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Bevezetés

Jelenleg a Polyomaviridae viruscsaladon beliil 13 virust sorolunk a humanpatogének koze,
de ezek koziil mindossze négy esetében ismerjiik pontosan, milyen betegséget vagy tiinetet
okoznak. Az elséként felfedezett BK és JC polyomavirusokrol (BKPyV és JCPyV) tudjuk,
hogy a populacio nagy részét megfertdzik, bar ma sem tudjuk biztosan, hogyan terjednek, mi a
behatolasi kapu. Latens formédban élethosszig a szervezetben maradnak, reaktivaciojuk az
immunszupprimalt betegek esetében jelent komoly kockazatot. Genetikai varidnsaik
foldrajzilag elkiiloniilnek.? A Merkel sejt polyomavirus (MCPyV) tumorvirusként a Merkel
sejt carcinomat okozza, amely ugyan ritka, de rendkiviil rossz prognézisu bdrdaganat.
Szeroprevalencia adatok alapjan a virus az emberek tobbségét megfertézi, az onkogenezis
pontos mechanizmusa még nem teljesen ismert. A DNS prevalencia vizsgalatok alapjan
feltételezhetd a bor-bor kontaktussal, 1égati valadékokkal, nyéllal és fekal-ordl uton valo
terjedés. Ugyanakkor tovabbra sem tisztazott, hogy a szervezetben pontosan mely sejtekben
zajlik a replikacioja.® A trichodysplasia spinulosa asszociélt polyomavirust (TSPyV) egy ritka
boérbetegségbdl azonositottdk, amelyet kizarolag immunszupprimalt betegekben irtak le.
Erdekessége, hogy nemcsak a virus reaktivacioja okozhat klinikai tiineteket, hanem a primer
fertdzés is. Bar szeroldgiai adatok szerint a virus széles kdrben elterjedt a populacidoban, az
altala okozott megbetegedést mégis ritkan diagnosztizaljak.* A patogenezis mellett ebben az
esetben is nyitott kérdés marad a terjedési mod ¢€s a replikacio pontos helye. A tobbi human
polyomavirusrol — igy a doktori munka sordn vizsgalt human polyomavirus 9-r6l, MW
polyomavirusrél ¢és STL polyomavirusrol — viszont még kevesebb informacioval
rendelkeziink. A viroldgiai alapkérdések tisztazasahoz tudnunk kell, hogy mikor torténhet a
primer infekcio, mennyire elterjedtek, vannak-e foldrajzi kiilonbségek, esetleg vannak-e olyan
betegcsoportok, akik fogékonyabbak a fertézésre. Ezeknek a kérdéseknek a megvalaszolasaban
a szeroprevalencia vizsgalatok nyujthatnak segitséget. A DNS prevalencia vizsgalatok
hozzajarulhatnak a terjedési modok é€s a replikdcio helyének feltérképezéséhez. A genomok
szekvenalasa és a szekvenciaelemzés révén meghatarozhatd, hogy ezeknek a virusoknak
vannak-e eltéré genotipusai, és hogy ezek foldrajzilag elkiiloniilnek-e egymastol. A replikaciot
¢és génexpressziot szabalyozo régiok variancidjanak elemzése, majd ezek in vitro funkcionalis
vizsgalata segithet feltarni az esetleges biologiai kiilonbségeket, valamint azonositani a virusok
potencialis célsejtjeit is.



Irodalmi attekintés

A Polyomaviridae csalad elsd tagjat az 1950-es években izolaltak egérbél.> A polyomavirus
(PyV) gorog eredetli elnevezes, a tumorkeltd tulajdonsagra utal: a sok jelentésii poly €s a tumor
értelm{i oma szavak Osszetételébdl keletkezett. A Polyomaviridae csaladban a Nemzetkozi
Virustaxondmiai Bizottsag jelenleg (ICTV, https://ictv.global) 118 emldsoket, igy embert is,
madarakat €s halakat fert6zo fajt tart nyilvan.

Az els6 humanpatogén virusokat, a BK ¢és a JC polyomavirust 1971-ben izolaltak. A
BKPyV-et egy hugyvezeték-sziikiiletben szenvedd, veseatiiltetett beteg vizeletébdl, a JCPyV-
et pedig egy Hodgkin-lymphomas beteg agyszovetébdl, aki progressziv multifocalis
leukoencephalopathidban szenvedett.? A KI és a WU polyomavirust (KIPyV és WUPyV) is
léguti betegségben szenvedd gyerekek orrgarat mintajabol irtak le 2007-ben. Az azéta zajlo
kutatasok ellenére sem sikeriilt koroki szerepiiket feltarni.%’ 2008-ban egy ritka, de igen rossz
progndzist bértumorbdl, a Merkel sejt carcinomabdl azonositottak az MCPyV-et. Maig az
egyetlen humanpatogén polyomavirus, amelyet egyértelmtien tumorvirusként tartunk
szamon.>® A human polyomavirus 6-ot és 7-et (HPyV6, HPyV7) egészséges személyektdl vett
bérmintabol irtak le 2010-ben.® Néhany esettanulmany alapjan feltételezik, hogy mindkét virus
immunszupprimaltakban hiperkerat6zissal jard bortiineteket okozhat. A TSPyV-et szintén
2010-ben egy trichodysplasia spinulosaban szenvedd, transzplantalt beteg borének tiiskeszeri
elvaltozasabol irtdk le. A virus a nevét ado bérbetegség okozdja.* Egy évvel késobb publikaltak
a kdvetkezd virust, a human polyomavirus 9-et (HPyV9) vesetranszplantalt beteg szérumabol. X
2012-ben az MW polyomavirust (MWPyV),!! egy évvel késdbb az STL polyomavirust
(STLPyV) irtdk le gyerekek székletmint4ibol.'> 2014-ben egy transzplantalt beteg
majd 2017-ben bérmintabol szekvenalt LI polyomavirussal (LIPyV) béviilt a viruscsalad.’* Az
utobbi 6t virus egyikét sem tudjuk jelenleg betegséghez tarsitani. Néhany éve két ujabb,
feltételezhetéen humanpatogén polyomavirus genomot irtak le, 2019-ben székletbdl a Quebec
polyomavirust (QPyV),"® 2023-ban bérmintabol a HPyV16-0t.2® Ezeket az ICTV még nem
sorolta be a viruscsaladba. A human polyomavirus 12 (HPyV12) genomjat méjszovetbdl 2013-
ban szekvenaltak.!” Mivel majdnem teljesen identikus szekvencit cickanyokbél is publikaltak,
jelenleg kérdéses a virus gazdafaja, ezért nem szerepel a huménpatogén virusok kozt.'®

A polyomavirusok kisméretli, 45-50 nanométer atmérdjli, lipidburokkal nem rendelkezd,
ikozaéderes szimmetridji virusok. Kapszidjuk 72 kapszomerbdl épiil fel, melyek f6
komponense a VP1 (virus protein 1) fehérje, amely pentamereket alkot. A kapszomerek
stabilitasat a C-terminalis régidk kozti kapcsolatok biztositjak, amelyeket diszulfid-hidak és
kalctumionok tovabb erdsitenek. Minden kapszomer a virion belseje felé egy VP2 vagy VP3
fehérjével kapcsolodik. Szekvenciaelemzések alapjan feltételezik a VP4 fehérje jelenlétét is a
BKPyV és JCPYV esetében, hasonléan néhany allati polyomavirushoz.!® 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 fertdzésen atesetteknél ez ellen termelddik
neutralizalé ellenanyag.?® A polyomavirusok cirkuldris, duplaszala DNS genommal
rendelkeznek. A genom funkcionalis egységei a korai (E), a késdi (L) és a ketté kdzti, nem
kodolo, szabalyozé régi6 (NCCR). Erdekesség, hogy mindkét szalrol torténik transzkripcio
ellentétes iranyban. A korai régio a tumor antigéneket (TAg) kodolja. A nagy T antigén (LTAQ)



konzervalt motivumokkal rendelkezik, €s szdmos funkcidja van: kulcsszerepet jatszik a
génexpresszio szabalyozasaban és a viralis genom replikacidjaban. A késoéi régio a kapszidot
alkotd szerkezeti fehérjéket kodolja, valamint mikroRNS-ek is szintetizalodnak e régiorol.
Ezenkiviil a BKPyV és JCPyV késoi régidjardl agnoprotein is keletkezik, amely serkenti a virus
DNS replikaciojat és a virion dsszeszerelddését.’l Az NCCR régid kulcsszerepet jatszik a
polyomavirusok sejttropizmusanak €s génexpresszidjanak szabalyozdsaban, meghatarozva,
hogy a virus mely sejttipusokban képes replikalodni. Itt talalhaté a replikakcids origd, LTAg
kotéhely(ek), a promoterek €s enhancerek mindkét irdnyban. A kiilonb6zo virusfajok NCCR
szekvenciai nagyon kiilonbozoéek, €s hipervariabilis régidként fajon beliil is jelentds
véltozékonysagot mutatnak.??

Human polyomavirus 9

A HPyV9-16] eddig megjelent tanulmanyok alapjan a felnéttkori szeroprevalencia 11% és
47% kozti. Az adatok jelentds eltérései mellett az is véaltozo, hogy a pozitivitasi arany miként
alakult az egyes korosztalyokban. Beszamoltak ¢életkorral folyamatosan novekvd
atfert6zottségrol, mig mas kutatocsoportok felnéttkorban nem tapasztaltak a szeroprevalencia
novekedését, s6t, idések korében csokkend aranyt detektaltak. Masok viszont alacsony,
életkorral alig valtozo adatokat kozoltek.2® Az adatok kiilonbozdségeit magyarazhatjak a
modszertani, a vizsgalati csoportok kozti eltérések, de akar foldrajzi kiilonbség is allhat a
héttérben. HPYV9 DNS-t alacsony prevalencidval mutattak mar ki vérbol, 192731 vizeletbél,10:28
léguti mintabol,283! bérmintabol,?® garatmandulabol®? és tiidészovetbdl is?. Masok viszont
nem detektaltak a virust vérbol,2>2® vizeletb6l,23% bdrmintabol >3 1éguti mintabol, 233536
garatmandulabol,®"%° székletbd1®® és likvorbol®40 sem. A HPyV?9 terjedési modja tovabbra is
rejtély, a 1éguti, a szdjon at, esteleg a bor a bdrrel kontaktus utjan vald terjedés vizsgalata
indokolt. Vizsgaltak a HPyV9 jelenlétét kiilonféle tumorokban, minden vizsgalat negativ
eredménnyel zarult.3**4® Felmeriilt, hogy az immunszupresszio ndvelheti a virusfertdzés iranti
fogékonysagot, illetve ha latens fertdzés alakul ki, a reaktivaciot. Egy tanulmanyban a
vesetranszplantaltakban szignifikdnsan nagyobb aranyban mutattak ki virémiat az egészséges
véradokhoz képest, s6t, szerokonverzidt is nagyobb aranyban igazoltak a kontroll csoporttal
Osszevetve.! Masok azonban sem vesetranszplantaltak,*” sem allogén 6ssejttranszplantaltak
esetében nem mutattak ki hasonlot.*® Egy esetsorozat elemzés kapcsan harom szervatiiltetett
beteg tobb mintajabol HPyV9 DNS-t, s6t, mnRNS-t is detektaltak, egyéb, ismert korokozot nem.
Mindharom betegnek kezdetben bdrtiinetei jelentkeztek, majd egy éven beliil tobbszervi
elégtelenségben elhunytak.?®

A HPyV9 in vivo sejttropizmusa ismeretlen.*

MW polyomavirus

A virus koroki szerepe, a terjedési mod, a replikacié helye nem ismert, jelenleg viszonylag
kevés DNS ¢és szeroprevalencia adat all rendelkezésre.

A szeroprevalencia vizsgalatok meglehetdsen ellentmondoak, az eddigi kozleményekben a
felnéttkori szeropozitivitasi arany 41-99%.34°0%* A gyermekeket is vizsgalo kutatasok
eredményei szerint a primer fertdzések jelentés része gyermekkorban torténik.>3** A vilag
kiilonb6z6 pontjairdl szarmazd, eltérd adatok mogott ebben az esetben is allhatnak modszertani



kiilonbségek, de az atfertdzottség foldrajzi eltérése sem zarhato ki. Sot, akar foldrajzilag eltérd
virusok, geno-, akar szerotipusok is 1étezhetnek.

A MWPYV DNS-t egészséges, valamint gasztrointesztinalis tiinetekkel rendelkezd
gyermekek és felndttek székletmintainak 0,5-12,8%-aban mutattak ki, ami arra utal, hogy a
virus fekal-oral uton terjedhet.>®*® Léguti mintak 0,7-9,2%-aban is detektaltdk, dontden
gyermekek mintaiban.®®°" Ez alapjan a léguti terjedés is feltételezhets. A munkacsoportunk
altal végzett korabbi kutatasok soran tiidoszoveti mintakban nem sikeriilt kimutatnunk a virus
genomjat.>® Azonban MWPyV DNS jelenlétét igazoltdk mar garat- és orrmandulaban is.>8%° A
virust kimutattak tovabba condylomaban®® és egyéb bérmintaban is.%2%! A virus szervezeten
beliili disszeminacidjat vizsgalva vér-, vizelet- ¢és likvor mintakat is elemeztek, de MWPyV
DNS-t csupéan egy egészséges véradé vérmintajaban mutattak ki.® fgy jelenleg kérdéses, hogy
a virus a behatolds, majd a célsejtekben torténd replikacid utdn disszeminalodik-e a
szervezetben, kialakul-e perzisztens, latens fert6zés.

STL polyomavirus

Az STLPyV-vel kapcsolatban még kevesebb adattal rendelkeziink. STLPyV
szeroprevalencia vizsgalatot minddssze harom kutatocsoport végzett. Hasonld adatokat
publikaltak az USA-bol, Hollandiabodl és Olaszorszagbdl. A teljes szeropozitivitas aranya 68%
¢s 98% kozottinek bizonyult, ami alapjan az STLPyV széles korben elterjedt az emberi
populacidban 524

A fekal-oral modon torténd terjedés lehetdsége felmeriilt. A virust tiinetmentes és
hasmenéses tiinetekkel rendelkezd gyermekek székletmintdinak 0,26—4,4%-4ban mutattak
ki.%5%¢ A virus leiréi vesetranszplantaltak orrgarati és plazmamintaiban nem detektalta a virust,
minddssze 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 vizeletbdl nem mutattdk ki.®” Egy kinai
kutatocsoport gyermekek garatmanduldjanak 2%-aban azonositott STLPyV DNS-t,*® egy
német kutatocsoport viszont nem detektalt STLPyV-et sem tumoros, sem tumormentes
mandulaszoévetben.®® A virus és a bér kapcsolatat két csoport vizsgalta. Egy immunszupprimalt
beteg condylomajabol STLPyV DNS-t azonositottak. A virus DNS-ét egészséges feln6ttek
homlokarol és kezérdl vett bérmintak 7,3%, illetve 8,3%-4aban detektaltak 5264



Célkitiizések

A kutatomunkat harom {6 iranyvonalban terveztiik.

1. HPyV9, MWPyV ¢és STLPyV szeroprevalencidjanak vizsgalatdhoz az alabbi célokat

tuztik ki:

immunkompetens gyermekektél és felnéttektdl szarmazd szérummintak
gyljtese;

VP1 fehérjék eldallitasa bakterialis fehérjeexpressziods rendszerben;

ELISA moédszer tervezése €s optimalizalasa;

szeroprevalencia vizsgalatok elvégzése €s analizise.

2. HPyV9, MWPyV ¢és STLPyV esetleges léguti terjedésének tanulmanyozdsit DNS
prevalencia vizsgalattal terveztiik, amelyhez céljaink a kovetkezdek voltak:

léguti valadék (orrgarat- és garatminta), garat-, orrmandula-, valamint
tiidoszovet gyljtése, a mintakbol nukleinsav izolalasa;

valés ideji PCR modszer tervezése, a PCR vizsgalatok elvégzése, az
eredmények kiértékelése;

PCR pozitiv mintakb6l polyomavirus genomok, genomrészletek
szekvenalasa, a szekvenciak analizise.

3. HPyV9 esetében in vitro funkcionalis genomvizsgalatokat, jelentdsen eltérd szekvenciaju
promoterek aktivitdsanak vizsgalatat terveztiik kiilonbozo sejtekben. Ehhez céljaink a
kovetkezdek voltak:

- HPyV9 NCCR szekvencidk kétiranyu luciferdz riporter vektorba torténd
klénozasa;

- HPyV9 LTAg kodol6 szekvencia expresszios vektorba torténd klonozasa;

- a vektorok transzfekcidja kiillonbo6zd, igy léguti és bélepitél, endotél, valamint
fibroblaszt sejtekbe;

- a promoterek aktivitasanak, valamint az LT fehérje arra gyakorolt hatdsanak
vizsgalata a kiilonb6z0 sejttipusokban.



Anyagok és modszerek

Szeroprevalencia vizsgalatok

Mintak

A szeroprevalencia vizsgalathoz szlikséges szérummintakat 2016 és 2021 kozott a Debreceni
Egyetem Orvosi Mikrobiologia diagnosztikai vizsgélataira érkezett mintak koziil gytijtottik.

A HPyV9 szeroprevalencia vizsgalatot Osszesen 1038, 0,7 és 93 év kozti egyénektdl
szarmaz6 szérummintaval végeztiilk, melybdl 718 minta feln6ttél (>18év) és 320 gyerektdl
(<18év) szarmazott. Az MWPyV ¢és STLPyV szeroprevalencia vizsgalatokat azonos
mintadllomannyal, 618-618 szérummintdval végeztiik. A mintdkat 0,8 ¢és 90 év kozti
gyermekekt6l (n=235) és felndttektdl (n=383) gyhjtottiik.

VP1 expressziés plazmidok eléallitasa

Minden vizsgalt virus esetében a VP1 fehérjét kodold gént szintetizltattuk a referencia
szekvenciak alapjan. Az MWPyV és HPyV9 szekvencidkat kodonoptimalizaltuk, az STLPyV
szekvenciat nem, az N-terminalis végekre 6xHis tag szekvenciat illesztettiink. Az inzerteket
pTriEx-4 Neo (Novagen) expresszios vektorba klonoztuk. A kodonoptimalizalt HPyV9 és
MWPyV VP1 fehérjéket Escherichia coli Origami B(DE3)pLacl (Novagen), mig az STLPyV
VP1-et Escherichia coli Rosetta-gami B(DE3)pLacl (Novagen) kompetens baktériumban
expresszaltattuk. A fehérjék tisztitasat affinitas kromatografiaval (Protino NI-TED Packed
Columns, Macherey Nagel) a 6xHis tag segitségével végeztiikk denaturdld koriilményeket
alkalmazva. Az urea eltavolitasa dializissel tortént. A fehérjéket felhasznalasig -20 °C-on
taroltuk. A tisztitott fehérjék mennyiségi és mindségi analizisét BCA assay-vel, Western-
blottal, valamint Coomassie Brilliant Blue festéssel végeztiik.

ELISA

A polyomavirus kapszidfehérjék elleni IgG antitestek kimutatasara indirekt, kolorimetrias
ELISA moddszert terveztiink és optimalizaltunk. Az ELISA méréseket HPyV9 esetében 50 ng,
mig MWPyV és STLPyV esetében 100 ng VP1 fehérjével végeztiik. Az optikai denzitast (OD)
spektrofotométerrel mértiik (MultiSkan Sky Microplate spektrofotométer, Thermo Fisher
Scientific) 450 nm hullamhosszon, amelyet a 620 nm-en mért értékekkel korrigaltuk. Az egyes
szérummintak OD értékének meghatdrozasahoz a kapott értékekbdl kivontuk a vak kontroll OD
értékét, majd atlagoltuk a duplikatumok eredményeit. Az OD értékeket novekvd sorrendbe
rendeztiik, és az adatsorra megfeleld determinacios egylitthat6ja (1?) trendvonalat illesztettiink.
A fiiggvény alapjan szamitottuk az inflexidés pontot, amely az ELISA cut-off értékeként
szolgalt. Szeropozitivnak azt a mintat tekintettiik, amelynek OD értéke/cut-off >1,1.

DNS prevalencia vizsgalatok
Mintak

DNS prevalencia vizsgalatainkhoz 2016 majusa és novembere kozott garat- és/vagy
orrmandula miitéten atesd betegek mintait gylijtottiikk. Valamennyi betegtdl kozvetleniil a mutét
el6tt tamponnal torokvaladékot (n=146), valamint, ha a betegnek a miitét idején szerdzus otitis



medidja volt, kozépfiilvaladékot is (n=15) vettek. Osszesen 100 garatmandula és 100
orrmandula szdveti mintat gylijtottiink, 54 betegtél mindkét mintatipust, 46—46 betegtdl csak
az egyik mintat. A nukleinsavat DNeasy Blood and Tissue kittel (Qiagen) izolaltuk. A COVID-
19 viladgjarvany idején, 2020 szeptembere ¢s 2022 marciusa kozt a Debreceni Egyetem Orvosi
Mikrobiologidra SARS-CoV-2 PCR vizsgalatra kiildott, orrgarati mintdk nukliensavat
gyljtottiikk gyermekektdl és felnottektdl. MWPyYV és STLPyV DNS prevalencia vizsgalatat
1130 beteg orrgarati mintajabol végeztiik, mig a HPyV9 DNS kimutatasahoz 919 orrgarati
mintat hasznaltunk. A nukleinsav izolalasa 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 tortént. A HPyV9 DNS jelenlétét tumoros €és nem tumoros
tiidészoveti mintakban is vizsgaltuk. Ehhez 143 betegtdl szarmazo 147 tiidészoveti mintat
vizsgaltunk, amelyek koziil 100 minta tiidékarcindmas betegtél szarmazott, 47 kontroll minta
nem tumoros szdvet volt. A mintdkat 2012 és 2016 kozott kiildték patologiai vizsgalatra a

crer

Kittel (Roche) tortént a gyartdi utasitast kovetve.

Valés ideji PCR

A valos idejii PCR-eket Applied Biosystems 7500 real-time PCR és QuantStudio 5 (Applied
Biosystems) késziilékkel TagMan Universal PCR Master Mix felhasznalasaval végeztiik. Az
MWPyV ¢és STLPyV DNS kimutatdsa multiplex, valos idejli PCR-rel tortént (Applied
Biosystems) korabban publikalt primerek és probdk felhasznalasaval.ll A HPyV9 DNS
kimutatasdhoz a primereket és probat magunk terveztiik. A PCR protokollok az alabbiak szerint
zajlottak: 50 °C 2 p, 95 °C 10 p, 45 ciklus: 95°C 15 mp és 60°C 1 perc. A fluoreszcencia jel
szekvenalasaval is megerdsitettiik.

A val6s idejii PCR pozitiv mintakbol MWPyV és STLPyV NCCR régiot, valamint STLPyV
és HPyVO teljes genomot amplifikaltunk. Az amplikonok Sanger szekvendldsa utan a
szekvencidkat analizaltuk: filogenetikai és haplotipus halozat elemzést végeztiink, illetve az
NCCR régié mutacioit vizsgaltuk.

HPyV9 promoter aktivitasainak in vitro vizsgalata

Vektorok

A referencia HPyV9 genom és az UF-1 izolatum teljes NCCR szekvencidjat pGL4Luc-RLuc
(Addgene) kétiranyu riporter vektorba klonoztuk. Az NCCR vektorba illesztése utan a
polyomavirus kétirany promotere szabalyozza a vektor ellentétes irdnyban kodolt firefly és
Renilla luciferaz génjeinek expressziojat. A HPyV9 LTAg-t kodold gént pcDNA3.1+ vektorba
(Thermo Fisher Scientific) klénoztuk.

Sejtkultarak

Az in vitro kisérleteinket kiilonb6z6 sejttipusokkal végeztiik: primer, 1éguti epitél sejtet,
MRC-5 tiid6 fibroblaszt sejtet, A549 tiidéepitél sejtvonalat, HEK-293 veseepitél sejtet, Caco2-
bélepitél sejtet és SK-HEP1 endotél sejtet hasznaltunk. Az ATCC-tdl szarmazd sejteket a
megfeleld tdpfolyadékokban tartottuk fenn.



Transzfekcio

A sejteket a transzfekcio el6tt 24 oraval 12 lyuka tenyésztélemezre szélesztettiik, majd 1 pg
riporter vektort (pGL4Luc-RLuc HPyV9 NCCR-rel vagy anélkiil) Lipofectamine 2000
reagenssel (Thermo Fisher Scientific) transzfektaltunk a sejtekbe. Kotranszfekcid soran a
riporter vektor mellett 200 ng LTAQ-t expresszalo vagy iires pcDNA3.1(+) kontroll vektort is
alkalmaztunk. A kisérleteket minden esetben harom parhuzamos sejttenyészettel végeztiik, és
harom fliggetlen alkalommal ismételtiik. A promoter aktivitdst 24 ora elteltével Dual-
Luciferase Reporter Assay Kittel (Promega) mértiik. A firefly luciferaz a késéi (L), mig a
Renilla luciferaz a korai (E) promoter aktivitast reprezentalta, az értékeket
fehérjekoncentraciora normalizaltuk. Az LT fehérje expressziojat Western blottal ellendriztiik.

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 végeztilk. A statisztikai vizsgalatok eredményét
szignifikansnak tekintettiik, ha p<0,05. A filogenetikai elemzéshez a Mega X szoftvert, a
haplotipus hal6zatok kialakitasahoz pedig a PopART szoftvert hasznaltunk.



Eredmények és megbeszélés

Az antigéneket mindharom polyomavirus esetén megfeleldnek itéltiik a szeroldgiai reakciok
elvégzéséhez. Specificitasi vizsgalatokat homolog és heterolog fehérjékkkel végeztiink, amely
alapjan az ELISA vizsgalatokat szintén megfelelonek értékeltiik.

HPyV9 szeroporevalencia vizsgalat eredményei

Adatainkat korcsoportokra bontva is elemeztilk. Az egymast kovetd korcsoportok
szeroreaktivitasaban statisztikailag szignifikans novekedést csak a 1013 éves és a 14-20 éves
korcsoportok kozott figyeltiink meg (p=0,0151; Mann-Whitney U teszt). Kruskal-Wallis, Dunn
post hoc analizis alapjan a szeroreaktivitas statisztikailag is igazolhatéan novekedett az életkor
elérehaladtaval egészen fiatal feln6tt korig. A HPyV9 szeroprevalencia a teljes kohorszban
30,6%-nak bizonyult, a felnéttek (>18 év) kozt 36,2% volt a fert6zésen mar atesettek aranya.
Az eltérd vizsgalati modszerek ellenére az altalunk mért HPyV9 szeroprevalencia tobb
kutatocsoport eredményével egyezik. A szeroprevalencidt, a szeropozitivak ardnyat
korcsoportonkénti bontdsban mutatja az 1. abra.

1.abra: HPyV?9 szeropozitivitas korcsoportonként

HPyV?9 szeroprevalencia

1004

[ele]
)
1

* p=0,0219

£
o o
1 1

)
S
1

¥
1
=

Szeropozitivitas (%)

R Bk
L

Korcsoportok

A legfiatalabb, 3 év alatti korcsoportban nem mutattunk ki HPyV9 elleni antitesteket. Az
antitest-pozitivitasi arany 3 év felett az életkor elérehaladtaval a 21-39 éves korcsoportig
szignifikansan novekedett. Hasonldan a szeroreaktivitashoz, a 10-13 éves és a 14-20 éves
korcsoportok kozott a szeroprevalencia szignifikans novekedését tapasztaltuk (p=0,0219;
Fisher egzakt teszt), illetve a fiatal felnétt korig tart6 atfertézottségi arany novekedést X trend
teszttel is alatdmasztottuk (p<<0,0001). Nemek kozti kiilonbséget az atfert6zottségi adatokban
nem mutattunk ki. Eredményeink alapjan a virus jelen van hazankban, viszont a felndttek
jelentds aranya fogékony a virusfert6zésre



MWPyV szeroprevalencia vizsgalat eredményei

A szeroreaktivitdsban szignifikans eltérést, ndvekedést a két legfiatalabb korcsoport kozt,
valamint a 10-13 éves és a 14-20 éves korcsoport kozott detektaltunk. A teljes kohorsz
MWPyV szeropozitivitasa 45,6% volt, a felnéttek 54%-a, mig a gyermekek 31,9%-a esett at
MWPyV fert6zésen. Bar a nemek aranya a vizsgalati csoportban nem mutatott statisztikailag
igazolhatd eltérést (51,3% vs. 48,7%), a szeropozitivitds a ndk 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 feln6ttek adatait elemezve mar nem igazoltunk ilyen
nemi kiilonbséget (114/198 vs. 93/185; p=0.182). Az MWPyV szeropoztivitasi aranyokat
korcsoportonként a 2. abra mutatja. Az antitest-pozitivitasi arany szignifikansan nott az életkor
elérehaladtaval egészen a felndttkorig, amit a X2 trend teszt is megerdsitett (p=0,0042).
Statisztikailag szignifikans szeroprevalencia kiilonbséget mutattunk ki a két legfiatalabb
korcsoport, valamint a 10—13 éves és a 14-20 éves korcsoportok kozott. A szeroreaktivitashoz
hasonloan 21 éves kor felett az antitest-pozitivitasi ardny nem mutatott jelentds valtozast (50—
55,1%).

2. abra: MWPyV szeropozitivitas korcsoportonként
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Eredményeink hasonldak egy olaszorszagi tanulmanyban kozolt adatokhoz, bar o6k
magasabb gyermekkori atfertdzottségrol szamoltak be.%® Egy masik, szintén olasz vizsgalat a
8-17 évesek kozt igen magas, 91%-0S Szeropozitivitasi aranyt mutatott ki.®® Egy amerikai
tanulmanyban tinédzserek ¢és fiatal felndttek korében a miénkhez hasonlo, 50%-0s
szeropozitivitasi aranyt detektaltak, a fiatal felndttkorig novekvo atfertdzottségi trend is nagyon
hasonlé az altalunk tapasztalthoz.’® Ugyanakkor felnéttek kozt (>20 év) magasabb
szeropozitivitdsi ardnyt, 65,7%-ot mértek, ami az idésebbek korében csokkenést mutatott.
Néhany kutatdcsoport joval magasabb felndttkori atfert6zottségi adatot kdzolt: Csehorszagban



a felnétt (>20 év) szeroprevalencia 85,6% volt, mig Hollandidban, az USA-ban ¢és
Ausztralidban ennél is magasabb, 97%-ot meghalad6.34°1:°264

Ezek az eltérések magyarazhatok a vizsgalati csoportok, az alkalmazott antigének, illetve a
modszerek kozotti kiillonbségekkel. A pontosabb és Osszehasonlithatobb adatok érdekében a
jovoben tovabbi, egységes modszerekkel végzett kutatdsok sziikségesek. Nem kizart azonban,
hogy a virusnak foldrajzilag eltérd variansai vannak, esetleg tényleges foldrajzi kiilonbség van
a szeroprevalenciaban. A terjedési mod ismerete kulcsfontossagl lenne, mivel a foldrajzilag
eltérd szocialis és kulturalis koriilmények is okozhatnak atfert6zottségi kiilonbséget.

STLPyV szeroprevalencia vizsgalat eredményei

Szignifikans szeroreaktivitasbeli novekedést a 10—13 éves és a 14-20 éves korcsoportok
kozott detektaltunk (p=0,0006; Mann-Whitney U teszt). Az OD értékek korcsoportonkénti
Kruskal-Wallis, Dunn post hoc analizise alapjan fiatal felnétt korig az életkorral névekvo, 21
éves kor felett pedig viszonylag stabil szeroreaktivitast figyeltiink meg egy korabbi
vizsgalathoz hasonldan. Az STLPyV szeropozitivitas a teljes vizsgalati csoportban 73,5% volt.
A gyermekek korében 60,9%, mig a felndttek esetében 81,2% volt a szeropozitivitasi arany. A
teljes kohorszban a szeropozitiv alanyok (0,8-90 év, median: 35 év) életkora szignifikansan
(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 felndttek adatainak
elemzésekor nem tartunk fel. Az Osszes vizsgalt személy adatait elemezve megallapitottuk,
hogy a ndk kozt a fertdzésen mar atesettek aranya szignifikansan 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. Maés kutatocsoportok hasonlé megfigyelésr6l nem
szamoltak be. Az életkor szerinti szeropozitivitasi adatok a 3. abran lathatok.

3. abra: STLPyV szeroprevalencia korcsoportonként
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Hasonloan mas tanulmanyok adataihoz, a 6 évesnél fiatalabb korcsoportban az STLPyV
szeropozitivitds kdzel 60% volt, vagyis a primer fertézés gyermekkorban gyakori.®%% A
paronkénti elemzéssel a szeropozitivitdsi arany szignifikdns novekedését (p=0,012; Mann-
Whitney U teszt) a 10—13 és 1420 évesek kozt figyeltiink meg. A fertézésen atesettek aranya
az ¢letkor eldrehaladtaval ndétt, a legmagasabb, 83,1%-o0s értéket a 60 ¢év felettiek
korcsoportjaban mértiikk. Bar az eddigi néhany tanulmany némiképp eltérd atfert6zottségi
mértéket, 68%—98% szeropozitivitast tart fel,% eredményeink hasonloak, és alatamasztjak,
hogy az STLPyV ubikviter virus.

DNS prevalencia eredmények
HPyV9 DNS prevalencia

Ugyan megfelel6 mindségii €s mennyiségli DNS-t sikertilt izolalni a tiidészoveti mintakbol,
a HPyV9 DNS-t nem detektaltuk sem a daganatos, sem a nem tumoros szdveti mintakban.
Ezidaig egyetlen munkacsoport mutatta ki a HPyV9 DNS-t tiidé boncoldsa soran vett
szovetmintabol. S6t, virdlis mRNS-t is detektaltak, ami arra utal, hogy a virus ezen szévetekben
képes replikalodni.?® Ezt megerdsité eredményeket azonban még nem publikaltak.

Az orr- és garatmandula miitétek soran gylijtott mintaink vizsgéalata soran a HPyV9 DNS-t
sem kozépfiil-, sem torokvaladékbol, sem orrmanduldbdl nem mutattuk ki. Azonban egy 6 éves
it garatmanduldjabol detektaltuk a virust (1/100; 1%). A teljes virusgenomot amplifikaltuk és
szekvenaltuk (GenBank azonosité: MH844627). A COVID-19 vilagjarvany alatt gyljtott
orrgarati mintak 5,2%-aban mutattuk ki a HPyV9 DNS-ét. Valamennyi valos idejii PCR pozitiv
mintabol sikeresen amplifikéltuk és szekvendltuk a virus LTAg szekvenciarészletét is,
megerdsitve ezzel az eredményeket. A HPyV9 DNS prevalencia szignifikansan (p<0,0001;
Fisher egzakt teszt) magasabb volt a SARS-CoV-2 RNS negativ 1éguti 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) 21-40 év kozotti felndttektol
szarmazott. A HPyV9 DNS-t ugyan nagyobb aranyban mutattuk ki felnéttek mintaibol (6,16%,
40/649), mint a gyermekekébdl (2,96%, 8/270), ez a kiillonbség nem bizonyult szignifikans
eltérésnek (p=0,0508; Fisher egzakt teszt). Nemek kozotti eltérés nem volt kimutathato.
Erdekes, hogy a 2016-ban gytijtott 146 toroktorletbdl nem mutattunk ki HPyV9 DNS-t. Az,
hogy eltéré6 mintatipusban (toroktorlet vs. orrgarati minta) vizsgaltuk a virus jelenlétét nem
magyarazat erre, mivel a munkacsoportunk korabban toroktorlet mintdkban is detektalta a
HPyV9 DNS-t.3! Az, hogy a koronavirus vilagjarvany alatt gyiijtott mintainkbol az eddigi
eredményekhez képest magasabb HPyV9 prevalenciat mutattunk ki, kiilon érdekes. A mintak
olyan idészakbol szarmaztak, amikor a virusok terjedését altaldnossagban jelentésen gatoltak a
korlatoz6 intézkedések, iskolai és ovodai bezarasok, kijarasi tilalmak. Bar eredményeink
alapjan ugy tlinik, a HPyV9 jelen lehet a 1égutban, a 1éguti nyirokszervben, tovabbi vizsgalatok
sziikségesek a virus terjedési modjanak, a replikacio helyének megismeréséhez.

HPyV9 szekvenciaanalizis eredményei
Jelenleg az altalunk publikalttal egyiitt hét teljes HPyV9 genom szekvencidja érhetd el a
GenBank adatbazisban, amelyekkel filogenetikai és haplotipus halézat elemzést végeztiink.



Mind a filogenetikai fa, mind a haplotipus halézat elemzés alapjan a genomok négy klasztere
kiilontilt el. Az eurdpai izolatumok egy klasztert alkottak. A szekvencidk NCCR régidi
jelentdsen kiilonboznek.

MWPyV DNS prevalencia

Sem orr-, sem garatmandulabol nem detektaltunk MWPYV DNS-t. Ezzel szemben két
kutatocsoport minddssze néhany mintdban, de igazolta az MWPyV DNS jelenlétét a
garatmanduldk 2%-aban, illetve 6%-aban, mig az orrmanduldk 1%-aban.3®7° Két masik
tanulméany azonban a miénkhez hasonléan, negativ eredménnyel zarult.3?3° A mandulamiitét
soran vett egy kozépfiil valadékban, illetve a torokvaladékok 2,7%-aban mutattuk ki az
MWPyYV DNS-t. A koronavirus vildgjarvany alatt gyiijtott orrgarati mintdk 4,9%-aban
detektaltunk MWPyV DNS-t. Az MWPyV prevalencia szignifikansan (p<0,0001) magasabb
volt a gyermekek (38/360) korében, mint a felndttek (17/770) kozott. Emellett szignifikdns
¢letkori kiilonbséget is kimutattunk az MWPyV pozitiv (0,838 év, median: 3,6 év) és negativ
egyének (1-92 év, median: 32,2 év) kozott (p=0,0001; Mann-Whitney U teszt), pozitiv
mintakat fiatalabb személyek esetén azonositottunk. Nemi kiilonbséget nem tartunk fel.

A COVID-19 pandémia alatt gyiijtott nazofaringealis mintakban vizsgaltuk a SARS-CoV-2
¢s az MWPyV egyiittes jelenlétét is. A MWPyV DNS pozitivitas szignifikdnsan gyakoribb volt
a SARS-CoV-2-negativ betegek korében (41/565), mint a SARS-CoV-2-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 1éguti mintdkban (24/180) a SARS-CoV-2 RNS pozitivakhoz képest
(14/180), am a kiilonbség statisztikailag nem bizonyult szignifikansnak (p =0,122). Mivel 919
mintabol a HPyV9 jelenlétét is vizsgaltuk, igy a kettds polyomavirus fertdzést is analizaltuk.
Hat mintaban mutattuk ki a HPyV9 és az MWPyV DNS-t is (6/919; 0,65%), vagyis a MWPyV
pozitiv mintdk 10,9%-aban (6/55) volt jelen mindkét polyomavirus. A mintak koziil 4
gyermektdl (2,1-5, 3 év; median: 2,3 év), 2 pedig felndttdl 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.

Az MWPyYV patogenezise, terjedési modja, behatolasi kapuja, a replikdkcio helye tovabbra
is ismeretlen, ahogy azt sem tudjuk, latens fertézés létrejon-e a szervezetben. A fekal-oral
terjedés mellett a virusok 1éguti terjedése, szajon at behatolasa is felmeriil. Eredményeink ezt a
felvetést erdsitik. Erdekes, hogy az MWPYV DNS-ét egy kozépfiilvaladékban is detektaltuk,
ami arra utal, hogy a virus eljuthat a kdzépfiilbe. Ennek tisztdzasdhoz tovabbi vizsgalatokra és
nagyobb szdmu minta elemzésére lenne sziikség.

MWPyV szekvenciaanalizis eredményei

A teljes NCCR régiot 21 MWPyV pozitiv mintabol amplifikaltuk és szekvenaltuk. Négy uj
pontmutaciot irtunk le, egy izolatumban pedig egy 13 bazisparos deléciot. Bar az MWPyV
NCCR szekvencia variancidinak biologiai jelentésége még nem tisztazott, feltételezhetd, hogy
ezek a mutacidk befolyadsolhatjak a transzkripcids faktor kotdhelyeket, valamint a promoterek
és enhancerek miikddését.?? Haplotipus halozat elemzéssel vizsgaltuk, hogy az NCCR
szekvenciavariancidk Osszefiiggenek-e a mintatipusokkal, amelyekbdl izolaltak vagy a foldrajzi



régidval, ahonnan szarmaznak. Azonban a haplotipusok sem a mintatipusokkal, sem a foldrajzi
régioval nem mutattak dsszefiiggést, a haplotipusok nem rendezddtek klaszterekbe.

STLPyV DNS prevalencia

A mandulamiitét soran gyiijtétt mintdink vizsgalatakor az STLPyV DNS-t a toroktorletek
3,4%-aban mutattuk ki. Tovabba egy-egy kozépfiil valadékbol (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.
Garatmandulabdl nem mutattuk ki az STLPyV-et. A koronavirus vilagjarvany alatt gyiijtott
orrgarati mintdk 1,4%-a bizonyult STLPyV DNS pozitivnak. Az STLPyV pozitivitas
szignifikdnsan magasabb (p<0,0001) volt a gyermekek 1éghti 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) és STLPyV pozitiv (0,8-92 év, median: 30,7
¢év) egyének kozott, a virus DNS a fiatalabbak, foként gyermekek mintaiban volt jelen. Nemi
kiilonbséget nem tartunk fel. STLPyV szignifikansan (p=0,0039) nagyobb ardnyban volt jelen
a SARS-CoV-2 RNS negativ léguti mintdkban, mint a SARS-CoV-2 pozitivakban. Sot,
ugyanilyen, szignifikdns kiilonbséget tapasztaltunk a gyermekek léguti mintdit analizalva
(11/385 vs. 2/358; p=0,01). A harom STLPyV pozitiv felntt minta SARS-CoV-2 negativ
egyeéntdl szarmazott. MWPyV és STLPyV koinfekciot hét mintaban (7/1130; 0,6%) mutattunk
ki, négy minta gyermektdl, harom pedig feln6ttdl szarmazott. Az STLPyV pozitiv mintak
43,8%-aban az MWPyV DNS is jelen volt, mig a SARS-CoV-2 tarsfertdzés csak a mintak
1,3%-aban (2/16). Mindossze egy mintaban (1/16; 6,3%) volt kimutathaté mindharom virus.
Egy gyermek (3,2 év) esetében HPyV9 és STLPyV DNS is jelen volt a SARS-CoV-2 RNS
negativ 1égiti mintaban.

Eredményeink alapjan az STLPyV léguti terjedése felmertil, s6t, a virus a kozépfiilbe is
behatolhat.

STLPyV szekvenciaanalizis eredményei

Munkénk soran két teljes STLPyV genomot szekvenaltunk. Majd a GenBank tovabbi
szekvenciaival egyiitt filogenetikai elemzést végeztiink. Megallapitottuk, hogy mind a
filogenetikai fa, mind a hal6zatelemzés alapjan a szekvenciak két 6 agra oszlottak. Foldrajzi
elkiiloniilést azonban nem igazoltunk, mivel ugyanazon régiobol szarmazd mintdk mindkét
agban megtalalhatoak. Jelenleg til kevés szekvencia all rendelkezésre, hogy végleges
kovetkeztetéseket vonjunk le, igy tovabbi szekvencidk gylijtésére van sziikség kiilonbozd
foldrajzi régidkbol a genotipusok foldrajzi eloszlasanak pontosabb megértéséhez.

Teljes NCCR régiot 11 STLPyV pozitiv mintabol amplifikaltunk és szekvenaltunk. Harom
Uj varianst és harom 1j pontmutacidt azonositottunk. A haplotipus halozat elemzés eredményei
alapjan az STLPyV NCCR szekvencidk két csoportba rendezddtek, azonban foldrajzi €s
mintatipus szerinti elkiilontilést STLPyV esetében sem tapasztaltunk.

HPyV9 in vitro funkcionalis genomvizsgalata
A HPyV9 promoterek kiilonboz6 sejttipusokban torténd funkciondlis analizise segithet
azonositani a virus célsejtjeit. Emellett a jelentdsen eltérd szekvenciavaridnsok bioldgiai



kiilonbozéségeit is tanulmanyozhatjuk. In vitro kisérleteinkben két HPyV9 izolatum (a
referencia szekvencia, azaz 9, illetve az UF-1) promoter aktivitasait vizsgaltuk kiilonb6z6
sejtekben. A virus lehetséges 1€gtti terjedése €s replikacidja miatt valasztottuk a primer, 1éguti
epitél sejtet, az MRC-5 tiid6 fibroblaszt sejtet, valamint az A549 tiiddepitél sejtvonalat
kutatdsainkhoz. A HEK-293 veseepitél sejttel, ahogy az A549-cel is végeztek hasonld
kisérleteket, ami lehetévé tette az eredmények Osszehasonlitasat.”"""® A Caco-2 sejtvonal a
masok altal hasznalt SW480-hoz hasonl6 bélepitél. Az SK-HEP-1 endotél sejtvonalat pedig
azért valasztottuk, mert a virus szervezeten beliili terjedésében kulcsszerepet jatszhat az erek
endotélje.

A transzfekcids hatékonysagban mutatkozo kiilonbségeket kikiiszobolve, eredményeinket
ugyis elemeztiik, hogy minden sejttipusban a 9 E promoter aktivitashoz viszonyitottuk a tobbi
promoter aktivitasat. Mindkét izolatum promoter aktivitdsai az A549 sejtben voltak a
legerésebbek, mig a leggyengébbek az MRC-5 fibroblasztban. A referencia szekvencia 9 _E
promotere szignifikansan erésebb aktivitdst mutatott, mint a 9 L a Caco-2, a primer léguti
epitél, az SK-HEP-1 és MRC-5 sejtekben. Ezt A549 sejtek esetében nem tapasztaltuk, mig
HEK-293 sejtekben a 9 L aktivitasa volt szignifikansan erésebb. Ez utobbit figyelte meg két
masik kutatocsoport is.”>"?> Az UF-1 promotereinek aktivitasa Caco-2 sejtekben kozel azonos
volt, azonban A549, HEK-293 és SK-HEP-1 sejtekben szignifikdnsan erésebb UF-1 L
aktivitast mértiink. A HEK-293 sejtekben mért eredményeink dsszhangban allnak két kordbbi
publikacié adataival.’*"2 Léguti epitél és fibroblaszt sejtekben az UF-1 L aktivitasa
szignifikansan gyengébb volt az UF-1_E-hez képest. Az UF-1 promoterei a HEK-293
kivételével, minden vizsgalt sejttipusban magasabb aktivitdst mutattak. Kotranszfekcios
kisérletiinkben az LTAg minden sejttipusban szignifikans novekedést eredményezett a késdi
promoterek (9 L és UF-1 L) aktivitdsdban. Az eredmények Osszhangban éllnak az LTAg
funkcidjaval, hiszen a fehérje a virusreplikdciot segiti, de a késéi géneket is transzaktivalja.™
Az A549, HEK-293 ¢és primer sejtben a luciferaz aktivitdsok mindkét NCCR esetében hasonld
mértékben valtoztak. A legerdsebb hatast az SK-HEP-1 sejtekben mértiik. Ebben a sejttipusban
az UF-1 L aktivitds sokkal nagyobb mértékben novekedett az LTAg hatasara a 9_L
aktivitashoz ¢€s a tobbi sejtben mérthez képest is. A 9 _E promoter aktivitdsa az LTAg hatdsara
minden sejtben hasonldé mértékben csokkent, a kiilonbség statisztikailag is szignifikans volt a
primer sejtek kivételével. Az UF-1_E promoter aktivitasa sejttipustol fiiggden eltérden valtozott
az LTAg hatasara: az A549 és HEK-293 sejtekben nem valtozott, mig SK-HEP-1 sejtekben
szignifikans novekedést, primer 1éguti hamsejtekben pedig szignifikans csokkenést mutatott.
Mindossze két kutatocsoport végzett hasonld kisérleteket A549 és HEK-293 sejtekkel.
Hasonld, de eltéré eredményeket is publikaltak.”t’2 Ez utobbi hatterében a nagyon eltérd
modszertani kiilonbségek allhatnak.

Bar a primer léguti epitél sejtekben alacsony promoter aktivitdst mértiink, a
legmagasabb értéket az AS549 sejtvonalban tapasztaltuk. Ez arra utal, hogy a HPyV9
replikalédhat a tiidében, és prevalencia adataink alapjan a légutak a virus behatolasi kapujat
jelenthetik. Eredményeink szerint az A549 és HEK-293 sejtek alkalmasak lehetnek a HPyV9
replikacio tovabbi vizsgalatara.



Osszefoglalas

A kutatdomunkam sordn harom, human polyomavirus, a HPyV9, az MWPyV és az STLPyV
szeroprevalenciajat nagyszamu, egészséges immunrendszerii gyerekektdl és felnottektol vett
szérummintaval vizsgaltuk. Ehhez viralis antigéneket allitottunk eld, valamit ELISA mddszert
fejlesztettlink. A virusok léguti terjedésének ¢és a légutban vald replikacidjanak
tanulmanyozasara DNS prevalencia vizsgalatot végeztiink mandula- és tiidészovet, valamint
aktivitasat in vitro, kiilonb6z6 sejttipusokban tanulmanyoztuk.

Eredményeink alapjan a HPyV9 és az MWPyV szeropozitivitasi arany a gyermekek és fiatal
felndttek kozt az életkor elérehaladtaval nétt. A 21 évnél iddsebbek korében az atfertdzottségi
arany jelentésen mar nem valtozott. A felnéttek (>18 év) 36,2%-a esett mar 4t HPyV9
fertézésen, 54%-a MWPyV fert6zésen, vagyis a felndttek jelentds része fogékony mindkét
virusfertézésre. Az STLPyV primer fertdzések jelentds része kisgyermekkorban, 6 év alatt
torténik, a felndttek 81,2%-a szeropozitiv, a virus a populacid nagy részét fertdzi.

Tiidészovetekben egyik virust sem detektaltuk. Garatmanduldk 1%-4ban HPyV9 DNS-t,
mig orrmanduldk 1%-adban STLPyV jelenlétét mutattuk ki. A mandulamiitét soran vett
torokvaladékokban HPyV9-et nem, viszont MWPyYV DNS-t a mintak 2,7%-aban, STLPyV
DNS-t pedig 3,4%-aban detektaltunk. S6t, egy-egy kozépfiilvaladékban is kimutattuk a két
virust. A COVID-19 vilagjarvany alatt gyiijtott orrgarati mintak 5,2%-aban HPyV9, 4,9%-aban
MWPyV ¢és 1,4%-aban STLPyV DNS-t mutattunk ki, dontéen SARS-CoV-2 RNS negativ
mintdkban. A HPyV9 gyakorisdga magasabb volt felndttek mintdiban, az MWPyV ¢és az
STLPyV pozitivitas pedig a gyermekekében. Eredményeink alapjan mindharom virus 1égiti
terjedése, 1égltba, szajiiregbe behatolasa felmertil, az MWPyV és STLPyV akar a kozépfiilbe
is bejuthat. Ertékes teljes genom és NCCR szekvencidkat nyertink ki a mintakbol,
szekvenciaelemzéseket végeztiink. Uj MWPyV és STLPyV NCCR variansokat, mutaciokat
azonositottunk.

A HPyV9 két jelentdsen eltérd NCCR szekvencidjat, a korai €s késdi promoterek aktivitasat
kétiranya expressziot lehetdvé tevo, luciferaz riporter vektorral tanulméanyoztuk léguti, vese- és
bélepitél, valamint endotél sejtvonalban, tiidd fibroblasztban és primer, 1égiti epitél sejtben. A
promoter aktivitdsok az AS549 léguti epitél sejtekben voltak a legmagasabbak, mig a
fibroblasztokban és a primer sejtekben a legalacsonyabbak. A referencia szekvenciatol
jelentdsen eltér6 UF-1 NCCR mindkét promoterének aktivitasa egy kivétellel minden sejtben
erésebbnek bizonyult. A virus nagy T antigénje minden sejtben fokozta a késéi promoter
aktivitasokat. Az in vitro kisérletek alapjan az A549 1éguti epitél sejtvonal, illetve a HEK-293
veseepitél alkalmas lehet a HPyV9 virusreplikaciojara.



Uj megallapitasok

Szeroprevalencia vizsgalatokhoz megfeleld6 HPyV9, MWPyV és STLPyV VP1 fehérjét
allitottunk eld, amelyekkel megfeleld ELISA mddszert terveztiink és optimalizaltunk.
Megvizsgaltuk, elemeztiik a HPyV9, MWPyV és STLPyV hazai szeroprevalenciajat
kiilonb6z6 korcsoportokban.

Megallapitottuk, hogy a HPyV9 és MWPYV szeropozitivitas életkorral n6 fiatal feln6tt
korig, a felndttek jelentds része azonban fogékony marad a fertézésre. Az STLPyV
primer fertézések dontden kisgyermekkorban zajlanak, a virus ubikviter, a felnottek
nagy része szeropozitiv.

DNS prevalencia adataink erdsitik a virusok lehetséges 1éguti terjedésének hipotézisét,
értékes prevalencia €s szekvencia adatokat gy(ijtottiink és elemeztiink.

In vitro kisérleti rendszert hoztunk létre, amely lehetévé teszi a polyomavirusok
kiilonboz6 NCCR variansainak funkcionalis vizsgélatat, igy a bioldgiai hatasaik kdzotti
eltérések elemzését is.

A HPyV9 promotereinek aktivitasat kiilonféle sejtvonalakban és primer sejtekben
vizsgaltuk. Megallapitottuk, hogy az UF-1 NCCR haplotipus promoterei erdsebbek a
referencia szekvenciaétol, az LTAg fokozza a késdi promoter aktivitdsokat, valamint az
A549 1éguti epitél és a HEK-293 veseepitél alkalmas lehet a HPyV9 virusreplikacio
tanulmanyozasara.
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