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BEVEZETES

Az utdbbi évtizedek egyik kozponti felfedezése valt malignus elvaltozasok
tanulmanyozaséban, hogy igazoltdk a human papillousok (HPV) etioldgiai szerepét a
cervix carcinoma kialakitdsaban. KulénB6z orszagokban epidemiolégiai és
esettanulmanyokban molekularis biolégiai modszesegitségével bizonyitottdk, hogy a
méhnyakrdkos esetek 90-100 % &ban a HPV DNS kiimattata betegek mintaibdl. A
leginkabb tanulmanyozott és leggyakrabbadfoetiulé magas onkogén kockazatu HPV a
HPV16, a méhnyakrakos esetek 50 %-aban ez a tfalbdtdé meg (Bosch al., 2002; Van
Doorslaer & Burk, 2010).

Ismert, hogy a virus E6 és E7 onkoproteinjei tedek a magas onkogén kockazatu
HPV tipusok transzformald képességéért (Bagtchl., 2002; Munger & Howley, 2002). A
ubikvitin-proteaszoma utvonalon keresztul (Howieal., 2009; Mantovani & Banks, 2001).
Az E7 onkogén pedig a retinoblasztoma proteint (pRiaktivalja, amely igy nem Kkoti
tovabb az E2F faktort, és ezzel részt vesz a kkejscibeinditasaban (Cherey al., 1995;
Mungeret al., 2001).

A HPV-k a tobbrétegg ham bazalis sejtjeit fdizik, ahol megtérténik a viralis genom
alacsony képiaszamu replikacidja és a korai gétidihek kozott az E6 és az E7 kifdjdése.

A virusciklus tovabbi |épései is szorosan kapcswdda gazdasejt érési folyamataihoz,
ugyanis a magasabb s#ineplikacio, a ké& genek kifejeddése és a virionok kéfidése a
differencialdédott rétegekben zajlik (Doorbeiral., 2012; Kajitaniet al., 2012; Longworth &
Laimins, 2004). Azonban a HPV E6 és E7 onkogéfiekimutattak, hogy képesek
befolyasolni a gazdasejt differencialodasi folyamitatPeiet al., 1998; Sherman & Schlegel,
1996; Zehbet al., 2009). Ennek fontos szerepe van a produktiv fdértégésben, ahol a virus
indukalja a cellularis replikaciét a differenciatbderatinocitdkban azért, hogy biztositsa a
virus genom replikécidjat (Doorbar al., 2012; Kajitaniet al., 2012; Van Doorslaer & Burk,
2010).

Tobb munkacsoport igazolta, hogy a keratinocitéetghcialodasban résztwiegének
expresszigja valtozik a HPV onkogének jelenétélamix carcinomas sejtekben és in vitro
sejttenyészetekben (Duffst al., 2003; Karstenseast al., 2006; Kravchenko-Balashai al.,
2009; Waret al., 2008; Wongget al., 2006). Azt azonban mindeddig nem vizsgaltak, hamgy



onkoproteinek ezen gének szabalyoz6 régidjara kanaagy esetleg poszttranszkripcios
mechanizmusokkal fejtik ki hatasukat. Ezért munkéokan megvizsgaltuk a HPV16 E6 és
E7 onkoproteinek hatdsat a differencidlodasbantwégy gének expresszidjara, valamint
tanulmanyoztuk a hatas mechanizmusat. Ehhez kemde#iz involukrin, mint fontos
differencialodasi marker expresszidjat, majd prarének aktivitasat vizsgaltuk a HPV 16
E6 és E7 onkoproteinek jelenlétében. Munkdnk mastelében a HPV 16 onkoproteinek
hatasat tanulmanyoztuk tdbb, differencialédasbaatvés gén expresszidjara, szabalyozo
betdl transzkripcids faktor (aktivator protein 1 (AP-43 CCAAT enhancer kétfehérje
(C/EBP)) aktivitasara.



IRODALMI ATTEKINTES

A human papillomavirusok altalanos jellemzése, osalyozasuk

A human papillomavirusok (HPV) kb. 8 kbp hosszusaiykularis, ketbs szali DNS
genomot tartalmaznak. A virionok kb. 55 nm nagys&guiurokkal nem rendelkeznek (zur
Hausen, 1996). Genomjuk korai (early, E1-E7)0kéate, L1-2) és szabalyozo régiora (long
control region, LCR) oszthat6. A virus ORF-jei (opeeading frame) egy DNS szalrol
irodnak at, és a fehérjék egy policisztronos mRélS®xpresszalédnak (Ganguly & Parihar,
2009; Longworth & Laimins, 2004).

A Papillomaviridae csaladba tartozé virusoknak tdbb mint 170 tipikak mar le
eddig, és folyamatosan identifikaljdk az Gjabb sigkat (de Villiers, 2013). A viralis genom
legkonzervativabb eleme az L1 régid, ezért a HPVigizalasara, osztalyozasara és
filogenetikai elemzésére is ezt hasznaljak. Akleirttenek egy virust Uj tipusnak, ha az L1
régioja 10 %- nal nagyobb mértékben tér el az istij@usokétdl. Amennyiben az eltérés 2 és
10 % kdzo6tt van, akkor szubtipusnak, ha 2 % alaltor variansnak tekintjik (de Villieet
al., 2004). Szintén de Villiers és munkatarsai sokoliapapillomavirusokat genusokba a
gorog abéce b@étszerint, ez alapjan a HPV-k 5 nemzetségbe (AB&ta-, Gamma-, Mu- és
Nu-papillomavirusok) tartoznak.

A HPV-k a hamréteg szaporoddképes alapi sejtjeib ik, tropizmusuk alapjan kutan
ill. mukozalis tipusokat irtak le. A kutan tipus@PV 1, 2, 3, 10) okozzak a kézbnséges
szemolcsoket, ill. néhany tipus az epidermodysplasirruciformis orokletes betegségben,
okoz elvaltozasokat (HPV 5, 8). A nyalkahartyakarokzé tipusok kozétt pedig
megkulonboztetiink alacsony és magas onkogén kackdkav- és high-risk) tipusokat
(McLaughlin-Drubin & Munger, 2009b). Ezek leggyakibn az anogenitalis régié benignus
és malignus tumoraiban fordulnalk etle megtalalhatdk ash a szajnyalkahartya és a legutak
egyes daganataiban is. Az alacsony kockazatu tpustPVvV 6, 11, 42) benignus
elvaltozasokban és enyhe cervicalis dysplasiakbatulnak eb. A HPV 16, 18 és egyéb
magas kockazati onkogén tipusok (HPV 31, 33, 38) stdlyos foku cervikalis
intraepithelidlis neoplaziakban (CIN) és invazivrdadmakban mutathatok ki nagy
szazalékban (Bosad al., 2002; Mungekt al., 2004).



A HPV altal kivaltott karcinogenezis folyamata és néhnyakrak

Az anogenitalis HPV febizés a vildgon a leggyakoribb szexudlis Uton térjed
infekcio. Megkdzelidleg 630 milli6 HPV ferdzott van vilagszerte, adh kb. 80%-a 50 éves
koraig atesik HPV feéizésen (McLaughlin-Drubin & Munger, 2009b). A human
papillomavirusok altal okozott cervix carcinoraarvk kérében a negyedik legelterjedtebb
raktipus. A WHO (World Health Organization) adasaerint évente kb. 250000 halaleset
torténik a méhnyakrak miatt és kb. 500000 Uj esketd¢znek fel (Faridet al., 2011). Az
onkogén potencidllal rendelkéHPV 16, 18, 31, 33, 45, 52 és 58 tarsithato lekgaban a
méhnyak rakos elvaltozasaihoz (Munet al., 2003). Az alpha-papillomavirus genusba
tartoz6 magas onkogén kockazati HPV 16 dsleflagszerte a méhnyakrakos esetek feléért,
de a cervixen kivil a vagindlis, andlis és pénazikdmakegy részét is ez a tipus okozza
(Munozet al., 2006). A szexudlis érintkezésen és szokasokadil kiyyéb rizikofaktoroknak,
mint az oralis fogamzasgatlok hasznalatanak, mésustis Uton szerzett fémnéseknek,
immunszuppresszidnak és a dohanyzasnak is fontesepst tulajdonitanak az cervix
carcinomgialakitdsaban (Bosatt al., 2002; Faridiet al., 2011).

Lényeges momentum a HPV altal kivaltott karcinogesteen, hogy a virus képes
evekig perzisztalni a feizés helyén annak ellenére, hogy a tobbiéterm ciklusa gyorsan
lezajlik (Mungeret al., 2001; Snijderst al., 2006). Ehhez a folyamathoz hozzajarul, hogy a
virus a Kkeratinocitdkban speciélis helyen, az immenodszer &l védve van, és az
immunrendszer hatasait tobb ponton is ki tudja medefertézés soran ugyanis nem alakul ki
gyulladas, az interferon valasz gatlodik, valanaintirus nem litikus hatasu, csak a gazdasejt
természetes halalaval (kornifikacid) szabadulnala kirionok (Stanley, 2006). Ebben, és a
kovetked fejezetben emlitett folyamatokban betoltott fudiddkal a virus E6 és E7
onkoproteinjei kbzponti szerepet jatszanak a mabgenotipus kialakitasaban.

Azokban a tikben, akikben a HPV okozta 1éziok hosszu ideig fearadnak CIN1,
CIN2, CIN3, majd tovabb fejldve radkos allapot alakulhat ki (Doorbar, 2005). R\H16 a
leggyakrabban éfordul6 tipus a cervix laphamsejtes karcinomajafd@C-squamous cell
carcinoma), a HPV 18 a masodik leginkabb eltergatien az elvaltozasban, és a® ez
adenokarcindméakban. Ezek a genotipusok ugyanugytatabitatoak azokban adkben,
akiknél nincs citoldgiai elvaltozas, valamint azékrakiknél LSIL vagy HSIL (low- ill. high-
grade squamous intraepithelial neoplasia lesi@@/iatd. A CIN1 vagy LSIL allapotokban
az alacsony és magas kockazatu HPV-k életciklusg hasonlé lehet, mint produktiv

fertozés esetén, a kapszid fehérjék a hamréteg felsnieétalalhatoak, azonban CIN2, 3 és



HSIL esetében a proliferativ fazis lesz intenziveBs a produktiv szakasz mar nem
kovetkezik be (abortiv fefzés). A neoplazia &ltalaban a cervikdlis transzémigs zéndban
kovetkezik be, ahol az endocervix hengerhamja Wetdk az ectocervix laphamjaval
(Doorbar, 2006).
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1. abra: A cervikalis karcinogenezis folyamata a vusfert6zésil az invaziv karcinbmaig
(Woodmaret al., 2007)

Az onkogenezishez hozzajérul, hogy a virus genamjaagas onkogén kockazatu
tipusok okozta enyhébb elvaltozasokban altalabaiszemalis formaban van jelen, a
progresszio ékehaladtaval azonban integralodhat a gazdasejt EIS-Az integracio
véletlenszdren torténik, a human genomban nincsenek olyanezétf helyek, ahova a virus
DNS-e beépiilne. Az integracié altalaban a viru©ORF-jének felbomlasaval torténik, ami az
E6/E7 expresszibdjat szabalyozza az LCR-hez valédéstrévén. Ennek eredményeképpen az
E6 és E7 onkogének szintje mégmivel az E2 represszalé hatasdimk. Az onkogének

fokozott jelenlétében pedig a kovetkeZejezetben emlitett hatasok is kifejezettebbek



(Doorbaret al., 2012; McLaughlin-Drubin & Munger, 2009b; Pett &lEman, 2007). A
cervikalis karcinogenezis folyamatat, valamint eusgenom allapotét a folyamat soran az 1.
abra mutatja.

Fontosnak tartom kiemelni, hogy bar a magas onktigmn HPV-k kockazatot
sok fertzésnek nincs klinikai manifesztacidja, ill. az éwsltan a mar megléwelvaltozasok
is visszaalakulhatnak. A HPV fésés magas prevalenciajanak ellenéresk 90 %-anak
szervezete eliminalja a virust (Huh, 2009). Mivehalignus folyamatok kialakulasa altalaban
tobb évet, akar évtizedet igényel az eredeti 6846l szamitva, igy elég hossszu
idéintervallum &ll rendelkezéstinkre, hogy detektéimdjuk a ferézést és az elvaltozasokat
(McLaughlin-Drubin & Munger, 2009b). A prevencidhlethisége a mar |étézbivalens
(Cervarix-HPV 16 és 18 ellen) és tetravale@a(dasil-HPV 6, 11, 16, 18 ellen) vakcinak
hasznalataval (Docheat al., 2014), valamint a rendszeresiswizsgalatok elvégzéseével
adott. Azonban azt is lényeges megemliteni, hogcifigus antiviralis kezelés és terapias
vakcina jelenleg nem all rendelkezésiinkre (McLaimgbrubin & Munger, 2009b).

A HPV genom felépitése és a viralis proteinek funkai

A HPV 16 genomja 7904 bp-bdl all és 7 funkciondtiddolo régiot tartalmaz,
genomjanak szerkezetét az 2. abra mutatja be. AZ€£hz E2 korai fehérjek a viralis
replikacio és transzkripcid regulatorai. Az E2 ealis genom expresszidjanak represszora, €s
emellett az E1 virdlis DNS helikazzal kapcsolatbpve is szabalyozza a génexpressziot és
virdlis replikéciot. Ezek a gének febekk a virdlis DNS episzomdlis formaban tartaséert é
sejtosztddas soran a virus genom medfeteBtvalasaért (Doorbar, 2005; 2006; Munger
al., 2004). Emellett az E2-nek még szamos funkcidjeeis vagy feltételezett, melyek réven a
viralis karcinogenezisben is fontos szerepet tél{Bellangeret al., 2011). Az E4 fehérje a
keratin intermedier filamentumokkal kapcsolatbavEe@ virionok kiszabaduldsaban jatszik
fontos szerepet (Munget al., 2004). A HPV-k & onkogénjei az E5, E6 és E7, ezek kozll az
E5 rendelkezik a leggyengébb onkogén tulajdonsaggaE5 az EGFR (epidermal growth
factor receptor) megnovekedett aktivitasat okozma,az MHC (major histocompatibility
complex) expresszidjat gatolja, de tumorokban dthah nem expresszalodik (Venatial.,
2011). Az E6 és az E7 onkogének sokoldall szerapkbvetke# részben mutatom be

részletesen. Az L1 és az L2 a &esstrukturalis proteineket kodoljak, a komplett
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viruspartikulak felépitését szolgaljak. Az L1 agddleges struktirkomponens, ameiyB60

db van a 72 kapszomerben, mig az L2 minor elem,aap@ntavalens kapszomerek kézepén
talalhaté. A genomi LCR (a 2. abran URR-upstreaabalyozé régio néven szerepel) régio a
korai és kés kddolo régiok kozott talalhatd és fontos szereae a virus replikacioban és a
génexpresszid szabalyozasaban (Doorbar, 2006; i Ferichl., 2011). A viradlis gének
transzkripcidjat kétd promoter szabélyozza, a HPV 16 esetén ez a p@7pé30. A p97 az
E6 ORF ebtt helyezkedik el, és a virus korai génjeit szabZha, még a kés L1 és L2
géneket regulalé szakasz a p670 (Bernard, 2013jWworth & Laimins, 2004).
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A HPV EG6 és E7 onkoproteinek

A magas kockazatu HPV-k E6 és E7 onkoproteinjeitdenszerepet jatszanak a
karcinogenezis folyamatadban és fések a virus transzformalé képességéért (Munger &
Howley, 2002). Sokan vizsgaltak kulonldozsejtvonalakon és modellrendszerekben az
onkoproteinek transzformaldé képességét, erre magigegalkalmasabb rendszer a virus
természetes gazdasejtjének, a primer human kecédtiknak a vizsgalata. Szamos tanulmany
arra a kovetkeztetésre jutott, hogy a magas onk&gékazatu HPV-k E6 ill. E7 onkogénjei
egyutt képesek indukalni a gazdasejt immortalizatid/antovani & Banks, 2001).

A HPV onkogének transzkripciojat az E6 ORBteklhelyezked kdzbs promoter, a
fent mar emlitett p97 szabdlyozza. Ez a szakasmkol transzkripcios faktor kéhelyeket
(tobbek kozott a viralis E2 kételyet is) tartalmaz, amelyek részt vesznek az géhek
(CCAAT enhancer binding protein), valamint YY1 (YWang 1) faktorok (Bernard, 2013).
Az onkogének egy kdzos policisztronos mRNSfejezédnek ki, amelydl alternativ splicing
mechanizmusokkal képdnek az E6 és E7 onkoproteinek (Mantovani & Bagk§1).

A HPV EG6 proteinje egy 150 aminosavbal allé polipepami 2 cink-ujj motivumot
tartalmaz. A fehérje vizsgalata soran szamos indoiai nyertiink arrol, hogy az E6 milyen
cellularis proteinekkel |ép kapcsolatba, és ez hogyarul hozz4 a malignus transzformécio
kialakitasahoz. Az efként felfedezett és egyben talan legfontosabb ilgélpont a p53
tumorszuppresszor, amit az adenovirus E1B proteideeaz SV40 T antigénhez hasonléan a
HPV EG6 is képes inaktivalni. Normal korilmények &tiza p53 akkor aktivalodik, ha DNS
karosodas torténik, ekkor ledllithatja a sejtciklés apoptdzist indukalhat. A magas onkogén
kockdzati HPV-ok E6 proteinje a p53 tumorszupp@ssbiquitin-proteaszoma-medialt
degradaciojat indukalja. Ez a folyamat az EG6AP uibiorligazon keresztll torténik
(Mantovani & Banks, 2001). Az, hogy a p53 fentebfiligett funkcidi kiesnek, hozzajarul a
tipusba tartoz6 HPV-k kilénbbdznek a p53, valammtE®SAP kb képességikben is. A
magas kockazatl HPV-k E6-ja ugyanis az E6AP jeléb&n a p53 'core’ régigdjat is nagyobb
affinitassal képes kotni, és ezaltal a p53-at latglin degradalni (a HPV 16 tipus ebben talan
a leghatékonyabb). Szamos tanulmany szerint a ggBadacioja nem az egyetlen modja
annak, hogy az E6 protein a p53 funkcioit gatdand az alacsony, mind a magas kockézatu
HPV E6 proteinek képesek a p53 C-termindlisat kdty in vivo képesek gatolni a p53-

medidlta transzkripcios repressziot. Emellett aznkgakadalyozza a p53 kdesét DNS
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felisme helyeihez, 6t a HPV 16 E6 a p300/CBP transzkripciés koaktivaiokapcsolatba
Iépve a p53 altal szabalyozott promoéterek reprégizokozza, tehat a p53 altal szabalyozott
gének transzaktivaciojat is megvaltoztatja. Tovakbautattak még, hogy a HPV pozitiv
sejtvonalakban a p53 nuklearis lokalizacioja isoljaigy a protein a citoplazmaban marad.
Az EG6-p53 interakcio lényeges mechanizmusa a madigiolyamatoknak, ugyanis a p53
degradalasaval a fédott sejtekben sorozatos mutacidk keletkeznek (ldaawial., 2009;
Mantovani & Banks, 2001).

Az E6 proteinnek szamos p53-tdl fiiggetlen hatassneert. A HPV E6 cellularis
célpontjai kdzé tartozik néhany proapoptotikus dakpéldaul a Bak €s Bax proteinek. Ezek a
differencialédo keratinocitakban a virus replikag#tjai lennének. Mind az alacsony, mind a
magas onkogén kockazati HPV tipusok E6 onkopreteisgamos cellularis és virdlis
promoétert képesek befolyasolni. A mar koradbban tettli p300/CBP transzkripcios
koaktivator fontos szerepet jatszik a sejtciklus, déferenciacio és az immunvalasz
szabalyozasaban résztéegének aktivalasaban. A HPV 16 E6-rél kimutattaggy képes
kotni p300/CBP-at és ezzel gatolni a transzkrip@&svitdsat is a p53 és az NB- altal
szabalyozott promotereken. Az MB- Utvonal gatlasa tobb szempontbdl is érdekes foata
ugyanis ez okozza a stratum spinosum hiperprotiéjdt, ahol a HPV replikacié zajlik és
segiti azt, hogy a virus ki tudja kertlni a lokdhsmunvalaszt (Howiet al., 2009). Az E6
néhany mas, a transzkripcid szabalyozasaban résé&tpvoteinnel is interakcidba 1ép, ilyen
példaul az E6TP1 és a hADAS3, ezaltal is fontos wsngppresszorokat inaktival
(Tungteakkhun & Duerksen-Hughes, 2008). EmelletiRV 16 E6 kdéddik az IRF-3-hoz
(interferon regulatory factor), ami az interferprdFN-B) promaéter fontos transzaktivatora,
igy az IFNg vélaszt is gatolja (Howiet al., 2009; Mantovani & Banks, 2001; Munger &
Howley, 2002). Az E6 képes még a cellularis remi&a mechanizmusok szabalyozasat is
megvaltoztatni azaltal, hogy a human telomeraz reeveanszkriptaz gén (hTERT)
promoéterének transzkripcids aktivalasat indukalgamyc-kel interakcidba lépve (Veldman
al., 2003). A magas onkogén kockazati HPV-ok E6 pn@eek jol konzervalt C-termindlisa
PDZ-k6t motivummal rendelkezik, igy a PDZ doménekkel réket fehérjékkel is képes
kapcsolodni és az ubiquitin proteaszéma utvonatredetil lebontani. Ezek k6zé a proteinek
k6zé tartoznak példaul kulonb®zioncsatornak, szignalizaciés enzimek és adhézios
molekuldk: hDIg(human discs large protejnhScrib (human homologue of Drosophila

neoplastic tumor suppressor), MAGI{inembrane-associated guanylate kinase), MUPP-1
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(multi-PDZ domain protein 1), paxillin (Howiet al., 2009; Mantovani & Banks, 2001,
Munger & Howley, 2002).

A HPV E7 proteinek kb. 100 aminosavbol allo foszfipinek, amik az E6-hoz
hasonloan szintén tartalmaznak cinkk@oméneket a C terminalison. Az onkoprotein f
biologiai funkcibdja az, hogy a sejtciklus a diffecgalédd keratinocitakban is aktiv maradjon,
igy lehetvé valjon a virus replikacidja is. Az E7 a retinmd#toma protein (pRb)
inaktivalasaval a sejtciklus fontos szabalyozé @orteszi inaktivwvd. Normél sejtekben az
E2F a pRb-vel, és a pl107, pl30 ’'pocket’ proteinek&gy transzkripcids represszor
komplexben van, amelyet a ciklin-dependens kingatdi foszforilacié szabalyoz. A HPV
E7 egy LXCXE motivumon keresztil képes kétni a ppBteineket, ezzel az E2F Altal
szabdlyozott prométereket transzkripcidosan aktivéina sejtciklust a Glébaz S fazisba
juttatni. Az alacsony kockazatu HPV tipusok (HPV1@) kisebb affinitassal kétik a pRB-t,
mint a magas kockazatuak (HPV 16, 18) (Baneged., 2006; Munger & Howley, 2002).
Szamos modell azt bizonyitja, hogy az E7 hatasRB/E2F komplexre nem feltétlendl all
szoros kapcsolatban a celluléris transzforméciof@szott szerepével, ugyanis néhany
alacsony kockazatat HPV (HPV 1, 6) E7 proteinje é&pds a pRB kotésén keresztil
transzaktivalni az EZ2F-figg promoétereket, azonban meégsem képesek a hatékony
transzformaciéra. Az E2F transzaktivalé hatasaresaill az E7 képes a ciklin A és E a
viralis DNS replikaciojaért felék cellularis fehérjéket is szabalyozni (DoorbarQ&0 Mar
korabban kimutattak, hogy a HPV E7 onkogént tarsaldnretrovirus vektorokkal transzdukalt
primer keratinocitdkban az E7 megemeli a ciklinsAEszintjét (Jonest al., 1997; Pekt al.,
1998). Ezzel 6sszefiiggésben a cdk2-t (ciklin-depesdinaz 2) is aktivalja az E7, valamint a
pRB-re kifejtett hatasatol fuggetlentl az enzimagikaktivitdsat is fokozza (McLaughlin-
Drubin & Munger, 2009a). Tovabba az E7 expresszi@C@C25, cellularis foszfataz
expresszigjat is noveli, ami szintén a cdk2 akidat idézi eb (Katichet al., 2001).

Leirtak, hogy egy masik tumorszuppresszor, a p38letideje megh az E7-et
expresszalé sejtekben, valéddey az E7 a p53 degradaciojat akadalyozza meg, és a
stabilitasat néveli (Mungeet al., 2001). Az E7 onkoprotein képes meég aktivalni (az
adenovirus E1A proteinhez, valamint az SV40 T &mingez hasonldéan) az adenovirus E2
prométert (Chengt al., 1995). A HPV 16 E7 gatolja a p21* és p2#™* ciklin dependens
kindz inhibitorok niikddését, ami szintén Iényeges szerepet télthebbara hogy a virus a
differencialédd hamsejtekben is replikalédni tudjdicLaughlin-Drubin & Munger, 2009b;

Munger & Howley, 2002). A proliferacioban szeregatszé fehérjék kozil a hiszton
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deacetilazokat (HDAC) és az AP1 transzkripcios daktomplex tagjait is szabalyozza
(Doorbar, 2006).

A magas onkogén kockazatt HPV-ok E7 onkoproteinfolp a TGF3-nak
(transforming growth factof) azt a hatasat, hogy képes az epitelialis sejtalekedését
felfiggeszteni. A TNF (tumor necrosis factgraltal okozott citosztatikus aktivitasra szintén
rezisztenssé teszi a féxbtt cervix carcinomas sejteket. A HPV E7 képesolgataz
interferonok hatasara bekovetkeeellularis valaszt is azzal, hogy az IRF-1-hezefiferon
regulatory factor) kapcsolddik és megakadalyozzanakn transzkripcidos aktivitasat
(McLaughlin-Drubin & Munger, 2009a).

A HPV E7-et expresszal6 sejtek gyakran poliploigalgy aneuploidok, kdszdnkbein
az abnormalis centroszéma duplikaciénak és mitaékigMunger & Howley, 2002). A magas
kockazatu HPV fefizés egyik markere tobbek kozott az aneuploidia égenetikali
valtozékonysag (Mungesat al., 2001). A HPV E7 Iényeges szerepet jatszik a kagenezis
folyamataban azzal, hogy aktivalja a gazdasejt Ds¥ntetizalé rendszerét. Ezek a
folyamatok szabdlytalan sejtciklushoz, korlatlanjtosztédashoz, muticiokhoz és a
differencialédasi program megzavarasahoz vezetketebhez jarulnak még hozza az E6
onkogén hatasai is (Chesgal., 1995; Mungekt al., 2001).

Az E6 és E7 onkoproteineknek nincs direkt DNS okaiktivitasa, de képesek
transzkripcids faktorokkal asszocialodni és me@zdttni aktivitasukat. Erre a legjobb példa
a p53-on vagy E2F-en keresztll kifejtett hatasohkikat mar emlitettem. Ezen kivil az E6
kéti a c-myc-et és a transzkripcids represszor NEX1Az E7 pedig képes asszocialodni az
MPP2 és az AP-1 faktorokkal, valamint gatolni az#B-aktivaciét (McLaughlin-Drubin &
Munger, 2009a).

Az E6 és E7 onkoproteinek a tobbrdteaqpham felébb rétegeiben is képesek
stimulalni a sejtciklust, igy a féott sejtek Ujra belépnek a sejtciklusba (Doorétaal.,
2012). A két protein tobb stratégia réven is képkerilni az immunrendszert, perzisztenciat
alakitanak ki, megvaltoztatjak a sejtciklust ésagoptozis kontrolljat, ékegitik a DNS
karosodasat és sorozatos mutaciojatbsémn szinergista médon hatnak, és 6sszehangolt
mukodésikkel képesek a gazdasejtjuket transzform@dnia HPV-medialt tumorgenezist
beinditani (Ganguly & Parihar, 2009; Ghittoet al., 2010). A HPV onkoproteinek

legfontosabb funkcioit és hatésait a cellulariggireekre a 3. abra mutatja be.

15



. | MNormal cell
1. HPV infection " i

p30NICEP
Tyk2, IRF3
| bottle neck?

cure | (Months~
| decades) f__..ﬂ"ERT Immortalization

NFX1
! DLG, hScrib, MAGH pRb
l /f"\ MUPP1, PATJ Transformation I
apGAPs

3 —
: — PG00
Procaspase § ’
_ apoptosis

Inhibition of
T (e

IRF1,9

cure

3. mutations ’ A;c#,wm;"

4. Cancer

3. 4bra: A HPV E6 és E7 onkoproteinek hatdsa a celiaris proteinekre (forras:
http://www.ncc.go.jp/en/nccri/divisions/10vir/100i. html)

A keratinocita differenciaci6

A tobbréte@ ham legnagyobb mennyiségben jelet|éé strukturalis komponense a
keratinocita. A bazalis sejtek osztédasa utan, tadsejtek a ham fedbb rétegeibe lépve
jelentbs morfologiai és biokémiai valtozason mennek at. dfferencialodas sordn a
folyamathoz kothét gének (involukrin  (IVL), lorikrin  (LOR), keratinok (KRT),
transzglutaminazok (TGM), S100A kalciumktfehériek (S100A) és small prolin-rich
proteinek (SPRR)) aktivitasa me&grés szamos strukturalis protein szintetizaloddeknek a
fehérjéknek egy része (IVL, LOR) a ’cornified enyst’ (keratinizalt membranképlet, CE)
prekurzora, ezeket a kalciumion altal aktivalt kie@cita transzlutaminaz (transzglutaminaz
1, TGM1) kéti kovalensen a sejtek membranjahoz.eZhlvalamint a dezmoszomakhoz is
kapcsolodnak a keratin filamentumok, igy a dezmosiis fehérjek (dezmoglein, DSG;
dezmokollin, DSC; dezmoplakin, stb.) és a kerati(®ORT1, 4, 10) is a CE részei lesznek. A
folyamat idbben és térben szigorlan szabalyozott, végerednagmieelhalt, fel$ rétege, a
stratum corneum (Eckedt al., 2004; Eckert & Rorke, 1989; Eckestt al., 2005; Nemes &
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Steinert, 1999; Robinsoa al., 1997). A keratinocita differencialodas folyamasatt. abra
szemlélteti.

Az IVL fehérje egy 68 kDa nagysagu, rud alaku, ghoinban gazdag citoszolikus
molekula. A protein mas fehérjékkel (mint pl. a LO&yyitt a CE alapjat adja és a membran
proteinekhez a transzglutaminaz 1 (TGM1) koéti aakiapcita differencialédas soran (Eckert
et al.,, 1993). Expressziojat az AP-1, Spl és C/EBP tiaimids faktorok, valamint a
mitogén-aktivalt protein kindz (MAPK), a proteinrdéz C (PKC) és RAS
szignaltranszdukcios Utvonalak szabalyozzak (Eakeit, 2004; Eckertt al., 2005).

Az S100 kalciumkdt fehérjék és a SPRR-ek szintén kalciumion altabakazodnak,
€s mas prekurzorok kapcsolédasat segitikaeCE-hez (Robinsoa al., 1997). A keratinok
(KRT) kozul a KRT5 és 14 a bazalis rétegben, KRZ110 a differencidlodo rétegekben
expresszalddnak (Lippemsal., 2005; Porter & Lane, 2003).
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4. abra: Keratinocita differenciacialodas folyamata a tobbrétegi hamban és a CE
(cornified envelope) felépitéséCandiet al., 2005)

A Keratinocita differencialodasban résztéeyenek nagy része a human kromészéma
1921 régidjaban lokalizalédik, tobbek kozott IVL iés CE prekurzorok (LOR; SPRR-ek és
late cornified envelope proteinek, LCE), S100A é&sehhez fuzionalé egyéb proteinek
(fillaggrin, FLG; trichohyalin, TCHH) kodol6 régidiEzen gének altal alkotott klaszter az
EDC (epidermal differentiation complex). Altalanosalmondhatd, hogy az EDC gének
forbol-észterrel és az intracellularis kalciumianszmegemelésével indukalhatok a PKC

utvonalon keresztil, azonban retinoidok gatoljak aktivitasukat. Eddig nem sikerult
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felfedezni egy olyan & szabalyozé mechanizmust, ami az EDC géneket egysig
szabalyozna annak ellenére, hogy a kromoszomarklagyterbe rendédnek. Ugy tinik,
hogy az EDC gének a transzkripcid szintjén szaléignak, tébb transzkripcios faktor (AP-
1, AP-2, Spl, Ets és POU faktorok) szoros Osszeltmagaban (Eckeret al., 1997,
Kypriotou et al., 2012; Rosset al., 1998). Botchkarev €s munkatarsai 6sszefoglaltégy a
differenciacioval 6sszefugggének kifejeédése mas epigenetikai mechanizmusoktol sem
fuggetlen, példaul hatassal vannak r4 a DNS ilkztein modifikaciok és a kromatin
atrendeédések is (Botchkarest al., 2012).

A keratinocitak differencialédasanak tanulmanyords&zamos modellrendszert
kiprobaltak. A leggyakrabban hasznélt rendszerbermprimer keratinocitakat alacsony
kalciumtartalma tapfolyadékban tartjdk szaporodé@sepllapotban, és a differencialtatast a
kalciumionszint emelésével, esetleg szérum hozzaadd idézik d. Borowiec és
munkatarsai azt talaltak, hogy a kalciumion, a wréra konfluencia és az alacsonyabb
tenyésztési émérséklet egyiutt novelik leghatdsosabban a difteadddas mértékét
(Borowiecet al., 2013).

A HPV fert6zés és a keratinocita differenciacio kapcsolata

A HPV-k az epitelialis sejteket féizik, és a hamréteg differencialédasatdl figg az
életciklusuk. A virus a tobbrétécham bazalis sejtjeihez mikrosértléseken keregatiel.
Ezutan a virus alacsony képiaszamban (10-200) @piglzs formaban marad fenn az alapi
sejtekben. A replikacidjahoz a virus a sejt DNShts#izalé rendszerét hasznalja fel. A
hamréteg felébb rétegeiben a sejtek kilépnek a sejtciklusbolpnhan a fefizott
keratinocitdkban a HPV onkoproteinjeinek hatasaraeficiklus aktiv marad. Ezaltal a
differencialodott retegekben isiiktidésbe |épnek azok a cellularis replikacios faktpamik
nélkulozhetetlenek a virusok replikaciéjahoz. Ahhbagy infektiv virionok képadjenek a
genom amplifikacidjan Kkivil, a virdlis DNS-nek féxbképes partikulakba kell
csomagolédnia. A papillomavirusok nem litikusak, v@ionok felss réteget elért
keratinocitakkal egyutt valnak le a hamrétégés innen szabadulnak ki. A tefhdés utan a
virus a kornyezetben képes fennmaradni és innedzfer A virus életciklusa tehat a
keratinocitak differencialodasi folyamataval szor&apcsolatban van (Doorbar, 2005;
Doorbaret al., 2012; Kajitaniet al., 2012).
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Ismert, hogy a magas kockazati genitalis HPV-k raeggak a gazdasejt
differencialédasi folyamatat, amelynek célja valdéleg az, hogy a differencialédé
hamsejtekben is biztositva legyenek a virus szamémeplikaciojahoz szikséges cellularis
faktorok, amelyek feéizetlen differencialédé sejtekben mar altalaban senek jelen. Ebben
fontos szerepet jatszanak a virus onkoproteinjait alobbi fejezetekben mar taglaltam. A
magas onkogén kockazati HPV-k keratinocita diffeid@ndasra kifejtett gatld hatdsa még
kifejezettebb premalignus és malignus léziokbarymigt a CIN és a cervix carcinoma.
Ezekben az elvaltozasokban a virus életciklusa prauktiv, és a kés gének expresszidja,
valamint a virusprodukcé elmarad (Doorbar, 20050MDaret al., 2012).

A differencialédd sejtek DNS replikaciéja az E7 opkotein hatasara reaktivalodik,
ezaltal biztositja a virus a virélis genom replikgt is (Chenget al., 1995; Longworth &
Laimins, 2004). A HPV 16 E7-rél kimutattak, hogysk&teti az involukrin és keratin 10
differencialédasi markerek szintjét human keratitéddtan (Jonest al., 1997). A HPV 16 E6
jelenléte gatolja a kalcium és szérum indukéltdedéhcialodast human keratinocytakban
(Sherman & Schlegel, 1996). Organotipikus sejtkakban is megzavarja a hamréteg
differencialodasat az E6 (Zehbet al., 2009). Xenograft modellt hasznalva Lehr és
munkatarsai mutattak meg, hogy a HPV 11 ill. 584k megvaltoztatjak néhany CE protein
(LOR, SPRR) expresszidjat, mRNS és fehérje szirgghehr & Brown, 2003; Lehet al.,
2004).

Széleskdi génexpresszids vizsgalatok kimutattak, hogy mékmikas mintakban
néhany differencialédasban résztyegen (IVL, SPRR-ek, S100A proteinek, KRT-ok)
expresszidja csOkken a normal cervikalis hamsegiei@pest (Santiat al., 2005; Wonget
al., 2006). Masok rekombinans retrovirus vektorokkahs$zdukalt human keratinocitakban
mutattak ki, hogy a HPV 16 E6 és/vagy E7 a differ@ddashoz kothétgének expresszidjat
gatolja (Duffyet al., 2003; Karstensee al., 2006; Kravchenko-Balasteh al., 2009; Waret
al., 2008). Ismert, hogy ezek a gének a transzkripzidtjén szabalyozdédnak (Eckettal.,
1997), ezért feltételezhetjuk, hogy a HPV onkoprete hatnak ezen gének promoter

aktivitasara.
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CELKIT UZESEK

A munkdm soran a HPV 16 E6 és E7 onkopoteinek &atéulmanyoztam a

keratinocitak differencialodasaban részivegének expresszidjara és transzkripcios

szabalyozéasara. Ehhez az alabbi céldkaem ki:

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

A HPV 16 onkogének hatadsanak vizsgalata az involugromoter aktivitasara és
ennek a hatasnak a lokalizacioja a szabalyozo méggtiil.

HPV 16 E6, E7 ill. E6/E7 onkogéneket expresszaléatkocitakban microarray
analizissel vizsgaljuk a cellularis gének expresszivaltozasait, fokuszalva a
keratinocita differencidlodasban résztveénekre.

Valos idefi RT-PCR segitségével a microarray eredmények ésodalombdl mar
ismert egyéb, a keratinocitdk differencialodasabfmmtos gének expresszios
valtozasainak megésitése.

Néhany differencialodasban fontos gén promoter vaisanak vizsgalata HPV
onkogének jelenlétében tranziens transzfekciéslkis&ben.

Vizsgalni a keratinocita differencialédasi folyamiat szabalyozd transzkripcios
faktorok aktivitdsat HPV 16 E6 ill. E7 onkogénekdsara.

20



ANYAGOK ES MODSZEREK

Sejttenyésztés

A primer human keratinocita sejtvonalat (HFK-humé#oreskin keratinocytes)
szérummentes, alacsony kalciumtartalmu (<0,1 mM}3$HM (Defined Keratinocyte-Serum
Free Medium;invitrogen, Carlsbad, CA, USA) tapfolyadékban tesppéttik. A PA317-
LXSN, -16E6, -16E7, -16E6E7 rekombinans retroviteisneb sejtvonalakat az ATCGk
(American Type Culture Collection) szereztik be 1€s % borjuszérumot (FBS), 2 mM
glutamint, 100 U/ml penicillint és 100 U/ml streptgcint tartalmaz6 DMEM (Dulbecco’s
Modified Eagle’s Medium, Sigma, Sain Louis, MO, USt#&pfolyadékban tartottuk fenn. A
primer keratinocitakat a PA317 sejtvonalak felufijazal fertztik és geneticinnel (100
pg/ml G418, Invitrogen) szelektaltuk. Az igy nyemijtgonalak a HPV 16 onkogénjeit
expresszaljak: HFK-LXSN (kontroll retrovirus vektalr transzdukalt sejtvonal), HFK-16ES6,
HFK-16E7, HFK-16E6E7. A febizott sejtek egy részét 10 % FBS-t tartalmazé DMBEM (
mM kalcium) t4pfolyadékban 24 6raig differenciditikt Minden sejtvonalat 37 °C-on, 5 %
CO; jelenlétében tenyésztettiink.

Microarray

A HPV onkogénekkel transzdukalt keratinocitakbodldaily Mini Kit (Qiagen; Hilden,
Germany) segitségével izolaltunk RNS-t harom bialiogparhuzamosban. Az RNS
integritasat Agilent Bioanalizator 2100-zel (Agitehechnologies; Santa Clara, CA, USA)
ellerdriztik, és a kisérleteinkben 9.0-nél nagyobb RINNERintegritasi szam) érték feletti
Affymetrix GeneChip Human Gene 1.0 ST Array-vel fiAfietrix; Santa Clara, CA, USA)
vegeztik a globalis génexpresszids vizsgalatot. [ ZRNS-t hasznaltunk az amplifikacios
(Ambion WT Expression Kit; Life Technologies, Cdwdgl, CA, USA) és jeldlési reakciohoz
(Genechip WT Terminal Labeling és Control Kit, Affietrix). A mintakat 45 °C-on 16 6ran
keresztil hibridizaltattuk és standard mosési alto végeztink az Affymetrix GeneChip
Fluidics Station 450-en. Az array-ket a GeneChiprder 7G-vel (Affyimetrix) szkenneltik.
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Az RNS jeldlési és hibridizacios Iépéseket Dr. §l@i Szilard (UD-GenoMed Kft., Debrecen)

végezte.

Microarray adatelemzés

Az adatelemzéseket a Genespring 12 GX szoftveréigilent Technologies)
végeztik. Az Affymetrix CEL fajlokat RMA analiziske(robust multichip analysis) és
median normalizacionak vetettik ala. Az expressitalgenek csoportjat ugy hataroztuk meg,
hogy a legalacsonyabb intenzitdsu gének 20 %-atzékat a géneket, amik a medianhoz
képest nem mutattak legalabb 2-szeres eltérégirkigz igy maradt 3293 gén, amiket valtozo
géneknek neveztliink. A statisztikai analizist ezekegéneken végeztik el. Az altalunk
hasznalt elemzés az egytényezvarianciaanalizis (ANOVA), amit Tukey-féle posbch
teszttel egészitettiink ki. Az elfogadott szignifike szintje p<0,05, a fold change értéke 1,5
volt. A fold change értékeket a normalizalt expréss ertékek log2-es értékidltszamoltuk, a
HPV onkogénekkel transzduk@lt sejtek értékeit atarekontrollal (LXSN) transzdukalt
sejtekéhez viszonyitottuk. A tovabbi elemzéseketlrsgenuity Pathway Analysis (IPA)
szoftverrel végeztik (Ingenuity Systems). A micragradatok elérhéek az NCBI Gene
Expression Omnibus-ban (Edgaet al., 2002) a GSE58841 GEO szamon
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/ query/acc.cgi?agse5884)1

Reverz transzkripciés polimeraz lancreakcié (RT-PCR

A differencialtatott és nem differencialtatott tsadukalt keratinocita sejteéb Tri
Reagens-sel (Sigma) RNS-t izolaltunk a gyartocégitésai szerint. A High Capacity cDNA
Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems, leogEity, CA, USA) segitségével végeztik
el a reverz transzkripcios lépést 0,5-1 ug RNB-B PCR reakcidbhoz GoTaq polimerazt
(Promega, Madison, WI, USA) hasznéltunk a koveikemimérsékleti profillal: 95 °C 2 min,
majd 40-cikluson keresztil 95 °C 30 masodperc deaed, 55 °C 30 masodperc anellacié és
extenzio 72 °C 1 perc, majd 72 °C 5 perc. A prirdsokat, amiket a GAPDH (glicerinaldehid
3-foszfat dehidrogenaz), a HPV16 E6 és E7 amplég@hoz hasznaltunk, korabban
munkacsoportunk tagjai mar leirtak (Borbetyal., 2006).
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Kvantitativ valds idejii polimeraz lancreakcio (real-time RT-PCR)

Az RNS izolélast és a cDNS&dllitasat az ékz6 bekezdésben leirtak szerint Tri
Reagens-sel ill. RNeasy Mini Kit-tel (Qiagen), wvalat High Capacity cDNA Reverse
Transcription Kit (Applied Biosystems) segitségéwstgeztik a gyartd utasitasainak
megfeleben. A valds iddj PCR-t a 7500 Real Time PCR System-en végeztiik dagbkne
Expression Master Mix-szel, 20 pl végtérfogatbangyartd ebirasai szerint (Applied
Biosystems). A kdzleményekben hasznalt TagMan Qexgression Assay-k listajat a 1.
tablazat mutatja. A relativ kvantifikacibhoz a GARD (0711024, Applied Biosystems)
hasznaltuk endogén kontrollként és a kontroll réties vektort tartalmazo sejtvonalbdl
(HFK-LXSN) nyert értékekhez viszonyitottuk a tobdgjtvonalbdl nyert eredményeket a
komparativ Ct metdédusssal. Az RQ (relativ quantisgdményeket standard deviacioval és
konfidencia intervallumokkal a 7500 System SDS wmnfl.4 verziojaval nyertik. Minden

PCR reakciot legalabb 3 parhuzamosban és 3 isrbétiésegeztink.

1. tAblazat: A kdzleményekben hasznalt TagMan GenExpression Assay-k listaja

Gének jele Gének neve Assay azonositéja
CDC25A cell division cycle 25A Hs00947994 m1l
CNFN kornifelin Hs00261196_m1
DSC1 dezmokollin 1 Hs00245189_m1l
DSG1 dezmoglein 1 Hs00170047_m1
IVL involukrin Hs00846307_s1
KRT1 keratin 1 Hs00196158 m1l
KRT4 keratin 4 Hs00361611 _m1l
KRTS5 keratin 5 Hs00361185_m1l
KRT10 keratin 10 Hs00166289_m1
LOR lorikrin Hs01894962 sl
NOTCH1 notch 1 Hs01062014 m1
SERPINB2 plazminogén aktivator inhibitor-2 Hs002320m1
S100A8 S100 kalciumkétfehérje A8 Hs00374264 g1
S100A9 S100 kalciumkétfehérje A9 Hs00610058 m1
S100A10 S100 kalciumkétfehérje A10 Hs00741221 m1l
S100A12 S100 kalciumkétrehérje A12 Hs00942835 g1
SPRR1A small prolin-rich protein 1A Hs00954595 s1
SPRR1B small prolin-rich protein 1B Hs00234164 m1l
TGM1 transzglutaminaz 1 Hs00165929 m1
TERT telomeraz reverz transzkriptaz Hs00162669_m1
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Fehérje izolalas és western blot

A differencialtatott és nem differencialtatott tsadukalt keratinocitakbdl proteéz
(Complete EDTA-free Protease Inhibotor Cocktail;,cRe, Basel, Switzerland) és foszfataz
gatlé (ImM Nav0O, 1 mM NaF) szereket tartalmazo RIPA lizis puffefidsO0 mM NacCl,
1% NP-40, 50 mM Tris—HCI pH 8.0, 0.5% Na-dezoxikptal% SDS, 0.01% Na-azid, 1 mM
EDTA, pH 7.4) izolaltunk fehérjét. A lizis pufferbe tenyés#flaskarol levalasztott sejteket
15 percig jégen inkubaltuk, majd 13000 rpm-en, 40PC15 percig tartdé centrifugalast
koveten a fellliszd Osszfehérjetartalmat Bradford tesgitségével hataroztuk meg. A
fehérjeextraktumokbol 10 pg mennyiséget 10 %-os PbDigakrilamid gélben valasztottuk
szét, majd blottoltuk &t nitrocelluldz membranra Bio-Rad (Herkules, CA, USA)
készulékének (Mini Protean IlI) segitségével. 5 9pore tartalmazd TBST-vel (Tris-sel
pufferelt sdoldat 0,05 % Tween 20-szal kiegészitekkoltuk a membranok aspecifikus
kotéhelyeit. A blottokat éjszakan at 4 °C-on inkubalak el$dleges ellenanyagokkal (egér
monoklonalis anti-involukrin, sc-56555 és anti-p53;-126, Santa Cruz Biotechnology,
Dallas, Texas, USA,; és nyul poliklonalis anti-akikR066, Sigma) 1:2000-es higitdsban 5 %
tejporral kiegészitett TBST-ben. TBST-s mosast ki 1 6ran keresztil kecske anti-egér
(sc-2005) eés kecske anti-nydl (sc-2004) tormapeémdal konjugalt masodlagos
antitestekkel inkubéaltuk a megfelemembranokat. Ujabb moséast késet a SuperSignal
West Pico Chemiluminescent Substrate (Pierce; RodkiL, USA) segitségével detektaltuk
az antitest komplexeket rontgenfiimen. A Gel Do®@@éldokumentacios rendszerét (Bio-
Rad) és a Quantity One szoftvert (4.0.3. verziészhaltuk a fehérjemennyiségek
denzitometrias meghatarozdsahoz. Az involukrin ésp%8 fehérjeszintjét az aktin
mennyiségére normalizaltuk és a kontroll retrovitastalmazé (HFK-LXSN) sejtvonalhoz

viszonyitottuk. A kisérleteket ebben az esetbéagalabb 3-szor ismételtik.

Plazmidok

A pGL3-IVL luciferaz riporter plazmidot, ami a humanvolukrin (IVL) gén 3,7 kb
hosszusagu promoter régidjat tartalmazza a luaifgéh elé kddolva, Dr. Daniel D. Bikle-tol
kaptuk (Nget al., 2000). Az IVL promoter rovedebb szakaszait tanadd konstruktokhoz a
pGL3-IVL plazmidot haszndltuk templatként. A 2418, ka 1809 bp, a 744 bp és 272 bp
hosszUsagu szakaszokat a 2. tablazatban feltinpwisterek segitségével amplifikaltuk
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GeneAmp High Fidelity System-mel (Applied Biosys®ma gyartd0 utasitasainak
megfeleben. A PCR termékeket preparativ agar6z gélben refeketizaltuk, majd abbdl
kivagva Qiaquick Gel Extraction Kittel (Qiagen)zigottuk ki a gyartd élirasai szerint. A
PCR termékeket és a pGL3-Basic vekimol ésHindlll restrikciés enzimekkel emésztettik,
és Qiaquick PCR Extraction Kittel (Qiagen) tis#tib ki. Végul az emésztett PCR
termékeket T4 DNS ligazzal (New England Biolabsswich, MA, USA) a pGL3-Basic
vektorba klonoztuk. A plazmidokat TransformAid Bextal Transformation Kit-tel (Thermo
Scientific; Waltham, MA, USA) XL-1Escherichia coli baktériumtdrzsbe transzformaltuk, és
a plazmid ampicillin rezisztencigjat kihasznalvad 0g/ml ampicillin tartalma LB (Luria-
Bertani) taptalajban felszaporitottuk. A vektor ktrnktokat Qiafilter Plasmid Midi Kit-tel
(Qiagen) prepardltuk a gyartd utasitasainak mdgfate A plazmidok helyes nukleotid
sorrendjét szekvenalassal ebemtiik az UD-GenoMed Kft. (Debrecen) segitségével.
kovetked IVL promoter konstruktokat nyertik: pGL3-IVL-2419GL3-IVL-1809, pGL3-
IVL-744, pGL3-IVL-272.

2. tébladzat: A humén involukrin prométer kilonb6z 6 hosszusagu szakaszait tartalmazo
plazmidok készitéséhez hasznalt PCR primerek szekvaai

Plazmidok Primer szekvenciak (5'- 3' iranyban) Regikcios enzim
pGL3-1VL-2418 GCGCCTCGAGAGTGAAAGAACCTCTCCCA Xhol
GCGCAAGCTTCCATCCGACACTTACCAGAC Hindlll
pGL3-1VL-1809 GCGCCTCGABTGATCCAGGAACATGACAA Xhoal
GCGCAAGCTTCCATCCGACACTTACCAGAC Hindlll
pGL3-IVL-744 GCGCCTCGATTCTTATGAGCATGGCATTC  Xhol
GCGCAAGCTTCCATCCGACACTTACCAGAC Hindlll
pGL3-IVL-272 GCGCCTCGAAGTTGAGCTACCAGAATCCT  Xhol
GCGCAAGCTICCATCCGACACTTACCAGAC  Hindlll

A p53-Luc, pAP-1-Luc és pC/EBP-Luc riporter plazokdt, amik a p53, AP-1 és
Technologies-tol szereztik be. A pAdE2Luc ripokenstruktot (adenovirus E2 és luciferaz
gént tartalmaz) Dr. Ann Roman-tél kaptuk (Armstro8g Roman, 1997). A HPV 16
onkogénjeit tartalmaz6 pcDNA-16E6, és -16E7 exmiéss vektorokat korabban
munkacsoportunk tagjai irtak le (Munwial., 2004).

A keratin 4 (KRT4), a keratin 5 (KRT5), a small ferich protein 1A (SPRR1A), a
S100 kalcium kdt fehérje A8 (S100A8) és a dezmokollin 1 (DSC1) ¢épemoter régioit
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tartalmazo Renilla luciferaz riporter plazmidokat Rénilla reniformis luciferdz génjét

tartalmazza) a SwitchGear Genomics-tél (Menlo P@¥k, USA)szereztik be.

Tranziens transzfekcio

A 3-6. passzazsu primer huméan keratinocitdkat elysgejttenyés#t plate-eken
tenyésztettiink, Ugy, hogy a transzfektalaskor 7@4806s konfluenciat érjink el. A sejteket
0,5 pg riporter plazmiddal (pGL3-IVL, pGL3-IVL-241®GL3-IVL-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 pg expresszios vekt@peDNA-kontrol, pcDNA-16E6 ill.
pcDNA-16E7) kotranszfektaltuk Effectene transzfékcireagenssel (Qiagen) a gyartd
eléirasainak megfeléen. Az expresszios vektorok dsszmennyiségét mincerszfekcios
kisérletben egyforman 0,25 pg-on tartottuk. A tedelscios mixet OptiMEM (Invitrogen)
tapfolyadékban adtuk a sejtekhez, 5 6ra 37 °Cagbifcio utan a tapfolyadékot lecseréltik
DK-SFM-re. A transzfekciot kovéen 24 oraval a sejtek egy részét tovabbi 24 or@igol
FBS-t tartalmaz6 DMEM (1,8 mM kalcium) tapfolyadékbdifferencialtattuk. 48 oraval a
transzfekcid utan a sejteket kétszer mostuk PBSéseh riporter plazmidoknak megfélel
lizis pufferel (Renilla Luciferase Assay Lysis BerffaRenilla riporter plazmidoknal, a tébbi
riporter plazmid esetében pedig Reporter Lysis &ufés Cell Culture Lysis Reagent,
Promega) tartuk fel egy fagyasztas-olvasztas dikiidamint centrifugalast kouetn (13000
rpm, 15 perc, 4 °C). Luciferase Assay System éslIRémiciferase Assay System (Promega)
segitségével mértik le az egyes riporter konstkukhaciferdz aktivitdsat Berthold
luminométeren. A reakcid soran a fény a luciferiridéaciojanak kémiai energiajabol
szarmazik és a fotonok felszabadulasat a luminameéteudjunk detektalni. Az altalunk
hasznalt riporter plazmidok tartalmazzak a lucifergént az adott promoterek vagy
transzkripciés faktor kéhelyek utdn kodolva. AktivitAsukbol kovetkeztetheki a
promoterek ill. a faktorok transzkripcios aktiviééa és arra, hogy a HPV 16 onkogének ill. a
differencialtatds hogyan hatnak az adott szabalyozgiokra. Kezdeti kisérleteinkben
hasznaltunk egyRenilla luciferaz riporter vektort endogén kontrollként tenszfekcio
hatéekonysaganak ellérzésére. Azonban azt tapasztaltuk, hogy a HPV Kk6hatasa volt a
belss kontroll aktivitasara is. Emellett, Renilla luciferazt tartalmazé riporter plazmidok
gyartdja (SwitchGear Genomics) nem javasolja a aksizfektalt riporter plazmidok

hasznalatat a transzfekcios hatékonysag @ttésére. Ezért a tovabbiakban Bradford protein
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teszttel a sejtek teljes fehérjetartalmara norrallik a luciferaz aktivitasokat. A kisérleteket
legalabb harom ismétlésben végeztilk, a kapott erageket atlagoltuk és SEM (standard
error of mean) értékekkel egyitt abrdzoltuk. A feidiz aktivitds értékeket azoknak a
sejteknek az aktivitasdahoz viszonyitottuk, amelgeknegfeled riporter plazmid mellett az

ures (pcDNA) expresszios vektorokkal voltak traekidlva. Az atlagok kozotti statisztikai
kuldnbségeket t-proba (kétmintas és parositotisattdogaritmikus transzformacié utan)
segitségével elemeztik ki. SzignifikAnsnak a p<@ydékeket tekintettik.
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EREDMENYEK

Human papillomavirus 16 onkoproteinek hatdsa az inelukrin
expressziojara human keratinocitakban

HPV 16 onkogéneket expresszald human keratinocitjkllemzeése

Ahhoz, hogy tanulmanyozni tudjuk a HPV onkogénekasat a cellularis gének
expresszidjara, primer human Kkeratinocitdkat trdnkaltunk rekombinans retrovirus
vektorokkal, amelyek kontrol vektort (LXSN), a HPM6 E6 vagy E7 ill. mindkét onkogént
expresszaljagk. A HPV E6 és E7 mRNS-ek jelenlétéetFR segitségével igazoltuk a
transzdukalt sejtekben (5A. abra), a munkacsopbkrtital korabban mar leirt primerek
segitségével (Borbelst al., 2006). Az abran lathat6 két sav kdziul adedsteljes hosszusagu
E6 mMRNS-t, az alsé pedig az E6*], az E6 révideldlzswariansat mutatja, ahogy azt Rose és
munkatéarsai korabban leirtak (Rastel., 1995).

A funkcionalisan aktiv HPV onkoproteinek jelenlétéa cellularis p53
tumorszuppresszorra kifejtett hatasukkal igazo(®B. abra). A HPV 16 E6-tal transzdukalt
sejtekben a p53 protein szintje kb. tizedére csdkl@nak, amit a kontroll sejtekben
tapasztaltunk, mig az E7 inkabb stabilizalta, kb-szorosara névelte a p53 protein szintjét
(denzitometrias adatok alapjan) (Mantovani & Bar#)1; Mungegt al., 2001).

Valos ideji PCR segitségével mutattuk ki a HPV onkogének Aataskulonbod
cellularis gének mRNS szintjére. Ezekben a kisgkletn 5-6. passzazsu sejteket hasznaltunk,
azért, hogy az onkoproteinek akut hatasat tudjoklltaanyozni. A transzdukciét kovesn a
sejtek a szérummentes tapfolyadékban megtartottgrodiferald, nem differencialédé
fenotipusukat. A sejtek egy részét DMEM (10 % smerds magas kalciumtartalmu)
tapfolyadékban differencialtattuk 24 oran kereszalogy azt mar korabban leirtak (Joees
al., 1997; Sherman & Schlegel, 1996). A HPV 16 E6 ggkasl mar kimutattak, hogy a
humén telomeréaz reverz transzkriptdz (TERT) pronébteanszaktivalja (Howiet al., 2009;

Liu et al., 2008). Ennek megfelétn az E6 jelenléte nagymértékben (kb. 300-szorpsara
novelte a TERT mRNS szintjét (p<0,001), mig az ESeldb meértékben, de még mindig
szignifikansan (p<0,05) novelte az expressziot (6Bra). A differencialtatasnak nem volt

szignifikans hatdsa a TERT mRNS szintjére egyikdzdukalt sejtben sem.

28



proliferdlé sejtek differencialédo sejtek proliferald sejtek
w D &
=2 Xo] ~ Xe} pd \o} ™~ (o) P o] N~ \o}
L & © © L © © © 2 ) s ©
> — — — > — — — — - — —
HPV 16 E6 - - p53

-- - s oktin
HPV 16 E7

GAPDH

5. abra: A HPV onkogének expresszidja a transzdukhuman keratinocitakban. (A) Az
egyes HPV 16 onkogének expresszidjanak nésiiése RT-PCR segitségével a kiloriboz
sejtvonalakban (GAPDH-endogén kontrollR) A HPV 16 E6 és E7 hatasa a p53 fehérjére
(aktin-kontroll). Az abra egy reprezentativ rontfjemet mutat.

HPV 16 onkoproteinek hatdsa a keratinocitak differacialodasaban résztveér gének

expresszidjara

Valos ideji PCR-rel vizsgaltuk a HPV 16 onkoproteinek hatasgyes
differencialédasi markerek, igy a transzglutamibhdZ GM1) és & szubsztratja, az involukrin
(IVL) expresszidjara a HPV onkogénekkel transzdulsdjtvonalakban. A keratinocitak
differencialdédadsanak indukalasa szérummal és kaltial megnévelte mind a TGM1, mind
az IVL mRNS szintjét (p<0,005) (6B és 6C. abra)pmliferald sejtekben mind az E6, mind
az E7 szignifikhnsan (p<0,01) csokkentette az N\Apressziojat (6B. abra). A mindkét
onkogént expresszalé (HFK-16E6E7) sejtekben ez tshanég szignifikdnsabb volt
(p<0,001) a vektor kontrollal (LXSN) transzdukadjtekhez viszonyitva. Mind az E6, mind
az E7 szignifikhnsan csokkentette az IVL expregaizia differencialtatott sejtekben is
(p<0,001). A legeisebb hatast itt is a két onkogént egyltt expre§sagtekben tapasztaltuk
(p<0,001).
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6. bra: A HPV E6 és E7 onkoproteinek hatdsa a celéris TERT (A), IVL (B) és TGM1

(C) expresszidjara a HFK sejtekbenAz RQ értékeket a valds idePCR elemzése soran
nyerttik. A kontroll vektorral transzdukalt (LXSNjqgdiferald sejtek RQ értékét tekintettik 1-
nek, és a tobbi értéket ehhez viszonyitottuk. Ardlreprezentativ grafikonok lathatok a
standard deviacios hibasavokkal (*p<0,05; **p<0*p< 0,005; ****p<0,001, az LXSN
kontrollhoz viszonyitva mind a proliferalo, mindidferencialédé sejtekben).
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A nem differencialtatott sejtekben a HPV 16 E6 é&s dokogéeneknek egyitt csak
mérsékelt gatld6 hatasa volt az endogén TGM1 mMRN®tj&z (p<0,05), mig a
differencialtatott sejtekben a HPV onkogéneknek nart szignifikans hatasuk (6C. abra).
Ezekldl az eredményekid arra kovetkeztethetiink, hogy a HPV onkogéneknekI\&.
expressziora gyakorolt hatasuk direktebb ill. Sfaggabb, mint a TGM1-re gyakorolt
hatasuk.
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7. dbra: A HPV E6 és E7 onkoproteinek hatasa az IVifehérjeszintjere HFK sejtekben.

(A) Az abra reprezentativ rontgenfilmeket mutdB) Az IVL fehérje mennyiségét
kvantitativan denzitometriaval elemeztik és aznakéhérje szintjére normalizaltuk. Az
LXSN-nel transzduk@lt sejtek normalizalt értékdtineettik 1-nek és ehhez viszonyitottuk a
tobbit. Az értekek 4 fuggetlen kisérléttszarmaznak, a hibasavok a SEM (standard error of
mean) értékeket mutatjak (*p<0,05; ****p<0,001, BXSN kontrollhoz viszonyitva mind a
proliferéld, mind a differencialédé sejtekben).
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Azért, hogy tanulmanyozzuk a HPV onkogének hat@sd¥/L proteinre, Western blot
analizist végeztink a transzdukalt sejtvonalakonaffa). A szérummal és kalciummal
indukalt differenciéltatds megnovelte az IVL proteszintjét, a nem differenciéltatott
sejtekhez képest. A proliferald sejtekben a HPVnBK- és E7-nek kulon-kulon csak
meérseékelt hatasa volt az endogén IVL protein sziafj mig a két onkogén egylitiosen
csokkentette az IVL protein szintjet a vektorraanszdukalt (LXSN) sejtekhez képest
(p<0,001). Ez a hatdsa a HPV 16 E6-nak és E7-nd¥laprotein szintjére kisebb, de még
mindig szignifikans volt a differencialtatott séjbeen is (p=0,032).

A HPV 16 onkoproteinek hatasa a human involukrin pomoter transzkripcios

aktivitasara

A kovetkedkben szerettik volna meghatarozni, hogy a HPV oékeg IVL
expresszidjara kifejtett hatasa az IVL promoétensekripcios gatlasan keresztll torténik-e.
Ezért alacsony passzazsu human keratinocitakatieérasen transzfektaltunk olyan luciferaz
riporter vektorral, amely az IVL szabalyoz6 régidiartalmazza, valamint pcDNA-alapu
vektorokkal, amik a HPV 16 E6 és/vagy E7 onkogéhekepresszaljak. A funkcionalisan
aktiv HPV 16 onkogének expresszidjat a transzfekt&K sejtekben olyan kotranszfekcios
kisérletekben ésitettliik meg, ahol a riporter vektorok a p53 protadtshelyeit (p53-Luc),
illetve az adenovirus E2 promoterét (pAdE2-Luc)alanazzak, utdbbi az E2F transzkripcios
faktor kdothelyeit hordozza. A HPV 16 E6 csOkkentette a pP®rter plazmid aktivitasat
(8B. &bra), mig az E7 az adenovirus E2 promoétewritddat novelte (8A. 4bra). Ez azt
igazolja, hogy kisérleti rendszeriinkben a megelektorok valoban expresszaljdk a HPV 16
onkogéneket és ezek funkcionalisan aktivak (Cleeal, 1995; Mantovani & Banks, 2001).

Proliferald HFK sejtekben a HPV 16 E6 szignifikamsatkkentette az IVL promoter
telles hosszUsagu szakaszéat tartalmazd plazmid 3p@EL) aktivitasat (p<0,001). Ezzel
szemben az E7-nek nem volt szignifikans hatasa ,.485) az IVL riporter vektorra
proliferalé sejtekben (8C. abra). A sejtek egy és24 6éran keresztul szérum- €s magas
kalciumtartalmi DMEM tapfolyadékban differencidltdd, ami a pGL3-IVL plazmid
aktivitasat az ures vektor jelenlétében megnovaltdifferencialtatott keratinocitakban az E6
(p=0,124) és az E7 (p=0,253) is csak kisebb, negnisikans mértékben csokkentette az IVL
promoter aktivitdsat, mig a két onkogén egydtt rafilgins aktivitds-cstkkenést okozott az
IVL promoteren (p=0,014). Elsbarra kdvetkeztethetiink, hogy a HPV 16 E6 onkaproaz
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endogén IVL expresszio csOkkenését részben az Ixdmgter aktivitasanak gatlasan

keresztul fejti ki.
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8. abra: A HPV onkoproteinek hatadsa az adenovirus E (A), a p53 (B) és az IVL (C)
riporter plazmidok transzkripciés aktivitdsara. A luciferdz aktivitas értékeket azoknak a
sejteknek az aktivitasdahoz viszonyitottuk, amelgeknegfeled riporter plazmid mellett az
Ures (pcDNA) expresszids vektorokkal voltak trapkidiva. Az adatok legalabb 3 fliggetlen
kisérletl®l szarmaznak, a hibasavok a SEM értékeket mutdtjgk0,05; ****p<0,001, a
pcDNA kontrollhoz viszonyitva, mind a proliferaldind a differencialodo sejtekben).
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A HPV 16 onkoproteinek hatasanak lokalizalasa a hu@n involukrin prométeren

IVL riporter konstruktok

Transzkripcios
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9. abra: A HPV 16 onkogének hatasanak lokalizalasaz IVL promoteren.(A) A human
IVL promoter kilénbo# hosszisagu szakaszait tartalmazé konstruktok gersabrazolasa.
A nukleotid pozicidkat a transzkripciés kébelyhez viszonyitva abrazoltuk. Néhany
kivalasztott transzkripciés faktor Kitely felismeé helyet tintettink fel a képen (C/EBP-
CCAAT enhancer binding protein, AP-1-activator pint Spl-specificity protein).B) A
differencialtatds hatasa az IVL promoter kilonbogzakaszait tartalmazo plazmidok
transzkripcids aktivitasara. A HPV 16 E6 és E7 gmbteinek hatasa az IVL konstruktok
transzkripcids aktivitasara proliferdl€) és differencialédé¥) HFK sejtekben. A luciferaz
aktivitasokat az 1VL-2418 plazmiddal és az Ured(¥8) expresszios vektorral transzfektalt
sejtek aktivithsahoz viszonyitottuk. Az adatok 3Jydétlen kisérleil szarmaznak, és a
hibasavok a SEM eértékeket mutatjak (*p<0,05, mindeh riporter konstrukt esetén, a
pcDNA kontrollhoz viszonyitva).
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Ahhoz, hogy lokalizalni tudjuk a HPV onkoproteingkatasat az involukrin
promoéteren, a szabalyoz6 régio kulonbtmsszisagu szakaszait klénoztuk luciferaz riporter
plazmidokba. Az IVL promdter eltérhosszisagu fragmentjei a transzkripcios startblelyt
szamitott +41 nukleotidig tartanak (9A. abra)o$zlbr elleriztik, hogy a konstruktok
tranziens transzfekcios kisérletekben valaszolnalddferenciaciés stimulusra. Ahogy a 9B.
abra mutatja, mindegyik riporter konstrukt aktiggameg#ttt a differencialtatas hatasara. A
differencialédas hatasa a leghosszabb konstruktiaZ418) volt a legnagyobb hatassal (15-
sz0ros), és a rovidebb konstruktoknal is kb. 4eszgolt.

Ezutan kotranszfekcids kisérletekben vizsgaltuk RVHL6 E6 és E7 onkogének
hatdsat az IVL konstruktok transzkripcios aktivétés Proliferal6 HFK sejtekben a HPV 16
E6 az 0sszes konstrukt aktivitdsat cstkkentetteel®or kontrollal 6sszehasonlitva, az E6 a
leghosszabb (IVL-2418, p=0,026), valamint a legdébb (IVL-272, p=0,011) konstrukt
aktivitasat is csokkentette (9C. abra). A kulonbohosszusagu IVL plazmidok a
differencialtatott sejtekben is szignifikans aki®g-csokkenést mutattak az E6 onkogén
jelenlétében. (9D. &bra). Ezek az eredmények agadnek kdvetkeztetni, hogy a HPV 16 E6
szamitott -231d a +41-es nukleotidig).

A HPV 16 E7-nek nem volt szignifikdns hatasa az I@tomoéterre proliferalo
sejtekben (9C. abra). A differencidltatott sejtakloeak a leghosszabb konstrukra (IVL-2418)
volt mérsékelt, de szignifikdns (p=0,020) gatl6 dsatl, mig a rovidebb IVL riporter

konstruktokra 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 hatasat a primer
keratinocitak teljes génexpresszidés mintazatararaairay elemzeést vegeztink a HPV 16
onkogéneket expresszald retrovirus vektorokkalstrdunkalt HFK sejteken (HFK-LXSN,
HFK-16E6, HFK-16E7, HFK-16E6E7). Munkdm &l&elében a funkciondlisan aktiv E6 és
E7 jelenlétét mar bizonyitottuk a transzdukalt\s®jalakban, a p53 fehérjére, ill. a TERT
MRNS szintjére gyakorolt hatasukkal (6. és 7. abkaljutatas masodik részében az E7 egy
masik ismert cellularis célpontjanak, a CDC25A-aakexpressziodjat is vizsgaltuk valds idej
PCR segitségével. Masokhoz hasonl6éan a mi rendddsii is az E7 novelte a CDC25A
expresszios szintjét (10. abra) (Katethal., 2001).
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10. abra: A HPV 16 E6 és E7 onkogének hatasa a CDER expresszidjara human
keratinocitdakban. Az RQ értékeket a valo idejPCR elemzése soran nyertik. A kontroll
vektorral transzdukalt (LXSN) proliferalé sejtek R&téekét tekintettik 1-nek, és a tobbi
ertéket ehhez viszonyitottuk. Az abran reprezentatifikonok lathatok a standard deviacios
hibasavokkal (**p<0.01).

Microarray elemzeéssel hataroztuk meg a HPV 16 EB,IlE E6/E7 vektorokkal
transzdukalt sejtek teljes expresszios mintazataekdor kontrollal (LXSN) transzdukalt

sejtekhez képest. A kisérlet sordn alacsony pas$zaejteket haszndltunk, 3 biologiai
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parhuzamosban. A 4 sejtvonal expresszios profigoki kilonbséget egytényiész variancia-
analizissel (ANOVA) és hierarchikus klaszter anstiel elemeztiik. A microarray-t és az
adatok elemzését Dr. Péliska Szilard (UD-GenoMed, Kfebrecen) végezte, az eredmények
ertékelését és ertelmezését pedig a mi munkacsmporAz ANOVA elemzés altal kapott
eredményeket a masodik kozlemeény (Gyongyeisal., 2014) elektronikus valtozatanak
kiegészid anyagaban, a http://static-content.springer.coma@$%3A10.1007%2Fs00705-
014-2305-y/MediaObjects/705_2014 2305 MOESM2_ESW.paldalon taladlhat6 meg.

Azoknak a géneknek a listajat, amik az elemzésnsiegalabb 1,5-sz6rés FC (fold change)

valtozast mutattak szintén a masodik kdzlemeénytelrlikus valtozataban, a http://static-
content.springer.com/esm/art%3A10.1007%2Fs00705230%-
y/MediaObjects/705_2014 2305 _MOESM1_ESM.pitlalon érhet el. Az IPA (Ingenuity

Pathway Analysis) elemzés megmutatta, hogy ezekmekéneknek a nagy része a

sejtciklusban, a sejthalalban és a proliferaciobese részt (3. tablazat). Osszhangban mas,
hasonl6 mddszerekkel dolgozé kutatdcsoportokkalfffDet al., 2003; Karstensesmt al.,
2006; Kravchenko-Balashat al., 2009; Wanet al., 2008), talaltunk szamos olyan, a
keratinocita differencidlodashoz kothetgént (tobbek kozott IVL, SPRR-ek, S100A
proteinek, KRT-ok) amelynek az expresszibja szigaifsan csokkent a HPV onkoproteinek

hatdsara (3. és 4. tablazat).

3. tablazat: A HPV 16 onkoproteinekkel transzdukalt sejtekben kulonboébkeppen
expresszalodo gének funkcionalis analizise

Az adott A keratinocita
Funkeié funkciéhoz differenciaciohoz arték
kapcsolodo gének  kapcsol6dé gének P
szama szama
Sejtciklus 142 2 2.22E-26 - 2.30E-03
Sejt osszesze@es 104 2 3.92E-22 - 2.07E-03
és szervaimés
DNS replikéacio,
rekombinacio és 130 0 3.92E-22 - 2.33E-03
javitas
Proliferacio 174 7 1.49E-13 - 2.31E-03
Sejthalal és tulélés 176 5 1.18E-12 - 2.02E-03

A kllénboképpen expresszalddd gének funkciondlis jellemziEs&t(Ingenuity Pathway
Analysis) szoftverrel végeztik. A legnagyobb mémk valtozé 5 funkcio lathaté a
tablazatban.
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4. tablazat: A microarray elemzés soran szignifikAns expresszidltozast mutatd, a
keratinocita differencialédasban résztveds gének FC (fold change) értékei

Gén jele Gén neve 16E6  16E7  16EGE7 p érték
DSC1 dezmokollin 1 -1.19 -4.08 -2.64 0.014
DSG1 dezmoglein 1 1.32 -2.44 1.21 0.021
FLG filaggrin 1.19 -2.39 -1.56 0.040
IVL involukrin -1.60 -1.70 -2.53 0.004
KRT1 keratin 1 1.04 -2.93 -1.50 0.035
KRT10 keratin 10 1.26 -3.87 1.01 0.009
KRT13 keratin 13 -1.25 -2.29 -1.70 0.031
KRT16 keratin 16 -1.05 -1.74 1.06 0.044
KRT19 keratin 19 -1.56 1.26 -1.90 0.012
LCE2B late cornified envelope 2B -1.01 -1.75 -1.21 0.011
S100A8 S100 kalciumkétfehérje A8 -1.17 -1.26 -2.11 0.030
S100A9 S100 kalciumkétfehérje A9 -1.37 -1.43 -3.31 0.005
SPRR1A small prolin-rich protein 1A -1.15 -1.55 91. 0.021
SPRR1B small prolin-rich protein 1B -1.11 -1.25 511. 0.039
SPRR2A|  small prolin-rich protein 2]A -1.87 -1.39 -2.81 0.031
SPRR2B small prolin-rich protein 2B

SPRR3 small prolin-rich protein 3 -1.97 -4.06 -3.79 0.014

8FC értékeket a vektor kontrollal (LXSN) transzdulsijtekhez viszonyitottuk.

HPV 16 onkoproteinek hatasa a keratinocitak differacialodasaban résztveér géenek

MRNS szintjére

A microarray elemzésih nyert eredményeinket valos ideRT-PCR-rel afsitettiik
meg a differencialodashoz kothejének egy részén. Ismerve azt, hogy a valoé BIER-nek
nagyobb az érzékenysége és jobb a reprodukalhaiosayaldés idéj PCR analizishez
kivalasztottunk néhany olyan gént is, amely a namay elemzés sordn nem mutatott
szignifikans kulonbséget a HPV onkoproteinek hatjsde ismert, hogy szerepet jatszik a
keratinocitak differencialodasaban (CNFN, KRT4, LGB 00A10 és S100A12). Ahogy azt
az 5. tablazat mutatja, a legtobb vizsgalt gén esqmidja szignifikansan csokkent a HPV 16
E6 és E7 onkogének jelenlétében. Taldltunk néh&ygnagént, amelynek az mRNS szintje
szignifikans csokkenést mutatott a valéside{CR soran, mig a microarray elemzésben nem
(CNFN, LOR, S100A10, S100A12).
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5. tdblazat: A keratinocita differencialédasban régtvevé gének RQ (relativ
guantification) értékei

Gén jele Gén neve LXSN 16E6EY
CNFN kornifelin 1+0.18 0.46 £ 0.03
DSC1 dezmokollin 1 1+0.15 0.17+0.01
DSG1 dezmoglein 1 1+0.18 0.63+0.03
VL involukrin 1+0.21 0.13+0.02
KRT1 keratin 1 1+0.15 0.23+0.01
KRT4 keratin 4 1+0.15 0.09+£0.01
KRT5 keratin 5 1+0.17 1.85+0.18
KRT10 keratin 10 1+0.10 0.72+0.04
LOR lorikrin 1+0.10 0.80 £0.03
NOTCH1 notch homolog 1 1+0.13 0.50 £ 0.03
SERPINB2 plazminogén aktivator inhibitor-2 1+0.18 0.49 £ 0.02
S100A8 S100 kalciumkétfehérje A8 1+0.12 0.13+0.01
S100A9 S100 kalciumkétfehérje A9 1+0.13 0.11+£0.01
S100A10 S100 kalciumkétehérje A10 1+£0.12 0.79 £ 0.07
S100A12 S100 kalciumkétfehérje A12 1+0.12 0.10+0.01
SPRR1A small prolin-rich protein 1A 1+0.13 0.2801
SPRR1B small prolin-rich protein 1B 1+0.10 0.30.643

® RQ értékeket (standard deviacioval) kvantitativogaideji PCR-rel nyertilk és a vektor
kontrollal (LXSN) transzdukalt sejtekhez viszonyiixk

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 valosideCR kisérletekben, kilon-kulon is vizsgalva azé&6
E7 onkogének hatéasait. Osszehasonlitasként vélasmaegy bazalis keratint is, a keratin 5-
ot (KRT5), amelyél tudjuk, hogy expresszidja nem valtozik a differ@hddas soran. Ebben
az esetben azt tapasztaltuk, hogy a KRT5 mRNSjsamatoban nem cstkkent az E6 ill. az
E7 hatasara. Ezzel szemben, a keratinocita dit&kEdasban résztvévgének (DSC1,
KRT1, KRT4, KRT10, S100A8, S100A9 és SPRR1A) sdigansan csokkent expressziot
mutattak azokban a sejtekben, ahol mindkét HPV prikein egyutt volt jelen (11. abra).
Munkam el$ felében a human involukrin gén esetében is ezstdpltuk génexpresszios
kisérleteinkben (Gyongyost al., 2012). Ezek az eredmények arra engednek kovetkezt
hogy a HPV E6 és E7 onkoproteineknek valamilyeald@tios hatasa van a tobbrétdgaim
sejtjeinek differencidlédasaban szerepet jatszélgénabalyozasaban.
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11. 4bra: A HPV 16 E6 és E7 onkogének hatdsa a DS(H), a KRT1 (B), a KRT4 (C), a
KRT10 (D), a S100A8 (E), a S100A9 (F), a SPRR1A (@5 a KRT5 (H) expresszidjara
human keratinocitakban. Az RQ értékeket a valos idePCR elemzése soran nyertik. A
kontroll vektorral transzdukalt (LXSN) proliferakejtek RQ értékét tekintettiik 1-nek, és a
tobbi értéket ehhez viszonyitottuk. Az abran repnéativ grafikonok lathatok a standard
deviacios hibasavokkal (*p<0,05; **p<0,01;***p<0,0N
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HPV 16 onkoproteinek hatadsa a keratinocitak differacialodasaban résztved gének

promoter aktivitasara
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12. abra: A HPV onkoproteinek hatasa a DSC1 (A), KRT4 (B), a S100A8 (C), a
SPRR1A (D) és a KRT5 (E) riporter konstruktok transzkripcios aktivitdsara. A luciferaz
aktivitas értékeket azoknak a sejteknek az aktahé@z viszonyitottuk, amelyek a megfélel
riporter plazmid mellett az tres (pcDNA) expresszigktorokkal voltak transzfektalva. Az
adatok legalabb 3 flggetlen kisérldtiszarmaznak, a hibasavok a SEM értékeket mutatjak
(*p<0,05; **p<0,01;***p<0,001).
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Luciferaz riporter rendszer segitségével vizsgaltukHPV onkoproteinek hatasat
olyan, a differencialodasban résztéeyenek 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) promotereit tartalmazo riporter vektorokled a HPV 16 E6 és/vagy E7
onkogéneket expresszald vektorokkal (12. 4bra).dMan 4 vizsgalt gén promoterének
aktivitasa csokkent a vektor kontrollhoz (pcDNA)pkét azokban a sejtekben, amelyekben a
két onkoprotein egyutt (L6EGE7) volt jelen. Ahogy @artuk az expresszios kisérleteink és az
irodalom alapjan, a bazalis keratin 5 promoéteréaktvitasat nem csokkentettek a HPV
onkogének (12E. abra). Ezek az eredmények arradapgekdvetkeztetni, hogy a HPV 16
onkoproteinek a hatasukat legaldbb részben a kecitta differencidlédasban szerepet jatszé

gének transzkripcios gatlasan keresztil fejtik ki.

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

Feltételeztik, hogy a HPV 16 onkoproteinek a gdttasukat a keratinocita
differencialdodasban résztu@vgénekre esetleg néhany transzkripcidés faktor i&sanak
modositasan keresztul fejtik ki. Ennek érdekébent ladatbdzis (TFSEARCH-
www.cbrc.jp/research/db/TFSEARCH.html és The JASRHa&dpar.genereg.net; threshold:
80.0.) segitségével elemeztik a vizsgalt promoétemdkvenciait. Ahogy az a 13. abran
lathatd, a promoterek mindegyike tartalmaz lehaségh6helyeket az AP-1 és a C/EBP
transzkripcids faktor csalad tagjainak. Ezért tramz transzfekcios kisérletekben vizsgaltuk,
hogy a HPV onkoproteineknek van-e valamilyen hatégaknek a faktoroknak az
aktivitasara. Ehhez a HPV 16 onkogéneket expresseadktorok mellett, olyan luciferaz
riporter plazmidokkal transzfektaltunk HFK sejtekatnelyek az AP-1, ill. a C/EBP faktorok
csokkentette mind az AP-1, mind a C/EBP faktorokiviksat (14. &bra). Ezek az
eredmények azt sugalljak, hogy a HPV 16 E6 és EKomoteinek a keratinocita
differencialodasban résztwev gének promoterét néehany olyan transzkripcios fakto
aktivitasanak gatlasaval szabalyozzak, amik forszeabalyozoi ezeknek a promotereknek,

mint példaul az AP-1 és a C/EBP faktor csaladojatag

42



DSC1 po—o—onoo O-AdO|

(]

S100A8 I—O—DA—O—D—A—D—D—D—DooquiD—|

SPRR1A ——oo—0-40 Ao rnoron T

It

KRT4 IO—o——oore—o0— A

A - putativ AP1 faktor kétéhely

O - putativ C/EBP faktor kétéhely

O - putativ Ets faktor k6téhely

@ - putativ POU domén koétdhely

¢ - putativ Sp1 faktor kétéhely
|—’ - transzkripcids starthely

13. abra: A DSC1, S100A8, SPRR1A and KRT4&enilla luciferaz riporter plazmidok
(SwitchGear) sematikus abrazoldsaNeéhany kivalasztott transzkripcids faktor &dely
felismei helyet tuntettiink fel az abran (TFSEARCH-
www.cbrc.jp/research/db/TFSEARCH.html és The JASHadpar.genereg.net adatbazisok;
threshold: 80.0.).
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14. abra: A HPV onkoproteinek hatdsa a C/EBP (A) ésaz AP-1 (B) transzkripciés
faktorok aktivitasara. A luciferaz aktivitas értékeket azoknak a sejtékae aktivitasahoz
viszonyitottuk, amelyek a megfedetiporter plazmid mellett az Ures (pcDNA) expreészi
vektorokkal voltak transzfektalva. Az adatok ledu@ fluiggetlen kisérletb szarmaznak, a
hibasavok a SEM értékeket mutatjak (*p<0,05; **@0,
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MEGBESZELES

Munkam sordn a HPV természetes gazdasejtjeibenuraam keratinocitdkban
vizsgaltam a differencialodasi folyamatban szergpttzd gének expresszids valtozasat a
HPV 16 E6 és E7 onkoproteinjeinek hatasara. Kutaté®l$ felében (Gyongyoset al.,
2012) az IVL és a TGM1 gének, mint fontos keratiteoadifferencialédasi markerek
expresszios valtozasait vizsgaltuk a HPV onkopneteijelenlétében. Azt tapasztaltuk, hogy a
HPV 16 E6 és E7 onkoproteinek szignifikAnsan csiotdteek az endogén IVL mRNS és
fehérje szintjét huméan keratinocitdkban. Ezek admények 6sszhangban vannak korabbi
tanulmanyokkal, amik cervix carcinomabdl szarmazdtéakon végeztek microarray analizist.
Az IVL és néhany mas, differencialoédas altal szgdmdtt gén (keratinok €s small prolin rich
proteinek) expresszioja a méhnyakrakos mintakbékkent a normal cervikalis mintakkal
0sszehasonlitva (Santiet al., 2005; Wonget al., 2006). Ennek megfel&n azokban a
kozleményekben, ahol retrovirus vektorokkal trangadt human keratinocitakat hasznaltak a
cervikalis karcinogenezis vitro modellezésére, szintén azt talaltak, hogy a HPkogének
jelenlétében az IVL és mas differencialodasbantvésé gének expresszidja lecsokkent
(Duffy et al., 2003; Kravchenko-Balasheat al., 2009; Wanet al., 2008). Azonban a
microarray analizis nem nyujt informaciot a génesgrid mechanizmusardl. Ezért
elsbdleges célunk az volt, hogy a génexpresszids enmegiehét a sokkal megbizhatobb valos
ideji RT-PCR-rel nyerjik néhany keratinocita differehitasban fontos gén esetén és
vizsgaljuk a génexpresszios eltéréseket okoz6 mtiaek mechanizmusokat luciferaz riporter
rendszer segitségével. Fontosnak tartottuk a HPFROgamek hatasat a differencialodashoz
kotheth gének expresszidjara proliferdldo és differencialdaeratinocitakban is vizsgalni,
ugyanis a differencialodo sejtek talan még jobbadelezik azt a cellularis kdrnyezetet, amit
a HPV-k a produktiv életciklusuk soran igényelnek.

Ahogy azt vartuk, a HFK sejtek differencialédasanaiukaldsa szérummal és a
megemelt kalcium szinttel jeléigen megnovelte az endogén IVL és a TGM1 mRNS stintj
(6. abra). A HPV 16 E6 és E7 onkogének egyutt sidigmsan csokkentették az IVL mRNS
szintjét, de érdekes mdédon csak mérsékelt hatagtula MGM1 mRNS szintjére. Ez arra utal,
hogy a HPV onkoproteineknek kulonigoaatasa van a differencialodasban fontos kiloééboz
gének expresszidjara. Uginik, hogy proliferald sejtekben az E6 és az E7 gékeknek

szinergista szabalyoz6 hatasa van az IVL mRNSjéentDifferencialodo sejtekben, ahol az
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IVL expresszidoja megemelkedett, a HPV onkogénekztzkdVL mRNS csokkenés kisebb
volt, de még mindig szignifikans. A Western bloahnis is azt mutatta, hogy a HPV 16 E6 és
E7 onkoproteinek egyitt csokkentik az IVL fehérgngét is, mind a proliferalé, mind a
differencialodo sejtekben (7. abra). Egy korabbiutmanyban mar megallapitottak, hogy a
HPV 6, ill. HPV 16 E7 expresszidja csOkkenti az Igitotein szintjét human keratinocitakban
(Zhanget al., 2006). Ezekdl az eredményekid arra kovetkeztethetlink, hogy a HPV 16 E6
és E7 onkoproteinek az IVL alap és differenciaciddikalta expressziojat is cstkkentik HFK
sejtekben.

A keratinocitdk differencidlodasaban résztvegének (t6bbek kozott az VL)
expresszidja a transzkripcié szintjén szabalyoz@Hitkertet al., 1997; Rosset al., 1998).
Ezért vizsgaltuk tovdbb a HPV 16 onkoproteinek $@t@z VL prométerének transzkripcios
aktivitasara. Ehhez HFK sejteket transzfektaltunRVH16 E6 és/vagy E7 onkogéneket
expresszald vektorokkal és olyan luciferaz ripogizmiddal, ami a human IVL gén teljes
részét ezt kovéen 24 éraig differenciéltattuk. Korabbi eredményekinasonléan (Eckeet
al., 2004), a differencialtatas szignifikansan megtiéveaz IVL promoter aktivitasat.
Proliferal6 sejtekben csak a HPV 16 E6 cstkkentette VL promoter transzkripcios
aktivitasat, az E7 nem. Differencialodé HFK sejtekipedig a két HPV onkoprotein egyuitt
eredmények azt mutatjak, hogy az endogén IVL mRBIrétein szintjenek cstkkentése 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 expressziojat
mas mechanizmusokkal is szabdalyozza. Sherman ékatdusai leirtak, hogy a szérum és
kalcium indukélta keratinocita differencidlodastH®V 16 E6 gatolja, ami nem hozhato
egyértelnii 6sszefliggésbe a p53 inaktivalasaval (Sherehah, 2002). Ugyanakkor a HPV
16 E6 a Notchl expresszidjat is csokkenti valdgetna p53 degradacidjaval. A Notchl-nek
2007), expresszidjanak valtozasat a két HPV 16 géhkojelenlétében valés idePCR
kisérleteinkben mi is igazoltuk (5. tablazat).

Azért, hogy lokalizalni tudjuk a HPV onkogének Isitaz IVL promoteren, olyan
luciferaz riporter konstruktokat hasznaltunk, are&lya szabalyoz6 régié kulonkiHz
hosszUsagu szakaszait tartalmaztak. Az IVL gén |lRRutalmaz egy disztalis (DRR, a
transzkripcios starthelt szamitott -2473/-1953 nukleotidok k6zott) €s pgyximalis (PRR,

45



a transzkripcios starthebiit szamitott -2473/-1953 nukleotidok kozott) résgtKert et al.,
2004). Az IVL szabdlyozé régidja 5 AP-1 kbelyet tartalmaz. A DRR (AP-1-5) és a PRR
(AP-1-1) részekben elhelyezkiekét elem esszencidlis a promoter aktivitasahonkBet al .,
1998; Crishet al., 2006; Weltert al., 1995). Az AP-1 faktorok (c-fos, fosB, Fra-1, RXae-
jun, junB és junD) a tobbrétégham kulénboé rétegeiben expresszalédnak, expresszios
mintazatuk a differencidlédasban résztvaeyének kifeje#dését szabalyozza (Eckedtt al.,
1997; Mehicet al., 2005; Rosskt al., 1998). A dominans negativ c-jun (TAM67) az IVL
promoéteren képes az AP-1 Kkbely gatlasaval akadalyozni az IVL expresszidjat
keratinocitakban (Haret al., 2012). Az egyes AP-1 faktorok funkciojanak megyzZdsa
pedig fontos szerepet jatszik a keratinocyta diffieralodasban és rakos folyamatok
kialakuldsdban (Eckerét al., 2013). Emellett, az IVL promoéter funkcibjaban AP-1
faktorokon kivil a C/EBP és Sp1 faktorok is Iényefiekciot toltenek be (Cristt al., 2006;
Eckert et al., 2004). A mi eredményeink azt mutatjak, hogy a HP& E6 legnagyobb
mértékben a leghosszabb IVL promoéter konstrukivaksat csdokkentette, 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 foglahgaha. Ez a hatas mind a proliferald,
mind a differencialodd keratinocitakban észlethetolt (9. &bra). Ebfl arra
kovetkeztethetlink, hogy az IVL gén szabalyoz¢ fjégigk proximalis része tartalmaz olyan
transzkripcids faktor kéhelyeket, amelyeket a HPV 16 E6 képes szabalyozni.

A HPV E7 onkogénnek csak a leghosszabb IVL promiéégmentet tartalmazé (IVL-
2418) konstruktra volt szignifikdns gatlé hatasa, ext a hatast csak a differencialodo
sejtekben tapasztaltuk (9. abra). Ez arra utaftoay az E7 hatasa az IVL promoterre kevéshé
direkt vagy specifikus, mint az E6 hatasa. ElképeBhek tartjuk, hogy az E7 hatasa az IVL
expresszidjara (szinergista gatlo hatas az EG&bz IVL promoter aktivitasara (mérsékelt
gatlé hatas differencialédo sejtekben) nem direkgyw specifikus kapcsolat, hanem inkabb
olyan mechanizmusoknak kdszénheamiket nemrégiben irtak le. llyen példaul az,yhag
DEK proteint transzkripcidésan aktivalja a HPV 16, E$ kimutattak, hogy ez fontos szerepet
jatszik a sejtproliferacio indukalasaban és a dhfieialédasi folyamat gatlasaban (Wise-
Draperet al., 2005; Wise-Drapeet al., 2009). Tovabba a HPV 16 Ed@megallapitottak,
hogy aktivalja a nucleophosmint (NPM) poszttrangeios szinten, és ennek is Iényeges
szerepet tulajdonitanak a keratinocita differedclds akadalyozasaban (McClosketyal.,
2010).
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Kutatasunk folytatasaként, terveink kozott szereprlgy egyéb differencialodashoz
kothet) gének expresszidjat is vizsgaljuk a HPV 16 onktgnek jelenlétében (Gyongyosti
al., 2014). Munkank kovetkéz részében lehéségink nyilt elvégezni a teljes genom
expresszios mintazatanak elemzését microarray seggitel a HPV 16 E6 és/vagy E7
onkogénekkel transzdukalt human keratinocitakodifferencialodasban fontos gének esetén
az eredményeinket valos iflePCR-rel efsitettiik meg. A microarray elemzéstudjuk,
hogy nagyon jol hasznéalhat6 teljes génexpresshkdszésre, ugyanis egyszerre tébb ezer gén
expresszios valtozasat tudjuk vele vizsgalni. Azonbz is ismert, hogy az alacsony szinten
expresszalodd géenek esetén a microarray kevesb@dspoilyen szempontbdol gyengébb
teljesitményt mutat (Beckmaat al., 2004). Vizsgélataink sordn mi is azt tapasztalhdgy
néhany gén esetén (CNFN, KRT4, LOR, S100A10 és AlP0csak a valdés idéjPCR
vizsgalatokban tudtuk kimutatni, hogy a HPV onkdpnoek hatasara megvaltozik az
expressziojuk, ez a kulonbség a microarray anhgnisiem volt eszlelh&t

A legtobb keratinocita differencialédashoz kothgénbl, amiket vizsgélataink soran
talaltunk, mar méhnyakrakos mintakon kimutattakgyhosokken az expressziojuk a HPV 16
onkogének hatasara a normal cervikalis sejtekhpedtgSantiret al., 2005; Wonget al.,
2006). Ennek megfel@&nin vitro sejttenyésztési modellekben is a magas onkogérakatk
HPV-k onkoproteinjei is csOkkentették ezen génelpresszidjat (Duffyet al., 2003;
Karstenseret al., 2006; Kravchenko-Balastehal., 2009; Waret al., 2008). EbbBI ugy finik,
hogy a magas kockazati HPV tipusok a keratinodifarencialédasban résztvéwének
expresszigjat valamilyen altalanos hatassal csdakkeh HPV onkoproteinek ezen hatasanak
fontos szerepe lehet a virus produktiv életciklagdfKajitani et al., 2012). A gazdasejt
differencialddadsanak késleltetése kiemetkdédntossaglu a HPV-hez tarsithaté premalignus
cervikalis 1éziékban (CIN), és ez lathatd a HPVitaldimmortalizalt organotipikus (raft)
kulturakban tenyésztett keratinocitakban is (Blanéb al., 1991; McCanceet al., 1988;
Merrick et al., 1992).

Azonban kevés adat van arrél, hogy a keratinodiferdncialodasban fontos gének
expresszigjat a HPV onkogének milyen mechanizmubséblyasoljak. Ezért kutatasunk
masodik részében tovabb szerettiik volna vizsgaliVh-on kivil mas, differencialédasban
résztvev gének (DSC1, KRT4, S100A8 és SPRR1A) transzkrgpaldivitasat. Ezek a gének
csokkent expressziot mutattak a HPV 16 onkoprokejelenlétében a mi vizsgélatainkban és
kordbbi tanulméanyokban is (Duffgt al., 2003; Karstensed al., 2006; Kravchenko-Balasha
et al.,, 2009; Wanet al., 2008). Kimutattuk, hogy mindegyik gén promoteitéradktivitasa
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csokkent a HPV onkoproteinek hatasara. Minden esetb lege¥sebb hatast azokban a
sejtekben tapasztaltuk, ahol mindkét HPV onkogélenjevolt (12. &bra). Eli arra
kovetkeztethetiink, hogy HPV E6 és E7 onkoproteiekktalan additiv vagy szinergista
hatasa van a differencialodashoz kathgdnek expresszidjara.

Azt tapasztaltuk, hogy a valos idePCR-rel kapott génexpressziés és a luciferaz
teszttel nyert promoter aktivitdsi eredmények jokrklaltak egyméassal (11. és 12. abra
0sszehasonlitdsa). Azonban néhany esetben a szabafgiok aktivitasai eltérést mutattak a
génexpresszids eredmeényekhez képest. Példaul aldm7-nek alig volt hatasa az S100A8
MRNS szintjéere (11E. abra), de szignifikansan ceiidite az S100A8 promoterének
aktivitasat (12C. 4bra). Ezzel éppen elleitkeg a HPV 16 E6 ésen csokkentette a
SPRRI1A expresszidjat (11G. 4bra), mig a SPRR1A&yed0 régidjanak aktivitasara nem
volt szignifikans hatasa (12D. abra). Ezek az eddrek azt sugalljak, hogy a transzkripciés
szabalyozason kivil mas mechanizmusok (talan passitkripcidos maodositasok) is
hozzjarulhatnak ezeknek a géneknek a HPV onkadpeitdltali expresszids géatlasahoz. A
HPV 16 EG6-rol kimutattdk, hogy a human TERT génregpziojat a transzkripcidé szinjén
indukalja (Howieet al., 2009). Ehhez azonban még hozzajarul, hogy edyl@es faktorrol
(NFX1-123) kimutattak, hogy a HPV 16 EG6 jelenlétélzehTERT mRNS stabilitdsa megn
(Katzenellenbogesrt al., 2009). Ezért ugytinik, hogy a transzkripcids és poszttranszkripciés
mechanizmusok egyitiikddnek a hTERT expressziojanak HPV 16 E6 Altali
szabalyozasaban. Az is elképzethethogy a transzkripcios szabalyozas mellett,
poszttranszkripcios mechanizmusok (mint az RNS, drésszport és mRNS stabilitas) is
hozzdjarulnak a keratinocita differencialédasi dgenedPV onkoproteinek altali
szabalyozasahoz.

A HPV onkoproteineknek nem volt gatlé hatadsa a KRpf&dmoterére. A KRT5 egy
bazalis keratin, melynek expresszi6jat nem a differalédas szabalyozza. Ebligy tinik,
hogy a HPV 16 onkoproteinek azoknak a géneknekxpresszibjat gatoljak specifikusan,
amiket a differencialodas szabalyoz. Osszefogladvayciferaz eredményeink azt mutatjak,
hogy a HPV 16 onkogének a keratinocita differeridakban résztvévaltalunk vizsgalt
gének transzkripcios aktivitasat csokkentik. Ez aclhanizmus valbszikeg hozzajarul
ezeknek a géneknek premalignus és malignus celvikériokban mutatott csokkent
expresszidjdhoz (Santebal., 2005; Wonggt al., 2006).

Az altalunk vizsgélt prométerek mindegyike, melyekraz aktivitasa valtozott a HPV

onkoproteinek hatasara, tartalmaz lehetséges ARs1 CEBP transzkripcios faktor
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kotohelyeket (13. abra). Ezekra transzkripcidés faktorokrdl tudjuk, hogy a kématita
differencialodashoz koth@tgének transzkripcidés szabalyozasdban Iényegesifitrkltenek
be, és a differencialédas szabalyozza aktivitasilkagxpressziojukat (Eckerdt al., 1997;
Eckertet al., 2004; Mehicet al., 2005; Rosset al., 1998; Rozenbergt al., 2013; Zhuet al.,
1999), ahogy azt mar az IVL esetén is emlitettem.HRV 16 E7 proteiril mar
megéallapitottak, hogy koti az AP-1 transzkripciégtbrokat, mint a c-jun, junB, junD és c-
fos (Antinore et al., 1996). Kisérleteinket olyan riporter konstruktakkfolytattuk,
amelyekben tobb kéhelye talalhatd ezeknek a faktoroknak, és a HPVoprikeineknek
szignifikans gatlo hatasa volt az aktivitasukra.éiEzelképzelhét hogy a HPV 16
onkoproteinek a keratinocitak differencidlédasalfantos gének promoéterét az AP-1 és
C/EBP transzkripcios faktorok aktivitasanak modisiaval gatoljadk. Annak bizonyitasara,
hogy ez valéban igy van, tovabbi kisérleteket tgimé&, agy, mint promoéter mutagenezis és
kromatin immunprecipitacié (ChlP).

Eredményeink azt mutatjdk, hogy a keratinocita edéhcialodas géatlasanak egy
lehetséges mechanizmusa az, hogy a HPV 16 E6 éskoproteinek a differencialédasban
fontos gének promoterét gatoljak. A HPV replikaaichamréteg differencialédd sejtjeiben
torténik, melyekben a sejtciklus a viruséeds hianydban mar nem megy végbe. Az E7
onkoprotein képes indukélni a sejtciklugrehaladésat a differencidlodd keratinocitakban is,
ami fontos Iépés a viralis DNS replikacioban (Lowogtv & Laimins, 2004; Mungeet al.,
2001). Masrés#t az E6 onkogén képes az epitelialis differencid@éleltetésére (Zehlat
al., 2009), ezzel szintén megfeéiaellularis kbrnyezetet biztositva a HPV replikdahoz. Az
IVL és a differencialddas altal szabalyozott eggéhek (DSC1, KRT4, S100A8 és SPRR1A)
csokkent expresszidjanak a HPV onkoproteinek jétében Iényeges funkcioja van a virus

produktiv életciklusdban és a virus altal indukalicinogenezisben.
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OSSZEFOGLALAS

A Kkeratinocitak differencidlédasa és a human pamilvirusok (HPV) replikacids
ciklusa szorosan kapcsolddnak egyméashoz. A magasikatu HPV 16 E6 és E7 onkogénijei
megzavarjak a normal differencialodasi folyamatist,az ezért felés mechanizmusok még
nem tisztazottak. Munkam célja az volt, hogy megyatjam a HPV 16 E6 és E7
onkoproteinjeinek hatasat a keratinocitak differéldcasaban fontos gének expresszidjara.

A primer human Kkeratinocita sejteket (HFK) HPV 1&® Es E7 onkogéneket
expresszald LXSN alapu vektorokkal transzdukaltuk. sejtek differenciéltatasa
szignifikhnsan megemelte az involukrin (IVL) mRN&féhérje szinjét. Az HPV 16 E6 és E7
onkogének egyutt csokkentették az az IVL mRNS ésepr szintjét a differencialtatott, ill.
nem differencialtatott HFK sejtekben is. Tranzigrenszfekcioban és luciferdz tesztben a
HPV 16 E6 cstkkentette az involukrin promoéter akdisat a proliferalo HFK sejtekben. A
HPV 16 E6 gatlé hatasat a human IVL promoéterreraggéximalis szabalyozo részén (PRR)
lokalizaltuk. Ezek az eredmények arra utalnak, hedgyPV 16 E6 onkogén IVL promébteren
kifejtett szignifikans gatlé hatdsa hozzajarul adagén IVL expresszid gatlasdhoz a HPV
onkoproteinek altal. Ezzel ellentétben a HPV 164E&l okozott gatlo hatast az endogén IVL
expresszidjara az E7-nek talan egy kevéshbé digaky specifikus hatasa okozza.

Microarray analizis és kvantitativ valés idlepolimeraz lancreakcion alapuld
génexpressziés elemzés mégiette, hogy a HPV 16 E6 és E7 onkoproteinek gkta
keratinocita differencialédasban résztyewgének expressziojat a HPV onkogénekkel
transzdukalt HFK sejtekben. Tovabba, a lucifer@pnter tesztek igazoltak, hogy a HPV E6
eés E7 képesek gatolni ezen gének promoterénekitakfv is. Az altalunk vizsgalt gének
szabalyoz6 régidja tartalmaz lehetséges AP-1 [EBP transzkripcids faktor kéhelyeket,
melyek a keratinocita differencialédés fontos rétpiai, és a HPV onkoproteinek ezeknek az
aktivitasat is csokkentették tranziens transzfekdidsérleteinkben. Eredményeirikbarra
kovetkeztethetink, hogy a HPV 16 E6 és/vagy E7 gékek a keratinocita
differencialédashoz koth@étgének (dezmokollin 1, keratin 4, S100 kalciuntktghérje A8,
small prolin-rich protein 1A) expresszidjat legddabészben a promoterik aktivitasanak
gatlasan keresztll szabdalyozzak, talan az AP-1 @IEBP faktorok aktivithsanak
modositasaval. A HPV onkoproteineknek ez a hataddsxirileg fontos szerepet jatszik a

virus produktiv életciklusaban és a virus altabkdt karcinogenezis folyamataban is.
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SUMMARY

The life cycle of the human papillomavirus (HPV)cissely linked to keratinocyte
differentiation. The HPV 16 E6 and E7 oncoprotdiase been shown to hamper the normal
differentiation of keratinocytes; however, the umglag mechanisms responsible for this
phenomenon are yet to be clarified. The purpodbisfstudy was to investigate the effects of
HPV16 oncoproteins on the expression of genes wedbin keratinocyte differentiation.

Human foreskin keratinocytes were transduced by NX@&sed retrovirus vectors
expressing HPV 16 E6 and E7. The differentiatiotH&K cells significantly increased both
the mRNA and the protein levels of involucrin (IVO)he E6 and E7 oncoproteins of HPV 16
together caused strong down-regulation of IVL mR&il protein both in proliferating and in
differentiating HFK cells. In transient transfectiassays and luciferase tests, we found that
HPV 16 EG6 repressed IVL promoter activity in pretditing HFK cells. The inhibitory effect
of HPV 16 E6 on the human IVL promoter could bealaed to the proximal regulatory
region (PRR) of the gene. These results suggestiibadown-regulation of IVL promoter
activity by HPV 16 E6 significantly contribute tdé inhibition of endogenous IVL
expression by the HPV 16 oncoproteins. In conttastdown-regulation of endogenous IVL
expression by HPV16 E7 is probably caused by adesst and specific effect of E7 on the
IVL promoter.

Gene expression analysis performed with microaaaglysis and quantitative real-
time polymerase chain reaction confirmed that HBVEG and E7 oncogenes down-regulate
the expression of several genes involved in kevatite differentiation in HPV oncogene
transduced HFK cells. Furthermore, luciferase repassays revealed that the HPV 16 E6
and E7 oncoproteins were able to down-regulateptibenoter activity of several of these
genes. The regulatory region of each studied gentams putative binding sites for AP-1 and
C/EBP transcription factors, which are importargulators of keratinocyte differentiation,
and the HPV oncoproteins also reduced their agtivit our transient transfection
experiments. Our results suggest that the HPV l1@mBor E7 oncogenes may have the
potential to down-regulate the expression of séJuaeatinocyte differentiation genes (such
as desmocollin 1, keratin 4, S100 calcium-bindingtgin A8 and small proline-rich protein
1A) at least partially by down-regulating their proter activity, maybe through modifying
the activities of AP-1 and C/EBP factors. This atyiof the HPV oncoproteins may have a

role in the productive virus life cycle, and alsovirus induced carcinogenesis.
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