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RÖVIDÍTÉSEK JEGYZÉKE 

HPV  humán papillomavírus 
IAP  apoptózis gátló (inhibitor of apoptosis) 
bp  bázispár 
kb  kilobázis 
LCR  a HPV szabályozó régiója (long control region) 
ORF  nyitott leolvasási keret (open reading frame) 
ATP  adenozin-trifoszfát 
Sp1  sejt eredető transzkripciós faktor 
EGF-R  epidermális növekedési faktor receptor (epidermal growth factor receptor) 
PDGF-R vérlemezke eredető növekedési faktor receptor (platelet derived growth factor 

receptor 
CSF1-R kolónia stimuláló faktor 1 receptor (colony stimulating factor 1 receptor) 
TGF-β1 transzformáló növekedési faktor-β1 (transforming growth factor-β1) 
LTR  hosszú ismétlıdı végszekvenciák (long terminal repeat) 
E6AP  E6 asszociált protein 
CBP  CREB binding protein 
CDK  ciklin-dependens kináz 
CDI  ciklin-dependens kináz inhibítor 
Rb  retinoblasztóma 
NF1  transzkripciós szabályozó faktor (nuclear factor 1) 
AP-1  transzkripciós szabályozó faktor (activator protein-1) 
TEF-1  transzkripciós szabályozó faktor (transcriptional enhancer factor-1) 
GRE  glükokortikoid receptort kötı elem (glucocorticoid responsing element) 
YY1  transzkripciós szabályozó faktor (yin-yang 1) 
EV  epidermodysplasia verruciformis 
Bcl-2  apoptózis szabályozó (B-cell leukemia, B-sejtes leukémia) 
BIR  baculovírus IAP repeat 
CDE  sejtciklus függı elemcell (cycle-dependent element) 
CHR  sejtciklus homológ régió (cell cycle homology region) 
G  guanin 
C  citozin 
PBS  foszfáttal pufferelt sóoldat (phosphate-buffer saline) 
FACS  Fluorescence Activated Cell Sorting 
GAPDH gliceraldehid-3-foszfát dehidrogenáz 
PCR  polimeráz láncreakció (polimerase chain reaction) 
RFLP  restriction fragment lenght polymorphism 
SSCP  single strand conformation polymorphism 
TBE  Tris Borát EDTA puffer 
HEPES N-2-hidroxietilpiperazin-N’-2-etán-szulfonsav 
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BEVEZETÉS 

 A cervix carcinoma (méhnyakrák) a nık egyik leggyakoribb rosszindulatú daganatos 

megbetegedése világszerte. Számos onkogén vagy más néven magas kockázatú csoportba 

tartozó humán papillomavírusról (HPV) – 16, 18, 31, 33, 34, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66, 

68, 70 (Burd, 2003) – bebizonyosodott, hogy fontos etiológiai szerepe van a méhnyakrák 

kialakulásában. A betegekbıl vett tumoros szövetmintáknak több mint 90 %-ában tudták 

kimutatni a HPV különbözı típusát, az esetek felében a HPV 16 vírusgenomot detektálták. 

 A vírusfertızés önmagában nem tekinthetı a betegség kiváltó okának, a fertızések 

nagy része ugyanis tünetmentesen zajlik le, és csak egy kisebb hányadában jön létre 

rákmegelızı állapot, illetve invazív carcinoma. A méhnyakrák kialakulásában a vírus 

jellemzıi mellett számos egyéb tényezı – a gazdaszervezet genetikai és immunológiai háttere, 

celluláris folyamatok, különbözı kofaktorok, így a szexuális szokások, hormonális hatások, 

dohányzás, táplálkozás, más patogénekkel történt koinfekció – is szerepet játszhat. 

Celluláris tényezı lehet egy nem régóta ismert fehérje a survivin, amely az apoptózis 

inhibitor (IAP) család egyik új tagja. Funkciója kettıs – az apoptózis gátlása mellett a 

sejtciklus és a sejtosztódás szabályozásában is részt vesz. A survivin gén terméke terminálisan 

differenciálódott felnıtt szövetekben nem detektálható, de nagy mennyiségben fejezıdik ki a 

fejlıdés során az osztódó, embrionális szövetekben. Expressziója fokozott a legkülönbözıbb 

daganatban, így a méhnyakrákban is, különösen annak elırehaladottabb stádiumaiban. 

Szerepe a tumorok kialakulásában valószínő, azon mechanizmus azonban, amely a survivin 

expresszió szabályozásának sérüléséhez vezet, még kevéssé tisztázott. 

Mivel a HPV szaporodásához szükséges, hogy a fertızött gazdasejt osztódása 

fennmaradjon, ezért a vírus beavatkozik a sejtfolyamatokba, stimulálja a sejtproliferációt, az 

apoptózis ellen hat, mely folyamatok mutációk felhalmozódásához és rosszindulatú daganat 

kialakulásához vezethetnek. A karcinogenezis molekuláris eseményeiben feltételezhetı a 

survivin fokozott átíródásának szerepe, amelyre a vírus is befolyással lehet. Egy nemrég 

megjelent tanulmányban (Nees et al., 2000) cDNS microarray kísérletekkel kimutatták, hogy 

primer keratinocitákban a HPV 16 E6 és E7 onkoproteinje képes többek között a survivin 

átíródását is fokozni. Mindezek alapján a méhnyakrák kialakulásában a humán papillomavírus 

és a survivin szerepének vizsgálata érdekes kutatási témát ad. 
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IRODALMI ÁTTEKINTÉS 

1. A humán papillomavírus szerkezete, genomi felépítése, fehérjék funkciói 

 

 A papillomavírusok a Papillomaviridae családba tartozó kis mérető vírusok. A 

virionok ~ 55 nm átmérıjő, ikozahedrális szimmetriájú, burok nélküli partikulumok (1. ábra). 

72 kapszomerbıl álló kapszidjuk duplaszálú, cirkuláris DNS-t vesz körül, amelyhez hisztonok 

kötıdnek. A kettıs szálnak csak az egyike tartalmaz fehérjét kódoló szekvenciákat (Howley, 

1996; zur Hausen H., 1996).  

 

 

1. ábra 
A papillomavírus virion elektronmikroszkópos képe (Baker et al., 1991) 

 

A hozzávetıleg 8000 bázispár (bp) hosszúságú vírusgenom három nagy részre 

tagolható, a mindegy 4 kilobázis (kb) nagyságú, a vírus életciklusának korai szakaszában 

megjelenı– a DNS replikációban és celluláris transzformációban szerepet játszó – fehérjéket 

kódoló korai (early, E) régióra, egy megközelítıleg 3 kilobázisnyi, struktúrfehérjéket kódoló 

késıi (late, L) régióra, és egy 500-1000 bázispár hosszúságú, fehérjéket nem kódoló, 

szabályozó szakaszra (long control region, LCR). A korai és késıi régiókon belül úgynevezett 

nyitott olvasási keretek (open reading frame, ORF) találhatók, amelyek fehérjéket kódoló 

génszakaszok (zur Hausen H., 1996). Ezek átfedhetnek egymással, ilyenkor alternatív 

promóterek és az mRNS alternatív szerkesztıdése (splicing) révén íródnak át. Az ORF-ekbıl 

nyolc (E1-E8) vagy kevesebb található a korai, és kettı (L1, L2) a késıi régióban (Shah, 

1996; Turek, 1994). 
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2. ábra 
A HPV 16 genomjának szervezıdése (http://www.au.poznan.pl/~mschmidt/HPV16-htm) 

 

 A HPV 16 genomjának szervezıdése a 2. ábra látható. A vírus egyik 

legkonzervatívabb ORF-e az E1, a vírus DNS-ének replikációjában szerepet játszó, körülbelül 

600-650 aminosavból álló, ATP-dependens helikáz aktivitású fehérjét kódol. A vírus 

replikációs origójához kapcsolódik, így nélkülözhetetlen a vírus DNS replikációjában. A 

celluláris DNS-polimeráz α-primáz kötésével a vírus DNS replikációjához szükséges 

celluláris faktorokat is biztosítja (Dell and Gaston, 2001; Park et al., 1994; zur Hausen H., 

1996). 

 Az E2 fehérje egy C-terminális DNS kötı és egy N-terminális transzaktivátor 

doménbıl, valamint a kettıt összekötı kapocs régióból épül fel (Giri and Yaniv, 1988). Az 

LCR régióban több – általában négy – E2 kötı palindrom szekvencia található. Az E2 virális 

transzkripciós faktor, amely attól függıen, hogy a szabályozó régión belül mely helyekre 

kötıdik be, képes aktiválni vagy represszálni a vírus korai P97 promóterét. Az E2 represszor 

hatása a P97 promóterre két proximális helyzető E2 kötıhelyen keresztül valósul meg, 

amelyek a TATA szekvencia és egy Sp1 kötı hely közelében találhatók. Nagy mennyiségben 

az E2 képes leszorítani ezen helyekrıl a transzkripciós faktorokat, ezáltal gátolva az átíródást 

(Tan et al., 1994). Az E2 további feladataként elısegítve az E1 kötıdését a replikációs 

origóhoz, részt vesz a replikáció iniciálásában (Sakai et al., 1996). 

 Az E4 fehérjét kódoló ORF ugyan a korai régión belül található, de maga a fehérje a 

vírus életciklusának csak késıi szakaszában expresszálódik. Elsısorban a fertızött epitélium 

differenciálódott rétegeiben található. Sejten belül a citokeratin hálózathoz kapcsolódik, és 

annak összeomlását idézi elı, lehetıvé téve a virionok sejtbıl való kiszabadulását. Ezáltal az 
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E4 szerepet játszik a vírus produktív infekciójában (Doorbar et al., 1991; Pfister and Fuchs, 

1994).  

 A HPV 16-nak három transzformáló hatású onkoproteinje van, amelyek közül a 

legkisebb a Golgi készülékben és a sejtmembránban elhelyezkedı E5 fehérje. Az E5 képes 

kötıdni a növekedési faktorok receptoraihoz (EGF-R, PDGF-R, CSF1-R), így azokat 

szubsztrátjuk nélkül is aktiválhatja. Szerepe valószínőleg a vírusfertızés korai szakaszában 

lehet. HPV pozitív rosszindulatú daganatokban a fehérje nem fejezıdik ki, közre játszhat 

azonban a jóindulatú elváltozások kialakításában (Turek, 1994; zur Hausen H., 1996). 

 A HPV 16 két fı transzformáló proteinje, az E6 és E7 hatékonyan vesz részt a 

fertızött sejtek immortalizációjban és transzformálásában (Munger et al., 1989; zur Hausen 

and de Villiers, 1994). Mivel a vírus DNS replikációja az epitélium differenciált 

sejtrétegeiben zajlik, ahol a sejtciklus már leállt, valamint függ a gazdasejt celluláris 

faktoraitól (pl. DNS-polimeráz α) is, ezért a vírus arra készteti gazdasejtjeit, hogy azok újra 

belépjenek a sejtciklusba.  

Az E6 gén terméke egy kb. 150 aminosavból álló, 18 kilodalton (kDa) 

molekulatömegő többfunkciós fehérje. Az E6 a sejtekben rendkívül kis mennyiségben van 

jelen, ezért in vivo analízise meglehetısen nehéz. A fehérje négy Cys-X-X-Cys motívumot 

tartalmaz, amelyek két Zn-ujj domén kialakításában vesznek részt. Ezen doméneknek szerepe 

van az E6 számos funkciójának kialakításában – DNS-kötés, transzaktiváló hatás, 

transzformálás és immortalizálás, celluláris fehérjék kötése. Transzkripciós aktiváló vagy 

represszáló funkciója számos celluláris (c-fos, c-myc, TGF-β1) és virális (adenovírus E2 

promóter, SV40 korai promóter, HIV LTR, herpes simplex vírus timidin-kináz gén, Moloney 

egér leukémia vírus LTR, citomegalovírus nagyon korai promótere) promóteren érvényesül 

(Rapp and Chen, 1998). Az E6 fehérje az E6AP-n (E6 asszociált protein) keresztül indukálja a 

celluláris p53 tumorszuppresszor fehérje ubiquitin-függı lebontását (Thomas et al., 1999b), 

illetve képes megakadályozni annak kötıdését célgénjeihez, valamint a CBP/p300 koaktivátor 

proteinhez, amely a p53-dependens transzkripció gátlásához vezet. Számos káros környezeti 

hatás, például ionizáló sugárzás, mutagén anyagok, vírus fertızés következményeként fellépı 

DNS károsodás esetén a p53 hatására megemelkedik a p21WAF1 ciklin-dependens kináz 

(CDK) inhibitor (CDI) szintje, ami gátolja a ciklin/ciklin-dependens kináz komplex 

aktivitását. Emiatt nem következik be a retinoblasztóma (Rb), és az Rb család két másik 

tagjának, a p107 és p130 fehérjéknek a foszforilálása. Hipofoszorilált állapotban ezek a 

fehérjék megkötik az E2F transzkripciós faktorokat, amelyek így nem lesznek képesek 

aktiválni azon géneket, amelyek szerepet játszanak a sejtciklus G1-S fázis átmenetében (May 
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and May, 1999). Ily módon a p53 leállítja a sejtciklust, idıt hagyva a sejtekben a DNS repair 

mechanizmusoknak az esetleges DNS sérülések kijavítására, vagy ha a hiba olyan mértékő, 

hogy azt már nem lehet korrigálni, a sejteket az apoptózis irányába tereli. Mivel az E6 képes 

kötni és elıidézni a p53 degradációját, az apoptózis gátlását is indukálhatja. Az E6-nak az 

apoptózisban betöltött szerepe még nem teljesen ismert, bizonyos sejtekben indukálja, míg 

másokban gátolja azt, azonban a pro-apoptotikus fehérjék (p53, Bax, Bak) kötése és gátlása 

valószínőleg szerepet játszhat anti-apoptotikus hatásában (Finzer et al., 2002; Thomas and 

Banks, 1999) A fehérjének telomeráz aktivitást befolyásoló hatását is említi az irodalom 

(Klingelhutz et al., 1996; Stoppler et al., 1997), ennek részletei azonban még szintén nem 

tisztázottak. 

A humán papillomavírusok E7 fehérjéje egy 98 aminosavból felépülı nukleáris 

foszfoprotein. A fehérje C-terminálisán tartalmaz egy cink-kötı régiót, amelynek szerepe van 

a dimer és multimer képzésben. N-terminális szakaszán helyezkedik el egy konzervatív 

LXCXE motívum, amely nélkülözhetetlen ahhoz, hogy az úgynevezett „pocket” proteinekhez 

(Rb, p107, p130) kapcsolódjon (Barbosa et al., 1989; Dell and Gaston, 2001), továbbá itt 

található még a kazein-kináz II foszforilációs hely is (Barbosa et al., 1990). Az E7 szerepe a 

fertızött sejtekben, hogy megzavarja a differenciálódás folyamatát és DNS szintézist 

indukáljon, megfelelı környezetet teremtve a vírus replikációjához. Az E7 fehérje képes 

hozzákapcsolódni a celluláris tumorszuppresszor retinoblasztóma protein hipofoszforilált 

formájához. Az Rb egy kulcsfontosságú fehérje, amelynek hatásában jelentıs szerepe van a 

konzervatív „pocket” doménjának, ide kötıdhetnek ugyanis az LXCXE motívummal 

rendelkezı celluláris és virális fehérjék. Az Rb aktív hipofoszforilált formája a sejt G0, G1 

fázisában köti az E2F transzkripciós faktorokat, ezáltal gátolva az E2F-dependens gének 

átíródását. Ha a sejt osztódni kezd, elmozdul a S fázisba, a Rb fehérje hiperfoszforilálódik, 

kötésükbıl felszabadulnak az E2F transzkripciós faktorok, és lehetıvé válik számos az S 

fázisban szükséges gén transzkripciója. Mivel az E7 képes a hipofoszforilált Rb-hez 

kapcsolódni, meggátolja az E2F faktorok kötıdését, így azok szabadon maradnak, és 

folyamatosan aktiválják a szabályozásuk alá esı géneket, ezáltal a sejtekben folyamatos lesz a 

proliferáció, hiszen újra és újra belépnek a sejtciklus S fázisába (Munger et al., 2001). A 

magas kockázati csoportba tarozó HPV-k E7 proteinjei amellett, hogy kötıdnek az Rb-hez, 

képesek annak ubiquitin-függı degradációját is elıidézni, amely szintén szerepet játszik a 

fehérje onkogén aktivitásában. Az E7 a retonoblasztóma útvonalba más módon is 

beavatkozik, képes ugyanis közvetlenül gátolni azokat a p21WAF1 és p16INK4 ciklin-dependens 

kináz inhibitorokat, amelyek az Rb hiperfoszforilálásában résztvevı CDK-kat gátolják (Dell 
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and Gaston, 2001). Szerepe van továbbá az abnormális centroszóma-duplikáció 

elıidézésében, amely genom instabilitáshoz vezethet (Duensing et al., 2000; Duensing et al., 

2001), bizonyos sejtekben pedig részt vesz az apoptózis indukálásában. 

 A késıi régió két ORF-e a produktív vírus fertızés során expresszálódik. Az L1 az 55 

kDa molekulasúlyú fı kapszidfehérje kódoló, igen konzervatív génszakasz. Az L2, amely a 

járulékos kapszidfehérjét kódolja, kevésbé konzervatív régió (Pfister and Fuchs, 1994; Pfister 

and Fuchs, 1994; Zhou et al., 1991). 

 A vírusgenom szabályozó régiója, az LCR a korai és késıi génszakaszok között 

helyezkedik el. Nem tartalmaz ORF-eket, ezért nem kódoló régiónak is nevezik. Itt található a 

vírus replikációs origója, egyes gének promótere, illetve számos transzkripciós enhancer régió 

(Desaintes and Demeret, 1996).  

A vírus replikációs origójához kötıdik az E1 fehérje, amely helikáz aktivitása révén képes a 

DNS szakasz széttekerésére, ami a vírusgenom replikációjának elindításához szükséges. Az 

E2 kapcsolódása a replikációs origóban lévı kötıhelyéhez fokozza az E1 fehérjék affinitását 

az E1 felismerési szekvenciákhoz. A vírusnek DNS-e szintéziséhez celluláris faktorokra is 

szükség van, amelyek szintén e területhez kapcsolódnak. 

Az LCR 3’ végén található a HPV 16 korai P97 promótere. Ez a promóter irányítja az E6 és E7 

vírusfehérjék átíródását (Doorbar et al., 1990).  

A HPV 16 LCR-e számos transzkripciós faktor felismerési szekvenciát tartalmaz. Ezen 

faktorok egy része pozitív (NF-1, AP1, TEF-1, GRE, Oct-1, Sp1), míg mások negatív vagy 

kettıs (YY1) hatásúak a transzkripcióra (O'Connor et al., 1996; Shi et al., 1997). Az LCR 

központi része egy szövetspecifikus enhancer régió, amely csak epitél sejtekben, a vírus 

természetes gazdasejtjeiben aktív. 

 

2. A humán papillomavírusok osztályozása és patogenitása 

 

 A papillomavírusok osztályozása gazdafajuk és a vírusgenom homológiája alapján 

történik. A legtöbb papillomavírus típust magasabbrendő gerincesekbıl, fıleg emlısökbıl 

írták le, de madarakban és alacsonyabbrendő gerincesekben is elıfordulnak. A vírusok erısen 

gazdaspecifikusak. 

 Egy humán papillomavírus akkor számít új típusnak, ha az E6, E7 és az L1 ORF-ek 

DNS szekvenciáiban 90 %-nál kisebb a hasonlóság a már ismert HPV típusokhoz képest 
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(Howley, 1996). Ha a vizsgált régiók bázissorrendjében kevesebb, mint 2 % az eltérés, akkor 

intratípusos variánsokról beszélünk (Yamada et al., 1997).  

DNS szekvencia adatok alapján jelenleg több mint 200 humán papillomavírus típus 

ismert, amelyek között 85 jól karakterizált és 120 potenciálisan új genotípus található (Burd, 

2003). Ezek egy része jóindulatú (benignus) elváltozásokat okoz, míg mások rosszindulatú 

(malignus) daganatokban találhatók meg. Tropizmusuk alapján a humán papillomavírusokat 

külön csoportokba sorolják. Az egyik csoportot a kután típusok alkotják. A csoport tagjai a 

bır hámrétegeiben képesek szaporodni, általában benignus sejtburjánzást okoznak. A HPV 2, 

4 és 7 típusok a közönséges szemölcs (verruca vulgaris) kialakulásához vezetnek, mások 

(HPV 1, 3, 6 stb.) ritkább szemölcsfajták képzıdését eredményezik. A szemölcsök egy része, 

valószínőleg a celluláris immunválasznak köszönhetıen pár éven belül eltőnik (Leman and 

Benton, 2000). Az EV típusok – pl. a HPV 5 és HPV 8 – az epidermodysplasia verruciformis 

(EV) nevő betegségben szenvedık bırén okoznak szemölcsszerő elváltozásokat, amelyek 

különösen a napfénynek kitett helyeken maglignizálódhatnak. A harmadik csoportba a 

genitális-mukozális típusok, vagyis a nyálkahártyát fertızı HPV típusok tartoznak. Az 

anogenitális régió nyálkahártyáján kívül a felsı légutak sejtjeiben is megjelenhetnek. Az 

úgynevezett alacsony kockázatú (low risk) típusok, mint amilyen a HPV 6 és HPV 11 a 

jóindulatú elváltozásokban – condyloma acuminatum, gégepapilloma – gyakoribbak, míg a 

magas kockázatú (high risk) típusokat (HPV 16, 18, 31, 33 stb.) többnyire az alsó genitális 

traktus rosszindulatú daganataiból, elsısorban a méhnyakrákból és annak rákmegelızı 

állapotaiból izolálták (Schneider, 1994).  

 A humán papillomavírusok életciklusa szorosan összefügg a hámsejtek 

differenciálódási folyamataival. A vírus a bır és a nyálkahártya bazális keratinocitáit fertızi –  

ezekben a sejtekben kimutathatók a vírus korai fehérjéi, – szaporodni azonban csak a 

differenciálódott hámsejtekben képes. Itt zajlik le a vírusgenom replikációja, a késıi gének 

átíródása és a virionok összeszerelıdése (Howley, 1996). 

 A vírus több évig, évtizedig perzisztálhat tünetmentesen a méhnyak 

nyálkahártyájában, vagyis a fertızés és a daganat megjelenése között hosszú idı telhet el. Az 

invazív cervix carcinoma különbözı rákmegelızı állapotokon keresztül alakul ki. A méhnyak 

atípusos laphámsejtes elváltozásait (atypical squamous cell, ASC) a 2001-es Bethesda 

Rendszer szerint tovább csoportosítják ASC-US (ASC undetermined significance) és ASC-H 

(ASC nem zárható ki HSIL – high grade squamous intraepithelial lesion) csoportokra 

(Solomon et al., 2002). A betegségnek egyik stádiumát az alacsony fokú SIL (LSIL, low 

grade SIL, squamous intraepithelial lesion, laphámsejtes intraepitheliális lézió) 
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megnevezéssel jellemzik, amelyre tranziens HPV fertızés, enyhe diszplázia jellemzı – ez a 

korábbi CIN1 (cervicalis inraepithelial neoplasia) kategóriának felel meg. Következı szakasz 

a magas fokú SIL (HSIL), amely a mérsékelt és súlyos diszpláziával, a perzisztens 

vírusfertızéssel és a progresszió nagyobb esélyével karakterizálható – a korábbi CIN2 és 

CIN3 besorolással egyezik. A low grade SIL és a high grade SIL egymástól függetlenül is 

kialakulhatnak. A invazív rákot megelızı állapotok mindegyike visszatérhet egy korábbi 

állapotba – ezt nevezik regressziónak, ennek valószínősége fordítottan arányos a diszplázia 

mértékével.  

 A genitális humán papillomavírus fertızések leginkább szexuális kontaktus révén 

terjednek, erre utal, hogy a szexuális élet kezdetén megnı a HPV fertızöttség arány, ami a 

szexuális partnerek számának növekedésével szintén emelkedik (Deacon et al., 2000). A vírus 

vertikálisan, anyáról gyermekére is átadódhat (Cason et al., 1995). A vírus részérıl a 

méhnyakrák kimenetele szempontjából fontos a vírusgenom fizikai állapota, vagyis az, hogy a 

vírus DNS-e episzómálisan, vagy a gazdaszervezet genomjába integrálódva található meg. Az 

elıbbi eset a benignus elváltozásokban és a rákmegelızı állapotokban jellemzıbb, míg az 

integrálódott alak a malignus léziókban. A HPV fertızés és a betegség kialakulása közti 

hosszú idıszak miatt feltételezhetı, hogy a vírus jelenléte, típusa és jellemzıi mellett számos 

egyéb tényezı is szerepet játszik a tumor létrejöttében. Ilyenek a gazdaszervezet genetikai és 

immunológiai sajátosságai, illetve egyéb kofaktorok (hormonális hatások, dohányzás, 

táplálkozás, szexuális szokások) (Schneider, 1994). 

 

3. A humán survivin fehérje 

 

Az élı szervezetben a sejtosztódás és az apoptózis közti egészséges egyensúly 

fenntartása és kontrolálása rendkívül fontos a normális fejlıdés szempontjából. Az apoptózis 

szabályozásában résztvevı fehérjék, a Bcl-2 és az apoptózis inhibitor (IAP) fehérjecsalád 

tagjainak nem megfelelı expressziója a sejtek kóros mőködéséhez és kontrolálatlan 

sejtosztódáshoz vezethetnek.  
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3. ábra 
A survivin dimer röntgenkrisztallográfiás képe alapján készült szerkezeti modell 

(http://www.assaydesigns.com/products/survivin_introduction.htm) 
 

A survivin (Baculoviral IAP repeat-containing protein 5) az IAP fehérje család egyik 

új tagja. A 16,5 kDa nagyságú, 142 aminosavból álló intracelluláris fehérjét egy 14,7 kb 

mérető, a 17 kromoszómán található, 4 exont és 3 intront tartalmazó gén kódolja. Az 

apoptotikus útvonalak két fı típusa közül, az intrinsic (mitokondriális) és extrinsic (receptor-

függı) útvonal közül az IAP család tagjai a receptor-függı út terminális effektorainak 

mőködését befolyásolják. A survivin, mint a legkisebb humán IAP protein, a család többi 

tagjával ellentétben a többnyire három helyett csak egy BIR-t (baculovírus IAP repeat) 

tartalmaz az N-terminális régióban, és nem rendelkezik a cink-kötı ún. RING finger 

doménnel – feltételezések szerint ezen motívumok vesznek részt a terminális effektor 

kaszpáz-3 és kaszpáz-7 direkt inaktiválásában, (Deveraux et al., 1997). C-terminális α-hélixe 

kiterjedt és a fehérje felépítése dimer (3. ábra) (Ambrosini et al., 1997; LaCasse et al., 1998). 

A survivin gén terméke nagy mennyiségben expresszálódik az osztódó, embrionális 

szövetekben, de néhány kivételtıl eltekintve – a thymus (Ambrosini et al., 1997), vastagbél 

hámszövet bazális rétegei (Gianani et al., 2001; Zhang et al., 2001) és a CD34+ csontvelı 

eredető ıssejtek (Carter et al., 2001; Fukuda and Pelus, 2001) – nem detektálható a 

terminálisan differenciálódott felnıtt szövetekben, nagy mennyiségben lehet azonban 

kimutatni a humán daganatok többségében (Altieri, 2001; Lee et al., 2005; Pizem et al., 

2004). 

A fehérje funkciója kettıs, az apoptózis gátlása mellett a sejtciklus és a sejtosztódás 

szabályozásában is részt vesz. Tamm és munkatársai (Tamm et al., 1998) szerint a survivin 

közvetlenül kapcsolódik az effektor kaszpáz-3 és kaszpáz-7 fehérjékhez, azonban 

röntgenkrisztallográfiás elemzéssel nem tudtak olyan speciális helyet kimutatni a survivinen 

belül, amely más IAP-k esetén a kaszpáz kötését közvetíti (Verdecia et al., 2000). Egy 
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tanulmányban nemrégiben közölték (Song et al., 2003), hogy a survivin képes kapcsolódni a 

Smac/DIABLO mitokondriális fehérjekomplexhez, megakadályozva, hogy az megkösse és 

hatástalanítsa az endogén IAP-kat például a XIAP-t, így ezek szabadon maradnak és 

blokkolhatják a kaszpázokat. 

 A survivin a sejtekben legnagyobb mennyiségben a sejtciklus G2/M fázisában van 

jelen, ekkor lokalizációja a mitotikus apparátushoz, a mitotikus orsók mikrotubulusaihoz és a 

centroszómákhoz köthetı (Fortugno et al., 2002). Szerepe a sejtosztódás korai szakaszában 

jelentıs. G1 fázisban szintje gyorsan lecsökken (Li et al., 1998). Sejtciklus függı expressziója 

nagyrészt transzkripciós szinten szabályozott, és a promóter proximális szakaszán található 

sejtciklus homológ régió (CHR, cell cycle homology region) és sejtciklus-függı elemek 

(CDE, cell cycle dependent element) mediálják (Altieri et al., 1999). A CDE és CHR jelenléte 

G2/M fázisban expresszált gének jellemzıje (Zwicker et al., 1995). Az interfázisban a 

survivin alacsony szintjét az ubiquitin-függı lebontás biztosítja (Zhao et al., 2000). A survivin 

expressziójának szabályozásában a celluláris tumorszuppresszor p53 fehérje is részt vesz, 

alacsony szinten tartva azt (Hoffman et al., 2002; Mirza et al., 2002).  

 A survivin promóterére jellemzı a TATA-box hiánya és GC gazdag régió, amely 

számos lehetséges Sp1 kötı helyet tartalmaz. Itt találhatók még három a már említett CDE-

bıl és egy CHR is (Li and Altieri, 1999). Xu és munkatársai (Ambrosini et al., 1997; Xu et 

al., 2004) a survivin promóterében számos egyedi nukleotidod érintı polimorfizmust (SNP, 

single nucleotide polymorphism) találtak, amelyek egyike (G/C polimorphizmus) a 

CDE/CHR represszor elemet érinti (az ATG start kodonhoz viszonyítva a -31 nukleotid 

pozícióban). A polimorfizmus megléte tumoros sejtvonalakban a survivin mRNS és fehérje 

mennyiségében is magasabb szintet eredményez, és módosítja a gén sejtciklus függı 

transzkripcióját, amely a CDE/CHR represszor elem és a hozzájuk kötıdı faktorok 

kölcsönhatásbeli változásának következménye lehet. 

 

4. A HPV 16 onkoproteinek és a survivin kapcsolata 

 

 A magas kockázati csoportba tarozó humán papillomavírusokra, így a HPV 16-ra is 

jellemzı, hogy a bır és a nyálkahártya még osztódó, bazális keratinocitáit fertızik, de 

szaporodni csak a differenciált epitéliumban képesek, ahol azonban a sejtciklus már leállt, 

nincs DNS szintézis. A vírusnak ahhoz, hogy saját genetikai állományát létrehozhassa, 

szüksége van celluláris komponensekre, ezért beavatkozik a gazdasejt biokémiai 
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folyamataiba, újbóli osztódásra készteti és gátolja a programozott sejthalált. A vírus 

onkoproteinjei számos ponton képesek befolyásolni a gazdasejt mőködését. 

Legszéleskörőbben tanulmányozott ezek közül az E6 p53-t, és az E7 Rb-t inaktiváló hatása, 

ezen túl azonban számos gén transzkripciójának, illetve az apoptózis folyamatainak 

módosításában is részt vesznek.  

A survivin a tumorokban – így a méhnyakrákban is – a normális szövetektıl eltérıen 

újra expresszálódik és az apoptotikus folyamatok ellen hat, elısegítve a folyamatos 

sejtosztódást. A fehérje expresszióját a p53 celluláris tumorszuppresszor negatívan 

befolyásolja (Hoffman et al., 2002; Mirza et al., 2002). Mivel a HPV 16 E6 fehérje képes a 

p53 degradációjára, így elképzelhetı, hogy valamilyen módon részt vesz a survivin gén 

transzkripciójában is. A survivin génre más virális (Punga and Akusjarvi, 2003) és celluláris 

fehérjék (Sommer et al., 2003) is hatással vannak, így nem lehetetlen, hogy a HPV 

onkoproteinjei is befolyásolják annak átíródását. 
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CÉLKITŐZÉSEK 

Vizsgálataink során az alábbi kérdésekre kerestünk választ: 

 

I. A HPV 16 E6 és E7 onkogénjének van-e valamilyen hatása a humán survivin gén 

expressziójára? 

 

Ha igen, akkor ez a hatása függ-e valamilyen celluláris fehérje jelenlététıl, és függ-e a 

sejtciklustól? 

 

A HPV 16 onkogénjei befolyásolják-e az endogén survivin szintet, hatásuk 

érvényesül-e mRNS szinten? 

 

 

II. A survivin promóter CDE/CHR represszor kötı helyét (az ATG start kodontól 

számított –31 nukleotid) érintı polimorfizmus milyen arányban fordul elı 

méhnyakrákos betegekben, Papanicolaou osztályozás szerinti P3-as diagnózissal 

rendelkezı páciensekben és a kontroll populációban? 

 

Van-e valamilyen szerepe az említett survivin promóter polimorfizmusnak a HPV 

asszociált méhnyakrák kialakulásában? 
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ANYAGOK ÉS MÓDSZEREK 

Plazmidok 

 

Az elsı közleményben használt, humán survivin promóter különbözı hosszúságú 

szakaszait kódoló riporter plazmidokat – pLuc-230c, pLuc-441c, pLuc-1430c, pLuc-2840c – 

Dr Fengzhi Li-tıl kaptuk (Li et al., 1998; Li and Altieri, 1999). A pcDNA-16E6 és pcDNA-

16E7 expressziós vektorok munkacsoportunk egy korábbi munkája során készültek (Murvai 

et al., 2004). A vad típusú HPV 16 E6 onkoproteint (pJ4Ω-16E6), valamint ennek deléciós 

mutánsait (pJ4Ω-16E6∆106-110, -16E6∆111-115 és -16E6∆128-132) kifejezı plazmidokat 

Dr Karen H. Vousden (Crook et al., 1991) bocsátotta rendelkezésünkre. A pGUP.PA.8 

luciferáz riporter vektort, illetve az ezen vektorba klónozott konszenzus p53 kötı helyet 

tartalmazó p53CON-Luc riporter plazmidot Dr Jerry W. Shay-tıl (Funk et al., 1992), míg a 

humán p53 tumorszuppresszor fehérje 72. kodonján prolint tartalmazó izoformát kódoló 

pcDNA3-p53Pro expressziós vektort Dr Lawrence Banks-tıl (Thomas et al., 1999a) kaptuk. 

 

Sejtkultúrák 

 

 A HeLa (ATCC, CCL-2) HPV 18 pozitív cervicalis adenocarcinoma, az MCF-7 

(ATCC, HTB-22) humán mellrák eredető és a Saos-2 (ATCC, HTB-85) humán osteosarcoma 

sejtvonalak a tranziens transzfekciós kísérleteinkben szerepeltek, míg a humán embrionális 

fibroblasztok (HEF) 4-10. passzázsát a stabil transzfekciók során alkalmaztuk. A HEF sejteket 

mővi abortus során eltávolított három hónaposnál fiatalabb embriókból preparálták 

intézetünkben, és korábban rutinszerően alkalmazták a humán citomegalovírusok 

tenyésztéséhez. A PA317-LXSN, -16E6, -16E7, -16E6E7 sejtek rekombináns retrovírus 

termelı sejtvonalak (ATCC) (Halbert et al., 1991). A munkánk során felhasznált valamennyi 

sejtvonalat 10 % FBS-sel (fetal bovine serum, Invitrogene), 2 mM L-glutaminnal, 100 U/ml 

penicillinnel és 100 µg/ml streptomycinnel kiegészített DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s 

medium, Sigma) tápfolyadékban tartottuk fent. 

 A stabil transzfekcióban használt retrovírusokat HeLa sejteken titráltuk geneticin 

(G418) (Gibco) (500 µg/ml) szelekciós ágens felhasználásával, metilénkék festést követıen. 

HEF sejtvonalat fertıztünk a kontroll (LXSN), E6- (16E6), E7- (16E7) valamint E6E7 
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onkogéneket (16E6E7) tartalmazó retrovírus vektorokkal, majd 200 µg/ml G418 tartalmú 

DMEM tápfolyadékban szelektáltuk a stabilan transzfektált, ezáltal G418 szemben 

rezisztenssé vált sejteket. Az így létrehozott sejtvonalak elnevezése HEF-LXSN, HEF-16E6, 

HEF-16E7, HEF-16E6E7. 

 

Tranziens transzfekció és luciferáz teszt 

 

 A HeLa és MCF-7 sejteket Lipofectamine 2000-rel (Invitrogen) transzfektáltuk. 

Mindkét esetben 2 µg riporter vektort és 1 µg expressziós vektort juttatunk a sejtekbe, 

amelyeket ezután 3 cm átmérıjő sejttenyésztı platek-en tartottunk fenn. A Saos-2 sejt esetén 

5 µg riporter vektort és 2 µg expressziós vektort kotranszfektáltunk (500 µl DMEM: 10 % 

FBS, 30 mM Hepes, pH 7.5; 950 µF, 300 V) elektroporációval (GenePulser II, Bio-Rad), 

majd a sejteket 6 cm átmérıjő sejttenyésztı plate-ken tenyésztettük tovább. Mindhárom sejt 

esetén 48 órás inkubációt követıen Reporter Lysis Buffer-rel (Promega) és egy fagyasztás-

olvasztás ciklussal tártuk fel a sejteket, majd luciferáz teszttel (Luciferase Assay System, 

Promega), luminométeren (Digene Diagnostics DCR-1) mértük a sejtlizátum luciferáz 

aktivitását. A luciferáz egy kemilumineszcens reakciót katalizál, amelyben az enzim 

szubsztrátjával (luciferin) ATP vagy koenzim-A jelenlétében, foton-felszabadulással járó 

oxidációs reakcióban reagál. A kísérleteinkben használt riporter vektorok tartalmazzák a 

szentjánosbogár luciferáz enzimét kódoló génjét (luc). Ezen gén átíródása, így a képzıdött 

luciferáz enzim aktivitása is függ az elé épített promóter szekvenciák aktivitásától, így ez a 

rendszer alkalmas annak megállapítására is, hogy a kotranszfekció során az expressziós 

vektoraink által kódolt fehérjék hatnak-e, és ha igen, akkor hogyan a luc gén elé épített 

promóter szakaszra. A sejtextraktum fehérjetartalmának standardizálására Bradford protein 

assay-t használtunk. A transzfekciós kísérleteket három független sorozatban végeztük el, az 

így kapott eredményeket átlagoltuk és a standard error értékekkel együtt ábrázoltuk. 

 

Sejtciklus-szinkronizálás 

 

A HeLa sejteket 24 óráig kezeltük 10 µM aphidicolinnal (G1), 2 mM thymidinnel (S), 

illetve 0,2 µg/ml nocodazole-lal (G2/M), annak érdekében, hogy azokat a sejtciklus adott 

szakaszában leállítsuk. 
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A stabilan transzfektált HEF sejtvonalak szinkronizálása G1 fázisban 18 + 24 óráig 

tartó 10 µM aphidicolinos kezeléssel történt, míg a G2/M fázis blokkot 18 órás aphidicolinos 

kezelést követı 24 órás 0,2 µg/ml nocodazole kezeléssel értük el. 

 

Áramlási citometria (FACS) 

 

 Annak érdekében, hogy megállapítsuk, hogy milyen arányban vannak a sejtek a 

sejtciklus különbözı szakaszaiban, tripszines kezelést végeztünk, majd PBS-es mosást 

követıen 70 %-os etanollal fixáltuk a sejteket. Ezt követıen 30 percig 20 µg/ml propidium-

jodid, 200 µg/ml RNase A és 0,1 % Triton-X 100 tartalmú PBS oldattal festettünk, majd 

FACScan (Beckton Dickinson) citométerrel (a DNS tartalom mérésével) határoztuk meg a 

sejtek arányát az adott fázisokban. A kapott eredményeket ModFit LT software-rel (Beckton 

Dickinson) analizáltuk. 

 

Reverz-transzkriptáz polimeráz láncreakció (RT-PCR) 

 

Sejtvonalainkból TRI Reagent-tel (Sigma) vontuk ki az RNS-t. A reverz-transzkriptáz 

lépésekben a survivin, HPV 16 E6, E7 és a GAPDH cDNS amplifikációja során használt 

antisense primereket (1. táblázat) mértük a reakciós elegyekhez (DuraScript RT-PCR kit, 

Sigma), amelyeket 50 percig 50 °C-on tartottunk. Az elsı cDNS szál további felszaporítása 

50 µl végtérfogatban (5 µl cDNS, 2,5 U RedTaq polimeráz (Sigma), 1 x PCR puffer, 200 µM 

az egyes dNTP-ból, 20-20 pmol a primerekbıl) az alábbi hımérsékleti profillal, Applied 

Biosystems 2700 Thermal Cycler készüléken történt:  

 

95 °C 2 perc  1 ciklus 

95 °C 30 s   
Ta survivin  60 °C 90 s  23 ciklus 
Ta E6, E7, GAPDH 55 °C 90 s   

72 °C 90 s   

72 °C 3 perc  1 ciklus 

Ta: anellációs hımérséklet 
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 Sense és antisense primerek szekvenciái  
5’-GGCAGCCCTTTCTCAAGGACCACC-3’ 

survivin 
5’-GATGGCACGGCGCACTTTCTTCGC-3’ 

(Lohr et al., 2003) 

5’-TGTTTCAGGACCCACAGGAG-3’  
HPV 16 E6 

5’-TTCTTCAGGACACAGTGGCT-3’  
5’-GCAACCAGA-GACAACTGATCTCTAC-3’  

HPV 16 E7 
5’-GGTCTTCCAAAGTACGAATGTCTACG-3’  
5’-AATCCCATCACCATCTTCCAG-3’  

GAPDH 
5’-TCATGAGTCCTTCCACGATACC-3’  
5’-GTTCTTTGAAAGCAGTCGAG-3’  survivin 

promóter 5’-GCCAGTTCTTGAATGTAGAG-3’  
5’-CGTCCMARRGGAWACTGATC-3’ 

MY09-MY11 5’-GCMCAGGGWCATAAYAATGG-3’ 
M = A/C, W = A/T, Y = C/T, R = A/G 

(Ambrosini et al., 1997; Gravitt et 
al., 2000) 
 

5’-TTTGTTACTGTGGTAGATACTAC-3’ 
GP5+-GP6+ 

5’-GAAAAATAAACTGTAAATCATATTC-3’ 
(Ambrosini et al., 1997; Roda 
Husman et al., 1995) 

1. táblázat Az elsı és második közleményben felhasznált primerek szekvenciái 

 

Northern blot hibridizáció 

 

 Az RNS mintáinkat formaldehides agar gélen is megfuttattuk, majd Hybond-N+ nylon 

membránra (Amersham) blottoltuk és radioaktívan jelölt survivin, illetve GAPDH próbákkal 

hibridizáltattuk. A DNS próbák jelölése Primer-a-Gene labelling system (Promega) 

segítségével, 50 µCi (1,85 kBq) [α-32P]dATP (3000 Ci/mmol specifikus aktivitás) 

felhasználásával történt. A jelölt próbákat DyeEx spin oszlopokon (Qiagen) tisztítottuk, majd 

denaturálást követıen a hibridizációs oldathoz (5 x SSC, 50 % formamid, 1 % SDS, 5 x 

Dernhardt’s oldat, 100 µg denaturált lazac sperma DNS) adtuk és 42 °C-on inkubáltuk 

éjszakán át. Ezt követıen a membránt kétszer mostuk 5 percig, 42 °C-on, 2 x SSC és 0,1 % 

SDS elegyével, majd kétszer 15 percig, 42 °C-on, 0,2 x SSC és 0,1 % SDS elegyével. A 

hibridizáció helyén a radioaktív jel detektálása Bio-Rad phosphorimagerrel (Personal 

Molecular Imager FX) zajlott. 

 

Vizsgálati csoportok, klinikai minták 

 

A survivin promóter polimorfizmus esetleges hatását epidemiológiai vonatkozásban az 

alábbi csoportokon vizsgáltuk. 81 radikális histerectomián és lymphadenectomián átesett 

méhnyakrákos beteg szövetmintája alkotta a tumoros vizsgálati csoportot. 122 páciens 

tartozott a Papanicolaou osztályozás szerinti P3 csoportba (átmeneti citológiai eredmény – 
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enyhe-súlyos diszkariózis, – ahol nem zárható ki premalignus elváltozás). A P3 citológiai 

diagnózis megfelel a 2001-es Bethesda rendszerben (Solomon et al., 2002) megállapított ASC 

(atypical squamous cells) kategóriának, amely magába foglalja az ASC-US (ASC of 

undetermined significance) és az ASC-H (ASC, nem zárható ki a high-grade squamous 

intraepithelial lesion) diagnózist is. A kontroll minták közé 180 véradó perifériás vérmintája 

tartozott. 

 

DNS izolálás 

 

 A méhnyakrákos szövetekbıl a DNS-t proteináz K emésztést követıen fenol-

kloroform-izoamilalkohol 25:24:1 arányú elegyével vontuk ki. A P3 minták DNS tartalmát a 

méhnyak laphámsejtjeibıl nyertük ki a Kónya és munkatársai közleményében (Konya et al., 

2000) leírtak alapján. A kontroll DNS-t a véradók fehérvérsejtjeibıl izoláltuk azok lizálását 

követı fenol-kloroform-izoamilalkohol 25:24:1 arányú elegyének felhasználásával. 

 

Humán papillomavírus (HPV) kimutatása és tipizálása 

 
 A méhnyakrákos és P3 mintákból standard nested MY/GP-PCR-rel, MY09-

MY11/GP5+-GP6+ primerek (1. táblázat) (Ambrosini et al., 1997; Gravitt et al., 2000; Roda 

Husman et al., 1995) felhasználásával mutattuk ki a HPV DNS-t. Az elsı PCR körben a 2. 

táblázatban látható hımérsékleti profillal (2x REDTaqTM ReadyMixTM PCR Reaction Mix 

(Sigma), 20-20 pmol a primerekbıl és 0,1-0,2 µg DNS) (2. táblázat) történt az amplifikáció. 

A második körben az elsı kör termékébıl 2-2 µl mértünk a 25 µl végtérfogatú 

reakcióközegbe (2x REDTaqTM ReadyMixTM PCR Reaction Mix (Sigma), 20-20 pmol a 

primerekbıl) és a 2. táblázatban látható hımérsékleti profillal végeztük a PCR reakciót. A 

HPV típusok meghatározása érdekében a PCR termékeket MseI és RsaI (New England 

Biolabs) restrikciós enzimekkel emésztettük, majd az emésztések során kapott fragment 

mintázat alapján azonosítottuk a HPV típusokat. 
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2. táblázat Az nested MY/GP-PCR hımérsékleti profilja 
 
MY-PCR, 1. kör  GP-PCR, 2. kör 

95 °C 2 perc  1 ciklus  94 °C 2 perc  1 ciklus 

96 °C 20 s    95 °C 60 s   
50 °C 5 s  40 ciklus  48 °C 90 s  35 ciklus 
52 °C 15 s    72 °C 90 s   
72 °C 90 s        

72 °C 2 perc  1 ciklus  72 °C 4 perc  1 ciklus 

 

PCR-RFLP (restriction fragment length polymorphism) 

 

 A survivin promóter polimorfizmus vizsgálathoz a promóter megfelelı szakaszának 

felszaporítása a következı hımérsékleti profil mellett az 1. táblázatban feltüntetett survivin 

promóter specifikus primerekkel, 40 µl reakcióelegyben (20 µl REDTaqTM ReadyMixTM PCR 

Reaction Mix (Sigma), 20-20 pmol a primerpárból és 0,1-0,2 µg DNS) történt:  

 

95 °C 5 perc  1 ciklus 

95 °C 30 s   
57 °C 90 s  35 ciklus 
72 °C 90 s   

72 °C 5 perc  1 ciklus 

 

A PCR terméket EcoO109I (New England Biolabs) restrikciós enzimmel emésztettük, majd a 

kapott fragment mintázatokból megállapítottuk, hogy adott mintában melyik allél található a 

polimorf nukleotid helyén. Kontrollként különbözı sejtvonalból (A549, Caski, HeLa) izolált 

DNS szolgált. 

 

PCR-SSCP (single strand conformation polymorphism) 

 

 A survivin promóter specifikus PCR során kapott terméket SSCP analízissel is 

megvizsgáltuk. HaeIII (Promega) restrikciós enzimmel történı emésztést követıen – amely 

során az SSCP analízishez szükséges rövid fragmenteket kaptunk – az emésztett mintákat 

SSCP töltı pufferben (95 % formamid, 0,05 % brómfenolkék, 0,05 % xilén-cianol) 5 percig 
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95 °C-on denaturáltuk, majd 10 %-os poliakrialamid gélen megfuttattuk (1 x TBE puffer, 350 

V, 4 °C, 4-5 óra), végül a gélen ezüstfestéssel tettük láthatóvá az eredményt. Az ezüstfestés 

elsı lépéseként a gélt 2x 5 percig áztattuk rázatva ecetsavas fixálóban (10 % etanol, 0,5 % 

ecetsav), majd 5 percig 0,1 %-os AgNO3 oldatban, ezt követıen 5 percig elıhívóba (1,5 % 

NaOH) tettük, végül 5 percig 0,1 % formaldehidet tartalmazó elıhívóban rázattuk. Az SSCP 

módszerrel már egyetlen nukleotid eltérést is kimutathatunk, így megfelelı kontrollok mellett 

– A549, Caski, HeLa DNS – az általunk vizsgált polimorfizmus meghatározására is alkalmas. 

 

Szekvenálás 

 

 A survivin promóter specifikus PCR-bıl származó terméket Microcon YM-100-as 

oszlopon tisztítottuk és BigDye Cycle Sequencing kit (Applied Biosystems, USA) 

felhasználásával – a gyártó leírása szerint – a promóter specifikus primerekkel (1. táblázat) 

mindkét irányban megszekvenáltuk. A nukleotid szekvenciákat az ABI PRISM 3100 Genetic 

Analyzer (Applied Biosystem, UK) készülékkel olvastuk le. 

A szekvenáló PCR hımérsékleti profilja: 

 

95 °C 2 perc  1 ciklus 

95 °C 30 s   
57 °C 15 s  25 ciklus 
60 °C 4 perc   

 

Statisztikai módszer 

 

 A survivin promóter polimorfizmus vizsgálat során a genotípus megoszlások elemzése 

a három vizsgálati csoportban chi-négyzet teszttel történt. A p < 0,05 esetben tekintettük az 

eredményeket statisztikailag szignifikánsnak. 
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EREDMÉNYEK 

I. A humán papillomavírus 16 onkoproteinjeinek hatása a survivin gén expressziójára (I. 

közlemény) 

A HPV 16 E6 gátolja a survivin promótert 

 

 A HPV 16 E6 és E7 onkogénjének hatását a survivin génre tranziens transzfekciós 

kísérletekben teszteltük. A kísérletekben használt riporter plazmidok a humán survivin gén 

promóterének különbözı hosszúságú szakaszait tartalmazzák a pLuc vektorba, a luciferáz gén 

elé klónozva (4. ábra).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4. ábra 
A humán survivin promóter riporter plazmidok sematikus ábrája 

 

HeLa és MCF-7 sejtekben a különbözı survivin riporter plazmidokat együtt 

transzfektálva a HPV 16 E6 (pcDNA-16E6), E7 (pcDNA-16E7) onkoproteint kódoló 

plazmidokkal, valamint az üres expressziós vektorokkal azt tapasztaltuk, hogy az E7-nek 

szemben az E6-tal nem volt szignifikáns hatása a survivin promóter aktivitására. A HeLa és 

az MCF-7 mindegyike p53 pozitív sejtvonal, vagyis képesek vad típusú p53 

tumorszuppresszor fehérje expressziójára. Mivel a magas kockázati csoportba tartozó HPV-k, 

így a 16-os típus E6 onkoproteinje is képes a p53 fehérje degradációjára, ezért kísérletünket 

p53 negatív Saos-2 sejteken is elvégeztük. Ebben a kísérletben az E6-nak egyik survivin 
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riporter plazmidra sem volt transzaktiváló hatása, ami felvetette annak lehetıségét, hogy az 

E6 ezen hatásában a p53 jelenlétének szerepe lehet. Mindhárom sejtvonal esetén a pLuc230c 

– pcDNA3.1 kotranszfekcióból nyert luciferáz aktivitást tekintettük 1-nek és ehhez 

viszonyítottuk a többi párosításból kapott aktivitásokat (5. ábra).  
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5. ábra 

A HPV 16 E6 és E7 fehérjék hatása a survivin riporter plazmidok transzkripciós aktivitására 
HeLa, MCF-7 és Saos-2 sejtvonalakban 
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Az E6 survivin promóterre kifejtett transzaktiváló hatása p53 függı 

 

Annak érdekében, hogy tisztázzuk a p53 szerepét az E6 survivin promóterre kifejtett 

hatásában, elıször megvizsgáltuk a HeLa, MCF-7 és Saos-2 sejtvonalainkban a 

mőködıképes, endogén p53 fehérjék jelenlétét. Ehhez a transzfekció során konszenzus p53 

kötıhelyet kódoló luciferáz riporter plazmidot (p53CON-Luc), illetve üres kontroll vektort 

(pGUP-PA.8) használtunk, majd mértük a luciferáz aktivitást (6.a ábra). A HeLa és MCF-7 

sejtekben a p53 fehérjék funkcionálisan aktívak voltak, míg a Saos-2 sejtvonalban nem 

mértünk luciferáz aktivitást, ami a p53 hiányát jelzi. A p53 fehérje hatását a survivin promóter 

plazmidokra önmagában is megvizsgáltuk, és összhangban korábbi tanulmányokkal (Hoffman 

et al., 2002; Mirza et al., 2002) azt találtuk, hogy a p53 gátolta a survivin promóter 

plazmidjainkat (6.b ábra). Mindezek arra utalnak, hogy az E6 p53 degradáló képességének 

szerepe lehet az onkogén survivinre kifejtett hatásában. 
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6. ábra 

a) Funkcionálisan aktív p53 jelenléte HeLa, MCF-7 és Saos-2 sejtekben  
b) A p53 fehérje hatása a survivin riporter plazmidokra Saos-2 sejtvonalban 



 26 

Tovább vizsgálva a kérdéskört, olyan deléciós HPV 16 E6 mutánsokat teszteltünk, 

amelyeknek p53 kötı és in vitro p53 degradáló képességüket, valamint transzaktiváló 

hatásukat korábban már meghatározták (Crook et al., 1991). A HeLa sejteken elvégzett 

transzfekcióban pLuc-230c plazmidot juttatunk vad típusú HPV 16 E6-ot (pJ4Ω-16E6) 

kódoló, valamint a különbözı deléciós mutánsokat kódoló plazmidokkal (pJ4Ω-16E6∆106-

110, -16E6∆111-115 és -16E6∆128-132) együtt a sejtekbe. Azon két mutáns (16E6∆106-110, 

16E6∆111-115), amely elvesztette p53 degradáló képességét, de az adenovírus (Ad) E2 

promóter transzaktiváló képességében nem sérült, nem vagy alig befolyásolta a survivin 

promóterét. Az 16E6∆128-132 mutáns azonban – amelynek p53 degradáló képessége a vad 

típuséhoz közelít, de az AdE2 transzaktiváló hatása nagyon alacsony – megtartotta a survivin 

promóter transzaktiváló hatását (7. ábra). Ezek az eredmények tovább erısítik azon 

feltételezésünket, mely szerint az E6 p53 kötı képessége fontos lehet az E6 survivin 

promóterére kifejtett transzaktiváló hatásában. 
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7. ábra  
A mutáns HPV 16 E6 fehérjék hatása a p230c survivin riporter plazmidra HeLa sejtekben  

A pLuc230c riporter plazmiddal és üres vektorral transzfektált sejtek luciferáz aktivitását tekintettük 
1-nek, a többi transzfekcióban mért aktivitást ehhez viszonyítottuk. 

A táblázatban feltüntetett adatok Crook és munkatársaitól (1991) származnak. 
 

A HPV 16 onkogének gátolják az endogén survivin transzkripcióját 

 

 Mivel a transzformált sejtvonalakban, a HeLa-ban, C-33A-ban vagy az A549 

sejtekben magas survivin mRNS szintet találtunk, ezért olyan sejteket kerestünk az E6 

endogén survivinre kifejtett hatásának vizsgálatához, amelyekben várhatóan alacsony a 
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bazális survivin mRNS szint. A HEF sejteket választottuk, amelyeket stabilan 

transzfektáltunk kontroll (LXSN), HPV 16 E6, E7 vagy E6E7 onkogéneket hordozó 

retrovírus vektorokkal. G418 szelekciót követıen a transzfektált sejteknek kinyertük az RNS 

tartalmát. Northern blot hibridizációt és szemikvantitatív RT-PCR-t végeztünk (8. ábra). A 

kontroll (HEF-LXSN) sejtvonalban mindkét módszerrel alacsony mRNS szintet kaptunk, míg 

az E6, E7 és E6E7 onkogént tartalmazó HEF sejtekben (HEF-16E6, -16E7, -16E6E7) az 

endogén survivin mRNS szint jelentısen megemelkedett. Érdekes módon legnagyobb 

mértékben az E7 növelte meg a survivin mRNS szintet, holott korábbi kísérleteinkben az E7 

közvetlen hatását a survivin promóterére nem tapasztaltuk. 

 

a)      b) 

 

 

 

 

 

 

 

 

8. ábra 
Az HPV 16 E6/E7 hatásának kimutatása az endogén survivin transzkripciójára HEF sejtekben  

a) Northern blot, b) és semikvantitatív RT-PCR-rel 
 

A HPV onkogének survivinre gyakorolt hatása független a sejtciklustól 

 

 A survivin expressziója sejtciklus által erısen szabályozott folyamat, ezért 

feltételeztük, hogy az E6 és az E7 a sejtciklus befolyásolásán keresztül fejtik ki hatásukat. 

Azonban FACS analízissel megvizsgálva a kontroll (HEF-LXSN) és az E6E7 expresszáló 

(HEF-16E6E7) sejtek megoszlását a sejtciklus különbözı fázisaiban, nem tapasztaltunk 

szignifikáns eltérést.  

 Ezt követıen megnéztük, hogy a sejtciklus adott szakaszaiban hogyan alakul a HPV 

16 E6 hatása a survivin promóterére. HeLa sejtekbe juttattuk a pLuc-230c survivin riporter 

plazmidot a kontroll (pcDNA3.1) vagy a HPV 16 E6 (pcDNA-16E6) expressziós vektorral 

együtt, majd a transzfektált sejteket aphidicolinos, thymidines vagy nocodazole-os kezeléssel 
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leállítottuk a sejtciklus G1, S és G2/M fázisában (9.b ábra). A sejtszinkronizálást követıen a 

survivin promóter aktivitást luciferáz teszttel mértük, és megállapítottuk, hogy az E6 a 

sejtciklus valamennyi szakaszában képes volt transzaktiválni a survivin promóterét, ami arra 

utal, hogy az E6 transzaktiváló hatása a survivin promóterre függetlenül alakul a sejtciklustól. 

Ezen transzfekciós kísérletekben is a pLuc230c- és az üres pcDNA3.1 vektorral együtt 

transzfektált sejtek luciferáz aktivitását tekintettük 1-nek, és ehhez viszonyítottuk a többi 

traszfekcióban kapott aktivitást (9.a ábra).  
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9. ábra 
A HPV 16 E6 survivin promóterre gyakorolt hatásának sejtciklus függése HeLa sejtekben 
a) A HPV 16 E6 hatása a survivin promóterre sejtciklustól függetlenül alakult HeLa sejtekben  

b) FACS analízis: HeLa sejtek aránya G1 (aphidicolin), S (thymidine) és G2/M (nocodazole) fázisban. 
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kontroll aphidicolin
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 Annak érdekében, hogy megtudjuk, hogy az E6/E7 onkogének hatását az endogén 

survivin transzkripcióra befolyásolja-e a sejtciklus, G1 és G2/M fázisban leállítottuk a HEF-

LXSN és HEF-16E6E7 sejteket, kivontuk RNS tartalmukat és szemikvantitatív RT-PCR-rel 

megvizsgáltuk a survivin mRNS szintet (10. ábra). A HEF sejteket nem tudtuk megbízhatóan 

szinkronizálni az S fázisban. Az eredmények arra utaltak, hogy a HPV 16 E6 és E7 mindkét 

sejtfázisban fokozta az endogén survivin transzkripciójának mértékét, mely alapján 

feltételezhetı, hogy az E6 és E7 hatása az endogén survivin transzkripciójára szintén 

független a sejtciklustól. 

a) 
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10. ábra 
A HPV 16 E6 survivin promóterre gyakorolt hatásának sejtciklus függése HEF sejtekben 

a) A HPV 16 E6/E7 endogén survivin génre gyakorolt hatása HEF sejtekben független a sejtciklustól 
b) FACS analízis: HEF-LXSN (kontroll) és HEF-16E6E7 sejtek aránya G1 (aphidicolon kezelés) és 

G2/M (nocodazole kezelés) fázisban 
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II. Survivin promóter polimorfizmus és a méhnyak karcinogenezise (II. közlemény) 

Survivin promóter CDE/CHR szakaszát érintı polimorfizmus megoszlása a vizsgálati 
csoportokban 

 

 A survivin promóter specifikus PCR-t követı RFLP analízissel meg tudtuk határozni, 

hogy mintáink melyik nukleotid variánst (G vagy C) tartalmazzák a polimorf –31 nukleotid 

helyen. A 341 bp hosszúságú PCR terméket EcoO109I restrikciós enzimmel emésztettük. Az 

enzim hasítási helye az általunk vizsgált polimorfizmus helyére esik. Abban az esetben, ha az 

enzim hasított és az emésztés egy 236 bp és egy 105 bp hosszúságú DNS szakaszt 

eredményezett, a mintánk GG homozigóta volt, ha nem történt hasítás, akkor CC homozigóta, 

míg ha a két rövidebb fragment mellett jelen volt az emésztetlen PCR termék is, a mintánk 

GC heterozigóta volt a kérdéses polimorf helyen.  

 RFLP mellett mintáinkat SSCP analízissel is megvizsgáltuk, és az ezüstfestést 

követıen a kontrollként használt sejtvonalak SSCP mintázata alapján meghatároztuk a 

polimorfizmust. Az SSCP analízis eredménye teljesen egybevágott az RFLP módszerrel 

kapottakkal (11. ábra). 

 A három genotípus variáns egy-egy reprezentatív képviselıjét megszekvenáltuk, a 

szekvenciák szintén alátámasztották az RFLP és SSCP eredményeit. 

 

  a) 

 

 

 
  b) 
 
 

11. ábra 
A survivin promóter genotípus vizsgálata RFLP (a) és SSCP (b) analízissel  

A 2., 3., 5. minta G allélra nézve homozigóta, az 1., 4. és 7. minta CC homozigóta, a 6-os minta GC 
heterozigóta 

 
 
 Méhnyakrákos és P3-as mintáinkban nested PCR-t követı RFLP analízissel mutattuk 

ki a HPV jelenlétét és azonosítottuk annak típusát. A 3. táblázatban az elıbb említett két 

populációban elıforduló HPV típusokat tüntettük fel.  
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3. táblázat HPV típusok P3 és méhnyakrákos betegekben 

 P3 (n = 122) méhnyakrák (n = 81) 

HPV 16 45 53 

HPV 18 7 12 

egyéb HPV 42a 8b 

Többszörös fertızés 3c - 

HPV negatív esetek 25 8 
 

aHPV 6: 6, HPV 11: 1, HPV 31: 7, HPV 33: 9, HPV 35: 2, HPV 44: 2, HPV 45: 1, HPV 52: 4, HPV 
53: 1, HPV 56: 2, HPV 58: 2, HPV 66: 2 eset és 3 nem tipizálható HPV minta 
bHPV 11, HPV 31, HPV 33, HPV 43, HPV 44, HPV 54, HPV 59: 1-1 eset; és egy nem tipizálható 
HPV eset 
cHPV 16/31, HPV 16/33 és HPV 6/45 
 

 A 4. táblázat a survivin promóter –31 genotípus megoszlását tünteti fel a kontroll 

populációban, a méhnyakrákos és a P3 csoportban. 

 

4. táblázat A survivin promóter –31 polimorfizmus megoszlása a beteg és kontroll populációkban 

 
kontroll  

(n = 180) 
P3 

(n = 122) 
méhnyakrák 

(n = 81) 
Genotípus     

GG 71 (0,39)a 56 (0,46) 29 (0,36) 

GC 85 (0,47) 53 (0,43) 45 (0,56) 

CC 24 (0,14) 13 (0,11) 7 (0,08) 

Allélgyakoriság  G: 0,63 G: 0,68 G: 0,64 

 C: 0,37 C: 0,32 C: 0,36 

  p = 0,5b p = 0,37b 

p = 0,4c    
 

agenotípus gyakoriságok 
bChi-négyzet teszt a beteg és kontroll csoportok közti genotípus megoszlásbeli eltérésekre 
cChi-négyzet teszt a vizsgálati csoportok közti genotípus megoszlásbeli eltérésekre 
 
 

A vizsgálati populációk genotípus gyakoriságának eloszlásában nem találtunk 

statisztikailag szignifikáns eltérést (p = 0,4). A kontroll csoport adatait összevetve a tumoros 

esetekkel (p = 0,37) valamint a P3 populációval (p = 0,5) szintén nem tudtunk statisztikailag 

szignifikáns különbséget kimutatni. Ugyancsak nem találtunk statisztikailag jelentıs eltérést a 

survivin promóter genotípus eloszlásokban a kontroll csoport és a HPV pozitív (P3 és 

méhnyakrákos) esetek (p = 0,7) illetve a tumoros és tumormentes (kontroll és P3) esetek (p = 

0,27) között. 
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A cervix carcinomában leggyakrabban elıforduló HPV típus a HPV 16, ezért az 

adataink elemzése során összevetettük a HPV 16 pozitív P3 és méhnyakrákos populációk 

adatait a kontroll csoportéval. Ebben az esetben sem találtunk szignifikáns különbséget a HPV 

16 pozitív esetek és a kontroll minták genotípus eloszlásában (p = 0,74).  

A vizsgálati csoportjainkban kiszámolt allélgyakoriságok között, nem volt 

statisztikailag értékelhetı különbség (p = 0,99), az allélgyakoriság alapján kalkulált genotípus 

eloszlás megfelelt a Hardy-Weinberg egyensúlynak. 
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MEGBESZÉLÉS 

I. A humán papillomavírus 16 onkoproteinjeinek hatása a survivin gén expressziójára (I. 

közlemény) 

 

 A survivin és a HPV 16 onkoproteinjei közti kölcsönhatás tanulmányozása során arra 

a következtetésre jutottunk, hogy az általunk használt humán tumoros sejtvonalakban a HPV 

16 E6 fehérjéje transzaktiválta a humán survivin promótert. Ezen hatása az E6-nak 

összefüggésben volt a p53 celluláris tumorszuppresszor fehérje jelenlétével. A magas 

kockázati csoportba tartozó HPV E6-ról köztudott, hogy képes a p53 ubiquitin-függı 

degradációját indukálni, mely folyamatnak lényeges szerepe van a gazdasejtek 

transzformálásában (Munger and Howley, 2002). A p53 negatív Saos-2 sejtekben a HPV 16 

E6 nem fejtett ki transzaktiváló hatást a survivin promóterére, a HeLa és MCF-7 

sejtvonalakban viszont, amelyekben funkcionálisan aktív a p53 fehérje, az E6 képes volt a 

survivin promóterét transzaktiválni. Transzfekciós kísérleteinkbıl az is kiderült, hogy a p53 

expressziója a survivin promóter plazmidokra – amelyeket az E6 transzaktivált – gátlólag 

hatott. A p53 survivin represszáló hatását korábban mások is kimutatták (Hoffman et al., 

2002; Lohr et al., 2003; Mirza et al., 2002), bár a hatás mechanizmusa még nem teljesen 

tisztázott.  

A survivin promóteren belül egy feltételezett p53 kötı hely található, amely Hoffmann 

és munkatársainak 2002-es tanulmányában (Hoffman et al., 2002) leírtak szerint képes a p53-t 

megkötni. Ez a kötıdés elengedhetetlen a promóter repressziójához. Mások úgy vélik, hogy 

ez a represszió nem a közvetlen interakció révén valósul meg, hanem vagy a kromatin 

struktúra módosításán (Mirza et al., 2002), vagy a p21/waf1/cip1 gén expressziójának 

indukálásán keresztül (Lohr et al., 2003). Ezek alapján feltételezhetı, hogy az E6-nak a 

humán survivin promóterre kifejtett transzaktiváló hatása a p53 fehérje degradációján 

keresztül valósul meg. A mutáns E6 plazmidokkal végzett vizsgálataink szintén ezt a 

feltevésünket támasztják alá, ugyanis azoknál a deléciós mutánsoknál (16E6∆106-110, 

16E6∆111-115), amelyek elveszítették p53 kötı és degradáló képességüket, nem vagy csak 

nagyon alacsony survivin pormóter transzaktiváló hatást tapasztaltunk, míg azon mutáns 

(16E6∆128-132) esetében, amely képes a p53 kötésére és degradálására, a survivin 

promóterére kifejtett transzaktiváló hatás megmaradt, annak ellenére, hogy az adenovírus E2 

promóterének (AdE2) transzaktiválására képtelen (Crook et al., 1991).  
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 A HPV 16 E6 és E7 onkogének endogén survivin transzkripcióra kifejtett hatásának 

tanulmányozását HEF sejtvonalakon végeztük. Kontroll HEF (HEF-LXSN) sejtekben a 

survivin mRNS szint alacsony, míg a retrovírus vektorok segítségével bejuttatott HPV 16 E6-

ot és E7-et expresszáló sejtekben (HEF-16E6, -16E7, -16E6E7) az onkoproteinek indukálták 

az endogén survivin transzkripcióját. Az E6 esetében ez összhangban volt a tranziens 

transzfekciós kísérleteinkkel, amelyek során az E6 transzkripciósan aktiválta a survivin 

pormótert. Az E7 a korábbi transzfekciós vizsgálatokban ugyan nem transzaktiválta a survivin 

promótert, de az endogén survivin mRNS szint emelkedését képes volt indukálni HEF 

sejtekben. Nees és munkatársai (Nees et al., 2000) is hasonló eredményre jutottak cDNS 

microarray kísérleteikben, miszerint humán keratinocitákban a HPV 16 E6 és E7 képes a 

survivin expressziójának fokozására. 

 Mivel a survivin expressziója a sejtciklus által erısen szabályozott folyamat, a HPV 

onkoproteinjeirıl pedig ismert tény, hogy képesek a sejtciklust módosítani, ezért kíváncsiak 

voltunk arra, hogy a HPV onkogének hatása a survivin expressziójára függ-e a sejtciklustól. 

HeLa sejteken elvégzett transzfekciós kísérletekben, sejtciklus szinkronizálást követıen az E6 

survivin promótert transzaktiváló hatása sejtciklustól függetlenül alakult (9. ábra). HEF 

sejtekben az endogén survivin mRNS szint változása a HPV 16 E6/E7 jelenlétében szintén 

független volt a sejtciklustól (10. ábra). Ezen eredmények alapján feltételezzük, hogy a HPV 

16 E6 onkoproteinje nem a sejtciklus módosításán keresztül aktiválja a survivin promótert.  

 A HIV 1 (humán immunodeficiencia vírus 1) Vpr fehérjéje a survivin promóterének 

transzaktiválását oly módon éri el, hogy a sejtciklus leállását indukálja G2/M fázisban. Más 

celluláris és virális onkoproteinrıl is kiderült, hogy fokozzák a survivin transzkripcióját. Ezek 

közül az Ad2 E1B-55K fehérje a survivin promótert felszabadítja a p53-mediált transzkripciós 

gátlás alól, így fejtve ki hatását (Punga and Akusjarvi, 2003). Megfigyeléseink alapján 

feltételezzük, hogy az HPV 16 E6 hatása is ennek megfelelıen érvényesülhet, hiszen a magas 

kockázati csoportban tartozó HPV-k E6 fehérjéi számos tulajdonságukban mutatnak 

hasonlóságot az adenovírus Ad E1B fehérjéivel, így a p53 kötı képességben, különbözı 

promóterek transzaktiválásában és represszálásában és a programozott sejthalál (apoptózis) 

gátlásában (Cuconati and White, 2002; Finzer et al., 2002; Rapp and Chen, 1998). Úgy tőnik, 

hogy ezek a konzervatív funkciók fontos szerepet kapnak ezen onkoproteinek onkogén 

aktivitásában. 

 A magas kockázati csoportba tartozó HPV-k onkoproteinjei képesek az apoptózis 

folyamatát befolyásolni. A HPV 16 E6 természetes gazdasejtjében (primer keratinocitában) 

gátolja a differenciálódás vagy Fas ligand indukálta apoptózist (Aguilar-Lemarroy et al., 
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2002; Alfandari et al., 1999). Bár az E6 pontos anti-apoptotikus hatásának háttere még nem 

ismert, a pro-apoptotikus fehérjék (p53, Bax és Bak) kötése és gátlása szerepet játszhat ebben 

(Finzer et al., 2002). Mivel a p53 képes a survivin expressziójának gátlására, és a survivin egy 

anti-apoptotikus fehérje, feltételezik, hogy a p53 részben a survivin transzkripciójának gátlása 

útján indukálja az apoptózist (Hoffman et al., 2002; Mirza et al., 2002), amelyek alapján 

elképzelhetınek tartjuk, hogy a HPV 16 E6 survivinre kifejtett transzaktiváló hatása a p53 

degradációján keresztül szerepet játszhat ezen onkoprotein anti-apoptotikus funkciójában. 

 

II. Survivin promóter polimorfizmus és a méhnyak karcinogenezise (II. közlemény) 

 

 Az élı szervezetben a sejtosztódás és az apoptózis közti egészséges egyensúly 

fenntartása és szabályozása rendkívül fontos a normális fejlıdés szempontjából. A szabályozó 

fehérjék nem megfelelı idıben és helyen történı kifejezıdése a sejtek kóros mőködéséhez és 

kontrollálatlan osztódásához vezethet. A különbözı daganatokban a survivin fokozott 

átíródása arra utal, hogy az apoptózisban résztvevı géneknek jelentıs szerepük lehet a 

tumorok kialakulásában és progressziójában (Altieri, 2001).  

 Számos tanulmányban közölték, hogy a survivin kifejezıdése fontos lehet a 

méhnyakrák kialakulásában. Ezt a fokozott expressziót nemcsak az invazív rákban, hanem a 

rákmegelızı állapotokban is tapasztalták (Branca et al., 2005; Frost et al., 2002; Kim et al., 

2002; Rapp and Chen, 1998; Yoshida et al., 2003).  

 A HPV-nek régóta nagy jelentıséget tulajdonítanak a cervix carcinóma 

kifejlıdésében. A vírus onkoproteinjei (E6 és E7) beavatkozva a normál sejtciklusba és a 

tumorképzıdés irányába hatnak. A survivin és a magas kockázatú HPV fertızés közti 

esetleges kapcsolatról méhnyakrák esetén is vannak megfigyelések (Branca et al., 2005). Erre 

utal az a tanulmány (Nees et al., 2000) is, amelyben kimutatták, hogy a HPV E6 és E7 képes a 

survivin átíródásának normál menetét befolyásolni; elsı közleményünkben mi is úgy találtuk, 

hogy a HPV 16 E6 transzaktiválja a survivin promóter aktivitását.  

 Hogy mi lehet a pontos mechanizmusa a daganatokban a survivin szabálytalan 

átíródásának még nem teljesen világos. Számos elképzelés született azonban, ilyen a 

neuroblasztómában a 17q25 kromoszóma helyen a survivin lókusz felszaporodása (Islam et 

al., 2000), a survivin exon1 demetilálása petefészekrákban (Hattori et al., 2001), a p53 

transzkripciós represszor hatásának (Hoffman et al., 2002; Mirza et al., 2002) valamint a 

Wnt/TCF szignál útvonalnak a módosítása (Zhang et al., 2001). A survivin promóter normál 
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sejtekben nem aktív, míg a tumor sejtekben intenzíven mőködik (Altieri et al., 1999). A 

promóter számos, a G2/M fázisban expresszálódó gének esetén jellemzı sejtciklus függı 

elemet (CDE, cell cycle dependent element) és sejtciklus homológ régiót (CHR, cell cycle 

homology region) tartalmaz. Ezen elemek felelısek azért, hogy a survivin gén átíródása 

sejtciklus függı módon alakuljon. Xu és munkatársai (Xu et al., 2004) nemrégiben egy 

polimorfizmust (G/C) azonosítottak a survivin promóterben az ATG start kodonhoz 

viszonyított –31 nukleotid pozícióban. Rákos sejtvonalakban vizsgálva azt találták, hogy a 

polimorfizmusból adódó survivin promóter variánsok különböznek transzkripciós 

aktivitásukat tekintve. Mivel ez a polimorfizmus a CDE/CHR represszor kötı helyen 

található, ezért a kapcsolódó elemek kötését befolyásolva hatással lehet a survivin gén 

sejtciklus függı transzkripciójára, ezáltal szerepe lehet a tumorokban a survivin expresszió 

szabályozásának felborulásában.  

Epidemiológiai összefüggésében eddig még nem vizsgálták a survivin promóter 

polimorfizmus jelentıségét méhnyakrákban. Annak érdekében, hogy megismerjük a survivin 

polimorfizmus és a HPV asszociált cervix carcinoma kialakulása közti kapcsolatot, a survivin 

promóter variánsok genotípus megoszlását és az allél frekvencia alakulását méhnyakrákos és 

Papanicolaou osztályozás szerinti P3 diagnózisú betegekben, valamint kontroll populációban 

tanulmányoztuk. 

 Vizsgálati csoportjainkban nem találtunk statisztikailag szignifikáns eltérést a survivin 

pormóter variánsok genotípus megoszlásában. Ez a megfigyelés azt feltételezi, hogy az 

általunk vizsgált populációkban a survivin promóter polimorfizmus nem jelent kockázati 

tényezıt a cervix carcinoma kialakulása szempontjából. További tanulmányokra lenne 

szükség annak vizsgálatára, hogy más földrajzi területeken a survivin promóter polimorfizmus 

szerepet játszik-e a cervikális karcinogenezisben. 
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ÖSSZEFOGLALÁS 

1. A HPV 16 E6 fehérje transzkripciósan aktiválta a survivin gén pormóterét. Ez a hatás a 

p53 tumorszuppresszor fehérje jelenlétével összefüggésben van, mivel p53 negatív 

sejtvonalban nem érvényesült. A p53 kötésére és degradációjára képes HPV 16 E6 

mutánsokat kódoló plazmidokkal folytatott transzkripciós kísérletekben a survivin 

promóterének fokozott transzaktiválását tapasztaltunk, míg a p53 kötı és degradáló 

képességében sérült HPV 16 E6 mutáns esetén nem vagy alig volt változás a survivin 

promóter aktivitásában. 

 

2. A HPV 16 E7 onkoproteinnek, ellentétben az E6 fehérjével nem volt direkt hatása a 

survivin promóterre. 

 

3. A HPV 16 mindkét onkogénje fokozott endogén survivin mRNS szintet eredményezett 

humán embrionális fibroblasztokban. Ez a hatása az E6/E7 onkogéneknek a sejtciklus 

valamennyi fázisában érvényesült, ugyanúgy, ahogy az E6 transzaktviációs hatása a 

survivin gén promóterére, amely a sejtciklusnak szintén mindegyik szakaszában 

kimutatható volt. Az E6 és az E7 endogén survivin mRNS szintre kifejtett hatása, 

valamint az E6 survivin promóterre gyakorolt transzaktiváló hatása sejtciklustól 

függetlenül alakult. 

 

4. Survivin promóter CDE/CHR régióját (ATG kodonhoz viszonyítva –31 nukleotid 

pozíciót) érintı G/C variánsok genotípus megoszlása az általunk vizsgált méhnyakrákos, 

Papanicolaou osztályozás szerinti P3 diagnózisú, és kontroll populációban nem tér el 

statisztikailag szignifikáns mértékben. Megvizsgálva az érintett polimorfizmust a HPV 

fertızöttséggel kapcsolatban, szintén nem találtunk összefüggést. A vizsgálati 

csoportjainkban végzett elemzés alapján a survivin promóter fent említett polimorfizmusa 

nem szerepel kockázati tényezıként a méhnyakrák kialakulása szempontjából. 
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SUMMARY 

1. HPV 16 E6 oncoprotein is able to transactivate the human survivin promoter. This 

transactivation appeared to be largely dependent on the presence of the cellular tumour 

suppressor protein p53. Experiments with HPV 16 E6 mutant also indicated that 

transactivation of the survivin promoter by E6 is largely p53-dependent.  

 

2. HPV 16 oncoprotein E7 had no direct effect on the promoter of the survivin gene.  

 

3. HPV 16 E6 and/or E7 induced endogenous survivin transcription in human embryonic 

fibroblast cells. The effect of the E6 and E7 on the endogenous survivin mRNA level and 

the transactivation effect of E6 on survivin promoter are independent of the cell cycle.  

 

4. There were no statistically significant differences in the genotype distributions of the 

genetic polymorphism located in the CDE/CHR repressor elements of the human survivin 

promoter (at the –31 nt relative to the ATG start codon). We could not find any correlation 

considering the polymorphism in connection with HPV infection. This survivin promoter 

polymorphism may not represent an increased risk for the development of cervical cancer, 

at least in our study population.  
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