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RÖVIDÍTÉSEK JEGYÉKE 

 

AP-1  transzkripciós szabályozó faktor (activator protein-1) 

Arg  arginin (R) 

bp  bázispár 

cdc  cell division cycle 

CDK  ciklin-dependens kináz 

CDI  ciklin-dependens kináz inhibítor 

CDP  transzkripciós szabályozó faktor (CCAAT-displacement protein) 

Cys  cisztein (C) 

EGF-R  epidermális növekedési faktor receptor (epidermal growth factor receptor) 

Gly  glicin (G) 

GRE  glükokortikoid receptort kötQ elem (glucocorticoid responsing element) 

HDAC  hiszton-deacetiláz 

HPV  humán papillomavírus 

kDa  kilodalton 

LCR  a HPV szabályozó régiója (long control region) 

NF1  transzkripciós szabályozó faktor (nuclear factor 1) 

ORF  nyitott leolvasási keret (open reading frame) 

PCR  polimeráz láncreakció (polimerase chain reaction) 

Rb  retinoblasztoma  

PDGF-R vérlemezke-eredet_ növekedési faktor receptor (platelet-derived growth factor 

receptor) 

RLU  relatív fényegység (relative light unit) 

TEF-1  transzkripciós szabályozó faktor (transcriptional enhancer factor-1) 

TGF-d  transzformáló növekedési faktor-d (transforming growth factor-d) 

YY1  transzkripciós szabályozó faktor (yin-yang 1) 
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BEVEZETÉS 

 

A cervix carcinoma a nQk harmadik leggyakoribb daganatos megbetegedése, 

Magyarországon is a vezetQ halálokok közé tartozik (Parkin et al, 1999). Az endocervix 

egyréteg_ és az ectocervix többréteg_ hámjának találkozási helyérQl kiinduló elváltozás több 

stádiumon megy keresztül, míg az invazív carcinoma kialakul. A betegség kialakulásában a 

humán papillomavírusoknak (HPV) van etiológiai szerepe: a méhnyakrákos betegek 90 %-

ában kimutatható az elváltozásokból papillomavírus genom jelenléte, az esetek felében a 

HPV16 van jelen (Franco et al, 1999). 

A genitális hámokat fertQzQ humán papillomavírus-típusok onkogén kockázatuk 

alapján alacsony és magas kockázatú csoportba oszthatók. Az elQbbi kategóriába tartozik a 

HPV6, HPV11, míg a magas onkológiai kockázatú csoportban található a HPV16 a HPV18, 

HPV31 és HPV45 mellett. Egy adott genotípuson belül is elQfordulnak különbözQ intratípusos 

variánsok. A HPV16 európai (E) prototípusán kívül 2 afrikai (Af1 és Af2), egy ázsiai (As), 

egy ázsiai-amerikai (AA) és egy észak-amerikai (NA1) variáns létezik (Yamada et al, 1997). 

Az intratípusos variánsok eltérQ onkogén kockázattal rendelkeznek: az AA és NA1 

gyakrabban társul magas kockázatú neopláziás elváltozásokhoz, mint a többi variáns. Ezért a 

jelenségért a P97 fQ korai promóter megnövekedett transzkripciós aktivitása, és az E6 protein 

fokozottabb immortalizáló hatása lehet a felelQs (Kammer et al, 2000). A HPV16-pozitív 

cervix carcinomákból gyakran izolálnak megnövekedett transzkripciós aktivitású, az 

LCR-ben deléciót tartalmazó variánsokat is (Dong et al, 1994). A különbözQ intratípusos, 

illetve természetes deléciós variánsok részletesebb vizsgálata magyarázatot adhat a 

megnövekedett transzkripciós aktivitásra, illetve a neopláziás elváltozások kimenetelét 

tekintve prognosztikai szerepe is lehet. 

A cervix carcinoma kialakulásához a HPV fertQzésen kívül celluláris események is 

hozzájárulnak. A betegség kifejlQdésében jelentQs szerepe van a gazdaszervezet 

immunológiai és genetikai hátterének, citokineknek, növekedési faktoroknak, illetve egyéb 

kofaktoroknak (szexuális szokások, dohányzás, hormonális hatások) is (Schneider, 1994).  

  A TGF-く2 a transzformáló növekedési faktorok családjába tartozó citokin, mely a 

keratinociták differenciálódása során indukálódik, és gátolja azok szaporodását (Glick et al, 

1990). Mivel a humán papillomavírusok szaporodásához szükséges a fertQzött gazdasejtek 

osztódásának fenntartása, a TGF-く2 antagonisztikus hatása csökkenti a HPV szaporodásának 

esélyeit. Egy nemrég megjelent közleményben (Nees et al, 2000) kimutatták, hogy a HPV16 
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E6 és E7 proteinje primer keratinocita sejtkultúrában csökkenti a TGF-く2 fehérje szintjét. 

Arról azonban, hogy milyen mechanizmus állhat a gátló hatás hátterében, nem volt adat.  
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IRODALMI ÁTTEKINTÉS 

 

1. A humán papillomavírus 16 (HPV16) szerkezete, genomi szervezQdése, fehérjéinek 

funkciói 

 

A papillomavírusok (PV) a Papillomaviridae családba tartozó, kis méret_, burok 

nélküli, ikozahedrális szimmetriájú DNS vírusok. Az 52-55 nm átmérQj_, 72 kapszomerbQl 

felépülQ kapszidon belül cirkuláris, duplaszálú, kb. 8000 bázispár (bp) nagyságú DNS 

található. A HPV16 összes, vírusfehérjét kódoló szekvenciája a duplaszálú DNS egy szálára 

lokalizálódik (zur Hausen, 1996). A 7904 bp méret_ genom egy megközelítQleg 4,5 kb 

nagyságú korai (early, E), egy majdnem 3 kb késQi (late, L), és egy közel 1 kb méret_, 

fehérjéket nem kódoló, szabályozó funkciójú szakaszra (long control region, LCR) tagolódik. 

A korai régió 6, a késQi 2 nyitott leolvasási keretet (open reading frame, ORF) tartalmaz 

(Turek, 1994). 

 

 
1. ábra 

A HPV16 genomi szervezQdése 
P97: fQ korai promóter, AE és AL: korai és késQi poliadenilációs szignál 

(Shah, 1996) 

 

Az E1 ORF terméke egy 68 kDa méret_ helikáz és ATP-áz aktivitással rendelkezQ 

foszfoprotein. Specifikusan kapcsolódik a vírus replikációs origójához, emellett a celluláris 

DNS-polimeráz c-primáz kötésével biztosítja a replikáció elindításához és az elongációhoz 

szükséges celluláris faktorokat (Yang et al, 1993; Park et al, 1994). Az E2 fehérje egy 
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N-terminális elhelyezkedés_ transz-aktivátor domént, egy centrális kapcsoló régiót és egy, a 

DNS kötéséhez szükséges C-terminálist tartalmaz (Giri and Yaniv, 1988; Yang and Botchan, 

1990). Járulékos szerepe van a virális DNS replikációjában: növeli az E1 fehérje kötQdési 

affinitását az ori-elemhez, tehát stimulálja az E1 replikációt indító szerepét (Yang et al, 1991). 

Ezen kívül alacsony koncentrációban transz-aktivátorként a P97-es promóteren keresztül 

növeli az E6 és E7 mRNS-ének mennyiségét, míg magasabb koncentrációban ugyanezekre a 

génekre gátló hatást fejt ki (Bouvard et al, 1994). Az E2 protein represszor hatása a korai 

promóterre az LCR két proximális helyzet_ E2 kötQhelyén keresztül valósul meg azáltal, 

hogy eltávolítja a promóter mellQl a pozitív hatású Sp-1 transzkripciós faktort. A fehérje 

befolyása a P97-re függ az E2 ORF alternatív splicingjától is (Romanczuk and Howley, 1992). 

Az E4 ORF a korai régión belül helyezkedik el, a fehérje expressziója viszont a HPV16 

szaporodási ciklusának késQi fázisára korlátozódik. Szerepe a produktív infekcióban van ama 

tulajdonságának köszönhetQen, hogy kötQdve a gazdasejt citokeratin hálózatához annak 

összeomlását idézi elQ, így segítve a vírus kiszabadulását a sejtmagból (Doorbar et al, 1991). 

Az E5 gén terméke egy 44 aminosavból felépülQ hidrofób transzformáló fehérje, mely a 

sejtmembránba épülve képes kapcsolatba lépni növekedési faktorok receptoraival (EGF-R, 

PDGF-R), és aktiválni azokat (Turek, 1994). Az E5 fehérje a HPV-pozitív malignus 

daganatokban nem expresszálódik, így valószín_leg csak a benignus elváltozások 

kialakulásában lehet szerepe (Tsai and Chen, 2003). 

A HPV16 két legfontosabb transzformáló fehérjéje az E6 és E7 protein. Mindkét 

fehérje expressziója szükséges (és elégséges) a primer keratinociták hatékony 

immortalizációjához, melynek során fokozott proliferációjú, a terminális differenciációra 

rezisztens klónok alakulnak ki (Münger et al, 1989). Mivel a papillomavírusok nem 

expresszálnak virális polimeráz enzimet, a celluláris proliferáció fenntartása elQsegíti a virális 

genom replikációját. Az E6 fehérje egy mediátor proteinen (E6-associated protein, E6AP) 

keresztül serkenti a celluláris p53 tumorszuppresszor fehérje ubiquitin-függQ lebontását, így 

fejti ki transzformáló hatását (Stoppler et al, 1996). Gátolja a p53 kapcsolódását a célgének 

megfelelQ szekvenciáival, ezen kívül kötQdik a p300/CBP molekulához, amely a p53 fehérje 

koaktivátora (Lechner and Laimins, 1994; Zimmermann et al, 1999). A p53 

tumorszuppresszor fehérje mutagén anyagok hatására, vagy más okból bekövetkezQ 

DNS-károsodás esetén aktiválja a p21CIP1/WAF1ciklin-dependens kináz (CDK) inhibítort (CDI), 

mely a ciklin E/CDK2, és a ciklin A/CDK2 gátlása révén G1 fázisban megállítja a sejtciklust 

(el Deiry et al, 1993) (2. ábra). A p53 aktivitás megszüntetése lehetQséget teremt a genomi 

instabilitás és az abnormális sejtosztódás létrejöttéhez. Az E6 fehérje transzaktiváló 
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funkcióval is rendelkezik: számos gén promóterére fejt ki aktiváló (adenovírus E2 promóter, 

herpes simplex vírus timidin kináz promóter, c-fos, c-myc) vagy represszáló (Moloney egér 

leukémia vírus LTR, CMV nagyon korai promóter) hatást (Sedman et al, 1991; Etscheid et al, 

1994). 

 

2. ábra 
A HPV16 E6 és E7 onkoproteinjének hatása a p53 és Rb tumorszuppresszor proteinekre 

A szaggatott vonal jelzi az E2F felszabadulását, a kövér nyilak a tumorszuppresszor funkció 
inaktiválódását, az üres nyilak pedig az adott fehérje mennyiségében az E7 hatására bekövetkezQ változásokat 

mutatják. A kék nyilak gátló funkciót, a feketék aktiválást jelölnek, 
a kettQs vonal a jelzett funkció megszüntetésére utal. 

(Milde-Langosch and Riethdorf, 2003 - 3. ábrája alapján) 
 

Az E7 gén terméke egy 98 aminosav méret_ foszfoprotein. C-terminálisa felelQs a 

dimer-és multimer képzésért, illetve a cink kötésért (Clemens et al, 1995; Barbosa et al, 

1989). Az N-terminális tartalmazza az LXCXE motívumot, melynek révén képes kapcsolódni 

az ún. ’pocket’ proteinekhez (retinoblasztoma fehérje, p107, p130) (Lee et al, 1998). Ebben a 

régióban található a kazein kináz II (CKII) foszforilációs hely is (Barbosa et al, 1990). A 

HPV16 patogenitásában betöltött szerepe DNS-szintézist indukáló hatásában nyilvánul meg 

(Woodworth et al, 1992). A hypofoszforilált retinoblasztoma proteinhez (Rb) kapcsolódva 

megakadályozza annak az E2F transzkripciós faktorhoz való kötQdését, a szabad E2F1 

hatására pedig a sejt beléphet az S fázisba, tehát képes immortalizálódni (Dyson et al, 1989). 

A retinoblasztoma fehérje az egyik legfontosabb tumorszuppresszor protein. 

Tumorszuppresszor hatásában fontos szerepe van az ún. pocket doménnek, melyhez LXCXE 

motívumot tartalmazó celluláris, illetve virális fehérjék kötQdhetnek (HDAC1, HDAC2, 

ATP-áz, illetve HPV E7, adenovírus E1A, SV40 T antigén) (Brehm et al, 1998; Dyson et al, 

E6 

E7 

HPV16 

E6 

E7 

E7 

E7 

E7 

E7 

Ciklin D1

cdc25A

Ciklin E 

Rb 

p21 

E2F 

Ciklin B 

p53 

E2F

E2F 

Ciklin A 
p27 

p16 
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1989; Whyte et al, 1988; Ludlow et al, 1989). Hypofoszforilált, aktív formája a nyugvó vagy 

differenciálódott sejtekben domináns, míg az osztódó sejtekben hyperfoszforilált formában 

van jelen (Ezhevsky et al, 1997). Az E2F transzkripciós faktorok családjába 6 fehérje 

(E2F1-6) tartozik, amelyek bioaktív formájukban a DP1 vagy a DP2 molekulával képeznek 

dimereket (Helin et al, 1993). Számos, a DNS szintéziséhez szükséges gén (DNS-polimeráz, 

dihidrofolát reduktáz, timidin kináz, timidilát szintetáz, ciklin A, ciklin E, CDC2, cdc25A) 

aktivitását befolyásolják, ezen kívül az apoptózis és a szeneszcencia folyamataiban is részt 

vesznek (Johnson et al, 1993; Vigo et al, 1999; Ohtani et al, 1995). A hypofoszforilált Rb a 

sejtciklus G1 fázisában megköti az E2F1-et, így egy represszor hatású komplex jön létre. 

Ehhez a komplexhez hiszton-deacetilázok (HDAC) kapcsolódhatnak, melyek acetil-

csoportokat távolítanak el a hisztonokról, ezáltal kondenzálódnak a nukleoszómák, és gátlódik 

a génexpresszió (Luo et al, 1998; Wolffe and Hayes, 1999). A G1 fázis végén a ciklin 

D-CDK4/6 komplex hatására a HDAC leválik a retinoblasztoma fehérjérQl, az Rb 

foszforilálódik, E2F1 szabadul fel, és lehetQvé válik az S fázishoz szükséges gének átírása 

(Harbour et al, 1999) (3. ábra). Mivel a HPV16 E7 proteinje a hypofoszforilált Rb-t köti, az 

E2F faktorok szabadok maradnak, és folyamatos aktiváló hatásuk miatt a fertQzött sejt újra és 

újra belép a sejtciklus S fázisába (Münger et al, 2001). Az E7 ezen kívül képes közvetlenül 

gátolni a p21CIP1/WAF1, illetve a p27KIP1 CDI molekulát, így a differenciálódott, illetve 

bizonyos citokinek miatt nyugalomban lévQ keratinociták ismét osztódni kezdenek (Zerfass-

Thome et al, 1996; Funk et al, 1997) (2. ábra). A fertQzQtt sejtekben még nem teljesen 

tisztázott mechanizmussal az E7 protein abnormális centroszóma-duplikációt idéz elQ, mely 

genomi instabilitáshoz és aneuploiditáshoz vezethet, így a HPV egy újabb lépéssel közelebb 

juttatja gazdasejtjeit a daganatos folyamatok progressziójához (Duensing et al, 2000). 
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3. ábra 
A sejtciklus szabályozásában résztvevQ fehérjék kölcsönhatásainak sematikus ábrázolása 

A sejtciklus adott fázisára specifikus ciklinek sárgával, kinázaik (CDK) zölddel, míg a CDI molekulák 
kékkel vannak feltüntetve. A kék nyilak gátló, míg a feketék aktiváló hatást jeleznek, a piros nyílak pedig az E2F 

hatását mutatják. 
(Milde-Langosch and Riethdorf, 2003 - 1. ábrája alapján) 

 

 

A késQi ORF-ek csak a produktívan fertQzött sejtekben expresszálódnak. A vírus 

fehérjéinek 80 %-át kitevQ L1 fQ kapszidfehérje konzervatív szerkezet_, 55 kDa 

molekulasúlyú. Az L2 régió kevésbé konzervatív, a mellék kapszidproteint kódolja (Pfister, 

1984). 

A 850 bp méret_ LCR-t nevezik még nem kódoló régiónak (non-coding region, NCR), 

és ’upstream’ szabályozó régiónak (upstream regulatory region, URR) is. A HPV16 LCR 

tartalmaz virális E1 és E2 kötQhelyeket, illetve különbözQ transzkripciós faktorokra specifikus 

szekvenciákat is (activator protein-1, AP-1; nuclear factor 1, NF1; transcriptional enhancer 

factor-1, TEF-1; glucocorticoid responsing element, GRE; octamer binding factor-1, oct-1; 

yin-yang 1, YY1; CCAAG-displacement protein, CDP) (O'Connor et al, 1998; O'Connor, 

2000). Az YY1 414 aminosav méret_ cink-ujj fehérje. M_ködhet repesszorként, 

transzkripciós aktivátorként, illeve in vitro szerepe lehet a transzkripció iniciációjában is (Shi 

et al, 1997). A CDP/Cut represszáló hatásáért két mechanizmus felelhet: vagy aktivátor 

molekulákat távolít el, vagy pedig a HDAC1-hez kötQdve megváltoztatja a nukleoszóma 

szervezQdését (Li et al, 1999). A TATA-box, az Sp1 és az AP-1 feltétlenül szükséges a virális 

transzkripcióhoz (Thierry et al, 1992). Az LCR centrális része egy szövetspecifikus enhancer 

régiónak felel meg, mely csak epithel sejtekben aktív. Ezért a specifikus tropizmusért az 

AP-1, az NF1, a glükokortikoid receptor és a TEF-1 pozitív hatása, illetve az Oct-1, a p53, és 
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a retinsav-receptor negatív szabályozó hatása felelQs. Az LCR-ben található a matrix 

attachment region-nek (MAR) nevezett szakaszon kívül a vírus replikációs origója és a P97-es 

fQ korai promóter is (Desaintes and Demeret, 1996). A MAR a celluláris DNS és a nukleáris 

mátrix között teremt kapcsolatot specifikus szekvenciákon keresztül (Tan et al, 1998). 

Celluláris funkciója mellett a virális DNS fizikai állapotától függQen pozitívan vagy negatívan 

befolyásolja a P97 promóter transzkripciós aktivitását: episzómális forma esetén 

represszorként, míg integrálódott vírusgenom esetén aktivátorként m_ködik (Stunkel et al, 

2000). 

 

 

4. ábra 
A HPV16 LCR felépítése 

Az ábrán az LCR-ben található celluláris és virá nek kötQhelyei vannak feltüntetve a szabályozó 
régió fun

2. A humán papillomavírusok patogenitása 

A papillomavírusok szigorúan fajspecifikusak, nincs ismert példa a fajok közötti 

termész

 

P97

E2 E2 E2E2

T
A

T
A

S
p1

GRE GRE GRE

N
F

I

N
F

I

N
F

I

N
F

I

N
F

I

N
F

I

N
F

I

A
P

1

A
P

1

A
P

1

T
E

F
1

T
E

F
1

O
ct

Y
Y

1

Y
Y

1

Y
Y

1

Y
Y

1

E1

enhancer

replikáció

promóter

L1 E6

silencer

P97P97

E2 E2 E2E2

T
A

T
A

S
p1

GRE GRE GRE

N
F

I
N

F
I

N
F

I
N

F
I

N
F

I
N

F
I

N
F

I
N

F
I

N
F

I
N

F
I

N
F

I
N

F
I

N
F

I
N

F
I

A
P

1

A
P

1

A
P

1

T
E

F
1

T
E

F
1

O
ct

Y
Y

1

Y
Y

1

Y
Y

1

Y
Y

1

E1E1

enhancer

replikáció

promóter

L1L1 E6E6

silencer

lis protei
kcionális szakaszai mellett. 

 

 

etes transzmisszióra. A humán papillomavírusok csak a többréteg_ felszíni hámokat 

fertQzik meg, és itt speciális tropizmussal rendelkeznek. Szaporodásuk korai és késQi fázisa a 

hámsejtek differenciálódási stádiumaihoz kötött. A fertQzés a szaporodó bazális sejteket 

érinti, és a sejtekbQl kimutathatóak a korai virális géntermékek. KésQi fehérjék csak a 

terminálisan differenciálódott, már nem osztódó epithel sejtekben figyelhetQk meg (Howley, 

2001). Szaporodásuk sejtdifferenciálódástól való függése miatt a papillomavírusok in vitro 

sejttenyészetben nehezen szaporíthatók, ami megnehezíti tanulmányozásukat (Taichman et al, 

1983). 
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A hum pillomavírusok tropizmusuk alapján 3 csoportba sorolhatók. 

k ta

pusok (HPV5 és HPV8, esetleg a HPV17, HPV20) az epidermodysplasia 

verruci

sok megjelenhetnek a légzQ- és emésztQtraktus, illetve a 

n  sz

oplasia) stádium … enyhe diszplázia 

 carcinoma in situ (CIS) 

Az e nek (low grade SIL) 

(Kurman et al, 1991). 

án pa

1. A kután típusok általában benignus sejtproliferációt hoznak létre, de néhány típus 

imu tható malignus daganatokból is. A bQrön elváltozást okozó HPV2 és HPV4 a 

közönséges szemölcs (verruca vulgaris) kialakulásáért felelQs, bizonyos papillomavírusok 

(HPV1, 3, 6, 7, 10, 11, stb.) ritkább szemölcsfajtákban is megjelennek. A szemölcs 

legtöbbször változatos alakú, ártalmatlan, tranziens tumor; a hangszálakon megjelenQ formája 

viszont életveszélyessé is válhat, mivel akadályozza a légzést. A szemölcsök többsége 2 éven 

belül spontán elt_nik, valószín_leg a celluláris immunválasznak köszönhetQen (Leman and 

Benton, 2000).  

2. Az EV tí

formis (EV) nev_, ritka betegségben szenvedQket fertQzik. Ezekben az esetekben a 

beteg szervezete nem képes eliminálni a szemölcsöket, és a léziók ritkán rosszindulatúvá is 

válhatnak (Majewski et al, 1997). 

3. A genitális-mukozális típu

emi ervek mucosa sejtjeiben, illetve a genitális hámon. A HPV13 és HPV32 a szájüregben 

okoznak fertQzést, és focalis epithelialis hyperplasiát hoznak létre (Syrjanen, 2003). A 

genitáliák a humán papillomavírusok rezervoárjának tekinthetQk: legalább 25 típust lehet 

innen kimutatni; ezek a leggyakoribb, szexuális úton terjedQ virális ágensek. Az alacsony 

kockázatú (low risk) HPV6 és HPV11 inkább jóindulatú elváltozásokban vannak jelen (pl. 

condyloma acuminatum, genitális papillomák), és gyakoriak a légzQrendszer, a szájüreg és a 

conjunctiva infekciókban (Syrjanen, 2002). A magas kockázatú (high risk) humán 

papillomavírusokat (HPV16, 18, 31, 45) elsQsorban méhnyakrákból izolálták (Munoz, 2000). 

A HPV fertQzéstQl a daganat megjelenéséig több év, akár évtized is eltelhet, ezalatt a cervix 

neoplasiás elváltozásaiból több stádiumon keresztül alakul ki az invazív cervix carcinoma. A 

folyamat több jól elkülönülQ szakaszból áll: 

Ü CIN 1 (cervicalis intraepithelialis ne

Ü CIN 2 stádium  … közepes diszplázia 

Ü CIN 3 stádium … súlyos diszplázia, és

lsQ stádium az újabb besorolások szerint az alacsony fokú SIL-

(squamous intraepithelial lesion, laphámsejtes intraepitheliális lézió), míg a másik kettQ a 

magas fokú SIL-nek (high grade SIL) felel meg. Az invazív carcinoma elQtti stádiumokban 

mindig lehet regresszió, melynek valószín_sége fordítottan arányos a diszplázia fokával 
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3. A HPV DNS fizikai állapotának szerepe 

 

A különbözQ kórképekben a vírus fizikai állapota is eltérQ. A benignus léziókban a 

PV inkább episzómálisan van jelen, míg a malignus formákban általában a gazdasejt 

genetik

 

ervezetük és DNS szekvenciájuk hasonlósága alapján 

ndszerezik. Egy humán papillomavírus akkor számít új típusnak, ha az E6, E7 és az L1 ORF 

bázisso

H

ai állományába ékelQdött. A HPV18 szinte mindig integrált formájú, a HPV16 

esetében ez az arány 30-70 % között változik (Tidy et al, 1989). Az integrációkor a cirkuláris 

vírusgenom felnyílik, és az E2 gén (esetleg az E1 is) felhasad. Így a P97 promóter felszabadul 

az E2 protein gátlása alól, és megindíthatja a transzformáló fehérjék termelését. Ezzel együtt a 

vírusgenom immortalizáló képessége is növekszik (May et al, 1994). Az episzómális 

vírusgenomot tartalmazó cervix carcinoma metasztázisait vizsgálva az innen izolált HPV16 

néha rövidebbnek bizonyult, mint a vad típus. További kísérletekkel megállapították, hogy 

ezek a minták megnövekedett transzkripciós aktivitással rendelkeznek, valamint, hogy a 

mutáns vírusok az LCR-ben, a negatív hatású YY1 transzkripciós faktor kötQhelyén 

tartalmazzák a megfigyelt deléciókat. Tehát, míg az integrált genomú humán papillomavírus 

P97-es promótere az E2 génszakasz kiesésével tehet szert megnövekedett transzkripciós 

aktivitásra, az episzómális formájú HPV16 az YY1 célszekvenciák mutációja révén 

mentesülhet a celluláris represszió alól (O'Connor et al, 1996; Dong et al, 1994). 

  

4. A papillomavírusok rendszerezése 

A papillomavírusokat gazdasz

re

rrendje kevesebb, mint 90%-ban egyezik meg a már ismert típusok megfelelQ 

szekvenciáival. Az egyes típusokon belül variánsokat vagy intratípusokat is elkülönítenek a 

rendszerezQk. Intratípusos eltérésrQl akkor van szó, ha a HPV említett régióinak 

bázissorrendje maximum 2 %-ban tér el az alaptípustól (Xi et al, 1997). A HPV16 európai (E) 

prototípusán kívül 2 afrikai (Af1 és Af2), egy ázsiai (As), egy ázsiai-amerikai (AA) és egy 

észak-amerikai (NA1) variáns ismeretes. Az európai prototípushoz tartozó minták döntQ 

többsége Európából, esetleg Észak-Amerikából származik. A délkelet-ázsiai minták mutatják 

az ázsiai variáns jellegzetességeit, míg Közép- és Dél-Amerika, illetve Spanyolország HPV16 

izolátumai alkotják az ázsiai-amerikai intratípust (Yamada et al, 1997). Az intratípusok 

onkogén kockázata eltérQ: a nem európai (fQleg az ázsiai-amerikai) variánsok gyakrabban 

detektálhatóak magas fokú neopláziás elváltozásokban, mint a prototípus (Xi et al, 1997). A 

jelenség hátterében az állhat, hogy az ázsiai-amerikai variáns LCR régiója nagyobb 
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transzkripciós aktivitással rendelkezik, és E6 proteinjének is nagyobb a transzformáló 

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

 

5. A TGF-く szerepe a malignus folyamatok létrejöttében 

 

zésen kívül celluláris események is 

ozzájárulnak, melynek hatására több rákmegelQzQ állapoton keresztül invazív karcinóma 

fejlQdh

 aktivin, inhibin, 

dorsali

A cervix carcinoma kialakulásához a HPV-fertQ

h

et ki. A betegség megjelenésében jelentQs szerepe van a gazdaszervezet immunológiai 

és genetikai hátterének, citokineknek, növekedési faktoroknak, illetve egyéb kofaktoroknak 

(szexuális szokások, dohányzás, hormonális hatások) is (Schneider, 1994).  

A transzformáló növekedési faktor-d2 (transforming growth factor-d2, TGF-d2) a 

TGF-d citokincsalád tagja. A citokincsaládba több mint 40 fehérje (pl.

n, nodal, csont morfogenetikus proteinek) tartozik a TGF-d 5 izoformája mellett. A 

TGF-d izoformák közül emlQs szövetekben csak a TGF-d1, -d2 és -d3 fordul elQ. Biológiai 

funkciójuk sokrét_: részt vesznek az embrionális morfogenezisben és differenciálódásban, a 

sebgyógyulásban, az apoptózisban, stimulálják az angiogenezist, a sejtmigrációt és 

sejtadhéziót (Massague, 1998). A bioaktív TGF-d két 12,5 kDa-os peptid homodimerje, 

melyek szulfhidril csoporttal kapcsolódnak össze. A pro-TGF-d molekulából endopeptidázok 

hatására jön létre a monomer, mely egy másik monomerrel és egy fehérjével (latency binding 

protein, LBP vagy latency associated protein, LAP) látens dimer komplexet képez, és a 

vérlemezkékben, illetve az extracelluláris mátrixban tárolódik (Clark and Coker, 1998). Az 

LAP fontos a TGF-d hatékony szekréciójához, megelQzi a sejtfelszíni receptorokhoz való 

kötQdést, és a fehérje szerkezetének stabilizálásában is szerepet játszik. A látens komplex 

aktiválásában proteinázok és a gyulladások helyén felszabaduló elasztázok vesznek részt 

(Munger et al, 1997). A különbözQ TGF-d izoformák szövetspecifikus módon 

expresszálódnak, és hatásuk eltérhet a sejttípustól és a sejtciklustól függQen. A TGF-d1 fQleg 

endotheliális, hematopoetikus és kötQszöveti sejtekben, a TGF-d2 epitheliális és neuronális, 

míg a TGF-d3 fQleg a mesenchymális sejtekben van jelen (Massague, 1998). Az eltérQ 

expressziós mintázat kialakulását a TGF-d2 és TGF-d3 promóterében jelenlévQ TATAA 

szekvenciák, CRE-ATF kötQhelyek (O'Reilly et al, 1992; Lafyatis et al, 1990), illetve a 

TGF-d1 promóterében jelenlévQ regulációs helyek teszik lehetQvé (Kim et al, 1990). A 

TGF-d szignalizációs út szabályozásának megváltozása számos betegségben (arthritis, 

atherosclerosis, glomerulonephritis, öröklött telangiectasia) és a carcinogenezis során is 
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megfigyelhetQ (Hu et al, 1998). A transzformáló növekedési faktoroknak 3 fQ receptoruk van: 

a TdRI (TGF-d receptor I), a TdRII és a TdRIII. Ezeken kívül epithel sejteken elQfordul az 

endoglin receptor is. A ligand elQször a TdRII-höz kapcsolódik, mely szerin-treonin (Ser-Thr) 

kináz aktivitása révén foszforilálja a TdRI-et. Ez utóbbi szintén Ser-Thr kináz aktivitással 

rendelkezik, illetve a citoplazmatikus doménjéhez kapcsolódó glutation-S-transzferáz miatt 

autofoszforilációra is képes. Az aktivált TdRI R-Smad molekulákat (Smad2, Smad3) aktivál, 

melyek a Smad4-en keresztül a sejtmagba jutnak, és megindulhat a célgének expressziója 

(Heldin et al, 1997). A TdRIII a szignalizációs folyamatokban közvetlenül nem vesz részt, de 

befolyásolja a TdRI és TdRII aktivitását (Pasche, 2001). 

A TGF-d karcinogenezisben betöltött szerepe kettQs. Normál epithel sejtekben 

tumorszuppresszorként funkcionál: gátolja a proliferációt, illetve serkenti a differenciálódást 

és az a

lletve a ciklin E-CDK2 komplex inaktív marad, 
és a sejt nem S fázisba. 

(Hu et al, 19 ája alapján) 

poptózist azáltal, hogy sejtciklus-inhibítorokat (p15INK4B, p21CIP1/WAF1) indukál. Ezen 

kívül gátolja a G1 ciklinek aktivitását: csökkenti a CDK4 expresszióját, illetve a p27-en 

keresztül gátolja a CDK2 funkcióját is (Ewen et al, 1993; Laiho et al, 1990) (5. ábra). 

Megnövekedett TGF-d-szint hatására viszont a tumorsejtek fokozott inváziós és migrációs 

képességre tesznek szert, és fokozódik az angiogenezis (Wakefield and Roberts, 2002). A 

karcinogenezis korai stádiumaiban az epithel sejtek még érzékenyek a TGF-d 

sejtciklus-szabályozó hatására, míg a késQbbi stádiumokban ez az érzékenység 

irreverzibilisen elt_nik (Roberts and Sporn, 1992). Ebben a folyamatban a TdRII mutáció 

miatti inaktivációja dominál (Markowitz and Roberts, 1996).  

Ciklin ECiklin E

 
5. ábra 

A TGF-く által létrehozott G1 blokk sematikus ábrázolása 
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6. A TGF-く2 és a HP

 

atával. A vírus az osztódó bazális sejteket fertQzi meg, 

V16 kapcsolata 

A humán papillomavírusok replikációs ci

keratinociták differenciálódási folyam

klusa szoros összefüggésben áll a 

és itt történik a korai gének expressziója is. A differenciálódott hámsejtekben lezajlik a 

vírusgenom replikációja, és a késQi gének expressziója után létrejönnek az új virionok 

(Howley, 2001). Mivel a differenciálódott keratinocitákban már nincs celluláris DNS 

szintézis, az E6 és E7 protein teremti meg a virális DNS replikációjához szükséges 

feltételeket, azaz újra osztódásra készteti a gazdasejteket. A TGF-く2 a keratinociták 

differenciálódása során indukálódik, és gátolja azok szaporodását (Glick et al, 1990). G1 

fázisban állítja meg a sejtciklust azáltal, hogy sejtciklus-inhibítorokat (p15INK4B, p21CIP1/WAF1) 

aktivál. Proliferációt gátló hatását a p53 és az Rb tumorszuppresszor molekula is aktiválja 

(Nees et al, 2000). Mivel így a papillomavírusok szaporodásának feltételei jelentQsen 

romlanak, logikus feltételezni, hogy a HPV16 E6 és/vagy E7 proteinje beleavatkozhat ebbe a 

mechanizmusba. Nees és munkatársai (2000) megfigyelték, hogy a HPV16 E6 és E7 proteinje 

csökkenti a TGF-く2 mRNS, illetve az aktív és a látens TGF-く2 fehérje szintjét is primer 

keratinocita sejtekben. E modell alapján tehát a TくRII inaktivációja a cervikális 

karcinogenezis késQbbi stádiumaiban következik be, a korai stádiumokban a keratinociták a 

HPV fertQzés miatt vesztik el érzékenységüket a TGF-く antiproliferatív hatásával szemben. 
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CÉLKIT^ZÉSEK 

 

 

Vizsgálatainkkal az alábbi kérdésekre kívántunk válasz adni: 

 

1. A HPV16 genom cervix carcinomából izolált, természetes deléciós variánsaiban 

bekövetkezett mutációk milyen hatással vannak a variánsok transzkripciós 

aktivitására? Eltér-e a különbözQ HPV16 intratípusok transzkripciós aktivitása? 

Milyen hatással van a HPV16 E2 proteinje a deléciós variánsok transzkripciós 

aktivitására? 

 

2. Milyen hatása van a HPV16 E6 és E7 onkogénjének a TGF-d2 promóterére? 

Kapcsolódik-e a megfigyelt hatás a TGF-d2 promóter bizonyos szakaszához? 

 

3. A HPV16 onkoproteinjeinek hatása a TGF-d2 promóterére összefügg-e a p53 vagy a 

retinoblasztoma tumorszuppresszor protein jelenlétével? Milyen celluláris proteinek 

játszhatnak még szerepet a tapasztalt hatás létrejöttében? 
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ANYAGOK ÉS MÓDSZEREK 

 

1. Polimeráz láncreakció (PCR) 

 

Mindkét közlemény PCR reakcióihoz Pwo polimerázt (Roche Applied Science, 

Germany) használtunk, az amplifikáció során a gyártó cég ajánlásait követve. A PCR-hez 

használt primerek szekvenciáját az 1. táblázat tartalmazza. A Pwo elQnye a Taq polimerázzal 

szemben, hogy az 5'-3' DNS-polimeráz aktivitás mellett 3'-5' exonukleáz (proofreading) 

aktivitással is rendelkezik, ami magasabb másolási h_séget eredményez. A 100 ol 

reakcióelegy 1x (MgSO4-tartalmú) PCR puffert, 0,2-0,2 og primert, 0,2-0,5 og templát 

DNS-t, 200 oM dNTP-t és 2,5 U polimerázt tartalmazott reakciónként.  

Az amplifikáció hQmérsékleti profilja (Hybaid HBTR3HLPS, UK) a következQ volt: 

(A. T.: anellációs hQmérséklet, a primereknek megfelelQen) 

94 flC  2 perc   1 ciklus 
94 flC  15 másodperc Û 
A. T. flC 30 másodperc Ü 10 ciklus 
72 flC  2 perc  Ý 
94 flC  15 másodperc     Û 
A. T. flC 30 + 10 másodperc     Ü 25 ciklus   
72 flC  2 perc      Ý     
72 flC  2 perc   1 ciklus 
35 flC  1 perc   1 ciklus 
 

Templátok: 

‚ pcDNA-16E6, pcDNA-16E7, pALuc-pt16LCR, pALuc-16P, pALuc-16PENH:  

HPV16 prototípus genom, melyet Prof. Zur Hausen bocsátott rendelkezésünkre (Durst et 

al, 1983), 

‚ 33LCR, 33LCRF1 és 33LCRF2, illetve 936LCR, 936LCRF1 és 936LCRF2: 

A 33-as és 936-os HPV16-pozitív cervix carcinomás mintából kinyert DNS (Veress et al, 

1999), 

‚ pALuc-B2-445, pALuc-B2-352, pALuc-B2-251, és pALuc-B2-183, pGL2-Prom-B2-161: 

pALuc-B2-528 plazmid. 

 

 

 

 

 18



Plazmid Primer neve Primer szekvencia (5´ › 3´) Restrikciós hely 

pALuc-pt16LCR 

pALuc-33LCR 

pALuc-936LCR 

16-007 

16LCR-R 

ttctgcagACCTAGATCAGTTTCC 

gcgcggtaccTTGCAGTTCTCTTTTGGTG 

PstI 

KpnI 

pALuc-16P 
16-014K 

16LCR-R 

gcgcggtaccATGTATAAAACTAAGGGCGT 

gcgcggtaccTTGCAGTTCTCTTTTGGTG 

KpnI 

KpnI 

pALuc-16PENH 
16-7527 

16-7857 

gcgcctgcagAACTTGTACGTTTCCTGCTT 

gtcaggatccCACACCCATGTGCAGTTTTA 

PstI 

BamHI 

TGFB2335 gcgcggtaccCTTGTCAGGACGTTCTGGAG KpnI 
pALuc-B2-445 

TGFB1833 gcgcaagcttAGAGGTAGGACATGAATTTA HindIII 

TGFB2335 gcgcggtaccCTTGTCAGGACGTTCTGGAG KpnI 
pALuc-B2-352 

TGFB1926 gcgcaagcttCACACATAATACAGGAGGGA HindIII 

TGFB2335 gcgcggtaccCTTGTCAGGACGTTCTGGAG KpnI 
pALuc-B2-251 

TGFB2027 gcgcaagcttCCTTCAACAGACCTGTCCAA HindIII 

TGFB2335 gcgcggtaccCTTGTCAGGACGTTCTGGAG KpnI 
pALuc-B2-183 

TGFB2095 gcgcaagcttTCCACCTCCTTCCTCCCTTA HindIII 

TGFB1742 gcgtggtaccCAGCAGTTCACAAACAGAGG KpnI 
pGL2-Prom-B2-161 

TGFB1902 gcaactcgagCTAGTCTACTCAGGGCCAGG XhoI 

16E6FK gccgggtaccGAGAACTGCAATGTTTCAGG KpnI 
pcDNA-16E6 

16E6RE gcgcgaattcATTACAGCTGGGTTTCTCTA EcoRI 

16E7FE gcgcgaattcAAACCCAGCTGTAATCATGC EcoRI 
pcDNA-16E7 

16E7RX gcgcctcgagTGGTAGATTATGGTTTCTGA XhoI 

 

1. táblázat 
A táblázatban az I. és II. közleményben alkalmazott plazmidok elkészítéséhez szükséges 
primerek szekvenciája és a klónozáshoz használt restrikciós enzimek vannak feltüntetve. 

 

 

2. Plazmidok, klónozás 

 

Az I. közleményben a 33-as és 936-os minta teljes és 2-2 természetes deléciós variánsának 

LCR régióját (33LCR, 33LCRF1, 33LCRF2, 936LCR, 936LCRF1 és 936LCRF2) cervix 

carcinomás mintából szaporítottuk fel a 16-007 és a 16LCR-R primerek segítségével (1. 

táblázat). Ugyanezt a primerpárt használtuk a prototípus HPV16 LCR régiójának (7003 - 104 

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

Germany) tisztítottuk, KpnI és PstI (Promega, USA) restrikciós enzimmel emésztettük, újra 

tisztítottuk, majd KpnI és PstI enzimekkel emésztett pUC19 (Promega, USA) vektorba 

 19



klónoztuk, és szekvenáltuk. A szekvenált plazmidokat transzfekciós kísérleteinkhez pALuc 

reporter vektorba klónoztuk megfelelQ restrikciós emésztés és tisztítás után. A ligálás minden 

esetben 200 U T4 DNS-ligáz (New England Biolabs, USA) segítségével történt 16flC-on 16 

óráig. A plazmidokat E. coli XL1 törzsében szaporítottuk, izolálásukhoz pedig a Wizard Plus 

Midipreps DNA Purification System-et (Promega, USA) használtuk. A pALuc-16P plazmid a 

HPV16 P97 korai promóterét (14 - 104 bp), a pALuc-16PENH plazmid pedig a 

szövetspecifikus enhancer régiót (7527 - 7854 bp) tartalmazza a P97 fQ korai promóter elé 

klónozva (6. ábra).  

A pC18Sp1-Luc vektor négy E2 és két Sp1 kötQhelyet, illetve a szentjánosbogár luciferáz 

génjét kódolja az adenovírus fQ késQi promótere elé klónozva. A pCMV1-16E2 plazmid az 

EcoRI restrikciós enzimmel emésztett pCMV1 eukarióta expressziós vektorba klónozva 

tartalmazza a teljes hosszúságú HPV16 E2 gént (2735 - 3873 bp) (Veress et al, 1999). 

A II. közleményben használt, a TGF-d2 promóter különbözQ hosszúságú darabjait magába 

foglaló pd2-528 és pd2-77 vektorokat pGEM4-SV0CAT plazmidba, HindIII és KpnI 

restrikciós hasítóhelyek közé klónozva kaptuk Dr. Seong-Jin Kim-tQl (O’Reilly et al, 1992). 

HindIII és KpnI restrikciós enzimmel történQ hasítás után a promóter darabokat hasonló 

módon kezelt pALuc reporter vektorba klónoztuk. A pALuc-B2-445, pALuc-B2-352, 

pALuc-B2-251, és pALuc-B2-183 plazmidok létrehozásához templátként a pALuc-B2-528 

plazmidot használtuk, és a kapott amplimereket megfelelQ restrikciós enzimekkel történt 

hasítás után a pALuc reporter vektorba klónoztuk. A pGL2-Prom-B2-161 plazmid 

létrehozásához szintén a pALuc-B2-528 plazmidot alkalmaztuk templátként, és a kapott 

amplimert pGL2-Promoter vektorba (Promega, USA) klónoztuk restrikciós hasítás és tisztítás 

után (7. ábra).  

A HPV16 E6, illetve E7 fehérjét kódoló szekvenciát PCR-es amplifikáció, restrikciós 

emésztés és tisztítás után pcDNA3.1+ (Stratagene, USA) eukarióta expressziós vektorba 

klónoztuk. A plazmidok elkészítéséhez szükséges primerek szekvenciáját az 1. táblázat 

tartalmazza. A PCR termékek tisztítása a Qiaquick PCR Purification kit-tel történt. A ligálás 

és a plazmidok izolálása a II. közlemény plazmidjai esetében is a fent említett módon zajlott.  

A pAdE2luc reporter vektort Dr. Ann Roman-tól (Armstrong and Roman, 1997), a 

pcDNA-E2F-1 nev_ E2F-1 expressziós plazmidot Dr. Douglas Cress-tQl (Croxton et al, 

2002), a vad típusú és mutáns E7 fehérjéket expresszáló (pMo, p16E7Mo, p24Gly, p26Gly, 

p31Arg, p58Gly, és p91Gly) plazmidokat Dr. Karen Vousden-tQl kaptuk (Edmonds and 

Vousden, 1989).  
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6.ábra 
Az I. közleményben használt reporter vektorok sematikus ábrázolása 
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7. ábra 

A II. közleményben használt reporter vektorok sematikus ábrázolása 
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3. Szekvenálás 

 

Az I. közleményben az LCR variánsok (33LCR, 33LCRF1 és 33LCRF2, illetve 

936LCR, 936LCRF1 és 936LCRF2) szekvenciáját T7 Sequencing kittel (Amersham 

Pharmacia, UK) ellenQriztük. 4 og DNS-t 2 M NaOH segítségével denaturáltunk, 3 M-os 

Na-acetáttal és 96 %-os etanollal kicsaptuk, majd a DNS-hez 65flC-on 0,06 og, a pUC19 

vektorra specifikus primert (pUC-FOR , szekvenciája: 5’-GTT TTC CCA GTC ACG AC-3’, 

illetve pUC-REV, szekvenciája: 5’-CAG GAA ACA GCT ATG AC-3’) hibridizáltattunk. A 

jelölQ reakció 4 U T7 polimerázzal és 10 oCi c32S dATP-vel történt. A terminációs reakció 

után a mintákat 6 % akrilamid / 7 M urea / 1xTBE denaturáló poliakrilamid gélen futtattuk 70 

W-on 2x2 óráig. A szekvenáló gélt 1 óráig szárítottuk (Slab Gel Dryer EC355, E-C Apparatus 

Corporation, USA), majd röntgenfilmet helyeztünk rá. 16-24 órás, 4flC-os hQmérsékleten 

történQ exponálás után a képet elQhívtuk, és fixáltuk.  

A II. közleményben a TGF-d2 promóter különbözQ hosszúságú darabjait tartalmazó 

plazmidok, illetve a pcDNA-16E6 és pcDNA-16E7 plazmidok szekvenciáját ABI PRISM 

BigDye Cycle Sequencing kit (Applied Biosystems, USA) segítségével ellenQriztük. A 

szekvenáló PCR-hez 0,4 og templát DNS-t, 0,02 og primert és 8 ol TRR-mixet (Terminator 

Ready Reaction) használtunk. 

A szekvenáló PCR hQmérsékleti profilja: 

95 flC  2 perc   1 ciklus 
95 flC  30 másodperc    Û 
55 flC  15 másodperc    Ü 25 ciklus   
60 flC  4 perc      Ý  

Szekvenáló primerek: 

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

TGFB-1833 

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

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

TG-3’) 

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

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

A PCR terméket Dye-Ex Spin kittel (Qiagen, Germany) tisztítottuk, vákuum-

centrifugán (AES 100 Automatic Environment Speed Vac, Savant, USA) liofilizáltuk, és 20 

ol TSR-ben (Template Suppression Reagent) visszaoldottuk. 92flC-os denaturálás után a 
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szekvenálás ABI PRISM 3100 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, USA) készülékkel 

történt. 

 

4. Sejtkultúrák, tranziens transzfekció és luciferáz teszt 

 

A tranziens transzfekciós kísérletekhez HeLa (ATCC CCL-2) HPV18-pozitív 

adenocarcinoma sejtvonalat, NIH/3T3 (ATCC CRL-1658) egér embrionális fibroblasztot, és 

C-33A (ATCC HTB-31) HPV-negatív cervix carcinoma sejtvonalat használtunk. A sejteket 

10 % FBS-sel (fetal bovine serum; Invitrogene Corporation, New Zeland), 2 mM glutaminnal, 

100 U/ml penicillinel és 100 og/ml streptomycinnel (Invitrogene Corporation, New Zeland) 

kiegészített DMEM-ben (Dulbecco’s modified Eagle’s medium; Sigma, USA) az I. 

közlemény kísérleteiben 6 cm, a II. közlemény kísérleteiben 3 cm átmérQj_ sejttenyésztQ 

plate-eken (Sarstedt, illetve Nunc) tenyésztettük. Átlagosan 70 % lefedettség elérése után a 

sejtekbe 2 og reporter vektort és 1 vagy 2 og expressziós plazmidot transzfektáltunk. A 

transzfekció a C-33A sejtek esetében kalcium-foszfátos módszerrel, a HeLa és a NIH/3T3 

esetében Lipofectamine 2000-rel (Invitrogen Life Technologies, USA) történt. Az I. 

közlemény kísérleteiben a HeLa sejteket Lipofectamine-nal (Invitrogen Life Technologies, 

USA) transzfektáltuk. A sejteket 48 órával a transzfekció után Reporter Lysis Buffer-rel 

(Promega, USA), majd 1 fagyasztás-olvasztás ciklussal lizáltuk, és luciferáz tesztben 

(Luciferase Assay System, Promega, USA), luminométerrel (Digene Diagnostics DCR-1, 

USA) mértük a sejt-extraktumok luciferáz aktivitását. A luciferáz enzim szubsztrátjaival ATP 

vagy koenzim-A jelenlétében oxidációs reakcióban foton-felszabadulást indukál. A reporter 

vektorok a szentjánobogár luciferáz fehérjéjét kifejezQ luc gén elQtt különbözQ, a 

transzkripciót befolyásoló szekvenciát tartalmaznak. A luciferáz gén aktivitásában (azaz a 

fotonok mennyiségében) bekövetkezQ változások ezeknek a szakaszoknak a transzkripcióra 

kifejtett hatásáról informálnak bennünket. A luciferáz teszt standardizálásához az I. 

közleményben d-galaktozidáz tesztet használtunk. A d-galaktozidáz teszt során a HeLa 

sejtekbe juttatott 1 たg pRSV-dGal plazmid aktivitását 1 mg/ml ONPG (orto-nitrofenil-d-D-

galaktopiranóz) és a sejtek által kifejezett d-galaktozidáz enzim reagálásából létrejött 

színreakcióban 405 és 620 nm-en fotométerrel (Anthos htII, Biotest, Ausztria) határoztuk 

meg. A II. közleményben a luciferáz teszt standardizálásához Bradford tesztet használtunk, 

mert a HPV16 E6 proteinje a pRSV-dGal és a pCMV-dGal plazmidokra is transzaktiváló 

hatással volt. A Bradford tesztben a transzfektált sejtek extraktuma és a Bradford oldat 
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reakciója során az extraktum fehérjetartamának megfelelQen színreakció jön létre, melyet 620 

nm-en detektáltuk, majd az így kapott adatokkal standardizáltuk a luciferáz teszt adatait. 

Minden transzfekciós kísérletet legalább 3, független sorozatban végeztünk el. Az 

eredményeket átlagoltuk, és a megfelelQ szórásértékekkel együtt ábrázoltuk. 
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EREDMÉNYEK  

 

1. A HPV16 természetes deléciós variánsainak transzkripciós aktivitása (I. közlemény) 

 

Egy korábbi tanulmány során (Veress et al, 1999) HPV16 variánsokat izoláltunk cervix 

carcinomás mintákból. Az LCR régió amplifikációja után a teljes hosszúságú szabályozó 

régió mellett néhány mintából rövidebb amplimereket is kimutattunk. A dolgozat alapjául 

szolgáló elsQ közleményben a 33-as és 936-os minta teljes és 2-2 természetes deléciós 

variánsának (33LCR, 33LCRF1 és 33LCRF2, illetve 936LCR, 936LCRF1 és 936LCRF2) 

vizsgálatával foglalkoztunk.  

 

A deléciós variánsok szekvenálása 

 

A részletesebb vizsgálatokhoz a 33-as és 936-os minta teljes és mutáns LCR régióját 

pUC19 vektorba klónoztuk, és szekvenáltuk. A HPV16 mindkét mintában episzómális 

formában volt jelen (Szarka et al, 2000). A HPV16 a szekvencia-analízis alapján a 33-as 

mintában az ázsiai intratípusba sorolható, míg a 936-os minta HPV16-szekvenciája az európai 

prototípus képét mutatja. A szekvenálás során a deléciók mellett GRE, TEF-1 és NF1 

kötQhelyeket érintQ mutációkat is kimutattunk (a HPV16 referencia-szekvenciájához 

viszonyítva), ezek azonban mind a teljes, mind a rövidebb LCR-t tartalmazó variánsokban 

megjelentek (I. közlemény 1. táblázat). A 33LCRF1 klónban 292 bp-os (7566 - 7857 bp) 

deléció következtében pozitív hatású elemek estek ki a silencer régió egy részével együtt. A 

33LCRF2-ben az 563 bp-os deléció (7363 - 19 bp) a teljes ismert ehancert, illetve a 

represszor hatású YY1 és CDP faktorokra specifikus szekvenciákat is érintette. A 936LCRF1 

variáns a 211 bp-os mutációt (7521 - 7732 bp) a szövet-specifikus enhancerben tartalmazta, a 

936LCRF2 klónban ezen kívül az YY1-dependens és a CDP/Cut-dependens silencer rész is 

elveszett az LCR régió 378 bázispár (7564 - 35 bp) hosszúságú szakaszának kiesése miatt (6. 

ábra).  

 

A deléciós mutánsok transzkripciós aktivitása HeLa sejtekben 

 

A deléciós variánsok transzkripciós aktivitásának vizsgálatához pALuc reporter vektorba 

klónoztuk a 33-as és 936-os izolátum eredeti hosszúságú és mutáns variánsait, és HeLa 
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sejtekbe transzfektáltuk Qket (8. ábra). Pozitív kontrollként a HPV16 prototípusának 

szövetspecifikus enhancer régióját tartalmazó pALuc-16PENH plazmidot használtuk, 

egységnyi aktivitásúnak pedig a HPV16 P97 promótert tartalmazó pALuc-16P plazmid 

transzkripciós aktivitását tekintettük (8. ábra). A kontroll pALuc-pt16LCR plazmid a HPV16 

teljes LCR régióját tartalmazza (6. ábra). Kísérleteinkben mások eredményeivel összhangban 

(Kammer et al, 2000) az ázsiai-amerikai variáns teljes hosszúságú LCR régiója (pALuc-

33LCR) mintegy 3-szor nagyobb transzkripciós aktivitással rendelkezett, mint az európai 

variánsok (pALuc-pt16LCR, illetve pALuc-936LCR) LCR régiója. A 33LCRF1 és 33LCRF2 

jel_ klónok a 33LCR-hez képest csökkent, de a pALuc-16P plazmidhoz képest viszonylag 

magas aktivitással rendelkeztek. Ez különösen a 33LCRF2 esetében volt meglepQ, hiszen ez a 

mutáns tartalmazta a legnagyobb deléciót: az LCR régióból csak 210 bp maradt meg 5’ 

helyzetben, az L1 3’ vége mellett. A 936LCRF1 variáns transzkripciós aktivitása kb. 50%-kal 

csökkent a teljes LCR régiót tartalmazó pALuc-936LCR-hez képest. A 936LCRF2 aktivitása 

nagyobb csökkenést mutatott: alig haladta meg a P97 promótert tartalmazó pALuc-16P 

plazmid transzkripciós aktivitását (8. ábra). 
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8. ábra 
Az LCR variánsok transzkripciós aktivitása HeLa sejtekben 

 

Az E2 fehérje hatása az ázsiai variáns deléciós mutánsainak transzkripciós aktivitására 

 
Az LCR régióban található 4 virális E2 kötQhelybQl a 33LCRF2 variánsban kettQ a 

deléció következtében kiesett, ezért megvizsgáltuk, hogyan hat a HPV16 E2 fehérjéje a 

különbözQ deléciós variánsok transzkripciós akivitására. A HPV16 E2 fehérjéjének szerepe 
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függ a virális DNS fizikai állapotától, mert az integrációkor a cirkuláris vírusgenom felnyílik, 

és az E2 gén felhasad. Mivel a 33-as és 936-os minta episzómálisan tartalmazta a HPV16 

szekvenciát, az E2 fehérje transzkripcionálisan aktív maradhatott a HPV genomban. 

ElQször azt kellett bizonyítanunk, hogy a transzfekció során a HeLa kultúrában 

biológiailag aktív E2 protein fejezQdik ki. Ehhez a prototípus HPV16 E2 fehérjéjét kódoló 

pCMV-pt16E2 plazmidot a pC18Sp1-Luc reporter vektorral együtt juttattuk a HeLa sejtekbe. 

A pC18Sp1-Luc vektor négy E2-, két Sp1 kötQhelyet és a szentjánosbogár luciferáz génjét 

tartalmazza az adenovírus fQ késQi promótere elé klónozva. NövekvQ koncentrációban 

alkalmazva a pCMV-pt16E2 plazmidot a pC18Sp1-Luc vektor dózis-függQ transzaktivációját 

tapasztaltuk (I. közlemény 3a. ábra). 

Az E2 protein deléciós variánsokra gyakorolt hatását HeLa sejtvonalban, pCMV1 

kontroll és pCMV1-pt16E2 plazmidok segítségével vizsgáltuk (9. ábra). A prototípus HPV16 

LCR régiójának transzkripciós aktivitására az E2 fehérje nem volt szignifikáns hatással. A 

pALuc-33LCR és a pALuc-33LCRF1 plazmidok transzkripciós aktivitása kis mértékben 

csökkent a virális E2 hatására, míg a 33LCRF2 aktivitása szignifikáns csökkenést mutatott.  
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9. ábra 

A HPV16 E2 proteinjének hatása az LCR variánsokra HeLa sejtvonalban 
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2. A HPV 16 E6 és E7 proteinjének hatása a TGF- 2 promóter transzkripciós 
aktivitására (II. közlemény) 
 

M. Nees és társai 2000-ben kimutatták, hogy a HPV16 E6 és E7 fehérjéje csökkenti a 

TGF-d2 mRNS-ének és fehérjéjének szintjét primer keratinocitákban. Mivel ebben a 

tanulmányban nem volt szó arról, hogy a virális onkogének hogyan hatnak a TGF-d2 

promóterére, II. közleményünkben kotranszfekciós kísérleteket végeztünk ennek kiderítésére. 

Annak bizonyítására, hogy a pcDNA-16E6 és a pcDNA-16E7 expressziós 

plazmidjaink funkcionális E6 és E7 fehérjét fejeznek ki, NIH/3T3 sejtvonalba transzfektáltuk 

Qket a pAdE2Luc vektor jelenlétében. Ez a vektor az adenovírus E2 promóterét (AdE2) 

tartalmazza a luciferáz gén elé klónozva. A HPV16 E7 fehérjéje az Rb/E2F komplexbQl 

felszabadítja az E2F1 transzkripciós faktort, amely kötQdik az AdE2 promóterben lévQ E2F 

kötQhelyhez, és transzaktiválja a promótert. Transzaktiváló hatás figyelhetQ meg funkcionális 

HPV16 E6 jelenlétében is. Kísérleteinkben az E7 a koncentráció függvényében erQsen 

aktiválta az AdE2 promótert, míg az E6 mérsékeltebb (2,5 – 3-szoros) transzaktiváló hatást 

mutatott (10. ábra). 
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10. ábra 
Funkcionálisan aktív E6 és E7 fehérje expressziójának bizonyítása NIH/3T3 sejtekben 

 

A HPV 16 E6 és E7 proteinjének hatása a TGF-d2 promóter transzkripciós aktivitására 

különbözQ sejtvonalakban 

 

Mivel a TGF-d2 szekrécióját a HPV16 E6 és E7 onkogénje p53, illetve Rb-függQ 

útvonalon csökkenti (Nees et al, 2000), ezért kísérleteinkhez 3 különbözQ sejtvonalat 

használtunk. A C-33A kultúra nem tartalmaz papillomavírus szekvenciát, de a p53 mutáns 

 28



formában van jelen, a retinoblasztoma protein pedig abnormális méret_. A HeLa sejtekben a 

p53 és az Rb a HPV18 genom jelenléte miatt funkcionálisan inaktív. A NIH/3T3 kultúra egér 

embrionális fibroblasztból lett kialakítva, és biológiailag aktív p53 és retinoblasztoma fehérjét 

tartalmaz. 

A kísérletekben használt, a TGF-d2 promóter különbözQ hosszúságú darabjait 

tartalmazó reporter vektorok sematikus ábrázolása a 7. ábrán látható. ElQször a pB2-77 és 

pB2-528 plazmid transzkripciós aktivitását vizsgáltuk. Egységnyi aktivitásúnak a pB2-77 

plazmid transzkripciós aktivitását tekintettük a pcDNA kontroll plazmid jelenlétében. A 

pB2-77 plazmid a TATA boxon kívül egy E-boxot és egy CRE (cAMP-response element) 

szekvenciát tartalmaz, míg a pB2-528 ezeken az elemeken kívül egy eddig részleteiben nem 

jellemzett ’upstream’ szabályozó régióval is rendelkezik. A pB2-77 plazmid alapaktivitása – a 

transzfektált sejtek típusától függQen – 30-150-szer nagyobb volt, mint az üres pALuc vektor 

alapaktivitása. 

A C-33A sejtekben a HPV16 E6 és E7 fehérjéje gyenge aktiváló hatással volt a 

TGF-d2 promóterének mindkét darabjára (11. ábra). A HeLa kultúrában az E6 erQs 

transzaktiváló hatást mutatott mind a rövidebb, mind a hosszabb promóter szakasz esetében, 

míg az E7 fehérje csak a pB2-528 plazmid transzkripciós aktivitását emelte (11. ábra).  
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11. ábra 

A HPV16 E6 és E7 fehérjéjének hatása a TGF- 2 promóter transzkripciós aktivitására 
a különbözQ sejtvonalakban 

 

Bár M. Nees és kollégái közleményében a funkcionálisan aktív p53-at és pRb-t 

kifejezQ keratinocitákban az E6 fehérje csökkentette a TGF-d2 mRNS szintjét, a mi 

kotranszfekciós kísérletünkben az aktív p53-at tartalmazó NIH/3T3 sejtekben az E6 protein 

enyhén aktiválta a TGF-d2 promóter transzkripciós aktivitását mind a pB2-77, mind a 
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pB2-528 plazmid esetében. Az E7 fehérje ezekben a sejtekben mérsékelten növelte a pB2-77 

plazmid aktivitását, míg a pB2-528 aktivitását szignifikánsan (3-4-szeresen) gátolta (11. 

ábra). 

Abban az esetben, ha az E7 fehérjét kifejezQ expressziós plazmidot növekvQ 

mennyiségben adtuk kísérleti rendszerünkhöz, már kis koncentráció esetén tapasztaltuk ezt a 

gátló hatást (II. közlemény 3B. ábra). 

 

Az E7 gátló hatásáért felelQs régió meghatározása a TGF-d2 promóterében 

 

Az E7 gátló hatásáért felelQs TGF-d2 promóter-régió lokalizációjának pontosabb 

meghatározásához a pB2-528 plazmid felhasználásával különbözQ hosszúságú, de azonos 3’ 

véggel rendelkezQ promóter darabokat klónoztunk a pALuc reporter vektorba, és NIH/3T3 

sejtekbe transzfektálva vizsgáltuk, hogy milyen transzkripciós aktivitással rendelkeznek ezek 

a plazmidok a papillomavírus E7 proteinjének jelenlétében, illetve hiányában. Egységnyi 

aktivitásúnak a pB2-528 plazmid transzkripciós aktivitását tekintettük a pcDNA kontroll 

vektor jelenlétében. A pB2-77, pB2-183 és pB2-251 plazmidok aktivitása emelkedett az E7 

protein hatására. A 352 bázispár hosszúságú promóter szakaszt tartalmazó, pB2-352 plazmid 

transzkripciós aktivitása szignifikánsan csökkent az E7 hatására, bár a plazmid alapaktivitása 

is meglehetQsen alacsony volt (valószín_leg egy transzkripciós ’silencer’ elem jelenléte 

miatt). Míg a pB2-445 plazmid aktivitását nem befolyásolta az E7 fehérje, a pB2-528 

aktivitását szignifikánsan gátolta, mint ahogy az már elQzQ kísérletünkben is történt (II. 

közlemény 4A. ábra). Mindezek alapján valószín_síthetQ, hogy a TGF-d2 promóterében az 

E7 gátló hatásáért felelQs régió a transzkripció kezdQhelyétQl számított -528 és –251 nukleotid 

között található. 

Hogy megerQsítsük ezt az eredményt, heterológ - SV40 promóter - elé klónoztuk a 

gátló hatásért felelQs TGF-d2 promóter szekvenciát (–536 - –376), és tranziens transzfekciós 

kísérletekben vizsgáltuk az így kapott pGL2-Prom-B2-161 plazmid transzkripciós 

aktivitásában bekövetkezett változásokat. Egységnyi aktivitásúnak a pGL2-Basic reporter 

vektor alapaktivitását tekintettük a pcDNA kontroll plazmid jelenlétében. Az E7 protein nem 

befolyásolta szignifikánsan a pGL2-Prom vektor transzkripciós aktivitását, míg a 

pGL2-Prom-B2-161 plazmid esetében az aktivitás kb. a felére csökkent (II. közlemény 4B 

ábra). Ezek az eredmények azt mutatják, hogy a TGF-d2 promóterében a HPV16 E7 gátló 
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hatásáért ez a szakasz felelQs nemcsak természetes környezetében, hanem heterológ promóter 

mellett is. 

 

Az E7 gátló hatásáért felelQs molekuláris mechanizmusok vizsgálata 

 

KövetkezQ kotranszfekciós kísérleteinkben arra kerestünk választ, hogy milyen 

fehérjék közvetíthetik a HPV16 E7 proteinjének gátló hatását. Az eddig ismertetett 

eredményekbQl kit_nik, hogy a HPV16 E7 csak funkcionális Rb jelenlétében gátolja a 

TGF-d2 promóterének transzkripciós aktivitását. KülönbözQ mutáns E7 fehérjéket 

expresszáló plazmidok segítségével kívántuk meghatározni, hogy ez a gátló hatás specifikus-e 

a retinoblasztoma fehérjére, vagy más pocket proteinek által is létrejöhet. A vad típusú és 

mutáns E7 fehérjéket kódoló szekvenciákat (pMo-16E7, p24Gly, p26Gly, p31Arg, p58Gly, és 

p91Gly) Moloney egér leukémia vírus LTR (long terminal repeat) régiója elé klónozva kaptuk 

dr. Karen VousdentQl (Edmonds and Vousden, 1989). A HPV16 E7 fehérje 24. (Cys›Gly) és 

26. (Glu›Gly) aminosavánál bekövetkezQ mutációk a konzervatív Rb-kötQhelyet érintik, 

azonban 24. (Glu›Gly) mutáció nemcsak a retinoblasztoma kötését, hanem a p107 és p130 

fehérjék kapcsolódását is megakadályozza. A 31. (Ser›Arg) mutáció az E7 kazein-kináz II 

foszforilációs helyét érinti, az 58. (Cys›Gly) és 91. (Cys›Gly) aminosavat megváltoztató 

mutációk pedig a Cys-X-X-Cys motívumot, ezáltal a cink-ujj struktúra kialakulását 

befolyásolják (12. ábra).  
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12. ábra 

A HPV16 E7 protein doménjeinek sematikus ábrázolása 
Az ábra felsQ részén a II. közleményben használt E7 mutánsok által tartalmazott aminosavcserék vannak 

feltüntetve. Az ábra alsó része az E7 protein néhány fontosabb biológiai funkciójáért felelQs doménjét ábrázolja. 
CR1 HD, CR2 HD: az adenovírus E1A proteinjének két konzervetív régiójával homológ domén; 

 C-X-X-C: cink-ujj struktúra kialakulásáért felelQs szekvencia. 
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A NIH/3T3 sejtekben elvégzett transzfekciós kísérletek során egységnyi aktivitásúnak 

a pB2-

A mu tivitására 
NIH/

Irodalmi adatokból tudjuk, hogy  hypofoszforilált retinoblasztoma 

fehérje

felszabadítása révén gátolja a TGF-d2 promóterét.  

528 plazmid transzkripciós aktivitását tekintettük a pMo kontroll vektor melett. Azok 

az E7 mutánsok, amelyek az Rb-kötQ képességükben sérültek (p24Gly és p26Gly), 

megszüntették az E7 fehérje TGF-d2 promóterét gátló hatását. Mivel a p107-hez és p130-hoz 

kapcsolódni képes E7 mutáns (p26Gly) sem tudta gátolni a pB2-528 plazmid transzkripciós 

aktivitását, a kérdéses gátló hatás nem függ az E7 és a p107, illetve a p130 fehérje 

kapcsolódásától. A 31., 58., illetve a 91. aminosavat érintQ mutációk nem szüntették meg az 

E7 gátló hatását, bár a transzkripciós aktivitás nem volt olyan kifejezett (2-3,5-szeres), mint a 

vad típusú E7-et expresszáló pMo-16E7 plazmid esetében (110-szeres) (13. ábra). Mindezek 

alapján elmondhatjuk, hogy a HPV16 E7 TGF-d2 promótert gátló hatásához szükséges az E7 

és az Rb kapcsolódása. 
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13. ábra 
táns E7 proteinek hatása a TGF- 2 promóterének transzkripciós ak

3T3 sejtekben 
 

a HPV16 E7 és a

 kapcsolódása során E2F1 transzkripciós faktor szabadul fel az Rb/E2F komplexbQl. 

Amennyiben ez a folyamat zajlik le akkor is, amikor az E7 gátolja a TGF-d2 promóterét, 

exogén E2F1 hatására is transzkripciós aktivitás-csökkenést kell tapasztalnunk. KövetkezQ 

kísérleteinkben E2F1 transzkripciós faktort expresszáló plazmidot (pcDNA-E2F1) juttattunk a 

NIH/3T3 sejtekbe a TGF-d2 promóterének 528 bp méret_ darabját tartalmazó pB2-528 

plazmid jelenlétében, és vizsgáltuk a promóter transzkripciós aktivitásában bekövetkezQ 

változásokat. Kontrollként üres pcDNA plazmidot használtunk. Az ilyen módon expresszált 

exogén E2F1 a HPV16 E7 fehérjéjéhez hasonló mértékben (2,3-szorosan) gátolta a pB2-528 

plazmid transzkripciós aktivitását (II. közlemény 6. ábra). EzekbQl az eredményekbQl azt a 

következtetést vonhatjuk le, hogy az E7 valószín_leg az E2F1 Rb/E2F komplexbQl történQ 
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KÖVETKEZTETÉSEK 

 

1. A HPV16 természetes deléciós va  aktivitása (I. közlemény) 
 

k 

ervix carcinomás mintákból. Az LCR régió amplifikációja után a teljes hosszúságú 

szabály

ó egy részével együtt. A 33LCRF2-ben az 563 bp-os deléció a teljes ismert 

ehance

ós 

aktivitá

riánsainak transzkripciós

Egy korábbi tanulmány során (Veress et al, 1999) HPV16 variánsokat izoláltun

c

ozó régió mellett néhány mintából rövidebb amplimereket is kimutattunk. A dolgozat 

alapjául szolgáló elsQ közleményben a 33-as és a 936-os minta teljes és 2-2 természetes 

deléciós variánsának (33LCR, 33LCRF1 és 33LCRF2, illetve 936LCR, 936LCRF1 és 

936LCRF2) vizsgálatával foglalkoztunk. A HPV16 a szekvencia-analízis alapján a 33-as 

mintában az ázsiai intratípusba sorolható, míg a 936-os minta HPV16-szekvenciája az európai 

prototípus képét mutatja. A szekvenálás során a deléciók mellett GRE, TEF-1 és NF1 

kötQhelyeket érintQ mutációkat is kimutattunk (a HPV16 referencia-szekvenciájához 

viszonyítva), ezek azonban mind a teljes, mind a rövidebb LCR-t tartalmazó variánsokban 

megjelentek. A 33LCR-ben a szekvenálás során talált, egyedi nukleotidot érintQ mutációk 

között kiemelt fontosságú a 7729 A / C: ez a báziscsere gyakran elQfordul a magasabb 

onkogén kockázatú ázsiai-amerikai variánsban, és egyes szerzQk (Kammer et al, 2000) 

feltételezik, hogy - bár nem érinti egyetlen ismert transzkripciós faktor kötQhelyét sem - ez a 

mutáció felel az ázsiai-amerikai variáns LCR régiójának megnövekedett transzkripciós 

aktivitásáért.  

A 33LCRF1 klónban 292 bp-os deléció következtében pozitív hatású elemek estek ki 

a silencer régi

rt, illetve a represszor hatású YY1 és CDP/Cut faktorokra specifikus szekvenciákat is 

érintette. A 936LCRF1 minta a 211 bp-os mutációt a szövet-specifikus enhancerben 

tartalmazta, a 936LCRF2 klónban ezen kívül az YY1-dependens és a CDP/Cut-dependens 

silencer rész is elveszett az LCR régió 378 bázispár hosszúságú szakaszának kiesése miatt. 

Transzfekciós kísérleteinkben mások eredményeivel összhangban (Kammer et al, 

2000) az ázsiai-amerikai variáns teljes hosszúságú LCR régiója nagyobb transzkripci

ssal rendelkezett, mint az európai variánsok (prototípus HPV16, 936LCR) LCR 

régiója. Bár egy korábbi kísérletsorozatban (Veress et al, 1999) ez az aktivitás-különbség kb. 

1,7-szeresnek adódott, transzfekciós kísérleteinkben az ázsiai-amerikai variáns LCR régiója 

kb. 3-szor nagyobb transzkripciós aktivitással rendelkezett. Ez a különbség valószín_leg a 

tranziens transzfekcióhoz használt sejtkultúrák különbözQségébQl eredhet. A 33LCRF1 és 
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33LCRF2 plazmidok a 33LCR-hez képest csökkent, de a HPV16 P97 promóteréhez képest 

viszonylag magas aktivitással rendelkeztek. Ez különösen a 33LCRF2 esetében volt meglepQ, 

hiszen ez a mutáns tartalmazta a legnagyobb deléciót: az LCR régióból csak 210 bp maradt 

meg 5’ helyzetben, az L1 3’ vége mellett. 

A 33LCRF2 deléciós variánssal végzett transzfekciós kísérletek adatai alapján 

feltétel

irális E2 kötQhelybQl a 33LCRF2 variánsban csak kettQ 

találhat

ezhetQ, hogy a HPV16 LCR régió 5’ vége a HPV11-hez és HPV18-hoz hasonlóan egy 

transzkripciós enhancer szakaszt tartalmaz. Ez az enhancer biztosíthatja az E6/E7 onkogének 

transzkripcióját a centrális, szövetspecifikus enhancer hiánya esetén. Ebben az LCR-részben 

egy matrix attachment régió (MAR) található, mely a virális DNS fizikai állapotától függQen 

pozitívan vagy negatívan befolyásolja a P97 promóter transzkripciós aktivitását: episzómális 

forma esetén represszorként, míg integrációkor aktivátorként m_ködik (Stunkel et al, 2000). 

Bár a mi esetünkben a transzfektált plazmidok episzómálisan voltak jelen, ez az 5’ LCR régió 

mégis enhancerként funkcionált. A látszólagos ellentmondás hátterében az állhat, hogy míg 

mások kísérleteiben (Stunkel et al, 2000) az 5’ LCR mellett jelen volt a centrális enhancer is, 

a 33LCRF2 variánsban ez deléció következtében teljesen kiesett. Az 5’ LCR szakaszban 

található néhány AP1 kötQhely, amely felelQs lehet a tapasztalt aktiváló hatásért. Az is 

lehetséges, hogy a 33LCRF2 variánsban bekövetkezett deléció az LCR nukleoszómális 

organizációját érinti, s csökkenti a CDP és a HDAC1 represszáló hatását. Érdemes 

megemlíteni, hogy a HPV16 virális replikációs origójának a CDP/Cut-dependens silencer 

régiójával átfedQ területe két deléciós variánsból is kiesett. Elméletileg lehetséges, hogy ezek 

a deléciós variánsok kis kópiaszámban vannak jelen a teljes hosszúságú LCR-t tartalmazó 

episzómális variánsok mellett, és a daganatos sejtekbe integrálódva replikálódnak. Az is 

elképzelhetQ, hogy az LCR-en kívüli szekvenciák is funkcionálhatnak replikációs origóként 

az episzómális vírusgenom számára.  

Az LCR régióban található 4 v

ó, ezért megvizsgáltuk, hogyan hat a HPV16 E2 fehérjéje a különbözQ deléciós 

variánsok transzkripciós aktivitására. Az E2 protein alacsony koncentrációban 

transz-aktivátorként a P97-es promóteren keresztül növeli az E6 és E7 mRNS-ének 

mennyiségét, míg magasabb koncentrációban ugyanezekre a génekre gátló hatást fejt ki. Az 

E2 protein represszor hatása a korai promóterre az LCR két proximális helyzet_ E2 

kötQhelyén keresztül valósul meg azáltal, hogy eltávolítja a promóter mellQl a pozitív hatású 

Sp-1 transzkripciós faktort. A HPV16 E2 fehérjéjének szerepe függ a virális DNS fizikai 

állapotától is, mivel az integrációkor a cirkuláris vírusgenom felnyílik, és az E2 gén felhasad. 
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Így a P97 promóter felszabadul az E2 protein gátlása alól, és megindíthatja a transzformáló 

fehérjék termelését. Mivel a 33-as és a 936-os minta episzómálisan tartalmazta a HPV16-ot, 

az E2 fehérjék így biológiailag aktívak maradhattak a HPV genomban. A 33LCR és a 

33LCRF1 plazmidok transzkripciós aktivitása kis mértékben csökkent a virális E2 hatására, 

míg a 33LCRF2 aktivitása szignifikáns csökkenést mutatott. Ez utóbbinak az lehet a 

magyarázata, hogy ebbQl a variánsból a két disztális, a P97 promóterre pozítív hatású E2-

kötQhely esett ki a deléció következtében, míg a két proximális, negatívan szabályozó E2 

kötQhely megmaradt.  

 

2. A HPV16 E6 és E7 onkoproteinjének hatása a TGF- 2 promóter transzkripciós 

M. Nees és társai 2000-ben kimutatták, hogy a HPV16 E6 és E7 fehérjéje csökkenti a 

TGF-d

aktivitására (II. közlemény) 

 

2 mRNS és a biológiailag aktív fehérje szintjét primer keratinocitákban. Mivel ebben a 

közleményben nem vizsgálták a gátló mechanizmus molekuláris hátterét, kotranszfekciós 

kísérleteket végeztünk annak tanulmányozására, hogy a virális onkogének hogyan hatnak a 

TGF-d2 promóterére. Mivel az említett cikkben a TGF-d2 szekréciójának csökkentésében a 

p53, illetve az Rb tumorszuppresszor fehérje által mediált folyamatoknak is szerepe volt, ezért 

kísérleteinkhez 3 különbözQ sejtvonalat használtunk. A C-33A kultúrában nincs jelen HPV 

szekvencia, de a sejtek a p53-at és a retinoblasztoma proteint is mutáns formában 

tartalmazzák. A HeLa sejtekben a p53 és az Rb a HPV18 genom jelenléte miatt 

funkcionálisan inaktív. A NIH/3T3 egér eredet_ embrionális fibroblaszt, és biológiailag aktív 

p53 és retinoblasztoma fehérjét tartalmaz. ElsQ kísérleteinkben a TGF-d2 promóter 77, illetve 

528 bp méret_ darabját tartalmazó plazmid (pB2-77, pB2-528) transzkripciós aktivitását 

vizsgáltuk a virális E6 és E7 jelenlétében. A C-33A sejtekben a HPV16 E6 és E7 fehérjéje kis 

mértékben aktiválta a TGF-d2 promóterének mindkét darabját tartalmazó plazmidot. A HeLa 

kultúrában az E6 erQs transzaktiváló hatást mutatott mind a rövidebb, mind a hosszabb 

promóter szakasz esetében, míg az E7 fehérje csak a pB2-528 jel_ plazmid transzkripciós 

aktivitását emelte. A NIH/3T3 sejtekben a HPV16 E7 fehérjéje mérsékelten növelte a pB2-77 

plazmid aktivitását, míg a pB2-528 aktivitását szignifikánsan (3-4-szeresen) gátolta. Abban az 

esetben, ha az E7 fehérjét kifejezQ expressziós plazmidot növekvQ mennyiségben adtuk 

kísérleti rendszerünkhöz, már kis koncentráció esetén tapasztaltuk ezt a gátló hatást. Mivel az 
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E7 csak nagyobb koncentrációban (2 og) növelte a pB2-77 transzkripciós aktivitását, a 

promóter eme szakaszára kifejtett aktiváló hatása nem t_nik biológiailag szignifikánsnak. 

Bár M. Nees és kollégái tanulmányában a bioaktív p53-at és retinoblasztoma proteint 

kifejezQ keratinocitákban az E6 fehérje is csökkentette a TGF-d2 fehérje szintjét, a mi 

kotranszfekciós kísérletünkben az aktív p53-at tartalmazó NIH/3T3 sejtekben az E6 protein 

enyhén növelte a TGF-d2 promóter transzkripciós aktivitását mind a pB2-77, mind a pB2-528 

plazmid esetében. Az ellentmondás hátterében az állhat, hogy a TGF-d2 protein pillanatnyi 

szintje nemcsak promóter-szinten szabályozott, hanem más mechanizmusok által is. 

Az E7 gátló hatásáért felelQs TGF-d2 promóter-régió lokalizációjának pontosabb 

meghatározásához különbözQ hosszúságú, de azonos 3’ véggel rendelkezQ promóter 

darabokat klónoztunk a pALuc reporter vektorba, és NIH/3T3 sejtekben vizsgáltuk, hogy 

hogyan változik transzkripciós aktivitásuk a papillomavírus E7 proteinjének hatására. 

Transzfekciós kísérleteink szerint az E7 gátló hatásáért felelQs régió a TGF-d2 promóterében 

a transzkripció kezdQhelyétQl számított -528 és -251 bp között található. Kimutattuk azt is, 

hogy ez a szakasz nem csak homológ, hanem heterológ (SV40) promóter elé klónozva is 

érzékeny az E7 represszáló hatására.  

KövetkezQ kísérleteinkben mutáns E7 fehérjéket expresszáló plazmidok segítségével 

kívántuk meghatározni, hogy ez a gátló hatás csak a retinoblasztoma fehérje kötésétQl függ, 

vagy más pocket proteinek (p107, p130) által is létrejöhet. Eredményeink szerint az az E7 

mutáns (p26Gly), amely nem képes kapcsolódni a retinoblasztoma fehérjéhez, de a p107 és 

p130 proteinekhez igen, elvesztette TGF-d2 promótert gátló képességét, ugyanúgy, ahogy az 

Rb-hez és a másik két pocket proteinhez kötQdni képtelen E7 mutáns (p24Gly) is. Mindezek 

alapján elmondhatjuk, hogy a HPV16 E7 TGF-d2 promótert gátló hatásához szükséges az E7 

és az Rb kapcsolódása. A p31Arg, p58Gly és p91Gly mutáns megQrizte represszáló hatását 

(bár a megfigyelt pB2-528 aktivitás nem volt olyan alacsony, mint a vad típusú E7 esetében), 

tehát a kazein kináz II foszforilációs hely és a Cys-X-X-Cys motívum nem játszik döntQ 

szerepet a gátló hatás létrejöttében. 

A HPV16 E7 fehérjéje a hypofoszforilált retinoblasztoma proteinhez kapcsolódva 

megakadályozza annak az E2F transzkripciós faktorhoz való kötQdését, a szabad E2F1 pedig 

számos, a sejtciklus S-fázisában közrem_ködQ gén transzkripcióját befolyásolja. 

Megvizsgáltuk tehát, hogyan hat az E2F1 transzkripciós faktor a TGF-d2 promóterére. 

Kísérleteinkben azt tapasztaltuk, hogy az E2F1 az E7 proteinhez hasonlóan gátolta a TGF-d2 

promóterének transzkripciós aktivitását. MindezekbQl az eredményekbQl azt a következtetést 
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vonhatjuk le, hogy a HPV16 E7 fehérjéje valószín_leg az E2F1 Rb/E2F komplexbQl történQ 

felszabadítása révén fejti ki gátló hatását a TGF-d2 promóterére. Mivel a TGF-d2 

promóterében nem található konszenzus E2F-kötQhely, az E2F1 hatása indirekt lehet. 

Irodalmi adatok szerint a nagy mennyiségben expresszálódó E2F1 képes felülírni a 

TGF-d által létrehozott G1-blokkot (Schwarz et al, 1995). Az E2F1 fokozza a ciklin E 

aktivitását, melynek hatására a CDK2 foszforilálja a TGF-d2 szignalizációs útvonalában 

fontos szerepet játszó Smad3 molekulát. A foszforilálódás hatására a Smad3 transzkripciós 

aktivitása csökken, csökken a p15 ciklin-dependens inhibítor szintje, ez pedig az S-fázis 

irányába tolja el sejtciklust (Arata et al, 2000; Matsuura et al, 2004). Ebbe az irányba 

mutatnak a mi eredményeink is. Ha ugyanis az Rb/E2F komplexbQl a papillomavírus E7 

proteinje hatására felszabaduló E2F1 csökkenti a TGF-d2 szintjét, a Smad3-célgének átírása 

gátlódik, illetve emelkedik a CDK2- és CDK4-szint, mindezek hatására pedig a sejtek 

beléphetnek a sejtciklus S-fázisába.  
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ÖSSZEFOGLALÁS 

 

1. A HPV16 genom szabályozó régiójának (LCR) cervix carcinomából izolált, természetes 

deléciós variánsaiban a deléciók mellett GRE, TEF-1 és NF1 kötQhelyeket érintQ 

pontmutációkat is találtunk (a HPV16 referencia-szekvenciájához viszonyítva), ezek a 

báziscserék azonban a teljes LCR-t tartalmazó klónokban is megjelentek. A deléciók az 

LCR-ben a szövetspecifikus enhancert és az YY1-, illetve a CDP/Cut-dependens silencer 

régiót érintették. Az ázsiai-amerikai variáns szabályozó régiójának transzkripciós 

aktivitása (33LCR) magasabbnak bizonyult, mint az európai variánsoké (pt16LCR, 

936LCR). A deléciós variánsok transzkripciós aktivitása általában alacsonyabb volt, mint 

a teljes LCR-t tartalmazó variánsé. Egy deléciós variánsnál (33LCRF2) viszont nem várt, 

viszonylag magas transzkripciós aktivitást tapasztaltunk annak ellenére, hogy a mutáció a 

teljes ismert ehancert, illetve a represszor hatású YY1 és CDP/Cut faktorokra specifikus 

szekvenciákat is érintette. Ezek alapján feltételezhetQ, hogy a HPV16 LCR 5’ végén egy 

eddig nem definiált enhancer elem helyezkedik el.  

 

2. A HPV16 E7 fehérje a biológiailag aktív retinoblasztoma proteint expresszáló NIH/3T3 

egér eredet_ embrionális fibroblaszt sejtekben szignifikánsan csökkentette a TGF-d2 

promóter transzkripciós aktivitását. A gátló hatásért felelQs régió a TGF-d2 promóterében 

-528 és -251 bp között helyezkedik el.  

 

3. A HPV16 E6 proteinje enyhén aktiválta a TGF-d2 promóterét. Ez a hatás független volt a 

p53 tumorszuppresszor protein jelenlététQl, illetve hiányától, és valószín_leg a TGF-d2 

promóterében jelenlévQ TATA boxon keresztül valósul meg. Az E7 gátló hatása csak a 

retinoblasztoma fehérjétQl függ, a másik két pocket proteintQl (p107, p130) nem, és nem 

befolyásolja szignifikánsan az E7 kazein kináz II foszforilációs helyének és cink-ujj 

struktúrájának épsége sem. Mivel az E2F1 transzkripciós faktor hasonló mértékben 

gátolta a TGF-d2 promóterét, mint az E7 onkoprotein, feltételezhetQ, hogy a HPV16 E7 

fehérjéje az E2F1 Rb/E2F komplexbQl történQ felszabadítása révén fejti ki gátló hatását. 
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