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BEVEZETES

Az utébbi eévtizedek egyik kozponti felfedezése valt malignus elvaltozasok
tanulmanyozasaban, hogy igazoltdk a human papillousok (HPV) etiologiai szerepét a
cervix carcinoma kialakitdsaban. KulénB6z orszdgokban epidemiolégiai és
esettanulmanyokban molekularis biolégiai modszesekitségével bizonyitottdk, hogy a
méhnyakrakos esetek 90-100 %-aban a HPV DNS kimattata betegek mintaibdl. A
leginkabb tanulmanyozott és leggyakrabbadfoetiulé magas onkogén kockazatu HPV a
HPV16, a cervix carcinomak 50 %-aban ez a tipuddhaté meg.

A HPV-k kb. 8 kbp hosszuséagu, cirkuléris, kstszali DNS genomot tartalmaznak. A
virionok kb. 55 nm nagysaguak, burokkal nem renelatiek. Genomjuk korai (early, E1-E7),
késsi (late, L1-2) és szabalyozd régiora (long contmagion, LCR) oszthaté. A
Papillomaviridae csaladba tartozé virusoknak tdbb mint 170 tipikak mar le eddig, és
folyamatosan identifikaljak az Ujabb tipusokat.

A HPV-k a tobbrétey ham bazalis sejtjeit fdizik, tropizmusuk alapjan kutan ill.
mukozalis tipusokat irtak le. A kutan tipusok (HRY 2, 3, 10) okozzék a kdzbnséges
szemolcsoket, ill. néhany tipus az epidermodysplasiruciformis drokletes betegségben,
okoz elvéltozasokat (HPV 5, 8). A nyélkahartyakarozo tipusok kozott pedig
megkulonbodztetiink alacsony és magas onkogén kattképav- €s high-risk) tipusokat. Az
alacsony kockazatu tipusok (HPV 6, 11, 42) benigelvaltozasokban és enyhe cervicalis
dysplasiakban fordulnak@lA HPV 16, 18 és egyéb magas kockazatl onkogéasdip(HPV
31, 33, 35 sth.) sulyos foku cervikdlis intraepiifles neoplazidkban (CIN) és invaziv
karcinomakban mutathatok ki nagy szazalékban.

Ismert, hogy a virus E6 é€s E7 onkoproteinjei tedlek a magas onkogén kockazatu
HPV tipusok transzformald képességéért. A magakaaatu tipusok E6 onkoproteinje képes
a p53 tumorszuppresszor degradacidjara az ubikpibteaszoma utvonalon keresztil. Az E7
onkogén pedig a retinoblasztéma proteint (pRB) tindka, amely igy nem kéti tovabb az
E2F faktort, és ezzel részt vesz a sejtciklus b&rdban. A két onkoprotein ezen Kkivil
szamos mas viralis és cellularis faktort szabalyoz.

A tobbréteg ham legnagyobb mennyiségben jelefl&trukturalis komponense a
keratinocita. A bazélis sejtek osztédasa utan, tadsejtek a ham fedbb rétegeibe [épve
jelentbs morfologiai €s biokémiai valtozason mennek at. dfferencidlodas soran a
folyamathoz kothét gének (involukrin  (IVL), lorikrin (LOR), keratinok (KRT),
transzglutamindzok (TGM), S100A kalcium&obtfehériék (S100A), small prolin-rich

3



proteinek (SPRR) és dezmoszomalis proteinek: deatiok(DSC), dezmoglein (DSG))
aktivitdsa megh, és szamos strukturdlis protein szintetizalodiKoBamat idbben és térben
szigoruan szabalyozott, végeredményéraethalt rétege, a stratum corneum.

A virus életciklusa szoros kapcsolatban van a gagtlarési folyamataival. A virus a
tobbrétegg ham bazalis sejtjeihez mikroséruléseken keregziilel, ahol a virusgenom
alacsony szirit a replikacidja, és a korai gének, tobbek kozottEéz és E7 onkogének
expresszidja torténik. A hamréteg fiddb részeiben a sejtek kilépnek a sejtciklusboinbaa
a ferzott keratinocitakban a HPV onkoproteinjeinek hatasa sejtciklus aktiv marad. A
késsi gének expressziodja és a virionok kégese a ham differencialdédott rétegeiben zajlik. A
papillomavirusok nem litikusak, a virionok akkorabadulnak ki a sejtekh mikor a
keratinociték elérik a fetsréteget, és levalnak a hamrétggr

Ismert, hogy a magas kockazatu genitalis HPV-k raeggak a gazdasejt
differencialédasi folyamatat, amelynek célja valtéleg az, hogy a differencialodo
hamsejtekben is biztositva legyenek a virus szamameplikaciojahoz szikséges cellularis
faktorok, amelyek fedzetlen differencialédé sejtekben mar altalaban senek jelen. Ebben
fontos szerepet jatszanak a virus E6 és E7 onl@pjet A magas onkogén kockazatu HPV-
k keratinocita differencialodasra kifejtett gatl@tasa meg kifejezettebb premalignus és
malignus |ézidkban, ugymint a cervikalis intraelités neopladzia (CIN) és a cervix
carcinoma. Ezekben az elvaltozasokban a virusildleta nem produktiv, és a kiéggének
expressziodja, valamint a virus produkcié elmardmb(tv fertzés).

A differencialédo sejtek DNS replikacidja az E7 opkotein hatasara reaktivalodik,
ezaltal biztositja a viralis genom replikaciéjatAsHPV 16 E7-rol kimutattak, hogy késlelteti
az involukrin és keratin 10 differencialodasi maeke szintjét human keratinocitdkban. A
HPV 16 EB6 jelenléte organotipikus sejtkulturakbaggaavarja a hamréteg differencialodasat.
Xenograft modellt hasznalva kimutattdk, hogy a HRY ill. 59 tipusok megvaltoztatjak
néhany differencialédashoz kotheprotein (LOR, SPRR) expresszidjat, mRNS és fehérje
szinten is.

Tobb munkacsoport igazolta, hogy a keratinocitéetghcialodasban résztwiegének
expresszidja megvaltozik a HPV onkogének jelenétatsrvix carcinomas sejtekben iés
vitro sejttenyészetekben. Azt azonban mindeddig nengdifiZzk, hogy az onkoproteinek ezen
gének szabdlyoz6 régidjara hatnak-e, vagy esettesgtipanszkripcios mechanizmusokkal
fejtik ki hatasukat. Ezért munkank sordn megvizsgah HPV16 E6 és E7 onkoproteinek
hatasat a differencidlodasban részéveyének expresszidjara, valamint tanulmanyoztuk a

hatdas mechanizmusat. Ehhez kezdetben az involukiimt, fontos differencialédasi marker
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expresszidjat, majd promoterének aktivitasat vitagaa HPV 16 E6 és E7 onkoproteinek
jelenlétében. Munkdnk masodik felében a HPV 16 pniieinek hatdsat tanulmanyoztuk
tobb, differencialddasban résztéegén expresszidjara, szabalyozd régidjuk aktivitisa
valamint néhany, a differencialodas regulaciojatiamtos szerepet betélttranszkripcios
faktor (aktivator protein 1 (AP-1) és CCAAT enhankéts fehérje (C/EBP)) aktivitasara.



CELKIT UZESEK

A munkam soran a HPV 16 onkoproteinek hatasat ma@woyoztam a keratinocitak
differencialddasaban résztviegének expressziojara €s transzkripcios szabalgczdkhhez

az alabbi célokafirztem ki:

e Primer human keratinocitakban elieizzik, hogy az involukrin mRNS és fehérje
szintje hogyan valtozik a HPV 16 E6, E7 ill. E6/&dkogének ill. a differenciéltatas
hatasara.

« A HPV 16 onkogének hatasanak vizsgalata az invlugromoter aktivitasara és
ennek a hatasnak a lokalizacioja a szabalyozo méggtiil.

e HPV 16 E6, E7 ill. E6/E7 onkogéneket expresszaléati@ocitakban microarray
analizissel vizsgaljuk a cellularis gének expreésszvaltozasait, fokuszalva a
keratinocita differencidlodasban résztveénekre.

* Valés idefi RT-PCR segitségével a microarray eredmények ésodalombol mar
ismert egyéb, a keratinocitdk differencialodasabfmmtos gének expresszios
valtozasainak megésitése.

* Neéhany, differencialodasban fontos gén promoéteivigksanak vizsgalata HPV
onkogének jelenlétében tranziens transzfekciéslkis&ben.

* Vizsgalni a differencialodasi folyamatot szabalydmnszkripcids faktorok aktivitasat
HPV 16 E6 ill. E7 onkogének hatasara.



ANYAGOK ES MODSZEREK

Sejttenyésztés

A primer human keratinocita sejtvonalat (HFK) srémentes, alacsony
kalciumtartalma (<0,1 mM) keratinocita tapfolyadékbtenyésztettiik. A PA317-LXSN, -
16E6, -16E7, -16E6E7 rekombinans retrovirus tefnsgjtvonalakat 10 % borjuszérumot
(FBS) tartalmazé DMEM (Dulbecco’s Modified Eaglé¥edium) tapfolyadékban tartottuk
fenn. A primer keratinocitakat a PA317 sejtvonalekiliszoéjaval feiiztik és geneticinnel
szelektaltuk. Az igy nyert sejtvonalak a HPV 16 ogénjeit expresszaljdk: HFK-LXSN
(kontroll retrovirus vektorral transzdukalt sejtabyy HFK-16E6, HFK-16E7, HFK-16E6E7.
A fertézott sejtek egy részét 10 % FBS-t tartalmaz6 DMEM8 ( mM kalcium)
tapfolyadékban 24 o6raig differencialtattuk

Microarray

A HPV onkogénekkel transzdukalt keratinocitakbol dalsly Mini Kit segitségével
izolaltunk RNS-t harom biolégiai parhuzamosban.R¥YS integritasat Agilent Bioanalizator
2100-zal ellefiriztik, és a kisérleteinkben 9.0-nél nagyobb RINIERntegritasi szam) érték
feletti RNS mintakat hasznaltuk. Affymetrix Gene@hiHuman Gene 1.0 ST Array-vel
végeztik a globdlis génexpresszios vizsgalatot J2PRNS-t hasznaltunk az amplifikacios és
jelolési reakcidhoz. A mintakat 45 °C-on 16 orareketil hibridizaltattuk és standard mosasi
protokollt végeztink az Affymetrix GeneChip FluidicStation 450-en. Az array-ket a
GeneChip Scanner 7G-vel szkenneltik. Az RNS jel@esibridizacios |épéseket Dr. Péliska
Szilard (UD-GenoMed Kft., Debrecen) végezte.

Microarray adatelemzés

Az adatelemzéseket a Genespring 12 GX szoftver@gaztik. Az Affymetrix CEL
fajlokat RMA analizisnek (robust multichip analysés median normalizacidénak vetettik ala.
Az expresszalodo gének csoportjat ugy hataroztug, megy a legalacsonyabb intenzitasu
gének 20 %-at és azokat a géneket, amik a medidw@pest nem mutattak legalabb 2-szeres
eltérést kistirtik, igy maradt 3293 gén, amiken a statisztikaliarst elvégeztiik. Az altalunk
hasznalt elemzés az egyténygzvarianciaanalizis (ANOVA), amit Tukey-féle posbch
teszttel egészitettiink ki. Az elfogadott szignifike szintje p<0,05, a fold change értéke 1,5

volt. A tovabbi elemzéseket az Ingenuity Pathwaglgsis (IPA) szoftverrel végeztik.
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Reverz transzkripcids polimeraz lancreakcié (RT-PCR

A differencialtatott és nem differencialtatott tsadukalt keratinocita sejteéb Tri
Reagens-sel RNS-t izolaltunk a gyarté cég utasitzssint. A High Capacity cDNA Reverse
Transcription Kit segitségével végeztik el a reveamszkripcids 1épést. A PCR reakcioban
GoTaq polimerazt és GAPDH (glicerinaldehid 3-foszfé@hidrogenaz), valamint HPV 16 E6

és E7 specifikus primerparokat hasznaltunk.

Kvantitativ valds idejii polimeraz lancreakcio (real-time RT-PCR)

A valés ideji PCR-t a 7500 Real Time PCR System-en végeztik aagMene
Expression Master Mix-szel és Assay-kkel. A rel&irantifikaciohoz a GAPDH-t hasznaltuk
endogén kontrollként és a kontroll retrovirus vektartalmazo sejtvonalbol (HFK-LXSN)
nyert értékekhez viszonyitottuk a tobbi sejtvonhlbgert eredményeket a komparativ Ct
metodusssal. Az RQ (Relativ Quantity) eredményeskandard deviaciéval és konfidencia
intervallumokkal a 7500 System SDS szoftver 1.&wgdval nyertik. Minden PCR reakciot

legaldbb 3 parhuzamosban és 3 ismétlésben végeztiink

Fehérje izolalas és Western blot

A differencialtatott és nem differencialtatott tsadukalt keratinocitdkbol proteaz és
foszfataz gatld szereket tartalmazé RIPA lizis @ui#fl izolaltunk fehérjét. A lizis pufferben a
tenyésziflaskarol levalasztott sejteket jégen inkubaltukntcifugaltuk, majd a feltliszé
0sszfehérje-tartalmat Bradford teszt segitségétdrbztuk meg. A fehérjeextraktumokbdl 10
Hg mennyiséget 10 %-os SDS poliakrilamid gélberaszbttuk szét, majd blottoltuk at
nitrocellul6z membranra. 5 % tejport tartalmazo TB&I (Tris-sel pufferelt séoldat 0,05 %
Tween 20-szal kiegészitve) blokkoltuk a membrangpeaifikus kébhelyeit. A blottokat az
elssdleges ellenanyagokkal (anti-involukrin, anti-p5& anti-aktin), majd mosasi lépést
kéveten tormaperoxidazzal konjugalt masodlagos antit&steinkubaltuk. Az antitest
komplexeket a SuperSignal West Pico Chemilumindssahstrate segitségével detektaltuk a
rontgenfilmeken. A Gel Doc 2000 géldokumentacidsdszerét és a Quantity One szoftvert
(4.0.3. verzidé) haszndltuk a fehérjemennyiségekzitemetrias meghatarozasahoz. Az
involukrin és a p53 fehérjeszintjet az aktin mesgagere normalizaltuk és a kontroll
retrovirust tartalmazé (HFK-LXSN) sejtvonalhoz wsyitottuk. A kisérleteket ebben az

esetben is legalabb 3-szor ismételtiik.



Plazmidok

A pGL3-IVL luciferaz riporter plazmid a huméan IVLég 3,7 kb hosszusagu promoéter
régidjat tartalmazza a luciferaz gérdtel A pGL3-IVL-2418, pGL3-1VL-1809, pGL3-IVL-
744, pGL3-1IVL-272 vektorok konstruktokhoz az IVLgonotert hasznaltuk templatként, az
adott szakaszokat GeneAmp High Fidelity System-amaplifikaltuk ésXhol és Hindlll
restrikciés enzimekkel pGL3-Basic vektorba kléndztlA plazmidok helyes nukleotid
sorrendjét szekvenalassal etlemtiik az UD-GenoMed Kft. (Debrecen) segitségével.

A p53-Luc, pAP-1-Luc és pC/EBP-Luc riporter plazoida p53, AP-1 és C/EBP
konstrukt az adenovirus E2 promotert és luciferdat gartalmaz. A HPV 16 onkogénjeit
tartalmaz6 pcDNA-16E6, és -16E7 expresszids vekairkorabban munkacsoportunk tagjai
irtak le. A keratin 4 (KRT4), a keratin 5 (KRT5)small prolin-rich protein 1A (SPRR1A), a
S100 kalciumkdt fehérje A8 (S100A8) és a dezmokollin 1 (DSC1) ripovektorok az adott

gének promoéter régidit éenilla luciferaz gént tartalmazzak.

Tranziens transzfekcio

A 3-6. passzazsu primer human keratinocitakat &dysejttenyés#t plate-eken
tenyésztettiink, Ugy, hogy a transzfektalaskor 7@4806s konfluenciat érjink el. A sejteket
0,5 ug riporter plazmiddal (pGL3-IVL, pGL3-IVL-241$®GL3-1VL-1809, pGL3-IVL-744,
pGL3-IVL-272, p53-Luc, pAP-1-Luc, pC/EBP-Luc, pAdBEZ, KRT4, KRT5, SPRR1A,
S100A8 vagy DSC1) és 0,25 ug expressziés vekt@quadNA-kontrol, pcDNA-16E6 vagy
pcDNA-16E7) kotranszfektaltuk Effectene transzfékaieagenssel. 5 6ra 37 °C-0s inkubacio
utan a tapfolyadékot lecseréltiik keratinocita tBpfdékra. A transzfekciot kousn 24
oraval a sejtek egy részét tovabbi 24 ¢6raig 10 %-FBartalmazé DMEM-ben (1,8 mM
kalcium) differencialtattuk. 48 6raval a transzfiékaitdn a sejteket mostuk PBS-sel, és a
riporter plazmidoknak megfelel lizis pufferel tartuk fel. Luciferase Assay System
segitségével mértik le az egyes riporter konstkukhaciferdz aktivitdsat Berthold
luminométeren. Bradford protein teszttel a sejteles fehérjetartalmara normalizaltuk a
luciferdz aktivitasokat. A kisérleteket legalabbrdm ismétlésben végeztik, a kapott
eredményeket atlagoltuk és SEM (standard error edimp értékekkel egyitt abrazoltuk. Az
atlagok kozotti statisztikai kilonbségeket t-prgbétmintas és péarositott t-teszt logaritmikus

transzformacié utan) segitségével elemeztik. Sgdnisnak a p<0,05 értékeket tekintettik.



EREDMENYEK

Human papillomavirus 16 onkoproteinek hatdsa az inelukrin

expressziojara human keratinocitakban

HPV 16 onkoproteinek hatasa keratinocitdk differencédlodasaban résztved gének

expresszidjara

Ahhoz, hogy tanulmanyozni tudjuk a HPV onkogénekasat a cellularis gének
expresszidjara, primer human Kkeratinocitakat trdnkaltunk rekombinans retrovirus
vektorokkal, amelyek kontrol vektort (LXSN), a HPM6 E6 vagy E7 ill. mindkét onkogént
expresszaljdk. A funkciondlisan aktiv HPV onkopimeé jelenlétét a cellularis p53 proteinre
€s a human telomeraz reverz transzkriptaiz mRNStj&z=nkifejtett, ismert hatasukkal
igazoltuk. Valos iddj PCR-rel vizsgaltuk a HPV 16 onkogének hatasat ®gye
differencialodasi markerek, igy a TGM1 &s dzubsztratja, az IVL expresszidjara a HPV
onkogénekkel transzdukalt sejtvonalakban. A keoaitdk differencialédasanak indukaldsa
megnovelte mind a TGM1, mind az IVL mRNS szintj&tproliferald és a differencialédé
sejtekben is az E6 és az E7 szignifikhnsan cso&iktentz IVL expresszidjat. A vektor
kontrollal transzdukalt sejtekhez viszonyitva, andkiét onkogént expresszald sejtekben ez a
hatds még szignifikansabb volt a proliferdlo ésifeer@ncialodo sejtek esetén is. A nem
differencialtatott sejtekben a HPV 16 E6 és E7 gékmknek egyitt csak mérseékelt gatld
hatasa volt az endogén TGM1 mRNS szintjére, midffarencialtatott sejtekben a HPV
onkogéneknek nem volt szignifikans hatasuk.

Azért, hogy tanulméanyozzuk a HPV onkogének hat@sdYL proteinre, Western blot
analizist végeztink a transzdukalt sejtvonalakonsz&rummal és kalciummal indukalt
differencialtatds megndvelte az IVL protein szintf proliferalo sejtekben a HPV E6-nak és
E7-nek kilon-kilon csak mérsékelt hatasa volt aiogén IVL protein szintjére, mig a két
onkogén egyutt ésen csokkentette az IVL protein szintjét a vekiamanszdukalt (LXSN)
sejtekhez képest. Ez a hatasa a HPV 16 E6-nak-@élE@z IVL protein szintjére kisebb, de

még mindig szignifikans volt a differencialtatogjtekben is.

A HPV 16 onkoproteinek hatasa a human involukrin pomoter transzkripcios
aktivitdsara

A kovetkedkben szerettik volna meghatarozni, hogy a HPV oékeg IVL
expressziora kifejtett hatdsa az IVL promoter tz&nipcios gatlasan keresztil torténik-e.
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Ezért alacsony passzazsu human keratinocitakatieérasen transzfektaltunk olyan luciferaz
riporter vektorral, amely az IVL szabdlyozé régtojartalmazza, valamint pcDNA-alapu
vektorokkal, amik a HPV 16 E6 és/vagy E7 onkogéhekepresszaljak. A funkcionalisan
aktiv HPV 16 onkogének expressziojat a transzfeld&K sejtekben olyan kotranszfekcios
kisérletekben ésitettiik meg, ahol a riporter vektorok a p53 protedichelyeit, illetve az
adenovirus E2 promoéterét (AdE2, E2F transzkripcfaktor kothellyel rendelkezik)
tartalmazzak.

Proliferalé HFK sejtekben a HPV 16 E6 szignifikamsaotkkentette az IVL promoter
teljes hosszusagu szakaszat tartalmazo6 plazmid3p\@l) aktivitasat. Ezzel szemben az E7-
nek nem volt szignifikAns hatasa az IVL riportektegra proliferalé sejtekben. A sejtek egy
részét magas kalcium- és szérumtartalmi DMEM tgptidkban differencialtattuk, ami a
pGL3-IVL plazmid aktivitdsat az Ures expresszioktoe (pcDNA) jelenlétében megndvelte.
A differencialtatott keratinocitdkban az E6 és &zi€csak kisebb mértékben csdkkentette az
IVL promater aktivitdsat, mig a két onkogén eg\diignifikans aktivitas-csokkenést okozott
az IVL promoéteren. Ebl arra kdvetkeztethetiink, hogy a HPV 16 E6 onkaprotaz
endogén IVL expresszid cstkkenését részben az Pdin@ter aktivitasanak gatlasaval fejti
Ki.

A HPV 16 onkogének hatasanak lokalizalasa a humamvolukrin prométeren

Azért, hogy lokalizalni tudjuk a HPV onkoproteindlatasat az IVL promoéteren, a
szabalyoz6 régidé kilénbézhosszusagu szakaszait klbnoztuk luciferaz ripgrt@zmidokba.
El6szor ellewriztik, hogy a konstruktok tranziens transzfekdits®rletekben valaszolnak-e a
differenciacios stimulusra. Mindegyik riporter komnst aktivitasa megftt a differencialtatas
hatdsara. Ezutan kotranszfekcids kisérletekbergaizgk a HPV 16 E6 és E7 onkogének
hatdsat az IVL konstruktok transzkripcios aktivétés Proliferaldé HFK sejtekben a HPV 16
E6 az Osszes konstrukt aktivitasat csokkentette.E&za differencialtatott sejtekben is
szignifikAnsan csotkkentette az dsszes IVL konstaMtivitasat. Ezek az eredmények arra
ki hatasét.

A HPV 16 E7-nek nem volt szignifikhns hatasa az Igtomoterre proliferald
sejtekben. A differencialtatott sejtekben csak ghtésszabb konstrukra (IVL-2418) volt
mérsékelt, de szignifikans gatld hatadssal, migvaedb IVL riporter plazmidokra nem.
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Human papillomavirus 16 onkoproteinek hatasa a kernocitak

differencialodasaban résztved egyéb gének expresszidjara

A HPV 16 onkogénekkel transzdukalt HFK sejtek teljs génexpresszids analizise

Azért, hogy vizsgalni tudjuk a HPV 16 E6 és E7 qmkdeinek hatdsat a primer
keratinocitak teljes mRNS expresszios mintazatareroarray elemzést végeztink a HPV 16
onkogéneket expresszald retrovirus vektorokkalsrdukalt HFK sejteken (HFK-LXSN,
HFK-16E6, HFK-16E7, HFK-16E6E7). A Kkisérlet soramacgony passzazsu sejteket
hasznaltunk, 3 biologiai parhuzamosban. A 4 segloexpresszidés profilja kozotti
kulonbséget egytényég variancia-analizissel (ANOVA) és hierarchikusskker analizissel
elemeztik. Az IPA (Ingenuity Pathway Analysis) el® megmutatta, hogy a vektor
kontrollhoz képest szignifikAns expresszids eltémgtatdo gének nagy része a sejtciklusban, a
sejthalalban és a proliferaciéban vesz részt. Gsgghan mas, hasonlé6 modszerekkel dolgozé
kutatdécsoportokkal, talaltunk szamos olyan, a keoatta differencialodashoz kottiegént
(tobbek kozott IVL, SPRR-ek, S100A proteinek, KRKR}oamelynek az expresszidja
szignifikansan csokkent a HPV onkoproteinek jeledén.

HPV 16 onkoproteinek hatasa a keratinocitak differacialodasaban résztveér géenek

MRNS szintjére

A microarray elemzésih nyert eredményeinket valos ideRT-PCR-rel afsitettiik
meg a differencialédashoz kothegének egy részén. A legtbbb vizsgalt gén exprésszi
szignifikAnsan csokkent a HPV 16 E6 és E7 onkoggeieklétében. Talaltunk néhany olyan
gént, amelynek az mRNS szintje szignifikans csokkemutatott a valos idejPCR soran,
mig a microarray elemzésben nem (CNFN, LOR, S1008100A12).

Azok kozil a gének kozil, amelyek eltérést mutatsakdPV 16 onkoproteinek
jelenlétében a microarray és/vagy a valostideCR soran, kivalasztottunk 7-et, és ezeket
részletesebben is elemeztik tovabbi valosii®R kisérletekben, kulon-kilon is vizsgalva
az E6 és E7 onkogének hatasait. Osszehasonlitaskié@siztottunk egy bazalis keratint is, a
keratin 5-6t (KRT5), amely tudjuk, hogy expresszidja nem valtozik a differiéhodas
soran. Ebben az esetben azt tapasztaltuk, hogyT® KHRNS szintje nem csokkent az E6 ill.
az E7 hatasara. Ezzel szemben, a keratinocitaretifélodasban résztwewgének (DSC1,
KRT1, KRT4, KRT10, S100A8, S100A9 és SPRR1A) sdigansan csokkent expressziot
mutattak a HPV onkoproteinek jelenlétében. Ezek exedmények arra engednek
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kovetkeztetni, hogy a HPV E6 és E7 onkoproteineknalamilyen altalanos hatasa van a

tobbréted ham sejtjeinek differencialédasaban szerepetdaiének szabalyozasaban.

HPV 16 onkoproteinek hatasa a keratinocitak differecialodasaban résztver gének

promoéter aktivitasara

Luciferdz riporter rendszer segitségével vizsgaltukHPV onkoproteinek hatasét
olyan, a differencialodasban résztéeyének transzkripcios aktivitasara, amelyek exgiéss
valtozasait valos idéjPCR-rel is vizsgaltuk. A kisérletek soran primantan keratinocitakat
transzfektaltunk a kilénbdz differencidlodasban fontos gének (DSC1, KRT4, (B8 és
SPRR1A) promoétereit tartalmazo riporter vektorokkes a HPV 16 E6 és/vagy E7
onkogéneket expresszalé vektorokkal. Mind a 4 \altsggén promoterének aktivitdsa
csokkent a vektor kontrollhoz (pcDNA) képest azoklbma sejtekben, amelyekben a két
onkoprotein egyutt (16E6E7) volt jelen. Ahogy aZirtuk az expresszios kisérleteink és az
irodalom alapjan, a bazalis KRT5 promoterének #ié@at nem csokkentették a HPV
onkogének. Ezekit az eredményekid arra kovetkeztethetiink, hogy a HPV 16
onkoproteinek a hatasukat, legalabb részben, atitkecda differencialédasban szerepet

jatsz6 gének transzkripcios gatlasan keresztiik fieijt

HPV 16 onkoproteinek hatdsa az AP-1 és C/EBP trankrdpcios faktorok aktivitdsara

Feltételeztik, hogy a HPV 16 onkoproteinek a gdttasukat a keratinocita
differencialdodasban résztu@vgénekre esetleg néhany transzkripcidés faktor i&sanak
modositasan keresztil fejtik ki. Ennek érdekében ddatbézis segitségével elemeztik a
vizsgalt promoéterek szekvenciait. A promoterek regylke tartalmaz lehetséges
kotohelyeket az AP-1 és a C/EBP transzkripcids fakalad tagjainak. Ezért tranziens
transzfekcids kisérletekben vizsgaltuk, hogy a H&koproteineknek van-e valamilyen
hatasa ezeknek a faktoroknak az aktivitasara. Elahé#PV 16 onkogéneket expresszalod
vektorok mellett, olyan luciferdz riporter plazmid@l transzfektéltunk HFK sejteket,
amelyek az AP-1, ill. a C/EBP faktorok Kbelyeinek tobb kopijat tartalmaztak. Azt
tapasztaltuk, hogy a két onkoprotein egyitt csotdem mind az AP-1, mind a C/EBP
faktorok aktivithsat. Ezek az eredmények azt sjiallhogy a HPV 16 E6 és E7
onkoproteinek a keratinocita differencialédasbasetnée\é gének promoterét néhany olyan
transzkripcids faktor aktivitasanak gatlasaval shadvzak, amik fontos szabalyozoéi ezeknek

a promotereknek, mint példaul az AP-1 és a C/EBRKtofa csaladok tagjai.
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MEGBESZELES

Munkam sordn a HPV természetes gazdasejtjeibenuraam keratinocitdkban
vizsgaltam a differencialodasi folyamatban szergptizd gének expresszids valtozasat a
HPV 16 E6 és E7 onkoproteinjeinek hatasara. Kutata®l$ felében az IVL és a TGM1
gének, mint fontos keratinocita differencialodasirkerek expresszios valtozasait vizsgaltuk
a HPV onkoproteinek jelenlétében. Azt tapasztalhdgy a HPV 16 E6 és E7 onkoproteinek
szignifikhnsan csokkentették az endogén IVL mMRNS féhkérje szintjéet human
keratinocitdkban. Ezek az eredmények 0sszhangbamakakordbbi tanulmanyokkal, amik
cervix carcinomabdl szédrmazé mintdkon és HPV onkekét expresszald retrovirus
vektorokkal transzdukalt human keratinocitakon zégle microarray analizist. Ezekben az
IVL és néhany mas differencialodas altal szabalitogén (KRT-ok és SPRR-ek) csdkkent
expressziot mutatott. Ahogy azt vartuk, a HFK dejdifferencialédasdnak indukaladsa
szérummal és a megemelt kalcium szinttel jéseh megndvelte az endogén IVL és a TGM1
MRNS szintjéet. A HPV 16 E6 és E7 onkogének egyiigrsfikansan csokkentették az IVL
MRNS szintjét, de érdekes mdédon csak mérsékelsiiatéolt a TGM1 mMRNS szintjére. Ez
arra utal, hogy a HPV onkoproteinek hatasa kuloakedifferencidlodasban fontos gének
expresszidjara. Ugyiinik, hogy proliferalé sejtekben az E6 és az E7 gékeknek
szinergista szabalyoz6 hatdsa van az IVL mRNSjéeintDifferencialédé sejtekben, ahol az
IVL expresszioja megemelkedett, a HPV onkogénekztzkdVL mRNS csokkenés kisebb
volt, de még mindig szignifikans. A Western bloalnis is azt mutatta, hogy a HPV 16 E6 és
E7 onkoproteinek egyitt csokkentik az IVL fehérgngét is, mind a proliferalé, mind a
differencialodé sejtekben. Egy korabbi tanulmanybdr megallapitottdk, hogy a HPV 6 ill.
HPV 16 E7 expresszidja csokkenti az IVL proteimgéi human keratinocitakban. Ezékb
az eredményelkdh arra kdvetkeztethetiink, hogy a HPV 16 E6 és Bkoproteinek az IVL
alap és differenciacié-indukalta expresszidjasisk&entik HFK sejtekben.

A keratinocitak differencialodasdban résziveyének expresszidja a transzkripcio
szintjen szabalyozodik. Ezért vizsgaltuk tovabb RVH16 onkoproteinek hatasat az IVL
promoterének transzkripcios aktivitasara. Ehhez Hieikeket transzfektaltunk HPV 16 E6
és/vagy E7 onkogéneket expresszal6 vektorokkalyé@s duciferaz riporter plazmiddal, ami a
humén IVL gén teljes szabdlyozé régidjat (URR-wgmstn regulald régio) tartalmazza. A
transzfektalt sejtek egy részét ezt kdest 24 oraig differencialtattuk. Korabbi
eredményekhez hasonloan, a differencialtatas $ikignsan megnovelte az IVL promoter

aktivitasat. Proliferald sejtekben csak a HPV 16 E€Hkkentette az IVL promoter
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transzkripcids aktivitasat, mig az E7 nem. Diffeiétodé HFK sejtekben pedig a két HPV
onkoprotein egyiitt csokkentette az IVL szabalyamiGgianak aktivitasat. Osszefoglalva ezek
az eredmények azt mutatjak, hogy az endogén IVL 8RSl protein szintjének csokkentése a
HPV 16 E6 altal az IVL promoter gatlasan keresuiidenik. Azonban nem lehet kizarni azt
sem, hogy a HPV 16 E6 az IVL vagy mas differendakhoz kothét gének expresszibjat
méas mechanizmusokkal is szabalyozza.

Azért, hogy lokalizalni tudjuk a HPV onkogének lsittiaz IVL promoteren, olyan
luciferdz riporter konstruktokat hasznaltunk, areklya szabalyozo régio kulonkibz
hosszUsagu szakaszait tartalmaztak. Az IVL gén |ilRRutalmaz egy disztalis (DRR, a
transzkripcids starthelyt szamitott -2473/-1953 nukleotidok k6zott) és eggximalis (PRR,

a transzkripcios starthebjt szamitott -2473/-1953 nukleotidok kozott) részz VL
szabalyoz6 régioja 5 AP-1 [&telyet tartalmaz. A DRR (AP-1-5) és a PRR (AP-1-1)
részekben elhelyezkédkét elem esszencialis a promoter aktivitasahozARZL faktorok (c-
fos, fosB, Fra-1, Fra-2, c-jun, junB és junD) a ldlied ham kilonboé rétegeiben
expresszaldédnak, expressziés mintazatuk pedig ferelifcidlodasban résztuevgének
kifejezodését szabalyozza. A mi eredményeink azt mutatiggy a HPV 16 E6 legnagyobb
meértékben a leghosszabb IVL promoter konstrukivaksat csokkentette, ami a teljes URR-t
tartalmazta. De csokkent annak az IVL konstruktreek aktivitdsa is a HPV 16 EG6
onkoprotein hatasara, amely csak a PRR-t foglah@aha. Ez a hatas mind a proliferald,
mind a differencialédd keratinocitdkban észlethedlt. Ebldl arra kdvetkeztethetiink, hogy
az IVL gén szabalyozé régidjanak proximalis résagatmaz olyan transzkripcios faktor
kotohelyeket, amelyeket a HPV 16 E6 képes szabalyozni.

A HPV E7 onkogénnek csak a leghosszabb IVL pronféégmentet tartalmazo (IVL-
2418) konstruktra volt szignifikans gatl6 hatasa, ext a hatast csak a differencialodo
sejtekben tapasztaltuk. Ez arra utalhat, hogy ahdfdsa az IVL promoéterre kevésbé direkt
vagy specifikus, mint az E6 hatasa. Elképzéihek tartjuk, hogy az E7 hatasa az IVL
expresszidjara (szinergista gatléo hatas az EG&bz IVL prométer aktivitdsara (mérsékelt
gatlé hatas differencialédo sejtekben) nem direkgyw specifikus kapcsolat, hanem inkabb
olyan mechanizmusoknak készénheamiket nemrégiben irtak le. llyen példaul az,yhag
DEK proteint transzkripciosan, a nucleophosmintig@mszttranszkripcids szinten aktivalja a
HPV 16 E7, és kimutattak, hogy ezek fontos szergjistranak a differencialodasi folyamat
gatlasaban.

Kutatasunk folytatasakent, terveink kozott szereedgy egyéb, differencialédashoz

koéthet) gének expresszigjat is vizsgaljuk a HPV 16 onktgnek jelenlétében. Munkank
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kovetked részében lehéségunk nyilt elvégezni a HPV 16 E6 és/vagy E7 oakegkel
transzdukdlt humén Kkeratinocitak teljes genom esq@iés mintazatanak elemzését
microarray segitségével. A differencialédasbandsrgének esetén az eredményeinket valos
idejit PCR-rel efsitettik meg. Vizsgalataink soran azt tapasztaliokyy néhany gén esetén
(CNFN, KRT4, LOR, S100A10 és S100A12) csak a val@fi PCR vizsgalatokban tudtuk
kimutatni, hogy a HPV onkoproteinek hatdsara mdgeid az expressziojuk, ez a kilénbség
a microarray analizisben nem volt észledhet

A legtdbb keratinocita differencidlédashoz kothgénel, amiket vizsgalataink soran
talaltunk, mar méhnyakrakos mintakon kimutattakyyhosokken az expressziojuk a HPV 16
onkogének hatasara a normal cervikalis sejtekhgredté Ennek megfeléén a magas
onkogén kockazatu HPV-k onkoproteinjgn vitro sejttenyésztési modellekben is
csokkentettek ezen gének expressziojat.dEbigy tinik, hogy a magas kockazatu HPV
tipusok a keratinocita differencialédasban részivggnek expresszidjat valamilyen altalanos
hatdssal cstkkentik. A HPV onkoproteinek ezen lat#s fontos szerepe lehet a virus
produktiv életciklusdban. A gazdasejt differendidi®anak késleltetése kiemelked
fontossagu a HPV-hez tarsithato premalignus ceisiléziokban (CIN), és ez lathaté a HPV-
k altal immortalizalt organotipikus (raft) kulturidéin tenyésztett keratinocitakban is.

Azonban kevés adat van arrél, hogy a keratinodiferdncialodasban fontos gének
expresszigjat a HPV onkogének milyen mechanizmubséblyasoljak. Ezért kutatasunk
masodik részében tovabb vizsgaltuk az IVL-on kiwids, differencidlodasban résztgev
gének (DSC1, KRT4, S100A8 es SPRR1A) transzkripaldivitasat. Ezek a gének cstkkent
expressziot mutattak a HPV 16 onkoproteinek jeléhlén a mi vizsgalatainkban és korabbi
tanulmanyokban is. Kimutattuk, hogy mindegyik gémrpoterének aktivitisa csokkent a
HPV onkoproteinek hatasara. Minden esetben a degbb hatast azokban a sejtekben
tapasztaltuk, ahol mindkét HPV onkogén jelen vBltért arra kbvetkeztethetlink, hogy a
magas kockazati HPV E6 és E7 onkoproteineknek tadditiv vagy szinergista hatasa van a
differencialdédashoz kéth&gének expresszidjara.

A valés ideji PCR-rel kapott génexpresszios és a luciferaz tedsayert promoter
aktivitasi eredmények jOl korrelaltak egymassaloMzan néhany esetben a szabalyozo régiok
aktivitasai eltérést mutattak a génexpressziosnetegekhez képest. Ezek az eredmények azt
sugallidk, hogy a transzkripciés szabalyozason lkiviids mechanizmusok (talan
poszttranszkripcios modositasok) is hozzdjarulkatrezeknek a géneknek a HPV

onkoproteinek altali expresszids gatlasahoz.
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A HPV onkoproteinek nem gatoltak a KRT5 promotereKRTS egy bazélis keratin,
melynek expressziéjat nem a differencidlodas syabkah EbBI agy tinik, hogy a HPV 16
onkoproteinek azoknak a géneknek az expresszidgbljk specifikusan, amiket a
differencialodas szabdalyoz. Osszefoglalva, a lugffeeredményeink azt mutatjak, hogy a
HPV 16 onkogének az altalunk vizsgalt keratinodttierencialodasban résztwewgének
transzkripcids aktivitdsat csokkentik. Ez a mechamis valoszitleg hozzajarul ezeknek a
géneknek premalignus és malignus cervikalis [éadkinutatott csdokkent expresszidjahoz.

Az altalunk vizsgalt promoterek mindegyike, melyraek aktivitasa valtozott a HPV
onkoproteinek hatasara, tartalmaz lehetséges ARs1 CEBP transzkripcios faktor
kotéhelyeket. Ezekil a transzkripcidos faktorokrdl tudjuk, hogy a kématita
differencialodashoz koth@tgének transzkripcidés szabalyozasdban Iényegesifitnkltenek
be, és a differencialédas szabalyozza aktivitasu@satexpressziojukat. A HPV 16 E7
protein6l mar megallapitottak, hogy koti az AP-1 transzkigs faktorokat, mint a c-jun,
junB, junD és c-fos. A kisérleteinket olyan riportenstruktokkal folytattuk, amelyekben
tobb kdthelye talalhaté ezeknek a faktoroknak, és a HP\oprikeineknek szignifikAnsan
gatoltdk az aktivitasukat. Ezért elképzethdiogy a HPV 16 onkoproteinek a keratinocitak
differencialdodasaban fontos gének promoéterét azlAés C/EBP transzkripcids faktorok
aktivitasanak modositasaval gatoljak. Annak biztisdra, hogy ez valéban igy van, tovabbi
kisérleteket tervezink, ugy, mint prométer mutagenes kromatin immunprecipitacio
(ChIP).

Eredményeink azt mutatjak, hogy a keratinocita edéhcialodas gatlasanak egy
lehetséges mechanizmusa az, hogy a HPV 16 E6 éskoproteinek a differencialédasban
fontos gének prométerét gatoljak. A HPV replikaeithamréteg differencidlodo sejtjeiben
torténik, amikben a sejtciklus a virustemés hianyaban mar nem megy végbe. Az E7
onkoprotein képes indukalni a sejtciklugrehaladasat a differencialédé keratinocitakban is,
ami fontos Iépés a viralis DNS replikacioban. Mazi@ az E6 onkogén képes az epitelialis
differenciacio késleltetésére, ezzel szintén medfaiellularis kdrnyezetet biztositva a HPV
replikaciojahoz. Az IVL és a differencialédas alsalabalyozott egyéb gének (DSC1, KRT4,
S100A8 eés SPRR1A) csokkent expresszidjanak a HR@moteinek jelenlétében lényeges

funkci6ja van a virus produktiv életciklusaban ésgiras altal indukalt karcinogenezisben.
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OSSZEFOGLALAS

A Kkeratinocitak differencialodasa és a human pamilvirusok (HPV) replikacios
ciklusa szorosan kapcsoldédnak egymashoz. A magdskatu HPV 16 E6 é€s E7 onkogénjei
megzavarjak a normal differencidlodasi folyamatiet,az ezért felék mechanizmusok még
nem tisztazottak. Munkam célja az volt, hogy megygétjam a HPV 16 E6 és E7
onkoproteinjeinek hatasat a keratinocitak differéldcasaban fontos gének expresszidjara.

A primer human keratinocita sejteket (HFK) HPV 1&® Es E7 onkogéneket
expresszald6 LXSN alapu vektorokkal transzdukaltuk. sejtek differenciéltatasa
szignifikansan megemelte az involukrin (IVL) mRN$Sféhérje szintjét. Az HPV 16 E6 és E7
onkogének egytitt csokkentették az IVL mRNS és praeintjét a differencialtatott ill. nem
differencialtatott HFK sejtekben is. Tranziens sziekcidban és luciferaz tesztben a HPV 16
E6 cstkkentette az involukrin promoter aktivitéadroliferalo HFK sejtekben. A HPV 16 E6
gatloé hatasat a human IVL prométerre a gén proxgsalabalyozo részén (PRR) lokalizaltuk.
Ezek az eredmények arra utalnak, hogy a HPV 16 i&®gen IVL promoteren kifejtett
szignifikans gatlé hatasa hozzajarul az endogéndxjresszio gatlasahoz. Ezzel ellentétben,
a HPV 16 E7 éltal okozott gatlé hatast az endoddndxpresszidjara az E7-nek talan egy
kevéshé direkt vagy specifikus hatasa okozza.

Microarray analizis és kvantitativ valés idlepolimeraz lancreakcion alapuld
génexpresszids elemzés mégéette, hogy a HPV 16 E6 é€s E7 onkoproteinek gkt
keratinocita differencialédasban résztyewgenek expressziojat a HPV onkogénekkel
transzdukalt HFK sejtekben. Tovabb4, a lucifer@bpnter tesztek igazoltak, hogy a HPV E6
és E7 képesek gatolni ezen gének promoterénekitaktiv is. Az altalunk vizsgalt gének
szabalyoz6 régioja tartalmaz lehetséges AP-1 [EBP transzkripcios faktor kéhelyeket,
melyek a keratinocyta differencialédas fontos ratpriai, €s a HPV onkoproteinek ezeknek
az aktivitasat is csokkentették tranziens transafekkisérleteinkben. Eredményeidklarra
kovetkeztethetink, hogy a HPV 16 E6 és/vagy E7 gékek a keratinocita
differencialédashoz koéthétgének (dezmokollin 1, keratin 4, S100 kalciundktehérje A8,
small prolin-rich protein 1A) expressziojat legddabészben a promoterik aktivitasanak
gatlasan keresztll szabdlyozzék, talan az AP-1 @IEBP faktorok aktivitAsanak
modoésitasaval. A HPV onkoproteineknek ez a hatasdsxiriileg fontos szerepet jatszik a

virus produktiv életciklusaban és a virus altaukalt karcinogenezis folyamataban is.
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