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BEVEZETES

A genitalis traktus human papillomavirus (HPV) &eédse az egyik leggyakoribb
szexualis uton terjédbetegség, és az utobbi évtizedek kutatasai egyygta igazoltak, hogy
a magas onkogén kockazatu HPV tipusok altal okogetrisztens febzés tekinthét a
legfontosabb etiolégiai faktornak a méhnyakrak éslkanegedzé allapotok kialakulasaban.
Az anogenitalis regié HPV fdizései soran tumoros progresszié ritkan kovetkegjkugyanis
az esetek doattobbségében - még tartésan fennalld6 HP\VGEE$ esetében is - a kialakulo
hamlézidk spontan visszaf@jinek vagy progressziéjuk megall. A HPV tentsek magas
prevalencigja miatt azonban a HPV éedshez kothéttumorok a leggyakoribb malignus
folyamatok kozé tartoznak, igy eervix carcinomavilagviszonylatban a ¢k masodik

leggyakoribb tumoros betegsége, amélyhintegy 450000 Uj esetet diagnosztizalnak évente.

A meéhnyakrak kialakulasaban és progresszidjabdrua jelenlétén kivil szamos mas
tényed is szerepet jatszhat. A férbtt egyén szexualis szokasai, genetikai hattere és
immunoldgiai jellemai elésegithetik a virusfefzés perzisztalaséat, valamint a gazdasejtben
lejatsz6do epigenetikai és jelatviteli regulacidslydmatok a HPV onkoproteinekkel

kolcsbnhatva elindithatjak vagy felgyorsithatjakianoros folyamatot.

Munkacsoportunk egy korabbi tanulmanydban a ggalas folyamatok és a
korokozok elleni immunvélasz szabalyozdsaban kdzpemerepet jatszo citokin, az
interleukin-10 (IL-10) promoter polimorfizmusanalofiktor szerepét vizsgélta a magas
onkogén kockazatu HPV férések iranti fogékonysag illetve aervicalis intraepitelialis
neoplasi& kialakulasanak kockazata kapcsan. Ismert ugyaogy fiziologias korilmények
ko6zott a méhnyak transzformacios zénajaban, amelgracalis neoplasié kialakulasanak
leggyakoribb helye, emelkedett IL-10 szint figydtheneg, amely tovabb fokozodik a HPV
indukalta hamelvaltozasokban. Feltételezések dzarinlL-10 lokalisan képes csdkkenteni a
sejtes immunvalasz hatékonysagat, igysefitheti a kérokozok tulélését és a perzisztens
virusfertzés kialakulasat. Ezt tamasztja ala, hogy a HP\ikallacervix carcinomban az
IL-10 fokozott expresszidja korreldl az onkologiprogresszidval. Az utdbbi években
megjelent kézlemények arra utalnak, hogy sem a huke@atinocitak és epitelidlis sejtek,
sem a bdllik szarmazo6 immortalizalédott sejtvonalak nem ls@BelL-10 termelésére, igy a
méhnyakrdkos szovetekben megfigyelt magas IL-10remsgié valdsziileg a tumoros

szOvetbe infiltralodd leukocitakbdl szarmazik. Istmehogy az IL-10 gén aktivitasat



befolyasold transzkripcidés faktorok konstitutivaglen vannak a keratinocitakban illetve
epitelidlis ereddi sejtekben is, ezért munkank sorafisebr arra kerestik a valaszt, hogy
ezekben a sejtekben az IL-10 expresszié konzervaiinmya epigenetikai inaktivacios
mechanizmusok altal valdésul-e meg. Vizsgaltuk twéabzt is, hogy az epitelidlis sejtekben

befolyasolja-e a magas onkogén kockazati HPV ggalamléte ezeket a folyamatokat.

A méhnyakrédk és a méhnyak rakmeégélallapotaink kialakulaséat&egit cellularis
tényedk lehetnek azok a jelatviteli molekulak, amelyek sejtek tulélésében,
proliferaciojaban é€s migraciojaban résztvdulyamatokat szabalyozzak. Jol ismert, hogy a
papillomavirusok E6 és E7 onkoproteinjei nem triripzios faktorként hatva és a
sejtciklusban résztvéviehérjék génexpressziojat befolyasolva késztetit@asra — ezaltal a
viralis genom replikalasara - a gazdasejtet, hamamgukkal a sejtciklust, sejtproliferaciot és
adhéziot befolyasold cellularis fehérjékkel képedaklcsonhatni, igy azok aktivitasat
kozvetlendl befolyasolni. A malignus folyamat kialdasdhoz hozzajarulhat vagy
felgyorsithatja, ha a HPV férés hatasara ezeknek a regulator fehérjéknekilkibaése
abnormalissa valik. A viralis onkoproteinek altatftlyasolt jelatadd fehérjeknek az
azonositasa azért jelést mert egyre tobb ilyen protein aktivitasa befeblaato

farmakoldgiai Gton, igy a tumoros folyamatok méediktiek vagy megéllithatoak.

Szolid tumorokban megfigyelték a nem receptor pnotgozin kindzok csaladjaba
tartoz6 Src kindzok emelkedett expresszidjat éwitddat, amely korrelacioban allt a tumor
elérehaladott allapotaval és attétképmjlamaval. Néhany kézelmultban publikalt kozlemeén
emelkedett Src kindz aktivitast irt le méhnyakréédeti szovetmintakban is. Megfigyelték
tovadbba, hogy meéhnyakrak ereiflesejtvonalak kezelése az Src kindzok kismolekulaju
gatlészereivel csokkentette a sejtek motilitasaneazivitasat. Nem ismert azonban az, hogy
cervix carcinomaeredeit szévetmintakban és sejtvonalakban az Src kindzmpdlomavirus
onkoproteinek hataséara aktivalodnak-e. Kisérletsmilén ezért arra kerestik a valaszt, hogy
a magas onkogeén kockazata HPV-k E6 és &Vifdlis onkoproteinjei hatdssal vannak-e az

epitelidlis sejtekben expresszal6do Src kindzolighksara.



CELKIT UZESEK

Munkam soran a méhnyakrak kialakulasahoz szikspgessztens HPV fafzést
eléseqgit kofaktorok kézul az immunmodulator IL-10 termelésk mechanizmusat kivantam
tanulményozni. Célom volt tovabba az Src csaladib®z6 citoplazmatikus protein tirozin
kinazok aktivaciojanak vizsgalata, amely hozzéj@tla HPV ferzott sejtek malignus

fenotipusanak kialakitasahoz.

Az epigenetikai regulacios folyamatok szerepének malmanyozasa az IL-10 expresszio
gatlasaban keratinocitakban és epitelialis sejteklre
e Az IL-10 promoter metilacios mintazatanak és azl@{romoterhez asszocialodo
hisztonok acetilaciés Aallapotanak vizsgalata IL-I8rmelésére nem képes
keratinocitdkban és epitelidlis erefletsejtvonalakban, illetve IL-10 terndel
fehérvérsejtekben.
 Magas kockazati HPV genomi szekvencidk hatasanallmanyozasa az IL-10
promoter CpG metilacié mintazatara illetve a hiezagetilaciora méhnyakrak eretiet
epitelidlis sejtvonalakban.
e Az IL-10 promoter CpG metilacié és az expresszidsividds Osszefliggésének

igazolasan vitro modell rendszerben.

A magas kockazati HPV onkoproteinek hatasdnak vizsgata a keratinocitakban
expresszalodo citoplazmatikus Src kinazok expressgéara és aktivitasara:
« HPV 16 E6 és E7 onkoproteinek hatasanak vizsgalatabiquiter Src kinazok (Src,
Yes, Fyn) mMRNS és fehérje expresszidjara keratiakioan.
« HPV 16 E6 és E7 onkoproteinek jelenlétében az 8rézkk aktivitasanak (tirozin
foszforilalt &llapotanak) vizsgalata keratinocitakb

* A keratinocita differenciacio hatasa az Src kinagrgresszidjara és aktivitasara.



ANYAGOK ES MODSZEREK

MRNS expresszio vizsgalata

Az RNS-t trizol (Tri-Reagent, Sigma-Aldrich) alkahzasaval izolaltuk a sejtedb

Az IL-10 mRNS expresszié kvalitativ vizsgalatatgeetik egészséges donorok
periférias vénajabol vett véré@billetve koldokzsindrbol nyert védb izolalt periférias
mononuklearis sejtekben (PBMQjervix carcinomaeredei sejtvonalakban (HelLa, SiHa,
CaSki, HT-3 és C-33A), an vitro transzformalt, szévettanilag egészségabdd szarmazo
keratinocita HaCaT sejtvonalban és primer humaatkercitdkban.

A kontroll LXSN retrovirus vektorral illetve a HP¥6 E6 vagy E7 illetve mindkét
viralis onkogénnel transzdukalt human keratinoditakaz Src, Yes és Fyn kinazok mRNS
expressziojanak mennyiségi vizsgalatat TagMan vialéd PCR-rel végeztik az ABI Prism

7500 Sequence Detection System (Life Technologiks)mazéasaval.

IL-10 promoter CpG metilacio vizsgalata

A PBMC sejtekil, cervix carcinomaeredei sejtvonalakbol (HelLa, SiHa, CaSki, HT-
3 és C-33A), a keratinocita HaCaT sejtvonalbdl émgr human keratinocitakbol fenol-
kloroformos extrakcidéval izolaltuk a genomi DNS-# cerix carcinoma eredef
szovetmintakbdl és az exfolialt cervikalis epitididsejtekidl izolalt archivalt DNS mintédk
munkacsoportunk korabbi vizsgalataibél szarmaztak.

Natrium-biszulfitos kezelést kovietn a modifikalt DNS szekvenalasahoz a

Frommer és mtsai. altal kifejlesztett eljarast baztuk, amelyet Myohéanen és mtsai.
adaptélt automata szekvenatorhoz. A natrium-bigtallfmédositott DNS-61 a proximalis
IL-10 promoter atfed szakaszait amplifikaltuk nested PCR alkalmazasa®alnested
reakciohoz hasznalt antiszenz primer biotinnal jaltilve az 5 végén, a szenz primerek 5’
végéhez pedig az M13 univerzalis primer 15 nuktbii all6 szakasza volt kapcsolva. A
belsy (,nested”) PCR reakcié termékeit streptavidinnedddtt magneses gyongyok
segitseégeével tisztitottuk., majd az amplimerekefeXyress Autoread Sequencing kit
(Amersham Pharmacia Biotech) segitségével szekudnalgyartd altal megadott protokoll
szerint. A szekvenalasnél alkalmazott primerek d8Mniverzalis oligonukleotiddal voltak
komplementerek.



Az IL-10 promoterhez tarsuld hisztonok acetilacidésallapotanak vizsgalata kromatin
immunprecipitacioval

A kromatin immunprecipitaciét a Kuo és Allis (199%jal kidolgozott eljaras alapjan
veégeztuk, kisebb modositasokkal.

PBMC, HaCat, HelLa és pHKC sejtekben formaldehidezelkéssel stabilizaltuk a
DNS-fehérje keresztkotéseket, majd a sejtlizatunmsdonikalasaval fragmentaltuk a
kromatint. A kromatin mintakat anti-acetil-hisztoH3, illetve anti-acetil-hiszton H4
antitestekkel inkubaltuk, és ezt kéteh a DNS-protein-ellenanyag komplexeket Protein G
agar6z gyongyok alkalmazasaval kotottik ki. A fistt DNS fragmentumokbdl az IL-10
promoterspecifikus DNS szakaszok meghatarozasat RSYBeen valds idéj PCR-rel
veégeztik. A PCR primereket agy terveztik meg, hagylL-10 promoter olyan 150-250
bazisparnyi szakaszait amplifikaljak, amelyek idmeanszkripcios faktor kdhelyeket

tartalmaznak.

Metilacids kazetta assay

A proximalis IL-10 promoter 1089 bp és 618 bp hassgu szakaszait pGL2 reporter
plazmidba (pGL2-Basic Luciferase Reporter Vectogniega) ligaltuk. A ligalasi elegyekkel
XL-1 E. coli kompetens baktériumokat transzformaltunk, majkerssen transzformalt, IL-
10 promotert tartalmazo plazmid-konstruktot tar@d klonokat a plazmid DNS izolalasat
kovet restrikcios hasitasokkal hataroztuk meg. A sikamedranszformalt baktérium
klbnokbdl nagy mennyiségben izolaltuk a plazmid DN®/izard Plus Midipreps DNA
Purification System (Promega) alkalmazéasaval atgyéasitasainak megfeten.

Az IL-10 promoter szakaszokat a pGL2 expresszisovekbol FastDigest! Kpnl és
Bglll restrikcios enzimek alkalmazasaval kivagtuk, dnagz emésztett pGL2 plazmid
konstruktok fele mennyiség&ss$ metilaz enzimmel kezeltik, a hasitott mintak rkdsiét
enzimmentes elegyben inkubdaltuk. Ezt kéeet preparativ agarézban végzett
gélelktroforézissel valasztottuk el a plazmidbdidsitott metilalt ill. metildlatlan inzerteket a
plazmid vektor DNSél. Az inzert DNS-t QIAquick Gel Extraction Kit (Pnoega, USA)
segitségével nyertik vissza a @kl gyartd utasitasai szerint. Az agar6zbdl visgeen
tisztitott metilalt illetve metilalatlan inzertekatKpnl ésBglll restrikcios endonukledzokkal
emésztett, metilalatlan pGL2-Basic plazmidba ligidlvissza T4 ligdz enzim alkalmazésaval,
igy az IL-10 promoter szakaszokat metilalt illetwetilalatlan allapotban hordozé plazmid
konstruktokat hoztunk létre anélkil, hogy a pGLRtoe metilaltsagi allapotat befolyasoltuk

volna.



Tranziens transzfekcio és luciferaz teszt

Cervix carcinomeeredeit HeLa sejteket transzfektaltunk a metilalt, illetaetilalatlan
IL-10 promoter szakaszokat tartalmazé pGL2 repgotazmid konstrukttal Lipofectamifé
2000 reagens (Invitrogen) alkalmazasaval, majd #48 rdulva vizsgaltuk a promoterek
expresszios aktivitasat luciferaz teszt alkalmazdisd uciferase Assay System with Reporter

Lysis Buffer, Promega).

Western blot

HPV 16 E6, E7 vagy mindkét onkogénnel illetve a tkolh LXSN vektorral
transzdukalt proliferalé vagy differencialédd huniamatinocita sejtvonalakbol izolélt fehérje
mintakban vizsgaltuk az Src csaladba tartozo kikd3oc, Fyn, Yes) fehérje expressziojat és
aktiv allapotukat jekz tirozin-foszforilaciojat.

A fehérjéket vertikalis gélelektroforézissel valastk el SDS-poliakrilamid gélben
Bio-Rad Mini Protean Il készillék alkalmazasavalt kaveten a fehérjéket nitrocellul6z
membranra blottoltuk at Bio-Rad transzfer rendssagitségével. A nitrocelluldz membran
apecifikus kad helyeinek blokkolasara az étieges antitestek alkalmazaséteB% BSA-t
tartalmazé PBST oldatot alkalmaztunk, majd a memddat inkubdltuk a 3% BSA-t
tartalmaz6 PBST oldatban oldott &@éeges antitestekkel. Mosasi |épéseket kimmeta
membranokat inkubaltuk a torma-peroxidazzal jel@itasodlagos antitestekkel. Az
immunreakciok detektalasat nagy érzékeniisékpmilumineszcens detektalason alapulo

eléhivo oldattal végeztik rontgenfilm alkalmazésaval.

Protein foszforilacié vizsgalata

A HPV 16 E6-tal, E7-tel vagy mindkét onkogénnettide a kontroll LXSN vektorral
transzdukalt keratinocitdkban az Src kinaz csad@ghinak egyedi foszforilacios allapotanak
vizsgalatara a Human Phospho-Kinase Array Kit-ebt@®me Profiler Array, R&D Systems)
alkalmaztuk. Az immunreakcidk kimutatasat kemiluesacens detektalason alapuléhéld
oldattal veégeztik rontgenfiim alkalmazasaval. A zfogindz array eredményeinek
kiértékeléséhez denzitometriaval hataroztuk mepgoa denzitdsokat (NIH ImageJ software,
version 1.46). Egy mérési sorozaton belll az tres WXSN vektort hordozo6 sejtvonalban
két parhuzamosban mért denzitas értékek atlagadikwaszonyitasi alapként.



EREDMENYEK

AZ IL-10 EXPRESSZIO EPIGENETIKAI GATLASANAK VIZSGAL ATA HUMAN
KERATINOCITAKBAN ES EPITELIALIS SEJTEKBEN

Az IL-10 promoter CpG metilacios mintazatanak és azIL-10 mRNS expresszio
dsszefliggésének vizsgalata epitelialis illetve liotita eredeti human sejtvonalakban

Az IL-10 promoter proximalis szakaszanak CpG meifla mintdzatat natrium-
biszulfitos modifikalast kovét DNS szekvenalassal vizsgaltuk limfoid (PBMC), keracita
(pPHKC, HaCaT) valamint méhnyakrak erddepitelidlis (C-33A, HT-3, CaSki, HeLa, SiHa)

sejtekben.

Az altalunk tanulméanyozott promoter szakaszon nye¢é dinukleotid talalhatd. A
szekvenasi eredmények szerint a PBMC sejtekberoxnpdlis promoter szakasz teljesen
metilalatlan volt, mig a keratinocita és epiteBabejtekben metilaltnak bizonyult. 1L-10
MRNS-t csak a PBMC sejtekben tudtunk detektalni.

A vizsgalt méhnyakrak eredesejtvonalak kézil a HeLa HPV 18, a SiHa és a CaSki
HPV 16 genomokat hordoznak eliékbépiaszamokban. A magas onkogén kockazatia HPV
genomi szekvenciédk jelenléte azonban nem volt kat&em a proximdlis IL-10 promoter
metilaciés mintazatara sem az IL-10 gén expressitigitasara ezekben a sejtekben.
A proximalis IL-10 promoter CpG metilacios mintdzatanak vizsgalata egészséges
exfolialt cervikalis epitelialis sejtekben és méhrgkrak eredetii szévetmintakban

A sejtvonalak vizsgéalata soran megfigyelt metil&andintazatok azt mutattak, hogy az
IL-10 promoterben a két legproximalisabban elhdtgett (-185 és -110) CpG dinukleotid
metilacios allapota tér el a legmarkansabban atOlltermed és nem termél sejttipusok
kozott. Annak igazolasara, hogy a metilacios miatidan tapasztalt kilonbségek nem az
epitelidlis sejtvonalak tenyésztése soran indukalqd egészséges exfolialt cervikalis
epitelidlis sejtekben (n=3) @wrvix carcinomaszdvetmintdkban (n=10) is meghatdroztuk a
-185 és —110 CpG dinukleotidok metilaltsdganak éké&tt A -110 CpG teljesen metildltnak
bizonyult az egészséges és a méhnyakrak éréeéttgmintakban. A —185 CpG szintén nagy
meértékben (75-100%) metilalt volt a klinikai mintén, azonban csak részleges metilaciot

(50-75%) tapasztaltunk @rvix carcinomebiopsziaban.



IL-10 promoter szakaszok in vitro CpG metilaciojan& hatasa a promoter expresszios
aktivitasara

A teljes proximalis IL-10 promotert, illetve az O promoter legproximalisabb 600
bp szakaszat hordozo reporter plazmid konstruktbkatunk létre, amelyek segitségéirel
vitro tanulmanyozhattuk a CpG metilacié hatdsat az lipitinoter szakaszok transzkripcios
aktivitaséra. Annak érdekében, hogy a plazmid weldpekvencigjaban taldlhatd CpG
dinukleotidok metilaciojanak hatasat a promotexdtésra kizarhassuk, ugynevezett
metilaciés kazetta esszét végeztink. Ennek sorBb kpésben, emésztési, metilalasi és
ligalasi reakciok segitségével metilalt és metilafalL-10 promoter szakaszokat tartalmazo
plazmid konstruktokat hoztunk létre anélkil, hogy vaktor metildltsagi allapotéat
befolyasoltuk volna. A plazmid konstruktokkal cerwiarcinoma erede@t epitelidlis HelLa
sejtek tranziens transzfekcidjat vegeztik majd #8mdlva mértik a sejtlizatumok luciferaz
aktivitasat.

Eredményeink szerint a metildlt IL-10 promotert duwrd plazmidok luciferaz
aktivitasa, tehat a metilalt promoterek expressaiKtivitasa Iényegesen kisebb volt, mint a

metilalatlan IL-10 promotert hordozoke.

Az IL-10 promoterhez tarsul6 hiszton fehérjék acetacids allapotanak vizsgalata

Annak megallapitdsara, hogy az IL-10 promoter ativakukromatinban vagy az
inaktiv heterokromatinban helyezkedik-e el kromatmmunprecipitaciot végeztiink PBMC,
HaCaT, HelLa és pHKC sejteldb acetilalt H3 és acetilalt H4 specifikus antitéste
segitségével. Az immunprecipitatumbdl az IL-10 potenre specifikus DNS szekvenciak
kimutatasa és kvantifikalasa valés ifldpCR alkalmazaséaval tortént, amelynek soran a
proximalis IL-10 promoter két Kitlintetett — ismemanszkripcidos faktor kdéhelyeket
tartalmazd - szakaszat amplifikaltuk. A promoteB36 -531 szakaszat amplifikalo &ls
primerpar az Spl kébelyet tartalmazd régiot szaporitotta fel. A makogrimerpar a
promoter STAT3 kdthelyet hordoz6 —233 / -70 fragmentumat szaporitéata Mindkét
primerpar segitségével azt az eredmeényt kaptuky aogzsgalt promoter szakaszok a PBMC
sejtekben tarsulnak acetilalt hiszton proteinekhanglyek a transzkripcié szempontjabol
aktiv eukromatinra jellentzallapotiak. Ezzel szemben a HaCaT, HelLa és pHit€kben a
vizsgélt promoter szakaszok nem tarsultak acetiiglitton fehérjékhez, tehat feltételeztmet
a transzkripciosan inaktiv heterokromatinban hedgenek el.

10



HPV 16 ONKOPROTEINEK HATASANAK VIZSGALATA AZ SRC CS ALADBA
TARTOZO KINAZOK EXPRESSZIOJARA ES AKTIVITASARA HUMA N
KERATIONOCITAKBAN

A HPV 16 EG6 és E7 onkoproteinek hatasa az Src kinék fehérje expresszidjara

Kiséleteinkhez HPV 16 E6, E7 vagy mindkét onkoprteexpresszaldé human
keratinocita sejtvonalakat haszndltunk, amelyekEiszér a sejtproliferaciét ébegit
szérummentes tapfolyadékban tenyésztettiink. Aagtakban a funkcinalisan aktiv E6 és
E7 fehérjek expresszidjat azok legfontosabb céljéim&k, a tumorszupresszor p53 és Rb
proteineknek csokkent szintje mutatta, amelyet Wrasblot vizsgalattal igazoltunk. Ezt
koveen ebszor Western blot modszerrel tanulmanyoztuk a HB\EG és E7 onkoproteinek
egyedi illetve egylttes hatasat a keratinocitakigresszalédd Src csaladba tartozo kindzok
(Src, Yes, Fyn) fehérje expresszidjara. Plolifedédatinocitakban azt tapasztaltuk, hogy az
E6 és E7 egylittes jelenlétében az Src és Yes pedtexpresszidja szignifikansan emelkedett
az LXSN vektort vagy csak az egyik onkoproteint resgzald sejtvonalakhoz viszonyitva.
Ezzel szemben a Fyn fehérje konstitutivan nagy ryiségben volt jelen a tanulméanyozott
sejtvonalakban és a HPV 16 onkoproteinek jelenkden befolydsolta expresszidjat a
keratinocitakban. Az Src csaladba tartozo kinadzakalkikus alegységében talalhato
aktivacidos hurok tirozin-foszforilaciojat felismerées ezaltal az aktiv allapoti enzimekre
specifikus antitesttel emelkedett Src kinaz fosidoidt detektéltunk az E7 onkoprotein

jelenlétében.

A HPV 16 EG6 és E7 onkoproteinek hatasa az Src kinak mRNS expresszibjara

Ezt kdveten megvizsgaltuk, hogy az Src kinazok fokozott mRBMpresszidja
okozza-e az immunblot vizsgalatok soran tapasetattlkedett Src és Fyn fehérje expressziot
a HPV 16 E6 és E7 onkoproteinek egyuttes jelenétél kvantitativ TagMan valés idej
PCR vizsgalatok azonban arra az eredményre vezétbgly nem a transzkripcios aktivitas
valtozasa all a tapasztalt magasabb fehérje mergsksmogott. A HPV 16 onkoproteinek
jelenléte nem befolyasolta szignifikAnsan egyik &aladba tartozé kindz (Src, Fyn, Yes) gén
MRNS expresszidjat sem, flggetlentl attél, hoggsaay (Src, Yes) vagy nagyobb (Fyn)

mennyiségben mutathatéak ki fehérjeként.
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A HPV 16 EG6 és E7 onkoproteinek hatasa az egyes Jinazok foszforilaciés allapotara

Mivel a western blot vizsgalatok soran azt tapdema hogy a HPV 16 E7
onkoproteinjének jelenlétében megemelkedett ax&ithis hurokban elhelyezk&dirozinon
foszforilalt Src kinazok mennyisége, kovetkezépésként human foszfo-kindz array
alkalmazasaval hataroztuk meg ezen kinaz-csalgdinag egyedi foszforilacios allapotat a
HPV 16 onkoproteinek jelenlétében. Az E7 onkoproteatasara az Src, Yes és Fyn
foszforilacioja szignifikhnsan megemelkedett, mig E6 nem volt hatassal ezen fehérjék

tirozin foszforilaciojara az aktivaciés hurokban.

A keratinocitak differencidlodasanak a hatasa az Sr kindzok aktivitdsara HPV 16
onkoproteineket expresszalo sejtvonalakban

A tobbréteg hamban a HPV-k gazdasejtjeiként szolgalé keraiiébcsorsa a
differencialédas, amely soran a sejtosztddas é&salk kromatinallomany fokozatosanislk.
Ezt a folyamatot zavarjdk meg a HPV E6 és E7 oriteprek, amelyek a virus szaporodasa
erdekében osztodasra kesztetik a sejteket. Me@limggezért, hogy valtozik-e a HPV 16 E6
és E7 onkoproteinek hatasa az Src kindzok fehérjmRBNS expresszidjara differencialédo
sejtekben. A sejteket a differencidlédagiselitéséhez 1,8 mM kalciummal és 10%
borjuszérummal kiegészitett DMEM té4pfolyadékbanyémztettik. A proliferald sejtekben
tapasztalttal megegyé&en szignifikansan magasabb Src fehérje mennyisdgfektaltunk a
differencialédd sejtekben a két HPV 16 onkoproteigyuttes jelenlétében, azonban a
differencialédd keratinocitdkban az Src fehérje regpzidjanak megemelkedéséhez az E7
onkoprotein jelenléte mar 6nmagaban is elegaradt. Az Src mMRNS expresszidra nem volt
hatdsa sem a HPV onkogének jelenlétének, sem diffeegnciacionak. Ezzel szemben a
differenciaci6 minden sejtvonalban egyofegt magas Yes fehérje expressziot
eredményezett, amelyre mar nem volt hatdssal a HP@nkoproteinek jelenléte. A valds
ideji PCR vizsgéalatok eredményei arra utalnak, hogy a &eresszio emelkedésének a
hatterében a differencialodas hatasara szignifikkamsegnovekedett mRNS transzkripcié all,
amely az E6 jelenlétében volt a legkifejezetteblpréliferald keratinocitakhoz hasonléan a
differencialédd sejtvonalakban is nagymétitéle HPV onkoproteinek altal nem befolyasolt
Fyn fehérje expressziot mutattunk ki. A Fyn mRNS$ressziot a sejtek differencidlodasa
szignifikansan novelte, és a HPV 16 onkoproteingmnbefolyasoltak. A proliferald
keratinocitakhoz megegyéen a differencialédd sejtvonalakban is az E7 onbimom

jelenlétében tapasztaltunk Src kinazok foszfordfci
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MEGBESZELES

Az onkogén HPV tipusok okozta tartésan fennall@éss a méhnyakrak tobb
|épéslbl allo patomechanizmusanak kézds fenntartd l1épése. A férbtt hamszovetben a
korokozok elleni immunvalasz hatékonysagat csokkeitokinek termealdése elsegitheti a
perzisztens HPV fefzés kialakulasat, kbvetkezetesen szignifikansarelwéva magas foku
cervicalis dysplasiggés a tumoros folyamat kifégiésének esélyét. Cervix carcinoméban és
rakmegebz6 Aallapotokban az antiinflammatorikus és immunmoduldL-10 szint lokalis
emelkedését figyelték meg. Az IL-10 immunszuppriesszlajdonsaga ébkegiti egyes
neoplaziak kialakulasat, ugyanis hatasara a tumaeegtek elkerilhetik, hogy a sejtes
immunvalasz effektor sejtjei felismerjékket. Fontos megemliteni, hogy a tumor
mikrokornyzetének emelkedett IL-10 szintje szarnaazhtumorba infiltral6dé leukocitaktol.
A magas kockazatt HPV 16 féreéshez asszocialodé tumorigenezis egérmodelljében
megfigyelték, hogy a tumorba infiltrald makrofagtik10-et szekretalnak és regulator T sejt
fenotipus kialakuldsat indukdljak, ami az immuntaheianak és igy a malignus
progresszionak kedvez. A méhnyak transzformaciagjaban, amely eervicalis neoplasiia
kialakulasanak leggyakoribb helye, fiziolégiasan ag IL-10 konstitutiv expresszioja
mutathat6 ki.Cervix carcinoma elvaltozasokbdl vett biopszias szévetmintakbariLaxO
szekréci6 tovabb fokozddik. Megfigyelések szerimbrdban acervix carcinomaeredei
immortalizalodott sejtvonalak nem képesek az ILtdOnelésére annak ellenére, hogy ezen
citokin transzkripcidjat szabalyozo legfontosabansizkripcios faktorokat ezek a sejtek is
expresszaljak. Hipotézisink szerint ezért az ILekPresszié konzervativ hianya az emberi
keratinocitakban és epitelidlis sejtekben epig&aetnaktivacios folyamatokra utal és cervix
carcinomaban nem a neoplasztikus sejtek az IL+b0ei8i.

A génexpresszid szabdalyozasaban aldpwzierepet jatszo epigenetikai regulacios
folyamatok tanulmanyozasa valaszt adhat arra aékéed hogy miért sejtvonal-specifikus
egyes citokinek termétiése. Az utdbbi években bebizonyosodott, hogy mpter szakaszok
CpG metilacioja tobb citokin gén (példaul IL-2, 4- IFN-<y) expresszidjat képes
befolyasolni. Megjegyezeilid hogy a sejtvonal-specifikusan terigd# citokinek promoter
fognak kihatni a promoter aktivitasra, amelyek aktivalé transzkripcidés faktorok
kotohelyein helyezkednek el.

Munkank soran az IL-10 promoter proximalis szakaakametilaciés mintazatat

keratinocita (pHKC, HaCaT) éservix carcinomaeredeti epitelidlis (C-33A, HelLa, HT-3,
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CaSki, SiHa) sejtvonalakban, exfolidlt egészségawil@lis epitelialis sejtekben, illetve
periférias vérBl szarmazo és koldokzsinér vénabdl vett PBMC sbpgek Az IL-10
expressziojara képes PBMC sejtekben a vizsgalt premmetilalatlannak bizonyult, ellenben
az IL-10-et nem termélkeratinocita és epitelidlis sejtvonalakban mdtidbfilt mutatott. A
szekvenalasi eredmények jdl illeszkedtek az RT-R@RIMényekhez, ugyanis IL-10 mMRNS
expressziot csak a PBMC sejtekben detektéltunkejivanalak vizsgalata soran megfigyelt
metilaciés mintazatok azt mutattdk, hogy az IL-XOnpoterben a két legproximalisabban
elhelyezked CpG dinukleotid metilacios allapota tér el a legkaasabban az IL-10 terndel
és nem termélsejttipusok kozott.

A metilalt DNS szakaszok befolyasolhatjak a kromdtilapotat azaltal, hogy hiszton
deacetilazok kotésével a kornyezetikben elhelydziké® eés H4 fehérjek deacetilalodasat
okozzak, igy kompakt kromatinszerkezetet alakitakdk amely szintén gatolhatja a
transzkripciés faktorok kétését. Kovetkaz [épésként ezért azt vizsgaltuk, hogy az egyes
sejttipusokban milyen az IL-10 promoterhez tarskdidomatin allapota, pontosabban
kimutathat6-e acetilalt H3 és H4 hisztonok jelemlatproximalis promoter szakasz mellett.
Az acetilalt hisztonok (kulondsen az acetilalt H8)transzkripciésan aktiv eukromatinra
jellemzsek, ugyanis elektrosztatikus taszitd hatasuk rtaatibb kromatin szerkezetet hoznak
létre, igy a promoter szakaszok illetve egyéb dyahé szekvencidk hozzéaféribge valnak a
transzkripcidés faktorok szamara. Acetilalt H3 éstéa@lt H4 fehérjék elleni antitestek
alkalmazasaval kromatin immunprecipitaciét vegektttBMC, HaCaT, HelLa és pHKC
sejtekI®l izolalt kromatinbdl. Ezt kdvéen az immunprecipitatumokbdl DNS-t izolaltunk és
valés idefi PCR segitségével IL-10 promoterre specifikus szekikat amplifikaltunk.
Eredményeink szerint egyedil a PBMC sejtékizolalt kromatinban tarsult az IL-10
promoter Aaltalunk vizsgalt szakasza acetilalt lbiszt fehérjékhez. A kromatin
immunprecipitacié eredményei igy szintén arra w@lhhogy a keratinocita és epitelialis
sejtekben az IL-10 promoter a transzkripcid szerjpbal inaktiv heterokromatinban
talalhato, kornyezetében a hiszton fehérjék nertilaktak.

A promoter metilacio szerepét az IL-10 expresszi@tlagaban sikerdlt
alatamasztanunk egwy vitro funkcionalis teszt alkalmazaséaval. Cervix carciaoenedst,
epitelidlis HeLa sejteket tranziensen transzfektav IL-10 promoter proximalis szakaszait
metilalatlan illetve metilalt allapotban tartalmamporter plazmid konstruktokkal igazoltuk,
hogy a metilalt IL-10 promoter szakaszok expressaétivitasa szignifikansan kisebb a
metilalatlanokénal. Megjegyzeéd hogy mivel az epitelialis eredetHelLa sejtvonalban

kifejez6dott a metilalatlan 1L-10 promoter, az epitelialisszarmazasi vonalba tartozé
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sejtekben valoban jelen vannak aktiv allapotbanlLal0 gén transzkripciojahoz szikséges
transzkripcids faktorok.

A magas onkogén kockazatu HPV tipusok kézul a HBWaleggyakoribb genitalis
HPV tipus, amelyet invaziv méhnyakrakbdl és a raefies elvaltozdsok mintegy feléb
detektalnak. A fefiz6tt hamsejtek immortalizicidjdért étorban HPV 16 E6 és E7
onkoproteinjei fel@lsek. Ezen proteinek akkor expresszaldédnak nagyhkiemé ha a tartésan
fennallé HPV infekcid soran a viralis DNS a gazgiagenomjaba integralddik. Az E7 fehérje
legfontosabb szerepe, hogy a hipofoszforilalt milasztoma fehérje (pRb) megkotésével és
lebontasanak ésegitésével aktivalja a sejtciklust, a sejtek aGa0gtadiumbdl a sejtosztodas
S fazisaba lépnek. Az E6 onkoprotein a p53 tumasmsszor fehérjének képes az ubiquitin-
fuggo lebontasat kivaltani a 26S proteoszoma-komplexaedztil, igy akadalyozva meg az
abnormalisan 0szt6d6 sejtek apoptozisat. Az E6 &sillis onkoproteinek kélcsdnhatnak
szamos egyeb celluléris proteinnel is, ugymint tusmupresszor fehérjékkel, transzkripcios
faktorokkal és koaktivatorokkal, sejtpolaritastrés/ekedést szabalyzé feheérjékkel, amelyek
megvaltozott aktivitAsa szintén hozzajarulhat a drow folyamat kialakulasdhoz és
progresszidjahoz.

Sza&mos tumorhoz hasonléan az Src csaladba tarttmplazmatikus protein tirozin
kindzok kodzé tartozé Src emelkedett aktivitasatattak ki méhnyakrakos szovetékbEzen
kindz csaladban a Src-on kivil még tovabbi kétXinées és Fyn, expresszalddik ubiquiter
maodon, igy a tobbrétégapham epitelialis sejtjeiben is. Ez utdbbi ké1dd expresszidjat és
aktivitAsat még nem tanulmanyoztak méhnyakrakbaoni@an emelkedett aktivitAsukat
detektaltak egyéb malignus folyamatokban.

A méhnyak daganatos elvaltozasainak kialakulas&®zprogresszidjahoz - mas
malignus elvaltozasoktol elién — exogén HPV onkoproteinek hatasa szukségemt&tél
a papillomavirusok kulcsfontossagu szerepére ailk@disv neoplaziak kialakulasaban, a
keratinocitak képességére az ubiquiter cellularis Khazok (Src, Yes, Fyn) expresszidjara,
valamint a kordbban megfigyelt Src aktivaciora mgtknak eredét sejtvonalakban (SiHa,
HelLa) és hamelvaltozasokban azt feltételeztilk, heggn kinazok aktivitasa és a HPV
onkoproteinek kdzo6tt kapcsolat lehetséges.

Kisérleteink soran ezért a magas kockazata HPV @@$£E7 onkoproteinek hatasat
tanulmanyoztuk keratinocitdkban az Src kindzok esgziojara és aktivitasara. Proliferald
illetve differencialodd sejtekben a Western blotteéghatarozott Src, Yes és Fyn fehérjék

mennyisége heterogén modon valtozott a HPV 16 aokeipek hatdsara: proliferald
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sejtekben az Src és Yes fehérjék mennyiségénekifikzémns novekedését mutattuk ki
mindkét HPV 16 onkoprotein jelenlétében, mig défeidlodé sejtekben az E7 jelenléte
elegend volt az emelkedett Src fehérje expresszié kivataz. Ezzel szemben
sejtdifferenciacio a Yes fehérje mennyiségének etpiii a papillomavirus onkoproteinek
jelenlétéél fuggetlen ndvekedését eredményezte. Az immunbisigalatok eredményei arra
utalnak, hogy a Fyn fehérje expresszidjara nindsenatassal a HPV 16 E6 és E7
onkoproteinek sem proliferald, sem differencialdadatinocitakban. Megjegyezefidhogy
nem sikertlt az mMRNS expreszié megvaltozott akisat kimutatnunk az egyes kinazok
fehérje mennyiségeiben tapasztalt valtozasok okakégy feltételezhéen a HPV
onkoproteinek poszttranszkripciés mechanizmusanthjptnak ezen fehérjék expresszidjara.

Tovabbi vizsgalataink soran kimutattuk, hogy a HPM E7 jelenléte a
keratinocitakban expresszalodé Src kinazok katabtn aktiv (az aktivacios hurokban
elhelyezked tirozinon foszforilalt) allapotat valtotta ki. Milezek az adatok arra utalnak,
hogy a HPV 16 E7 — a HPV 16 E6 segitségével -6&diatassal birhat az Src kindzokra
keratinocitakban: aktivalhatja a konstitutivan egazalodo Fyn kinazt illetve névelheti a Src
es Yes kinazok fehérje expressziojat majd aktapattukat idézheti &l

Annak a kérdésnek a megvalaszolasahoz, hogy a nkagkazatl papillomavirusok
onkoprotei milyen médon eredményezik az Src kindZekérje koncentracidjaban és
aktivitasaban megfigyelt valtozasokat, tovabbi g@atok szikségesek. Megjegyezé&nd
azonban, hogy az altalunk hasznéalt homogén sefiszeyekben nagyobb valészgggel
allhat intracellularis folyamat, mint ligandkiatést igényd extracellularis eredgtjelatviteli
folyamat az Src kindzok expresszidjanak és aktbjaoak megvaltozadsa mogott.

Eredményeink alapjan kijelenthetjik, hogy vizsgdldt soran olyan mechanizmust
sikerult el$ként azonositanunk, amely hozzajarulhat az onké{fév tipusok altal kivaltott

tumorokban a gazdasejtek malignus fenotipusanadidiasahoz.
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OSSZEFOGLALAS

A magas onkogén kockazati human papillomavirus (HRrt6zéshez tarsuld
malignus folyamatokat &begit kofaktorok kézul munkdm soran az immunmodulated 0
termelésének mechanizmusat valamint az Src csatadioao citoplazmatikus protein tirozin

kindzok aktivaciojat vizsgaltam.

Eredményeink az aldbbiak szerint foglalhatéak Gssze

« Keratinocitakban és meéhnyaki ereidtamsejtekben az IL-10 promotert sejtvonal-
specifikus epigenetikai szabalyoz6 folyamatok értpaktiv allapotban.

e Az IL-10 promoter proximalis szakaszanak CpG meitlgt €s ezen promoter szakasz
mentén az acetilalt hisztonok hianyat mutattuk Killa10 transzkripciot akadalyozé
alapved tényedként primer human Kkeratinocitakban, immortalizaltuman
keratinocita sejtvonalban és méhnyakrak efedpitelialis sejtvonalakban.

* A magas onkogén kockazatu HPV genomok jelerdiétéiiggetlentl az I1L-10
expressziot gatlo epigenetikai mechanizmusok egg#@y fenntartodtak a

keratinocitakban és méhnyakrak erédepitelialis sejtvonalakban.

Eredményeink tehat azt tamasztjak ald, hogy a nanégban illetve a méhnyak
rakmegebz6 elvaltozasaiban tapasztalt lokalisan emelkedetldLszekrécio nem hamseijt
eredet.

* A HPV 16 onkoproteinek proszttranszkripciés mechamisok Utjan képesek az Src és
Yes kindzok fehérje expresszidjat novelni.

« A HPV 16 E7 jelenléte kivaltja a keratinocitak &ltarmelt mindharom Src csaladba
tartozd citoplazmatikus kindz (Src, Yes, Fyn) ktkalsan aktiv allapotat okozé
tirozin-foszforilaciojat.

Eredményeink szerint a HPV E6 és E7 onkoproteinsiddsal vannak az Src kindzok
expressziojara és aktivithsara a gazdasejtjeikkémblgaldé keratinocitdkban, amely
hozzajarulhat a malignus folyamatok kivaltasahogyvienntartdsdhoz a HPV férésekhez
tarsulo tumorok kialakulasa soran.
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