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BEVEZETES

Napjainkban a human papillomavirus (HPV) fertézés az egyik leggyakoribb szexualis
uton terjedd betegség vilagszerte. A méhnyakrdk a ndk masodik leggyakoribb rakos
megbetegedése, mely esetek dontd tobbségében a perzisztens HPV fert6zés bizonyult a
legfontosabb etiologiai agensnek; Magyarorszagon is a vezetd egészségiigyi problémak kozé
tartozik. Mintegy 200 HPV tipust irtak le napjainkig, melyeknek koriilbeliil az egyharmada az
anogenitalis traktust fert6zi, de megtalalhatéak a szdj-, a légutak és az emésztOtraktus
nyalkahartydjan  kialakulé  tumorokban is. Onkogén potencidljuk szempontjabol
megkiilonboztetiink alacsony kockazata (low risk) - példaul HPV 6, 11, 44, 55, 74 - és magas
kockazata (high risk) papillomavirusokat, mint példaul a HPV 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45. Az
alacsony kockazati HPV-k féleg benignus elvaltozasokbol mutathatok ki, mint a condyloma
acuminatum, genitalis papillomak, 1égzészervi, szdjiiregi és conjuctiva infekciok, mig a
magas kockazatua HPV tipusok gyakran okoznak invaziv rakos elvaltozasokat.

A papillomavirusok (PV) a Papillomaviridae csaladba tartozo, kisméretii (~55nm),
lipoprotein burokkal nem rendelkezd, ikozahedralis szimmetriaju, duplaszal, cirkularis DNS
virusok. A kapszid két strukturalis proteint is tartalmaz: az erésen konzervalt major kapszid
proteint (L1), illetve a kevésbé konzervativ minor kapszid proteint (L2). A teljes genom kb.

8000 bp nagysagl, mely harom részre tagolodik: a 4,5 kb nagysagh korai gének (E1-E7)
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region), mely 500-1000 bp-bol all és fontos szerepet jatszik a viralis DNS replikaciojaban és
transzkripcidjaban.

A HPV-ket kifejezett sejttropizmus jellemzi, az epitélium proliferalo, bazalis sejtjeit
fert6zik. A human papillomavirusok életciklusa szorosan Osszefiigg a keratinocita gazdasejt
differencidlodasi programjaval. A papillomavirus fertdzés nem litikus, az jonnan képzodott
virionok egyiitt tavoznak az elhalt hamsejtekkel.

A magas riziko-faktori papillomavirusok daganatkeltdé hatasaért az E6 ¢és E7
onkogének a feleldsek, illetve kozvetetten az e két onkogén expressziojat szabalyzo f6
szabalyz6 régid (LCR). Az E6-tal kolcsonhatd fehérjék koziil az E6 associated protein
(E6AP), egy E3 ubiquitin ligaz volt az elsd, melyet azonositottak. Az E6AP komplexet
alkotva az EG6-tal, képes megkotni mas fehérjéket, mely kapcsolat a target fehérje
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ubiquitinalédasdhoz ¢és kovetkezményes proteaszoma medidlt degradaciojahoz vezet.



Hasonloképpen, a Bak proapoptotikus fehérjéhez kotddve az E6 indukalja annak
promoter aktivitasat is a Myc fehérjével asszocialddva.

Az E7 onkoprotein egy igen fontos funkcidja, hogy képes az E2F-pRb represszor
komplexben 1év6 retinoblasztoma (Rb) fehérjét kotni és degradaciojat indukalni. E represszor
komplex, melyet az Rb, E2F és a jarulékos p107 és pl130 fehérjék alkotnak, a sejtek G1
fazisbol S fazisba torténd atlépését gatolja a sejtciklus soran. Az E7 retinoblasztoma
kotésének eredményeképpen szabadda valik az E2F transzkripcios faktor, melynek hatasara a

sejtek atlépnek az S fazisba. Az E7 fehérje indukalja a pRb ubiquitin-proteaszéma utvonalon
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vizsgalatai soran négy olyan szekvencia elemet talaltak, melyek minden papillomavirusban
megtalalhatéak: a kés6i mRNS-ek poliadenilacios helye (pA), mely az LCR 5° végén
talalhat6; az E1 kotohely; az E2 palindrom felismerési szekvencidk; és az E6 gén
promoterében taldlhatd6 TATA box. Az LCR szamos cellularis transzkripcids faktor
kotéhelyet — APL, cEBP, NF1, Oct-1, PEF-1, TEF-1, TEF-2, YY1, glukokortikoid receptor,
progeszteron receptor- és viralis fehérje (E2 és E1) kotOhelyet tartalmaz tobb ismétlédésben.

A HPV 16 ¢és 18 tipusok prevalencidja a legmagasabb vilagszerte a magas-kockazatu
HPV-k koziil, melyek az invaziv méhnyakrdkos esetek 55, illetve 15 szazalékaban
kimutathatdak. Eurépaban a HPV 16 utdn a HPV 31 prevalencidja a masodik helyen all, mig a
méhnyakrakos elvaltozasokban detektalhato HPV 31 tipus a HPV 16 és 18 utan a harmadik
poziciot tolti be. Vilagviszonylatban a HPV 31 az invaziv méhnyakrakos esetek 4%-aban
mutathat6 ki.

A human papillomavirusok csoportositasa a magas konzervaltsagi foka L1 strukturalis
proteint kédoldé ORF alapjan torténik; eltérd varianst akkor kiilonboztetiink meg, ha az L1
szekvencia eltérés kevesebb, mint 2 %, illetve a nem-koédoldé LCR szekvencia kiilonbség
nagyobb, mint 5 %. Korabbi tanulmanyok szerint a HPV 16 természetes variansai kiilonb6zo
immortalizacié indukalasa, keratinocita differencidcid gatlasa és az apoptodzis befolyasolasa
szemsz0gébol. Klinikai tanulmanyok alapjan a HPV 31 eltér6 intratipusos variansai (A, B, C)
kiilonboznek a perzisztalo képességiik €s a premalignus 1€zi6t okozo funkciojukban. Azokat a
mechanizmusokat, amelyek a klinikai kiilonbségeket okozzak a HPV 31 esetében még mindig

tanulmanyozzak. Az egyik lehetséges funkcio, amely felelds lehet ezekért az eltérésekért, az
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eltéré intratipusi HPV 31 LCR variansok kiilonb6z6 transzkripcids aktivitasa, ugyanis az
LCR szabalyozza az E6 és E7 onkogének transzkripcidjat, ezaltal a megvaltozott LCR
transzkripcios aktivitds az onkogének expresszidjat is befolyasolhatja, mely hatassal lehet a
virus onkogenitasara is. Egy masik lehetséges mechanizmus, amely a HPV 31 variansok
funkciondlis kiilonbségeit okozhatja azok az E6/E7 onkogénekben bekdvetkezd aminosav
cserék, melyek hatdssal lehetnek a fehérjék funkcidjéra.

A HPV 16 és 18 természetes szekvencia variansait széleskoriien tanulmanyoztak, mely
variansok bioldgiai és klinikai kiilonbségeket mutatnak. A HPV 31 esetében a szekvencia
variansok detektaldsa vildgszerte napjainkban is folyik, viszont a varidnsok funkcionalis
kiilonbségeit eddig kevesen tanulméanyoztak. Ezért munkank soran a HPV 31 LCR, E6 és E7
régiok természetes szekvencia varidnsait vizsgaltuk filogenetikai ¢és funkcionalis

megkozelitésbol.



CELKITUZESEK

Munkdm soran a HPV 31 természetes varidnsainak genetikai variabilitdsat, a
kiilonbozoé variansok funkcionalis kiilonbségeit tanulmanyoztam a virus hosszii kodolo

régigjat (LCR), illetve az E6 és E7 onkogéneket kodold régioit érintve, melyhez az alabbi

célokat tiztem ki:

1. A klinikai mintakbol szarmazé HPV 31 LCR izoldtumok genetikai variabilitasdnak
vizsgalata, filogenetikai kapcsolataik felderitése.

2. A kiilonb6z6é intratipusba tartozO LCR varidnsok transzkripcids aktivitasanak
vizsgalata, az aktivitas kiilonbségekért felel6s nukleotid cserék detektalasa a szabalyzo
région beliil LCR delécidos mutansok 1étrehozasaval és funkcionalis aktivitasuk
tanulmanyozasaval.

3. A Kklinikai mintdkbol szarmaz6 HPV 31 E6 és E7 izolatumok variabilitdsdnak
tanulmanyozasa DNS és aminosav szinten is, filogenetikai kapcsolataik felderitése.

4. A HPV 31 E6 ¢és E7 intratipusos variansok p53, illetve adenovirus E2 promoéterek
transzkripcids aktivitasara gyakorolt hatasanak vizsgalata.

5. Az eltéré intratipusba tartozo E6 és E7 fehérjék cellularis p53 illetve Rb fehérjék in

crer



ANYAGOK ES MODSZEREK

Betegmintak, DNS izoldlas, HPV DNS kimutatas, tipizdalas

Mintagytjtés: 2005 és 2009 kozott 41 darab HPV 31 tipusra pozitiv, exfolialt sejteket
tartalmazé mintat gyijtottiink be a Debreceni Egyetem Sziilészeti és NOgyogyaszati
Klinikajarol. A mintdkat olyan ndktdl vették le, akiknél a kolposzkopos vizsgdlat soran
premalignus vagy malignus elvaltozast tapasztaltak. A ndk atlag életkora 34,9 év volt (21,0-
51,0). Az exfolialt sejtekbdl szarmazd DNS izolalasahoz a High Pure Viral Nucleic Acid Kit-
et hasznaltunk kovetve a gyarto utasitasait. A preparalt DNS mindségét human [-globin génre
specifikus PCR modszerrel ellendriztiik (belsé kontroll), mig a HPV fertdzés kimutatdsa az
MY09-MY11-HMBO1 L1 régiéra specifikus konszenzus PCR technikaval tortént. A HPV-k
tipizalasa az amplimerek restrikciés analizisével (restriction fragment length

polymorphism/RFLP) tortént.
HPV 31 LCR, E6 and E7 amplifikdcio

Az izolalt betegmintdkbol a HPV 31 {6 szabalyzé régigjat (LCR) illetve a két
onkogénjét (E6, E7) specifikusan tervezett primerekkel sokszorositottuk a tovabbi vizsgalatok
elvégzéséhez. Az LCR szakasz amplifikalasdhoz hasznalt forward primer Kpnl hasitasi
helyet, mig a reverz primer Hindlll hasitasi helyet tartalmaz. A PCR termékeket tisztitas utan

szekvenaltuk.
Filogenetikai analizis

MEGA (Molecular Evolutionary Genetics Analysis) 5 Software segitségével a HPV
31 LCR, illetve E6 ¢és E7 onkogének szekvencidibél multi szekvencia analizis, majd
filogenetikai torzsfadk késziiltek maximum likelthood (ML) moddszerrel. A torzsfa

megbizhatdsdganak ellendrzésére bootstrap (500x) analizist végeztiink.
Plazmid konstruktok

Reprezentativ HPV 31 LCR szekvencia variansokat valasztottunk ki a filogenetikai
torzsfak alapjan minden intratipusbol a funkcionalis vizsgalatokhoz. A teljes LCR
szakaszokat pGL2-Basic promdter nélkiili luciferaz riporter vektorokba épitettiik be az
amplifikaciohoz sziikséges primereken talalhato Kpnl és Hindlll restrikcios enzim felismerd
helyek segitségével. Az LCR Del 1 ¢és Del 2 deléciés mutansokat a teljes LCR inzerteket
tartalmazo pGL2-Basic vektorokbdl nyertilk A Del 1 konstruktokat Kpnl és Rsrll restrikcios

enzimekkel, mig a Del 2 mutansokat Kpnl és Pmel enzimek segitségével hasitottuk, majd a
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kivagott szakasz eltdvolitdsa utan a plazmidokat jraligaltuk. A Del 3 mutans konstruktok az
LCR 14-179 nukleotidjaig terjed6 szakaszat Hindlll restrikciés enzim felismerd helyeket
tartalmazd primerekkel késziiltek. A tisztitott PCR termékeket pGL2-Basic vektorba ligaltuk
T4 DNA ligaz enzim segitségével. A HPV 31 E6, E7 illetve a HPV 16 E6 és E7 onkogének
esetében az inzertek amplifikacidjat specifikus primerekkel végeztik el majd
pcDNA™3 . 1/V5-His TOPO® TA Expression Kit felhasznalasaval, a gyartoi utasitasoknak
megfelelden ligaltuk az inzerteket az expresszios vektorba. Az elkésziilt plazmid konstruktok
inzertalt DNS fragmentjeit két iranybol torténd szekvenalassal ellendriztik. A pAdE2luc
vektor konstrukt adenovirus E2-t és luciferdz gént tartalmaz, mig a p53 luciferdz riporter

vektor luciferaz gént és tobb kopia p53 kotéhelyet hordoz.
Sejtvonalak, transzfekcio és luciferaz teszt

A C-33A, méhnyakrdik eredetii epitelialis sejtvonalat, mely nem hordoz HPV DNS-t,
DMEM tapfolyadékban tenyésztettiik, 3x10° darab sejtet tettiink ki lyukanként 6 lyuka
tenyésztd plate-re és novesztettiik, amig elérték a kb. 70%-os konfluenciat. A C33-A sejteket
kalcium-foszfat modszerrel transzfektaltuk 2 pg luciferaz riporter plazmid és 0.05 pg pRL-
TK Control Vector felhasznalasaval. A sejteket 24 oraig inkubaltuk, majd lecseréltiik a
transzfekciés mixet DMEM-re. A transzfekciot kovetd 48 6ra mulva a sejteket lizaltuk lizis
puffer hozzaadasaval. A sejtlizatumok luciferdz aktivitasanak a mérésére Dual Luciferase
Reporter (DLR) Assay rendszert hasznaltuk.

A HPV 31 E6 és E7 variansok aktivitdsanak vizsgalatihoz HPV negativ, mellrak
eredetli MCF-7 epithel sejteket DMEM-ben tenyésztettiik. Transzfektalashoz a 6 lyuku plate
minden lyukara 5x10° darab sejtet tettiink és kb. 70 %-os fedettségig novesztettiik Sket. Az
MCF-7 sejtek lipid medialt kotranszfekciojat Lipofectamine 2000 reagens hasznalataval, 0,75
ng expresszios vektor (E6, E7); 2pg riporter vector (p53, pAdE2) felhasznalasaval végeztiik
el. 5 oraig inkubaltunk a sejteken a transzfekcios mixet, majd lecseréltiik a tapfolyadékot friss
DMEM-re. 48 6ra mulva a sejteket feltartuk lizis puffer segitségével, majd Luciferase Assay
System felhasznalasaval lemértiik a sejtlizdtumok luciferaz aktivitasat. A sejtek Osszfehérje
mennyiségét Bradford-protein assay segitségével hataroztuk meg, ezen értékekre
standardizéltuk a luciferaz értékeket. Minden kisérletet legalabb harom, egymastol fiiggetlen
ismétlésben elvégeztiink.

Az E6 ¢és E7 gének stabil expressziojahoz MCF-7 sejtvonalat transzfektaltunk,
melyhez 6 lyuku plate-re 5x10° darab sejtet tettiink ki lyukanként és kb. 75-80%-0s

konfluenciaig novesztettiik. A transzfektalas a fentebb leirt, lipidmedialt modszerrel zajlott



azzal a kivétellel, hogy ebben az esetben csak az expressziods vektorokkal transzfektaltunk. A
transzfekcidt kovetden 48 6ra mulva a tapfolyadékot lecseréltiik 600 pg/pl Geneticin tartalmu
szelekciés DMEM-re ¢s a sejteket ebben tenyésztettiik legalabb 3 hétig, amig kiszelektalodtak

az E6 illetve E7 géneket expresszalo sejtek.

RNS izoldlds és RT-PCR

A total RNS-t Tri-Reagent alkalmazasaval izolaltuk a stabilan transzfektalt MCF-7
sejtekbdl a gyartoi utasitdsoknak megfelelden. Az E6 és E7 mRNS expresszio vizsgalatahoz a
reverz transzkripcios reakciot 2 pug RNS mintabol random hexamer oligonukleotidokkal a
High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit segitségével végeztiik a gyarto utasitasainak
megfeleléen. A PCR reakciohoz RedTag DNA polymerase enzimet alkalmaztunk. A
konstitutivan expresszalodo GAPDH detektalasa szolgalt kontrollként.

Fehérje izoldldas és \Western blot

A HPV 16 E6, E7 illetve a HPV 31 E6 és E7 fehérjék expresszidjanak vizsgalatara,
illetve a cellularis p53 illetve retinoblasztoma fehérjékre kifejtett hatdsdnak vizsgélatara a
stabilan transzfektalt MCF-7 sejteket a teljes cellularis fehérjetartalom izolalasat végeztiink
RIPA lizis pufferrel. A fehérjéket 10%-0s SDS-poliakrilamid gélben elektroforézissel
valasztottuk el Bio-Rad Mini Protean II késziilék alkalmazasaval. Ezt kovetéen a fehérjéket
nitrocellul6z membranra transzferaltuk, majd a membran apecifikus kot6 helyeit 5% tejport
tartalmazé PBST oldattal blokkoltuk. Ezutan a membranokat éjszakan at 4 °C-on vagy két
oran at szobahOmeérsékleten inkubaltuk az 5% tejport tartalmazé PBST oldatban higitott
els6dleges antitestekkel (egér monoklondlis anti-p53, egér monklondlis anti-Rb, egér
monoklonalis anti-His, nyul poliklonalis anti-aktin). A membranokat 3x10 percig mostuk
PBST-vel, majd 1 6ran at szobahOmérsékleten inkubaltuk a torma-peroxiddzzal konjugalt
masodlagos antitestekkel. Az immunreakciok detektdldsat nagy érzékenységi,
kemilumineszcens detektalason alapul6 el6hivo oldatokkal végeztiikk ChemiDoc MP késziilék

segitségével.
Statisztika

Varianciaanalizissel (ANOVA) hataroztuk meg, hogy a vizsgalt csoportban,
alcsoportokban az LCR variansoknak a transzkripcios aktivitdsdban volt-e szignifikans
kiilonbség. Parositott Student-féle t-tesztet hasznaltunk a transzkripcids aktivitasok
szignifikans kiilonbségeinek megallapitasahoz az E6 és E7 variansok, illetve a Western-blot

eredmények kiértékelése esetén, melyben p <0,05 volt.



EREDMENYEK

A HPV 31 LCR variansok

A Kklinikai mintakbol szarmazo HPV 31 LCR variansok szekvencidinak vizsgalata

Az LCR régio kozel teljes hosszisagu szakaszat (nt 7122-179) 41 darab HPV 31
pozitiv klinikai mintabol amplifikaltuk. Az LCR izolatumok a referencia 31 izoldtumhoz
(Genbank J04353) és egymashoz képest is mutattak eltéréseket. 12 mintdban talaltunk egy 10
bazisparos deléciot (5’-CTATTTTATA-3’) a 7299-7308 pozicidban, illetve egy minta
esetében egy 6 bazisparbol allo delécidt is detektaltunk. A delécidkat hordozé mintdk a B
intratipusba tartoznak (lasd késébb). 35 olyan nukleotid cserét detektaltunk, melyek tobb
mintaban is megtalalhatdak voltak, ezekbdl ketté (G7326A és A7402G) volt egyedi nukleotid
polimorfizmus, melyeket kordbban még nem publikaltak. 7 minta esetében talaltunk egyedi
nukleotid cseréket, melyekbdl csak kettét (A7517G és G7764A) irtak le mas tanulmanyokban.
A kordbban még nem publikalt nukleotid valtozasokat, illetve az egyedi nukleotid cseréket
hordoz¢ klinikai mintak (HU 7156, 7404, 7527, 7548, 7762, 8128 és 8265) amplifikalasat és

szekvenalasat ujra elvégezve erdsitettilk meg a nukleotid cserék jelenlétét.
A HPV 31 LCR filogenetikai vizsgalata

A filogenetikai torzsfak elkészitéséhez maximum likelihood (ML) algoritmust
hasznaltunk. A 41 klinikai mintdbdl szdrmaz6é HPV 31 LCR izolatum és a referencia HPV 31
LCR alapjan készitett torzsfa elemzése sordn 3 intratipusba lehetett sorolni az izolatumokat,
mely megallapitas megegyezik a korabban mar leirt irodalmi adatokkal, melyeket Chen és
munkatarsai kozoltek 2011-ben. Ezek alapjan a HPV 31 intratipusokat A, B és C jelzésekkel
latjuk el. Az azonos intratipusba tartozd variansok kozotti genetikai tdvolsag kevesebb, mint
1%, amennyiben nagyobb, mint 1%, ugy a varidnsok kiilonb6z6 intratipusba sorolanddk. A
maximalis genetikai tavolsdgot a HU 8128 és HU 8265 variansok kozott detektaltuk, mely
érteke 3,3% volt. Az A intratipust 2 varidns képviselte az altalunk vizsgélt magyarorszagi
popolécidban, melyek 1-1 nukleotidban tértek el a referencia szekvencidhoz viszonyitva. A B
intratipus két kiilonboz6 varians 12 izolatumabdl all, melyek egy 10 bazisparbol allo deléciot
és 15 illetve 17 nukleotid cserét tartalmaznak a referencia izolatumhoz hasonlitva. A
legnagyobb polimorfizmust mind mintaszamban, mind genetikai variabilitasban a C intratipus
mutatta, melyet 10 kiillonbozé varians 27 izolatuma képvisel, melyek 22-27 nukleotidcserét

tartalmaznak.
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A teljes hosszusagu LCR izolatumok transzKkripcios aktivitasanak vizsgalata

Azzal a céllal, hogy kideritsiikk, hogy mely nukleotid cserék okoznak az altalunk
vizsgalt izolatumokban a referencia LCR szekvencidhoz képest eltérd transzkripcios
aktivitast, pGL2-Basic promoter nélkiili luciferaz riporter vektorba klonoztunk reprezentativ,
a filogenetikai torzsfa alapjan kivalasztott HPV 31 LCR izolatumokat. A plazmid
konstruktokat ezt kovetden két irdnybol torténd szekvenalassal ellendriztiik, hogy kizérhassuk
az esetlegesen PCR sordn generalodott mutaciokat, majd HPV negativ méhnyakrakos C33-A
sejtvonalba transzfektaltuk a referencia LCR izolatum mellett. A luciferaz tesztek eredményei
azt mutatjak, hogy az eltérd intratipusba tartozé variansoknak kiilonbség van a transzkripcios
aktivitasaban. A B illetve C intratipusba tartozo variansok transzkripcids aktivitasa
szignifikAnsan magasabb volt (p <0,001), mint a prototipus HPV 31 LCR aktivitas. Erdekes
volt, hogy az A intratipusu referencia HPV 31 LCR aktivitasa nem volt magasabb az iires
pGL2 vektor aktivitasandl. Tovabbi érdekes eredmény volt az is, hogy a B csoport
variansainak transzkripcids aktivitdsa szignifikdnsan magasabb volt, mint a C intratipus
tagjaié (p <0,001).

Azért, hogy lokalizalni tudjuk, hogy az LCR mely szakaszan 1év6 nukleotidcserék feleldsek a
variansok transzkripcios aktivitasbeli kiilonbségeiért, delécios mutansokat hoztunk létre a
meglévo, teljes hosszasagu LCR inzerteket hordozo konstruktok felhasznaldsaval mindharom
intratipusbol, majd C33-A sejteket transzfektaltunk a kiilonb6z6 hossziusagi LCR-delécios
mutansokkal Ellentétben a teljes hosszusdgd LCR varidnsok eltérd transzkripcios
aktivitasaval, a HPV 31 Del 1 varidnsok (7122-7415 delécio) relativ luciferdz aktivitasai
kozott nem volt szignifikans kiilonbség. EbbOl arra lehet kovetkeztethetni, hogy azok a
nukleotidcserék, amelyek a teljes hosszusagii LCR aktivitasbeli kiilonbségeiért feleldsek, az
LCR ezen szakaszara (nt 7122-7415) lokalizalédnak. A kiilonb6z6 HPV 31 LCR Del 2
variansok (7122-7792 delécio) transzkripcios aktivitdsaiban nem volt szignifikans kiillonbség,
mig a HPV 31 Del 3 variansok esetében a C intratipusba tartozé varians relativ luciferaz
aktivitasa szignifikdnsan alacsonyabb volt (p < 0,01), mint az A és B csoporta variansoké. Ez
a kiilonbség a Del 3 mutansok esetében azt jelzi, hogy a C intratipus minimal promoter

crer

intratipushoz viszonyitva.
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A HPV 31 Eé6 és E7 variansok

A Kklinikai mintakbél szarmazo HPV 31 E6 és E7 variansok szekvencia

polimorfizmusanak vizsgalata és filogenetikai kapcsolataik tanulmanyozasa

A HPV 31 referencia izolatumhoz (Genbank J04353) viszonyitott Az E6 génben
Osszesen 8 nukleotid valtozast azonositottunk a referencia izoldtumhoz képest, melyek koziil
4 eredményezett aminosav cserét (H60Y, T64A, K123R, A138V) a referencia HPV 31
izolatum aminosav szekvencidjadhoz viszonyitva. Az E7 onkogénben 5 bazis cserét
detektaltunk, melyek koziil 3 eredményezett aminosav cserét (H23Y, E46K, K62E).

Az Osszehasonlito filogenetikai vizsgélataink azt mutattdk, hogy az egyes izolatumok
mindkét régiot vizsgalva ugyanabba az intratipusba tartoznak, tehat a HPV 31 intratipusba
torténd besorolasa ugy tlinik, hogy barmely régi6 alapjan megtorténhet. Az LCR
polimorfizmusahoz viszonyitva az E6/E7 fehérjéket kodold régiok nagyobb foku

konzervaltsagot mutatnak.

A HPYV 31 variansok hatasa a p53 transzkripcids aktivitasara

crer

fehérje transzkripcids aktivitdsdnak gatlasa. Azért, hogy megvizsgaljuk a HPV 31 természetes
variansainak ezt a funkciojat, tranziensen kotranszfektaltunk MCF-7 sejteket E6 variansokat
hordozo expresszios vektorokkal, illetve p53 riporter vektorral (p53-Luc), mely a p53
kotdhelyet tobb kopidban hordozza. Osszehasonlitisként a referencia HPV 31 E6 és a mar jol
ismert hatast HPV 16 E6 expresszios vektorokat is hasznaltuk a kisérletben. A kontrollként
hasznalt iires pcDNA vektorhoz viszonyitva az A csoportba tartozo6 referencia HPV 31 E6 ¢és a
C intratipusba tartoz6 varians (E6V2) szignifikansan (p <0,001) csokkentette a p53 promoter
aktivitasat, hasonléan a HPV 16 E6-hoz. A B intratipusba tartozé varians (E6V1) két
kiilonbozé klonjat (E6Vl1a és E6VI1b) vizsgaltuk, melyeknek az aminosav szekvencidja
megegyezik. A B csoportba tartozo variansok esetében a pS53 riporter luciferaz aktivitasat
gatld hatas mérsékeltebb volt (p <0,005) az A és C intratipusu variansokéhoz képest. Ez az
eredmény azt jelzi, hogy a kiilonb6zd intratipusba tartoz6 HPV 31 E6 varidnsok eltérd

funkcionalis aktivitassal birnak.
A HPV 31 E7 variansok E2F aktivitasra gyakorolt hatasa

A magas rizikofaktort HPV-k E7 onkoproteinjének egy jol ismert tulajdonsaga, hogy
képes kotddni a represszor komplexben 1évd celluléris retinoblasztoma fehérjéhez, illetve

annak tarsfehérjéihez, mely eredményeképpen a szabadda valo E2F faktor aktivalodasaval

12



indukalodik a sejtciklus. A HPV 31 E7 prototipus és az eltérd intratipusba tartozdo E7
variansok e funkcidjat tranziens kotranszfekcios kisérletekben vizsgaltuk, mely soran MCF-7
sejteket transzfektaltunk E7 expresszios vektorokkal és adenovirus E2 promoter riporter
vektorral (pAd-E2F), mely E2F transzkripcios faktor kotOhelyeket —tartalmaz.
Viszonyitasképpen a mar jol ismert funkcioja HPV 16 E7 expresszids vektort hasznaltuk a
kisérletekben. Az eredményeink azt mutatjak, hogy akarcsak a HPV 16 E7, a HPV 31 E7
kiilonb6z6 intratipust variansai is megemelik az E2F transzkripcids aktivitast a kontrollként

hasznalt iires pcDNA vektorhoz képest.
A HPV 31 E6 és E7 variansok hatasa a cellularis tumorszuppresszor fehérjékre

Azért, hogy tanulmanyozni tudjuk a HPV 31 E6 és E7 varidnsok hatasat a cellularis
p53 és Rb fehérjékre, olyan MCF-7 sejtvonalakat hoztunk 1étre stabil transzfekcidval, melyek
expresszaljak az E6 illetve E7 variansokat. A transzfekcio hatékonysagadt mRNS és fehérje
szinten is ellendriztiik, mely vizsgalatok alapjan az E6 és E7 variansok kozel azonos szinten
expresszolodtak mRNS és fehérje szinten egyarant. Ezutan megvizsgaltuk, hogy a HPV 31 E6
variansok endogén p53 fehérjére kifejtett hatasaban van-e kiilonbség. Ehhez Western-blot
analiziseket végeztiink, mely sordn monoklonalis p53 ellenes antitesttel detektaltuk az
endogén p53 szinteket. Kisérleteink sordn azt tapasztaltuk, hogy mindharom intratipusba
tartozo6 variansok kozel azonos mértékben képesek csokkenteni a pS3 stabilitasat.

Ezt kovetden megvizsgaltuk a HPV 31 E7 variansok endogén retinoblasztoma fehérjére
kifejtett hatdsat. Ehhez Western-blot kisérleteket végeztiink, melyben az Rb szintjét
monoklonalis anti-Rb antitesttel detektaltuk. Az eltérd intratipust HPV 31 E7 variansok
kiilonbségeket. A HPV 16 E7 onkoprotein degradald hatasa kifejezettebb volt, mint a HPV 31

E7 variansoké.
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MEGBESZELES

Munkank sordn magyarorszagi betegpopulacioban vizsgaltuk a HPV 31 néhany
HPV 16-ot kdvetéen a HPV 31 a masodik leggyakrabban el6fordulé tipus az altalunk vizsgalt
populécioban. A HPV 16 ¢és 18 esetében az intratipusos szekvencia variansok bioldgiai és
klinikai kiilonbségeket mutatnak. A HPV 31 esetében a szekvencia varidnsok funkcionalis
eltéréseit még kevesen tanulméanyoztdk. Xi és munkatarsai klinikai tanulmanyai alapjan a
HPV 31 eltérd intratipusos varidnsai (A, B, C) kiilonboznek a perzisztald képességiik és a
premalignus 1€zio6t okoz6 funkcidjukban. Az egyik lehetséges funkcio, amely felelds lehet
ezekért az eltérésekért, az eltérd intratipust HPV 31 LCR variansok kiilonb6z6 transzkripcios
aktivitasa, ugyanis az LCR szabalyozza az E6 és E7 onkogének transzkripcidjat, ezaltal a
megvaltozott LCR transzkripcids aktivitds az onkogének expresszidjat is befolyasolhatja,
mely hatassal lehet a virus onkogenitésara is. Egy masik lehetséges mechanizmus az E6/E7
onkogénekben bekdvetkezd aminosav cserék, melyek hatassal lehetnek a fehérjék funkcidjara.

Vizsgalatainkat a HPV 31 LCR szekvencia variabilitdsanak tanulmanyozasaval
kezdtiik. Mas munkacsoportok kordbban mar vizsgaltdak a HPV 31 intratipusos szekvencia
variansait, viszont a HPV 31 természetes szekvencia variansok funkcionalis eltéréseit a
legjobb tudasunk szerint a munkacsoportunk irta le el@szor. Mig a korabbi tanulméanyok
tobbsége részleges LCR szekvencidkat vizsgalt, egy tanulmanyban elemeztek HPV 31 teljes
genomi szekvencidkat, a munkacsoportunk csaknem a teljes hosszusagi LCR szakaszt
tanulmanyozta. A  vizsgalataink soran elemzett HPV 31 szekvencia variansok
polimorfizmusai 6sszhangban vannak a korabbi tanulmanyokban leirtakkal.

Az altalunk vizsgalt HPV 31 LCR szekvencidk alapjan késziilt filogenetikai torzsfa
nagyon hasonlit a teljes genomi szekvencidkat magaban foglalo filogenetikai torzsfara, illetve
a két tanulmanybol szdrmazo izolatumok alapjan késziilt torzsfa jol mutatja, hogy a vilag
eltérd részeirdl szarmazod izolatumok parhuzamosan klaszterezOdnek kiilonb6z6 intratipusos
csoportokba. A HPV 16 és 18 esetén az intratipusos csoportokba torténd besorolds etnikai és
foldrajzi eredet szerint torténik. A HPV 31 esetében kordbban hasonlo, foldrajzi intratipusos
eloszlast irtak le, de ezt a késébbi tanulmanyok nem tamasztottdk ald. Kutatocsoportunk
eredményei alapjan sem lehet megerdsiteni a HPV 31 varidansok foldrajzi régidok szerinti
megoszlasat, ugyanis az altalunk vizsgalt magyarorszagi populaciobdl szarmazé HPV 31

variansok mindharom intratipusos csoportot (A, B, C) reprezentaltak, ellentétben a kordbban
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Magyarorszagon izolalt HPV 16 variansokkal, melyek tilnyomoéan Eurdpai variansok voltak,
illetve néhany Azsiai-Amerikai varianst is azonositottak.

Az LCR, mas néven URR (upstream regulatory region) a kovetkezé funkcionalis
doménekbdl épiil fel: 5’URR domén, auxaliry enhancer domén (AE), egy epitél sejt
specifikus keratinocyte enhancer domén (KE), replikaciés origd €s a p97 prométer. Az LCR
kotohelyeket tartalmaz a virdlis E1 és E2 proteinek szédmara, illetve szamos cellularis
transzkripcids faktor szamara is, mint az AP1, NF1, YY1, Sp1, TEF-1, Oct-1 és a CDP/Cut. A
HPV 31 LCR variansok szekvencia analizise soran nukleotid cseréket detektaltunk mindegyik
funkcionélis doménban, melyek a virdlis E2 illetve néhany celluldris transzkripcids faktor
kotohelyének a kornyezetében talalhatoak. Ezek alapjan igéretesnek tlint megvizsgalni a HPV
31 LCR variansok transzkripcios aktivitasat tranziens transzfekcios kisérletekben luciferaz
riporter tesztek elvégzésével.

A teljes hosszisagh LCR konstruktok funkciondlis elemzése alapjan arra lehetett
kovetkeztetni, hogy a kiilonb6z6 intratipusos vonalba tartoz6 HPV 31 LCR varidnsok
transzkripcids aktivitasaban kiilonbségek vannak. Az A intratipusba tartoz6 teljes hosszasagu
referencia HPV 31 LCR alacsony aktivitast mutatott az iires, pGL2-Basic riporter vektorhoz
viszonyitva a C33-A sejtekben. Ennek az lehet a magyarazata, hogy az éltalunk hasznalt
riporter konstruktban a transzkripcios silencer elemek ellenstilyozzak az enhancer régiok HPV
31 LCR aktivitasra kifejtett hatdsat. Ezen tul kiillonb6z0 genitélis papillomavirusok esetén
megfigyelték, hogy egy - a virdlis E1 fehérjével atfedé — konzervalt silencer elem az epitél-
specifikus enhancer és az E6 promoter kozott helyezkedik el, igy a folyamatos enhancer-
promoter konstruktok, melyek ezt a silencert hordozzak, alacsony transzkripcios aktivitassal
rendelkeznek ezen HPV-k esetében. A B és C intratipusba tartoz6 HPV 31 LCR variansok
transzkripcids aktivitdsa szignifikdnsan magasabb volt, mint a prototipus LCR aktivitas,
jollehet ezek a varidnsok is hordozzék a konzervativ silencer elemet. Ezek alapjan arra lehet
kovetkeztetni, hogy a prototipushoz képest ezekben a variansokban olyan nukleotid cserék
talalhatoak, amelyek szignifikdnsan megvaltoztatjdk a transzkripcios fatorok kotodését
¢s/vagy aktivitasat.

A teljes hosszisagii LCR szakaszok transzkripcids aktivitdsanak vizsgélati eredményei
alapjan deléciés mutansokat hoztunk létre a HPV 31 LCR konstruktokbol, reprezentalva
mindharom intratipust. Azt, hogy mely nukleotidcserék okozzdk a kiilonb6zd LCR variansok
transzkripcids aktivitasbeli kiilonbségeit, igen nehéz meghatarozni. Ezeket a kiilonbségeket
okozhatjak részben az 5’URR régidban (nt 7122-7415) talalhat6 baziscserék, masrészt azok a

nukleotidcserék, amelyek a minimal promoter régioban talalhatéak, ugyanis az A és C
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intratipusba tartozo variansokhoz képest a C csoport variansai - melyek nukleotidcseréket
hordoznak e régioban - szignifikansan (p <0,01) alacsonyabb aktivitast mutattak. Jelen
vizsgalataink azt mutatjdk, hogy az azonos filogenetikai vonalba tartoz6 HPV 31 variansok
hasonlé transzkripcios aktivitdssal rendelkeznek. A teljes hosszusagi LCR variansok
funkcionalis vizsgalatai alapjan gy tlnik, hogy az eltérd intratipusba tartozo variansok
transzkripcids aktivitasai kozott szignifikéns kiilonbségek vannak. Ezek alapjan feltételezhetd,
hogy a HPV 31 variansok filogenetikai klaszterezddése ¢s némely funkcionalis tulajdonsaga
kozott korrelacio van. Ezen eredményeket alatamasztva, korabbi kutatasokban leirtak, hogy a
HPV 16 és 18 esetén, az eltérd intratipusba tartoz6 LCR variansok transzkripcids aktivitasai
kozott is vannak kiilonbségek. Az azsiai-amerikai és az észak-amerikai HPV 16 varidnsok
magasabb transzkripcids aktivitassal birnak, mint az eurdpai varidnsok. Hasonloképpen a
HPV 18 esetében is az azsiai-amerikai varidnsok magasabb transzkripcids aktivitassal
rendelkeznek, mint az eurdpai variansok.

A HPV 31 esetében még ellentmondasos adatok allnak rendelkezésre a kiilonbozo
intratipusba tartozd varidnsok perzisztenciajat és onkogén potencialjat illetden. A HPV 31
klinikai viselkedésének tanulmanyozéasa a viszonylag kisszami HPV 31 pozitiv eset miatt
kissé nehezebb. Mindazonaltal a funkcionalis kiilonbségek, melyeket a széleskorlien hasznalt
C33-A méhnyakrakos sejt-modell rendszeren vizsgalva tapasztaltunk, arra engednek
kovetkeztetni, hogy az eltérd intratipusos csoportba tartozé HPV 31 varidansok kiilonb6zéen
hatnak a méhnyak karcinogenezisében résztvevd egy vagy tobb transzkripcids szabalyzo
mechanizmusban.

Kutatasaink soran a HPV 31 E6 és E7 onkogének természetes variansainak a
filogenetikai és funkcionalis vizsgalatat is célba vettiikk. A munkank sordn detektalt nukleotid
¢s aminosav cserék azonosak a korabban mas kutatocsoportok altal publikaltakkal. Ahogyan
az varhatdo volt, a nukleotid polimorfizmus magasabb volt a nem kodolé LCR
szekvenciakban, mint a fehérjét kodold E6 és E7 régiok esetében. Osszehasonlitva a HPV 31
LCR, illetve E6/E7 szekvencidk alapjan készitett filogenetikai torzsfakat arra a
kovetkeztetésre jutottunk, hogy e genomi régiok barmelyike alkalmas arra, hogy egy HPV 31
izolatumot intratipusba (A, B, C) tudjunk sorolni.

A HPV 31 E7 varidnsok funkciondlis vizsgélatait azzal kezdtiik, hogy teszteltiik az
E7-nek azt a funkciojat, mellyel a pRb-vel és jarulékos fehérjéivel represszor komplexben
1év6 E2F transzkripcios faktort képes felszabaditani. Tovabba megvizsgaltuk az E7 variansok
in vivo retinoblasztoma fehérje degradaciot indukald képességét is. Munkank soran nem

talaltunk szignifikans kiilonbségeket a HPV 31 E7 variansok kozott az elvégzett funkcionalis
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vizsgalatok alapjan. Természetesen mas, cellularis vagy molekularis funkcioikban (példaul
kiilonféle cellularis fehérjékhez torténd kotédés, vagy a gazdasejt immortalizacidjanak
kivéltasa) lehetnek -eltérések, melyek a késObbiekben tovabbi tanulmanyok alapjaul
szolgalhatnak.

A HPV 31 E6 varidnsok szekvencidinak vizsgalata soran talaltunk aminosav cseréket a

c s ey

c sy

vizsgaltak, melyek alapjan igéretesnek tiint a HPV 31 E6 variansok funkcionalis vizsgélatait
elkezdeni. EbbdSl a célbdl a magas rizikofaktort HPV E6 fehérjék egy mar jol ismert
funkcidjat vizsgaltuk a HPV 31 E6 variansok esetében: a p53 tumorszuppresszor
Klingelhutz 2013-ban a HPV 16 E6 mutans fehérjék vizsgalatai soran megallapitottak, hogy
az E6 e két aktivitasa tobbé-kevésbe elvalaszthatd egymastol.

Stabilan transzfektalt MCF-7 sejtvonalakon in vivo tanulmanyoztuk a HPV 31 E6
variansok p53 degradacios aktivitasat, mely kisérletek soran azt tapasztaltuk, hogy a HPV 31
E6 prototipus p53 degradaciot indukalod hatdsa mérsékeltebb volt a HPV 16 E6 hatasdhoz
képest. Eredményeinket Mesplede és munkatarsai 2012-es tanulmanya is alatdmasztja,
melyben kiilonb6zé HPV tipusok E6 fehérjéinek p53 degradacios aktivitasat vizsgaltak, mely
aktivitasok eltérdek voltak az egyes HPV tipusok esetében. A kiilonb6z0 intratipust HPV 31
E6 variansok in vivo p53 degradacios aktivitasaban nem talaltunk szignifikans kiilonbségeket.

Munkank soran tanulméanyoztuk a kiillonb6zd intratipusa HPV 31 E6 variansok p53
proapoptotikus fehérje transzkripcids transzaktivator funkciojara kifejtett gatlo hatasat is.
Eredményeink azt mutatjak, hogy bar az E6 variansok in vivo p53 degradacios aktivitasaban
nem volt szignifikans eltérés, a p53 transzaktivator funkcigjat gatlo hatasukban kiilonbségeket
mutattak az eltéré intratipusu variansok. Hasonléan a HPV 16 E6-hoz, a HPV 31 E6
prototipus, mely az A intratipusba tartozik, illetve a C intratipusba tartoz6 varians (E6V2)
csokkentették a p53 transzkripcios aktivitasat, mig a B intratipus variansai (E6V1a, E6V1b)
csak mérsékelt gatldo hatassal rendelkeztek. A HPV 31 LCR varidnsok transzkripcios
aktivitasanak vizsgdlata sordn azt tapasztaltuk, hogy azok az LCR variansok, melyek a B
intratipusba tartoznak, magasabb transzkripcios aktivitdst mutattak, mint az A és C intratipus
variansai. Ez a jelenség egy kompenzaciés mechanizmus lehet, ugyanis a papillomavirusok
LCR szakasza fontos szerepet jatszik a virus génexpresszidjanak ¢és replikacidjanak

szabalyozéasaban.
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Ezen funkcionalis vizsgélatok eredményei nincsenek teljesen Osszhangban az olyan
jellegli epidemioldgiai vizsgalatokkal, amelyekben a HPV 31 variansok klinikai viselkedését
vizsgaltak. Xi ¢és munkatarsai (2012, 2013, 2014) tanulmanyai alapjan az A ¢és B
intratipusokba tartozé variansok nagyobb eséllyel okoznak premalignus elvaltozasokat, mint a
C csoport varidnsai. Az epidemiologiai és molekularis adatok eltérése indokolttd teszi a HPV
31 E6 ¢és E7 fehérjék tovabbi funkcionalis vizsgalatat, melyek ezen fehérjék szertedgazod
molekularis mechanizmusaira — ko6tédés cellularis proteinekhez (p53, E6AP), primer
keratinocita immortalizaciot okoz6 hatds, a gazdasejt differenciaciét és az apoptdzist

modulalé hatés - is fényt derithetnek.
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OSSZEFOGLALAS

A human papillomavirusok (HPV) mintegy harmada az anogenitalis traktust fert6zi. A
magas rizikofaktora HPV tipusok (16, 18, 31, 33, 35 sth.) tehet6ek feleldssé a méhnyakrak
kialakulasaért. Az E6/E7 valamint az LCR genomi régiokban bekovetkezé nukleotideserék
megvaltozott  transzkripcids  aktivitast és/vagy megvaltozott onkogén potencialt
eredményezhetnek, mindez pedig egy lehetséges mechanizmus arra, hogy a HPV intraipusos
variansok viselkedésében eltérések mutatkozzanak.

Munkank célja az volt, hogy megvizsgaljuk az eddig kevésbé tanulmanyozott magas
kockéazatdt HPV 31 LCR, E6 és E7 régidinak genetikai polimorfizmusat egy magyarorszagi
populacidban, illetve hogy a variansok esetleges funkciondlis kiilonbségeit detektaljuk.
Munkank soran premalignus illetve malignus elvaltozasokbol szdrmazo klinikai mintakkal
dolgoztunk. A filogenetikai vizsgalatok alapjan harom intratipusba (A, B, C) sorolhatok az
izolatumok, mely besorolast mind az LCR, mind az E6/E7 régiok alapjan el lehet végezni.
Nukleotid polimorfizmus szempontjabol az LCR bizonyult variabilisabbnak szemben az E6 és
E7 régiokkal, melyek fehérjét kodolnak. Szignifikans kiilonbségeket talaltunk az eltérd
intratipusos csoportba tartoz6 HPV 31 LCR varidnsok transzkripcios aktivitdsdban. Delécios
mutansokkal végzett kisérleteink alapjan megallapitottuk, hogy az egyes LCR variansok
aktivitas kiilonbségeiért részben az LCR 5°, részben pedig 3’ szakaszan (minimal promoter
region) talalhatd nukleotidcserék a felelosek.

A kiilonféle E6 és E7 varidnsokat expresszids vektorba klonozva vizsgaltuk azok
hatasat p53 illetve adenovirus E2 promoterekre, valamint teszteltiik az E6 és E7 variansok in
vivo p53 illetve pRb degradaciojat indukalo hatasat. Az eltérd intratipusba tartozé HPV 31 E7
variansok, akéarcsak a HPV 16 E7 prototipus, megemelték a pAdE2 promoéter aktivitasat. Az
E6 variansok esetében kiilonbségeket talaltunk a varidnsok p53 transzaktivacidjat gatlo
hataséban, az A és C intratipusba tartoz6 varidnsok csokkentették a p53 aktivitast, hasonloan a
kontrollként hasznalt HPV 16 E6-hoz, a B csoportba tartoz6 variansok hatasa a p53
aktivitasara mérsékeltebb volt. A kiilonb6z6 HPV 31 E6/E7 intratipusos variansok in vivo
p53/Rb degradédcios aktivitdsaban nem taldltunk szignifikans kiilonbségeket. Tovabbi
érdekesség, hogy a B intratipusba tartoz6 LCR variansok nagyobb transzkripcids aktivitast

mutattak, mint az A illetve C intratipusos variansok.
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