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A genitdlis human papillomavirusok (HPV) a méhnykkr(cervix carcinoma)
kialakulasanak legfontosabb kockazati térdygt]. Az onkogén HPV tipusok transzformalé
aktivitasaért egyerteltien az E6 és E7 korai fehérjek féwtk [2]. A magas kockazatu
genitalis HPV-k E6 és E7 onkogénjei befolyasolhafi@ntos cellularis gének expresszidjat,
aminek szerepe lehet e virusok patogenitasabamkbgén sajatsagaban.

A HPV 16 EG6 és E7 fehérjék hatasa a survivin gén presszojara

A survivin az un. IAP (inhibitor of apoptosis protg fehérje csalad egyik Ujabban
felfedezett tagja [3,4]. A survivin fehérje az apigis (programozott sejthalal) gatldsa mellett
a sejtosztodas szabalyozasaban is részt vesz {BjtoF szerepet jatszik a szovetek
differencialodasaban és az embriogenezisben. Aiv@irgén expresszidja nagymeértekben
sejtciklustdl fugg: leginkdbb a G2/M fazisra jelleriza gén intenziv transzkripcidja [6].
Transzkripcioja gatolt a termindlisan differencidft szévetekben, viszont nagyon aktiv az
embrionalis fejpdés soran, valamint a legkulonfélébb malignus twkioan, igy a cervix
carcinomaban is [7]. A virus onkoproteinjei (E6 &%) beavatkoznak a sejtciklus
miikddéseébe, ezaltal a méhnyak malignus elvaltozadéakaljak.

Kisérleteinkben tranziens transzfekcidval vizsdakulonb6s sejtvonalakon az E6 és
E7 fehérjék survivin génre gyakorolt hatasat. Az -E€&zemben az E7-tel - szignifikansan
aktivalta a survivin gén promoéterét. HPV 16 E6 matikkal végzett kisérleteink arra utalnak,
hogy az E6 survivin promoterre gyakorolt hatas@ynaértékben a p53 tumorszuppresszor
fehérje kozvetiti. A p53 expresszidja viszonbsen gatolta a survivin promoter aktivitasat.
Mivel a HPV 16 E6 képes a p53 lebontasat induk&alioszirinek tinik, hogy az E6 a p53
fehérje lebontasa réven aktivalja a survivin prarot

Human embrionalis fibroblasztot stabilan transz#knk a HPV 16 E6 és E7
onkogénjeit hordozé retrovirus vektorokkal, majanitattuk, hogy mindkét onkoprotein
képes az endogén survivin mRNS szintjét novelnjtci&Ris-szinkronizacios kisérleteink
eredményei arra utalnak, hogy a HPV onkogének nersejtciklus maodositasa révén

aktivaljak a survivin gén expresszidjat [8].
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A survivin gén promoter polimorfizmus hatasa a cerix carcinogenesisre

A survivin gén promoterében szamos nukleotid potfimmust irtak le. Az egyik ilyen
polimorfizmus (G/C a -31 nukleotidnal) sejtvonalakbvégzett transzfekcios kisérletekben
nagy mertékben befolyasolta a promoter transzldgaktivitdsat [9]. Kutatasi célunk annak
kideritése volt, hogy a survivin promoter (-31 Gf@)imorfizmusa befolyasolja-e a cervicalis
carcinogenesis folyamatat.

A HPV DNS kimutatasat és tipizalasat polimeraz taéakciot kovei restrikcios
enzimes emésztéssel végeztik (PCR-RFLP). A surpromoéter (-31 G/C) polimorfizmusat
tobb flggetlen mddszerrel is vizsgéltuk. Mindegwilbdszerhez a survivin promoter adott
szakaszat PCR modszerrel szaporitottuk fel. A gélimprfizmus vizsgalatat egyrészt
restrikciés emeésztéssel (PCR-RFLP), masrészt Uyszéalyi konformacios polimorfizmus
(SSCP) analizissel végeztik.

Nem talaltunk szignifikdns kilonbséget a vizsgaltvarin prométer genotipusok
eloszlasdban az egyes vizsgalati csoportok (kontsbport, rdkmegéké csoport, ill.
méhnyakrakos csoport) k6zott (p=0,4). Hasonldképp&hkor sem mutatkozott szignifikans
kulonbség a genotipusok eloszlasaban, ha kilonnhetuk 6ssze a kontroll csoportot a
rakmegebz6 csoporttal (p=0,5), ill. a kontroll csoportot a mngakrakos csoporttal (p=0,37).
Eredményeink alapjan tehat udwyik, hogy a survivin promoter vizsgalt polimorfizsainem

befolyasolja jeleritsen a méhnyakrak kialakulasat, legalabbis a vizpg@lulacioban [10].

Az E-cadherin gén promoter polimorfizmusanak vizsghata

Az E-cadherin tumorszuppresszor gén promoter (-088) polimorfizmusanak
szerepe a gyomor-, mell-, vastagbél- és prosztgsaddokban jol ismert. A transzkripcio
kezddhelyétl szamitott —160. bazisnal talalhatd, egyedi nuided eérint (C/A)
polimorfizmus megvaltoztatja a promoéterssségét és a transzkripcids faktorok skidtsét,
emellett kozvetlen hatdsa van az E-cadherin gészkaipciojara is [11,12].

Munkank sordn méhnyakrakos és laryngealis dagabatokpapilloma planocellulare
és carcinoma planocellulare) restrikcios emeészitéss8SCP-vel (single strand conformation
polymorphism) vizsgaltuk a (-160 C/A) polimorfizmeffordulasat. Eredményeink szerint
sem a cervix carcinomas primer daganatokban, seryirakcsomd metasztazisaikban nem
tért el szignifikansan az allélfrekvencia a kortréégészséges véradd) populaciéhoz
viszonyitva (1. tablazat). A (-160 C/A) polimorfizs megléte és a HPV jelenléte k6zott sem

talaltunk szignifikans 6sszefiuggést (p=0,650).



1. tablazat
E-cadherin tumorszuppresszor gén promoter (-160 C/Agenotipusok eloszlasa cerix

carcinomas ill. kontroll populéciéban

kontroll cervix
genotipus carcinoma
n=182 n=92
CcC 97 (0,53) 55 (0,60)
CA 73 (0,40) 33 (0,36)
AA 12 (0,07) 4 (0,04)
p=0,444
allél C. 0,73 C.0,78
frekvencia A: 0,27 A: 0,22
p=0,411

A laryngealis carcinoma planocellulare mintakbamoimorfizmus ebforduldsa nem
kulonbozott szignifikansan a kontroll mintdkhoz adayitva (2. tablazat). Amennyiben
viszont a papillomavirus jelenlétének fliggvényébsmsgaltuk az alléfrekvencidkat, a
polimorf 'A’ allél szignifikAnsan nagyobb valés#iseggel volt jelen a HPV-t nem tartalmazé
mintédkban (p=0,0366).

A papilloma planocellulare mintakban szintén sZigansan nagyobb volt a polimorf
A allél frekvenciaja, mint a kontroll populaciobd®. tablazat); viszont a mintacsoport kis
esetszama miatt az E-cadherin (-160 C/A) polimorfiganak a laryngealis papilloma

planocellulare kialakuldsaban jatszott szerepebiovézsgalatokat igényel.

2. tAblazat
E-cadherin tumorszuppresszor gén promoter (-160 C/Agenotipusok eloszlasa

laryngealis tumorokban ill. kontroll populéciéban

kontroll papilloma carcinoma
genotipus planocellulare planocellulare
n=62 n=10 n =46
CcC 35 (0,56) 2 (0,20) 23 (0,50)
CA 21 (0,34) 5 (0,50) 18 (0,39)
AA 6 (0,10) 3 (0,30) 5(0,11)
p=0,058 p=0,800
allél C:0,73 C: 0,45 C: 0,70
frekvencia A: 0,27 A: 0,55 A: 0,30
p=0,000057 p=0,638




A HPV 16 E6 és E7 fehérjék hatdsa az involukrin éganszglutaminaz 1 gének
expresszoéjara

A keratinocytdk differencialédasa és a human pampidlvirusok (HPV) replikacids
ciklusa szorosan kapcsolodik egymashoz. A HPV alimsejteket fedizi, ahol beindul a
virusreplikacio, de a virusciklus tovabbi lepéssalca gazdasejt erése soran mennek végbe.
Az involukrin és a transzglutaminaz 1 markerkéntolgalhatnak a keratinocytak
differencialédasanak tanulmanyozasaban, ugyaniemdermisz szuprabazalis rétegeiben
ezen gének aktivitdisa meg(az emelked intracellularis C& koncentraciénak megfetan)
[13]. Az involukrin egy glutaminban gazdag fehégai részt vesz a corneocytak sejtvazanak
felépitésében. A transzglutaminaz 1 enzim pedigagii-lizin keresztkotéseket hoz létre a
hamsejtek fehérjéi kdzott [14,15]. A HPV 16 E6, &kogének hatasat a keratinocytak érési
folyamataira a két differencidlédasi marker génegprios valtozasanak segitségével
vizsgaltuk.

A primer huméan keratinocytakat DK-SFM (szérummenf&8 mM C&" tartalmu)
tapfolyadékban tenyésztettiik, majd LXSN alapu rétus vektorokkal fetiztik, amelyek
tartalmaztak a HPV 16 E6, E7, ill. E6/E7 géneketsdjtek egy részét 24 oran keresztil
differencialtattuk DMEM (10% FBS és 1,8 mM Taartaimu) tapfolyadékban. RNS-t
izolaltunk a differencialodé és a nem differencitiidésejtekbl, és elvégeztik a reverz
transzkripciét. Ezt kovéen kvantitativ RT PCR modszer (TagMan Gene Exprasissay)
alkalmazasaval vizsgaltuk az involukrin és a trghgaminaz 1 gének expresszios valtozasait
a differencialtatas, ill. a HPV onkogének hatasara.

A primer human keratinocytakban a differencialtatasasara ésen megemelkedett
mind az involukrin, mind a transzglutamindz 1 gédmmessziés szintie. A nem
differencialddott sejtekben a HPV 16 E6 csOkkeateiz involukrin és a transzglutaminaz 1
expresszios szintjét. Az E6, E7 onkogének egyidtklasntették az involukrin gén aktivitasat
a differencialédott és nem differencialédott sdjik, valamint a transzglutaminaz 1 szintjét a
nem differencialddott sejtekben (1. és 2. abra).
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1. abra: HPV 16 E6 és E7 onkogének hatadsa az involuarigén expresszidjara
human keratinocytakban (D: differencialédo sejtek)
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2. 4bra: HPV 16 E6 és E7 onkogének hatasa a transmtgmindz 1 gén
expresszidjara huméan keratinocytakban(D: differencialédo sejtek)

MCF-7 sejvonalat (amely edtlumorbol szarmazo epithelialis sejtvonal és nat@ p
proteint expresszal) tranziensen transzfektaltumikolucrin, ill. transzglutaminaz 1
promotereket tartalmazé luciferaz reporter plazikidd és HPV 16 E6, E7 géneket
tartalmaz6 expresszios vektorokkal. 48 oOra uténtiikéa relativ luciferdz aktivitast és
Bradford-teszttel hataroztuk meg a mintak fehérjabanat.

A transzfektalt MCF-7 sejtekben a HPV 16 E6 csoOkéie az involukrin és a
transzglutamindz 1 prométerek transzkripcios atédat, mig az E7 onkogén hatasara nem
tapasztaltunk szignifikéns valtozast (3. abra).
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3. abra: HPV 16 E6 és E7 onkogének hatasa a human trapglutaminaz 1, ill.
involucrin promoter transzkripcios aktivitasara MCF -7 sejtvonalban

Eredményeink szerint tehat a HPV 16 E6 onkogén kdénda cellularis
differencialédas folyamataban alapvédntossagu gén promoéterét kozvetlenil képes gatoln
ily mdédon befolydsolva a természetes gazdasejterdificialodasi folyamatait. Ezek a
mechanizmusok fontosak lehetnek mind a produktiugtermeléssel jaro) fézésben, mind
a viralis carcinogenesis folyamatadban. Annak ttara, hogy a HPV 16 E6 pontosan
milyen molekularis mechanizmusokkal gatolja az Iokan, ill. a transzglutaminaz 1

promoéterét, tovabbi vizsgalatok sziikségesek.
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