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Bevezetés

A cervix carcinoma (méhnyakrak) a nék egyik leggyakoribb rosszindulati daganatos
megbetegedése vildgszerte. Szamos onkogén vagy mdas néven magas kockdzatd csoportba
tartozé human papillomavirusrél (HPV) — 16, 18, 31, 33, 34, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66,
68, 70 — bebizonyosodott, hogy fontos etioldgiai szerepe van a méhnyakrak kialakuldsdban. A
betegekbdl vett tumoros szovetmintadknak tobb mint 90 %-aban tudtik kimutatni a HPV
kiilonbozo tipusat, az esetek felében a HPV 16 virusgenomot detektaltak.

A HPV 16 a Papillomaviridae csaladba tartozé kis méretli, ~ 55 nm atméroj,
ikozahedralis szimmetridju, burok nélkiili virus. Kapszidja hozzavetdleg 8000 bazispar
hosszisagud, duplaszald, cirkuldris DNS-t vesz koriil, amelyhez hisztonok koétédnek. A virus
genomja egy korai (early, E), a kapszidfehérjéket kddold késoéi (late, L) és egy fehérjéket nem
kédold, szabdlyozo szakaszt (long control region, LCR) tartalmaz.

A HPV 16 két {6 transzformdlé proteinje, az E6 és E7 hatékonyan vesz részt a
fertézott sejtek immortalizacidjdban €s transzformdaldsdban. Az E6 gén terméke egy kb. 150
aminosavbol 4llo, 18 kilodalton molekulatomegii tobbfunkcids fehérje. A fehérje
transzaktivalé vagy represszald hatdsa szamos celluldris és virdlis promoteren érvényesiil. Az
E6 fehérje az E6AP-n (E6 asszocidlt protein) keresztil indukdlja a celluldris p53
tumorszuppresszor fehérje ubiquitin-fiiggd lebontésat, illetve képes megakaddlyozni annak
kotodését célgénjeihez, ami a pS3-dependens transzkripcié gatlasdhoz vezet. A pS3 fehérje
kiilonbozo karos kornyezeti hatdsok kovetkezményeként fellépé DNS karosodas esetén olyan
folyamatokat indit be, melyek sordn gitolédnak azk a gének, amelyek szerepet jatszanak a
sejtciklus G1-S féazis atmenetében. Ily médon a p53 ledllitja a sejtciklust, id6t hagyva a
sejtekben a DNS repair mechanizmusoknak az esetleges DNS sériilések kijavitasara, vagy ha
a hiba olyan mértékii, hogy azt mar nem lehet korrigdlni, a sejteket az apoptdzis irdnydba
tereli. Mivel az E6 képes kotni és el6idézni a p53 degradicidjat, az apoptozis gétlasat is
indukélhatja.

A humén papillomavirusok E7 fehérjéje egy 98 aminosavbdl felépiild nukledris
foszfoprotein. A fehérje képes hozzdkapcsolddni a cellularis tumorszuppresszor
retinoblasztoma protein hipofoszforildlt formdjadhoz. Az Rb egy kulcsfontossdgu fehérje, aktiv
hipofoszforildlt formdja a sejt GO, G1 fazisdban koti az E2F transzkripcids faktorokat, ezaltal
gitolva az E2F-dependens gének atirodasat. Ha a sejt osztédni kezd a Rb fehérje
hiperfoszforildlédik, kotésiikbdl felszabadulnak az E2F transzkripcids faktorok, és lehetévé

valik szdmos az S fazisban sziikséges gén transzkripcidja. Mivel az E7 képes a



hipofoszforildlt Rb-hez kapcsolédni, meggétolja az E2F faktorok kotddését, igy azok
szabadon maradnak, és folyamatosan aktivaljidk a szabdlyozdsuk ald es6 géneket, ezdltal a
sejtekben folyamatos lesz a proliferdcid, hiszen djra és Gjra belépnek a sejtciklus S fazisdba. A
magas kockdzati csoportba tartoz6 HPV-k E7 proteinjei nem csak kotddni tudnak a Rb-hez,
de ubiquitin-fiiggd degradacidjat is képesek eldidézni.

DNS szekvencia adatok alapjan jelenleg tobb mint 200 humén papillomavirus tipus
ismert, melyek kozott 85 jol karakterizalt és 120 potencidlisan 4j genotipus taldlhato.
Tropizmusuk alapjan a humén papillomavirusokat kiilén csoportokra osztjak, a kutdn tipusu,
az EV (epidermodysplasia verruciformis) tipusti és a genitalis-mukdézalis tipusi HPV-kre.
Onkogén kockdzatuk alapjan az dgynevezett alacsony kockazati (low risk) tipusok, mint
amilyen a HPV 6 és HPVI11 a jéindulatd elvdltozdsokban — condyloma acuminatum —
gyakoribbak, mig a magas kockazatd (high risk) tipusokat (HPV 16, 18, 31, 33 stb.) tobbnyire
az alsé genitélis traktus rosszindulati daganataib6l, elsésorban a méhnyakrakbol és annak
rdkmegel8z6 éllapotaibdl izolaltak.

A virus tobb évig, évtizedig perzisztilhat tiinetmentesen a méhnyak
nyélkahartydjaban, vagyis a fert6zés és a daganat megjelenése kozott hosszu id6 telhet el. Az
invaziv cervix carcinoma kiilonb6z6 rdkmegel6z6é allapotokon keresztiil alakul ki. A HPV
fertdézés és a betegség kialakuldsa kozti hosszd idészak miatt feltételezhetd, hogy a virus
jelenléte, tipusa és jellemz6i mellett szamos egyéb tényezd is szerepet jatszik a tumor
létrejottében. Ilyenek a gazdaszervezet genetikai €s immunoldgiai sajitossdgai, celluldris
folyamatok, kiillonb6z6 kofaktorok (hormondlis hatdsok, dohdnyzas, tapldlkozds, szexualis
szokasok).

Cellularis tényezo6 lehet egy nem régdta ismert fehérje a survivin, amely az apopt6zis
inhibitor (IAP) csaldd egyik 4j tagja. A survivin gén terméke termindlisan differencidlédott
felnott szovetekben nem detektalhatd, de nagy mennyiségben fejezddik ki a fejlodés soran az
oszt6d6, embriondlis szovetekben. Fokozott az expresszidja a legkiillonb6zébb daganatban,
igy a méhnyakrakban is, kiilonosen annak elérehaladottabb stddiumaiban. Funkcidja kettds —
az apoptozis gitldsa mellett a sejtciklus és a sejtosztodds szabdlyozdsdban is részt vesz. A
sejtekben legnagyobb mennyiségben a sejtciklus G2/M fazisdban van jelen, ekkor
lokalizéciéja a mitotikus appardtushoz, a mitotikus orsék mikrotubulusaihoz és a
centroszémakhoz kothetd. Szerepe a sejtosztédas korai szakaszdban jelentds. Sejtciklus fiiggd
expresszidja nagyrészt transzkripcids szinten szabdlyozott, és a promoéter proximalis
szakaszdn taldlhat6 sejtciklus homolog régié (CHR, cell cycle homology region) és sejtciklus-

fiiggd elemek (CDE, cell cycle dependent element) medidljak. A CDE és CHR jelenléte G2/M



fazisban expresszalt gének jellemzdje. A survivin prométerében szamos egyedi nukleotidot
érint6 polimorfizmust taldltak, amelyek egyike (G/C polimorfizmus) a CDE/CHR represszor
elemet érinti (az ATG start kodonhoz viszonyitva a -31 nukleotid pozicidban). A
polimorfizmus megléte tumoros sejtvonalakban a survivin mRNS és fehérje mennyiségében is
magasabb szintet eredményez, és modositja a gén sejtciklus fiiggd transzkripcidjat, mely a
CDE/CHR represszor elem és a hozzdjuk kotdédd faktorok kolcsonhatdsbeli véltozdsdnak
kovetkezménye lehet.

A magas kockazati csoportba tarozé human papillomavirusokra, igy a HPV 16-ra is
jellemz6, hogy a bor és a nyalkahartya még osztodd, bazdlis keratinocitdit fert6zik, de
szaporodni csak a differencidlt epitéliumban képesek, ahol azonban a sejtciklus mar leallt,
nincs DNS szintézis. Mivel a HPV szaporoddsdhoz sziikséges, hogy a fert6zott gazdasejt
osztéddsa fennmaradjon, ezért a virus beavatkozik a sejtfolyamatokba, stimuldlja a
sejtproliferdcidt, az apoptdzis ellen hat, mely folyamatok muticiok felhalmozédédsdhoz és
rosszindulati daganat kialakuldsdhoz vezethetnek.

A karcinogenezis molekuldris eseményeiben feltételezhetdé a survivin fokozott
atirédasanak szerepe, melyre a virus is befolydssal lehet. A survivin a tumorokban — igy a
méhnyakrdkban is — a normalis szovetektdl eltérden tjra expresszalodik és az apoptotikus
folyamatok ellen hat, elsegitve a folyamatos sejtosztdddst. Szerepe a tumorok kialakuldsdban
valészinli, azon mechanizmus azonban, amely a survivin expresszid szabdlyozdsianak
sériiléséhez vezet, még kevéssé tisztazott. A survivin fehérje expresszidjat a p53 celluldris
tumorszuppresszor negativan befolyasolja. Mivel a HPV 16 E6 fehérje képes a p53
degradacidjara, igy elképzelhetd, hogy valamilyen moddon részt vesz a survivin gén
transzkripcidjdban. A survivin génre mads virdlis és celluldris fehérjék is hatdssal vannak, igy

nem lehetetlen, hogy a HPV onkoproteinjei is befolydsoljdk annak atir6dasat.



Célkitiizések

Vizsgalataink sordn az alabbi kérdésekre kerestiink valaszt:

IL.

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

expresszidjara?

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

sejtciklustol?

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

érvényesiil-e mRNS szinten?

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

rendelkezd péciensekben €s a kontroll populdciéban?

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

asszocialt méhnyakrak kialakuldsaban?



Anyagok és modszerek

Plazmidok, sejtkultiirdk

A tranziens transzfekcids kisérleteink sordn szdmos plazmidot hasznéltunk. A survivin
prométer kiillonb6z6 hosszisdgu szakaszait kédold riporter plazmidok a pLuc-230c, pLuc-
441c, pLuc-1430c, pLuc-2840c. A HPV 16 onkoproteinjeit pcDNA-16E6 és pcDNA-16E7
expresszids vektorok, mutdns formdit pedig pJ4Q-16E6A106-110, -16E6A111-115 és -
16E6A128-132 plazmidok kédoltdk. A konszenzus pS53 kot helyet tartalmazé pS3CON-Luc
riporter plazmid mellett tanulmanyunkban a humdn p53 tumorszuppresszor fehérje 72.
kodonjan prolint tartalmazé izoformat koédolé pcDNA3-pS3Pro expresszids vektort is
hasznéltuk. A tranziens transzfekcids kisérleteket a HeLa HPV 18 pozitiv cervicalis
adenocarcinoma, az MCF-7 human mellrdk eredeti és a Saos-2 human osteosarcoma
sejtvonalakon végeztiik. Stabil transzfekciokhoz humén embriondlis fibroblasztokat (HEF)
hasznaltunk. A PA317-LXSN, -16E6, -16E7 és -16E6E7 rekombinans retrovirus termeld

sejtek.

Tranziens és stabil transzfekcio

A HeLa és MCEF-7 sejteket Lipofectamine 2000-rel transzfektaltuk. Mindkét esetben 2
ug riporter vektort és 1 g expresszids vektort juttatunk a sejtekbe, melyeket ezutdn 3 cm
atméroju sejttenyésztd platek-en tartottunk fenn. A Saos-2 sejt esetén 5 ug riporter vektort és
2 ug expresszids vektort kotranszfektaltunk (500 ul DMEM: 10 % FBS, 30 mM Hepes, pH
7.5; 950 uF, 300 V) elektroporédcidval, majd a sejteket 6 cm atmérdjii sejttenyésztd plate-ken
tenyésztettilk tovdbb. Mindhdrom sejt esetén 48 6rds inkubdcidt kdvetden Reporter Lysis
Buffer-rel és egy fagyasztas-olvasztds ciklussal tartuk fel a sejteket, majd luciferaz teszttel
(Luciferase Assay System), luminométeren mértiik a sejtlizatum luciferaz aktivitasat.

A stabil transzfekciéban haszndlt retrovirusokat Hela sejteken titrdltuk geneticin
(G418) (500 pg/ml) szelekcidés agens felhaszndldsdaval, metilénkék festést kovetéen. HEF
sejteket fertdztiink a kontroll (LXSN), E6- (16E6), E7- (16E7) valamint E6E7 onkogéneket
(16E6E7) tartalmazd retrovirus vektorokkal, majd 200 pg/ml G418 tartalmi DMEM
tapfolyadékban szelektdltuk a stabilan transzfektalt, ezaltal G418 szemben rezisztenssé valt
sejteket. Az igy létrehozott sejtvonalak elnevezése HEF-LXSN, HEF-16E6, HEF-16E7, HEF-
16E6E7.



Sejtciklus-szinkronizdlds

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

A stabilan transzfektalt HEF sejtvonalak szinkronizdlasa G1 fazisban 18 + 24 6riig
tarté 10 WM aphidicolinos kezeléssel tortént, mig a G2/M fazis blokkot 18 6ras aphidicolinos

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

Aramldsi citometria (FACS)
A sejtek aranyat a sejtciklus kiilonb6z6 fazisaiban, propidium-jodidos festést kovetéen

a DNS tartalom mérésével, FACScan citométerrel hatdroztuk meg.

Reverz-transzkriptdz polimerdz ldncreakcio (RT-PCR)
A stabilan transzfektdlt sejtvonalainkbol TRI Reagent-tel vontuk ki az RNS-t. A
mintdkban a survivin, HPV 16 E6, E7 és a GAPDH mRNS-ek kimutatisat specifikus

primerek (1. tabldzat) felhaszndldsdval, reverz-transzkriptdz polimerdz lancreakcidval

végeztiik.
Sense és antisense primerek szekvenciéi

survivin 5’-GGCAGCCCTTTCTCAAGGACCACC-3’
5’-GATGGCACGGCGCACTTTCTTCGC-3’

HPV 16 E6 5’-TGTTTCAGGACCCACAGGAG-3’
5’-TTCTTCAGGACACAGTGGCT-3’

HPV 16 E7 5’-GCAACCAGA-GACAACTGATCTCTAC-3’
5’-GGTCTTCCAAAGTACGAATGTCTACG-3’

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

survivin 5’-GTTCTTTGAAAGCAGTCGAG-3’

prométer 5’-GCCAGTTCTTGAATGTAGAG-3’

5’-CGTCCMARRGGAWACTGATC-3’

MY09-MY1l 5" .GCMCAGGGWCATAAYAATGG-3’
M=A/C,W=A/T,Y=C/T,R=A/G

5-TTTGTTACTGTGGTAGATACTAC-3’

GPS+CP6+ 5 GAAAAATAAACTGTAAATCATATTC-3’

1. tablazat Az els6 és masodik kozleményben felhasznalt primerek szekvencidi

Northern blot hibridizdcio
Az RNS mintdinkat formaldehides agar gélen is megfuttattuk, majd Hybond-N" nylon

membranra blottoltuk és radioaktivan jelolt survivin, illetve GAPDH probakkal



hibridizaltattuk. A hibridizacié helyén a radioaktiv jel detektalasa Bio-Rad phosphorimagerrel
(Personal Molecular Imager FX) zajlott.

Vizsgdlati csoportok, klinikai mintdk, DNS izoldlds

A survivin promoéter polimorfizmus esetleges hatdsat epidemioldgiai vonatkozasban az
alabbi csoportokon vizsgdltuk. 81 radikdlis histerectomidn és lymphadenectomidn Aatesett
méhnyakrdkos beteg szOvetmintaja alkotta a tumoros vizsgdlati csoportot. 122 péciens
tartozott a Papanicolaou osztilyozds szerinti P3 csoportba (dtmeneti citoldgiai eredmény —
enyhe-silyos diszkari6zis, — ahol nem zarhat6 ki premalignus elvéltozas). A kontroll mintak
kozé 180 vérado periférids vérmintdja tartozott.

A méhnyakrdkos szovetekbdl a DNS-t proteindz K emésztést kovetden fenol-
kloroform-izoamilalkohol 25:24:1 ardnyu elegyével vontuk ki. A P3 mintak DNS tartalmat a
méhnyak laphdamsejtjeibdl nyertiik ki. A kontroll DNS-t a véradék fehérvérsejtjeibdl izoléaltuk
azok lizdldsat kovetd fenol-kloroform-izoamilalkohol 25:24:1 ardnyd elegyének

felhasznalasaval.

Humdn papillomavirus (HPV) kimutatdsa és tipizdldsa

A méhnyakrdkos és P3 mintdkb6l standard nested MY/GP-PCR-rel, MY09-
MY 11/GP5+-GP6+ primerek (1. tablazat) felhasznalasaval mutattuk ki a HPV DNS-t. A HPV
tipusok meghatdrozdsa érdekében a PCR termékeket Msel és Rsal restrikcids enzimekkel
emésztettilk, majd az emésztések sordn kapott fragment mintdzat alapjan azonositottuk a HPV

tipusokat.

PCR-RFLP (restriction fragment length polymorphism), PCR-SSCP (single strand
conformation polymorphism)

A survivin prométer polimorfizmus vizsgdlathoz a prométer megfeleld szakaszat
felszaporitottuk, a PCR terméket EcoO109I restrikciés enzimmel emésztettitk, majd a kapott
fragment mintdzatokb6l megéllapitottuk, hogy adott mintdban melyik allél taldlhaté a
polimorf nukleotid helyén. Kontrollként kiillonbozd sejtvonalbdl (A549, Caski, Hela) izolalt
DNS szolgilt.

A survivin promoter specifikus PCR sordn kapott terméket SSCP analizissel is
megvizsgéltuk. Haelll restrikcids enzimmel torténd emésztést kovetden az emésztett mintdkat

SSCP t6lt6 pufferben 5 percig 95 °C-on denaturdltuk, majd 10 %-os poliakrialamid gélen
megfuttattuk (1 x TBE puffer, 350 V, 4 °C, 4-5 6ra), végiil a gélen eziistfestéssel tettiik



lathatovd az eredményt. Az SSCP mddszerrel mér egyetlen nukleotid eltérést is
kimutathatunk, igy megfeleld kontrollok mellett — A549, Caski, HeLLa DNS - az éltalunk

vizsgélt polimorfizmus meghatarozdsara is alkalmas.

Szekvendlds
A survivin prométer specifikus PCR-bdl szarmazé egy-egy reprezentativ terméket a

prométer specifikus primerekkel mindkét irdanyban megszekvenaltuk.

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

eredményeket statisztikailag szignifikdnsnak.



Eredmények és kovetkeztetések

1. A humdn papillomavirus 16 onkoproteinjeinek hatdsa a survivin gén expresszidjdara (1.

kozlemény)

HeLa, MCF-7 és Saos-2 sejtekben a kiilonb6z6 survivin riporter plazmidokat egyiitt
transzfektaltuk a HPV 16 E6 (pcDNA-16E6), E7 (pcDNA-16E7) onkoproteint kédold
plazmidokkal, valamint az iires expresszids vektorokkal.

A survivin é€s a HPV 16 onkoproteinjei kozti kdlcsonhatds tanulmanyozdsa sordn arra
a kovetkeztetésre jutottunk, hogy az altalunk hasznalt humén tumoros sejtvonalakban — HeLa,
MCF-7 — a HPV 16 E6 fehérjéje transzaktivdlta a humén survivin promotert. Ezen hatdsa az
E6-nak 6sszefiiggésben volt a p53 celluldris tumorszuppresszor fehérje jelenlétével. A magas
kockézati csoportba tartoz6 HPV E6-rél koztudott, hogy képes a p53 ubiquitin-fiiggd
degradécidjat indukdlni, mely folyamatnak Ilényeges szerepe van a gazdasejtek
transzformdldsdban. A p53 negativ Saos-2 sejtekben a HPV 16 E6 nem fejtett ki
transzaktivalé hatdst a survivin prométerére, a HelLa és MCF-7 sejtvonalakban viszont,
melyekben funkciondlisan aktiv a p53 fehérje, az E6 képes volt a survivin promoéterét
transzaktivalni. Transzfekcids kisérleteinkbdl az is kideriilt, hogy a p53 expresszidja a
survivin prométer plazmidokra — melyeket az E6 transzaktivalt — gatlolag hatott. A p53
survivin represszalé hatdsat kordbban masok is kimutattdk, bar a hatds mechanizmusa még
nem teljesen tisztazott.

A survivin promoéteren beliil egy feltételezett pS3 koto hely taldlhatd, mely Hoffmann
és munkatdrsainak 2002-es tanulmanyaban leirtak szerint képes a p53-t megkétni. Ez a
kotodés elengedhetetlen a promoter represszidjdhoz. Masok gy vélik, hogy ez a represszid
nem a kozvetlen interakcié révén valsul meg, hanem vagy a kromatin struktiira médositasan,
vagy a p21/wafl/cipl gén expresszidjanak indukdldsan keresztiil. Ezek alapjan feltételezheto,
hogy az E6-nak a human survivin promoéterre kifejtett transzaktivalé hatdsa a p53 fehérje
degradécidjan keresztiil valosul meg. A HeLa sejteken elvégzett transzfekcidban survivin
riporter plazmidot (pLuc-230c) juttatunk vad tipusi HPV 16 E6-ot (pJ4Q-16E6) kddolo,
valamint a kiilonboz6 deléciés mutdnsokat kddolé plazmidokkal (pJ4Q-16E6A106-110, -
16E6A111-115 és -16E6A128-132) egyiitt a sejtekbe. A mutdns E6 plazmidokkal végzett
vizsgélataink a fenti feltevésiinket tdmasztjdk ald, ugyanis azokndl a deléciés mutdnsokndl

(16E6A106-110, 16E6A111-115), melyek elveszitették pS53 kotd és degradald képességiiket,
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nem vagy csak nagyon alacsony survivin porméter transzaktivald hatdst tapasztaltunk, mig
azon mutdns (16E6A128-132) esetében, mely képes a p53 kotésére és degraddldsara, a
survivin promoterére kifejtett transzaktivalé hatds megmaradt, annak ellenére, hogy az
adenovirus E2 prométerének (AdE2) transzaktivalasara képtelen.

A HPV 16 E6 és E7 onkogének endogén survivin transzkripciéra kifejtett hatdsanak
tanulmanyozéasit HEF sejtvonalakon végeztiikk. RT-PCR-rel és Northern blot analizissel
vizsgélva, a kontroll HEF (HEF-LXSN) sejtekben a survivin mRNS szint alacsony volt, mig a
retrovirus vektorok segitségével bejuttatott HPV 16 E6-ot és E7-et expresszald sejtekben
(HEF-16E6, -16E7, -16E6E7) az onkoproteinek indukdltdk az endogén survivin
transzkripcidjat. Az E6 esetében ez 6sszhangban volt a tranziens transzfekcids kisérleteinkkel,
melyek sordn az E6 transzkripciésan aktivdlta a survivin pormétert. Az E7 a kordbbi
transzfekcids vizsgilatokban ugyan nem transzaktivélta a survivin promotert, de az endogén
survivin mRNS szint emelkedését képes volt indukélni HEF sejtekben. Nees és munkatarsai is
hasonl6 eredményre jutottak cDNS microarray kisérleteikben, miszerint humadn
keratinocitdkban a HPV 16 E6 és E7 képes a survivin expresszidjanak fokozasara.

Mivel a survivin expresszidja a sejtciklus altal erdsen szabdlyozott folyamat, a HPV
onkoproteinjeirdl pedig ismert tény, hogy képesek a sejtciklust mddositani, ezért kivancsiak
voltunk arra, hogy a HPV onkogének hatdsa a survivin expresszidjara fiigg-e a sejtciklustol.
HeLa sejteken elvégzett transzfekcids kisérletekben — melyekben a pLuc-230c survivin
riporter plazmidot kontroll, vagy HPV 16 E6 onkoproteint kddolé expresszids vektorral
egyiitt juttattuk a sejtekbe, — sejtciklus szinkronizaldst kdvetéen az E6 survivin promotert
transzaktivalé hatdsa sejtciklustdl fiiggetleniil alakult. HEF sejtekben az endogén survivin
mRNS szint valtozdsa a HPV 16 E6/E7 jelenlétében szintén fiiggetlen volt a sejtciklustol.
Ezen eredmények alapjan feltételezziik, hogy a HPV 16 E6 onkoproteinje nem a sejtciklus
moédositasan keresztiil aktivdlja a survivin promotert.

A magas kockdazati csoportba tartoz6 HPV-k onkoproteinjei képesek az apoptdzis
folyamatét befolyasolni. A HPV 16 E6 természetes gazdasejtjében (primer keratinocitdban)
gitolja a differencidlédds vagy Fas ligand indukélta apoptézist. Bar az E6 pontos anti-
apoptotikus hatdsanak hattere még nem ismert, a pro-apoptotikus fehérjék (pS3, Bax és Bak)
kotése és gatldsa szerepet jatszhat ebben. Mivel a p53 képes a survivin expresszidjadnak
gatlasara, és a survivin egy anti-apoptotikus fehérje, feltételezik, hogy a p53 részben a
survivin transzkripcidéjdnak gatldsa 1tjan indukdlja az apoptézist, melyek alapjan
elképzelhetonek tartjuk, hogy a HPV 16 E6 survivinre kifejtett transzaktivalé hatdsa a p53

degradacidjan keresztiil szerepet jatszhat ezen onkoprotein anti-apoptotikus funkciéjaban.
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11. Survivin promdter polimorfizmus és a méhnyak karcinogenezise (Il. kozlemény)

Az él6 szervezetben a sejtosztédds és az apoptdzis kozti egészséges egyensily
fenntartasa és szabdlyozasa rendkiviil fontos a normalis fejlédés szempontjabdl. A szabalyozd
fehérjék nem megfeleld id6ben és helyen torténd kifejezédése a sejtek koros miikodéséhez és
kontrolldlatlan osztodasdhoz vezethet. A kiilonb6z6 daganatokban a survivin fokozott
atirédasa arra utal, hogy az apoptdzisban résztvevd géneknek jelentds szerepiik lehet a
tumorok kialakuldsaban és progresszidjaban.

Szamos tanulmédnyban kozolték, hogy a survivin kifejez6dése fontos lehet a
méhnyakrak kialakuldsdban is. Ezt a fokozott expressziét nemcsak az invaziv rdkban, hanem
a rakmegel6z0 allapotokban is tapasztaltak.

A HPV-nek régéta nagy jelentdséget tulajdonitanak a cervix carcinoma
kifejlédésében. A virus onkoproteinjei (E6 és E7) beavatkozva a normdl sejtciklusba, a
tumorképzO6dés irdnydba hatnak. A survivin és a magas kockdzati HPV fert6zés kozti
esetleges kapcsolatrél méhnyakrak esetén is vannak megfigyelések.

Hogy mi lehet a pontos mechanizmusa a daganatokban a survivin szabdlytalan
atiréddsanak még nem teljesen vildgos. Szdmos elképzelés sziiletett azonban, ilyen a
neuroblasztoméban a 17q25 kromoszéma helyen a survivin 16kusz felszaporodésa, a survivin
exonl demetildldsa petefészekrakban, a p53 transzkripciés represszor hatdsdanak valamint a
Wnt/TCF szignal dtvonalnak a médositasa.

A survivin gén promoétere normdl sejtekben nem aktiv, mig a tumor sejtekben
intenziven mikodik. A promoéter szdmos, a G2/M fazisban expresszdlodé gének esetén
jellemzo6 sejtciklus fiiggd elemet (CDE, cell cycle dependent element) és sejtciklus homolog
régidt (CHR, cell cycle homology region) tartalmaz. Ezen elemek felelosek azért, hogy a
survivin gén atirédasa sejtciklus fiiggd mdédon alakuljon. Xu €s munkatarsai nemrégiben egy
polimorfizmust (G/C) azonositottak a survivin promoéterben az ATG start kodonhoz
viszonyitott —31 nukleotid pozicidban. Rdkos sejtvonalakban vizsgédlva azt taldltidk, hogy a
polimorfizmusb6él adddé survivin  prométer varidnsok kiilonboznek transzkripcids
aktivitdsukat tekintve. Mivel ez a polimorfizmus a CDE/CHR represszor kotd helyen
taldlhatd, ezért a kapcsolédd elemek kotését befolydsolva hatdssal lehet a survivin gén
sejtciklus filiggd transzkripcidjara, ezdltal szerepe lehet a tumorokban a survivin expresszid

szabdlyozasanak felboruldsdban.
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Annak érdekében, hogy megismerjiik a survivin polimorfizmus és a HPV asszociélt
cervix carcinoma kialakuldsa kozti kapcsolatot, a survivin prométer varidnsok genotipus
megoszldsit és az allél frekvencia alakuldsdt méhnyakrdkos és Papanicolaou osztilyozds
szerinti P3 diagnozisu betegekben, valamint kontroll populdciéban tanulmanyoztuk.

A survivin promdter specifikus PCR-t kovetd RFLP analizissel meg tudtuk hatirozni,
hogy mintdink melyik nukleotid varidnst (G vagy C) tartalmazzdk a polimorf —31 nukleotid
helyen. RFLP mellett mintdinkat SSCP analizissel is megvizsgaltuk, és az eziistfestést
kovetéen a kontrollként haszndlt sejtvonalak SSCP mintdzata alapjan meghatiroztuk a
polimorfizmust. Az SSCP analizis eredménye teljesen egybevigott az RFLP moddszerrel
kapottakkal.

A hiarom genotipus varidns egy-egy reprezentativ képviseldjét megszekvenaltuk, a
szekvencidk szintén alatdmasztottdk az RFLP és SSCP eredményeit.

A vizsgdlati populdciok genotipus gyakorisdgdnak eloszldsdban nem taldltunk
statisztikailag szignifikdns eltérést (p = 0,4). A kontroll csoport adatait dsszevetve a tumoros
esetekkel (p = 0,37) valamint a P3 populédcidval (p = 0,5) szintén nem tudtunk statisztikailag
szignifikdns kiilonbséget kimutatni. Ugyancsak nem taldltunk statisztikailag jelentds eltérést a
survivin promoter genotipus eloszlasokban a kontroll csoport és a HPV pozitiv (P3 és
méhnyakréakos) esetek (p = 0,7), illetve a tumoros és tumormentes (kontroll és P3) esetek (p =
0,27) kozott.

A cervix carcinomdban leggyakrabban el6fordulé HPV tipus a HPV 16, ezért az
adataink elemzése sordn Osszevetettik a HPV 16 pozitiv P3 és méhnyakrakos populaciok
adatait a kontroll csoportéval. Ebben az esetben sem taldltunk szignifikans kiilonbséget a HPV
16 pozitiv esetek és a kontroll mintdk genotipus eloszlasdban (p = 0,74).

A vizsgalati csoportjainkban kiszamolt allélgyakorisagok kozott, nem volt
statisztikailag értékelheto kiilonbség (p = 0,99), az allélgyakorisag alapjan kalkulalt genotipus
eloszlas megfelelt a Hardy-Weinberg egyensilynak.

Megfigyeléseink azt feltételezik, hogy az altalunk vizsgalt populdcidkban a survivin
prométer polimorfizmus nem jelent kockdzati tényezdt a cervix carcinoma kialakuldsa
szempontjabol. Tovabbi tanulméanyokra lenne sziikség annak vizsgélatira, hogy mas foldrajzi
teriileteken a survivin promdter polimorfizmus szerepet jatszik-e a cervikdlis

karcinogenezisben.
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Osszefoglalas

1.

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

prométer aktivitdsaban.

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

survivin promoterre.

A HPV 16 mindkét onkogénje fokozott endogén survivin mRNS szintet eredményezett
humén embriondlis fibroblasztokban. Ez a hatdsa az E6/E7 onkogéneknek a sejtciklus
valamennyi fazisdban érvényesiilt, ugyanigy, ahogy az E6 transzaktvidcidés hatdsa a
survivin gén promoéterére, mely a sejtciklusnak szintén mindegyik szakaszdban
kimutathaté volt. Az E6 és az E7 endogén survivin mRNS szintre kifejtett hatdsa,
valamint az E6 survivin promoéterre gyakorolt transzaktivdld hatdsa sejtciklustol

fliggetleniil alakult.

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

nem szerepel kockdzati tényezOként a méhnyakrédk kialakuldsa szempontjabol.
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