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Bevezetés

A cervix carcinoma a ndék harmadik leggyakoribb daganatos megbetegedése,
Magyarorszagon is a vezetd haldlokok kozé tartozik. Az endocervix és az ectocervix
talalkozasi helyérdl kiinduld elvaltozds tobb stadiumon megy keresztiil, mig az invaziv
carcinoma kialakul. A betegség kialakulasdban a humdn papillomavirusoknak (HPV) van
etiologiai szerepe: a méhnyakradkos betegek 90%-aban kimutathatd az elvaltozasokbol
papillomavirus genom, az esetek felében a HPV16 van jelen.

A HPVI16 a Papillomaviridae csaladba tartozo, kis méretli, burok nélkiili,
ikozahedralis szimmetridju DNS virus. Genomja korai (early, E) és késoi (late, L) fehérjék
kodolasaért felelds szekvencidkat, illetve fehérjéket nem kodolo, szabalyozo funkcidju (long
control region, LCR) szakaszt tartalmaz.

A  HPVI16 replikaciés ciklusa szoros dOsszefiiggésben 4all a keratinocitak
differencialodasi folyamatéaval. A virus az 0sztod6 bazalis sejteket fertdézi meg, és itt torténik a
korai gének expresszidja is. A differencidlodott hamsejtekben lezajlik a virusgenom
replikacidja, és a kés6i gének expresszidja utdn létrejonnek az uj virionok. Mivel a
differencialodott keratinocitakban mar nincs cellularis DNS-szintézis, a HPV16 két
legfontosabb transzformalo fehérjéje, az E6 ¢és E7 protein teremti meg a viralis DNS
replikdciojahoz sziikséges feltételeket, azaz ujra osztodasra készteti a gazdasejteket. Mindkét
fehérje expresszidja sziikséges (és elégséges) a primer keratinocitak hatékony
rezisztens klonok alakulnak ki. Az E6 fehérje egy mediator proteinen (E6-associated protein,
E6AP) keresztiil serkenti a cellularis p53 tumorszuppresszor fehérje ubiquitin-fliggd
lebontéasat, igy fejti ki transzformalé hatasat. Az E7 onkoprotein a hypofoszforilalt
retinoblasztoma proteinhez (Rb) kapcsolodva megakadalyozza annak az E2F transzkripcios
faktorhoz vald kotddését, a szabad E2F1 hatasara pedig a sejt beléphet az S fazisba, tehat

képes immortalizadlodni. A két fehérje expresszidjat a Py; f6 korai promoter szabalyozza, mely

virdlis E1 és E2 kotéhelyek, illetve kiillonb6z6 transzkripcids faktorokra specifikus
szekvenciak is.

A genitdlis hamot fert6z6 humén papillomavirusok onkogén kockazatuk alapjan
alacsony ¢és magas kockazati csoportba oszthatok. Az elébbi kategoridba tartozik a HPV6,
HPV11, mig a magas onkoldgiai kockazati csoportban talalhaté a HPV16 a HPV18, HPV31

¢s HPV45 mellett. Egy adott genotipuson beliil kiilonb6z6 intratipusos variansok 1étezhetnek.



A HPV16 eurdpai (E) prototipusan kiviil 2 afrikai (Afl és Af2), egy azsiai (As), egy azsiai-
amerikai (AA) és egy észak-amerikai (NA1) varidns ismeretes. Az intratipusos varidnsok
eltéré onkogén kockazattal rendelkeznek: az AA és NA1 gyakrabban tarsul magas kockéazati
neoplazias elvaltozdsokhoz, mint a tobbi varians. Ezért a jelenségért a Po; f6 korai promoter
megnovekedett transzkripcios aktivitasa, és az E6 protein fokozottabb immortalizald hatasa
lehet a felelds.

A kiilonb6zd korképekben a virus fizikai allapota is eltérd. A benignus lézidkban a
HPV inkabb episzomalisan van jelen, mig a malignus formakban altalaban a gazdasejt
genetikai alloméanyaba ¢kelddott. Az integraciokor a cirkularis virusgenom felnyilik, és az E2
gén (esetleg az E1 is) felhasad. Igy a Po; promoéter felszabadul az E2 protein gatlasa alol, és
megindithatja a transzformdlo fehérjék termelését. Ezzel egylitt a virusgenom immortalizald
képessége is novekszik. A HPVI16-pozitiv cervix carcinomdkbol gyakran izoldlnak
megnodvekedett transzkripcios aktivitdsu, az LCR-ben deléciot tartalmazd variansokat is. A
kiilonb6zd intratipusos, illetve természetes delécids variansok részletesebb vizsgalata
magyarazatot adhat a megndvekedett transzkripcids aktivitasra, illetve a neoplazias
elvaltozasok kimenetelét tekintve prognosztikai szerepe is lehet.

A cervix carcinoma kialakuldsdhoz a HPV-fert6zésen kiviil cellularis események is
hozzajarulnak. A betegség kifejlodésében jelentds szerepe van a gazdaszervezet
immunologiai és genetikai hatterének, citokineknek, ndvekedési faktoroknak, illetve egyéb
kofaktoroknak (szexualis szokasok, dohanyzas, hormonalis hatasok) is.

A TGF-B2 (transforming growth factor-B2) a TGF-f citokincsalad tagja. A
citokincsaladba tobb mint 40 fehérje tartozik. Bioldgiai funkciojuk sokrétii: részt vesznek az
embrionalis morfogenezisben ¢és differencidlédasban, a sebgyodgyuldsban, az apoptdzisban,
stimuldljdk az angiogenezist, a sejtmigraciot és sejtadhéziot. A TGF-B szignalizacids 1t
szabalyozasanak  megvaltozdsa  szdmos  betegségben  (arthritis,  atherosclerosis,
glomerulonephritis, 6roklott telangiectasia) és a karcinogenezis soran is megfigyelhetd. A
kiilonb6z6 TGF-B izoformék szdvetspecifikus modon expresszalodnak, és hatasuk eltérhet a
sejttipustol és a sejtciklustol fiiggéen. A TGF-B1 foleg endothelialis, hematopoetikus és
kotoszoveti  sejtekben, a TGF-B2 epithelidlis és neurondlis, mig a TGF-B3 fdleg a
mesenchymalis sejtekben van jelen. A TGF- karcinogenezisben betdlttt szerepe kettOs.
Normal epithel sejtekben tumorszupresszorként funkciondl: gatolja a proliferaciot, illetve

serkenti a differencialodast és az apoptozist azaltal, hogy sejtciklus-inhibitorokat (p15™<*®,

p21<PVWARL) indukal. Megnovekedett TGF-P szint hatésara viszont a tumorsejtek fokozott



invazidés ¢€s migracios képességre tesznek szert, és fokozodik az angiogenezis is. A
tumorképzddés korai stddiumaiban az epithel sejtek még érzékenyek a TGF-B sejtciklus-
szabalyozd hatasara, mig a késébbi stddiumokban ez az érzékenység irreverzibilisen eltlinik.
A TGF-B2 a keratinocitak differencialédéasa soran indukalodik, és gatolja azok szaporodasat.
Mivel a human papillomavirusok szaporodasdhoz sziikséges a fert6zott gazdasejtek
osztodasanak fenntartdsa, a TGF-B2 antagonisztikus hatasa csokkenti a HPV szaporodasanak
es¢lyeit. Egy nemrég megjelent kozleményben kimutattak, hogy a HPV16 E6 és E7 proteinje
primer keratinocita sejtkultiraban csokkenti a TGF-B2 fehérje szintjét. Arrol azonban, hogy

milyen mechanizmus allhat a gatl6 hatas hatterében, nem volt adat.



Célkitiizések

Vizsgalatainkkal az alabbi kérdésekre kivantunk valasz adni:

1. A HPVI16 genom cervix carcinomabol izolalt, természetes delécids variansaiban
bekovetkezett mutdciok milyen hatidssal vannak a varidnsok transzkripcios
aktivitasara? Eltér-e a kiilonb6z6 HPV16 intratipusok transzkripcioés aktivitasa?
Milyen hatassal van a HPV16 E2 proteinje a delécios varidnsok transzkripcios

aktivitasara?

2. Milyen hatasa van a HPV16 E6 és E7 onkogénjének a TGF-B2 promoterére?

Kapcsolodik-e a megfigyelt hatds a TGF-B2 promoter bizonyos szakaszahoz?

3. A HPV16 onkoproteinjeinek hatdsa a TGF-B2 prométerére Osszefligg-e a pS3 vagy a
retinoblasztoma tumorszupresszor protein jelenlétével? Milyen celluléris proteinek

jatszhatnak még szerepet a tapasztalt hatas 1étrejottében?



Anyagok és modszerek

Polimerdz ldncreakcio (PCR), plazmidok, klonozds

A 33-as és 936-o0s, HPV16-pozitiv minta teljes és 2-2 természetes delécios variansanak
LCR régiojat (33LCR, 33LCRAI, 33LCRA2, illetve 936LCR, 936LCRAl és 936LCRA2)

cervix carcinomas mintabol szaporitottuk fel ugyanazzal a primerparral, amelyet a prototipus

hasznaltunk, mert az enzim az 5'-3' DNS-polimeraz aktivitdas mellett 3'-5' exonukleaz
(proofreading) aktivitassal is rendelkezik, ami magasabb masolési hliséget eredményez. Az
amplimereket tisztitottuk, restrikciés enzimmel emésztettiik, ujra tisztitottuk, majd
ugyanazokkal a restrikcios enzimekkel emésztett pUC19 vektorba klonoztuk, és szekvenaltuk.
A szekvenalt plazmidokat transzfekcios kisérleteinkhez pALuc reporter vektorba klonoztuk
megfeleld restrikcios emésztés és tisztitds utan. A pALuc-16P plazmid a HPV16 Py; korai
prométerét (14 - 104 bp), a pALuc-16PENH plazmid pedig a szovetspecifikus enhancer régiot
(7527 - 7854 bp) tartalmazza a Po; {6 korai promoter elé klonozva. A pC18Spl-Luc vektor
négy E2 ¢és két Spl kotohelyet, illetve a szentjanosbogar luciferdz génjét kodolja az
adenovirus 6 késoéi promotere elé klonozva. A pCMV1-16E2 plazmid az EcoRI restrikcios
enzimmel emésztett pCMV1 eukaridta expresszios vektorba klonozva tartalmazza a teljes
hosszusaga HPV16 E2 gént (3854 - 3873 bp).

A TGF-B2 promoter kiillonbozé hosszisagu darabjait magaba foglald pB2-528 és pp2-77
vektorokat pGEM4-SVOCAT plazmidba klonozva kaptuk. Restrikcios enzimmel torténd
hasitds utdn a promodter darabokat a hasonld6 moddon kezelt pALuc reporter vektorba
klonoztuk. A pALuc-B2-445, pALuc-B2-352, pALuc-B2-251, és pALuc-B2-183 plazmidok
létrehozasahoz templatként a pALuc-B2-528 plazmidot hasznaltuk, és a PCR-rel kapott
amplimereket megfeleld restrikcios enzimekkel tortént hasitas utdn a pALuc reporter vektorba
klénoztuk. A pGL2-Prom-B2-161 plazmid létrehozésédhoz szintén a pALuc-B2-528 plazmidot
alkalmaztuk templatként, és a kapott amplimert pGL2-Promoter vektorba kldénoztuk
restrikcios hasitas és tisztitas utan. A HPV16 E6, illetve E7 fehérjét kodold szekvenciat PCR-
es amplifikdcio, restrikcids emésztés és tisztitas utan pcDNA3.1+ eukaridta expresszios
vektorba klonoztuk. Az E6 és E7 expresszidjanak vizsgalatahoz pAdE2luc reporter vektort, a
transzfekcios kisérletekhez pcDNA-E2F-1 nevii E2F-1 expresszios plazmidot, vad tipust ¢€s
mutans E7 fehérjéket expresszald (pMo, pl6E7Mo, p24Gly, p26Gly, p31Arg, p58Gly, és
p91Gly) plazmidokat hasznaltunk.



Szekvendlds

Az LCR variansok szekvenciajat T7 Sequencing Kkittel ellendriztiikk. A templat DNS-
hez NaOH-os denaturalds, Na-acetatos és etanolos kicsapas utdn 65°C-on a pUC19 vektorra
specifikus primert hibridizaltunk. A jel616 reakcié T7 polimerazzal és o’*S dATP-vel tortént.
A terminaciés reakcié utan a mintadkat 6% akrilamid / 7M urea / 1XTBE denaturald
poliakrilamid gélen futtattuk. A szekvenalod gélt szaritottuk, majd rontgenfilmet helyeztiink ra.
16-24 oras, 4°C-os hémérsékleten torténd exponalas utan a képet elohivtuk, és fixaltuk.

A TGF-B2 promoéter kiilonbozé hosszisagu darabjait tartalmazo plazmidok, illetve a
pcDNA-16E6 ¢és pcDNA-16E7 plazmidok szekvenciajat ABI PRISM BigDye Cycle
Sequencing kit segitségével ellendriztiik. A szekvenalo PCR-hez 0,4 ug templat DNS-t, 0,02
ug primert és 8 ul TRR-mixet (Terminator Ready Reaction) hasznaltunk. A PCR terméket
Dye-Ex Spin kittel tisztitottuk, vakuum-centrifugdn liofilizaltuk, és TSR-ben (Template
Suppression Reagent) visszaoldottuk. 92°C-os denaturdlas utdn a szekvenalds ABI PRISM

3100 Genetic Analyzer késziilékkel tortént.

Sejtkultirdk, tranziens transzfekcio és luciferdz teszt

A tranziens transzfekcids kisérletekhez HeLa (ATCC CCL-2) HPVI18-pozitiv
adenocarcinoma sejtvonalat, NIH/3T3 (ATCC CRL-1658) egér embrionalis fibroblasztokat,
¢s C-33A (ATCC HTB-31) HPV-negativ cervix carcinoma sejtvonalat hasznaltunk.
Atlagosan 70 % lefedettség elérése utan a sejtekbe 2 pg reporter vektort és 1 vagy 2 pg
expresszids plazmidot juttattunk. A transzfekcid a C-33A sejtek esetében kalcium-foszfat
precipitacios modszerrel, a HeLa és a NIH/3T3 esetében Lipofectamine 2000-rel tortént. Az 1.
kozlemény kisérleteiben a HelLa sejteket Lipofectamine-nal transzfektaltuk. A sejteket 48
oraval a transzfekcid utan Reporter Lysis Buffer-rel, majd 1 fagyasztas-olvasztas ciklussal
lizaltuk, és luciferaz tesztben, luminométerrel mértiik a sejt-extraktumok luciferaz aktivitasat.
A luciferaz enzim szubsztratjaival ATP vagy koenzim-A jelenlétében oxidacids reakcidoban
kifejezé luc gén eldtt kiillonbozo, a transzkripcidt befolyasold szekvenciat tartalmaznak. A
luciferaz gén aktivitdsdban (azaz a fotonok mennyiségében) bekdvetkezd valtozasok ezeknek
a szakaszoknak a transzkripciora kifejtett hatasarol informalnak benniinket. A luciferaz teszt

standardizalasahoz az 1. kozleményben [(-galaktozidaz tesztet hasznaltunk. A B-galaktozidaz



tesztet a II. kozleményben Bradford teszttel helyettesitettiik, mert a HPV16 E6 proteinje a
pRSV-BGal ¢és a pCMV-BGal plazmidokra is transzaktivalé hatassal volt. Minden
transzfekcios kisérletet legalabb 3, fliggetlen sorozatban végeztiink el. Az eredményeket

atlagoltuk, és a megfeleld szorasértékekkel egyiitt dbrazoltuk.



Eredmények és kovetkeztetések

A HPV16 természetes delécids varidnsainak transzkripcids aktivitdsa

Korabbi vizsgélataink soran HPV16 variansokat izolaltunk cervix carcinomas
mintakbol. Az LCR régié amplifikdcidja utdn a teljes hosszisagl szabalyozo régid mellett
né¢hany mintabdl (33, 936) révidebb amplimereket is kimutattunk (33LCRA1 ¢és 33LCRA2,
illetve 936LCRALI ¢és 936LCRA2). A HPV16 a szekvencia-analizis alapjan a 33-as mintaban
az azsiai intratipusba sorolhatd, mig a 936-os minta HPV16 szekvencidja az eurdpai
prototipus képét mutatja.

A 33LCRA1 deléciés varidnsban a 292 bp-os delécid kovetkeztében pozitiv hatast
elemek estek ki a silencer régio egy részével egyiitt. A 33LCRA2-ben az 563 bp-os delécid a
teljes ismert ehancert, illetve a represszor hatdsu YY1 (yin-yang 1) és CDP/Cut (CCAAT-
displacement protein) faktorokra specifikus szekvencidkat is érintette. A 936LCRA1 minta a
211 bp-os mutacidt a szovet-specifikus enhancerben tartalmazta, a 936LCRA2 klonban ezen
kiviil az YY 1-dependens és a CDP/Cut-dependens silencer rész is elveszett az LCR régi6 378
bazispar hossziisagl szakaszanak kiesése miatt (1. abra).

A szekvenalas soran a delécidk mellett GRE, TEF-1 és NF1 kotohelyeket érintd
muticidkat is kimutattunk (a HPV16 referencia-szekvencidjdhoz viszonyitva), ezek azonban
mind a teljes, mind a rovidebb LCR-t tartalmaz6 varidnsokban megjelentek. A 33LCR-ben az
egyedi nukleotidot érinté mutaciok kozott kiemelt fontossagu a 7729 A/C: ez a baziscsere
gyakran el6fordul a magasabb onkogén kockazatii &zsiai-amerikai variansban, és egyes
szerzOk feltételezik, hogy - bar nem érinti egyetlen ismert transzkripcios faktor kotohelyét

crer

transzkripcids aktivitadsaért.
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enhancer

silencer
replikacioé

prométer

33 LCRAI

7565 7858

33 LCRA2
7362 20

936 LCRA1

ATA
7520 7733
936 LCRA2

7563 36

ptl6LCR

7003 104
16P

16PENH

7527 7854 14 104

Az LCR régidt érinté mutaciok helyzetel:,' Si:rti/e az 1. kdzleményben hasznalt reporter
vektorok sematikus abrazolasa

Transzfekcios kisérleteinkben masok eredményeivel Osszhangban az 4zsiai-amerikai
varidns teljes hosszusagu LCR régidja nagyobb transzkripcids aktivitassal rendelkezett, mint
az eurdpai varidnsok (prototipus HPV16, 936LCR) LCR régioja. A 33LCRA1 és 33LCRA2
plazmidok a 33LCR-hez képest csokkent, de a HPV16 Py; promdteréhez képest viszonylag
magas aktivitassal rendelkeztek. Ez kiilonosen a 33LCRA2 esetében volt meglepd, hiszen ez a
mutdns tartalmazta a legnagyobb deléciot: az LCR régiobol csak 210 bp maradt meg 5’
helyzetben, az L1 3’ vége mellett.

A 33LCRA2 deléciés varianssal végzett transzfekcios kisérletek adatai alapjan
feltételezhetd, hogy a HPV16 LCR régio 5° vége a HPV11-hez és HPV18-hoz hasonloan egy
transzkripcios enhancer szakaszt tartalmaz. Ez az enhancer biztosithatja az E6/E7 onkogének
transzkripcidjat a centralis, szovetspecifikus enhancer hidnya esetén. Ebben az LCR-részben
egy 'matrix attachment’ régié (MAR) talalhato, mely a viralis DNS fizikai allapotatol fliggden
pozitivan vagy negativan befolyasolja a Py promoter transzkripcios aktivitasat: episzomalis
forma esetén represszorként, mig integralt allapotban aktivatorként miikodik. Bar a mi
esetlinkben a transzfektalt plazmidok episzomalisan voltak jelen, ez az 5° LCR régi6 mégis
enhancerként funkcionalt. A latszélagos ellentmondas hatterében az allhat, hogy mig masok
kisérleteiben az 5° LCR mellett jelen volt a centralis enhancer is, a 33LCRA2 variansban ez
delécio kovetkeztében teljesen kiesett. Az 5’ LCR szakaszban taladlhaté néhany AP1 kotdhely,
amelyek felelések lehetnek a tapasztalt aktivald hatasért. Az is lehetséges, hogy a 33LCRA2

varidnsban bekovetkezett delécio az LCR nukleoszomalis organizaciojat érinti, s csokkenti a
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CDP és a HDAC]I (hiszton deacetilaz 1) represszald hatasat. Erdemes megemliteni, hogy a
két delécios variansbdl is kiesett. Elméletileg lehetséges, hogy ezek a delécios variansok kis
koépiaszdmban vannak jelen a teljes hosszisagu LCR-t tartalmazo episzoémalis variansok
mellett, és a daganatos sejtekbe integralodva replikdlodnak. Az is elképzelhetd, hogy az
LCR-en kiviili szekvencidk is funkciondlhatnak replikacidos origdként az episzomalis
virusgenom szamara.

Az LCR régioban talalhato 4 viralis E2 kotéhelybdl a 33LCRA2 variansban csak kettd
talalhato, ezért megvizsgaltuk, hogyan hat a HPV16 E2 fehérjéje a kiilonbozd deléciods
variansok transzkripciés aktivitasara. Az E2 protein alacsony koncentraciéban
transz-aktivatorként a Pg7-es promoéteren keresztiil ndveli az E6 és E7 mRNS-ének
mennyiségét, mig magasabb koncentracioban ugyanezekre a génekre gatld hatast fejt ki. Az
E2 protein represszor hatisa a korai promoterre az LCR két proximalis helyzetli E2
kotéhelyén keresztiil valosul meg azaltal, hogy eltavolitja a promoter melldl a pozitiv hatast
Sp-1 transzkripcios faktort. A HPV16 E2 fehérjéjének szerepe fiigg a viralis DNS fizikai
allapotatol is, mivel az integraciokor a cirkularis virusgenom felnyilik, és az E2 gén felhasad.
fgy a Py; promoter felszabadul az E2 protein gatlasa al6l, és megindithatja a transzformald
fehérjék termelését. Mivel a 33-as €s a 936-0s minta episzomalisan tartalmazta a HPV16-ot,
az E2 fehérjék igy bioldgiailag aktivak maradhattak a HPV genomban. A 33LCR ¢és a
33LCRALI plazmidok transzkripcios aktivitdsa kis mértékben csokkent a viralis E2 hatasara,
mig a 33LCRA2 aktivitdsa szignifikdns csokkenést mutatott. Ez utdbbinak az lehet a
magyarazata, hogy ebbdl a variansbol a két disztalis, a Py; promdterre pozitiv hatasu E2-
kotdhely esett ki a delécid kovetkeztében, mig a két proximalis, negativan szabalyozd E2

kotéhely megmaradt.

A HPV 16 E6 és E7 proteinjének hatdsa a TGF-[2 promoter transzkripcios aktivitdsdra

Egy nemrég megjelent kozleményben kimutattak, hogy a HPV16 E6 ¢és E7 fehérjéje
csokkenti a TGF-2 mRNS és a bioldgiailag aktiv fehérje szintjét primer keratinocitdkban.
Mivel a gatlé6 mechanizmus részletesebb molekularis hatterét nem vizsgaltak, kotranszfekcios
kisérleteket végeztiink annak tanulmédnyozésara, hogy a viralis onkogének hogyan hatnak a
TGF-B2 promoterére. Mivel a TGF-B2 szekrécidjanak csokkentésében a p53, illetve a

retinoblasztoma protein altal medialt folyamatoknak is lehet szerepe, ezért kisérleteinkhez 3
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kiilonbozd sejtvonalat hasznaltunk. A C-33A kultaraban nincs jelen HPV szekvencia, de a
sejtek a p53-at és a retinoblasztoma proteint is mutans formaban tartalmazzdk. A HelLa
sejtekben a p53 és az Rb a HPV18 genom jelenléte miatt funkcionalisan inaktiv. A NIH/3T3
kultara egér eredetli embrionalis fibroblaszt, és bioldgiailag aktiv p53 ¢€s retinoblasztoma
fehérjét tartalmaz.

Elso6 kisérleteinkben a TGF-2 promoter 77, illetve 528 bp méretii darabjat tartalmazo
plazmid (pB2-77, pB2-528) transzkripcios aktivitasat vizsgaltuk a virdlis E6 és E7
jelenlétében. A C-33A sejtekben a HPV16 E6 és E7 fehérjéje kis mértékben aktivalta a
TGF-B2 prométerének mindkét darabjat tartalmazo plazmidot. A HeLa kulturdban az E6 erds
transzaktivalo hatast mutatott mind a rovidebb, mind a hosszabb promoter-darab esetében,
mig az E7 fehérje csak a pB2-528 jelii plazmid transzkripcids aktivitasat emelte. A NIH/3T3
sejtekben a HPV16 E7 fehérjéje mérsékelten novelte a pB2-77 plazmid aktivitasat, mig a
pB2-528 aktivitasat szignifikansan (3-4-szeresen) gatolta. Abban az esetben, ha az E7 fehérjét
kifejezd expresszids plazmidot ndvekvéd mennyiségben adtuk kisérleti rendszeriinkhdz, mar
kis koncentracid esetén tapasztaltuk ezt a géatlo hatast. Mivel az E7 csak nagyobb
koncentracioban (2 pg) novelte a pB2-77 transzkripcids aktivitdsat, a promoter eme
szakaszara kifejtett aktivald hatdsa nem tlinik biologiailag szignifikdnsnak.

Bar irodalmi adatok szerint a bioaktiv p53-at és retinoblasztoma proteint kifejezo
keratinocitakban az E6 fehérje is csokkenti a TGF-B2 fehérje szintjét, a mi kotranszfekcios
kisérletiinkben az aktiv p53-at tartalmazd NIH/3T3 sejtekben az E6 protein enyhén novelte a
TGF-B2 promoter transzkripcios aktivitdsat mind a pB2-77, mind a pB2-528 plazmid
esetében. Az ellentmondas hatterében az allhat, hogy a TGF-B2 protein pillanatnyi szintje
nemcsak prométer-szinten szabalyozott, hanem mas mechanizmusok altal is.

Az E7 gatlo hatasaért felelés TGF-B2 promoter-régid lokalizacidjanak pontosabb
meghatarozasdhoz kiilonb6zé hossziisagu, de azonos 3’ véggel rendelkezd promoter-
darabokat klonoztunk a pALuc reporter vektorba, ¢s NIH/3T3 sejtekben vizsgaltuk, hogy
hogyan valtozik transzkripcids aktivitasuk a papillomavirus E7 proteinjének hatasara.
Transzfekcids kisérleteink szerint az E7 gatld hatasaért felelds régio a TGF-f2 promdterében
a transzkripcid kezddhelyétdl szamitott -528 és —251 bp kozott talalhatd. Kimutattuk azt is,
hogy ez a szakasz nem csak homolog, hanem heterolég (SV40) promoter elé klonozva is
¢érzé¢keny az E7 represszalo hatasara.

Kovetkez6 kisérleteinkben mutans E7 fehérjéket expresszald plazmidok segitségével

kivantuk meghatarozni, hogy ez a gatlo hatds csak a retinoblasztoma fehérje kotésétol fiigg,
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vagy mas pocket proteinek (p107, p130) altal is I1étrejohet. Eredményeink szerint az az E7
mutans (p26Gly), amely nem képes kapcsolodni az Rb-hez, de a p107 és p130 proteinekhez
igen, elvesztette a TGF-B2 promotert gatlo képességét, ugyantgy, ahogy az Rb-hez és a masik
két pocket proteinhez kotddni képtelen E7 mutans (p24Gly) is. Mindezek alapjan
elmondhatjuk, hogy a HPV16 E7 TGF-B2 promotert gatld hatdsdhoz sziikséges az E7 és az
Rb kapcsolddasa. A p31Arg, pS8Gly és p91Gly mutans megdrizte represszald hatasat (bar itt
a pB2-528 aktivitds nem volt olyan alacsony, mint a vad tipusi E7 esetében), tehat a kazein
kinaz II foszforilaciés hely €s a Cys-X-X-Cys motivum nem jatszik dontd szerepet a gatld
hatas 1étrejottében.

A HPV16 E7 fehérjéje a hypofoszforilalt retinoblasztoma proteinhez kapcsolodva
megakadalyozza annak az E2F transzkripcids faktorhoz valo kotddését, a szabad E2F1 pedig
szamos, a sejtciklus S-fazisdban koézremiikodé gén transzkripciojat befolyasolja.
Megvizsgaltuk tehat, hogyan hat az E2F1 transzkripcioés faktor a TGF-B2 promoterére.
Kisérleteinkben azt tapasztaltuk, hogy az E2F1 az E7 proteinhez hasonldan gatolta a TGF-2
promoterének transzkripcios aktivitdsat. Mindezekbdl az eredményekbdl azt a kdvetkeztetést
vonhatjuk le, hogy a HPV16 E7 fehérjéje valosziniileg az E2F1 Rb/E2F komplexbdl torténd
felszabaditdsa révén fejti ki gatlo hatasait a TGF-B2 promoterére. Mivel a TGF-B2
promdterében nem talalhato konszenzus E2F-kothely, az E2F1 hatasa indirekt lehet.

Irodalmi adatok szerint a nagy mennyiségben expresszalodo E2F1 képes feliilirni a
TGF-p altal létrehozott G;-blokkot. Az E2F1 fokozza a ciklin E aktivitasat, melynek hatasara
a cdk2 foszforilalja a TGF-B2 szignalizacids utvonaldban fontos szerepet jatsz6 Smad3
molekulat. A foszforilalodas hatdsara a Smad3 transzkripcios aktivitdsa csokken, csokken a
pl5 ciklin-dependens inhibitor szintje, ez pedig az S-fazis iranyaba tolja el sejtciklust. Ebbe
az irdnyba mutatnak a mi eredményeink is. Ha ugyanis az Rb/E2F komplexbdl a
papillomavirus E7 proteinje hatasara felszabadulé E2F1 csokkenti a TGF-B2 szintjét, a
Smad3-célgének atirasa gatlodik, illetve emelkedik a cdk2- és cdk4-szint, mindezek hatasara

pedig a sejtek beléphetnek a sejtciklus S-fazisaba.
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Osszefoglalas

1. HPV16 LCR cervix carcinomabol izolalt, természetes delécios variansaiban a deléciok
mellett GRE, TEF-1 és NF1 kotohelyeket érintd pontmutéaciokat is talaltunk (a HPV16
referencia-szekvencidjdhoz viszonyitva), ezek a baziscserék azonban a teljes LCR-t
tartalmazé klonokban is megjelentek. A deléciok az LCR-ben a szdvetspecifikus
enhancert és az YY1, illetve a CDP/Cut-dependens silencer régiot érintették. Az 4zsiai-
bizonyult, mint az eurdpai variansoké (ptl6LCR, 936LCR). A delécios variansok
transzkripcids aktivitasa altaldban alacsonyabb volt, mint a teljes LCR-t tartalmazé
varians€¢. Egy delécios varidnsnal (33LCRA2) viszont nem vart, viszonylag magas
transzkripcids aktivitast tapasztaltunk annak ellenére, hogy a muticido a teljes ismert
ehancert, illetve a represszor hatdsu YY1 és CDP/Cut faktorokra specifikus szekvenciakat
is érintette. Ezek alapjan feltételezhetd, hogy a HPV16 LCR 5° végén egy eddig nem

definialt enhancer elem helyezkedik el.

2. A HPV16 E7 fehérje a NIH/3T3 egér embrionalis fibroblaszt-kultiiraban gatolta a TGF-32
promoter transzkripcids aktivitasat. A gatlo hatasért felelds régio a TGF-B2 promoterében

-528 és -251 bp kozott helyezkedik el.

3. A HPVI16 E6 proteinje enyhén aktivalta a TGF-B2 promoterét. Ez a hatés fliggetlen volt a
p53 tumorszupresszor protein jelenlététdl, illetve hidnyatol, és valdsziniileg a TGF-B2
promoterében jelenlévé TATA boxon keresztiil valosul meg. Az E7 gétlo hatasa csak a
retinoblasztoma fehérjétél fiigg, a p107 és p130 proteintdl nem, €s nem befolyasolja
szignifikansan az E7 kazein kinaz Il foszforilacids helyének és cink-ujj struktardjanak
épsége sem. Mivel az E2F1 transzkripcios faktor hasonld mértékben gatolta a TGF-32
promoterét, mint az E7 onkoprotein, feltételezhetd, hogy a HPV16 E7 fehérjéje az E2F1
Rb/E2F komplexbdl torténd felszabaditasa révén fejti ki gatlo hatasat.
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