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BEVEZETES

A genitalis traktus human papillomavirus (HPV) dedse az egyik leggyakoribb
szexudlis uton terjédbetegseg, és az utobbi évtizedek kutatasai egyysta igazoltak, hogy
a magas onkogén kockazatu HPV tipusok altal okogettzisztens febtzés tekinthet a
legfontosabb etioldgiai faktornak a méhnyakrak éméhnyak rakmegéts allapotainak
kialakulasaban (zur Hausen, 1994; Bosch eés m&08; Faridi, 2011). Az anogenitalis regio
HPV feritvzései soran tumoros progresszio ritkan kovetkezk ugyanis az esetek dént
tobbségében még tartésan fennalld HPVGfErs esetében is a kialakulé hamlézidk spontan
visszafejbdnek vagy progresszidjuk megall (Doorbar, 2006).HRV feri6zések magas
prevalencigja miatt azonban a HPV &#kshez kothéttumorok a leggyakoribb malignus
folyamatok kozé tartoznak, igy eervix carcinomavilagviszonylatban a dk masodik
leggyakoribb tumoros betegsége, mintegy 450000séjet fedeznek fel évente, ameilyb
25000 esetet az Eurdpai Uni6 orszagaiban diagrészak (Waggoner, 2003).

A méhnyakrak kialakulasaban és progresszidjabdrua jelenlétén kivil szamos mas
tényed is szerepet jatszhat. A férbtt egyén szexudlis szokasai, genetikai hattere és
immunologiai jellemai elésegithetik a virusfefzés perzisztalasat, valamint a gazdasejtben
lejatszddd epigenetikai és jelatviteli regulacidslydmatok a HPV onkoproteinekkel
kélcsbnhatva elindithatjak vagy felgyorsithatjdkuenoros folyamatot (Doorbar, 2006; Huh,
2009).

Munkacsoportunk egy korabbi tanulmanyaban a ggalas folyamatok és a
korokozok elleni immunvélasz szabalyozadsaban kdézpsmerepet jatszo citokin, az
interleukin-10 (IL-10) promoter polimorfizmusanalofkktor szerepét vizsgalta a magas
onkogén kockazatu HPV férések iranti fogékonysag illetve cervicalis intraepitelialis
neoplasi& kialakulasanak kockazata kapcsandf@zées mtsai., 2004). Ismert ugyanis, hogy
fiziologias korulmények kozott a méhnyak transzfacmds zonajaban, amely cervicalis
neoplasi& kialakulasanak leggyakoribb helye, emelkedeti@Lszint figyelhet meg, amely
tovabb fokozodik a HPV indukalta hamelvaltozasokb@rmannini és mtsai., 1998; Hazelbag
€s mtsai.,, 2001). Feltételezések szerint az IL-dKalisan képes csokkenteni a sejtes
immunvalasz hatékonységat, igyoéssgitheti a korokozok talélését és a perzisztens
virusferthzés kialakulasat (Giannini és mtsai., 1998; Kobhiés mtsai., 2008). Ezt tAmasztja
ala, hogy a HPV indukalteervix carcinomban az IL-10 fokozott expresszioja korrelal az
onkologiai progresszidval (de Gruijl és mtsai.,, 9P9Az utdbbi években megjelent

k6zlemények arra utalnak, hogy sem a human ke@taloés epitelidlis sejtek, sem adék



szarmazo6 immortalizalodott sejtvonalak nem képdiselO termelésére (Teunissen és mtsai.,
1997; Steinke és mtsai, 2004), igy a HPV indukééevix carcinomaestében medgfigyelt
magas IL-10 expresszio valdsilieg a tumoros szovetbe infiltralddo leukocitakbddrsnazik
(Wolk és mtsai., 2002). Ismert, hogy az IL-10 géuivitasat befolyasolo transzkripcios
faktorok (Spl, Ets-1, CCAAT/enhancer &giroteinfi és STAT3) konstitutivan jelen vannak
a keratinocitakban illetve epitelialis eretlsejtekben is (Benkhart és mtsai., 2000; Grinstein
€s mtsai., 2002; Brenner és mtsai.,2003), ezérkémknsoran élszor arra kerestik a valaszt,
hogy ezekben a sejtekben az IL-10 expresszid koatderhianya epigenetikai inaktivacios
mechanizmusok altal valésul-e meg. Vizsgaltuk tiwéahzt is, hogy az epitelialis sejtekben
befolyasolja-e a magas onkogén kockazatiu HPV ggealmmléte ezeket a folyamatokat.

A méhnyakrak és rakmedeb allapotainak kialakuldséatddegit cellularis tényedk
lehetnek azok a jelatviteli molekulak, amelyek gteke tulélésében, proliferaciéjaban,
migraciojaban résztvévfolyamatokat szabalyozzak. Jol ismert, hogy alfapavirusok E6
és E7 onkoproteinjei nem transzkripciés faktork#atiza és a sejtciklusban résztdghérjék
génexpresszidjat befolyasolva késztetik osztddasraaltal a virdlis genom replikalasara - a
gazdasejtet, hanem magukkal a sejtciklust, sejtpratiot és adhéziét befolyasold cellularis
fehérjékkel képesek kolcsonhatni, igy azok aktsatakozvetlenul befolyasolni (Doorbar,
2006; Moody és Laimins, 2010). A malignus folyank&élakulasadhoz hozzajarulhat vagy
felgyorsithatja azt, ha a HPV féres hataséara ezeknek a regulator fehérjéknekkaaése
abnormalissa valik. A virdlis onkoproteinek altabfdlyasolt jelatado fehérjéknek az
azonositasa azért jelést mert egyre tobb ilyen protein aktivitasa befebthato
farmakoldgiai szerekkel, igy a malignus folyamatoérsékelhéiek vagy megallithatdak.

Szolid tumorokban gyakran megfigyelték a nem remempirotein tirozin kindzok
csaladjaba tartozo Src kinazok emelkedett expr@sszts aktivitasat, amely korrelacioban
allt a tumor edrehaladott allapotaval és attétképhajlamaval (Guarino, 2010). Néhany
koézelmaltban publikalt kozlemény emelkedett Srcakiraktivitast irt le méhnyakréak eretlet
szovetmintakban is (Kong és mtsai., 2011b). Megfighk tovabba, hogy méhnyakrak erédet
sejtvonalak kezelése az Src kinazok kismolekulafllogzereivel csokkentette a sejtek
motilitasat és invazivitasat (Yasmeen és mtsail02&ong és mtsai., 2011a). Nem ismert
azonban az, hoggervix carcinomaeredeli szévetmintdkban és sejtvonalakban az Src
kindzok az onkogén papillomavirusok hatasara diiiéak-e. Kisérleteink sordn ezért arra
kerestik a valaszt, hogy a magas onkogén kockakHlr-k E6 és E7 & virdlis
onkoproteinjei hatassal vannak-e az epitelidlistekbpn expresszalodé Src kinadzok

aktivitasara.



CELKIT UZESEK

Munkam soran a méhnyakrak kialakuldsahoz sziikspgedsztens HPV fefzést
elésegity kofaktorok kozul az immunmodulator interleukin-10L-10) termelésének
mechanizmusat kivantam tanulmanyozni. Célom volitalbba az Src csaladba tartozo
citoplazmatikus protein tirozin kinazok aktivacio@k vizsgalata, amely hozzajarulhat a HPV
fert6zott sejtek malignus fenotipuséanak kialakitasahoz.

Munkam soran az alabbi két témakdrbe tartozo kékdgsegvalaszolasat céloztam meg:

Az epigenetikai regulacios folyamatok szerepének malmanyozasa az IL-10 expresszio
gatlasaban keratinocitakban.

1. Kiulénbozik-e az IL-10 termelésére nem képes kewatiAkban az IL-10 promoter
metilacios mintdzata az IL-10 termidehérvérsejtekét?

2. Van-e kulénbség az IL-10 promoterhez asszocialasittdnok acetilacids allapotaban
a keratinociték és a leukocitak kozott?

3. Megvaltozik-e a magas kockazata HPV genomi szekakat hordozé meéhnyakrak
eredel sejtvonalakban az IL-10 promoter CpG metilacio tamata illetve a hisztonok
acetilaciés allapota?

4. Hogyan flgg Ossze az IL-10 promoter CpG metilaci@anak expresszids
aktivitasaval az IL-10 proximalis promoter szakads#otartalmazé reporter plazmid

konstruktokban?

A magas kockazatu HPV onkoproteinek hatasanak vizegata a keratinocitakban

expresszalodo citoplazmatikus Src kinazok expressgara és aktivitasara.

1. Van-e hatasa a HPV 16 E6 és E7 onkoproteineknekbayiter Src kindzok (Src,
Yes, Fyn) mRNS és fehérje expressziojara keratiakioan?

2. Megvaltozik-e a HPV 16 E6 és E7 onkoproteinek jében az Src kinazok
aktivitasa (foszforilalt allapota) keratinocitaktran

3. Befolyasolja-e a Kkeratinocitak differenciacidja &rc kinazok expresszibjat és

aktivitasat?



IRODALMI ATTEKINTES

A papillomavirusok altaldnos jellemzése

A Papillomaviridae csaladba tartoz6 human papillimesok (HPV) kisméreét DNS
virusok. A virionok 52-55 nm atm@ii burok nélkuli, ikozahedralis felépitepartikulumok.

A 72 kapszomerd all6 viruskapszidot az L1 és L2 struktarfehérggditik fel (Schiffman és
mtsai., 2007). A virusgenom hozz&ilety 8 kb mérdt cirkularis duplaszalid DNS molekula, a
kulonbo®d papillomavirusok genomszendelesének kozos tulajdonsaga, hogy a viralis
fehérjéket kddold gének a duplaszali DNS egyikasadbkalizalédnak. A virusgenom harom
f6 részre tagolddik: a virus életciklusanak korakasaaban kifejeds, a virus replikaciojat
és transzkripciojat szabdalyozd fehérjéket kédoldakd,E, early”) régiora, a strukturalis
fehérjéket koédold kés (,L, late”) régidra, valamint a fehérjéket nem dado, viralis
replikaciot és transzkripciot szabalyoz6 szakaglorag control region, LCR). Mind a korali,
mind a kési régidban tobb olvasasi keretet (ORF) talalhatbelgek atfedhetik egymast
(Doorbar, 2006). A papillomavirusokat a DNS genornervativ szekvenciainak
hasonlésaga alapjan rendszerezik. Egy HPV akkomitzéj genotipusnak, ha az L1
kapszidfehérjét kodold gén bazissorrendje kevesebit, 90%-ban egyezik meg a mar ismert
tipusok megfelél szekvenciaival (Bernard és mtsai., 2010).

A papillomavirusok a tobbrétégfelszini hamok bazalis sejtrétegét deik meg
feltételezheten mikrosériléseken keresztil (Doorbar, 2006; Kimss mtsai., 2009).
Szaporodasi ciklusuk szorosan kapcsolodik a haeksdiifferencialodasi folyamatahoz
(Pyeon és mtsai., 2009; Kajitani és mtsai., 20I&)pizmusuk alapjan megkulonboztetiink a
tobbréted elszarusodé hamban kialakulé kutan HPV ds#st, valamint a nemi szervek
illetve a Iégdrendszer nyalkahartydjan létrefomukdzalis ferdzést. A kutan papillomavirus
fertozések tobbsége morfologiailag és szovettanilag réeltézemdolcsok kialakulasat
eredményezi. Ezen benignus elvaltozasok kozul kmgyob a HPV 1, 2 és 4 altal indukalt
k6zonséges szemologefruca vulgari$. Bizonyos papillomavirusok (pl. HPV 3, 6, 7, 14)
ritkdbb szemdlcsfajtakban is megjelenhetnek. épidermodysplasia verruciformislyan
HPV 5, 8, 9, 12, 14, 17 altal okozott ortkletesegstg, amely szintén szemdblcsézer
elvaltozasokat okoz, de ezek a napfénynek kitelyeken malignusan elfajulhatnak . A
nyalkahartyat fetizék kézul az an. alacsony kockazatu (,low risk”) tjok (pl. HPV 6, 11)
benignus elvaltozdsokban (mondyloma acuminaturés laryngealis papilloma fordulnak
elé. A magas kockazatu (,high risk”) tipusokat (pl. VR6, 18, 31, 33, 35, 39) tobbnyire az



als6 genitalis traktus malignus daganataibol, 6sslsban meéhnyakrakbdl és annak
rakmegebz6 allapotaibdl, acervicalis intraepitelidlis neoplasididl, mutattdk ki (Bosch és
mtsai., 2008; Faridi és mtsai., 2011). Eddig t6bintmd50 kulonb6# HPV tipust sikertilt
elkiléniteni, amelynek mintegy 1/3-a képes a gésitéaktus nyalkahartyajat megfézni
(Faridi és mtsai., 2011).

A papillomavirus proteinek szerepe a virus vegetati életciklusaban valamint a

gazdasejt malignus fenotipusanak kialakitasaban

Az anogenitalisan fefz6 HPV-k a leggyakoribb szexualis uton tefjedigensek kozé
tartoznak. A cervikalis karcinogenezis elhtuzédoydahat, a HPV évekig perzisztalhat
tinetmentesen a méhnyak nyalkahéartyajdban, majd uléddd kofaktorok hatdséara
rosszindulati folyamatok indulhatnak meg. Az invaztarcinomat a meéhnyakham
rendellenességeinek progressziv stadiundailemeg (Doorbar, 2006).

Korabbi vizsgalatokban kimutattak, hogy benignusgkbzasokban és a rakmegd
allapotokban a virus genom altalaban episzémaliakthatd, és a virusféaés produktiv.
Ezekben az esetekben az episzomalis viralis genobazalis sejtrétegben alacsony, a
differencialt felszini sejtekben pedig magas kd&pdasban talalhatd. Ezzel szemben az
invaziv karcindbmakbdl szarmaz6 mintdkban gyakragaadasejt genomjaba integralédva
helyezkedik el a HPV DNS (Pett és Coleman, 200&cBas mtsai., 2008) (1. abra).

bazélis sejtek fertézése vegetativ viralis neoplasztikus szévet

életciklus
HPV
o

perzisztens
infekcio

HPV genom episzémalisan

LCR EB
E7

L2 L1 LCR E7 E2

L1
E1

gazdasejt E6 E1 gazdasejt
DNS DNS

L2 g5 E4

1. 4bra A HPV fertzés progresszidjBanks €s mtsai. (2012) abraja, modositva.)

(HPV: human papillomavirus, E: korai viralis feteeiljetve azt kddolo gén, L: kéis
viralis fehérje illetve azt kodolé gén, LCR: longntrol region)
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A cirkularis virusgenom hat korai virélis proteifiil, E2, E4, E5, E6 és E7) és kekesi
(L1 és L2) fehérjét kodol. Az LCR régio a replikdgi origot, illetve a virdlis gének
expresszidjat szabalyozd transzkripcids faktorokohkélyeit tartalmazza (Faridi és mtsai.,
2011).

Az E1 és E2 korai fehériegk az episzémalis virusgenaeplikaciojanak
szabalyozdsaban és a virusszaporodasnak a lapteéimshfferencidlodasaval tortén
egybehangolasaban jatszanak szerepet (Minger éeyH®002). Az E1 ORF génterméke
egy ATP-dependens DNS-helikaz aktivitassal rendélkéoszfoprotein. A replikacios
kezddponthoz 6nmagaban kis aktivitassal kapcsolddik:2zroteinnel komplexben viszont
erésen koddik. A viralis DNS szintézis iniciacidjdhoz és dargaciohoz is szikséges. Az E2
represszélja az E6 és E7 gének transzkripcibjatadisv,early” promoter gatlasan keresztil
(Bellanger és mtsai., 2011; Moody és Laimins, 2020papillomavirusok genomja benignus
illetve premalignus léziokban episzomalis formalvan jelen és az E2 gén expresszalodik.
Ezzel szemben rosszindulati daganatsejtekben azéemdlis virusgenom egy szegmentje a
gazdasejt genomjaba integraldédik (Pett és Colen2@®7). Az integralddott szegmens
tartalmazza az LCR-t és a korai géneket kodol&régy részét, amiben megtalalhaté az E6
és E7 teljes ORF-je (1. abra). Az E2 ORF szekvemagidviszont nagy része elvész az
integracio soran.

Az E4 fehérjét kddolé ORF szintén a korai régidhatyezkedik el, de maga a fehérje
csak a fedzés kés8i szakaszadban keletkezik és kizarOlag a ot epitélium
differencialodott rétegeiben talalhatd meg. Szewepeionok kiszabadulasaban van, ugyanis
a citokeratin lebomlasat segitbed gazdasejtben (Moody és Laimins, 2010).

Alacsony kockézatu HPV tipusok &ltal okozott bengelvaltozasokban az E5 fehérje
receptoraihoz (pl. EGFR, PDGF-R) képesdkiti €s azokat szubsztratjuk hianyaban is
aktivalni. Magas kockézatu HPV tipusok altal okoZettozésekben az ES fehérje segitheti az
E6 és E7 virdlis onkoproteineket gazdasejt maligfamotipusanak kialakitasaban habar
megfigyelések szerint expresszidja mégsz a transzformalt hamsejtekben (Venuti és
mtsai., 2011).

A papillomavirusok produktiv szaporodasi ciklusaraso az E6 és E7 gének
expresszidja az E2 viralis fehérje szigoru konalatt all. Perzisztalé HPV férés a viralis
DNS gazdasejt genomba toréémtegraciojahoz vezethet. Az integracié soran utaks
virusgenom felnyilasakor séril az E2 ORF, ami azfé&frje hianydban az E6 és E7

onkogének transzkripcionalis aktivacidjat eredmeneett és Coleman, 2007) (1. abra).
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Az E6 onkoprotein egy hozzawétg 150 aminosav hosszu, 18 kDa molekulatéimeg
fehérje. Az E6 legfontosabb célpontja a p53 tumgupresszor fehérje, amelynek funkciojat
tobbféle médon képes gatolni (Doorbar, 2006). Adb mechanizmus, amellyel a magas
kockazatu HPV tipusok E6 fehérjéi inaktivaljak a3pproteint, az ubiquitin-proteoszoma
utvonalon keresztili lebontas (Ganguly és mts&(92 Moody és Laimins, 2010). Mind a
magas, mind az alacsony kockazatu HPV tipusok HEfeinje képes kédni a p53
fehérjéhez, azonban nem ugyanazzal a régiojavahdhétts HPV tipus koéti a p53 C-
termindlis régidjat, de a ,core” régiot csak a nsmfgackazatu virusok E6 fehérjéje, a p53
lebontasahoz pedig az E6 fehérjének ehhez a denté&giohoz vald k@idése szikséges
(Moody és Laimins, 2010). Az E6 képes tovabba a je8viteli Utvonalat gatolni azaltal,
hogy a p53 fehérjét a citoplazméban tartja a p5@r@inalis részén talalhaté nuklearis
lokalizacios szignal kotéseével, illetve a p53 nakie exportjanak serkentésével (Mantovani
€s Banks, 2001). Az E6 tovabba kivalthatja a p® &kabalyozott gének transzkripcidjanak
gatlasat a CBP/p300 vagy a hADA3 hiszton-acetifizéerazokkal valé interakcié révén
(Kumar és mtsai., 2002). Normalis esetben DNS-kitas esetén a p300 acetilalja a p53
fehérjét, és ezaltal seqiti Kokesét az altala szabalyozott gének promoteréhez E@z
kapcsolodasa a p300 fehérjéhez azt eredményezy, daqPp3 nem tud acetilalodni. Mind a
magas, mind az alacsony kockazatu HPV tipusok Béimjeinél megfigyelték ezt, de az
utdbbiak E6 fehérjéje nagyobb affinitassal kotBa@ fehérjét.

Az E6 fehérje képes kdlcsOnhatasba Iépni szamosorsmppresszorként,
transzkripcidés faktorként és koaktivatorként hatéllutaris proteinnel, tovabba az
intracellularis jelatvitelt, a sejtpolaritast élifieraciot szabalyz6 fehérjével, amelyeket az 1.
tablazat ismertet.
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1. tAblazatAz onkogén HPV E6 fehérjével kdlcstnhatasbé éeflularis fehérjék

(Mantovani és Banks, 2001; Miunger és Howley, 200@pdy és Laimins, 2010 6sszefoglalo
kozleményei alapjan.)

Cellularis
partner

Celluléris partner funkciéja

Kotédés hatasa
a partnerre

E6 kotédés hatasa a gazdasejtre

Sejtciklust és

apoptézist szabalyoz6 fehérjék:

p53 Tumorszupresszor, sejtvalasdegradacio, Apoptézis  gatlasa, sejtciklus
szabalyozasa mitogén stimulusokral. transzport gatlasa kontroll elvesztése.

CBP/p300 p53 koaktivator, jelatvitelip53  koaktivator| p53-dependens gének
folyamatok szabalyozasa (sejtcikludatas elvesztése | transzkripcidjanak gatlasa.
kontroll, sejtdifferenciacié
immunvalasz befolyasolasa gének
expressziojanak aktivalasaval).

AMF-1/ p300 aktivititas novelése, G-protejrdegradacio Gsp2 altal gatolt gének

Gps2 kozvetitette Gtvonalak gatlasa. transzkripcioja aktivalodik.

BAK, BAX | Bcl-2 csaladba tartozé proapoptotiklislegradacio Apopt6zis intrinsic Utvonalangk
fehérje. gatlasa.

c-Myc Transzkripciés faktor, proapoptotikiislegradacio Apoptoézis gatlasa.
fehérjéket kddol6 gének aktivalasa.

TNFR-1, Proapoptotikus fehérjék. degradacio Apoptézis egiti (tvonalanak

FADD, gatlasa.

kaszpaz-8

Sejtproliferaciot, sejtdifferenciaciét és adhézidészabalyozé fehérjék:

E6AP Proliferalo sejtekben  jelatviteldegradacio A jelatviteli folyamatok
regulatora. deregulacidja, esszencidlis az B6-

nak a fehérjék degradacidjat
kivalté hatdsahoz.

E6TPI GTPAaz aktivator fehérje, Rab Utvonalegradacio Rab Altal kozvetitett mitoggén
gatlasa. szignalizaci6 aktivalasa.

tuberin GTPaz aktivator fehérje, Rheb |édegradaciéd Rheb és mTOR altal kozvetitett
mTOR Utvonalakl gatlasa. mitogén szignalizacio aktivalasa.

E6BP Kalcium-kod fehérje, az epitelialis funkcié gatlasa Epitelialis sejtek  terminalis
sejtek differenciaci6jdban és az differenciaciojanak gatlasa,
apoptozis kivaltasaban van szerepe. apoptozis gatlasa.

hDLG Tumorszupresszor, epitelidlis sejtedegradacio Sejtadhézio, polaritas és
polaritasanak,  differenciaciojanak, differenciacio véltozasa,
sejtek kozti tight junction kapcsolatgk transzformalt sejt invazivitAsanak
kialakitasanak regulatora. novelése.

hScrib Tumorszupresszor, epitelidlis sejjetegradacio Epitelialis sejtek adhéziéjanak| és
kozotti tight junction-ok kialakitasa, polaritasanak elvesztése.
sejtproliferacié gatlasa.

Paxillin Fokdlis adhéziés fehérje, sejtadhégibinkcio gatlasa Aktin citoszkeleton struktara |és
és aktin citoszkeleton szabalyozasa. sejt-extracellularis matri

kapcsolatok zavara.

MAGI-1/2/3 | Tight junction fehérjék, komplekdegradacio Sejtadhézio, polaritas és
képzése béta-cateninnel, PTEN tumor differenciacio valtozasa,
szupreszor szabalyozéi transzformalt sejt invazivitasanak

ndvelése. Apoptdzis gatlasa.

Kromoszémadlis stabilitds fenntartasaban, DNS karostasok javitdsaban résztvel fehérjék:

telomeraz Ribonukleoprotein, a telomernefunkcié segitése E6-E6AP komplex hatdsara a
fenntartaséért felés eukariotakban. telomeraz katalitikus alegységéngk

(hTERT) expresszidja aktivalodik.
Transzformalt sejtek proliferacioja
hatékonyabb.

hMCM7 Kromoszoma koépiaszam fenntartasfnkcié gatlasa| Kromoszéma aberréaciok
sejtosztédas soran. degradacio kialakulasa.

XRCC1, Egyszalli DNS torések javitasa. funkcié gatlgsBNS karosodasok javitasanak

MGMT degradacio hatékonysaga csokken.
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Celluléris Cellularis partner funkcioja Koétédés hatasal E6 kotédés hatasa a gazdasejtre

partner a partnerre
Virusfert 6zések elleni természetes immunvédelemben résztédehérjék:
IRF-3 Az IFN{ transzkripcié aktivatora. funkcio gatlasa Antivigal immunvalasz

hatékonysaga csokken.

(AMF: autokrin motilitas faktor, BAK: Bcl-2 homolamis antagosit / killer, BAX: Bcl-2 asszocialt X pem,
Bcl-2: B-cell lymphoma 2, CBP: CREB Kbfehérje, c-Myc: madar myelocytomatosis virus ordmfomoldg,
EBAP: E6 asszocialt protein, E6BP: E6 &k@binding) protein, E6TP1: E6 targeted protein $p& G-protein
Utvonal (pathway) szupresszor 2, hDLG: Drosophiisc darge protein human homolég, hMCM7: human
minichromosome maintenance 7 protein, IFN: interferIRF: IFN reszponziv faktor, MAGI: membran
asszocialt guanilat kindz, MGMT: O-6-metil-guanitN® metiltranszferaz, p: protein, PTEN: foszfatazedzin
homolég, XRCC1: X-ray repair cross-complementingt@in 1)

Az E7 protein a sejtciklus aktivatora, a hipofosiédt (aktiv) retinoblasztoma fehérje
(pPRb) megkotésével és degradacidjanak kivaltdsaralibiquitin-proteasoma utvonal altal
(Minger és mtsai., 2001). A Rb a sejtproliferacd@ativ regulatora a G1/S atmeneti ponton,
mivel aktivalt forméja koti az E2F transzkripciGkfort, igy gatolja a sejt S fazisba lepését.
Az E7-Rb komplex viszont nem tud kapcsolodni az H2E, igy az kifejtheti transzkripciot
aktivalé hatasat, amely a sejtciklus aktivaciojatiezet (Ganguly és mtsai., 2009). Ezen kivdl
az E7 onkoprotein a p27 és p21 ciklin dependengzk{€DK) inhibitorokat is képes kotni és
igy a G1/S atmenetnél I&sejtciklus elleirz6pont kontrolljanak elvesztését okozza, amely a
sejtciklus progressziojadhoz vezet. A p27 és p2l CH#I6 hatasa aldl felszabadulo
CDK2/ciklinA és CDK2/ciklinE kinadzok foszforilaljaka Rb-t és indukéaljak az S-fazis
génjeinek transzkripciojat (Cho és mtsai., 2002).

Holland és mtsai. (2008) kimutattak tovabba, hodyPd/ 16 E7 proteinje indukalja a
hiszton lizin metil transzferaz EZH2 fehérje trakgaciojat az E2F transzkripcids faktorokon
keresztlil. Az EZH2 serkenti a HPV féxbtt tumorsejtek proliferaciéjat a G1/S eliepési
pont megkerilésével és gatolja az apoptozist. AZeBérjéhez hasonléan az E7 protein is
szamos egyéb cellularis fehérjével képes asszacinldmelyek kozil a legfontosabbakat a 2.
tablazat foglalja 6ssze. Ez a két viralis onkoprotehat nem transzkripciés faktorként hatva,
kozvetlenll befolyasolja a génexpressziot, hanellées partnereiken keresztil, amelyek
vagy maguk a transzkripcidos regulatorok vagy trlrpeidos faktorok aktivitasat
szabalyozzak.

Az L1 és L2 kési fehérjék génjei csak a produktivan &edtt sejtekben fejézinek
ki. Az L1 a © kapszidfehérjét kodold, igen konzervativ génszakag L1 fehérje hordozza a
tipusspecifikus epitépokat, és képes az L2 mingska protein nélkil is nativ kapszidot
formélni. Az L1 fehérje seqiti éla virionok kapcsoldédaséat a gazdasejt felszinéhed.2 a

viralis genom virionba beépulését segiti @osch és mtsai., 2008; Pyeon és mtsai., 2009).
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2. tablazatAz onkogén HPV E7 fehérjével kbélcsonhatasbé é&tiularis fehérjek

(Minger és mtsai., 2001; Minger és Howley, 2002ptoés Laimins, 2010 ¢6sszefoglalo
kozleményei alapjan.)

ACIO

a,

Cellularis partner | Cellularis partner funkciéja Kotédés hatasal E7  kotgdés  hatasa 4
a partnerre gazdasejtre
Sejtciklust és apoptézist szabalyozé fehérjék:
Rb (p105) A sejtciklus negativ regulatorai a G1/Sunkcié  gatlasa,| Sejtciklus progresszidjd
pl07, p130 atmeneti ponton az E2F transzkripciégegradacio sejtproliferacio, apoptozis gatlasa
faktor kotése altal.
p600 Citoplazmatikus  ubiquitin  ligaz, funkcié segitése Apoptézis gatlasa, transzforma
antiapoptotikus fehérje. elésegitése.
p21, p27 CDK| A sejtciklus gatléi a G1/S atmenstifunkcio gatlasa Sejtciklus progresszio
inhibitorok ponton a differencialéd sejtproliferacio.
hamsejtekben.
CDK2/ciklin A A sejtciklus aktivatorai a G1/$ aktivacido (p21 é9 Rb  foszforilacidja,  sejtciklug
CDK2/ciklin E atmeneti ponton. p27 gatlé hatasa progresszidja, sejtproliferacid
alol felszabadul) | apoptozis gatlasa.
CDC25A Foszfoproteaz, CDC2  aktivalas&xpresszio Sejtciklus progresszidjd
(tirozin — defoszforilacio altal). fokozasa sejtproliferacio, apoptozis gatlasa
pCAF Acetiltranszferaz, szamgsfunkcio gatlasa Sejtproliferacié, apoptézis gatlas

transzkripciés faktor koaktivatora.

[

Kromatinszerkezet kialakitasaban résztvey fehérjék (sejtciklus, sejtprolif

eracio szabalyozés):

HDAC-1 Hisztonok deacetilalasa,funkcid aktivalasa S-fazis gének transzkripcidja.
heterokromatin Iétrehozasa. és gatlasa is lehet
E7-Rb-HDAC Az epitélium szuprabazalis
komplex rétegeiben a virus produktiv
szaporodasi ciklusanak biztositasa.
Episzémalis virusgenom fenn-
tartasa.
Differencialodé  hamsejtek G-
fazisba lépése.
E2F6 E2F altal aktivdlt  promotergkfunkcié gatlasa S-fazis gének transzkripcidja.
transzkripciéjat gatolja a polycomb
csoportba (PcG) tartozp

fehérjekomplexek altal.

Kromoszomalis stabilitas fenntartasaban, DNS karos#asok javitAsaban résztved fehérjék:

ATM DNS torések javitasa. aktivacio Genom instafda, DNS torések.
claspin DNS repair mechanizmusoldegradacio A sejtek mit6ézissal osztédnak a
szabalyozasa, mitdzis gatlasa. DNS karosodasok ellenére. Gengm
instabilitasa.
Virusfert 6zések elleni természetes immunvédelemben résztédehérjék:
IRF1 Az IFN jelatviteli atvonalban vesznekfunkcio gatlasa Antivirdlis immunvalasz
IRF9/p48 részt. hatékonysaga csokken.

(ATM: atalaxia telangiectasia mutated, CDC25A: ddllision cycle 25 homolog A, CDK: ciklin dependens
kindz, E2F6: E2F transzkripcios faktor 6, HDAC: i@ deacetilaz, IFN: interferon, IRF: IFN reszpionz
faktor, p: protein, pCAF: p300/CBP-associated fad®b: retinoblasztéma protein)

15



A lokalisan termelédé IL-10 hatasa a HPV feri6zés progresszidjara a hamszévetben

Az anogenitalis HPV fefizések dort tobbsége tranziens jelleg tehat az
immunvalasz eliminalja a virust a szervesétltovabba a perzisztens HPV f&rések
kovetkeztében kialakuld neoplazias elvaltozasolo@®-a idvel visszafejpdik feltehebleg
a késbb aktivalodo antivirdlis immunvalasz hatasararietg 2012). Klinikai megfigyelések
a lokalis cellularis immunvédekezés fontossagatatatjpk ald, ugyanis a virus életciklusa
soran nem kovetkezik be virémia, a teljes virdkitaiklus a hamsejtekben zajlik le (Bosch és
mtsai., 2008). A fefizés helyén a virus ellen ékent fellé@ immunsejtek a makrofagok, NK
sejtek és NK T-sejtek. Az immunvalasz masodik vand{épviselik a citotoxikus T-
limfocitak, amelyek az E2 és EG6 viralis fehérjékmagalnak. Ennek ellenére a HPV
fertézésekben nem mindig alakul ki immunvalasz ast&itt sejtek ellen. Ennek egyrészt az
az oka, hogy a HPV fdizés nem jar a gazdasejt pusztulasaval, tehat sgjtisarosodas és
lokalis gyulladas az infekcid helyén, masrészt @2& E7 onkoproteinek hatékonyan képesek
gatolni az interferonok kdzvetitte antiviralis imnualaszt (Kanodia és mtsai., 2007; Moody
és Laimins, 2010) (1. és 2. tablazat).

Az epitéliumban is a sejtek kozotti kommunikacifokinek termelése utjan valosul
meg. A HPV ferbzésekhez tarsuld neoplazias és diszplazias elédlbbban a citokin profil
megvaltozasa figyelhétmeg (El-Sherif és mtsai., 2001; Peghini és m&al2). A fer6zott
epitéliumban lokdlisan term@ antiinflammatorikus illetve immunszupressziv hatas
citokinek ebsegithetik a perzisztens virusterés kialakulasat, amelynek talajan kialakulhat a
fertozott sejtek malignus transzformacioja.

Az IL-10 citokin alapvet szerepet jatszik a korokozok elleni immunvalaszaés
gyulladasos folyamatok regulaciéjaban. 1989-ben, kégymassal kapcsolatban allo
kutatdcsoport kozel egybtben azonositotta az I1L-10 fehérjét. Mig az egyilghiggelte, hogy
a Th2 sejtek képesek a Thl sejtek aktivaciojanagitékin termelésének gatlasara, addig a
masik csoport egy B-sejtek altal termelt, a timakciosztodaséat serkéntehérjét mutatott ki.

A fehérjéket kddolo gének klbnozésa és szekvenait@saderilt ki, hogy ugyanazt a citokint
fedezték fel (Moore és mtsai., 2001).

A human IL-10 génje az 1. kromoszéman talalhatéxén kodolja. Az IL-10 fehérje
szerkezetét tekintve nem kovalens koétéssel kapd§oldomodimer, melynek mindkét
monomerje 178 aminosavbol all. IL-10 termelésérepeké a T-limfocitdk minden
alpopulécidja, a monocitak, a makrofagok, az NKedgja B-lymphocytak és a dendritikus
sejtek (Moore és mtsai., 2001; Mocellin és mts2003). A kulonboé sejttipusokban eltér
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modon szabalyozodhat terridése (Im és mtsai., 2004; Saraiva €s mtsai., 2BtH#gles és
mtsai., 2007), azonban az IL-10 gén expresszi@gulald transzkripcids faktorok (Spl,
CCAAT/enhancer kdt fehérje és STAT3) szdmos sejttipusban konstitutiédon
expresszaldodnak (Benkhart és mtsai., 2000; Grimsdsi mtsai., 2002; Brenner és mtsai.,
2003). A termdl sejt altal szekretalt IL-10 a két alegysélglha és 3 lanc) &ll6 1L-10
receptorhoz (IL-10R) kédik. A receptor-ligand komplex létrejotte a JAK-STA
intracellularis jelatviteli Utvonalat aktivdlva ¥ ki a célsejt valaszat (Moore és mitsai.,
2001).

Az IL-10 egy pleiotrop hatasu citokin. Gatolja alTéejtek és az aktivalt makrofagok
effektor funkcidjat elésorban a proinflammatorikus citokinek (IL-2, IL-BNF-a), adhézios
molekulak és kemokinek expresszidjanak gatlasaeskdil. Eésegiti viszont a B-sejtek,
granulocitak, dendritikus sejtek, hizosejtek és otfldalis sejtek novekedését és
differencialédasat. Az IL-10 képes az NK-sejteknstialasara is, ékegitve azok citotoxikus
mikodését. Hatasara fokozodik az NK sejtek GM-CSN-y¢s TNFea termelése, valamint
a CD56+ NK sejt szubpopulacio differencialédasa.pdfesszionalis antigén prezentald
sejtek szamos funkcidjat gatolja, példaul megakedala a dendritikus sejtek endogén vagy
exogén faktorok altal kivaltott érését (Mocellin réssai., 2003). Az IL-10-nek kulcsszerepe
van azoknak a Treg sejteknek a differencidlodasé&amelyek k&bb az immuntolerancia
kialakitasaban vesznek részt (Bolpetti és mts@ilpP Az IL-10 immunszuppressziv hatasa
elésegitheti malignus folyamatok kialakuldsat és peegriojat (Csiszar és mtsai., 2004,
Todaro és mtsai., 2006).

Az IL-10 emberi tobbrétdg laphamban is termédik, és fokozott kivalasztasa
megfigyelned a HPV indukélta hamelvaltozasokban (El-Sherif édsam 2001).
Termebdésének helyén lokalisan képes csOkkenteni a sefidsl) immunvalasz
hatékonysagat, igy @egitheti a korokozok tulélését (Giannini €és mtsab98). Az
epitéliumban az IL-10 forrasai lehetnek elméletilag hamsejtek, illetve az infiltralo
mononuklearis sejtek. Az utdbbi években kdzolt hésékhsl azonban az valdsZisithet,
hogy sem a human keratinocitdk és epitelidlis kgjteem a bélik szarmazé
immortalizalodott sejtek nem képesek IL-10-et tdméTeunissen €s mtsai., 1997; Steinke
€s mtsai, 2004). A HPV indukalta cervix carcinonsgéében megfigyelt magas IL-10 szint

valoszirtileg a tumorba infiltral6 leukocitakbdl szarmazik ¢ és mtsai., 2002).
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Epigenetikai szabalyozé mechanizmusok szerepe a g&presszid szabalyozasaban

Epigenetikai szabdalyozas alatt azokat a folyamatékfilk, amelyek soran a gén
expresszios aktivitasdban olyan atorokithetltozasok mennek végbe, amelyek nem jarnak a
DNS szekvencia megvaltozasaval. A genomi DNS eéssztdm fehérjek posztszintetikus
modositasain alapulo epigenetikai mechanizmusokskakrepet jatszanak a génexpresszio
szabalyozasaban az embriogenezis és a szovetediffdcio soran és ezek a mechanizmusok
allnak a hatterében annak, hogy miért leszarmazasl specifikus szamos génnek az
expresszidja (Berger, 2007). Ezen folyamatok megisse adott magyarazatot arra is, hogy
milyen modon képesek a mar differencialédott sejimlegvaltoztatni génexpresszios
aktivitasukat. A kromatin konformacio fiigg tovabaakilonféle ritkdbb hiszton variansok
jelenlétédl, illetve ATP-flgd kromatin atrendez fehérje-komplexek (pl. Polycomb
represszor fehérje komplexek) is médosithatjaksatbn-DNS kolcsdnhatasokat. Jelenleg az
epigenetikai szabalyozasi folyamatok kozé sorolgakgéncsendesitésben szerepet jatszo
MiRNS-eket is (Berger, 2007; Esteller, 2008).

A transzkripciot szabdlyoz6 fehérjek DNS-hez kapik@sat a kromatin allapota
hatarozza meg. A kromatin két allapotot vehet leet kondenzalt (transzkripcios aktivitast
nem mutatd) heterokromatin és lehet dekondenzahgtkripciésan aktiv) eukromatin. A
kromatin allapotat meghatarozé egyik alapvwetechanizmus a DNS metilaciéja (Bird, 2002;
Berger, 2007). A metilacio didleges helyei azok a citozin nukleotidok, amelyeket
kozvetlendl guanin kovet (Un. CpG dinukleotidoky EpG szekvenciaban talalhato citozin
bazis kovalens mdédositasat jelenti. A genom glsbaletilaciés mintdzatanak kialakitasaert,
fenntartasdért és dinamikus valtoztatasaért DNStraeszferdzok (DNMT) feldisek,
amelyek egy metil csoportot illesztenek a citozazib gyirijének 5-6s szénatomjara (Klose
és Bird, 2006). A DNMT fehérjecsalad tagjait ésilkben harom osztalyba soroljak:
DNMT1, DNMT2 és DNMT3. A DNS replikacié soran a nhé&tios mintazat fenntartasat
vég®d DNMT1 enzim szubsztratja a hemimetilalt DNS. A DNBA és DNMT3B enzimek
de novo metil-transzferaz aktivitassal is rendelkeznelhateaz addig mindkét szalon
metilalatlan DNS Uj metilaciés mintazatat alakifhlaki (Bird, 2002; Klose és Bird, 2006).

A human genomban a CpG dinukleotidok statisztikailtkdbban fordulnak 8] mint
a véletlen bazissorrend esetén varhato lenne. Eokekfeltételezhéen az 5-metilcitozin
timinné tortéé dezaminacidja. Ez a magyarazata annak, hogy a V@libzas egyedi
nukleotid polimorfizmus a leggyakoribb a huméan gépidban. Ahol a CpG dinukleotidok

valtozatlanul me¢rzédnek a genetikai allomanyban, ott feltételezésekrisz fontos
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szabalyoz6 szerepet toltenek be (Weber és mts#0.7)2 Az emberi genom hozzatklg
29000 ugynevezett CpG szigetet tartalmaz, amelpek 2 kb mérdi CG dinukleotidokban
gazdag terlletek. Ezek a CG gazdag szekvenciakségeb konstitutivan expresszalédd
haztartasi génekkel asszocialt, altalaban azok @i@m régidjadban talalhatd, tehat
metilalatlan. A metilacié a human genomban nagyraésrzem kodolo DNS-ben forduléelA
sejtosztdédas sordn azosen metilalt DNS szakaszok replikacioj@éhen kéébb kdvetkezik
be, mint a kevésbé metilalt DNS szakaszoké. Bizaayinyert tovabba az is, hogy a &eés
replikalédé gének az inaktiv heterokromatinban éekednek el. Ez a mechanizmus segiti el
az integréalt viralis genomok, endogén retrovirusek transzpozonok transzkripcidjanak
gatlasat, illetve jatszik szerepet az X kromoszdmafitivalasaban (Bird, 2002; Klose és Bird,
2006).

Génexpresszids vizsgalatok soran megfigyelték, heggmos gén promoterében
talalhatdé CpG dinukleotidok metilaciéjanak mertéloeditott aranyban all az adott gén
transzkripcids aktivitdsaval (2. abra). A CpG naaid direkt médon akadalyozhatja egyes
transzkripcids faktorok kétését a promoterhez, géatolva ezzel az RNS trapsiéjat
(Setoguchi és mtsai., 2006). Ez a mechanizmus aronbak azon transzkripciés faktorok
esetében tudja magyarazni a gatlast, amelyeéhkbtei tartalmaznak CpG szekvenciat. A
metilalt DNS hatassal van a kornyezetében elhebdizkiszton fehérjék allapotara is, igy a
kromatin-szerkezet megvaltoztatasaval indirekt mmodbefolyasolhatjia a promoterek
hozzaférhdiségét a transzkripcios faktorok szamara (Kloseiks BO06).

A hiszton fehérjéket érifit poszttranszlaciés kovalens modositasok (metilacio,
acetilacio, foszforilacio, ubiquitinacio, ADP-ribitécid) befolyasoljak a kromatin allapotat
(Jenuwein és Allis, 2001). A legtbbbet tanulmanybzuszton modifikacié a H3 és H4
hisztonok acetilacioja, amelyet a hiszton-acetibzderaz enzimek veégeznek acetil-
csoport(ok) athelyezésével az acetil-CoA-rol a toisak N-terminalis oldallancaiban
talalhaté bizonyos lizin aminosavakamino-csoportjara. A H3 és H4 hisztonok acetilgcio
altalaban a transzkripciés aktivitast segiti €. abra). Ennek egyik magyarazata az, hogy a
lizin oldallanc pozitiv téltését az acetil-csopseimlegesiti, ezaltal megsik a vonzas a DNS
negativ toltés foszfat-csoportjai €s a hisztonok lizin oldallan&ézott, valamint a
nukleoszoma magjaban talalhaté egyéb hisztonoKlaidainak negativ téltésaminosavai
és a lizin kozoétt, aminek kovetkezményeként lazabdi& a kromatinstruktira, és a DNS
hozzaférhdivé valik a transzkripcids aktivator fehérje-kommkx szamara. A lazabb
kromatinban a nukleoszomak valtoztathatnak pozik@y, ami szintén addig

hozzaférhetetlen transzkripcios iniciacios helyakbet szabadda (Jenuwein és Allis, 2001).
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2. 4bra A promoteraktivitasra utalé epigenetikai markerek

A hiszton acetilacio reverzibilis folyamat. A lizioldallancokrél az acetil-csoportok
eltavolitasat a hiszton deacetilaz (HDAC) enzimatakzaljak, amelyeket az eéstsejtekben
harom osztalyba sorolnak (Berger, 2007).

A genomi DNS CpG metilacioja és a DNS-hez asszod@lhisztonok acetilacidja
k6zott szoros kapcsolat van (Berger, 2007). A raktpG dinukleotidok ugyanis kdzvetve a
koérnyezetikben elhelyezké&dhiszton fehérjék deacetilacidjat valthatjak kimatil-citozinhoz
a MeCP2 metilkdt fehérje és a mSIN3A korepresszor fehérje komplagdik, a mSIN3A
protein pedig képes hiszton deacetilazok (HDACHBAC?2) kotésére. Ennek kdvetkeztében
a H3 és H4 hisztonok deacetilalodnak és a feh@igkirosztatikus téltésének megvaltozasa
miatt kialakulé kompakt kromatinszerkezet miattengmi DNS a transzkripcios és egyeb
szabdlyozé faktorok szamara hozzaférhetetlenné, vy a génexpresszié gatolt. Ezzel
szemben a gének expresszidjat aktivald folyamaitnsaz adott DNS-szakasz demetilacidjat
koveten aktivacios fehérje-komplex Kitese mehet végbe, a H3 és H4 hisztonok
acetilaciojat eredményezheti és igy a transzkrgpta@torok szamara hozzaféerbwd valik az
adott genom-régio (Berger, 2007) (2. abra).

A malignus folyamatok kialakulasdhoz és progregdhiz hozzajarulhat, ha a
kromatin allapotaban bekovetkezaltozasok miatt a sejtek tulélésében, prolifératian
résztvey regulator gének expresszidja abnormalissa valéyliB €és mtsai., 2001; Esteller,
2008). A promoterek metilaciés mintazatanak és mnye® hiszton fehérjék allapotanak
megvaltozasa tumorszupresszor gének gatlasahaot®mpkogének aktivacidjadhoz vezethet
(Baylin és mtsai., 2001).
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Mas tumorokhoz hasonléan, a HPV &zésekhez tarsuld6 meéhnyakrakban és
rakmegebz6 elvaltozasaiban is megfigyelték, hogy a tumorosogmsszié soran
nagymértékben valtozik a malignusan transzformgjiekben a DNS metildciés mintdzata
(Virmani és mtsai.,, 2001; de Capoa és mtsai.,, 2@@Bnas-Gonzalez és mtsai., 2005;
Wisman és mtsai.,, 2006; Yang és mtsai.,, 2006; Llsain#sai., 2008). A cervikalis
karcinogenezis soran a transzformalt sejtekberz@dokat figyeltek meg a hisztonfehérjék
allapotdban és a kromatinszerkezet kialakitasasatuwey fehérjek aktivitasaban is, amely
szintén abnormalis génaktivitast eredményezhetlf@=aés Konya, 2010). Ismert, hogy a
magas kockazatu onkogén papillomavirusok E6 ésnk@pooteinjei fehérje interakciok utjan
képesek a genom stabilitasanak és a hisztonok |Ziés allapotdnak (a kromatin-
szerkezetnek) a befolyadsoldsara (Longworth és Imin#004; Zhang és mtsai., 2004;

Longworth és mtsai., 2005; Korzeniewski és mt4i11).

Az Src csaladba tartozé citoplazmatikus kindzok szepe malignus folyamatokban

A nem receptor protein-tirozinkinazok koze tartaz8rc volt az eksként felfedezett
protoonkogén, valamint az ék€nt azonositott intrinsic protein tirozin kinaztigkassal
rendelked géntermék (Stehelin és mtsai. 1976; Hunter ésoeft980). Az Src kinaz
csaladba jelenleg 11 kinéz tartozik (Src, Fyn, Y&k, Yrk, Frk (Rak), Fgr, Hck, Lck, Srm,
Lyn), amelyek koézil az Src, Yes és Fyn ubiquiterdo expresszalodik kulonféle
szovetekben. A csaladba tartozo tobbi enzindseldan hemopoetikus eretlesejtekben
termebdik (Sen és Johnson, 2011).

Az Src csalddba tartoz6 citoplazmatikus kindzokyonaghasonlé szerkezetk: a
hozzavetleg 60 kDa mérét fehérjében a C-terminalis katalitikus domént edi2Ss egy
SH3 domén koveti. Az Src kinazok mirisztil-csopokipn keresztil a plazmamembranhoz
kapcsoldédnak és nyugalmi allapotukban katalitikkingz) doménjik a membranhoz kozel
SH3 doménhez kétik, mig a C-terminalisan elhelyezkedszabalyozo, foszfotirozint
tartalmazo réegidjuk az SH2 doménhez kapcsolodik sk@ski, 2004). Ebben a zart
molekulaszerkezetben inaktivak, nem rendelkeznelmaiikus aktivitassal. Aktivaciojuk
soran a C-terminalis foszfo-tirozin defoszforilakida molekulaszerkezet kinyilik, és igy az
SH2 domén alkalmas az enzim szubsztratjainak mégé&ie. Ezzel egyiddgg az aktivacios
hurokban elhelyezkédtirozin autofoszforilacioja kbvetkezik be, amiazivitas névekedését
eredményezi (Roskoski, 2005) (3. abra). Az Src ZoRédaktivitasanak szabalyozasaban a C-

termindlis tirozin foszforilaciéjaért (az enzimaktas gatlasaért) elsorban a C-terminalis
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kindz (Csk), mig a C-termindlis tirozin defoszfadiojaért (aktiv konformacio kialakitasaért)

a CD45 illetve egyéb protein tirozin foszfatazolelések (Sen és Johnson, 2011).

) transzmembran és intracellularis
inaktiv konformacio aktiv konformacio ligandok kétése

............... OO YOOTOOC00CK

protein tirozin foszfatazok

—_—

—

Csk
protein tirozin foszfatazok

e

Sejtosztédast, sejtdifferenciaciot, adhéziot, angiogenezist
Szabalyozo jelatviteli utvonalak aktivacioja:

- integrin/FAK

- B-catenin/Wnt
- JAK-STAT

- ERK-MAPK

- PI3K-Akt

- Ras-Raf-MAPK

o /

3. Abra Az Src kindzok aktivadlodagdhvartsman és mtsai., (2007) abraja alapjan)
(Akt: v-akt egér thyoma viralis onkogén homolog, kCsSC-termindlis kindz, ERK:
extracellularis szignal regulalt kinaz, FAK: folékdhézios kinaz, JAK: Janus kindz, MAPK:
mitogén-aktivalt protein kindz, PI3K: foszfatiditimitol-3 kindz, Raf: ,rapidly accelerated
fibrosarcoma”, Ras: ,rat sarcoma’, STAT: Signhalnsducer and activator of transcription,

Wnt: Wingless type)

“ sz

V4

proliferaciojat, differenciaciéjat és viabilitasatmeghatarozé intracellularis jelatviteli
folyamatok kulcsfontossagu résztéeyBradshaw és mtsai., 2010; Sen és Johnson, 2811)
abra). Transzmembran tirozin kinaz receptorok, kaitoreceptorok, integrin receptorok
aktivacidja altal inditott szignalizacids folyamita leggyakoribb aktivatoraik (Cabodi és
mtsai., 2010).

Aktivaciojuk gyakran megfigyelhét kialonféle malignus elvaltozdsokban annak
ellenére, hogy mutaciokat illetve kromoszoma-reledelsségeket nagyon ritkdn sikerdl
igazolni abnormalis aktivitasuk hatterében (Guarid010; Sen és Johnson, 2011). Ennek

ismeretében feltételezléein az aktivitAsukat szabdalyozo kinadzok és/vagy fébvdzok
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mikodésében bekovetkgzvaltozasok vezethetnek aktivacidjukhoz tumorokl{&@en és
Johnson, 2011). Az Src kinazok aktivithsa és agnaB progresszidé kozotti korrelaciot
igazoltak tdbbféle tumoros elvaltozasban, igy tébkézott petefészek, prosztatdrpmell,
maj, hasnyalmirigy és tidgdakban (Kim és mtsai.,, 2009). Ezen kivdl Kklinikali
megfigyelésekkel édn vitro kisérletekben is kimutattak, hogy az Src csaladazai
tobbféleképpen hozzajarulhatnak a tumoros sejtdigmes fenotipusanak kialakitdsahoz:

- Befolyasoljak a sejtekek adhézidjat és migracidjayazivitasat (Summy és
Gallick, 2003). Ismert, hogy az Src kinaz fontosrspet jatszik a sejtek kozotti
(adherens) kapcsolatok valamint a sejtek és aztoetiaaris matrix kozotti
kapcsolatok kialakulasanak és mdgesének szabalyozasaban. Az adherens
kapcsolatokat a szomszédos sejtek E-kadherin midielkdzo6tti interakciok
hozzak létre. Az E-kadherin molekulaknak a csoklexpresszidja ezért a sejtek
megnovekedett invazivitasat €s metasztazis &képgpességét eredmenyezi.
Kisérletekkel igazoltdk, hogy az Src kinaz emelkieadétivitdsa korrelal az E-
kadherin expresszi6 csokkenésével (Nam és mts@D2)2 A sejtmembran
kozelében az aktiv Src komplexet képezhet a fokatleézids kinaz (FAK)
fehérjével, igy az extracellularis matrix - integrkomplexek altal kivaltott
szignalokat kozvetitve befolyasolja a sejt motiét viabilitdsat és proliferacidjat.
Az Src-FAK komplex tobbféle olyan szubsztrattakapcsolatba Iéphet (paxillin,
p190RhoGAP), amelyek kdzponti szerepet jatszanakkta sejtvaz atépulésének
€s a sejtmigracionak a fokozasaban (Mitra és Spfdge2006; Guarino, 2010).
Petefészekrakban és mellrakban kimutattak, hogyAK Bzignalizacié zavara
korrelal a tumor megnovekedett invazivitdsaval étasetatikus potencialjaval,
valamint a betegek életbenmaradasi esélyének csék&eel (Zhao és Guan,
2009).

- Ismert, hogy a ndvekedési hormon receptorok foakis/atorai a Src csaladba
tartoz6 kindzoknak. Szadmos olyan tumorban (pl. {np#tefészek-, prosztatarak),
amelyben talzott mértékben expresszalédnak vagystkativan aktivalodnak a
novekedési hormon receptorok (EGFR, PDGF-R), egilielg megfigyelhet az
Src expresszid és aktivitas novekedeése is (Bisc2000). Epitelidlis és fibroblaszt
sejtekkel végzetin vitro kisérletek demonstraltdk, hogy az Src és az EGFR
aktivacio szinergista médon hatva fokozza a sdjfpréciot és invazivitast (Tice
€s mtsai., 1999).
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- Egyre tbbb adat tamasztja ala, hogy az Src kin&daetlendll részt vesznek a
sejtciklus és a mitézis szabalyozasaban. Kimutafékdaul, hogy az Src
emelkedett expressziodja fuggetleniti a GO/G1 ddjtsiatmenetet a Myc hatasatol
(Prathapam és mtsai.,, 2006). Ezen tul azt is mpegfték, hogy az Src
aktivitasanak gatlasa [xcatenin csokkent kétiését eredmeényezi a ciklin D1 és
Myc promoterekhez, ami ezen promoterek transzldgpaktivitasat csokkenti
(Chang és mtsai., 2008). lgazoltak tovabba, hog@razranziensen aktivalédik a
G1/S sejtciklus atmenetnél is és szilkséges az érgas sejtosztodashoz (Roche
€s mtsai., 1995).

- Tumoros folyamatokban az angiogenezis regulaciggkign zavart szenved. Az
érképzés szabalyozasa olyan citokinek (pl. VEGR)lelvalasztasa révén valésul
intracellularis jelatviteli Utvonalakat inditanak. eAz Src kinazok aktivitasa
petefészek tumorokbandéskgitheti az angiogenezist, mivel mind a VEGF, mind
az IL-8 fokozott expressziojat eredményezheti. Az, Eyn és Yes kindzok géatlasa
csokkenti az endotél sejtek VEGF altal kivaltottgraciojat (Werdich és Penn,
2005).

Az Src kindzok ezért a daganatok kezelésének agekeimoterapias célpontjai és tobb
kismolekuldju Src kindz inhibitort fejlesztettek Kis teszteltek sikeresen a petefészek-,
prosztata-, hepatocellularis-, hasnyalmirigyérrbk és bizonyos tipusu téihkok kezelésére
(Kim és mtsai., 2009; Konecny és mtsai., 2009; gkmés mtsai., 2011; Montero €s mtsai.,
2011). A kozelmualban megjelent kdzlemények feluéteta klinikai kiprobalds alatt allé
kismolekulaju Src kinaz inhibitorok alkalmazasanéhnyakrak kezelésében (Al Moustafa és
mtsai., 2011). Mas tumoros elvaltozashoz hasorddarehnyak rosszindulatl elvaltozasaibal
szarmazo szévetmintadkban is az Src kinaz emelkaligtitasa mutathato ki (Kong és mtsai.,
2011a).Cervix carcinomeeredeti sejtvonalak kezelése kismolekulaju Src kinaz iibribal a
sejtek invazivitdsat szignifikansan csokkentetteor(él €és mtsai., 2011b). Nem ismert
azonban, hogy meéhnyakrakban milyen folyamat all e Sktivacio hatterében.
Megvalaszolasra var, hogy aervix carcinomalegfontosabb etiologiai faktoranak szamité
magas kockazatu papillomavirusok onkoprotei aktikdé a Src kinazt vagy az enzim
aktivacija a rdkos sejtek klonalis szelekciojaasokovetkezik be a HPV jelenlétét

fuggetlendl.
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ANYAGOK ES MODSZEREK

Anyagok

Vegyszerek:transzfektald reagens (Invitrogen), S-adenoziliomgt (NEB), 100 bp DNS
létra (Fermentas), proteaz inhibitor koktélt tartazd tablettdak (Roche), nagy érzékenyiség
kemilumineszcens detektalast biztositd szubsztidiertno Fisher Scientific), fehérje
molekulatdmeg standard marker (Bio-Rad), nitrodédumembran (GE Healthcare Life
Sciences), rontgenfilm (Thermo Fisher Scientifatjeptavidinnel fedett magneses gyongyok
(Dynal), lazac sperma DNS / protein G agaroz (Upsta# kisérletek soran hasznalt minden
egyéb vegyszert a Sigma-Aldrich-t6l rendeltik.

Enzimek: proteindz-K, RN&az-A (Sigma-Aldrich), T4 DNS ligdPromega); restrikcids
endonukledzokBglll, EcoRI, EcarV, Hindlll, Kpnl, Sad, Sma (Promega), Fast Digest
Hpall, Fast Digest” Msp (Fermentas)Ss$ CpG metilaz (NEB); DNS polimeraz enzimek:
JumpStart" AccuTad™ LA DNA polymerase (Sigma-Aldrich), GoTagq DNS Pokrase
(Promega), Eppendorf Hot Master Mix (Merck), TagManSYBR Green PCR master mix-
ek (Life Technologies).

Plazmidok:PinPoint™ Xa-2 vector (Promega), pGL2-Basic vector (Promega)

Kitek: PCR termeék tisztito kit (Qiagen), Qiaquick gélakuios kit (Qiagen), DNS tisztitd
GeneClean kit, (Qiagen), plazmid tisztitdé kit (Pema), luciferaz szubsztrat lizis pufferrel
(Promega), foszfokindz array (R&D Systems) AlfexgsreAutoread Sequencing kit
(Amersham Pharmacia Biotech); reverz transzkripcikis-ek (Sigma-Aldrich, Life
Technologies)

Tapfolyadékok és adalék-anyagalBMEM (Sigma-Aldrich), RPMI 1640 (Sigma-Aldrich),
DK-SFM tapfolyadék (Invitrogen), OptiMEM t4pfolyaki€Invitrogen); borjusavo, penicillin,

streptomycin, L-glutamin, ampicillin (Gibco).

Antitestek: anti-acetil-hiszton H3 (Upstate), jig anti- acetil-hiszton H4 (Upstate), anti-Src
(Santa Cruz Biotech), anti-Yes (Santa Cruz Bioteah)i-Fyn (Santa Cruz Biotech), anti-p53
(Santa Cruz Biotech), anti-Rb (Santa Cruz Bioteah)i-Y416-Src (Cell Signaling), anti-actin
(Sigma-Aldrich), anti-egér-HRP (Santa Cruz Bioteemti-nyul-HRP (Santa Cruz Biotech).
PCR oligonukleotidok (Sigma-Aldrich), TagMan Gene Expression Assay-kife(L

Technologies).
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Modszerek

Primer sejtek, sejtvonalak és betegmintak

A periférialis mononukleéaris sejteket (PBMC) egéges donorok periférias
véndjabol vett vérdl illetve kdldokzsindrbol nyert vétd izolaltuk Hypaque-Ficoll gradiens
centrifugalassal. Az izolalt sejteket RPMI 1640ftdypadékban tenyésztettiik, amelyet 100
U/ml penicillinnel, 100ug/ml streptomycinnel, 2 mM L-glutaminnal és 10% jbsavéval
egeészitettik ki.

A cervix carcinomeaeredef sejtvonalakat (HeLa, SiHa, CaSki, HT-3 és C-338 2
in vitro transzformalt, szévettanilag egészségésbdd szadrmazd keratinocita HaCaT
sejtvonalat DMEM tapfolyadékban tenyésztettilk, atmet 10% borjusavot, 2 mM L-
glutamint és 1 % antibiotikumot adtunk (100 U/minjdlin és 100 ug/ml streptomycin
végkoncentricidban). Aervix carcinomaeredefi sejtvonalak kozul a C-33A és HT-3
epitélidlis sejtvonalak nem hordoznak HPV DNS-tgraiSiHa 1-2 kopia integralédott HPV
16 genomot, a CaSki hozzéadkety 600 kopia integralédott HPV 16 genomot hordoz
sejtenként, a cervix adenocarcinoma erieétla pedig HVP 18 szekvenciakat tartalmaz.

A primer human keratinocitdkat specialis szérumeermdM-SFM tapfolyadékban
tenyésztettik.

A kontroll LXSN retrovirus vektorral illetve a HP¥6 E6 vagy E7 illetve mindkét
viralis onkogénnel transzdukalt human keratinocitalor. Veress Gyorgyt kaptuk
kisérleteinkhez. Ezeket a sejtvonalakat a sejfipralciot ebsegity szérummentes DM-SFM
tapfolyadékban, valamint a sejtek differenciacidataltd 1,8 mM kalciummal és 10%
borjuszérummal kiegészitett DMEM tapfolyadékbaryésatettik. A sejteket 37 C°-on, 95%-
0s paratartalom és 5%-0s €kbncentracod mellett tartottuk.

A cerix carcinomeeredel szovetmintakbdl (n=10) és az exfoliélt cervik@fstelialis
sejtekldl (n=3) izolalt archivalt DNS mintak munkacsopotkurkorabbi vizsgalataibol

szarmaztak (Szarka és mtsai., 200@k8z2s mtsai., 2004).

RNS izolalas és RT-PCR

Az RNS-t trizol (Tri-Reagent, Sigma-Aldrich) alkahzasaval izolaltuk a sejtedb
Hozzavetleg 10 db sejtet 50Qul trizolban felszuszpendaltunk, majd szobaérsékleten
inkubaltunk 10 percig. Ezt koun 100 pl kloroformot adtunk a mintahoz és ismét
inkubaltunk 10 percig szobamérseékleten. Ezutan a mintakat centrifugaltuk 13@D0
fordulatszamon, 15 percig,“€ -on. A centrifugalas soran a minta harom fazisia szét, a
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felsd vizes fazisbdl az RNS-t 25Ql izopropanollal 10 percen at, szobatersékleten
precipitaltuk. Centrifugalast (13000 g, 15 peré) kéveten az RNS iledéket mostuk 75%-
os etanollal, szaritottuk, végil pedig glodietil-pirokarbonatot tartalmazo desztillalt veab
Az IL-10 mRNS expresszi6 vizsgalatahoz a reveamsrkripcios reakciot Enhanced
Avian HS RT-PCR kit (Sigma-Aldrich) alkalmazasavaleztik: 21g RNS mintat 20 pmol
antiszenz primerrel inkubaltuk Ton 10 percen keresztil majd reverz transzkriptémet
tartalmazé master mixet adtunk mintdhoz é$@8on 20 percig, ezt kouetn pedig 50C -
on 30 percig inkubaltuk. A cDNS-PCR-hez a Jump8fattccu Tad™ LA DNA polimeraz
enzimet alkalmaztunk. Kontrollként a konstitutivempresszalddé savanyu riboszomalis
foszfoprotein PO (RPLP2) mRNS kimutatasat haszkal#yz oligonukleotid primerek

szekvenciait, valamint a reakciok koérilményeit araBlazat tartalmazza.

3. tAblazatlL-10 cDNS PCR primer szekvencidk és kondiciok

. : e Amplikon PCR kondiciok

Célgen Primer szekvencidja (5 3) meéret Hémérseékleti profil Ciklusok
f | TcAAGGCGCATGTGAACTCC 94°C 60°C 68°C

IL-10 241 bp 35x
I' | GTCGCCACCCTGATGTCTCA 15sec | 30sec| 60 sed
f | AGATGCAGCAGATCCGCAT 95°C 58°C 68°C

RPLP2 151 bp 30x
I' | ATATGAGGCAGGAGTTTCTCCAG 15sec | 30sec| 60 sed

f: forward primer, r: reverz primer

Az Src, Yes és Fyn kinazok mRNS expresszidjanakgdatatahoz az RNS-t a fent
leirtakkal megegyden trizollal izolaltuk (Tri-Reagent, Sigma-Aldrichmajd a reverz
transzkripciot 2ug RNS mintabol random hexamer oligonukleotidokkaHigh Capacity
cDNA Reverse Transcription Kit (Life Technologiealkalmazasaval végeztik a gyartd

utasitasainak megfetain.

DNS izolalas és modifikalas natrium-biszulfittal metilaciés mintazat vizsgalatahoz

A sejtekidl a genomi DNS izolalasahoz hozzéley 10 db sejtet 2 ml TBE
pufferben felszuszpendaltunk majd harom 6ran asetatiink 40Qug proteinaz-K és 10Qg
RNaz-A kezeléssel. Ezt kdovetn a nukleinsavak elkllonitéséhez egy mintatérfogat
fenol:kloroform:izoamil-alkohol elegyet hasznaltunkajd 2,5 térfogatnyi 96%-0s etanol és
1/10 térfogatnyi 2,5 M-0s natrium-acetat (pH 5,3¢ggével precipitaltuk a DNS-t. A
precipitatumot 10Qul TE pufferben (10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, pH 8,0)dottuk fel.
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5-5 g DNS-t 100yl térfogatra higitottunk desztillalt viz segitséglévnajd 11ul 3M
natrium-hidroxidot adtunk a mintadkhoz és‘42-on 20 percen at denaturaciét végeztiink. Ezt
koveten 60ul Hidroquinon és 100Q1 3,6 M natrium-biszulfit hozzaadasa utan5-on 16
oran keresztul inkubaltuk a mintdkat. A modifikdDNS-t GeneClean kit (Qiagen)
felnasznalasaval tisztitottuk a gyartd utasitasainzegfeleben, majd 96%-os etanollal
precipitaltuk és 5@ TE pufferben oldottuk fel.

A modifikdlt DNS szekvenalasdhoz a Frommer és mt&laal kifejlesztett eljarast
alkalmaztuk, amelyet My6hanen és mtsai. adaptéaibnaata szekvenatorhoz. A natrium-
biszulfittal modositott DNS-# a proximalis IL-10 promoter atfédszakaszait amplifikaltuk

nested PCR mddszerrel a 4. tabldzatban feltinfeiaterek és kondiciok alkalmazéséaval.

4. tablazat Natrium-biszulfittal modifikalt DNSdb IL-10 promoter szakaszok

amplifikalasara alkalmazott PCR primerek és konakci

s . Primer PCR kondiciék
Primer szekvenciaja (5~ 3’ P —— - - -
Celgen ja(5=3) pozicioja Hémérseékleti profil Ciklusok
i f | GGTAGGGGTTATGGTGAGTATTATTTGA 95C |5C |68C
IL-10 34x
elsd kOr | r | cCTAAACTAACCCTCACCCCAATC 30sec | 45sec | 60 sec
GTAAAACGACGGCCA- 349/-324
IL-10 | f | GAATGAGAATTTATAGTTGAGGGTTT
bels 95°C | 63C |68°C
or GTAAAACGACGGCCA- 561/-657 34x
zekvenals| T | GGATAGTTGAAGAGGTGGAAATATG 30sec | 45sec | 60 sec
primerek = - T AATATATAAACCTTCACCTCTC -39/-14

f: forward primer, r: reverz primer

Az 50 pl végtérfogatu els korés reakcioelegy az alabbiakat tartalmaztaul Na-
biszulfittal moédositott DNS, 20 pmol mindkét prirbél, 2x Eppendorf HotMasterMix
(Merck). Az el$ PCR soran létrejott amplimereket a masodik PCRarsdaemplatkéent
hasznaltuk fel. A nested reakciéhoz hasznalt amiszorimer biotinnal volt jelélve az 5’
végén, a szenz primerek 5’ végéhez pedig az M18euralis primer 15 nukleotidbol allé
szakasza (GTAAAACGACGGCCA) volt kapcsolva. Az 5@ végtérfogati masodik
reakcioelegy az aldbbiakat tartalmaztaplSelss kérés PCR amplimer, 20 pmol mindkét
primerksl, 2x Eppendorf HotMasterMix (Merck).

A belss (,nested”) PCR reakcio termékeit streptavidinreddtt magneses gyongyok
(Dynal) segitségével tisztitottuk, majd az amplieket Alfexpress Autoread Sequencing kit
(Amersham Pharmacia Biotech) segitségével szekudnalgyarto altal megadott protokoll

szerint. A szekvenalasnal alkalmazott primerek dfMniverzalis oligonukleotiddal voltak
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komplementerek. A reakciotermékeket akrilamid gameztik automata DNS szekvenalo

alkalmazaséaval (ALF express Genetic analyzer, AhagnsPharmacia Biotech).

Kromatin immunprecipitacio (ChlP)

A kromatin immunprecipitaciét a Kuo és Allis (1998}al kidolgozott eljaras alapjan
végeztik, kisebb modositasokkal.

PBMC, HaCat, HeLa és pHKC sejteket 1%-o0s formaldiedn fixaltunk 25C -on 10
percig, majd 0,125 M glicin hozzaadasaval allitotie a DNS-fehérje keresztkdtések
kialakulaséat. A sejteket kétszer mostuk jéghide@ FB37 mM NacCl, 2,7 mM KCI, 10 mM
foszfat puffer, pH 8,0) oldattal, amely protedz ilnitorokkal volt kiegészitve (Complete
Protease Inhibitor Cocktail; Roche). Ezt ket a sejteket lizis-pufferben (1% SDS, 10 mM
EDTA, és 50 mM Tris-HCI és proteaz inhibitorok, @0) lizaltuk, majd a lizatumbdl
szonikalassal hoztunk létre 200 és 1000 bazispéitlidragmentumokat 10x 10 masodperces
impulzusok alkalmazasaval. 10@l lizatumbol DNS-t izolaltunk fenol-kloroformos
extrakcibval a korabban leirt eljarasnak megbelel és agaréz gélelektroforézissel
ellerdriztik a szonikalas hatékonyséagat.

A sejtlizatumot dilucios pufferrel (0.01% SDS, 1.IBfiton X-100, 1,2 mM EDTA,
167 mM NacCl, 16,7 mM Tris-HCI, pH 8,0) higitottuk Bazac sperma DNS/protein G agar6z
gyongyokkel 3 6ran a 4C -on inkubalva tavolitottuk el protein G agar6zhoem
specifikusan kdtds fehérjéket. 10ul eldtisztitott kromatint eltettink -70C-ra (,input”
kromatin). A kromatin mintakat harom részre osmiotihajd 5ug anti-acetil-hiszton H3, fg
anti-acetil-hiszton H4 antitest, valamint egérbemnmeltetett 1gG jelenlétében inkubaltuk egy
éjszakan keresztil, 4C-on. A DNS-protein-ellenanyag komplexeket lazacers@a
DNS/Protein G agar6z gyongyok segitségével kotatigg 500ul térfogatl reakcidelegyeket
inkubalva 4°C -on 3 6ran at. Ezt koven a mintakat mostuk egyszer 1 ml alacsony
sotartalma pufferrel (1% SDS, 1% Triton X-100, 2 ndTA, 20 mM Tris-HCI és 150 mM
NacCl, pH 8,0), egyszer 1 ml magas sotartalmu peféd,1% SDS, 1% Triton X-100, 2 mM
EDTA, 20 mM Tris-HCI, 500 mM NaCl, pH 8,0), egysZeml LiCl tartalmu pufferrel (0,25
M LiCl, 1% NP-40, 1% deoxikdlsav, 1 mM EDTA, pH 8,@s végul kétszer TE (pH 8,0)
pufferrel. A mosott gyongyokhéz 1Q0 TE puffert adtunk, illetve a korabban eltett ,uth
mintat is 100ul-re egészitettik ki TE pufferrel, majd éjszakan6at’C -on 1pg RNazzal
inkubaltunk. KévetkeZ nap a mintakhoz @l 0,5% SDS-t és 2Qdg proteinaz K-t adtunk, és 3
oran keresztil 45C -on inkubaltukdket. A DNS-t PCR tisztit6 kittel (Qiagene) tisztftk. A
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kinyert DNS fragmentumokat Ujra feloldottuk %0 TE pufferben (pH 8.0) és valds idlej

PCR modszerrel analizaltuk.

Kvantitativ valés idef PCR

Az immunprecipitdtumbol az 1L-10 promoter-speciBKUDNS szakaszok meghatarozasat
valés idefi PCR-rel végeztik az ABI Prism 7500 Sequence DetecSystem (Life
Technologies) alkalmazésaval. Az 5. tablazatbasofelt PCR primereket ugy terveztiilk meg,
hogy az IL-10 promoterének olyan 100-150 bazispasagkaszait amplifikaljak, amelyek
ismert, az IL-10 promoter aktivitasat szabalyozdasg transzkripcids faktor kéhelyeket

tartalmaznak.

5. tablazat Immunprecipitatumokbol IL-10 promoter szakaszok ldikgdasara alkalmazott

PCR primerek és kondiciok

. e PCR kondiciok
e Primer szekvencija (5 3) | ATPIMKAIL g ceiden | Cikiusok
g profil szama

10CH1 | f | GGGACAGCTGAAGAGGTGGA 95°C 60°C

-669/-531 40%
10CH1R | r | CCTCAAAGTTCCCAAGCAGC 20 sec | 60 sec
10cH7 | f | AGGGAGGCCTCTTCATTCA 95°C 60°C

-233/-70 40x
10CH7R | r | GGGACAGCTGAAGAGGTGGA 20 sec | 60 sec

f: forward primer, r: reverz primer

A 20 pul végtérfogati reakcidelegy az alabbi komponensdkeialmazta: 5ul
immunprecipitdtum, 5 pmol mindkét priméip 2x SYBR Green PCR MasterMix (Life
Technologies). A mintak denaturalasat (€5 10 perc) kovéen a 3. tablazatban feltlintetett
paraméterek alkalmazaséaval végeztik a DNS ampitikaA fluoreszcens jel detektalasa a
60 °C-on 1 percig végzett inkubalasi 1épés soran ttr#&n input DNS-I6] tizszeres higitasi
sort készitettiink, ennek a segitségével allapkottueg az immunprecipitatumokbol
felszaporodd amplimerek mennyiségét.

Az Src, Yes és Fyn kindzok mRNS expressziojanakgéatatat TagMan valos idej
PCR-rel végeztik az ABI Prism 7500 Sequence DetecBystem (Life Technologies)
alkalmazasaval. A 2(l végtérfogatu reakcioelegy az alabbi komponensek&imazta: ul
cDNS, % TagMan Gene Expression Master Mix (Life Technadsyi 1ul TagMan Gene
Expression Assay [Src: Hs01082246_m1, Yes: HsO14BO§1, Fyn: Hs00941600 m1,
GAPDH: 0711024 (Life Technologies)].
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Plazmid konstruktok

A proximalis IL-10 promoter 1089 bp és 618 bp hassgu szakaszait amplifikaltuk
AccuTagLA DNS polimeraz enzim (Sigma-Aldrich) é$.atdblazatban feltlintetett primerek
segitségével. A PCR termékeket preparativ agartemgyélektroforetizaltuk majd az agar6z
gélsl kivagva tisztitottuk Quiaquick Gel Extraction K{Qiagene) segitségével a gyartd

utasitasai szerint.

6. tabladzat Plazmid konstruktok készitéséhez IL-10 promotekaszak amplifikalaséra
alkalmazott PCR primerek és kondiciok

Primer . o Amplifikalt PCR kondiciok
neve Primer szekvencidja (5 3) régio Hémeérsékleti profil | Cikiusok

IL-10G | f | CTACTAAGGCTTCTTTGGGAG 95C [58C |[68C

-1102/-14 35x%
10CHSR | r | CCCTGATGTGTAGACCTTCACC 15sec | 30sec| 60 sed
10CH2 | f | GGTAAAGGAGCCTGGAACACA 95C 58°C 68°C

-631/-14 35x
10CH8R | r | CCCTGATGTGTAGACCTTCACC 15sec | 30sec| 60 seg

f: forward primer, r: reverz primer

A PCR termékeket &szor Xa-2 plazmidba ligaltuk (PinPolfft Xa-2 Vector,
Promega), majd az Xa-2 plazmidbdl helyeztik &t pGé&gorter plazmidba (pGL2-Basic
Luciferase Reporter Vector, Promega).

A ligalasi reakcid ditt 2 pg Xa-2 plazmidot emésztettiink tompa véget eredneénye
EcdaRV (20 U) restrikcidos enzimmel 37C-on 3 6ran at, majd a restrikciés emésztés utan a
hasitott Xa-2 plazmidok 3’ tompa vegeére 1-1 talidytimidin nukleotidot illesztettiink a Taq
polimeradz enzim segitségével (Go Taqg DNS PolymeiRsamega). A 21g plazmid DNS, 5
U Taq polimeraz, 5 mM dTTP, 25 mM Mg3#s 5 PCR puffer tartalmu, 50l végtérfogati
T-addiciés rekcidelegyet 30 percen at inkubaltuR@zdn. Ezaltal kdnnyebbé valt az inzertek
vektorba ligalasa, mivel a Taq polimeraz azok P@mpldikacioja soran az amplimerek 3’
végeire 1-1 adenint illesztett. A reakcidtermékekgtreparativ. agar6z gélben
elektroforetizaltuk, majd az amplimereket a medéelgav kivagasa utan a Quiaquick Gel
Extraction Kit (Qiagene) segitségével tisztitottuk.

A tisztitott PCR termékeket az Xa-2 vektorba ligkltT4 DNS ligaz enzim
segitségével. A 0,5l Xa-2 vektort, 1 U T4 ligaz enzimet, @l tisztitott PCR terméket
tartalmazo reakcidelegyeket éjszakan af@eon inkubaltuk. Masnap a ligacios, valamint a

kontroll elegyeket olvado jégen l@bttiik, majd a ligalt plazmiddal, valamint az ine¢mem
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tartalmazo vektorokkal XLEscherichia colikompetens baktériumokat transzformaltunk az
alabbi modon:

100-100 pl baktériumszuszpenziot adtunk a ligaciés és a rkbnelegyekhez és
kevergetés mellett 10 percig olvado jégen tartotim&jd gliikozzal kiegészitett 9Q0 TSB
(Trypton Soy Broth) [Luria-Bertani (LB) tapfolyadekO % polietilén-glikol, 5 % DMSO, 10
mM MgCl, 10 mM MgSQ, 2,0 mM glikoz] mértiink az elegyekhez és 1 6raB74tC-on
inkubaltuk 400 rpm-en razatva. Ezt kdse 13000 rpm-en centrifugdltuk az elegyeket és a
fellluszét részlegesen leontottik, majd az Uledéketiszpendaltuk. 100-10Qul-t
szélesztettink 1Q/ml ampicillin tartalmu szilard agar taptalajra @ baktériumokat 37C-
on tenyésztettiik éjszakan at.

A kinétt telepekidl 1-1 kacsnyi baktériumot oltottunk 2-2 ml folyékgonl00 pug/mi
ampicillin tartalmd LB taptalajpba, majd 6 o6ran &t 3C -on razatva tenyésztettik a
baktériumokat. Az alabbi eljaras szerint izolaltak plazmid DNS-t: 1 ml baktérium-
szuszpenziot 1,5 ml-es Eppendorfélos meértink, majd 30 masodpercig 13000 g-n
centrifugaltuk a sejteket. Ezt koven a pelletet szuszpendaltuk 100-100P1 oldatban (50
mM glukéz, 25 mM TrisHCI pH 8,0, 10 mM EDTA, 0,1 g RNaz) majd 5 percig
szobalbmeérsékleten inkubaltuk. Ezutan 200-2QD P2 oldatot (0,2 N NaOH, 1 % SDS)
mértlink a szuszpenzidhoz és 5 percig széinaénsékleten allni hagytuk. 150-1p0P3 oldat
(3M kalium-acetat, pH 4,8) hozzaadasa utan 2 masodpvortexeltik az elegyet és olvado
jégen inkubaltuk 5 percig. Ujabb centrifugalast ében (3 perc, 13000 g) a feliiliszohoz 800
pl 96 %-o0s etanolt adva kicsaptuk a DNS-t, majd isoe@trifugaltunk (3 perc, 13000 g). Ezt
kovetben 1 ml 70 % -os etanollal mostuk a csapadékotjivegercig centrifugaltunk 13000
g-n. A felllaszot eltavolitottuk, a pelletet megst@tuk, majd 30-30ul TE pufferben
visszaoldottuk a DNS-tEcdRl és Bglll restrikciés enzimek egyittes alkalmazasaval
allapitottuk meg, hogy mely transzformansokba épi@ta kiénozott PCR termél§ad
hasitassal pedig meg tudtuk allapitani a beépiiték iranyultsagat.

Az inzerteket ezutan az Xa-2 plazmidbdl pGL2 repoplazmidba klonoztuk at. Az
IL-10 promoter szakaszokat |3y Xa-2 plazmid-konstruktokbdpnl és Bglll restrikcios
enzimek (1U enzim/ug plazmid DNS) segitségével vagtuk ki, ugyanezenineekkel
kivagott IL-10 promoter szakaszokat és az eméspteli2-Basic plazmidot ligalasi reakcio

soran egyesitettik T4 ligaz enzim alkalmazasakakabban leirt protokollnak megfedein.
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A ligalasi elegyekkel XL-ZE. coli kompetens baktériumokat transzformaltunk, majd a
sikeresen transzformalt, IL-10 promotert tartalmalazmid-konstruktot tartalmazé klonokat
a plazmid DNS izolalasat kovetestrikcios hasitasokkal hataroztuk meg. Az 108bkertet
hordoz6 transzformans baktérium telepek meghatéabzdindlll restrikcios enzimmel
végeztik (10 U enzimmel emésztettinkug plazmid DNS-t), a 618 bp inzertet hordozo
transzformans baktérium telepek identifikalasatigpesiad és Smd enzimekkel hajtottuk
végre (10-10 U enzimmel emésztettiinkdlplazmid DNS-t).

A sikeresen transzformalt baktérium klonokbol nagpennyiségben izolaltuk a
plazmid DNS-t: 100 pl baktériumszuszpenziot 100 anipicillin tartalmi LB taptalajba
oltottunk és éjszakan at 3C-on razatva tenyésztettiik, majd masnap Wizard Midgpreps
DNA Purification System (Promega) alkalmazdsavplaamid DNS-t a gyarto utasitasainak
megfeleben. Az izolalt plazmid DNS-t 100 pl TE pufferbemottuk.

Plazmid konstruktok Sssl metilaz kezelése

Az IL-10 proximalis promoter 1089 és 613 bp hosagisszakaszait tartalmazé pGL2
expresszios vektorokat S-adenozin metionin (metiport donor) jelenlétében kezeltiBks
metilaz enzimmel. A 10 pug plazmid DNS-t, 1@$$ metilaz enzimet és 1 pl S-adenozin-
metionint tartalmazé metilalasi reakcioelegyet°®7on tartottuk 4 oran at. A plazmid DNS-t
fenol-kloroform-izoamilalkohol segitségével tisatftik a kordbban leirt eljaras szerint, majd
40-40 ul TE pufferben oldottuk fel a mintakat.

Metilaciés kazetta assay

Az IL-10 proximalis promoter 1089 és 613 bp hosaglsszakaszait tartalmazé pGL2
expresszios vektorokat (20-20 pg), valamint inzemam tartalmazé pGL2-Basic plazmidot
(60 pg) hasitottunk FastDig&%tkpnl ésBglll restrikciés enzimekkel (1 U enzim/ug plazmid
DNS). Az emésztést 3T-on, 20 percen at végeztik. A hasitasi reakcio atgplazmid DNS-

t precipitaltuk végeztink 2,5x térfogati 96% etamel 1/10x térfogatd 2,5 M Na-acetéat
jelenlétében, amit 70% etanolos mosés kovetetiisZitott DNS-t 20-20 ul TE pufferben
oldottuk vissza. Agaréz gélelektroforézissel adlértiik a hasitdsok hatasfokat.

Az emésztett pGL2 plazmid konstruktok fele menny&é(10 pg)Ss$ metilaz
enzimmel kezeltlk, a hasitott mintdk masik fel&tiementes elegyben inkubaltuk. A reakcio
sordn az enzim segitségével vitro metildltuk a CpG-dinukleotidokat. A 10 pg hasitott
plazmidot (vektor + inzert), 10 Bs$ metilaz enzimet és 1 pl S-adenozin-metionint

tartalmaz6 metilalasi reakcidelegyet 32 -on tartottuk 4 éran at. Ezt kbven preparativ
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agarozban végzett gélelktroforézissel valasztottlka plazmidbdl kihasitott metilalt ill.
metilalatlan inzerteket a plazmid DN&:t A fragmentek kivagasa utan az inzert DNS-t
QIAquick Gel Extraction Kit (Promega) segitségévslertik vissza a géfib a gyartd
utasitasai szerint. A mintakat 30 ul TE pufferbkrakuk.

Az agarOzbdl visszanyert, tisztitott metilalt et metilalatlan inzerteket Kpnl és
Bglll restrikcios endonukledzokkal emésztett, metilata pGL2-Basic plazmidba ligaltuk
vissza T4 ligaz enzim alkalmazésaval a korabbahdgaras szerint. A ligalt plazmid DNS-t
fenol-kloroform-izoamilalkohol segitségével tisatttik a kordbban leirt eljaras szerint, majd
40-40 pl TE pufferben oldottuk fel a mintakat. Agdlas hatékonysagat agaroz

gélelektroforézissel elléniztik.

Tranziens transzfekcid és luciferaz teszt

A szentjanosbogar luciferdz enzime egy kemilumicesg reakciot katalizal, amely
sordn az enzim a szubsztratjdval (luciferin) ATPerjg&tében fotonfelszabadulést
eredményef oxidacids reakcidban reagal. A fotonfelszabadlasnomeéterrel mérhét A
kisérleteinhez hasznalt pGL2 reporter plazmid koksdvk tartalmazzak a luciferaz enzimet
kédolo luc gént, amelynek atirédasat — igy a luciferaz aédét is — duc gén elé helyezett
promoter aktivitisa hatarozza meg. Ez a rends#et t@lkalmas annak a megallapitaséra,
hogy a CpG metilacio hatassal vande@agén elé ligalt IL-10 promoter aktivitasara.

6 cm atmébjii sejttenyés# plate-eken tenyésztett cervix carcinoma erfedétlLa
sejteket transzfektaltunk 10-10 pg metilélt illetvestildlatlan 1L-10 promoter szakaszokat
tartalmazé metilalt vagy metilalatian pGL2 reporfazmid konstrukttal Lipofectamin®
2000 reagens (Invitrogen) alkalmazasaval. A tragigafast kovet 48 6ra mulva vizsgaltuk a
promoterek expressziés aktivitasat luciferaz tedlzalmazasaval (Luciferase Assay System
with Reporter Lysis Buffer, Promega). A sejtlizatuliciferaz aktivitdsat luminométer
(Digene Diagnostics, DCR-1) segitségével mértik.t Bavetien Bradford-féle

fehérjekoncentracido mérest végeztink, igy normilikaadatainkat a sejtszamra.

Fehérje izolalas

Az Src csaladba tartoz6 kinazok (Src, Fyn, Yes) éfflgh expresszidjanak
meghatarozasa és aktiv allapotukat getrozin-foszforilaciojuk vizsgalata Western blot
modszerrel tortént. A HPV 16 E6-tal, E7-tel vagyndkét onkogénnel, illetve a kontroll
LXSN vektorral transzduk@lt proliferalé vagy difeercialédé HFK sejteket tripszines
kezeléssel elvélasztottuk a tenyéfiaskak aljatdl, majd a teljes cellularis fehérjebom
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izolalasat végeztink proteaz gatlo (Complete EDfie&fProtease Inhibitor Cocktail, Roche)
és foszfataz gatld szereket (1 mMsM@,4, 1 mM NaF) tartalmazo6 RIPA lizis pufferrel (150
mM NaCl, 1% (v/v) NP-40, 50 mM Tris-HCI (pH 8,0),506 (w/v) Na-dezoxikolat, 0,1%
(w/v) SDS, 0,01% Na-azid (pH 7.4), 1,0 mM EDTA).liais pufferben a sejteket 15 percig
jégen inkubaltuk, majd centrifugaltuk 13000 rpm-&& percig 4 °C -on. A fehérjéket
tartalmazo fellliszOk dsszfehérje koncentraciofadBrd teszt segitségével hataroztuk meg.

Western blot

A fehérje izolatumokat Laemmli pufferrel inkubalti®°C -on 5 percig, majd a
fehérjéket vertikalis gélelektroforézissel valasizto el 10%-0s SDS-poliakrilamid gélben
Bio-Rad Mini Protean Il készllék alkalmazaséavalt kdveten a fehérjéket nitrocelluloz
membranra blottoltuk at Bio-Rad transzfer rendsagiitségével 90 V-on, 90 percig [transzfer
puffer: 25 mM Tris-HCI (pH 8,3), 192 mM glicin, ®& 10% (v/v) metanol]. A nitrocellul6z
membran apecifikus két helyeit az elédleges antitestek alkalmazasatel3% BSA-t
tartalmazo PBST oldattal [PBS (pH 7,2), 0,05% (Viween20] blokkoltuk. Ezt kovéen a
membranokat éjszakan at 4 °C-on vagy két oran @lbadémeérsékleten inkubaltuk a 3%
BSA-t tartalmazé PBST oldatban higitott celleges antitestekkel (egér monoklonalis anti-
p53, egér monklonalis anti-Rb, egér monoklonalig-&rc, egér monoklonalis anti-Yes, egér
monoklonalis anti-Fyn, nydl poliklonalis anti-Y418rc, nyudl poliklonalis anti-aktin). A
membranokat 3x10 percig mostuk PBST-vel, majd h ataszobabtmérsékleten inkubaltuk a
torma-peroxidazzal jelolt mésodlagos antitestekiked. immunreakciok detektélasat nagy
érzékenyséy kemilumineszcens detektalason alapuléhiedd oldattal végeztik (Super

Signaf’ West Dura Chemiluminescent Substrate, Pierce) eiriilgn alkalmazasaval.

Protein foszforilacio vizsgalata

Az Src kindz csalad tagjainak egyedi foszforilacaflapotanak vizsgalatara a Human
Phospho-Kinase Array Kit-et (Proteome Profiler Asr®&D Systems) alkalmaztuk, amely
43 kindz és 2 egyéb fehérje specifikus poziciokledtmelyezked tirozin vagy szerin
aminosavakon foszforildlt &llapotanak egyidejletektalasat teszi leléee. A teszthez
alkalmazott nitrocellul6z membranok fellletére agyes kinadzok foszforilalt allapotara
specifikus ,capture” antitestek vannak kotve megiaott pozicioban elhelyezk&dpot-ok
teriletén. Minden egyes ,capture” antitestet tartd0 spot duplikatumban talalhaté a

membranokon.
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A HPV 16 E6, E7 vagy mindkét onkogénnel illetve ankoll LXSN vektorral
transzdukalt proliferald HFK sejteket lizaltuk azében talalhato lizis puffert alkalmazva. A
sejtlizatumokat a foszfokindz teszt nitrocellulbzembranjaira meértik és éjszakan at
inkubaciot végeztink 4 °C-on. Moséasi |épéseket @&e a membranokat 1 o6ran at
szobaldmeérsékleten inkubaltuk a torma-peroxidazzal jel@nti-human masodlagos
antitestekkel. Az immunreakciok detektaladsat nagygékenyséf, kemilumineszcens
detektalason alapul6d@livé oldattal végeztitk (Super SighaVest Dura Chemiluminescent
Substrate, Pierce) rontgenfiim alkalmazasaval. Aszfiokindz array eredményeinek
kiértékeléséhez denzitometriaval hataroztuk mepgoa denzitdsokat (NIH ImageJ software,
version 1.46). Egy mérési sorozaton belll az tres UXSN vektort hordoz6 sejtvonalban
két parhuzamosban mért denzitas értékek atlagdikweszonyitasi alapként.

Statisztikai analizis

A TagMan valos idéj PCR eredmények kiértékelésekor a komparativ Ctsaerd
alkalmaztuk relativ kvantifikaciora (7500 System SDSoftware, version 1.4, Life
Technologies). A szignifikancia meghatarozasarad&tut tesztet hasznaltunk a P < 0,05

értéket tekintve szignifikansnak.
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EREDMENYEK

Az IL-10 expresszid epigenetikai gatlasanak vizsgdth human keratinocitdkban és

epitelidlis sejtekben

Az IL-10 promoter CpG metilacios mintazatdnak és dk-10 mMRNS expresszio
0sszefliggésének vizsgalata epitelialis illetve tmita eredaf human sejtekben

Az IL-10 promoter proximalis szakaszdnak CpG meila mintazatat natrium-
biszulfitos modifikalast kovétDNS szekvenalassal vizsgaltuk PBMC sejtekben tikercita
(pPHKC, HaCaT) valamint méhnyakrak erddepitelialis (C-33A, HT-3, CaSki, HelLa, SiHa)
sejtekben. A DNS natrium-biszulfitos kezelésénetasara a metilalatlan citozin nukleotidok
uracillq alakultak at, mig a DNS mintdban jeledlénetilalt citozinok valtozatlan forméaban
maradtak. Ennek kovetkeztében a Na-biszulfittalekezukleinsav a kémiai médositas utan
kulonbozott attdl figden, hogy az eredeti szekvencia metilalt vagy matlén volt, igy a
DNS-ben edforduld 5-metilcitozin lokalizalasa lehite valt automata DNS szekvenalo
alkalmazaséaval. A 4. abra mutatja, hogy ezzel asaémel meg tudtuk allapitani, hogy az
egyes CpG dinukleotidok citozin béazisai milyen rékben voltak metilaltak az adott

I6kuszon a vizsgalt sejttipusban.

4. abra Reprezentativ elektroferogramok az IL-10 promaerba —320. pozicidban
elhelyezked citozin metilacids éallapotar6lA metilalatlan citozin uracilld modifikalédik a
natrium-biszulfit kezelés hatasara és timinkérdgrjid meg a PCR termék szekvenalasa soran
(fekete nyil) (A). Abban az esetben, hogyha aztagigttipusban az adott citozin csak a sejtek
egy részében volt metilalt, timin (modifikalt ciioy és citozin (nem maodosult, metilalt)
bazisok is jelen vannak ugyanabban a pozicibbarCjBHa az adott citozin bazis teljesen
metilalt a sejtvonalban, akkor csak a citozinnalgfelels jelet latjuk az elektroferogramon

(D).

Az altalunk tanulményozott promoter szakaszon n@p& dinukleotid taldlhato az 5.
abran feltliintetett poziciékban. A szekvenasi eregmié szerint az IL-10 termelésére képes
PBMC sejtekben a proximalis promoter szakasz whesetiladlatlan volt, mig az IL-10

expresszidjara képtelen keratinocyta és epitels@jtekben metilaltnak bizonyult. A 6. abran
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az egyes sejtvonalak RT-PCR eredményeit tlintettlik_thato, hogy IL-10 mMRNS-t csak a
PBMC sejtekben tudtunk detektélni.

T e Tk ¢ e
2
pe 1 ] I
B e f
oy ] S
a3 I
a1} I
I
e | I

]
|

——_ N
i

PBMC* i

5. dbra A proximalis IL-10 promoter metilacidos mintadzata saekvenalasi eredmények
alapjan. A human IL-10 gén szerkezete a vizsgalt promotekazz megjeldlésével (A). A
halvanyszirke téglalapok az ismert transzkripcelgdr kothelyeket jelzik. A szamozott
oszlopok a kinagyitott DNS szakaszon az egyes Cptkigotidok citozin bazisainak
pozicigjat jelzik. Az IL-10 promoter CpG metilaciamintazata (B). A CpG metilacid
mértékét az oszlopok magassdga mutatja az alabbdommésak a citozin pozicidja van
jelezve: 0%; egy egysec-)X 0-25%; két egyseg: 26-50%; harom egyseg: 51-76é6y
egység: 76-100%. (PBMC*: koldokzsinor vétlizolalt PBMC). (Etsl: v-ets erythroblastosis
virus E26 oncogene homolog 1, Spl: Specificity &rotl, STAT3: signal transducer and
activator of transcription 3)
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6. abra Az IL-10 promoter expresszids aktivitadakeratinocita (pHKC, HaCaT) valamint az
epitelidlis (C-33A, HT-3, CaSki, HelLa, SiHa) sejp¢knem volt kimutathaté az IL-10 mRNS
jelenléte. A PBMC sejtek képesek voltak az IL-10M8Rexpresszidjara. Pozitiv kontrollként
a konstitutivan termétds RPLP2 mRNS kimutatdsat alkalmaztuk. (PBMC*:
koldokzsinorvérbl izolalt PBMC)

A vizsgalt méhnyakrak eredesejtvonalak kézil a HeLa HPV 18, a SiHa és a CaSki
HPV 16 genomokat hordoznak elidtopiaszamokban. A magas onkogén kockazatu HPV-k
jelenléte azonban nem volt hatassal sem a proxsniali0 promoter metildcidés mintzatara
sem az IL-10 gén expresszils aktivitasara ezeklsejtekben.

A proximalis IL-10 promoter CpG metilaciés mintazatak vizsgalata egészséges exfolialt
cervikalis epitelialis sejtekben és méhnyakrak eztidszovetmintdkban

A sejtvonalak vizsgéalata soran megfigyelt metil&andintazatok azt mutattak, hogy az
IL-10 promoterben a két legproximalisabban elhetged (-185 és -110) CpG dinukleotid
metilacios allapota tér el a legmarkansabban azOlltermeb és nem termél sejttipusok
kozott. Annak igazolasara, hogy a metilacios miatidan tapasztalt kilonbségek nem az
epitelidlis sejtvonalak tenyésztése soran indukalqd egészséges exfolialt cervikalis
epitelidlis sejtekben (n=3) @&rvix carcinomaszdvetmintdkban (n=10) is meghataroztuk a -
185 és —110 CpG dinukleotidok metilaltsaganak miéttéA -110 CpG teljesen metilaltnak
bizonyult az egészséges és a méehnyakrak érbagetgmintakban. A —185 CpG szintén nagy
meértékben (75-100%) metilalt volt a klinikai minté#n, azonban csak részleges metilaciot

(50-75%) tapasztaltunk@rvix carcinomabiopsziaban.
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IL-10 promoter szakaszok in vitro CpG metilacidjanahatasa a promoter expresszios
aktivitasara

A teljes proximalis IL-10 promotert (pGL2-1102),letve az IL-10 promoter
legproximalisabban elhelyezk&db00 bp szakaszat (pGL2-613) hordozd reporter pkhzm
konstruktokat hoztunk létre, amelyek segitségéamulimanyozhattuk ain vitro CpG
metilacio hatasat az IL-10 promoter szakaszok mlemscios aktivitasara. Ez ugy volt
lehetséges, hogy a pGL2-vektor konstruktokban hatél luciferaz gént kdédold6 DNS
szekvencia elé beillesztett promoter aktivitasafwata meg a luciferdz gén kifefeieseét,
amely a transzfektalt sejtekben az enzim szubgmat hozzaadasa utan luminométer
segitségével volt mérkiet

A plazmid konstruktokkal cervix carcinoma eredefi Hela sejtek tranziens
transzfekcidjat végeztik majd 48 éra mulva mértgkjdizatumok luciferaz aktivitasat.
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7. 4bra Az IL-10 promoter szakaszokat tartalmazd pGL2 mepgolazmid konstruktok in
vitro metilaciéjanak hatdsa a promoterek transzkigs aktivitdsaraA teljes proximalis IL-

10 promotert (pGL2-1102), illetve az IL-10 promotegproximalisabban elhelyezked00

bp szakaszat (pGL2-613) hordozd, a CpG dinuklektitometilalatlan illetve metilalt
allapotban tartalmaz6 plazmid konstruktokkal cendgarcinoma eredét HeLa sejteket
tranziensen transzfektaltunk. A 7. abra bal oldaafehér kérok a metilalatlan, a feketéek
pedig a metilalt CpG dinukleotidokat jeldlik. Azrabobb oldalan lathaté oszlopdiagrammok
a promoterek aktivitasat mutatjak be. A metilalatl@omoter szakaszokat hordozé vektor
konstruktok luciferaz aktivitdsat egységnyinek mekitik (fehér oszlopok) és a metilalt
promoter szakaszokat tartalmazé vektor konstrulkdkvitdsat ehhez viszonyitottuk (szlrke
oszlopok). Az 4bran harom fuggetlen kisérlet attegia feltiintetve, a hibasavok a standard
deviéciot mutatjak.§ss. metildz)
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A 7. abran lathato, hogy a teljes plazmid konstruktilaz kezelésével nemcsak az IL-
10 promoter szekvenciak metilalodtak, hanem a p@&&or CpG szekvenciai is. Annak
érdekében, hogy a pGL2 vektor szekvencidjabanti&lCpG dinukleotidok metilaciéjanak
hatdsat a promoteraktivitasra kizarhassuk, Ugyresveretilacidos kazetta esszét végeztink (8.

abra).

IL-10 promoter
Kpnl Bgill

Hasitas restrikcios endonukledzokkal (Kpnl, Bgll)
Majd szeparalas agaroz gélben.
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8. abra Metilacids kazetta assayz eljaras soran tbbb Iépésben, emésztési, meiilék
ligalasi reakciok segitségével metilalt és metilatalL-10 proximalis promotert tartalmazo
pGL2-vektor konstruktokat hoztunk létre anélkilgiia pGL2 vektor metilaltsagi allapotat
befolyasoltuk volna. A ligalas hatékonysagat agagételektroforézissel elléniztik. (L:
ligazt tartalmazo reakcidelegy, K: ligaz enzim ridilkontroll reakcioelegy.)

A metilacios kazetta assay soran létrehozott pldzkainstruktokkal HelLa sejteket
transzfektaltunk. A transzfektalast ko¥etd8 Ora mdulva vizsgaltuk a sejtlizatumok
feliluszojanak luciferaz aktivitasat. Az eredményékszehasonlithatosaga érdekében

Bradford-féle fehérjeméréssel normalizaltuk ad&aim sejtszamra.
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9. abra Az IL-10 promoter in vitro metilacidjanak hatdsa @GL2 reporter plazmid
konstruktok transzkripcios aktivitasara metilacikazetta assay alkalmazasaval. teljes
proximalis IL-10 promoter (pGL2-1102), illetve az-10 promoter legproximalisabban
elhelyezked 600 bp szakaszanak (pGL2-613) metilalt illetveilaletian allapotat tartalmazo
plazmid konstruktokat hoztunk Iétre. Az abra balatdn a fehér korok a metilalatlan, a fekete
korok pedig a metilalt CpG dinukleotidokat jelolikAz abra jobb oldalan lathato
oszlopdiagrammok a promoterek aktivitasat mutab@kA metilalatlan promoter szakaszokat
hordozé vektor konstruktok luciferaz aktivitdsaységnyinek tekintettik (fehér oszlopok) és
a metilalt promoter szakaszokat tartalmazé vektasnskruktok aktivitasat ehhez
viszonyitottuk (szurke oszlopok). Az 4bran haromgitlen kisérlet atlaga van feltlintetve, a
hibasavok a standard deviaciét mutatjak.

A luciferaz aktivitdsi eredmények kiértékelésekanetilalatlan promoter szakaszokat
hordoz6 vektor konstruktok luciferaz aktivitasatysggnyinek tekintettik és a metilalt
promoter szakaszokat tartalmazo vektor konstruktdkitasat ehhez viszonyitottuk. Az abra
jol szemlélteti, hogy a metilalt IL-10 promotertrdoz6 plazmidok luciferaz aktivitasa, tehat
a metilalt promoterek expresszios aktivitasa Iéegeg kisebb volt, mint a metilalatlan 1L-10

promotert hordozokeé.
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Az IL-10 promoterhez tarsuld hiszton fehérjék adétios allapotanak vizsgalata

Annak megallapitasara, hogy az IL-10 promoter aidva&ukromatinban vagy az
inaktiv heterokromatinban helyezkedik-e el kromatmmunprecipitaciot végeztink PBMC,
HaCaT, HelLa és pHKC sejteldb acetilalt H3 és acetilalt H4 specifikus antitéste
segitségével. A reakcié negativ kontrolljaként tastmentes elegyben inkubalt kromatint
hasznaltunk. Viszonyitasi alapként ugynevezett uthpmintat hasznaltunk, amely a
precipitacio edtti DNS mennyiséget tartalmazza. A precipitatumokbdetektalt DNS
mennyiséget az ’input’ szazalékdban fejeztik ki. z10 promoterre specifikus DNS

szekvenciak kimutatasa és kvantifikalasa valogii@€}R alkalmazaséaval tortént (10. 4bra).
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10. abra Az IL-10 promoterhez tarsul6 H3 és H4 fehérjék ikmmbs allapota PBMC-ben,
primer human keratinocitdkban (pHKC) valamint Heés HaCaT sejtvonalakbaw valos
idejii PCR soran alkalmazott élgrimerpar a promoter -639 / -531 fragmentumat crtgita
fel (A), a masodik primerpar pedig a -233 / -70kszat (B). A hibasavok a valos iddPCR
adatok mennyiségi meghatarozasa soran szamoltesthddviaciokat mutatjék. ). (Etsl: v-ets
erythroblastosis virus E26 oncogene homolog 1, Sgkcificity Protein 1, STAT3: signal
transducer and activator of transcription 3.)
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A proximalis IL-10 promoter két Kkitintetett — ismetranszkripcidés faktor
kotdhelyeket tartalmaz6 - szakaszat amplifikdltuk. Aorpoter -639 / -531 szakaszat
amplifikald el$ primerpar az Spl kéhelyet tartalmazé régiot szaporitotta fel. A makodi
primerpar a promoter STAT3 kiltelyet hordoz6 —233 / -70 fragmentumat szaporifettéo.
abra). Mindkét primerpar segitségével azt az eregimkaptuk, hogy a vizsgalt promoter
szakaszok a PBMC sejtekben tarsulnak acetilaltdnsgroteinekhez, amelyek a transzkripcio
szempontjabol aktiv eukromatinra jelletnallapotiak. Ezzel szemben a HaCaT, HelLa és
pHKC sejtekben a vizsgalt promoter szakaszok nesultak acetilalt hiszton fehérjékhez,

tehat feltételezhéen a transzkripcidésan inaktiv heterokromatinbagdmdednek el.

HPV 16 onkoproteinek hatdsanak vizsgélata az Src akdba tartoz6 kindzok

expressziojara €és aktivitdsara human kerationocitakan

A HPV 16 EG6 és E7 onkoproteinek hatasa az Src kioldfehérje expresszidjara

A méhnyakrakos szévetmintakban leirt emelkedettkBréz aktivitas felvetette azt a
kérdést, hogy ezen citoplazmatikus protein-tirodimazok aktivitasa lehet-e a HPV
fertézésnek, a cervix carcinoma legfontosabb etiolofkioranak kdvetkezménye. Ismert
ugyanis, hogy a magas onkogén kockazatu HPV onkeipek Ugy fejtik ki transzformalé
hatasukat, hogy cellularis fehérjékkel kapcsold#ipre megzavarjak a sejtciklust és fokozott
osztodasra késztetik a gazdasejtet.

Kiséleteinkhez HPV 16 E6, E7 vagy mindkét onkopriteexpresszalé human
keratinocita sejtvonalakat hasznaltunk, amelyeket. D/eress Gyodrgy bocsatott
rendelkezéstinkre (Gyongyosi és mtsai., 2012). Avaeplakat a sejtproliferaciot adegit
szerummentes tapfolyadékban tenyésztettik. A seta&ban a funkcionalisan aktiv E6 és
E7 fehérjék expresszidjat azok legfontosabb célféimek, a tumorszupresszor p53 és Rb
proteineknek csokkent szintje mutatta, amelyet Wfasblot vizsgélattal igazoltunk (11/A
abra). Ezt kovéen ebszor Western blot modszerrel tanulmanyoztuk a HBVES és E7
onkoproteinek egyedi illetve egyittes hatasat atkevcitdkban expresszaldodd Src csaladba
tartozé kinazok (Src, Yes, Fyn) fehérje expressraj Azt tapasztaltuk, hogy az E6 és E7
egylttes jelenlétében az Src és Yes proteinek sspi@a szignifikAnsan emelkedett az lUres
vektort vagy csak az egyik onkoproteint expresszéjévonalakhoz viszonyitva (11/B abra).
Ezzel szemben a Fyn fehérje konstitutivan nagy iségben volt jelen a tanulmanyozott
sejtvonalakban és a HPV 16 onkoproteinek jelenkgen befolyasolta expresszidjat a

keratinocitdkban (11/B abra). Az Src csaladba tart&indzok katalitikus alegységében
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talalhatd aktivacios hurok tirozin-foszforilacidjdelismeb és ezéltal az aktiv allapotd
enzimekre specifikus antitesttel emelkedett Srcakirfoszforilaciot detektaltunk az E7

onkoprotein jelenlétében (11/B abra).
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11. abra HPV 16 E6 és E7 onkoproteinek hatasa az Src kindgb&rje expressziojara
proliferald6 human keratinocitakbanA p53 és Rb tumorszupresszor fehérjék csokkent
mennyisége igazolta a funkciondlisan aktiv E6 eddhérjék jelenlét (A). Src, Yes és Fyn
kindzok fehérje expresszigjat a kinazok nativ @tap specifikus antitestek alkalmazasaval
mutattuk ki immunblot vizsgalattal. A specifikus zicidban talalhaté foszfo-tirozint
tartalmazo Src kinazokat felisnéeantitest alkalmazasaval a katalitikusan aktivpéithan
[év6 enzimek mennyiségére kovetkeztethettink. Harom gdtign kisérletl egy
reprezentativ blot lathato az abran, mennyiségitrktként anti-aktin ellenanyagot
hasznaltunk.

A HPV 16 EG6 és E7 onkoproteinek hatdsa az Src killdmRNS expresszidjara

Ezt koveten megvizsgaltuk, hogy az Src kindzok fokozott mRBYpresszidja
okozza-e az immunoblot vizsgalatok soran tapasztatielkedett Src és Fyn fehérje
expressziot a HPV 16 E6 és E7 onkoproteinek egyigdenlétében. A kvantitativ TagMan
valos idefi PCR vizsgalatok azonban arra az eredményre vizatigy nem a transzkripcios
aktivitas valtozasa all a tapasztalt magasabb jehérennyiségek mogott. A HPV 16
onkoproteinek jelenléte nem befolyasolta szigniféa@n egyik Src csaladba tartozé kinéz
(Src, Fyn, Yes) gén mRNS expresszidjat sem, fluggetlattél, hogy alacsony (Src, Yes)

vagy nagyobb (Fyn) mennyiségben mutathatéak kirfeként (12. abra).

45



3,% ESrc
] d
$ 15 OYes
% @Fyn
® 1
w)
=
(0
e
> 05 4
©
@
|:| -

LXSN 16 E6 16 E7 16 EGET

12. dbra HPV 16 E6 és E7 onkoproteinek hatasa az Src kindaBRS expresszidjara
proliferald human keratinocitakbarsrc, Yes és Fyn gének expresszidja valogii®d-PCR
vizsgalatok alapjan a HPV 16 E6, E7 vagy mindké&ogénnel transzdukalt, illetve az Ures
LXSN vektort hordozé keratinocita sejtvonalakbansdjteket szérummentes tapfolyadékban

,,,,,

aktivitasdt a GAPDH mRNS expresszio mértékéhez abizaltuk, majd az az dres LXSN
vektort hordozo6 sejtvonalban kapott értékhez vigitottuk. A grafikonokon ket fliggetlen
kisérlet atlaga (harom-harom parhuzamos méréssel) feltintetve a standard hibaval.
Student t teszt elvégzésével nem volt kimutathaignsfikans valtozas az Src, Yes és Fyn
gének expresszids aktivitasaban a HPV onkoprotgaieklétében.

A HPV 16 EG6 és E7 hatasa az egyes Src kinazok tw#atios allapotara
Mivel a Western blot vizsgalatok soran azt tapdssta hogy a HPV 16 E7

onkoproteinjének jelenlétében megemelkedett a Y&H§y azzal ekvivalens) poziciéban
foszforilalt Src kinazok mennyisége, kovetkezépésként human foszfo-kindz array
alkalmazaséaval hataroztuk meg ezen kinaz-csalgditalg egyedi foszforilacios allapotat a
HPV 16 onkoproteinek jelenlétében. Az E7 onkoprotbatasara az Src, Yes és Fyn
foszforilacioja szignifikhnsan megemelkedett, mig E6 nem volt hatassal ezen fehérjek
foszforilaciojara a Y416 (vagy azzal ekvivalensipmban (13/A abra, 13/B abra). A foszfo-
kindz array még tovabbi négy Src csaladba tartazézk(Lyn, Lck, Fgr, Hck) foszforilacios
allapotanak vizsgalatat is lebigé tette (13/A abra), amelyek eddigi ismereteinkrisit
leukocitakban expresszaldédnak. Az altalunk vizsgaélatinocita sejtvonalakban egyaltalan

nem tudtunk kimutatni az aktivalt allapotu Lyn, Lék Fgr fehérjéket. A foszfo-kinaz array
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eredménye foszforilalt Hck jelenlétére utalt HPV BB hatasara, azonban ezt az eredményt

nem tudtuk megésiteni Western blot vizsgalattal.
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14. abra Human foszfo-kindz array a HPV onkoproteinek hatakavizsgalatara az Src
kindzok egyedi foszforilacios allapotareeljes sejt lizatumokban az Src, Yes és Fyn fekérjé
Y416 (illetve ekvivalens pozicidban talalhato timgzfoszforilaciéja HPV 16 E6, E7 vagy
mindkét onkogénnel transzdukalt, illetve az lresSINX vektort hordozé keratinocita
sejtvonalakban. A tirozin-foszforilalt Src kinazglozicioi a membranok fotdin bekeretezve
lathatdéak (14/A abra). A denzitometrias vizsgaledenényét oszlopdiagramm szemlélteti
(14/B &bra). A spot denzitasokat az ImageJ szoftegitségével kvantifikaltuk, majd az tres
LXSN vektort hordozé sejtvonalban kapott értékhézonyitottuk. A grafikonokon ket
flggetlen kisérlet &tlaga van feltlintetve a stashdidvaval.
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15. abra Human foszfo-kinaz array a HPV onkoproteinek hatakavizsgalatara a p53
foszforilacios allapotéra.Teljes sejt lizatumokban a p53 S15, S46 és S392insze
foszforilacioja HPV 16 E6, E7 vagy mindkét onkogéhtrtanszdukalt, illetve az tres LXSN
vektort hordozo6 keratinocita sejtvonalakban. A killdz szerin-foszforilalt p53 variansok
poziciéi a membranok fotdin bekeretezve lathatddA abra). A denzitometrias vizsgalat
eredményét oszlopdiagramm szemlélteti (15/B adxapot denzitdsokat az ImageJ szoftver
segitségével kvantifikaltuk, majd az tres LXSN wekhordozo sejtvonalban kapott értékhez
viszonyitottuk. A grafikonokon kettfiggetlen kisérlet tlaga + SEM van feltlntetve.

A foszfo-kinaz array lehéséget adott a HPV 16 onkoproteinek hatasanak Vetsga

a p53 tumorszupresszor fehérje S15, S46 és S39@n-faszforilacidjara, amely a

funkcionalisan aktiv onkoproteinek jelenléténekzigasat is lehéwvé tette (14. abra). Az
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irodalmi adatoknak megfeledn a HPV 16 EG6 jelenlétében a p53 fehérje mindharom
pozicioban foszforilalt formgjanak mennyisége jelean lecsokkent, mig E7 hataséra
emelkedett (14/A abra, 14/B 4bra). Mindez arratukadgy a vizsgalt transzdukalt keratinocita

sejtvonalak alkalmasak a HPV onkoproteinek hatdsaimecionalis analizisére.

A Kkeratinocitak differencialédasanak a hatasa az cSkinazok aktivitasara HPV 16
onkoproteineket expresszald sejtvonalakban

A tobbréteg hamban a HPV-k gazdasejtjeiként szolgalé kerati@bcsorsa a
differencialédas, amely soran a sejtosztédas ésall kromatinallomany fokozatosanialk.
Ezt a folyamatot zavarjak meg a HPV E6 és E7 onieprek, amelyekdként a p53 és Rb
tumorszupresszor fehérjek lebontasat okozva osatadakésztetik a sejteket és
megakadalyozzdk az abnormalisan osztédd sejtekt@ps@t. Megvizsgaltuk ezért, hogy
valtozik-e a HPV 16 E6 és E7 onkoproteinek hatésaSec kindzok fehérje és mRNS
expresszigjara differencialédé sejtekben. A sejtekdifferencialédas ésegitéséhez 1,8 mM
kalciummal és 10% borjuszérummal kiegészitett DMEdfolyadékban tenyésztettik és a
sejtdifferenciacio sikeres kivaltasat ezzel a médst egy korabbi tanulmanyunkban
igazoltuk (Gyongyotsi és mtsai.,, 2012). A funkcioséh aktiv HPV 16 E6 és E7
onkoproteinek jelenlétét a p53 és Rb fehérjék csikknennyisége igazolta a differencialodo
sejtvonalakban (16/A abra). A proliferald sejtekhapasztalttal megegyéen szignifikansan
magasabb Src fehérje mennyiséget detektaltunkfarelicialodd sejtekben a két HPV 16
onkoprotein egyuttes jelenlétében, azonban a diffgélodo keratinocitdkban az Src fehérje
expresszidjdnak megemelkedéséhez az E7 onkopjeteiméte mar 6nmagaban is elegénd
volt (16/B abra). Az Src mRNS expressziéra nem \atasa sem a HPV onkogének
jelenlétének, sem a sejtdifferenciacionak (17. aldfazel szemben a differenciacio minden
sejtvonalban egyodntin magas Yes fehérje expressziot eredményezettyr@maar nem
volt hatassal a HPV 16 onkoproteinek jelenléte Bléthra). A valds idéj PCR vizsgalatok
eredményei arra utalnak, hogy a Yes expresszio keaésének a hatterében a
differencialddas hatasara szignifikdnsan megnovetk@RNS transzkripcid all, amely az E6
jelenlétében volt a legkifejezettebb (P<0,05) (4Bra). Meg kell jegyezni azt, hogy az E6
hatdsa nem volt megfigyelléed Yes fehérje expressziojara (16/B abra).
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16. abra HPV 16 E6 és E7 onkoproteinek hatasa az Src kindel&rje expressziojara
differencialodé human keratinocitakbaA. p53 és Rb tumorszupresszor fehérjék csokkent
mennyisége igazolta a funkcionalisan aktiv E6 éddhérjék jelenlét (A). Src, Yes és Fyn
kindzok fehérje expressziojat a kindzok nativ @tam specifikus antitestek alkalmazasaval
mutattuk ki immunblot vizsgalattal. A specifikus zdciéban taladlhaté foszfo-tirozint
tartalmaz6 Src kindzokat felisndeantitest alkalmazasaval a katalitikusan aktivpéitban
lévé enzimek mennyiségére kovetkeztethettink. Harom gdilgn kisérletl egy
reprezentativ blot lathatd az &abran, mennyiségi tretként anti-aktin ellenanyagot
hasznaltunk.

A proliferdlo keratinocitdkhoz hasonléan a diffeciéhddd sejtvonalakban is
nagymértél, a HPV onkoproteinek altal nem befolyasolt Fynéigd expressziét mutattunk
ki (16/B &bra). A Fyn mRNS expressziét a sejtekedéncidlodasa szignifikansan novelte
(P<0,05), és a HPV 16 onkoproteinek nem befolyakdlt7. abra).

A proliferalé keratinocitakhoz megegyen a differencialédd sejtvonalakban is az E7
onkoprotein jelenlétében tapasztaltuk az Src cbhalakinazok emelkedett tirozin
foszforilaciojat az aktivacidos hurokban, tehat &ivaallapotban Ié§ Src kindzok aranyat a

sejtdifferenciacio feltételezh@n nem befolyasolta (16/B abra).
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17. dbra HPV 16 E6 és E7 onkoproteinek hatasa az Src kindaBRS expresszidjara
proliferald human keratinocitakbarsrc, Yes és Fyn gének expresszidja valogii®d-PCR
vizsgalatok alapjan a HPV 16 E6, E7 vagy mindkétogént expresszald, illetve az Ures
LXSN vektort hordozo keratinocita sejtvonalakbansdjteket 1,8 mM kalciummal és 10%
borjuszérummal kiegészitett DMEM tapfolyadékbanyématettiik, amely a keratinocitak
differenciaciojat valtotta ki.A vizsgalt gének expresszios aktivitasat a GAPDHNSR
expresszio mértékehez normalizaltuk, majd az ag UKSN vektort hordozd sejtvonalban
kapott értékhez viszonyitottuk. A grafikonokon Kettiggetlen kisérlet atlaga (harom-harom
parhuzamos meéréssel) + SEM van feltintetve. Studeteiszt elvégzésével igazoltuk a
statisztikailag szignifikans valtozasokat P < Ggdgket fogadva el szignifikansnak.
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MEGBESZELES

Az onkogén HPV tipusok okozta tartosan fennall&6fys a méhnyakrak tobb
lépésidl allé patomechanizmusanak kézéls fenntartd 1épése (Steenbergen és mtsai., 2005).
A fert6z6tt hamszovetben a koérokozok elleni immunvalastélumysagat csokkeaht
citokinek termebdése disegitheti a perzisztens HPV fegés kialakulasat, aminek
kovetkeztében szignifikansan megndvekedik a magias dervicalis dysplasiaés a tumoros
folyamat kifejbdésének esélye (Kobayashi és mtsai., 2008). Cerarcinomaban és
rakmegebz6 allapotokban az antiinflammatorikus és immunmoauldL-10 szint lokalis
emelkedését figyelték meg (Giannini és mtsai., 199&8zelbag és mtsai., 2001). Az IL-10
gatolja a Thl sejtek aktivaciojat és effektor fudkat, ezaltal csékken a sejtes immunvalasz
hatékonysaga. Akadalyozza tovabba a dendritikusksepdogén vagy exogén faktorok altal
kivaltott érését és az antigénprezentald sejtekrduigjat a limfoid szovetekbe, tovabba
szerepe van azoknak a Treg-sejteknek differencialioan, melyek az immuntolerancia
kialakitasaban vesznek részt. Az IL-10 tovabbi imsmuppressziv hatdsa azzal
magyarazhatd, hogy blokkolja a proinflammatorikitekinek és kemokinek (IL-1, IL-6 és
TNF-0) expressziojat (Mocellin és mtsai., 2003).

Az IL-10 immunszuppressziv tulajdonsag@selgiti egyes neoplazidk kialakulasat,
ugyanis hatasara a tumoros sejtek elkertlhetiky rogejtes immunvalasz effektor sejtjei
felismerjékéket (Mocellin és mtsai., 2003). Egyes colorectébspajzsmirigy tumorokban a
malignusan transzformalddott sejtek termelik azlQ-et, amely a pajzsmirigy tumorokban
még autokrin ndvekedési faktorként is hat, és Iggemiti a malignus folyamat progressziojat
(Csiszar és mtsai., 2004; Herbeuval és mtsai.,;ZD@daro és mtsai., 2006). Ezzel szemben a
mell-, tid-, prosztata- és mellrak eretdetejtvonalak egységesen nem képesek az IL-10
termelésére, ami arra utal, hogy ezen tumorok kiéel sejtjeiben mar az egyedtelés alatt
inaktivalédott az IL-10 gén. Fontos megemliteni,gyoa tumor mikrokdrnyzetének
emelkedett IL-10 szintje szarmazhat a tumorbatiafddo leukocitaktél is (Wolk és mtsai.,
2002). A HPV 16 fefizéshez asszocialédd tumorigenezis egérmodelljeébegfigyeltek,
hogy a tumorba infiltral6 makrofagok IL-10-et szetédlnak és regulator T sejt fenotipus
kialakulasat indukaljak, ami az immuntoleranciagakigy a malignus progresszidnak kedvez
(Bolpetti és mtsai., 2010).

A méhnyak transzformacids zonajaban, ametervicalis neoplasié kialakulasanak

leggyakoribb helye, fiziolégiasan is az IL-10 kaongiv expresszioja mutathatd KCervix
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carcinom& elvaltozasokbdl vett biopszias szdvetmintakbanIlad0 szekrécido tovabb
fokozodik (Giannini €s mtsai., 1998; El-Sherif étsan, 2001). Acervix carcinomaeredet
immortalizalodott sejtvonalak sem képesek az ILtéfmelésére annak ellenére, hogy a
transzkripcidjat szabalyozo legfontosabb transzibgp faktorokat (STAT3, Spl, Ets-1,
CCAAT/enhancer binding proteiB) ezek a sejtek is expresszaljak (Maytin és mt4808;
Benkhart és mtsai., 2000; Grinstein €s mtsai., 2@08nner és mtsai.,2003). Hipotézisink
szerint ezért az IL-10 expresszid konzervativ héday emberi keratinocitakban és epitelialis
sejtekben epigenetikai inaktivacios folyamatokral ués cervix carcinomaban nem a
neoplasztikus sejtek az IL-10 terrdiel

A génexpresszio szabalyozasaban aldpwierepet jatszo epigenetikai regulacios
folyamatok tanulmanyozasa valaszt adhat arra aékéed hogy miért sejtvonal-specifikus
egyes citokinek termétiése (Bird, 2002; Berger, 2007). Az utdbbi évekbehizonyosodott,
hogy a promoter szakaszok CpG metilacioja tobbkoit@en (példaul 1L-2, 1L-4, IFNF
expresszigjat képes befolyasolni (Yano és mts@D32Jones és Chen, 2006; Murayama €s
mtsai., 2006). Megjegyezetidhogy a sejtvonal-specifikusan teridd# citokinek promoter
régiojaban kevés CpG szekvencia talalhatd, ezBétdeezések szerint azon metil-citozinok
fognak kihatni a promoter aktivitdsra, amelyek kiavalo transzkripcios faktorok kéhelyein
helyezkednek el. Ismert, hogy a metilalt DNS kolerdil képes gatolni egyes transzkripcios
faktorok kotdéseét, valosziileg a metil csoportok sztérikus gatlasa miatt (Berg007). Ezt
tamasztjak al4d azok a megfigyelések, hogy az lfFNs IL-2 promoterek aktivitasdban a
transzkripcidés startponthoz proximalisan elhelyel#dkeCpG-k metilacidja kiemelked
fontossagu.

A human IL-10 promoter ismert transzkripcios fakkétohelyeket tartalmazo 700 bp
proximalis szakaszan 8 CpG taladlhatd. Munkadnk s@&AnL-10 promoter ezen proximalis
szakaszanak metilaciés mintazatat keratinocyta (pHKaCaT) és cervix carcinoma erddet
epitelidlis (C-33A, HelLa, HT-3, CaSki, SiHa) sejhadakban, exfolialt egészséges cervikalis
epitelidlis sejtekben, illetve periférias vértszarmazé és koldokzsinor vénabdl vett PBMC
sejtekben. Az IL-10 expresszidjara képes PBMC kekfge a vizsgalt promoter
metildlatlannak bizonyult, ellenben az IL-10-et neermeb keratinocita és epitelidlis
sejtvonalakban metilalt profilt mutatott. A szekaédsi eredmények jol illeszkedtek az RT-
PCR eredményekhez, ugyanis IL-10 mMRNS expressgait @ PBMC sejtekben detektaltunk.

A sejtvonalak vizsgéalata soran megfigyelt metil&aidintdzatok azt mutattédk, hogy az
IL-10 promoterben a két legproximalisabban elhdtgels (-185 és -110) CpG dinukleotid

metilacios allapota tér el a legmarkansabban azOlltermeb és nem termél sejttipusok
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ko6zott. Annak igazolasara, hogy a metilacios miatidan tapasztalt kilonbségek nem az
epitelidlis sejtvonalak tenyésztése soran indukald egészséges exfolialt cervikalis
epitelidlis sejtekben éservix carcinomaszovetmintakban is meghataroztuk a -185 és —110
CpG dinukleotidok metilaltsaganak mértékeét. A -X10G teljesen metilaltnak bizonyult az
egeszséges és a méhnyakrak etebletegmintakban. A —185 CpG szintén nagy mértékben
(75-100%) metilalt volt a klinikai mintakban, az@bcsak részleges metilaciot (50-75%)
tapasztaltunk 2ervix carcinomaiopszidban.

A metilalt DNS szakaszok befolyasolhatjak a kromatilapotat azaltal, hogy hiszton
deacetilazok kotésével a kornyezetikben elhelyezkt¢® és H4 fehérjék deacetildlodasat
okozzak, igy kompakt kromatinszerkezetet alakitarkik amely szintén gatolhatja a
transzkripcids faktorok kétlését (Jenuwein és Allis, 2001). Kovetkdépésként ezért azt
vizsgaltuk, hogy az egyes sejttipusokban milyenilaz0 promoterhez tarsulé kromatin
allapota, pontosabban kimutathat6-e acetilalt H3Hds hisztonok jelenléte a proximalis
promoter szakasz mellett. Az acetilalt hisztonal¢hdsen az acetilalt H3) a transzkripcidésan
aktiv eukromatinra jellentiek. Elektrosztatikus taszitd hatasuk miatt lazalwbmiatin
szerkezetet hoznak létre, igy a promoter szakadlmike egyéb szabalyozd szekvenciak
hozzaférhdivé valnak a transzkripcios faktorok szamara. Aéktii3 és acetilalt H4 fehérjék
elleni antitestek alkalmazasaval kromatin immunipiticiot végeztink PBMC, HaCaT,
HelLa és pHKC sejteldbizolalt kromatinbol. Ezt kovéen az immunprecipitatumokbdl DNS-
t izolaltunk és valos idéj PCR segitségével IL-10 promoterre specifikus szekékat
amplifikaltunk. Egyedil a PBMC sejtesbizolalt kromatinban tarsult az IL-10 promoter
altalunk vizsgélt szakasza acetilalt hiszton feddrgz. A kromatin immunprecipitacio
eredmeényei szintén arra utalnak, hogy a keratiaastepitelialis sejtekben az IL-10 promoter
a transzkripcido szempontjabdl inaktiv heterokromtzdn talalhato, kérnyezetében a hiszton
fehérjék nem acetilaltak.

A promoter metilaci6 szerepét az IL-10 expressziG@tlagdban sikerdlt
alatamasztanunk egwn vitro funkciondlis teszt alkalmazésaval. Cervix carciaoaredst,
epitelidlis HelLa sejteket tranziensen transzfektaw IL-10 promoter proximalis szakaszait
metilalatlan illetve metilalt allapotban tartalmamporter plazmid konstruktokkal igazoltuk,
hogy a metilalt IL-10 promoter szakaszok expressa#tivitasa szignifikansan kisebb a
metilalatlanokénal. Megjegyzedéd hogy mivel az epitelidlis eredetHelLa sejtvonalban
kifejezodott a metilalatlan 1L-10 promoter, az epitelidlisszarmazési vonalba tartozo
sejtekben valoban jelen vannak aktiv allapotbarLa0 gén transzkripcidjahoz szikséges

transzkripcids faktorok.
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A magas onkogén kockazatu HPV tipusok kozul a HBValeggyakoribb genitalis
HPV tipus, amelyet az invaziv cervix carcinomakaésakmegdizé elvaltozasok mintegy
felésl detektalnak (Bosch és mtsai.,, 2008). A dedtt hamsejtek immortalizaciojaért
elsssorban HPV 16 E6 és E7 onkoproteinjei fédek (Ganguly és mtsai., 2009). Ezen
proteinek akkor expresszalodnak nagymértékben,the@san fennallo6 HPV infekcio soran a
virdlis DNS a gazdasejt genomjéba integralodik. dekkgyanis a cirkularis viralis DNS az
integracio edtt az E2 korai fehérjét kdédolé szekvencia mentéhiknfel, igy az E6 és E7
gének expresszioja kikertl az E2 addigi kontra@lial (Pett és Coleman, 2007). Az E7 fehérje
legfontosabb szerepe, hogy a hipofoszforilalt milasztoma fehérje (pRb) megkotesével és
lebontasanak ésegitésével aktivalja a sejtciklust, a sejtek aG30étadiumbdl a sejtosztédas
S fazisaba Iépnek. Az E6 onkoprotein a p53 tumagmsszor fehérjének képes az ubiquitin-
flggod lebontasat kivaltani a 26S proteoszoma-komplexardztil, igy akadalyozva meg az
abnormalisan 0sztdédo sejtek apoptédzisat (Moodyadwins, 2010).

A virdlis onkoproteinek kdlcsonhatnak szadmos egy@hularis proteinnel is, agymint
tumor szupresszor fehérjékkel, transzkripcios falkal és koaktivatorokkal, sejtpolaritast
es novekedeést szabalyzo fehérjékkel, amelyek migwdt aktivitdsa szintén hozzajarulhat a
tumoros folyamat kialakulasahoz és progressziojgMimger és Howley, 2002; Contreras-
Paredes és mtsai., 2009; Moody és Laimins, 2010).

Szadmos tumorhoz hasonléan az Src csaladba tartaeplazmatikus protein-
tirozinkinazok kozé tartoz6 Src emelkedett aktsdtthimutattak ki méhnyakrakos szévetikb
(Kong és mtsai., 2011b). Ezen kinaz csaladban a®sidvil még tovabbi két kinaz, Yes és
Fyn, expresszalddik ubiquiter mddon, igy a toblgigtapham epitelialis sejtjeiben is (Sen és
Johnson, 2011). Ez utébbi két kinaz expressziGgaaliivitasat még nem tanulmanyoztak
méhnyakrakban, azonban emelkedett aktivitAsukat ektidtak egyéb malignus
folyamatokban. igy a Yes kinaz aktivaciojat melaadnés colon carcinoma sejtek
megnodvekedett proliferaciojaval és invazivitasglale és mtsai., 2010; Hamamura és mtsai.,
2011; Sancier és mtsai., 2011), mig a Fyn kinawadiHjat a prosztatarak progresszidjaval és
metasztaziskégzpotencialjaval hoztak 6sszefliggésbe (Saito ési.mH 0). Mivel az Src
csaladba tartoz6 kinadzok katalitikusan aktiv altdpoaz enzimek aktivaciés hurkaban
elhelyezked, adott poziciéban elhelyezki&dtirozin autofoszforilacidja jellemzi (Roskoski,
2005), az immunblot vizsgalatok sordn az Src cealachrtozé kindzok aktivalt allapotat
altaldnosan felismér foszfo-protein specifikus antitesteket is alkattoak. Ezt kbveten az

egyes kinazok egyedi aktivacios allapotanak jellafiiefoszfo-kinaz array alkalmazasaval.
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Kisérleteinkhez HPV 16 E6 és E7 onkogénekkel ratibs vektor segitségével
transzduk@lt primer human keratinocitdkat hasznélta papillomavirus onkoproteineknek a
gazdasejtben lejatsz6dd folyamatokra Kkifejtett $e@mak tanulmanyozasara. A sejtek a
transzdukcid utani 5. és 8. passzalas kozotti étbem voltak, ezeért kicsi volt az esélye annak,
hogy barmilyen random modon keletkezgenomi mutacio éaltalanossa valjon a
sejtvonalakban.

A keratinocitdk differenciaciéja kivalthatdé megféle tenyésztési korilmények
alkalmazasaval, igy a tobbrétetapham fel§ rétegeiben elhelyezké&dsejtekhez hasonlo
fenotipus hozhato létre. A differenciacio kivaltasa a sejteket emelt kalcium koncentracio
és szérum jelenlétében tenyésztettik és modszetkaknassagat korabbi vizsgalatok sorén
igazoltuk. A differencialédé sejtek felhagynak algeracioval és a kilépve a sejtciklusbdl
nem képesek tobbé DNS replikaciora. A HPV onkopnete a differencialodd sejteket Ujra
osztodasra késztetik a virdlis genom replikaciGzaii@heng és mtsai.,, 1995). Mivel
papillomavirusok E6 és E7 onkoproteinjei a gazddeanészetes differenialédasi folyamatat
akadalyozzak, kivancsiak voltunk arra is, hogyozk-e a HPV 16 E6 és E7 onkoproteinek
hatasa differencialodo keratinocitdkban. Kisértdtei ezért nemcsak proliferalé sejteken,
hanem a differenciaciot@egit korilmények kozott tenyésztett sejteken is elvigez

A méhnyak daganatos elvaltozasainak kialakulaséwzprogressziéjahoz - mas
malignus elvaltozasoktdl eltéen — exogén HPV onkoproteinek hatasa sziikségerli(Ear
mtsai., 2011). Tekintettel a papillomavirusok kiédcsossagu szerepére a cervikalis
neoplaziak kialakulasaban, a keratinocitak képessegz ubiquiter cellularis Src kinazok
(Src, Yes, Fyn) expressziojara, valamint a korabiagfigyelt Src aktivaciéra méhnyakrak
eredel sejtvonalakban (SiHa, HelLa) és hamelvaltozasokdmnfeltételeztik, hogy ezen
kindzok aktivitasa és a HPV onkoproteinek kozotpdemlat lehetséges. Az Src kinazok
aktivacidjanak a malignus fenotipus kialakitasahatszott szerepét alatamasztja, hogy
kezelés kismolekuldju Src kindz gatldé szerekkdébtvie az Src mRNS expresszié gatldsa
siRNS alkalmazasaval eredményesen gatolja a SilHeeEa méhnyakrak eredesejtvonalak
sejtvonalak kezelése kismolekuldju Src kinaz irtbitokkal szignifikhnsan csokkenti a sejtek
motilitdsat és invazivitasat. Hela sejtekkel végzeude egér xenograft kisérletek
demonstréltak tovabba, hogy kezelés Src kinaz iwndkkal szignifikansan gatolja a
szubkutan tumor ndvekedését is (Kong és mtsai.ll®0lAnnak ellenére azonban, hogy
egyre tobb adat utal az Src kinazoknak a meéhnyaleddei sejtvonalak malignus

fenotipusanak kialakitasaban betdltott szerepéveabban nem volt ismert, hogy a HPV
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onkoproteinek hataséara aktivaldédnak ezek az enziragk kégbb a malignus sejtek klonalis
szelekciodja soran.

Kisérleteink soran ezért a magas kockazatu HPV &€ E7 onkoproteinjeinek a
hatasat tanulmanyoztuk keratinocitakban az Src zkikaexpresszidjara és aktivitasara.
Proliferal¢ illetve differencialodo sejtekben a Wéea blottal meghatarozott Src, Yes és Fyn
fehérjék mennyisége heterogén maédon valtozott a HEWnkoproteinek hatasara: proliferalé
sejtekben az Src és Yes fehérjék mennyiségénekifizimns novekedését mutattuk ki
mindkét HPV 16 onkoprotein jelenlétében, mig defesialéodd sejtekben az E7 jelenléte
elegend volt az emelkedett Src fehérje expresszié kivataz. Ezzel szemben
sejtdifferenciacié a Yes fehérje mennyiségének etpiii a papillomavirus onkoproteinek
jelenlétébl flggetlen novekedését eredményezte minden segjtivan. Az immunblot
vizsgalatok eredményei arra utalnak, hogy a Fymrjehexpresszidjara nincsenek hatassal a
HPV 16 E6 és E7 onkoproteinek sem proliferald, sdifferencialodo keratinocitakban.
Megjegyezend, hogy nem sikeriilt az mRNS expreszié megvaltoaktit/itasat kimutatnunk
az egyes kindzok fehérje mennyiségeiben tapasziadizasok okaként, igy feltételezéen a
HPV onkoproteinek poszttranszkripcidos mechanizmustian hatnak ezen fehérjek
expressziojara.

Tovabbi vizsgalataink soran kimutattuk, hogy a HPM E7 jelenléte a
keratinocitdkban expresszalodd Src kindzok katabtin aktiv (az aktivacios hurokban
elhelyezked tirozinon foszforilalt) allapotat valtotta ki. Milezek az adatok arra utalnak,
hogy a HPV 16 E7 — a HPV 16 EG6 segitségéevel -6&dtatassal birhat az Src kinazokra
keratinocitdkban: aktivalhatja a konstitutivan egazalédé Fyn kinézt illetve novelheti a Src
és Yes kinazok fehérje expressziojat majd aktapéiiukat idézheti 8l

Annak a kérdésnek a megvalaszolasahoz, hogy a nkagkazatu papillomavirusok
onkoproteinjei milyen modon eredményezik az Srcakok fehérje koncentraciojaban és
aktivitdsdban megfigyelt valtozasokat, tovabbi géatok szikségesek. Korabbi kisérletek
kimutattak, hogy az simian virus 40 (SV40) nagyrtiefeantigénje a magas kockéazata HPV
E7-hez hasonloan képes &dhi az Rb hipofoszforilalt formajahoz és igy kiedli az Src
kindz aktivaciojat, felszabaditva a kinazt az Rhtkallja alol (Arulanandam és mtsai., 2010).
HPV 16 E7 expresszald RKO colorectalis carcinomelsen végrehajtott ,kinaz-screen”
pedig kimutatta, hogy az E7 expresszidja jélseh megvaltoztatta az RKO sejtek ,kinaz-
igényét” a viabilititas fenntartasahoz (Baldwinmtsai, 2008). Feltételezléetn a HPV 16 E7
az Rb gatlasaval és ezaltal a sejtciklus progrégsmk kivaltdsaval hathat az RKO sejtek

.Kindz-igényére”. Ismert tovabba az, hogy a HPV amoteinek kivalthatjak a feizott
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keratinocitdaban egyes transzmembran tirozin kindzeptorok, ugymint az EGFR és az
asszocialt FAK emelkedett expresszidjat (Dellas nétsai., 1996; McCormack, 1997,
Thelemann és mtsai., 2005). A ndvekedési faktoeprok és a hozzajuk asszocialédd
jelatviteli molekuldk emelkedett expresszidja ésvatidsa szintén az Src kinazok aktivaciojat
eredményezheti. Megjegyezénd azonban, hogy az altalunk hasznalt homogén
sejttenyészetekben nagyobb valéggzéggel Aallhat intracellularis folyamat, mint
ligandkotdést igényd extracellularis eredét jelatviteli folyamat az Src kindzok
expresszidjanak és aktivaciojanak megvaltozasa thogo

Eredményeink alapjan kijelenthetjik, hogy vizsgdlat soran olyan mechanizmust
sikertlt el$ként azonositanunk, amely hozzajarulhat az onkétév tipusok altal kivaltott

tumorokban a gazdasejtek malignus fenotipusanddidiasahoz.
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OSSZEFOGLALAS

A magas onkogén kockazati human papillomavirus (HENGzés kulcsfontossagu a
méhnyakrak kialakulasaban és progressziéjaban. ligmog folyamatot élsegit kofaktorok
k6zidl munkam soran az immunmodulator interleukin-10L-10) termelésének
mechanizmuséat valamint az Src csalddba tartozdlai#matikus protein tirozin kinazok
aktivacigjat vizsgaltam.

Eredményeink szerint keratinocitdkban és méhnyeddleti hamsejtekben az IL-10
promotert sejtvonal-specifikus epigenetikai szabadyfolyamatok tartjak inaktiv allapotban.
Az IL-10 promoter proximdlis szakaszanak CpG meiiit és ezen promoter szakasz
mentén az acetilalt hisztonok hidnyat mutattukzklilal0 transzkripciot akadalyozé alapéet
tényedként primer human keratinocitdkban, immortalizalimtéan keratinocita sejtvonalban
e€s méhnyakrak eredetepitelidlis sejtvonalakban. A magas onkogén koatkdzHPV
genomok jelenlétét flggetlenil az IL-10 expressziét gatldé epigeratiknechanizmusok
egységesen fenntartodtak a keratinocitdkban és yakhak ereddt epitelidlis
sejtvonalakban. Eredményeink azt tamasztjak algy lmomeéhnyakrakban illetve a méhnyak
rakmegebz6 elvaltozasaiban tapasztalt lokalisan emelkedettdLszekrécio nem epitelialis
eredet.

HPV ferszésekhez tarsuldé malignus folyamatokban megfiggehégy az Src kinaz
Kisérleteink soran ezért megvizsgaltuk, hogy HPV HE6-tal, E7-tel vagy mindkét
onkogénnel transzdukélt huméan keratinocitdkbanraz§aladba tartozé kindzok aktivacioja
a HPV onkoproteinek hatasara kovetkezik-e be. Aifpréciot és differenciaciot ésegit
koérilmények kozott tenyésztett keratinocitdkban wmkviter moédon, tobbféle eredet
sejtvonal altal expresszalt Src csaladba tartomézdk, az Src, Yes és Fyn mRNS és fehérje
expresszigjat valamint az enzimek aktiv allapotétald, tirozin foszforilaciés allapotat
vizsgaltuk. Kimutattuk, hogy a HPV 16 onkoproteingdoszttranszkripciés mechanizmusok
utjan képesek az Src és Yes fehérjek expresszaigpatini, a HPV 16 E7 jelenléte pedig
kivaltotta a keratinocitak altal termelt mindharamtoplazmatikus kinaz katalitikusan aktiv
allapotat okozo tirozin-foszforilaciéjat. Az Src niéizok megvaltozott expresszidja és
aktivitdsa hozzajarulhat a malignus folyamatok késéhoz vagy fenntartdsdhoz a HPV

fertoézésekhez tarsulé tumorok kialakuldsa soran.
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SUMMARY

Cervical cancer is induced and maintained by ongiegeuman papillomavirus (HPV)
infection. Among various cofactors promoting ceabicarcinogenesis, my research work
targeted the mechanism of intratumoral interleukin¢lL-10) production and the activation
of the Src-family non-receptor tyrosine kinases.

We have demonstrated that in keratinocytes and oélcervical epitelial origin the
IL-10 promoter is repressed by epigenetic regwatmrechanisms in a lineage specific
manner. CpG methylation of the proximal promotgjige and absence of acetylated histones
indicating closed chromatin state were identified raajor determinants of transcriptional
silencing of IL-10 expression in normal and neoftasuman epitelial cells. Regardless the
presence of high-risk oncogenic HPV genomes, theatjie-specific epigenetic silencing of
IL-10 expression was maintained uniformly in keratiytes and in epitelial cell lines of
cervical cancer origin. Our results support theamthat during cervical carcinogenesis, a
possible source of topical IL-10 secretion arelégocytes infiltrating the uterine cervix.

Elevated activity of Src is accompanied with inseghcell proliferation and invasivity
in HPV-associated malignancies; therefore, we us@tian keratinocytes transduced with
HPV 16 E6, E7 or both oncogenes to investigate wérethe activation the activation Src-
family kinases is a downstream effect of the pambhviral oncoproteins. mMRNA and protein
expression as well as activation state (indicatgdpbosphorylation at specific tyrosine
residues) of ubiquitously expressed SFKs, namaty B#s and Fyn, was investigated in both
proliferating and differentiating keratinocytes. Wave shown that HPV 16 oncoproteins
upregulate Src family kinases Src and Yes via pasitriptional mechanisms. Furthermore,
HPV 16 E7 enhanced the activating phosphorylatiballoexpressed Src-family kinases in
keratinocytes. The altered expression or activityScc-family kinases can serve as both

initiating and maintaining oncogenic mechanismsrpHPV-associated malignancies.
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