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Sammandrag

For att livmoderhalscancer ska uppst krdvs en kronisk hogrisk-HPV infektion. En vanligtvis
overgdende infektion utvecklas till kronisk ndr HPV viruset lyckas undkomma
immunforsvaret och da etablera en sé kallad persistent infektion. Detta kan ske genom bland
annat upp- eller nedreglering av antigenpresenterande humana leukocyt antigen (HLA)
molekyler. Eftersom endast en liten del av de kroniskt infekterade utvecklar
livmoderhalscancer méste dven andra faktorer spela in och ett exempel 4r polymorfism i HLA
generna. Man har sett att vissa alleler kan forknippas med livmoderhalscancer. En individ
med nagon av dessa alleler lider hogre risk att utveckla cancer @n en individ som har en
skyddande allel, vilken kan kopplas till personer som inte utvecklar livmoderhalscancer.

Denna Oversiktsartikel har syftat till att undersdka hur viruset genom att paverka méngden
HLA molekyler kan undkomma immunforsvaret. Samt undersdka polymorfism hos HLA
generna och hur denna kan bidra till en 6kad eller minskad risk att utveckla
livmoderhalscancer.

Inledning
Livmoderhalscancer och HPV

Livmoderhalscancer dr den tredje mest forekommande cancerformen som drabbar kvinnor
vérlden over (Ferlay et al. 2010). Varje ar tillkommer ungefir en miljon nya fall och 6ver en
fjdrdedel av de drabbade dor till foljd av cancern per ar (Chattopadhyay 2011). Storst &r
problemet i utvecklingslédnder, som star for 6ver 85 % av alla fall (Ferlay et al. 2010). Det har
visat sig att humant papillomvirus, forkortat HPV, dr huvudorsaken till néstan alla (ca 95 %)
fall av livmoderhalscancer. Omkring 200 typer av HPV har klassificerats varav ca 15 ér sa
kallade hogrisk-HPV (HR-HPV) vilket innebir att var och en av dessa har kunnat kopplas till
fall av livmoderhalscancer. Det &r med andra ord nagon av dessa HR-HPV som i 95 % av alla
fall orsakar cancern. (Sasagawa et al. 2012). De HPV typer som é&r vanligast forekommande
vid invasiv cancer dr 16 och 18 (Sorbe 2013). Livmoderhalscancer karaktiriseras av ett
véldefinierat forstadium vars avvikande cellforandringar stricker sig i ett spektrum fran CIN1
till CIN3 dér CIN stér for cervikal intraepitelial neoplasi. CIN1 uttrycker mild &ndring hos
cellerna medan CIN3 anvénds for att beskriva allvarliga cellférdndringar. Forstadiet CIN3
foljs sedan av cancer (Woodman et al. 2007).

Immunresponsen vid en virusinfektion och vikten av HLA

Immunforsvaret delas upp i tva delar, det medfodda och det adaptiva. Det medfodda &r
ospecifikt och agerar snabbt pa ett frimmande &mne genom att utsondra molekyler som startar



en inflammation. Celler som ar aktiva i det medfodda immunforsvaret dr bland annat
makrofager och NK-celler (Natural Killer cells) (de Visser et al. 2006).

Det medfodda immunforsvarets agerande aktiverar det mer specifika adaptiva immunforsvaret
som bestér av bland andra T-hjélparceller och T-mordarceller. T-mdrdarcellernas uppgift ar
att avldgsna den infekterade cellen medan T-hjdlparcellen spelar en roll i aktiveringen av T-
mordarcellen (Hibma 2012). T-cellernas formaga att vara specifika beror pé att de har
antigenspecifika receptorer (de Visser et al. 2006), sa kallade T-cellsreceptorer (TcR), dir en
viss TcR binder till ett specifikt antigen (Armstrong 2008). En stor variation hos TcR gor att
T-cellerna kan kénna igen ett storre spektra av frimmande dmnen 4n det medfodda som
endast har en sorts receptor (de Visser et al. 2006).

For att avldgsna ett virus dr tva klasser av HLA molekyler (Human Leucocyte Antigen)
viktiga for immunforsvaret (Hildsheim & Wang 2002). Med hjilp av dessa molekyler
kommer immunforsvaret i de flesta fall att kunna avldgsna infektionen (Das BC et al. 2008),
vilket gor att en kronisk infektion inte kan utvecklas och foljaktligen inte heller
livmoderhalscancer (Zoodsma et al. 2005).

HLA molekylernas uppgift dr att presentera antigen,
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Figur 1. Omritad efter Neefjes m.fl. (2011). Ett
protein eller ett virus fagocyteras av en antigen
presenterande cell (APC) och en tidig endosom
bildas. Det fagocyterade materialet bryts ned till
mindre bestdndsdelar och binds dérefter av en
HLA klass IT molekyl. Komplexet ror sig dérefter
till cellmembranet dér det presenteras for T-
hjélparcellerna som binder via sin TcR

(Hildesheim & Wang 2002).

cellmembranet, ta upp delar av &mnen frén det
cellen fagocyterat (Hildsheim & Wang 2002).
Fagocyterande celler som patrullerar i kroppen
kommer vid en virusinfektion stdta pa virus som de
attackerar och fagocyterar. HLA klass II molekyler
kommer da att fa med sig frimmande &mnen fran
det fagocyterade viruset till cellens yta. En specifik
T-hjédlparcell kommer med hjdlp av sin TcR binda
till denna HLA klass II molekyl i kombination med
det antigen den presenterar (Hildsheim & Wang
2002). Denna T-hjdlparcell bestimmer nu vilka T-
mordarceller som ska aktiveras (Hibma 2012).

Aven T-mérdarceller har en specifik TcR som
kénner igen ett visst antigen. S& de T-mdrdarceller
som kénner igen det frimmande dmne som T-
hjélparcellen stott pa kommer dé aktiveras. T-



mordarcellerna kommer i sin tur att
undersdka cellerna i kroppen och har
en formaga att binda till HLA klass
I. Den infekterade cellen kommer
5 — Antigen med hjdlp av sina HLA klass I
molekyler sjélv berétta for T-
¥ mordarcellen att den maste
elimineras genom att presentera
antigen for T-cellerna (Hildsheim &
Wang 2002).

T-mérdarcell

TcR

HLA klass I

Golgi \ =

1 ER \ Eftersom bada T-celler har samma
at— \ ERAD TcR behover de ndgot som gor att de
0>’ ‘\Vo —OE kan skilja pA HLA klass I och II. For
A / W detta &ndamal finns proteinerna CD4
och CD8&. CD4 finns bara hos T-

hjilparcellerna som dirfor kallas CD4" och CD8
finns bara hos T-moérdarcellerna vilket gor att de gar
under namnet CD8" (Hildsheim & Wang 2002).

Figur 2. Omritad efter Neefjes m.fl. (2011). Ett stabilt
komplex av HLA klass I med bindande peptid transporteras
fran ER (Endoplasmisk retikulum) till cellmembranet via
golgiapparaten. Vil pa ytan presenterar HLA klass I peptider
for T-mordarcellerna som binder till det stabila komplexet
via sin T-cells receptor (TcR) (Neefjes et al. 2011).

Det ovan beskrivna handelseforloppet sker normalt
sett ndr en virusinfektion uppstatt och kallas for en
positiv immunrespons. Den positiva
immunresponsen eliminerar oftast den infekterade
cellen. Vissa virus har dock féorméigan att komma undan avldgsnandet genom att ”gémma”
cellen den infekterat for immunforsvaret vilken leder till en kronisk infektion. En kronisk
infektion leder till att viivnaden i omradet inte kan repareras d4 inflammationen fortsatter,
detta kan i sin tur leda till cancer (de Visser et al. 2006).

HPYV viruset

Viruset overfors sexuellt (Tindle 2002) och infekterar darefter sin nya vird genom att
overfora sitt cirkuldra dubbelstringade (ds) DNA (zur Hausen 1996) till keratinocyter.
Keratinocyter &r celler i epidermis vilket utgoér médnniskans yttersta skyddande cellager
(Tindle 2002). HPV viruset infekterar keratinocyterna i basallagret vilka &r odifferentierade
och virusets transkription dr sedan kopplad till hur keratinocyterna senare differentierar
(Tindle 2002). Keratinocyterna som finns i basallagret kommer rora sig utat mot ytzonen och
kommer pa sin vig att differentierar. De migrerande cellerna ersitts av likadana celler som
bildats fran stamceller i underliggande lager. Nir cellerna forflyttas mot ytan kommer
fordndringar 1 deras genuttryck att ske vilket resulterar i en hogre keratinproduktion. Med mer
keratin kommer cellerna att kunna fungera som en skyddande barridr mot omgivande stress,
exempelvis i form av virus. Det finns foljaktligen tva former av keratinocyter i epidermis, de
odifferentierade i basallagret och de som har en 6kad keratinproduktion (Blanpain & Fuchs
2009). HPV tros kunna na keratinocyterna i basalmembranet via omrdden dér epidermis ér
nott, vilket kan vara vid ett sar (Woodman et al. 2007).



Skrivepitel

Figur 3. Omritad efter Woodman m.fl.
(2009). Epidermis bestér av skivepitel,
ytzon, mittzon och basallagret. Det utgor
en barridr pa kroppens yta som skyddar
mot yttre stress som exempelvis en
virusinfektion. HPV viruset infekterar

Ytzon

Mittzon keratinocyter som finns i epidermis
basallager. Om ett sar uppstar kommer
inget std emellan viruset och dess mal,
nu kan en infektion ske.

Basallager
Dermis = e

Vil inne i cellen etablerar sig det cirkuldra DNA:t i virdcellens kdrna och borjar dir
transkribera sina tidigt uttryckta gener (Woodman ef al. 2007). Vért att nimna &r att HPV
virusets DNA dven kan integreras i viardcellens genom och det anses vara ett viktigt steg i
transformationen fran en frisk cell till en tumorcell (Badaracco et al. 2002). Detta sker dock
inte under virusets normala livscykel dé virusets genom forekommer i episomal form (Kadaja
et al. 2009), dir en episom &r drvt material som kan replikeras sjélvstindigt (Woodman et al.
2007).

LCR E6 Figur 4. Omritad efter Woodman m.fl. (2007).
E7 Figuren visar HPV-virusets cirkuldra dubbelstringade
DNA vilket dven kallas episom. En episom ar &drvt
[ material som kan replikeras sjilvstindigt (Woodman
El et al. 2007). Genomet kodar for sex tidigt uttryckta
protein (E1, E2, E4, E5, E6 samt E7) och dven tva
senare uttryckta protein (L1 och L2) (Tindle 2002).
£ LCR ir regleringsregionen for genomet (zur Hausen

1996).
L2 g5 H4

En rad olika atgérder krivs nu fran viruset for att cellen den infekterat ska dverleva. En av de
viktigaste delarna i detta dr att undkomma immunforsvaret, vilket kraver att en del atgérder
och dndringar i cellen sker. For att inte upptackas av T-hjdlparcellerna undviker virusen bland
annat att infektera APC-celler och lyserar heller inte den infekterade cellen. Detta leder till att
fi antigen kommer kunna presenteras av HLA klass II (Tindle 2002). HLA klass I som finns
hos néstan alla kroppens celler kan inte undvikas av viruset.

HPV virusets genom kodar for en rad proteiner som bland annat hjélper viruset att undvika
immunforsvaret. De tidiga proteinerna dr E1, E2, E4, ES, E6 samt E7 dir E stér {or
engelskans early. L1 och L2 dr senare uttryckta proteiner som framst har strukturella
funktioner i bildandet av ett virus. For uppritthéllande av den infekterade cellen dr den
reglerande funktionen hos de tidiga proteinerna viktig (zur Hausen 1996). Som tidigare
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ndmnts foljer transkriptionen av virusets gener keratinocyternas differentiering. Detta innebdr
att de tidigt uttryckta generna kommer transkriberas nér keratinocyterna ér odifferentierade,
alltsa ndr de finns i basallagret. De senare uttryckta proteinerna kommer att bildas nér vérd-
keratinocyten differentierats (Blapain & Fuchs 2009).

E6 och E7 ér onkogenerna hos HPV, det ir alltsd de gener som bidrar till utvecklingen av
cancer (zur Hausen 1996) genom att framja utvecklingen av transformerade celler (Moody &
Laimins 2010). Vanligtvis kommer skador pa en cells DNA tas an av de sa kallade
tumorsupressorgenerna pS3 och RB. Vid en mindre skada pa en cells genom dkar mangden
p53 vilket leder till en paus vid celldelningen dar DNA:t kan repareras. Storre skador som
cellen inte kan reparera leder vanligtvis till att cellen genomgér apoptos, celldéd. Vid en HR-
HPV infektion inaktiverar E6 och E7 supressormolekylerna vilket leder till en okontrollerad
tillvixt samt formering av abnorma celler som inte avldgsnas (Ferenczy & Franco 2002). Att
onkogenerna motverkar apoptos och frimjar celldelning kommer leda till att det ansamlas
celler med DNA-skador, som inte hinner repareras, samt mutationer. Detta kommer att
resultera i transformerade tumorceller som kan leda till utveckling av cancer (Moody &
Laimins 2010).

For att 6vergdngen till linjdr form ska vara mojlig méste virusets DNA klyvas i E2 regionen.
E2 reglerar uttrycket av E6 och E7 och en inkorporering av virusets genom i véardcellens
kommer innebéra att den regleringen forloras. Onkogenerna kan nu uttryckas okontrollerat
vilket resulterar i tumorceller (Tindle 2002).

Rollen av HLA i utveckling av livmoderhalscancer

En HPV-infektion ar oftast 6vergdende vilket innebér att kroppen gor sig av med viruset sjilv,
70-90 % av alla infekterade gor sig av med viruset naturligt (Das BC 2008). Man har kunnat
pavisa att en nedreglering av HLA klass I vid infektioner av HPV 16 gor att viruset ldttare kan
undkomma immunforsvaret och da leda till 6kad risk for att utveckla cancer genom att en
kronisk infektion bildas (Li ef al. 2010). Farre eller helt avsaknad av HLA klass I hos en cell
kan dock kédnnas igen av NK-celler som i sin tur avldgsnar den (Hildsheim & Wang 2002).

Av de som infekteras av HR-HPV kommer endast 3 % utveckla livmoderhalscancer, vilket
visar att det kridvs mer 4n en HPV infektion for att cancerutveckling ska ta form. Detta betyder
alltsa att forandringar som nedreglering av klass I HLA i cellen vid en HPV-infektion inte ar
tillrdckliga for att livmoderhalscancer ska uppkomma. Andra faktorer spelar in och dkar
risken for cancer (Carter ef al. 2013). Exempel pa sddana faktorer kan vara miljéfaktorer, som
rokning (Castro et al. 2009), viardens genetik samt immunforsvarsproblem (Carter et al.

2013).

HLA klass I inkluderar generna HLA-A, B samt C medan klass II innehaller DR, DQ och DP
generna (Chattopadhyay 2011). Det finns dven ett antal HLA gener som inte hor till ndgon av
klasserna, HLA-E, F och G men som liknar HLA klass I. Att ha flera gener som kodar for
HLA molekyler bidrar till effektiv bindning av antigen. Tillsammans med polymorfismen
leder detta till att ett bredare spektra av antigen kan bindas. Om en gen har hog polymorfism
betyder det att det finns ménga olika allelvarianter av genen. Att HLA klass I bestér av tre
gener leder till att om en individ har olika alleler vid alla tre loci (Heterozygot) pa de tva
kromosomerna uttrycks sex olika molekyler, vilka skiljer sig med avseende pd bindning



(Hildesheim & Wang 2002). Alla HLA gener har en gemensam ndmnare vilket dr att de
uttrycks som glykoproteiner (Adams et al. 2013).

Manniska
Chré
DPap1 —=— DPF2
DMaB i DOa
DO
DQap2=—= ‘
—— DQap1
DRB1——
—— DRgs
ORa—= Figur 5. Omritad efter Adams m.fl. (2013). Bilden visar
organisationen av HLA loci som finns pa kromosom 6 hos
minniskan. Oklassificerade samt HLA liknande gener ar
MICB L markerade i fet stil (Adams et al. 2013).
HLA-B—— — I limegront kan man se HLA klass II generna vilka & DR, DQ
St samt DP (Chattopadhyay 2011).
I den nedre lila delen av bilden finns generna tillhdrande klass 1,
vilka dr HLA-A, B och C. De oklassificerade men klass I
liknande generna HLA-E, F samt G kan ocksé finnas hir (Adams
etal. 2013).
De fetstilta som inte ndmnts 4r andra ickeklassificerade eller
HLA-E ——— HLA liknande gener som inte kommer att tas upp hir (Adams et
al. 2013).
—— HLAA
HLA-G ———
——— HLA-F
T

Forskare tror att om man har HLA molekyler som binder till HPV antigen med hog affinitet
kommer detta ha en skyddande effekt mot sjukdomen och om man har en variant som binder
med 14g affinitet kommer det 6ka risken for sjukdom (Holdesheim & Wang 2002).

Det som skiljer de klass I liknande HLA generna frén de tillhorande klass I dr dels formagan
att binda till och presentera antigen men dven att de klass I liknande inte dr lika polymorfa.
HLA-E binder till peptider som har sitt ursprung fran den s kallade ”leader region” frdn HLA
klass I. HLA-E och peptiden formar da ett stabilt komplex som kan sitta sig pa cellens yta.
Vil pé cellytan ger komplexet inhibitoriska signaler till cytoxiska celler som NK-celler for att
de inte ska eliminera den fungerande cellen. Om HLA klass I saknas , vilket kan vara fallet
hos virusinfekterad cell sdvil som hos en tumoérceell, kan inte HLA-E bilda ett stabilt komplex
och kommer inte visas pé cellytan. Immunforsvarets celler blir nu inte lingre bortstotta fran
cellen utan eliminerar den infekterade cellen (Adams et al. 2013).

HLA-G fungerar sdvil som HLA-E som ligand till de inhibitoriska receptorerna som finns pa
bland annat NK- samt T-cellernas yttre (Adams ef al. 2013). Dessa inhibitoriska effekter ar
nddvindiga vid en graviditet, dd HLA-G forhindrar att fostret slds ut av moderns
immunforsvar. Detta kan ske pa grund av att de forsta cellerna som differentierar frén det
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befruktade dgget, trofoblasterna, inte uttrycker HLA klass I vilket skulle gora de till mal for
NK-celler (Adams ef al. 2013). HLA-G é&r dock sparsamt uttryckt i normala celler men kan
uppregleras vid en virusinfektion som HPV (Gobin ef al. 1999). Om HLA-G uttrycks kommer
NK-cellerna inte att eliminera den infekterade cellen med nedreglerad HLA klass I (Hibma
2012).

Béde HLA-E samt G har antigenbindande egenskaper. Hos HLA-F har man dock inte kunnat
pavisa en sadan forméga (Gobin et al. 2000).

HLA molekyler har en viktig roll i avldgsnandet av en HPV-infektion samt i utvecklingen av
livmoderhalscancer. Jag har darfor valt att undersoka vilka biologiska och genetiska
egenskaper hos HLA som kan leda till livmoderhalscancer genom att undersoka reglering och
polymorfism hos HLA.

Nedreglering av HLA klass | vid en HPV-infektion

Som tidigare ndmnts maste viruset ta till andra medel &n att undvika HLA klass I for att
undkomma immunforsvaret, da det uttrycks kontinuerligt (Hildesheim & Wang 2002) hos
néstan alla kroppens celler. For att kunna undvika en positiv immunrespons, till f6ljd av
presenterande av antigen pa cellytan dr de tidigt uttryckta proteinerna viktiga. Detta pd grund
av deras reglerande egenskaper (zur Hausen 1996).

HPYV 16 och dess ES protein

I en studie som utférdes av Campo m.fl. ville man se om det tidigt uttryckta ES proteinet (zur
Hausen 1996) bidrar till nedreglering av HLA klass I (Campo MS et al. 2010). Experimentet
visade att hos celler dér ES var uttryckt uppvisades farre HLA klass I molekyler pa cellytan &n
normalt. Molekylerna holls istéllet kvar 1 golgiapparaten (Campo et al. 2010) dér ES finns
(zur Hausen 1996). Nir man nu hade visat att ES kan nedreglera HLA klass I ville man se om
nedregleringen paverkade T-mordarcellernas aktivitet. Det visade sig att aktiviteten minskade
nir bdde HLA-A (tillhérande klass I) och ES5 uttrycktes (Campo et al. 2010).

Det ovan styrks dven av ett annat experiment som utfordes av Campo m.fl. dir det faststalldes
att en fysisk interaktion mellan ES proteinet och HLA klass I fanns. Man kunde dven faststélla
att det var just den interaktionen som ledde till en nedreglering av klass I molekylerna.
(Campo et al. 2006)

Inverkan av HPV 16 E7 protein pa nedregleringen av HLA Kklass I

Li m.fl. kunde visa att forekomsten av E7 i en cell kan ge upphov till en femtioprocentig
minskning av HLA klass I pd cellmembranet jaimfort med en cell som inte har E7 nérvarande
(Li et al. 2010) Ytterligare en undersdkning visade ocksa att E7 proteinet fran HPV 16 och
dven 18 bidrar till nedreglering av HLA klass I. Som kontroll reducerades E7 proteinet vilket
resulterade i1 en 0kning av HLA klass I igen (Botley et al. 2008). Nedreglering av HLA klass I
leder till att NK-celler nu kénner igen den infekterade cellen och eliminerar denna
(Hildesheim & Wang 2002). Dérfor kan tumdrceller i kombination med nedreglering av HLA



klass I uppreglera HLA-G som motverkar NK-cellerna cytoxiska effekt. Detta gor att
infekterade celler inte kommer kunna tas bort av NK-celler (Adams et al. 2013).

Uppreglering av HLA-G hos patienter med livmoderhalscancer

Forskare har kunnat visa att det sker ett kat uttryck av HLA-G hos patienter med ett
forstadium savél som utvecklad cancer jamfort med hos friska kontrollpatienter. Dong m.fl.
kunde visa att mdangden HLA-G okar for varje steg i forstadiet till cancer. Det visade sig dven
att patienter som utvecklat livmoderhalscancer har mer HLA-G &@n ndgot forstadium har
(Dong et al. 2010).

Rodriguez m.fl. undersokte bland annat forekomsten av HLA klass I samt HLA-G hos
cancerpatienter for att se om foréndring i uttryck av dessa gener hjilper HPV-viruset att
undkomma immunforsvaret. I denna studie kunde man visa att det finns ett samband mellan
nedreglering eller total forlust av HLA klass I och uppreglering av HLA-G hos patienter med
cancer (Rodriguez et al. 2012).

Att HLA-G méangden okar hos sdvil patienter i ett forstadium som hos patienter med
utvecklad cancer kan styrkas ytterligare av studien Li m.fl. utférde. I experimentet deltog
friska personer med normal livmoderhalsvédvnad, personer i ett forstadium till att utveckla
cancer samt patienter med livmoderhalscancer. Undersokningen visade att HLA-G mingden
ar storre vid en skivepitelskada &n i normal vdvnad. Man kunde dven faststdlla att ju
allvarligare grad av cancer desto mer HLA-G uttrycks (Li et al. 2012).

Paverkan pa NK- och T-celler

Dong m.fl. kunde dven visa att 6kningen av HLA-G resulterade i en simre immunrespons vid
en virusinfektion (Dong et al. 2010). Detta har dven pdvisats i en tidigare studie av Riteau
m.fl. som utférdes 2001. Undersdkningen visar att HLA-G har en inhibitorisk effekt pa T-
mordarceller. Man kunde visa att den samre effektiviteten hos T-mordarcellerna berodde pa
en 0kad méngd HLA-G pé cellmembranet och inte nedreglering i peptidpresentation (HLA
klass I). Detta gor att HLA-G forstor den positiva immunresponsen som uppkommer nir
CDS8" cellen med hjilp av sin TcR kinner igen HLA klass I med presenterat antigen. Man
kunde dven se att 6kad mangd HLA-G ledde till minskad aktivitet hos NK-celler (Riteau ef al.
2001).

Att méngden HLA-G paverkar NK-cellernas forméga till cytolys, det vill séga att ta dod pé en
annan cell, har dven visats av Chen m.fl. i en nyare studie. I forsket undersokte man NK-
cellernas forméga till cytolys pa celler som uttryckte olika proportioner av HLA-G. Olika
proportioner erholls genom att HLA-G negativa celler blandades med HLA-G positiva (vilka
rdknades som 100% HLA-G uttryckt). Celler med HLA-G uttryckt fick sedan vixa i ett
medium tillsammans med NK-celler. Man kunde se att NK-cellernas cytolysformaga
paverkades till det sémre nér proportionen av HLA-G uttryckt var 6ver 60 %(Chen et al.
2013). Detta gor att den virusinfekterade cellen kan undkomma immunforsvaret och fortsétta
dela sig.



Regleringen av HLA-G

Eftersom tumorceller ofta har en nedreglering av HLA klass I i kombination med
uppreglering av HLA-G kan man ténka sig att dessa hindelser hdnger ihop. HLA-G uttrycks
begréinsat hos kroppens celler och hittas framforallt hos trofoblasterna. Trofoblaster uttrycker
inget HLA klass I men uttrycker HLA-G vilket tyder pa en nédra transkriptionell kontroll
mellan dessa gener (Gobin et al. 1999).

Transkriptionen av HLA-E samt F regleras pd ett liknande sétt som for HLA klass I. Man har
dock inte kunnat visa att HLA-G anvénder sig av ndgon av de komponenterna, som dvriga
HLA klass I samt klass I liknande generna gor, for att reglera sin transkription. Gobin m.{l
forsokte da se om de kunde hitta ndgon annan reglerande sekvens som kunde forklara
trofoblasternas specifika uttryck av HLA-G. Ingen sekvens kunde dock hittas vilket indikerar
att transkriptionsregleringen for HLA-G édr unik bland alla klass I samt klass I liknande gener
(Gobin et al. 1999).

HLA och polymorfism

Som nidmnts tidigare krdvs inte bara en HR-HPV infektion for att en utveckling av
livmoderhalscancer ska ske, dven genetiska faktorer kan paverka. Forskarvirlden tittar just nu
1 huvudsak pé hur olika former av HLA generna kan spela en roll vid livmoderhalscancer
utveckling. For att se om vissa allelvarianter av HLA generna kan kopplas till
livmoderhalscancer har ett stort antal forsok inom detta omrade utforts.

Hypotesen ér att pa grund av polymorfism i HLA generna kommer olika alleler binda med
olika affinitet till HPV antigen (Metcalfe et al. 2013). Innehavande av en HLA molekyl som
binder till virusets antigen med hog affinitet skyddar mot sjukdomen. Medan om man har
HLA molekyler som inte kdnner igen och binder till HPV antigen kommer detta associeras
med en 6kad risk for sjukdom (Hildesheim & Wang 2002). Detta kan ha en betydande roll 1
hur en infektion utvecklas frdn 6vergdende till permanent vilket sedan kan leda till
livmoderhalscancer (Metcalfe ez al. 2013).

Polymorfism hos HLA klass I

Farre studier har gjorts pA HLA klass I polymorfism och kopplingen till livmoderhalscancer
an vad som gjorts for HLA klass II. Anledningen &r att metoden som krivs vid utférandet av
dessa experiment mer avancerad. Detta har gjort att man forst senare kunnat utveckla en
teknik fOr att utfora samma experiment med HLA klass I (Hildesheim et al. 2002).

HLA-A samt B

Madeleine m.fl. utforde ett forsok for att se om polymorfism hos HLA klass I samt klass II
generna har en inverkan pa livmoderhalscancer. Man kunde se att allelvarianten HLA-
A*0301 samt HLA-B*4402 var associerade med cancern. Dessa tva dkade alltsa risken for att
cancer ska uppkomma men man hittade ocksé en allel tillhérande HLA klass I som har en
skyddande effekt, vilken var B*¥1501 (Madeleine et al. 2008).
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I en annan studie kunde man visa att haplotypen A*02-B*51 bidrog i forsvaret mot en HPV
infektion. Men ingen direkt koppling till cancer hittades (Marangon ef al. 2013).

HLA-C

Experimentet som gjordes av Madeleine m.fl. visade dven att genvarianten C*0501 kunde
kopplas till livmoderhalscancer. Song m.fl. ville ocksa undersoka hur allelvarianter av HLA-C
genen var fordelade mellan friska personer (kontroll) jamfort med patienter som utvecklat en
sjukdom till foljd av en HPV infektion. Man kunde visa att C*0303 hittades signifikant mer
hos patienter som utvecklat en HPV-relaterad sjukdom &n hos kontrollgruppen. Déremot
kunde man se att de som var infekterade men inte utvecklade sjukdom oftare hade allelen
C*01 nérvarande vilket visar pa skyddande egenskaper (Song et al. 2013).

HLA Klass II
HLA-D

Det finns tre stycken HLA-D gener vilka &r HLA-DB, HLA-DQ samt HLA-DP som alla
tillhor HLA klass IT (Chattopadhyay 2011). Flera studier har gjorts for att se om det finns
ndgot samband mellan polymorfism hos HLA-D och livmoderhalscancer (Ades et al. 2008,
Castro et al. 2009, Jianming et al. 2012). Bland annat Jianming m.fl. undersokte detta med
fokus pé olika alleler av HLA-DQ samt HLA-DB. Man sag att HPV 16 var vanligare hos
patienter som utvecklat livmoderhalscancer dn hos den friska befolkningen vilket visar att
HPV 16 bidrar till cancerutveckling. Man jdmforde sedan forekomsten av olika alleler hos de
drabbade patienterna med kontrollgruppen, vilka var de friska individerna (Jihanming ef al.
2012). DQB1*0301 samt DRB1*1501 forekom mer frekvent hos drabbade patienter &n hos
kontrollgruppen. Dessa alleler visade sig ha en signifikant inverkan pé utveckling av
livmoderhalscancer (Jihanming et al. 2012).

Aven andra studier har visat att HLA-DRB1*1501 ir kopplad till en 6kad risk for utveckling
av cancern (Castro et al. 2009). Castro m.fl. visade att DRB1*1501 var associerad med
livmoderhalscancer men att &ven DRB1*04 var det, antingen var for sig eller i samband med
varandra (Castro et al. 2009). HLA-DRB1*1501 utgor en dnnu storre indikator for
cancerutveckling om den ingér i en haplotyp med HLA-DRB1*0602 (Castro et al. 2009,
Kohaar et al. 2009)

Andra varianter av HLA-D generna har visat sig ha en skyddande effekt mot HPV-infektion
savil som HPV-relaterad cancer. Kohaar m.fl. har visat att DRB1*13 har en skyddande effekt
mot en infektion av HPV och dven livmoderhalscancer. Detta har man sett eftersom
DRB1*13 oftare forekommer hos friska personer én hos patienter som ér i ett forstadium eller
hos de som utvecklat cancer. Nér man kommit fram till detta gjorde man ytterligare ett
experiment som visade att DRB1*13 dven har en skyddande effekt mot infektion av HPV
(Kohaar et al. 2009). Att DRB1*13 har en skyddande roll stddjs d4ven av andra studier (Castro
et al. 2009).

Icke klassade HLA gener
HLA-E
Inga associationer har hittats mellan polymorfism i HLA-E genen och HPV-infektion

(Ferguson et al. 2011).
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HLA-G

For att hitta ett eventuellt samband mellan polymorfism i HLA-G genen och HPV-infektion
samt utveckling av livmoderhalscancer har ett antal studier gjorts (Simdes et al. 2009,
Ferguson et al. 2011, Metcalfe et al. 2013). Ferguson m.fl. var nagra av de som hade for
avsikt att undersoka om polymorfism i genen ger olika mottaglighet for viruset, samt se om
det har ndgon betydelse i utvecklingen mot en kronisk HPV-infektion. HLA-G*01:01:08
visade sig vara associerad med en 6kad risk for HPV-infektion generellt. Allelen HLA-
G*01:01:02 kunde kopplas till en 6kad risk att smittas av HPV 16. Bérare av denna
allelvariant utvecklade iven med stérre sannolikhet en permanent HPV 16 infektion. Aven
HLA-G*01:03 associerades med okad risk for utveckling av kronisk HPV-infektion
(Ferguson et al. 2011).

Att HLA-G skulle ha nagon koppling till permanent HPV-infektion bekriftades dock inte av
Metcalfe med flera. Vad gillde HLA-G*01:01:02 kom man i denna studie fram till att den
snarare har en skyddande effekt mot HPV-infektion &n 6kar risken for infektion som Ferguson
m.fl. hivdade. Metcalfe m.fl. fann ocksa att HLA-G*01:01:01 kunde ge en storre risk for
virusinfektionen (Metcalfe et al. 2013). Trots att dessa tva studier skiljde sig i vissa avseenden
ar bdda overens om att HLA-G polymorfism har en betydelse rorande mottaglighet for en
HPV-infektion. Ett annat experiment av Simdes m.fl. styrker ocksd HLA-G polymorfismens
roll. D4 de visar att om man dr homozygot for HLA-G*0103 allelen minskar risken for att
infekteras av HPV-viruset. Detta kunde man se da allelen forekom mer frekvent hos den
friska kontrollgruppen én hos de drabbade (Simdes et al. 2009).

Hittills har artiklarna som ndmnts tagit upp infektion och utvecklandet av kronisk infektion
med avseende pa olika allelvarianter av HLA-G. Men ingen har tittat pa om det finns ndgon
direkt koppling till livmoderhalscancer. Ferguson m.fl. har dgnat sig 4t detta (Ferguson ef al.
2012). De hittade ett samband mellan HLA-G polymorfism och livmoderhalscancer. Man
kom fram till att risken att man utvecklar cancern 6kar om man dr homozygot for allelen
G*01:01:02. G*01:01:02 kan gora att man gér fran ett forstadium av cancer till ndsta, mer
allvarliga steg (Ferguson et al. 2012). Kan tilldggas att man i denna undersokning inte kunde
koppla HLA-G polymorfism och HPV-infektion som man tidigare gjort 2011.

Koppling mellan virusmangd, HLA polymorfism samt
livmoderhalscancer

Moberg m.fl. ville undersdka om virusbelastningen, vilken mits i mdngden viralt DNA i det
drabbade omradet (i det hér fallet livmodern) vid en viss tidpunkt, 6kade risken for utveckling
av livmoderhalscancer. Detta gjordes genom en realtids-PCR (Moberg et al. 2004), vilken
bade detekterar och amplifierar DNA (Dalla Valle et al. 2004). De kunde se att ju hogre
méngd viralt DNA som pavisades i livmodern desto storre blev risken for att cancer skulle
utvecklas. Detta géllde for HPV 16 dir man kunde pévisa en 6kad risk for cancer ju hogre
virusbelastningen var (Moberg et al. 2004).

Ett annat forskarlag med Beskow i spetsen ville i sin tur se vad som paverkade virusmédngden
vilken Moberg m.fl. hade kopplat till utveckling av cancer i livmodern. Man undersokte i
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detta fall om olika HLA klass II molekyler kan kopplas till virusbelastningen for ndgra HR-
HPV typer (Beskow et al. 2005). Resultatet visade att personer med allelen DRB1*1301 har
en lagre virusmingd, for de HR-HPV typer som testades, dn personer som saknar allelen
(Beskow et al. 2005). Enligt Moberg m.fl. ska detta d4 betyda att allelen &r skyddande mot
livmoderhalscancer genom att ge en lagre virusmiangd. Denna skyddande effekt hos
DRB1*1301 har kunnat bekréftas av ett flertal studier som undersokt sambandet mellan olika
HLA alleler och deras koppling till livmoderhalscancer (Castro et al. 2009, Kohaar et al.
2009).

Hypotesen som utformats av Metcalf m.fl. indikerar att DRB1*1301 ger upphov till HLA
molekyler som binder med hog affinitet till HPV viruset (Metcalfe ef al. 2013). Detta leder i
sin tur till en bra presentation av antigen pa cellens yta vilket resulterar i en positiv
immunrespons och avlidgsnande av den infekterade cellen (Adams ef al. 2013).

Integrering av HPV DNA in i vardens DNA

Figur 6. Omritad efter Woodman m.fl.
(2007). Visar integration av HPV

| ™ [ ™1 | virusets DNA 1 virdcellens genom.

[ Detta leder till att E2 genen forstors s

E6 El E . att dess reglerande effekt gér forlorad.
Vard , Vard E6 samt E7 kan nu uttryckas
L}
DNA DNA okontrollerat (Tindle 2002).

HR-HPV genomgér replikation som en episomal molekyl vid en normal cellcykel
(Wentzensen et al. 2004). Ibland kan dock DNA:t 6vergé fran cirkulér form till linjdr. Detta
sker sdllan och slumpmaéssigt och leder till inkorporering av virusets DNA 1 virdcellens. E2
genen forstors vid inkorporering (Figur 6.), vilket leder till att dess reglering av den virala
transkriptionen gér forlorad. E6 samt E7 som regleras av E2 kan nu uttryckas okontrollerat da
de inte begréinsas av negativ feedback reglering (Tindle 2002). Som ndmnts tidigare gor
onkogenerna E6 samt E7 att cellen transformeras och nir dessa nu uttrycks okontrollerat
kommer cellen kunna upprétthallas i detta transformerade tillstdnd (Tindle 2002), utan att
genomga apoptos (Moody & Laimins 2010).

Badaracco m.fl. ville se ifall en integrering dr nddvandig for utvecklandet av en tumor i
livmodern. Avsaknaden av E1 och E2 var for sig och tillsammans fungerade som indikator pé
integrerat DNA. Resultatet for HPV 16 visade att 41,3 % av tumorerna hade integrerat
virusets DNA. Denna méngd var inte tillracklig for att visa att integrering ar signifikant for
utveckling av cancer. Man hade dock inte tagit hinsyn till ndrvaro av eventuella episomala
former i samma cell. De gjorde dé ett nytt forsok ddr man tog hansyn till detta vilket gav en
okning till 63,3 %. Detta visar att integration inte nddviandigtvis krivs for att tumorceller ska
utvecklas men den relativt hoga procenten kan dnda indikera att det kan underlitta
transformationen fran en frisk cell till en tumorcell (Badaracco et al. 2002).
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Ett liknande forsok utfordes for HPV 18. For att en infektion av HPV 18 ska utvecklas till
livmoderhalscancer kravs en integrering av DNA:t. Detta kunde man pavisa dé 100 % av
tumorerna som uppkommit till f61jd av en HPV 18 infektion hade integrerat DNA 1 sitt genom
(Badaracco et al. 2002).

Forst sker en integrering av HPV in i cellens genom. I nésta steg kommer episomerna att
tappas sa cellen endast har integrerat virus DNA. Sddana celler kan finnas i vivnaden linge
och kan leda till utvecklingen av cancer (Kadaja et al. 2009).

Diskussion

Livmoderhalscancer dr en av de vanligaste cancerformerna hos kvinnor i virlden (Ferlay ef al.
2010). Huvudorsaken till cancerutveckling i livmoderhalsen &r infektion av HR-HPV
(Sasagawa et al. 2012) och en kronisk infektion krévs for att cancer ska utvecklas. For att
detta ska ske behover en del fordandringar goras i cellen for att undvika immunforsvaret
(Tindle 2002), vilket involverar regleringar som virusets tidigt uttryckta gener paverkar (zur
Hausen 1996). Jag har genom mina artikelstudier kunnat se att regleringen av de sa kallade
HLA generna kan anvéndas for att undvika immunforsvaret. Forskare har dven sett att
polymorfism hos HLA generna paverkar mottaglighet for savil livmoderhalscancer som en
HPV-infektion ( Marangon et al. 2008, Castro et al. 2009, Jianming et al. 2012). Detta beror
bland annat pa att olika alleler ger upphov till HLA molekyler som binder med olika affinitet
till antigen (Metcalfe ef al. 2013).

Att undvika immunforsvaret via reglering av HLA

HPV viruset anvinder sig av sina tidigt uttryckta proteiner for att uppritthélla cellen den
infekterat (Tindle 2002), alltsa motverka att cellen elimineras av immunforsvaret. De
reglerande egenskaperna hos dessa proteiner kan anvéndas for att pdverka mangden HLA pa
olika sitt.

Eftersom HLA klass I finns hos i princip alla kroppens celler (Hildsheim & Wang 2002) kan
viruset inte undvika dessa HLA molekyler som man gor med de tillhdrande klass II (Tindle
2002). Man har istéllet sett att en nedreglering av HLA klass I &r vanlig i ndrvaro av de tidigt
uttryckta proteinerna ES samt E7 var {or sig (Botley et al. 2008, Campo et al. 2010, Li et al.
2010). Nedreglering av HLA klass I kommer éven leda till en nedreglering av HLA-E vilket
leder till att den inhibitoriska signalen till immunforsvaret som HLA-E besitter forloras. Den

infekterade cellen kommer nu vara ett Oppet mal for NK-cellerna som nu inte stots bort av ett
stabilt HLA-E komplex pa cellens yta (Adams et al. 2013).

For att inte elimineras av NK-cellerna till f6ljd av HLA klass I nedreglering kan viruset
uppreglera HLA-G. Dong m.fl. har visat att mdngden HLA-G i cellen 6kar frdn CIN1 med
lagst méngd till CIN 3 som har hogst méngd. De visade dven att HLA-G méngden hos
cancerceller var hogre &n hos alla forstadium (Dong et al. 2010). Hur denna uppreglering av
HLA-G gar till &r dnnu inte faststéllt (Gobin et al. 1999). Det Riteau m.fl. ddremot kunnat
konstatera var att HLA-G méngden paverkar NK-cellernas formaga till cytolys. Men inte nog
med det, man visade dven att HLA-G har en inhibitorisk effekt pd T-mordarcellerna. Detta
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gOr att uppregleringen av HLA-G bidrar till undkommandet av immunforsvaret pa tva viktiga
plan (Riteau et al. 2001).

HLA och polymorfism

Reglering av HLA och f6ljaktligen ett undkommande av immunf6rsvaret ar inte tillrackligt
for att cancer ska utvecklas (Carter ef al. 2013). Andra faktorer spelar in och forskare har sett
att polymorfism hos HLA generna kan kopplas till livmoderhalscancer (Madeleine et al.
2008). Diversiteten av HLA alleler har gynnat 6verlevnad evolutionért. Detta genom att ge
mdjligheten att binda till och pé sa sitt kunna presentera ett brett spektra av antigen for T-
cellerna. Att vi har flera gener for HLA molekyler bidrar ocksa till effektiv bindning av olika
antigen.

Metcalfe m.fl. lade fram en hypotes som sa att olika HLA alleler kommer mdjliggéra HLA
molekyler med skillnad i affinitet till HPV antigen (Metcalfe ef al. 2013). Har man en HLA
molekyl som binder till antigen fran viruset med hog affinitet far man ett skydd och lag
affinitet ger motsatsen (Hildesheim & Wang et al. 2013). Flera alleler har kunnat forknippas
med en minskad savil som 6kad risk for livmoderhalscancer, framforallt DRB1*1501 med en
okad risk och DRB1*13 med minskad. Hur den bakomliggande mekanismen ser ut vet man
dock inte idag (Castro ef al. 2004). Jag tinker mig att en koppling finns till upp och
nedregleringen av HLA. Om HLA klass I nedregleras si att det fortfarande finns en del kvar
sa borde innehavande av en allelvariant som binder antigen med hog affinitet &nda kunna sitta
igéng en positiv immunrespons. Medan om man har en allel som ger upphov till en HLA
molekyl med sdmre affinitet har svért att avldgsna infektionen i en kombination med
nedregleringen.

Virusbelastning och livmoderhalscancer

Moberg m.fl. kom fram till att det fanns ett samband mellan virusbelastning och
livmoderhalscancer. En storre méngd virus 6kade risken for att utveckling av cancer ska ske
(Moberg et al. 2004). Senare visade Beskow m.fl. att polymorfismen hos HLA klass II gener
kan péverka virusbelastningen hos en person (Beskow ef al. 2005). Man kan ténka sig att
detta har med hypotesen Metcalfe m.fl. lagt fram att géra (Metcalfe ef al. 2013). Fér om en
allel ger upphov till en HLA molekyl som binder till antigen med hog affinitet kommer hogst
troligen en positiv immunrespons initieras. Om molekylen binder med 1ag affinitet kommer
den vara sdmre pa att presentera antigen for immunforsvaret. En funktionell immunrespons
kommer i sin tur kunna avldgsna fler infekterade celler vilket leder till en minskad
virusbelastning.

Integrering av HPV viruset

Som nidmnts tidigare replikeras HR-HPV i normala fall episomalt (Wentzensen et al. 2004),
men ibland kan virusets DNA 6verga i linjar form, detta sker dock slumpmaéssigt och sillan
och leder till integrering av virusets DNA i vérdcellens (Tindle 2002). Integrering har visat sig
ha en betydande roll for utveckling av livmoderhalscancer. For att en infektion av HPV 18 ska
overga till cancer dr integrering ett maste, vilket Badaracco m.fl. visade genom att 100 % av
alla tumorer orsakade av HPV 18 i forsoket hade integrerat DNA. Vid tumdrer orsakade av
HPV 16 hade 63,3 % viralt DNA integrerat detta indikerar att integrering dven hér har en
inverkan pa utvecklingen av cancer, men fler studier behdvs for att faststélla detta (Badaracco
et al. 2002).
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Som ndmndes ovan ger en 6kad virusméngd en storre risk att utveckla livmoderhalscancer
(Moberg et al. 2004). Jag tinker mig d4 att en 6kning av episomalt viruellt DNA statistiskt
sett kommer att 6ka risken for att den slumpmassiga integreringen ska ske och pa sé sitt 6ka
risken for cancerutveckling. Det sker genom att onkogenerna E6 samt E7 vid integrering
uttrycks okontrollerat. Det gor att cellen blir fullt transformerad och héller sig i ett
transformerat 14ge eftersom dessa kontinuerligt uttrycks. Detta leder till en abnorm cell som
inte genomgar apoptos utan fortsétter leva och dela sig till fler abnorma celler (Ferenczy &
Franco 2002).

Sammanfattningsvis kan konstateras att HLA spelar en nyckelroll i utvecklingen av
livmoderhalscancer. Reglering av HLA dr nddvindig for att HPV viruset ska kunna undvika
immunforsvaret och da uppritthallas hos den infekterade individen. Polymorfismen hos HLA
bidrar till utveckling av cancer men mekanismen bakom detta behdver studeras vidare. En del
1 detta skulle kunna vara polymorfismens inverkan pa virusmangden som direkt kopplats till
livmoderhalscancer. Virusmingden skulle kunna péverka integrering i virdcellens genom och
pa sé sitt bidra till cancerutveckling. Man skulle med vidare forskning i framtiden kunna
anvénda virusbelastningen som en indikator pa vilket stadium i utveckling av cancer man &r i.

Detta skulle forslagsvis kunna vara en del av sanningen bakom mekanismen men jag ar
overtygad om att det inte dr sa enkelt. Vidare forskning for att knyta en HPV infektion till
livmoderhalscancer nér man tar hinsyn till polymorfism i HLA generna behover goras.

Tack

Jag skulle vilja rikta ett stort tack till min handledare Martin Svenda for bra véigledning
genom arbetet. Vill dven tacka mina opponenter Adam Reger och Nicole Loginger for bra
opponering.
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