 17, 20, 21, 23, 25, 28, 38, 47 i 49)
stwierdzono w rakach skoéry u oséb z Epidermodysplasia verruciformis (EV), jak row-
niez rakach ptaskonabtonkowych skory (57).

Obecnos¢ wiruséw HPV typu 16, 18 i 31 wykazano w 50% raka pochwy i 50% raka
sromu (typ 16 i 18). Patogeny te obecne sg w 70% raka narzadow analnych i 50% raka
pracia, a takze stanowia jeden z czynnikéw w etiologii raka krtani. Sugeruje sie row-
niez ich udziat w rozwoju raka jezyka oraz progresji czerniaka. Na podstawie tych
danych potwierdza sie zwiazek ludzkich wiruséw brodawczaka z rozwojem licznych
nowotwordw. Z uzyskanych wynikéw badan epidemiologicznych i klinicznych wyni-
ka, ze w zwigzku z infekcjg HPV dochodzi do rozwoju réznych typéw nowotworéw
u 6-33% nim zakazonych. Czas od zakazenia do rozwoju zmian neoplastycznych sza-
cuje sie od 1,7 do 2,7 lat, natomiast raka inwazyjnego - po 6 latach. Zalezy to od
szeregu czynnikéw wptywajacych na rozwoj i przebieg zakazenia.
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7. Biotechnologia w profilaktyce zakazenn HPV

Biorac pod uwage czestotliwos¢ zakazen HPV ijej zwigzek z rakiem szyjki macicy
oraz wieloma innymi zmianami nowotworowymi, opracowanie szczepionki przeciw
wirusom HPV stato sie jednym z gtéwnych przedsiewzie¢ w stuzbie zdrowia na catym
Swiecie w ostatniej dekadzie. Bylo to mozliwe dzieki poznaniu wiasciwosci antygeno-
wych wirusowych biatek oraz mozliwosci ich syntezy metodami biotechnologicznymi.
Obecnie opracowano i wprowadzono na rynek dwie szczepionki profilaktyczne, ktére
przebadano klinicznie. Szczepionka czterowalentna zawiera cztery rodzaje czastek
wirusopodobnych - VLP (ang. Virus-Like Particie), ktére sg zbudowane z gtdwnego
biatka kapsydu LI i czterech typéw wirusa brodawczka (HPV-6, -11, -16, -18) (104).
Szczepionka dwuwalentna zawiera dwa rodzaje czastek wirusopodobnych (HPV16
i -18), a biatko kapsydu jest gtdwnym immunogenem wiruséw brodawczaka (105).
Podana w odpowiedniej dawce i konformacji indukuje odporno$¢ immunologiczna,
ktora moze sie utrzymywac przez wiele lat. Antygen ten podawano w dawkach podzie-
lonych (np. O, 2 i 6 miesiecy), wedtug wytycznych skoordynowanych programéw szcze-
pien w Europie i na Swiecie (106). Szczepieniom najlepiej podda¢ dziewczeta i mtode
kobiety. Wedtug niektorych ekspertéw nalezatoby szczepi¢ nawet juz dziewieciolatki.
Wiadomo, ze w tej grupie populacyjnej czesto$¢ wystepowania wirusow brodawczaka
jest niska. Tylko nieliczne kraje do programéw obowigzkowych szczepien wiaczyty
miodziez pici meskiej, np. Austria (107,108). Zakazenia u ludzi moze wywota¢ wiele
typow HPV, a ponad 30 infekuje nabtonek szyjki macicy. W badaniach odpornosci
krzyzowej skierowanej przeciw genotypom HPV wykazano, Ze jest ona zadowalajaca,
ale pod warunkiem, ze wirusy te sg filogenetycznie spokrewnione (109,110).

Czastki wirusopodobne wykorzystywane do produkcji szczepionek otrzymuje sie
w komérkach drozdzy (Saccharomyces cerevisiae) lub komdrkach owadéw (Spodoptera
friigiperda Sf-9, Trichoplusia ni Hi-5). Gtdwne biatko kapsydu LI wiruséw brodawczaka
ma zdolno$é do spontanicznego sktadania sie w czastki wirusopodobne w komérkach
eukariotycznych. Do oczyszczania czastek VLP wykorzystuje sie te same metody, jakie
stuzg do oczyszczania infekcyjnych wirionéw HPV z komoérek zakazonych wirusem
(m.in. wirowanie w gradiencie sacharozy) (110). Istnieje réwniez mozliwosé otrzyma-
nia czastek wirusopodobnych w komorkach prokariotycznych {Escherichia coli), w kto-
rych gtowne biatko kapsydu wystepuje przede wszystkim w postaci kapsomerow.
Biatko to po oczyszczeniu z ekstraktu biatkowego, np. metodg chromatografii, sklada
sie w czastki wirusopodobne w warunkach in vitro w wysokiej sile jonowej (obecnos¢
NaCl). W badaniach serologicznych wykazano, ze czastki wirusopodobne wyproduko-
wane w taki sposéb majg petne spektrum wiasciwosci immunogennych (112).

Szczepionki profilaktyczne nie majg wptywu na regresje zmian nowotworowych,
dlatego od wielu lat szuka sie réwniez rozwigzan terapeutycznych, ktére sg znacznie
wigkszym wyzwaniem. Prace nad szczepionkami leczniczymi i profilaktycznymi rozpo-
czeto mniej wiecej w tym samym czasie, jednak zadna z grupy tych pierwszych nie zo-
stata zatwierdzona do obrotu na rynku lekéw. Giéwna réznica polega na tym, ze
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szczepionki profilaktyczne indukujg odpowiedZ humoralng u oséb zdrowych (z za-
tozenia nie zakazonych wirusem HPV), natomiast usuniecie komorek, ktdrych transfor-
macja zostata spowodowana wirusem HPV, u 0s6b z aktywng infekcja, wymaga silnego
pobudzenia limfocytéw!. Dlatego, leczenie zmian juz istniejacych (CIN2-3, rak szyjki
macicy) koncentruje sie na biatkach E6 i E7 wiruséw brodawczaka. Przede wszystkim
one sg odpowiedzialne za kancerogeneze. Wiele koncerndéw farmaceutycznych pod-
jeto préby przygotowania biatek E6 i E7 w takiej postaci, aby indukowaty odpowiedz
komdrkowa, zdolng do zwalczenia zmian przednowotworowych. Aby osiggna¢ ten cel
opracowano wiele strategii: zastosowano wirus krowianki Ankara (MVA), biatka fuzyj-
ne, peptydy, bakteryjne wektory DNA (plazmidy) i wektory DNA eukariotyczne. Cie-
kawg strategig jest, jak sie wydaje, wykorzystanie biatka szoku termicznego (Hsp)
potaczonego z biatkiem E7. W takim ukiadzie aktywowane bedg najpierw komorki
dendrytyczne, ktére nastepnie zaprezentuja antygen wirusowy E7 limfocytom T. Obie-
cujacym pomystem, podobnie jak w szczepionkach profilaktycznych, jest wykorzysta-
nie czastek wirusopodobnych, do ktorych powierzchni przytagczone jest biatko E7.
Wedtug najnowszych badan, w odpowiedzi immunologicznej w zakazeniach HPV is-
totng role petnig komorki Langerhansa, ktére wirus brodawczaka wykorzystuje, aby
wymkna¢ sie spod kontroli ukfadu odpornosciowego cztowieka. Na podstawie wstep-
nych wynikéw badan wskazuje sie, ze gtownym przetacznikiem tej sciezki jest kinaza
PI13. Zablokowanie jej aktywnosci in vitro aktywuje komorki Langerhansa i prowadzi do
inicjacji odpowiedzi na zakazenie HPV/(113,114).

W dobie stosowania szczepief profilaktycznych przeciw wirusom brodawczaka
nadal wazne sa badania przesiewowe na obecnos$¢ HPV, szczeg6lnie wsrod dzieci
i miodziezy. R6znorodno$¢ genotypow HPV oraz rézna czestotliwos¢ ich wystepo-
wania wsrdd zdrowych os6b roznych populacji zostata juz opisana. Wiadomo, ze
u przedstawicieli jednych badanych populacji czesciej pojawiajg sie w jamie ustnej
oraz w gardle zakazenia wirusami brodawczaka wysokiego ryzyka (115), a u innych
wystepujg czesciej HPV niskiego ryzyka (116). Zakazenia wirusami brodawczaka wy-
sokiego ryzyka mogg rowniez prowadzi¢ do powstania zmian nowotworowych gto-
wy i szyi, ktére sg powaznym zagrozeniem dla zdrowia na catym $wiecie (117). Sza-
cuje sie, ze w samych tylko Stanach Zjednoczonych taczna liczba rocznych zakazen
HPV przekracza 6 min (118). Z badan przeprowadzonych na materiale pochodzacym
z drég rodnych wynika, ze wsrdéd Europejek czestotliwo$¢ zakazer wirusami bro-
dawczaka wysokiego ryzyka jest najwyzsza wsrdd miodych kobiet i stosunkowo ni-
ska u kobiet w wieku $rednim (119). Wykazano réwniez, ze Polska znajduje sie
w czotowece krajow Unii Europejskiej, pod wzgledem liczby zachorowan na raka szyj-
ki macicy, bedacych skutkiem przetrwatej infekcji HPV. W populacji polskiej zanoto-
wano okoto trzykrotnie wiecej przypadkdéw raka szyjki macicy (17/100 000 - Sred-
nia dla Krakowa i Warszawy) anizeli w krajach Europy Zachodniej. Wyniki te plasujg
Polske na réwnej pozycji z niektdrymi krajami Ameryki Potudniowej i Indii (120).

Wydaje sig, ze zanim szczepionka profilaktyczna zostanie podana danej osobie,
wczeshiej nalezy ustali¢, czy nie jest ona nosicielem HPV. W takim przypadku nale-
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Zatoby przeprowadzi¢ doktadniejsze badania, polegajace m.in. na ustaleniu genoty-
pu HPV oraz serostatusu osoby zakazonej. ldealnym rozwigzaniem, mozliwym
w niedalekiej przysztosci, bedzie szczepienie profilaktyczne dzieci niezakazonych
HPV oraz profilaktyczno-terapeutyczne oséb juz zakazonych danym typem HPV.
Taka strategia umozliwi wyeliminowanie zakazen wirusami brodawczaka w popula-
cjach objetych programami szczepien.

8. Podsumowanie

Od czasu odkrycia wirusa HPV opisano wystepowanie okoto 200. réznych typéw
wirusa z czego dla blisko 100. poznano petng sekwencje genomowego DNA. Wirusy
te atakujg nabtonek narzgd6w piciowych oraz skore nie tylko ludzi, ale takze zwie-
rzat. HPV powoduje zakazenia lokalne, a nie ogélnoustrojowe. Wigkszo$¢ z nich ma
charakter bezobjawowy i ustepuje samoistnie. Zakazenia przetrwate sg przyczyng
zmian rozrostowych na skorze (brodawek) oraz moga prowadzi¢ do rozwoju raka
szyjki macicy. Dzieki poznaniu sekwencji i organizacji genomu roznych typéw HPV
mozliwe stato sie wykrywanie zakazern HPV w wymazach cytologicznych, jak row-
niez ich genotypowanie. Opracowano takze swoiste testy do identyfikacji wiruséw,
oparte na metodzie hybrydyzacji kwaséw nukleinowych oraz powielaniu fragmen-
tow DNA wirusa za pomoca reakcji tancuchowej polimerazy (PGR).

Poznanie wiasciwosci wirusowych biatek oraz rozwéj metod biotechnologicz-
nych przyczynity sie takze do opracowania i wprowadzenia do praktyki klinicznej po-
liwalentnych szczepionek przeciwko najbardziej onkogennym typom HPV. Zawierajg
one biatka ptaszcza najczesciej identyfikowanych typdw wirusa HPV w jamie ustnej
(typu -6 i -11) oraz nabtonku szyjki macicy (typy -16 i -18). Otrzymuje sie je metodami
biotechnologicznymi. Nalezy podkresli¢, ze szczepionki profilaktyczne niezawiera-
jace petnych czastek wirusa i wirusowego DNA, nie moga wywotywaé zakazenia.

Praca realizowana w ramach grantu MNiSzW 2198.
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