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BEVEZETES

A cervix carcinoma a ndék harmadik leggyakoribb daganatos megbetegedése,
Magyarorszagon is a vezetd halalokok kozé tartozik (Parkin et al, 1999). Az endocervix
egyrétegll ¢s az ectocervix tobbrétegli hadmjanak taldlkozasi helyérdl kiindulé elvaltozas tobb
stddiumon megy keresztiil, mig az invaziv carcinoma kialakul. A betegség kialakuldsaban a
human papillomavirusoknak (HPV) van etiologiai szerepe: a méhnyakrakos betegek 90 %-
aban kimutathaté az elvaltozasokbol papillomavirus genom jelenléte, az esetek felében a
HPV16 van jelen (Franco et al, 1999).

A genitalis hamokat fert6z6 human papillomavirus-tipusok onkogén kockazatuk
alapjan alacsony és magas kockazatli csoportba oszthatok. Az elébbi kategéridba tartozik a
HPV6, HPV11, mig a magas onkologiai kockazatu csoportban talalhaté a HPV16 a HPV1S,
HPV31 és HPV45 mellett. Egy adott genotipuson beliil is el6fordulnak kiilonb6z6 intratipusos
variansok. A HPV16 eurdpai (E) prototipusan kiviil 2 afrikai (Afl és Af2), egy azsiai (As),
egy azsiai-amerikai (AA) és egy észak-amerikai (NA1) varidns létezik (Yamada et al, 1997).
Az intratipusos varidnsok eltéré onkogén kockéazattal rendelkeznek: az AA és NAI
gyakrabban tarsul magas kockazati neoplédzids elvaltozasokhoz, mint a tobbi varidns. Ezért a
jelenségért a Po; 16 korai promdter megnovekedett transzkripcios aktivitasa, és az E6 protein
fokozottabb immortalizal6 hatdsa lehet a felelds (Kammer et al, 2000). A HPV16-pozitiv
cervix carcinomakbdl gyakran izoldlnak megndvekedett transzkripcids aktivitdsu, az
LCR-ben delécidt tartalmazd varidnsokat is (Dong et al, 1994). A kiilonb6z6 intratipusos,
illetve természetes deléciés variansok részletesebb vizsgalata magyarazatot adhat a
megnodvekedett transzkripcids aktivitasra, illetve a neoplézids elvaltozdsok kimenetelét
tekintve prognosztikai szerepe is lehet.

A cervix carcinoma kialakulasdhoz a HPV fertdzésen kiviil cellularis események is
hozzajarulnak. A betegség kifejlodésében jelentds szerepe van a gazdaszervezet
immunologiai és genetikai hatterének, citokineknek, ndvekedési faktoroknak, illetve egyéb
kofaktoroknak (szexudlis szokasok, dohanyzas, hormonalis hatdsok) is (Schneider, 1994).

A TGF-B2 a transzformald ndvekedési faktorok csalddjaba tartozd citokin, mely a
keratinocitak differencialédasa soran indukalodik, és gatolja azok szaporodasat (Glick et al,
1990). Mivel a human papillomavirusok szaporodasahoz sziikséges a fert6zott gazdasejtek
osztddasanak fenntartasa, a TGF-B2 antagonisztikus hatasa csokkenti a HPV szaporodasanak

esélyeit. Egy nemrég megjelent kozleményben (Nees et al, 2000) kimutattak, hogy a HPV16



E6 ¢és E7 proteinje primer keratinocita sejtkultiraban csokkenti a TGF-B2 fehérje szintjét.

Arrdl azonban, hogy milyen mechanizmus allhat a gatlo hatas hatterében, nem volt adat.



IRODALMI ATTEKINTES

1. A human papillomavirus 16 (HPV16) szerkezete, genomi szervezddése, fehérjéinek

funkcioi

A papillomavirusok (PV) a Papillomaviridae csaladba tartozo, kis méretii, burok
nélkiili, ikozahedralis szimmetridji DNS virusok. Az 52-55 nm atmérdjli, 72 kapszomerbdl
felépiilo kapszidon beliil cirkuléris, duplaszala, kb. 8000 bazispar (bp) nagysdgi DNS
talalhat6. A HPV16 Osszes, virusfehérjét kodold szekvencidja a duplaszala DNS egy szalara
lokalizalodik (zur Hausen, 1996). A 7904 bp méretli genom egy megkozelitdleg 4,5 kb
nagysdgu korai (early, E), egy majdnem 3 kb késéi (late, L), és egy kozel 1 kb méretii,
fehérjéket nem kodold, szabalyoz6 funkcioji szakaszra (long control region, LCR) tagolodik.
A korai régi6 6, a kés6i 2 nyitott leolvasasi keretet (open reading frame, ORF) tartalmaz

(Turek, 1994).
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1. dbra
A HPV16 genomi szervezédése
Py;: 6 korai promoter, Ag és Apr: korai és késoi poliadenilacios szignal
(Shah, 1996)

Az E1 ORF terméke egy 68 kDa méretii helikdz és ATP-az aktivitassal rendelkezd
foszfoprotein. Specifikusan kapcsolodik a virus replikacios origdjahoz, emellett a cellularis
DNS-polimeraz a-primaz kotésével biztositja a replikacid elinditdsdhoz és az elongéaciohoz

sziikséges cellularis faktorokat (Yang et al, 1993; Park et al, 1994). Az E2 fehérje egy



N-terminalis elhelyezkedésli transz-aktivator domént, egy centralis kapcsolo régiot €s egy, a
DNS kotéséhez sziikséges C-termindlist tartalmaz (Giri and Yaniv, 1988; Yang and Botchan,
1990). Jarulékos szerepe van a virdlis DNS replik4ciojaban: noveli az E1 fehérje kotodési
affinitasat az ori-elemhez, tehat stimuldlja az E1 replikaciét inditd szerepét (Yang et al, 1991).
Ezen kiviil alacsony koncentracidban transz-aktivatorként a Pgs-es promoteren keresztiil
noveli az E6 és E7 mRNS-ének mennyiségét, mig magasabb koncentracioban ugyanezekre a
génekre gatlo hatast fejt ki (Bouvard et al, 1994). Az E2 protein represszor hatdsa a korai
promoterre az LCR két proximalis helyzetli E2 kotShelyén keresztiil valosul meg azaltal,
hogy eltavolitja a promoter melldl a pozitiv hatdsa Sp-1 transzkripcios faktort. A fehérje
befolyésa a Pos-re fligg az E2 ORF alternativ splicingjatdl is (Romanczuk and Howley, 1992).
Az E4 ORF a korai région beliil helyezkedik el, a fehérje expresszidja viszont a HPV16
szaporodasi ciklusanak késoi fazisara korlatozdodik. Szerepe a produktiv infekcidoban van ama
tulajdonsaganak koszonhetéen, hogy kotddve a gazdasejt citokeratin haldézatdhoz annak
Osszeomlasat idézi eld, igy segitve a virus kiszabaduladsat a sejtmagbdl (Doorbar et al, 1991).
Az E5 gén terméke egy 44 aminosavbol felépiild hidrofob transzformald fehérje, mely a
sejtmembranba épililve képes kapcsolatba 1épni ndvekedési faktorok receptoraival (EGF-R,
PDGF-R), és aktivalni azokat (Turek, 1994). Az ES5 fehérje a HPV-pozitiv malignus
daganatokban nem expresszalodik, igy valdsziniileg csak a benignus elvaltozasok
kialakuldséban lehet szerepe (Tsai and Chen, 2003).

A HPVI16 két legfontosabb transzformald fehérjéje az E6 és E7 protein. Mindkét
fehérje expresszidja sziikséges (és elégséges) a primer keratinocitdk hatékony
rezisztens klonok alakulnak ki (Miinger et al, 1989). Mivel a papillomavirusok nem
expresszalnak viralis polimerdz enzimet, a celluléris proliferacié fenntartasa eldsegiti a viralis
genom replikaciojat. Az E6 fehérje egy mediator proteinen (E6-associated protein, E6AP)
keresztiil serkenti a cellularis p53 tumorszuppresszor fehérje ubiquitin-fiiggd lebontésat, igy
fejti ki transzformald hatasat (Stoppler et al, 1996). Gatolja a p53 kapcsolodasat a célgének
megfeleld szekvencidival, ezen kiviil k6tddik a p300/CBP molekuldhoz, amely a p53 fehérje
koaktivatora (Lechner and Laimins, 1994; Zimmermann et al, 1999). A p53
tumorszuppresszor fehérje mutagén anyagok hatasdra, vagy mdas okbol bekovetkezd
DNS-karosodés esetén aktivalja a p21CIP]/WAFlciklin—dependens kin4z (CDK) inhibitort (CDI),
mely a ciklin E/CDK2, ¢s a ciklin A/CDK2 gatlasa révén G, fazisban megallitja a sejtciklust
(el Deiry et al, 1993) (2. abra). A p53 aktivitds megsziintetése lehetdséget teremt a genomi

instabilitas és az abnormalis sejtosztodas létrejottéhez. Az E6 fehérje transzaktivalo



funkcioval is rendelkezik: szamos gén promoterére fejt ki aktivald (adenovirus E2 promoter,
herpes simplex virus timidin kindz prométer, c-fos, c-myc) vagy represszalé (Moloney egér

leukémia virus LTR, CMV nagyon korai prométer) hatdst (Sedman et al, 1991; Etscheid et al,

1994).
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2. dbra
A HPV16 E6 és E7 onkoproteinjének hatisa a p53 és Rb tumorszuppresszor proteinekre
A szaggatott vonal jelzi az E2F felszabadulasat, a kovér nyilak a tumorszuppresszor funkciod
inaktivalodasat, az iires nyilak pedig az adott fehérje mennyiségében az E7 hatasara bekovetkezd valtozasokat
mutatjak. A kék nyilak gatlo funkciot, a feketék aktivalast jelolnek,
a kett6s vonal a jelzett funkcidé megsziintetésére utal.
(Milde-Langosch and Riethdorf, 2003 - 3. dbréja alapjan)

TI

Az E7 gén terméke egy 98 aminosav méretli foszfoprotein. C-termindlisa felelds a
dimer-és multimer képzésért, illetve a cink kotésért (Clemens et al, 1995; Barbosa et al,
1989). Az N-termindlis tartalmazza az LXCXE motivumot, melynek révén képes kapcsolddni
az Un. ’pocket’ proteinekhez (retinoblasztoma fehérje, p107, p130) (Lee et al, 1998). Ebben a
régioban talalhat6 a kazein kindz II (CKII) foszforilacios hely is (Barbosa et al, 1990). A
HPV16 patogenitasaban betoltott szerepe DNS-szintézist indukalod hatasaban nyilvanul meg
(Woodworth et al, 1992). A hypofoszforilalt retinoblasztoma proteinhez (Rb) kapcsoldédva
megakadalyozza annak az E2F transzkripcids faktorhoz vald kotddését, a szabad E2F1
hataséara pedig a sejt beléphet az S fazisba, tehat képes immortalizadlodni (Dyson et al, 1989).
A retinoblasztoma fehérje az egyik legfontosabb tumorszuppresszor protein.
Tumorszuppresszor hatasdban fontos szerepe van az un. pocket doménnek, melyhez LXCXE
motivumot tartalmazd celluléris, illetve virdlis fehérjék kotédhetnek (HDAC1, HDAC2,
ATP-4z, illetve HPV E7, adenovirus E1A, SV40 T antigén) (Brehm et al, 1998; Dyson et al,



1989; Whyte et al, 1988; Ludlow et al, 1989). Hypofoszforilalt, aktiv forméja a nyugvé vagy
differencidlodott sejtekben dominans, mig az osztédd sejtekben hyperfoszforilalt formaban
van jelen (Ezhevsky et al, 1997). Az E2F transzkripcios faktorok csaladjaba 6 fehérje
(E2F1-6) tartozik, amelyek bioaktiv formajukban a DP1 vagy a DP2 molekulaval képeznek
dimereket (Helin et al, 1993). Szamos, a DNS szintézisé¢hez sziikséges gén (DNS-polimeraz,
dihidrofolat reduktaz, timidin kinaz, timidilat szintetdz, ciklin A, ciklin E, CDC2, cdc25A)
aktivitasat befolyasoljak, ezen kiviil az apoptdzis €és a szeneszcencia folyamataiban is részt
vesznek (Johnson et al, 1993; Vigo et al, 1999; Ohtani et al, 1995). A hypofoszforilalt Rb a
sejtciklus G; fazisaban megkoti az E2F1-et, igy egy represszor hatdsu komplex jon 1étre.
Ehhez a komplexhez hiszton-deacetilazok (HDAC) kapcsolodhatnak, melyek acetil-
csoportokat tavolitanak el a hisztonokrdl, ezaltal kondenzalodnak a nukleoszomak, és gatlodik
a génexpresszid (Luo et al, 1998; Wolffe and Hayes, 1999). A G, fazis végén a ciklin
D-CDK4/6 komplex hatasara a HDAC levalik a retinoblasztoma fehérjérdl, az Rb
foszforilalodik, E2F1 szabadul fel, és lehetové valik az S fazishoz sziikséges gének atirasa
(Harbour et al, 1999) (3. 4dbra). Mivel a HPV16 E7 proteinje a hypofoszforilalt Rb-t koti, az
E2F faktorok szabadok maradnak, és folyamatos aktivald hatasuk miatt a fertézott sejt ujra és
ujra belép a sejtciklus S fazisaba (Miinger et al, 2001). Az E7 ezen kiviil képes kozvetleniil
gatolni a pZICIP”WAFl, illetve a p27°"' CDI molekulat, igy a differencialodott, illetve
bizonyos citokinek miatt nyugalomban 1év6 keratinocitak ismét osztddni kezdenek (Zerfass-
Thome et al, 1996; Funk et al, 1997) (2. abra). A fertdzott sejtekben még nem teljesen
tisztazott mechanizmussal az E7 protein abnormalis centroszoma-duplikéaciot idéz eld, mely
genomi instabilitashoz €és aneuploiditdshoz vezethet, igy a HPV egy ujabb 1épéssel kozelebb

juttatja gazdasejtjeit a daganatos folyamatok progressziojahoz (Duensing et al, 2000).



3. abra

A sejtciklus szabalyozasaban résztvevo fehérjék kolesonhatasainak sematikus abrazolasa
A sejteiklus adott fazisara specifikus ciklinek sargaval, kinazaik (CDK) zolddel, mig a CDI molekulak
kékkel vannak feltiintetve. A kék nyilak gatlo, mig a feketék aktivalo hatast jeleznek, a piros nyilak pedig az E2F
hatasat mutatjak.
(Milde-Langosch and Riethdorf, 2003 - 1. dbréja alapjan)

A kés6i ORF-ek csak a produktivan fertézott sejtekben expresszalodnak. A virus
fehérjéinek 80 %-at kitevé L1 f6 kapszidfehérje konzervativ szerkezetli, 55 kDa
molekulastulyu. Az L2 régid kevésbé konzervativ, a mellék kapszidproteint kodolja (Pfister,
1984).

A 850 bp méretli LCR-t nevezik még nem kddold régionak (non-coding region, NCR),
€s ’upstream’ szabalyoz6 régionak (upstream regulatory region, URR) is. A HPV16 LCR
tartalmaz viralis E1 és E2 kotohelyeket, illetve kiillonb6zd transzkripcios faktorokra specifikus
szekvenciakat is (activator protein-1, AP-1; nuclear factor 1, NF1; transcriptional enhancer
factor-1, TEF-1; glucocorticoid responsing element, GRE; octamer binding factor-1, oct-1;
yin-yang 1, YY1; CCAAG-displacement protein, CDP) (O'Connor et al, 1998; O'Connor,
2000). Az YY1 414 aminosav méretii cink-ujj fehérje. Miikddhet repesszorként,
transzkripcids aktivatorként, illeve in vitro szerepe lehet a transzkripcid iniciacigjaban is (Shi
et al, 1997). A CDP/Cut represszald hatdsaért két mechanizmus felelhet: vagy aktivator
molekulakat tavolit el, vagy pedig a HDACI-hez kotédve megvaltoztatja a nukleoszoma
szervezddését (Li et al, 1999). A TATA-box, az Spl ¢s az AP-1 feltétleniil sziikséges a viralis
transzkripcidhoz (Thierry et al, 1992). Az LCR centrélis része egy szovetspecifikus enhancer
régionak felel meg, mely csak epithel sejtekben aktiv. Ezért a specifikus tropizmusért az

AP-1, az NF1, a gliikokortikoid receptor és a TEF-1 pozitiv hatasa, illetve az Oct-1, a p53, és

10



a retinsav-receptor negativ szabalyozd hatdsa felelés. Az LCR-ben taldlhato a matrix
attachment region-nek (MAR) nevezett szakaszon kiviil a virus replikacids origdja és a Pg;-es
6 korai promoter is (Desaintes and Demeret, 1996). A MAR a cellularis DNS ¢és a nuklearis
matrix kozott teremt kapcsolatot specifikus szekvencidkon keresztiil (Tan et al, 1998).
Cellularis funkcioja mellett a viralis DNS fizikai allapotétol fiiggden pozitivan vagy negativan
befolyasolja a Py; promoter transzkripcids aktivitasat: episzomalis forma esetén
represszorként, mig integralodott virusgenom esetén aktivatorként mitkddik (Stunkel et al,

2000).

L1
enhancer
silencer
replikacio
promoter
4. abra
A HPV16 LCR felépitése

Az abran az LCR-ben talalhato cellularis és viralis proteinek kotohelyei vannak feltiintetve a szabalyozd
régi6 funkcionalis szakaszai mellett.

2. A human papillomavirusok patogenitasa

A papillomavirusok szigortian fajspecifikusak, nincs ismert példa a fajok kozotti
természetes transzmissziora. A human papillomavirusok csak a tobbrétegii felszini hamokat
fertozik meg, és itt specidlis tropizmussal rendelkeznek. Szaporodasuk korai és késoi fazisa a
hamsejtek differencidlodasi stddiumaihoz kotott. A fertdzés a szaporodd bazalis sejteket
érinti, és a sejtekbdl kimutathatdéak a korai viralis géntermékek. Késéi fehérjék csak a
termindlisan differencidlodott, mar nem osztdodo epithel sejtekben figyelhetok meg (Howley,
2001). Szaporodasuk sejtdifferencialodastol valo fiiggése miatt a papillomavirusok in vitro

sejttenyészetben nehezen szaporithatok, ami megneheziti tanulmanyozéasukat (Taichman et al,

1983).
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A human papillomavirusok tropizmusuk alapjan 3 csoportba sorolhatok.

1. A kutdn tipusok altaldban benignus sejtproliferacidt hoznak létre, de néhany tipus
kimutathatdé malignus daganatokbdl is. A boéron elvéltozast okoz6 HPV2 és HPV4 a
kozonséges szemoles (verruca vulgaris) kialakulasaért felelds, bizonyos papillomavirusok
(HPV1, 3, 6, 7, 10, 11, stb.) ritkdbb szemolcsfajtdkban is megjelennek. A szemdlcs
legtobbszor valtozatos alaku, artalmatlan, tranziens tumor; a hangszélakon megjelend forméja
viszont életveszélyessé is valhat, mivel akadalyozza a 1égzést. A szemdlesok tobbsége 2 éven
beliil spontan eltlinik, valésziniileg a cellularis immunvalasznak koszonhetdéen (Leman and
Benton, 2000).

2. Az EV tipusok (HPVS5 és HPVS, esetleg a HPV17, HPV20) az epidermodysplasia
verruciformis (EV) nevii, ritka betegségben szenveddket fertézik. Ezekben az esetekben a
beteg szervezete nem képes elimindlni a szemdlcsoket, és a 1ézidk ritkdn rosszindulatava is
valhatnak (Majewski et al, 1997).

3. A genitalis-mukozalis tipusok megjelenhetnek a 1€gz6- és emésztOtraktus, illetve a
nemi szervek mucosa sejtjeiben, illetve a genitalis hAmon. A HPV13 és HPV32 a szdjiiregben
okoznak fertdzést, és focalis epithelialis hyperplasiat hoznak létre (Syrjanen, 2003). A
genitalidk a human papillomavirusok rezervoarjanak tekinthetdk: legalabb 25 tipust lehet
innen kimutatni; ezek a leggyakoribb, szexualis uton terjedd viralis agensek. Az alacsony
kockazatii (low risk) HPV6 és HPV11 inkdbb joindulati elvaltozdsokban vannak jelen (pl.
condyloma acuminatum, genitalis papillomak), és gyakoriak a 1égzérendszer, a szajiireg és a
conjunctiva infekciokban (Syrjanen, 2002). A magas kockéazata (high risk) human
papillomavirusokat (HPV16, 18, 31, 45) elsdsorban méhnyakrakbol izolaltak (Munoz, 2000).
A HPV fert6zéstdl a daganat megjelenéséig tobb év, akar évtized is eltelhet, ezalatt a cervix
neoplasias elvaltozasaibol tobb stadiumon keresztiil alakul ki az invaziv cervix carcinoma. A
folyamat tobb jol elkiiloniild szakaszbol 4ll:

» CIN 1 (cervicalis intraepithelialis neoplasia) stddium = enyhe diszplazia

» CIN 2 stadium = kozepes diszplazia

» CIN 3 stadium = sulyos diszplazia, €s carcinoma in situ (CIS)
Az els6 stadium az ujabb besorolasok szerint az alacsony foku SIL-nek (low grade SIL)
(squamous intraepithelial lesion, laphdmsejtes intraepithelidlis 1ézid), mig a masik kettd a
magas foku SIL-nek (high grade SIL) felel meg. Az invaziv carcinoma el6tti stadiumokban
mindig lehet regresszid, melynek valoszinlisége forditottan ardnyos a diszplazia fokaval

(Kurman et al, 1991).
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3. A HPV DNS fizikai allapotanak szerepe

A kiilonbozd korképekben a virus fizikai allapota is eltérd. A benignus 1ézidkban a
HPV inkabb episzémalisan van jelen, mig a malignus formakban altalaban a gazdasejt
genetikai allomanyaba ¢kelédott. A HPVI18 szinte mindig integralt formaja, a HPV16
esetében ez az arany 30-70 % kozott valtozik (Tidy et al, 1989). Az integraciokor a cirkularis
virusgenom felnyilik, és az E2 gén (esetleg az E1 is) felhasad. igy a Py; promoéter felszabadul
az E2 protein gétlasa alol, és megindithatja a transzformalo fehérjék termelését. Ezzel egyfitt a
virusgenom immortalizald képessége is novekszik (May et al, 1994). Az episzomalis
virusgenomot tartalmazo6 cervix carcinoma metasztazisait vizsgalva az innen izolalt HPV16
néha rovidebbnek bizonyult, mint a vad tipus. Tovabbi kisérletekkel megallapitottdk, hogy
ezek a mintdk megndvekedett transzkripcios aktivitassal rendelkeznek, valamint, hogy a
mutans virusok az LCR-ben, a negativ hatasi YY1 transzkripcios faktor kotohelyén
tartalmazzak a megfigyelt deléciokat. Tehat, mig az integralt genomu human papillomavirus
Py7-es promotere az E2 génszakasz kiesésével tehet szert megndvekedett transzkripcios
aktivitasra, az episzomalis formdji HPV16 az YY1 célszekvencidk muticidja révén

mentesiilhet a cellularis represszio alol (O'Connor et al, 1996; Dong et al, 1994).

4. A papillomavirusok rendszerezése

A papillomavirusokat gazdaszervezetiik és DNS szekvencidjuk hasonlosaga alapjan
rendszerezik. Egy huméan papillomavirus akkor szamit 0j tipusnak, ha az E6, E7 és az L1 ORF
bazissorrendje kevesebb, mint 90%-ban egyezik meg a mar ismert tipusok megfeleld
szekvenciaival. Az egyes tipusokon beliil varidnsokat vagy intratipusokat is elkiilonitenek a
rendszerezOk. Intratipusos eltérésr6l akkor van szd, ha a HPV emlitett régidinak
bazissorrendje maximum 2 %-ban tér el az alaptipustol (Xi et al, 1997). A HPV16 eurdpai (E)
prototipusan kiviil 2 afrikai (Afl és Af2), egy azsiai (As), egy azsiai-amerikai (AA) és egy
¢szak-amerikai (NA1) varidans ismeretes. Az eurdpai prototipushoz tartozé mintdk dontd
tobbsége Europabol, esetleg Eszak-Amerikabol szarmazik. A délkelet-azsiai mintak mutatjak
az azsiai varians jellegzetességeit, mig Kozép- ¢s Dél-Amerika, illetve Spanyolorszag HPV16
izolatumai alkotjak az 4zsiai-amerikai intratipust (Yamada et al, 1997). Az intratipusok
onkogén kockazata eltér6: a nem eurdpai (foéleg az azsiai-amerikai) varidansok gyakrabban
detektalhatdak magas foku neopldzids elvaltozdsokban, mint a prototipus (Xi et al, 1997). A

jelenség hatterében az allhat, hogy az &zsiai-amerikai varians LCR régidja nagyobb
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transzkripcids aktivitdssal rendelkezik, és E6 proteinjének is nagyobb a transzformald

képessége (Stoppler et al, 1996; Veress et al, 1999).

5. A TGF-p szerepe a malignus folyamatok 1étrejottében

A cervix carcinoma kialakulasahoz a HPV-fert6zésen kiviil cellularis események is
hozzajarulnak, melynek hatisara tobb rdkmegel6z6 allapoton keresztiil invaziv karcindéma
fejlodhet ki. A betegség megjelenésében jelentds szerepe van a gazdaszervezet immunoldgiai
¢s genetikai hatterének, citokineknek, novekedési faktoroknak, illetve egyéb kofaktoroknak
(szexualis szokasok, dohanyzas, hormonalis hatasok) is (Schneider, 1994).

A transzformald novekedési faktor-B2 (transforming growth factor-f2, TGF-f2) a
TGF-B citokincsalad tagja. A citokincsaladba tobb mint 40 fehérje (pl. aktivin, inhibin,
dorsalin, nodal, csont morfogenetikus proteinek) tartozik a TGF-f 5 izoformdja mellett. A
TGF-B izoformak koziil emlés szovetekben csak a TGF-B1, -B2 és -B3 fordul eld. Bioldgiai
funkcidjuk sokrétli: részt vesznek az embrionalis morfogenezisben és differencialodasban, a
sebgyogyulasban, az apoptézisban, stimuldljdk az angiogenezist, a sejtmigraciot ¢&s
sejtadhéziot (Massague, 1998). A bioaktiv TGF- két 12,5 kDa-os peptid homodimerje,
melyek szulfhidril csoporttal kapcsolddnak 6ssze. A pro-TGF- molekulabol endopeptidazok
hatdsara jon létre a monomer, mely egy masik monomerrel és egy fehérjével (latency binding
protein, LBP vagy latency associated protein, LAP) latens dimer komplexet képez, és a
vérlemezkékben, illetve az extracellularis matrixban tarolodik (Clark and Coker, 1998). Az
kotodést, és a fehérje szerkezetének stabilizalasaban is szerepet jatszik. A latens komplex
aktivalasdban proteinazok ¢és a gyulladasok helyén felszabadulo elasztazok vesznek részt
(Munger et al, 1997). A kilonbozé TGF-f izoformdk szdvetspecifikus modon
expresszalodnak, €s hatasuk eltérhet a sejttipustol és a sejtciklustol fiiggéen. A TGF-B1 foleg
endothelidlis, hematopoetikus és kotdszoveti sejtekben, a TGF-B2 epithelidlis és neuronalis,
mig a TGF-B3 féleg a mesenchymadlis sejtekben van jelen (Massague, 1998). Az eltérd
expresszios mintazat kialakuldsat a TGF-B2 és TGF-B3 promoterében jelenlévd TATAA
szekvenciak, CRE-ATF kotohelyek (O'Reilly et al, 1992; Lafyatis et al, 1990), illetve a
TGF-B1 promoterében jelenlévd regulacios helyek teszik lehetévé (Kim et al, 1990). A
TGF-B szignalizacidos Ut szabalyozdsdnak megvaltozdsa szamos betegségben (arthritis,

atherosclerosis, glomerulonephritis, 0roklott telangiectasia) €s a carcinogenezis soran is
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megfigyelhetd (Hu et al, 1998). A transzformald novekedési faktoroknak 3 {6 receptoruk van:
a TPRI (TGF-P receptor I), a TBRII és a TRRIIIL. Ezeken kiviil epithel sejteken eléfordul az
endoglin receptor is. A ligand el6szor a TRRII-h6z kapcsolodik, mely szerin-treonin (Ser-Thr)
kindz aktivitdsa révén foszforilalja a TPRI-et. Ez utobbi szintén Ser-Thr kindz aktivitassal
rendelkezik, illetve a citoplazmatikus doménjéhez kapcsolodd glutation-S-transzferaz miatt
autofoszforilaciora is képes. Az aktivalt TBRI R-Smad molekuldkat (Smad2, Smad3) aktival,
melyek a Smad4-en keresztiil a sejtmagba jutnak, és megindulhat a célgének expresszidja
(Heldin et al, 1997). A TBRIII a szignalizacids folyamatokban kozvetleniil nem vesz részt, de
befolyasolja a TBRI és TPRII aktivitasat (Pasche, 2001).

A TGF- karcinogenezisben betdltott szerepe kettés. Normal epithel sejtekben
tumorszuppresszorként funkcional: gatolja a proliferaciot, illetve serkenti a differencialodast
és az apoptozist azaltal, hogy sejtciklus-inhibitorokat (p15™ 2, p21CIP1/ WAFDY indukal. Ezen
kiviil gatolja a G; ciklinek aktivitasat: csokkenti a CDK4 expressziojat, illetve a p27-en
keresztiil gatolja a CDK2 funkcidjat is (Ewen et al, 1993; Laiho et al, 1990) (5. ébra).
Megnovekedett TGF-B-szint hatdsara viszont a tumorsejtek fokozott invazids és migracios
képességre tesznek szert, és fokozdodik az angiogenezis (Wakefield and Roberts, 2002). A
karcinogenezis korai stddiumaiban az epithel sejtek még érzékenyek a TGF-B
sejtciklus-szabalyozd hatdsara, mig a késObbi stadiumokban ez az érzékenység
irreverzibilisen eltiinik (Roberts and Sporn, 1992). Ebben a folyamatban a TPRII mutécio

miatti inaktivacioja dominal (Markowitz and Roberts, 1996).

ﬂ%.

CDK2

TGF-

5. dbra
A TGF-p altal létrehozott G, blokk sematikus abrazolasa
A pl5 és p21 CKI hatéasara a ciklin D1-CDK4/6, illetve a ciklin E-CDK2 komplex inaktiv marad,
¢és a sejt nem Iép az S fazisba.
(Hu et al, 1998 - 3. 4braja alapjan)

INAKTIV
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6. A TGF-B2 ¢s a HPV 16 kapcsolata

A human papillomavirusok replikdciés ciklusa szoros Osszefiiggésben all a
keratinocitak differencialodési folyamataval. A virus az osztddd bazalis sejteket fertdzi meg,
¢és itt torténik a korai gének expresszidja is. A differenciadlodott hamsejtekben lezajlik a
virusgenom replikacidja, és a késéi gének expresszidja utdn létrejonnek az 1) virionok
(Howley, 2001). Mivel a differencidlodott keratinocitdkban mar nincs cellularis DNS
szintézis, az E6 és E7 protein teremti meg a virdlis DNS replikacidjdhoz sziikséges
feltételeket, azaz wjra osztodasra készteti a gazdasejteket. A TGF-B2 a keratinocitdk
differenciadlodasa soran indukalodik, és gatolja azok szaporodasat (Glick et al, 1990). G,
fazisban allitja meg a sejtciklust azaltal, hogy sejtciklus-inhibitorokat (p15™<*®, p21CIPVWART)
aktival. Proliferaciot gatlo hatdsat a p53 és az Rb tumorszuppresszor molekula is aktivalja
(Nees et al, 2000). Mivel igy a papillomavirusok szaporodasanak feltételei jelentdsen
romlanak, logikus feltételezni, hogy a HPV16 E6 és/vagy E7 proteinje beleavatkozhat ebbe a
mechanizmusba. Nees és munkatarsai (2000) megfigyelték, hogy a HPV16 E6 és E7 proteinje
csokkenti a TGF-f2 mRNS, illetve az aktiv és a latens TGF-B2 fehérje szintjét is primer
keratinocita sejtekben. E modell alapjan tehat a TPRII inaktivacioja a cervikalis
karcinogenezis késobbi stddiumaiban kdvetkezik be, a korai stidiumokban a keratinocitdk a

HPV fert6zés miatt vesztik el érzékenységiiket a TGF- antiproliferativ hatdsaval szemben.
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CELKITUZESEK

Vizsgalatainkkal az alabbi kérdésekre kivantunk valasz adni:

1. A HPVI16 genom cervix carcinomabol izoldlt, természetes delécids varidnsaiban
bekovetkezett mutdciok milyen hatidssal vannak a varidnsok transzkripcios
aktivitdsara? Eltér-e a kiilonb6z0 HPV16 intratipusok transzkripcidés aktivitasa?
Milyen hatidssal van a HPV16 E2 proteinje a delécids variansok transzkripcids

aktivitasara?

2. Milyen hatasa van a HPV16 E6 és E7 onkogénjének a TGF-B2 promoterére?

Kapcsolodik-e a megfigyelt hatds a TGF-B2 promoter bizonyos szakaszahoz?
3. A HPV16 onkoproteinjeinek hatdsa a TGF-B2 promoterére Osszefligg-e a p53 vagy a

retinoblasztoma tumorszuppresszor protein jelenlétével? Milyen cellularis proteinek

jatszhatnak még szerepet a tapasztalt hatas 1étrejottében?
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ANYAGOK ES MODSZEREK

1. Polimerdz lancreakcio (PCR)

Mindkét kozlemény PCR reakcidoihoz Pwo polimerazt (Roche Applied Science,
Germany) hasznaltunk, az amplifikdcio soran a gyartd cég ajanlasait kovetve. A PCR-hez
hasznalt primerek szekvenciajat az 1. tdblazat tartalmazza. A Pwo eldnye a Taq polimerazzal
szemben, hogy az 5'-3' DNS-polimeraz aktivitds mellett 3'-5' exonukledz (proofreading)
aktivitdssal is rendelkezik, ami magasabb maésolasi hiiséget eredményez. A 100 pl
reakcidelegy 1x (MgSOy-tartalma) PCR puffert, 0,2-0,2 pg primert, 0,2-0,5 pg templat
DNS-t, 200 uM dNTP-t és 2,5 U polimerazt tartalmazott reakcionként.

Az amplifikdcié hémérsékleti profilja (Hybaid HBTR3HLPS, UK) a kdvetkezd volt:

(A. T.: anellacioés hémérséklet, a primereknek megfelelden)

94 °C 2 perc 1 ciklus

94 °C 15 masodperc |

A.T.°C 30 masodperc f 10 ciklus

72 °C 2 perc J

94 °C 15 masodperc ]

A.T.°C 30 + 10 masodperc 25 ciklus
72 °C 2 perc J

72 °C 2 perc 1 ciklus

35°C 1 perc 1 ciklus
Templatok:

e pcDNA-16E6, pcDNA-16E7, pALuc-pt16LCR, pALuc-16P, pALuc-16PENH:
HPV16 prototipus genom, melyet Prof. Zur Hausen bocsatott rendelkezésiinkre (Durst et
al, 1983),

e 33LCR, 33LCRAI1 ¢és 33LCRA2, illetve 936LCR, 936LCRA1 és 936LCRA2:
A 33-as és 936-0s HPV16-pozitiv cervix carcinomas mintabol kinyert DNS (Veress et al,
1999),

e pALuc-B2-445, pALuc-B2-352, pALuc-B2-251, és pALuc-B2-183, pGL2-Prom-B2-161:
pALuc-B2-528 plazmid.
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Plazmid Primer neve  Primer szekvencia (5" — 3") Restrikcios hely
pALuc-pt16LCR

16-007 ttctgcagACCTAGATCAGTTTCC Pstl
pALuc-33LCR

16LCR-R gcgeggtaccTTGCAGTTCTCTTTTGGTG Kpnl
pALuc-936LCR

ALuc.16P 16-014K gcgeggtaccATGTATAAAACTAAGGGCGT Kpnl
uc-

P 16LCR-R gcgeggtaccTTGCAGTTCTCTTTTGGTG Kpnl

16-7527 cgeetgcagAACTTGTACGTTTCCTGCTT Pstl
pALuc-16PENH s°8

16-7857 gtcaggatccCACACCCATGTGCAGTTTTA BamHI

TGFB2335 gcgeggtaccCTTGTCAGGACGTTCTGGAG Kpnl
pALuc-B2-445

TGFB1833 gcgcaagctt AGAGGTAGGACATGAATTTA HindlIll

TGFB2335 gcgeggtaccCTTGTCAGGACGTTCTGGAG Kpnl
pALuc-B2-352

TGFB1926 gcgcaagcttCACACATAATACAGGAGGGA Hindlll

TGFB2335 gcgeggtaccCTTGTCAGGACGTTCTGGAG Kpnl
pALuc-B2-251

TGFB2027 gcgcaagctt CCTTCAACAGACCTGTCCAA Hindlll

TGFB2335 gcgeggtaccCTTGTCAGGACGTTCTGGAG Kpnl
pALuc-B2-183

TGFB2095 gegcaagettTCCACCTCCTTCCTCCCTTA Hindlll

TGFB1742 gcgtgetaccCAGCAGTTCACAAACAGAGG Kpnl
pGL2-Prom-B2-161

TGFB1902 geaactcgagCTAGTCTACTCAGGGCCAGG Xhol

16E6FK geeggetaccGAGAACTGCAATGTTTCAGG Kpnl
pcDNA-16E6

16E6RE gcgegaattc ATTACAGCTGGGTTTCTCTA EcoRI

16E7FE gegegaattc AAACCCAGCTGTAATCATGC EcoRI
pcDNA-16E7

16E7RX gcgectcgag TGGTAGATTATGGTTTCTGA Xhol

1. tablazat

A tablazatban az 1. és II. kézleményben alkalmazott plazmidok elkészitéséhez sziikséges
primerek szekvencidja és a klonozashoz hasznalt restrikcids enzimek vannak feltiintetve.

2. Plazmidok, klonozas

Az 1. kézleményben a 33-as €s 936-0s minta teljes és 2-2 természetes delécios variansanak

LCR régiojat (33LCR, 33LCRAL, 33LCRA2, 936LCR, 936LCRA1 és 936LCRA2) cervix

carcinomas mintabol szaporitottuk fel a 16-007 és a 16LCR-R primerek segitségével (1.

crer

bp) felszaporitdsdhoz is. Az amplimereket a Qiaquick PCR Purification kittel (QIAgen,

Germany) tisztitottuk, Kpnl és Pstl (Promega, USA) restrikcios enzimmel emésztettiik, ujra

tisztitottuk, majd Kpnl és Pstl enzimekkel emésztett pUCI19 (Promega, USA) vektorba
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klonoztuk, €s szekvenaltuk. A szekvenalt plazmidokat transzfekcios kisérleteinkhez pALuc
reporter vektorba klonoztuk megfeleld restrikcids emésztés és tisztitds utan. A ligdlas minden
esetben 200 U T4 DNS-ligaz (New England Biolabs, USA) segitségével tortént 16°C-on 16
oraig. A plazmidokat E. coli XL1 tdrzsében szaporitottuk, izolalasukhoz pedig a Wizard Plus
Midipreps DNA Purification System-et (Promega, USA) hasznaltuk. A pALuc-16P plazmid a
HPV16 Py; korai promoterét (14 - 104 bp), a pALuc-16PENH plazmid pedig a
szovetspecifikus enhancer régiot (7527 - 7854 bp) tartalmazza a Py; f0 korai promoter elé
klénozva (6. abra).

A pC18Spl-Luc vektor négy E2 és két Sp1 kotohelyet, illetve a szentjanosbogar luciferaz
génjét kodolja az adenovirus f6 késdi promotere elé¢ klonozva. A pCMV1-16E2 plazmid az
EcoRI restrikcidos enzimmel emésztett pCMV1 eukariota expresszios vektorba klonozva
tartalmazza a teljes hosszisagi HPV16 E2 gént (2735 - 3873 bp) (Veress et al, 1999).

A 1I. k6zleményben hasznalt, a TGF-B2 promoter kiilonbdz6 hossziisagh darabjait magaba
foglalo pP2-528 ¢és pP2-77 vektorokat pGEM4-SVOCAT plazmidba, HindIIl ¢és Kpnl
restrikcios hasitohelyek kozé klonozva kaptuk Dr. Seong-Jin Kim-t6l (O’Reilly et al, 1992).
HindIIl és Kpnl restrikcids enzimmel torténd hasitds utdn a promoéter darabokat hasonlo
modon kezelt pALuc reporter vektorba klonoztuk. A pALuc-B2-445, pALuc-B2-352,
pALuc-B2-251, és pALuc-B2-183 plazmidok létrehozasdhoz templatként a pALuc-B2-528
plazmidot hasznaltuk, és a kapott amplimereket megfeleld restrikcios enzimekkel tortént
hasitds utdn a pALuc reporter vektorba kloénoztuk. A pGL2-Prom-B2-161 plazmid
létrehozasahoz szintén a pALuc-B2-528 plazmidot alkalmaztuk templatként, és a kapott
amplimert pGL2-Promoter vektorba (Promega, USA) kldnoztuk restrikcios hasitas ¢€s tisztitas
utan (7. abra).

A HPV16 E6, illetve E7 fehérjét kodolod szekvenciat PCR-es amplifikacio, restrikcios
emésztés ¢€s tisztitas utdn pcDNA3.1+ (Stratagene, USA) eukaridta expresszidos vektorba
klonoztuk. A plazmidok elkészitéséhez sziikséges primerek szekvencidjat az 1. tablazat
tartalmazza. A PCR termékek tisztitdsa a Qiaquick PCR Purification kit-tel tortént. A ligalas
¢s a plazmidok izolalésa a I1. kdzlemény plazmidjai esetében is a fent emlitett modon zajlott.

A pAdE2luc reporter vektort Dr. Ann Roman-t6l (Armstrong and Roman, 1997), a
pcDNA-E2F-1 nevii E2F-1 expresszidos plazmidot Dr. Douglas Cress-t6l (Croxton et al,
2002), a vad tipusu €s mutans E7 fehérjéket expresszald (pMo, pl6E7Mo, p24Gly, p26Gly,
p31Arg, p58Gly, és p91Gly) plazmidokat Dr. Karen Vousden-tdl kaptuk (Edmonds and
Vousden, 1989).
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enhancer
silencer
replikacio
prométer
33 LCRAI
7565 7858
33 LCRA2
7362 20
936 LCRA1 ATA
7520 7733
936 LCRA2
7563 36
pt16LCR
7003 104
16P -
14 104
16PENH
7527 7854 14 104
6.abra
Az 1. kézleményben hasznalt reporter vektorok sematikus dbrazolasa
| |
J ]
528 +1 463
L —
I : LUC pALuc-B2-528
528 +63
I ||_| LucC pALuc-B2-445
-445 +57
l I pALuc-B2-352
| i LUC
2352 +57
l L ALuc-B2-251
[ 1 LUC P
251 +57
l [ — pALuc-B2-183
f i LUC
183 +57
| L
[ ] LUC pALuc-B2-77
77 +63
LUC pGL2-Basic
LucC pGL2-Promoter
f | SV40 LUC pGL2-Prom-B2-161
-536 -376
7. abra

A II. kozleményben hasznalt reporter vektorok sematikus abrazolisa
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3. Szekvenalas

Az 1. kozleményben az LCR variansok (33LCR, 33LCRAI1 és 33LCRA2, illetve
936LCR, 936LCRAI ¢és 936LCRA2) szekvencigjat T7 Sequencing kittel (Amersham
Pharmacia, UK) ellendriztiik. 4 ug DNS-t 2 M NaOH segitségével denaturaltunk, 3 M-os
Na-acetattal és 96 %-os etanollal kicsaptuk, majd a DNS-hez 65°C-on 0,06 pg, a pUCI19
vektorra specifikus primert (pUC-FOR , szekvenciaja: 5’-GTT TTC CCA GTC ACG AC-3’,
illetve pUC-REV, szekvencigja: 5’-CAG GAA ACA GCT ATG AC-3’) hibridizaltattunk. A
jel6l6 reakcio 4 U T7 polimerazzal és 10 pCi o’*S dATP-vel tortént. A terminacids reakcio
utan a mintékat 6 % akrilamid / 7 M urea / IXTBE denatural6 poliakrilamid gélen futtattuk 70
W-on 2x2 6raig. A szekvendlo gélt 1 oraig szaritottuk (Slab Gel Dryer EC355, E-C Apparatus
Corporation, USA), majd rontgenfilmet helyeztiink ra. 16-24 o6rés, 4°C-os hdmérsékleten
torténd exponalas utan a képet eldhivtuk, és fixaltuk.

A II. kozleményben a TGF-B2 promoter kiillonbdzd hossziisagh darabjait tartalmazé
plazmidok, illetve a pcDNA-16E6 és pcDNA-16E7 plazmidok szekvenciajat ABI PRISM
BigDye Cycle Sequencing kit (Applied Biosystems, USA) segitségével ellendriztik. A
szekvenald PCR-hez 0,4 pg templat DNS-t, 0,02 pg primert €s 8 ul TRR-mixet (Terminator
Ready Reaction) hasznaltunk.

A szekvenald PCR homérsékleti profilja:

95°C 2 perc 1 ciklus
95 °C 30 masodperc ]

55°C 15 masodperc 25 ciklus
60 °C 4 perc J

Szekvendlo primerek:

e pALuc-B2-445: GLP2 (szekvencia: 5°-CTT TAT GTT TTT GGC GTC TTC CA-3’) és
TGFB-1833

e pALuc-B2-352, pALuc-B2-251, és pALuc-B2-183: GLP2

e pGL2-Prom-B2-161: GLP1 (szekvencia: 5’-TGT ATC TTA TGG TAC TGT AAC

TG-3’)

e pcDNA-16E6 ¢és pcDNA-16E7: T7PRP (5-TAA TAC GAC TCA CTA T-3’) és

pcDNA-AS: (5’-TGA AAG GCA CAG TCG AGG-3’)

A PCR terméket Dye-Ex Spin kittel (Qiagen, Germany) tisztitottuk, vakuum-
centrifugdn (AES 100 Automatic Environment Speed Vac, Savant, USA) liofilizaltuk, és 20

ul TSR-ben (Template Suppression Reagent) visszaoldottuk. 92°C-os denaturdlas utin a
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szekvenalas ABI PRISM 3100 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, USA) késziilékkel

tortént.

4. Sejtkulturak, tranziens transzfekcio és luciferaz teszt

A tranziens transzfekcids kisérletekhez HelLa (ATCC CCL-2) HPVI18-pozitiv
adenocarcinoma sejtvonalat, NIH/3T3 (ATCC CRL-1658) egér embrionalis fibroblasztot, és
C-33A (ATCC HTB-31) HPV-negativ cervix carcinoma sejtvonalat hasznaltunk. A sejteket
10 % FBS-sel (fetal bovine serum; Invitrogene Corporation, New Zeland), 2 mM glutaminnal,
100 U/ml penicillinel és 100 pg/ml streptomycinnel (Invitrogene Corporation, New Zeland)
kiegészitett DMEM-ben (Dulbecco’s modified Eagle’s medium; Sigma, USA) az I
kozlemény kisérleteiben 6 cm, a II. kdzlemény kisérleteiben 3 cm atmérdjli sejttenyésztd
plate-cken (Sarstedt, illetve Nunc) tenyésztettiik. Atlagosan 70 % lefedettség elérése utan a
sejtekbe 2 ug reporter vektort és 1 vagy 2 ug expresszids plazmidot transzfektaltunk. A
transzfekcid a C-33A sejtek esetében kalcium-foszfatos modszerrel, a HeLa és a NIH/3T3
esetében Lipofectamine 2000-rel (Invitrogen Life Technologies, USA) tortént. Az I.
kozlemény kisérleteiben a HelLa sejteket Lipofectamine-nal (Invitrogen Life Technologies,
USA) transzfektaltuk. A sejteket 48 oraval a transzfekcié utdn Reporter Lysis Buffer-rel
(Promega, USA), majd 1 fagyasztas-olvasztas ciklussal lizaltuk, és luciferaz tesztben
(Luciferase Assay System, Promega, USA), luminométerrel (Digene Diagnostics DCR-1,
USA) mértiik a sejt-extraktumok luciferaz aktivitasat. A luciferaz enzim szubsztratjaival ATP
vagy koenzim-A jelenlétében oxidacios reakcioban foton-felszabadulast indukal. A reporter
vektorok a szentjdnobogar luciferdz fehérjéjét kifejezd luc gén eldtt kiilonbozo, a
transzkripcidt befolydsold szekvenciat tartalmaznak. A luciferdz gén aktivitdsdban (azaz a
fotonok mennyiségében) bekovetkezd valtozasok ezeknek a szakaszoknak a transzkripciora
kifejtett hatasarol informalnak benniinket. A luciferdz teszt standardizalasahoz az I.
kozleményben [-galaktoziddz tesztet hasznaltunk. A [-galaktozidaz teszt soran a HeLa
sejtekbe juttatott 1 pug pRSV-BGal plazmid aktivitdsat 1 mg/ml ONPG (orto-nitrofenil-B-D-
galaktopirandz) ¢és a sejtek altal kifejezett [-galaktozidaz enzim reagaldsabol 1étrejott
szinreakcidban 405 és 620 nm-en fotométerrel (Anthos htll, Biotest, Ausztria) hatdroztuk
meg. A II. kdzleményben a luciferdz teszt standardizalasdhoz Bradford tesztet hasznaltunk,
mert a HPV16 E6 proteinje a pRSV-BGal és a pCMV-BGal plazmidokra is transzaktivalo

hatassal volt. A Bradford tesztben a transzfektalt sejtek extraktuma és a Bradford oldat
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reakcioja soran az extraktum fehérjetartamanak megfelelden szinreakcid jon létre, melyet 620
nm-en detektaltuk, majd az igy kapott adatokkal standardizaltuk a luciferdz teszt adatait.
Minden transzfekcids kisérletet legalabb 3, fiiggetlen sorozatban végeztink el. Az

eredményeket atlagoltuk, és a megfeleld szorasértékekkel egylitt abrazoltuk.
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EREDMENYEK

1. A HPV16 természetes delécios variansainak transzkripcios aktivitasa (I. kozlemény)

Egy korabbi tanulmany soran (Veress et al, 1999) HPV16 variansokat izolaltunk cervix
carcinomas mintakbol. Az LCR régi6 amplifikacidja utdn a teljes hosszusagu szabalyozo
régid mellett néhdny mintabol rovidebb amplimereket is kimutattunk. A dolgozat alapjaul
szolgald elsé kozleményben a 33-as és 936-os minta teljes és 2-2 természetes delécios
varidnsanak (33LCR, 33LCRAI1 és 33LCRA2, illetve 936LCR, 936LCRAI és 936LCRA2)

vizsgalataval foglalkoztunk.

A delécios variansok szekvendalasa

cres

pUC19 vektorba klonoztuk, és szekvenaltuk. A HPV16 mindkét mintaban episzomalis
formaban volt jelen (Szarka et al, 2000). A HPV16 a szekvencia-analizis alapjan a 33-as
mintaban az 4zsiai intratipusba sorolhatd, mig a 936-os minta HPV16-szekvencidja az europai
prototipus képét mutatja. A szekvendlds soran a deléciok mellett GRE, TEF-1 ¢és NF1
kotohelyeket érinté mutaciokat is kimutattunk (a HPV16 referencia-szekvenciajahoz
viszonyitva), ezek azonban mind a teljes, mind a rovidebb LCR-t tartalmazd varidansokban
megjelentek (I. kozlemény 1. tablazat). A 33LCRAI1 klonban 292 bp-os (7566 - 7857 bp)
delécio kovetkeztében pozitiv hatasti elemek estek ki a silencer régio egy részével egyiitt. A
33LCRA2-ben az 563 bp-os delécido (7363 - 19 bp) a teljes ismert ehancert, illetve a
represszor hatasi YY1 és CDP faktorokra specifikus szekvenciakat is érintette. A 936LCRALI
varidns a 211 bp-os mutéciot (7521 - 7732 bp) a szovet-specifikus enhancerben tartalmazta, a
936LCRA2 klonban ezen kiviil az YY1-dependens és a CDP/Cut-dependens silencer rész is
elveszett az LCR régio 378 bazispar (7564 - 35 bp) hosszusagu szakaszanak kiesése miatt (6.

abra).

A delécios mutansok transzkripcios aktivitasa HeLa sejtekben

A delécids variansok transzkripcids aktivitasanak vizsgalatahoz pALuc reporter vektorba

klonoztuk a 33-as €s 936-os izolatum eredeti hosszusagli és mutans varidnsait, és Hela
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sejtekbe transzfektaltuk Oket (8. abra). Pozitiv kontrollként a HPV16 prototipusanak
egységnyi aktivitdsunak pedig a HPV16 Py; prométert tartalmazd pALuc-16P plazmid
transzkripcids aktivitasat tekintettiik (8. abra). A kontroll pALuc-pt16LCR plazmid a HPV16
(Kammer et al, 2000) az é4zsiai-amerikai varians teljes hosszusdgiih LCR régidja (pALuc-
33LCR) mintegy 3-szor nagyobb transzkripcids aktivitassal rendelkezett, mint az eurdpai
varidnsok (pALuc-pt16LCR, illetve pALuc-936LCR) LCR régioja. A 33LCRA1 és 33LCRA2
jelt klonok a 33LCR-hez képest csokkent, de a pALuc-16P plazmidhoz képest viszonylag
magas aktivitassal rendelkeztek. Ez kiilonosen a 33LCRA2 esetében volt meglepd, hiszen ez a
mutdns tartalmazta a legnagyobb deléciot: az LCR régiobol csak 210 bp maradt meg 5’
helyzetben, az L1 3’ vége mellett. A 936LCRAI varians transzkripcios aktivitasa kb. 50%-kal
csokkent a teljes LCR régiot tartalmazo pALuc-936LCR-hez képest. A 936LCRA2 aktivitasa
nagyobb csOkkenést mutatott: alig haladta meg a Py; promotert tartalmazod pALuc-16P

plazmid transzkripcids aktivitasat (8. abra).

70 -
60 - l
50 -
40 -
30 -

20 +

rel. luciferazaktivitas

8. abra
Az LCR variansok transzkripcids aktivitasa HeLa sejtekben

Az E2 fehérje hatasa az azsiai varidans delécios mutansainak transzkripcios aktivitasara

Az LCR régidban talalhato 4 viralis E2 kotOhelybdl a 33LCRA2 variansban kettd a
delécio kovetkeztében kiesett, ezért megvizsgaltuk, hogyan hat a HPV16 E2 fehérjéje a

kiilonb6z6 delécios variansok transzkripcids akivitasara. A HPV16 E2 fehérjéjének szerepe
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fligg a viralis DNS fizikai allapotatdl, mert az integraciokor a cirkularis virusgenom felnyilik,
¢s az E2 gén felhasad. Mivel a 33-as és 936-0s minta episzomadlisan tartalmazta a HPV16
szekvenciat, az E2 fehérje transzkripciondlisan aktiv maradhatott a HPV genomban.

El6szor azt kellett bizonyitanunk, hogy a transzfekcid soran a HelLa kultiraban
biologiailag aktiv E2 protein fejezddik ki. Ehhez a prototipus HPV16 E2 fehérjéjét kodolo
pCMV-pt16E2 plazmidot a pC18Sp1-Luc reporter vektorral egyiitt juttattuk a HeLa sejtekbe.
A pC18Spl-Luc vektor négy E2-, két Spl kotShelyet és a szentjanosbogar luciferaz génjét
tartalmazza az adenovirus f0 késdi promotere elé kloénozva. Novekvé koncentracidban
alkalmazva a pCMV-pt16E2 plazmidot a pC18Sp1-Luc vektor dozis-fliggd transzaktivaciojat
tapasztaltuk (I. kozlemény 3a. ébra).

Az E2 protein delécios varidnsokra gyakorolt hatasat HelLa sejtvonalban, pCMV1
kontroll és pCMV 1-pt1 6E2 plazmidok segitségével vizsgaltuk (9. abra). A prototipus HPV16
pALuc-33LCR ¢és a pALuc-33LCRAI1 plazmidok transzkripcios aktivitasa kis mértékben

csokkent a viralis E2 hatdsara, mig a 33LCRA2 aktivitasa szignifikans csokkenést mutatott.
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rel. luciferaz aktivitas

9. dbra
A HPV16 E2 proteinjének hatdsa az LCR varidnsokra HeLa sejtvonalban
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2. A HPV 16 E6 és E7 proteinjének hatisa a TGF-$2 prométer transzKkripcios
aktivitasara (I1. kozlemény)

M. Nees ¢és tarsai 2000-ben kimutattak, hogy a HPV16 E6 és E7 fehérjéje csokkenti a
TGF-f2 mRNS-ének ¢és fehérjéjének szintjét primer keratinocitdkban. Mivel ebben a
tanulmanyban nem volt sz6 arrdl, hogy a virdlis onkogének hogyan hatnak a TGF-32
promoterére, I1. kozleményiinkben kotranszfekcids kisérleteket végeztiink ennek kideritésére.

Annak Dbizonyitdsara, hogy a pcDNA-16E6 és a pcDNA-16E7 expresszids
plazmidjaink funkciondlis E6 és E7 fehérjét fejeznek ki, NIH/3T3 sejtvonalba transzfektaltuk
Oket a pAdE2Luc vektor jelenlétében. Ez a vektor az adenovirus E2 promoéterét (AdE2)
tartalmazza a luciferaz gén elé klonozva. A HPV16 E7 fehérjéje az Rb/E2F komplexbdl
felszabaditja az E2F1 transzkripcids faktort, amely kotédik az AdE2 promoéterben 1évé E2F
kothelyhez, és transzaktivalja a promotert. Transzaktivald hatas figyelheté meg funkcionalis
HPV16 E6 jelenlétében is. Kisérleteinkben az E7 a koncentracié fliggvényében erdsen
aktivalta az AdE2 promotert, mig az E6 mérsekeltebb (2,5 — 3-szoros) transzaktivald hatast

mutatott (10. abra).
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10. abra
Funkcionalisan aktiv E6 és E7 fehérje expresszidojanak bizonyitasa NIH/3T3 sejtekben

A HPV 16 E6 és E7 proteinjének hatasa a TGF-f2 promoter transzkripcios aktivitasara

kiilonbozo sejtvonalakban
Mivel a TGF-B2 szekrécigjat a HPV16 E6 és E7 onkogénje p53, illetve Rb-fliggd

utvonalon csokkenti (Nees et al, 2000), ezért kisérleteinkhez 3 kiilonb6zd sejtvonalat

hasznaltunk. A C-33A kultira nem tartalmaz papillomavirus szekvenciat, de a p53 mutans
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formaban van jelen, a retinoblasztoma protein pedig abnormalis méreti. A HeLa sejtekben a
p53 és az Rb a HPV18 genom jelenléte miatt funkcionalisan inaktiv. A NIH/3T3 kultara egér
embrionalis fibroblasztbdl lett kialakitva, és biologiailag aktiv pS3 és retinoblasztoma fehérjét
tartalmaz.

A kisérletekben hasznalt, a TGF-B2 promoter kiilonb6z6 hosszisagu darabjait
tartalmazd reporter vektorok sematikus abrazoldsa a 7. dbran lathat6. Eloszor a pB2-77 és
pB2-528 plazmid transzkripcios aktivitasat vizsgaltuk. Egységnyi aktivitasinak a pB2-77
plazmid transzkripcids aktivitdsat tekintettik a pcDNA kontroll plazmid jelenlétében. A
pB2-77 plazmid a TATA boxon kiviil egy E-boxot és egy CRE (cAMP-response element)
szekvenciat tartalmaz, mig a pB2-528 ezeken az elemeken kiviil egy eddig részleteiben nem
jellemzett upstream’ szabalyozo régidval is rendelkezik. A pB2-77 plazmid alapaktivitdsa — a
transzfektalt sejtek tipusatol fiiggden — 30-150-szer nagyobb volt, mint az tlires pALuc vektor
alapaktivitasa.

A C-33A sejtekben a HPV16 E6 és E7 fehérjéje gyenge aktivald hatassal volt a
TGF-B2 prométerének mindkét darabjara (11. 4bra). A HeLa kulturdban az E6 erds
transzaktivalo hatdst mutatott mind a rovidebb, mind a hosszabb prométer szakasz esetében,

mig az E7 fehérje csak a pB2-528 plazmid transzkripcios aktivitdsat emelte (11. &bra).

a77
528

rel. luciferdz aktivitas
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11. abra
A HPV16 E6 és E7 fehérjéjének hatasa a TGF-2 prométer transzkripcios aktivitasara
a kiilonb6z6 sejtvonalakban

Bar M. Nees ¢és kollégai kozleményében a funkcionalisan aktiv p53-at és pRb-t
kifejez6 keratinocitdkban az E6 fehérje csokkentette a TGF-B2 mRNS szintjét, a mi
kotranszfekcios kisérletiinkben az aktiv p53-at tartalmaz6d NIH/3T3 sejtekben az E6 protein

enyhén aktivalta a TGF-B2 promoter transzkripcids aktivitdsdit mind a pB2-77, mind a
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pB2-528 plazmid esetében. Az E7 fehérje ezekben a sejtekben mérsékelten novelte a pB2-77
plazmid aktivitdsat, mig a pB2-528 aktivitasat szignifikansan (3-4-szeresen) gatolta (11.
abra).

Abban az esetben, ha az E7 fehérjét kifejez0 expresszids plazmidot ndévekvd
mennyiségben adtuk kisérleti rendszeriinkh6z, mar kis koncentracio esetén tapasztaltuk ezt a

gatl6 hatast (II. kozlemény 3B. dbra).

Az E7 gatlo hatasaért felelos régio meghatarozasa a TGF-[2 promoterében

Az E7 gitlo hatasaért felelés TGF-B2 promoter-régid lokalizacigjanak pontosabb
meghatdrozasahoz a pB2-528 plazmid felhasznaldsaval kiilonb6zé hosszusagu, de azonos 3’
véggel rendelkezé promoéter darabokat klonoztunk a pALuc reporter vektorba, és NIH/3T3
sejtekbe transzfektalva vizsgaltuk, hogy milyen transzkripcios aktivitassal rendelkeznek ezek
a plazmidok a papillomavirus E7 proteinjének jelenlétében, illetve hidnyaban. Egységnyi
aktivitasinak a pB2-528 plazmid transzkripcios aktivitasat tekintettik a pcDNA kontroll
vektor jelenlétében. A pB2-77, pB2-183 és pB2-251 plazmidok aktivitdsa emelkedett az E7
protein hatasara. A 352 bazispar hosszusagl promoter szakaszt tartalmazd, pB2-352 plazmid
transzkripcids aktivitasa szignifikdnsan csokkent az E7 hatdsara, bar a plazmid alapaktivitasa
is meglehetdsen alacsony volt (valésziniileg egy transzkripcids ’silencer’ elem jelenléte
miatt). Mig a pB2-445 plazmid aktivitdsit nem befolyasolta az E7 fehérje, a pB2-528
aktivitasat szignifikdnsan gatolta, mint ahogy az mar el6z0 kisérletiinkben is tortént (1.
kozlemény 4A. abra). Mindezek alapjan valdszintsithetd, hogy a TGF-B2 promoéterében az
E7 gatld hatasaért felelds régid a transzkripcid kezddhelyétdl szamitott -528 és —251 nukleotid
kozott talalhato.

Hogy megeroésitsiik ezt az eredményt, heteroldg - SV40 promoter - elé klonoztuk a
gatlo hatasért felelés TGF-B2 promoter szekvenciat (-536 - —376), és tranziens transzfekcios
kisérletekben vizsgaltuk az igy kapott pGL2-Prom-B2-161 plazmid transzkripcios
aktivitasaban bekdvetkezett valtozasokat. Egységnyi aktivitdsunak a pGL2-Basic reporter
vektor alapaktivitasat tekintettiik a pcDNA kontroll plazmid jelenlétében. Az E7 protein nem
befolyasolta szignifikansan a pGL2-Prom vektor transzkripcids aktivitdsdt, mig a
pGL2-Prom-B2-161 plazmid esetében az aktivitas kb. a felére csokkent (II. kozlemény 4B
abra). Ezek az eredmények azt mutatjak, hogy a TGF-B2 promdterében a HPV16 E7 gatld
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hatdsaért ez a szakasz felelds nemcsak természetes kornyezetében, hanem heterolog promoter

mellett is.

Az E7 gatlo hatasaért felelos molekuldris mechanizmusok vizsgalata

Kovetkezd kotranszfekcios kisérleteinkben arra kerestiink valaszt, hogy milyen
fehérjék kozvetithetik a HPV16 E7 proteinjének gatld hatdsat. Az eddig ismertetett
eredményekbdl kitlinik, hogy a HPV16 E7 csak funkcionalis Rb jelenlétében gatolja a
TGF-B2 promoéterének transzkripcios aktivitdsat. Kiilonboz6 mutins E7  fehérjéket
expresszalo plazmidok segitségével kivantuk meghatarozni, hogy ez a gatl6 hatas specifikus-e
a retinoblasztoma fehérjére, vagy mas pocket proteinek altal is 1étrejohet. A vad tipust és
mutans E7 fehérjéket kodolo szekvencidkat (pMo-16E7, p24Gly, p26Gly, p31Arg, p58Gly, és
p91Gly) Moloney egér leukémia virus LTR (long terminal repeat) régidja elé klonozva kaptuk
dr. Karen Vousdentdl (Edmonds and Vousden, 1989). A HPV16 E7 fehérje 24. (Cys—Gly) és
26. (Glu—Gly) aminosavanal bekovetkezd mutaciok a konzervativ Rb-kotShelyet érintik,
azonban 24. (Glu—Gly) muticié nemcsak a retinoblasztoma kotését, hanem a p107 és p130
fehérjék kapcsolddasat is megakadalyozza. A 31. (Ser—>Arg) mutdcio az E7 kazein-kinaz 11
foszforilacids helyét érinti, az 58. (Cys—Gly) és 91. (Cys—Gly) aminosavat megvaltoztato
mutaciok pedig a Cys-X-X-Cys motivumot, ezaltal a cink-ujj struktura kialakulasat

befolyasoljak (12. ébra).
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Rb, p107, p130 kotés
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21 26 LXCXE
20 29 Rb kétés
I 08 Rb/E2F1 komplex megsziintetése
31 37 C.KII f?Ii’smeréher
% 08 cink kotés
12. abra

A HPV16 E7 protein doménjeinek sematikus abrazolasa
Az éabra felsé részén a I1. kdzleményben hasznalt E7 mutansok altal tartalmazott aminosaveserék vannak
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C-X-X-C: cink-ujj struktura kialakulasaért felelds szekvencia.
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A NIH/3T3 sejtekben elvégzett transzfekcids kisérletek soran egységnyi aktivitdsunak
a pB2-528 plazmid transzkripcios aktivitdsat tekintettiik a pMo kontroll vektor melett. Azok
az E7 mutdnsok, amelyek az Rb-kotd képességiikben sériiltek (p24Gly és p26Gly),
megsziintették az E7 fehérje TGF-B2 promoterét gatld hatasat. Mivel a p107-hez és p130-hoz
kapcsolodni képes E7 mutans (p26Gly) sem tudta gatolni a pB2-528 plazmid transzkripcios
aktivitasat, a kérdéses gatlé hatds nem fiigg az E7 és a pl07, illetve a p130 fehérje
kapcsolodasatol. A 31., 58., illetve a 91. aminosavat érintd mutaciok nem sziintették meg az
E7 gatlo hatasat, bar a transzkripcids aktivitds nem volt olyan kifejezett (2-3,5-szeres), mint a
vad tipusu E7-et expresszalé pMo-16E7 plazmid esetében (110-szeres) (13. dbra). Mindezek
alapjan elmondhatjuk, hogy a HPV16 E7 TGF-B2 promotert gatld hatasahoz sziikséges az E7

¢s az Rb kapcsolodasa.
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13. abra
A mutans E7 proteinek hatasa a TGF-B2 prométerének transzkripcios aktivitasara
NIH/3T3 sejtekben

Irodalmi adatokbdl tudjuk, hogy a HPV16 E7 ¢és a hypofoszforilalt retinoblasztoma
fehérje kapcsolddasa soran E2F1 transzkripcids faktor szabadul fel az Rb/E2F komplexbdl.
Amennyiben ez a folyamat zajlik le akkor is, amikor az E7 gatolja a TGF-B2 promoterét,
exogén E2F1 hatdsara is transzkripcids aktivitas-csokkenést kell tapasztalnunk. Kovetkezd
kisérleteinkben E2F1 transzkripcios faktort expresszald plazmidot (pcDNA-E2F1) juttattunk a
NIH/3T3 sejtekbe a TGF-B2 promoterének 528 bp méretli darabjat tartalmazdé pB2-528
plazmid jelenlétében, és vizsgaltuk a promdter transzkripcios aktivitdsaban bekdvetkezd
valtozasokat. Kontrollként {ires pcDNA plazmidot hasznaltunk. Az ilyen modon expresszalt
exogén E2F1 a HPV16 E7 fehérjéjéhez hasonld mértékben (2,3-szorosan) gatolta a pB2-528
plazmid transzkripcios aktivitasat (II. kozlemény 6. ébra). Ezekbdl az eredményekbdl azt a
kovetkeztetést vonhatjuk le, hogy az E7 valosziniileg az E2F1 Rb/E2F komplexbdl torténd

felszabaditasa révén gatolja a TGF-B2 promoterét.
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KOVETKEZTETESEK

1. A HPV16 természetes delécios variansainak transzkripcios aktivitasa (I. kozlemény)

Egy korabbi tanulmdny soran (Veress et al, 1999) HPV16 varidnsokat izolaltunk
cervix carcinomds mintakbol. Az LCR régi6 amplifikacidja utdn a teljes hosszsagu
szabalyoz6 régié mellett néhany mintabol révidebb amplimereket is kimutattunk. A dolgozat
alapjaul szolgald elsé kozleményben a 33-as €s a 936-os minta teljes és 2-2 természetes
delécids variansanak (33LCR, 33LCRAI1 és 33LCRA2, illetve 936LCR, 936LCRAI1 ¢és
936LCRA2) vizsgalataval foglalkoztunk. A HPV16 a szekvencia-analizis alapjan a 33-as
mintaban az 4zsiai intratipusba sorolhatd, mig a 936-os minta HPV16-szekvencidja az europai
prototipus képét mutatja. A szekvenalds soran a deléciok mellett GRE, TEF-1 és NF1
kotdhelyeket érintd mutaciokat is kimutattunk (a HPVI16 referencia-szekvencidjahoz
viszonyitva), ezek azonban mind a teljes, mind a rovidebb LCR-t tartalmazd varidnsokban
megjelentek. A 33LCR-ben a szekvendlas soran talalt, egyedi nukleotidot érinté mutaciok
kozott kiemelt fontossaghh a 7729 A / C: ez a baziscsere gyakran eléfordul a magasabb
onkogén kockdzatli azsiai-amerikai varidnsban, ¢és egyes szerzok (Kammer et al, 2000)
feltételezik, hogy - bar nem érinti egyetlen ismert transzkripcids faktor kotéhelyét sem - ez a
aktivitasaért.

A 33LCRALI klonban 292 bp-os delécid kovetkeztében pozitiv hatastu elemek estek ki
a silencer régio egy részével egylitt. A 33LCRA2-ben az 563 bp-os delécid a teljes ismert
ehancert, illetve a represszor hatasu YY1 és CDP/Cut faktorokra specifikus szekvenciakat is
érintette. A 936LCRAI minta a 211 bp-os mutaciét a szovet-specifikus enhancerben
tartalmazta, a 936LCRA2 klénban ezen kiviil az YY1-dependens és a CDP/Cut-dependens
silencer rész is elveszett az LCR régi6 378 bazispar hossziisagu szakaszanak kiesése miatt.

Transzfekcios kisérleteinkben masok eredményeivel Osszhangban (Kammer et al,
2000) az azsiai-amerikai varidns teljes hosszisagh LCR régidja nagyobb transzkripcios
aktivitassal rendelkezett, mint az eurdpai variansok (prototipus HPV16, 936LCR) LCR
régidja. Bar egy korabbi kisérletsorozatban (Veress et al, 1999) ez az aktivitas-kiilonbség kb.
1,7-szeresnek adodott, transzfekcios kisérleteinkben az dzsiai-amerikai varians LCR régidja
kb. 3-szor nagyobb transzkripcios aktivitassal rendelkezett. Ez a kiilonbség valdsziniileg a

tranziens transzfekciohoz hasznalt sejtkultirak kiilonbozdségébdl eredhet. A 33LCRAI1 és
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33LCRA2 plazmidok a 33LCR-hez képest csokkent, de a HPV16 Py; promoéteréhez képest
viszonylag magas aktivitassal rendelkeztek. Ez kiilonosen a 33LCRA2 esetében volt meglepd,
hiszen ez a mutédns tartalmazta a legnagyobb deléciot: az LCR régiobol csak 210 bp maradt
meg 5’ helyzetben, az L1 3’ vége mellett.

A 33LCRA2 delécids varidnssal végzett transzfekcids kisérletek adatai alapjan
feltételezhetd, hogy a HPV16 LCR régio 5° vége a HPV11-hez és HPV18-hoz hasonloan egy
transzkripcids enhancer szakaszt tartalmaz. Ez az enhancer biztosithatja az E6/E7 onkogének
transzkripcidjat a centralis, szovetspecifikus enhancer hidnya esetén. Ebben az LCR-részben
egy matrix attachment régié (MAR) talalhat6, mely a viralis DNS fizikai allapotatodl fiiggden
pozitivan vagy negativan befolydsolja a Py; promoter transzkripcios aktivitasat: episzomalis
forma esetén represszorként, mig integraciokor aktivatorként miikodik (Stunkel et al, 2000).
Bér a mi esetiinkben a transzfektalt plazmidok episzomalisan voltak jelen, ez az 5° LCR régio
mégis enhancerként funkcionalt. A latszolagos ellentmondas hatterében az allhat, hogy mig
masok kisérleteiben (Stunkel et al, 2000) az 5° LCR mellett jelen volt a centralis enhancer is,
a 33LCRA2 variansban ez delécio kovetkeztében teljesen kiesett. Az 5° LCR szakaszban
talalhatdé néhany AP1 kotohely, amely felelds lehet a tapasztalt aktivald hatasért. Az is
lehetséges, hogy a 33LCRA2 varidnsban bekovetkezett delécio az LCR nukleoszémalis
organizaciojat érinti, s csokkenti a CDP és a HDACI represszalo hatasat. Erdemes
megemliteni, hogy a HPV16 viralis replikacids origdjanak a CDP/Cut-dependens silencer
a delécios varidnsok kis kopiaszamban vannak jelen a teljes hosszusagu LCR-t tartalmazo
episzomalis varidnsok mellett, és a daganatos sejtekbe integralodva replikdlodnak. Az is
elképzelhetd, hogy az LCR-en kiviili szekvencidk is funkcionalhatnak replikacids origoként
az episzOmalis virusgenom szamara.

Az LCR régioban talalhato 4 virdlis E2 kotohelybdl a 33LCRA?2 variansban csak kettd
talalhato, ezért megvizsgaltuk, hogyan hat a HPV16 E2 fehérjé¢je a kiillonbozd delécios
variansok transzkripcios aktivitdsara. Az E2 protein alacsony koncentracioban
transz-aktivatorként a Pg;-es promoteren keresztiil noveli az E6 és E7 mRNS-ének
mennyiségét, mig magasabb koncentracidban ugyanezekre a génekre gatlo hatast fejt ki. Az
E2 protein represszor hatasa a korai promoterre az LCR két proximalis helyzetii E2
kotohelyén keresztiil valosul meg azaltal, hogy eltavolitja a promoéter melldl a pozitiv hatasa
Sp-1 transzkripcios faktort. A HPV16 E2 fehérjéjének szerepe fiigg a viralis DNS fizikai

allapotatol is, mivel az integraciokor a cirkuléris virusgenom felnyilik, és az E2 gén felhasad.
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gy a Po; promoter felszabadul az E2 protein gatlasa aldl, és megindithatja a transzformald
fehérjék termelését. Mivel a 33-as és a 936-os minta episzomalisan tartalmazta a HPV16-ot,
az E2 fehérjék igy biologiailag aktivak maradhattak a HPV genomban. A 33LCR és a
33LCRAI plazmidok transzkripcios aktivitasa kis mértékben csokkent a viralis E2 hatasara,
mig a 33LCRA2 aktivitdsa szignifikdns csokkenést mutatott. Ez utdbbinak az lehet a
magyarazata, hogy ebbdl a variansbol a két disztalis, a Py; promoterre pozitiv hatasa E2-
kotohely esett ki a delécid kovetkeztében, mig a két proximalis, negativan szabalyozd E2

kotéhely megmaradt.

2. A HPV16 E6 és E7 onkoproteinjének hatisa a TGF-B2 promoter transzKripcios

aktivitasara (I1. kozlemény)

M. Nees és tarsai 2000-ben kimutattak, hogy a HPV16 E6 és E7 fehérjéje csokkenti a
TGF-B2 mRNS és a biologiailag aktiv fehérje szintjét primer keratinocitdkban. Mivel ebben a
kozleményben nem vizsgéaltdk a gatld mechanizmus molekularis hatterét, kotranszfekcios
kisérleteket végeztiink annak tanulmanyozasara, hogy a viralis onkogének hogyan hatnak a
p53, illetve az Rb tumorszuppresszor fehérje altal medialt folyamatoknak is szerepe volt, ezért
kisérleteinkhez 3 kiilonb6z6 sejtvonalat hasznaltunk. A C-33A kultiraban nincs jelen HPV
szekvencia, de a sejtek a p53-at és a retinoblasztoma proteint is mutdns formaban
tartalmazzdk. A Hela sejtekben a p53 ¢és az Rb a HPVI8 genom jelenléte miatt
funkcionalisan inaktiv. A NIH/3T3 egér eredetii embrionélis fibroblaszt, és bioldgiailag aktiv
p53 és retinoblasztoma fehérjét tartalmaz. Els6 kisérleteinkben a TGF-B2 promoter 77, illetve
528 bp méretli darabjat tartalmazd plazmid (pB2-77, pB2-528) transzkripcids aktivitasat
vizsgaltuk a virdlis E6 és E7 jelenlétében. A C-33A sejtekben a HPV16 E6 és E7 fehérjéje kis
mértékben aktivalta a TGF-B2 promoterének mindkét darabjat tartalmazo plazmidot. A HeLa
kultaraban az E6 er6s transzaktivald hatdst mutatott mind a rovidebb, mind a hosszabb
promoter szakasz esetében, mig az E7 fehérje csak a pB2-528 jelli plazmid transzkripcios
aktivitasat emelte. A NIH/3T3 sejtekben a HPV16 E7 fehérjéje mérsékelten ndvelte a pB2-77
plazmid aktivitasat, mig a pB2-528 aktivitasat szignifikansan (3-4-szeresen) gatolta. Abban az
esetben, ha az E7 fehérjét kifejezd expresszios plazmidot novekvd mennyiségben adtuk

kisérleti rendszeriinkh6z, mar kis koncentracié esetén tapasztaltuk ezt a gatld hatast. Mivel az
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E7 csak nagyobb koncentracidban (2 pg) ndvelte a pB2-77 transzkripcios aktivitasat, a
promoter eme szakaszara kifejtett aktivalo hatdsa nem tiinik bioldgiailag szignifikansnak.

Bar M. Nees ¢s kollégai tanulmanyaban a bioaktiv p53-at és retinoblasztoma proteint
kifejez0 keratinocitdkban az E6 fehérje is csokkentette a TGF-B2 fehérje szintjét, a mi
kotranszfekcios kisérletiinkben az aktiv p53-at tartalmaz6 NIH/3T3 sejtekben az E6 protein
enyhén novelte a TGF-B2 promoter transzkripcids aktivitdsat mind a pB2-77, mind a pB2-528
plazmid esetében. Az ellentmondés hatterében az allhat, hogy a TGF-B2 protein pillanatnyi
szintje nemcsak prométer-szinten szabalyozott, hanem mas mechanizmusok altal is.

Az E7 gitlo hataséért felelés TGF-B2 promoter-régid lokalizacidjanak pontosabb
meghatdrozasdhoz kiilonb6z6 hosszisagl, de azonos 3’ véggel rendelkezd promoter
darabokat klonoztunk a pALuc reporter vektorba, és NIH/3T3 sejtekben vizsgaltuk, hogy
hogyan valtozik transzkripcids aktivitdsuk a papillomavirus E7 proteinjének hatdsara.
Transzfekcids kisérleteink szerint az E7 gatld hatasaért felelds régio a TGF-2 promdterében
a transzkripcidé kezdOhelyétdl szamitott -528 és -251 bp kozott taldlhato. Kimutattuk azt is,
hogy ez a szakasz nem csak homol6g, hanem heterolég (SV40) promoter elé klénozva is
érzékeny az E7 represszalo hatasara.

Kovetkez6 kisérleteinkben mutans E7 fehérjéket expresszald plazmidok segitségével
kivantuk meghatarozni, hogy ez a gatld hatas csak a retinoblasztoma fehérje kotésétol fiigg,
vagy mas pocket proteinek (p107, p130) altal is l1étrejohet. Eredményeink szerint az az E7
mutans (p26Gly), amely nem képes kapcsolodni a retinoblasztoma fehérjéhez, de a p107 és
p130 proteinekhez igen, elvesztette TGF-B2 promotert gatlo képességét, ugyanugy, ahogy az
Rb-hez és a masik két pocket proteinhez kotddni képtelen E7 mutans (p24Gly) is. Mindezek
alapjan elmondhatjuk, hogy a HPV16 E7 TGF-B2 promotert gatld hatasahoz sziikséges az E7
¢s az Rb kapcsolodasa. A p31Arg, p5S8Gly és p91Gly mutans megdrizte represszald hatasat
(bar a megfigyelt pB2-528 aktivitas nem volt olyan alacsony, mint a vad tipust E7 esetében),
tehat a kazein kinaz II foszforilacids hely és a Cys-X-X-Cys motivum nem jatszik dontd
szerepet a gatlo hatés létrejottében.

A HPV16 E7 fehérjéje a hypofoszforilalt retinoblasztoma proteinhez kapcsolodva
megakadalyozza annak az E2F transzkripcios faktorhoz valo kotodését, a szabad E2F1 pedig
szamos, a sejtciklus S-fazisdban kozremiikodé gén transzkripcidjat befolyasolja.
Megvizsgaltuk tehat, hogyan hat az E2F1 transzkripcidos faktor a TGF-B2 promoterére.
Kisérleteinkben azt tapasztaltuk, hogy az E2F1 az E7 proteinhez hasonldan gatolta a TGF-[32

promoterének transzkripcids aktivitdsat. Mindezekbdl az eredményekbdl azt a kovetkeztetést
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vonhatjuk le, hogy a HPV16 E7 fehérjéje valoszinlileg az E2F1 Rb/E2F komplexbdl torténd
felszabaditdsa révén fejti ki gatlo hatasat a TGF-B2 promoterére. Mivel a TGF-B2
promoterében nem talalhatd konszenzus E2F-kotohely, az E2F1 hatasa indirekt lehet.

Irodalmi adatok szerint a nagy mennyiségben expresszalodo E2F1 képes feliilirni a
TGF-B altal létrehozott G,-blokkot (Schwarz et al, 1995). Az E2F1 fokozza a ciklin E
aktivitasat, melynek hatasara a CDK2 foszforiladlja a TGF-B2 szignalizacids Utvonaldban
fontos szerepet jatsz6 Smad3 molekulat. A foszforilalodas hatasara a Smad3 transzkripcids
aktivitasa csokken, csokken a pl5 ciklin-dependens inhibitor szintje, ez pedig az S-fazis
iranyaba tolja el sejtciklust (Arata et al, 2000; Matsuura et al, 2004). Ebbe az iranyba
mutatnak a mi eredményeink is. Ha ugyanis az Rb/E2F komplexbdl a papillomavirus E7
proteinje hatdsara felszabadulé E2F1 csokkenti a TGF-B2 szintjét, a Smad3-célgének atirasa
gatlodik, illetve emelkedik a CDK2- és CDK4-szint, mindezek hatdsara pedig a sejtek
beléphetnek a sejtciklus S-fazisaba.
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1.

OSSZEFOGLALAS

crer

delécids variansaiban a deléciok mellett GRE, TEF-1 és NF1 kotohelyeket érintd
pontmutéciokat is taldltunk (a HPV16 referencia-szekvencidjadhoz viszonyitva), ezek a
baziscserék azonban a teljes LCR-t tartalmaz6 klonokban is megjelentek. A delécidk az
LCR-ben a szovetspecifikus enhancert és az YY1-, illetve a CDP/Cut-dependens silencer
aktivitdsa (33LCR) magasabbnak bizonyult, mint az eurdpai variansoké (ptl16LCR,
936LCR). A delécios variansok transzkripcios aktivitasa altaldban alacsonyabb volt, mint
a teljes LCR-t tartalmazo variansé. Egy delécids variansnal (33LCRA?2) viszont nem vart,
viszonylag magas transzkripcios aktivitast tapasztaltunk annak ellenére, hogy a mutacié a
teljes ismert ehancert, illetve a represszor hatastt YY1 és CDP/Cut faktorokra specifikus
szekvencidkat is érintette. Ezek alapjan feltételezhetd, hogy a HPV16 LCR 5’ végén egy

eddig nem definialt enhancer elem helyezkedik el.

A HPV16 E7 fehérje a bioldgiailag aktiv retinoblasztoma proteint expresszalé NIH/3T3
egér eredetli embriondlis fibroblaszt sejtekben szignifikdnsan csokkentette a TGF-B2

promoter transzkripcids aktivitasat. A gatld hatasért felelds régido a TGF-B2 promoterében

-528 ¢és -251 bp kozott helyezkedik el.

A HPV16 E6 proteinje enyhén aktivalta a TGF-B2 promoterét. Ez a hatas fliggetlen volt a
p53 tumorszuppresszor protein jelenlététdl, illetve hianyatdl, és valdsziniileg a TGF-32
promoterében jelenlévé TATA boxon keresztiil valosul meg. Az E7 gétlo hatasa csak a
retinoblasztoma fehérjétdl fiigg, a masik két pocket proteintdl (p107, p130) nem, és nem
befolyasolja szignifikdnsan az E7 kazein kindz II foszforilaciés helyének és cink-ujj
strukturdjanak épsége sem. Mivel az E2F1 transzkripcidés faktor hasonldé mértékben
gatolta a TGF-B2 promoterét, mint az E7 onkoprotein, feltételezhetd, hogy a HPV16 E7
fehérjéje az E2F1 Rb/E2F komplexbdl torténd felszabaditasa révén fejti ki gatld hatasat.
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