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Sammandrag
I ungefär 71 % av livmoderhalscancerfallen världen över har högrisk humant papillomvirus 
(HPV) påträffats, närmare bestämt typerna 16 och 18. Även andra högrisk HPV-typer har 
påträffats i vissa fall av livmoderhalscancer. HPV har ett ganska litet genom på 8 kb men 
innehåller de så viktiga onkogenerna E6 och E7 som uttrycks när en HPV-infektion 
förvandlas till livmoderhalscancer. Onkoproteinerna E6 och E7 binder till många faktorer som 
bidrar till en okontrollerad celltillväxt och därmed celldelning. Två av dessa faktorer är 
tumörsuppressorerna p53 och Retinoblastoma protein som har en mycket viktig roll i cellen 
efter uppkomsten av exempelvis DNA-skador. Två vaccin finns idag mot att förebygga 
utveckling av livmoderhalscancer som orsakas av högrisk HPV-infektion. Det finns ett 
tvåvärdigt och ett fyrvärdigt vaccin och tillsammans skyddar de mot högrisk HPV-typerna 6, 
11, 16 och 18. Vaccinerna består av viruslika partiklar och designas utifrån det virala 
kapsidproteinet L1. En ny metod för att bota livmoderhalscancer vore att utveckla läkemedel 
som kan inhibera E6 och E7:s aktivitet, antingen på transkriptions- eller post-
transkriptionsnivå. Inhibering av E6 och E7 har i flera studier haft en hämmande effekt på 
celltillväxten. I framtiden kan vi kanske använda denna väg för att bota livmoderhalscancer, 
det som återstår att göras är att finna de mest effektiva vektorerna för att få in inhibitorerna till 
målcellerna. 

Inledning
Globalt sett drabbar livmoderhalscancer ungefär en halv miljon kvinnor och dödar ungefär
275 000 kvinnor varje år (WHO/ICO 2010). De flesta fallen finns i utvecklingsländerna.
Samma rapport visar att man i 71 % av fallen har hittat förekomst av HPV (humant 
papillomvirus) typerna 16 och 18. Hittills har 120 olika HPV-typer identifierats (Bernard et 
al. 2010). Klassificeringen av typerna i studien gjordes på det sättet att om
nukleotidsekvensen i L1 genen, som kodar för det större kapsidproteinet, skiljde med mer än 
10 % från varandra så räknades de som olika HPV-typer. HPV är ett virus som har ett genom 
på 8 kb (Murray et al. 2005a) och kan delas in i två klasser; hög- och lågrisk HPV-typer. Till 
högrisk HPV-typer hör de virus som kan ge upphov till utvecklingen av livmoderhalscancer. 
Till den klassen hör HPV-typerna 16 och 18. Lågrisk HPV-typer, såsom HPV-typerna 6 och 
11, har inte kapacitet att öka risken för utvecklandet av livmoderhalscancer.

Efter en HPV-infektion är det många faktorer som bidrar till utvecklandet av 
livmoderhalscancer. Det som är gemensamt för högrisk HPV är att de innehåller gener som 
blivit klassade som onkogener. Dessa är E5, E6 och E7, där E står för tidiga gener (eng. early 
genes) (Münger et al. 1989a, Chen & Mounts 1990). Onkoproteinerna i högrisk HPV kan ge 
upphov till okontrollerbar celldelning genom att binda till tumörsuppressorerna p53, 
tumörprotein 53, respektive Rb, retinoblastoma protein, och inaktivera eller degradera dem
(Dyson et al. 1989, Scheffner et al. 1990, Huibregtse et al. 1991). E6 och E7 finns även i 
lågrisk HPV-typer, men man har inte kunnat påvisa att de kan inducera nedbrytning av 
tumörsuppressorer i de fallen. Dessutom binder oftast E6 och E7 från lågrisk HPV-typer till 
tumörsuppressorerna med lägre affinitet än E6 och E7 från högrisk HPV-typer (Münger et al.
1989b, Lechner et al. 1994). 

Två vaccin har hittills tagits fram mot både högrisk och lågrisk HPV-typer. Dessa är Cervarix 
som skyddar mot HPV-typerna 16 och 18 och Gardasil som skyddar mot HPV-typerna 6, 11, 
16 och 18 (GlaxoSmithKline 2011, Merck Sharp & Dohme Corporation 2011). Båda 
vaccinerna innehåller renat L1 protein från HPV-typerna som vaccinet skyddar mot och bildar 
viruslika partiklar (VLPs). Vaccinerna är typspecifika (Rose et al. 1994, White et al. 1998), 



2

vilket är en nackdel med dem eftersom man har hittat förekomsten av minst 15 olika högrisk
HPV-typer i fall av livmoderhalscancer, det vill säga inte bara HPV-typerna 16 och 18
(Muñoz et al. 2003). I flera studier föreslår man att inhibering av vissa faktorer som bidrar till 
utvecklandet av livmoderhalscancer skulle kunna vara en metod för den framtida 
läkemedelsutvecklingen (Darnell et al. 2007, Jiansong et al. 2012). Inhibering av E6 och E7 
verkar ändå vara den mest effektiva eftersom man har visat att nivåerna av Rb och p53 kan 
återupptas vid inhibering av uttrycket av dessa virala onkogener samt att åldrande och 
programmerad celldöd (apoptos) ökade i livmoderhalscancer cellerna (Goodwin & DiMaio 
2000).

Onkoproteinerna E6 och E7 bidrar till en ökad okontrollerbar celltillväxt genom att interagera 
med ett flertal olika cellulära faktorer. Syftet med min uppsats är att redovisa hur 
interaktionerna E6-p53, E6-E6-AP och E7-Rb i celler infekterade av högrisk HPV-typerna 16 
och 18 bidrar till risken för att utveckla livmoderhalscancer. Kan man använda denna kunskap 
för att utveckla nya läkemedel mot livmoderhalscancer?

Högrisk HPV – gener
HPV är ett dubbelsträngat DNA virus med ett 
litet genom på 8 kb (Murray et al. 2005). Det 
finns 8 gener i HPV-typerna 16 och 18, 6 
stycken så kallade tidiga gener och 2 stycken så 
kallade sena gener (Figur 1). DNA från HPV 
finns i infekterade celler som antingen episomer, 
det vill säga fria DNA-molekyler, eller 
integrerade i värdcellens DNA (Cooper et al. 
1991). De tidiga generna är de som uttrycks 
tidigt efter en HPV-integrering. I samband med 
HPV-integrering försvinner E2, E4 och E5
(Schwarz et al. 1985). I en studie utförd av 
Romanczuk och Howley (1992) visade man att 
när E1 och E2 slås ut vid HPV-integrering så 
leder detta till en ökad celldelning och 
celltillväxt. Proteinet som kodas av E2 har även 
visats kunna inhibera celltillväxt (Dowhanick et al.
1995). E1 är viktig för HPV replikering (Ustav & 
Stenlund 1991). E6 och E7 är två av de tidiga generna
som anses vara mycket viktiga för att undvika 
cellcykelstopp och apoptos. Uttrycket av E6 och E7
kontrolleras av promotorn P97 och de har blivit 
klassificerade som onkogener (Smotkin & Wettstein 
1986, Münger et al. 1989a). Onkogener är gener som kan öka risken för att utveckla cancer. 
Produkten som kodas av E5 räknas också som ett onkoprotein, men i denna uppsats tas endast 
E6 och E7 upp (Chen & Mounts 1990). De sena generna, L1 och L2, uttrycks sent efter en 
HPV-infektion. L1 och L2 kodar för de större respektive de mindre kapsidproteinerna. Det är 
kapsiden som cellen känner igen och därför har L1 proteinerna använts för utvecklandet av 
vaccin i form av VLPs (GlaxoSmithKline 2011, Merck Sharp & Dohme Corporation 2011).

Figur 1. Gener i HPV-typ 16. E1, E2, 
E4, E5, E6 och E7 hör till de tidiga 
generna. L1 och L2 hör till de sena 
generna. LCR står för ’long control 
region’ och kodar inte för något protein. 
Reproducerad med tillstånd, från John 
Doorbar, 2006, Clinical Science, 110, 
525-541 © the Biochemical Society.
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Onkogener i högrisk HPV
Till onkogenerna i högrisk HPV räknas E5, E6 och E7, varav de två viktigaste vid 
utvecklandet av livmoderhalscancer är E6 och E7 (Münger et al. 1989a, Chen & Mounts 
1990). Dessa två har blivit klassade som onkogener eftersom de kan orsaka genom instabilitet 
i högrisk HPV-infekterade celler för att de påverkar nivån av tumörsuppressorer i cellen. På 
grund av interaktionen mellan onkoproteinerna och tumörsuppressorer ökar risken för 
okontrollerbar celldelning och då även risken för att utveckla cancer. 

Tumörsuppressorernas uppgift i cellen är att ansvara för kontrollpunkter i cellcykeln, reparera 
skadat DNA samt inducera apoptos när DNA-skador som uppstått inte kan repareras. Två 
välkända tumörsuppressorer är Rb och p53. I många fall av cancer har man hittat muterat p53 
eller Rb som inte fungerar (Klug et al. 2007a). E6 kan binda till tumörsuppressorn p53 som 
reglerar gener och ansvarar för att inducera apoptos samt stoppa cellcykeln för att inducera 
reparering av skadat DNA (Werness et al. 1990, Klug et al. 2007a). E6 kan påverka nivån av 
p53 (Scheffner et al. 1990, Werness et al. 1990). Två exempel på dessa vägar är när E6 binder 
till ett komplex som kallas E6-AP (E6 associerat protein) och p53 (Huibregtse et al. 1991), 
vilket leder till nedbrytning av p53, samt när E6 binder direkt till p53 (Lechner & Laimins 
1994). E7 kan binda till Rb som räknas som en tumörsuppressor eftersom den ansvarar för
kontrollpunkten G1/S i cellcykeln (Dyson et al. 1989, Klug et al. 2007a). E6 och E7 från 
högrisk HPV binder inte bara till p53 respektive Rb, de kan även interagera med ett antal 
andra komponenter i värdcellen. Dessa interaktioner bidrar på olika sätt till den ökade 
celltillväxten och onkoproteinerna från högrisk HPV-typer kan interagera med dessa faktorer 
antingen direkt eller indirekt. I tabell 1 tas några exempel upp på de komponenterna och i
denna uppsats redovisas endast E6-p53, E6-E6-AP och E7-Rb interaktionerna.

Tabell 1. Onkoproteinerna E6 och E7 från högrisk HPV och exempel på komponenter de kan interagera med. 

Onkoprotein Komponent Referens
E6 p53 Werness et al. 1990

E6-AP
CBP/p300

Huibregtse et al. 1991
Zimmermann et al. 1999

ADA3 Kumar et al. 2002
TNFR1 Filippova et al. 2002
FADD Filippova et al. 2004
procaspas 8 Garnett et al. 2006
BAK Thomas et al. 1998

E7 Rb Dyson et al. 1989
HDACs Brehm et al. 1999
E2F6 McLaughlin-Drubin et al. 2008
CDK2 Nguyen & Münger 2008
p21Cip1 Jones et al. 1997
γ-tubulin Nguyen et al. 2007
p600 Huh et al. 2005
IRF1 Park et al. 2000
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E6 binder till p53
Proteinet E6 varierar till storleken mellan 15,8 – 19,2 kDa (kilodalton, måttenhet för massan 
av proteiner och molekyler) och mellan 138 – 159 aminosyror för olika HPV-typer (Daf et al. 
2010). E6 kodas av genen med samma namn och som tidigare nämnts hör E6 till de tidiga 
generna i HPV:s genom. I HPV-typ 18 visade Cole & Danos (1987) att E6 troligtvis har 
uppstått från en duplikation av en region på 99 bp DNA. Denna region har en struktur som 
visar på möjlighet till att binda till nukleinsyror, eftersom det finns två stycken konserverade
så kallade zink-bindningsmotiv innehållande fyra cystein (Cys) aminosyror (Cys-X-X-Cys-
29X-Cys-X-X-Cys), där X står för varierande aminosyra (Figur 2A). Zinkfinger domänen i 
E6 är viktiga för nedbrytningen av p53 eftersom de hjälper till att stabilisera E6 proteinet 
(Lipari et al. 2001). Studier som har gjorts på HPV-typ 16 visade att E6 består av två 
substruktur domäner med ett zinkfinger motiv i varje domän (Lipari et al. 2001, Nominé et al. 
2003). Enligt Lipari et al. (2001) kan denna information tillämpas på alla andra högrisk HPV-
typer också eftersom det finns en signifikant homologi mellan E6 proteiner från olika högrisk 
HPV-typer. E6 kan delas in i två regioner utgående från de två zinkbindande motiven. Den 
ena regionen är aminosyrorna 7-83 och den andra består av sekvensen 87-153 (Nominé et al. 
2003).

p53 och dess bindningsställen
Tumörsuppressorn p53 har en stor roll i celler där DNA-skador uppkommit och mutationer i 
denna gen har påträffats i många fall av cancer (Klug et al. 2007a). Vanligtvis är nivån av p53 
låg i celler, men DNA-skador gör att nivån av p53 höjs. Tumörsuppressorn reglerar många 
olika gener och kan inducera cellcykelstopp för att DNA-skadorna ska kunna repareras eller 
programmerad celldöd om DNA-skadorna inte kan repareras. Li & Coffino (1996) visade i sin 
studie att det finns två bindningsställen till E6 i p53. Det ena är i C-terminalen och det andra 
är i kärndomänen (Figur 2B). Betydelsen av bindningsstället i C-terminalen var länge oviss, 
men Camus et al. (2007) föreslår i deras studie att den skulle kunna ha en stor roll vid 
nedbrytning av p53 via en ubikvitin-oberoende väg. Bindningsstället i p53:s kärndomän och 
dess konformation föreslås av några studier vara viktig vid nedbrytningen av p53 (Bernard et 
al. 2011, Gu et al. 2001). Bernard et al. (2011) gjorde en studie där man jämförde vildtyp p53 
och muterat p53 vad gäller E6-inducerad nedbrytning av p53. Detta gjordes både in vivo och 
in vitro. Alla mutationer gav inte skydd mot nedbrytning inducerad av E6. De mutationer som 
gav upphov till förändringar i konformationen av p53:s kärndomän gav däremot skydd mot 
nedbrytning. Resultaten från denna studie indikerar således att konformationen antingen är en 
viktig parameter för nedbrytningen eller att den har betydelse vid bindningen till E6. 
Regionen i p53 som är viktig vid den E6-inducerade nedbrytningen är i kärndomänen, Gu et 
al. (2001) visade mer specifikt att aminosyresekvensen 112-290 i p53 är bindningsstället som 
komplexet E6-E6-AP binder till.
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Figur 2. (A). Onkoproteinet E6 och dess zinkbindande motiv. De två zinkbindande motiven består av en 
aminosyresekvens på Cys-X-X-Cys-29X-Cys-X-X-Cys. De zink-bindande motiven finns mellan regionerna 7-83 
och 87-153. (B). p53 och dess bindningsställen till HPV E6. Ett bindningsställe finns i kärndomänen
(aminosyror 98 – 292) och det andra i C-terminalen (363 – 393). Modifierad från Bernard et al. (2011).

E6-p53
E6 från både högrisk och lågrisk HPV-typer kan binda direkt till DNA bindningsstället i p53 
(Lechner et al. 1994). Dock binder E6 från högrisk HPV-typer med högre affinitet till p53 
jämfört med E6 från lågrisk HPV-typer. Denna interaktion leder inte till nedbrytning av p53, 
men eftersom E6 binder till p53:s DNA bindningsställe kan inte p53 interagera med DNA och 
reglera gener. Huibregtse et al. (1991) upptäckte att interaktionen mellan E6, från HPV-
typerna 16 och 18, och p53 främjas av ett ungefär 100 kDa stort cellulärt protein. Detta 
protein gav man namnet E6-AP och det fungerar som ett E3 ubikvitin-ligas. E3 ubikvitin-ligas 
är ett protein som tillsammans med E2 konjugerande enzym hjälper till att fästa ubikvitin 
molekyler till protein som skall brytas ner. Samma studie visade också att E6-AP inte självt 
kan binda till p53 utan kräver närvaro av E6 från högrisk HPV-typer. 

Nedbrytningen av p53 kan ske både via en ubikvitin proteasom-väg och en ubikvitin-
oberoende väg (Huibregtse et al. 1991, Camus et al. 2007). Vid degradering av p53 via 
ubikvitin proteasom-vägen binder först E6 & E6-AP in till p53 och bildar ett komplex (Figur 
3). Efter detta binds ubikvitin-molekyler, ett protein på 76 aminosyror, till detta komplex och 
skickar p53 till en 26S proteasom. I proteasomen sker proteolysen, det vill säga att p53 bryts 
ner till peptider. Det har visat sig att denna process kan utföras endast av E6 från högrisk 
HPV-typer, eftersom E6 från lågrisk HPV-typer inte kan binda till kärndomänen i p53 som 
har visat sig vara essentiell för degraderingen via ubikvitin-proteasom vägen (Scheffner et al. 
1990). E6 från lågrisk HPV-typer kan binda till E6-AP, men denna interaktion leder inte till 
nedbrytning av p53. Fram tills 2007 hade nedbrytningen av p53 påvisats endast in vitro vara 
beroende av ubikvitinering (Camus et al. 2007). Camus et al. utförde en studie (2007) in vivo
där man visade att E6 kan inducera nedbrytning av p53 oberoende av ubikvitinering. Vid en 
sådan nedbrytning föreslår man att bindningsstället i C-terminalen i p53 skulle kunna spela en 
stor roll. Samma studie visade också att kombinationen av en ubikvitin-beroende och en 
ubikvitin-oberoende väg gav en mycket effektiv nedbrytning av p53. En E6 mutant som inte 
uppvisade ubikvitin ligerings-aktivitet visade också i en annan studie ha kapacitet att inducera 
degradering av p53 ändå (Nominé et al. 2006). Man föreslår då att E6 rekryterar andra 
cellulära faktorer för inducering av nedbrytningen av p53 eller andra ubikvitin-ligas. Av alla 
HPV-typer är det typ 16 som är mest frekvent i livmoderhalscancer (WHO/ICO 2010). 
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Globalt sett påvisades förekomsten av HPV-typ 16 i livmoderhalscancer i 54,4 % av fallen. 
Trots detta visade det sig i en studie gjord av Mesplède et al. (2012) att E6 från HPV-typ 16 
inte var den variant som hade högst effekt vad gällde nedbrytning av p53.

Figur 3. Schematisk bild över nedbrytning av p53 genom ubikvitin proteasom vägen. E6 binder till E6-AP och 
p53. Komplexet märks med ubikvitin molekyler (Ub) och p53 skickas till proteasomen (26S) som sedan 
degraderar p53. 

E6 kan även binda till p73, som också är en tumörsuppressor, men den interaktionen leder inte 
till nedbrytning av p73 (Park et al. 2001). Tack vare denna information har man kunnat 
lokalisera regionen i p53 som är viktig för dess degradering genom att använda p73 som en 
negativ kontroll (Gu et al. 2001). Man undersökte detta och experimenterade med att föra in 
två olika regioner från kärndomänen i p53, aminosyror 92-112 och aminosyror 112-290, till 
p73. När man förde in regionen 112-290 kunde p73 binda till E6-E6-AP komplexet men detta 
ledde inte till nedbrytning av p73. När man tog bort regionen 92-112 i p53 kunde inte 
tumörsuppressorn degraderas. Dessa resultat stöder hypotesen att regionen 92-112 i p53 är 
essentiell för nedbrytning av p53 och att regionen 112-290 i p53 är viktig för bindningen till 
E6-E6-AP komplexet.

E7 binder till Rb
Proteinet E7 varierar mellan 9,5 - 12,8 kDa och mellan 86 - 104 aminosyror för olika HPV-
typer (Daf et al. 2010). Den kodas av E7 och precis som i fallet med E6 tror man att genen 
uppstod från en duplikation av en region på 99 bp DNA (Cole & Danos 1987). E7 består av 
tre regioner: CR1, CR2 och CR3, där CR står för konserverad region (Figur 4A). I CR2 finns
en LXCXE-region, där L står för aminosyran leucin, X för varierande aminosyra och E för 
aminosyran glutamat. Denna region har visat sig vara viktig för bindningen till Rb (Figur 4B)
(Münger et al. 1989b). Adenovirus E1A proteiner kan också binda till Rb (Phelps et al. 1988, 
Whyte et al. 1989). CR1 och CR2 i adenovirus E1A har stora likheter med E7. Huang et al. 
(1990) visade i sin studie att två regioner i Rb är viktiga för bindningen till CR2 i Simian 
virus 40 (SV40) och adenovirus 5 E1A protein, nämligen aminosyror 394-571 och 649-773. 
Rb hör till de så kallade fickproteinerna (pocket proteins) och i de nämnda regionerna anses 
det vara fickan som E7 binder till genom aminosyresekvensen LXCXE. Eftersom dessa 
regioner är viktiga för bindning till CR2 i de två andra virusen menar man att dessa regioner 
är av betydelse för bindningen till HPV E7 onkoproteinet också på grund av de stora 
likheterna mellan CR2 i SV40, adenovirus E1A och E7 (Patrick et al. 1994). I CR3 finns två 
Cys-X-X-Cys motiv som är zink-bindande motiv (Phelps et al. 1988, McIntyre et al. 1993).
De zinkbindande motiven är inte essentiella för bindningen till Rb, men spelar ändå en stor 
roll vid transformationen av celler. Genom att testa bindningen till olika Rb mutanter där man 
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tog bort olika aminosyresekvenser kom man fram till att CR3 troligtvis binder till regionen 
med aminosyrorna 803-841 i Rb (Patrick et al. 1994). 

E7-Rb
Rb är en tumörsuppressor och precis som för p53 har muterade varianter av Rb påträffats i 
många cancerfall (Klug et al. 2007a). Rb ansvarar för kontrollpunkten G1/S i cellcykeln 
genom att binda till transkriptionsfaktorer i E2F-gruppen. Detta komplex i sin tur stoppar 
cellcykeln genom att förhindra transkription av gener som behövs för att cellcykeln ska 
fortgå. Rubin et al. (2005) visade att regionen på Rb som E2F binder till är mellan 
aminosyrorna 829–864 (Figur 4B). Vid en infektion av högrisk HPV-typer kan E7 binda till 
Rb (Dyson et al. 1989) och förhindra interaktionen mellan Rb och E2F (Chellappan et al. 
1992). E7 från högrisk HPV-typer binder till Rb med högre affinitet än E7 från lågrisk HPV-
typer (Münger et al. 1989b). Interaktionen E7-Rb leder till att E2F inte kan stoppa cellcykeln 
från att fortsätta (Figur 5). E7 inducerar också degradering av Rb genom proteasomal 
degradering (Darnell et al. 2007). I deras studie visade man att ett proteas som kallas calpain 
krävs för nedbrytningen av Rb. Man föreslår att E7 binder till calpain som i sin tur främjar 
klyvning av Rb. Det kluvna Rb (aminosyror 1-810) skickas sedan till proteasomen för 
nedbrytning. Denna klyvning kan orsaka dissocieringen mellan Rb och E2F eftersom Rb1-810

inte var kapabel till att inducera cellcykelstopp. Dessa resultat stöder teorin om att regionen 
som binder till E2F finns i C-terminalen på Rb (Figur 4B).

Figur 4. (A). De tre konserverade regionerna i E7. I CR2 finns LXCXE som är viktig för bindningen 
till Rb. I CR3 finns två Cys-X-X-Cys, det vill säga två zinkbindande motiv. (B). N står för N-
terminalen och C för C-terminalen. Regionerna 394-571 och 649-773 i Rb är viktiga för bindningen 
till E7 CR2. E2F binder till regionen 829-864. E7 CR3 binder till regionen 803-841.
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Figur 5. (A). När Rb är i komplex med E2F transkriberas inte generna som krävs för celldelning. (B). När E7 
binder till Rb så kan inte Rb binda till E2F, vilket leder till att gener som krävs för celldelning transkriberas och 
cellcykeln fortsätter.

Läkemedelsutveckling
Idag finns två olika vaccin som skyddar mot infektion av olika HPV-typer. GlaxoSmithKline 
(2011) har utvecklat Cervarix som är ett tvåvärdigt vaccin och skyddar mot HPV-typerna 16
och 18. Cervarix består av VLPs som innehåller 20 µg renat L1 från de två HPV-typerna 16 
och 18. Cervarix godkändes 2006 i Europa (Läkemedelsverket 2011). Gardasil är ett annat 
vaccin utvecklat av Merck Sharp & Dohme Corporation (2011). Detta vaccin är fyrvärdigt
och skyddar mot infektion av fyra HPV-typer, nämligen 6, 11, 16 och 18. Vaccinet innehåller 
renat L1 (20 µg, 40 µg, 40 µg respektive 20 µg) från alla dessa fyra HPV-typer. Gardasil
godkändes 2007 i Europa (Läkemedelsverket 2011). Båda dessa vacciner som vi har idag mot 
livmoderhalscancer har visat sig vara effektiva. Det finns flera studier där man utfört dubbla 
blindtest för att testa hur effektiva vaccinerna är. I en av dessa studier testade man Gardasil 
och kom fram till att det fyrvärdiga vaccinet kan ge skydd i upp till fem år (Olsson et al.
2007). Vaccinerna designas utifrån L1 proteiner från de nämnda HPV-typerna vilket leder till 
att vaccinerna är typspecifika, det vill säga de skyddar inte mot infektion av andra högrisk 
HPV-typer som kan orsaka livmoderhalscancer, exempelvis HPV-typ 33 (Rose et al. 1994, 
White et al. 1998).

Inhibering av E6 och E7 
2006 tog Fire och Mello emot Nobelpriset i fysiologi eller medicin för deras studie av RNAi
(RNA interference) i Caenorhabtidis elegans. Studien publicerades 1994 (Fire et al. 1994). 
RNAi är den mekanism där man inhiberar genuttryck på post-transkriptionsnivå genom att 
reducera mRNA-nivåerna med hjälp av t.ex. siRNAs (small interfering RNAs) (Klug et al. 
2007b). siRNA är dubbelsträngat RNA på en storlek av 20-25 nukleotider som kan användas 
för att förhindra uttryck av gener. Fire et al. (1998) visade att användning av dubbelsträngat 
RNA i deras studie var mer effektivt än enkelsträngat RNA. RNAi används inom många 
områden och även inom forskningen kring livmoderhalscancer. Genom att inhibera E6 och 
E7:s aktivitet med hjälp av siRNAs har man öppnat nya dörrar mot utvecklingen av läkemedel 
mot livmoderhalscancer (Rampias et al. 2009, Jiansong et al. 2012). 

I flera studier har man visat att om man förhindrar bindning av onkogenerna E6 och E7 till 
tumörsuppressorerna så ökar åldrande och apoptos i livmoderhalscancer cellerna (Rampias et 
al. 2009, Jiansong et al. 2012). En förutsättning för att detta ska fungera är att de cellulära 
tumörsuppressor-vägarna är intakta trots den pågående okontrollerbara celldelningen som 
uttrycket av E6 och E7 bidrar till. Resultaten i Goodwin & DiMaios (2000) studie indikerar 
att det faktiskt kan vara så. Nivåerna av p53 och Rb höjdes efter inaktivering av E6 och E7 i 
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så kallade HeLa celler (celler som har sitt ursprung från en patient med livmoderhalscancer). 
Detta skulle kunna vara en metod för att utveckla nya läkemedel. Med den här typen av 
läkemedel skulle man kunna stoppa uttryck av E6 och E7 och på så sätt minska risken för 
cancerutveckling även efter HPV-infektion.

Många studier har utförts där man testat inhibera E6 och E7:s aktivitet både på transkriptions-
och post-transkriptionsnivå (Chang et al. 2010, Jiansong et al. 2012). Med transkriptionsnivå 
menas regleringen av produktionen av transkript, medan post-transkriptionsnivå handlar om 
reglering efter att transkriptet bildats. Darnell et al. (2005) visade att transkriptionen av E6 
och E7 stoppades när nivån av Rb höjdes i HPV-typ 18-infekterade celler. Detta ledde i sin tur 
även till att flera proteiner som är mål för onkoproteinerna E6 och E7 återhämtades. Som 
tidigare nämnts utförs klyvningen av Rb till Rb1-810, och på samma gång första steget för 
nedbrytningen av Rb, av proteasomet calpain (Darnell et al. 2007). Därför föreslås i samma 
studie att inhibering av calpain också skulle kunna vara en metod för att i sin tur inhibera både 
E6 och E7:s aktivitet.

Jiansong et al. (2012) testade inhibering på transkriptionsnivå genom att inhibera E7 
transkript och P97, promotorn som reglerar uttrycket av E6 och E7 (Smotkin & Wettstein 
1986). Studien utfördes in vivo där man använde sig av siRNAs och resultatet av inhiberingen 
blev att induceringen av apoptos ökade märkbart i de infekterade livmoderhalscancer-cellerna.
En tidigare studie tydde på samma slutsats där man inhiberade promotorn P97 in vitro (Hong 
et al. 2009). Inhiberingseffekten var relativt låg, 40 respektive 30 % för E6 och E7 mRNA. 
Eftersom designen av siRNA sker utifrån nukleotidsekvenserna från E6 och E7 blir dessa 
också väldigt typspecifika, precis som för vaccinerna. Chang et al. (2010) testade 
inhiberingen av E6 och E7 från både HPV-typerna 16 och 18. Där designade man olika 
siRNA för E6 och E7 från HPV-typerna 16 och 18. Deras siRNA visade sig ha minimal effekt 
på HPV-negativa celler.

Tillförseln av inhibitorer till målcellen
Inhibering av E6 och E7 har potential för att bli en mycket bra strategi för botandet av 
livmoderhalscancer (Chang et al. 2010, Jiansong et al. 2012), men man måste hitta sätt för att 
få in inhibitorerna i värdcellen. Hong et al. (2009) använde sig av liposomer för att få in 
siRNAs till målcellen. Liposomer är artificiellt framtagna lipidvesiklar som kan användas som 
vektor för exempelvis tillförsel av mediciner eller näringsämnen till celler. Deras resultat 
uppvisade en relativt låg effekt och man påstår att detta berodde på valet av vektor och att allt 
siRNA inte kunde ta sig in i cellkärnan. Eftersom siRNA:s uppgift i experimentet var att 
påverka promotorn P97 på transkriptionsnivå, så måste det ske i cellkärnan för att ge resultat 
på onkoprotein-nivåerna. 

I en studie utförd av Gu et al. (2006) använde man sig av en lentiviral vektor för tillförseln av 
shRNA (short hairpin RNA) till högrisk HPV-positiva HeLa celler. shRNA är RNA som har 
en hairpin sväng och klyvs sedan till siRNA i målcellen. Lentivirus är en subfamilj till 
retrovirus och är associerade med neurologiska och immunhämmande sjukdomar (Murray et 
al. 2005b). Lentivirala vektorer har den fördelen att de kan infektera både delande och icke-
delande celler (Naldini et al. 1996). Studien utfördes, både in vitro och in vivo, för HPV-typ 
18 och en låg dos shRNA ledde till åldrande av cellerna, medan en hög dos shRNA ledde till 
ökad apoptos i cellerna (Gu et al. 2006). Användningen av lentivirala vektorer visade sig vara 
mycket effektiv, eftersom man påstår att i princip 100 % av alla HeLa celler blev infekterade 
med vektorerna och att shRNA integrerades i värdcellernas genom. Detta gav således en
långvarig inhibering av E6 och E7. Man påstår också att användningen av en lentiviral vektor
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för detta ändamål är rätt så säkert, eftersom vektorn endast hade effekt på HeLa cellerna, 
medan de HPV-negativa livmoderhalscancercellerna lämnades intakta. Dessutom innehåller 
inte dessa vektorer några virala gener. En annan möjlighet vore att slå ihop inhibitorer mot E6 
och E7:s aktivitet med VLPs (Breitburd & Coursaget 1999). På så sätt skulle man kunna både 
minska den okontrollerade celltillväxten samt kunna bygga upp ett immunförsvar mot 
framtida infektioner av högrisk HPV-typer.

Diskussion
För att sammanfatta så är det många studier som verkar peka på samma slutsats: E6 och E7 är 
de absolut viktigaste onkoproteinerna vid utvecklingen av livmoderhalscancer där en högrisk 
HPV-infektion är orsaken. Det har länge varit väl känt att E6 och E7 från både låg- och
högrisk HPV-typer binder till och ibland degraderar tumörsuppressorerna p53 respektive Rb 
(Dyson et al. 1989, Scheffner et al. 1990, Huibregtse et al. 1991). Tumörsuppressorernas 
uppgift i cellen är att inducera cellcykelstopp och apoptos vid uppkomsten av DNA-skador. I 
många cancerfall har mutationer i generna som kodar för dessa tumörsuppressorer hittats. Om 
tumörsuppressorerna inte fungerar på grund av mutationer, eller att nivån av dessa sänks på 
grund av onkoproteiner, som gör att tumörsuppressorerna inte fungerar normalt kan det leda 
till att cellerna fortsätter dela sig trots DNA-skadorna. Interaktionerna mellan onkoproteinerna 
i högrisk HPV-typer och tumörsuppressorerna leder därför till en ökad okontrollerbar 
celldelning och därför risken att utveckla cancer i livmoderhalsen. Detta faktum gör att E6 
och E7 klassas som onkoproteiner. Det är dock inte bara dessa tumörsuppressorer som E6 och 
E7 binder till, de kan även binda till flera andra komponenter i värdcellen. Även dessa 
interaktioner leder till en ökad okontrollerbar celltillväxt.

I nuläget finns vacciner mot livmoderhalscancer i form av VLPs (viruslika partiklar), som 
målcellerna känner igen och ett immunsystem mot HPV kan byggas upp på det sättet
(GlaxoSmithKline 2011, Merck Sharp & Dohme Corporation 2011). Även om många studier 
pekar på att vaccinerna är effektiva så finns det nackdelar med det här (Olsson et al. 2007). 
Vaccinerna innehåller renade L1 proteiner från högrisk HPV-typer som de är designade för 
och således fungerar VLPs totalt sett endast mot fyra HPV-typer; 6, 11, 16 och 18. Det finns 
dock fall där HPV DNA från andra högrisk HPV-typer påträffats och eftersom vaccinerna är 
typspecifika så ger de inget skydd mot dessa andra högrisk HPV-typer (Rose et al. 1994, 
White et al. 1998). Dessutom måste man givetvis, precis som med alla vaccin, vaccineras 
innan HPV-infektion för att ett immunskydd ska kunna byggas upp. 

Studier har visat att om man inhiberar E6 och E7:s funktioner med hjälp av RNAi, så kan 
nivån av tumörsuppressorerna p53 och Rb öka och leda till snabbare cellåldrande och ökad 
inducering av apoptos i cellerna (Chang et al. 2010, Jiansong et al. 2012). Detta faktum skulle 
man kunna ha som grund för utvecklandet av nya läkemedel. Detta skulle innebära fler 
fördelar än med dagens vaccin eftersom det skulle ge effekt även om man tog läkemedlet efter 
HPV-infektion. Troligtvis skulle dock inte detta tillvägagångssätt vara bättre än vaccinerna 
vad gäller typspecificiteten eftersom siRNAs designas utifrån nukleotidsekvenserna i E6 och 
E7 (Chang et al. 2010).

Ytterligare forskning krävs dock inom detta område men jag tror inte detta är någon 
omöjlighet i framtidens läkemedelsutveckling. Ett dilemma med det här är dock vilket 
tillvägagångssätt som skulle vara mest effektivt för att få in inhibitorerna i målcellerna. 
Hong et al. (2009) använde liposomer som vektor för siRNA till målcellerna och de menar att 
dessa inte är de bästa som vektorer eftersom det gav en relativt låg effekt på reducerandet av 
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den okontrollerade celltillväxten. Gu et al. (2006) slår ett slag för lentivirala vektorer.
Lentivirala vektorer har den fördelen att de kan ta sig in i icke-delande såväl som delande 
celler samt att de inte innehåller virala gener (Naldini et al. 1996, Gu et al. 2006). Så gott som 
100 % av HeLa cellerna i denna studie blev infekterade av de lentivirala vektorerna medan 
högrisk HPV-negativa celler hölls intakta. Breitburd & Coursaget (1999) föreslår även ett 
tredje sätt för tillförseln av inhibitorer till målcellen; att tillsätta inhibitorerna till VLPs. På så 
sätt skulle man få skydd för framtida högrisk HPV-infektioner men också reducera 
celltillväxten där en högrisk HPV-infektion redan skett.

Typspecificiteten är ett stort genomgående problem i de olika tillvägagångssätten för botandet 
av livmoderhalscancer, både för RNAi och vaccinerna. I framtiden skulle man kunna utveckla
ytterligare metoder för att bota livmoderhalscancer, exempelvis genom att interagera med de
konserverade zinkfinger-domänerna i E6 och E7, eller CR2 i E7 som är viktiga för bindningen 
till tumörsuppressorerna. Detta skulle kunna undgå problemet med typspecificitet eftersom så 
gott som alla högrisk (och till och med lågrisk) HPV innehåller dessa konserverade regioner. 
Jag tror att användningen av RNAi har en ljus framtid vad gäller botandet av 
livmoderhalscancer, det återstår bara att se just vilken vektor som skulle vara mest effektiv för 
tillförseln av inhibitorerna. Man lär säkert hitta fler alternativ i framtiden än de tre jag har 
tagit upp här (liposomer, lentiviral vektor och sammanföra med VLPs).

Slutsatsen är alltså – Ja, vi kan använda denna kunskap för att utveckla nya läkemedel. 
Genom denna uppsats har jag redovisat de viktigaste vägarna som ökar risken för att utveckla 
cancer. Man har vetat länge att interaktionerna E6-p53 och E7-Rb har kapaciteten att inducera 
transformation av celler och bidrar till en ökad celltillväxt. Utifrån denna kunskap har man i 
sin tur designat RNAi metoder för att komma åt uttrycket av dessa två onkogener och fått 
goda resultat.

Tack
Tack till the Biochemical Society för att ha gett mig tillstånd att använda figur 1 i min 
uppsats. Figur 2B är modifierad från Bernard X, Robinson P, Nominé Y, Masson M, 
Charbonnier S, Ramirez-Ramos JR, Deryckere F, Travé G, Orfanoudakis G. 2011. 
Proteasomal degradation of p53 by human papillomavirus E6 oncoprotein relies on the 
structural integrity of p53 core domain. Plos One 6: e25376.
Stort tack till Lage Cerenius för bra handledning och goda råd. Jag vill även tacka Helen 
Kahsay och Jens Berndtsson för att ha gett mig värdefull återkoppling.
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