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3. BEVEZETES

Napjainkban a human papillomavirus (HPV) fertézés az egyik leggyakoribb szexualis
uton terjedd betegség vilagszerte. A magas rizikd-faktora human papillomavirusok (HPV 16,
18, 31, 33, 35 stb.) tehetok feleloss¢ a méhnyakrdk, illetve mas anogenitalis rakos
megbetegedések, valamint fej- és nyaki tumorok kialakitasaért. A méhnyakrak a nék masodik
leggyakoribb rakos megbetegedése, mely esetek dontd tobbségében a perzisztens HPV
fertdzés bizonyult a legfontosabb etiologiai agensnek (zur Hausen és mtsai 1994);
Magyarorszagon is a vezetd egészségligyi problémak kozé tartozik.

A magas rizikd-faktoru papillomavirusok daganateltd hatasaért az E6 és E7 onkogének
a feleldsek, illetve kozvetetten a két onkogén expresszidjat irdnyitdé Gn. f6 szabalyz6 régiod
(long control region/LCR). A virusgenomban az LCR olyan regulatorikus egységeket
tartalmaz, amelyek szamos virdlis és cellularis faktort képesek kotni, ezaltal az LCR
szabalyozza a virus replikacidjat és a virdlis gének transzkripciojat. Az évek soran tobb
tanulmanyban is leirtdk, hogy az LCR-ben bekovetketett mutaciok funkcionalis
kiilonbségeket eredményeznek a replikdcios rataban (Hubert, 2005), illetve az E6 promoter
transzkripcios aktivitasaban (Kammer és mtsai, 2002; Park és mtsai, 1999). Ezen valtozasok
hatterében az allhat, hogy a nukleotid cserék érinthetnek virdlis és/vagy cellularis
transzkripcios faktor kotohelyeket is, melyeknek ezaltal megvaltozhat az affinitasa az adott
faktorral szemben. A HPV-ok E6 és E7 onkoproteinjei tobbek kozott a cellularis p53, ill.
retinoblasztoma tumorszuppresszor fehérjékkel kolcsonhatva fontos szerepet jatszanak a
daganatos elvaltozasok indukalasaban és fenntarasaban, melyet szerteagazd molekularis
mechanizmusok utjan valositanak meg. E fehérjékben bekdvetkezd mutaciok hatassal
lehetnek a fehérje szerkezetére, ¢€s ezaltal a funkcidjara is. Azokat a nukleotid
polimorfizmusokat, melyek 0sszefiiggésbe hozhatdk a virus megvaltozott aggresszivitasaval,
fontos megismerni az adott elvaltozas korlefolyasa, progndzisa és kezelése szempontjabol.

A HPV 16 és 18 természetes szekvencia variansait széleskorlien tanulmanyoztak, mely
variansok biologiai és klinikai kiilonbségeket mutatnak. A HPV 31 esetében a szekvencia
variansok detektdldsa napjainkban is vilagszerte folyik, viszont a varidnsok funkcionalis
kiilonbségeit eddig kevesen tanulmanyoztdk. Ezért munkank sordn a HPV 31 LCR, E6 és E7
régiok természetes Szekvencia variansait vizsgaltuk filogenetikai €s funkcionalis

megkozelitésbol.



4. IRODALMI ATTEKINTES

4.1 A papillomavirusok morfologidja

A papillomavirusok (PV) a Papillomaviridae csaladba tartozo, kisméretii (~55nm),
lipoprotein burokkal nem rendelkezd, ikozahedralis szimmetriaju, duplaszald, cirkularis DNS
virusok, fehérjekopenyiik 72 kapszomerbdl épiil fel (Zur Hausen, 1996). A koriilbeliil 8000
bazispar (bp) nagysagu genomialis DNS a gazdasejt hisztonjaival kromatinszert struktarat
alkot. A kapszid két strukturproteint is tartalmaz: az er6sen konzervalt major kapszid proteint
(L1), melynek molekulatomege kortilbeliil 55 kDa ¢és a virus fehérjéinek 80%-at alkotja
(Pfister és mtsai, 1984), illetve a kevésbé konzervativ minor kapszid proteint (L2), melynek a
molekulatomege 70 kDa (Howley és mitsai, 1996). A kiilonb6z6 HPV tipusok genomi
struktirdja egységes képet mutat, a gének szerepe azonban nem teljesen azonos az egyes

tipusokban.

4.2 A papillomavirusok rendszertana

A papillomavirusokat korabban a hasonld, burok nélkiili kapszidjuk, a kisméreti,
duplaszalu, cirkularis DNS genomjuk, valamint a nukleuszban torténé replikaciojuk miatt a
polyomavirusokkal és a simian vacuolating virussal (majmok vakuolizal6é virusa) soroltak
kozos egységbe, igy alkotva a Papovaviridae csaladot. A legujabb tanulmanyok szerint
azonban a két viruscsoport nem vonhato dssze az eltérd genetikai €s stuktaralis tulajdonsagaik
miatt (kilonb6z6 genom méret és struktura, eltéré kapszid atmérd, ORF-ek szama). Ennek
eredményeként a papillomavirusokat és a polyomavirusokat a Nemzetk6zi Virustaxondmiai
Bizottsag (International Committee on the Taxonomy of Viruses/ICTV) két 6nallo, a

Papillomaviridae és a Polyomaviridae csaladokba sorolta (de Villers és mtsai, 2004).

4.3 A papillomavirusok klasszifikdcioja

A humén papillomavirusok csoportositdsa az evolucidésan erdsen konzervalt L1
strukturalis proteint kodolé ORF alapjan torténik, melyet 1995-ben a Papillomavirus
Workshop (Quebec) hagyott jova. Akkor beszélhetiink egy G HPV tipusrol, ha annak a
genomjat sikeresen klonoztak, illetve ha a legkdzelebbi rokonsagban 1€évd papillomavirus
genomtdl legaldbb 10 %-ban eltér az L1 szekvencidja. Szubtipusrdl beszélhetiink akkor, ha az
L1 ORF szekvencia kiilonbség 2-10%, mig eltérd varidnst akkor kiilonboztetiink meg, ha az
L1 szekvencia eltérés kevesebb, mint 2 %, illetve a nem-kodolé LCR szekvencia kiilonbség
nagyobb, mint 5 % (de Villers és mtsai, 2004; Ho és mtsai, 1993).
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A papillomavirusokat 16 genusba lehet sorolni, melyekbdl 6t human papillomavirus
genust kiillonboztetiink meg, ezek az Alpha-, Beta-, Gamma-, Mu- és Nu-papillomavirus
genusok (Bernard és mtsai, 2010; de Villers és mtsai, 2004). A napjainkig azonositott human
papillomavirusok csaknem 90 %-a az Alpha-, Beta- és Gamma- papillomavirus genusokba
tartozik, mig a tobbi genusba (Delta-, Epsilon-, Zeta-, Eta-, Theta-, lota-, Kappa-, Lambda-,
Xi-, Omikron-, és Pi-papillomavirus genus) allati patogén papillomavirusok sorolhatok. A

human papillomavirusok klasszifikaciojat az 1. abra és az 1. tablazat mutatja be.

1. abra: A humdn papillomavirusok konszenzus filogenetikai torzsfaja, mely az L1 konzervativ

régio szekvencidi alapjan késziilt (Kovanda és mtsai, 2011).
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Genus Species | Tipus species | Egyéb tipusok Megjegyzés
Benignus 1ézidk az oralis
vagy genitalis
1 HPV 32 HPV 42 nyalkahartyan. Alacsony
kockazat.
Kutan 1éziok, alacsony
2 HPV 10 HPV 3, 28, 29 kockavat.
Nyalkahartya 1éziok,
3 HPV 61 HPV 72,81, 83 alacsony kockazat.
Szemolcsok a boron,
4 HPV 2 HPV 27, 57 gyermekek genitalis
1ézidja.
Alpha-papillomavirus | 5 HPV26 | HPV51, 60,82 | Mg kockian, mukozdlis
éziok.
Magas kockazat, mukozalis
6 HPV 53 HPV 30, 56, 66, \eziok.
HPV 39, 45,59, | Magas kockazat, mukozalis
7 aa s 68, 70 16zi6k.
Alacsony kockazat, kutan
8 HPV 7 HPV 40, 43 és mukozalis 16ziok.
HPV 31, 33, 35, | Magas kockazat, mukozalis
9 HPV 16 52, 58, 67 1éziok.
HPV 11, 13, 44, Alacsony kockazat,
10 HPV'6 74 benignus mukozalis 1éziok.
Leginkabb kutan 1éziok,
1 HPV 5 qgvzg’ ;i ;g epidermodysplasia
e e verruciformis.
Beta-papillomavirus Leginkéabb kutan 1éziok,
2 HPV 9 H2P3V3175’31g ,8202, epidermodysplasia
RS verruciformis.
3 HPV 49 HPV 75, 76 Benignus kutan 1éziok.
1 HPV 4 HPV65, 95 Kutén 1éziok.
Gamma-panill , 2 HPV 48 - Kutan 1éziok.
papriomavirus 3 HPV 50 - Kutén 1éziok.
4 HPV 60 - Kutéan 1éziok.
Mu-bapillomavirus 1 HPV 1 - Verruca plantaris.
bap 2 HPV 63 - Verruca plantaris.
Nu-papillomavirus 1 HPV 41 - Szemolcsok.

1. tablazat A human papillomavirus genusok bemutatasa de Villers és mtsai (2004) alapjan.

A papillomavirusok a természetben altalanosan megtalalhatéak, napjainkra szamos
magasabb rendii gerincesben, illetve tobb madarfajban is kimutattak ezeket a virusokat a teljes

genomjuk izolalasaval (Pfister et al. 1994). Gazdaszervezet szempontjabol szigora

fajspecificitas jellemzi a papillomavirusokat, melyet a virusok elnevezése is sugall, mint

példaul a CRPV  (cottontail rabbit/gyapotfarki  nyal papillomavirus), BPV
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(bovine/szarvasmarha papillomavirus), illetve a HPV (human papillomavirus). Mindezek
mellett a papillomavirusok kifejezett sejttropizmussal birnak, a bér vagy a nyalkahartya
tobbrétegli elszarusodo, illetve el nem szarusodd lapham sejtjeit fertézik (Howley és Lowy,
2001).

Mintegy 200 HPV tipust irtak le napjainkig, melyeknek koriilbeliil az egyharmada az
anogenitalis traktust fertézi (de Villers ¢és mtsai, 2004; Bernard és mtsai, 2010), de
megtalalhatoak a szdj-, a 1égutak és az emésztétraktus nyalkahartydjan kialakuld tumorokban
is. A mukokutan vagy nyalkahartya-asszocialt HPV tipusok a mukozalis el nem szarusodo
lapham sejteket fertdzik, ilyenek példaul a HPV 6, 16, 18, 31, 33 stb., mig a kutan
papillomavirusok (HPV 48, 50, 65, 75 stb.) az elszarusodd lapham sejteket. Onkogén
potencidljuk szempontjabél a mukokutdn papillomavirusok esetén megkiilonboztetiink
alacsony kockazatu (low risk/LR) - példaul HPV 6, 11, 44, 55, 74 - és magas kockazata (high
risk/HR) papillomavirusokat, mint példaul a HPV 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45. Az alacsony
kockazati HPV-k f6leg benignus -elvaltozasokbol mutathatok ki, mint a condyloma
acuminatum, genitalis papillomak, 1égzdészervi, szajiregi és conjuctiva infekciok, mig a
magas kockazatu HPV tipusok gyakran okoznak invaziv rdkos elvéltozasokat, mint példaul a

méhnyakrak és az analis karcindoma (Bosh és mtsai, 2002; Munoz és mtsai, 2003).

4.4 A papillomavirus genomjanak felépitése, a virus dltal kodolt fehérjék jellemzése

A teljes genom kb. 8000 bp nagysagut, mely harom részre tagolodik: a 4,5 kb nagysagu
korai gének (E1, E2, E4, ES, E6 és E7) régidjara, a 3 kb nagysagu késbi gének (L1 és L2)
1000 bp-bol all (Gloss et al. 1987). A HPV 31 tipus genomjanak felépitését a 2. abra mutatja
be.

12
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E7 — RB

Replication
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E2 » 4x BS URR
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poly (A) Early

2. abra: A HPV 31 genom szervezddése.

URR: upstream regulatory region= LCR: long control region/ hosszu szabalyzo régio, AE: auxiliary
enhancer domén, KE: keratinocyte enhancer domén, Ori: replikdcios origo, p97 promoter, p742
promoter, EI-E8 fehérjék, L1 és L2 kapszid fehérjék.
http://labs.feinberg.northwestern.edu/laimins/research/index.html forras alapjan.

A korai régioban kodolt fehérjék szabalyz6 funkcioval birnak, mint példaul a viralis
genom replikacidjanak és transzkripcidjanak a feliigyelete, a sejtciklus és apoptozis
befolyasolasa, a fert6zott sejtek strukturdlis modositasa, valamint az immunmodulacio. A
késoi régid géntermékei L1 és L2 strukturalis proteinek, melyek specifikusan az epitélium
granularis rétegében expresszalodnak. E két fehérje alkotja a virus kapszidjat, ezéltal szerepiik
van a virus terjedésében, transzmissziojaban, illetve a kornyezetben vald tulélésében
(Graham, 2010). A harom régiét minden papillomavirusban két poliadenilacios hely (pA), a
korai pA (Akg) és a késéi pA (AL) helyek valasztjak el. A HPV-knek két f6 promoteriik van. A
korai promoter (p97 a HPV 16 esetében) - mely az E6 ORF el6tt helyezkedik el - szabalyozza
az E6 ¢s E7, illetve egyéb virdlis gén transzkripcidjat, mig az E7 ORF elott lokalizalodo késdi
géntermékek, az L1 és L2 fehérjék expresszalodasat eredményezi. A HPV 16 és 31 vizsgalatai
soran szamos promotert azonositottak, melyek transzkripciés kezdépontjai a 200-700
nukleotidok kozott helyezkednek el, és foként a késdi génexpresszioban vesznek részt
(Rosenstierne és mtsai, 2003; Mar Pena és mtsai, 2001). A HPV 31b esetében négy promotert
irtak le Ozbun és mtsai 1998-ban, melyek koziil a p99 {6 korai promoéter valamint a p77 €s
p3320 Konstitutivan expresszalddnak a teljes viralis életciklus soran, mig a p742 promoter az
epitelidlis differenciacié soran aktivalodik és a késdi gének transzkripcidjat inicialja. A HPV
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31 p99 promotere megfelel a HPV 16 p97 promoéterének, mig a HPV 31 p742 promotere
hasonld aktivitassal bir, mint a HPV 16 p670 promoéter (Hummel és mtsai, 1992; Ozbun és
mtsai, 1997).

A cirkularis papillomavirus genom transzkripcioja tobb promoter régiordl, egy DNS
szalrol torténik, mely soran tobb ORF-et tartalmazo policisztronos pre-mRNS-ek képzbédnek,
melyek alternativ splicing és poliadenilacio utjan alakulnak tovabb. Milligan és mtsai 2007-
ben leirtdk, hogy a pre-mRNS-ek teljes érési folyamata differencidlodott gazdasejtben tud

végbemenni.

4.4.1 EI fehérje

Az El gén terméke egy 65 kDa méreti ATP-dependens DNS helikaz, a
papillomavirusok altal kodolt egyetlen enzim. Az E1 fehérje er6sen konzervalodott a HPV
tipusok kozott, mely tiikkrozi esszencidlis szerepét a viralis életciklusban. Az E1 fehérje harom
funkcionalis régiobol all: az N-termindlis regulatorikus régid, mely nélkiilozhetetlen az
optimalis in vivo replikacidhoz (Sun és mtsai, 1998; Morin és mtsai, 2011); a centralis DNS
kotd domén (DNA binding domain/DBD), mely a replikacids origd specifikus szekvencidjat
ismeri fel (Sarafi és McBride, 1995; Chen ¢és Stenlund, 1998); a C-terminalis helikaz domén,
mely enzimatikus aktivitdssal bir (Enemark €s Joshua-Tor, 2006; White és mtsai, 2001). Az
E1 klasszikus inicidtor protein, mely funkcidjara utal a struktrdja is, mely nagyon hasonld
mas DNS virusok iniciator fehérjéihez, mint példaul a simian virus 40 (SV40) illetve mas
polyomavirusok large T-antigénje (LT-Ag) (Clertant és Seif, 1984). A virus replikacios
ciklusdban a viralis episzomak kopiaszamat emeli és szinten tartja a bazalis keratinocitdkban,
talalhato replikacios origot felismerve és ahhoz bekotddve az E2 fehérjével egy helikaz
komplexet alkotva inicialja a DNS szintézist (Ustav és mtsai, 1991; Thorner és mtsai, 1993).
Az E2 fehérje mellett szdmos, a cellularis DNS replikdcioban szerepet jatszd faktorral is
képes kolcsonhatasba 1épni, ilyenek példaul DNS polimeraz a-primaz (Pol a-prim) komplex,

¢s a topoizomeraz I (Topo I).

4.4.2 E2 fehérje

Az E2 fehérje két régiora tagolodik, N-terminalisan egy konzervativ hozzavet6legesen
200 aminosavbol all6 transz-aktivald domén, C-terminalisan egy koriilbeliil 100 aminosavbol
allo, a szekvencia specifikus DNS kotéséhez és az E2 homodimerizacidhoz sziikséges domén,

melyeket egy flexibilis kapcsolo szekvencia, a ,,hinge” kot 6ssze, ennek hossza a kiilonb6z6
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papillomavirus genusokban eltérhet (Giri és Yaniv, 1988). Az E2 fehérje a papillomavirusok
legfontosabb transzkripcidos modulatora (Spalholz, 1985; Chin és mtsai, 1988; Choe és mtsal,
1989). Az E2 egy szekvencia specifikus DNS kot6 fehérje, mely az LCR-ben talalhatd, 12
bazisparbol (ACCGN4CGGT vagy ACCNeGGT) allo kotéhelyekhez (E2 binding site/E2BS)
képes kotddni és indukdlni vagy represszalni a virdlis transzkripcidt az E2 kotohely
kornyezetétdl és az asszocialodott cellularis faktorok természetétdl fiiggden. Sok esetben az
E2 dozisatol fiiggben aktivalodik vagy represszalodik a transzkripcid; alacsony
koncentracioban emeli az E6 és E7 gének expresszidjat, mig magas koncentracioban
represszorként hat (Thierry és Yaniv, 1987; Bouvard és mtsai, 1994; Fujii és mtsai, 2001). Az
E2 az El fehérjével helikdz komplexet alkotva - fokozva és tamogatva az E1 mukodését -
részt vesz a viralis replikacio6 inicializalasaban (Mohr és mtsai, 1990; Sanders és Stenlund,
2000; Frattini és Laimins, 1994). Az alfa-papillomavirusok esetén 4 konszenzus E2
kotohelyet irtak le, melyek az LCR-re lokalizalédnak. Ezek koziil az elsé két E2BS (E2
binding site/E2 kotohely) a korai prométer régioban, a harmadik E2 kothely a replikacios
origo elott (itt talalhato E1 kotéhely is), mig a negyedik E2BS 300-400 nukleotiddal feljebb,
az LCR kozepén foglal helyet. A kiilonboz6 E2BS-ek eltérd affinitassal képesek kotni az E2
fehérjét. Az E2 kotohelyek tobbsége tartalmaz legalabb egy CpG dinukleotidot, melyek
metilalodasaval az E2BS karosodik, igy az E2 transzkripcios regulator funkcidja is sériil
(Thain és mtsai, 1996; Kim ¢és mtsai, 2003). Az E2 képes kolcsonhatasba Iépni szamos viralis
és cellularis proteinnel. A viralis proteinek koziil az L2 minor kapszid proteinnel kdlcsonhatva
részt vesz a virusgenom becsomagoldsaban (Day és mtsai, 1998). Grm és munkatarsai 2005-
ben leirtdk, hogy a HPV 16 és 18 E6 fehérjéje az E2 C-terminalis doménjével kozvetleniil
kolcsonhatva megvaltoztatja mind az E2, mind az E6 szubcellularis lokalizaciojat. A cellularis
transzkripcids faktorok koziil képes kolcsonhatni tobbek kozott a Transcription Factor 11D
ITFIID-vel és a Transcription Factor Binding Protein/TBP-vel (Rank és mtsai, 1995; Carillo
¢és mtsai, 2004), a Transcription Factor 1IB/TFIIB-vel (Rank és mtsai, 1995; Benson és mtsai,
1997), a DNA-topoisomerase Binding Protein I/TopBP1-gyel (Boner és mtsai, 2002).
Osszefoglalva tehat elmodhatd, hogy az E2 egy multifunkcionélis fehérje, mely viralis és
cellularis proteinekkel kolcsonhatva képes transzkripcids —transzaktivatorként vagy

represszorként miikodni.

443 E3 és ES fehérje

Az E3 és E8 gének a korai régioban lokalizdlodnak és csak néhany papillomavirus

tipusnal talalhatéak meg (HPV 1, 11, 16, 31, 33), termékiik az E®"E2C fuzids protein, mely a
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viralis replikaci6 és transzkripcid negativ regulatoraként funkcional valészintileg a virus
képiaszam szabalyozasa, illetve a virus episzomalis formdjanak stabil fenntartasa altal (Alp

Avci, 2012).

444 E4 fehérje

Az E4 ORF-et a korai virus gének koz¢é soroljak (Danos és mtsai, 1982; Chen és mtsai,
sejtciklust szabalyozzak. Ennek ellenére az E4 a virus szaporodasi ciklusanak a kései
fazisdban expresszalodik, nagyjabol egy idében a virusgenom sokszorozddasanak
inicialasaval. A virdlis életciklus korai szakaszéban az E4 fehérjének még nem irtdk le
bizonyitott funkcidjat. Az aktiv virdlis infekcioban biomarkerként szolgal az E4, ugyanis nagy
mennyiségben akkumulalodik a 1éziok kozéps6 és felsé epitelialis rétegeiben a produktiv
fertdzés soran (Doorbar és mtsai, 1997, Peh ¢és mtsai, 2002; Maglennon ¢s mtsai, 2011). Az
E4 fehérje a gazdasejt citokeratin halozatahoz kotddik, mely annak dsszeomlasahoz vezet,
ezzel segitve a virus sejtmagbol torténd kiszabaduldsat, tehat igen fontos a produktiv
infekcioban (Doorbar és mtsai, 1991). Davy és Doorbar 2007-es tanulmanya szerint az E4
egyes HPV tipusoknal gatolja a sejtproliferaciot, illetve részt vesz a hatékony genom
amplifikacidoban €és ennek kovetkezményeként a virus szintézisben is (Nakahara és mtsai,
2005; Wilson és mtsai, 2005; Peh és mtsai, 2004). Az E4 fehérje a genom amplifikacidjaban

feltételezhetden kinadzokkal és az E2 virdlis fehérjével torténd kdlcsonhatés révén vesz részt.

4.45 ES fehérje

A HPV-ok ES5 fehérjéje egy kisméretli, 83 aminosavbol allo fehérje, melyet a magas
hidrofobitasa, alacsony expresszios szintje €s a membran-lokalizdcidja miatt igen nehéz
detektalni. Az 6t HPV genusbol csak néhany kodolja, példaul az alfa-HPV-ok kodoljék és
expresszaljak is az ES fehérjét, mig a béta-papillomavirusok nem (Bernard és mtsai, 2010).
Magat az ES ORF-et négy kiilonb6zé csoportba lehet sorolni: alfa, béta, delta és gamma
(Bravo és mtsai, 2004), melyek eltér6 onkogén potenciallal és klinikai manifesztacioval
jellemezhetéek (Schiffman és mtsai, 2005). A HPV ES ORF a virus szaporodasi cikluséanak a
korai szakaszaban expresszalodik. Az ES5 in vitro gyenge transzformald hatéssal bir, hatasat
leginkabb mas virdlis onkoproteinekkel kooperalva fejti ki, példaul az E6 fehérjével
kolcsonhatva eldsegiti a koilocyta képzddést, mely a HPV infekcio jol ismert morfologiai
markere (Krawczyk és mtsai, 2008). A magas kockazatt HPV-ok ES5 fehérjéje képes

onmagaban azokat a morfologiai és kromoszoémalis valtozasokat indukalni, melyek a normal
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sejt tumoros sejtté torténd progresszidjat kisérik, ilyen példaul a poliploidia és a binuklearis
sejtek képzddése (Mittal és mtsai, 1990; Prasad és mtsai, 1993). Az E5 két ellentétes hatdssal
bir a virus replikdcidjara nézve, az egyik, hogy képes indukalni az EGF-R szignalizacios
utvonalat mind az EGF-dependens ¢s -independens médon. Humén keratinocitakban képes
aktivalni a mitogen-activated protein kinase (MAPK) faktorokat (Crusius és mtsai, 1997; Gu
¢és mtsai, 1995), melyek a c-fos és c-jun transzkripcidjanak fokozasaval (Chen és mtsai, 1996)
stimulaljak a sejtciklust és indukaljdk az E6/7 onkogének transzkripciojat. Ezzel ellentétben
képes alul-szabalyozni a KGF-R (keratinocyte growth factor receptor) és FGF-R2b (fibroblast
growth factor receptor 2b) expresszidjat és szignalizacidjat, ezzel csokkentve a szuprabazalis
elvaltozas soran torténd virdlis genom integracié utdn az E5 gén nem expresszalodik a
cervikalis tumorokban, viszont az LSIL (low-grade squamous intraepithelial lesions)
elvaltozdsokban mind az E5 mRNS, mind az E7 fehérje detektalhatod (Stoler és mtsai, 1993;
Kell és mtsai, 1994), ezzel feltételezve, hogy az E5S a HPV infekcid korai szakaszaban

szerepet jatszik a fert6zott sejt apoptdzisanak megakadalyozasaban.

4.4.6 EG6 fehérje

Az E6 egy koriilbeliil 150 aminosavbol allo fehérje, melynek ORF-je kozvetleniil az
LCR folytatasaban talalhato a viralis genomban. A fehérje két CX2C-X29-CX2C cink-ujj
domént tartalmaz, melyeket egy 36 aminosavbol allo linker domén kapcsol 6ssze. Az E6-tal
kolcsonhato fehérjék koziil az E6 associated protein (E6AP), egy E3 ubiquitin ligdz volt az
elsd, melyet azonositottak (Huibregste és mtsai, 1991; Scheffner és mtsai, 1993). Az E6AP
komplexet alkotva az E6-tal, képes megkotni mas fehérjéket, mely kapcsolat a target fehérje
ubiquitinalédasdhoz és kovetkezményes proteaszoma medidlt degradacigjahoz vezet
(Scheftner és mtsai, 1993). Az E6GAP fehérje E6 koté motivuma az LXXLL (Chen és mtsai,
1998; Elston és mtsai, 1998), pontosabban ELQELLGE. Az LXXLL motivumon keresztiili
kotddés szamos papillomavirus esetében az E6 fehérje konzervalodott tulajdonsaga, mig az
EGAP képes kotddni az alpha-papillomavirusok HR és LR genusahoz, néhany béta-HPV
genushoz, illetve a BPV1-hez is (Chen és mtsai, 1998; Kubbala és mtsai, 2007). Az E6 talan
legjobban tanulmanyozott target fehérjé¢je a pS5S3 tumorszupresszor, mely a sejtet ért
stresszhatasok soran aktivalodo szignalizacidés mechanizmusokban jatszik fontos szerepet
(Murray-Zmijewski, 2008), mint példaul az apoptoézis vagy a DNS javitds. A magas
kockézati HPV tipusok E6 fehérjéje az E6AP-vel képes trimolekularis komplexbe kotni a p53

proapoptotikus fehérjét, melynek kovetkezménye a p53 degradacidja az ubiquitin-
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proteaszoma utvonalon keresztiil (Scheffner ¢és mtsai, 1990; Huibregste ¢és mtsai, 1991,
Scheffner és mtsai, 1993; Huibregste és mtsai, 1993a). Az E6AP N-terminalis doménjéhez
eloszor az E6 fehérje kotddik, majd ezt kovetden képes komplexbe vinni a p53
tumorszupresszort; az E6AP 6nmagaban nem képes kotni a p53 fehérjét (Huibregste és mtsai,

1993a; Huibregste ¢és mtsai, 1993b). Mind az alacsony, mind a magas kockazata

crer

crer

kovetkezménye a p53 degradacioja (Crook és mtsai, 1991; Li és Coffino, 1996). Lechner és
Laimins 1994-ben leirtak, hogy a kiilonb6z6 HPV tipusok E6 proteinjei eltéré affinitassal
képesek gatolni a p53 kotddését a DNS-ben talalhatd célszekvencidjahoz, ennek megfelelden
a HPV 16 E6 rendelkezik a legerdsebb inhibicids hatassal, mig a HPV 18 E6 és a HPV 31 E6
gatld hatdsa mérsékeltebb. Ezek a gatlo hatasok korreldlnak az E6 tipusok p53
transzaktivacidjat gatlé hatasaval, mely mechanizmus fiiggetlen a p53 E6-E6AP-indukalt
degradaciojatol. Mantovani és Banks 2001-ben leirtak egy szintén p53 degradaciotol
fliggetlen mechanizmust, mellyel az E6 gatolja a p53 szignalizaciot, ez pedig a p53
citoplazmaba torténd visszavonasan alapul, mely valdszintileg a p53 C-terminalisan talalhato
NLS (nuclear localization signal) maszkirozasaval, vagy pedig a p53 nuklearis
transzportjanak a fokozéasaval valosul meg. Az E6 képes gatolni a p53 aktivitast azaltal is,
hogy kolcsonhatva a CBP/p300 vagy hADA3 (histone acetyltransferases) fehérjékkel gatolja
a p53 célgének transzaktivacidjat (Patel és mtsai, 1999; Zimmermann és mtsai, 2000; Kumar
¢és mtsai, 2002). A magas kockazati E6 esetében leirtak, hogy kolcsonhat két olyan fehérjével,
melyek a virdlis fertézéskor aktivalodott velesziiletett immunvalasz részei: az egyik az IFR-3
(interferon regulatory factor-3), amellyel torténd interakci6 megakadalyozza a viralis
infekciot kovetd IFN-B (interferon- B) transzkripcidt; a masik fehérje a TLR9 (toll-like
receptor 9), melyet kiiktatva az E6 megakadalyozza a fertdzéskor bekovetkezd citokin-
aktivaciot (Ronco és mtsai, 1998; Hasan és mtsai, 2007). Az E6 megakadalyozza a fert6zott
tanulmanyok leirtak, hogy az E6 képes blokkolni az apoptozist a pS3 hidnyaban is (Steller és
mtsai, 1996; Pan és Griep, 1995). Az E6 gatolja az extrinsic apoptotikus szignalizaciot
kolcsonhatva kiillonbozd ’death’ receptorokkal és adapter molekuldikkal, mint példaul a
TNFR-1 (tumor necrosis factor receptor), a FADD ¢és caspase 8. Mind a HR, mind az LR
HPV-k E6 onkoproteinje képes blokkolni az intrinsic apoptotikus szignalizaciot is a Bak

crer

Banks, 1999; Jackson és mtsai, 2000). Klingelhutz és munkatarsai 1996-ban leirtak, hogy a
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magas kockazata HPV-ok E6 fehérjéje aktivalja a telomeraz aktivitast az epitelialis sejtekben,
mely eredményeként a sejtek immortalizalédnak. Az aktivaciohoz sziikséges az E6AP fehérje
jelenléte is (Gewin és mitsai, 2004). A fertézott sejtek kromoszomadlis stabilitasanak
fenntartasbaban szerepet jatszd fehérjékkel is kolcsonhat az E6 fehérje, ilyen példaul a
hMCM7 (human minichromosome maintenance 7). A HPV 18 E6 indukélja az MCM7
Osszefoglalva, az E6 onkoprotein a szertedgazd funkcidjaval (p53 inaktivacio, apoptozis
gatlas, telomeraz aktivalas, transzkripcios szabalyozasok) hozzajarul a fertézott sejtek rakos
elvaltozdsanak a beinditasdhoz ¢és fenntartdsdéhoz. Az E6 fehérje celluldris fehérjékre

gyakorolt hatasait a 3. abra mutatja be.

Infected cell
Integrins 7; \ TNFRI -f] Apoptosis- PDZ domain
Plasma tH T rta proteins
membrane | T ! ‘
L ®
. ) @ L

Cytoplasm

“ ‘ e Proteasome
/ T
f AP—
C

(p300) A SPI
EBP ) —' NFX123 _ -
| > @ -

Nucleus MINFNFNFNFAF

Nature Reviews | Cancer

3. abra: A HPV E6 onkoprotein kolcsénhatdsai a cellularis fehérjékkel (forras:
http://www.nature.com/nrc/journal/v10/n8/fig_tab/nrc2886_F4.html)

4.4.7 E7 fehérje

A papillomavirusok E7 fehérjéje egy koriilbeliil 100 aminosavbol 4ll6 foszfoprotein. A
fehérje N-terminalis régioja két doménra tagolodik, ezek a CR1 és a CR2 (conserved region)
(Phelps és mtsai, 1988), melyek jol konzervalodtak a kiilonbozé HPV tipusok kozott. A C-
terminalis régid cinkkotd helyet tartalmaz, mely két CXXC motivomot is magéban foglal

(Barbosa ¢és mtsai, 1989; MclIntre és mtsai, 1993). A papillomavirusok CR1 és CR2
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melybdl kifolydlag funkcionalis hasonldsagok is megfigyelhetok (Matlashewski és mitsai,
1987; Phelps és mtsai, 1988). Mivel a papillomavirusok nem kodolnak a replikaciojukhoz
sziikséges DNS polimerdz enzimet, igy kénytelenek a gazdasejt enzimrendszerét illetve
transzkripcids Utvonalait hasznalni, melyet az altaluk kodolt fehérjéken, leginkabb az E6 és
E7 proteineken keresztiil valositanak meg. Az E7 és az E6 fehérjék fokozott aktivitasa viszont
a fert6zott sejtek malignus elvaltozasaihoz vezethet, melyet e két onkoprotein szdmos
mechanizmus Gtjan valosithat meg, tobbek kozott az apoptdzis gatlasaval, a sejtciklus
beinditdsaval, kontrollalatlan sejtproliferacioval, a fert6zott sejtek immortalizaciojaval. Az E7
onkoprotein egy igen fontos funkcidja, hogy képes az E2F-pRb represszor komplexben 1év6
retinoblasztoma (RDb) fehérjét kotni és degradaciojat indukalni (Frolov és mtsai, 2004; Munger
¢és mtsai, 1989). E represszor komplex, melyet az Rb, E2F ¢és a jarulékos ’pocket p107 és
p130° fehérjék alkotnak, a sejtek G1 fazisbol S fazisba torténd atlépését gatolja a sejtciklus
soran. Az E7 retinoblasztoma kotésének eredményeképpen szabaddd valik az E2F
transzkripcids faktor, melynek hatdsara a sejtek atlépnek az S fazisba. Az E7 fehérje indukalja
1996). Dyson és munkatarsai 1989-ben kimutattak, hohy a HPV 16 E7 onkoprotein a CR2
domén konzervativ LXCXE motivuman keresztiil képes asszocialodni a pRb-vel. Az E7
fehérje hatdssal van a mitotikus folyamatokra is, a magas kockdzatt HPV E7 aberrans
centroszoma duplikacidt illetve multipolaris mitézist okoz (Duensing ¢és mtsai, 2000;
Duensing és Munger, 2003). Hatassal van a sejtek differencialodasi folyamataira: Muller és
munkatarsai 1999-ben leirtak, hogy az E7 fokozza a C/EBPa-medialt differenciaciot. Az E7
¢és mtsai, 2000), gatolja az IRF-1 medialt transzaktivaciot (Park és mtsai, 2000), emeli a
VEGF ¢és IL-8 expressziot (Walker és mtsai, 2011). Az E7 transzkripcidosan szabalyozza
szamos gén promoterét, példaul transzaktivalja az adenovirus E2 (AdE2) promotert (Edmonds
¢s Vousden, 1989; Phelps és mtsai, 1992), aktivalja a c-fos prométert, stimulalja az MPP2 (M
phase phosphoprotein 2)-medialt transzkripciot (Luscher-Firzlaff és mtsai, 1999), represszalja
az MHC | promoétert (Li és mtsai, 2009). Osszefoglalva, az E7 fontos szerepet jatszik a
papillomavirusok életciklusdban, mint transzformald protein, szamos mechanizmus Utjan
(sejtproliferacio stimulalas, differencialodasi folyamatok késleltetése, sejtciklus bekapcesolasa
sth.) a cellularis kornyezet atprogramozasaval elOsegiti a viralis replikaciot és hozzajarul a
papillomavirusok éltal indukalt karcinogenezis folyamatahoz. Az E7 fehérje kdlcsonhatasait a

cellularis fehérjékkel a 4. abra mutatja be.
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4. abra A HPV E7 fehérje kilcsonhatasai a cellularis fehérjékkel (forras:
http://www.nature.com/nrc/journal/v2/n5/box/nrc797_BX2.html)

45 LCR (long control region)

A papillomavirusok long control régioja (LCR) - vagy mas néven upstream regulatory
region (URR) — mintegy 1000 bp hosszisagu szakasz, mely az L1 és az E6 géneket kodolod
szakaszok kozott foglal helyet a virusgenomban. Az LCR nagy szamban tartalmaz cisz-
reszponziv elemet, melyek a viralis gének expressziojat és replikacigjat szabalyozzak. Az
LCR jelentés polimorfizmust mutat a kiilonb6z6 papillomavirusok kozott, viszont nagy
szdmban fordulnak eld transzkripcids faktorokat, illetve viralis faktorokat felismerd rovid
motivumok, melyek jol konzervalddtak a papillomavirusok koézott (Chong és mtsai, 1990;
Ensser és Pfister, 1990). A PV-ok vizsgalatai soran négy olyan szekvencia elemet talaltak,
melyek minden papillomavirusban megtaldlhatoak: a kés6i mRNS-ek poliadenilacios helye
(pA), mely az LCR 5° végén taldlhatd; az E1 kotShely; az E2 palindrom felismerési
szekvenciak (ACCNeGGT) - genitalis HPV-ok esetében 4 darab (E2 L.-1V.) -; és az E6 gén
promoterében taldlhatdo TATA box. Az E2 kothelyek alapjan az LCR harom, funkcionélisan
kiilonboz6 szegmensre oszthato, ezek az 5°, a centrdlis, €s a 3” szegmensek. A genitalis HPV-
ok 5’ szegmense mintegy 300 bp hosszisagl szakasz, mely az L1 transzkripcids terminacios
kodon ¢és a IV. E2 kotOhely kozott talalhatd. Az LCR ezen szegmense a késoi

transzkriptumokat szabalyzo transzkripcios terminacios €s poliadenilacios helyeket, valamint
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negativ szabalyz6 elemeket tartalmaz (Furth és Baker, 1991; Kennedy ¢és mtsai, 1991). Az
LCR centralis szegmense egy koriilbeliill 400 bazisparos szakasz, mely a IV. és a III. E2
kotohelyek kozott foglal helyet, mely egy epitélium specifikus transzkripcids enhancerként
funkciondl (Chin és mtsai, 1989; Cid és mtsai, 1993; Cripe és mtsai, 1987; Gloss ¢és mtsai,
1987), és ez a szovet specifikus enhancer felelds a HPV-okra jellemzo epitél sejttropizmusért
(Roden és mtsai, 1994; Miiller és mtsai, 1995). A centralis szegmensben talalhat6 II1. E2
kotéhely a replikdcid inicializalasaban, illetve az E6 ¢és E7 gének transzkripcids
szabalyozasaban vesz részt (Chiang és mtsai, 1992; Russel és Botchan, 1995; Sverdrup ¢és
Khan, 1995; Romanczuk és mtsai, 1990). Az LCR 3’ szegmense hozzéavetdlegesen 140 bp
hosszlisagu szakasz, melyet a III. E2 kotohely és az E6 gén hatarol. Ez a szegmens hordozza
az El kotohelyet, mely a replikacids origdt hatdrozza meg. Az LCR ezen szakasza két E2
kotohelyet (L. és I1.), egy SP1 transzkripcios faktor kétohelyet és egy TATA boxot tartalmaz,
melyek egyiittesen szabdlyozzdk az E6/E7 promdter aktivitasat. Az LCR szamos celluldris
transzkripcids faktor kotdhelyet — AP1, cEBP, NF1, Oct-1, PEF-1, TEF-1, TEF-2, YY1,
glukokortikoid receptor, progeszteron receptor — (Chan és mtsai, 1989; 1990; Chong és mtsai,
1990;1991; Cuthill és mtsai, 1993; Garcia-Carranca és mtsai,1988; Ishiji és mtsai, 1992; Kyo
¢s mtsai, 1993; O’Connor ¢és Bernard, 1995) és viralis fehérje (E2 és E1) kotohelyet tartalmaz
tobb ismétlédésben. Ezen kotOhelyek dontd tobbsége a centrdlis és a 3° szegmensre
lokalizalodnak. Az egyes transzkripcios faktorok hatasa eltérd, vannak melyek simulatorként,
masok represszorként miikddnek. Az NF1 faktor (nuclear factor 1), melyet eldszor az
adenovirus genom replikacidjaban betoltott szerepe alapjan azonositottak, a HPV-ok esetében
represszor funkcioval bir (Kyo és mtsai, 1993). Az AP1 faktor (activator protein 1) EGF és
KRF novekedési faktorok hatdsara stimulalja a viralis génexpresszidt (Chan és mtsai, 1990).
Az Oct-1 (octamer binding transcription factor 1) a POU faktor csalad tagjaként szamos
virdlis és cellularis gén mitkddésére hatassal van, a papillomavirusok esetében represszorként
funkcional (Hoppe-Seyler és mtsai, 1991). Az YY1 (yin and yang 1) faktor miikodhet
aktivatorként és represszorként egyarant (Lee ¢és mitsai, 1992). Az LCR-ben bekovetkezo
mutaciok érinthetnek transzkripcids faktor kotohelyeket is, melyek hatassal lehetnek az
érintett faktor bekotddésére, ennek eredményeként valtozhat a faktor aktivacids vagy
repressziés hatadsa, mely végsd soron befolydsolhatja az E6 illetve E7 onkogének
expressziojat. Az LCR sematikus felépitését €s a benne talalhatéd cellularis és virdlis faktorok

lehetséges kotdhelyeit az 5. abra foglalja 0ssze.
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5. abra A HPV 31 f6 szabdlyzo régiojanak tagolodasa a benne taldlhato putativ virdlis és celluldris

transzkripcios faktor kotohelyekkel O’Connor és munkatdarsai alapjan (1995).

4.6 A HPV 31 LCR, E6 és E7 genomi régiok polimorfizmusa

A magas kockazati HPV 31 filogenetikai szempontbol kozeli rokonsédgban all a HPV
16-tal, ennek ellenére kiillonboznek mind agresszivitds, mind intratipusos variabilitas
szempontjabol. Napjainkban a legmélyrehatobban tanulmanyozott tipus a HPV 16, melynek
sikerdilt feltarni szdmos, a tumorképzddéshez vezetd molekularis mechanizmusat, természetes
genetikai variabilitasat, a variansok sokszor kiilonb6z6 biologiai hatasat. A HPV 31 esetében
is egyre tobb tanulmany sziiletik vilagszerte, melyekben szamos intratipusos varianst sikertlt
detektalni az L1, E6, E7 és LCR régiokban (Calleja-Macias és mtsai, 2004; Gagnon és mtsai,
2005; Raiol és mtsai, 2009; Chagas és mtsai, 2011, 2013; Cento és mtsai, 2011;), viszont ezen
tipus molekularis mechanizmusainek felderitése, a variansok funkciondlis kiilonbségeinek
vizsgalata még sok kihivast allit a kutatok elé. A HPV 16 esetén foldrajzi régiok szerinti
intratipusos megoszlast lehet megfigyelni (eurdpai, afrikai, azsiai, dzsiai-amerikai és €észak-
amerikai), mely intratipusok esetében epedemiologiai vizsgalatok kimutattak, hogy az eltérd
populdcidkban kiilonbségek vannak példaul a virus perzisztald képessége vagy az
aggresszivitdsa szempontjabol (Berumen és mtsai, 2001; Xi és mtsai, 2006). Funkcionalis

vizsgalatok kimutattdk, hogy az E6 illetve E7 onkogénekben bekdvetkezd aminosav mutaciok
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hatassal lehetnek a HPV varidnsok karcinogenitdsara, példaul az in vitro p53 degradaciot
indukdlo hatdsra (Stoppler ¢és mtsai, 1995) vagy a specifikus virdlis epitopok
immunogenitasara (Ellis és mtsai, 1995). Ezzel ellentétben, a HPV 31 esetében harom
intratipusos csoport (A, B és C) kiilonboztethetd meg, melyek nem mutatnak foldrajzi régiok
szerinti eloszlast, hanem egy adott populacion beliil mutatkozik meg ez a heterogenitas. Ez a
jelenség megfigyelhetd a HPV-33, 35, 52, 58 és 67 tipusok esetében is (Chen és mtsai, 2011).
Ennek hatterében az éllhat, hogy a HPV-ok evoliciés mechanizmusa masabb, mint a tobbi
virusé¢, melyek a gazdasejttel parhuzamosan evolvalodtak, ugyanis a virdlis genom
szeparaci6. A HPV 31 prevalenciaja esetében foldrajzi variabilitast figyeltek meg: az USA-
ban Xi és munkatarsai 2012-ben 1,1%-os HPV 31 prevalenciét irtak le, mig Azsiaban ez az
értek 0,3%, Eurdpaban 2,3%, mig Latin-Amerikdban 1,2%; mely valdsziniileg a kontinensek
kozott fenalld etnikai kiilonbségekkel magyardzhato. Jollehet szdmos epidemiologiai
tanulmany jelent meg a HPV 31 variansok bioldgiai hatasainak kiilonbségérdl, mégis fontos
azoknak az aminosav mutdcioknak a felderitése, melyek ezeket a kiilonbségeket okozzak,
kiilonosen az E6, E7 régiokban, ugyanis e két onkoprotein nélkiilozhetetlen a HPV altal
okozott malignus folyamatok beinditasahoz és fenntartdsdhoz. A HPV 31 esetében szamos
tanulmany ir az E6 és E7 régidkat érintd aminosav cserékrdl, viszont ezen mutaciok hatasat
funkcionalis szempontbol még nem vizsgaltak. A HPV 16 E6 és E7 mutansokat viszont mar
tobben talumanyoztdk, melybdl kideriilt, hogy az EG6-ban taldlhaté H60Y és az A138V
mutacio a putativ p53 degradacios és kotohely kozelében talalhato meg (Foster és mtsai,
1994; Crook ¢és mtsai, 1991). Az E7 vizsgélatai soran leirt H23Y aminosavcsere az Rb kotd
doménben foglal helyet, mig az E46K mutacié az Rb k6té domén €s a cink ujj motivum
kozott taldlhatd (Barbosa és mtsai, 1990; Dyson és mtsai, 1992). Mivel az E7 egyik fontos
funkcidja az Rb/E2F ttvonalon keresztiil torténd immortalizacid, Ggy azok a variansok,
melyek az Rb kotd helyiikben mutacidt hordoznak, megvaltozott immortalizacios képességgel
rendelkezhetnek. Az E7 onkogénben talalhatdé K62E mutacié a prototipust kivéve extrém
magas szazalékban detektalhato a HPV 31 esetében (Chagas és mtsai, 2013; Gagnon ¢és mtsai,
2005), mely arra enged kovetkeztetni, hogy ez a mutdcié szinte az &sszes HPV 31-ben
megtalalhat6. Az LCR szekvencia variansainak vizsgalata szintén a HPV 16 esetében volt
mélyrehatobb. Ezen tanulmanyokban leirtak, hogy az LCR-ben bekdvetkezett mutaciok
funkcionalis kiilonbségeket eredményeztek a replikacios rataban (Hubert, 2005), illetve az E6
promoter transzkripcids aktivitdsdban (Veress és mtsai, 1999; Kammer és mtsai, 2002; Park

¢és mtsai, 1999) a HPV 16 LCR prototipushoz képest. Tobb kutatdcsoport is leirta, hogy az
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LCR-ben bekovetkezett mutaciok hatassal vannak a transzkripcids faktor kotdhelyekre, mint
példaul az NF1, AP-1, Oct-1, TEF-1 vagy az YY1, melyet a HPV 18 esetében is megfigyelték
(Londesborough ¢és mtsai, 1996; Rose és mtsai, 1998; Sichero, 2005). Eurépaban izolalt HPV
16 variansok esetében kimutattak, hogy az E6 génben bekdvetkez6 mutaciok nagyobb
mértékben megvaltoztatjdk a virus patogén potencialjat, mint az LCR-ben bekovetkezd
mutaciok (Kammer és mtsai, 2002). Osszefoglalva tehat a papillomavirusok koédold vagy
regulatorikus régidiban bekovetkezd nukleotid és/vagy aminosav mutacioi a virusvariansok
patologiai diverzitasahoz vezethetnek; példaul a cisz-valasz elemeket érintd valtozasok
hatassal lehetnek a virus transzkripcids és replikacios ratdjara, az E6 és E7 onkogénekben
kialakult mutaciok megvaltoztathatjdk a virus transzformald hatasat. Ezen megvaltozott
folyamatok molekularis mechanizmusainak feltdrasa a HPV 16 és HPV 18 esetében
elérehaladott, mig a kisebb prevalencidji HPV tipusok - példaul HPV 31 - esetében még

szamos kérdés megvalaszolasra var.
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5. CELKITUZESEK

Munkdm soran a HPV 31 természetes varidnsainak genetikai variabilitdsat, a
kiilonb6z6é varidnsok funkcionalis kiilonbségeit tanulmanyoztam a virus hossza kodold
régiojat (LCR), az E6 és E7 onkogéneket kodolo régidit érintve, melyhez az alabbi célokat

tlztem ki:

1. A klinikai mintakbol szarmazé HPV 31 LCR izolatumok genetikai variabilitasanak
vizsgalata, filogenetikai kapcsolataik felderitése.

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

3. A klinikai mintakbol szarmaz6 HPV 31 E6 és E7 izolatumok variabilitasanak
tanulmanyozasa DNS és aminosav szinten is, filogenetikai kapcsolataik felderitése.

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

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

crer
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6. ANYAGOK ES MODSZEREK

6.1 Sejtvonalak és betegmintik

A méhnyakrak illetve mellrdk eredetii epitelialis sejtvonalakat (C-33A, MCF-7)
DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s medium, Sigma) tapfolyadékban tenyésztettiik,
amelyhez 2 mM L-glutamint 10% borjusavét, és 1 % antibiotikumot adtunk (100 U/ml
penicillin és 100 ug/ml streptomycin végkoncentracioban). Egyik sejtvonal sem tartalmaz
HPV DNS-t. Az MCF-7 sejtvonal p53 és Rb fehérjéket nativ allapotban hordozza; mig a C-
33A sejtvonal p53 fehérjéje a 273 kodonnal pontmutaciot hordoz, melynek eredménye egy
Arg->Cys szubsztitucid; mig a retinoblasztoma fehérjét deficiens (trunkalt) formaban
tartalmazza. A sejteket 37 C°-on, 5%-0s CO2 koncentracod és 95%-os paratartalom mellett
tenyésztettiik.

Mintagytijtés: 2005 és 2009 kozott 41 darab HPV 31 tipusra pozitiv, exfolialt sejteket
taralmazd mintat gyijtottink be a Debreceni Egyetem Sziilészeti és NOgyogyaszati
Klinik4jarol Prof. Dr. Toth Zoltan és Prof. Dr. Hernddi Zoltdn kézremiikodésével. A mintakat
olyan noktdl vették le, akiknél a kolposzkopos vizsgalat soran premalignus vagy malignus

elvaltozast tapasztaltak. A ndk atlag ¢letkora 34,9 év volt (21,0-51,0).

6.2 DNS izolalas, HPV DNS kimutatas, tipizdlds

Az exfolialt sejtekbdl szarmazd DNS izolalasahoz High Pure Viral Nucleic Acid Kit-et
(Roche) hasznaltunk kdvetve a gyartd utasitasait. A preparalt DNS minéségét human B-globin
génre specifikus PCR modszerrel ellendriztiik (belsé kontroll), mig a HPV fertézés
kimutatdsa az MY09-MY11-HMBO1 L1 régiora specifikus konszenzus PCR technikaval
tortént. A HPV-k tipizalasa az amplimerek restrikcios analizisével tortént (RFLP/Restriction

Fragment Lenght Polymorphism) (Koénya és mtsai, 2000).

6.3 HPV 31 LCR, Eé6 és E7 amplifikacio

onkogénjét (E6, E7) specifikusan tervezett primerekkel (2. tablazat) sokszorositottuk a
tovabbi vizsgalatok elvégzéséhez. Az LCR szakasz amplifikalasahoz hasznalt forward primer
Kpnl hasitasi helyet, mig a reverz primer Hindlll hasitasi helyet tartalmaz. A PCR elegy
végtérfogata 50 ul volt, mely 2 ul DNS mintabdl, 2,5 U Gene Amp High Fidelity Enzim Mix-
bél (Life Technologies), 5 ul Gene Amp High Fidelity 10xPCR pufferbél (mely 1,5 mM
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MgClz-ot tartalmaz), 200 uM dNTP-bél illetve 0,5-0,5 uM primerekbdl allt. Az amplifikacios
reakciok a 2720 Thermal Cycler (Life Technologies) késziilékkel lettek elvégezve. Az
alkalmazott PCR héprofil az alabbi volt: 94°C 2 perc, melyet 35 ciklus kovetett 94°C-on 30
masodpercig, 55°C-on 30 masodpercig és 72°C-on 60 masodpercig, melynek az utolsé 25
ciklus mindegyikében a 72°C-os extenzids Iépést megnoveltik 5 masodperccel. Az
amplifikacios termékek azonositasa agardéz gélben vald elektroforézissel tortént. A
kivalasztott PCR termékek Gel Extraction Kit (Qiagen) felhasznalasaval torténd tisztitasa utan
BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Life Technologies) segitségével, ABI PRISM
17D 3100-Avant Genetic Analyzer késziilékkel (Life Technologies) lettek megszekvenalva a
PCR primerekkel, illetve az LCR esetében belsd szekvendld primerekkel is. A mintdk
szekvenalasat Dr. Poliska Szilard végezte el. A HPV 31 LCR variansok szekvenciai

JQ693766-t61 JQ693807-ig ellatott Accession number-rel lettek feltoltve a GenBank-ba.

Célgén Primer szekvencidja Primer pozicidja
F 5’-GCACGGTACCTATGTGTGTGTTTGTGTGTT-3’ nt 7122-179
LCR R 5’-GCACAAGCTTATCGTAGGGTATTTCCAATG-3’ nt 7122-7141
F 5’-GCGCAAGCTTCTTAGTATAAAAAAGTAGGG-3’ nt 14-33
LCR Del 3 F 5’-GCGCAAGCTTCTTGTTATAAAAAAGTAGGG-3’ nt 14-33
E6 F 5’-AACCTACAGACGCCATGTTC-3 nt 94-104
R 5’-ATCCTCCTCATCTGAGCTGT-3’ nt 628-648
F 5’-TGGAGAAGACCTCGTACTGA-3’ nt 525-545
E7 R 5’-AGTTACAGTCTAGTAGAACA-3’ nt 819-839

F: forward primer, R: reverz primer

2. tablazat: 4 HPV 31 LCR szakaszainak, E6 és E7 onkogénjeinek amplifikalasdra alkalmazott,
PRIMER2 programmal tervezett PCR primerek

6.4 Filogenetikai analizis

MEGA (Molecular Evolutionary Genetics Analysis) 5 Software (Tamura és mtsai,
2011) segitségével a HPV 31 LCR, illetve E6 és E7 onkogének szekvenciaibol multi
szekvencia analizis, majd filogenetikai torzsfak késziiltek maximum likelihood (ML)
modszerrel. A torzsfa megbizhatosaganak ellendrzésére ’bootstrap’ (500x) analizist
végeztiink, mely soran a valtozok ’bootstrap’ jramintavételezésével eldallitott alternativ
fakat egyesiti a program, majd %-ban fejezi ki, hogy hanyszor helyezi a faban azonos helyre a
mintakat. Az elvégzett filogenetikai elemzést akkor szokas megbizhatonak tekinteni, ha ezek
a széazalékos értékek 70-80%-nal nagyobbak, ekkor a valasztott filogenetikai modszer és a
vizsgalt szekvencidk alkalmasak a leszarmazési viszonyok felderitésére. A szekvencidk

elemzése és a torzsfak elkészitése Dr. Veress Gyorgy segitségével torténtek.
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6.5 Plazmid konstruktok

Reprezentativ LCR, E6 és E7 szekvencia variansokat valasztottunk ki a filogenetikai
torzsfak alapjan minden intratipusbol a funkcionalis vizsgalatokhoz, melyeket luciferaz
riporter illetve expresszios vektorba klonoztunk.

A teljes LCR szakaszokat pGL2-Basic prométer nélkiili luciferaz riporter vektorokba
épitettiik be az amplifikaciohoz sziikséges primereken talalhatdo Kpnl és Hindlll restrikcios
enzim felismerd helyek segitségével. Ehhez eldszor a PCR termékeket agardz
gélelektroforézist kovetéen preparativ 1%-os agardz gélbdl kivagtuk és tisztitottuk Gel
Extraction Kit (Qiagen, Hilden, Germany) segitségével a gyarto utasitdsainak megfeleléen. A
ligalasi reakciohoz a tisztitott amplimereket, illetve a pGL2-Basic vektorbol 5 ug-nyi
mennyiséget hasitottunk ragados végeket eredményez6 Kpnl és Hindlll (20-20 U) restrikcios
enzimekkel 37°C-on 4 oran at. Az emésztést kovetéen Qiaquick PCR Purification Kit
(Qiagen) felhasznalasaval tisztitottuk a hasitott termékeket. A tisztitott PCR termékeket a
pGL2-Basic vektorba (Promega) ligaltuk T4 DNS ligaz (New England Biolabs) enzim
segitségével. Az 1 ul pGL2-Basic vektort, 1 U T4 ligaz enzimet, 10 pl tisztitott PCR terméket
tartalmaz6 20 ul végtérfogata reakcioelegyeket éjszakan at inkubaltuk 16 °C-on. A kovetkez6
nap a ligacios, valamint az inzertet nem tartalmazo csak vektort hordozo (kontroll) elegyeket
0°C-ra lehitottik olvadd jégen, majd Escherichia coli (E. coli) XL1 baktérium torzset
transzformaltunk. A transzformalas soran 100-100 ul kompetens baktériumszuszpenziot
mértiink a 20 pl ligalasi elegyekhez, majd 30 percig 0°C-on inkubaltuk. Ezt kdvetéen 900 pl
gliikozzal kiegészitett TSB (Trypton Soy Broth) [Luria-Bertani (LB) tapfolyadék, 10 mM
MgS0410 mM MgClz, 2,0 mM glikkéz, 5 % DMSO 10 % polietilén-glikol] tapoldatot
mértiink a mixekhez, majd 37°C-on inkubéltuk 350 rpm-en razatva 1 6rén at. A transzformalt
baktériumokat 13000 rpm-en torténd centrifugalassal Osszegyljtottik, majd a feliiliszo
részleges ledntését és az iiledék alapos szuszpenziojat kovetéen 100-100 pl-t szélesztettiink
100 pg/ml ampicillint tartalmaz6 LB agar szelektiv taptalajra és 37°C-0s termosztatba
helyeztiik a csészéket éjszakara a baktériumok ndvekedéséhez. Masnap a kindtt telepekbdl
mintanként legalabb 10-10 db izolalt telepet leoltottunk 2-2 ml ampicillin (100 pg/ml)
tartalmu folyékony LB médiumba és 37°C —on 200 rpm-mel razatva 6 oran at tenyésztettiik a
baktériumokat. A plazmid DNS izolaldsahoz 1-1 ml baktériumszuszpenziot kimértiink
Eppendorf-csévekbe, majd centrifugaltuk 1 percig 13000 rpm-mel. A feliiliszo6 maradéktalan
eltavolitasa utan az iiledéket alaposan felszuszpendaltuk 100-100 pl P1 oldatban (10 mM
EDTA, 25 mM TrisHCI pH 8,0, 50 mM glikoéz, 0,1 mg/ml RNaz), ezt kovetden
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hozzamértiink 200-200 ul P2 oldatot (1 % SDS 0,2 N NaOH,) és 10 percig inkubaltuk
szobahomérsékleten lassu Osszeforgatassal. Ezutan a reakcioelegyhez adtunk 150-150 pl P3
oldatot (3M kalium-acetat, pH 4,8) ¢s 2 masodpercig vortexeltiikk. Centrifugalassal (13000
rpm, 5 perc) elvalasztottuk a plazmid DNS-t tartalmazd tiszta fazist és a csapadékként
keletkezett sejttormeléket. A tiszta fazist atmértiik tiszta Eppendorf-csovekve, majd 800-
800ul 96%-0s etanol hozzaadasaval precipitaltuk a DNS-t. Egy 13000 rpm, 5 perces
centrifugalasi 1épés utan a felilluszokat ledntottiik és 70%-0s etanollal mostuk a pelletet, majd
ismét centrifugaltuk (13000 rpm, 5 perc). A feliiluszok alapos eltavolitasa utan az iiledéket
beszaritottuk szobahémérsékleten, majd 30-30 ul TE-pufferben oldottuk fel a DNS-t. Kpnl és
Hindlll restrikciés enzimekkel torténé hasitds, majd a hasitott mintdk agardz
gélelektroforézise utdn megallapitottuk, hogy mely transzformansokba épiiltek be az inzertek.
Az inzerteket hordoz6 baktérium klonokbol plazmid DNS-t izolaltuk nagy mennyiségben:
100 ml ampicillin (100 pg/ml) tartalmi LB folyékony médiumba oltottunk 100 pl
baktériumszuszpenzidt és éjszakan at 37 °C-on, 200 rpm-mel razatva tenyésztettilk, masnap
Wizard Plus Midipreps DNA Purification System (Promega) felhasznalasaval a gyartd
utasitasainak megfeleléen plazmid DNS-t preparaltunk. A plazmid DNS-t 100 pl TE pufferbe
oldottuk be, a koncentraciot spektrofotométerrel hataroztuk meg. Az inzertadlt DNS
fragmentumokat két iranybol torténd szekvenalassal ellendriztik a GLprimerl (5'-
d(TGTATCTTATGGTACTGTAACTG)-3") és a GLprimer2 (5-
d(CTTTATGTTTTTGGCGTCTTCCA)-3') szekvenalo primerek (Promega) segitségével.

Az LCR Del 1 és Del 2 deléciés mutansokat a teljes LCR szakaszokat tartalmazo

pGL2-Basic vektorokbol nyertiik. A Del 1 konstruktokat Kpnl és Rsrll restrikcios
enzimekkel, mig a Del 2 mutansokat Kpnl és Pmel enzimekkel hasitottuk, 1%-0s preparativ
agardz gélen elektroforetizaltuk, majd a kivagott szakaszokat mar nem tartalmazo vektorok
gélbol torténd kivagasa utan a mintakat Qiaquick Gel Extraction Kit (Qiagen) segitségével
tisztitottuk. A hasitott plazmid végeinek foszforildlasara és tompa végek kialakitdsara Fast
DNA End Repair Kit-et (Thermo Scientific, Waltham, MA) hasznaltunk a gyartoi
utasitisoknak megfeleléen, majd a kezelt plazmidokat tisztitottuk a Qiaquick PCR
Purification Kit (Qiagen) felhasznalasaval. A plazmidok ujraligalasa T4 DNS ligdz enzim
(Thermo Scientific) alkalmazasaval tortént: 50 ul térfogatban 10 pg linearis plazmid, 5 U
ligaz enzim és 5 pl PEG (polietilén-glikol) felhasznalasaval 22 °C-on 10 percig. Ezt kovetden
az ujraligalt plazmidokat azonnal felhasznaltuk E. coli XL1 torzsbe torténd transzformalashoz

a TransformAid Bacterial Transformation Kit (Thermo Scientific) felhasznalasaval, a gyartoi
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utasitdsoknak megfeleléen. A transzformalt baktériumokat 100 pg/ml ampicillint tartalmazo
LB agarra szélesztettiilk steril livegbottal, majd 37°C-os termosztatba tettiik novekedni
masnapig. A Del 3 mutans konstruktok az LCR 14-179 nukleotidjaig terjedd szakaszat
Hindlll restrikcids enzim felismerd helyeket tartalmazé primerekkel (3. tablazat) és a mar
korabban ismertetett PCR kondiciokkal amplifikaltuk. A PCR-t kdvetden preparativ agardz
gélben tortént az amplimerek azonositasa, kivagasa és gélbol vald tisztitasa Qiaquick Gel
Extraction Kit (Qiagen) segitségével. A tisztitott PCR termékeket és 5 pg-nyi pGL2-Basic
vektort 20 U Hindlll restrikcios enzim alkalmazasaval 37°C-on 4 orat emésztettiik, majd
tisztitottuk Qiaquick PCR Purification Kit (Qiagen) felhasznalasaval. T4 DNA ligaz enzim
(Thermo Scientific) segitségével ligaltuk be az inzerteket: 20 pl végtérfogatban 1 pl hasitott
pGL2-Basic, 10 ul hasitott PCR termék és 2 U ligaz enzim bemérésével 10 percig 22 °C-on.
Ezt kovetéen a ligalt plazmidokat TransformAid Bacterial Transformation Kit (Thermo
Scientific) segitségével azonnal felhasznaltunk az E. coli XL1 torzsbe torténd
transzformaldshoz. Ampicillin (100pg/ml) tartalmu LB agarra szélesztettiik a transzformalt
baktériumokat, masnapig 37°C-on novesztettiik. A delécids mutinsok esetében a sikeres
transzforméciok ellendrzésére kolonia PCR-t hasznaltunk. Ehhez a transzformalas utan kin6tt
baktérium telepekb6l mintanként legalabb 10-10 izolalt telepet atoltottunk steril kacsokkal
ampicillines (100p/ml) LB agarra, majd éjszakara 37°C-os termosztatba tettiikk névekedni. A
masnap kindtt baktérium telepekbdl Red Taq Ready Mix (Sigma-Aldrich) felhasznalasaval és
a 4. tablazatban taldlhat6 primerekkel és PCR kondiciokkal detektaltuk, hogy mely
transzformdns hordozza az inzerteket. A delécidos mutans konstruktok nagy mennyiségii
felszaporitasa és tisztitasa a korabban leirtak szerint tortént Wizard Plus Midipreps DNA
Purification System (Promega) felhasznalasaval a gyartoi utasitasokat kovetve. Az elkészilt
plazmid konstruktok inzertdlt DNS fragmentjeit két iranybol torténd szekvenalassal
ellendriztik a Del 1 és Del 2 mutansok esetén a Glprimerl és Glprimer2 szekvenalod

primerek, mig a Del 3 mutansok esetében a PCR primerek hasznélataval.
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Primer neve Primer szekvenciaja (5°— 3°) Aml!::'lgiié(alt
HPV31-14AG F | GCGCAAGCTTCTTAGTATAAAAAAGTAGGG
HPV31-14GT F | GCGCAAGCTTCTTGTTATAAAAAAGTAGGG nt 14-179
HPV31-1011H R | CACAAGCTTATCGTAGGGTATTTCCAATG
HPV 31 E6 HISTAG Forward F AACCTACAGACGCCATGTTC
nt 94-554
HPV 31 E6 HISTAG Reverse R CACTTGGGTTTCAGTACGAG
HPV 31 E7 HISTAG Forward F TGGAGAAGACCTCGTACTGA
nt 525-868
HPV 31 E7 HISTAG Reverse R CAGCCATTGTAGGGACAGTC
HPV 16 E6 Histag Forward F GAACCGAAACCGGTTAGTAT
: nt 48-556
HPV 16 E6 Histag Revese R ACAGCTGGGTTTCTCTACGT
HPV 16 E7 Histag Forward F CCAGCTGTAATCATGCATGG
: nt 550-855
HPV 16 E7 Histag Reverse R ATGGTTTCTGAGAACAGATGGG

F: forward primer, R: reverz primer
3. tablazat: A Del 3 LCR delécios mutinsok és az E6, E7 expresszios vektorok készitéséhez

szitkséges PRIMER2 programmal tervezett primerek

A HPV 31 E6, E7 illetve a HPV 16 E6 és E7 onkogének esetében az inzertek
amplifikacidjat a 3. tablazatban talalhato primerekkel végeztiik el Gene Amp High Fidelity
Enzim Mix segitségével a mar kordbban ismertetett kondiciok mellett. Ezt kdvetden a PCR
termékekhez Taq polimeraz enzim segitségével egy-egy tulnyuld adenint adtunk (A-addicio:
5U Tagq DNA Polymerase from Thermus aquaticus [Sigma-Aldrich], 1 ul 100 mM. dATP
[Fermentas], 5 ul 10x puffer, 40 ul PCR termék felhasznalasaval 20 percig inkubaltuk 72°C-
on). Ezutan tisztitottuk a reakcidelegyet Qiaquick PCR Purification Kit (Qiagen) segitségével.
pcDNA™3.1/V5-His TOPO® TA Expression Kit felhaszndlasaval, a gyartoi utasitdsoknak
megfeleléen ligaltuk az inzerteket az expresszids vektorba, illetve transzformaltuk a Kithez
mellékelt kompetens E. coli baktériumokba. A sikeres transzformansok szlirését kolonia PCR
segitségével, a 4. tablazatban felsorolt primerek és hdprofil alkalmazasaval végeztiik el,
mely modszerrel nemcsak az inzert jelenléte, de az orientacidja is ellendrizhetd. Az inzertet
tartalmazd plazmidok felszaporitasa €s nagy mennyiségben torténd preparalasa az LCR
plazmidok esetében mar ismertetett modon zajlott. Az elkésziilt vektor konstruktokat
szekvenalassal ellendriztiik.

Az adenovirus E2-t és luciferaz gént tartalmazé pAdE2luc vektor konstruktot Dr. Ann
Roman-tdl kaptuk (Amstrong és Roman, 1997), a p53 luciferaz riporter vektort, mely

luciferaz gént és tobb kopia p53 kothelyet hordoz, az Agilent Technologies-tol szereztiik be.

32



Pri Ampli- PCR kondiciok
rimer Primer szekvencidja (5°— 3’) mer Cikl
neve L Hoémérsékleti profil 1Klus
neve p szam
GLprimer1 | F TGTATCTTATGGTACTGTAACTG Del 1 és
'12\1/13&' R| CACAAGCTTATCGTAGGGTATTTCCAATG Del 2
le\,fé' F | GCGCAAGCTTCTTAGTATAAAAAAGTAGGG 1. 94°C 10 perc
HPV31- | F| GoGCAAGCTTCTTGTTATAAAAAAGTAGGG | Del3
14GT 2. 94°C 30mp
GLprimer2 | R CTTTATGTTTTTGGCGTCTTCCA
HPV 16 E6
Histag F GAACCGAAACCGGTTAGTAT HPV 16 3. 55°C 30 mp
Forward E6 ) 30
RBGH R TAGAAGGCACAGTCGAGG 2.5
everse =9,
HPV 16 E7 4. 72°C 30mp 1épések)
Histag F CCAGCTGTAATCATGCATGG HPV 16
Forward £7
BGH R TAGAAGGCACAGTCGAGG o
Reverse 5. 72°C 2 perc
E6 HISTAG AACCTACAGACGCCATGTTC
Forward F HPV 31
BGH R TAGAAGGCACAGTCGAGG E6 6. 4°C o
Reverse
E7 HISTAG TGGAGAAGACCTCGTACTGA
Forward F HPV 31
BGH R TAGAAGGCACAGTCGAGG E7
Reverse

F: forward primer, R: reverz primer

4. tablazat: Az LCR delécios mutdansok és az E6, E7 transzformdnsok sziirésére haszndlatos kolonia
PCR-hez sziikséges primerek és hoprofil

6.6 Tranziens transzfekcio

A pGL2-Basic plazmid konstruktok, melyeket az LCR varidnsok vizsgalatdhoz
hasznaltunk, a luciferaz enzimet kodolo luc gént tartalmazzak, amelynek atirodasat, ezzel
egylitt a luciferaz aktivitasat is a luc gén elé beépitett inzert aktivitasa hatarozza meg (riporter
vektor). A luc gén a szentjanosbogar luciferaz enzimét kodolja, mely enzim egy
kemilumineszcens reakciot katalizal, amely soran az enzim a luciferin nevii szubsztratjaval
ATP jelenlétében oxidacidos reakcioban reagal, mely — luminométerrel mérheté -
fotonfelszabadulassal jar. Ez a modszer alkalmas arra, hogy megvizsgaljuk a luc gén elé
klénozott inzertek transzkripcids aktivitasat.

A méhnyakrak eredeti, HPV negativ C33-A sejteket DMEM-ben (Dulbecco’s
modified Eagle’s medium) tenyésztettiik, melyet kiegészitettiink 10% FBS-sel (foetal bovine
serum), 2 mM L-glutaminnal, illetve 100 U/ml penicillin és 100 mg/ml streptomycin
antibiotikumokkal. 3x10° darab sejtet tettiink ki lyukanként 6 lyuku tenyésztd plate-re és
novesztettiik, amig elérték a kb. 70%-os konfluenciat. A C33-A sejteket kalcium-foszfat

modszerrel transzfektaltuk. A transzfekcios mix a kovetkezoket tartalmazta: 2 ug luciferaz
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riporter plazmid, 0.05 ug pRL-TK Control Vector (Promega), mely vektor a Renilla
reniformis Renilla luciferaz (Rluc) génjét kodolja; 6.5 ul 2.5 M CaCl; és 65 ul desztillalt viz.
Ehhez a mixhez adtunk 75 pl 2x HeBS puffert (50 mM HEPES [pH 7.1], 280 mM NacCl, 1.5
mM NaHPO4), 10 masodpercig vortexeltiik, majd szobahOmérsékleten inkubaltuk a
transzfekcids mixet 30 percig. Kozben a sejteket mostuk egyszer 2-2 ml PBS-sel (phosphate
buffered saline), majd ramértiink 2-2 ml DMEM-et. Ezt kovetéen a sejtekhez adtuk a
transzfekcios mixet és 24 oraig 37°C-on COz-o0s termosztatban inkubaltuk, majd lecseréltiik a
tapfolyadékot friss DMEM-re. A transzfekciot kovetd 48 ora mulva a sejteket lizaltuk 250 ul
Passive Lysis Buffer (Promega) hozzaadasaval, illetve egy fagyasztas-olvasztas 1épéssel. A
sejtlizatumok luciferaz aktivitasanak a mérésére Dual Luciferase Reporter (DLR) Assay
(Promega) rendszert hasznaltuk, mely rendszer azon alapul, hogy egy mintaban
parhuzamosan lemérjiik el6szor a szentjanosbogar (Photinus pyralis), majd a renilla (Renilla
reniformis) luciferaz aktivitasat, melyre a transzfekcié hatékonysagat standardizalhatjuk.

Minden transzfektalast legalabb harom, egymastol fliggetlen alkalommal elvégeztiink.

6.7 Tranziens kotranszfekcio

A HPV 31 E6 ¢és E7 variansok aktivitdsanak vizsgalatdhoz HPV negativ, mellrak
eredetit MCF-7 epithel sejteket is DMEM-ben tenyésztettik a fent leirt modon.
Transzfektdldshoz a 6 lyukd plate minden lyukara 5x10° darab sejtet tettiink és 70 %-0s
fedettségig novesztettiik 6ket Az MCF-7 sejtek lipid medialt transzfekciojahoz Lipofectamine
2000 (Life Technologies) reagenst hasznaltunk. A transzfekcids mix a kovetkezoket
tartalmazta: 0,75 ug expresszios vektor (E6, E7); 2ug riporter vector (p53, pAdE2) 500 ul
Opti-MEM® I Reduced Serum Medium, GlutaMAX™ ¢és 8 ul Lipofectamine reagens (Life
Technologies). A transzfekcios mixet 30 percig inkubaltuk szobahémérsékleten. Ekozben
elokészitettiik a sejteket: egyszer mostuk 2-2 ml PBS-sel, egyszer mostuk 2-2 ml Opti-MEM-
mel, majd 2-2 ml Opti-MEM-et mértiink a sejtekre, végiil hozzaadtuk a transzfekcidos mixet,
melyet 5 oOrdig inkubaltunk a sejteken 37°C-on COz-os termosztatban. Ezt kovetden
tapfolyadékot cseréltiink friss DMEM-re. 48 6ra mulva a sejteket feltartuk Reporter Lysis
Buffer (RLB) (Promega) segitségével, illetve egy fagyasztas-olvasztas 1épéssel. Centrifugalast
kovetden (12500 rpm, 10 perc, 4°C) Luciferase Assay System (Promega) felhasznalasaval
lemértiik a sejtlizatumok luciferaz aktivitdsat. A sejtek Osszfehérje mennyiségét Bradford-
protein assay segitségével hataroztuk meg, ezen értékekre standardizaltuk a luciferaz

értékeket. Minden kisérletet legalabb harom, egymastol fiiggetlen ismétlésben elvégeztiink.
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6.8 Stabil transzfekcio

Az E6 ¢és E7 gének stabil expresszidjahoz MCF-7 sejtvonalat transzfektaltunk,
melyhez 6 lyuka 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 expresszids vektorokkal transzfektaltunk,
melyet a transzfekcio el6tt linearizaltunk Mfel restrikcios enzimmel, mely segitségével elérjiik
azt, hogy az expresszidos plazmid jo helyen nyiljon fel és igy épiiljon be a gazdasejt
genomjaba. A transzfekciot kovetden 48 6ra mulva a tapfolyadékot lecseréltiik 600 pg/pl
Geneticin (GIBCO) tartalmt szelekcios DMEM-re és a sejteket ebben tenyésztettiik legalabb
3 hétig, amig kiszelektalodtak az E6 illetve E7 géneket expresszalo sejtek. A kiszelektalodott

sejtpopulaciok poolozasa utan tovabb tenyészettiik a sejteket T-25-6s tenyészt6 flaskakon.
RNS izolalas és RT-PCR

A total RNS-t Tri-Reagent (Sigma) alkalmazasaval izolaltuk a stabilan transzfektalt
MCF-7 sejtekbol. Koriilbeliil 2x10° db sejtet 500 pl Tri-Reagent-ben felszuszpendaltunk,
majd 10 percig szobahémérsékleten inkubaltunk. Ezt kdvetéen 100 pl kloroformot adtunk a
mintahoz és ismét inkubaltunk szobahOmérsékleten 10 percig. Ezutdn a mintdkat 13000 g
fordulatszamon, 15 percig, 4 °C -on centrifugaltuk. A centrifugalas végére a minta harom
fazisra valt szét, a fels6 vizes fazisbol az RNS-t 250 pl izopropanollal precipitaltuk 10 percen
at, szobahomérsékleten. Centrifugalast (13000 g, 15 perc, 4 °C) és a feliiliszo ledntését
kovetéen az RNS iiledéket mostuk 96%-0s etanollal, szaritottuk, végil 50 pl dietil-
pirokarbonatot tartalmazé desztillalt vizben oldottuk fel. Spektrofotométerrel hataroztuk meg

Az E6 ¢és E7 mRNS expresszid vizsgalatdhoz a reverz transzkripcids reakciot 2 ug
RNS mintab6l random hexamer oligonukleotidokkal a High Capacity cDNA Reverse
Transcription Kit (Life Technologies) segitségével végeztik a gyartd utasitasainak
megfelelden. A PCR reakciohoz RedTaq DNA polymerase (Sigma) enzimet alkalmaztunk. A

konstitutivan expresszalodo GAPDH detektalasa szolgalt kontrollként (Borbély és mtsai.
2006).

6.9 Fehérje izoldlds

A HPV 16 E6, E7 illetve a HPV 31 E6 és E7 fehérjék expresszidjanak vizsgalatara,

illetve az E6 és E7 fehérjéknek a cellularis p53 illetve retinoblasztoma fehérjékre kifejtett
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hatasanak vizsgalatara a stabilan transzfektalt MCF-7 sejteket mostuk kétszer PBS-sel, majd
tripszines kezeléssel elvalasztottuk a tenyésztdéedények aljatol, majd a teljes cellularis
fehérjetartalom izolalasat végeztiink RIPA lizis pufferrel (150 mM NaCl, 1% (v/v) NP-40, 50
mM Tris-HCI (pH 8,0), 0,5% (w/v) Na-dezoxikolat, 0,1% (w/v) SDS, 0,01% Na-azid (pH
7.4), 1,0 mM EDTA), mely proteaz gatlot (Complete EDTA-free Protease Inhibitor Cocktail,
Roche) és foszfataz gatlot (1 mM NasVOs, 1 mM NaF) tartalmazott. A sejteket 15 percig
jégen inkubaltuk a lizis pufferben, majd 13000 rpm-en 15 percig 4 °C -on centrifugaltuk. A

crer

6.10 Western blot

A fehérje izolatumokat 6x-os toltdpufferrel (Laemmli pufferrel) (SDS 1,2 g;
brémfenol kék 6mg; glycerol 4,7 ml; 0,5 M Tris pH 6,8 1,2 ml; desztillalt viz 2,1 ml; DTT
0,93g) inkubaltuk 95°C -on 5 percig, majd a fehérjéket 10%-0s SDS-poliakrilamid gélben
elektroforézissel valasztottuk el Bio-Rad Mini Protean II késziilék alkalmazasaval. Ezt
kovetéen a fehérjéket nitrocelluloz membranra (GE Healthcare) transzferaltuk Bio-Rad
transzfer rendszer segitségével 90 V-on, 90 percig [blottolo puffer: 192 mM glicin; 25 mM
Tris-HCI (pH 8,3), 10% (v/v) metanol]. A nitrocellul6z membran apecifikus k6td helyeit az
5% tejport tartalmazé PBST oldattal [PBS (pH 7,2), 0,05% (v/v) Tween20] blokkoltuk. Ezt
kovetden a membranokat €jszakan at 4 °C-on vagy két 6ran at szobahdmérsékleten inkubaltuk
a 5% tejport tartalmazé PBST oldatban higitott elsédleges antitestekkel (egér monoklonalis
anti-p53 [Santa Cruz], egér monklonalis anti-Rb [Cell Signaling], egér monoklonalis anti-His
[Santa Cruz], nyal poliklonalis anti-aktin [Sigma]). A membranokat 3x10 percig mostuk
PBST-vel, majd 1 oran at szobahémérsékleten inkubaltuk a torma-peroxidazzal konjugalt
masodlagos antitestekkel [Santa Cruz]. Az immunreakciok detektalasat nagy érzékenységi,
kemilumineszcens detektalason alapulo el6hivo oldatokkal végeztiik SuperSignal West Pico
Chemiluminescent Substrate (Pierce) illetve SuperSignal West Femto Chemiluminescent

Substrate (Pierce) ChemiDoc MP késziilék segitségével.
6.11 Statisztika

Varianciaanalizissel (ANOVA) hataroztuk meg, hogy a vizsgalt csoportban,
alcsoportokban az LCR variansoknak a transzkripcids aktivitasdban 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. A statisztikai elemzések Dr. Kénya

Jozsef és Oraveczné Dr. Gyongyosi Eszter segitségével torténtek.
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7. EREDMENYEK

7.1 A HPV 31 LCR varidansok

7.1.1 A klinikai mintakbol szarmazo HPV 31 LCR variansok szekvencidinak vizsgalata

Az LCR régio kozel teljes hosszisagu szakaszat (nt 7122-179) 41 darab HPV 31
pozitiv klinikai mintdbdl amplifikéltuk. Az LCR izolatumok a referencia 31 izoldtumhoz
(GenBank J04353) és egymashoz képest is mutattak eltéréseket. A referencia HPV 31
szekvencidhoz viszonyitott 0sszesen 42 nukleotid cserét az 5. tablazatban foglaltuk 6ssze. 12
mintdban taldltunk egy 10 bazisparos deléciot (5’-CTATTTTATA-3’) a 7299-7308
pozicioban, illetve egy minta esetében egy 6 bazisparbol allo deléciot (nt 7187-7192) is
detektaltunk. A deléciokat hordozé mintak a B intratipusba tartoznak (lasd késdbb). 35 olyan
nukleotid cserét detektaltunk, melyek tobb mintdban is megtaldlhatoak voltak, ezekbdl kettd
(G7326A ¢és AT7402G) volt egyedi nukleotid polimorfizmus, melyeket korabban még nem
publikaltak. 7 minta esetében talaltunk egyedi nukleotid cseréket, melyekbdl csak kettot
(A7517G és G7764A) irtak le mas tanulmanyokban. A kordbban még nem publikalt nukleotid
valtozasokat, illetve az egyedi nukleotid cseréket hordozo klinikai mintak (HU 7156, 7404,
7527, 7548, 7762, 8128 és 8265) amplifikilasat és szekvenalasat jra elvégezve erdsitettiik
meg a nukleotid cserék jelenlétét. Vizsgalataink soran a referencia szekvenciaban (GenBank
J04353) egy extra 10 bazispar hosszlsagu szakaszt (nt 7314-7323) azonositottunk, melyet
sem az altalunk vizsgalt klinikai mintdkban, sem a referencia szekvenciankban (Lorincz és
munkatarsai, 1986) nem talaltunk meg, ezért a GenBank-ban talalhato referencia szekvencia

vélhetden szekvenalasi hibat tartalmaz ebben a régioban.
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7177777771777 7777777777777717777777777777770000
Intra- 1112223333333333334444445555556667777778880000
tipus 7890990022456788890455780112370450134560661134
0721098568249213442907456575354297029443057875
A Ref. C AA TGTGATGTAGCAGAGCCCCAGTTCCTACAACGGGTAGGG
A 8265 - . e e G. .« i
7444 . . .. . ... A e

B 7209 . . ..Df..C.G.C. .AA.ACAT-T--A.C....T..A...G.
7179 T . .GDf..C.G.C. .AA.ACAT-T-.-A.C....T-.A...G. ...
C 6871° . C.-CAGCC.-CAA.-A.AT.--A.ACC-AGG..C. .. .. GTAT
7548 - . .. . C-CAGCC.CAA.-A.AT. .AGACC.AGG-.C. .. .. GTAT
7638 T - .. . C-CAGCC.-CAA-A-AT. .A-ACC.AGG-.C- .. .. GTAT
7404% . C-CAGCC.CAA.A.AT. .A.ACCTAGG. .-C. .. .. GTAT
8029 . . .. . C.CAGCC.CAA-A.-AT.-.-A-ACC-A.G-.C.. -A.GTAT
6623 . . .. . CACA.-CC-CAA - A.AT. -A.ACC-A.G-.C.. . A.GTAT
7156 - . .. . CACA.CC.CAA-A.-ATG-A.-ACC-A-G..-C-. .A.GTAT
7527 . Df.. . C.CA.CCCCAA.-A.AT..A.ACC.-A....C..... GTAT
7762 - - .. . C-CA.CC.CAAGA-AT.- .A-ACC.AGG-.C- .. .. GTAT
8128 . . C. . C.CA-CC.CAAGA-AT.- .-A-ACC.AGG.-.C AA .GTAT

5. tablazat: Nukleotid cserék a HPV 31 hosszu szabdlyzo régiojaban

A HPV 31 referencia izolatumhoz (GenBank referencia szam J04353) viszonyitva az alabbi nukleotid
pozicidkban talaltunk bazis cseréket.

2 ugyan ezzel a szekvenciaval rendelkez6 egyéb izolatumok: 7226, 7255, 7435, 7509, 7642, 7775,
8199, 8851.

b ugyan ezzel a szekvencidval rendelkez6 egyéb izolatumok: 6950, 8181.

“ugyan ezzel a szekvenciaval rendelkez6 egyéb izolatumok: 6801, 6823, 6979, 7000, 7096, 7110,
7176, 7208, 7554, 8230, 8872.

d ugyan ezzel a szekvencidval rendelkezé egyéb izolatumok: 6788.

®ugyan ezzel a szekvenciaval rendelkez6 egyéb izolatumok:6698, 7146, 7707, 7756, 8065.
"Delécio.

7.1.2 A HPV 31 LCR filogenetikai vizsgdlata

A filogenetikai torzsfak elkészitéséhez maximum likelihood (ML) algoritmust
hasznaltunk. A 41 klinikai mintabol szarmazé HPV 31 LCR izolatum és a referencia HPV 31
LCR alapjan készitett torzsfa (6. abra) elemzése soran 3 intratipusba lehetett sorolni az
izolatumokat, mely megéllapitdas megegyezik a kordbban 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 tartoz6 variansok kozotti genetikai tavolsag
kevesebb, mint 1%, amennyiben nagyobb, mint 1%, ugy a variansok kiilonb6z6 intratipusba
sorolandok. A maximalis genetikai tavolsagot a HU 8128 és HU 8265 variansok kozott
detektaltuk, mely értéke 3,3% volt. Az A intratipust 2 varians képviselte az altalunk vizsgalt

magyarorszagi popolacidban, melyek 1-1 nukleotidban tértek el a referencia szekvencidhoz
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viszonyitva. A B intratipus két kiilonb6z0 varians 12 izolatumabol all, melyek egy 10
bazisparbol allo deléciot és 15 illetve 17 nukleotid cserét tartalmaznak a referencia
izoldtumhoz hasonlitva. A legnagyobb polimorfizmust mind mintaszdmban, mind genetikai
variabilitdsban a C intratipus mutatta, melyet 10 kiilonb6z6 varians 27 izolatuma képvisel,

melyek 22-27 nukleotidcserét tartalmaznak.

79 HPV 31 Ref.
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IHUT’444

HU 6950 \
—83||-|u 7179
HU 8181

HU 7435
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HU 7775
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HU 8029
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HU 6623
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7 HU 8065
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99
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— HU 7638
—— HU 7548
HU 6801 C
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HU 7176
HU 7554
HU 6823
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HU 7110
HU 6979
HU 7096

_| HU 6788 ]
HU 7404

0.002

6. abra: A HPV 31 LCR izolatumok maximum likelihood analizisével készitett filogenetikai
torzsfaja. A bootstrap konszenzus torzsfa maximum likelihood analizissel késziilt, a 7T0%-os vagy attol
nagyobb bootstrap értékeket a torzsfa elagazasainal tiintettiik fel.
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Az altalunk vizsgalt 14 féle varians és a GenBank-ban talalhaté HPV LCR szekvenciak (Chen

¢s munkatérsai, 2011) alapjan készitett torzsfa (7. abra) jol mutatja az intratipusos eloszlast

még akkor is, ha az egyes izolatumok mas foldrajzi régiokbol szarmaztak.
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7. abra: A HPV 31 LCR magyar variansok illetve Chen és munkatdrsai dltal publikalt LCR

varidansok filogenetikai analizise.

A bootstrap konszenzus torzsfa maximum likelihood analizissel késziilt, az altalunk vizsgalt
izolatumokat a nyilak jelzik. A 70%-o0s vagy attol nagyobb bootsrtap értékeket a torzsfa elagazasainal

tiintettiik fel.
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7.1.3 A teljes hosszusagu LCR izolatumok transzkripcios aktivitasanak vizsgalata

Vizsgalataink soran talaltunk néhany nukleotidcserét, melyek virdlis (E2) illetve cellularis
feltételezett kotohelyeket érintenek. A HPV 31 LCR feltételezett transzkripcids faktor
kotohelyeit a TFSEARCH és a DNAMAN adatbazisokbol hataroztuk meg.

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 iranybol torténd szekvenaldssal ellendriztiik, hogy kizarhassuk
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 tartoz6 variansoknak kiilonbség van a transzkripcios
aktivitasaban (8. abra). A B illetve C intratipusba tartozo variansok transzkripcios aktivitasa
szignifikdnsan magasabb volt (p <0,001), mint a prototipus HPV 31 LCR aktivitas. Erdekes
volt, hogy az A intratipust referencia HPV 31 LCR aktivitasa nem volt magasabb az iires
pGL2 vektor aktivitasanal. Tovabbi érdekes eredmény volt az is, hogy a B csoport
variansainak transzkripcids aktivitasa szignifikansan magasabb volt, mint a C intratipus

tagjaié (p <0,001).
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8. abra: A teljes hosszuisagiu HPV 31 LCR varidansok transzkripcios aktivitasai.

Az dbra A része a luciferaz gén elé klonozott teljes hosszusdagu LCR izolatumok sematikus dbrdjat
mutatja.(AE: auxiliary enhancer domain, KE: keratinocyte-specific enhancer domain, ORI: origin of
replication of HPV 31 circular genome) Az abra B része az egyes HPV 31 variansok illetve a
referencia LCR transzkripcios aktivitasait mutatja az inzertet nem tartalmazé pGL2-Basic vektorhoz
viszonyitva a tranziensen transzfektdalt C33-A sejtekben. Az A, B és C feliratok a kiilonbozd
intratipusokat jelolik. Az abran feltiintetett adatok legalabb harom, egymastol fiiggetlen mérés
eredményei, a hibasdvok a SEM (standard error of mean) értékeket mutatjak. (*** p <0,001).

7.1.4 Az LCR delécios mutansok aktivitasanak vizsgalata

Azért, hogy lokalizalni tudjuk, hogy az LCR mely szakaszan 1évé nukleotidcserék
feleldsek a variansok transzkripcids aktivitasbeli kiilonbségeiért, delécios mutansokat hoztunk

létre a meglévo, teljes hosszusagat LCR inzerteket hordozo konstruktok felhasznalasaval
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mindhdrom intratipusbol, majd C33-A sejteket transzfektaltunk a kiilonbozé hosszasagu

LCR-deléciés mutansokkal (9. abra).

A p97
Hae H ke H ori H E6_ 31 LCR Del 1
7415 180
Rsr 1l p97 Hind 111
H ori E6 31 LCR Del 2
7792 180
Pmel  po7 Hind 111
ORI K6 31 LCR Del 3
14 180
Hind 1T Hind IIT
B C D
31LCRDel 1 31LCRDel2 31 LCR Del 3
ik i £ *
5 . % £,
S = =]
'T'_‘: pGL2B 31 7209 7110 £ pGL2B 31 7209 7110 E pGL2B 31 7209 7110
A B c A B c A B c

9. dbra: A HPV 31 LCR delécios mutansok transzkripcios aktivitasa.

Az LCR delécios mutansok sematikus dbradi, melyeket pGL2-Basic vektor luciferaz génje ele
klonoztunk (A). A C33-A sejtekbe tranziensen transzfektalt 31 LCR Del 1 (B), 31 LCR Del 2 (C), 31
LCR Del 3 (D) variansok relativ luciferdz aktivitasai. Az A, B és C feliratok a kiilonbozo
intratipusokat jelolik. Az eredmények legalabb harom, egymastol fiiggetlen mérésekbdl szarmaznak, a
hibasavok a SEM (standard error of mean) értékeket mutatjak. (* p<0,01).

Ellentétben a teljes hosszisaga LCR varidansok eltérd transzkripcids aktivitasaval, a
HPV 31 Del 1 variansok (7122-7415 delécid) relativ luciferaz aktivitasai kozott nem volt
szignifikans kiilonbség. Ebbdl arra lehet kdvetkeztethetni, hogy azok a nukleotidcserék,
amelyek a teljes hosszisagit LCR aktivitasbeli kiilonbségeiért felelosek, az LCR ezen
szakaszara (nt 7122-7415) lokalizalédnak. Az eltéré HPV 31 LCR Del 2 variansok (7122-
7792 delécid) transzkripcios aktivitasaiban nem volt szignifikans kiilonbség, mig a HPV 31
Del 3 variansok esetében a C intratipusba tartozo varians relativ luciferaz aktivitasa

szignifikansan alacsonyabb volt (p < 0,01), mint az A és B csoportii variansoké. Ez a
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kiilonbség a Del 3 mutansok esetében azt jelzi, hogy a C intratipus minimal promoter
intratipushoz viszonyitva. Erdekesség, hogy minél hosszabb a delécio, annal alacsonyabb a

trannszkripcios aktivitds mind a harom intratipus esetében.

7.2 AHPV 31 EG6:és E7 variansok

71.2.1 A klinikai mintakbol szarmazo HPV 31 E6 és E7 variansok szekvencidinak vizsgalata

A HPV 31 EG6 és E7 régidinak szekvenciaanalizisét az LCR variabilitdsanak vizsgalata
alapjan végeztiik, mely sordn az egyes intratipusokba tartoz6é mintakbol valasztottunk néhany
reprezentativ izolatumot. Az 6sszehasonlito filogenetikai vizsgéalataink azt mutattdk, hogy a
fehérjéket kodold E6 illetve E7 régiok genetikai variabilitdsa kisebb mértékii, mint az LCR
polimorfizmusa, ugyanakkor az intratipusos eloszlas ugyanigy megfigyelheté az E6/E7
variansok esetében is. A HPV 31 referencia izoldtumhoz (Genbank J04353) viszonyitott
E6/E7 nukleotid és aminosav cseréket a 6. és 7. tablazatokban foglaltuk 6ssze. Az E6 génben
Osszesen 8 nukleotid valtozast azonositottunk a referencia izoldtumhoz képest, melyek koziil
4 eredményezett aminosav cserét (HO60Y, T64A, K123R, A138V) a referencia HPV 31
izoldtum aminosav szekvencidjadhoz viszonyitva. Az E7 onkogénben 5 bazis cserét

detektaltunk, melyek koziil 3 eredményezett aminosav cserét (H23Y, E46K, K62E).

E6

Intratipus Minta Konstrukt 248 285 297 320 404 428 475 520
A Ref. 31E6Ref. T C A A G A A C
7444
8265 . . . .
B 8199 E6V1a C G T G T
7255 C G T G T
6950 E6V1b C . G T . . G T
C 6698 E6V2 T T A G T
7110 T T A G T
7156 T T A G T
7404 T T A G T
7638 T T A G T
7527 T . T A . . T
Ref.aminosav H T K A
Aminosav pozicié 60 64 123 138
Aminosav csere Y A R v

6. tablazat: 4 HPV 31 E6 onkogén varidnsok nukleotid és aminosav cseréi.

A referencia HPV 31 izolatumhoz (Genbank J04353) viszonyitva az alabbi nukleotid poziciokban
azonositottunk nukleotid valtozast. A tablazat also soraban az aminosav cseréket, illetve azok pozicioit
tiintettiik fel. (A: alanin, H: hisztidin, K: lizin, R: arginin, T: treonin, V: valin, Y: tirozin)
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7. tablazat A HPV 31 E7 onkogén varidnsok nukleotid és aminosav viltozdsai.

Az alabbi nukleotid poziciokban azonositottunk nukleotid valtozast a referencia HPV 31 izoldatumhoz
(Genbank J04353) viszonyitva. A tabldzat also soraban az aminosav cseréket, illetve azok pozicidit
tiintettiik fel. (E: glutamat, H: hisztidin, K: lizin, Y: tirozin).

7.2.2 A HPV 31 E6 és E7 régiok filogenetikai vizsgalata

Akarcsak az LCR esetében, az E6 illetve E7 variansok filogenetikai vizsgalatai alapjan
is jol elkiilonitheté a harom intratipusos csoport (A, B, C), (10. abra A). Az A intratipust 2
varians képviseli, melybe a referencia HPV 31 izolatum és két, altalunk vizsgalt azonos
szekvenciaju izolatum tartozik bele. A B intratipusba 1 szekvencia varians 3 izolatuma
sorolhaté be, mig a C intratipusba 3 féle varidns 6 izolatuma tartozik, tehat akarcsak az LCR
esetében, ugy az E6/E7 genomi régiok vizsgalata soran is a C intratipus volt a legvariabilisabb
csoport. Ha az azonos E6/E7 illetve LCR izolatumok alapjan készitett filogenetikai torzsfakat
Osszehasonlitjuk (10. dabra B), akkor lathatd, hogy az egyes izolatumok mindkét régiot
vizsgalva ugyanabba az intratipusba tartoznak, tehat a HPV 31 intratipusba torténd besorolasa
ugy tiinik, hogy barmely régi6 alapjan megtorténhet. Az LCR polimorfizmusihoz viszonyitva

az E6/E7 fehérjéket kodold régiok nagyobb fok konzervaltsagot mutatnak.
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10. abra: A HPV 31 E6/7 variansok filogenetikai vizsgdlata.

Az altalunk vizsgalt E6/7 variansok szekvencidi alapjan a referencia HPV 31 szekvencia bevondsaval
keszitettiik a bootstrap konszenzus filogenetikai torzsfat (A). A torzsfa elagazasainal tiintettiik fel a 70
%-os vagy anndl nagyobb bootstrap értékeket. A B torzsfa az E6/E7 izolatumokkal azonos LCR
izolatumok szekvencidai alapjan késziilt, mely jol mutatia, hogy az intratipusba valo besorolas
mindezen régiok alapjan ugyanugy lehetséges.

A HPV 31 E6 és E7 variansok funkcionalis vizsgadlatai

Azzal a céllal, hogy megvizsgaljuk, hogy az E6 és E7 onkogéneket kodolo régidban
bekovetkezd természetes aminosav csere okoz-e ezen fehérjék esetében funkcionalis
kiilonbségeket, az E6 illetve E7 kodolod régidkat eukaridta expresszids vektorba épitettiik,
melyek azonos nyitott olvasasi keretben in frame vannak egy C-terminalis poli-hisztidin-tag-
gel. Az expresszids konstruktok neveit, illetve azt a klinikai izolatumot, amelybdl klonozva
lettek a 6. és 7. tablazatban mutattuk be. Kisérleteinkben kontrollként a mar jol ismert
funkciojd HPV 16 E6 és E7 onkogéneket expresszald vektorokat hasznaltunk, melyet
egyidejlileg klonoztunk a HPV 31 E6 variansokkal, illetve a HPV 31 referencia E6, E7
génekkel. Az in vivo tranziens kotranszfekcios teszteket MCF-7 sejtvonalon végeztiik,
melyben az p53 és Rb fehérjék funkcionalisan aktivak (Borbély és mtsai, 2006; Varma és
Conrad, 2000).
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7.2.3 A HPV 31 variansok hatasa a p53 transzkripcios aktivitasara

s

fehérje transzkripcios aktivitasanak gatlasa. Azért, hogy megvizsgaljuk a HPV 31 természetes
variansainak ezt a funkcigjat, tranziensen kotranszfektaltunk MCF-7 sejteket E6 variansokat
hordozo expresszios vektorokkal, illetve p53 riporter vektorral (p53-Luc), mely a p53
kotShelyet tobb kopiaban hordozza. Osszehasonlitisként a referencia HPV 31 E6 és a mar jol
ismert hatasat 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 tartozé varians (E6V2) szignifikansan (p <0,001) csokkentette a p53 promoter
aktivitasat, hasonléan a HPV 16 E6-hoz. A B intratipusba tartozé varians (E6V1) két
kiilonb6z6é klonjat (E6V1a és E6VI1b) vizsgaltuk, melyeknek az aminosav szekvencidja
megegyezik. A B csoportba tartoz6 varidnsok esetében a p53 riporter luciferaz aktivitasat
gatld hatas mérsékeltebb volt (p <0,005) az A és C intratipusu variansokéhoz képest (11.
abra). Ez az eredmény azt jelzi, hogy a kiilonb6z6 intratipusba tartozé6 HPV 31 E6 variansok

eltérd funkcionalis aktivitassal birnak.
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11. abra: A HPV 31 E6 varidnsok transzkripcios aktivitasa

Az MCF-7 sejtekbe p53 riporter vektorral tranziensen kotranszfektalt HPV 31 E6 expresszios vektorok
relativ luciferdz aktivitasai. Az A, B és C feliratok a kiilonbozé intratipusokat jelolik. Az eredmények
legalabb harom, egymastol fiiggetlen mérésbol szarmaznak, a hibasavok a SEM (standard error of
mean) értékeket mutatjdk.(***p <0,001, **p <0,005).
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1.2.4 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 1évé celluldris retinoblasztoéma fehérjéhez, illetve
annak tarsfehérjéihez, mely eredményeképpen a szabadda valéo E2F faktor aktivalodasaval
indukalodik a sejtciklus (McLaughlin-Drubin és Munger, 2009). A HPV 31 E7 prototipus ¢és
az eltér6 intratipusba tartozd E7 varidnsok e funkciojat tranziens kotranszfekcids
kisérletekben vizsgaltuk, mely sordn 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 funkciojo HPV 16 E7
expresszios vektort hasznaltuk a kisérletekben. Az eredményeink (12. abra) azt mutatjak,
hogy akarcsak a HPV 16 E7, a HPV 31 E7 kiilonb6z6 intratipusu variansai is megemelik az
E2F transzkripcios aktivitast a kontrollként hasznalt tires pcDNA vektorhoz képest (p <0,001
és p <0,005). Ez a potencirozo hatds mindhdrom intratipus varidnsai esetén kozel azonos

mértékii volt, ebben az esetben szignifikans kiilonbség nem volt mérhetd.
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12. abra: A HPV 31 E7 varidnsok transzkripcios aktivitisa

PAdE2 riporter és HPV 16 illetve HPV 31 E7 expresszios vektorokkal tranziensen kotranszfektalt
MCEF-7 sejtek standard luciferaz aktivitasai. Az A, B és C feliratok a kiilonbézd intratipusokat jelolik.
Az eredmények legalabb hdarom, egymadastol fiiggetlen mérésbol szarmaznak, a hibasavok a SEM
(standard error of mean) értékeket mutatjak. (***p <0,001, **p <0,005).
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1.2.5 A HPV 31 E6 és E7 variansok hatdsa a cellularis tumorszuppresszor fehérjékre

A magas kockazati HPV E6 fehérjék egy jol ismert funkcidja, hogy indukaljak a
Korabbi tanulmanyok (Howie és mtsai, 2009; Vande Pol és Klingelhutz, 2013) leirtak, hogy
iranyitott mutagenezissel késziilt HPV 16 E6 fehérjék esetében az E6 p53 degradaciot
indukalo képessége és a p53 transzkripcids aktivitasat gatld hatdsa egymastol fiiggetlenek is
lehetnek. Az E7 onkoproteinek egy fontos funkcioja, hogy képesek csokkenteni a cellularis
retinoblasztoma fehérjék stabilitasat (Boyer és mtsai, 1996).

Azért, hogy tanulmanyozni tudjuk a HPV 31 E6 és E7 varidnsok hatasat a celluléris
p53 és Rb fehérjékre, olyan MCF-7 sejtvonalakat hoztunk 1étre stabil transzfekcidval, melyek
expresszaljak az E6 illetve E7 varidnsokat. A transzfekcid hatékonysagat tobbféle modszerrel
ellendriztiik, kiillonbozo passzazst sejtekbol.

Az mRNS szintli expressziot RNS izolalast, majd reverz-transzkripcioés-PCR-t kovetd
E6, E7 specifikus PCR segitségével detektaltuk (13. abra). A kisérletben belsé kontrollként a
GAPDH szintjét ellendriztiik specifikus PCR segitségével. Az eredmények azt mutattak, hogy
a stabilan transzfektalt sejtekben az E6 ¢s E7 onkogének hasonldé mértékben kifejezédnek

mRNS szinten kiillonbozd passzazs szamu sejtekben egyarant.

31EG6Ref.
E6V1a
E6V1b
E6V2
31E7Ref.
E7V1
E7V2

~N
® ("
©
©
o -

E6

GAPDH GAPDH

13. abra: A HPV 16 és 31 Eé illetve E7 fehérjék mRNS szintii expresszioja
Az E6 illetve E7 expresszios vektorokrdl atirédott mRNS-ekK, illetve GAPDH belsd kontroll detektdlasa
stabilan transzfektalt MCF-T sejtekben.

49



Ezt kovetéen E6 és E7 variansok fehérje szinti kifejez6dését igazoltuk a stabilan
transzfektalt sejtvonalakban. A sejtekbdl torténd fehérje izolalast kovetéen Western blot
kisérleteket végeztiink, mely soran anti-hisztidin antitesttel mutattuk ki az expresszalodé E6

illetve E7 fehérjéket, melyek a C-terminalis végiikon poli-hisztidin tag-et hordoznak (14.

crer

crer

referencia E6/E7 fehérjékhez képest, mely miatt a vad tipust E6/E7 fehérjék ellen termeltetett
antitestek azokat esetleg nem ismernék fel. A kisérletekben kontrollként az aktin haztartasi
fehérje szintjét vizsgaltuk anti-aktin antitest hasznalataval, a denzitometralas soran az E6 és
E7 intenzitas értékeket a megfeleld aktin intenzitds értékekre standardizaltuk. A vizsgalatok

alapjan mind az E6 mind az E7 variansok kozel azonos szinten expresszalodtak.
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14. abra: A HPV 16 és 31 Eé illetve E7 fehérjék expresszidja

A stabilan transzfektalt MCF-T sejtekben expresszalodo E6 és E7 onkoproteinek detektalasa anti-
hisztidin antitesttel Western-blot analizissel (A). Az E6 és E7-His-tag fehérjék mennyiségét
denzitometralassal hataroztuk meg Imagine Lab szoftver segitségével és az aktin fehérje értékekre
standardizaltuk (B). A HPV 16 E6 és E7 standardizalt denzitas értékeit tekintettiik 1-nek, a tobbi
denzitas értéket ezekhez viszonyitottuk. Az eredmények legalabb harom, egymastol fiiggetlen mérésbadl
szarmaznak, melyekbdl egy reprezentativ blot kép lathato az abran. A hibasavok a SEM (standard
error of mean) értékeket mutatjak.
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Ezutan megvizsgaltuk, hogy a HPV 31 E6 variansok endogén p53 fehérjére kifejtett
hatdsdban van-e kiilonbség. Ehhez Western-blot analiziseket végeztliink, mely sordn
monoklonalis p53 ellenes antitesttel detektaltuk az endogén p53 szinteket. Mennyiségi
kontrollként ebben az esetben is az aktin fehérje szintje szolgalt. A denzitometrias szamitasok
soran az tres pcDNA vektor standardizalt denzitas értékeit vettiik 1-nek, az egyes E6
értekeket ehhez viszonyitottuk. Kisérleteink sordn azt tapasztaltuk, hogy mindharom
intratipusba tartoz6 variansok kozel azonos mértékben képesek csdkkenteni a p53 stabilitasat.
A denzitometralasi értékek alapjan szignifikans kiilonbség nem volt mérhetd az iires pcDNA
vektorhoz képest a HPV 31 E6 variansok esetében, ellentétben a HPV 16 E6-tal (p <0,005).
Kovetkeztetésképpen elmondhato, hogy HPV 16 E6-hoz viszonyitva, a HPV 31 E6 varidnsok
p53 stabilitasra gyakorolt hatasa mérsékelt (15. abra), melyet mar korabbi tanulmanyokban is

leirtak (Mesplede és mtsai, 2012).
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15. abra: A HPV 16 és 31 E6 fehérjék hatdsa a p53 celluldris fehérjéere

A stabilan transzfektalt MCF-7 sejtekben expresszalodo E6 onkoproteinek hatdsat az endogén p53
tumorszuppresszorra anti-p53 antitest haszndlataval vizsgdltuk Western-blot analizissel (A). A p53
fehérjék mennyiségét denzitometralassal hataroztuk meg Imagine Lab szoftver segitségével és az aktin
fehérje értékekre standardizaltuk (B). Az iires pcDNA vektor standardizalt denzitas értékeit tekintettiik
1-nek, a tobbi denzitis értéket ezekhez viszonyitottuk. Az eredmények legaldabb hdrom, egymdstol
fiiggetlen mérésbdl szarmaznak, melyekbdl egy reprezentativ blot kép lathato az abran. A hibasavok a
SEM (standard error of mean) értékeket mutatjak.(** p <0,005).

Ezt kovetéen megvizsgaltuk a HPV 31 E7 variansok endogén retinoblasztoma
fehérjére kifejtett hatasat (16. abra). Ehhez Western-blot kisérleteket végeztiink, melyben az
Rb szintjét monoklonalis anti-Rb antitesttel detektaltuk. Az Rb intenzitas értékeket ebben az
esetben is az aktin intenzitds értékekre standardizaltuk. A denzitometralas soran 1-nek az iires

pcDNA standardizalt denzitas értékét tekintettilk, az E7 fehérjék standardizalt denzitas
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értékeit ehhez Viszonyitottuk. Az eltérd intratipusit HPV 31 E7 variansok retinoblasztoma

ugyanakkor a HPV 16 E7 onkoprotein degradalo hatasa kifejezettebb volt, mint a HPV 31 E7

variansoké.
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16. abra: A HPV 16 és 31 E7 varidnsok hatdsa a celluldaris Rb tumorszupresszor fehérjére.

A stabilan transzfektalt MCF-7 sejtekben expresszalodo E7 onkoproteinek hatdsat az endogén pRb
tumorszuppresszorra anti-Rb antitest hasznadlatdval vizsgaltuk Western-blot analizissel (A). Az Rb
fehérjék mennyiségét denzitometralassal hataroztuk meg Imagine Lab szoftver segitségével és az aktin
fehérje értékekre standardizdltuk (B). Az tires pcDNA vektor standardizdlt denzitds értékeit tekintettiik
1-nek, a tobbi denzitas értéket ezekhez viszonyitottuk. Az eredmények legalabb harom, egymdastol
fiiggetlen mérésbol szarmaznak, melyekbdl egy reprezentativ blot kép lathaté az abran. A hibasavok a
SEM (standard error of mean) értékeket mutatidak.(* p <0,05).
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8. MEGBESZELES

Munkank sordn magyarorszagi betegpopulacioban vizsgaltuk a HPV 31 néhany
HPV 16-ot kdvetéen a HPV 31 a masodik leggyakrabban eléfordulé tipus az altalunk vizsgalt
populécioban. Vizsgalatainkat a HPV 31 LCR (long control region) szekvencia
variabilitdsanak tanulmanyozasaval kezdtiik. A papillomavirusok ezen genomi régidja
fehérjéket nem kodold szakasz, ezért a genetikai polimorfizmus nagyobb mértéki, mint a
fehérjéket kodolo, konzervativabb génszakaszokban. Az LCR szamos cellularis és viralis
transzkripcidos faktor kotOhelyet tartalmaz, ezért az itt bekdvetkezd nukleotid cserék
megvaltoztathatjdk az E6/E7 onkogének transzkripcids aktivitdsat és/vagy a virus replikdcios
aktivitasat. Mas munkacsoportok korabban mar vizsgaltak a HPV 31 intratipusos szekvencia
variansait (Calleja-Macias és mtsai, 2004,2005; Gagnon és mtsai, 2005; Raiol és mtsai, 2009;
Cornut és mtsai, 2010; Chen és mtsai, 2011; Cento és mtsai, 2011), viszont a HPV 31
természetes szekvencia varidnsok szignifikdns funkcionalis eltéréseit a legjobb tuddsunk
szerint a munkacsoportunk irta le elészér. Mig a korabbi tanulmanyok tobbsége részleges
LCR szekvencidkat vizsgalt (Calleja-Macias és mtsai, 2004; Gagnon €s mtsai, 2005; Raiol és
mtsai, 2009; Cento és mtsai, 2011), egy tanulmanyban elemeztek HPV 31 teljes genomi
szekvencidkat (Chen és mtsai, 2011), @ munkacsoportunk csaknem a teljes hosszusdgia LCR
szakaszt tanulmanyozta. A Vizsgalataink soran elemzett HPV 31 szekvencia variansok
polimorfizmusai Osszhangban vannak a korabbi tanulméanyokban leirtakkal. Az altalunk
vizsgalt HPV 31 LCR szekvenciak alapjan késziilt filogenetikai torzsfa nagyon hasonlit a
teljes genomi szekvencidkat magaba foglald filogenetikai torzsfara (Chen és mtsai, 2011),
illetve a két tanulméanybdl szdrmazo izolatumok alapjan késziilt torzsfa jol mutatja, hogy a
vildg eltérd részeirdl szarmazd izolatumok parhuzamosan klaszterezddnek kiilonbozo
intratipusos csoportokba.

A HPV 16 és 18 esetén az intratipusos csoportokba torténd besorolds etnikai és
foldrajzi eredet szerint torténik (Bernard és mtsai, 2006). A HPV 31 esetében korabban
hasonl6, foldrajzi intratipusos eloszlast irtak le (Calleja-Macias és mtsai, 2004), de ezt a
késObbi tanulmanyok nem tamasztottdk ald (Calleja-Macias és mtsai, 2005; Raiol és mitsai,
2009; Chen és mtsai, 2011). Kutatocsoportunk eredményei alapjdn sem lehet megerdsiteni a
HPV 31 varidnsok f0ldrajzi régiok szerinti megoszlasat, ugyanis az altalunk vizsgalt
magyarorszagi populaciobol szarmazdé HPV 31 variansok mindhdrom intratipusos csoportot

(A, B, C) reprezentaltak, ellentétben a korabban Magyarorszagon izolalt HPV 16
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variansokkal, melyek tulnyomoéan Eurdpai variansok voltak, illetve néhany Azsiai-Amerikai
varianst is azonositottak (Veress és mtsai, 1999).

Az LCR, mas néven URR (upstream regulatory region) a kdvetkezé funkciondlis
doménekbdl épiil fel: 5’URR domén, auxaliry enhancer domén (AE), egy epitél sejt
specifikus keratinocyte enhancer domén (KE), replikacios origoé és a p97 promoter (Kyo ¢és
mtsai, 1995; Kanaya és mtsai, 1997; Sen és mtsai, 2002). Az LCR kotohelyeket tartalmaz a
virdlis E1 és E2 proteinek szamara, illetve szamos celluldris transzkripciés faktor szdmara is,
mint az AP1, NF1, YY1, Spl, TEF-1, Oct-1 és a CDP/Cut (Kanaya és mtsai, 1997; Sen és
mtsai, 2002). A HPV 31 LCR varidnsok szekvencia analizise sordn nukleotid cseréket
detektaltunk mindegyik funkcionalis doménban, melyek a virdlis E2 illetve néhany cellularis
transzkripcids faktor kdtohelyének a kornyezetében talalhatoak. Ezek alapjan igéretesnek tiint
megvizsgalni a HPV 31 LCR variansok transzkripcios aktivitdsat tranziens transzfekcios
kisérletekben luciferaz riporter tesztek elvégzésével.

A teljes hosszisagh LCR konstruktok funkcionalis elemzése alapjan arra lehetett
kovetkeztetni, hogy a kiilonb6z6 intratipusos vonalba tartoz6 HPV 31 LCR variansok
transzkripcids aktivitasaban kiilonbségek vannak. Az A intratipusba tartoz6 teljes hosszusagu
referencia HPV 31 LCR alacsony aktivitast mutatott az tires, pGL2-Basic riporter vektorhoz
viszonyitva a C33-A sejtekben. Ennek az lehet a magyarazata, hogy az altalunk hasznalt
riporter konstruktban a transzkripcios silencer elemek ellenstilyozzak az enhancer régiok HPV
31 LCR aktivitasra kifejtett hatasat. Ezen tal kiilonb6zd genitalis papillomavirusok esetén
megfigyelték, hogy egy - a virdlis E1 fehérjével atfedd - konzervalt silencer elem az epitél-
specifikus enhancer és az E6 promoter kozott helyezkedik el, igy a folyamatos enhancer-
promoter konstruktok, melyek ezt a silencert hordozzdk, alacsony transzkripcids aktivitassal
rendelkeznek ezen HPV-k esetében (Sailaja és mtsai, 1999; O’Connor és mtsai, 2000). Mivel
az LCR 5 szegmense reguldlja a transzkripcidé terminacidjat, a 3’ szegmense pedig a
replikacios origot illetve az E6 promotert hordozza, az e régiokat érintd hatasok befolyassal
lehetnek a transzkripcids aktivitasra. A B és C intratipusba tartoz6 HPV 31 LCR variansok
transzkripcids aktivitdsa szignifikdnsan magasabb volt, mint a prototipus LCR aktivitas,
jollehet ezek a variansok is hordozzak 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 hossziisagli LCR szakaszok transzkripcids aktivitdsanak vizsgalati eredményei

alapjan deléciés mutansokat hoztunk létre a HPV 31 LCR konstruktokbol, reprezentdlva
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mindhdrom intratipust. Az, hogy mely nukleotidcserék okozzak a kiilonb6z6 LCR variansok
transzkripcids aktivitasbeli kiillonbségeit, igen nehéz meghatarozni. Ezeket a kiillonbségeket
okozhatjak részben az 5’URR régidban (nt 7122-7415) talalhatd baziscserék, masrészt azok a
nukleotidcserék, amelyek a minimal promoter régidoban taldlhatoak, ugyanis az A és C
intratipusba tartozo variansokhoz képest a C csoport variansai - melyek nukleotidcseréket
hordoznak e régioban - szignifikansan (p <0,01) alacsonyabb aktivitast mutattak.

Jelen vizsgalataink azt mutatjak, hogy az azonos filogenetikai vonalba tartozo HPV 31
variansok hasonld transzkripcios aktivitassal rendelkeznek. A teljes hosszisaga LCR
variansok funkcionalis vizsgalatai alapjan ugy tlinik, hogy az eltérd intratipusba tartozo
variansok transzkripcios aktivitasai kozott szignifikans kiilonbségek vannak. Ezek alapjan
feltételezhetd, hogy a HPV 31 variansok filogenetikai klaszterezodése és némely funkcionalis
tulajdonsaga kozott korrelacid van. Ezen eredményeket aldtamasztva, korabbi kutatasokban
leirtdk, hogy a HPV 16 és 18 esetén, az eltérd intratipusba tartoz6 LCR varidnsok
transzkripcios aktivitasai kozott is vannak kiillonbségek. Az azsiai-amerikai és az észak-
amerikai HPV 16 varidnsok magasabb transzkripcids aktivitassal birnak, mint az eurdpai
variansok (Veress és mtsai, 1999, 2001; Kammer és mtsai, 2000). Hasonloképpen a HPV 18
esetében is az azsiai-amerikai variansok magasabb transzkripcios aktivitassal rendelkeznek,
mint az eurdpai variansok (Sichero és mtsai, 2005; Lopez-Saavedra €s mtsai, 2009).

Sichero és munkatarsai (2007), illetve Schiffman és munkatarsai (2010) tanulmanyai
alapjan a nem-eur6pai HPV 16 és 18 variansok fokozottabb onkogén potenciallal
rendelkeznek az eurdpai varidnsokhoz viszonyitva. A HPV 31 esetében még ellentmondésos
adatok allnak rendelkezésre a kiilonbozd intratipusba tartoz6 varidnsok perzisztenciajat és
onkogén potencialjat illetden (Gagnon és mtsai, 2005; Schiffman ¢€s mtsai, 2010; Xi és mtsai,
2012). A HPV 31 klinikai viselkedésének tanulmanyozasa a viszonylag kisszamu HPV 31
pozitiv eset miatt kissé nehezebb. Mindazonaltal a funkcionalis kiilonbségek, melyeket a
sz¢éleskorlien hasznalt C33-A méhnyakrakos sejt-modell rendszeren vizsgéalva tapasztaltunk,
arra engednek kovetkeztetni, hogy az eltérd intratipusos csoportba tartozé6 HPV 31 varidnsok
kiilonb6zéen hatnak a méhnyak karcinogenezisében résztvevd egy vagy tobb transzkripcios
szabalyz6 mechanizmusban.

A HPV 16 és 18 esetében az intratipusos szekvencia variansok bioldgiai és klinikai
kiilonbségeket mutatnak (Bernard és mtsai, 2006). A HPV 31 esetében a szekvencia variansok
funkcionalis eltéréseit még kevesen tanulméanyoztak. Xi és munkatarsai (2012, 2013, 2014)
klinikai tanulmanyai alapjan a HPV 31 eltérd intratipusos variansai (A, B, C) kiilonboznek a

perzisztald képességik ¢és a premalignus 1€ziot okozd funkcidjukban. Azokat a
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mechanizmusokat, amelyek a klinikai kiilonbségeket okozzak a HPV 31 esetében még mindig
tanulmanyozzdk. 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 transzkripciojat, ezaltal a megvaltozott LCR
transzkripcids aktivitas az onkogének expressziodjat is befolyasolhatja, mely hatassal lehet a
virus onkogenitésara is.

Egy masik lehetséges mechanizmus, amely a HPV 31 varidnsok funkciondlis
kiilonbségeit okozhatja azok az E6/E7 onkogénekben bekovetkez6 aminosav cserék, melyek
hatassal lehetnek a fehérjék funkcidjara. Kordbbi tanulmanyok szerint (Asadurian és mtsai,
2007; Stoppler ¢és mtsai, 1996; Lichtig és mtsai, 2006; Zehbe és mtsai, 2009; Richard ¢és
mtsai, 2010; Zehbe és mtsai, 2011; Sichero és mtsai, 2012) a HPV 16 természetes variansai
gatlasa, immortalizacio indukaldsa, keratinocita differenciacio gatlasa és az apoptozis
befolyasolasa szemszogébol.

Jelen tanulmanyban a HPV 31 E6 és E7 onkogének természetes varidnsainak a
filogenetikai és funkcionalis vizsgalatat is célba vettiik. A munkank soran detektalt nukleotid
és aminosav cserék azonosak a korabban mas kutatocsoportok altal publikaltakkal (Gagnon és
mtsai, 2005; Raiol és mtsai, 2009; Chen és mtsai, 2011; Chagas és mtsai, 2013; Liu és mtsai,
2014). Ahogyan az varhato volt, a nukleotid polimorfizmus magasabb volt a nem kédolé LCR
szekvenciakban, mint a fehérjét kodold E6 és E7 régiok esetében. Osszehasonlitva a HPV 31
LCR, illetve EG6/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 variansok funkcionalis 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
vizsgalatok alapjan. Természetesen mas, cellularis vagy molekularis funkcidikban (példaul
kiilonféle cellularis fehérjékhez torténd kotddés, vagy a gazdasejt immortalizacidjanak
kivaltasa) lehetnek eltérések, melyek a késobbiekben tovabbi tanulmanyok alapjaul
szolgalhatnak.

A HPV 31 E6 variansok szekvencidinak vizsgalata sordn taldltunk aminosav cseréket a

crer
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vizsgaltak (Vande Pol és Klingelhutz, 2013), melyek alapjan igéretesnek tiint a HPV 31 E6
variansok funkcionalis vizsgalatait elkezdeni. Ebbdl a célbol a magas rizikofaktora HPV E6
fehérjék egy mar jol ismert funkciojat vizsgaltuk a HPV 31 E6 variansok esetében: a p53
hatésait. Vande Pol és 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 degradacids aktivitasat, mely kisérletek sordn azt tapasztaltuk, hogy a HPV 31
E6 prototipus p53 degradaciot indukald hatadsa mérsékeltebb volt a HPV 16 E6 hatasahoz
képest. Eredményeinket Mesplede és munkatarsai 2012-es tanulmanya is alatamasztja,
melyben kiilonboz6é HPV tipusok E6 fehérjéinek p53 degradacios aktivitasat vizsgaltak, mely
aktivitasok eltéréek voltak az egyes HPV tipusok esetében. A kiilonb6zd intratipusa HPV 31
E6 variansok in vivo p53 degradacios aktivitasaban nem talaltunk szignifikans kiilonbségeket.

Munkank soran tanulmanyoztuk a kiilonb6zo intratipusu 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 pS3 transzaktivator funkciojat 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 tartozo varians (E6V2)
szignifikansan csokkentették a p53 transzkripcids aktivitdsat, mig a B intratipus varidnsai
(E6V1a, E6V1b) csak mérsékelt gatld hatassal rendelkeztek. A HPV 31 LCR variansok
transzkripcids aktivitasdnak vizsgalata sordn azt tapasztaltuk, hogy azok az LCR variansok,
melyek a B intratipusba tartoznak, magasabb transzkripcios aktivitast mutattak, mint az A és C
intratipus variansai. Ez a jelenség egy kompenzacidés mechanizmus lehet, ugyanis a
papillomavirusok LCR szakasza fontos szerepet jatszik a virus génexpresszidjanak ¢&s
replikacidjanak szabalyozdsaban. Ezen funkciondlis vizsgdlatok eredményei nincsenek
teljesen Osszhangban az olyan jellegli epidemiologiai vizsgalatokkal, amelyekben a HPV 31
variansok klinikai viselkedését vizsgaltak. Xi és munkatérsai (2012, 2013, 2014) tanulmanyai
alapjan az A és B intratipusokba tartoz6 varidnsok nagyobb eséllyel okoznak premalignus
elvaltozasokat, mint a C csoport variansai. Az epidemiologiai és molekularis adatok eltérése
indokoltta teszi a HPV 31 E6 és E7 fehérjék tovabbi funkcionalis vizsgalatat, melyek ezen

fehérjék szertedgazd molekularis mechanizmusaira — kotddés cellularis proteinekhez (p53,
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E6AP), primer keratinocita immortalizaciot okozo hatas, a gazdasejt differenciaciot és az

apoptdzist modulalo hatas - is fényt derithetnek.
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9. OSSZEFOGLALAS

A human papillomavirusok (HPV) mintegy harmada az anogenitalis traktust fert6zi. A
magas rizikofaktora HPV tipusok (16, 18, 31, 33, 35 sth.) tehetéek felelossé a méhnyakrak
kialakulasaért. Az E6/E7 valamint az LCR genomi régiokban bekovetkezé nukleotidcserék
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 szarmazo klinikai mintakkal
dolgoztunk. A filogenetikai vizsgalatok alapjan harom intratipusba (A, B, C) sorolhatok az
izolatumok, mely besorolast mind az LCR, mind az E6/E7 régidk alapjan el lehet végezni.
Nukleotid polimorfizmus szempontjabol az LCR bizonyult varidbilisabbnak szemben az E6 és
E7 régiokkal, melyek fehérjét kodolnak. Szignifikans kiilonbségeket taldltunk az eltérd
intratipusos csoportba tartoz6 HPV 31 LCR varidnsok transzkripcios aktivitdsdban. Delécios
mutansokkal torténd transzfekciok 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 expresszios 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, akarcsak a HPV 16 E7 prototipus, megemelték a pAdE2 promoter aktivitasat. Az
E6 variansok esetében kiilonbségeket talaltunk a variansok p53 transzaktivaciojat gatlo
hatasaban, az A és C intratipusba tartozo variansok csokkentették a pS3 aktivitast, hasonléan a
kontrollként hasznalt HPV 16 E6-hoz, a B csoportba tartoz6 variansok hatdsa a p53
aktivitasara mérsékeltebb volt. A kiilonb6zé6 HPV 31 E6/E7 intratipusos variansok in vivo
p53/Rb degradécios aktivitdsaban nem taldltunk szignifikans kiilonbségeket. Tovabbi
érdekesség, hogy a B intratipusba tartoz6 LCR varidnsok nagyobb transzkripcids aktivitast

mutattak, mint az A illetve C intratipusos variansok.

59



SUMMARY

About one-third of human papillomavirus (HPV) types infect the anogenital tract.
High-risk genital HPV types (such as HPV 16, 18, 31, 33, and 35) are linked causally to the
development of cervical cancer. Nucleotid changes in the LCR and/or E6 and E7 oncogenes
may leads to different transcriptional activities and/or different oncogenic potential and this
may be one molecular mechanism that is responsible for the differences in the behavior of
intratypic HPV variants.

The purpose of present study was to explore genetic variability and functional
differences in the complete LCR and E6, E7 regions of the less studied HPV 31 natural
variants isolated from Hungarian women with cervical premalignant lesions. According to the
phylogenetical tree of the LCR, E6 and E7 variants three major intratypical lineages (A, B, C)
were identified. Comparative phylogenetic analysis of the E6/E7 and the LCR region showed
that nucleotide sequence variation was lower in the E6/E7 region, but either region could be
used with high confidence to identify the variant lineage of an isolate. We found significant
differences between the transcriptional activities of the HPV 31 LCR variants belonging to the
different variant lineages. On the bases of the experiments with deletion mutants of HPV 31
LCR variants showes, that nucleotid changes, which cause the functional differences,
localized at least partially in the 5> URR domain, on the other hand int he minimal promoter
region.

To start the functional analysis of the HPV 31 E6 and E7 variants, we tested their
effects on p53 and adenovirus E2 promoters. In addition, we also tested the ability of the E6
and E7 variants to induce the in vivo degradation of p53 and pRB. HPV 31 E7 variants
belonging to different variant lineages were able to increase E2F transcriptional activity to the
same extent as the prototype HPV 16 E7. The E6 variants had comparable abilities to induce
the in vivo degradation of p53, there were differences between them in the ability to inhibit
the trans-activation function of p53. Namely, the prototype HPV 31 E6 (belonging to variant
lineage A), along with the variant belonging to lineage C was active in this function, while the
variant belonging to lineage B showed reduced ability to inhibit the trans-activation function
of p53. We found no significant differences in the in vivo p53 and pRb degradation activities
of HPV 31 E6 and E7 variants belonging to different variant lineages. On the other hand, we
recently found that HPV 31 LCR variants belonging to lineage B display higher
transcriptional activities than variants belonging to lineage A or C.
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