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1. BEVEZETES

A Polyomaviridae viruscsalad 13 humanpatogén virusa koziil minddssze négyrol
tudjuk biztosan, hogy milyen betegséget, tiinetet okoznak. Ismeretanyagunk errdl a négy
virusrdl segithet a kutatasok tervezésében, amelyekkel 1€pésrol 1épésre derithetjiik ki a
ma még feltaratlan patogenezisi, genomszekvenciaként leirt virusok Klinikai
jelentdségét. A tobb mint 50 éve felfedezett BK ¢és JC polyomavirusok (BKPyV és
JCPyV) a populacié nagy részét fert6zik, latens virusként élethosszan a szervezetben
maradnak, reaktivaciojuk az immunszupprimalt betegekben komoly kockéazatot jelent. A
transzplantalt, immunszuppressziv terapidban részesiilo betegekben sulyos, akar halalos
kimenetelli kdvetkezménnyel jarhat a virusok replikacidja. A fertdzések, reaktivaciok
mikrobiologiai diagnosztikdja ma mar alapkovetelmény, viszont célzott terapia,
prevenci6 tovabbra sincs.1? Mindkét virusrél folyamatosan béviil az ismeretanyagunk.
Tudjuk, hogy kiilonb6z6 genotipusaik vannak, hogy ezek foldrajzi elkiiloniilést is
mutatnak, hogy a hipervariabilis, szabalyoz6 régiot érinté genetikai mutaciok hatassal
lehetnek a virus patogenezisére.®>* Az is tény, hogy a BKPyV esetében nem csak
kiilonb6z6 genotipusok, hanem szerotipusok léteznek, amelyek f6 kapszid fehérjéi
jelentds kiilonbségeket mutatnak.’> Tébb kérdés azonban mdig nem tisztazott. Nem
tudjuk, pontosan hogyan terjednek, mi a behatolasi kapu, hol replikdlodnak eldszor. A
DNS prevalencia adatok alapjan feltételezhetd a vizelettel, széklettel, szennyvizzel,
nyallal, 1éguti valadékkal terjedés, a szdjon at, Iéguton at torténd behatolds, de még az
anyarol magzatra terjedés is. A BKPyV onkogén potencidlja is erdsen kutatott teriilet. A
Merkel sejt polyomavirus (MCPyV) viszont bizonyitottan a Merkel sejt carcinoma, egy
ritka, de nagyon rossz prognézisti bértumor okozoja. Bar a szeroprevalencia felmérések
alapjan tudjuk, hogy a virus az emberek dontd tobbségét fertzi, hogy a Merkel sejt
carcinomak kozel 80%-4aban kimutathaté a virusgenom integralt formaban, mégis tobb
viroldgiai alapkérdés és az onkogenezis pontos mechanizmusa sem kellden tisztazott
még.® A terjedési modok koziil szintén a DNS prevalencia adatok alapjan a bér a bérrel
kontaktus, a léguti valadékkal, nyallal, fekal-ordl moddon vald transzmisszio is
feltételezett. Nem ismert, hogy a szervezetben mely sejt(ek)ben replikalodik, jelenleg az
in vitro végzett replikacios kisérletekre tamaszkodnak a feltételezések. A folyamatosan
boviild szekvenciaadatok alapjan pedig szintén felmeriilt, hogy foldrajzilag elkiiloniild
genotipusai lehetnek. A trichodysplasia spinulosa asszocialt polyomavirust (TSPyV) a
csak immunszupprimalt betegekben leirt, ritka bérbetegségbél fedezték fel.” Erdekesség,



hogy a TSPyV primer fertézés sordn is okozhatja a bor tiiskeszerli elvaltozésait, a
szérvesztést, vagyis nem csak a reaktivacio jarhat kdvetkezményekkel.® A szerologiai
felmérések alapjan a BKPyV-hez és JCPyV-hez hasonldo mértékben elterjedt virus, az
altala okozott betegséget mégis joval ritkabban diagnosztizaljak. A patogenezis mellett a
terjedési mod, a replikacié célsejtjei sem tisztazottak. °

A tobbi human polyomavirusr6l — igy a doktori munka soran vizsgalt human
polyomavirus 9-rél, MW polyomavirusrél és STL polyomavirusr6l — viszont még
kevesebb informacioval rendelkeziink. A fentiekben felsorolt ismeretanyag, a mar jobban
tanulmanyozott human polyomavirusokrol meglévé tudasunk alapjan azonban
tervezhetdéek a kutatasok. Megismerésiikhoz, a virologiai alapkérdések tisztazasahoz
tudnunk kell, hogy valoban fertézik-e az embert, mennyire elterjedtek, vannak-e foldrajzi
kiilonbségek, mikor fertézédiink, esetleg vannak-e olyan betegcsoportok, akik
fogékonyabbak a fertézésre. Ezen kérdések megvalaszolasara szeroprevalencia
vizsgalatokat végezhetiink. Modszertani kihivas, mivel a sziikséges antigén sem kaphato
kereskedelmi forgalomban. A metodikakat mindenki maga fejleszti, ami olykor neheziti
az egyes kutatdcsoportok altal publikalt adatok kiértékelését, az 6sszehasonlitast. A virus,
a virus genomjanak kimutatdsa kiilonb6z6 mintakban, a prevalencia vizsgalatok segitik a
terjedési mod, a replikacid helyének feltérképezését. A genomok szekvenaldsa, a
szekvenciak elemzése segithet feltarni, vannak-e a virusoknak eltéré genotipusai, ezek
mutatnak-e foldrajzi elkiiloniilést. A replikaciot, génexpressziot szabalyozod régiok
variancidjanak analizise, majd ezeknek a szekvencidknak az in vitro, funkcionalis
vizsgalata feltarhatja az esetleges biologiai kiilonbségeket, sot, a replikaciod potencialis

célsejtjeit is.



2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. Human polyomavirusok

A Polyomaviridae csalad els6 tagjat az 1950-es években izolaltak egérbdl, majd in
vivo és in vitro kisérletekkel is igazoltdk, hogy tobbféle daganat okozoja.l%'t A
polyomavirus gorog eredetli elnevezés, a tumorkeltd tulajdonsagra utal: a sok jelentésti
poly és a tumor értelmli oma szavak Osszetételébdl keletkezett. A Polyomaviridae
csaladban a Nemzetk6zi Virustaxondmiai Bizottsag jelenleg (ICTV, https://ictv.global)
118 eml6soket, igy embert is, madarakat és halakat fert6z6 fajt tart nyilvan, amelyeket az
Alphapolyomavirus, Betapolyomavirus, Deltapolyomavirus, Epsilonpolyomavirus,
Etapolyomavirus, Gammapolyomavirus, Thetapolyomavirus és Zetapolyomavirus
genusokba sorol. Vélhetden mai ismereteinknél sokkal diverzebb viruscsaladrol lehet szo,
irtak mar le polyomavirus szekvenciakat hiillokbél, kétéltiiekbo] és izeltlabtakbol is.'? A
polyomavirusok altalaban erésen gazdafaj-specifikusak, gyakran egyetlen fajt, esetleg
annak kozeli rokonait fertézik. Néhany human, emlds és madar polyomavirus jol ismert
patogén, amelyek stlyos, akar letalis korképeket vagy tumort okoznak.'?*® A taxondmiai
fajnevek helyett az értekezésben a virusnevek szerepelnek, az altalanos bemutatas pedig
a humanpatogén virusokra fokuszal.

A viruscsaladban jelenleg 13 humanpatogén fajt tart nyilvan az ICTV. Az elsé
humanpatogén virusokat, a BK és a JC polyomavirust 1971-ben izolaltak replikalodo
virusokként. A BKPyV-et egy hugyvezeték-sziikiiletben szenvedd, veseatiiltetett beteg
vizeletébdl, a JCPyV-et pedig egy Hodgkin-lymphomas beteg agyszovetébol, aki
progressziv multifocalis leukoencephalopathidban szenvedett.'*!® Ugyan e két
humanpatogén polyomavirusrol tudunk a legtobbet, a klinikai mikrobiologiai vizsgalatok
soran bizonyos betegcsoportok esetében rutinszerlien diagnosztizalt virusok, tobb kérdés
is nyitott veliikk kapcsolatban. Nem ismert a pontos terjedési mod, ahogy a replikacio elsé
célsejtjei sem. Viszont mindkét virus jelenlétét igazoltdk garatmanduldban, igy
feltételezik, hogy egyrészt a bejutds utan ott replikalodhatnak, masrészt perzisztens
fertdzés johet létre ebben a masodlagos nyirokszervben.!®” Ma maér tudjuk, hogy
mindkét virus ubikviter az emberi populacidban, a BKPyV primer fertézések dontéen
gyermekkorban zajlanak, a JCPyV szeroprevalencia viszont életkorral fokozatosan
novekvo. Az egészséges immunrendszerli személyekben tiinetmentesen vagy nagyon
enyhe, nem specifikus tiinetekkel zajlo, primer fertézés soran a virus a szervezetben

disszeminalodik, virémia, majd latens fert6zés alakul ki elsdsorban a vesében és a
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hugyttban, de leukocitdkban és agyban is. A reaktivacid soran viruria jellemzd6. Mindkét
virus  tlinetmentes  reaktivacioja  egészséges egyénekben is  megtorténhet,
immunszuppresszaltakban viszont a reaktivaldodott virusfertézés stlyos, akar letalis
korképekkel jarhat. A BKPyV reaktivacidja leggyakrabban veseérintettséggel jar:
haematuria, haemorrhagias cystitis, urether stenosis, interstitialis nephiritis,
polyomavirus asszocidlt nephropathia foként csontveld-, illetve vesetranszplantalt
betegekben alakul ki, de mas immungyenge személyekben is eléfordul. A JCPyV
reaktivacid6 immunszupprimaltakban az igen gyakran fatalis kimenetelli progressziv
multifocalis leukoencephalopathiat okozza.}?® Tébb mint harom évtized telt el, mire
2007-ben két ujabb humanpatogén polyomavirust azonositottak. A KI és a WU
polyomavirust (KIPyV és WUPyV) is léguti betegségben szenvedd gyerekek orrgarat
mintajabol irtdk le.1®? Az azéta zajlo kutatasok ellenére sem sikeriilt koroki szerepiiket
feltarni. Feltételezések szerint onalldoan vagy tarsfert6zoként léguti patogének lehetnek,
am ezt egyértelmiien igazolni még nem tudtak.?t?2 2008-ban egy ritka, de igen rossz
progndzist bértumorboél, a Merkel sejt carcinoméabél azonositottak az MCPyV-et.?® Maig
az egyetlen huménpatogén polyomavirus, amelyet egyértelmiien tumorvirusként tartunk
szamon.® A human polyomavirus 6-ot és 7-et (HPyV6, HPyV7) egészséges személyektdl
vett bérmintabol irtdk le 2010-ben.?* Néhany esettanulmany alapjan feltételezik, hogy
mindkét virus immunszuppriméltakban hiperkeratézissal jaré bortiineteket okozhat.?>?
A TSPyV-et szintén 2010-ben egy trichodysplasia spinulosaban szenvedd, transzplantalt
beteg borének tliskeszerli elvaltozasabol irtdk le. A virus a nevét add borbetegség
okozéja.” Egy évvel késébb publikaltik a kovetkezd virust, a human polyomavirus 9-et
(HPyV9) vesetranszplantalt beteg szérumabol.?’ 2012-ben az MW polyomavirust
(MWPYV), 2 egy évvel késébb az STL polyomavirust (STLPyV) irtak le gyerekek
székletmintaibol.?® 2014-ben egy transzplantalt beteg izombiopsziajabol azonositott 1;j
polyomavirussal, a New Jersey polyomavirussal (NJPyV), majd 2017-ben bérmintabol
szekvenalt LI polyomavirussal (LIPyV) béviilt a viruscsalad.3*3! Az utébbi 6t virus egyikét
sem tudjuk jelenleg betegséghez tarsitani. Két ujabb, feltételezhetben humdanpatogén
polyomavirus genomot irtak le, 2019-ben székletbdl a Quebec polyomavirust (QPyV),%
2023-ban bdrmintabol a HPyV16-0t.3 Ezeket az ICTV még nem sorolta be a
viruscsaladba. A human polyomavirus 12 (HPyV12) genomjat majszévetbdl 2013-ban
szekvenaltak.3* Mivel majdnem teljesen identikus szekvencidt cickanyokbél is publikéltak,
¢ 35

jelenleg kérdéses a virus gazdafaja, ezért nem szerepel a humanpatogén virusok koz

Kiemelendd, hogy a 2000-es években azonositott virusok mindegyikét
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genomszekvenciaként azonositottak, nem klasszikus viroldgiai izolalds tortént. Az
MCPyV és TSPyV 4éltal okozott betegségek jol ismertek.%3%3" A HPyV6 és HPyV7
valésziniileg bérbetegséget okoznak, ismereteink azonban még hianyosak.?>383° A t5bbi
hét, huméanpatogénként szdmon tartott virusrol azonban nem tudjuk, hogy okoznak-e €s

milyen betegséget, ismereteink €zen virusok esetében erésen hidnyosak.

2.2. A human polyomavirusok tulajdonsagai

A polyomavirusok kisméretii, 45-50 nanométer atmérdji, lipidburokkal nem
rendelkezd, ikozaéderes szimmetriaju virusok. A kapszidjuk 72 kapszomerbdl épiil fel,
amelyek f6 alkotoeleme a pentamereket formalé VP1 (virus protein 1) fehérje. A
kapszomerek stabilitasat a C-terminalis régiok kozti kapcsolatok biztositjak, amelyeket
diszulfid hidak és kalcium ionok is erésitenek. Minden kapszomer a virion belseje felé
egy VP2 vagy VP3 fehérjével is kapcsolodik. Szekvenciaclemzések alapjan VP4 fehérje
1étét is feltételezik a BKPyV és JCPyV esetében is, hasonldéan néhany allati
polyomavirushoz.*> A VP1 N-termindlis régidja kotédik a DNS genomhoz, amely
cellularis hisztonokkal minikromoszémaként talalhaté a virionban.* A polyomavirusok
jellegzetes, sematikus képe a strukturalis elemekkel az 1. abran. A kapszidot alkot6 VP1
fehérjére jellemzo, hogy spontan is képes pentamerekké, majd ikozahedralis, virusszerti

partikulumma, ugynevezett VLP-vé rendezddni akar laboratoriumi koriilmények kozt
ie 41
IS.

1. abra: Polyomavirusok szerkezete

VP1
VP2
VP3
Histone

Genomic DNA

Forras: https://Isbio-7d62.kxcdn.com/research-areas/infectious-disease/polyomaviridae
VPL1: virus protein 1; VP2: virus protein 2; VP3: virus protein 3
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Mivel a VP1 fehérje helyezkedik el a kapszid kiils6 felszinén, ez hatdrozza meg a
virus receptorspecificitasat, vagyis azt, hogy milyen sejtekhez képes kotddni. Tovabba a
fertézésen atesetteknél ez ellen termelddik neutralizald ellenanyag. A neutralizalo
ellenanyagok képesek megakadalyozni a polyomavirusok kotédését a gazdasejtekhez,

2 A VPI ellen termel3dé neutralizald és

ezaltal gatoljak a virusok sejtbe valo bejutasat
nem neutralizal6 ellenanyagok kimutatasaval szeroprevalencia vizsgalatot végezhetiink,
azaz felmérhetjiik a virusok populacioban eléforduld gyakorisdgat, azonosithatjuk a
fertdzésen mar atesetteket.

A polyomavirusok genomja cirkularis, duplaszala DNS. A human polyomavirusok
genomja 4776 (STLPyV) ¢és 5387 bazispar (MCPyV) kozt valtozd méretii

(https://ictv.global). A genom funkcionalis egységei a korai (E), a kés6i (L) és a kettd

kozti, nem kodold, szabalyozo régié (NCCR). Erdekesség, hogy mindkét szalrél torténik
transzkripcio ellentétes iranyban (2. abra). A korai régié a tumor antigéneket (TAQ)
koédolja. Még a viralis DNS replikacioja elott, egyetlen mRNS alternativ splicingja révén
keletkezik a nagy T-antigén (LTAQ) és a kis T-antigén (sTAQ). Bizonyos polyomavirusok
— példaul a JCPyV, az MCPyV, TSPyV és STLPyV — esetében alternativ nyitott
leolvasasi keret vagy splicing révén tovabbi fehérjék is keletkezhetnek. % Az LTAg
konzervalt motivumokkal rendelkezik, és szamos funkcidja van. Az NCCR
meghatarozott szekvenciamotivumaihoz koétddve kulcsszerepe van a transzkripeid €s a
replikdcio6 szabalyozasaban. Kis mennyiségben cellularis fehérjékkel egyiitt a korai régio
transzkripcigjat segiti. Nagyobb mennyiségben viszont inicializalja a DNS replikéciojat,
gatolja a korai régio transzkripciojat, valamint celluldris transzkripcids faktorokhoz

kotddve serkenti a késdi fehérjék expressziojat.*®

A sejtciklust is szabalyozza, a
retinoblastoma csalad tagjaihoz kdtddése révén a sejtet S fazisba tolja.*” Az sTAQ szerepe
az LTAg stabilizalasa, a sejtciklus eldremozditasa, a virdlis DNS replik4ciojanak és a
késdi régid expresszidjanak segitése.*’ ™t A késoi régié a kapszidot alkotd szerkezeti
fehérjéket kodolja. A VP1 és a VP2 fehérjék egy mRNS alternativ splicingja révén
keletkeznek. A VP3, amely az MCPyV esetében hianyzik, alternativ startkodon révén
keletkezik. Ezenkiviil a BKPyV ¢és JCPyV kés6i régiojarol agnoprotein is keletkezik,
amely serkenti a virus DNS replikaciojat és a virion dsszeszerelddését.>? A késoi régiorol
keletkez6 microRNS-ek gatoljak a korai génexpressziot, valamint a virus szamara

elényds, immunmodulalo hatasuk is van.>®


https://ictv.global/

2. abra: A Polyomavirusok genomszerkezete

Forras: J. Gen. Virol. 94, 482 (2013); https://doi.org/10.1099/vir.0.048462-0 NCCR: nem
kddolo, kontroll régio; agno: agnoprotein; VPL: virus protein 1; VP2: virus protein 2;
VP3: virus protein 3; Large T: nagy T antigén; small T: kis T antigén; HpyV: human
polyomavirus; bp: bazispar

Az NCCR-ben talalhato a replikacios origd LTAg koté motivummal, valamint a korai
és késOi régio promoterei ¢és enhancerei. Az NCCR régio kulcsszerepet jatszik a
polyomavirusok  sejttropizmusanak és  génexpresszidjanak  szabalyozasaban,
meghatdrozva, hogy a virus mely sejttipusokban képes replikalodni. Az NCCR régio
mérete és szekvenciaja fajonként valtozo, hossza a jelenlegi szekvenciak alapjan 267 bp
és 645 bp kozti. A kiilonboz6 virusfajok NCCR szekvenciai nagyon kiilonbozoek, és
hipervariabilis régioként fajon beliil is jelentds valtozékonysagot mutatnak.> Igazoltak,
hogy az archetipushoz képest jelentdsen eltérd, ugynevezett atrendez6dott NCCR
szekvenciaval rendelkez6 BKPyV és JCPyV replikacidja fokozott lehet, valamint a virus
patogenitasa is valtozhat, stilyosabb lehet a fertézés kovetkezménye.3*

A genomszekvencidk elemzése alapjan mind a BK, mind a JC polyomavirusnak
kiilonb6zd genotipusai vannak, amelyek foldrajzi elkiiloniilését is igazoltdk. A foldrajzi
elkiiloniilést az analizisek alapjan felallitott hipotézis szerint a gazdafajjal torténd
egylittes migracid, azaz az emberi faj kontinenseken &t torténd vandorlasa
eredményezhette.}*> A BKPyV genotipusok VP1 fehérjéi olyan jelentdsen eltérnek, hogy

a genotipusok egyben elkiiloniild szerotipusok is.° Ez egyrészt jelenthet eltérd
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sejttropizmust, akar patogenitasbeli kiilonbséget. Masrészt az egyik szerotipus ellen

termelddo ellenanyagok nem nyujtanak teljes védelmet egy masik szerotipussal szemben.

2.3. Human polyomavirus 9
Kozel masfél évtizeddel a felfedezést kovetden sem ismerjiilk a HPyV9 klinikai

jelentdségét, nem tudjuk, okoz-e betegséget.?’

Annak ellenére, hogy tobb kutatocsoport
is végzett DNS prevalencia vizsgalatokat kiilonféle mintakkal, illetve szeroprevalencia
felméréseket is publikaltak, még az alapvetd kérdések is tisztazatlanok a virussal
kapcsolatban.

Kérdéses a HPyV9 populacids elterjedtsége is, az eddig megjelent 11 tanulmany 11%
és 47% kozti felndttkori szeroprevalencia adatot kozolt.2"°%%° Az adatok jelentds eltérései
mellett az is valtozd, hogy a pozitivitasi arany miként alakult az egyes Korosztalyokban.
A gyermekeket is vizsgalo német és olasz tanulmanyok életkorral ndvekvo atfertézottségi
aranyt figyeltek meg.>%°7% Egy ausztral felmérés viszont a legtdbb életkori csoportban
alacsony, szinte alig kiilonbozd szeropozitivitasi aranyt detektalt.>® Az olasz kutatok az
¢letkorral folyamatosan novekvd szerpozitivitasrol szamoltak be felndttek esetén is, a
legmagasabb, 70%-o0s atfert6zottséget a vizsgalt csoportban a 80 év felettick korében
tapasztaltik, mikdzben a felnéttkori szeroprevalencia 40% volt.*®" Mas kutatocsoportok
viszonylag stabil felndttkori szeropozitivitasrol szamoltak be, esetleg az életkor

elorehaladtaval kismértékben nétt az éltfertézéttség,ﬁl’G?’

vagy ellenkezdleg, az életkor
elérehaladtaval csokkent.®%0® Az adatok kiilonbozOségeit magyarazhatjdk a
modszertani, a vizsgalat csoportok kozti eltérések, de akar foldrajzi kiilonbség is allhat a
hattérben. Magyarorszagrol még nem publikaltak adatokat, a hazai atfert6zottségi arany
ismertelen.

Nem tudjuk, hogy hogyan torténik a primer infekcio, hol replikalodik a virus. HPyV9
DNS-t alacsony prevalenciaval mutattak mar ki vérbdl,2"%%677"1 vizeletbol, 270" 1¢guti
mintabol,’%"! bérmintabol,”*"" garatmandulabol’® és tiiddszovetbol’! is. Masok viszont
nem detektaltak a virust vérb6l,’*2 vizeletb61,8-82 bormintabol 8384 léguti mintabol, >0
garatmandulabol,38" székletbs1®® és likvorbol®®8 sem. A HPyV9 terjedési modja
tovabbra is rejtély, a 1€guti, a szajon at, esteleg a bor a borrel kontaktus utjan valo terjedés
is felmertil.

Vizsgaltdak a HPyV9 jelenlétét boér-, agy-, vese-, holyag-, mandula- ¢és

melltumorokban, minden DNS prevalencia felmérés negativ eredménnyel zarult.3487:89-94



Egy tanulmdnyban a vesetranszplantaltakban szignifikdnsan nagyobb aranyban
mutattak ki virémiat az egészséges véradokhoz képest.”® Ezért felmeriilt, hogy az
immunszupresszié ndvelheti a virusfertézés iranti fogékonysagot, illetve ha latens
fertézés alakul ki, a reaktivaciot. Két vizsgalatban is szerokonverziot, a szeropozitivitasi
arany szignifikdns novekedését figyelték meg transzplantacio utdni kovetéses
vizsgélatban, mikdzben az egészséges kontrollcsoportban nem valtozott az atfertdzottségi
adat.®% Ugyanakkor egy masik, vesetranszplantalt betegek kovetéses vizsgalatdban a
HPyV9-et nem tudtak kimutatni vér-, vizelet- és léguti mintaban sem.®® Egy masik
kutatocsoport sem detektalt HPyV9-et vérbol egy kovetéses vizsgalat soran, melyben
allogén 8ssejttranszplantalt betegek vérmintait vizsgaltdk.”” A terhesség alatti
immunologiai valtozasok novelhetik a fertézésekkel szembeni fogékonysagot, a latens
fertdzések reaktivacidjat. A témavezetd munkacsoportja terhes és nem terhes nék vizelet,
vér és 1églti mintaiban is detektalta a HPyV9 DNS-¢ét, azonban a két csoport kdzt nem
volt eltérés a prevalenciaban. Az eredmények alapjan terhességben nem nétt a HPyV9
fertézés kockazata.™

Egy esetsorozat elemzés kapcsan harom szervatiiltetett beteghben a Kiterjedt,
hiperkeratdzisos boérelvaltozasukbol HPyV9-et detektaltak. Mindharom beteg a
bortiinetek megjelenését kovetd egy éven beliil tobbszervi elégtelenségben elhunyt.
Semmilyen mas, ismert korokozot nem azonositottak a mintaikbol a mikrobiologiai
diagnosztikai vizsgalatok soran. A betegek vérében, vizeletében, szem- és szajiiregi
tampontdrletében, valamint egy beteg tiidészovetében is kimutattdk a HPyV9
nukleinsavat, ami a virus szervezeten beliili disszeminaciojara utal. Aktiv virusreplikaciot
sejtet, hogy a bér- és a tiiddszoveti mintaban viralis mRNS-t is detektaltak.”

A HPyV9 in vivo sejttropizmusa még nem ismert. Probalkoztak mar virion
eléallitasaval. Ennek soran HPyV9 genomot transzfektaltak kiilonbozo allati és humén
sejtekbe, azonban teljes virusreplikacd nem tortént, a kisérletek sikertelenek voltak.®2

A polyomavirusok sejttropizmusat nagymértékben a viruskapszid és a gazdasejt
receptorai kozotti interakciok hatdrozzak meg. Miutdn a virus bejutott a sejtmagba, a
génexpressziot, a replikacio 1épéseit az NCCR szabalyozza. A virus szabalyozo, korai
fehérjéinek, a gazdasejt transzkripcios faktorainak és az NCCR-nek a kolcsonhatasa
befolyasolja a viralis génexpressziot, azt, hogy egy adott sejttipusban latencia vagy
produktiv virusreplikacid kovetkezik be. A polyomavirusok hipervariabilis NCCR

crer

replikacidjara és patogenitisara.>* Noha a GenBank adatbazisban jelenleg csak
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korlatozott szamu teljes HPyV9 genom érhetd el, az eddigi adatok madris jelentds

eltéréseket mutatnak az NCCR régiok kozott, amelyek biologiai szerepe még feltaratlan.

2.4. MW polyomavirus

Az MWPyV-et 2012-ben izolaltak egy Malawiban €16, egészséges, 15 honapos
gyermek székletmintajabol.? A virus koroki szerepe, a terjedési mod, a replikacio helye
nem ismert, jelenleg viszonylag kevés DNS ¢és szeroprevalencia adat all rendelkezésre.

A MWPyYV DNS-t egészséges, valamint gasztrointesztinalis tiinetekkel rendelkezd
gyermekek és felnéttek székletmintaiban 0,5-12,8%-o0s el6fordulasban mutattak ki, ami
arra utal, hogy a virus fekal-oral uton terjedhet.®®191 Léguiti mintdk 0,7-9,2%-aban is
detektaltak, pozitivitas dontden gyermekek mintaira volt jellemz6.8%190192 Bz alapian a
1éguti terjedés is feltételezhetd. A munkacsoportunk altal végzett korabbi kutatasok soran
tiidészdveti mintakban nem sikeriilt Kimutatnunk a virus genom;jat.!®® Azonban MWPyV
DNS jelenlétét igazoltak mar garat- és ormmandulaban is, ami arra utal, hogy a

masodlagos nyirokszovetek szerepet jatszhatnak a virus replikdciojaban, akér

perzisztenciajaban.8®®” A virust kimutattdk tovabba condylomaban'® és egyéb

bérmintaban is.”># A virus szervezeten beliili disszeminaciojat vizsgalva vér-, vizelet- és
likvor mintakat is elemeztek,8%99190.105 de MWPyV DNS-t csupén egy egészséges véradod
vérmintdjaban mutattak ki.®® Igy jelenleg kérdéses, hogy a virus a behatols, majd a
célsejtekben torténd replikacié utan disszeminalodik-e a szervezetben, kialakul-e
perzisztens, latens fert6zés.

A szeroprevalencia vizsgalatok meglehetésen ellentmonddak, az eddigi
kozeleményekben a felndttkori szeropozitivitdsi arany 41-999%,47:60616364106107 Ao
gyermekeket is vizsgalo kutatasok eredmeényei szerint a primer fertézések jelentds része
gyermekkorban  torténik.#700196.107 A7 Olaszorszagbol, Csehorszagbol, USA-bol,
Ausztraliabol és Hollandiabol k6zolt, eltéro adatok hatterében ebben az esetben is allhat
modszertani  kiilonbség, de lehet akar foldrajzi eltérés is az atfert6zottségben.
Magyarorszagi adatokkal nem rendelkeziink. Negativ eredménnyel zarulo6 DNS
prevalencia vizsgalatot munkacsoportunk tumoros €és nem tumoros tliddszovettel,

valamint vese- és holyagtumorokkal végzett.%3103
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2.5. STL polyomavirus

Az STLPyV-vel kapcsolatban még kevesebb adattal rendelkeziink. Genomjat szintén
egy egészséges, Malawiban ¢16 gyermek székletmintajabol szekvenaltak eldszor.?® A
fekal-oral modon torténd terjedés lehet6sége felmeriilt. A virust tiinetmentes és
hasmenéses tiinetekkel rendelkez6 gyermekek székletmintainak 0,26-4,4%-aban
mutattak ki.2®9%1%8 A virus leiroi vesetranszplantaltak orrgarati és plazmamintaiban nem
detektalta a virust, mindossze egy vizeletben igazolta a virusgenom jelenlétét.?®
Vesteranszplantaltak kovetéses vizsgalata soran egy ausztral csoport azonban egy beteg
orr- és toroktampon mintajaban detektalt STLPyV DNS-t, de sem vérbdl, sem vizeletbol
nem mutattak ki.% Egy kinai kutatocsoport gyermekek garatmandulajanak 2%-aban
azonositott STLPyV DNS-t,%¢ egy német kutatocsoport viszont nem detektalt STLPyV-
et sem tumoros, sem tumormentes mandulaszdvetben.” A virus és a bér kapcsolatat két
csoport vizsgalta. Egy immunszupprimalt beteg condylomajabol STLPyV DNS-t
azonositottak.’%® A virus DNS-ét egészséges felndttek homlokardl és kezérdl vett
bérmintak 7,3%, illetve 8,3%-aban detektaltak.”

STLPyV szeroprevalencia vizsgalatot minddssze harom kutatocsoport végzett.
Hasonl6 adatokat publikaltak az USA-bol, Hollandiabol és Olaszorszagbol. A teljes
szeropozitivitas aranya 68% ¢és 98% kozottinek bizonyult, ami alapjan az STLPyYV széles
korben elterjedt az emberi populacioban. 110112

Hazai atfert6zottségi adatokkal nem rendelkeziink. DNS prevalencia vizsgalat tortént,

azonban tiido-, vese- és holyagtumorban sem sikeriilt STLPyV DNS-t kimutatni.1%3
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3. CELKITUZESEK

A kutatomunkat harom f6 irdnyvonalban terveztiik.

1. AHPyV9,az MWPyV és az STLPyV szeroprevalencidjanak vizsgalatdhoz az alabbi

célokat thztuk ki:

immunkompetens  gyermekektél és  felnbttektél — szarmazd
szérummintak gytjtése;

- VPI1 fehérjék eldallitasa bakterialis fehérjeexpresszios rendszerben;

- ELISA moddszer tervezése €s optimalizalasa;

- szeroprevalencia vizsgélatok elvégzése és analizise.

2. AHPyV9,az MWPyV és az STLPyV esetleges 1éguti terjedésének tanulmanyozasat

DNS prevalencia vizsgalattal terveztiik, amelyhez céljaink a kovetkezéek voltak:

- légati valadék (orrgarat- és garatminta), garat-, orrmandula-, valamint
tiidészovet gyljtése, a mintakbol nukleinsav izolalasa,

- valos idejii PCR modszer tervezése, a PCR vizsgalatok elvégzése, az
eredmények kiértékelése;

- PCR pozitiv mintdk szekvenalésa, a szekvencidk analizise.

3. HPyV9 esetében in vitro funkcionalis genomvizsgalatokat, jelentésen eltérd

szekvencidju promoterek aktivitdsanak vizsgélatat terveztiik kiilonb6zé sejtekben.

Ehhez céljaink a kdvetkezoek voltak:

HPyV9 NCCR szekvencidk kétiranyu, luciferaz riporter vektorba torténd
klonozasa;

HPyV9 LTAQg kodold szekvencia expresszids vektorba torténd klonozasa;
a vektorok transzfekcidja kiilonbozd, igy léguti és bélepitél, endotél,
valamint fibroblaszt sejtekbe;

a promoterek aktivitasanak, valamint az LT fehérje arra gyakorolt

hatasanak vizsgalata a kiilonb6z6 sejttipusokban.

12



4. ANYAGOK ES MODSZEREK

4.1. Szeroprevalencia vizsgalatok
4.1.1. Mintak

A szérummintakat, melyek a szeroprevalencia vizsgalatokhoz sziikségesek, 2016 és
2021 kozott a Debreceni Egyetem Orvosi Mikrobioldgia diagnosztikai vizsgalataira
érkezett mintak kozil gyiijtottiik a Debreceni Egyetem Klinikai Kozpont Regionalis €s
Intézményi Kutatasetikai Bizottsaganak engedélyével (DE RKEB/IKEB: 5134-2018). A
vizsgélat sordn alkalmazott kizarasi kritériumok alapjan nem gytijtottiink mintat olyan
személyektdl, akik kemoterapiaban, immunszuppressziv terapiaban, biologiai terapiaban,
immunstatuszt befolyasold alapbetegséghen szenvedtek, illetve ha egy éven beliil a beteg
vért vagy vérkészitményt kapott. A szérummintakat a tovabbi felhasznalasig fagyasztva
taroltuk.

A HPyV9 szeroprevalencia vizsgalatot dsszesen 1038, 0,7 és 93 év kozti egyénektol
szdrmaz6 szérummintaval végeztik. A mintdkat életkori csoportokba rendeztiik,

amelyeket a vonatkozo életkori és nemi arany adatokkal egyiitt az 1. tablazat tartalmazza.

1. tablazat: HPyV9 szeroprevalencia vizsgalathoz hasznalt mintak

Eletkor, min-
Korcsoportok | Mintaszam | max (median); No/Férfi
év

<3 ¢év 30 0,7-2,9 (1,7) 14/16

3-5¢év 47 3-5,9 (4,2) 19/28

6-9 év 57 6,1-9,9 (7,6) 29/28

10-13 év 70 10,1-13,9 (11,7) 34/36

14-20 év 143 14-20,9 (16) 77/66
21-39 év 199 21-39,6 (31) 96/103
40-59 év 237 40-59,5 (50) 119/118
60-79 év 209 60-79 (69) 105/104

>60 év 46 80-93 (83) 27/19
Osszesen 1038 0,7- 93 (37) 520/518
Feln6tt (>18 év) 718 18-93 (51) 362/356
Gyerek (< 18 év) 320 0,7-17,9 (11,2) 158/162
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Az MWPyV ¢s STLPyV kapszid antigénje elleni antitestek vizsgélatat azonos
mintadllomannyal, 618—618 szérummintdval végeztiik. A mintdkat 0,8 és 90 év kozti
gyermekektdl és felndttektol gyljtottiik. Az életkori csoportok, a teljes kohorsz, a
feln6ttek és gyermekek életkori adatait, valamint a nemek aranyat a 2. tablazat foglalja
Ossze.

2. tablazat: MWPyV és STLPyV szeroprevalencia vizsgalathoz hasznalt mintdk

Eletkor, min-
max (median);
Korcsoportok Mintaszam év No6/Férfi
<6 év 49 0,8-5,9 (3,1) 16/33
6-9 év 41 6,1-9,9 (7,5) 22/19
10-13 év 66 10,1-13,9 (11,9) 37129
14-20 év 92 14-20 (16) 51/41
21-39 ¢év 122 21-39,5 (30) 62/60
40-60 év 130 40-59,5 (50) 66/64
>60 év 118 60-90 (69) 63/55
Osszesen 618 0,8-90 (30) 317/301
Feln6tt (>18 év) 383 18-90 (48) 198/185
Gyerek (< 18 év) 235 0,8-17,9 (11,6) 119/116

4.1.2. VP1 expresszios plazmidok eldallitasa

Minden vizsgélt virus esetében a VP1 fehérjét kodold gént szintetizéltattuk a
referencia szekvenciak alapjan (GeneArt Strings DNA Fragments, Thermo Fisher
Scientific): MWPyV MAOQ95 izolatum (GenBank azonosité: JQ898291.1), STLPyV
MA138 izolatum (GenBank azonosité: JX463183.1); HPyV9 (GenBank azonosito:
HQ696595.1). Az MWPyV és HPyV9 szekvenciakat kodonoptimalizaltuk, az STLPyV
szekvenciat nem. A szintézishez minden szekvenciat az alabbiak szerint modositottunk:
N-terminalisan 6xHis tag szekvenciat, valamint a tag és a fehérje koz¢é linkert (Ser-Ser-
Gly) kodolo szekvenciat, mig a szintetizalt szekvencia végeire Ncol, illetve Xhol
restrikcios endonukleaz hasitohelyeket illesztettiink. A pTriEx-4 Neo (Novagen)
expresszids vektort és az inzerteket Ncol-HF és Xhol restrikcidos endonukledzokkal
emésztettik a gyartoéi utasitdsok alapjan 10X CutSmart pufferben (New England
Biolabs). Az emésztett inzerteket Monarch PCR & DNA Cleanup Kittel (New England
Biolabs) tisztitottuk a gyarto utasitasait kovetve. A restrikcios emésztés utan a hasitott
plazmidot 1%-os agaréz gélben (Sigma-Aldrich) torténd elektroforézis utan a gélbol
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vagtuk ki, majd Monarch DNA Gel Extraction Kittel (New England Biolabs) tisztitottuk
a gyartoi protokoll szerint. Az inzert vektorba illesztését, az expresszidos plazmidok
l1étrehozasat Rapid DNA Ligation Kittel (Thermo Fisher Scientific) végeztik az
eléirasnak  megfeleléen. A ligatum transzformalasat TransformAid Bacterial
Transformation Kittel (Thermo Fisher Scientific) végeztiik egy éjszakan at Lennox Luria
Broth (LB) taptalajon (Sigma-Aldrich) tenyésztett Escherichia coli XL-1 Blue torzsével
(Agilent Technologies), amelyet a transzformacié el6tt 2 6ran at 37 °C-on 300 rpm-mel
razattunk C médiumban. A transzformaci6é minden 1épése a kit utasitasai alapjan zajlott.
A transzformalt baktériumokat 100 pg/mL karbenicillinnel (Duchefa Biochemie)
kiegészitett LB taptalajra szélesztettiik. Az egy ¢€jszakan &t 37 °C-on torténd inkubalas
utan egyedi, izolalt telepekkel kolonia PCR-t végeztiink. A 3. tablazat tartalmazza a
primerek szekvenciait és a reakcido paramétereit. A 20 pL végtérfogatiu reakcidelegy
AmpliTaq Gold 360 master mixet (Thermo Fisher Scientific), 10-10 pmol forward ¢és

reverse primert tartalmazott.

3. tablazat: Kolonia PCR-hez hasznalt primerek és PCR protokoll

Virus Primer Szekvencia (5°-3”) Homersgkletl
neve profil
: 95°C 10 p;
T”eXaR—Se TCACATTGCCAAAAGACGGC |35 ciklus:
HPYV9 95 oC 30 mp,
s7 HPVV/9 59 °C 30 mp,
Ty ATACCATGGCACACCATCACCAC | 72°C 77 mp;
VP1 F
- 72°C5p
95°C 10 p;
TRIEX UP GTTATTGTGCTGTCTCATCA 35 ciklus:
MWPYV 95 oC 30 mp,
s7-MW- 53 °C 30 mp,
TTAACGTGCTGCCGGTGC 72 °C 90 mp;
VP1-R
72°C 5p
95°C 5 p;
TRIEX UP GTTATTGTGCTGTCTCATCA 35 ciklus:
STLPYV 95 C’C 30 mp,
STL 2021 50°C 30 mp,
TTTTTAAAGAAACAGCTTCCCA 72 °C 42 mp;
R1 72°C5p

p: perc; mp: masodperc

A kolonia PCR-re kivalasztott telepek baktériumait emellett 2 mL, 100 pg/mL
karbenicillint tartalmazo6, folyékony, LB taptalajban razattuk 6 6ran at 37 °C-on 220 rpm-
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mel. A kolénia PCR eredmények alapjan az inzertet hordoz6 vektorral transzformalt
baktériumokat 6 ora elteltével 15 mL friss, 100 ug/mL karbenicillinnel kiegészitett,
folyékony, LB taptalajba oltottuk at. A tenyésztés 37 °C-on 220 rpm-es razatassal egy
¢jszakan at zajlott. Az inkubacio6 utan a baktériumokat 4000 g-n 10 percig centrifugaltuk
4 °C-on. A baktériumiiledékbdl a plazmidot PureLink HiPure Plasmid Midiprep Kittel
(Thermo Fisher Scientific) tisztitottuk a gyartdi utasitasok alapjan. A plazmidokat TE
pufferben oldottuk be és -20°C-on taroltuk. Az inzert szekvencidjanak és helyes
primerek és BigDye Terminator Cycle Sequencing Kit (Thermo Fisher Scientific)
hasznalataval. A szekvenalast a Genomi Medicina és Bioinformatikai Szolgaltatd
Laboratorium végezte ABI SeqStudio Genetic Analyzer (Thermo Fisher Scientific)

késziilékkel. A szekvenciak illesztését AliView szoftverrel végeztiik.

4. tablazat: Expresszios plazmidok Sanger szekvendldsdhoz hasznalt primerek

Virus Primer neve Szekvencia (5°-3°)
TriEx UP GTTATTGTGCTGTCTCATCA
Triex_R_seq TCACATTGCCAAAAGACGGC

HPyV9 | HPyV9 _VP1_F2 CTGGAACTGCAAGGTCTGGT
HPyV9_VP1_R1 ATTACCCATACGCGGATTCA
HPYV9_VP1_R2 ATCCAGTGCCTGATTAACCG
TriEx UP GTTATTGTGCTGTCTCATCA
Triex_R_seq TCACATTGCCAAAAGACGGC
MWPyV | sz-Malawi_VP1-R TTAACGTGCTGCCGGTGC
MW _VPltag f |TTCAGATGCCGGATAACACC
MW_VP1tag r [TGCCGGAACACAATACTGC

TriEx UP GTTATTGTGCTGTCTCATCA
Triex_R_seq TCACATTGCCAAAAGACGGC
STL2021 F1 GCTGTTCTTCAGCCTCGAAT

STLPyV STL2021 F2 ATGTAGAGGCGATGGACTTTATT
STL2021 R1 TTTTTAAAGAAACAGCTTCCCA
STL2021 R2 GCCTCTGAGCCTTTTCTCATT
STL2021 F3 GTGTAAGTGGTCAGCCCCTG
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4.1.3. Bakterialis fehérjeexpresszié

A kodonoptimalizalt HPyV9 és MWPyV VP1 fehérjéket Escherichia coli Origami
B(DE3)pLacl (Novagen), mig az STLPyV VP1l-et Escherichia coli Rosetta-gami
B(DE3)pLacl (Novagen) kompetens baktériumban expresszaltattuk. A transzformaciot
TransformAid Bacterial Transformation Kittel, 10 ng plazmiddal végeztiik a gyartoi
utasitasoknak megfeleléen. A transzformalas utan 1% gliikkozt (Sigma-Aldrich), 15
ug/mL kanamicint (Merck Millipore), 34 ug/mL kloramfenikolt (Merck Millipore), 2,5
ug/mL tetraciklint (Merck Millipore) és 100 ug/uL karbenicillint tartalmaz6, szilard LB
taptalajon tenyésztettilk a baktériumokat 30 °C-on 16 6ran at. Ezt kovetéen az egyedi,
izolalt telepet 14 6ran at 30 °C-on 220 rpm-mel razatva eldtenyésztettiikk 5 mL folyékony
taptalajban, mely az alabbiakat tartalmazta: 1% glikkozt, 100 pg/uL karbenicillint, 15
ug/uL kanamicint, 34 pg/uL kloramfenikolt és 12,5 pg/uL tetraciklint. Az inkubacios id6
letelte utan az eldtenyészetbél 2 mL-t 98 mL 100 pg/uL ampicillint (Antibiotice)
tartalmazo, folyékony, LB taptalajba oltottunk, majd 37 °C-on, 220 rpm-mel razatva
tenyésztettiik tovabbi 4 6ran at. A fehérjetermeltetés indukalt modon tértént, a folyékony
taptalajpa 0,5 mM IPTG (izopropil-B-D-1-thiogalaktopiranozid, Thermo Fisher
Scientific) hozzaadasaval a tenyésztés 4. orajaban. Ezt kdvetden a tenyészetet 37 °C-on
tovabbi 3 oran at 220 rpm-mel razatva inkubaltuk. A baktériumokat centrifugaltuk (4000
g, 15 perc, 4 °C-0n), a feliiltiszot eltavolitottuk. Az tiledék tomegének lemérését kdvetden

a fehérjét a tisztitasig -20 °C-on taroltuk.

4.1.4. A kapszid fehérje tisztitasa

A fehérjék tisztitasat affinitas kromatografiaval (Protino NI-TED Packed Columns,
Macherey Nagel) a 6xHis tag segitségével végeztiik. Kisérleteink soran megallapitottuk,
hogy az MWPyV ¢és az STLPyV VP1 fehérjék inkluzios testeket képeztek. A HPyV9
kapszid fehérjék azonban dontéen szolubilis forméaban a citoplazmdban taldlhatéak. A
rendelkezésre allo irodalmi adatok szerint a VP1 fehérjék hajlamosak mar a bakterialis
expresszid soran, de a tisztitdsi folyamat kozben is pentamereket, akar komplett,
virusszerl partikulumokat képezni, amelyben bakterialis chaperonok is segitkezhetnek.
A bakteridlis fehérjéket azonban nativ koriilmények kozott végzett tisztitds soran nehéz
vagy akar lehetetlen teljes mértékben eltavolitani, ahogyan azt elékisérleteink soran mi is
tapasztaltuk. igy az MWPyV és az STLPyV VP1 fehérjék tisztitisa a baktériumokbol
kinyert inkluzids testekbdl alapvetden a Kit denaturald tisztitdsra vonatkozd gyartoi

protokollja alapjan tortént kisebb modositassal. A HPyV9 VP1 tisztitasat a lizalt
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baktériumok centrifugdldsa utan a feliiliszobol végeztiik, de denaturald koriilményeket
alkalmazva. A fehérjetisztitdsok fobb Iépései a kovetkezdek voltak. A baktériumokat
gyors olvasztast kovetden lizaltuk. Ehhez a baktériumokat grammonként 5 mL 1X LEW
pufferben 30 percig jégen billegtetve, idonként keverve inkubaltuk. A LEW puffer
proteaz inhibitort (cOmplete Mini EDTA-free Protease Inhibitor Cocktail, Roche), 1 mM
PMSF-et (fenilmetil-szulfonil-fluorid), 1 mg/mL lizozimet, 1000 U nukleazt (Pierce
Universal Nuclease for Cell Lysis, Thermo Fisher Scientific), valamint HPyV9 és
MWPyV esetében 1% Triton X-et és 5% glicerint is tartalmazott. Az inkubalast kovetéen
10000 g-n, 30 percig, 4 °C-on centrifugaltuk a szuszpenziét. STLPyV és MWPyV
esetében a centrifugalt iiledéket denaturalé oldatban jégen, folyamatos keverés mellett 1
oran at inkubaltuk. A denaturald oldat a kovetkezoket tartalmazta: 50 mM NaH2PQOg4, 300
mM NaCl, 8M urea, 100 mg/mL PMSF és proteazgatlo tabletta (pH 8). A HPyV9 VP1
esetében a lizalt baktériumok centrifugalédsa utan a feliiluszot 1:1 ardnyban kevertiik
denatural6 oldattal, majd szintén 1 6ran at jégen, keverve inkubaltuk. A nem szolubilis
komponenseket centrifugalassal (10000 g, 30 perc, 20 °C) tavolitottuk el. A felilluszot az
elézdleg denaturdld oldattal ekvilibralt oszlopra mértiilk. Mosast denaturdl6 oldattal két
alkalommal végeztiink. A fehérjék eludlasa 2 M ureat tartalmazo elualé pufferrel (50 mM
NaH2PO4, 300 mM NaCl, 2M urea, 250 mM imidazol, pHS8) tortént. A tisztitas soran
majd ureamentes foszfat pufferben (PBS, pH7,4) dializissel végeztiik dializal6 kazettaban
(Slide-A-Lyzer Dialysis Casettes, gamma-irradiated, 10 kDa, Thermo Fisher Scientific)
Fisher Scientific). Amennyiben a koncentracié6 novelésére volt sziikségiink, Ggy a
koncentralast Amicon Ultracentrifugal Filterrel (10 kDa MWCO, Sigma-Aldrich)
végeztiik. A fehérjéket -20 °C-on taroltuk.

4.1.5. SDS-poliakrilamid gélelektroforézis

A tisztitott VP1 fehérjéket 5 percig 95 °C-on, Laemmli pufferben denaturaltuk (Sigma-
Aldrich). Az elektroforézis 12%-0s SDS-poliakrilamid gélben Bio-Rad Mini Protean 1l
késziilékkel tortént. A molekulatomeg meghatarozasahoz fehérjelétrat alkalmaztunk
(MagicMark XP Western Protein Standard 20-220 kDa, valamint PageRule Prestained
Protein Ladder, 10 to 180 kDa, Thermo Fisher Scientific).
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4.1.6. Fehérjék vizsgalata Coomassie Brilliant Blue R-250 festéssel

Az elektroforézist kovetden a gélt 60 percig, szobahémérsékleten, fixaldo oldatban
(50% metanolt, 10% jégecet desztillalt vizben) billegtettiik. A gél festése 0,1%
Coomassie Brilliant Blue R-250-t, 50% metanolt és 10% jégecetet tartalmazo oldatban,
szobahdmérsékleten, 45 percig tortént. A szintelenitéshez hasznalt oldat 40% metanolt és
10% jégecetet tartalmazott. A gélt 5%-0s jégecet oldatban taroltuk, a fotédokumentalas

is ebben az oldatban tortént.

4.1.7. VP1 fehérjék kimutatasa Western blottal

Az clektroforézist kovetden a fehérjéket a gélbél Mini Trans-Blot (Bio-Rad
Laboratories) késziilékkel polivinilidén-fluorid membranra (PVDF, Immobilon-E
Transfer Membrane, Merck) transzferdltuk. A blottolas 1 6rdn 4t 90 V fesziiltséggel
zajlott transzfer pufferben (10% metanol, 25 mM Tris-base, 192 mM glicin). A membrant
5% tejport (Sigma-Aldrich) tartalmazé TBST oldatban (0,05% Tween-20-at tartalmazo
tris-pufferelt sooldat) 60 percig inkubaltuk. A fehérjék 6xHis tagét felismerd és koto,
primer antitesttel (egér, anti-6xHis tag ellenananyag, REF: MA1-21315, Thermo Fisher
Scientific; 1:5000 higitas 5% tejport tartalmazd TBST-ben) 16 éran at 4 °C-on inkubaltuk
amembrant. A le nem kotott ellenanyagokat TBST-vel tavolitottuk el haromszor 5 percig
tartd mosasokkal. A masodlagos antitestet (kecske, egér Ig elleni, tormaperoxidazzal
konjugalt antitest, REF: A28177, Thermo Fisher Scientific) 5% tejport tartalmazé TBST-
ben 1:30000 higitasban oldottuk be, amellyel 1 6ran at szobahdmérsékleten inkubaltuk a
membrant. Majd jabb, TBST-vel torténd, haromszori, 5 percig tartd mosas kovetkezett.
A detektalasahoz Immobilon ECL Ultra Western HRP reagenst (Merck Millipore)
alkalmaztunk, a jel detektalasa ChemiDoc MP Imaging System (Bio-Rad Laboratories)
késziilékkel tortént.

4.1.8. ELISA

A polyomavirus kapszidfehérjék elleni IgG antitestek kimutatdsara kolorimetrias
ELISA eljarast terveztink és optimalizaltunk. Meghataroztuk a kikotott antigén
mennyiségét, a blokkolo oldat dsszetételét, a blokkolasi idOtartamot €s hdmérsékletet, a
mosoO oldatot, a mosasi 1€pések szamat, a szérum ¢és a szekunder antitest higitasat, az
inkubacios homérsékletet és iddtartamot, tovabba a szubsztratummal végzett inkubacio
idejét. Az ELISA méréseket 96 lyuku, lapos alji, mtianyag, mikrotiter lemezeken
(MaxiSorp Clear Flat-Bottom Immuno Nonsterile 96-Well Plate, Nunc) végeztiik,
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minden mintat duplikdtumban vizsgalva. A lemez minden lyukaban 50 ng HPyV9 VP1
fehérjét, vagy 100 ng MWPyYV VP1 vagy STLPyV VP1 fehérjét kotottiink ki 100 uLL PBS
(pH 7,4, Thermo Fisher Scientific) oldatban, majd ezt kovetéen 16 6ran at 4 °C-on
inkubaltunk. A le nem kotott antigént lyukanként 300 pLL PBS-el torténdé haromszori
mosassal tavolitottuk el. Az aspecifikus kotéseket kazeinnel blokkultuk 1 6ran at 37 °C-
on (2%-os kazeint tartalmazé 300 pL PBS-oldattal). Haromszori PBS-el torténé mosast
kovetden mértiik be a lyukakba a blokkold oldatban 1:100 aranyban higitott szérumminta
100 pL-ét. A 60 perces, 37 °C-on zajlé inkubacio utan haromszori mosas kovetkezett
lyukanként 300 pL mosooldattal (0,05% Tween-20-at tartalmaz6d PBS, eBioscience
ELISA Wash Buffer, Thermo Fisher Scientific). A szekunder antitestet (egér, anti-human,
HRP-konjugalt, Thermo Fisher Scientific, REF: A18829, LOT: 95-14-052722) 1:10000
higitasban, blokkol6 oldatban higitottuk, majd minden lyukba 100 pL-t mértiink. Az 1
oran at, 37 °C-on torténd inkubalas utan ajabb, 300 uL moso oldattal torténd haromszori
mosas kovetkezett. Szubsztratumként 100 uL 3,3',5,5'-tetrametilbenzidint (eBioscience
TMB Solution (1X), Thermo Fisher Scientific,) mértiink minden lyukba, majd 15 percen
keresztiil, szobahémérsékleten inkubaltuk. A reakciét 100 pL/lyuk 1M-o0s kénsavval
allitottuk le. Az optikai denzitast (OD) spektrofotométerrel mértiik (MultiSkan Sky
Microplate spektrofotométer, Thermo Fisher Scientific) 450 nm hullamhosszon, amelyet
a 620 nm-en meért értékekkel korrigaltuk. Az egyes szérummintdk OD értékének
meghatarozasahoz a kapott értékekbdl kivontuk a vak kontroll OD értékét, majd
atlagoltuk a duplikdtumok eredményeit. Az ELISA cut-off értékét inflexios pont
analizissel hataroztuk meg. Az OD értékeket, ehhez novekvo sorrendbe rendeztiik, és az
adatsorra megfelelé determinacios egyiitthatoju (r?) trendvonalat illesztettink. A
fliggvény alapjan szamitottuk az inflexios pontot, amely az ELISA cut-off értékeként

szolgalt. Szeropozitivnak azt a mintat tekintettiik, amelynek OD értéke/cut-off >1,1.

4.2. DNS prevalencia vizsgalatok
4.2.1. Vizsgalati mintak, nukleinsav izolalasa

A DNS prevalencia vizsgalatokat kiilonb6zé mintacsoportokkal végeztiik. 2016
majusa ¢és novembere kozott garat- és/vagy orrmandula mitéten atesé betegek mintait
gyljtottilk. Valamennyi betegtdl kozvetleniil a miitét elétt tamponnal (PurFlock swab,
Puritan Medical Products) torokvaladékot vettek 1 ml Puritan UniTranz-RT médiumba
(Puritan Medical Products). Ha a betegnek a miitét idején szerozus otitis mediaja volt,

kozépfiilvaladékot is vettek. Ez a mintatipus 15 betegtél allt rendelkezésre. Osszesen 100
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garatmandula ¢és 100 orrmandula szoveti mintat gyijtottiink, 54 betegtél mindkét
mintatipust, 4646 betegtdl csak az egyik mintdt. A vizsgalatba bevont személyek
tobbsége gyermek volt (n=126; 2,5-17 év; median: 4,7 év), a kohorszban minddssze 20
feln6tt mintait dolgoztuk fel (18-37,5 év; median: 26,1 év). A mintak levételét és azokkal
torténd vizsgalatokat az Allami Népészségiigyi és Tisztiorvosi Szolgalat (szama: IF-
5418-7/2016) és az Egészségiigyi Tudomanyos Tanacs Tudomanyos és Kutatasetikai
Bizottsag (ETT TUKEB, 651-3/2016/EKU; 0027/16) hagyta jova. A mintakra vonatkozo
adatokat az 5. tablazat tartalmazza. A vizsgalatba bevont minden résztvevd vagy
torvényes képviseldje (sziild) irdsos beleegyezo nyilatkozatot irt ala.

A nukleinsav izolalasat minden mintabol a begytijtést kovetden azonnal végeztiik
DNeasy Blood and Tissue kittel (Qiagen) a gyartoi utasitast kovetve. A szdveti mintak
esetében 10-20 mg szdvetet emésztettiink. A kozépfiil- és a torokvaladékbol 200 pL-t
emésztettink. Az elaci6 100 pL eluciés pufferrel tortént, a nukleinsavat

felhasznalasig -20°C-on taroltuk.

5. tablazat: Orr- és/vagy garatmandula miitét soran gy{ijtott mintak adatai

Mintatipus
orrmandula | garatmandula | torokvaladék | kozépfiilvaladék
Mintaszam
100 100 146 15

(=betegszam)

Né/Férfi 44/56 37/63 60/86 817

Betefn"i‘r‘]_erg;t"ra: 2,5-12,1 2,5-37,5 2,5-37,5 3,1-8,9

(median): év (4.4) (7.1) (55) (5.2)

A COVID-19 vilagjarvany idején, 2020 szeptembere és 2022 marciusa kozt a
Debreceni Egyetem Orvosi Mikrobioldgidara SARS-CoV-2 PCR vizsgalatra kiildott,
orrgarati mintak nukleinsavat gytjtottik gyermekektdl és felndttektél. A vizsgalatokba
SARS-CoV-2 RNS pozitiv és negativ mintakat is bevontunk, dsszesen 1130 1éguti mintat
gyljtottink. MWPyV és STLPyV DNS prevalencia vizsgalatat az 1130 beteg
nazofaringealis mintajabol végeztilk, mig a HPyV9 DNS kimutatasahoz 919 orrgarati
mintat hasznaltunk. A 6. tablazat mindkét mintacsoportra kiilon-kiilon tartalmazza a
vonatkozo6 ¢€letkori és nemi adatokat. A vizsgalatot a Helsinki Nyilatkozat irdnyelveinek
megfeleléen végeztiik, amelyet a Debreceni Egyetem Klinikai Kézpont Regionalis és
Intézményi Kutatasetikai Bizottsaga engedélyezett (DERKEB/IKEB: 5770-2021). A
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nukleinsav automatizalt izoldlasat az Orvosi Mikrobiologia Virologiai Laboratoriuma
végezte MagNA Pure 96 DNA and Viral NA Small Volume Kittel (Roche) vagy
Chemagic Viral DNA/RNA 300 Kit H96 (PerkinElmer) Kittel a leirt protokollnak
megfeleléen. A SARS-CoV-2 RNS detektalasa ViroReal Kit SARS-CoV-2 & SARS
(Ingenetix) és SARS-CoV-2 RT-qPCR Reagent (PerkinElmer) kitekkel tortént. A

diagnosztikai vizsgalatok soran megfeleld mindségiinek bizonyult nukleinsavakat PCR

vizsgalatainkig -20 °C-on taroltuk.

6. tablazat: COVID-19 vilagjarvany alatt gytijtott orrgarati mintak adatai

MWPyV és STLPyV DNS prevalencia vizsgalatra gyiijtott, orrgarati mintak
-- SARS-CoV-2 SARS-CoV-2
Osszes ., )
pozitiv negativ
Mintaszam (=betegek szama) 1130 565 565
N6/Férfi 564/566 283/282 281/284
Betegek éltekora: min-max 0,8-92 0,8-89,8 0,9-92
(median); év (30,2) (31,2) (29,5)
HPyV9 DNS prevalencia vizsgalatra gyiijtott, orrgarati mintak
- SARS-CoV-2 SARS-CoV-2
Osszes . .
pozitiv negativ
Mintaszam (=betegek szama) 919 403 516
N6/Férfi 468/451 208/195 260/256
Betegek éltekora: min-max 0,8-89,8 1,1-92
(median); év (35,5) (31)

A HPyV9 DNS jelenlétét tumoros és nem tumoros tiiddszoveti mintdkban is
vizsgaltuk. Ehhez 143 betegtdl szarmazd 147 tiidoszoveti mintat vizsgaltunk, amelyek
kozil 100 minta tiidétumoros betegtdl szarmazott, 47 kontroll minta nem tumoros szévet
volt. A kontroll szévetmintak tiidégyulladasban, tiid6fibrozisban vagy tiid6tagulatban
szenvedd betegektdl szarmaztak. A mintdkra vonatkozé betegadatokat a 7. tablazat
tartalmazza. A mintakat 2012 és 2016 kozott kiildték patologiai vizsgalatra a Debreceni
Egyetem Pathologiajara. A formalinnal fixalt, paraffinba agyazott szovetekb6l 10 pm-es
metszeteket dolgoztunk fel.

A nukleinsav izolalasa High Pure FFPET DNA Isolation Kittel (Roche) tortént a
gyartoi utasitast kovetve. A paraffin eltavolitdsat xilénnel végeztiik. A nukleinsav
elualasa 50 puL elacios pufferrel tortént, amelyet felhasznalasig -20°C-on taroltunk. A
nukleinsav ellenérzése ~ NanoDrop  2000c

mennyiségének,  mindségének

Spectrophotometerrel (Thermo Fisher Scientific) tortént.
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7. tablazat: HPyV9 DNS prevalencia vizsgalatokhoz gytijtott tiiddszoveti mintak

Bet im/ Eletkor:
Szovet minta tipusa cregszam’ | Ng | Ferfi min-max
mintaszam ‘. .
(median); év
Kissejtes carcinoma 4/4 2 2 53,4-67 (65,4)
laphamsejtes 17/17 3 | 14 |57,7-759 (66,4)
o carcinoma
= nemkissejtes | adenocarcinoma 69/71 37 32 | 38,3-73,3(61,3)
£ | carcinoma | nagysejtes
% neuroendokrin 212 1 1 28,1-56,5
S carcinoma
:§ vegyes tipusu carcinoma 4/4 2 2 45-71,6 (59,6)
nem qlft:eren(_:lalt tipusu 5 1 1 35,6-61.9
tiidécarcinoma
Osszmintaszim 98/100 46 52 28,1-77,3 (61,8)
‘=E tiidégyulladasban, fibrozisban
= vagy emfizémaban szenvedd 45/47 21 24 | 13,1-78,8 (59,6)
g betegek tiidészovetmintaja
Osszmintaszim 143/147 67 76 13,1-78,8 (61,5)

A nukleinsav-izolalasok hatékonysagat ¢s mindségét human B-globin DNS-t célzo
PCR segitségével is ellendriztiik, amely soran 5 pl DNS-t amplifikaltunk 25 pl végs6
térfogatban, ehhez 1x AmpliTaq Gold 360 Master Mixet (Applied Biosystems) és 10-10
pmol (PCO3:  5’ACACAACTGTGTTCACTAGC3” ¢és  PCO4:
5’CAACTTCATCCACGTTCACC3’) hasznaltunk. Az enzim aktivalasa 95 °C-on 10

primert

percig zajlott, amelyet 40 ciklus kovetett az alabbiak szerint: denaturalas 95 °C-on fél
percig, anellacio 55 °C-on fél percig, extenzié 72 °C-on-on 1 percig. A végsd extenzid

72 °C-on 5 percig tortént.

4.2.2. Valés idejii PCR

A valos idejii PCR-eket Applied Biosystems 7500 real-time PCR és QuantStudio 5
(Applied Biosystems) késziilékkel végeztiik.

A MWPyV és STLPyV DNS kimutatasa multiplex, valos ideji PCR-rel tortént 25 pL
végtérfogatban TagMan PCR Master
felhasznalasaval, 400400 nM primerekkel és 250-250 nM probakkal kordbban publikalt

Universal Mix (Applied Biosystems)

modszer alapjan.?® Orr- és garatmanduldk esetében 1000 ng DNS-t, mas mintatipusoknal
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10 uL nukleinsavat mértiink a reakcioelegybe. Az MWPYV (GenBank: JQ898291.1)
részleges szekvencigjat (3966-4927), illetve az STLPyV részleges szekvenciajat
(GenBank: JX463183.1, 3922-4776) szintetizaltattuk (GeneArt Gene Synthesis), majd
pJET1.2/blunt vektorba klonoztuk CloneJET PCR Cloning Kittel (Thermo Fisher
Scientific) a termék utasitasai szerint. Az igy eléallitott plazmid szolgalt pozitiv
kontrollként a PCR reakcid soran. HPyV9 DNS kimutatasara a valés idejiit PCR-t 25 uLL
végtérfogatban végeztiik, amely TagMan Universal PCR Master Mixet, 500-500 nM
forward és reverse primert, valamint 200 nM probat tartalmazott. Az altalunk tervezett
primerek és proba szekvencidit, valamint a reakcié koriilményeit a 8. tablazatban
tiintettilk fel. A szovetekbdl 1000 ng, az egyéb mintak esetében 10 pL nukleinsav
templatot mértiink a reakcidelegybe. Pozitiv kontrollként szolgald plazmidot a fent leirtak
szerint allitottuk el6, amelyhez inzertként a HPyV9 VP1 szekvenciajat (GenBank:
HQ696595.1) szintetizaltattuk.

8. tablazat: Valos idejii PCR reakcid koriilményei és a primerek, probak

szekvenciai
Primerek, prébak Szekvencia (5°-3”) PCR reakci6
HPyV9 VP1 gF |CCAAAACTGGAGAGGCCTACCT
HPYV9_VP1 gR | TTGAGGCATAAGACCAGAGAACAAG |5 o¢ 5 p.
HPYV9 ViC- 95 °C 10 p:
HPyV9_Vp1_probe| TAATGTAACTCTAAGGAAACGGGTT- |45 ciklus:
MGBNFQ 95 °C 15 mp,
ES105 TGAGAAGGCCCCGGTTCT 60°C 1 p
MWPYV ES106 GAGGATGGGATGAAGATTTAAGTTG
5107 FAM-CCTCATCACTGGGAGC- A fluoreszcens
MGBNFQ jel  detektalasa
STL-LT-F TGCAGAGGTCCCTTCATCATC 60 °C-on zajlott
STL-LT-R [TTTCTTTTTAGGGCGGACAATAT QLTSE{)‘&”
STLPyV VIC- :
STL-LT-Prb  |CCACCATTGCTCCCAAGCAGGAGTAC-
MGBNFQ

p: perc; mp: masodperc

4.2.3. MWPYyV és STLPyV szekvenciak amplifikacidja, szekvenalasa
A valos idejii PCR-ben MWPyV és STLPyV pozitivnak bizonyult mintakbol NCCR
szekvenciat amplifikaltunk és szekvenaltunk. Az altalunk tervezett amplifikacidhoz és

szekvenalashoz is hasznalt specifikus primerek szekvenciai, valamint a PCR rekcio
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paraméterei a 9. tablazatban talalhatok. Az amplifikacioét 25 pL reakciotérfogatban
végeztilk Phusion Hot Start 11 High Fidelity DNS-polimerazzal (1 U) HF pufferben,
amely 500-500 nM szensz és antiszensz primert, valamint 200 uM dNTP mixet (Thermo
Fisher Scientific) tartalmazott. Az amplifikalt PCR termékeket agaroz gélelektroforézist
kovetden a gélbdl kereskedelmi forgalomban kaphato kitekkel (QIAquick Gel Extraction
Kit, Qiagen vagy Monarch DNA Gel Extraction Kit, New England Biolabs) tisztitottuk a
gyartoi utasitast kovetve. A Sanger szekvenalas a korabban leirtaknak megfeleléen

tortént. A szekvencia illesztésekhez AliView szoftvert hasznaltunk.

9. tablazat: MWPyV ¢és STLPyV NCCR régiok amplifikaciojahoz hasznalt primerek

szekvenciai és PCR protokollok

PCR |Primer neve Primer szekvenciaja (5'-3") Horr;)igs]c?:(letl
98°C 1 p;
MW_F2 GCATTAAGGGWATATTTCCCCAAGC |35 ciklus:
MWPyV 98 °C 10mp,
NCCR 62 °C 20 mp,
MW _R2 GAAAGCTGWGATTCTACTATAGCAGCT | 72 °C 20 mp;
72°C5p
STL_F ACAACAACATTCTTACCGGCGGA ooCLp
4518-4540 35 ciklus:
STLPyV 98 °C 10mp,
NCCR STL R 60 °C 20 mp,
1289-1267 CATTGGACATGTCTGTGAGGTGC 7;2{?@535 mp;
p

p: perc; mp: masodperc

STLPyV teljes genomot is szekvenaltunk. Ehhez atfed6 szakaszokat amplifikaltunk.
A PCR reakcioelegyeket a fentiek szerint mértiik 6ssze. A PCR protokollok esetében az
annellaciés hodmérsekletet az alkalmazott primerpar olvadaspontjahoz, az extenzios idot
pedig az amplikon hosszanak megfelelden allitottuk be a Phusion Hot Start Il High
Fidelity DNS polimeraz gyartoi utasitdsoknak megfelelden. Az amplifikalt termékek
tisztitasa, a szekvenalas és a genom illesztése a korabban leirtak szerint tortént. Az

altalunk tervezett és hasznalt primerek szekvencidja a 10. tablazatban talalhato.
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10. tablazat: STLPyV teljes genom amplifikalasahoz és szekvenalasahoz hasznalt

primerek szekvenciai

Primer neve Primer szekvenciaja (5'-3")
STL_F 1224-1248 TAGTGGAAGAAGTTGAAAATGGCTC
STL_szR 2374-2354 CAACATCTAGCATCCAAAGTC
STL_szF 101-126 ATTGTCTATTGCATAGTTTCATCACC
STL_R 1289-1267 CATTGGACATGTCTGTGAGGTGC

STL_F 1224-1248 TAGTGGAAGAAGTTGAAAATGGCTC
STL_R 3028-3003 CTGTGCAATAGATGAGTTCATGGTTG
STL_F 2226-2249 TCATCCCTATTAACAGCCCAAATG
STL_R 3028-3003 CTGTGCAATAGATGAGTTCATGGTTG
STL_F 2901-2925 CACACCCATCTAAATGATCTCTAAG
STL-szR 4001-3975 | CAGATCCAACAGATTTTCCTGCTGAAT
STL-szF 3953-3980 | GCATGACTTAAAAAAGTCTCTAATTCAG
STL_szR 126-101 GGTGATGAAACTATGCAATAGACAAT

STL_F 4518-4540 ACAACAACATTCTTACCGGCGGA
STL_szR 915-891 GCTTGTCTAACATTTTCCACAGTTT
STL_R 1289-1267 CATTGGACATGTCTGTGAGGTGC

4.2.4. HPyV9 PCR szekvenciak amplifikacidja, szekvenalasa
bp-nyi szakaszat is amplifikaltuk és szekvenaltattuk. A PCR reakcidelegy 1U Phusion
Hot Start 1l High Fidelity DNS-polimerazt tartalmazott HF pufferben, valamint 500 nM
forward (9szLT-F2: S’TTTTGAAAAACATCCCATGAG3’), 500 nM reverse primert
(9szLT-R3: 5°CCCCCTTTTAAGTTGTTG3’) és 200 uM dANTP mixet. Az enzim
aktivalasat 98 °C-on fél percig végeztiik, majd 40 ciklus kovetkezett az alabbiak szerint:
denaturalas 98 °C-on 10 masodpercig, annellaciéo 56 °C-on 15 masodpercig, extenzid
72 °C-on 15 masodpercig. A végsd extenzio szintén 72 °C-on 5 percig tartott. A PCR
termékeket agaroz gélelektroforézist kovetden a gélb6l Monarch DNA Gel Extraction
Kittel tisztitottuk. A szekvenalas a mar leirt modon tortént.

Teljes HPYyV9 genomot is szekvenaltunk, a fent leirtakkal egyez6 modon, szintén

atfedd szakaszok amplifikacidjaval, Sanger szekvenalasaval. A tervezett ¢és
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amplifikacidhoz, valamint szekvenéaldshoz hasznalt primerek szekvencidit a 11. tablazat

tartalmazza.

11. tablazat: HPyV9 teljes genom amplifikalashoz és szekvenalasahoz hasznalt

primerek
Primer neve Primer szekvencia (5'-3")
9refNCCR_F2 AGGGTGGTAAATTTTGGAAACTG
OszLT-F1 CAAAGCAAATCTAACTCCCACTG
9szL T-F2 TTTTGAAAAACATCCCATGAG
OszL T-F3 TCTCCTGCCAATTTACAGC
9szLT-F4 AACACATAGGAAAGTCCTCTG
9szLT-R1 AACATGTGAATAAAAGAAGCCAG
9szL T-R2 TTGCATGGGGAAATTGAAA
9szL T-R3 CCCCCTTTTAAGTTGTTG
9szLT-R4 GAAGCTGGATCATCCCAGAG
9szL T-R5 TATGGGGTGAATGCTTTTGC
9szL T-R6 TTGGAGGAGAGAAATGAGC
HPyV9 VP1-2 rt F CCAGGAGGGGCAAATCAAAG
HPyV9 VP1-2 rt R TAGCCTTGCTGGAGGCAAC
HPyV9 VP1-rt nF GCCTACCTAAATCCAAGAATGG
HPyV9 F ATGAATAAATCTGAAGAAGAAAAG
HPyV9 LT-F ACAAATTGTTATGCTTGTTCTTCA
HPyV9 LT-R GGTAAGAAGTTCTCCACCTATTTG
HPYV9 VP1 gF CCAAAACTGGAGAGGCCTACCT
HPyV9 VP1 gR TTGAGGCATAAGACCAGAGAACAAG
9FOR_1 ACAAGTGCATTGCGGTTTC
9REV 3 AAATTGTTCCCTAGTTGGGGG
9FOR 2 CAATGCCATAGGAATAGGAATCTT
HPyV9 VP1-2rt R TAGCCTTGCTGGAGGCAAC

4.3. HPyV9 promoter aktivitasainak in vitro vizsgalata
4.3.1. Vektorok

A referencia HPyV9 genom (GenBank: HQ696595.1) és az UF-1 izolatum (GenBank:
KC831440.1) teljes NCCR szekvenciajat a végeken Xhol és HindIIl hasitohelyekkel
szintetizaltattuk (GeneArt Gene Synthesis), majd pGL4Luc-RLuc kétiranyu riporter
vektorba illesztettiik (Addgene). Az NCCR vektorba illesztése utan a polyomavirus
kétiranyu promotere szabalyozza a vektor ellentétes iranyban kodolt firefly és Renilla
luciferaz génjeinek expressziojat. A HPyV9 (GenBank: HQ696595.1) LTAg-t kodolo
gén cDNS-ét az 5’végen Kpnl hasitohellyel, a 3’végen HA tag és Apal restrikcios
hasitohellyel szintetizaltattuk, majd pcDNA3.1+ vektorba (Thermo Fisher Scientific)
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klonoztuk. Az inzertek €és a hasitott plazmid tisztitasa, a ligalas, a vektor amplifikalasa
XL1-Blue szuperkompetens sejtekben, valamint a szekvenalas a korabban leirtaknak
megfeleléen tortént. A plazmidok tisztitasa PureLink Expi Endotoxin-Free Maxi Plasmid
Purification Kittel (Thermo Fisher Scietific) tortént a gyartoi utasitasnak megfeleléen. A

transzfekcios hatékonysag vizsgalatdhoz a pmaxGFP (Lonza) vektort hasznaltuk.

4.3.2. Sejtkulturak

A human, primer 1éguti epitélsejteket (ATCC, LGC Standards GmbH) Airway Cell
Basal Mediumban tartottuk, amelyet Bronchial Epithelial Growth Kittel (ATCC)
egészitettink ki. Az A549 sejteket (human tiidocarcinoma epitélsejtek, ATCC)
Dulbecco's Modified Eagle Medium/Nutrient Mixture F-12-ben (Gibco), 10% fotalis
borju szérummal (FBS, Kat.: 16140071; Gibco) és 100 U/mL penicillin, sztreptomicin
oldattal (Gibco) kiegészitve. A HEK-293 sejteket (human, embrionalis, vese epitélsejtek,
ATCC), a Caco-2 sejteket (human epitélsejtek vastagbél adenocarcinomabél, ATCC), az
MRC-5 sejteket (normal, human, tiid6 fibroblaszt sejtek, ATCC) és az SK-HEP1 sejteket
(human endotélsejtek maj adenocarcinomabol, ATCC) Dulbecco’s modified Eagle’s
mediumban tenyésztettiik (D-MEM, kat.: 31885023, Gibco) 10% FBS-sel és 100 U/mL
penicillin, sztreptomicin oldattal kiegészitve. A sejteket 37 °C-on, 5% CO> jelenlétében,

termosztatban tartottuk.

4.3.3. Transzfekcio

A sejteket 24 oraval a transzfekciot megel6zden 12 lyuka tenyésztélemezre (TPP
Techno Plastic Products AG) szélesztettiik. A transzfekciot 24 6ra mulva, a primer sejtek
esetében 90%-os konfluenciaszint elérésekor, mig a tobbi sejtkultira esetében 70-80%-
o0s konfluenciaszintnél végeztiik. A sejtekrél a médiumot eltavolitottuk, majd kétszeri,
PBS-sel (pH7,4) torténé mosast kovetéen lyukanként 800 uL Opti-MEM (Gibco)
médiumot mértiink a sejtekre. A sejtek transzfekcioja 1 pg riporter vektorral,
Lipofectamine 2000 transzfekcios reagenssel (Thermo Fisher Scientific) tortént az
alabbiak szerint: 100 ul Opti-MEM tapfolyadékhoz 3 pl Lipofectamine 2000 reagenst
adtunk, melyet 5 percig tartd, szobahémérsékleten térténd inkubalas kovetett. A reagenst
1 pg plazmidot (pGL4Luc-RLuc vektor HPyV9 NCCR-rel vagy anélkiil) tartalmazo
100 uL.  Opti-MEM  tapfolyadékhoz adtuk, szuszpendaltuk, majd 20 perc
szobahOmérsékleten torténd inkubalas utan a sejtekhez adtuk. Hat ora inkubacio utan a
transzfekcios folyadékot lecseréltiik a sejtek tenyészté médiumara. A mock kontroll

transzfekciot a leirtakkal megegyezd modon végeztiik, azzal a kiilonbséggel, hogy a

28



transzfekcios elegy nem tartalmazott vektort. Kotranszfekcios kisérleteink soran a
transzfekcios médium a riporter vektor mellett 200 ng LTAg-t expresszald vagy
kontrollként tires pPcDNA3.1(+) vektort is tartalmazott. Kisérleteinket minden minta
esetében minden alkalommal harom parhuzamos sejttenyészettel végeztik, és a

vizsgalatokat harom fiiggetlen alkalommal ismételtiik.

4.3.4. Ketto6s luciferaz assay

A promoter aktivitasokat a transzfekciot kovetd 24 ora mulva Dual-Luciferase
Reporter Assay Kittel (Promega) mértiikk. Ehhez PBS-sel torténd, kétszeri mosast
kovetden a sejteket 200 pl 1X passziv lizispufferben lizaltuk. A mérés a gyartoi
utasitasokat kovetve Berthold luminométerrel zajlott a lizalt sejtek centrifugalasaval
(20000 g, 30 masodperc) nyert felaszojabol. Kisérleteinkben a firefly luciferaz aktivitas
a kés6i promoter aktivitast (L), mig a Renilla luciferaz aktivitas a korai promoter
aktivitast (E) reprezentalta. Az egyes mintdk luciferaz aktivitasat az adott minta

crer

Assay Kit (Thermo Fisher Scientific) segitségével mértiik a vonatkozo utasitasok alapjan.

4.3.5. LTAg kimutatasa Western blottal

Az SDS-PAGE ¢és a Western blot mddszert a fentebb leirtakhoz hasonlé mddon
végeztiik el. Az aspecifikus kotéhelyek blokkolasa ebben az esetben 1X Pierce Clear Milk
blokkolo oldattal (Thermo Fisher Scientific) tortént. Az elsédleges antitestet TBST
oldatban 1:10000 higitasban hasznaltuk. A HA-taggel ellatott LT antigéneket HA Tag
monoklonalis antitesttel (kat.: 6183, Thermo Fisher Scientific), mig a béta-aktint a Beta
Actin Loading Control monoklonalis antitesttel (kat.. MA5-15739, Thermo Fisher
Scientific) jeloltik. A HRP-konjugalt, kecske, egér IgG elleni (H+L) szuperklonalis,
rekombinans, masodlagos antitestet (kat.: A28177, Thermo Fisher Scientific) 1:20000
higitasban blokkold oldatban adtuk a membranhoz. Minden tovéabbi 1épés a korabban

leirtaknak megfelelen tortént.

4.4, Statisztikai és filogenetikai elemzés

A normalitas vizsgalatokat, a Fisher egzakt tesztet, a chi-négyzet-trend tesztet, a
Mann-Whitney U tesztet, a Kruskal-Wallis-tesztet, a Dunn post hoc analizist és a t-
teszteket a GraphPad Prism 9.4.0 verzidjaval végeztik. A statisztikai vizsgalatok
eredményét szignifikansnak tekintettiik, ha p<0,05. A filogenetikai elemzéshez a Mega

X szoftvert, a haplotipus halozatok kialakitasahoz pedig a PopART szoftvert hasznaltunk.
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5. NEM ONALLOAN VEGZETT MUNKAK

Témavezetével kozosen végeztik az ELISA modszer fejlesztését ¢és
optimalizalasat.

A tobbezer ELISA mérés ~20%-at dr. Jeles Krisztina végezte.

SARS-CoV2 PCR-eket a témavezetd végezte a rutin diagnosztikai vizsgalatok
soran.

A cut-off érték meghatarozasat, illetve a megfeleld statisztikai vizsgalat
kivalasztasat a témavezetdvel kozdsen végeztem.

A filogenetikai és haplotipus halozat elemzéseket dr. Takacs Péterrel kdzosen
végeztik.

Az in vitro kisérletek optimalizalasat, a sejtkulturak megfeleld fenntartasat, a
transzfekcid idopontjanak meghatarozasat a témavezetdvel kozosen végeztiik. A
luciferaz aktivitasok sotétben mérésekor a témavezetd és dr. Jeles Krisztina

segitett.
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6. EREDMENYEK ES MEGBESZELES

6.1. Szeroprevalencia vizsgalatok eredménye
6.1.1. VP1 antigének

Az eldallitott VP1 fehérjéket Coomassie Brilliant Blue festéssel és Western blot
vizsgalattal ellendriztik (3. abra). Az antigéneket mindhdrom polyomavirus esetén

megfeleldnek itéltiik a szeroldgiai reakciok elvégzéséhez.

3. abra: Szeroprevalencia vizsgalatokhoz eléallitott HPyV9, MWPyV, STLPyV

VP1 fehérjék Western blot és Coomassie brilliant blue festés eredményei

a. b.
MWPyV STLPyV
HPyV9 -
~50 kDa L. .
o
\E — ~SSKDa —_, - —— p—
~40 kDa — " o o=
/’ -

- ~40 kDa

~55 kDa

~40 kDa =55

~40 kDa

Az a és b képeken a HPyV9, MWPYV és STLPyV VP1 fehérjék Western blot eredményei
lathatdak, a tiszitott fehérjébdl 500 ng-ot mértiink a gélre. A molekulatomeg becsléséhez
a HPyV9 esetében Magic Mark (20-220kDa) mig a MWPyV és STLPyV esetében Page
Ruler fehérje 1étrat (10-180kDa) hasznaltunk. A b abran a fehérje 1étra fotoja fehérfény
megvilagitassal késziilt. A ¢ és d képeken a HPyV9, MWPyV és STLPyV VP1 fehérjék
lathatoak Coomassie brillinat Blue festéssel. A fehérjékbol 1000 ng-ot mértiink a gélre.

6.1.2. HPyV9 szeroporevalencia vizsgalat eredményei
A mddszertani részben leirtak szerint meghataroztuk a HPyV9 ELISA cut-off értékét.
A vizsgalt mintat akkor tekintettilk szeropozitivnak, ha OD értéke >0,343. Az egyes

mintak szeroreaktivitasa, azaz OD értéke korcsoportonként a 4. abran lathato.
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4. abra: HPyV9 szeroreaktivitas korcsoportonként

OD érték

HPyV9 szeroreaktivitis

* p=0,0151

1

Korcsoportok
A fekete pontok egy-egy szérumminta atlagolt OD értékét jelolik. A szaggatott, piros
vonal a szeropozitivitas hatarértékét mutatja. A piros vonal p értékkel a korcsoportok
kozotti szignifikans kiilonbséget (MannWhitney U teszt) jelzi. OD: optikai denzitas

Az egymast kovetd korcsoportok OD értékeit paronként Mann-Whitney U teszttel

analizaltuk. Statisztikailag szignifikans kiilonbséget csak a 10—13 éves és a 14-20 éves

korcsoportok kozott figyeltiink meg (p=0,0151). A teljes kohorsz korcsoportjain végzett

Kruskal-Wallis, Dunn post hoc analizis eredményét, a statisztikailag szignifikans

kiilonbségeket a 12. tablazat mutatja be. Ez alapjan a gyermekek korében a

szeroreaktivitas statisztikailag is igazolhat6an ndvekedett az ¢letkor elérehaladtaval.

12. tablazat: HPyV szeroreaktivitas (OD értékek) tobbszords dsszehasonlitdsa
korcsoportonként

Korcsoportok (év)
14— | 21— | 40- | 60—
<3 3-5 6-9 10-13 20 39 59 79 >80
<3 ns
3-5 ns ns
6-9 |°0,0375 ns ns
10-13 | 70,0009 ns ns ns
14-20 | "<0,0001| ns *0,0463 | ns ns
21-39 | 7"<0,0001 | 70,0074 | "*0,0036 ns ns ns
40-59 | 7""<0,0001 | 70,0024 | " 0,001 |70,0414| ns ns ns
60-79 | "7"<0,0001 | 70,0045 | 0,002 ns ns ns ns ns
>80 | 77"<0,0001| ns ns ns ns ns ns ns ns

A Dunn post hoc analizis eredményei. A csillagok és p értékek statisztikailag szignifikans

kiilonbséget jeleznek. ns: nem szignifikans (p>0,05).
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A polyomavirusok VP1  fehérjéinek kisebb vagy nagyobb  mértékii
szekvenciaazonossdga miatt a VPl antigének elleni ellenanyagok akar
keresztreagalhatnak is. Aspecificitasi problémak esetében az ELISA eredmények nem
megbizhatoak. Ezért ELISA eredményeink specificitasat, az antigének kozotti
keresztreaktivitast is vizsgaltuk azonos genusba tartozo polyomavirusok kozt. A HPyV9
az Alphapolyomavirus genusba tartozik, VP1 fehérjéje 59%, illetve 62%-0s hasonlosagot
mutat az azonos genusba sorolt MCPyV ¢és a TSPYyV VPI antigénjével. A specificitasi
vizsgalatokhoz ezért heteroldog antigénként az MCPyV és a TSPyV VPI1 fehérjéket
hasznaltuk, amelyeket korabbi kutatdsaink soran llitottunk el6.'* A HPyV9 ELISA
vizsgédlatban szeroreaktiv szérummintak koziil széles OD tartomanyt lefedve
valaszottunk 16 mintat a kompeticios vizsgalathoz. A szérumokat 2000 ng homolog vagy
heterolog VP1 antigénnel inkubaltuk 1 6ran keresztiil 37 °C-on, majd elvégeztiik az
ELISA vizsgalatot a korabban leirtak szerint. A szérumokat barmiféle kezelés nélkiil,
illetve a homoldg vagy heteroldog fehérjével torténd eldinkubacid utan is vizsgaltuk,

minden mintat duplikatumban. Eredményeinket a 13. tablazat mutatja be.

13. tablazat: Keresztreaktivitasi vizsgalat eredménye: HPyV9 ELISA szeroreaktivitas a

HPyV9, MCPyV vagy TSPyV antigénekkel torténd eldinkubalas utan

HPyV9 szeroreaktivitas (OD érték) az
alabbi VP1 fehérjékkel valo
eldinkubacio utan
Szérumminta HPyV? ‘s
azonositoja szerorez}kt}wtas HPyV9 MCPyV TSPyV
(OD érték)

1510 0,4904 0,0663 0,5212 0,4921
140 0,6300 0,0974 0,6635 0,7085
333 0,7196 0,0864 0,7333 0,6963
789 0,7301 0,0696 0,7557 0,7577
817 0,7490 0,0416 0,6718 0,6313
109 0,8380 0,1541 0,8106 0,7547
1194 0,8710 0,0798 0,8971 0,8546
1320 1,0822 0,0741 1,0653 1,0501
21011 1,0992 0,0334 1,0873 1,0509
8520 1,2046 0,0776 1,2681 1,1135
11604 1,2515 0,0366 0,9777 1,0364
10311 1,2961 0,0274 1,3702 1,1956
17326 1,3316 0,0267 1,2440 1,2003
3066 1,4218 0,0398 1,5558 1,4783
21632 1,4758 0,1455 1,4354 1,1841
15782 1,9156 0,0468 1,9286 1,8823
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A HPyV9 antigénnel torténd eldinkubacio a szérumokban az OD értékek teljes és
statisztikailag szignifikans csokkenését (p<0,0001) eredményezte, valamennyi minta
szeronegativva valt az ELISA vizsgalatban. Ugyanakkor az MCPyV ¢és TSPyV
antigénekkel vald eldinkubacio soran az OD értékek alig vagy egyaltalan nem valtoztak.
Mindezekbdl arra kovetkeztethetiink, hogy az ELISA méréseink soran a HPyV9 VP1
fehérje elleni specifikus antitesteket detektaltunk.

A teljes kohorszban 30,6% HPyV9 szeropozitivitast detektaltunk, a felndttek (>18 év)
kozt pedig 36,2% volt a fertdzésen mar atesettek ardnya. Az eltérd vizsgalati modszerek
ellenére az altalunk mért HPyV9 szeroprevalencia tobb kutatdcsoport eredményével
egyezik.%6>%62114  Mindossze egy német tanulmany kozolt magasabb, 47%-0S
szeroprevalenciat,®® masok viszont joval alacsonyabb, 11-24%-0s atfertdzottségi

61,63,64 A

aranyrol szamoltak be. szeroprevalenciat, a szeropozitivak aranyéat

korcsoportonkénti bontasban mutatja az 5. abra.

5. abra: HPyV?9 szeropozitivitds korcsoportonként

HPyV9 szeroprevalencia

—_—

S 100+

S

& 801

- * p=0,0219

2 604

= :

g 40_ 32_9 3().2 36.7 35.9 32.6
g- 17.1

= 201

g 6.4 12.3

2 O I I I I 1 1 I I

Korcsoportok

A piros vonal a p értékkel a korcsoportok kozotti szignifikans kiilonbséget jeloli (Fisher
egzakt teszt).

A legfiatalabb, 3 ¢év alatti korcsoportban nem mutattunk ki HPyV9 elleni antitesteket.
Az antitest-pozitivitasi arany 3 év felett az életkor eldrehaladtaval a 21-39 éves
korcsoportig szignifikdnsan novekedett, amit a X? trend teszt is alatamasztott (p<0,0001).
Hasonl6an a szeroreaktivitashoz, a 10-13 éves és a 14-20 éves korcsoportok kozott a
szeroprevalencia szignifikans novekedését tapasztaltuk (p=0,0219; Fisher egzakt teszt.).

Annak ellenére, hogy egy német munkacsoport 0Osszességében magasabb
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szeropozitivitasi aranyt mért, a trend, a fertézésen mar atesettek aranyanak novekedése
az életkor elérehaladtdval nagyon hasonlénak bizonyult az altalunk tapasztalthoz.>®
Tovabbi két tanulmany a gyermekek korében szintén €letkorral ndvekvo szeropozitivitasi
aranyrol szamolt be.>®11° A 40 év felettick kozt viszonylag stabil szeroprevalencia értéket
figyeltink meg, a 80 év felettiek korében azonban — hasonléan mas munkacsoportok
adataihoz®®%6% __ kismértékii csokkenést tapasztaltunk. Nemek kozti kiilonbséget az
atfertozottségi adatokban nem mutattunk ki. Eredményeink alapjan a virus jelen van

hazankban, viszont a felndttek jelentds aranya is fogékony a virusfertézésre.

6.1.3. MWPyV szeroprevalencia vizsgalat eredményei
Az MWPyV VP1 fehérjéje elleni IgG antitestet detektalo ELISA cut-off értéke alapjan
szeropozitivnak azt a mintat tekintettiik, amelynek OD értéke meghaladta a 0,157-et. A

6. abra az egyes mintak OD értékét mutatja korcsoportonkénti bontasban.
6. abra: MWPyV szeroreaktivitds korcsoportonként

MWPYyV szeroreaktivitas

* p=0,027 %% p=0,0025
[ 1

OD érték
s

Korcsoportok

A fekete pontok egy-egy szérumminta atlagolt OD értékét jeloli. A szaggatott, piros vonal
a szeropozitivitasi hatarértékét mutatja. A piros vonal p értékkel a korcsoportok kozotti
szignifikans kiilonbséget (MannWhitney U teszt) jel6li. OD: optikai denzités

A szeroreaktivitasban szignifikdns eltérést, novekedést a két legfiatalabb korcsoport

kozt (p=0,027; Mann-Whitney U teszt), valamint a 10-13 éves és a 14-20 éves korcsoport
kozott (p=0,0025) detektaltunk.
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Statisztikailag szignifikdn OD értékbeli kiilonbéget a gyermekek ¢és a felndttek
korcsoportjai kozt mutattunk ki Kruskal-Wallis, Dunn post hoc analizissel (14. tablazat).

60,64

21 ¢év felett azonban, hasonléan masok eredményéhez, a szeroreaktivitas viszonylag

stabilnak bizonyult, az egyes korcsoportok kozt szignifikans eltérést nem mutattunk ki.

14. tablazat: MWPyV szeroreaktivitas (OD értékek) tobbszords dsszehasonlitasa

Korcsoportok (év)
<6 6-9 10-13 14-20 21-39 40-60 >60

<6 ns

6-9 ns ns
10-13 ns ns ns
14-20 | "7"<0,0001 ns *0,0392 ns
21-39 [ "*"<0,0001| *0,031 | *0,0059 ns ns
40-60 | 7<0,0001 | “0,0497 | "0,0106 ns ns ns

>60 | <0,0001| “0,0116 | 70,0016 ns ns ns ns

A Dunn post hoc analizis eredményei. A csillagok és p értékek statisztikailag szignifikans
kiilonbséget jeleznek. ns: nem szignifikans (p>0,05).

A teljes kohorsz MWPyV szeropozitivitasa 45,6% volt, a felndttek 54%-a, mig a
gyermekek 31,9%-a esett at MWPYyV fert6zésen.

Bar a nemek ardnya a vizsgalati csoportban nem mutatott statisztikailag igazolhato
eltérést (51,3% vs. 48,7%), a szeropozitivitds a nék korében szignifikdnsan magasabb
volt a férfiakhoz képest (165/317 vs. 117/301; p=0,0012; Fisher egzakt teszt). A
gyermekek korében szintén a lanyok szignifikdnsan nagyobb aranya volt szeropozitiv
(51/119 vs. 24/116; p=0,0003), viszont csak a felnéttek adatait elemezve mar nem
igazoltunk ilyen nemi kiilonbséget (114/198 vs. 93/185; p=0,182). Mivel hasonld
eredményeket még nem publikaltak, illetve a terjedési modot sem ismerjiik, tovabbi
vizsgalatok sziikségesek, hogy feltarjuk, valoban van-e nemi kiilonbség.

Az MWPyYV szeropozitivitasi aranyokat korcsoportonként a 7. abra mutatja.
Szignifikans életkorbeli kiillonbség mutatkozott a szeropozitiv (3,1-90 év, medidn: 37 év)
és a szeronegativ egyének kozott (0,880 év, median: 22,4 év) a teljes vizsgalati
csoportban (p=0,0001, Mann-Whitney U teszt), valamint a gyermekek esetében is
(p=0,0009; 3,1-17,5 év, median: 13,6 év vs. 0,8—17,9 év, median: 10,6 év). Az antitest-
pozitivitasi arany szignifikdnsan nétt az életkor elérehaladtaval egészen a felndttkorig,
amit a X? trend teszt is megerdsitett (p=0,0042). Statisztikailag szignifikans

szeroprevalencia kiilonbséget mutattunk ki a két legfiatalabb korcsoport, valamint a 10—
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13 éves és a 14-20 éves korcsoportok kozott (7.abra). Ezek az eredmények 6sszhangban
allnak az OD értékek szignifikdns novekedésével. A szeroreaktivitdshoz hasonldan,
21 éves kor felett az antitest-pozitivitasi ardny nem mutatott jelentés valtozast (50—
55,1%).

7. abra: MWPyV szeropozitivitas korcsoportonként

MWPYyV szeroprevalencia

- 1004
S
7 907 * p=0,034
S
= 604 %= 549 55.1
= p=0,016 50.0 50.0
N
g_ 40+ 317 318
o
ﬁ 201 102
0 T

(2
»
S X7

Korcsoportok

A piros vonal és a csillag a korcsoportok kozotti szignifikans kiilonbséget (MannWhitney
U teszt) jeloli.

A mar publikalt MWPYV szeroprevalencia adatok nagyon valtozoéak, 42-98% kozotti
értékek.%419107  Eredményeink hasonléak egy olaszorszagi tanulmanyban kozolt
adatokhoz, bar 6k magasabb gyermekkori atfertézottségrél szamoltak be.l% Egy masik,
szintén olasz vizsgalat a 8—17 évesek kozt igen magas, 91%-0s szeropozitivitasi aranyt
mutatott ki.!” Egy amerikai tanulmanyban tinédzserek és fiatal felnéttek korében a
miénkhez hasonld, 50%-0s szeropozitivitasi aranyt detektaltak, a fiatal felnéttkorig
novekvo atfertdzottségi trend is nagyon hasonld az altalunk tapasztalthoz. Ugyanakkor
felnéttek kozt (>20 év) magasabb szeropozitivitasi aranyt, 65,7%-0t mértek, ami az
idosebbek korében csokkenést mutatott.*” Néhany kutatocsoport joval magasabb

feln6ttkori  atfert6zottségi  adatot  kozolt:  Csehorszagban a  felndtt (320 év)
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szeroprevalencia 85,6% volt,%° mig Hollandidban, az USA-ban és Ausztralidban ennél is
magasabb, 97%-ot meghalado 56364

Ezek az eltérések magyardzhatok a vizsgalati csoportok, az alkalmazott antigének,
illetve a modszerek kozotti kiilonbségekkel. A pontosabb és dsszehasonlithatobb adatok
érdekében a jovOben tovabbi, egységes modszerekkel végzett kutatasok sziikségesek.
Nem kizart azonban, hogy a virusnak foldrajzilag eltéré szerovaridnsai vannak, esetleg
tényleges foldrajzi kiilonbség van a szeroprevalencidban. A terjedési mod ismerete
kulcsfontossagt lenne, mivel a foldrajzilag eltér6 szocialis és kulturalis koriilmények is

okozhatnak atfertézottségi kiilonbséget.

6.1.4. STLPyV szeroprevalencia vizsgalat eredményei
Az ELISA cut-off értéke alapjan STLPyV szeropozitiv volt az a minta, amelynek OD
értéke >0,201. Az egyes mintak OD értékét életkori csoportonként a 8. abra mutatja.

8. abra: STLPyV szeroreaktivitas korcsoportonként

STLPyV szeroreaktivitas

* %% p=0,0006

érték

oD

Korcsoportok

A fekete pontok egy-egy szérumminta atlagolt OD értékét jelolik. A szaggatott, piros
vonal a szeropozitivitas hatarértékét mutatja. A piros vonal p értékkel a korcsoportok
kozotti szignifikans kiilonbséget (Mann-Whitney U teszt) jel6li. OD: optikai denzitas

Szignifikans szeroreaktivitasbeli ndvekedést a 10-13 éves és a 14-20 éves

korcsoportok kozott detektaltunk (p=0,0006; Mann-Whitney U teszt). Az OD értékek
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korcsoportonkénti Kruskal-Wallis, Dunn post hoc analizise az MWPyV esetében
tapasztaltakhoz hasonlé eredményeket mutatott (15. tablazat), vagyis szignifkéans
kiilonbséget a kiilonbozo életkort gyermekek és felndttek csoportjai kozt tartunk fel.
Fiatal feln6tt korig az életkorral novekvo, 21 éves kor felett pedig viszonylag stabil

szeroreaktivitast figyeltiink meg egy kordbbi vizsgalathoz hasonléan.®*

15. tablazat: STLPyV szeroreaktivitas (OD értékek) tobbszords dsszehasonlitasa

Korcsoportok (év)

<6 6-9 10-13 14-20| 21-39 40-60 >60
<6 ns
6-9 ns ns
10-13 ns ns ns
14-20 | 70,0138 ns 0,0243 ns
21-39 [7<0,0001 | 70,0023 | "<0,0001 ns ns
40-60 | 70,0011 ns *"0,0015 ns ns ns
>60 |"<0,0001 |"0,0008 | “"<0,0001 | ns ns ns ns

A Dunn post hoc analizis eredményei. A csillagok és p értékek statisztikailag szignifikans
kiilonbséget jeleznek. ns: nem szignifikans (p>0,05).

A HPyYV9-hez hasonléoan az MWPyV és az STLPyV esetében is megvizsgaltuk a
keresztreaktivitast. Ez a két virus a Deltapolyomavirus nemzetségbe tartozik, VP1
fehérjéik aminosav szekvencidja 56% azonossagot mutat. Mivel a két virus
szeroprevalencia vizsgalata teljesen azonos mintadllomannyal tortént, igy a két VP1
fehérjére adott szeroreaktivitas kozti 0sszefliggést vizsgaltuk. A Spearman rangkorrelaciod
ugyan szignifikans (p<0,0001), de igen gyenge (r=0,293) korrelaciot tart fel az MWPYV
és STLPyV OD értékek kozt. Néhany kivalasztott szérummintaval megvizsgaltuk, hogy
a mért ELISA pozitivitas antigénspecifikus volt-e. A szérummintakat eldinkubaltuk a
homoldg vagy heterolog antigének 20-szoros feleslegével, majd ezt kovetéen végeztiik el
az ELISA méréseket. A homolog VP1 antigénnel torténd eldinkubalas az OD értékek
szignifikans csOkkenését eredményezte, a mintdk szeronegativva valtak. A heterolog VP1
esetében nem valtozott érdemben a mintak

antigénnel torténd eldinkubalas

szeroreaktivitasa. Ez alapjan megallapithato, hogy mas kutatdcsportokhoz
hasonléan!'11® az MWPyV és az STLPyV elleni szeroreaktivitas kelléen specifikus az
adott virusra.

Az STLPyV szeropozitivitas a teljes vizsgalati csoportban 73,5% volt. A gyermekek
korében 60,9%, mig a felnéttek esetében 81,2% volt a szeropozitivitasi arany. A teljes

kohorszban a szeropozitiv alanyok (0,8-90 év, median: 35 év) életkora szignifikansan
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(p=0,0001; Mann-Whitney U teszt) magasabb volt a szeronegativakéhoz képest (0,9-80
év, median: 16,7 év), viszont ilyen életkori kiilonbséget a gyermekek és a felnbttek
adatainak elemzésekor nem tartunk fel. Az Osszes vizsgalt személy adatait elemezve
megallapitottuk, hogy a ndk kozt a fertdzésen mar atesettek aranya szignifikdnsan
magasabb a férfiakéhoz képest (245/317 vs. 209/301; p=0,029), azonban ezt a nemi
kiilonbséget sem a gyermekek, sem a felndttek korében nem tapasztaltuk. Mas
kutatocsoportok hasonldo megfigyelésrél nem szamoltak be. Az életkor szerinti

szeropozitivitasi adatok a 9. abran lathatok.

9. abra: STLPyV szeroprevalencia korcsoportonként

STLPyV szeroprevalencia

~ 1007 * p=0,012
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Korcsoportok

A piros vonal a p értékkel a korcsoportok kozotti szignifikans kiilonbséget (Mann-
Whitney U teszt) jeloli.

Hasonléan mas tanulményok adataihoz, 119111 3 6 évesnél fiatalabb korcsoportban az
STLPyV szeropozitivitas kozel 60% volt, vagyis a primer fertézés gyermekkorban
gyakori. A paronkénti elemzéssel a szeropozitivitasi arany szignifikans novekedését
(p=0,012; Mann-Whitney U teszt) a 10-13 ¢és 14-20 évesek kozt figyeltink meg. A
fertézésen atesettek aranya az életkor elérehaladtaval nétt, a legmagasabb, 83,1%-0s
érteket a 60 év felettiek korcsoportjaban mértiik. Bar az eddigi néhdny tanulmany
némiképp eltéré atfertdzottségi mértéket, 68%-98% szeropozitivitast tart fel 64110111

eredményeink hasonldak, €és alatdmasztjak, hogy az STLPyV ubikviter virus.
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6.2. DNS prevalencia vizsgalatok eredményei
6.2.1. HPyV9 DNS prevalencia

A HPyV9 atvitelének moddja még nem ismert. Mivel a munkacsoportunk korabbi
vizsgalata soran a 1éguti mintakban HPyV9 DNS-t mutatott ki, nem zarhato ki, hogy
akar a szajiireg, akar a 1églt potencialis behatoldsi kapu lehet. A mar emlitett, harom
esetet feldolgozé tanulmany szintén detektalt virust a szijiiregbdl.”t A BK és JC
polyomavirusokhoz hasonloan feltételezhetd, %" hogy a méasodlagos nyirokszévetekben
a virus replikalddhat, perzisztens fertdzés alakulhat ki, akar a tiidot is megfertzheti. Ezért
DNS prevalencia vizsgalatainkban a 1égati mintak vizsgalatara 6sszpontositottunk.

Ugyan megfeleld mindségli és mennyiségli DNS-t sikeriilt izolalni a formalinnal fixalt,
paraffinba agyazott tlidoszoveti mintakbol, a HPyV9 DNS-t nem detektaltuk sem a
daganatos, sem a nem tumoros szoveti mintakban. Ezidaig egyetlen munkacsoport
mutatta ki a HPyV9 DNS-t tid6 boncolésa soran vett szovetmintabdl. S6t, viralis mRNS-
t is detektaltak, ami arra utal, hogy a virus ezen szovetekben képes replikalodni.’t Ezt
megerdsitd eredményeket azonban még nem publikéltak.

Az orr- és garatmandula miitétek soran gylijtott mintaink vizsgalata sordn a HPyV9
DNS-t sem kozépfiil-, sem torokvaladékbol, sem orrmanduldb6l nem mutattuk ki.
Azonban egy 6 éves fiu garatmandulajabol detektaltuk a virust (1/100; 1%), 34 kopia
HPyV9 DNS-t 1000 ng izolalt nukleinsavbol. A virdlis DNS mennyisége alapjan nem
allapithaté meg, hogy aktiv virusreplikacié zajlott-e. A teljes virusgenomot amplifikaltuk
¢és szekvenaltuk (GenBank azonosito: MH844627). Tobb kutatocsoport is vizsgélta a

8587 azonban minddssze egy francia csoport mutatta ki

virus jelenlétét garatmanduldkban,
a HPyV9 DNS-t szintén a mintdk 1%-aban.”® Tovabbi vizsgalatok sziikségesek a
masodlagos limfoid szovetek HPyV9 patogenezisében betdltott szerepének tisztazasahoz.

A COVID-19 vilagjarvany alatt gyiijtott orrgarati mintak 5,2%-aban mutattuk ki a
HPyV9 DNS-ét <250-5,4 x 1074 (median 5,35x1072) kopia/mL mennyiségben.
Valamennyi valos idejii PCR pozitiv mintabol sikeresen amplifikaltuk és szekvenaltuk a
virus LTAQ szekvenciarészletét i, megerdsitve ezzel az eredményeket. A részletes

adatokat a 16. tablazat tartalmazza.
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16. tablazat: HPyV9 DNS prevalencia orrgarati mintakban

SARS-CoV-2 RNS SARS-CoV-2 RNS .. .
, . Osszes minta
negativ pozitiv
Mintaszam | Eletkor: | Mintaszam/ | Eletkor: |Mintaszam | Eletkor:
| 0sszes min-max osszes min-max; / 6sszes | min-max
mintaszam | (median); | mintaszam | (median) | mintaszam | (median)
(%) év (%) év (%) ; év
Dl\II_ISPg<\)/zSi)tiv 47/516 | 21-386 | 1/403 ” 48/919 | 2,1-28,6
(%) (9,10%) (27,7) (0,25%) ’ (5,2%) (27,1)
HPyV9
DNS 469/516 1,1-92 402/403 0,8-89,8 871/919 0,8-92
negativ (9,8%) (32,5) (99,7%) (35,6) (94,8%) (33,9)
(%)
Osszes 516 1(%2 403 0(258559)8 919 (()382z§

A HPyV9 DNS prevalencia szignifikansan (p<0,0001; Fisher egzakt teszt) magasabb
volt a SARS-CoV-2 RNS negativ 1é€ghti mintakban (9,11%), mint a SARS-CoV-2 RNS
pozitivakban (0,25%). A HPyV9 DNS pozitiv betegcsoport életkora szignifikansan
(p=0,0139; Mann-Whitney U teszt) alacsonyabb volt a HPyV9 DNS negativakéhoz
képest, a HPyV9 pozitiv mintak 79%-a (38/48) 2140 év kozotti felndttektdl szarmazott.
A HPyV9 DNS-t ugyan nagyobb aranyban mutattuk ki feln6ttek mintaibol (6,16%,
40/649), mint a gyermekekébdl (2,96%, 8/270), ez a kiilonbség nem bizonyult
szignifikans eltérésnek (p=0,0508; Fisher egzakt teszt). Nemek kozotti eltérés nem volt
kimutathat6. Erdekes, hogy a 2016-ban gyiijtott 146 toroktorletbél nem mutattunk ki
HPyV9 DNS-t. Az, hogy eltéré mintatipusban (toroktorlet vs. orrgarati minta) vizsgaltuk
a virus jelenlétét nem magyarazat erre, mivel a munkacsoportunk korabban toroktorlet
mintakban is detektalta a HPyV9 DNS-t.” Ebben a csoportban minddssze 20 minta
szarmazott 40 év alatti felndttektdl. Rajtunk kiviil egy tovabbi kutatdcsoport detektalt
HPyV9 DNS-t felndttek torokgargalizaldssal vett mintdinak 2,2%-aban.’”® Két masik
kutatds azonban negativ eredménnyel zarult, amelyek soran léguti tiinetekkel rendelkezd
és tlinetmentes személyektdl vett kiilonféle 1égiti mintdkban (nazofaringedlis
aspirdtumban, tamponnal vett orr- ¢és torokvaladékban, bronchoalveolaris
moso6folyadékban, kdpetben) vizsgaltak a virus jelenlétét. 85888 Az hogy a koronavirus
vilagjarvany alatt gyjtott mintdinkbol az eddigi eredményekhez képest magasabb

HPyV?9 prevalenciat mutattunk ki, kiilon érdekes. A mintak olyan id6szakbol szarmaztak,
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amikor a virusok terjedését altalanossadgban jelentdsen gatoltak a korlatozo intézkedések,
iskola és 6vodai bezarasok, kijarasi tilalmak. Bar eredményeink alapjan gy tlinik, a
HPyV9 jelen lehet a Iégutban, a 1éguti nyirokszervben, tovabbi vizsgalatok sziikségesek

a virus terjedési modjanak, a replikacio helyének megismeréséhez.

6.2.2. HPyV9 szekvenciaanalizis eredményei

Jelenleg az altalunk publikélttal egyiitt mindossze hét teljes HPyV9 genom
szekvenciaja érhet6 el a GenBank adatbazisban, amelyekkel filogenetikai és haplotipus
halézat elemzést végeztiink (10. abra). A haplotipus halozat elemzés alkalmas a
(10.b abra) és kiilon az NCCR szekvenciakra (10.c abra) is elvégeztiik.

Mind a filogenetikai fa, mind a haplotipus halozat elemzés alapjan a genomok négy
klasztere kiiloniilt el. Az eurdpai izolatumok egy klasztert alkottak. Az NCCR
szekvenciak elemzése alapjan (10.c abra) a referencia szekvencia (refseq; GenBank:
HQ696595.1), a 915 F 06 001 PJ (GenBank: FR823284.2) és az M149 izolatum
(GenBank: MH844627.1) egy haplotipus (Hap 1). Az USD14 (GenBank: MT416610.1)
¢s USD16 (GenBank: MT416611.1) izolatumok elkiiloniild haplotipusok (Hap4 és
Hap3), ¢és egy-egy elkiiloniild klasztert alkotnak. Az UF-1 (GenBank: KC831440.1) és
USD19 (GenBank: MW139299.1) izolatumok NCCR szekvenciaja mutatja a legnagyobb
varianciat, mindkett6 elkiiloniil a t6bbi szekvenciatdl a filogenetikai fan és a haplotipus
haldzatban is (Hap2 és Hap5). Az altalunk leirt genomszekvencian kiviil az 6sszes tobbi
HPyV9 genom immunszuppresszalt betegtdl szarmazott, akik vesetranszplantacion,
tiidStranszplantacion estek at, Merkel sejt carcinoméaban vagy AIDS-ben szenvedtek.5”"
A BKPyV esetében ismert, hogy az immunszuppresszid fokozott virusreplikaciot
eredményezhet, ami ndveli az NCCR mutacios ratajat.>* Az 0j variansok atrendezédott
NCCR szekvenciai tovabb fokozhatjak a virus replikacigjat. Ugyanezt feltételezhetjiik a
HPyV9 esetében is. Ezért a virus megismerése érdekében nemcsak tovabbi HPyV9
szekvenciak gytjtése €s elemzése fontos, hanem azok biologiai tulajdonsagainak in vitro

€s In Vivo megismerése is.
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10. abra: HPyVO teljes genomjanak és NCCR szekvencidjanak elemzése

a MHB844627.1 M149_ Magyarorszag
81 . .
HQ696595.1_refseqNeémetorszag
9 FR823284.2 915 F 06 001 P]_Franciaorszég
K(C831440.1_UF-1_USA
] MT416611.1_USD16_USA

MT416610.1_USD14_USA

MW139299.1_USD19_USA

Hap3 Hap?
b ¢
0.0010
Hap4
Hap2
P Hap3
Hap1l Hap5
Hap1l
Hap4
Hapé Hap5
Haplotipus GenBank azonosité Haplotipus GenBank azonosito
Hapl MH844627.1 Hapl FR823284.2, HQ696595.1,
Hap2 FR823284.2 and HQ696595.1 P MH844627.1
Hap3 KC831440.1 Hap2 KC831440.1
Hap4 MT416611.1 Hap3 MT416611.1
Hap5 MT416610.1 Hap4 MT416610.1
Hap6 MW139299.1 Hap5 MW139299.1

HPyV9 genomok filogenetikai elemzése (a), valamint a HPyV9 teljes genomok (b) és
NCCR szekvenciak (c) haplotipus halozata. A maximum-likelihood filogenetikai fa
MEGA X programmal Tamura-Nei modellel késziilt (1000 bootstrap ismétlés), a
haplotipus halozatok pedig a PopART programmal. A tablazatokban az egyes
haplotipusokhoz tartoz6 szekvenciak GenBank azonositoi szerepelnek. A korok mérete
az azonos haplotipusba tartoz6 mintdk szdmahoz igazitott. A vonalak hossza a
haplotipusok genetikai tavolsagara utal. A haplotipusokat 6sszek6td vonalakat metsz6 kis
vonalak a mutécids lépéseket jelolik. NCCR: nem kodolod kontroll régid.

6.2.3. MWPyV DNS prevalencia

Az MWPyV esetleges léguti terjedését szintén a két eltérd iddszakban vett
mintacsoportban tanulméanyoztuk. Eredményeinket a 17. tablazat osszesiti. Vizsgaltuk,
hogy a 1égaut masodlagos nyirokszerveiben, orr- és garatmanduldban jelen van-e a virus
DNS-e. Sem orr-, sem garatmandulabol nem detektaltuk a virus nukelinsavat. Ezzel
szemben két kutatocsoport mindossze néhdny mintaban, de igazolta az MWPyV DNS

jelenlétét a garatmandulak 2%-4ban, illetve 6%-aban, mig az orrmandulak 1%-aban 861%°
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Két mésik tanulmény azonban a miénkhez hasonloan, negativ eredménnyel zarult.”®®’

Mintdink esetében a preanalitikai hibakat, igy a nukleinsav izoldlds sikertelenségét
kizarjuk, mivel ugyanezen mintakbol mas polyomavirusokat viszonylag nagy aranyban
detektaltunk korabban.''’ Az eltérések valdsziniibb magyarazata a virus alacsony
prevalencidja, illetve foldrajzi vagy populacios kiilonbségek lehetnek. Igy tovabbi,
nagyobb mintaszdmu vizsgalatra van sziikség a manduldk virusreplikdcidban betoltott
szerepének tisztazasara. Ugyanakkor mandulamiitét soran vett egy kozépfiil valadékban,
illtve a torokvaladékok 2,7%-aban mutattuk ki az MWPyV DNS-t. Valamennyi pozitiv
minta gyermekektdl szarmazott.

A koronavirus vilagjarvany alatt gy(jtott orrgarati mintak 4,9%-aban detektaltunk
MWPyV DNS-t. Ez ugyan magasabb DNS prevalencia a mandulatmitétek soran vett
torokvaladék mintaink eredményéhez képest, azonban statisztikailag nem szignifikans a
kiilonbség (55/1130 vs. 4/146; p=0,3007; Fisher egzakt teszt). Az MWPyV prevalencia
szignifikansan (p<0,0001) magasabb volt a gyermekek (38/360) korében, mint a felndttek
(17/770) kozott. Emellett szignifikans életkori kiilonbséget is kimutattunk az MWPyV
pozitiv (0,8-38 év, median: 3,6 év) és negativ egyének (1-92 év, medidn: 32,2 év) kdzott
(p=0,0001; Mann-Whitney U teszt), pozitiv mintakat fiatalabb személyek esetén
azonositottunk. Nemi kiilonbséget nem tartunk fel. Mas kutatocsoportok sem
vesetranszplantaltaktol, sem léguti tlineteket mutatd vagy mandulamiitéten atesd
személyek 1éguti mintaibol nem mutattak ki a virust. A vizsgalt, kiilonb6zd mintatipusok,
orrgarati, orr- és toroktampon, valamint torokoblité folyadék mindegyike feln6ttektol
szarmazott.?%8 Az altalunk megfigyelt, gyerekek kozt mértnél alacsonyabb, 2,2%
felnéttkori DNS prevalencia Osszhangban all a szeroprevalencia eredményeinkkel.
Atfert6zottségi adataink alapjan a primer fertdzések nagy része fiatal felnSttkorig lezajlik,
azonban a feln6tt populacié igen nagy része tovabbra is fogékony marad a fertézésre. A
gyermekek léguti mintaiban detektalt MWPyV DNS prevalencia adataink hasonloak a
vilag kiilonbdzd pontjairdl publikalt adatokhoz. Mexikobol 0,74%,1%° Ausztraliabol
1,5%,%, Kinabol 1,47%,'% mig Braziliabol 2,1%'% MWPyYV DNS pozitvitast kozoltek
légati tiinetes gyermekektSl vett légati mintdbol. FErdekes, hogy az Ausztral
tanulmanyban a tiinetmentesek mintainak nagyobb aranya, 9,2%-a volt MWPyV
pozitiv.8

A COVID-19 pandémia alatt gytijtott nazofaringealis mintakban vizsgaltuk a SARS-
CoV-2 ¢és az MWPyV egyiittes jelenlétét is. A MWPYV DNS pozitivitds szignifikdnsan
gyakoribb volt a SARS-CoV-2-negativ betegek korében (41/565), mint a SARS-CoV-2-
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pozitivak kozott (14/565) a teljes kohorszban (7,3% vs. 2,5%; p=0,0003), illetve a
felnéttek kozt is (17/385 vs. 0/385; p<0,0001), Gyermekek korében is gyakrabban
mutattuk ki az MWPYV DNS-t SARS-CoV-2 RNS negativ 1égati mintakban (24/180) a
SARS-CoV-2 RNS pozitivakhoz képest (14/180), am a kiilonbség statisztikailag nem
bizonyult szignifikansnak (p=0,122).

Mivel 919 mintabdl a HPyVO jelenlétét is vizsgaltuk, igy a kettds polyomavirus
fert6zést is analizaltuk. Hat mintdban mutattuk ki a HPyV9 és az MWPyV DNS-t is
(6/919; 0,65%), vagyis a MWPyV pozitiv mintdk 10,9%-4ban (6/55) volt jelen mindkét
polyomavirus. A mintdk koziil 4 gyermektdl (2,1-5, 3 év; median: 2,3 év), 2 pedig
felnottol szarmazott (30,1 és 30,6 év). Az egyik gyermeknek (2,4 éves) SARS-CoV-2
fertdzése is volt a mintavételkor, a tobbiek 1éguti mintaja SARS-CoV-2 RNS negativ volt.

17. tablazat: MWPyV DNS prevalencia vizsgalat eredménye

Mintaszam/ Eletkor:
osszmintaszam | No/Férfi min-max
(%) (median); év
orrmandula 0/100 - -
garatmandula 0/100 - -
" 4/146 3,4-7,1
toroktorlet (2.7%) 1/3 (5)
P 1/15
kozépfiilvaladék (6.7%) 1/0 5,2
SARS-CoV2 14/565 0,8-16,7
. 8/6
RNS pozitiv (2,5%) (2,3)
Orrgarati| SARS-CoV-2 41/565 20/21 0,9-38
mintak RNS negativ (7,2%) (8,6)
" 55/1130 0,8-38
Osszes (4,9%) 28127 (3.6)

Az MWPyV patogenezise, terjedési modja, behatolasi kapuja, a replikakcio helye
tovabbra is ismeretlen, ahogy azt sem tudjuk, latens fert6zés 1étrejon-e a szervezetben. A
virust el6szor székletmintakbol irtak le, azota tobb publikacio kozolt prevalencia adatokat
sz€kletbdl. A legmagasabb pozitivitasi arany 12,8% volt. Mindezek alapjan feltételezhetd
a fekal-oral modon torténd terjedés is.238%101 Ugyanakkor az a tény, hogy az MWPyV
DNS-ét orrgarati mintakban is kimutattuk felveti, hogy a virus 1égati modon is terjedhet.
Erdekes, hogy az MWPyV DNS-ét egy kozépfiilvaladékban is detektaltuk, ami arra utal,

hogy a virus eljuthat a kdzépfiilbe. Ennek tisztdzasahoz tovabbi vizsgalatokra és nagyobb

46



szd&mu minta elemzésére lenne sziikség. Mas fert6z0 agenseket nem vizsgaltunk a
mintdkbol, igy nem elemeztilk az MWPyYV ¢és a betegek tiinetei kozotti Osszefiiggést,
ahogy a SARS-CoV-2 altal okozott tiinetek és a kettés vagy tObbszords polyomavirus

fertdzés kozti 0sszefiiggéseket sem.

6.2.4. MWPyV szekvenciaanalizis eredményei

A teljes NCCR régiot 21 MWPyV pozitiv mintdbol amplifikaltuk és szekvenaltuk
(GenBank azonositok: PP346854-PP346874). Az NCCR szekvencidkat a GenBankban
elérhetd, kordbban publikalt 22 szekvenciaval Osszehasonlitva elemeztiikk. Nyolc 1j
NCCR szekvenciavarianst azonositottunk (W317, P839, H284, 6452, C1049, C1062,
H230 és W578, amely identikus a C666-tal), mig a tobbi izolatum egy vagy tobb mar
ismert szekvenciaval egyezett meg. Négy Uj pontmutéciot irtunk le, mig egy izolatumban,
a H230-ban (GenBank: PP346859) egy 13 bazisparos deléciot.

Bar az MWPyV NCCR szekvencia varianciainak bioldgiai jelentésége még nem
tisztazott, feltételezhetd, hogy ezek a mutaciok befolyadsolhatjak a transzkripcids faktor

kotohelyeket, valamint a promoterek és enhancerek miikddését.>

Haplotipus
haldzatelemzéssel vizsgaltuk, hogy az NCCR szekvenciavarianciak osszefiiggenek-e a
mintatipusokkal, amelyekbdl izolaltak, igy a lehetséges replikacios helyekkel, és/vagy a
foldrajzi régidval, ahonnan szarmaznak. Azonban a haplotipusok sem a mintatipusokkal,
sem a foldrajzi régidval nem mutattak Osszefiiggést, a haplotipusok ilyen paraméterek
szerint nem rendezdédtek klaszterekbe (11. abra).

Az NCCR kulcsszerepet jatszik a transzkripcid, a virusreplikacio szabalyozasaban, és
abban is, hogy mely sejtek permisszivek a virus szamara.>® Tovabbi szekvencidk
gyljtése, elemzése, a transzkripcios faktor kotdhelyek azonositasa igen fontos, hiszen az

eredmények segithetnek in vitro modellek tervezésében, a permissziv sejtek

azonositasaban, a virusreplikéaci6 tanulméanyozéasaban.
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11. 4bra: MWPYV NCCR szekvenciak halozatelemzése

HAPOS Soiiti
L ® légut HAPOS Ausztralia
® suihlet L] @ Auszt
HaPo8 condyloma HAPOS @ Brazilia
e ® @ ® paraimandula () Kina
(5)
Magyarorszé
@ HAPos @ e ® Magy g
HAPO7 / HAPO7 @ Malawi
(] (o) () 4;
T~ sapz ~_ A‘ ® usa
0] HAPO2
napo ) —z— — (1) Hapos @ —— -0 4
—_— M (U]
HAPO My L] ) —e

HAPOS

® Haro

HAPO3

HAPQS

® Hap0

HAF13 . HAP13 ./
HAP14 OA ? @ rap17 HAP14 OA HAP17
:) & 1
HAP1S @ HePis HAP1G HAP18 Gﬁ
. GenBank . GenBank . GenBank
Haplotipus azonosito Haplotipus azonositod Haplotipus azonosito
JX262162 PP346871 0OP910238
HAP12
PP346854 PP346855 NC_018102
HAPO2
PP346859 KC549590 PP346857
HAP13
PP346860 KC549592 PP346870
PP346861 HAPO3 KC549593 HAP14 PP346865
PP346862 KC549594 HAP15 PP346869
PP346863 HAPO4 KC549586 HAP16 KC571701
PP346864 KC549589 HAPL7 KC571702
HAPO1 KC549588 HAPO5 JQ898292 KC571703
KC549591 HAPO6 KC549587 HAP18 KC571704
PP346866 HAPQ7 KC571700
PP346867 HAPO8 KR338953
PP346873 PP346858
HAPQ9
PP346874 0OP910239
PP346872 HAP10 PP346856
TEDDYO01 HAP11 KC571705
PP346868

A haplotipus halézatok PopART programmal késziiltek. A korok mérete az azonos
haplotipusba tartozd6 mintak szamahoz igazitott. Az abrakon a kiilonb6zd szinek
kiilonb6z6 mintatipust (@), illetve kiilonb6zé foldrajzi helyet (b) jelentenek. A vonalak
hossza a haplotipusok genetikai tavolsagara utal, a zarojelben szerepld szamok a mutacids
1épéseket jelolik. A tablazatban az egyes haplotipusokhoz tartozo génbanki azonositok

szerepelnek.




6.2.5. STLPyV DNS prevalencia

A mandulamiitét soran gy(jtott mintaink vizsgalatakor az STLPyV DNS-t a
toroktorletek 3,4%-4aban mutattuk ki. Tovabba egy-egy kozépfiil valadekbol (6,7%) ¢és
orrmandulabdl (1%) is detektaltuk a virust, s6t, ezen két beteg esetében az ugyanakkor
vett toroktorlet is STLPyV DNS pozitivnak bizonyult. Minden polyomavirus pozitiv
minta gyermekektdl szarmazott. Garatmandulabol nem mutattuk ki az STLPyV-et. A
koronavirus vilagjarvany alatt gyiijtott orrgarati mintak 1,4%-a bizonyult STLPyV DNS
pozitivnak. Eredményeinket a 18. tablazat 6sszegzi.

Az STLPyV pozitivitas szignifikdnsan magasabb (p<0,0001) volt a gyermekek 1éguti
mintajaban (13/360, 3,6%), mint a felnéttekében (3/770, 0,4%). Szignifikans életkori
kiilonbséget mutattunk ki (p=0,0001) az STLPyV negativ (1,3-28,5 év, median: 4,5 év)
¢s STLPyV pozitiv (0,8-92 év, medidn: 30,7 év) egyének kozott, a virus DNS a

fiatalabbak, foként gyermekek mintaiban volt jelen. Nemi kiilonbséget nem tartunk fel.

18. tablazat: STLPYV DNS prevalencia vizsgalat eredménye

Mintaszam/ Eletkor:
osszmintaszam | No/Férfi min-max
(%) (median); év
1/100
orrmandula (1%) 1/0 4
garatmandula 0/100 - -
. 5/146 274
toroktorlet (3.4%) 3/2 (3.6)
v i per i1 1 1/15
kozépfiilvaladék (6.7%) 0/1 3,6
SARS-CoV2 2/565 .
RNS pozitiv (0,4%) 0/2 0.8 és 16,7
Orrgarati| SARS-CoV-2 14/565 5/9 1,3-28,5
mintak RNS negativ (2,5%) (5)
N 16/1130 1,3-28,5
Osszes (1,4%) 5/11 (4,5)

A SARS-CoV-2 tarsfertézést a teljes kohorszban elemezve megallapitottuk, hogy
STLPyV szignifikansan (p=0,0039) nagyobb aranyban volt jelen a SARS-CoV-2 RNS
negativ 1égiti mintakban, mint a SARS-CoV-2 pozitivakban. S6t, ugyanilyen,

szignifikans kiilonbséget tapasztaltunk a gyermekek 1éguti mintait analizalva (11/385 vs.
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2/358; p=0,01). A harom STLPyV pozitiv felndtt minta SARS-CoV-2 negativ egyéntol
szarmazott.

Az MWPyV prevalencidjahoz képest az STLPyV-¢ szignifikdnsan alacsonyabbnak
bizonyult a teljes vizsgalati csoportban (4,9% vs. 1,4%; p<0,0001), a gyermekek (10,6%
vs. 3,6%; p=0,0004) és a felnéttek (2,2% vs. 0,4%; p=0,0024) korében is. MWPyYV és
STLPyV koinfekciot hét mintaban (7/1130; 0,6%) mutattunk ki, négy minta gyermektol,
harom pedig feln6ttél szarmazott. Az STLPyV pozitiv mintak 43,8%-aban az MWPyV
DNS is jelen volt, mig a SARS-CoV-2 tarsfertdzés csak a mintdk 1,3%-aban (2/16).
Mindossze egy mintaban (1/16; 6,3%) volt kimutathatd mindharom virus. Egy gyermek
(3,2 év) esetében HPyV9 és STLPyV DNS is jelen volt a SARS-CoV-2 RNS negativ
1éguti mintdban.

Az STLPyV-rél igen keveset tudunk, mivel csak néhany publikacié tartalmaz
prevalenciaadatokat, patogenezise teljesen feltaratlan. A virus DNS-ét kiilonbozo
vizsgélatok soran székletmintdkban kimutattdk, ezért ahogy MWPyYV esetében, tigy az
STLPyV kapcsan is felmeriil a fekal-oral modon torténd atvitel lehetdsége.®1% Ezidaig
minddsszesen csak két tanulmény szdmolt be a 1€guti mintdk vizsgalatardl. A virus leiroi
vesetranszplantalt felnéttekt6l vett orrgarati mintakban nem mutattak ki az STLPyV
DNS-¢t.2%% Egy ausztral csoport azonban egyetlen vesetranszplantalt beteg tamponnal
vett orr- és torokvaladékabol STLPyV pozitivitast publikalt.®® Mandulaszovetet két
csoport tanulmanyozott: egyikiik gyermekektdl szdrmaz6 garatmanduldk 2%-aban
azonositotta az STLPyV DNS-t,% a masik csoport azonban felnéttek garatmandulajaban
nem mutatta ki a virust.®’

Eredményeink alapjan az STLPyV léguti terjedése felmeriil, s6t, a virus a kozépfiilbe
is behatolhat. Tovabbi, nagyobb mintaszamu vizsgalat sziikséges a kérdés tisztdsahoz.
Vizsgalatunk alapjan véarhatéan nagy aranyban egyéb polyomavirusok, sot, mas léguti
virusok is jelen lehetnek a mintdkban, a patogenezis, a tiineti 0sszefliggések vizsgalatahoz

a tarsfert6zok vizsgalata is szlikséges.

6.2.6. STLPyV szekvenciaanalizis eredményei

A kiilonb6z6 kutatocsoportok altal kdzolt, eltérd szeroprevalencia adatok mogott az is
allhat, hogy a virusnak kiillonb6zd, akar foldrajzilag is elkiiloniilé genotipusai és
szerotipusai lehetnek. A BK és JC polyomavirusok esetében is megfigyelhetok ilyen

foldrajzi kiilonbségek,*® és hasonl¢ variabilitis meriilt fel az MCPyV kapcsan is. 18119
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Munkénk soran két teljes STLPyV genomot szekvendltunk (GenBank azonositok:
PP549201 és PP549202), majd a GenBank tovabbi 7 szekvenciajaval egyiitt filogenetikai
és halozatelemzést végeztiink (12. abra).

Mind a filogenetikai fa (a), mind a halézatelemzés (b) alapjan a szekvenciak két f6
agra oszlottak. Foldrajzi elkiiloniilést azonban nem igazoltunk, mivel ugyanazon régiobol
szarmazd mintak mindkét agban megtalalhatoak. Jelenleg tul kevés szekvencia all
rendelkezésre, hogy végleges kovetkeztetéseket vonjunk le, igy tovabbi szekvenciak
gyljtésére van sziikség kiilonbozé foldrajzi régiokbol a genotipusok foldrajzi

eloszlasanak pontosabb megértésé¢hez, 118119

12. abra: STLPyV teljes genomok filogenetikai és halozat analizise

a b HB124 KF530304 Kina

5) 11ww KF525270 USA
HB124 KF530304 Kina

99 | 11ww KF525270 USA HB201 KM893862 Kina

100 HB201 KM893862 Kina refseq MA138 JX463183 Malawi

[~ T28 Magyarorszag

T9 Magyarorszag

T9 Magyarorszag
refseq MA138 JX463183 Malawi T28 Magyarorszag

Y57 KF651951 Kina

100| 1 wWD972 JX463184 USA

99
QLD-16M6r KR0O90571 Ausztralia

0.01 QLD-16M6r KR090571 Ausztralia

A filogenetikai elemzések az 0Osszes rendelkezésre allo STL genomszekvencia
felhasznalasaval késziiltek. A maximum-likelihood filogenetikai fa MEGA X
programmal Tamura 3-paraméter modellel (1000 bootstrap ismétlés) késziilt (a). A
halozatelemzést POpPART programmal végeztiik (b). A vonalak hossza a haplotipusok
genetikai tavolsagara utal, a zarojelben szerepld szdmok a mutacids 1épéseket jelolik.

Teljes NCCR régiot 11 STLPyV pozitiv mintabol amplifikaltuk és szekvenaltuk
(Genbank azonositok: PP407403-PP407411), majd az MWPyV-hez hasonldéan az
adatbazis nyolc tovabbi szekvencidjaval egyiitt elemeztiik.

Harom uj varianst (H566, T28, és T9) és harom 0j pontmutéaciot azonositottunk. A
tobbi nyolc szekvencia megegyezett a kordbban leirt izoldtumokéval. A haplotipus
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halézatelemzés eredményei (13. abra) hasonloak az MWPyV esetében tapasztaltakhoz.

Az STLPyV NCCR szekvencidk két csoportba rendezddtek, azonban foldrajzi és

mintatipus szerinti elkiilontilést STLPyV esetében sem tapasztaltunk.

13. abra: STLPyV NCCR szekvencidk haldzatelemzése

2 Haros ® léguti b apos ® Ausarilia
o ® széklet [ ] Kina
‘(1) HAPO2 condyloma |(1) HAP)2 ® Magyarorszig
HAP(]S. HAPOJ. ® Malawi
(1)\3/(1) (1)\‘/(1) ® uUsa
HAPO1 HAPO1
(5) (5)
(1), (1),
[ (2) HAP09 @ (2) HAP09
HAP0S /. HAPO05 /.
naroce-Lg f—l]j\P[IB llAPutoﬂ.\gi)\Pus
) 1
P g U/ g
HAPO7 HAP10 o HAPO7 HAP10
, GenBank , GenBank
Haplotipus azonosito Haplotipus azonosito
KF530304 Hap02 KF525270
KM893862 Hap03 PP549202
PP407403 Hap04 PP549201
PP407404 Hap05 NC_020106
Hap01 PP407405 Hap06 PP407406
PP407408 Hap07 KF651951
PP407407 Hap08 KR090571
PP407410 Hap09 JX463184
PP407411 Hapl0 PP407409

A korok mérete az azonos haplotipusba tartozé mintak szamahoz igazitott. Az abrakon a
kiilonb6z6 szinek kiilonboz6é mintatipust (a), illetve kiilonboz6 foldrajzi helyet (b)
jelentenek. A vonalak hossza a haplotipusok genetikai tavolsagara utal, a zardjelben
szerepld szdmok a mutéacios lépéseket jelolik. A tdblazatban az egyes haplotipusokhoz
tartoz6 génbanki azonositok szerepelnek.

A virus megismeréséhez nélkiilozhetetlenek a tovabbi vizsgalatok, a DNS prevalencia

adatok és tovabbi szekvenciak gylijtése is.
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6.3. HPyV9 in vitro, funkcionalis genomvizsgalata
A polyomavirusok nem kodold, kontroll régidja kulcsszerepet jatszik a virus
génexpressziojanak és replikaciojanak szabalyozasaban. Az NCCR promotereinek és

crer

enhancereinek szabalyozé funkcidja erésen fiigg azok szekvenciajatol, illetve
transzkripcios faktorokkal és a virdlis szabalyozo fehérjékkel valo kolcsdnhatésaitol.>
Meég ha egy sejt fogékony is a virusfert6zésre, annak permisszivitasat és a produktiv
virusfert6zés lehet6ségét ezek a kolcsonhatasok hatarozzak meg. A HPyV9 promoterek
kiilonboz6 sejttipusokban torténd funkcionalis analizise segithet azonositani azokat a
célsejteket, amelyekben a virus replikalodhat. A kiillonb6zé NCCR szekvencidk korai és
kés6i promoter aktivitasainak Osszehasonlitasa segithet megérteni a szabalyozo
szekvenciak mutacidinak hatasait.

In vitro kisérleteinkben két HPyV9 izolatumot, a referencia szekvenciat (amely
jelolése a tovabbiakban 9) és az UF-l-et tanulmdnyoztuk. Egyrészt ezek NCCR
szekvenciai jelentésen kiilonboznek egymastdl, masrészt két masik kutatocsoport is
ezekkel dolgozott hasonld vizsgalatokban.2%12! A kisérleteket kiilonbdzd sejttipusokkal
végeztiik. A virus lehetséges 1éguti terjedése és replikacidja miatt valasztottuk a primer,
léguti epitél sejtet, az MRC-5 tiidé fibroblaszt sejtet, valamint az A549 tiid6 epitél
sejtvonalat kutatasainkhoz. A HEK-293 vese epitél sejttel, ahogy az A549-cel is végeztek
hasonl¢ kisérleteket, 20122 ami lehetévé tette az eredmények dsszehasonlitasat. A Caco-2
sejtvonal a masok 4ltal hasznalt SW480-hoz hasonl6 bélepitél. Az SK-HEP-1 endotél
sejtvonalat pedig azért valasztottuk, mert a virus szerevezeten beliili terjedésében
kulcsszerepet jatszhat az erek endotélje.

Els6ként megvizsgaltuk a promoter aktivitasokat a kiilonb6z6 sejtekben, amelyhez a
kétiranyn, NCCR szekvenciakat tartalmazo, riporter vektorokat a sejtekbe
transzfektaltuk. A promoter aktivitasat kett6s luciferaz teszt segitségével mértiik: a korai
promoter aktivitasat (E) a Renilla luciferaz aktivitasa, a kés6i promoterét (L) pedig a
firefly luciferdzé reprezentalta. Az eredményeket a 14. abra mutatja. A kiilonb6z6
sejtekben mért kiilonb6zé promoter aktivitasokat (9_E, 9 L, UF-1_E and UF-1_L) kiilon-
kiilon elemeztiik statisztikailag, amelynek eredményeit a 14.b-e abrak mutatjak.

Mindkét HPyV9 NCCR korai és kés6i promoter aktivitasa is a legerésebb az A549
sejtben volt, mig a leggyengébb az MRC-5 fibroblasztban. Az A549 sejtekben mért
promoter aktivitashoz képest a HEK-293 és a Caco-2 sejtekben mértek ugyan

alacsonyabbak voltak minden esetben, de a kiilonbségek statisztikailag nem bizonyultak
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szignifikansnak. Ugyanakkor primer, 1éguti epitél sejtekben és az endotél sejtekben mind

a négy promoter esetében szignifikansan gyengébb luciferaz aktivitast mértiink.
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14. abra: A HPyV9 referenciaszekvencia ¢s az UF-1 izolatum korai és késoi

promoterének aktivitasa kiilonb6z6 sejtekben
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A HPyV9 referenciaszekvencia (9) és az UF-1 izolatum korai (E) és késoi (L) promoter
aktivitasa kiilonb6z6 sejtekben. Minden oszlop harom fliggetlen kisérlet kilenc
mérésének atlagat mutatja SD-vel. Az a abra sejtenként abrazolja a négy promoter
aktivitasat. A luciferaz aktivitdsokat promoterenként dbrazoljak a b-d 4brak. 9_E: HPyV9
referencia genom korai promotere; 9 L: HPyV9 referencia genom késéi promotere; UF-
1 _E: HPyV9 UF-1 izoldtum korai promotere; UF-1_L: HPyV9 UF-1 izolatum késoi
promotere; RLU: relativ luciferdz egység. A statisztikailag szignifikans kiilonbséget piros
vonal jelzi p értékkel (Kruskal-Wallis, Dunn post hoc analizis).

A transzfekcios hatékonysag a GFP expresszids vektorral végzett kisérleteink alapjan
sejttipusonként valtozo volt: az A549 és HEK-293 sejtekben >90%, az SK-HEP-1
sejtekben >70%, az MRC-5 sejtekben ~60%, a primer léguti epitél sejtekben ~50%, mig
a Caco-2 sejtekben ~30%. A transzfekcios hatékonysag azonban jelentdsen befolyasolja
a kisérletekben mért luciferaz aktivitast. Ahhoz, hogy a kiilonb6z6 promoter aktivitasokat
megfelelden értékelhessiik, minden sejttipusban a 9 E promoter aktivitashoz
viszonyitottuk a tobbi promoter aktivitasat. Ehhez a 9 E promoter aktivitasat vettiik

100%-nak. Az eredményeket, vagyis a reativ promoter aktivitasokat a 15. abra mutatja.
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15. abra: Relativ promoter aktivitasok kiilonb6z6 sejtekben
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A HPyV9 referenciaszekvencia (9) és az UF-1 izolatum relativ korai (E) és kés6i (L)
promoter aktivitdsa a kiilonbozd sejtekben. Minden oszlop harom fiiggetlen kisérlet
kilenc mérésének atlagat mutatja SD-vel. A 9_E promoter aktivitasa 100%, a tobbi
promoterét sejtenként ehhez viszonyitottuk. 9 E: HPyV9 referencia genom Korai
promoter; 9 L: HPyV9 referencia genom késéi promoter; UF-1_E: HPyV9 UF-1
izolatum korai promoter; UF-1_L: HPyV9 UF-1 izolatum kés6i promoter. A
statisztikailag szignifikans kiilonbséget piros vonal jelzi p értékkel (Wilcoxon t-teszt,
kétoldali).

A referencia szekvencia korai promoter (9_E) aktivitasa szignifikansan erésebb volt a
kés6i promoteréhez (9 L) képest a Caco-2, a primer 1éguti hamsejtek, az SK-HEP-1 és
az MRC-5 sejtekben is. Az A549 sejtekben viszont a korai (9 _E) és a késéi (9 L)
promoter aktivitdsa kozt nem volt szignifikans a kiilonbség. Ugyanakkor masokhoz

120,121

hasonldan, a HEK-293 sejtekben szignifikdnsan magasabb 9 L promoter aktivitast

figyeltiink meg a 9_E aktivitashoz képest. Az UF-1 izolatum két promoterének aktivitdsa
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a Caco-2 sejtekben kozel azonos volt, mig A549, HEK-293 és SK-HEP-1 sejtekben
szignifikdnsan erdsebb UF-1 L aktivitast mértink. A HEK-293 sejtekben mért
eredményeink 6sszhangban allnak két korabbi publikéacié adataival.*?1?! A primer, 1éguti
epitélben, illetve a fibroblasztokban viszont az UF-1 L promoter aktivitasa
szignifikansan gyengébb volt az UF-1_E-hez képest. A két NCCR szekvencia koziil az
UF-1 promoterei a HEK-293 sejt kivételével minden mas sejtben magasabb aktivitast
mutattak. A HEK-293 sejtben viszont szignifikansan alacsonyabb UF-1 korai promoter
aktivitdst mértiink a 9 E aktivitashoz képest. Mindkét korabbi tanulmanyban ennek
ellenkezéjét tapasztaltdk.1?%?1 A kiilonbségek okait vizsgalva az alabbiakat allapitottuk
meg. Az egyik csoport az A549 sejtekben viszonylag alacsony, mig a HEK-293 sejtekben
mérsékelt korai és késdi promoter aktivitdsokat mért, legmagasabbat az SW480
sejtekben.!?? A relativ luciferaz aktivitasokat dsszevetve, mi joval magasabb értékeket
mértiink az A549 és a HEK-293 sejtekben. Egy masik vizsgalatban szintén az SW480
sejtekben mértek kiemelkedden magas aktivitasokat.?! Mi viszont mind a négy promoter
esetében ugyan nem szignifikansan, de alacsonyabb aktivitdsokat mértiink a Caco-2
sejtekben, mint az A549 és HEK-293 epitélekben. Osszehasonlitva a transzfekcios
hatékonysagot, a HEK-293 esetében az altalunk elért érték kozel egyezd volt a hasonlo
vizsgélatokat végzd munkacsoportéval, viszont A549 esetében sokkal jobb hatasfokot
értiink el. Caco-2 sejtben viszont a plazmidok bevitelének sikeressége joval gyengébbnek
bizonyult, mint amit SWA480-al masok elértek.'??> Mindkét sejtvonal colon
adenocarcinoma eredetii, azonban morfolégiajuk kiilonbozik,'?® talan ez is allhat az eltérd
transzfekcios  hatékonysdg  hatterében. A kisérleti  rendszerek  kevéssé
Osszehasonlithatoak. Az altalunk hasznalt, kétirdnyu riporter vektor kivaldan szimulalja
a polyomavirusokat. Moens ¢és kollégai egyiranyu riporter vektort hasznaltak, vagyis
kiilon-kiilon vektort a korai és a késdi promoterek vizsgalatdhoz, az NCCR szekvenciat
mindig csak részlegesen bejuttatva.’?® Ilyen esteben a két vektor transzfekcios
hatékonysaganak kiilonbségei, az NCCR szekvencidk részleges jelenléte jelentOsen
befolyasolhatja az eredményeket. Ajuh és kollégai ugyan kétiranya vektort alkalmaztak,
de a fluoreszcens fehérjék NCCR 4altal szabalyozott expresszidjat dramlasi citometriaval
48 oraval a transzfekcié utdn mérték.'?! Mindezek egyiittesen magyarazhatjak az
eredményeink kozti eltéréseket.

Az LTAGg kulcsszerepet jatszik a polyomavirusok replikacidjdban, az NCCR LTAg
kotdhelye(ke)t tartalmaz. Az altalunk vizsgalt két NCCR szekvencia nem kiilonbozik a

kothelyekben.'?® Viszont az LTAg nem csak kozvetleniil, hanem kozvetetten,
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transzkripcios faktorokkal vald interakcioja révén is hathat a promoterekre.’?* Az LTAg
promoterekre gyakorolt hatdsat kotranszfekcios kisérletekben vizsgaltuk. A riporter
vektorok lucierdz aktivitasait a riporter €s az LTAQ expresszids vektorral egyiittesen
transzfektalt sejtekben mértiik. A vizsgalatokat HEK-293, A549, SK-HEP-1 ¢és primer
sejtekben végeztiik. A kotranszfektalt sejtekben az LTAg expressziojat Western blot

modszerrel igazoltuk (16.a abra).

16. abra: LT antigén expresszio igazolasa Western blottal
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Az abra fels6 soraban (a) a HA-taggal jelolt LTAg és a béta-aktin Western blot képe
lathatd A549, HEK-293, SK-HEP-1 ¢és primer, 1égati epitél sejtekkel. A piros nyil a
nagyobb molekulatomegli HA-taggal jelolt fehérjét jelzi, amely feltehetéen poszt-
transzlaciosan modositott LTAg. A b abra jobb als6 soraban a HA-tag, a bal als6 soraban
a béta-aktin Western blot képe lathatdo mock transzfektalt A549, HEK-293, SK-HEP-1 és
primer léguti epithel sejtekkel. LTAQ: nagy T antigén

Az LTAg relativ mennyisége az egyes sejtekben tiikrozte a transzfekcios
hatékonysagot. (16.b abra). Hasonldéan mas kutatocsoportokhoz, a vartnal nagyobb
molekulaméretii savot is kimutattunk (piros nyillal jelolt az abran), amelyrél azt
feltételezik, poszttranszlaciosan médosult LTAg. 120125127 Kontrollként a sejteket iires,

azaz LTAg kodold szekvencia nélkiilli pcDNA3.1(+) vektorral is transzfektaltuk,

természtesen ebben az esetben LTAg-t nem detektaltunk a sejtlizatumokbol.
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Kotranszfekcios kisérletiinkben csokkent luciferaz aktivitasokat figyeltiink meg az
tires pcDNA3.1(+) vektorral (EV) és riporter vektorral kotranszfektalt sejtekben a
kizarolag riporter vektorral transzfektalt sejtekhez képest. A legnagyobb mértékii
csokkenést a primer sejtekben, mig a legkisebbet az SK-HEP-1 esetében tapasztaltunk.
Vélhetden az expresszids vektor CMV promotere €s a HPyV9 promoterei kozti versengés
lehet a magyarazat. Ezért a kotranszfekcios vizsgalatokban a promoter aktivitasokban
bekovetkezd valtozast minidg az tires pcDNAS3.1(+) vektorral és az adott riporter
vektorral Kotranszfektalt sejtekben mért eredményekhez képest szamitottuk.
Eredményeink a 17. abran lathatoak.

Az LTAg expresszidja minden sejttipusban szignifikdns ndvekedést eredményezett a
késoi promoterek (9 L és UF-1 L) aktivitasdban. Az eredmények dsszhangban allnak az
LTAg funkcidjaval, hiszen a fehérje a virusreplikacidt segiti, de a késéi géneket is
transzaktivalja.'® Az A549, HEK-293 és primer sejtben a luciferaz aktivitisok mindkét
NCCR esetében hasonld mértékben valtoztak. A legerésebb hatadst az SK-HEP-1
sejtekben mértiik. Ebben a sejttipusban az UF-1_L aktivitas sokkal nagyobb mértékben
novekedett az LTAg hatdsdra a 9 L aktivitashoz €s a tobbi sejtben mérthez képest is. A
9 E promoter aktivitdsa az LTAg hatasara minden sejtben hasonlé mértékben csokkent,
a kiilonbség statisztikailag is szignifikans volt a primer sejtek kivételével. Az UF-1_E
promoter aktivitasa sejttipustol fliggden eltérden valtozott az LTAg hatdsara: az A549 és
HEK-293 sejtekben nem valtozott, mig SK-HEP-1 sejtekben szignifikdns ndvekedést,
primer léguti hamsejtekben pedig szignifikans csokkenést mutatott.

Az egyiranyu riporter vektorral dolgozoé kutatocsoport azonban HEK-293 sejtekben az
LTAg eltérd hatasat irta le. Ellentétben veliink, a referencia szekvencia esetében a korai
promoter aktivitasat szignifikdnsan novelte, mig a késdéiét szignifikansan csokkentette az
LTAg. Az UF-1 esetében a késdi promoter aktivitdsokra gyakorolt hatas hasonl6 volt az
altalunk tapasztalthoz, viszont a korai promoter esetében is szignifikans ndvekedést
mértek. Ahogy korabban irtuk, a kisérleti rendszereink nem voltak azonosak. Mindez
felhivja a figyelmet arra, hogy modszertani kiilonbségek miatt hasonl6 kisérletek eltérd
eredményeket adhatnak.

Ugyan a primer, 1éguti epitél sejtekben viszonylag alacsony promoter aktivitasokat
mértliink, a legmagasabbat viszont az A549 sejtben, amely léguti epitél sejtvonal. A
HPyV?9 replikalodhat a tiidében, sajat DNS prevalencia adataink alapjan pedig a légut

behatolasi kapu lehet a virus szamara. Vizsgalataink szerint az A549 és a HEK-293 sejtek
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is alkalmasak lehetnek a HPyV9 replikacié tovabbi tanulméanyozéasara, mivel ezekben

erdteljesebb promoter aktivitasokat figyeltiink meg, kiillondsen az UF-1 NCCR esetében.

17. abra: LTAg hatas a HPyV9 referenciaszekvencia és az UF-1 izolatum

promoter aktivitasaira
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Az LTAg hatasa a HPyV9 referenciaszekvencia (9) és az UF-1 izolatum korai (E) és kés6i
(L) promoter aktivitasara kiilonboz6 sejtekben. Minden sav harom fliggetlen kisérlet
kilenc mérésének atlagat mutatja SD-vel. 9_E: HPyV9 referencia genom korai promoter;

rom

9 L: HPyV?9 referencia genom késéi promoter; UF-1_E: HPyV9 UF-1 izolatum korai
promoter; UF-1_L: HPyV9 UF-1 izolatum késdéi promoter; EV: iires, inzertet nem
tartalmaz6, pcDNA3.1+ vektor. A statisztikailag szignifikans kiilonbséget piros vonal
jelzi p értékkel (t-teszt, kétoldali). LTAg: nagy T antigén. A tablazatok a promoter
aktivitdsaban bekovetkezett valtozasok (hanyszoros a kontrollhoz képest) atlagat
(minimum-maximum) tartalmazza.
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7. OSSZEFOGLALAS

A kutatomunkam soran harom, human polyomavirus, a HPyV9, az MWPyV ¢és az
STLPyV szeroprevalenciajat nagyszamu, egészséges immunrendszerii gyerekektdl és
felnottektdl vett szérummintaval vizsgaltuk. Ehhez virdlis antigéneket allitottunk eld,
valamit ELISA modszert fejlesztettiink. A virusok 1éguti terjedésének és a 1égtitban valo
replikaciojanak tanulmanyozasara DNS prevalencia vizsgalatot végeztiink mandula- és
tiidGszovet, valamint 1éguti valadék mintakkal. Emellett a HPyV9 viralis szabalyozo

Eredményeink alapjan a HPyV9 és az MWPYV szeropozitivitasi arany a gyermekek
¢s fiatal felnottek kozt az életkor elérehaladtaval ndtt. A 21 évnél iddsebbek korében az
atfertdzottségi ardny jelentdsen mar nem valtozott. A felndttek (>18 év) 36,2%-a esett
mar at HPyV9 fertézésen, 54%-a MWPyV fertézésen, vagyis a felndttek jelentds része
fogékony mindkét virusfertdzésre. Az STLPyV primer fertézések jelentds része
kisgyermekkorban, 6 év alatt torténik, a felndttek 81,2%-a szeropozitiv, a virus a
populacid nagy részét fertdzi.

Tid6szovetekben egyik virust sem detektaltuk. Garatmandulak 1%-aban HPyV9
DNS-t, mig orrmandulak 1%-aban STLPyV jelenlétét mutattuk ki. A mandulamiitét soran
vett torokvaladékokban HPyV9-et nem, viszont MWPYV DNS-t a mintak 2,7%-aban,
STLPyV DNS-t pedig 3,4%-aban detektaltunk. So6t, egy-egy kozpfiilvaladékban is
kimutattuk a két virust. A COVID-19 vilagjarvany alatt gy(jtott orrgarati mintak 5,2%-
aban HPyV9, 4,9%-aban MWPyYV és 1,4%-aban STLPyV DNS-t mutattunk ki, dontéen
SARS-CoV-2 RNS negativ mintdkban. A HPyV9 gyakorisdga magasabb volt felndttek
mintaiban, az MWPyV ¢és az STLPyV pozitivitas pedig a gyermekekében. Eredményeink
alapjan mindhdrom virus léguti terjedése, 1égutba, szdjiiregbe behatoldsa felmeriil, az
MWPyV és STLPyV akar a kozépfiilbe is bejuthat. Ertékes teljes genom és NCCR
szekvenciakat nyertiink ki a mintakbol, szekvenciaelemzéseket végeztiink. Uj MWPyV
¢s STLPyV NCCR variansokat, mutaciokat azonositottunk.

A HPyV9 két jelentdsen eltérd6 NCCR szekvencidjat, a korai és késdi promoterek
aktivitdsat kétiranya expressziot lehetdvé tevd, luciferaz riporter vektorral
tanulmanyoztuk léguti, vese- és bélepitél, valamint endotél sejtvonalban, tiidd
fibroblasztban és primer, 1églti epitél sejtben. A promoter aktivitdsok az A549 léguti
epitél sejtekben voltak a legmagasabbak, mig a fibroblasztokban €s a primer sejtekben a

legalacsonyabbak. A referencia szekvenciatol jelentdsen eltérd UF-1 NCCR mindkeét
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promoterének aktivitdsa egy kivétellel minden sejtben erdsebbnek bizonyult. A virus
nagy T antigénje minden sejtben fokozta a késdi promoter aktivitasokat. Az in vitro
kisérletek alapjan az A549 léguti epitél sejtvonal, illetve a HEK-293 vese epitél alkalmas
lehet a HPyV9 virusreplikaciojara.
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8. SUMMARY

During our research, we investigated the seroprevalence of three human
polyomaviruses — HPyV9, MWPyV, and STLPyV — using a large number of serum
samples collected from immunocompetent children and adults. For this purpose, we
produced viral antigens and developed an ELISA method. To study the respiratory
transmission and replication of these viruses in the respiratory tract, we performed DNA
prevalence analyses using tonsil, adenoid, and lung tissues, as well as respiratory samples.
Additionally, we examined the viral regulatory region of HPyV9 and studied promoter
activity in vitro in various cell types.

Based on our results, HPyV9 and MWPyV seropositivity rates increased with age
among children and young adults. Among people over 21 years of age, the seropositivity
rate did not change significantly. According to our results, 36.2% of adults (>18 years)
were seropositive for HPyV9 and 54% for MWPyV, meaning that a significant proportion
of adults are susceptible to both viral infections. STLPyV primary infections occured in
early childhood, under 6 years of age. 81.2% of adults were seropositive, the virus is
ubiquitous in the population.

Neither polyomavirus was detected in lung tissue. HPyV9 DNA was detected in 1%
of tonsils and STLPyV in 1% of adenoids. In the throat swab sample taken during
tonsillectomy, HPyV9 was not detected, but MWPyYV DNA was present in 2.7% and
STLPyV DNA in 3.4% of the samples. Moreover, both viruses were detected in 1-1
middle ear discharge. HPyV9 DNA was detected in 5.2%, MWPYV in 4.9%, and STLPyV
in 1.4% of nasopharyngeal samples collected during the COVID-19 pandemic, mainly in
SARS-CoV-2 RNA negative samples. HPyV9 prevalence was higher in samples from
adults, and MWPyV and STLPyV DNA positivity were higher in children. Our results
suggest the possibility of respiratory transmission of all three viruses, the airway and oral
cavity may be the portal of entry, with MWPyV and STLPyV even entering the middle
ear. We obtained valuable full-genome and NCCR sequences from the samples and
performed sequence analyses. Novel MWPyV and STLPyV NCCR variants and
mutations were identified.

Two significantly different NCCR sequences of HPyV9, the early and late promoter
activities were studied using a luciferase reporter vector, ensuring bidirectional
expression in respiratory, renal and colon epithelial, and endothelial cell lines, lung
fibroblasts, and primary, airway epithelial cells. Promoter activities were the highest in
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A549 lung epithelial cells, and the lowest in fibroblasts and primary cells. The activity of
both promoters of the UF-1 NCCR, which differed significantly from the reference
sequence, was found to be stronger in all but one cell. The large T antigen of the virus
increased late promoter activities in all cells. Our in vitro experiments suggest that the
A549 lung epithelial cell line and the HEK-293 renal epithelial cell line may be suitable
for HPyV9 viral replication.
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9. UJ MEGALLAPITASOK

Szeroprevalencia vizsgalatokhoz megfelel6 HPyV9, MWPyV ¢és STLPyV VPI
fehérjét allitottunk eld, amelyekkel megfelelé ELISA moddszert terveztiink és
optimalizaltunk.

Megvizsgaltuk, elemeztik a HPyV9, MWPyV ¢és STLPyV hazai
szeroprevalenciajat kiilonb6z6 korcsoportokban.

Megallapitottuk, hogy a HPyV9 és MWPyV szeropozitivitas életkorral né fiatal
feln6tt korig, a felnéttek jelentSs része azonban fogékony marad a fert6zésre. Az
STLPyV primer fertézések dontden kisgyermekkorban zajlanak, a virus ubikviter,
a felndttek nagy része szeropozitiv.

DNS prevalencia adataink erdsitik a virusok lehetséges léguti terjedésének
hipotézisét, értékes prevalencia ¢és szekvencia adatokat gytjtottiink és
elemeztiink.

In vitro kisérleti rendszert hoztunk 1étre, amely lehetévé teszi a polyomavirusok
kiilonb6z6 NCCR variansainak funkcionalis vizsgalatat, igy a biologiai hatasaik
kozotti eltérések elemzését is.

A HPyV9 promotereinek aktivitasat kiilonféle sejtvonalakban €s primer sejtekben
vizsgaltuk. Megallapitottuk, hogy az UF-1 NCCR haplotipus promoterei
erosebbek a referencia szekvenciaétol, az LTAg fokozza a késéi promoter
aktivitasokat, valamint az A549 léguti epitél és a HEK-293 veseepitél alkalmas

lehet a HPyV9 virusreplikacié tanulméanyozésara.
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