EGYETEMI DOKTORI (Ph.D.) ERTEKEZES

Torque teno virus epidemioldgiaja és filogenetikaja Kelet-

Magyarorszagon

Fehér Eniko

Témavezeto: Dr. Szarka Krisztina

DEBRECENI EGYETEM
GYOGYSZERESZETI TUDOMANYOK DOKTORI ISKOLA
Debrecen, 2012



TARTALOMJIEGYZEK

ROVIDITESEK JEGYZEKE ..ottt sississssessessssss st ssesssssssssassssssseons 4
BEVEZETES ...ttt 5
IRODALMI ATTEKINTES. ...ttt 6
A torque teno Virus (TTV) FeIEPITESE. ..o 6
A TTV KIMUEBLASA ...ttt bbb ne s 10
A TTV s20veti elofordulds .......................ccocouoiiiiiiiiiiiiiiiiiiiie e 11
A TTV eloforduldasa mdjbetegségekben .........................ccccoooiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeie e 12
A TTV eldfordulasa a légutakban és fej-nyaki régioban..............ccocooeviiiiiiiiiicincn, 13
A TTV eloforduldsa négyogydszati MintdkbDan ..................c.c.ccocoviiiiiiiiiiiiieeie e 14
A TTV eloforduldasa egyéb kOrképekben..........................ccccocivviiiiiiiiiiiiiiiie i 15
TTV vizsgalatok MagyarorSZAgON ...........cccceeiveiierieeiieieese e seesreeeeseeste e sraesreseesraeneens 16
HUMAN papillomMaViFUSOK. .........cccoiieiiiiesieec et 17
COIRIIUTOSCK ...t e e e 20
BETEGEK ES MODSZEREK ..ottt sttt ssssessnes 22
2 TC] (=0 oty 0 00 (0] ST 22
DN ISR 120 =1 =TSSP 23
POlIMEraz IANCIEAKCIO.......ciueiiiiiieii et 24
Restrikcids fragment hossz polimorfizmus........c.coeeveiiieiiiescee s 25
Az eredmények statisztikai ErteKEIESE .........cccveveiiieiiie e 25
Szekvendlas €S TTV tOrzsfa €lemMzES .......c.oovveiiiiiicicee e 26
EREDMENYEK ..ottt 28
A TTV eldoforulasi gyakorisdga szdjiiregi mintdkban ........................c.ccccooovvviiiiiininnnnnns 28
HPV és ggriTTV-HPV koinfekcio a szajlregi mintakban...........ccccccooeviveiviiciecicceene 28
A TTV elofordulasi gyakorisaga méhnyaki mintdkban.........................c..ccccoovviieniinnnnnnn 29
HPV és ggriTTV-HPV koinfekcio méhnyaki mintdkban ............ccccooeviieieiicieiic e 30
ATTV, ggriTTV és ggriTTV-HPYV eldfordulasi gyakorisdgdnak édsszevetése LSCC,
OSCC S CC DEtegeKDEN ..ot 31
gorlTTV és ggrlTTV-HPV koinfekcid hatdsa a daganatos betegek tulélésére ............... 31
A TTV-specifikus amplimerek szekvenalasanak eredménye...........ccccccoecvevvvieveciesivennns 33
A TTV szekvencidk genetikai diVErZItASa .........c.ccevveririeieie i 39
IMEGBESZELES ..ottt sttt 40
OSSZEFOGLALAS ..ottt 51
SUMMARY ..ottt bbbt s bbbt et et e st b e ne e st e b e et et e st e be st et rentens 52
IRODALOMUIEGY ZEK ...ttt sttt 53



Hivatkozott KOzIEMENYEK JEGYZEKE .......cveiieiieeee e 53

Sajat KOZIEMENYEK JEGYZEKE. .....c.ooviieeecieieeeee e 67
TARGYSZAVAK .....oooieieiieeeeeee e vee ettt s bbb 70
KOSZONETNYILVANITAS ..ottt enes st 71
FUGGELEK ...ttt 72

Az értekezés alapjdaul szolgdlo kozlemények gyiijteménye....................cccooovvviiiiiicnininnnns 72



ROVIDITESEK JEGYZEKE

ACM atipias citoldgiaju méhnyaki nyalkahartya (atypical cervical mucosa)
CC méhnyakrak (cervical cancer)
DNS dezoxiribonukleinsav

goriTTVv egyes genocsoportd TTV (genogroup 1 TTV)

HCV hepatitis C virus
HPV human papillomavirus
ICTV Nemzetkdzi  Virustaxondmiai Bizottsdg (International Committee on

Taxonomy of Viruses)

kb kilobazis

LCR hosszu szabalyoz6 régié (long control region)

LSCC laryngealis laphamsejtes carcinoma (laryngeal squamous cell cancer)
MP malignusan transzformalt gége papillomatosis

MRNS messenger ribonukleinsav

NCM normal méhnyaki nyalkahartya (normal cervical mucosa)

NOM normal szajiregi nyalkahartya (normal oral mucosa)

nt nukleotid

oL oralis leukoplakia

OLP oralis lichen planus

ORF nyitott olvasasi keret (open reading frame)

0OSsccC szajlregi laphamsejtes carcinoma (oral squamous cell carcinoma)
PBMC periférias vér mononuklearis sejtjei (peripheral blood mononuclear cells)
PCR polimeraz lancreakcio (polymerase chain reaction)

RRP recurrens légati papillomatosis (recurrent respiratory papillomatosis)
TV torque teno virus

UTR nem kddolo régio (untranslated region)



BEVEZETES

A torque teno virus (TTV) az Anelloviridae csaladba tartozd egyszald DNS virus,
amelyet japan kutatok azonositottak 1997-ben poszttranszfizids hepatitises beteg szérumabol
(Nishizawa és mtsai, 1997). Ezt kovetden szamos szévetben kimutattak a virus jelenlétét, de
patoldgiai szerepére eddig nem der(lt fény.

Munkacsoportunk egy korabbi tanulmanyaban gégetumoros és léguti papillomatosisos
betegekben vizsgéalta a TTV, az egyes genocsoportt TTV (ggrlTTV), a human
papillomavirus (HPV) és a ggriTTV-HPV koinfekcio el6forulasi gyakorisagat (Szladek és
mtsai, 2005). Abban a betegcsoportban, ahol tumor progresszié lépett fel, nagyobb ggriTTV
és ggrlTTV-HPV prevalenciat, és ehhez kapcsoltan jelentdsen rosszabb tiinetmentes tulélést
tapasztaltunk, mint azoknal a betegeknél, akiknél tumor progresszié nem fordult el6. Ebben a
tanulmanyban mas, HPV-asszocialt szajlregi (oralis leukoplakia, oralis lichen planus, oralis
laphamsejtes carcinoma) és méhnyaki (atipias méhnyaki 1ézi6, méhnyaki carcinoma) beteg- és
kontroll csoportokban kivantuk megallapitani a TTV, ggrlTTV, HPV, és ggrlTTV-HPV
koinfekcio eléforduldsi gyakorisagat, és a fertdzések jelentdségét.

A TTV esetében a jelenlegi taxonomiai besorolds szerint 29 faj, mig a korabbi
besorolas szerint tobb mint 30 genotipus kiilonithetd el. A virus genomja igen valtozatos, ami
eltérd fehérje expressziot, ezaltal patogenitasbeli kiilonbségeket eredményezhet, igy a virusfaj
vagy genotipus megallapitasa fontos tényez6 lehet a virus patogenitasanak megismerése
szempontjabol. Mivel a szakirodalomban a mai napig a genocsoport/genotipus/szubtipus
felosztast alkalmazzak, szekvenalast kdvetden sajat mintaink és az adatbazisban fellelhetd
magyarorszagi szekvencidk esetében is elvégeztik virustorzsfa elemzéssel a szekvenciak faji,
illetve szubtipus szintli besorolasat.

Célunk tehat a TTV esetleges patogén szerepének megerdsitése, megallapitasa, a TTV
fajok, geno- és szubtipusok el6fordulasanak és eloszlasanak meghatarozasa volt az altalunk

vizsgalt betegcsoportokban.



IRODALMI ATTEKINTES

A torque teno virus (TTV) felépitése

A TTV egy 30-33 nm atméréjti, ikozahedralis szimmetriaju, burok nélkili, korilbelil
3800 bazis hosszlsagu, negativ polaritasu, cirkularis, egyszald DNS genommal rendelkez6
virus (Mushahwar és mtsai, 1999; Okamoto és mtsai, 1998a), melyet 1997-ben Nishizawa és
munkacsoportja mutatott ki elséként poszttranszf(zids hepatitises beteg szérumabdl
(Nishizawa és mtsai, 1997). Felfedezése utdn a TT virus nevet kapta (a beteg nevének
kezdébetii utan, akib6l a virust izolaltak), illetve ,transfusion transmitted virus”-ként
hivatkoztak rd. A Nemzetkdzi Virustaxonomiai Bizottsdg (International Committee on
Taxonomy of Viruses, ICTV) késébb a torque teno virus (a latin ,torques” szd jelentése
nyaklanc, az ugyancsak latin ,,tenuis” sz6 jelentése vékony) elnevezés hasznalatat fogadta el
(Biagini, 2009a; Nishizawa és mtsai, 1997). A TTV, vagy a TT virus rovidités tehat minden
esetben helytalld lehet és altalanosan hasznélt is.

A virus filogenetikai hovatartozasa vitatott. Tobb munkacsoport igyekezett besorolni
kiilonb6z6, mar 1étez6 csaladokba, igy helyet kapott a Parvoviridae (Okamoto és mtsai,
1998b) és Circoviridae (Miyata és mtsai, 1999) csaladban, valamint (j taxondmiai csoportok
létrehozasat is javasoltdk, a Circinoviridae (Mushahwar és mtsai, 1999), késébb a
Paracircoviridae (Takahashi és mtsai, 2000) csaladokeét. Jelenleg az ICTV az Anelloviridae
csalad Alphatorquevirus nemzetségebe sorolja, a csaladon beltl pedig 29 fajt kilonitenek el.
A fajok kozott legalabb 35%, a nemzetségek kozoétt legalabb 56% a kilénbség nukleotid
szinten. A szintén human mintakban el6fordulo torque teno mini virus (Takahashi és mtsai,
2000) kilenc faja a Betatorquevirus, a torque teno midi virus (Ninomiya és mtsai, 2007) két
faja a Gammatorquevirus nemzetsegbe tarozik az Anelloviridae csaladon belil (King és mtsai,
2011).

A TTV els6 detektalasa Ota eltelt idészakban egymast kovették az Ujabb és Gjabb
azonositott szekvencidk, amelyek igen nagy diverzitast mutatnak mind nukleotid, mind
aminosav szinten. Bar az ICTV fajokba (species), a szakirodalom viszont a mai napig
genocsoportokba, genotipusokba és szubtipusokba sorolja a TTV-ket (Biagini, 2009a;
Mushahwar és mtsai, 1999; Peng és mtsai, 2002). A GenBank adatbazisban jelenleg fellelhet6
szekvencidk nagy része ORF1 (open reading frame 1) részleges szekvencia, az N22 réegio
vagy azzal atfedé szakasz. Az N22 annak a korilbelul 500 bazis hosszu szakasznak a neve,
amelyet el6szor azonositottak (Nishizawa és mtsai, 1997). Bar ez a szakasz csak kisebb

hanyadat teszik ki a teljes virusgenomnak, Tanaka és munkatarsai (2000a) szerint a prototipus
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(egyes genocsoportl) szekvencidk filogenetikai vizsgélatara ez a régio is alkalmas, mivel a
részleges ORF1 szekvenciak alapjan megallapitott rokonsagi viszonyok megfelelnek a teljes
genom vizsgalata alapjan megallapitott rokonsagi viszonyoknak. Az ICTV jelenleg elfogadott
besorolasahoz keszitett javaslatban szereplé TTV torzsfa génbanki szekvencidk ORF1
szakasza alapjan keszilt (Biagini, 2009b). A pontos filogenetikai hovatartozas tisztazasahoz
azonban kétsegtelen(l fontos a genomok teljes szekvenciajanak ismerete és 6sszehasonlitasa
(Lemey és mtsai, 2002).

A szakirodalomban a régi besorolas szerint 6t genocsoportot és tobb mint 30
genotipust kulonboztetnek meg (Peng és mtsai, 2002). Bizonyos genotipusok esetében
beszélhetlink szubtipusokrol is, amelyeket a genotipus szamat kovetd betlivel jeldlnek,
példaul az la, 1b, 2a, 2b, 2c szubtipusoknal (H6hne és mtsai, 1998; Okamoto és mitsali,
1999a). Néhany szerz6 2d, 2e, vagy 3a szubtipust is leirt (Okamoto és mtsai, 1999a), ezeket
azonban nem hasznaljak A&ltalanosan. Ebben a besorolési rendszerben a kiilonb6z6
genocsoportok kozott legaldbb 50%, a genotipusok kdzott legaldbb 30%, a szubtipusok kozott
legalabb 15% a kilonbség az N22 régidban nukleotid szinten (Okamoto és mtsai, 1998a,
1998b; Peng és mtsai, 2002).

A virusgenom korulbelul 3,8 kilobazis (kb) nagysagu; a TA278 prototipus izolatum
genomja 3852 nukleotidbdl (nt) all, amely tartalmazza a korilbeldl 1,2 kb hosszd nem kédold
régiot (untranslated region, UTR), es a korulbelil 2,6 kb hosszi kddold régiot, amelyek
hossza izolatumtol fliggben valtozé (Okamoto és mtsai, 1998a; Mushahwar és mtsai, 1999). A
prototipus tdrzs genomjanak sematikus felépitése az 1. abran lathato.

Az UTR a TA278 prototipus izoldtumban a 2898-107 nukleotidok koz6tt helyezkedik
el. Szerepet jatszik a transzkripcid és transzlacié kontrolljaban, igy tartalmazza a promoter és
enhancer elemeket, transzkripciés faktor kotOhelyeket, valamint egy, a kiilonbdzd
genotipusok kozott is igen konzervativ szakaszt (nt 3175-3282 a TAZ278 prototipus
izolatumban) és egy GC gazdag régidt (nt 3736-3852 a TA278 prototipus izolatumban), ami
bar eltér6é hosszisagi (108-160 nukleotid), mégis minden izolatumban megtalalhaté. A két
utodbbi szakasz szekvenciaja alapjan hurok formalasara lehet képes (Hijikata és mtsai, 1999;
Kamada és mtsai, 2004; Miyata és mtsai, 1999; Mushahwar és mtsai, 1999; Suzuki és mtsai,
2004). A circovirusoknal, koztlik a csirke anaemia virusnal specifikus, jol konzervalt genomi
szekvencidk segitik a replikaciot, transzkripciét és transzlaciét, valamint a virus
Osszeszerel6dését. A TTV kodolé régidjaban és az UTR-ben 1évé szakaszok a
circovirusokéhoz hasonloak, igy a mechanizmusok hasonlésaga is feltételezheté (Erker és
mtsai, 1999; Mushahwar és mtsai, 1999; Niagro és mtsai, 1998; de Villiers és mtsai, 2011).
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38531

TTV TA278

1. abra. A torque teno virus (TTV) genomjanak sematikus felépitése.

A TTV kodol6 régidja tobb nyitott olvasasi keretet foglal magéaban, amelyek szama
genotipusonkent valtoz6. A két f6 ORF, az ORF1 és ORF2 azonban mindegyikben
megtalalhaté (Hijikata és mtsai, 1999).

Az ORF1 (nt 589-2898 a TA278 prototipus izolatumban) koértlbelil 770 aminosavat
kodol, koztik feltehetden a kapszid fehérjét (Hijikata és mtsai, 1999; Miyata és mtsai, 1999;
Mushahwar és mtsai, 1999; Kamahora és mtsai, 2000). N-terminalisan magaban foglal a
csirke anaemia virushoz hasonléan egy argininban gazdag régiét, valamint a csirke anaemia
virus Rep fehérje motivumaihoz hasonlé szakaszokat (Erker és mtsai, 1999; Mushawar és
mtsai, 1999; Niagro és mtsai, 1998). Az argininben gazdag régio DNS-ko6t6 aktivitasa révén a
virus becsomagolodéasat, a Rep fehérjék pedig a virus replikacidjat segitik. Jellemz6 az ORF1
szekvenciara harom hipervariabilis régid, amelyek az N22 région kivil esnek; ezekben a
nukleotid kulonbség az egyes szekvenciak kozott a 90%-ot meghaladhatja, ami az
immunvalasz kikertlését segitheti (Jelcic és mtsai, 2004; Nishizawa és mtsai 1999).

A masik, az ORF1 mellett minden izolatumban megtalalhat6 régié az ORF2 (nt 107-
712 a TA278 prototipus izolatumban), amely kordlbelil 202 aminosavat kodol. Tébb TTV
tipus ORF2 szekvencidja tartalmaz egy kozbeiktatott ATG startkodont is, amely két révidebb,
egy 49 és egy 150 aminosav hosszusagu fehérjét eredményez (Erker és mtsai, 1999; Hijikata

és mtsai, 1999). Az ORF2 szerepe meg pontosan nem ismert.



A két 6 ORF mellett tobb kisebb meglétét is feltételezik. Erker és munkatarsai (1999)
egy harmadik nyitott olvasasi keretet irtak le (nt 2904-3074 a TA278 prototipus izolatumban),
ami 57 aminosavat kddol. Kamahora és munkatarsai (2000) COS1 sejteket transzfektaltak
egyes genotipusi TTV genomot tartalmazd plazmiddal és harom mRNS (messenger RNS)
osztalyt azonositottak. A 3,0 kb hossz mRNS osztdly lefedi a teljes ORF1-et, amely a
kapszid és Rep feherjéket kodolja. Az 1,2 kb és az 1,0 kb hosszisagu mRNS frakcid viszont
olyan splicing helyeket is tartalmaz, ami az ORF2-t kapcsolja az ORF4-hez, illetve ORF5-h6z
és szabalyozé fehérjéket, transzkripcios faktorokat kodol. Minden mRNS ugyanazt a cap (nt
98-103 a TA278 prototipus izolatumban) és poli(A) szekvenciat (nt 3073-3078 a TA278
prototipus izolatumban) hasznélja. Okamoto és munkacsoportja (2000a) szintén ezt a harom
mRNS frakciot detektalta csontvel6 sejtekben. Az el6z6 munkacsoporthoz hasonloan két (j
ORF-et (ORF3 és ORF4) irtak le a vizsgalt genomokban. A két csoport altal meghatarozott (j
ORF régiok hasonld elhelyezkedésiiek és megkozelitéleg megfelelnek egymasnak, bar
hosszusaguk eltéré a kiilonb6z6 TTV genotipusokban. Jelcic és csoportja (2004) tovabbi
transzfekcios kisérletekkel igazolta, hogy az egyszerti nukleotid polimorfizmusok a genomon
belll eltér6 mRNS-eket, igy alternativ fehérjék expressziojat eredményezhetik; az ORF1-en
belil bizonyos genotipusoknal tobb stop és start kodont talaltak. Ezeknek a
polimorfizmusoknak az immunvélasz kikerilésében és a virusfertézés patogenezisében lehet
szerepe. Erre mas human patogén virusok kozott is talalunk példat, hiszen a hepatitis C virus
(HCV) vagy human immundeficiencia virus esetében a heterogenitasnak szintén a szervezet
védekezésének kikerllésében, a betegség progressziojaban van jelentdsége (McNearney €s
mtsai, 1992; Simmonds, 2004). Qiu és munkatarsai (2005) transzfektalt human 293 sejtekben
vizsgaltdk hatos genotipusa TT virus transzkripciojat és megerdsitették a harom mRNS
osztaly megjelenését, valamint hat killénboz6 fehérje termelését sikeriilt kKimutatniuk.

A fent emlitett mRNS osztalyok mellett késébb tovabbi, sejtvonalanként is eltérd
MRNS osztélyokat detektéaltak (Leppik és mtsai, 2007; Mueller és mtsai, 2008; de Villiers és
mtsai, 2011). Uj splicing helyeket, valamint (j ORF-eket azonositottak, ami vagy nukleotid
szintli kiilonbségeknek koszonheté vagy genomon beluli atrendez6dések okozzak.
Atrendezédott TT virus genomi és szubgenomi szekvenciakat (172 bézis hosszlsagtol)
mutattak Ki kiilonb6z6 sejtekben in vitro transzfekcios kisérletekben és in vivo terhes nék
szérumaban, akiknek a gyermekeiben késébb gyermekkori leukémiat diagnosztizaltak
(Leppik és mtsai, 2007; Mueller és mtsai, 2008; de Villiers és mtsai, 2011).

Felvet6dott a homoldg rekombinacid lehetésége kiilonbozé TTV genomok kozott. Egy
atfogo filogenetikai tanulmanyban a nem kodol6 régidban lehetséges rekombinéciés pontokat
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talaltak, amelyek rekombinacidhoz vezethetnek mind azonos, mind eltér6é genotipusba tartozé
TT virusok kdzott (Worobey, 2000). Az ORF1 egy adott szakaszanak filogenetikai vizsgalata
is lehetséges rekombinacids eseményeket fedett fel (Manni és mtsai, 2002).

Hasonld, szubgenomi fragmenteket is eredményezé rekombiniciés mechanizmus a
Geminiviridae csalad tagjai kdzott ismert (Stanley, 2004). Felmerilt a kérdés, hogy a TT
virusoknal a szubviralis komponenseknek a betegségek inicialasaban lehet-e szerepe, €s hogy
a genomon beluli rekombinacionak specifikus TT virus tipusokban kell-e torténnie (Leppik és
mtsai, 2007), de ezekre a kérdésekre még nem sziiletett valasz. A rekombinaciés események
ismerete, valamint a tény, hogy a virus igen heterogén, és jellemz6 ra a tobbszoros fertdzés
(Ball és mtsai, 1999; Okamoto és mtsai, 1999b, 2001), felvetette azt a kerdest is, hogy az
eltér6 genotipusba tartozé virusok valdban egyedi virusok, vagy (legalabbis egy résziik)
rekombinacionak koszonhetéen kialakult virus valtozatok (Leppik és mtsai, 2007).

A genetikai valtozatossag jelent6sége még nem vilagos. Az eddigi adatok alapjan ugy
tinik, hogy a kiilonb6z6 TTV genotipusok a sejtekben valtozatos fehérje termelést
indukalhatnak, ami immunologiai és patogenitasbeli killonbségeket idezhet el6 a fert6zott sejt
és a virus genotipusatol fiiggéen (Leppik és mtsai, 2007). A genetikai hattér ismerete, a
fehérje expresszio és funkcio vizsgalata az epidemioldgiai vizsgalatokkal kardltve segitséget
nyUjthatnak a virus igen vitatott patogén szerepének felderitéseben.

A TTV kimutatésa

A TTV in vitro tenyésztése nem megoldott. Desai és munkacsoportja (2005) egyes
genotipustd TT virust tartalmazé szérummal fert6zott tobbféle sejtvonalat. Maj eredetii
sejtvonalban (Chang sejtvonal) morfologiai valtozasokat (6sszecsapzddas, granularis
degeneracio) és viralis mMRNS jelenlétét, phytohemagglutininnel stimuldlt PBMC (periférias
vér mononuklearis sejtjei) és Raji sejtek esetében alacsony szintii extracellularis
viruspartikulum kibocsatast detektéltak. Leppik és csoportja (2007) L428 sejteket (Hodgkin
lymphoma sejtvonal) fert6zott linearizalt virusgenommal. Néhany nap mulva a virusgenom
recirkularizaciojat és a sejtek citoplazmajaban virusszerii partikulumok jelenlétét figyeltek
meg. Tobben plazmidba klénozott teljes vagy részleges virusgenommal transzfektaltak
sejteket (Huh7 hepatocellularis carcinoma, COS1, Hela sejtek) a virus promoter és enhancer
elemeinek, a szintetizadlt mMRNS osztalyok, fehérjék, valamint a sejtekben lezajld esetleges
patoldgias hatds meghatarozasara (Kamada és mtsai, 2004; Leppik és mtsai, 2007; Mueller és
mtsai, 2008; Qiu és mtsai, 2005). de Villiers és munkacsoportja (2011) 293TT human
embrionalis vesesejtvonalba transzfektalt virusgenom replikaciojat tapasztalta.
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A virus Kkimutatdsara szolgald6 modszerek kozil a legelterjedtebb a polimeraz
lancreakcido (PCR). Mivel a prototipus virus genomjanak N22 régidja allt a vizsgalatok
kozéppontjaban a virus felfedezését kovetden, a legtobb kutatdcsoport erre a szakaszra
illeszked6 primereket hasznélt. Azonban ma mar tudjuk, hogy ezek a primerek csak néhany,
az egyes genocsoportba tartoz6 genotipus kimutatasara alkalmasak, melyek a prototipushoz
kdzel allo szekvenciak. Ezeket ORF1 primereknek is nevezik, eés kozejuk tartoznak az
altalanosan hasznalt NG059, NG061 és NG063 seminested PCR primerek is, amelyek az 1-6
genotipusok megfelel6 DNS szakaszat amplifikéljak (Okamoto és mtsai, 1999b).

Ahhoz, hogy altalanos képet kaphassunk a TTV gyakorisagat illetéen, a virusgenom
jol konzervalt szakaszaira illeszkedd primerekre van sziikség, melyek szekvencidja
filogenetikailag tavol es6 tipusok esetében sem tér el jelentdsen. Erre alkalmasak példaul az
NG132, NG133, NG134 és NG 147 UTR PCR nested primerek (Okamoto és mtsai, 1999b).
Tobb csoport real-time PCR technikat is kifejlesztett, ami a viruskimutatason kivil a
virusterhelés meghatéarozasara is alkalmas (Koidl és mtsai, 2004; Maggi és mtsai, 2005, 2007;
Okamoto es mtsai, 2001; Tokita és mtsai, 2002). A PCR-en kivil a virus detektalasara in situ
hibridizacios technika is alkalmazhaté (Cheng és mtsai, 2000; Jiang és mtsai, 2000;
Ohbayashi és mtsai, 2001; Rodriguez-Inigo és mtsai, 2000). A geno- és szubtipusok
meghatarozasa szekvendlassal, vagy restrikcids enzimekkel (restrikcids fragment hossz
polimorfizmus) térténhet (Hafez és mtsai, 2007; Maggi es mtsai, 1999; Okamoto és mtsali,
2001; Tanaka és mtsai, 1998, 2001).

A TTV szoveti eléforduldsa

Felfedezését kovetden elsOsorban kiilonb6z6é majbetegségekben tanulmanyoztak
intenziven a TTV patogenitasi szerepét, mivel poszttranszfuzids hepatitisben szenvedd beteg
szérumabol izolaltak elészor (Nishizawa és mtsai, 1997). A szérumvizsgélatok soran koran
kiderult, hogy az egészséges populacidban is igen magas a virus el6fordulasi gyakorisaga és
az infekcio életreszold fertézésként jelentkezik (Okamoto, 2009). A majban in situ
maodszerekkel kimutattak a virust és replikativ formait (Cheng és mtsai, 2000; Jiang és mtsali,
2000; Ohbayashi és mtsai, 2001; Rodriguez-Inigo és mtsai, 2000; Okamoto és mtsai, 2000b),
a maj érintettsége miatt pedig a TTV az epében és székletben is megjelenhet, amely fecalis-
oralis atvitelt tesz lehetévé (Nakagawa és mtsai, 2000; Okamoto és mtsai, 1998b; UKita és
mtsai, 1999). A virus és replikativ intermedier formai a maj mellett a csontvelében (Okamoto
2000a; Fanci és mtsai, 2004; Kikuchi és mtsai, 2000; Zhong és mtsai, 2002), PBMC-ben
(Lopez- Alcorocho és mtsai, 2000; Maggi és mtsai, 2001; Zhong és mtsai, 2002) és
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hemopoietikus &ssejtekben is megjelenhetnek (Maggi és mtsai, 2010), ami a vérben 1év6
virusok forrasaként szolgalhat. Kimutattak tébbek kdzott tiidében, 1épben, hasnyalmirigyben,
vesében, pajzsmirigyben, izmokban (Jelcic és mtsai, 2004; Okamoto 2001; Suzuki és mtsai,
2001), méhnyaki mintakban (Calcaterra és mtsai, 2001; Fornai és mtsai, 2001), nyalban,
vizeletben, kénnyben, ondéban (Chan és mtsai, 2001; Gallian és mtsai, 2000; Inami és mtsali,
2000; Matsubara és mtsai, 2000), illetve anyatejben, koldokzsindrvérben és amnion
folyadékban, ami a vertikdlis virusatvitel lehetoségét is felvetette (Gerner és mtsai, 2000;
Matsubara és mtsai, 2001).

A TTV virusterhelés a szérumban 10°-10°/mL nagysagrendi, a kiilonbdz6 szervekben,
nyalban, epében a szérumhoz képest ennél 10-1000-szer nagyobb. Bar a hasznélt detektalasi
modszerek és a vizsgalt betegesoportok igen eltéréek, a nagysagrendi aranyok egyméasnak
megfelelnek a kiilonb6z6 tanulmanyokban (Gallian és mtsai, 2000; Okamoto és mtsai, 1999b,
2001; Suzuki 2001; Zhong és mtsai, 2001a).

A TTV eldfordulasa mdjbetegségekben

Az cls6ként kimutatott, egyes genotipusba tartozdé TT virust 6t ismeretlen eredeti,
poszttranszfuzids hepatitisben szenvedd betegbdl haromban azonositottak, és 6sszefuiggesbe
hoztak a szérum emelkedett alanin-aminotranszferaz szintjével (Nishizawa és mtsai, 1997).
Ugyanez a munkacsoport akut hepatitisben szenvedd betegbdl szarmazo, szintén ebbe a
genotipusba (1a) tartozd virust oltott csimpanzokba. Az allatokban biokémiai és szdvettani
elvaltozasok jelentek meg (Tawara és mtsai, 2000). Tokita és munkacsoportja (2001a, 2001b,
2002) szignifikansan alacsonyabb vérlemezke szdmot mért azokban a kronikus hepatitis C
virussal (HCV) fert6zott és nem-B-nem-C tipusu hepatitisben szenved6 betegekben, akik
egyes genocsoportd/genotipustd TTV-t hordoztak, mint az egyes genocsoporti/genotipusd
TTV-t nem hordozdkban. Osszefliggést talaltak a hepatocellularis carcinoma kimenetele és a
magas TTV terhelés kdzott, valamint a TTV prognosztikai szerepét feltételezték HCV okozta
krénikus majbetegségben. Felvetették, hogy bizonyos TTV genotipusok, koztik az egyes
genotipus képvisel6i befolyasolhatjak a majsejtek gyulladasos és nekrotikus folyamatait nem
alkohol okozta zsiros majbetegségben (Tokita és mtsai, 2001a, 2001b, 2002).

A négyes genocsoportba tartozé (SENV-D, SENV-H) virusokat nagyobb aranyban
detektaltak nem-A-nem-E tipusu virushepatitises betegekben (30%; 86/286), mint egeszséges
veradokban (3%; 3/97); azonban nincs arra bizonyiték, hogy ezek a virusok hepatitist okoznak

vagy sulyosbitjak annak lefolydsat (Umemura és mtsai, 2001a). Mivel a TTV a csontveldben
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is szaporodik, dsszefiiggésbe hoztak hepatitis-asszocialt aplasticus anaemiaval (Ishimura és
mtsai, 2000; Kikuchi és mtsai, 2000; Miyamoto és mtsai, 2000).

Tdébb munkacsoport vizsgalta majbetegsegekkel kapcsolatban a TTV és maés virus
egyiittes el6fordulasat. Zein és munkatérsai (1999) nagyobb ardnyban talaltak TTV fert6zést
elérehaladott, HCV-vel asszocialt dekompenzalt cirrhosisban (39%; 11/28) és hepatocellularis
carcinomaban (56%; 9/16) szenvedékben, mint kronikus hepatitises (7%; 2/29) és kompenzalt
majzsugorban (12%; 2/17) szenvedd betegekben. Masok is felvetették a TTV szerepét HCV
fertézéshez tarsulo hepatocellularis carcinoméban, illetve 6sszefliggést taldltak a TTV,
hepatitis B virus, a herpesvirusok eléfordulasa es hepatocellularis carcinoma kozott
(Moriyama es mtsai, 2001; Pineau és mtsai, 2000). Kao és munkacsoportja (2003) nagyobb
gyakorisaggal mutatta ki a HCV 2a tipusat SEN virussal fert6zott egyénekben (37%), mint
TTV negativ HCV fert6zottekben (16%).

Bar tobb tanulmény szdél a TTV esetleges patogén szerepérél, eddig nem talaltak
bizonyitékot a TTV fertézés, a majbetegségek kialakulasa és progresszidja kozotti
Osszefliggesre, illetve a koinfekciok jelentdsége sem tisztazodott (Hafez és mtsai, 2007; Kato

és mtsai, 1999; Moriyama és mtsai, 2003; Okamoto, 2009; Umemura és mtsai, 2001b).

A TTV eldforduldsa a légutakban és fej-nyaki régioban

A méj és veér vizsgalata mellett a légutakban is intenziven tanulmanyoztdk a TTV
elé6fordulasat és szerepét. Bando és munkatarsai (2001; 2008) idiopathids tiid6fibrosis
esetében rosszabb tulélési aranyt figyeltek meg TT virussal fert6zott, mint a nem fertézott
betegcsoportban, valamint 6sszefiiggést talaltak a TTV jelenléte, a virusterhelés és a tiidorak
kialakulasa kdzott. Maggi és munkacsoportja (2003a) nagyobb TTV el6fordulasi gyakorisagot
és virusterhelést meért gyermekkori bronchopneumoniaban, mint enyhébb akut léguti
betegségben (orrvaladékban 98%; (53/54) és 74% (34/46); vérplazmaban 92% (57/62) és 79%
(70/89)). Bronchopneumonias gyermekekben a négyes genocsoportd TTV dominancidja volt
jellemz6. Asthmaban, illetve horgétagulatban szenvedd gyermekekben magasabb TT
virusszint mellett rosszabb spirometrikus értékeket mértek. A TTV jelenléte a horgdétagulat
sulyossagaval korrelalt és csokkent légzésfunkcidval tarsult (Pifferi és mtsai, 2005, 2006).
Felvet6dott, hogy a virus felboritja a lymphocyta egyensulyt, igy immunszuppressziv hatasa,
valamint hogy a léguti csillos hamsejtek fert6zése révén képes azok miikodését gatolni
(Maggi és mtsai, 2003b; Pifferi és mtsai, 2008). A TTV szerepe azonban ezekben az
esetekben sem tisztazott.
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A TTV eléfordulasat nyalban tobb kutatécsoport is igazolta (Chan és mtsai, 2001;
Gallian és mtsai, 2000; Inami és mtsai, 2000; Matsubara és mtsai, 2000). Mivel a virus a
nyalban 100-1000-szer magasabb aranyban volt jelen, mint a szérumban, valoszinisitették
szaporodasat a szajuregi régidéban (Deng és mtsai, 2000; Gallian és mtsai, 2000). A virus
jelenléte az epithelialis sejtekben bebizonyosodott; Rodriguez-Inigo és munkacsoportja
(2001) a TTV altalanos el6fordulasat vizsgalta 20 oralis lichen planusban (13 hepatitises) és 6
leukoplakiaban szenved6 beteg (mindegyik hepatitises) szajnyalkahartya biopszia és szérum
mintajaban. Az elsé betegcsoportban 17, mig a masodikban mind a hat beteg szérum és
biopszia mintaja TTV pozitiv volt. In situ hibridizaciéval a szajiregi epithelialis sejtek
citoplazmdjaban minden esetben kimutattdk a virust. A TTV fert6zott és nem fertézott
mintakban nem talaltak kilonbséget az infiltral6 lymphocytak szamaban; ez utobbi sejtekben
a TTV nem volt jelen. A hepatitis virusokkal nem taléltak 6sszefliggést, bar meg kell
jegyezni, hogy egészséges kontroll csoportot nem hasznaltak.

Takata és munkatérsai (2003) 192 szajlregi tumorban és 249 szdjlregi cisztaban
szenvedo beteg szérumaban vizsgaltak a TTV jelenlétét az NG059/061/063 ORF1 specifikus
primerekkel. A TTV pozitivitas hasonléan alakult a két csoportban, dsszességében 31,1%; az
el6z6 csoporthoz (Rodriguez-Inigo és mtsai, 2001) hasonléan 6k sem talaltak 6sszefliggést a
TTV jelenléte és a betegseégek kozott. Rotundo és munkacsoportja (2004) 11 periodontitisben
szenvedo és 10 egészseges személy nyal és foginy mintajaban vizsgalta a TTV prevalenciajat.
Az el6bbi csoport 100%-a, utobbi 60%-a bizonyult TTV pozitivnak. Lehetséges kapcsolatot
taldltak a periodontitis, a virus eléfordulasa és a virusterhelés kozott, amiben tobb tényezé
szerepét feltételezték: a TTV a gyulladasos folymatokban jatszhat szerepet, illetve a gyulladas
miatt infiltral6 lymphocytadkban szaporodd TTV okozhatja a magasabb virus pozitivitast.
Emellett a szajiregben lokalis TTV termelést is valdszintsitették, mivel a virusterhelés az
0sszes mintaban igen magas volt (Rotundo és mtsai, 2004).

A kutatok a felsorolt informéciok alapjan a szajlreget behatolési kapuként, illetve
annak nyalkahartyajat rezervoarként, a TTV-t patogenetikai kofaktorként tartjak szamon, bar
a vizsgalt mintdk szdma a legtobb esetben igen alacsony volt, nem a beteg teriletrél
szarmazott (hanem szérumbdl), nem minden esetben &llt rendelkezésre megfelelé kontroll

csoport, valamint TTV genotipus/szubtipus eloszlast sem vizsgaltak.

A TTV eloforduldasa négyogydszati mintakban
A TTV jelenlétét meéhnyaki mintadkban is kimutattak (Calcaterra és mtsai, 2001; Fornai
és mtsai, 2001). Calcaterra és munkacsoportja (2001) a TTV és HPV egyiittes eléfordulasat
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vizsgalta, de nem talalt 6sszefliggést a TTV, valamint a magas és alacsony onkogén kockézatd
HPV fertézések kozott. Salakova és munkatarsai (2009) 95 mehnyaki nyéalkahartya
elvaltozasaban szenved6 €s 55 egészséges egyén exfolialt sejteiben, illetve Osszesen 97
szérum mintaban is vizsgaltak a TTV el6fordulasat az NG133/147 és NG132/134 nested
primerparokkal. A 1ézi6bol szarmazé mintdkban szignifikdnsan magasabb volt a TTV
pozitivitas a kontroll csoporthoz képest (74,7% és 52,7%), illetve a HPV pozitiv mintdkban
szignifikdnsan magasabb volt a TTV prevalencidja, mint a HPV negativakban. Alacsony és
magas kockézatl csoportra osztva a betegcsoportot jelentds kilonbséget nem taléltak a TTV
prevalencia tekintetében. Az exfolialt sejtekben 10-1000-szer magasabb volt a virusterhelés,
mint a szérum mintakban, ami virus replikaciora utalhat a cervicalis régioban. Negyven
mintaban TTV csoport-specifikus PCR alapjan a ggrlTTV volt a leggyakoribb, amelyet a
harmas kovetett kis eltéréssel. A tobbszoros TTV fertézés az Gsszes minta tekintetében 86%

volt.

A TTV eldforduldsa egyéb kdrképekben

Maggi és csoportja (2003c) a TTV es Helicobacter pylori kapcsolatat vizsgalta
gastritises betegek gyomor biopszias és szérum mintdiban. A baktériummal fert6zott
gyomorszovet mintdkban egy nagysagrenddel magasabb volt a TTV virusterhelés, mint a
Helicobacter negativakban. Szekvencia vizsgalat sordn a Helicobacter pozitiv mintakban
harmas genocsoportu, a negativakban egyes genocsoportu virusokat talaltak.

Magas TTV prevalenciat mértek szisztémas lupus erythematosus betegekben (56,9%;
(120/211) és 33,2% (66/199)) kérdéses azonban, hogy a virusnak autoantitest generélasaban
lehet szerepe autoantigén peptid hasonlésag miatt, vagy az immunoldgiai diszfunkcio miatt
fogékonyabb a beteg a TTV infekciora (Gergely és mtsai, 2005a). Felmer(lt a virus patoldgiai
szerepe hdlyagos pemphigoidban, idiopathids inflammatorikus myopathiaban és rheumatoid
arthritisben (Blazsek és mtsai, 2008; Gergely 2005b, 2006).

Mivel PBMC-ben és csontveldben is Kimutattak a TTV replikativ formait (Zhong és
mtsai, 2002), felmerilt a virus szerepe a kiilonbozé lymphomakban (Figuerido és mtsai, 2007,
Garbuglia és mtsai, 2003; zur Hausen & de Villiers, 2009; Zhong és mtsai; 2001b). Zhong és
munkatarsai (2001b) magasabb pozitivitasi aranyt és virusterhelést mértek plazméban (69%
daganatos betegekben és 39% egészseges veradokban) és PBMC sejtekben (99% daganatos
betegekben és 86% egéeszséges veradokban) non-Hodgkin lymphoma mellett egyéb daganatos
megbetegedésekben is (mellrak, vastagbél daganat, hepatocellularis és nasopharyngealis
carcinoma. Figueiredo és munkacsoportja (2007) fiatal feln6tt Hodgkin lymphomas
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betegekben magas TTV (60%) és alacsony Epstein-Barr virus (21%) pozitivitast detektalt.
Magas TTV prevalenciat mutattak ki Kaposi sarcomas betegek széruméaban (87,5% (21/24)
betegekben és 47% (32/68) kontroll személyekben), valamint ezeknél a betegeknél a 1ézidban
és az ép borben igen (27,7%; 5/18), mig az egészséges egyének borében nem volt kKimutathatd
virus. Feltételezik, hogy immunszuppressziv hatdsa révén hat a human herpesvirus 8

replikacidjara és igy szerepe lehet a betegseg patogenezisében (Girard és mtsai, 2007).

TTV vizsgalatok Magyarorszagon

Takacs és munkacsoportja (2003) 228 hepatitises és 108 egészséges egyén szérum
mintajaban vizsgalta az egyes genocsoportba tartozd6 TTV genotipusok el6fordulasat az
altalunk is hasznalt ORF1 PCR madszerrel. 115 (50,4%) hepatitises és 20 (18,5%) egészséges
egyén bizonyult pozitivnak. A megszekvenalt mintdk tobbsége a kettes genotipushoz
tartozott, nyolc esetben detektaltak tobbszoros fertézést. Par és munkatérsai (2004) 110 HCV
fertdzott és 108 egészséges személyben vizsgaltadk a TTV el6fordulasat ugyanezekkel a
primerekkel. A HCV fert6zottek 50,9%-a (56/110), az egészségesek 18,5%-a (20/108) volt
TTV pozitiv. Egy masik munkacsoport (Dencs és mtsai, 2009) kdrhazi dolgozokban és
kontroll személyekben vizsgata a hdrmas genocsoportd TT virusok eléfordulési gyakorisagat,
ami az el6bbi csoportban 70,3%, utobbiban 77,5% volt.

Munkacsoportunk korabban két tanulmanyt készitett TT virussal kapcsolatban. Az
egyikben 92 vesetranszplantalt és 66 egészséges személy PBMC sejtjeit vizsgaltuk (Szladek
és mtsai, 2003). UTR PCR alapjan a vesetranszplantaltak 100%-a (92/92), a kontroll
személyek 95,5%-a (63/66), ORF1 PCR alapjan a vesetranszplantaltak 57,6%-a (53/92), az
egészseges szemelyek 19,7%-a (13/66) bizonyult TTV fertézottnek. A 12 megszekvenalt
TTV fele kettes genotipusba tartozott. A masik tanulmanyban (Szladek és mtsai, 2005) 40
léguti papillomatosisos és laphdmsejtes carcinomas beteg mintéit vizsgaltuk. UTR PCR
alapjan a léguti papillomatosisos betegek 80,0%-a, a malignusan transzformalt
papillomatosisos (MP) betegek 100%-a, a laryngealis laphdmsejtes carcinomas (LSCC)
betegek 88,0%-a volt TTV pozitiv. N22 PCR alapjan a léguti papillomatosisos betegek
20,0%-a, a malignusan transzformalt papillomatosisos betegek 100%-a, a laphamsejtes gége
carcinomas betegek 44,0%-a hordozott ggriTTV-t. ATTV mellett a HPV és a ggrlTTV-HPV
koinfekcid prevalenciajat is vizsgaltuk. A virusfertézések el6fordulasa jelentésen magasabb
volt azokban az LSCC betegekben, akikben tumor progresszié kdvetkezett be, mint azokban,
akikben tumor progresszié nem jelentkezett. A virusfertézések el6fordulasanak megfeleléen

a tumor progressziéban szenvedék tiinetmentes tulélése szignifikansan rovidebb volt.
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Human papillomavirusok

A huméan papillomavirusok a Papillomaviridae csaldd Alpha-, Beta-, Gamma-, Mu- €s
Nupapillomavirus nemzetségbe tartozd, koérulbelil 55 nm atmér6jii, ikozahedralis
szimmetriaju, burok nélkili virusok. A virusgenom megkozelitéleg 8 kilobazispar
hosszusagu, kettdsszala, cirkularis DNS molekula, amely korai (early, E) és késoi (late, L)
atirodo szakaszokat (ORF-eket), valamint egy nem kodolo régidt (long control region, LCR
vagy upstream regulatory region, URR) tartalmaz (Bernard és mtsai, 2010; Doorbar, 2006;
Fauquet és mtsai, 2005). A virus (HPV16) sematikus felépitése a 2. abran lathato.

/ﬁ\m\m

E1l

L2 E4

ES
2. &bra. A HPV16 (human papillomavirus 16) genomjanak sematikus felépitése.

A korai ORF-ek fehérjéi a virus életciklusanak korai szakaszaban jelennek meg.
Ezeknek a virus replikéciéban, transzkripciéban (E1, E2; E4; E5), a virionok ¢sszeéplilésében
és sejtbdl torténd kiszabadulasaban (E4), valamint a sejtek transzformalasaban (E5, E6, E7)
van szerepe. Az E5 transzmembran fehérje a fertdzott sejtek membranjaban elhelyezkedd
ndvekedési faktor receptorokat aktivalja. Az E6 fehérje a p53 fehérjéket koti és fokozza az
ubiquitin-medialt degradaciojukat, igy gatolja a DNS javitasi folyamatat, illetve irreverzibilis
DNS karosodas esetében az apoptdzist. A C-terminalis domén (PDZ) gatolja a normal
sejtadhézidt, igy hozzajarul a metasztazisok kialakulasahoz. Az E7 fehérje elsédleges szerepe,
hogy a pRb (retinoblastoma) fehérjékkel komplexet képez, igy az E2F faktor szabadon
sejtproliferacids faktorokkal (hiszton-deacetilazok, AP1 transzkripcios komplex, ciklin-

dependens kinaz inhibitor p21 és p27) is kapcsolatba Iép (Bellanger és mtsai, 2011; Doorbar,
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2006; Dyson és mtsai, 1989; Faridi és mtsai, 2011; MclIntosh és mtsai, 2010; Scheffner és
mtsai, 1990; Venuti és mtsai, 2011).

Az L1 ORF a 6 kapszid fehérjét, az L2 ORF a kisebb strukturfehérjét kddolja, ami a
virus nukleinsav kapszidba csomagolddast segiti (Doorbar, 2006; Modis és mtsai, 2002). Az
LCR a papillomavirus genom virélis replikéciot és transzkripciot szabalyozd szakasza
(Doorbar, 2006; Ottinger és mtsai, 2009).

A Papillomaviridae csalad jelenleg 6t nemzetségébe soroljak a human
papillomavirusokat. Az Alphapapillomavirus nemzetseg tagjai kozé tartoznak a genitalis
traktust, &ltalaban a nyalkahartyat, illetve a bort fert6z6 virusok; ez utobbiak jellemzéen nem
daganatkeltéek. A Betapapillomavirus nemzetség tagjai bort ferté6z6 tipusok, és csokkent
immunvédekezésii egyénekben vagy a genetikai okokra visszavezetheté epidermodysplasia
verruciformis nevii betegségben szenveddkben okozhatnak bdérelvaltozasokat, boérrakot. A
Gamma-, Mu- és Nupapillomavirus tagjai bérszemolcsoket okozhatnak (Doorbar és mtsai.,
2006). Béar az ICTV faji besorolésig tagolja a papillomavirusokat, az ezekkel a virusokkal
foglalkozo kutatok a HPV-ket genotipusokra, ezen belil variansokra és szubtipusokra osztjak,
igy egy HPV fajba tobb tipus is tartozhat. Jelenleg legalabb 120 HPV tipus ismert, amelyeket
daganatkeltd képességiik alapjan alacsony és magas onkogén kockazata csoportokba sorolnak
(Bernard és mtsai, 2010; Doorbar, 2006; Fauquet és mtsai, 2005; K&hler és mtsai, 2011). A
magas kockazata (high risk) tipusok kozé tartozik példaul a populacioban igen elterjedt
HPV16 és 18, az alacsony kockazatuak (low risk) kdzé a HPV6 és 11 (Faridi és mtsai, 2011).

A HPV Aatvitele borfeliiletek érintkezésével, nemi uton, vertikalisan az ajszulott
sziildcsatornan valo athaladasakor torténhet, a bor és nyalkahartya mikrosériilésein keresztul.
A virus szaporodasi ciklusa a hdmsejtek differencialodasaval fligg 6ssze. A bor alsé rétegébe
jutott virusok a sejt életciklusanak elérehaladtaval el6szor a korai géneket irjak at és megindul
a virus replikacio, majd atirédnak a strukturfehérjék és az Osszeszerel6dott virusok a felsd
bérrétegben 1év6 sejtekkel a kiilvilagba jutnak. Produktiv virus fertézés esetén a mar
diferrencialodasnak indult sejtek esetében is Ujra elindulhat a sejtciklus. (Doorbar, 2006,
Faridi és mtsai, 2011).

A magas kockazatu virusok genomja az E1/E2 ORF teriletén felnyilva a gazdasejt
genomjaba epulhet. Mivel a virusgenom felnyilasa az E2 fehérje funkciovesztését
eredményzi, megsziinik az E2 fehérje negativ kontrollja az E6/E7 ORF promotere folott, ami
E6 és E7 fehérjék megndvekedett termelésével jar. A viralis onkoproteinek kontrollalatlan
expresszidja malignus transzforméaciot eredményezhet. (Bellanger és mtsai, 2011, Doorbar,
2006; Faridi és mtsai, 2011).
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Az alacsony kockazatl virusok genomja altaldban nem integralodik a gazdasejt
genomjaba, igy a termel6dé E2 fehérje ki tudja fejteni szabalyozo hatasat az E6/E7 szakaszok
promoterére. A transzformald virusfehérjék ebben az esetben is termelddnek, de a
virusfeherjék affinitdsa a tumorszuppresszor fehérjékhez kisebb, nem torténnek drasztikus,
malignus daganatok kialakulasahoz vezet6 genetikai és epigenetikai valtozasok. Ezek a
fert6zések elsésorban benignus elvaltozasokat okoznak, sejtburjanzashoz, szemolcsok

kialakulasahoz vezetnek (Bellanger és mtsai, 2011, Doorbar, 2006).

3. &bra. Méhnyaki intraepithelialis 16zi6 és méhnyakrak.

www.womenshealthsection.com; www.rightdiagnosis.com

A méhnyakrak vilagszerte vezeté malignus elvéltozds, amelyben a magas onkogén
kockazatl HPV-ket az egyéb bioldgiai, kémiai és fizikai tényez6k mellett kozvetlen etioldgiai
tényezOként tartjadk szamon, ugyanis az esetek legalabb 90%-aban a HPV kimutathatd. A
HPV pozitiv méhnyaki atipids és méhnyakrakos esetek korulbelil 70%-aban a magas
kockazatl HPV16 és 18 detektalhatd; emellett a HPV31, 33, 35, 45, 52 és 58 szintén gyakori
tipusok. A méhnyaki enyhe foktl rakmegel6z6 elvaltozasok (laphdmsejtes intraepithelialis
I6ziok) 50-70%-a, a sulyos foku rakmegel6z6 elvaltozasok 70-90%-a HPV pozitiv. A HPV
prevalencidja az egészséges személyek méhnyaki mintaiban a 30%-ot is meghaladhatja
(Clifford és mtsai, 2005; Faridi és mtsai, 2011; Smith és mtsai, 2007; Speich és mtsai, 2004;
Tachezy és mtsai, 2011). Az alacsony kockazatd HPV tipusok méhnyaki malignus
daganatokban ritkan fordulnak ¢l6, ezek els6sorban anogenitalis szemdlcsoket és enyhe foka
intraepithelialis elvaltozdsokat okoznak. Az anogenitalis szemdlcsok (condyloma
acuminatum) 80-90%-aban HPV6 és 11 mutathato ki (Tachezy és mtsai, 2011).

19


http://www.womenshealthsection.com/

4. abra. Oralis lichen planus, leukoplakia és laphamsejtes carcinoma.

www.dent.ucla.edu; www.doctorspiller.com; www.doctorspiller.com

A fej-nyaki régi6 laphadmsejtes daganatainak - a szajlregi, oropharyngealis és
gégetumorok -, valamint a premalignus elvaltozasként is jellemzett szajiregi lichen planus és
leukoplakia kialakulasaban az ismert tényez6k mellett (alkoholfogyasztas, dohanyzas, rossz
higiénés, taplalkozasi, életmodbeli viszonyok, oralis lichen planus esetében az
autoimmunitas) felmeriilt a HPV-k szerepe. A daganatok 20-100%-aban, a rakmegel6z6
elvaltozasok 20-30%-aban, mig egészséges kontroll személyek 0-10%-aban mutattak ki a
virust (a vizsgalt régiotol, mintatipustol, detektald modszertdl fliggden). A HPV pozitiv esetek
85-95%-ban a HPV16, kisebb ardnyban pedig alacsony kockazatd HPV-k (HPV6 és HPV11)
is detektalhatéak (Pannone és mtsai, 2011; Syrjanen és mtsai, 2011). Alacsony kockazatl
HPV-ket, féként HPV6-ot és HPV11-et nagy aranyban mutattak ki benignus szajliregi és gége
papillomatosisos, valamint gégetumoros betegekbdl. Juvenilis, recurrens léguti, oralis és
genitalis papillomatosishoz vezethet az Ujsziilottek fertdzése, ami a gyermek sziilécsatornan
valé athaladdsakor torténhet az anya érintettsége miatt (Castro & Bussoliti Filho, 2006;
Syrjanen, 2010). A szajiiregi és az anogenitalis régidban megjelené HPV tipusok eloszlasa
hasonld, ami a két régio sejttipusainak hasonldsaga miatt lehetséges (Pannone és mtsai, 2011).
A HPV fehérjéinek szerepe a tumorgenezis folyamataban méhnyaki sejtek és papillomak
esetében jol modellezett, azonban a fej-nyaki régidban ezek a folyamatok és a HPV szerepe
kevésbé ismertek.

Célkitiizések

Bar tobb betegségben feltételezik a TTV szerepét, donté bizonyitékot a virus direkt
koroki szerepére egy esetben sem taléltak. Felmer(lt, hogy a HPV-hez hasonl6éan bizonyos
TTV genocsoportok, genotipusok, vagy szubtipusok patogén szereppel birhatnak egyes
betegségekben, vagy legalabbis szorosabban asszocialtak egy-egy szoveti tipushoz (Maggi és
mtsai, 2003a, 2003c, 2007; Okamoto és mtsai, 2001; Okamura és mtsai, 2000).
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Munkacsoportunk hasonld kovetkeztetésre jutott egyes genocsoporti TTV kapcsan
gégetumorok vizsgalatakor (Szladek és mtsai, 2005).

A fent emlitett adatok alapjan a Ph.D. értekezés alapjaul szolgalé tanulmanyainkban
az alabbi célokat tlztik ki:

e A gégetumor mellett mas, HPV fertézéssel feltételezhetéen Osszefiiggé daganat
tipushan, az adott régio rakmegel6z6 elvaltozasaiban és kontroll csoportokban a TTV,
illetve a ggrlTTV el6fordulasi gyakorisaganak megallapitasa.

e A vizsgdlt mintacsoportokban a ggrlTTV-HPV koinfekcié el6fordulasi
gyakorisaganak megéllapitasa és 6sszehasonlitasa.

e Daganatos betegekben a virusok és virus koinfekcid tulélésre gyakorolt hatidsanak
vizsgélata.

e A mintainkban detektalt ggrlTTV-k geno- és szubtipus meghatarozasa, azok
eléfordulasdnak 0sszevetése a betegcsoportokban.

e A TTV geno- és szubtipusok foldrajzi eloszlasanak vizsgalata 0Osszevetve a

szakirodalmi adatokkal.
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BETEGEK ES MODSZEREK

Betegcsoportok

Tanulméanyunkban 608 személy 904 mintdjat vizsgaltuk. A szijlregi mintdk a
Debreceni Egyetem Orvos- és Egészségtudomanyi Centrum Fogorvostudomanyi Karanak
Arc-, Allcsont és Szajsebészeti, valamint Parodontologiai Tanszékeirél, a ndgyodgyaszati
mintdk az Altalanos Orvostudomanyi Karanak Sziilészeti és Négyogyaszati Klinikajarol
szarmaztak. Minden minta esetében rendelkezésre alltak a hisztopathol6giai eredmények, a
vizsgélatba bevont személyek beleegyez6 nyilatkozatai, valamint az intézményi etikai
bizottsagi engedély (szama: 2273-2004).

A szajuregi mintacsoport vizsgalataban 65 oralis laphamsejtes carcinomaban (OSCC)
(51 férfi, 14 n6, 25-80 év, atlagéletkor 54,4 év), 44 oralis leukoplakidban (OL) (14 férfi, 30
né, 29-91 év, atlagéletkor 56,3 év) és 119 oralis lichen planusban (OLP) (31 férfi, 88 nd, 23-
79 év, éatlagéletkor 55,0 év) szenved6 beteg anyagat vizsgaltuk. A szajlregi kontrollt 72
egészseges szemeély (19 férfi, 53 n6, 22-77 év, atlagéletkor 52,0 év) szajlregi exfolialt sejt
mintaja szolgaltatta. Az OSCC betegek esetében harom minta allt rendelkezésre
személyenként, egy kimetszett szOveti minta a tumorbdl, illetve exfolialt sejt mintak az
egészséges buccalis hdmrdl és a nyelvrél. Az OL és OLP betegeknél a léziobdl és az
egészseges nyalkahartya felszinrdl vett exfolialt sejteket hasznaltuk. Mintaveétel elétt, a nyallal
valé kontaminacié csokkentése érdekében a szajireget kétszer kidblitettek fizioldgias
sooldattal.

A méhnyaki mintacsoportot 87 méhnyaki daganatos beteg (CC) (27-62 év,
atlagéletkor 42,8 ev) kimetszett tumoros szdvetdarabja, 84 méhnyaki atipiaban szenvedé
beteg (ACM) (20-78 év, atlagéletkor 36,6 €v) és 97 egészseges, tlinetmentes személy (NCM)
(18-62 év, atlagéletkor 38,6 év) exfolialt méhnyaki mintgja alkotta.

A laryngealis mintacsoport laphamsejtes gégetumorban (LSCC) (n=25 férfi, 43-71 év,
atlagéletkor 56,6 év), recurrens leéguti papillomatosisban (RRP) (n=10, 8 férfi, 2 nd, 3-71 év,
atlagéletkor 27,7 év) és malignizalt gége papillomatosisban (MP) szenvedd betegek (n=5, 4
férfi, 1 n6, 43-66 év, atlagéletkor 55 év) kimetszett mintdibol allt. A laryngealis
betegcsoportban a TTV és HPV kimutatasara egy korabbi tanulményban sor kerilt (Szladek
és mtsai, 2005). Jelen értekezésben a klinikai adatokat frissitettlik és elvégeztik a TTV-k
szekvencia analizisét. Az LSCC és malignizalt gége papillomatosisban szenvedd betegek
mintait a TTV szekvencia vizsgalatok soran dsszevonva, egy csoportban emlitjik laryngealis

laphamsejtes carcinomakeént (LSCC).
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A tumoros betegcsoportok kovetési adatait a mintat szolgaltatd egysegek klinikai
adatai alapjan gyiijtottiik 6ssze. Ezek az adatok mind a 65 OSCC és 25 LSCC beteg esetében
elérhetéek voltak, mig a 87 CC beteg kozil 63 esetben alltak rendelkezésre; a fennmaradé 24

CC beteg a diagnozis és miitét utan tobbszori megkeresésre sem jelentkezett a klinikan.

DNS izolalas

A tumor mintékat fagyasztott allapotban, steril dorzscsészében, kvarchomokkal
homogenizéltuk, majd 1,5 ml TRI Reagent (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA) oldatban
vettik fel. A mintakat ezt kovetéen 30 percig —20°C-on fagyasztottuk, majd razogépen
rdzatva (lassu fokozaton) kiolvasztottuk a sejtfeltdras hatékonysaganak fokozasara. A
sejtszuszpenziot a kovetkezd 1épesben centrifugaltuk (13000 g, 15 perc, 4°C), majd 1 ml
felildszot (j eppendorf-csébe mértiink at. A homogenizatumot 100 ul Kkloroformmal
Osszeraztuk és centrifugaltuk (12000g, 15 perc, 4°C). Az interfazisaban 1évé DNS-t 300 pl
96%-o0s etil-alkohollal kezeltiik, és centrifugalast kovetéen (2000 g, 5 perc, 4°C) az uledéket
kétszer mostuk 0,1 M natrium-citrat és 10%-o0s etanol keverékével (1-1 ml, legalabb 30 perc
mosasi inkubacidval; 2000 g, 5 perc, 4°C centrifugalasi programmal). Ezt kdvetéen a DNS
uledéket 75%-os etanollal mostuk, centrifugaltuk, majd széritottuk. A DNS-t 300 ul 8 mM
natrium-hidroxid oldatban vettik fel, 0,1 M HEPES hozzaadasaval a feltliszéban a pH-t 8,4-
re allitottuk.

Az exfolidlt sejteket tartalmazé citoldgiai kefe mintavevéket 1 ml PBS puffer
(phosphate buffered saline) tartalmu csovekbe helyezték a kezeléorvosok a mintavételt
kovetben. A laboratériumban vortexelés utan a mintavevd palcat eltavolitottuk a pufferbdl. A
pufferben maradt sejteket lecentrifugaltuk (400 g, 5 perc, 20°C), a sejtiiledéket 150 pul TNE
pufferben (10 mM Tris, 100 mM NaCl, 1 mM EDTA) szuszpendaltuk és 1,5 ml-es
mikrocentrifuga-csébe pipettaztuk. A TNE pufferben felvett sejteket 10 ul 10% SDS és 5 ul
10 mg/mL koncentréciéju proteinaz K eleggyel emésztettilk harom 6réan at 50°C -on, majd 80
ul 5 M nétrium-klorid oldattal kezeltlk, egy percig vortexeltik. Centrifugéalas utan (12000 g,
15 perc, 4°C) a feltlisz6hoz 96%-os etil-alkoholt adtunk és -20°C -on 60 percig inkubaltuk,
majd centrifugéltuk. Az Uledéket 70%-o0s etanollal mostuk és ujabb centrifugalast kovetéen
megszaritottuk. Az alkoholos oldat elparolgasa utan 30 pl TE (10 mM Tris, 1 mM EDTA, pH
7,5) pufferben oldottuk vissza a DNS-t.
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Polimeraz lancreakcio

A PCR-ben hasznalt primerek szekvencidjat és a PCR hémérsékleti profilokat az 1.
tablazat tartalmazza. A mintakbol kinyert DNS minéségét minden esetben a human B-globin
gén 110 bp hosszlUsagu fragmentjének amplifikalasaval ellenériztik a PCO3 és PCO4
primerekkel. A PCR-t minden esetben - beleértve a HPV és TTV kimutatdsat is - 25 ul
reakcio végtérfogatban végeztik az aldbbi komponens térfogatokkal és koncentraciokkal: 100
uM dNTP, 1-1 puM primer, 2,5 ul 10x GoTaq puffer, 1U GoTaq polimerdz (Promega,
Madison, WI, USA). A B-globin és HPV-specifikus PCR végrehajtasahoz 2 pul (0,1-0,3 ug), a
TTV-specifikus PCR-ek végrehajtasahoz 5 pl minta DNS, vagy nested PCR esetében az els6
PCR kor amplifikdtuma szolgalt templatként. Minden PCR-t kétszer hajtottuk végre két
fliggetlen DNS izolalasbol.

A felszaporitott szakaszok elemzését agardz gélelektroforézissel végeztiik 0,05 pg/ml
etidium-bromid tartalma 1,5%-0s agardz gélben, 60 percig elektroforetizalva 110 V fesziiltség
mellett.

A HPV-k detektalasa nested PCR-rel zajlott (Szladek és mtsai, 2005). Az els6é korben
az MY09/MY 11, a masodik kérben GP5+/ GP6+ primerpart hasznaltuk. A HPV jelenlétét E7
ORF specifikus PCR-rel is ellendriztiik, amely a HPV 6, 11, 16, 18, 31, 33 tipusait
amplifikalja (Evander & Wadell, 1991).

A TTV kimutatasa két kiilonboz6 nested PCR amplifikacioval tortént (Szladek és
TTV genotipus, mig az ORF1 PCR az ORF1 régiora illeszked6 primerekkel a ggriTTV, azaz
a TTV1 és TTV3 fajba tartoz6 virusok kimutatésara alkalmas. A nested UTR PCR soran az
elsé korben egy 142 bazis nagysagl szakaszt amplifikaltunk az NG133/NG147 primerekkel, a
masodik korben egy 109 bazis hosszUsagu szakaszt szaporitottunk fel az NG132/NG134
primerekkel. A seminested ORF1 PCR elsd korében 285 bazis hosszusagu szakaszt
amplifikdltunk az NGO059/NG063, masodik korében egy 270 bazis hosszi szakaszt
szaporitottunk fel az NG061/NG063 primerekkel.
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1. tdblazat. A polimeraz lancreakcidban hasznalt primerek szekvencidja és az alkalmazott

hémérsékleti profilok.
Primer neve, target Primer szekvenciaja PCR hémérsékleti profilja
94°C 120's
PCO3, B-globin gén 5’-ACACAACTGTGTTCACTAGC-3’ 94°C 60's
PCO4, B-globin gén | 5’-CAACTTCATCCACGTTCACC-3’ ?28 gg : } 30 ciklus
72°C 120's
95°C 120's
, , 96°C 20's
MY09, HPV 5’CGTCCMARRGGAWACTGATC-3 EO'CE
40 cikl
MY11, HPV 5'-GCMCAGGGWCATAAYAATGG-3’ 52°C 15 cIKlus
72°C90's
72°C 120's
95°C 120's
GP5+, HPV 5 -TTTGTTACTGTGGTAGATACTAC-3’ 94°C 60 s
GP6+, HPV 5-GAAAAATAAACTGTAAATCATATTC-3’ ‘;gog gg : } 35 ciklus
72°C 120's
95°C 60 s
NG133, TTV UTR 5’-GTAAGTGCACTTCCGAATGGCTGAG-3’ 95°C 30's
58°C 60 s 30 ciklus
NG147, TTV UTR 5-GCCAGTCCCGAGCCCGAATTGCC-3’ 2°C 60 5
72°C 240's
95°C 60 s
NG132, TTV UTR 5’-AGCCCGAATTGCCCCTTGAC-3’ 95°C 30's
NG134, TTV UTR 5"-AGTTTTCCACGCCCGTCCGCAC-3’ ?gg 28: } 25 ciklus
72°C 240's
NGO059, TTV ORF1 5’-ACAGACAGAGGAGAAGGCAACATG-3’ 95°C60s
95°C 30s 1. korben 30,
NG063, TTV ORF1 5'-CTGGCATTTTACCATTCCAAAGT-3’ 58°C 60 s > Korben 25
NGO061, TTVORF1 | 5’-GGCAACATGYTRTGGATAGACTGG-3’ ;gg gg OS ciklus
S

HPV: human papillomavirus; TTV: torque teno virus; UTR: nem kddolé régié; ORF1: nyitott olvasasi keret 1;
M: Avagy C; R: Avagy G; W: Avagy T; Y: Cvagy T.

Restrikcids fragment hossz polimorfizmus

.....

restrikcios fragment hossz polimorfizmus analizissel. Hat kiilénboz6 restrikcids enzimmel és
pontrendszer segitségével azonositottuk a virus tipusat Konya és munkacsoportjanak
tanulmanya alapjan (Kénya és mtsai, 2000). Amennyiben az MY PCR termékei kevésnek
bizonyultak, a nested PCR masodik korének GP PCR termekeit kezeltik restrikcids
enzimekkel a HPV tipizalasara (Borbély és mtsai, 2007).

Az eredmények statisztikai értékelése
Az PCR eredmények statisztikai 0sszevetéséhez khi-négyzet probat és Fisher-egzakt

tesztet, a ggriTTV, valamint a ggrlTTV-HPV koinfekcié betegek tulélésére gyakorolt
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hatasanak felméréséhez Kaplan-Meier tesztet hasznaltuk. Az elemzéseket az SPSS 15.0 for
Windows statisztikai programmal vegeztik. A konfidencia intervallum minden esetben 95%

volt.

Szekvendlas és TTV torzsfa elemzés

Az ORF1 PCR pozitiv mintdk amplimereit a gélelektroforézist kovetden az agardz
gélbdl QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen, Hilden, Germany) segitségével izolaltuk a
gyartd utasitasainak megfeleléen. Amennyiben a kinyert amplimer mennyisége elegendo volt,
azokat kozvetlen szekvenalast kovetden elemeztiik. A szekvenalasokat a Biomi Kft. (G6doll6)
vegezte ABI BigDye terminator v3.1 Cycle Sequencing kittel ABI 3100 Genetic Analyzer
készlléken (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) az ORF1 PCR nested korének
primereivel mindkét iranybdl. A szekvencia vizsgélatokat, a szekvencia illesztéseket és a
virustorzsfa elemzését CLC DNA Workbench 4.0 szoftver (CLC Bio, Aarhus, Denmark)
segitségével hajtottuk végre. A torzsfak elkészitése ,,neighbour joining” maddszerrel tortént, a
torzsfak validitasat 1000 ismétlés alapjan teszteltiik. Minden sikeresen szekvenalt szakasz egy
kdzos, 187 bazis hosszu fragmentjét vetettik ala torzsfa analizisnek; a szekvenciak azon
részét, ami nem allt minden minta esetében rendelkezésre, levagtuk. Azokat a szekvenciékat,
illetve mintakat, amelyekben a szekvenalas alapjan tobbszorés virusfertézés allt fenn, a
tovabbi analizisbol kizartuk.

Minden, egyszeresen TTV fert6zott mintabol szarmazé szekvenciat a BLAST keresd
segitségével dsszehasonlitottunk a GenBank adatbazis szekvencidival. A korabban elfogadott
genocsoport/genotipus/szubtipus besorolas elvégzéséhez olyan ggrlTTV szekvencidkat
toltottik le az adatbankbol, amelyek kozel allnak sajat szekvenciainkhoz, amelyek besorolasa
ismert (egyes és kettes genotipus esetében a szubtipus is), valamint szekvencidja atfed az
altalunk vizsgélt 187 bazis hosszu szakasszal. Amennyiben tobb ilyen szekvenciat talaltunk
alkalmasnak, a korébban leirt szekvenciat hasznaltuk fel. A felhasznalt referencia szekvenciak
GenBank referencia szdmai: AF067975, AF212939, AB017767 (1a szubtipus); AB017769
(1b szubtipus); AF124007 (2’ szubtipus); ABO17770 (2a szubtipus); AF067974 (2b
szubtipus); AF123996, AF212937 (2c szubtipus); AF123942 (3-as genotipus); AB017775 (4-
es genotipus); ABO017776 (5-0s genotipus); ABO017777 (6-0s genotipus). A
genocsoport/genotipus/szubtipus besorolashoz kilcsoportként egy harmas genocsoportu
szekvenciat hasznéltunk, GenBank referencia szdma: AY666122. A GenBank-ban fellelhetd
44 magyar ggrlTTV részleges szekvenciat is letdltottuk a szubtipusok megéllapitasa és
eredményeinkkel torténd Osszevetés céljabol; GenBank referencia szdmaik: AJ318994-
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AJ319004, AJ344416-AJ344430, AJ510252-AJ510262, AF453572-AF453581. Ezek két
kil6nb6z6 tanulmany szérum mintaibol kimutatott TT virusok reszleges szekvenciai (Szladek
és mtsai, 2003, Takéacs és mtsai, 2003).

Mivel a TTV kordbbi genocsoport/genotipus/szubtipus besorolasa megvaltozott,
letoltottik a jelenleg érvényben 1évé Alphatorquevirus genus 29 fajanak tipusszekvenciajat a
GenBank adatbazisbol és Osszevetettik genotipus/szubtipus referencidkkal, sajat
szekvenciainkkal, illetve a tobbi magyar szekvenciaval. A faji tipus szekvencidk GenBank
referencia szdmai: AB008394, AB049608, AY666122, AB041957, AF345523, AF435014,
AF261761, AB054647, DQ187006, AB064607, AF345524, AB064605, AF345526,
AB037926, AB028668, ABO017613, AX025830, AX025718, AB025946, AB060594,
AF348409, AX174942, AB049607, AB060597, AB041959, AB041958, AB064595,
AB064598, AB038621. A 29 faj tipus szekvenciajan Kivil az adatbdzisban mas, (j taxonémia
szerint besorolt szekvenciat nem talaltunk (az utolsé keresés datuma 2011. szeptember). Az (j
taxondmia szerinti fajokba sorolashoz a Betatorquevirus genusba tartoz6 torque teno mini

virus tipus szekvenciajat (GenBank referencia szam: NC014097) hasznaltuk kiilcsoportkent.
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EREDMENYEK

A TTV eldforuldsi gyakorisaga szajuregi mintakban

A TTV el6fordulasi gyakorisaga a kiilonboz6 szajliregi mintacsoportokban az UTR- és
ORF1-specifikus PCR alapjan a 2. tdblazatban lathato.

Szajuregi 1ézidbdl szarmazd mintdk kozil a TTV eléforulasa UTR PCR alapjan
szignifikdnsan magasabb volt OSCC betegekben, mint a tobbi szajlregi betegcsoportban
(p=0,002, p=0,001 és p=0,011 a kontroll, OL és OLP csoporthoz képest). Egyéb
dsszehasonlitds a lézidk tekintetében nem jart szignifikans kilonbséggel, a kontroll, OL és
OLP csoportban a TTV gyakorisdga hasonlo. A betegcsoportok egészséges nyalkahartya
felszinr6l vett mintaiban a TTV el6forulasa a kontroll csoporttdl nem tért el jelentdsen. A
16zi6bol és az egészséges nyalkahartyakrol vett mintakat betegcsoportonként 6sszehasonlitva
szignifikéans kilonbséget csak az OSCC betegek esetében talaltunk (p=0,003).

ORF1 PCR alapjan az OSCC és OLP betegek Iézidjaban szignifikansan magasabb volt
a ggriTTV el6forulasi gyakorisaga a kontroll csoporthoz képest (p<0,001 és p=0,034). Az OL
és OLP léziok kozott a ggrlTTV prevalencia nem kiildnb6zott jelentdsen, de mindkét esetben
szignifikansan alacsonyabb, mint OSCC-ben (p=0,007 és p=0,01). A ggrlTTV pozitivitasi
ardnya az egészséges nyalkahartya felszinér6l vett mintdkban nem kilénbozott kiugréan a
kontrollhoz és egymashoz keépest. A betegcsoportokon belll a 16zidbdl és az egészseges
nyalkahartydkrol vett mintakat 6sszehasonlitva szignifikans kuldnbséget csak az OSCC
betegek esetében talalunk (p=0,036).

HPV és ggriTTV-HPV koinfekcio a szajlregi mintakban

A HPV és ggriTTV-HPV koinfekcio eléfordulasi gyakorisaga szajiiregi mintakban a
2. tablazatban lathatd. A HPV prevalenciajat és genotipizalas eredményét szajliregi mintakban
munkacsoportunk korabban megallapitotta (Szarka és mtsai, 2009). A HPV prevalencia
minden betegcsoport 16zidbdl szarmazé mintaiban magasabb volt a kontroll csoporthoz keépest
(p<0,001 minden esetben), mig a lézidbdl szarmazd mintdkat egymassal 6sszevetve
szignifikans kilonbséget csak az OLP és OSCC csoportok kozott talalunk (p=0,047). Az ép
nyalkahartyarél vett mintak HPV prevalencidja egymashoz képest a 1éziéhoz hasonl6
mintazatot mutatott. A 1éziébdl és egészseges nyalkahartyarol vett mintakat
betegcsoportonként dsszevetve a léziokban minden esetben szignifikansan magasabb a HPV
eléforulasa (p<0,05 minden 0Osszehasonlitasban). A mintdkban a magas kockazati HPV
genotipusok dominaltak, elsésorban a HPV16 (Szarka és mtsai, 2009).
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A kontroll csoportban ggriTTV-HPV koinfekcié nem fordult el6. A harom szajiiregi
betegcsoport 1ézié mintai kozul a koinfekcié aranya csak OSCC esetében magasabb
szignifikansan a kontroll csoporthoz képest (p<0,001), OL és OLP esetében nem. A
betegcsoportok egészséges nyalkahartyardl vett mintai és a kontroll csoport kdz6tt nem volt
kulonbség. Az OSCC betegek szdveti mintaiban szignifikdnsan magasabb volt a koinfekcio
aranya a betegcsoport egészséges nyalkahartya mintaihoz képest (p<0,001); OL és OLP

esetében ilyen kildnbség nem allt fenn.

2. téblazat. A HPV, TTV, ggrlTTV és ggrlTTV-HPV koinfekcio el6fordulasi gyakorisaga
szajlregi mintakban.

NOM (n=72) OL (n=44) OLP (n=119) OSCC (n=65)
Prevalencia értékek Iézidban
HPV - 40,9% (18/44) 32,8% (39/119) 47,7% (31/65)
TTV - 54,5% (24/44) 53,8% (64/119) 78,5% (51/65)
ggrlTTV - 4,5% (2/44) 10,1% (12/119) 24,6% (16/65)
ggrlTTV-HPV - 4,5% (2/44) 6,7% (8/119) 12,3% (8/65)
Prevalencia adatok egészséges nyalkahartyaban

HPV 4,2% (3/72) 20,5% (9/44) 14,3% (17/119) 23,1% (15/65)
TTV 54,2% (39/72) 47,7% (21/44) 41,2% (49/119) 49,2% (32/65)
ggriTTV 1,4% (1/72) 4,5% (2/44) 5,0% (6/119) 7,7% (5/65)
ggrlTTV-HPV 0,0% (0/72) 2,3% (1/44) 1,7% (2/119) 1,5% (1/65)

HPV: human papillomavirus; TTV: torque teno virus; ggriTTV: egyes genocsoportd TTV; NOM: normal
szajiregi nyalkahartya (kontroll csoport); OL: oralis leukoplakia; OLP: oralis lichen planus; OSCC: oralis
laphdmsejtes carcinoma

A TTV elofordulasi gyakorisaga méhnyaki mintikban

A TTV eldfordulasi gyakorisagat a méhnyaki mintakban UTR és ORF1 PCR alapjan a
3. tdblazat tartalmazza. UTR PCR alapjan a TTV altalanos el6fordulasa szignifikansan
magasabb CC betegekben a kontrollhoz képest (p=0,018), de a mintak kdzott semmilyen mas
6sszehasonlitdsban nem volt killénbség.

A ggrlTTV eléfordulasi gyakorisaga a kontroll csoportban alacsonyabb volt az ACM
és CC mintakhoz képest, a kullénbség azonban nem szignifikans. Az utébbi két csoportban a

ggrlTTV prevalencigja azonos volt.
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HPV és ggriTTV-HPV koinfekcié méhnyaki mintdkban

A HPV és ggriTTV-HPV koinfekcid el6fordulasi gyakorisagat méhnyaki mintakban a
3. tablazat tartalmazza. A HPV prevalencigja mind a CC, mind az ACM mintakban
szignifikansan magasabb volt a kontrollhoz képest, illetve a CC csoportban szignifikansan
magasabb az ACM csoporthoz képest is (p<0,001 minden esetben).

A gorlTTV-HPV koinfekcio prevalenciaja szignifikdnsan magasabb a CC és ACM
betegekben a kontrollhoz képest (p<0,001 minden esetben), mig a két betegcsoport

0sszehasonlitdsa jelentds kiilonbséget nem mutatott.

3. téblazat. A HPV, TTV, ggrlTTV, ggrlTTV-HPV koinfekcid el6fordulasi gyakorisaga
méhnyaki mintakban.

Kontroll csoport (n=97) | Méhnyaki atipia (n=84) | Méhnyaki daganat (n=87)
HPV 27,8% (27/97) 66,7% (56/84) 95,4% (83/87)
TTV 78,4% (76/97) 83,3% (70/84) 90,8% (79/87)
gariTTV 20,6% (20/97) 29,8% (25/84) 29,9% (26/87)
gariTTV-HPV | 3,1% (3/97) 20,2% (17/84) 29,9% (26/87)

HPV: human papillomavirus; TTV: torque teno virus; ggrlTTV: egyes genocsoportd TTV

A HPV tipusok eloszldsa mintacsoportonként a 4. tablazatban lathat6. Mindegyik
csoportban a magas onkogén kockézatu tipusok dominaltak. A leggyakoribb tipus a kontroll
csoportban a HPV33, a masik két csoportban a HPV16 volt.

4. tablazat. A human papillomavirus tipusok eloszlasa méhnyaki mintakban.

Alacsony kockazatu HPV tipusok Magas kockazatd HPV tipusok
6115354 |61|62|70[81|84|16|18|31|33|35|45|51|59]|68| nt|kf

NCM
@ |-|-12(1r|-]12|-|-|-|4|2|-]7|-|2 |51 |1|1]-
beteg)

ACM
66 |2|2|2|-|1]-|21|1|2|2|-|3|2|1]|-|2|-1]-117]|2
beteg)

CC
@ (1| -|-|-1-1-{-|-|-(72)12{2|--1-{-1-1 1-12
beteg)

NCM: normél méhnyaki nyalkahartya; ACM: atipids méhnyaki nyalkahartya; CC: méhnyaki carcinoma; nt: nem
tipizalhat6 minta; kf: kettds fertdzés
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ATTV, ggrlTTV és ggrlTTV-HPV eldfordulési gyakorisaganak gsszevetése LSCC, OSCC
és CC betegekben

A daganatos betegekben a virusok eléforduldsi gyakorisagat az 5. tdblazat tartalmazza.
LSCC és OSCC betegekben a TTV és HPV prevalencidja jelentésen nem tért el, mig a
ggrlTTV és a ggrlTTV-HPV koinfekcio szignifikdnsan magasabb ardny( volt LSCC
esetében. A gége- és méhnyaki tumoros mintak 6sszehasonlitasakor statisztikai kiilénbséget
nem detektaltunk. Az OSCC és méhnyaki daganatos csoport 6sszehasonlitasakor a TTV
altalanos el6fordulési ardnya szignifikdnsan magasabb volt méhnyakrék esetében OSCC-hez
képest, mig az egyes genocsoport TTV el6fordulasi gyakorisaga jelentésen nem kulonbozott.
A ggrlTTV-HPV koinfekcié méhnyakrakban szignifikansan gyakoribb volt OSSC-hez
képest. Ez azonban a magas HPV pozitivitasi aranynak kdszonhet6 a méhnyaki daganatokban,

mivel a ggriTTV fert6zott betegek mindegyike HPV fert6zott is.

5. tablazat. TTV, ggrlTTV, ggrlTTV-HPV el6fordulasa a daganatos betegcsoportokban.

LSCC (n=25) OSCC (n=65) CC (n=87)
TTV 88% (22/25) 78,5% (51/65) 90,8% (79/87)
goriTTV 44% (11/25) 24,6% (16/65) 29,9% (26/87)
ggriTTV-HPV 32% (8/25) 12,3% (8/65) 29,9% (26/87)

TTV: torque teno virus; ggrlTTV: egyes genocsoportl torque teno virus; HPV: human papillomavirus, LSCC:
laryngealis laphdmsejtes carcinoma; OSCC: oralis laphamsejtes carcinoma; CC: méhnyaki carcinoma

gorlTTV és ggrlTTV-HPV koinfekcid hatdsa a daganatos betegek tulélésére

Az LSCC betegek tlnetmentes tulélését ggriTTV fert6zés és ggrlTTV-HPV
koinfekcid esetében az 5. dbra mutatja. Az LSCC betegcsoportban a korabban kozo6lt adatokat
(Szladek és mtsai, 2005) frissitettik. A ggriTTV-vel fert6zott és nem fertézott LSCC betegek
esetében mindkét tényezé rosszabbul alakult [talélési arany 9,1% (1/11 beteg) vs. 78,6%
(11/14); étlagos tulélési id6 289,5 (190,9-388,2) nap vs. 1229,2 (659,6-1798,8) nap;
p=0,0052]. A ggrlTTV-HPV koinfekcid tovabb cstkkentette a talélési aranyt és talélési idot
azokhoz képest, akiknél egyiittes virus el6fordulas nem allt fenn [talélési arany 0,0% (0/8) vs.
82,4% (14/17); atlagos talélési id6 240,0 (148,4-331,6) vs. 1154,4 (638,8-1670,0) nap;
p=0,0017].
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5. &bra. Laryngealis laphamsejtes carcinomas betegek tiinetmentes talélése ggrl TTV fertézés
(A abra) és ggriTTV-HPV koinfekcid (B abra) esetében. A lila vonal az A abran ggrlTTV, a
B abran a ggrlTTV-HPV virussal fert6zott betegesoport tulélését mutatja, a z6ld vonal a
gorlTTV negativ (A abra), és a koinfekcioban nem szenvedd betegek (B abra) tlinetmentes
tulélesét jelzi. ggrlTTV: egyes genocsoportu torque teno virus; HPV: human papillomavirus.

Az OSCC betegek tiinetmentes tulélését ggrlTTV fertézés ¢és ggrlTTV-HPV
koinfekcio esetében a 6. dbra mutatja. A ggrliTTV fertézés sem 6nmagaban [tulélési arany
75,0% (12/16) vs. 71,4% (35/49); atlagos tulélési id6 1436,9 (1133,9-1739,9) nap vs. 1276,0
(1093,8-1458,1) nap; p=0,59], sem HPV fertézéssel tarsulva [talélési ardny 62,5% (5/8) vs
73,7% (42/57); atlagos talélési id6 1262,2 (875,6-1648,9) nap vs. 1312,8 (1142,5-1483,1) nap;
p=0,88] nem befolyasolta a betegek tiinetmentes talélését.
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6. abra. Oralis laphdmsejtes carcinomas betegek tlinetmentes tulélése ggrlTTV fertézés (A
abra) és ggrlTTV-HPV koinfekci6 (B abra) esetében. A lila vonal az A abran ggriTTV, a B
abran a ggrlTTV-HPV virussal fertézott betegesoport ttlélését mutatja, a z6ld vonal a
gorlTTV negativ (A abra), és a koinfekcioban nem szenvedd betegek (B &bra) tlinetmentes
tulélesét jelzi. ggrlTTV: egyes genocsoportu torque teno virus; HPV: human papillomavirus.

A CC betegek tiinetmentes talélését ggrl TTV fertdzés és ggrlTTV-HPV koinfekcid
esetében az 7. dbra mutatja. A méhnyaki daganatos betegcsoportban 63 beteg kdvetési adatait

sikertlt elemezni. A ggrlTTV pozitiv és negativ betegek tinetmentes talélési aranya kdzott
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nincs jelent6s kiilonbség [tiinetmentes tulélés 77,3% (17/22) vs. 75,6% (31/41); étlagos
talélési id6 2480,1 (1930,6-3029,6) vs. 2419,9 (2037,4-2802,5) nap; p=0,91]. A magas HPV
fert6zottségi arany miatt (95,4%) minden ggrlTTV hordozo beteg HPV pozitiv volt, igy a
koinfekcio tlnetmentes tulélésre gyakorolt hatdsdnak vizsgalatakor ugyancsak a fenti

eredményeket kaptuk.
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7. dbra. Méhnyaki daganatos betegek tlinetmentes tulélése ggrlTTV és ggrlTTV-HPV
fert6zés esetében. A lila vonal a ggriTTV és ggrlTTV-HPV virusokkal fert6zott betegesoport
tulélesét mutatja, a zold vonal a ggrlTTV és ggriTTV-HPV negativ betegek tlinetmentes
talélését jelzi. ggrlTTV: egyes genocsoportu torque teno virus; HPV: human papillomavirus.

A TTV-specifikus amplimerek szekvenalasanak eredménye

A TTV szekvenciajat 73 beteg 83 mintajaban sikerilt megallapitani, ami 6sszeségében
a goriTTV pozitiv mintdk 59,7%-at jelenti. 17 beteg 18 mintaja bizonyult tébbszérosen
gorlTTV fertézottnek, ezek kozil az egyik beteg (OLP_172) egyszeresen fert6zott
mintajaban a TTV szubtipusa megéallapithatd volt (2b szubtipus). Az egyszeresen fert6zott
mintabol (57 beteg 65 mintéja) szarmazo szekvenciak egy k6z6s 187 bazis hosszu szakaszét a
GenBank adatbazisban rogzitettuk (European Molecular Biology Laboratory, EMBL
database; referenciaszamok: FN689730-FN689794).

A 29 TTV faj tipusszekvencidival val6 0sszevetés alapjan minden meghatarozott
szekvenciank az TTV1 fajba tartozik (8. abra).

Sajat mintaink TTV genotipus/szubtipus eloszlasa az 6. tablazatban, a szekvenciaink
rokonsagi viszonyait bemutato virus torzsfa a 9. abran lathatd. A kettes genotipusba tartozo
szekvencidk, ezen belil a 2c (20 személy 21 mintaja) eés 2b (14 személy 16 mintaja)
szubtipusok voltak a leggyakoribbak, majd az egyes genotipusba tartozd szekvenciak (12
személy 12 szekvenciaja 1b, 8 személy 10 szekvencidja 1a szubtipusl) kovetkeztek. Harom
szemely harom mintajanak genetikai tavolsaga a 2b és 2c szubtipusoktdl a

genocsoport/genotipus/szubtipus besorolas szerint a genotipusokat elvalaszté genetikai
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tavolsag (0,3) ertékéhez kozelitett. Ezek a szekvencidk a GenBank olyan kettes genotipusu
szekvencidjahoz alltak kozel, amelyet korabban betiivel nem jeloltek (GenBank referencia
szam: AF124007), ezért tanulmanyunkban ezeket a szekvenciakat 2’ szubtipusként jel6ltik a
genotipus/szubtipus csoportok elkilonithetdsége érdekében. Harom személy harom mintgja
tartozott a harmas genotipusba, ezek genetikai tdvolsaga a hasznélt referenciatél (GenBank
referencia szam: AF123942) szintén nagy (0,21-0,23), &m ebben a genotipusban a

szubtipusokra osztas eddig nem tortént meg, igy mi sem neveztiink meg ilyen kategoriakat.

6. tablazat. Torque teno virus (TTV) genotipus/szubtipus eloszlas a fej-nyaki és méhnyaki
mintacsoportokban.

Laryngealis
Széjlregi régio régio Méhnyaki régié Osszesen
OSCC OLP OL NOM|RRP LSCC|NCM ACM CC
Mintaszdm 195 238 88 72 | 11 32 97 84 87 904
Betegszam 65 119 44 72 | 10 30 97 84 87 608
ggrlTTV pozitiv mintak® 21(17) 18(14) 4(3) 1(1) | 3(2) 21(19)|20(20) 25(25) 26(26) | 139(127)
Nem meghatarozott szekvenciak® | 5(4) 6(6) 3(2) 1(1) |1() 99 | 7(7) 13(13) 11(11)| 56(54)
Szubtipus eloszlas

Egyes genotipus 2() 44 1) - - 3(2) | 33) 22 (7)) | 22(20)

Szubtipus la 2(1) - - - - 2(1) - 2(2)  4(4) 10(8)

Szubtipus 1b - 44 1) - - 1(1) | 3(3) - 3(3) | 12(12)
Kettes genotipus 11(10) 4(4) - - 2(1) 5@ | 5(5) 6(6) 7(7) | 40(37)

Szubtipus 2’ 2(2) - - - - 1(1) - - - 3(3)

Szubtipus 2a - - - - - - - - - -

Szubtipus 2b 3(2) 2(2) - - 1200 - 33)  3(3) 3(3) | 16(14)

Szubtipus 2¢ 6(6) 2(2) - - - 43) | 2(2)  3(3) 44 | 21(20)
Harmas genotipus 1(1) - - - - - - 2(2) - 3(3)
T&bbszoros fertdzés® 2(2)  4(3) - - - 44) | 55) 2(2) 1) | 18(17)
Osszes szekvenalas 16(13)" 12(8)° 1(1) - |2(1) 12(10)|13(13) 12(12) 15(15)| 83(73)**

OSCC: szajuregi laphamsejtes carcinoma; OLP: oralis lichen planus; OL: oralis leukoplakia; NOM: normal
szajlregi nyalkahartya; RRP: visszatérd 1éguti papillomatosis; LSCC: gége carcinoma; NCM: norméal méhnyaki
nyalkahartya; ACM: atipids méhnyaki nyalkahartya; CC: méhnyaki carcinoma; ggriTTV: egyes genocsoportl
torque teno virus. A mintaszamhoz tartozd betegszam zardjelben lathat6 a mintaszam mogott.

® Tartalmazza azoknak a betegeknek a szamat is szajiiregi mintaknal, akinek csak az egészséges nyalkahartyaja
volt ggrlTTV pozitiv.

® ggriTTV pozitiv minték, amelyek szekvenalasa ismétlés utan sem sikerilt (kevés amplimer).

¢ Tobbszordsen, kiilonb6z6 szubtipusa TTV-vel fertézott mintak, amelyeknél az amplimerek szekvenalasaval a
szubtipusok nem elkiilonithetoek.

¢ Egy beteg (OSCC_20) két szekvenalt mintaja két kiilonbozé szubtipussal volt fertézott (2c és 2°).

¢ Két beteg esetében (OLP_169 és OLP170) a két-két szekvenalt minta kiilonbozé genotipusokkal volt fertézott
(OLP_169 esetében 1b és 2b, OLP_170 esetében 1b és 2c), egy betegnél pedig (OLP_172) az egyik minta 2b
szubtipussal, a masik tobbszordsen fertdzott.
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8. abra. A torque teno virus (TTV) fajok tipus szekvenciainak, a genotipus/szubtipus
referenciak és sajat mintaink virus torzsfaja részleges ORF1 szekvencia 0sszehasonlitas
alapjan.

Nyolc beteg esetében volt lehetdségiink két kiilonbozé minta TTV szekvencidjat
megallapitani (6. tablazat). Ot betegnél, akiknek tobb ORF1 amplimerjét szekvenaltuk,
ugyanazt a szubtipust, mig harom betegnél két kiilonb6z6 szubtipusta TTV-t detektaltunk a két
mintdban. Egy LSCC beteg egy id6ben, két kilon teriiletrdl vett két mintaja (LSCC_46_A és
LSCC_46 _B) 1a, egy masik LSCC beteg két kiilonbozé idépontban (két év kulonbséggel)
vett két mintdja (LSCC_10 és LSCC_29) 2c, illetve egy léguti papillomatosisban szenvedd
beteg két kiilonboz6 idopontban (kilenc honap kiilonbséggel) vett mintaja (RRP 41 ¢és
RRP_56) 2b szubtipust TTV-t hordozott. Egy OSCC beteg két, egészséges nyalkahartyarol
(sz&juregbdl és nyelvrdl) vett mintaja (OSCC 5 lin and OSCC_5 buc) la, egy masik beteg
tumorbol és egészséges nyalkahartyarol vett mintaja (OSCC_62_tum and OSCC_62_buc) 2b

35



szubtipussal volt fert6zott. Egy OLP beteg 1ézidjabol (OLP 170 les) 2c, egészséges
nyalkahartyajabol (OLP_170_hm) 1b, egy masik OLP beteg 1ézi6jabdl (OLP_169 les) 1b,
egészséges nyalkahartydjabol (OLP_169 hm) 2b szubtipusi TTV-t azonositottunk. Egy
OSCC beteg tumorszdvetében (OSCC 20 tum) 2’, az egészséges szajlregi mintajaban
(OSCC_20_buc) 2c szubtipust TTV volt jelen.

7. tablazat. A génbankban fellelhet6 egyes genocsoportl magyar, szérumbdél szarmazé torque
teno virus szekvenciak genotipus/szubtipus eloszlasa.

Egesz; €ges Hepatitises betegek | Vesetranszplantaltak Osszesen
személyek
Egyes genotipus 2(2) 3(2) 3(3) 8(7)
Szubtipus 1a - 2(1) - 2(1)
Szubtipus 1b 2(2) 1(1) 3(3) 6(6)
Kettes genotipus 8(6) 20(15) 4(4) 32(25)
Szubtipus 2’ 2(1) 1(1) - 3(2)
Szubtipus 2a - - - -
Szubtipus 2b 1(1) - 1(1) 2(2)
Szubtipus 2¢ 5(4) 19(14) 3(3) 27(21)
Harmas genotipus - - 3(3) 3(3)
Hatos genotipus - 1(1) - 1(1)
Osszesen 10(8) 24(17)* 10(10) 44(35)*

®Egy hepatises beteg (T09) szérumdban két kiilonbdz6 genotipusu torque teno virust mutattak ki (2c és 6), igy
Osszességeben 34 beteg 44 mintaja ker(lt tanulmanyunkba.

A jelen tanulmany keretein belil szekvenalt mintakon kivil a génbankban elérhet6
minta k0z6tt a 2¢ szubtipus erés dominanciaja figyelhetd meg, az Gsszes minta 61,4%-a, a
kettes genotipusu TTV-k 95%-a tartozik ebbe a szubtipusba. A hepatitises betegek
szérumaban a legmagasabb a 2c szubtipus aranya (79,2%), 2b szubtipus ebben csoportban
nem fordult el6. A 2b szubtipus alacsony szamban fordult eld egészséges véradokban és a
vesetranszplantéltakban is; a 2c szubtipus aranya ezekben a csoportokban is magas, 50,0% és
30,0%. Egyes genotipusti TTV a hepatitises betegekben volt jelen legkisebb aranyban. A
harom harmas genotipusi TTV vesetranszplantaltak szérumabdl szarmazik. Egy kettsen
fert6zott hepatitises beteg mintajaban a 2c szubtipus mellett hatos genotipust TTV fordult el6,
amely genotipus az ICTV javaslata (2009b) szerint, ORF1 szekvencidkon alapulé virustorzsfa
elemzés alapjan a TTV3 fajba tartozik. Az altalunk vizsgalt mintakban, beleértve a 44 magyar

ggrlTTV szekvenciat, négyes és 6tds genotipusu TTV nem fordult el6.
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9. dbra. A jelen tanulmany keretein belil szekvenalt torque teno virus (TTV) izoldtumok
torzsfaja részleges ORF1 (nyitott olvasasi keret 1) szekvenciak alapjan.

37



:
i

"|

FHERSTSS LSO Tis
AJSIO2E2 Thunl Hungary
A FASISE0_TXZOT Hungary
FM_6R3TS1_CC_sm
FHEENTEI_OSCC 3 tum

ungary
FRERNTE _ORCC 8T mam
FHEESTTE_OLF 170 _les
FRERITIE_ACH_TEER
AR TID Hurgary
AJISAATT_T14 Humgany
#3180 TOIb Hungary
AL EIBE_TOTa MHungary
s AMSIOZSR Thun Hungary
_Eﬁﬂl"ﬂ_“i Hungary
FHESTED CC_Ses
~= AF4EISTE_TEIZI Humgary
FREESTEL_LSCC_10
FHEESTEY LECC I8
FHEENTEZ CC_W05
FREEST4D_CC 1011

hmﬂn‘fn_ﬂ!:c_w_m
e ENERITTI_OSCC_13_tum
AJIIT_TOSS Hungary

A0 _Trund Hungary
FHERNTES_WCM 18
AFZI293T7 MEAIS0 Hew Tealand (gre)

FHEBFTTT OLF_J1 e
FREERTEE HOM 48
FleEaTad CC_#73
FHESSTIS ACM TSI

I3

FHEBSTES DSCC 62 but

= FHGENTRE_O%CC_S0_tum

FHERSTTZ OLF_16%_hm

FHEEITAS CC 840

= AFOSTOTA_ G118 Gem iy (g2b)
FHERITEE HCM 53

FRERITES_NCM_13
AFE10I5Y_ Thurd Hungary
FHGESTSS RAF 56
FHEESTSI_MEP 41
AR TIT0_ THHOD Japan (gE2a)

FHEENTES OSCC 38 tum
.E:muﬂm_nu_m

FHESTIE ACH TG
AFAEIETS_TEII0 Hungsry
— AFIZI4Z_MLIB gty
—‘_. AFSEISTI TX188 HURGEN

AFASHTT_TR218 Hungary
B80S TS H

- AJFIH003_TOE Hungary
AFIZ4007 _JA 13D (gud
FHIESTSZ OECC T4 U
FHEEITES_LICC 13

= ABOV TTTE_THM) UBA (ge4)

{7 AP4EISTA_TXIIS Hungary
AF4SINTE_TEI09 Mungary

FHESSHTS_OLP 169 e
FHERFTTO_OL 184 _isd
AFASITZ TXITI Humgary
FHGESTES MO §T

EFI“I‘FH MM 4
ABGITHES TROU (@B
FHERITII_ACHM_Ti68
FHCENTIS ACM_TST4
FREDTED CO Sl

= BJ3dAd 18 _Toa Hungary
ABOITTTT_TFCIISE (gH6)
AYEEEIZZ_TTVI
0300

FREEST44 CC 832
FREESTE_CC B4
FRGESTAS_CC_63
AJIMAZT_THID Hungary
ASHAIDE_T it Hungary
AFTETS G124 Coarm sy (gTia
AFIIZESS MDA SHE (gn a)
FHESITEO_LECC 46 8
FHESETSS LECEC 40 A
1 FHEBETET_OBEC_B_lin
FREESTEE OHCE B_bue
ABIVTTET_MIZ Japan (gtia)
ABC1TTTE_ Tham 1 igts)

-~ 2¢ szubtipus

L 2b szubtipus

- genotipus 3

L 2" szubtipus

SIS ThunT Humpary

. 1b szubtipus

. laszubtipus

10. abra. Az adatbazisban fellelhetd magyar, egyes genocsoporti torque teno virus (TTV)
szekvenciak torzsfa elemzése részleges ORF1 (nyitott olvasasi keret 1) szekvenciak alapjan.
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A TTV szekvenciak genetikai diverzitasa

A genetikai tdvolsag sajat mintaink tekintetében egy szubtipus/genotipus kategorian
belll 0,00 és 0,13 kozott alakult. Az egyes genotipus 1a és 1b szubtipus csoportjain belil a
genetikai tavolsag 0,00-0,03, a harmas genotipuson belil 0,02-0,04. A kettes genotipus harom
szubtipus csoportja igen diverz képet mutatott, a genetikai tavolsadg 0,00-0,13 kozotti érték,
amely a 2c szubtipusi szekvencidk kozott a legnagyobb. A BLAST keresés szerint
legkozelebbi, ismert genotipusi/szubtipusu rokon szekvenciaktol, azaz a hasznalt referencia
szekvencidktdl a genetikai tavolsag az la és 1lb csoportban 0,01-0,06, a kettes genotipus
szubtipusain belil 0,01-0,11, a harmas genotipus esetében 0,21-0,23 kdzotti érték.

Az 0Osszes magyar minta tekintetében a legvaltozatosabb a 2c szubtipus volt, a
legnagyobb genetikai tavolsag 0,15 a szubtipus két genetikailag legtavolabbi mintaja kozott.
A 2c szubtipuson belil a 42 személy 48 TTV szekvencia harom csoportot alkotott (cluster A,
B, C; egy csoporton beliil a genetikai tavolsag <0,10), csoportonként 34, 10 és 4
szekvenciaval, melyek kozil 17, 1 és 3 a sajat mintainkbdl, a tobbi mas magyar
tanulmanyokbdl szarmazott (9. és 10. abra) (Szladek és mtsai, 2003; Takacs és mtsai, 2003).
Mindharom csoport kiilonb6z6 mintatipusokbdl szarmazo szekvenciakbol allt, azonban a B
csoport 9 szérum eredetii és csak 1 méhnyaki atipiabol szarmazé szekvenciat tartalmazott, az
A csoportban pedig a sajat mintak nagy része (15/17) daganatos minta volt. A 2’ szubtipus és
harmas genotipus esetében is nagy a genetikai diverzitas, am ezeken beliil clusterekrél a Kis
mintaszam miatt nem beszélhetiink. A harmas genotipusban egy OSCC és ACM mintabdl
szdrmaz0 szekvencia allt kdzel egyméashoz, mig a szérumbol szarmazd mintdk genetikai
értelemben ezektdl tavolabb estek. A felhasznalt hadrmas genotipust referencia szekvencia
(GenBank referencia szam: AF123942) és a magyar szekvencidk kozo6tt a genetikai tavolsag
nagy, 0,21-0,28 kozotti érték.
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MEGBESZELES

A torque teno virus felfedezése 6ta eltelt tizentt évben szamos munkacsoport vizsgalta
kiilonb6z6 korképekben a virus szerepét, &m patogén tulajdonsaga eddig nem bizonyosodott
be (Okamoto, 2009). A human papillomavirusok daganatkelté hatasarol a méhnyaki és fej-
nyaki régidban azonban szamtalan adat szol (Faridi és mtsai, 2011; Pannone és mtsai, 2011).

Munkacsoportunk egy korabbi tanulmanya szerint a ggriTTV és HPV szignifikansan
magasabb aranyban fordult el6 progressziv gégetumorban (malignizalddott vagy recidiv)
szenvedd betegek szOvetmintaiban a nem progressziv tumoros betegek mintaihoz képest, a két
virus koinfekcidja pedig kedvez6tlen hatassal volt progressziv tumorok esetében a betegek
talélésére, ami a virusok lehetséges kokarcinogén szerepét sugallja (Szladek és mtsai, 2005).
A megfigyelés felvetette azt a kérdést, hogy mas, HPV-vel 6sszefliggésbe hozhatd daganat
tipus esetében lehet-e szerepe a ggrlTTV-nek, illetve a két virus koinfekcidjanak, igy
tanulmanyunkat Kiterjesztettik a szajlregi és méhnyaki régié kiilonbozé elvaltozasaira is
(OSCC, OLP, OL, ACM, CC).

A TTV igen elterjedt az egészséges populdcidéban, bar az irodalmi adatok
Osszehasonlitdsa nehéz, mivel a detektaldshoz hasznalt PCR primerek eltéré szakaszokat
sokszoroznak fel, kiilonb6z6 az érzékenységiik és specificitdsuk. Az altalunk is hasznalt
primerparokat alkalmaz6 tanulmanyokbdl Osszegytjtott adatok alapjan a ggriTTV
gyakorisaga egészséges személyek, véradok széruméban Azsidban 30%, Eurépaban 16,3%,
Magyarorszagon 19,3%. Az UTR primerekkel vizsgéalva a TTV altalanos prevalenciaja Azsiat
tekintve Japanban 97%, de Indidban csak 45,3%, Eurdpét tekintve Olaszorszagban 87,5%,
Csehorszagban 51,3%, Magyarorszagon 95% a TTV pozitiv szérumok aranya (Al-Mozaini és
mtsai, 2006; Asim és mtsai, 2010; Biagini és mtsai, 2006; Dai és mtsai, 2001; Devalle & Niel,
2004; Erensoy és mtsai, 2002; Forns és mtsai, 1999; Gallian és mtsai, 2000; Hohne és mtsali,
1998; Ikeda és mtsai, 1999; Kato és mtsai, 1999; Katsoulidou és mtsai, 2001; Krekulova és
mtsai, 2001; Maggi eés mtsai, 1999, 2003a, 2003c, 2005, 2007; Mushahwar és mtsai, 1999;
Nakano és mtsai, 1999; Par és mtsai, 2004; Parreira és mtsai, 2004; Saldkovéa és mtsai, 2004;
Takéacs es mtsai, 2003; Tanaka és mtsai, 2000b; Zehender és mtsai, 2001; Zhong és mtsali,
2001a). A fej-nyaki és méhnyaki kontroll csoportjainkban a TTV prevalencidja igen
valtozatos, a szajlregi kontroll csoportban a ggrlTTV gyakorisaga 1,4%, méhnyaki normal
mintdkban 20,6%; a TTV altalanos el6fordulasa a szajiiregi kontrollban 54,2%, a méhnyaki
normal mintakban 78,4%. A fej-nyaki csoportokban alacsonyabb, a méhnyaki mintadkban a

szérumhoz hasonld a TTV el6fordulasi aranya, bar az adatok nehezen Osszehasonlithatéak a
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mintak, ezaltal az eltéré virustermelé kornyezet és az alkalmazott modszerek kiilonbségei
miatt. A miénkkel ténylegesen Gsszevethet6 fej-nyaki adatok a szakirodalombol hianyoznak.
Saldkova és csoportja (2009) az NG133/147 és NG132/134 nested primereket hasznalta
méhnyaki atipids es egészséges kontroll mintdk TTV pozitivitdsdnak detektalasara. A normal
mintdk 52,7%-a, az atipias mintak 74,7%-a volt TTV pozitiv, ami az altalunk kapott
értekeknél (78,4% es 83,3%) alacsonyabb.

Méhnyaki mintdinkban a HPV el6éfordulasi gyakorisaga megfelel az irodalom alapjan
vartnak (Clifford és mtsai, 2005; Faridi és mtsai, 2011; Smith és mtsai, 2007; Speich és mtsali,
2004; Tachezy és mtsai, 2011). A TTV altalanos eléfordulasa méhnyaki daganatos mintakban
szignifikansan magasabb volt a kontroll csoporthoz képest, mig a ggrlTTV el6fordulasa
mindharom méhnyaki csoportban hasonléan alakult (a kontroll csoportban valamivel
alacsonyabb a betegcsoportokhoz képest, de a kilonbség nem szignifikdns). A fej-nyaki
régidban, az LSCC és OSCC betegekben a ggrlTTV aranya szignifikansan magasabb volt a
tobbi fej-nyaki betegcsoporthoz és kontrollhoz képest. Ezek szerint a ggrlTTV jelenléte a fej-
nyaki régio elvaltozasaival Osszefuggésben allhat, ezzel szemben a méhnyaki léziokkal
valoszintileg nem; az altalanos TTV pozitivitasban mért kiilonbségekbdl eredben a cervicalis
régi6 és mas TTV genocsoportok/genotipusok kodzott azonban lehetséges kapcsolat. A
méhnyaki csoportokban a TTV és ggrlTTV el6fordulasa is magasabb volt a szajlregi
csoportokhoz képest. A magas TTV pozitivitds ebben a régidban arra is utalhat, hogy a
méhnyaki nyélkahéartya kedvezObb kornyezeti feltételeket biztosit a TTV szaporoddséhoz,
mint a szajlreg nyalkahartydja. A méhnyaki daganatos mintak esetében fontos megjegyezni,
hogy a magas HPV pozitivitds miatt minden ggriTTV pozitiv minta HPV pozitiv is. A
ggriTTV-HPV koinfekci6 aranyat elsdsorban ez hatdrozza meg, ¢és mivel a ggrlTTV
pozitivitas a harom méhnyaki csoportban nem tér el jelent6sen, a ggrlTTV-HPV koinfekcid
jelent6sége ebben a régidban nem valdszinli. Mivel a ggriTTV gyakorisdga hasonld, és a
TTV altalanos el6fordulasi gyakorisaga mutatott kiilonbséget a méhnyaki csoportok kdzott, a
kettes, harmas, négyes és 6t0s genocsoportok eléforduldsi aranyat lenne érdemes esetleg
tovabb vizsgalni.

Tobb, szajlregi elvaltozasokban szenvedd betegcsoportban is vizsgaltuk a TTV, a
goriTTV és HPV ecléfordulasi gyakorisagat. Szajuregi laphamsejtes carcinomaban szenvedd
betegekben a TTV, ggriTTV, HPV és ggrlTTV-HPV koinfekcid el6fordulasi gyakorisaga
szignifikdnsan magasabb volt a szajuregi kontroll csoporthoz, illetve a betegek ép
nyalkahartyajarol vett mintaiban tapasztalthoz képest. Ez a HPV mellett a ggrlTTV esetleges
patogén szerepét is felveti ebben a csoportban. Osszevetve a jelen értekezés és az LSCC
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betegekkel foglalkozd korabbi tanulméanyunk (Szladek at al., 2005) eredményeit, a HPV
eléfordulasi gyakorisaga OSCC és LSCC betegekben azonos (47,7% és 48%), a TTV,
ggrlTTV és a ggrlTTV-HPV ardnya azonban az OSCC betegcsoportban alacsonyabb az
LSCC betegekéhez képest (OSCC esetében 78,5%, 24,6%, 12,3%, LSCC esetében 88%, 44%,
32%). Bar a HPV prevalencidja azonos a két csoportban, az alacsony kockazati HPV
fert6zések aranya LSCC betegek mintaiban meghaladja a magas kockazatu tipusok aranyat;
OSCC esetében 12,9%, LSCC esetében 66,7% az alacsony kockazati HPV tipusok aranya. A
recurrens léguti és malignizalt 1éguti papillomatosisos betegekben a vartnak megfeleléen az
alacsony kockazatd HPV tipusok jellemz6ek (100% és 50%). Az alacsony onkogén kockézatu
HPV tipusok (elsésorban HPV6 és HPV11) jelenléte gégetumorokban és papillomatosisban is
ismert, bar LSCC betegek esetében ez az arany kiugréan magas a szakirodalmi adatokkal
dsszevetve, ugyanis a magas kockazati HPV-k, els6sorban a HPV'16, ezekben a tumorokban
is a leggyakoribb tipus (Pannone és mtsai, 2011, Torrente és mtsai, 2011).

LSCC betegek esetében a progressziv tumorban szenvedé (metasztazisos vagy recidiv)
¢és a nem progressziv tumorban szenvedd betegek mintai kiilon csoportra bontva kilonbséget
mutattak a virusok el6fordulasi aranya és a talélés tekintetében. A TTV, ggriTTV, HPV és a
koinfekcio aranya is joval magasabb volt a progressziv tumorban szenvedékben; koinfekcio
csak ebben a csoportban fordult eld. Felvetdédott, hogy ggrlTTV az LSCC progresszidjaban
jut esetleg szerephez (Szladek és mitsai, 2005). Az OSCC és CC betegcsoportban a
virusfertézések és a betegség progresszidja kozott adataink alapjan nem allt fenn 6sszefiigges.

Az altalunk vizsgalt két, szajiregi premalignus lézionak tekintett betegség kozil a
ggrlTTV ardnya magasabb az autoimmunitason alapulé OLP esetében a mechanikai irritacid
miatt kialakul6 OL-hez képest, mig a TTV és a ggrlTTV-HPV koinfekcié aranya a két
csoportban kozel azonos. Rodriguez-lnigo és munkacsoportja (2001) az OLP és a TTV
kapcsolatat vizsgalta. A TTV prevalencidja igen magas volt (85%), a virus jelenlétét az
epithelialis sejtekben immunhisztokémiai moddszerekkel is kimutattdk. Rotundo és
munkacsoportja (2004) szignifikansan nagyobb TTV pozitivitast detektalt periodontitises
betegek gyulladasos inyszévetében, mint egészséges egyénekben. Lehetséges, hogy szjliregi
régidban a ggrlTTV jelenléte az immunoldgiai valtozasokkal és a daganatos szdvetek
jelenlétével, nem pedig a karcinogenezis folyamataval all 6sszefliggésben.

A szajuregi betegcsoportok egészséges nyalkahartyabdl izolalt altalanos TTV és
ggrlTTV aranya nem tért el szamottevden a szajiiregi kontroll csoportban detektalttol. A TTV
jelenléte a HPV-hez hasonloan (Szarka és mtsai, 2009) a léziora jellemz6, ami szintén a

ggrlTTV és a szajiregi elvaltozasok kdzotti dsszefliggésre utalhat.
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A TTV jelenléte mononukleéris sejtekben ismert (Lopez-Alcorocho és mtsai, 2000;
Maggi és mtsai, 2001; Zhong és mtsai, 2002). Esetiinkben a szajlregi lézi6s mintak
tekintetében a ggrlTTV aranya magasabb OLP-ben a kontroll és OL mintakhoz képest,
valamint méhnyaki mintdkban az exfolialt sejteket tartalmazé mintdkban a TTV arénya
hasonl6 a daganatos szdvetben mérthez. Amennyiben a mononuklearis sejtektdl fiiggene csak
a TTV jelenléte, akkor a tumoros szovetekben a lymphocyta infiltracié miatt magasabb TTV
arany lenne varhatd mas léziés és a kontroll csoporthoz képest. Lehetséges, legaldbbis
részben, hogy a TTV eloforduldsa a daganatos szOvetekben a szovetbe sziir6dd
mononukledris sejteknek koszonhetd, de nem magyarazza példaul OLP, NCM és ACM
esetében a TTV eléfordulasi mintazatat, illetve LSCC esetében a rossz talélési aranyt. A TTV
jelenléte a szajureg epithelialis sejtjeiben és nyalban ismert (Chan és mtsai, 2001; Gallian és
mtsai, 2000; Inami és mtsai, 2000; Matsubara és mtsai, 2000; Rodriguez-Inigo és mtsai,
2001), az epithelialis sejtek szolgalhatnak tehat a TTV forrasaként a fej-nyaki régidban.

Tobb tanulmany feltételezi a TTV geno- és szubtipusok esetleges szoveti
preferencijat (Maggi és mtsai, 2003a, 2003c, 2007; Okamoto és mtsai, 2001; Okamura és
mtsai, 2000). Maggi és munkatarsai (2003a) bronchopneumoniaban szenvedd gyermekek
orrvaladékaban magas TTV terhelést mértek, illetve egy négyes genocsoportba tartozd TTV-t
(21-es genotipust) mutattak ki leggyakrabban, ami méas betegcsoportokban nem fordult
jellemzoen eld. Arra kdvetkeztettek, hogy a TTV befolyasolhatja més faktorok altal kivaltott
betegségek sulyossagat, illetve hogy a detektalt genotipus a bronchopneumoniaval
Osszefligghet. Sokan vizsgaltdk a TTV, mint koinfekcidés agens el6fordulasat, ami mas
patogén agens hatasat erdsitheti. gy példaul gastritisben harmas genocsoportba tartozé TTV
és Helicobacter pylori (Maggi és mtsai, 2003c), lymphomakban ggrlTTV és Epstein-Barr
virus (Garbuglia 2003), majbetegségekben ggriTTV/TTV és HCV (Kao és mtsai, 2003;
Moriyama 2001; Tokita 2001a, 2002; Zein és mtsai, 1999), illetve TTV, hepatitis B virus és
herpesvirus (Pineau 2000) koinfekci6d szerepe meriilt fel. Tényleges bizonyitékot a virusok
egymasra gyakorolt hatasara még nem sikerlt talalni. Tekintetbe véve a fent emlitett adatokat
elképzelheté, hogy a perzisztens TTV fertézés (akdr egyes genocsoportokra vagy
genotipusokra vonatkozdan) és a virus fokozott replikacidja immunoldgiai valtozasok és
fennalld betegségek kovetkezménye, és bar onmagdban nem okoz betegséget, azok
progresszidjaban esetleg potencirozo hatast fejthet ki.

A kiilonb6z6 TTV-k szoveti és betegseg preferenciajanak kilonbségeit a virusgenom
szerkezeti és génexpresszios kilonbségeivel lehet magyarazni, ami a virus patogenitasara és a

szervezet immunitasara is hatassal lehet. Tébb tanulmény foglalkozott a virusok genetikai
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valtozatossagaval, a mutaciok, intra- és intergenomi rekombinaciok hatasaval (Jelcic és mtsai,
2004, Leppik és mtsai, 2007), ami tobbek kozétt az immunrendszer Kikerllesét segitheti.
Egyes tanulmanyok szerint a TTV ORF2 proteinje az NF-xB utvonal gatlasa altal gatolhatja a
gyulladasos valaszt (Zheng és mtsai, 2007), az interferon termelést és az interferonokhoz
kapcsolodd génexpresszidt. A csokkent interferon termelés és a gyulladasos valasz segitheti a
HPV-t a nem produktiv, perzisztens fertdzés létrehozasaban, ami viralis karcinogenezishez
vezethet. Ilyen események magyarazhatjidk OSCC, LSCC és malignizalt gége
papillomatosisos betegcsoportokban a ggriTTV-HPV koinfekcid magasabb aranyat szemben
a benignus gége papillomatosisban tapasztalttal, illetve LSCC esetében a koinfekcioban
szenvedOk rosszabb talélését (Szladek és mtsai, 2005).

A patogenetikai potenciallal is 0Osszefiiggd genetikai eltérések méas, a human
populaciot fertéz6 virusoknal is eléfordulnak. A HPV-k genotipusai, ezen belll peldaul a
HPV16 intratipusos véaltozatai eltér6 daganatkeltdé potenciallal birnak (Yamada és mitsai,
1997). A HCV Kkilonbozo genotipusainak patogén potencidlja és a genotipus eloszlas
geogréfiai kilonbségei szintén ismertek (Busek & Oliveira, 2003, Waheed és mtsai, 2009),
ami az Epstein-Barr virusra szintén jellemz6. (Chang és mtsai, 2009; Kis és mtsai, 2009).

Mivel a virus patogenitasa a virusok eltér6 genomi Szerkezetével osszefiiggesben
allhat az eltér6 génexpressz6s mintazatnak koszonheten, illetve kiilonb6z6 TTV
genocsoportok, geno- és szubtipusok esetében felmeriilt a kiilonboz6 kdrképekkel vald
asszociacio lehet6sége, megvizsgaltuk a TTV fajok, geno- és szubtipusok eloszlasi mintazatat
sajat, és mas magyarorszagi szekvencidk kozott a részleges ORF1 szekvencidk
Osszehasonlitasaval. A korabbi genocsoport/genotipus/szubtipus besorolas alapjan egyes
genocsoportba tartoz6 TTV-k a jelenleg érvényben 1év6 taxondémia szerint a TTV1 (1-5
genotipus) és TTV3 (hatos genotipus) fajba tartoznak, amelyeket ezidaig alacsonyabb
taxondmiai csoportokra nem bontottak. A szakirodalomban eddig az Gj faji besorolast nem
hasznéltdk, igy az irodalmi adatokkal valé 0Osszehasonlitais miatt a virusok geno- és
szubtipusok szerinti azonositasat is elvégeztiik. Amennyiben tényleges dsszefliggés all fenn a
TTV geno- és szubtipusai, valamint az okozott betegségek kozott, a TTV1 fajon beldli
diverzitasanak vizsgalata és a korabbi genocsoport/genotipus/szubtipus osztalyozas illesztése
az Uj taxondmiai rendszerbe el6relépést jelenthet a virus megismerésében. Adataink alapjan a
genotipus-szubtipus faj alatti kategorizalas adaptacidéja a TTV1 fajon bellil konnyen
megoldhat6. Ez segitheti az Gsszehasonlitast a kordbban leirt szekvencia és prevalencia

adatok, valamint az 0j taxondémiai rendszer kdzott. Tudomasunk szerint a jelen tanulmany
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megirdsdhoz hasznalt 2011-ben megjelent kézleményiink az els6, amelyik a korébbi és a
jelenlegi taxonomiai kategoriakat 6sszeveti.

Az 0sszes adatbazisban fellelhetd magyar ggrlTTV szekvenciat szubtipus/genotipus
rendszerbe sorolva, anatdmiai régiok alapjan csoportositva a fej-nyaki és a szérum mintakban
a mint4zat hasonlo, mig a méhnyaki szekvenciaké ezekt6l killonboz6. Az la szubtipus a fej-
nyaki mintdkban és a szérumban alacsonyabb szamban fordul elé, mint a méhnyaki
mintakban. A fej-nyaki régioban ez a szubtipus csak daganatos mintakban, szérum mintak
kozll pedig egy hepatitises egyénben volt jelen. Az 1b szubtipus az 1la-nél nagyobb aranyu
fej-nyaki és szérum mintadkban, mig a méhnyaki régioban az la és 1lb szubtipusok
ugyanakkora szamban fordultak eld6. Minden régioban a kettes genotipusu TTV volt a
leggyakoribb. A 2b és 2c szubtipus aranya ugyanakkora cervicalis mintakban, mig a 2c
dominédns a fej-nyaki és szérum mintakban, illetve a 2’ szekvencidk is csak ez utdbbi
régiokban fordultak el6. A 44 szérumbdl szarmazo6 szekvencia kozil 32-ben (72,7%) kettes
genotipusi TTV volt kimutathatd, amib6l 27 (61,4%) a 2c szubtipusba tartozik, a 27 2c
szubtipusu izolatumbol pedig 19 hepatitises betegekb6él szarmazik. A kiilonboz6
betegcsoportokban vizsgalva a geno- és szubtipusok eloszlasat, a 2¢ szubtipus kiugro aranya
hepatitisesekben szembet(ind barmilyen mas Osszehasonlitas mellett; a hepatitises mintak
79,2%-a hordozta ezt a szubtipust. Ez a magas arany felveti annak lehet6ségét, hogy a szérum
TTV forrésaként szolgalo sejtek esetleg ezzel a szubtipussal mutatnak szorosabb kapcsolatot,
illetve hogy ez a szubtipus befolydsolhatja a hepatitis kialakulasat vagy lefolyasat, bar a
feltételezések bizonyitasahoz tovabbi vizsgalatok sziikségesek.

A geno- és szubtipus mintazat vizsgélata és dsszehasonlitdsa az anatomiai régiok,
illetve betegcsoportok kozoétt igen nehéz es dsszetett. A mehnyaki mintak esetében az egész
anatomiai régidt tekintve a szubtipusok eloszlasa egyenletes, az 1a és 1b, illetve a 2b és 2c
szubtipusok egyenld aranyban voltak jelen. Az egyes betegcsoportokat tekintve azonban
eloszlasi kulénbségek vannak. A kontroll csoportban 1a, az atipias citolégiaju csoportban 1b
szubtipus nem fordult el6. Ebbdl a példabol latszik, hogy egy csoport kiemelése a tdbbivel
szemben, példaul a szérum mintak hasznélata referenciaként mas anatomiai régioval torténd
0sszehasonlitdsban félrevezethetd lehet az anatomiai régiok és betegség csoportok eloszlasi
mintazatanak komplexitasa miatt. Osszehasonlitasainkat nehezitette, hogy a kiilonbdzd
betegcsoportokban valtoz6 szamu beteganyag allt rendelkezésre, néhany esetben alacsony
mintaszammal, ami altalanos probléma mas TT virussal foglalkozé tanulmanyokban is. A
mintavételezés is nehézségekbe Utkozik sok esetben. Etikai okobdl a mintdk kozvetlendl nem

felhasznalhatdak, a 1ézi6s mintdknak szOvettani vizsgalaton kell atesniiik, a paraffinba
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agyazott mintdk DNS kihozatala alacsony, és nem elégséges minden esetben a vizsgalatok
elvégzésehez, egészséges személyeknél pedig invaziv mintavételi eljarast nem lehet
alkalmazni. Az LSCC és CC betegek esetében gyiijtott, egészséges nyalkahartyardl vett
exfolialt sejtek az OSSC betegek mintaihoz hasonléan hasznos informéciokat nyujtanénak,
am ezekben az esetekben a terllet anatomiai felépitése miatt nehéz kizarni a malignus
teriiletrél szarmazo epithelialis sejtek mintaba keriilését. Prevalencia, genotipus és szubtipus
eloszlasi eredményeink Osszevetését a szakirodalmi adatokkal neheziti, hogy a kiilonb6z6
munkacsoportok kiilonb6z6 eredetii mintakat, detektalasi modszereket alkalmaznak és
kiilonboz6 genomszakaszok szekvencidjat kozlik. A TTV altalanos vagy genocsoport szintl
eloszlasara, vagy a genotipus/szubtipus eloszlas meghatarozasara szekvenalassal rengeteg
primerpar létezik, amelyek érzékenysége és specificitasa kiilonbozé. Igy az irodalmi adatok
(mind a prevalencia, mind a taxondmiai csoportok) 6sszevetése egymassal nehéz és nagy
koriltekintest igenyel. A TTV esetében a nagy genomi diverzitds miatt ez a probléma
kalondsen igaz, mivel minden genocsoport, illetve a kiilonb6z6 genocsoportba tarozo
genotipusok esetében mas szakasz amplifikalasa és genetikai vizsgalata sziikseges a pontos
tipizalashoz.

A szakirodalombdl hianyoznak azok a kozlemények is, amelyek nagyszamu
egészséges személyben vizsgaljak a ggriTTV geno- és szubtipus eloszlasat. Akad olyan
kdzlemeny, amelyik érdeklédésének kozéppontjaban az egészséges véradok szérumaban a
TTV genocsoportok eléfordulasi gyakorisaganak megallapitasa allt, de azon belil a
genotipus/szubtipus eloszlast nem vizsgaltak és a mintaszam itt is viszonylag alacsony
(Biagini és mtsai, 2006). Olyan tanulmany, ami nagyszamu mintaban, megfelelé kontroll
csoportokkal vizsgalja a betegcsoportokban a TTV geno- és szubtipus eloszlasat, szintén alig
taldlhato a kozlemények kozott. A legtdbb tanulméany beteg- és kontroll csoportokban
vizsgélta a TTV altalanos el6fordulasat, vagy kisebb mintaszammal ORF1 PCR alapjan a
genotipus/szubtipus eloszlast (lasd alabb). Azok a tanulmanyok, amelyek genocsoport szintii
eloszlast vizsgaltak, a ggrlTTV dominancigjat tapasztaltak. A tobbszorosen, kiilonb6zé
genocsoportokkal fertézott mintak aranya magas, altalaban meghaladja az 50%-ot, és az egyes
genocsoport mellett a harmas jelenléte altalanos (Biagini és mtsai, 2006; Devalle & Niel,
2004; Maggi és mtsai, 2003a, 2003c, 2005, 2007). Sajat tanulmanyunkban 73 ggrlTTV-vel
fert6zott betegb6l 17-ben detektaltunk tobbszords infekciot. Ennek aranya azonban
valoszinlileg magasabb lenne, ha a vizsgalatot az 6sszes ismert genocsoportra/genotipusra
Kiterjesztenénk; a magas UTR PCR pozitivitasi adatok esetiinkben is arra utalnak, hogy a nem

egyes genocsoportba tartozé genotipusok is magas aranyban fordulnak ¢l6.
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Az elvégzett ggriTTV torzsfa analizis alapjan az egyes genotipus kategoriakon belil a
genetikai diverzitas igen eltéré volt. Erdekes, hogy a ritkdbban eléforduld 2° szubtipus és
harmas genotipus esetében az egyes szekvencidk eltérése megkozeliti, illetve meghaladja a
szubtipus szintii eltérés (0,15) hatérértékét, felvetve ezzel tovabbi szubtipusok létezését.
Ennek kulonds jelentdsége lehet a harmas genotipus esetén, ahol eddig szubtipusokat nem
kilonitettek el. Az Gjabb szubtipusok létezésének megerdsitésére azonban tobb szekvenciat
vizsgalo atfogd tanulmany lenne szikséges; raadasul eddigi genetikai és epidemioldgiai
ismereteink a harmas genotipusd TT virusokrol nem indokoljdk a csoport taxonomiai
értelemben vett tovabbi bontasat.

Szamos kelet- és dél-azsiai tanulmany kozolte az egyes genotipus dominanciajat mas
TTV genotipusokkal szemben (Asim és mtsai, 2010; Dai és mtsai, 2001; Ikeda és mtsai, 1999;
Kato és mtsai, 1999; Nakano és mtsai, 1999; Tanaka és mtsai, 2000b; Zhong és mtsai, 2001a).
Ezek a tanulméanyok a miénkhez hasonld szekvenciaszammal dolgoztak; féleg a betegsegek,
és a TTV geno-, és szubtipusok kozotti kapcsolatot vizsgaltak, a foldrajzi egysegen beldli
eloszlasra nem terjedt ki a vizsgalat. Bar minden terileten az egyes genotipus a leggyakoribb,
a szubtipus eloszlas ezen belil valtozatos: Kinaban 1b (Zhong és mtsai, 2001a), Taiwanon
(Dai és mtsai, 2001) és Indiaban la (Asim és mtsai, 2010), Japanban valtozo, la és 1b
dominanciaval (Ikeda és mtsai, 1999; Kato és mtsai, 1999; Tanaka és mtsai, 2000Db).

Mas foldrészeken és orszagokban sokszor csak a genotipusok vizsgalatara terjedt ki az
analizis (Biagini és mtsai, 2006; Devalle & Niel, 2004; Maggi és mtsai, 2003a, 2003c, 2005,
2007), és csak kevés nagyobb szdmu szekvenciat feldolgoz6, szubtipusokat is azonositd
kdzlemény latott napvilagot (Gallian és mtsai, 2000; Maggi és mtsai, 1999; Mushahwar és
mtsai, 1999; Saldkova és mtsai, 2004). A miénkhez hasonld szubtipus eloszlast kdzoltek
szérum mintakban, hasonlé adatmennyiséggel egy cseh tanulmanyban, ahol hozzank
hasonl6an az NG primereket hasznaltak (Salakova és mtsai, 2004). A 2c szubtipus magasabb
aranyat detektaltak kisebb szekvenciaszdm mellett Németorszaban (Hohne és mtsai, 1998),
Torokorszagban (Erensoy es mtsai, 2002), Gorégorszagban (Katsoulidou és mtsai, 2001),
Szald-Arabidban (Al-Mozaini és mtsai, 2006), Portugalidban (Parreira és mtsai, 2004).
Szintén a kettes genotipusi TTV dominanciajat irtak le egy masik kdzleményben
Csehorszégban (Krekulova és mtsai, 2001), Olaszorszagban (Zehender és mtsai, 2001),
Spanyolorszagban (Forns és mtsai, 1999). Az eurdpai adatoktol eltéré modon egy olasz
tanulmanyban az 1b szubtipus dominanciaja volt kimutathaté random valasztott, rutin
viroldgiai vizsgalatra érkezd szérumokban. A kozleménybdl azonban nem deriil ki, milyen

hattérrel rendelkezé betegek szekvenciajat tették kozzé; az adatok alapjan nem zarhat6 ki egy
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specifikus virusfert6zéssel vald 6sszefiiggés (Maggi és mtsai, 1999). Amerikabol csak kevés
adat szarmazik. Az Amerikai Egyesiilt Allamokban a kettes (2b, 2c¢ szubtipus), majd az egyes
genotipus (1a és 1b szubtipus) a leggyakoribb (Mushahwar és mtsai, 1999). Brazilidban az
egyes genocsoport, ezen belul az egyes genotipus (1b, 1a szubtipus) és kettes genocsoport is
jellemzé (de Castro Amarante és mtsai, 2007; Devalle & Niel, 2004; Yokosuka és mtsali,
2000). Gallian és munkatarsai (2000) az adatbazisbdl let6ltott szekvencidk Osszevetésével,
geografiai egységekben vizsgaltak a TTV eloszlasat. Eszerint Azsidban a legnagyobb az
egyes genotipust TTV aranya, de Eurdpan kivil minden kontinensen dominans; Eurdpaban
az egyes és kettes genotipus el6fordulasi aranya hasonlo. A két f6 genotipus mellett kisebb
aranyban a harmas genotipus is jelen van minden kontinensen.

Bar a kutatdk altal feldolgozott mintak tulnyomd tobbsége - beleértve a fent emlitett
tanulmanyokat - szérumbol szarmazik, sajat eredményeink az irodalmi adatok kozé illesztve
arra utalnak, hogy mas virusokhoz hasonld geografiai kulonbségek TTV esetében is
fennéllhatnak. Ugy tiinik, hogy az la és 1b tipusok leginkabb a Tavol-Keleten, a 2b és 2c
tipusok Eurdpaban dominalnak, bar mindegyik szubtipus mindegyik helyen jelen van,
bizonyos esetekben akéar nagyobb szamban is. Erdekes, hogy a 2a szubtipus az eurdpai
mintdkbdl gyakorlatilag teljesen hianyzik. A kettes mellett ritkabb genotipusok is nagyobb
szamban fordultak elé néhany teriileten: a harmas genotipus Goérdgorszagban (Katsoulidou és
mtsai, 2001), a négyes genotipus Spanyolorszagban (Forns és mtsai, 1999) és Portugaliaban
(Parreira és mtsai, 2004). A harmas genotipus, ha nem is kiemelked6 szamban, de a magyar
mintak ko6zott is eléfordult, egy OSCC, két ACM, illetve (a tiz vesetranszplantalt személybol)
harom szérum mintaban kimutathato volt.

A genetikai tavolsagok a szekvenciak kozti paros dsszehasonlitdsokban valtozatosan
alakultak, illetve az egyes betegségcsoportok mintait fert6z6 TTV tipusok tébb szubtipus
csoportban jelen voltak. Gallian és munkatéarsai (2000) tobb szaz, kiilonboz6 orszagbol
szdrmazO szekvenciat vetettek Ossze egymassal, és hasonld képet talaltak a kiilonboz6
genotipusokon bell, azaz minden orszag minden genotipus csoportban képviselte magat.
Erdekes azonban, hogy adott foldrajzi terlileten egy szubtipuson belil a genetikai diverzitas
alacsony volt. A magyar szekvenciak tekintetében az egyes genotipus szubtipusain belll nem
voltak a mintdk kozott elkulondlt clusterek. A kettes és harmas genotipusban a mintazat
azonban igen heterogén, a genetikai tdvolsdgok nagyok két szekvencia kozott. A 2c¢ szubtipus
kategoridban (ahova a legtobb magyar szekvencia tartozik) elkilonitettink harom clustert,
amelyeken belll a genetikai tavolsag kisebb, mint 0,10. Az A clusterben sajat mintaink
tekintetében a daganatos mintdkbdl szdrmazd szekvencidk voltak tébbsegben (15/17), a B
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clusterben pedig jellemzé a szérumbOl szarmazd szekvenciak jelenléte. Osszevetve a cseh
(Salakova és mtsai, 2004) és a hazai szekvenciakat, a genotipus/szubtipus eloszlasi mintazat
hasonlo, jelentds kiilonbségek, eltérd clusterek a taxondmiai egységeken beliil nem voltak.

Uj eredményeink réviden a kovetkezok:
- A TTV, ggrlTTV, ggrlTTV-HPV koinfekcié eléfordulasa szignifikansan magasabb volt
OSCC betegekben a tobbi szajiiregi csoporthoz képest, valamint a ggrlTTV eléfordulasa
magasabb OLP betegekben a kontroll csoporthoz képest. Az immunoldgiai valtozasok, a
daganatos szovetek jelenléte, vagy a karcinogenezis folyamata segitheti a virus replikaciojat,
és a virus hozzajarulhat a betegségek kialakuldsdhoz és/vagy progresszidjahoz ggrlTTV
eseteben.
- A TTV Aéltalanos el6forduldsa a méhnyakrdkban szenvedd betegekben szignifikansan
magasabb volt a kontroll csoporthoz képest, mig a ggrlTTV gyakorisdga a hd&rom méhnyaki
csoportban hasonloan alakult, ami az egyes genocsoporttdl eltérd viruscsoport szerepére
utalhat.
- A TTV ¢és ggrlTTV el6forduléasi gyakorisaga a méhnyaki csoportokban magasabb volt a
szajuregi csoportokhoz képest. Ez a mintazat a HPV el6fordulasara is igaz. A méhnyaki régio
kedvez6 kornyezetet biztosit a TTV és HPV szaporodasahoz.
- OSCC és CC betegekben a ggrlTTV és ggriTTV-HPV koinfekci6 nincs hatassal a betegek
tinetmentes tulélésére, szemben az LSCC betegekkel.
- Virustorzsfa elemzés alapjan az altalunk vizsgalt TTV szekvenciak a jelenleg érvényben
1évé taxondmia szerint TTV1 fajba tartoznak. Az Uj taxonOmiai besorolast tudoméasunk
szerint els6ként alkalmaztuk TTV eseteben.
- A Kkorabban elfogadott genocsoport/genotipus/szubtipus besorolas szerint mintainkban a
kettes genotipus, ezen belll a 2¢ szubtipus dominalt, hasonléan mas eurdpai tanulmanyhoz. A
genetikai diverzitas a kettes genotipuson belll nagyobb az egyes genotipushoz képest.
- A prevalencia és filogenetikai adatok ismeretében szajiiregi és méhnyaki csoportjainkban a
TTV, ggrlTTV és HPV jelenléte és a detektalt virus tipusok kdzott semmilyen 6szefliggés
nem all fenn.
- Az adatbazisbol letoltott 44 magyar ggrlTTV szekvencia torzsfa elemzését is elvégeztik; a
2c szubtipus dominanciadja szintén felismerhetd, ami hepatitises betegekben a

legszembetinObb.

Osszefoglalva, az egyes genocsoporti (Ujabb besorolas szerint a TTV1 és 3 fajba
tartoz6) TTV-nek szerepe lehet a fej-nyaki régié tumorainak és/vagy premalignus
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elvaltozésainak kialakuldsiban és/vagy progresszidjaban Onmagaban, vagy HPV-vel
koinfekciéban. A TTV szerepének megitéléséhez szilkseges lehet az egyes geno- és
szubtipusok meghatarozasa, igy szerepuk kulon-kilén vizsgaland6. Adataink arra is felhivjak
a figyelmet, hogy az egyes szubtipusok eloszlasa valdban eltér6 lehet a kiilonb6z6 szervekben
¢s szovetekben, illetve a foldrajzi és/vagy rasszhoz kotdodo kiilonbségek alapvetden
befolyasolhatjak a genotipus-szubtipus eloszlast a populédcidban; igy a patogén szerep
megitéléséhez a kiilonbz6é populacidkban és szovetekben tapasztalhatd genetikai diverzitas
felmérése elengedhetetlen.
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OSSZEFOGLALAS

Munkacsoportunk egy korabbi tanulmanyban magasabb egyes genocsoportd TTV
(ggrlTTV), human papillomavirus (HPV) és ggrlTTV-HPV koinfekcio aranyt, és a
virusfertézésekhez kapcsoltan rosszabb tlinetmentes tulélést mutatott ki progressziv
laryngealis laphamsejtes carcinomaban szenvedd betegekben a nem progressziv tumorban
szenved6khoz képest, ami arra utalhat, hogy a virus, ha nem is oka a betegség kialakulasanak,
de sulyosbithatja annak lefolyasat. Jelen tanulmanyunkban meghataroztuk a szajlregi és
méhnyaki régiokbol vett daganatos szdéveti (oralis laphdmsejtes carcinoma, méhnyaki
carcinoma), exfolialt 1ézids (oralis leukoplakia, lichen planus, méhnyaki atipia) és kontroll
mintakban (szajlreg esetében a betegek ép nyalkahartya, illetve egészséges személyek mintai)
a TTV altalanos, és a korabban egyes genocsoportba (ma TTV1 és 3 fajba) tartozé6 TTV-k
eléfordulasi gyakorisagat, illetve a ggrlTTV szekvencidk genotipus/szubtipus eloszlasat.

Eredményeink szerint az egyes genocsoportba tartozd virusok szémara a fej-nyaki
régidban az immunologiai valtozasok, a daganatos szovetek jelenléte, vagy a karcinogenezis
folyamata segitheti a virusok replikacidjat, és a virusok hozzajarulhatnak a betegségek
kialakuldsdhoz és/vagy progressziojahoz. A TTV altalanos el6fordulasa a méhnyakrakban
szenvedd betegekben szignifikansan magasabb volt a kontroll csoportokhoz képest, mig a
ggrlTTV gyakorisaga a harom csoportban hasonléan alakult, ami az egyes genocsoporttdl
eltérd virusok szerepére utalhat. A TTV és ggrlTTV eléforduldsi gyakorisaga a méhnyaki
csoportokban magasabb volt a szajiregi csoportokhoz képest, hasonléan a HPV-hez, ami arra
utal, hogy a méhnyaki régi6 kedvez6 kornyezetet biztosit a virusok szaporodasahoz.

Mivel tobb csoport dsszefliggeést feltételez bizonyos TTV genocsoportok, genotipusok,
szubtipusok, és bizonyos betegségek kozott, valamint a kiillonbozé TTV genotipusok
kiilonboz6 expresszids mintazattal rendelkeznek, a sajat és az adatbazisban felleheté magyar
ggrlTTV szekvencidkat is torzsfa analizisnek vetettik ala és 0Osszehasonlitottuk a
szakirodalmi adatokkal. Magyarorszagon a tobbi eurdpai orszaghoz hasonléan a kettes
genotipusu TTV a leggyakoribb, ezen belil is a 2c szubtipus, ami a szérumbdl szarmazé
mintakban jellemz6 leginkdbb. A jelenleg érvényben 1évé TTV taxonomia szerint
szekvencidink a TTV1 fajba tartoznak. A fajokon belll tovabbi felosztés, alacsonyabb
taxonomiai kategoria jelenleg nincs definialva; a tovabbi tagolas azonban sziikséges lehet,
mivel a kiilénb6z6 geno- és szubtipusok kiilonbozé  patogenetikai - potenciallal
rendelkezhetnek. A korabbi genotipus/szubtipus felosztas a leggyakoribb genotipusokat

illetden atiiltethetd lehet a jelenlegi faji kategoriaba TTV1 esetében.
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SUMMARY

An earlier study of our working group demonstrated that genogroup 1 torque teno
virus (ggrlTTV) and coinfection with human papillomavirus (HPV) was associated with
poorer survival in laryngeal carcinoma patients with progressing disease compared to patients
without tumour progression. This suggests that the virus, if not a causative agent, may
influence unfavourably the disease course. Present study determined the general prevalence of
TTV, ggrlTTV (presently species TTV1 and TTV3) HPV (in cervical samples) and
ggrlTTV-HPV coinfection as well as genotype and subtype distribution of genogroup 1 TTV
sequences in samples from the oral cavity and from the region of the uterine cervix. Tumour
tissue samples (oral squamous cell cancer, cervical cancer) and exfoliated cells from
precancerous lesions (oral lichen planus, oral leukoplakia and cervical atypia) were collected
together with exfoliated cells from apparently healthy mucosa of patients and from the control
patients.

gorlTTV was found to be associated with tumours and oral lichen planus in the head
and neck region. The immunological alterations, the presence of the tumour tissue or the
process of carcinogenesis support replication of the virus and genogroup 1 TTV may
contribute to initiation or progession of the diseases. TTV prevalence was significantly higher
in cervical cancer patients than in control samples, while prevalence of ggrlTTV was
comparable in the three cervical groups, which may suggest a role of a TTV genogroup
distinct from genogroup 1. Frequency of TTV as well as ggrl TTV was higher in cervical
than in head and neck samples and HPV showed a similar distribution, which may indicate
that this region is ideal environment for replication of these viruses.

Several authors postulated association between certain TTV genogroups, genotypes or
subtypes and certain diseases, and these may be explained by differences in gene expression
patterns of different TTV genotypes. ggrlTTV sequences were determined from our positive
samples and compared to Hungarian sequences available in the GenBank as well as to other
published sequences. In Hungary, similarly to European data, subtype 2c TTV is the most
prevalent, typically in serum samples. According to the novel, recently accepted TTV
taxonomy, all sequences determined belong to species TTV1. Intraspecific classification is
presently undefined, however, as shown for different genotypes, subgroups may differ in
pathogenetic potential. The earlier classification of genotypes and subtypes may be directly

applicable for intraspecific classification of the TTV1 species.
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