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BEVEZETES

A cervix carcinoma (méhnyakrik) a nék egyik leggyakoribb rosszindulati daganatos
megbetegedése vildgszerte. Szdmos onkogén vagy mdas néven magas kockdzatd csoportba
tartoz6 human papillomavirusrél (HPV) — 16, 18, 31, 33, 34, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66,
68, 70 (Burd, 2003) — bebizonyosodott, hogy fontos etioldgiai szerepe van a méhnyakrdk
kialakuldsédban. A betegekbdl vett tumoros szovetmintdknak tobb mint 90 %-4dban tudtik
kimutatni a HPV kiilonb6z0 tipusat, az esetek felében a HPV 16 virusgenomot detektaltak.

A virusfertdzés onmagdban nem tekinthetd a betegség kivalté okanak, a fertdzések
nagy része ugyanis tiinetmentesen zajlik le, és csak egy kisebb hanyaddban jon létre
rakmegel6z6 dllapot, illetve invaziv carcinoma. A méhnyakrak kialakuldsdban a virus
jellemz6i mellett szamos egyéb tényezod — a gazdaszervezet genetikai és immunoldgiai hattere,
cellularis folyamatok, kiilonboz6 kofaktorok, igy a szexudlis szokdsok, hormondlis hatasok,
dohanyzas, taplalkozds, mas patogénekkel tortént koinfekcid — is szerepet jatszhat.

Cellularis tényezo6 lehet egy nem régdta ismert fehérje a survivin, amely az apoptdzis
inhibitor (IAP) csaldd egyik dj tagja. Funkcidja kettés — az apoptézis gatlisa mellett a
sejtciklus és a sejtosztddds szabdlyozdsdban is részt vesz. A survivin gén terméke termindlisan
differencialodott felndtt szovetekben nem detektdlhatd, de nagy mennyiségben fejezddik ki a
fejlédés sordan az osztddo, embriondlis szovetekben. Expresszidja fokozott a legkiilonbdzdbb
daganatban, igy a méhnyakrdkban is, kiilondsen annak elérehaladottabb stddiumaiban.
Szerepe a tumorok kialakuldsdban valészinli, azon mechanizmus azonban, amely a survivin
expresszi6 szabdlyozdsdnak sériiléséhez vezet, még kevéssé tisztazott.

Mivel a HPV szaporoddsdhoz sziikséges, hogy a fert6zott gazdasejt osztédidsa
fennmaradjon, ezért a virus beavatkozik a sejtfolyamatokba, stimuldlja a sejtprolifercidt, az
apoptodzis ellen hat, mely folyamatok muticiok felhalmozodasidhoz €s rosszindulati daganat
kialakuldsahoz vezethetnek. A karcinogenezis molekularis eseményeiben feltételezhetd a
survivin fokozott atirodasanak szerepe, amelyre a virus is befolydssal lehet. Egy nemrég
megjelent tanulmanyban (Nees et al., 2000) cDNS microarray kisérletekkel kimutattdk, hogy
primer keratinocitdkban a HPV 16 E6 és E7 onkoproteinje képes tobbek kozott a survivin
atirédasat is fokozni. Mindezek alapjan a méhnyakrak kialakuldsdban a huméan papillomavirus

és a survivin szerepének vizsgalata érdekes kutatdsi témat ad.



IRODALMI ATTEKINTES

1. A humdn papillomavirus szerkezete, genomi felépitése, fehérjék funkcioi

A papillomavirusok a Papillomaviridae csalddba tartoz6é kis méretii virusok. A
virionok ~ 55 nm atmérdju, ikozahedralis szimmetridjd, burok nélkiili partikulumok (1. dbra).
72 kapszomerbdl all6 kapszidjuk duplaszali, cirkularis DNS-t vesz koriil, amelyhez hisztonok
kotédnek. A kettds szdlnak csak az egyike tartalmaz fehérjét kédold szekvencidkat (Howley,

1996; zur Hausen H., 1996).

1. abra
A papillomavirus virion elektronmikroszkopos képe (Baker et al., 1991)

A hozzavetdleg 8000 bazispar (bp) hossziisdgu virusgenom harom nagy részre
tagolhatd, a mindegy 4 kilobazis (kb) nagysdgd, a virus életciklusdnak korai szakaszdban
megjelen6— a DNS replikdcioban és celluldris transzformdacidban szerepet jatszo — fehérjéket
kédolé korai (early, E) régiora, egy megkozelitdleg 3 kilobazisnyi, struktirfehérjéket kodold
kés6i (late, L) régidra, és egy 500-1000 bazispar hosszisigu, fehérjéket nem ko6dold,
szabalyozo szakaszra (long control region, LCR). A korai és kés6i régidkon beliil dgynevezett
nyitott olvasasi keretek (open reading frame, ORF) taldlhaték, amelyek fehérjéket kédold
génszakaszok (zur Hausen H., 1996). Ezek atfedhetnek egymadssal, ilyenkor alternativ
prométerek és az mRNS alternativ szerkesztddése (splicing) révén irodnak 4t. Az ORF-ekbdl
nyolc (E1-E8) vagy kevesebb taldlhat6 a korai, és ketté (L1, L2) a késoi régidban (Shah,
1996; Turek, 1994).
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2. abra
A HPYV 16 genomjanak szervezédése (http://www.au.poznan.pl/~mschmidt/HPV16-htm)

A HPV 16 genomjanak szervezOdése a 2. dbra lathat6. A virus egyik
legkonzervativabb ORF-e az E1, a virus DNS-ének replikacidjdban szerepet jatszo, koriilbeliil
600-650 aminosavbol 4ll6, ATP-dependens helikdz aktivitdsi fehérjét kodol. A virus
replikédcids origdjdhoz kapcsolddik, igy nélkiilozhetetlen a virus DNS replikdcidjdban. A
cellularis DNS-polimerdaz o-primdz kotésével a virus DNS replikdcidjahoz sziikséges
celluldris faktorokat is biztositja (Dell and Gaston, 2001; Park et al., 1994; zur Hausen H.,
1996).

Az E2 fehérje egy C-termindlis DNS kotd és egy N-termindlis transzaktivator
doménbdl, valamint a kettét Osszekotd kapocs régiobol épiil fel (Giri and Yaniv, 1988). Az
LCR régioban tobb — altalaban négy — E2 k6t6 palindrom szekvencia talalhats. Az E2 virdlis
transzkripcids faktor, amely attdl fiiggéen, hogy a szabdlyoz6 région beliil mely helyekre
kotodik be, képes aktivalni vagy represszalni a virus korai Py; prométerét. Az E2 represszor
hatdsa a Pg; prométerre két proximdlis helyzetli E2 kotéhelyen keresztiil valdsul meg,
amelyek a TATA szekvencia és egy Spl kotd hely kozelében talalhatok. Nagy mennyiségben
az E2 képes leszoritani ezen helyekrdl a transzkripcids faktorokat, ezaltal gatolva az atirédast
(Tan et al., 1994). Az E2 tovéabbi feladataként eldsegitve az El kotodését a replikacios
origbhoz, részt vesz a replikacid inicidlasaban (Sakai et al., 1996).

Az E4 fehérjét kodolé ORF ugyan a korai régidn belill taldlhatd, de maga a fehérje a
virus életciklusanak csak kés6i szakaszaban expresszalddik. ElsGsorban a fert6zott epitélium
differencidlodott rétegeiben taldlhat6. Sejten beliil a citokeratin hal6zathoz kapcsolddik, és

annak Osszeomldsat idézi eld, lehetdvé téve a virionok sejtbdl vald kiszabaduldsat. Ezéltal az



E4 szerepet jatszik a virus produktiv infekciéjdban (Doorbar et al., 1991; Pfister and Fuchs,
1994).

A HPV 16-nak hdrom transzformalé hatdsi onkoproteinje van, amelyek koziil a
legkisebb a Golgi késziilékben és a sejtmembranban elhelyezkedd ES fehérje. Az ES5 képes
kotddni a novekedési faktorok receptoraihoz (EGF-R, PDGF-R, CSF1-R), igy azokat
szubsztratjuk nélkil is aktivalhatja. Szerepe valdszintileg a virusfert6zés korai szakaszdban
lehet. HPV pozitiv rosszindulati daganatokban a fehérje nem fejezddik ki, kozre jatszhat
azonban a joindulatd elvéltozasok kialakitasdban (Turek, 1994; zur Hausen H., 1996).

A HPV 16 két {6 transzformalé proteinje, az E6 és E7 hatékonyan vesz részt a
fertdzott sejtek immortalizaciéjban és transzformaldsaban (Munger et al., 1989; zur Hausen
and de Villiers, 1994). Mivel a virus DNS replikicidja az epitélium differencialt
sejtrétegeiben zajlik, ahol a sejtciklus mar ledllt, valamint fiigg a gazdasejt cellularis
faktoraitdl (pl. DNS-polimerédz a) is, ezért a virus arra készteti gazdasejtjeit, hogy azok tjra
belépjenek a sejtciklusba.

Az E6 gén terméke egy kb. 150 aminosavbdl 4ll6, 18 kilodalton (kDa)
molekulatomegli tobbfunkcids fehérje. Az E6 a sejtekben rendkiviil kis mennyiségben van
jelen, ezért in vivo analizise meglehetdsen nehéz. A fehérje négy Cys-X-X-Cys motivumot
tartalmaz, amelyek két Zn-ujj domén kialakitdsdban vesznek részt. Ezen doméneknek szerepe
van az E6 szdmos funkcidjanak kialakitdsiban — DNS-kotés, transzaktivalé hatds,
transzformdlds és immortalizalds, celluldris fehérjék kotése. Transzkripcids aktivalé vagy
represszalé funkcidja szamos celluldris (c-fos, c-myc, TGF-B1) és virdlis (adenovirus E2
prométer, SV40 korai prométer, HIV LTR, herpes simplex virus timidin-kindz gén, Moloney
egér leukémia virus LTR, citomegalovirus nagyon korai prométere) promdteren érvényesiil
(Rapp and Chen, 1998). Az E6 fehérje az E6AP-n (E6 asszocialt protein) keresztiil indukélja a
cellularis p53 tumorszuppresszor fehérje ubiquitin-fiiggd lebontdsat (Thomas et al., 1999b),
illetve képes megakadalyozni annak kotddését célgénjeihez, valamint a CBP/p300 koaktivator
proteinhez, amely a p53-dependens transzkripcio gatlasdhoz vezet. Szamos karos kornyezeti
hatds, példaul ionizald sugdrzds, mutagén anyagok, virus fert6zés kovetkezményeként fellépd
DNS kéarosodas esetén a p53 hatdsara megemelkedik a p21WAF1 ciklin-dependens kindz
(CDK) inhibitor (CDI) szintje, ami gétolja a ciklin/ciklin-dependens kindz komplex
aktivitdsat. Emiatt nem kovetkezik be a retinoblasztéma (Rb), és az Rb csaldd két masik
tagjanak, a pl07 és p130 fehérjéknek a foszforildldsa. Hipofoszorildlt 4llapotban ezek a
fehérjék megkotik az E2F transzkripcids faktorokat, amelyek igy nem lesznek képesek

aktivalni azon géneket, amelyek szerepet jatszanak a sejtciklus G1-S fazis atmenetében (May



and May, 1999). lly médon a p53 ledllitja a sejtciklust, id6t hagyva a sejtekben a DNS repair
mechanizmusoknak az esetleges DNS sériilések kijavitdsdra, vagy ha a hiba olyan mértékd,
hogy azt mar nem lehet korrigdlni, a sejteket az apoptdzis irdnydba tereli. Mivel az E6 képes
kotni és eldidézni a p53 degradicidjat, az apoptdzis gitlasat is indukdlhatja. Az E6-nak az
apoptdzisban betoltott szerepe még nem teljesen ismert, bizonyos sejtekben indukalja, mig
masokban gétolja azt, azonban a pro-apoptotikus fehérjék (pS3, Bax, Bak) kotése és gatlasa
valészintileg szerepet jatszhat anti-apoptotikus hatdsdban (Finzer et al., 2002; Thomas and
Banks, 1999) A fehérjének telomerdz aktivitist befolydsold hatdsat is emliti az irodalom
(Klingelhutz et al., 1996; Stoppler et al., 1997), ennek részletei azonban még szintén nem
tisztazottak.

A humén papillomavirusok E7 fehérjéje egy 98 aminosavbdl felépiild nukledris
foszfoprotein. A fehérje C-termindlisan tartalmaz egy cink-koto régiot, amelynek szerepe van
a dimer és multimer képzésben. N-termindlis szakaszdn helyezkedik el egy konzervativ
LXCXE motivum, amely nélkiilozhetetlen ahhoz, hogy az igynevezett ,,pocket” proteinekhez
(Rb, p107, p130) kapcsolédjon (Barbosa et al., 1989; Dell and Gaston, 2001), tovabba itt
taldlhaté még a kazein-kindz II foszforilaciés hely is (Barbosa et al., 1990). Az E7 szerepe a
fertdzott sejtekben, hogy megzavarja a differencidlédas folyamatit és DNS szintézist
indukéljon, megfeleld kornyezetet teremtve a virus replikdciéjdhoz. Az E7 fehérje képes
hozziakapcsoldédni a celluldris tumorszuppresszor retinoblasztéma protein hipofoszforilalt
formdjahoz. Az Rb egy kulcsfontossagi fehérje, amelynek hatdsdban jelentds szerepe van a
konzervativ ,,pocket” doménjanak, ide kotodhetnek ugyanis az LXCXE motivummal
rendelkez6 cellularis és virdlis fehérjék. Az Rb aktiv hipofoszforilalt forméja a sejt GO, Gl
fazisaban koti az E2F transzkripcids faktorokat, ezaltal gitolva az E2F-dependens gének
atirédasat. Ha a sejt osztddni kezd, elmozdul a S fazisba, a Rb fehérje hiperfoszforilalodik,
kotésiikbol felszabadulnak az E2F transzkripcids faktorok, és lehetdové valik szamos az S
fazisban sziikkséges gén transzkripcidja. Mivel az E7 képes a hipofoszforildlt Rb-hez
kapcsolodni, meggatolja az E2F faktorok kotodését, igy azok szabadon maradnak, és
folyamatosan aktivaljak a szabalyozdsuk ald esd géneket, ezaltal a sejtekben folyamatos lesz a
proliferacid, hiszen djra és ujra belépnek a sejtciklus S fazisaba (Munger et al., 2001). A
magas kockdzati csoportba taroz6 HPV-k E7 proteinjei amellett, hogy kotddnek az Rb-hez,
képesek annak ubiquitin-fiiggd degradécidjat is eldidézni, amely szintén szerepet jatszik a

fehérje onkogén aktivitisdban. Az E7 a retonoblasztoma ttvonalba mds médon is
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beavatkozik, képes ugyanis kozvetleniil gatolni azokat a p2 és pl ciklin-dependens

kindz inhibitorokat, amelyek az Rb hiperfoszforildlasaban résztvevé CDK-kat gétoljdk (Dell



and Gaston, 2001). Szerepe van tovdbbd az abnormdlis centroszéma-duplikdcid
eléidézésében, amely genom instabilitdshoz vezethet (Duensing et al., 2000; Duensing et al.,
2001), bizonyos sejtekben pedig részt vesz az apoptdzis indukaldsdban.

A késbi régio két ORF-e a produktiv virus fert6zés sordn expresszalodik. Az L1 az 55
kDa molekulasulyt f6 kapszidfehérje k6dold, igen konzervativ génszakasz. Az L2, amely a
jarulékos kapszidfehérjét kddolja, kevésbé konzervativ régié (Pfister and Fuchs, 1994; Pfister
and Fuchs, 1994; Zhou et al., 1991).

A virusgenom szabdlyoz6 régidja, az LCR a korai és késoéi génszakaszok kozott
helyezkedik el. Nem tartalmaz ORF-eket, ezért nem kddold régionak is nevezik. Itt talalhaté a
virus replikdcids origdja, egyes gének promotere, illetve szamos transzkripcids enhancer régié
(Desaintes and Demeret, 1996).

A virus replikécios origdjahoz kotodik az El fehérje, amely helikdz aktivitdsa révén képes a
DNS szakasz széttekerésére, ami a virusgenom replikdcidjanak elinditdsdhoz sziikséges. Az
E2 kapcsoldddsa a replikdcids origdban 1év6 kotdhelyéhez fokozza az El fehérjék affinitdsat
az El felismerési szekvencidkhoz. A virusnek DNS-e szintéziséhez celluléris faktorokra is
sziikség van, amelyek szintén e teriilethez kapcsolddnak.

Az LCR 3’ végén taldlhaté a HPV 16 korai Py; prométere. Ez a prométer irdnyitja az E6 és E7
virusfehérjék atirodasat (Doorbar et al., 1990).

A HPV 16 LCR-e szdmos transzkripcios faktor felismerési szekvenciat tartalmaz. Ezen
faktorok egy része pozitiv (NF-1, AP1, TEF-1, GRE, Oct-1, Spl), mig masok negativ vagy
kettés (YY1) hatastak a transzkripciéra (O'Connor et al., 1996; Shi et al., 1997). Az LCR
kozponti része egy szovetspecifikus enhancer régid, amely csak epitél sejtekben, a virus

természetes gazdasejtjeiben aktiv.

2. A humdn papillomavirusok osztdlyozdsa és patogenitdsa

A papillomavirusok osztdlyozasa gazdafajuk és a virusgenom homoldgidja alapjan
torténik. A legtobb papillomavirus tipust magasabbrendii gerincesekbdl, foleg emldsokbol
irtak le, de madarakban és alacsonyabbrendii gerincesekben is el6fordulnak. A virusok erésen
gazdaspecifikusak.

Egy humén papillomavirus akkor szadmit 4j tipusnak, ha az E6, E7 és az L1 ORF-ek

DNS szekvencidiban 90 %-ndl kisebb a hasonlésdg a mar ismert HPV tipusokhoz képest



(Howley, 1996). Ha a vizsgalt régidk bazissorrendjében kevesebb, mint 2 % az eltérés, akkor
intratipusos varidnsokrdl besz€liink (Yamada et al., 1997).

DNS szekvencia adatok alapjan jelenleg tobb mint 200 humén papillomavirus tipus
ismert, amelyek kozott 85 jol karakterizalt és 120 potencidlisan 4j genotipus taldlhaté (Burd,
2003). Ezek egy része joindulati (benignus) elvéltozdsokat okoz, mig masok rosszindulatd
(malignus) daganatokban taldlhatok meg. Tropizmusuk alapjdn a humén papillomavirusokat
kiilon csoportokba soroljak. Az egyik csoportot a kutan tipusok alkotjdk. A csoport tagjai a
boér hamrétegeiben képesek szaporodni, altalaban benignus sejtburjanzast okoznak. A HPV 2,
4 és 7 tipusok a kozonséges szemolcs (verruca vulgaris) kialakuldsdhoz vezetnek, masok
(HPV 1, 3, 6 stb.) ritkdbb szemolcsfajtak képzodését eredményezik. A szemolcsok egy része,
valészintlileg a celluldris immunvélasznak koszonhetéen péar éven beliil eltiinik (Leman and
Benton, 2000). Az EV tipusok — pl. a HPV 5 és HPV 8 — az epidermodysplasia verruciformis
(EV) nevii betegségben szenveddk bdrén okoznak szemdlcsszerii elvaltozdsokat, amelyek
kiilonosen a napfénynek kitett helyeken maglignizdlédhatnak. A harmadik csoportba a
genitdlis-mukozdlis tipusok, vagyis a nyélkahartyat fertéz6 HPV tipusok tartoznak. Az
anogenitalis régié nydlkahartydjan kivill a felsé légutak sejtjeiben is megjelenhetnek. Az
ugynevezett alacsony kockazatd (low risk) tipusok, mint amilyen a HPV 6 és HPV 11 a
joindulatd elvaltozdsokban — condyloma acuminatum, gégepapilloma — gyakoribbak, mig a
magas kockdzatd (high risk) tipusokat (HPV 16, 18, 31, 33 stb.) tobbnyire az alsé genitalis
traktus rosszindulati daganataibol, els6sorban a méhnyakrakbdl és annak riakmegel6z6
allapotaibdl izolaltak (Schneider, 1994).

A  human papillomavirusok életciklusa szorosan Osszefiigge a hamsejtek
differencialodasi folyamataival. A virus a bor és a nydlkahartya bazélis keratinocitdit fert6zi —
ezekben a sejtekben kimutathatok a virus korai fehérjéi, — szaporodni azonban csak a
differencialodott hamsejtekben képes. Itt zajlik le a virusgenom replikacidja, a kés6i gének
atirédasa és a virionok osszeszerelodése (Howley, 1996).

A virus tobb évig, évtizedig perzisztilhat tiinetmentesen a méhnyak
nyalkahdartydjaban, vagyis a fertdzés és a daganat megjelenése kozott hosszu id6 telhet el. Az
invaziv cervix carcinoma kiilonb6z6 rakmegel6z6 allapotokon keresztiil alakul ki. A méhnyak
atipusos laphdmsejtes elvéltozdsait (atypical squamous cell, ASC) a 2001-es Bethesda
Rendszer szerint tovabb csoportositjdk ASC-US (ASC undetermined significance) és ASC-H
(ASC nem zarhat6 ki HSIL - high grade squamous intraepithelial lesion) csoportokra
(Solomon et al., 2002). A betegségnek egyik stidiumét az alacsony fokd SIL (LSIL, low

grade SIL, squamous intraepithelial lesion, laphdmsejtes intraepithelidlis 1€zi6)
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megnevezéssel jellemzik, amelyre tranziens HPV fert6zés, enyhe diszpldzia jellemz6 — ez a
korébbi CIN1 (cervicalis inraepithelial neoplasia) kategéridnak felel meg. Kovetkezd szakasz
a magas fokd SIL (HSIL), amely a mérsékelt és stlyos diszplazidval, a perzisztens
virusfertézéssel és a progresszié nagyobb esélyével karakterizalhaté — a kordbbi CIN2 és
CIN3 besoroléassal egyezik. A low grade SIL és a high grade SIL egymastdl fiiggetleniil is
kialakulhatnak. A invaziv rdkot megel6z6 &llapotok mindegyike visszatérhet egy kordbbi
allapotba — ezt nevezik regresszidonak, ennek valdszintisége forditottan ardnyos a diszpldzia
mértékével.

A genitdlis human papillomavirus fertézések leginkabb szexudlis kontaktus révén
terjednek, erre utal, hogy a szexudlis élet kezdetén megno a HPV fert6zottség ardny, ami a
szexudlis partnerek szamanak novekedésével szintén emelkedik (Deacon et al., 2000). A virus
vertikdlisan, anyardl gyermekére is atadddhat (Cason et al.,, 1995). A virus részérdl a
méhnyakrak kimenetele szempontjabdl fontos a virusgenom fizikai dllapota, vagyis az, hogy a
virus DNS-e episzomalisan, vagy a gazdaszervezet genomjaba integral6dva taldlhaté meg. Az
eldbbi eset a benignus elvéltozdsokban és a rdkmegel6zd dllapotokban jellemzébb, mig az
integralodott alak a malignus lézidkban. A HPV fert6zés és a betegség kialakuldsa kozti
hosszui idOszak miatt feltételezhetd, hogy a virus jelenléte, tipusa és jellemz6i mellett szamos
egyéb tényez0 is szerepet jatszik a tumor l1étrejottében. Ilyenek a gazdaszervezet genetikai és
immunologiai sajatossagai, illetve egyéb kofaktorok (hormondlis hatdsok, dohdnyzis,

taplalkozas, szexudlis szokdsok) (Schneider, 1994).

3. A humdn survivin fehérje

Az él6 szervezetben a sejtosztodds €s az apoptozis kozti egészséges egyensily
fenntartasa és kontroldldsa rendkiviil fontos a normalis fejlodés szempontjabdl. Az apoptdzis
szabdlyozdsdban résztvevl fehérjék, a Bcl-2 és az apoptdzis inhibitor (IAP) fehérjecsaldd
tagjainak nem megfeleld expresszidja a sejtek koéros miikodéséhez és kontrolalatlan

sejtosztodashoz vezethetnek.
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3. abra

A survivin dimer rontgenkrisztallografias képe alapjan késziilt szerkezeti modell
(http://www.assaydesigns.com/products/survivin_introduction.htm)

A survivin (Baculoviral IAP repeat-containing protein 5) az IAP fehérje csalad egyik
Uj tagja. A 16,5 kDa nagysagd, 142 aminosavbdl all6 intracelluléris fehérjét egy 14,7 kb
méretli, a 17 kromoszoméan taldlhatd, 4 exont és 3 intront tartalmazé gén koédolja. Az
apoptotikus ttvonalak két 6 tipusa koziil, az intrinsic (mitokondridlis) és extrinsic (receptor-
fliggd) tdtvonal koziill az IAP csaldd tagjai a receptor-fiiggd tut termindlis effektorainak
mikddését befolydsoljak. A survivin, mint a legkisebb humédn IAP protein, a csaldd tobbi
tagjaval ellentétben a tobbnyire hdrom helyett csak egy BIR-t (baculovirus IAP repeat)
tartalmaz az N-termindlis régidban, és nem rendelkezik a cink-kotd un. RING finger
doménnel — feltételezések szerint ezen motivumok vesznek részt a termindlis effektor
kaszpaz-3 és kaszpaz-7 direkt inaktivdlasdban, (Deveraux et al., 1997). C-termindlis a-hélixe
kiterjedt és a fehérje felépitése dimer (3. 4bra) (Ambrosini et al., 1997; LaCasse et al., 1998).
A survivin gén terméke nagy mennyiségben expresszdlodik az osztédd, embriondlis
szovetekben, de néhany kivételtdl eltekintve — a thymus (Ambrosini et al., 1997), vastagbél
hamszovet bazdlis rétegei (Gianani et al., 2001; Zhang et al., 2001) és a CD34+ csontveld
eredetli Ossejtek (Carter et al., 2001; Fukuda and Pelus, 2001) — nem detektdlhat6 a
termindlisan differencidlédott feln6tt szovetekben, nagy mennyiségben lehet azonban
kimutatni a human daganatok tobbségében (Altieri, 2001; Lee et al., 2005; Pizem et al.,
2004).

A fehérje funkcidja kettds, az apoptdzis gatlasa mellett a sejtciklus és a sejtosztodas
szabdlyozdsaban is részt vesz. Tamm és munkatarsai (Tamm et al., 1998) szerint a survivin
kozvetleniil kapcsolodik az effektor kaszpdz-3 és kaszpdz-7 fehérjékhez, azonban
rontgenkrisztallografids elemzéssel nem tudtak olyan specidlis helyet kimutatni a survivinen

belill, amely mds IAP-k esetén a kaszpdz kotését kozvetiti (Verdecia et al., 2000). Egy
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tanulmanyban nemrégiben k6zolték (Song et al., 2003), hogy a survivin képes kapcsolddni a
Smac/DIABLO mitokondridlis fehérjekomplexhez, megakadélyozva, hogy az megkdsse és
hatdstalanitsa az endogén IAP-kat példaul a XIAP-t, igy ezek szabadon maradnak és
blokkolhatjdk a kaszpazokat.

A survivin a sejtekben legnagyobb mennyiségben a sejtciklus G2/M fazisdban van
jelen, ekkor lokalizdci6ja a mitotikus appardtushoz, a mitotikus ors6k mikrotubulusaihoz és a
centroszoméakhoz kothetd (Fortugno et al., 2002). Szerepe a sejtosztodas korai szakaszdban
jelentds. G1 fazisban szintje gyorsan lecsokken (Li et al., 1998). Sejtciklus fiiggd expresszidja
nagyrészt transzkripcids szinten szabdlyozott, és a promoéter proximalis szakaszan talalhaté
sejtciklus homolég régié (CHR, cell cycle homology region) és sejtciklus-fiiggd elemek
(CDE, cell cycle dependent element) medidljdk (Altieri et al., 1999). A CDE és CHR jelenléte
G2/M fazisban expresszalt gének jellemzdéje (Zwicker et al., 1995). Az interfazisban a
survivin alacsony szintjét az ubiquitin-fiiggd lebontds biztositja (Zhao et al., 2000). A survivin
expresszidjadnak szabdlyozdsdban a celluldris tumorszuppresszor pS3 fehérje is részt vesz,
alacsony szinten tartva azt (Hoffman et al., 2002; Mirza et al., 2002).

A survivin promoéterére jellemzd a TATA-box hidnya és GC gazdag régid, amely
szamos lehetséges Spl kot helyet tartalmaz. Itt talalhatok még harom a mar emlitett CDE-
bol és egy CHR is (Li and Altieri, 1999). Xu és munkatarsai (Ambrosini et al., 1997; Xu et
al., 2004) a survivin prométerében szdmos egyedi nukleotidod érinté polimorfizmust (SNP,
single nucleotide polymorphism) taldltak, amelyek egyike (G/C polimorphizmus) a
CDE/CHR represszor elemet érinti (az ATG start kodonhoz viszonyitva a -31 nukleotid
poziciéban). A polimorfizmus megléte tumoros sejtvonalakban a survivin mRNS és fehérje
mennyiségében is magasabb szintet eredményez, és modositja a gén sejtciklus fiiggd
transzkripcigjat, amely a CDE/CHR represszor elem és a hozzdjuk kotdodo faktorok

kolcsonhatasbeli valtozasanak kovetkezménye lehet.

4. A HPV 16 onkoproteinek és a survivin kapcsolata

A magas kockazati csoportba tarozé human papillomavirusokra, igy a HPV 16-ra is
jellemz6, hogy a bor és a nyadlkahartya még osztddd, bazdlis keratinocitdit fert6zik, de
szaporodni csak a differencidlt epitéliumban képesek, ahol azonban a sejtciklus mar leallt,
nincs DNS szintézis. A virusnak ahhoz, hogy sajat genetikai allomanyét 1étrehozhassa,

szilksége van celluldris komponensekre, ezért beavatkozik a gazdasejt biokémiai
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folyamataiba, djboli osztodédsra készteti és gatolja a programozott sejthaldlt. A virus
onkoproteinjei  szdmos ponton képesek befolydsolni a gazdasejt ~mikodését.
Legszéleskoriibben tanulmanyozott ezek koziil az E6 p53-t, és az E7 Rb-t inaktival6 hatésa,
ezen tdl azonban szdmos gén transzkripcidjanak, illetve az apoptdzis folyamatainak
modositdsaban is részt vesznek.

A survivin a tumorokban — igy a méhnyakrdkban is — a normadlis szdvetektdl eltéréen
Ujra expresszalodik és az apoptotikus folyamatok ellen hat, eldsegitve a folyamatos
sejtosztodast. A fehérje expresszidjat a p53 celluldris tumorszuppresszor negativan
befolyasolja (Hoffman et al., 2002; Mirza et al., 2002). Mivel a HPV 16 E6 fehérje képes a
p53 degradacidjara, igy elképzelhetd, hogy valamilyen médon részt vesz a survivin gén
transzkripcidjdban is. A survivin génre mds virdlis (Punga and Akusjarvi, 2003) és celluldris
fehérjék (Sommer et al., 2003) is hatdssal vannak, igy nem lehetetlen, hogy a HPV

2.7 2

onkoproteinjei is befolyasoljak annak atirodasat.
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CELKITUZESEK

Vizsgalataink sordn az alabbi kérdésekre kerestiink valaszt:

II.

A HPV 16 E6 és E7 onkogénjének van-e valamilyen hatdsa a humén survivin gén

expresszidjara?

Ha igen, akkor ez a hatésa fiigg-e valamilyen cellularis fehérje jelenlététol, és fiigg-e a

sejtciklustol?

A HPV 16 onkogénjei befolydsoljadk-e az endogén survivin szintet, hatdsuk

érvényesiil-e mRNS szinten?

A survivin prométer CDE/CHR represszor kotd helyét (az ATG start kodontol
szamitott —-31 nukleotid) érinté polimorfizmus milyen ardnyban fordul eld
méhnyakrdkos betegekben, Papanicolaou osztdlyozds szerinti P3-as diagndzissal

rendelkez6 paciensekben €s a kontroll populdciéban?

Van-e valamilyen szerepe az emlitett survivin prométer polimorfizmusnak a HPV

asszocialt méhnyakrak kialakuldsaban?

15



ANYAGOK ES MODSZEREK

Plazmidok

Az elsé kozleményben haszndlt, humdn survivin promoéter kiilonboz6 hosszisdgi
szakaszait k6dol6 riporter plazmidokat — pLuc-230c, pLuc-441c, pLuc-1430c, pLuc-2840c —
Dr Fengzhi Li-t6l kaptuk (Li et al., 1998; Li and Altieri, 1999). A pcDNA-16E6 és pcDNA-
16E7 expresszids vektorok munkacsoportunk egy kordbbi munkdja sordn késziiltek (Murvai
et al., 2004). A vad tipusi HPV 16 E6 onkoproteint (pJ4Q-16E6), valamint ennek delécids
mutansait (pJ4Q-16E6A106-110, -16E6A111-115 és -16E6A128-132) kifejez6 plazmidokat
Dr Karen H. Vousden (Crook et al., 1991) bocsatotta rendelkezésiinkre. A pGUP.PA.8
luciferdz riporter vektort, illetve az ezen vektorba klonozott konszenzus p53 kotd helyet
tartalmazé p5S3CON-Luc riporter plazmidot Dr Jerry W. Shay-t6l (Funk et al., 1992), mig a
human p53 tumorszuppresszor fehérje 72. kodonjan prolint tartalmazé izoformat kédold

pcDNA3-p53Pro expresszids vektort Dr Lawrence Banks-t6]l (Thomas et al., 1999a) kaptuk.

Sejtkultiirdk

A Hela (ATCC, CCL-2) HPV 18 pozitiv cervicalis adenocarcinoma, az MCF-7
(ATCC, HTB-22) human mellrdk eredetii és a Saos-2 (ATCC, HTB-85) human osteosarcoma
sejtvonalak a tranziens transzfekcids kisérleteinkben szerepeltek, mig a human embriondlis
fibroblasztok (HEF) 4-10. passzazsat a stabil transzfekcidk sordn alkalmaztuk. A HEF sejteket
miivi abortus sordn eltdvolitott hiarom hénaposnal fiatalabb embriokbdl preparaltak
intézetiinkben, ¢és kordbban rutinszeriien alkalmaztdk a huméan citomegalovirusok
tenyésztéséhez. A PA317-LXSN, -16E6, -16E7, -16E6E7 sejtek rekombindns retrovirus
termeld sejtvonalak (ATCC) (Halbert et al., 1991). A munkank soran felhasznalt valamennyi
sejtvonalat 10 % FBS-sel (fetal bovine serum, Invitrogene), 2 mM L-glutaminnal, 100 U/ml
penicillinnel és 100 pg/ml streptomycinnel kiegészitett DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s
medium, Sigma) tadpfolyadékban tartottuk fent.

A stabil transzfekciéban haszndlt retrovirusokat Hela sejteken titrdltuk geneticin
(G418) (Gibco) (500 pg/ml) szelekcids dgens felhasznédlasaval, metilénkék festést kovetden.
HEF sejtvonalat fertoztiink a kontroll (LXSN), E6- (16E6), E7- (16E7) valamint E6E7
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onkogéneket (16E6E7) tartalmazd retrovirus vektorokkal, majd 200 pg/ml G418 tartalmu
DMEM tipfolyadékban szelektaltuk a stabilan transzfektalt, ezdltal G418 szemben
rezisztenssé valt sejteket. Az igy 1étrehozott sejtvonalak elnevezése HEF-LXSN, HEF-16E6,
HEF-16E7, HEF-16E6E7.

Tranziens transzfekcio és luciferdz teszt

A HeLa és MCEF-7 sejteket Lipofectamine 2000-rel (Invitrogen) transzfektaltuk.
Mindkét esetben 2 pg riporter vektort és 1 g expresszios vektort juttatunk a sejtekbe,
amelyeket ezutdn 3 cm atmérdji sejttenyésztd platek-en tartottunk fenn. A Saos-2 sejt esetén
5 g riporter vektort és 2 1g expresszios vektort kotranszfektaltunk (500 pl DMEM: 10 %
FBS, 30 mM Hepes, pH 7.5; 950 pF, 300 V) elektroporiciéval (GenePulser II, Bio-Rad),
majd a sejteket 6 cm atmérdju sejttenyésztd plate-ken tenyésztettiik tovabb. Mindhdrom sejt
esetén 48 6rds inkubaciét kovetéen Reporter Lysis Buffer-rel (Promega) és egy fagyasztas-
olvasztds ciklussal tartuk fel a sejteket, majd luciferdz teszttel (Luciferase Assay System,
Promega), luminométeren (Digene Diagnostics DCR-1) mértik a sejtlizitum luciferdz
aktivitdsit. A luciferiz egy kemilumineszcens reakciot katalizdl, amelyben az enzim
szubsztratjdval (luciferin) ATP vagy koenzim-A jelenlétében, foton-felszabadulédssal jard
oxidacids reakcidban reagil. A kisérleteinkben haszndlt riporter vektorok tartalmazzdk a

2472

szentjanosbogar luciferdz enzimét kédold génjét (luc). Ezen gén atirddasa, igy a képzodott
rendszer alkalmas annak megéallapitasdra is, hogy a kotranszfekcié sordan az expresszids
vektoraink altal kddolt fehérjék hatnak-e, és ha igen, akkor hogyan a luc gén elé épitett
prométer szakaszra. A sejtextraktum fehérjetartalmanak standardizaldsara Bradford protein
assay-t haszndltunk. A transzfekcids kisérleteket harom fiiggetlen sorozatban végeztiik el, az

igy kapott eredményeket atlagoltuk és a standard error értékekkel egyiitt dbrazoltuk.

Sejtciklus-szinkronizdlds

A HeLa sejteket 24 6rdig kezeltiik 10 uM aphidicolinnal (G1), 2 mM thymidinnel (S),
illetve 0,2 pg/ml nocodazole-lal (G2/M), annak érdekében, hogy azokat a sejtciklus adott

szakaszaban leallitsuk.
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A stabilan transzfektalt HEF sejtvonalak szinkronizdldsa G1 fazisban 18 + 24 6rdig
tartd 10 uM aphidicolinos kezeléssel tortént, mig a G2/M fézis blokkot 18 6rds aphidicolinos

kezelést kovetd 24 oras 0,2 pg/ml nocodazole kezeléssel értiik el.

Aramldsi citometria (FACS)

Annak érdekében, hogy megdllapitsuk, hogy milyen ardnyban vannak a sejtek a
sejtciklus  kiilonb6z6 szakaszaiban, tripszines kezelést végeztiink, majd PBS-es mosast
kovetden 70 %-os etanollal fixaltuk a sejteket. Ezt kovetden 30 percig 20 pg/ml propidium-
jodid, 200 pg/ml RNase A és 0,1 % Triton-X 100 tartalmd PBS oldattal festettiink, majd
FACScan (Beckton Dickinson) citométerrel (a DNS tartalom mérésével) hatiaroztuk meg a
sejtek ardnyat az adott fazisokban. A kapott eredményeket ModFit LT software-rel (Beckton

Dickinson) analizaltuk.

Reverz-transzkriptdz polimerdz ldncreakcio (RT-PCR)

Sejtvonalainkbdl TRI Reagent-tel (Sigma) vontuk ki az RNS-t. A reverz-transzkriptdz
Iépésekben a survivin, HPV 16 E6, E7 és a GAPDH cDNS amplifikicidja soran hasznalt
antisense primereket (1. tdbldzat) mértiik a reakcids elegyekhez (DuraScript RT-PCR Kkit,
Sigma), amelyeket 50 percig 50 °C-on tartottunk. Az elsé cDNS szal tovabbi felszaporitdsa
50 pl végtérfogatban (5 ul cDNS, 2,5 U RedTaq polimeraz (Sigma), 1 x PCR puffer, 200 uM
az egyes dNTP-bdl, 20-20 pmol a primerekbdl) az aldbbi hdmérsékleti profillal, Applied
Biosystems 2700 Thermal Cycler késziiléken tortént:

95 °C 2 perc 1 ciklus
95°C 30s
Ta survivin 60 °C 90 s 23 ciklus
Ta E6, E7, GAPDH 55°C 90s
72°C 90s
72 °C 3 perc 1 ciklus

Ta: anellacios homérséklet
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Sense és antisense primerek szekvencidi

survivin 5’-GGCAGCCCTTTCTCAAGGACCACC-3 (Lohr et al., 2003)

5’-GATGGCACGGCGCACTTTCTTCGC-3’

5’-TGTTTCAGGACCCACAGGAG-3’

HPV 16 E6 5-TTCTTCAGGACACAGTGGCT-3’

HPV 16 B7 5-GCAACCAGA-GACAACTGATCTCTAC-3’
5’-GGTCTTCCAAAGTACGAATGTCTACG-3’

GAPDH 5’-AATCCCATCACCATCTTCCAG-3’
5-TCATGAGTCCTTCCACGATACC-3’

survivin 5’ -GTTCTTTGAAAGCAGTCGAG-3’

prométer 5’-GCCAGTTCTTGAATGTAGAG-3’
5’-CGTCCMARRGGAWACTGATC-3’ (Ambrosini et al., 1997; Gravitt et

MY09-MY1l 5 .GCMCAGGGWCATAAYAATGG-3’ al., 2000)
M=A/C,CW=A/T,Y=C/T,R=A/G

GPS+-GP6+ 5 -TTTGTTACTGTGGTAGATACTAC-3’ (Ambrosini et al.. 1997 Roda

5-GAAAAATAAACTGTAAATCATATTC-3’ Husman et al., 1995)

1. tablazat Az els6 és masodik kozleményben felhasznalt primerek szekvenciai

Northern blot hibridizdcio

Az RNS mintéinkat formaldehides agar gélen is megfuttattuk, majd Hybond-N" nylon
membranra (Amersham) blottoltuk és radioaktivan jelolt survivin, illetve GAPDH prébakkal
hibridizaltattuk. A DNS prébak jelolése Primer-a-Gene labelling system (Promega)
segitségével, 50 uCi (1,85 kBq) [a-’P]JdATP (3000 Ci/mmol specifikus aktivitds)
felhaszndlasaval tortént. A jelolt probdkat DyeEx spin oszlopokon (Qiagen) tisztitottuk, majd
denaturalast kovetden a hibridizaciés oldathoz (5 x SSC, 50 % formamid, 1 % SDS, 5 x
Dernhardt’s oldat, 100 pug denaturdlt lazac sperma DNS) adtuk és 42 °C-on inkubaltuk
éjszakan at. Ezt kovetéen a membrant 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
hibridizacié helyén a radioaktiv jel detektildsa Bio-Rad phosphorimagerrel (Personal

Molecular Imager FX) zajlott.

Vizsgdlati csoportok, klinikai mintdk

A survivin promoéter polimorfizmus esetleges hatdsat epidemioldgiai vonatkozasban az
alabbi csoportokon vizsgéltuk. 81 radikalis histerectomidn é€s lymphadenectomiin Aatesett
méhnyakrdkos beteg szovetmintdja alkotta a tumoros vizsgdlati csoportot. 122 péciens

tartozott a Papanicolaou osztilyozds szerinti P3 csoportba (dtmeneti citoldgiai eredmény —
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enyhe-silyos diszkaridzis, — ahol nem zdrhatd ki premalignus elvéltozds). A P3 citoldgiai
diagndézis megfelel a 2001-es Bethesda rendszerben (Solomon et al., 2002) megéllapitott ASC
(atypical squamous cells) kategdridnak, amely magidba foglalja az ASC-US (ASC of
undetermined significance) és az ASC-H (ASC, nem zdrhat6 ki a high-grade squamous
intraepithelial lesion) diagndzist is. A kontroll mintak k6z€é 180 vérado periférids vérmintéja

tartozott.

DNS izoldlds

A méhnyakrakos szovetekbdl a DNS-t proteindz K emésztést kovetden fenol-
kloroform-izoamilalkohol 25:24:1 aranyu elegyével vontuk ki. A P3 mintak DNS tartalmat a
méhnyak laphdmsejtjeibol nyertiik ki a Konya és munkatarsai kozleményében (Konya et al.,
2000) leirtak alapjan. A kontroll DNS-t a véradok fehérvérsejtjeibdl izolaltuk azok lizalasat

kovetd fenol-kloroform-izoamilalkohol 25:24:1 ardnyu elegyének felhasznaldséaval.

Humdn papillomavirus (HPV) kimutatdsa és tipizdldsa

A méhnyakrdkos és P3 mintdkb6l standard nested MY/GP-PCR-rel, MY09-
MY 11/GP5+-GP6+ primerek (1. tdblazat) (Ambrosini et al., 1997; Gravitt et al., 2000; Roda
Husman et al., 1995) felhasznaldsaval mutattuk ki a HPV DNS-t. Az els6 PCR korben a 2.
tablazatban lathaté hémérsékleti profillal (2x REDTaq™ ReadyMix ™ PCR Reaction Mix
(Sigma), 20-20 pmol a primerekbdl és 0,1-0,2 pg DNS) (2. tablazat) tortént az amplifikacio.
A masodik korben az elsé kor termékébdl 2-2 pwl mértink a 25 pl végtérfogatd
reakcidkozegbe (2x REDTaq™ ReadyMix™ PCR Reaction Mix (Sigma), 20-20 pmol a
primerekbdl) és a 2. tdbldzatban lathaté hdmérsékleti profillal végeztilk a PCR reakcidt. A
HPV tipusok meghatirozdsa érdekében a PCR termékeket Msel és Rsal (New England
Biolabs) restrikciés enzimekkel emésztettilk, majd az emésztések sordn kapott fragment

mintdzat alapjan azonositottuk a HPV tipusokat.
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2. tablazat Az nested MY/GP-PCR homérsékleti profilja

MY-PCR, 1. kor GP-PCR, 2. kor

95°C 2 perc 1 ciklus 94 °C 2 perc 1 ciklus
96°C 20s 95°C 60s

50°C 35 40 ciklus 48°C  90s } 35 ciklus
52°C 15s 72°C 90s

72°C  90s

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

PCR-RFLP (restriction fragment length polymorphism)

A survivin prométer polimorfizmus vizsgilathoz a promoéter megfeleld szakaszanak
felszaporitasa a kovetkezd homérsékleti profil mellett az 1. tdblazatban feltiintetett survivin
prométer specifikus primerekkel, 40 pl reakciéelegyben (20 ul REDTaq™ ReadyMix"™ PCR
Reaction Mix (Sigma), 20-20 pmol a primerpérbdl és 0,1-0,2 pg DNS) tortént:

95°C 5 perc 1 ciklus
95°C 30s

57°C 90s 35 ciklus
72°C 90s

72°C 5 perc 1 ciklus

A PCR terméket EcoO1091 (New England Biolabs) restrikciés enzimmel emésztettiik, majd a
kapott fragment mintdzatokb6l megéllapitottuk, hogy adott mintdban melyik allél taldlhat6 a
polimorf nukleotid helyén. Kontrollként kiilonbozd sejtvonalbdl (A549, Caski, Hel.a) izolalt
DNS szolgilt.

PCR-SSCP (single strand conformation polymorphism)

A survivin prométer specifikus PCR sordan kapott terméket SSCP analizissel is
megvizsgéltuk. Haelll (Promega) restrikcids enzimmel torténd emésztést kovetéen — amely
sordn az SSCP analizishez sziikséges rovid fragmenteket kaptunk — az emésztett mintdkat

SSCP t61t6 pufferben (95 % formamid, 0,05 % brémfenolkék, 0,05 % xilén-cianol) 5 percig
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95 °C-on denaturaltuk, majd 10 %-os poliakrialamid gélen megfuttattuk (1 x TBE puffer, 350
V, 4 °C, 4-5 ora), végiil a gélen eziistfestéssel tettiik lathatéva az eredményt. Az eziistfestés
elso 1épéseként a gélt 2x 5 percig aztattuk razatva ecetsavas fixdléban (10 % etanol, 0,5 %
ecetsav), majd 5 percig 0,1 %-os AgNOs oldatban, ezt kdvetden 5 percig eléhivoba (1,5 %
NaOH) tettiik, végiil 5 percig 0,1 % formaldehidet tartalmazé eldhivoban razattuk. Az SSCP
modszerrel mar egyetlen nukleotid eltérést is kimutathatunk, igy megfelelé kontrollok mellett

— A549, Caski, HeLa DNS - az dltalunk vizsgélt polimorfizmus meghatarozdsara is alkalmas.

Szekvendlds

A survivin promoéter specifikus PCR-b6l szdrmaz6 terméket Microcon YM-100-as
oszlopon tisztitottuk és BigDye Cycle Sequencing kit (Applied Biosystems, USA)
felhaszndlasaval — a gyart6 lefrdsa szerint — a promoter specifikus primerekkel (1. tablazat)
mindkét irdnyban megszekvendltuk. A nukleotid szekvencidkat az ABI PRISM 3100 Genetic
Analyzer (Applied Biosystem, UK) késziilékkel olvastuk le.

A szekvendlé PCR homérsékleti profilja:

95°C 2 perc 1 ciklus
95°C 30s

57°C 15s 25 ciklus
60 °C 4 perc

Statisztikai modszer

A survivin promdter polimorfizmus vizsgalat sordn a genotipus megoszlasok elemzése
a harom vizsgdalati csoportban chi-négyzet teszttel tortént. A p < 0,05 esetben tekintettiik az

eredményeket statisztikailag szignifikansnak.
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EREDMENYEK

1. A humdn papillomavirus 16 onkoproteinjeinek hatdsa a survivin gén expresszidjdra (1.
kozlemény)

A HPV 16 EG6 gdtolja a survivin promotert

A HPV 16 E6 és E7 onkogénjének hatdsat a survivin génre tranziens transzfekcids
kisérletekben teszteltiik. A kisérletekben hasznélt riporter plazmidok a humdén survivin gén
prométerének kiilonbozo hosszisagu szakaszait tartalmazzak a pLuc vektorba, a luciferaz gén

elé klénozva (4. abra).
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) ) v wn wnwn o 0
Y I | L 11 | | : Ll r’ survivin prométer
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I | pLuc-230c
269 39
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I 7 A | pLuc-2840c
-2879 -39
4. abra

A human survivin prométer riporter plazmidok sematikus abraja

HelLa és MCF-7 sejtekben a kiilonb6z6 survivin riporter plazmidokat egyiitt
transzfektdlva a HPV 16 E6 (pcDNA-16E6), E7 (pcDNA-16E7) onkoproteint k6dold
plazmidokkal, valamint az iires expresszios vektorokkal azt tapasztaltuk, hogy az E7-nek
szemben az E6-tal nem volt szignifikdns hatdsa a survivin prométer aktivitisara. A HeLa és
az MCF-7 mindegyike p53 pozitiv sejtvonal, vagyis képesek vad tipusi p53
tumorszuppresszor fehérje expresszidjara. Mivel a magas kockézati csoportba tartozé6 HPV-k,
igy a 16-os tipus E6 onkoproteinje is képes a p53 fehérje degradicidjéra, ezért kisérletiinket

pS53 negativ Saos-2 sejteken is elvégeztiik. Ebben a kisérletben az E6-nak egyik survivin
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riporter plazmidra sem volt transzaktivilé hatdsa, ami felvetette annak lehetdségét, hogy az
E6 ezen hatdsdban a p53 jelenlétének szerepe lehet. Mindharom sejtvonal esetén a pLuc230c
— pcDNA3.1 kotranszfekciébdl nyert luciferdz aktivitast tekintettiik 1-nek és ehhez

viszonyitottuk a tobbi parositdsbol kapott aktivitdsokat (5. dbra).
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5. abra

A HPYV 16 E6 és E7 fehérjék hatasa a survivin riporter plazmidok transzkripcios aktivitasara
HelL.a, MCF-7 és Saos-2 sejtvonalakban
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Az E6 survivin promoterre kifejtett transzaktivdlo hatdsa p53 fiiggo

Annak érdekében, hogy tisztazzuk a p53 szerepét az E6 survivin prométerre kifejtett
hatdsaban, eloszor megvizsgaltuk a HeLa, MCF-7 és Saos-2 sejtvonalainkban a
mikddoképes, endogén p53 fehérjék jelenlétét. Ehhez a transzfekcié sordn konszenzus p53
kotéhelyet kodold luciferdz riporter plazmidot (pS3CON-Luc), illetve iires kontroll vektort
(pGUP-PA.8) hasznaltunk, majd mértiik a luciferdz aktivitast (6.a dbra). A HelLa és MCF-7
sejtekben a p53 fehérjék funkciondlisan aktivak voltak, mig a Saos-2 sejtvonalban nem
mértiink luciferdz aktivitist, ami a pS3 hidnyét jelzi. A pS3 fehérje hatdsat a survivin prométer
plazmidokra 6nmagéaban is megvizsgaltuk, és 6sszhangban korabbi tanulméanyokkal (Hoffman
et al., 2002; Mirza et al., 2002) azt taldltuk, hogy a pS53 gétolta a survivin promoter
plazmidjainkat (6.b dbra). Mindezek arra utalnak, hogy az E6 p53 degradild képességének

szerepe lehet az onkogén survivinre kifejtett hatdsaban.
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6. abra
a) Funkcionalisan aktiv p53 jelenléte HeLa, MCF-7 és Saos-2 sejtekben
b) A p53 fehérje hatasa a survivin riporter plazmidokra Saos-2 sejtvonalban
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Tovéabb vizsgidlva a kérdéskort, olyan deléciés HPV 16 E6 mutdnsokat teszteltiink,
amelyeknek p53 kotd és in vitro p53 degraddlé képességiiket, valamint transzaktivald
hatdsukat kordbban mar meghatdroztdk (Crook et al., 1991). A Hela sejteken elvégzett
transzfekciéban pLuc-230c plazmidot juttatunk vad tipusi HPV 16 E6-ot (pJ4Q-16E6)
koédolo, valamint a kiillonbdzd deléciés mutdnsokat kdédold plazmidokkal (pJ4Q-16E6A106-
110, -16E6A111-115 és -16E6A128-132) egyiitt a sejtekbe. Azon két mutans (16E6A106-110,
16E6A111-115), amely elvesztette pS5S3 degraddlé képességét, de az adenovirus (Ad) E2
prométer transzaktivald képességében nem sériilt, nem vagy alig befolydsolta a survivin
promoéterét. Az 16E6A128-132 mutdns azonban — amelynek p53 degradalé képessége a vad
tipuséhoz kozelit, de az AdE2 transzaktival6 hatdsa nagyon alacsony — megtartotta a survivin
promoéter transzaktivdlé hatdasat (7. dbra). Ezek az eredmények tovabb erdsitik azon
feltételezésiinket, mely szerint az E6 p53 koté képessége fontos lehet az E6 survivin

promoéterére kifejtett transzaktivald hatasaban.
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7. abra

A mutans HPV 16 E6 fehérjék hatasa a p230c survivin riporter plazmidra HeLa sejtekben
A pLuc230c riporter plazmiddal €s iires vektorral transzfektalt sejtek luciferaz aktivitasat tekintettiik
1-nek, a tobbi transzfekcidban mért aktivitast ehhez viszonyitottuk.

A tablazatban feltiintetett adatok Crook és munkatarsaitol (1991) szarmaznak.

A HPV 16 onkogének gatoljdk az endogén survivin transzkripciojdt

Mivel a transzformalt sejtvonalakban, a HeLa-ban, C-33A-ban vagy az AS549
sejtekben magas survivin mRNS szintet taldltunk, ezért olyan sejteket kerestiink az E6

endogén survivinre kifejtett hatdsdnak vizsgdlatdhoz, amelyekben vérhatéan alacsony a
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bazdlis survivin  mRNS szint. A HEF sejteket vélasztottuk, amelyeket stabilan
transzfektaltunk kontroll (LXSN), HPV 16 E6, E7 vagy E6E7 onkogéneket hordozé
retrovirus vektorokkal. G418 szelekciot kovetden a transzfektalt sejteknek kinyertiik az RNS
tartalmat. Northern blot hibridizaciét és szemikvantitativ RT-PCR-t végeztiink (8. dbra). A
kontroll (HEF-LXSN) sejtvonalban mindkét mddszerrel alacsony mRNS szintet kaptunk, mig
az E6, E7 és EO6E7 onkogént tartalmazé HEF sejtekben (HEF-16E6, -16E7, -16E6E7) az
endogén survivin mRNS szint jelentdsen megemelkedett. Erdekes médon legnagyobb
mértékben az E7 novelte meg a survivin mRNS szintet, holott kordbbi kisérleteinkben az E7

kozvetlen hatdsat a survivin promoterére nem tapasztaltuk.
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8. abra

Az HPV 16 E6/E7 hatasanak kimutatasa az endogén survivin transzkripciojara HEF sejtekben
a) Northern blot, b) és semikvantitativ RT-PCR-rel

A HPV onkogének survivinre gyakorolt hatdsa fiiggetlen a sejtciklustol

A survivin expressziéja sejtciklus altal er6sen szabdlyozott folyamat, ezért
feltételeztiik, hogy az E6 és az E7 a sejtciklus befolydsoldsan keresztiil fejtik ki hatdsukat.
Azonban FACS analizissel megvizsgdlva a kontroll (HEF-LXSN) és az E6E7 expresszald
(HEF-16E6E7) sejtek megoszldsiat a sejtciklus kiillonb6z6 fazisaiban, nem tapasztaltunk
szignifikans eltérést.

Ezt kovetden megnéztiik, hogy a sejtciklus adott szakaszaiban hogyan alakul a HPV
16 E6 hatédsa a survivin prométerére. HelLa sejtekbe juttattuk a pLuc-230c survivin riporter
plazmidot a kontroll (pcDNA3.1) vagy a HPV 16 E6 (pcDNA-16E6) expresszids vektorral

egyiitt, majd a transzfektalt sejteket aphidicolinos, thymidines vagy nocodazole-os kezeléssel
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leéllitottuk a sejtciklus G1, S és G2/M fazisdban (9.b dbra). A sejtszinkronizédldst kdvetden a
survivin prométer aktivitdst luciferdz teszttel mértiikk, és megdllapitottuk, hogy az E6 a
sejtciklus valamennyi szakaszdban képes volt transzaktivdlni a survivin promoéterét, ami arra
utal, hogy az E6 transzaktival6 hatdsa a survivin promoterre fiiggetleniil alakul a sejtciklustol.
Ezen transzfekcids kisérletekben is a pLuc230c- és az iires pcDNA3.1 vektorral egyiitt
transzfektalt sejtek luciferdz aktivitdsat tekintettiik 1-nek, és ehhez viszonyitottuk a tobbi

traszfekcioban kapott aktivitast (9.a abra).
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9. abra

A HPV 16 E6 survivin prométerre gyakorolt hatasanak sejtciklus fiiggése HeLa sejtekben
a) A HPV 16 E6 hatdsa a survivin prométerre sejtciklustol fliggetleniil alakult HeLa sejtekben
b) FACS analizis: HeLa sejtek ardnya G1 (aphidicolin), S (thymidine) és G2/M (nocodazole) fazisban.
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Annak érdekében, hogy megtudjuk, hogy az E6/E7 onkogének hatdsit az endogén
survivin transzkripciéra befolyasolja-e a sejtciklus, G1 és G2/M fazisban leéllitottuk a HEF-
LXSN és HEF-16E6E7 sejteket, kivontuk RNS tartalmukat és szemikvantitativ RT-PCR-rel
megvizsgéltuk a survivin mRNS szintet (10. dbra). A HEF sejteket nem tudtuk megbizhatéan
szinkronizalni az S fazisban. Az eredmények arra utaltak, hogy a HPV 16 E6 és E7 mindkét
sejtfazisban fokozta az endogén survivin transzkripciéjanak mértékét, mely alapjan
feltételezhetd, hogy az E6 és E7 hatdsa az endogén survivin transzkripcidjara szintén
fiiggetlen a sejtciklustol.
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10. abra
A HPV 16 E6 survivin prométerre gyakorolt hatasanak sejtciklus fiiggése HEF sejtekben
a) A HPV 16 E6/E7 endogén survivin génre gyakorolt hatdsa HEF sejtekben fiiggetlen a sejtciklustol
b) FACS analizis: HEF-LXSN (kontroll) és HEF-16E6E7 sejtek ardnya G1 (aphidicolon kezelés) és
G2/M (nocodazole kezelés) fazisban



I1. Survivin prométer polimorfizmus és a méhnyak karcinogenezise (11. kozlemény)

Survivin promoter CDE/CHR szakaszdt érintd polimorfizmus megoszldsa a vizsgdlati
csoportokban

A survivin prométer specifikus PCR-t kévetd RFLP analizissel meg tudtuk hatdrozni,
hogy mintdink melyik nukleotid varidnst (G vagy C) tartalmazzdk a polimorf —31 nukleotid
helyen. A 341 bp hosszisdgi PCR terméket EcoO109I restrikcids enzimmel emésztettiik. Az
enzim hasitasi helye az altalunk vizsgélt polimorfizmus helyére esik. Abban az esetben, ha az
enzim hasitott és az emésztés egy 236 bp és egy 105 bp hosszisigi DNS szakaszt
eredményezett, a mintink GG homozigdéta volt, ha nem tortént hasitds, akkor CC homozigoéta,
mig ha a két rovidebb fragment mellett jelen volt az emésztetlen PCR termék is, a mintank
GC heterozigota volt a kérdéses polimorf helyen.

RFLP mellett mintdinkat SSCP analizissel is megvizsgaltuk, és az eziistfestést
kovetéen a kontrollként hasznalt sejtvonalak SSCP mintdzata alapjan meghatiroztuk a
polimorfizmust. Az SSCP analizis eredménye teljesen egybevigott az RFLP mddszerrel
kapottakkal (11. abra).

A harom genotipus varidns egy-egy reprezentativ képviseljét megszekvenaltuk, a

szekvencidk szintén aldtdmasztottdk az RFLP és SSCP eredményeit.
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11. abra

A survivin prométer genotipus vizsgalata RFLP (a) és SSCP (b) analizissel
A 2., 3., 5. minta G allélra nézve homozigéta, az 1., 4. és 7. minta CC homozigéta, a 6-os minta GC
heterozigéta

M¢éhnyakrdkos és P3-as mintdinkban nested PCR-t koveté RFLP analizissel mutattuk
ki a HPV jelenlétét és azonositottuk annak tipusit. A 3. tdbldzatban az el6bb emlitett két

populécidban eléfordulé HPV tipusokat tiintettiik fel.
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3. tablazat HPV tipusok P3 és méhnyakrakos betegekben

P3 (n=122) méhnyakrdk (n = 81)
HPV 16 45 53
HPV 18 7 12
egyéb HPV 42° 8P
Tobbszoros fertézés 3¢ -
HPV negativ esetek 25 8

*HPV 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 tipizdlhaté HPV minta

"HPV 11, HPV 31, HPV 33, HPV 43, HPV 44, HPV 54, HPV 59: 1-1 eset; és egy nem tipizdlhatd
HPV eset

‘HPV 16/31, HPV 16/33 és HPV 6/45

A 4. tdblazat a survivin promoéter —31 genotipus megoszldsat tiinteti fel a kontroll

populaciéban, a méhnyakrakos és a P3 csoportban.

4. tablazat A survivin prométer -31 polimorfizmus megoszlasa a beteg és kontroll populaciokban

kontroll P3 méhnyakrak

(n = 180) (n=122) (n=281)

Genotipus

GG 71 (0,39)* 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)

Allélgyakorisag G: 0,63 G: 0,68 G: 0,64

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

p=0,5" p=037"

p=0,4°

“genotipus gyakorisdgok
Chi-négyzet teszt a beteg és kontroll csoportok kozti genotipus megoszlasbeli eltérésekre
‘Chi-négyzet teszt a vizsgélati csoportok kozti genotipus megoszlasbeli eltérésekre

A vizsgdlati populdciok genotipus gyakorisdgdnak eloszldsdban nem taldltunk
statisztikailag szignifikans eltérést (p = 0,4). A kontroll csoport adatait 9sszevetve a tumoros
esetekkel (p = 0,37) valamint a P3 populéciéval (p = 0,5) szintén nem tudtunk statisztikailag
szignifikdns kiilonbséget kimutatni. Ugyancsak nem taldltunk statisztikailag jelentds eltérést a
survivin prométer genotipus eloszldsokban a kontroll csoport és a HPV pozitiv (P3 és
méhnyakréakos) esetek (p = 0,7) illetve a tumoros és tumormentes (kontroll és P3) esetek (p =

0,27) kzott.
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A cervix carcinomdban leggyakrabban el6fordulé HPV tipus a HPV 16, ezért az
adataink elemzése sordn Osszevetettiik a HPV 16 pozitiv P3 és méhnyakrdkos populidciok
adatait a kontroll csoportéval. Ebben az esetben sem taldltunk szignifikdns kiilonbséget a HPV
16 pozitiv esetek €s a kontroll mintdk genotipus eloszlasdban (p = 0,74).

A vizsgalati csoportjainkban kiszamolt allélgyakorisagok kozott, nem volt
statisztikailag értékelhetd kiilonbség (p = 0,99), az allélgyakorisag alapjan kalkulalt genotipus

eloszlas megfelelt a Hardy-Weinberg egyensilynak.
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MEGBESZELES

I. A humdn papillomavirus 16 onkoproteinjeinek hatdsa a survivin gén expresszidjdra (1.
kozlemény)

A survivin és a HPV 16 onkoproteinjei kozti kdlesonhatds tanulmanyozdsa sordn arra
a kovetkeztetésre jutottunk, hogy az dltalunk hasznalt human tumoros sejtvonalakban a HPV
16 E6 fehérjéje transzaktivdlta a human survivin prométert. Ezen hatdsa az E6-nak
Osszefiiggésben volt a p53 celluldris tumorszuppresszor fehérje jelenlétével. A magas
kockazati csoportba tartoz6 HPV E6-r6l koztudott, hogy képes a p53 ubiquitin-fiiggd
degradacidjat indukdlni, mely folyamatnak 1ényeges szerepe van a gazdasejtek
transzformalasaban (Munger and Howley, 2002). A p53 negativ Saos-2 sejtekben a HPV 16
E6 nem fejtett ki transzaktivdlé hatdst a survivin prométerére, a HelLa és MCF-7
sejtvonalakban viszont, amelyekben funkciondlisan aktiv a p53 fehérje, az E6 képes volt a
survivin promoterét transzaktivalni. Transzfekcids kisérleteinkbdl az is kideriilt, hogy a p53
expresszidja a survivin prométer plazmidokra — amelyeket az E6 transzaktivalt — gatldlag
hatott. A p53 survivin represszadlé hatdsat kordbban mdsok is kimutattdk (Hoffman et al.,
2002; Lohr et al., 2003; Mirza et al., 2002), bar a hatds mechanizmusa még nem teljesen
tisztazott.

A survivin prométeren beliil egy feltételezett pS3 kotd hely taldlhatd, amely Hoffmann
és munkatéarsainak 2002-es tanulmanydban (Hoffman et al., 2002) leirtak szerint képes a p53-t
megkdtni. Ez a kotddés elengedhetetlen a prométer represszidjdhoz. Mdasok ugy vélik, hogy
ez a represszid nem a kozvetlen interakcié révén valésul meg, hanem vagy a kromatin
struktira moédositdsan (Mirza et al.,, 2002), vagy a p2l/wafl/cipl gén expresszidjanak
indukéldsan keresztiil (Lohr et al., 2003). Ezek alapjan feltételezhetd, hogy az E6-nak a
humén survivin promoéterre kifejtett transzaktivdlé hatdsa a p53 fehérje degradécidjan
keresztiil valosul meg. A mutins E6 plazmidokkal végzett vizsgélataink szintén ezt a
feltevésiinket tamasztjadk ald, ugyanis azokndl a deléciés mutdnsoknal (16E6A106-110,
16E6A111-115), amelyek elveszitették p53 kot és degradilé képességiiket, nem vagy csak
nagyon alacsony survivin porméter transzaktivalo hatdst tapasztaltunk, mig azon mutdns
(16E6A128-132) esetében, amely képes a p53 kotésére és degradaldsara, a survivin
prométerére kifejtett transzaktivald hatds megmaradt, annak ellenére, hogy az adenovirus E2

promoéterének (AdE2) transzaktivaldsara képtelen (Crook et al., 1991).
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A HPV 16 E6 és E7 onkogének endogén survivin transzkripcidra kifejtett hatdsdnak
tanulmanyozéasit HEF sejtvonalakon végeztiikk. Kontroll HEF (HEF-LXSN) sejtekben a
survivin mRNS szint alacsony, mig a retrovirus vektorok segitségével bejuttatott HPV 16 E6-
ot és E7-et expresszal6 sejtekben (HEF-16E6, -16E7, -16E6E7) az onkoproteinek indukaltak
az endogén survivin transzkripciéjat. Az E6 esetében ez Osszhangban volt a tranziens
transzfekcids kisérleteinkkel, amelyek sordn az E6 transzkripciésan aktivdlta a survivin
pormétert. Az E7 a kordbbi transzfekcids vizsgdlatokban ugyan nem transzaktivalta a survivin
prométert, de az endogén survivin mRNS szint emelkedését képes volt indukdlni HEF
sejtekben. Nees és munkatarsai (Nees et al., 2000) is hasonlé eredményre jutottak cDNS
microarray kisérleteikben, miszerint human keratinocitdkban a HPV 16 E6 és E7 képes a
survivin expresszidjanak fokozdsara.

Mivel a survivin expresszidja a sejtciklus altal erdsen szabdlyozott folyamat, a HPV
onkoproteinjeirdl pedig ismert tény, hogy képesek a sejtciklust médositani, ezért kivancsiak
voltunk arra, hogy a HPV onkogének hatdsa a survivin expresszidjira fiigg-e a sejtciklustol.
HelLa sejteken elvégzett transzfekcids kisérletekben, sejtciklus szinkronizdldst kovetden az E6
survivin promotert transzaktivald hatdsa sejtciklustdl fiiggetleniil alakult (9. dbra). HEF
sejtekben az endogén survivin mRNS szint valtozdsa a HPV 16 E6/E7 jelenlétében szintén
fiiggetlen volt a sejtciklustdl (10. dbra). Ezen eredmények alapjan feltételezziik, hogy a HPV
16 E6 onkoproteinje nem a sejtciklus médositasan keresztiil aktivalja a survivin prométert.

A HIV 1 (humédn immunodeficiencia virus 1) Vpr fehérjéje a survivin promoéterének
transzaktivalasat oly médon éri el, hogy a sejtciklus ledllasat indukalja G2/M fazisban. Mas
celluldris és virdlis onkoproteinrdl is kideriilt, hogy fokozzak a survivin transzkripcidjat. Ezek
koziil az Ad2 E1B-55K fehérje a survivin promotert felszabaditja a p5S3-mediélt transzkripcios
gatlas aldl, igy fejtve ki hatasat (Punga and Akusjarvi, 2003). Megfigyeléseink alapjan
feltételezziik, hogy az HPV 16 E6 hatdsa is ennek megfelelden érvényesiilhet, hiszen a magas
kockazati csoportban tartoz6 HPV-k E6 fehérjéi szamos tulajdonsdgukban mutatnak
hasonldsagot az adenovirus Ad E1B fehérjéivel, igy a p53 kot képességben, kiillonbozo
promoterek transzaktivdldsdban €s represszdldsdban és a programozott sejthaldl (apoptdzis)
gatlasaban (Cuconati and White, 2002; Finzer et al., 2002; Rapp and Chen, 1998). Ugy tinik,
hogy ezek a konzervativ funkcidk fontos szerepet kapnak ezen onkoproteinek onkogén
aktivitdsdban.

A magas kockdazati csoportba tartoz6 HPV-k onkoproteinjei képesek az apoptdzis
folyamatét befolyasolni. A HPV 16 E6 természetes gazdasejtjében (primer keratinocitdban)

gatolja a differencidlodds vagy Fas ligand indukalta apoptézist (Aguilar-Lemarroy et al.,
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2002; Alfandari et al., 1999). Bar az E6 pontos anti-apoptotikus hatdsdnak hattere még nem
ismert, a pro-apoptotikus fehérjék (p53, Bax és Bak) kotése és gitldsa szerepet jatszhat ebben
(Finzer et al., 2002). Mivel a p53 képes a survivin expresszidjdnak gitldsara, és a survivin egy
anti-apoptotikus fehérje, feltételezik, hogy a p53 részben a survivin transzkripcidjdnak gatlasa
utjan indukélja az apoptdzist (Hoffman et al., 2002; Mirza et al., 2002), amelyek alapjan
elképzelhetdnek tartjuk, hogy a HPV 16 E6 survivinre kifejtett transzaktivdlé hatdsa a p53

degradacidjan keresztiil szerepet jatszhat ezen onkoprotein anti-apoptotikus funkcidjaban.

I1. Survivin prométer polimorfizmus és a méhnyak karcinogenezise (11. kozlemény)

Az él6 szervezetben a sejtosztodds é€s az apoptozis kozti egészséges egyensily
fenntartasa és szabdlyozasa rendkiviil fontos a normalis fejlédés szempontjabdl. A szabalyozd
fehérjék nem megfeleld id6ben és helyen torténd kifejezodése a sejtek koros mitkodéséhez és
kontrolldlatlan osztéddsdhoz vezethet. A kiilonb6z6 daganatokban a survivin fokozott
atirédasa arra utal, hogy az apoptdzisban résztvevd géneknek jelentds szerepiik lehet a
tumorok kialakuldsdban és progresszidjaban (Altieri, 2001).

Szamos tanulmédnyban kozolték, hogy a survivin kifejez6dése fontos lehet a
méhnyakrdk kialakuldsdban. Ezt a fokozott expresszidt nemcsak az invaziv rdkban, hanem a
rdkmegeldz0 allapotokban is tapasztaltdk (Branca et al., 2005; Frost et al., 2002; Kim et al.,
2002; Rapp and Chen, 1998; Yoshida et al., 2003).

A HPV-nek régéta nagy jelentdséget tulajdonitanak a cervix carcinéma
kifejlédésében. A virus onkoproteinjei (E6 és E7) beavatkozva a normadl sejtciklusba és a
tumorképzO6dés irdnydba hatnak. A survivin és a magas kockdzati HPV fert6zés kozti
esetleges kapcsolatrél méhnyakrak esetén is vannak megfigyelések (Branca et al., 2005). Erre
utal az a tanulmany (Nees et al., 2000) is, amelyben kimutattdk, hogy a HPV E6 és E7 képes a
survivin atir6ddsdnak normal menetét befolydsolni; els6 kozleményiinkben mi is tgy talaltuk,
hogy a HPV 16 E6 transzaktivalja a survivin prométer aktivitasat.

Hogy mi lehet a pontos mechanizmusa a daganatokban a survivin szabdlytalan
atirédasanak még nem teljesen vildgos. Szdmos elképzelés sziiletett azonban, ilyen a
neuroblasztomédban a 17q25 kromoszéma helyen a survivin 16kusz felszaporoddsa (Islam et
al., 2000), a survivin exonl demetildldsa petefészekrakban (Hattori et al., 2001), a p53
transzkripcids represszor hatdsanak (Hoffman et al., 2002; Mirza et al., 2002) valamint a

Wnt/TCF szigndl dtvonalnak a médositdsa (Zhang et al., 2001). A survivin promdter normél
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sejtekben nem aktiv, mig a tumor sejtekben intenziven miikodik (Altieri et al., 1999). A
promoéter szamos, a G2/M fazisban expresszalodd gének esetén jellemzd sejtciklus fiiggd
elemet (CDE, cell cycle dependent element) és sejtciklus homoldg régiot (CHR, cell cycle
homology region) tartalmaz. Ezen elemek felel6sek azért, hogy a survivin gén atir6dasa
sejtciklus fiiggd moédon alakuljon. Xu és munkatarsai (Xu et al., 2004) nemrégiben egy
polimorfizmust (G/C) azonositottak a survivin promoéterben az ATG start kodonhoz
viszonyitott —31 nukleotid pozicidban. Rakos sejtvonalakban vizsgédlva azt talaltik, hogy a
polimorfizmusb6él adddé survivin prométer varidnsok kiilonboznek transzkripcids
aktivitasukat tekintve. Mivel ez a polimorfizmus a CDE/CHR represszor kotd helyen
taldlhatd, ezért a kapcsolédé elemek kotését befolydsolva hatdssal lehet a survivin gén
sejtciklus filiggd transzkripcidjara, ezdltal szerepe lehet a tumorokban a survivin expresszid
szabalyozasanak felboruldsaban.

Epidemioldgiai Osszefiiggésében eddig még nem vizsgaltdk a survivin promoter
polimorfizmus jelentdségét méhnyakrdkban. Annak érdekében, hogy megismerjiik a survivin
polimorfizmus és a HPV asszociélt cervix carcinoma kialakuldsa kozti kapcsolatot, a survivin
prométer varidnsok genotipus megoszlasit és az allél frekvencia alakuldsat méhnyakrdkos és
Papanicolaou osztilyozas szerinti P3 diagnézisu betegekben, valamint kontroll populdciéban
tanulmdanyoztuk.

Vizsgalati csoportjainkban nem talaltunk statisztikailag szignifikans eltérést a survivin
porméter varidnsok genotipus megoszldsiban. Ez a megfigyelés azt feltételezi, hogy az
altalunk vizsgélt populdcidkban a survivin prométer polimorfizmus nem jelent kockazati
tényezOt a cervix carcinoma kialakuldsa szempontjabol. Tovédbbi tanulmédnyokra lenne
sziikség annak vizsgalatara, hogy mas foldrajzi teriileteken a survivin prométer polimorfizmus

szerepet jatszik-e a cervikdlis karcinogenezisben.
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OSSZEFOGLALAS

1.

A HPV 16 E6 fehérje transzkripcidsan aktivélta a survivin gén porméterét. Ez a hatds a
pS3 tumorszuppresszor fehérje jelenlétével Osszefiiggésben van, mivel p53 negativ
sejtvonalban nem érvényesiilt. A p53 kotésére és degradicidjara képes HPV 16 E6
mutansokat koédolé plazmidokkal folytatott transzkripcids kisérletekben a survivin
prométerének fokozott transzaktivaldsat tapasztaltunk, mig a p53 kotd és degradild
képességében sériilt HPV 16 E6 mutidns esetén nem vagy alig volt véltozds a survivin

promoter aktivitdsdban.

A HPV 16 E7 onkoproteinnek, ellentétben az E6 fehérjével nem volt direkt hatdsa a

survivin promoterre.

A HPV 16 mindkét onkogénje fokozott endogén survivin mRNS szintet eredményezett
humdan embriondlis fibroblasztokban. Ez a hatdsa az E6/E7 onkogéneknek a sejtciklus
valamennyi fazisaban érvényesiilt, ugyanigy, ahogy az E6 transzaktvidciés hatdsa a
survivin gén promoterére, amely a sejtciklusnak szintén mindegyik szakaszdban
kimutathaté volt. Az E6 és az E7 endogén survivin mRNS szintre kifejtett hatasa,
valamint az E6 survivin promoéterre gyakorolt transzaktivdlé hatdsa sejtciklustol

fiiggetleniil alakult.

Survivin prométer CDE/CHR régidjat (ATG kodonhoz viszonyitva —31 nukleotid
pozicidt) érinté G/C varidnsok genotipus megoszldsa az altalunk vizsgdlt méhnyakréikos,
Papanicolaou osztdlyozas szerinti P3 diagnézisd, és kontroll populdciéban nem tér el
statisztikailag szignifikdns mértékben. Megvizsgalva az érintett polimorfizmust a HPV
fertozottséggel kapcsolatban, szintén nem taldltunk Osszefiiggést. A vizsgilati
csoportjainkban végzett elemzés alapjan a survivin prométer fent emlitett polimorfizmusa

nem szerepel kockazati tényezoként a méhnyakrak kialakuldsa szempontjabol.
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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 pS3-dependent.

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

. 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.

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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