Transzkripcids és epigenetikai szabalyozé mechanizmusok szerepe a méhnyakrak kialakulasaban
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A projekt keretében az elsGdleges etiologiai szereppel rendelkez6 human papillomavirusok (HPV)
onkogén mechanizmnusait vizsgaltuk a természetes gazdasejtben.

A PCR array terveket funkciondlis csoportonként kezdtik megvaldsitani és a keratinocyta
differencialodasi génekkel kapcsolatban az aldbbi eredményekre jutottunk: Primer human
keratinocytakat retrovirus vektorokkal fertéztiink, amelyek tartalmaztdk a HPV 16 E6, E7 és E6/E7
géneket. A HPV mRNS-ek jelenlétét RT-PCR segitségével, a funkcionalisan aktiv E6 onkoproteint a p53
fehérje szintjének csokkentésével igazoltuk. A sejtek egy részét differencialtattuk szérum és magas
kalcium tartalmu tdpfolyadékban, majd real-time PCR segitségével vizsgaltuk az involukrin és a
transzglutaminaz 1 (fontos differencialédasi markerek), valamint mas cellularis gének (CDKN2A,
TERT-telomeraz reverz transzkriptdz) génexpresszids valtozasait. A differencidltatds hatdsara az
involukrin és a transzglutaminaz 1 mRNS szintje megemelkedett a human keratinocytakban. Az HPV
16 E6 és E7 onkogének egyiitt csokkentették az involukrin gén aktivitasat a differencialédott és nem
differencidlddott sejtekben. A transzglutamindz 1 expresszids szintjét azonban nem befolydsoltak
szignifikdnsan a HPV onkogének. A TERT mRNS szintje sokszorosara emelkedett az E6 hatdsara,
CDKN2A génexpresszids aktivitdsa viszont csak az E6/E7-tel immortalizdlt sejtekben nétt. A
keratinocytakat a transzlacié szintjén Western blot mddszerrel, monoklonalis anti-involukrin antitest
segitségével vizsgaltuk. A HPV 16 E6, E7 hatdsa a cellularis involukrin fehérje szintjére hasonlé volt,
mint az mRNS szintre. Az involukrin fehérje mennyisége a differencidltatds eredményeképpen
megndétt, a két HPV onkogén jelenlétében pedig a differencidltatott és nem differencidltatott
sejtekben is csokkent. Primer human keratinocyta sejteket, mint a HPV-ok természetes gazdasejtjét
tranziensen transzfektaltunk involukrin promotert tartalmazo reporter plazmidokkal és HPV 16 E6, E7
géneket tartalmazd expressziés vektorokkal, azért, hogy az onkogének hatdsat az involukrin
promoterre igazoljuk. A transzfektalt sejtekben a HPV 16 E6 csdkkentette a promoter aktivitasat. Az
hogy ez a hatds nem direkt, hanem kozvetett médon valdsul meg. Emellett az involukrin promoter
kiilonb6z6 hosszusagl szakaszait tartalmazd reporter vektorok segitségével lokalizaltuk az E6
onkogén hatdsat a promoteren. Megallapitottuk, hogy az E6 gatlé hatdsat a promoter proximalis
részén fejti ki (a transzkripciés kezd6helyt6l szamitott 231 bazisparnyi région belil). Ezek az
eredmények arra engednek kovetkeztetni, hogy human keratinocytdkban a HPV 16 onkogének az
involukrin promoter aktivitdsdanak csokkentésével hatnak az involukrin mRNS és fehérje szintjére.
AP-1 transzkripcids faktor két6helyet tartalmazd reporter és HPV 16 E6 ill. E7 onkogéneket
tartalmazo expresszios plazmidokkal uUjabb tranziens transzfekcids kisérleteket végeztiink, amelyben
a sejtek egy részét differencidltatasnak is kitettiik. A differencialtatds hatdsara emelkedett az AP-1
plazmid aktivitdsa. Ezzel szemben az E6 ill. a két onkogén egyittesen csokkentette az AP1 aktivitast.
Az involukrin promoteren a transzkripcios kezdGhelyt6l szamitott 231 bdazisparnyi région belll
taldlhatd egy (differencidléddsban mar bizonyitottan fontos) AP-1 faktor kot6hely. Mivel a
differencialddas, illetve a HPV onkogének hasonld hatdst fejtettek ki az involukrin promoterre és az
AP-1 reporter vektorra, feltételezziik, hogy a HPV onkogének AP-1 faktorokon keresztil fejtik ki
hatdsukat az involukrin expresszidjara.



Tovabbi kisérleteink soran proliferdld illetve differencidlédd sejtekben a western blottal
meghatarozott Src, Yes és Fyn fehérjék mennyisége heterogén maédon valtozott a HPV 16
onkoproteinek hatdsara: proliferald sejtekben az Src és Yes fehérjék mennyiségének szignifikans
novekedését mutattuk ki mindkét HPV 16 onkoprotein jelenlétében, mig differencidlédé sejtekben az
E7 jelenléte elegendd volt az emelkedett Src fehérje expresszid kivaltasahoz. Ezzel szemben
sejtdifferenciacio a Yes fehérje mennyiségének egyontetli, a papillomavirus onkoproteinek
jelenlététdl fuggetlen novekedését eredményezte minden sejtvonalban. Az immunoblot vizsgalatok
eredményei arra utalnak, hogy a Fyn fehérje expresszidjara nincsenek hatassal a HPV 16 E6 és E7
onkoproteinek sem proliferdld, sem differencidlédé keratinocitdakban. Megjegyezendd, hogy nem az
MRNS expreszié valtozott meg, igy az egyes kindzok fehérje mennyiségeiben tapasztalt valtozasokat a
HPV onkoproteinek feltételezhet6en poszttranszkripciés mechanizmusok Uatjan fejtették ki.
Foszfokindz array alkalmazasaval kimutattuk, hogy a HPV 16 E7 jelenléte a keratinocitakban
expresszalddé Src-kindzok katalitikusan aktiv (az aktivacids hurokban elhelyezkedd tirozinon
foszforilalt) allapotat valtotta ki. Mindezek az adatok arra utalnak, hogy a HPV 16 E7 — a HPV 16 E6
segitségével — kett6s hatassal birhat az Src-kindzokra keratinocitdkban: aktivalhatja a konstitutivan
expresszalddé Fyn kinazt, illetve novelheti a Src és Yes kindzok fehérje expressziéjat majd aktiv
allapotukat idézheti el6. Kisérletink soran tehat kimutattuk, hogy a HPV 16 onkoproteinek
proszttranszkripciés mechanizmusok utjan képesek az Src és Yes fehérjék expresszidjat novelni, a
HPV 16 E7 jelenléte pedig kivaltotta a keratinocitak altal termelt mindharom citoplazmatikus kinaz
katalitikusan aktiv allapotat okozo tirozin-foszforilacidjat. Az Src-kindzok megvaltozott expresszidja és
aktivitdsa hozzajarulhat a malignus folyamatok kivaltasahoz vagy fenntartasahoz a HPV fert6zésekhez
tarsulé tumorok kialakuldsa sordn.

Annak a vizsgdlatara, hogy a HPV16 E7 RB kotési képessége hatassal van-e a Src fehérje
mennyiségére és a Src csaladba tartozd kindzok foszforilaciéjara Western blot vizsgdlatokat
végeztlink. Eredményeink azt mutatjak, hogy az E7 fehérjében az N-terminalis RB kotShely aminosav
cseréi (Cys24Gly és Glu26Gly) hatdsara az RB fehérje szintje magas maradt az onkoprotein
jelenlétében, tehat feltételezhet6en ezek a mutansok nem tudtak az RB fehérjét kotni illetve annak
lebontdsat kivaltani. A vad tipusu E7-et expresszald sejtvonalhoz hasonlitva a Cys24Gly és Glu26Gly
mutans fehérjét kifejez6é sejtvonalakban alacsony maradt a Src fehérje és a foszforilalt Src kindzok
mennyisége is. A RB kdt6helyen kiviili aminosavcseréket tartalmazé E7 mutansok jelenlétében a vad
tipusu HPV16 E7 altal okozott RB fehérje mennyiség csokkenést és Src fehérje expresszidé emelkedést,
valamint a Src kindzok emelkedett foszforilaciéjat tapasztaltuk.

A HPV genotipusok el6forduldsi aranyat PCR amplifikalas utan folyamatosan hatarozzuk meg. A HPV
16 tipus a varokozasoknak megfelel6en 50%-ot meghaladd mértékben van jelen. A non-vakcina HPV
tipusok kozott eddig masodik leggyakoribbnak a HPV31 adddott.

Kutatdsaink sordn a HPV 31 LCR (Long Control Region) szekvencia variansainak funkcionalis
kiilonbségeit vizsgaltuk. A HPV-31 izolatumokat a kordbbi HPV-31 izoldatumokkal kiegészitve 6sszesen
41 izolatum LCR promoter szekvenciaanalizisét végeztiik el. Vizsgalataink soran olyan klinikai
mintdkkal dolgoztunk, amelyek olyan néktél szarmaznak, akiknél a méhnyakban kolposzképpal vagy
citoldgiai vizsgalattal elvaltozast talaltak. A virusgenomban az LCR olyan regulatérikus egységeket
tartalmaz, amelyek szamos viralis és cellularis faktort képesek kotni, ezaltal az LCR szabdlyozza a virus
replikacidjat és a viralis gének transzkripcidjat . A klinikai mintakbdl PCR segitségével felszaporitottuk
az LCR-t (nt7122-179), majd az LCR izolatumok kozotti genetikai kapcsolatok feltarasa érdekében



szekvenaltattuk azokat. Az LCR szekvenciak elemzését DNA Baser programmal végeztik el, majd a
MEGA 5 program segitségével elkészitettik a filogenetikai torzsfat. A HPV 31 LCR variansokbdl
készilt torzsfa alapjan harom intratipusos csoportot sikeriilt elkiloniteni (A, B, C).

A kiilonb6z6 intratipusos csoportokbdl kiragadtunk néhany varianst melyeket pGL2 basic luciferaz
reporter vektorba klénoztunk funkcionalis vizsgalatok céljabdl. A luciferdaz konstruktokkal C33-A
sejteket transzfektaltunk, majd luciferdz és Bradford teszt segitségével megallapitottuk a kiilonbozé
izolatumok standard luciferdz aktivitasat. Szignifikdns kiilonbségeket talaltunk az eltéré intratipusos
csoportba tartoz6 HPV 31 LCR variansok transzkripcids aktivitdsaban. Azzal a céllal, hogy
megvizsgdljuk, hogy az LCR variansok mely szakasza felel6s az aktivitds kilonbségekért, delécids
mutdnsokat hoztunk létre a pGL2 basic luciferdz reporter vektorba klénozott LCR varidnsokbdl, majd
C33-A sejteket transzfektadltunk a deléciés mutansokkal és mértik a luciferdz aktivitasukat. Ezek
alapjan megallapitottuk, hogy az egyes LCR variansok aktivitds kiilonbségeiért az LCR 3’ szakaszan
(minimal promoter region) talalhaté nukleotid cserék a felelGsek.

A magas onkogén kockazati HPV31 tipus LCR régidjanak epigenetikai mintdzatat is vizsgaltuk.
Osszesen 24 db HPV31 porzitiv, citoldgiai elvaltozast mutaté klinikai mintaban vizsgéltuk a virusgenom
LCR régidjanak metilacids mintazatat. A klinikai mintakbdl izolalt nukleinsav Na-biszulfitos
modifikaldsat végeztiik el, hogy a metildlt és metildlatlan CpG dinukleotidokat azonositani tudjuk. Ezt
kovetSen elvégeztik a teljes LCR régié amplifikdlasat a modifikdlt szekvencidara tervezett és
univerzalis végekkel jelolt specifikus primerpdrok segitségével. Az els6 PCR utan igy a teljes LCR-t
lefed6, egymassal atfed6 PCR termékeket kaptunk, melyeket egy masodik PCR korben a
szekvenalashoz sziikséges egyedi azonosité szekvencidkkal jeldltliink meg. A PCR temékek min6ségét
fragment analizissel ellendriztiik, majd az emulziés PCR-t kdvet6en Uj generacids szekvendldssal
(Roche GS Junior System) vizsgaltuk a virusgenom metildcios allapotat. Az Uj generacids szekvenalas
nagy elénye, hogy lehet6vé teszi a CpG dinukleotidok metilacidjanak kvantitativ meghatarozdsat. 19
minta esetében (citoldgiai eredmény: 15 LGSIL és 4 HGSIL) az LCR régié metilaciés mintazata
homogénnek mutatkozott és nem taldltunk jelentSs kilonbséget a kiilonb6z6 sulyossagu citoldgiai
elvaltozast mutatd klinikai mintdk kozott. Ezekben a mintdkban a CpG dinukleotidok metilacidja a
teljes LCR-ben alacsony, 10% alatti volt. Ot klinikai minta esetében talaltunk részleges metilaciét az
5’-LCR/enhancer régiéban. Osszesen 5 CpG dinukleotid esetében tudtunk detektdlni mérsékelt foku
metilaciot a kiilonb6z6 mintakban. 5 illetve 4 metildlt citozint taldltunk két HGSIL sulyossagu klinikai
mintaban, ezekben a szovettani vizsgdlat in situ carcinoma-t igazolt. Ezzel szemben 3 kevésbé sulyos
citoldgiai elvaltozast mutatéd LGSIL mintdban csupan egy illetve két CpG dinukleotid esetében
taldltunk metilalt CpG dinukleotidot. A metildlt citozinok kozll 3 CpG (CpG-7479, CpG-7485 és CpG-
7876) E2 kotShely szekvencidjaban talalhatd. Ez alapjan feltételezhetjik, hogy ezen nukleotidok
metilacidja fontos szabdlyozd szereppel bir a virdlis onkogének expresszidjanak szabdlyozdsaban és
igy a HPV fert6zésekhez tarsulé malignus folyamatok kialakuldsdban. A korabban Sanger-féle
szekvenaladssal detektdlt, a kilonb6z6 HPV31 intratipusokra jellemzd varidns nukleotidokat az Uj
generdciods szekvenalds segitségével is azonositottuk. Ezek alapjan az altalunk vizsgdlt HPV31 LCR
variansok a B és C intratipusokba tartoztak.
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