A kilonbdz6 daganatokban a survivin (az apopto6zis inhibitor molekulacsalad tagja)
fokozott atirodasa arra utal, hogy az apoptozisban résztvevé géneknek jelentés szerepik lehet
a tumorok kialakulasaban és progressziojaban.

Szamos tanulmanyban kozolték, hogy a survivin kifejezodése fontos lehet a
méhnyakréak kialakuldsban is. Ezt a fokozott expressziot nem csak az invaziv rakban, hanem
a rakmegel6z6 allapotokban is tapasztaltak.

A humén papillomavirusnak (HPV) régota nagy jelentéseget tulajdonitanak a cervix
carcinoma kifejlédésében. A survivin és a magas kockéazatd HPV fert6zés kozti esetleges
kapcsolatrdl méhnyakrak esetén is vannak megfigyelések.

A survivin gén promoétere normal sejtekben nem aktiv, mig a tumorsejtekben
intenziven miikodik. A promoter szamos, a G2/M fazisban expresszalodd gének esetén
jellemzé sejtciklus fuggé elemet (CDE, cell cycle dependent element) és sejtciklus homoldg
régiot (CHR, cell cycle homology region) tartalmaz. Ezen elemek felel6sek azért, hogy a
survivin gén atirodasa sejtciklus fiiggé modon alakuljon. Rakos sejtvonalakban vizsgalva azt
talaltdk, hogy a polimorfizmusb6l addéd6 survivin promoéter varidnsok kilonboznek
transzkripcids aktivitasukat tekintve. Mivel ez a polimorfizmus a CDE/CHR represszor koté
helyen talalhatd, ezért a kapcsolodd elemek kotését befolyasolva hatéssal lehet a survivin gén
sejtciklus fliggd transzkripciojara, ezaltal szerepe lehet a tumorokban a survivin expresszio
szabalyozasanak felborulasaban.

Annak érdekében, hogy megismerjék a survivin polimorfizmus és a HPV asszocialt
cervix carcinoma kialakulasa kozti kapcsolatot, a survivin promoter variansok genotipus
megoszlasat és az allél frekvencia alakuldsat méhnyakrékos és Papanicolaou osztalyozas
szerint P3 diagnozisu betegekben, valamint kontroll populacioban tanulmanyozték.

A survivin promoter specifikus PCR-t kdveté RFLP analizissel meg tudtak hatarozni,
hogy mintdik melyik nukleotid varidnst (G vagy C) tartalmazzék a polimorf -31 nukleotid
helyen. RFLP mellett mintainkat SSCP analizissel is megvizsgaltdk. Az SSCP analizis
eredménye teljesen egybevagott az RFLP modszerrel kapottakkal.

A harom genotipus varians egy-egy reprezentativ kepvisel6jét megszekvenaltak, a
szekvencidk szintén alatamasztottak az RFLP és SSCP eredményeit.

A vizsgalati populaciok genotipus gyakorisaganak eloszlasdban nem talaltak
statisztikailag szignifikans eltérést (p = 0,4). A kontroll csoport adatait 6sszevetve a tumoros
esetekkel (p = 0,37) valamint a P3 populacioval (p = 0,5) szintén nem tudtak statisztikailag
szignifikans kulonbséget kimutatni. Ugyancsak nem taléltak statisztikailag jelentés eltérést a
survivin promoter genotipus eloszlasokban a kontroll csoport és a HPV pozitiv (P3 és
méhnyakréakos) esetek (p = 0,7), illetve a tumoros és tumormentes (kontroll és P3) esetek (p =
0,27) kozott.

A cervix carcinoméban leggyakrabban eléfordulé HPV tipus a HPV 16, ezért az
adataik elemzése soran osszevetették a HPV 16 pozitiv P3 és méhnyakrakos populaciok
adatait a kontroll csoportéval. Ebben az esetben sem talaltak szignifikans kilonbséget a HPV
16 pozitiv esetek és a kontroll mintdk genotipus eloszlasaban (p = 0,74). A vizsgalati
csoportjaikban kiszdmolt allélgyakorisagok kodzott nem volt statisztikailag értékelhetd
kilénbség (p = 0,99), az allélgyakorisag alapjan kalkulalt genotipus eloszlas megfelelt a
Hardy-Weinberg egyensulynak.

Megfigyeléseik azt feltételezik, hogy az altaluk vizsgalt populdciéban a survivin
promoter polimorfizmus nem jelent kockazati tényezét a cervix carcinoma kialakulasa
szempontjabol.

Kimutattdk, hogy a HPV16 E6 és E7 fehérjéje csokkenti a TGF-f2 mRNS és
bioldgiailag aktiv fehérje szintjét primer keratinocitdkban. Mivel a gatlo6 mechanizmus
részletesebb molekul&ris hatterét nem vizsgaltak, kotranszfekcids kisérleteket végeztek annak



tanulméanyozéséra, hogy a viralis onkogének hogyan hatnak a TGF-2 promoterére. A TGF-
folyamatoknak is lehet szerepe, ezért kisérleteikhez 3 killonb6zé sejtvonalat hasznaltak. A C-
33A kultdraban nincs jelen HPV szekvencia, de a sejtek a p53-at és a retinoblasztoma proteint
is mutans forméaban tartalmazzak. A HelLa sejtekben a p53 és az Rb a HPV18 genom jelenléte
miatt funkcionalisan inaktiv. A NIH/3T3 kultdra egér embrionalis fibroblaszt eredetii, és
bioldgiailag aktiv p53 és retinoblasztoma fehérjét tartalmaz.

Els6 kisérleteikben a TGF-B2 promoter 77, illetve 528 bp méretii darabjat tartalmazé
plazmid (pB2-77, pB2-528) transzkripcios aktivitdsat vizsgaltdk a viralis E6 és E7
jelenlétében. A C-33A sejtekben a HPV16 E6 és E7 fehérjéje kis mértékben aktivalta a
TGF-B2 promoterének mindkét darabjat tartalmazo plazmidot. A HelLa kultiraban az E6 erés
transzaktivalo hatdst mutatott mind a révidebb, mind a hosszabb promoter-darab esetében,
mig az E7 fehérje csak a pB2-528 jelii plazmid transzkripcids aktivitasat emelte. A NIH/3T3
sejtekben a HPV16 E7 fehérjéje mérsékelten novelte a pB2-77 plazmid aktivitasat, mig a
pB2-528 aktivitasat szignifikdnsan (3-4-szeresen) gatolta. Abban az esetben, ha az E7 fehérjét
kifejez6 expresszids plazmidot névekvé mennyisegben adtak kisérleti rendszeriikhdz, mar kis
koncentracid esetén tapasztaltak ezt a gatlo hatast. Mivel az E7 csak nagyobb koncentracidban
(2 ng) novelte a pB2-77 transzkripcios aktivitasat, a promoter eme szakaszara kifejtett
aktivalo hatdsa nem tiinik bioldgiailag szignifikansnak.

Transzfekcios kisérleteik szerint az E7 gatld hatasaert felelés regio a TGF-f2
promotereben a transzkripcid kezdoéhelyétol szamitott -528 és -251 bp kodzott talalhato.
Kimutattak azt is, hogy ez a szakasz nem csak homoldg, hanem heterol6g (SV40) promdter
elé klénozva is érzékeny az E7 represszalo hatasara.

Kisérleteik alapjan elmondhatjdk, hogy a HPV16 E7 TGF-B2 promotert gatlo
hatdsahoz szikseges az E7 és az Rb kapcsolodasa. A p31lArg, p58Gly és p91Gly mutans
megorizte represszalo hatasat (bér itt a pB2-528 aktivitas nem volt olyan alacsony, mint a vad
tipusu E7 esetében), tehat a kazein kinaz Il foszforilacios hely és a Cys-X-X-Cys motivum
nem jatszik donté szerepet a gatlé hatas létrejottében.

A HPV16 E7 feheérjéje a hypofoszforilalt retinoblasztoma proteinhez kapcsolodva
megakadalyozza annak az E2F transzkripcios faktorhoz valé kotédését, a szabad E2F1 pedig
szamos, a sejtciklus S-fazisdban kozremikddé gén transzkripciojat  befolyasolja.
Kisérleteikben azt tapasztaltdk, hogy az E2F1 az E7 proteinhez hasonl6an gatolta a TGF-B2
promoterének transzkripcios aktivitasat. Mindezekbél az eredményekbol azt a kdvetkeztetést
vonhatjéak le, hogy a HPV16 E7 fehérjéje valoszinilleg az E2F1 Rb/E2F komplexbél torténd
felszabaditasa révén fejti ki gatld hatdsdt a TGF-B2 promoterére. Mivel a TGF-B2
prométereben nem talalhaté konszenzus E2F-kotéhely, az E2F1 hatédsa indirekt lehet.

Munkajuk soran megvizsgéltdk a TTV (human circovirus) és a HPV el6fordulasi
aranyat és a fert6zés eseteleges hatdsait a gége tumoros megbetegedéseiben. Vizsgalataik
legfontosabb eredményei a kdvetkezok voltak: Az 6ssz-TTV (1.-5. genocsoport) el6fordulasi
gyakorisaga nem kilonbozoétt szignifikansan a vizsgalati csoportokban és jol korrelalt az
altaluk korabban, egészséges véradok PBMC mintaibol kimutathaté értékkel (95 %). Azon
tumoros betegeknél, akiknél a mitét utani idészakban komplikacié lépett fol — a tumor
recidivalt vagy metasztazis alakult ki -, szignifikansan nagyobb volt az 1. genocsoportba
tartoz0 TTV el6fordulasa, mint a tobbi vizsgalati csoportban. A gége laphamsejtes
carcinomajaban szenvedo betegek kozott szignifikansan rosszabb volt a TTV-vel és HPV-vel
egyarant fert6zottek komplikaciomentes tulélese.

Feltételezik, hogy az 1. genocsoportba tartozd TTV és HPV eddig ismeretlen mddon
torténd interakcidja eredményezi a tumorprogressziot.



Eredményeik alapjan ez a magyarazat a legvaldsziniibb. A vizsgalati csoportok kdzil
csak a tumorprogresszids carcinomas betegek esetében tapasztaltak kiemelkedéen magas
koinfekcios ardnyt. Szintén ezt a lehetéséget tdmasztja ala a malignus transzforméacion atesett
papillomatozisok esetében tapasztalt magas koinfekcids arany.

A feltételezett egyuttmiikddés hatterében szamos folyamat allhat. A TTV-rél leirtak,
hogy immunmodulativ hatasa lehet, igy a TTV fert6zés lokalisan meggyengitve az
immunvalaszt, megakadalyozhatja a HPV fertézott sejtek eliminacidjat. A két virus egydttes
jelenléte egyazon sejtben megvéltoztathatja a sejtmetabolizmust, mddosulhat a HPV
integracid, megvéaltozhatnak az antigén-prezentalé utvonalak, megnéhet a proto-onkogének
és/vagy a sejtes/viralis anti-apoptotikus fehérjek expresszidja.

Az E-cadherin tumorszuppresszor gén promoter —160 C/A polimorfizmusénak szerepe
a gyomor-, mell-, vastagbél- és prosztatadaganatokban jol ismert. A transzkripcio
kezdéhelyetol szamitott —160. bazisnal talalhatd, egyedi nukleotidot érint6 (C/A)
polimorfizmus megvaltoztatja a promoter er6sségét és a transzkripcids faktorok kotédeset,
emellett kozvetlen hatasa van az E-cadherin gén transzkripcidjara: az A allél Kisebb
transzkripcids aktivitassal rendelkezik a C allélhoz viszonyitva. Ez az allélvariacio egy
potencialis genetikai marker, melynek segitségével azonosithatdak azok a betegek, akik
megndvekedett kockazattal rendelkeznek az invaziv / metasztatikus megbetegedésekre nézve.

A HPV a cervix carcinoma és a rekurrens respiratorikus papillomatosis (RRP)
kialakulasaban etiologiai faktor, mig a laryngealis carcinoma planocellulare kialakulasaban
kockazati tényezoként szerepel az alkoholfogyasztés és a dohanyzés mellett.

Munkajuk soran méhnyakrakos és laryngealis daganatokban (papilloma planocellulare
és carcinoma planocellulare) vizsgaltdk a -160 C/A polimorfizmus el6fordulasat.
Megvizsgaltak az allélfrekvencidkat a human papillomavirus fertézés, illetve a metasztazis
kialakulasaval ¢sszefliggésben is.

Eredmenyeik szerint sem a cervix carcinomas primer daganatokban, sem a
nyirokcsomO metasztazisaiban nem tért el szignifikansan az allélfrekvencia a kontroll
(egészséges verado) populaciohoz viszonyitva. A =160 C/A polimorfizmus megléte és a HPV
jelenléte kozott sem talélt dsszefliggest. A laryngealis carcinoma planocellulare mintakban a
polimorfizmus eléfordulasa nem kilénbdzott szignifikansan a kontroll mintdkhoz viszonyitva,
és fliggetlen volt a papillomavirus jelenlététél. A laryngealis papilloma planocellulare
mintakban viszont szignifikansan nagyobb volt a polimorf A allél fekvenciaja, mint a kontroll
populacidban.

Rekurrens respiratory papillomavirus (RRP) esetekb6l HPV 11 DNS minden esetben
kimutathatd episzomalis formaban. A kopiaszam idorol idére valtozott. Kéthetes cidofovir
terapia hatasara a virus kopiaszam lecsokkent és a klinikai kép is jelentésen javult. A terapia
folytatasara azutan ismét elérte a HPV genom kodpiaszam a terapia el6tti értéket, ismét
fluktualt ez az érték és az RRP is megjelent. Igy csak a terapia kezdetét tekinthetik sikeresnek.

A HPV-6 pozitiv, fej-nyaki, illetve cervixbol szarmazd mintak esetében a malignus
elvaltozasokbdl a HPV-6 ,b” varidnsat detektdltdk, mig a benignus fej-nyaki és szajlregi
mintakbdl HPV-6a volt kimutathatd. A cervixb6l szarmazo atipias mintak esetén HPV-6a-t
vagy HPV-6b-t detektaltak. A HPV-6a és HPV-6b long control régidjat (LCR), amelynek a
viralis gének expresszidjanak szabalyozdsdban van szerepe, reporter vektorba klonoztak
annak tisztazasara, hogy a két varians LCR-ében is meglévé, irodalmi adatok alapjan is
megfigyelhet6 szekvencia kulonbségek befolyasoljak-e a viralis gének expressziojanak



mértékét. A HPV-6a és 6b LCR-klonok mar elkésziiltek, az expresszios vizsgalatok a
kozeljovoben veszik kezdetiiket.

A cidofovir kezelésre rosszul reagéld, HPV-11 pozitiv, juvenilis rekurrens respiratory
papillomatosisban szenved6 beteg mintai kozil a cidofovir terdpiara meg reagalo, illetve a
kezelésre mar nem reagal6 szakaszbdl szarmazd mintak esetében is elvégezték a viralis E1,
E2, E6, E7 és long control regio SSCP analizisét, mely régioknak szerepe lehet abban, hogy a
virus a cidofovir kezelésre a terapia késobbi szakaszaban rosszul reagalt. Elvégezték tovabba
az E2 és E7 régidk nukleotid szekvenalassal torténé szekvencia analizisét, az itt detektalhatd
nukleotid szekvencia valtozasok nem eredményeznek valtozast az E2 és E7 fehérjék aminosav
sorrendjében. Jelenleg folyik a viralis long control regio reporter vektorba torténé klénozéasa,
mivel a viralis LCR kilonb6z6 transzkripcids faktorok kotésével befolyasolhatja a viralis
gének transzkripciojanak és expressziojanak mertékét.



