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ROVIDITESEK JEGYZEKE

© Komplementer DNS szal

(AS) Antiszenz szalhoz illeszked6 primer
(S) Szenz szalhoz illeszkedé primer

°C Celsius-fok

ug Mikrogramm

uL Mikroliter

uM Mikromol

AgNO3  Eziist-nitrat
AP-1 Activator protein-1

AO-RRP  Felndttkori rekurrens 1éguti papillomatozis (adult-onset recurrent
respiratory papillomatosis)

Asp Aszparaginsav

ATP Adenozin-5'-trifoszfat

BPV Szarvasmarha papillomavirus (bovine papillomavirus)

Brd4 Bromodomén-4 fehérje

CBP CREB-k&t6 fehérje (CREB-binding protein)

CDC Centers for Disease Control and Prevention (Jarvanyligyi &s

Betegségmegel6zési Kozpont)
Cdk2 Ciklin-dependens kinaz 2
CDP CCAAT displacement protein
CDV Cidofovir
CiP1 Ciklin-dependens kinaz inhibitor 1A
CO2 Szén-dioxid
DMEM  Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
DMEM  Dulbecco's Modified Eagle’s Medium
DMSO Dimetil-szulfoxid

DNS Deoxiribonukleinsav



dNTP
E. coli
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E6AP
EDTA
EGF
EGF-R
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FCS
hTERT
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HPV
13K
ICTV
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kg
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mg
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Escherichia coli
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E6-asszocialt fehérje (E3 ubiquitin ligaz )
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Epidermalis novekedési faktor (epidermal growth factor)

Epidermalis novekedési faktor receptor (epidermal growth factor
receptor)

Fas ligand

Magzati borjusavo (foetal calf serum)
Human telomerase reverse transcriptase
Gramm

Glicin

G protein utvonal szuppressor 2

Human papillomavirus

Indol-3-karbinol

Nemzetk6zi Virustaxondmiai Bizottsdg (International Committee on
Taxonomy of Viruses)

Interferon

Fiatalkori rekurrens léguti papillomatozis (juvenile-onset recurrent
respiratory papillomatosis)

Kilobazis

Kilogramm

Kalium-titanium-foszfat

Liter

Luria-Bertani

Hosszu szabalyozo régid (long control region)
Mol

Mini-chromosome maintenance protein

Milligramm



MgCI2
mL
mm
mM
NaOH
NFI
NAP-1
ng

nm
ONPG
ORF
PCAF
PCR
PDGF
PEG
pPRb
RNaz
rpm
RRP
RSV
SDS
SNP
Spl
SSCP

TBP
TE
TEF-1
TFIIB
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Milliliter
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Natrium-hidroxid

Nuclear factor-1

Nucleosome assembly protein 1

Nanogramm
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Nyitott olvasasi keret (open reading frame)

P300/CBP-asszocialt faktor

Polimeréz lancreakcid (polymerase chain reaction)

Vérlemezke eredetii novekedési faktor (platelet-derived growth factor)
Polietilén-glikol

Retinoblasztoma fehérje

Ribonukleaz

Fordulatszam (revolutions per minute)

Rekurrens 1égti papillomatézis (recurrent respiratory papillomatosis)
Respiratory syncitial virus

Natrium-dodecil-szulfat

Egyedi nukleotid polimorfizmus (single nucleotide polymorphism)
Specificity factor 1

Egyszali konformacios polimorfizmus (single strand conformational
polymorphism)

TATA-ko6t6 fehérje (TATA-binding protein)
Tris-EDTA
Transcriptional enhancer factor-1

Transzkripcios faktor 11B



TFIID Transzkripcios faktor 1D
TNE Tris-NaCI-EDTA

TopBP1 DNA topoisomeraz 2-kotd protein 1 (Topoisomerase binding protein-
1)

TRAIL  TNF-related apoptosis-inducing ligand

TSS Transzformalds és Téarold Oldat (Transformation and Storage Solution)
U Unit (egység)

pL Mikroliter

uv Ultraibolya

\% Volt

VLP Virusszer( partikulumokat (Virus-like particle)

YY1 Yin-yang-1



BEVEZETES

A rekurrens léguti papillomatoézis (recurrent respiratory papillomatosis, RRP) a fels6
légutakat (elsGsorban a gégét) érintd benignus elvaltozas, mely gyermek- és felndttkorban
egyarant kialakulhat. A betegség a 1égutakra lokalizalodo, szoliter- vagy multiplex papillomak
megjelenésével jellemezhetd, melyek hatterében elsGsorban az alacsony onkogén kockazatu
human papillomavirus (HPV) tipusok, els6sorban a HPV-6 ¢és -11 allnak. Jollehet az RRP
benignus elvaltozas, korlefolydsa nehezen megjosolhatd (Steinberg és Dilorenzo, 1996);
gyermekekben igen agressziv, életet veszélyeztetd korlefolyast mutathat a gyakori recidivak
illetve az also 1égutakra €s a nyel6csore terjedés kovetkeztében (Derkay és Wiatrak, 2008). Az
elvaltozas viszonylag alacsony incidenciaja (1,8/100 000 felnéttek, 4,3/100 000 gyermekek
esetén) ellenére jelentdés emociondlis- és gazdasagi terhet jelent a tdrsadalomra (Wiatrak és

mtsai., 2004).

A virusok - koztiik a HPV-0k - genetikai variabilitdsanak vizsgalata kulcsfontossagu
lehet az adott elvaltozas prognozisa, korlefolyasa és kezelése szempontjabol. A HPV-ok
esetén ilyen adatok elsGsorban a magas onkogén kockazati HPV tipusok esetén allnak
rendelkezésre, ahol az elvaltozas agresszivitasa egyértelmiien kapcsolatba hozhaté az adott
HPV tipus varidnsaival, illetve a HPV genomban detektalhaté nukleotid polimorfizmusokkal
(Berumen ¢és mtsai., 2001; Hildesheim és mtsai., 2001; Xi és mtsai., 1997; Xin és mtsai.,

2001; Yamada és mtsai., 1997; Veress €s mtsai., 1999; Villa és mtsai., 2000).

A magas onkogén kockazati HPV tipusokkal ellentétben az alacsony onkogén
kockazata tipusok esetén a patogenitassal, korlefolyassal és az antiviralis szerekkel szembeni
rezisztenciaval Osszefiiggésbe hozhaté nukleotid polimorfizmusokra vonatkozo adatok
meglehetésen hianyosak még az olyan, alacsony onkogén kockéazati HPV tipusokkal
egyértelmiien kapcsolatba hozhat6 koérképek, mint az RRP, esetén is. Az RRP patogenezise,
korlefolyasa, progndzisa, ill. az adott kezelésre adott terdpias valasz szempontjabol hasznos
lehet az agresszivitassal €s antiviralis rezisztencidval kapcsolatba hozhaté mutaciok, nukleotid
polimorfizmusok feltarasa, valamint az eltéré anatdmiai régiokbol, ill. eltérd agresszivitasu

HPYV szekvencidk filogenetikai viszonyainak vizsgélata.



IRODALMI ATTEKINTES

A papillomavirusok rendszertani és morfologiai jellemzése

A klasszikus rendszertani besorolas szerint a papillomavirusokat a polyomavirusokkal
egyiitt - a Papovaviridae csaladba soroltak. A ,,papovavirus” kifejezés a ,,papillomavirus”,
»polyomavirus” és a ,,majmok vakuolizal6 virusa” (simian vacuolating virus) elnevezések
két-két betiijébol alkotott mozaikszo (Howley és Lowy, 2001). A csalad ko6zos jellemzoi
voltak (1) a kis méret, (2) a burok nélkiili, ikozahedralis kapszid, (3) a duplaszalu, cirkularis
DNS, valamint (4) a magban torténé genom replikacio. A Papovaviridae csalad tagjai kozotti
jelentds szerkezeti (a kapszid atmérdje, a virusgenom mérete) és genetikai (a viralis
nukleinsav mérete, a nyitott olvasasi keretek szdma, a transzkripci6 irdnya) eltérések azonban
indokoltta tették az egységes Papovaviridae csalad atértelmezését, melynek eredményeként a
papillomavirusokat a Nemzetkozi Virustaxonomiai Bizottsag (International Committee on
Taxonomy of Viruses, ICTV) javaslatara az 6nallé Papillomaviridae csaladba soroltak (de
Villiers és mtsai., 2004). Az ICTV azonban csak a nemzetségbe (genus) és fajba (species)
torténd besorolés feltételeit hatdrozza meg, faj alatti kategoridk felallitdsara nem hataroz meg

iranyelveket (ICTV, 2002 http://ictvdb.bio-mirror.cn/Ictv/fs papil.htm).

A papillomavirusokat a gazdaszervezet szempontjabol kifejezett fajspecifitas jellemzi,
amely elnevezésiikben is megjelenik, példdul humén papillomavirus (HPV), bovine
/szarvasmarha/ papillomavirus (BPV). Fajspecifitaisuk mellett a papillomavirusok kifejezett
sejttropizmussal jellemezhetdek, produktiv fertézést a bdr és nyalkahartyak tobbrétegii

laphamjaban hoznak létre (Howley és Lowy, 2001).

Napjainkig mintegy 150 kiilonb6z6 HPV tipust azonositottak, amelyek koziil mintegy
40 tipus els6sorban az anogenitalis traktus nyalkahartyakat fert6zi (de Villiers 2004). A kutdn
HPV tipusok (pl. HPV-1) az elszarusod6 laphamot, mig a nydlkahartya-asszocialt tipusok (pl.
HPV-11, HPV-18, etc.) elsdsorban a mukozalis, el nem szarusodd laphdmot fertdzik. A
nyalkahartya-asszocialt tipusok onkogenitasuk alapjan tovabb csoportosithatok magas (,,high
risk”) és alacsony (,,low risk”) onkogén kockazatu tipusokra (de Villiers, 2001). Alacsony
onkogeén kockézati tipusok kozé tartozik a HPV-6 és a HPV-11, amelyek els6sorban
benignus, alacsony foku diszplaziat mutaté elvaltozasokban fordulnak elé (Ko és Chu, 2004).
A magas onkogén kockazatu tipusok (pl. HPV-16, HPV-18) a magas foku diszplaziaval és
malignus elvaltozasokkal valo Osszefiiggése jol ismert (Shah és Howley, 1996). A HPV-0k


http://ictvdb.bio-mirror.cn/Ictv/fs_papil.htm
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0042682206000250#bib8
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0042682206000250#bib17
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0042682206000250#bib30

onkogén kockazata szerinti csoportositasat az 1. tdbldazat foglalja 6ssze (Mufoz és mtsai.,

2003).

1. tablazat: A HPV tipusok epidemioldgiai alapon torténd csoportositasa. Munoz és misai.,
2003 alapjan

Onkogén kockazat HPYV tipus

Alacsony 6, 11, 40, 42, 43, 44,54, 61, 70, 72, 81

Potencialisan magas 26, 53, 66

Magas 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68, 73, 82

A HPV-ok klasszifikacidja

A HPV-ok klasszifikacioja jelenleg az 1995-6s International Papillomavirus
Workshop (Quebec) dontése alapjan a legkonzervativabbnak bizonyult HPV ORF, az LI
alapjan torténik. Kordbban nem azonositott HPV tipusként fogadjak el azt az izolatumot,
melynek genomja sikeresen klonozasra keriilt, valamint az L1 ORF szekvenciaja legalabb
10%-ban eltér a legkozelebbi papillomavirus genomjatol. 2-10%-os L1 szekvencia kiilonbség
esetén szubtipusrél, mig 2%-nal kisebb szekvencia eltérés esetén variansrél beszéliink (de

Villiers €s mtsai., 2004).

A karakterizalt HPV tipusok mintegy 90%-a az a-, f- és a y genusok valamelyikébe
sorolhatd, mig az egyéb papillomavirus genusokba féként zoopatogén tipusok sorolhatdak. A

humanpatogén a-, - és a y papillomavirus genusokrol a 2. tablazat nyujt rovid attekintést.
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2. tablazat. Az a-, f- és a y papillomavirus genusok dsszefoglalasa, a reprezentativ speciesek
felsorolasa. de Villiers és mtsai (2004) alapjan

Genus Tipus Egyéb speciesek Megjegyzés
species
a-papillomavirus HPV-18 HPV 39 Nyalkahartya 1€ziok,
HPV 45 magas onkogén kockazat
HPV 59
HPV 68
HPV 70
HPV 16 HPV 31 Nyalkahartya 1€ziok,
HPV 33 magas onkogén kockazat
HPV 35
HPV 52
HPV 58
HPV 6 HPV 11 Benignus nyalkahartya
HPV 13 1€zidk, alacsony onkogén
HPV 44 kockézat, = malignizacio
ritka
B-papillomavirus HPV 5 HPV 8 Féként  kutan  1ézidk,
HPV 12 benignus elvaltozasok,
HPV 14 epidermodysplasia
HPV 19 verruciformis;
HPV 20 immunhidnyos allapotban
HPV 21 esetenként malignus
1€zidk
y-papillomavirus HPV 48 Kutén léziok
HPV 4 HPV 65 Kutan 1éziok
HPV 50 Kutan 1éziok
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A HPV-11 genetikai diverzitisa

A magas onkogén kockazata o-HPV tipusok genetikai diverzitasdnak vizsgalata a
papillomavirus kutatds egyik fontos teriilete, az egyes genomi variansok pedig fokozott
onkogén potenciallal rendelkezhetnek (Pista és mtsai., 2007; Tornesello és mtsai., 2011; Xi és
mtsai 1997, 2002; Xin és mtsai., 2001; Villa és mtsai., 2000). Az alacsony onkogén kockazati
HPV tipusok, igy a HPV-11, genetikai diverzitasanak vizsgalata a HPV kutatas egyik kevéssé
tanulmanyozott teriilete, a Burk és mtsai., valamint Maver és mtsai. altal vizsgalt szlovén
HPV-11 szekvencidkon kiviil (a jelen tanulmanyban szerepld 6 szekvencia mellett) pusztan 6
teljes HPV-11 talalhat6 a Génbank adatbazisaban (Dartmann és mtsai., 1986; Chansaenroj és
mtsai., 2012; Wu és mtsai., 2009; Yuan és mtsai., 2012). Az alacsony onkogén kockézatu
HPV tipusok esetén a genetikai diverzitdas és az esetleges eltér6 onkogenitas illetve

patogenitaskozotti kapcsolat még tisztazasra var.

A virusgenom felépitése, a genom dltal kodolt fehérjék funkcioja

A papillomavirusok
morfologiai sajatsagai a
kovetkezoek: kettOsszalu,

koriilbeliill 8  kilobazis  (kb)
méretl DNS genom, 52-55 nm
HPV-11

7933 bp atmérdjli, ikozahedralis, burok

nélkiili kapszid.

A papillomavirusok genomja
harom részre oszthatd: egy, a

virus ¢életciklusanak korai

1. abra: A HPV-11 genom szervezodése. szakaszaban szerepet jé‘[szé

E6: 102-554; E7: 530-826; E1: 832-2781; E2: 2723.3826; E4: 3255-3681; ESA: 3871- fehériéket ké 16. ~4 kb meéretii
4146; ESB: 4146-4370; L2: 4417-5784; L1: 5771-7276; LCR: 7277-102; TATA box: 66- cnerjexe odo 0, b cretu

71. A szamok az adott genomi régié nukleotid poziciojat jelzik.

korai (early, E), a viruskapszid
fehérjéit kodoldo ~3 kb méretii késoi (late, L), illetve a virus replikacids origdjat, valamint
viralis- és cellularis transzkripcios faktorok kotohelyeit tartalmazo hosszi szabalyozo régiora
(long control region, LCR). A papillomavirusok korai régidja altal kodolt fehérjék az E6, E7,
El, E2, E1E4 ¢és ES5, mig a késdi régio az L1 és L2 kapszid fehérjéket kodolja (Howley és

mtsai., 2001). Az 1. abran a HPV-11 genom szervezddése lathato
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El feherje

A mintegy 600 aminosavbol allo, DNS-fiiggd ATPaz ¢és helikdz aktivitassal
rendelkezé E1 fehérje jol konzervalt a kiilonb6zé6 HPV tipusok esetén; sziikséges mind a
1993). A viralis E2 proteinnel torténd interakcioja mellett szamos cellularis fehérjével is
kolcsonhatasba 1ép. A cellularis DNS polimeraz o-primaz pl80 alegységével torténd
kolcsonhatasanak eredményeként feltehetden szerepe van a sejt DNS replikacios
komplexének a virus replikacios origdjahoz torténd kotddésében, amely kulcsfontossagu
szerepet jatszik a HPV replikacidjaban, mivel a papillomavirusok nem rendelkeznek sajat
DNS-polimerazzal. Szintén emlitést érdemel az E1 fehérje hiszton Hl-gyel, a human
topoizomeraz I-gyel és ciklin E/Ciklin-dependens kinaz 2-vel (Cdk2) torténd kolcsonhatasa is,
utobbi szintén fontos szerepet kap a PV genom sejtciklus-fiiggd replikacidjaban (Clower és

mtsai., 2006; Cueille és mtsai., 1998). Osszefoglalva, az E1 fehérje esszencialis szerepet tolt

crer

E2 fehérje

A 350-400 aminosavbdl 4ll6 E2 fehérje meglehetdsen jol konzervalt papillomavirusok
kozott (Giri és Yaniv, 1988; Harris és Botchan, 1999). Az E2 fehérje két doménbdl all,
melyek koziil az amino-terminéalis domén a transzaktivacioban és az E1 fehérje-kotéseben,
mig a karboxi—terminalis domén az E2 homodimerizacidjaban és szekvencia-specifikus DNS
kotésében jatszik szerepet (Abbate és mtsai., 2004; Chin és mtsai., 1988; Haugen és mtsai.,
1988; Giri és Yaniv, 1988; McBride és mtsai., 1991; Spalholz és mtsai., 1985). Az amino-
terminalis €s karboxi-terminalis domént egy kevéssé konzervalt, iigynevezett ,,hinge” regio
valasztja el (Giri és Yaniv, 1988; McBride ¢és mtsai., 1991). Az E2 protein a viralis LCR-re
lokalizalodo specifikus E2 kotohelyeken keresztiil fontos szerepet jatszik a HPV E6/E7
onkogének transzkripcidjanak szabdlyozasaban, illetve az E1 fehérjével valo kolcsonhatasan
keresztiil a virus DNS E1-fliggd replikaciojaban és a HPV genom fenntartasdban (Abbate és
mtsai., 2004; Howley és Lowy, 2007).

A papillomavirusok in vivo replikaciojuk soran mind az E1, mind E2 fehérje jelenlétét
igénylik (Chiang és mtsai., 1992). Az E2 fehérje onkogén expressziora kifejtett hatasat
els6sorban a magas onkogén kockazatli papillomavirusok esetén tanulmanyoztak. A genitalis
papillomavirusok esetén az LCR-ben négy E2 kotéhelyet (E2-binding site, E2BS)
azonositottak (Romanczuk ¢és mtsai.,, 1990). Az E2 fehérje alacsony koncentracidoban
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transzaktivatorként noveli az E6/E7 onkogének expressziojat, mig magasabb koncentracioban
épp ellenkezdleg, represszorként hat (Bouvard €s mitsai., 1994). Az egyes E2 kotohelyek
lokalizaciojuktol fiiggden kiilonbozo affinitassal kotik az E2 fehérjét, illetve eltérd mértékben
represszaljak/transzaktivaljak a promotereket. A prométer-proximalisan elhelyezkedd E2BS1
¢s E2BS2, amelyek atfednek az Spl and TFIID transzkripcios faktorok kotohelyeivel,
kozepes affinassal kotik az E2 fehérjét és fontos szerepet jatszanak a promoter
represszidjaban (Tan és mtsai., 1994). Az E3BS szintén a represszioban jut szerephez, mig az
E2BS4 transzaktivald hatassal bir az E2BS1, 2 és 3 hidnya esetén (Romanczuk és mtsai.,
1990; Thierry és Howley, 1991). A virdlis genom és az El1 fehérje mellett az E2 protein
szamos mas celluldris transzkripcios faktorral is kolcsonhatasba 1ép, mint példaul a
Transcription factor IIB /TFIIB/ (Benson és mtsai., 1997; Rank és mtsai., 1995; Yao és mtsai.,
1998), a Transcription Factor Binding Protein /TBP/ és a Transcription factor I1ID / TFIID/
(Carillo és mtsai., 2004; Enzenauer és mtsai., 1998; Rank és mtsai., 1995; Steger és mtsai.,
1995), a Creb Bindiing Protein /CBP/ (Lee és mtsai.,, 2000; Miiller és mtsai., 2002), a
Nucleosome Assembly Protein 1 /NAP-1/ (Rehtanz és mtsai., 2004), P/CAF (Lee és mtsai.,
2002), és a DNA-topoisomerase Binding Protein 1 /TopBP1/ (Boner és mtsai.,, 2002).
Napjaink papillomavirus kutatdsanak intenziv teriilete az E2 Brd4 (Bromodomain 4 Protein)
fehérjével torténd kolcsonhatasa, melynek szerepe lehet az E2 transzaktivald és represszor

funkcidjaban (Schweiger és mtsai., 2006; Senechal €s mtsai., 2007; Wu €s mtsai., 2006).
E6 fehérje

A papillomavirusok E6 és E7 géntermékei olyan fehérjék, melyek a sejtproliferacio
szabalyozasanak szempontjabol kulcsfontossaggal bird tumorszuppresszorok inaktivacidjat
indukdljadk (Dyson és mtsai., 1989; Miinger és mtsai, 1989; Scheffner és mtsai., 1990;
Werness ¢és mtsai., 1990). A magas onkogén kockédzati HPV tipusok E6 fehérjéje
ubiquitin-fiiggd proteolizis Gtjan a tumorszuppresszor p53 fehérje mennyiségének gyors
csokkenését inditja el, valamint szamos mas cellularis fehérjével is kolcsonhatasba 1ép
(Scheffner és mtsai.,, 1990; Tungteakkhun és Duerksen-Hughes, 2008). A magas onkogén
kockéazatit HPV tipusok E6 fehérjéje altal kivaltott p53 degradacio az E6, a cellularis E3
ubiquitin ligaz (E6AP) és a p53 interakciojat igényli (Huibregtse és mtsai., 1991; Huibregtse
¢s mtsai.,, 1993a; Huibregtse ¢és mtsai., 1993b; Werness és mtsai., 1990). Brimer ¢&s
munkatarsai kimutattdk, hogy in vivo a HPV-11 E6 fehérjéje, hasonléan HPV-16 E6
proteinhez, képes az E6AP-hez kotddni (Brimer és mtsai., 2007). A magas onkogén

kockazata HPV tipusok E6 fehérjéje képes a human telomerase reverse transcriptase /hTERT/
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promoter aktivaciojara (Van Doorslaer és Burk, 2012). Az alacsony onkogén kockazati HPV
tipusok E6 fehérjéje szerepet jatszik a genom fenntartdsdban, illetve tobb cellularis fehérjével
is kolcsonhatasba 1ép, mint példaul a zyxin, G protein utvonal szuppressor 2 (GPS2), Bak és a
Minichromosome maintenance protein 7 /MCM7/ (Oh és mtsai.,, 2004; Degenhardt és
Silverstein 2001a és 2001b; Kuhne és Banks, 1998; Kukimoto és mtsai., 1998; Thomas és

Banks, 1999). Ezen kolcsonhatasok jelentoségének vizsgalata még tisztazasra var.
E7 fehérje

A papillomavirusok E7 onkogénjének 6 célpontja a cellularis retinoblasztoma fehérje
(pRb). A pRb hipofoszforilalt formdban az E2F cellularis transzkripcids aktivacios
faktorokkal képez komplexet, gatolva a sejtciklus G1-S fazis atmenetet. A pRb ciklin
dependens kinazok altal torténé foszforilacioja kovetkeztében a pRB-E2F faktorok komplexe
disszocial, az igy felszabaduldo E2F faktorok aktivatorként miikodve elésegitik a G1-S fazis
atmenetet. A magas onkogén kockazatia HPV tipusok E7 proteinje a G1 fazis specifikus pRb-
E2F komplexhez kotddik, elésegitve a pRb proteoszoma-medialt lebontasat és az S-fazisba
torténd atlépést (Boyer €s mtsai., 1996; Huh és mtsai., 2007). Az alacsony onkogén kockézati
HPV tipusok E7 proteinje is képes a pRb kotésére, de a magas onkogén kockazati tipusokhoz
képest jelentOsen kisebb affinitdssal (Gage ¢€s mitsai., 1990; Munger és mtsai., 1989). Az
alacsony €s magas onkogén kockazatit HPV tipusok E7 proteinjének pRb iranti affinitasdban
megfigyelhetd kiilonbség egyetlen aminosav eltérésre vezethetd vissza (Asp21 a HPV-16 E7
proteinben, mig Gly22 a HPV-6 E7-ben) (Heck és mtsai., 1992; Sang és mtsai., 1992).

E1E4 fehérje

Az E4 protein HPV ¢életciklusaban betoltott szerepe részletesen még nem ismert.
Irodalmi adatok szerint részt vesz a sejt citokeratin hdlozatanak 6sszeomlasdban és segitheti
az ujonnan képzdédott virionok leflizddését (Doorbar €s mtsai., 1991; Roberts €és mtsai., 1993;

Rogel-Gaillard és mtsai., 1993).
E5 fehérje

A HPV-ok E5 fehérjéi kisméretli, elsdsorban az endoplazmatikus retikulumra
lokalizdl6dd, membran-asszocialt hidrofob fehérjék, amelyeknek a HPV fertézések
patogenezisében betoltott szerepérdl - mas HPV fehérjékhez képest - kevés informdacié all
rendelkezésre (Conrad és mtsai., 1993 és 1994; Crusius és mtsai., 1998). Az E5 protein

transzformald hatasanak lehetOsége els6ként a bovin papillomavirus-1 (BPV-1) kapcsan
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meriilt fel, ugyanis a BPV-1 E5 fehérjéje képes a thrombocyta eredetii novekedési faktor
(platelet-derived growth factor, PDGF) B receptoranak aktivaciojara és egér eredetii sejtek

transzformalasara (Petti és mtsai., 1991).

Az ES5 fehérje transzformacidban és onkogenezisben jatszott potencialis szerepét tobb
kozlemény eredményei is alatdmasztjak (Chen és mtsai.,1990 és 1996, Leptak és mtsai., 1991;
Tsao és mtsai 1994 és 1995). A HPV-6 E5 proteinje képes kotddni az epidermalis novekedési
faktor (epidermal growth factor, EGF) ¢és az erbB2 receptorokhoz, az EGF receptor kinaz
inhibitorok pedig a ndvekedés gatlasat és sejtdifferencidlodast eredményeznek HPV-16
fertdzott keratinocitdkban (Ben-Bassat és mtsai., 1997). Az EGF receptorok - més receptor
tirozin-kinazokkal egyiitt - kiilonféle protoonkogének, mint példaul a c-jun és c-fos
expressziojanak szabalyozasdban vesznek részt. A HPV ES5 fehérje és kiilonbozo cellularis
protoonkogének lehetséges kapcsolatar6l mind HPV-11, mind HPV-16 kapcsan beszamoltak
(Chen és mtsai., 1995 és 1996).

A HPV-11 és HPV-16 ES proteinje gatolja a p21/CIPI expresszidjat fibroblasztokban
és keratinocitakban, ill. a HPV-16 esetén TRAIL és FasL-medialt apoptozist (Tsao és mtsai.,
1996, Kabsch és Alonso., 2002).

Tovéabbi érv az E5 fehérje onkogenitdsa mellett, hogy ES5 transzgénikus egerekben

tartos Osztrogén-kezelést kovetden cervix karcindoma lakult ki (Maufort és mtsai., 2010).

Hosszu szabdlyozo régio (long control region, LCR)

A papillomavirusok hosszii szabalyozé régidja (long control region, LCR) a
virusgenom olyan része, amely nem kodol fehérjéket, viszont nagyszamu cisz-valaszado
elemen keresztiil fontos szerepet tolt be a papillomavirusok replikacidjanak ¢és
génexpressziojanak szabalyozasasban. Az LCR a kiilonbozd papillomavirusok esetén a
genom 8-11%-at teszi ki, koriilbeliil 850 bp hosszt és az L1 valamint az E6 ORF-ek kozott
helyezkedik el. Az LCR-ben négy, valamennyi PV-ra jellemz6 szekvencia ismerhet6 fel: (1) a
kés6i mRNS-ek poliadenilacidés szignalja az LCR 5° végén, (2) a virdlis E2 fehérje
kothelyek, melyek szama eltérd lehet az egyes papillomavirusok kozott, (3) az E1 protein

kotohelye, illetve (4) az E6 gén promdterének TATA box-a (O’Connor és mtsai., 1995).

A virdlis E1 és E2 fehérjék virus replikacioban és transzkripcidban betdltott szerepe
fentebb kertiilt ismertetésre. Az LCR-hez a virdlis fehérjéken tal szamos cellularis fehérje is
kotédik, mint példaul az activator protein-1 (AP-1) (Kikuchi és mtsai., 1996; Thierry és
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mtsai., 1992), a transcriptional enhancer factor-1 (TEF-1) (Ishiji és mtsai., 1992), a nuclear
factor I (NFI) (Apt és mtsai., 1993), a CDP/cut protein (O’Connor és mtsai., 2000), a Yin-
yang-1 (YY1) protein (O’Connor és mtsai.,, 1996), az octamer binding protein-1 (oct-1)
(Chong és mtsai., 1991; Hoppe-Seyler 1991). A felsoroltakon kiviil az LCR szamos egy¢b
transzkripcids faktort is kot, ezek targyaldsa azonban messzemenden meghaladja ezen
értekezés kereteit. A celluldris transzkripcios faktorok szerepét a HPV génexpresszidjanak
szabalyozasaban tobb tanulmany is dsszefoglalja (Hoppe-Seyler és Butz, 1994; O’ Connor és

mtsai, 1995).

A papillomavirusok génexpresszidjanak szabdlyozasaban cellularis- és viralis faktorok

egyarant fontos szerepet jatszanak, ami igen bonyolult szabalyozasi rendszert sejtet.

HPV LCR metilacio

A HPV-ok LCR—ére lokalizal6dé konszenzus E2 fehérje kot6helyek szekvenciajukbol
(5’-ACCG(N)4CGGT-3) addddan magukban hordozzak a CpG szigetek metilacidjaval
torténd epigenetikai szabalyozas lehet6ségét. Thain és mtsai. megfigyelése szerint az E2
kotohelyek in vitro metilacidja gatolja az E2 fehérje kapcsolodasat (Thain és mtsai., 1996).
Az E2 kotéhelyek metilacidja tehat szerepet jatszhat a regulatorikus funkcioji E2 protein

kotddésének és ezaltal a viralis E6/E7 onkogének expresszidjanak szabdlyozasaban (Kim és

mtsai., 2003).

A HPV-16 metilaciés mintazatat vizsgald klinikai tanulmanyok eredményei
ellentmondasosak; egyes szerzok a karcinogenezis soran az LCR progressziv
hipometilacigjat, mig masok épp ellenkezdleg, progressziv hipermetilaciojat irtak le (Badal és
mtsai., 2003; Bhattacharjee és Sengupta, 2006; Ding és mtsai., 2009; Fernandez és mtsai.,
2009; Kalantari ¢és mtsai.,, 2004; Piyathilake és mtsai., 2011; Xi és mitsai.,, 2011). A
kozelmultban megjelent tanulmanyok ravilagitottak, hogy az LCR metilacidja igen komplex
folyamat, mely fiigg a fert6zott hamsejtek differencialodasatol, a virusgenom fizikali
allapotatol (episzomadlis-, egy- vagy tobb integralodott kopidban jelenlévé HPV genom) és a
sejtben lejatszodo epigenetikai folyamatoktol (Chaiwongkot €s mtsai., 2012; Vinokurova ¢€s

mtsai., 2011).
L1/L2 feherje

A HPV-ok kapszidjanak felépitésében két fehérje vesz részt, az L1 {6 kapszid protein
¢s az L2 minor fehérje, melyek aranyardl megoszlanak a vélemények. A kapszid felépitésében
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mintegy 360 L1 protein vesz részt, amelyhez egyes szerzok szerint 12, masok szerint pedig
30, 36 vagy 72 L2 protein kapcsolodik (Buck és mtsai., 2008; Trus és mtsai., 2005; Yang és
mtsai.,, 2003). Egy kapszomer felépitésében 6t L1 fehérje és egy, az altaluk képzett vaz

kozepébe illeszkedd L2 protein vesz részt (Buck és mtsai., 2008).

A HPV kapszid fehérjék fontos szerepet kapnak a HPV fert6zés prevenciojat célzo
oltdbanyagok fejlesztése soran is (Stanley, 2010). A néhany évvel ezeldtt megjelen6 HPV
oltéanyagok is ugynevezett L1 virus-szer(i partikulumokat (virus-like particule, VLP)
tartalmaznak, melyek hatékonynak bizonyultak a vakcinaban taldlhaté HPV tipusok altal
okozott perzisztens HPV fertézések ¢és az ezekkel 0Osszefliggésbe hozhatd elvaltozasok

megeldzésében (Lu és mtsai., 2011)

A virusgenom fizikai dllapota

A HPV-ok a fert6zott sejtekben alapvetden kétféle fizikai allapotban fordulhatnak eld:
episzomalisan és a gazdasejt DNS-ébe integrdlodott forméban. Az episzomalis forma
altalaban a benignus elvaltozasok ¢és enyhe diszplazidk esetén figyelhetd meg. Sulyos
diszplazidk és invaziv karcindbmak esetén a virusgenom rendszerint felhasad és a gazdasejt
genomjaba integralodva fordul elé (Lowy és Howley, 2001). A virusgenom felhasadasa
altalaban az E1 és E2 fehérjét kodold régioban torténik, ami ezen szabdlyozd fehérjék
funkcidvesztéséhez és az E6/E7 onkogének kontrollalatlan expressziojahoz vezet (Baker és
mtsai., 1987; Jeon és mtsai., 1995; Schwarz €s mtsai., 1985). Az integracid helye a gazdasejt
genomjaban nem specifikus, ugyanakkor bizonyos protoonkogének (junB, c-myc) kozelébe
torténd integralddas azok fokozott expresszidjahoz vezethet (Diirst és mtsai., 1987; Lin és

mtsai., 1995).

A HPV-ok életciklusa

A HPV-ok életciklusa a hamsejtek differencialodéasaval szoros Gsszefliggésben megy
végbe. A hamszovet fizioldgids mikodése soran a bazalisan elhelyezkedd sejtek osztddasat
kovetden az egyik utddsejt a bazalis sejtrétegben marad, ahol megdrzi osztodoképességét,
biztositva ezzel a tovabbi hamsejtek képzodését, mig a masik utddsejt a hamfelszin felé
haladva differencidlodni kezd; ezen folyamat sordn génexpresszids mintazata megvaltozik,
elveszti osztodoképességét és apoptdzison megy keresztiil. A bazalis sejtek HPV virionokkal
tortend fertdzodése feltehetden a ham mikrosériilésein keresztiil torténik. A fertdzodest

kovetden a virion dekapszidalodik, a HPV DNS pedig a sejtmagba transzlokalodik, ahol
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episzomalisan, sejtenként megkozelitden 100 kopidban van jelen (Moody és Laimins, 2010).
Sejttenyészeteken végzett kisérletek alapjan megallapithatd, hogy a HPV genom episzomalis
fenntartasaban az E1, E2, E6 és E7 fehérjék egyarant szerepet jatszanak (Frattini és Laimins,
1994; Frattini és mtsai.,, 1996; Park és Androphy, 2002; Sedman és Stenlund, 1995;
Stubenrauch ¢s mtsai., 1998; Thomas ¢és mtsai.,, 1998). A fert6zédést kovetd, kis
képiaszdmban torténd genom amplifikacids szakaszt kovetben a HPV életciklusanak
ugynevezett fenntartd (maintenance) szakasza kovetkezik, ahol a virusreplikdcio a
sejtciklussal szinkron zajlik. A virusreplikdcio kulcsfontossaga 1épése a HPV genomok

utddsejtekbe torténd atjutisa, amelyet a viralis E2 fehérje biztosit (McBride és mtsai., 2006).

A papillomavirusok a produktiv virusreplikédcidhoz a gazdasejt replikdcios rendszerét
igénylik, a termindlis differenciacid soran viszont a hamsejtek kilépnek a sejtciklusbol és
befejezik az osztodasukat. A differencidlodd hamsejtek replikdciojanak fenntartdsa és
immortalizacidja az E6/E7 onkogének expresszidja kovetkeztében valosul meg (Miinger és
mtsai., 1989; 2004). A hdm magasabb rétegeiben bekovetkezik a virus késdi promoterének
aktivacidja, amely a viralis fehérjék - elsdsorban az El, E2, E1E4 és ES5 - fokozott
expresszidjat eredményezi, igy a virus kopiaszama a sejtenkénti 50-200-r6l tobb ezerre nd
(Bedell és mtsai.,, 1991; Hummel ¢és mtsai., 1992; Middleton és mtsai., 2003; Ozbun és
Meyers., 1997 és 1998; Peh és mtsai., 2002; Ruesch és Laimins, 1998). A differencialédas
soran a késoi virusfunkciok aktivalasaban az E1E4 és ES proteinek is szerepet jatszanak (Peh
¢s mtsai., 2004; Wilson és mtsai, 2005). A virusreplikacid lezarasaként a ham felsé rétegében
bekovetkezik az L1 ¢és L2 kapszidfehérjék expresszidja €és a virusgenom enkapszidacidja,
amelyet az L2 és L1 fehérjék interakcioja segit eld, amit a virus partikulumok hamfelszinen

torténd felszabadulasa kovet (Buck és mtsai., 2005).

HPYV vakcinak

A HPV fertézések megelézésére jelenleg két profilaktikus oltéanyag all a
rendelkezésre, mindkett6 HPV L1 virusszeri partikulumokat (virus-like particles; VLP)
tartalmaz. A kvadrivalens vakcina Saccharomyces cerevisiae-ben termelt HPV-6, -11, -16 és -
18, mig a bivalens oltéanyag rovarsejtekben (Trichoplusia ni HI-5) eléallitott HPV-16 és -18
VLP-t tartalmaz. Atfogé klinikai tanulmanyok adatai szerint mindkét oltéanyag hatékonynak
bizonyult a vakcina torzsek altal okozott HPV fertdzések csokkentésében és az ezekkel
Osszefiiggésbe hozhat6 elvaltozasok megeldzésében (Garland €és mtsai., 2007; Lu és mtsai.,

2011; Paavonen és mtsai., 2009). A vakcina torzsekkel szembeni immunitas iddtartamat
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jelenleg is tanulmanyozzak, az eddigi vizsgalati eredmények alapjan a neutralizalo
ellenanyagok évekig (5-6 év) biztosan kimutathatoak a komplett oltasi proceduraban
résztvevok esetén (GlaxoSmithKline Vaccine HPV-007 Study Group 2009; Romanowski,
2011; Villa és mtsai., 2006). Az oltéanyagok bizonyos védelmet jelenthetnek a nem vakcina
torzsekkel szemben is (Malagon és mtsai., 2012). A kvadrivalens oltéanyag altal indukalt
anyai ellenanyagok a placentdn atjutva hatasosak lehetnek a rekurrens léguti papillomatozis
(recurrent respiratory papillomatosis, RRP) megel6zésében (Matys és mtsai.,, 2012). A
kvadrivalens HPV vakcina RRP-ben terapias céllal torténd, sikeres felhasznalasarol is

rendelkezziink irodalmi adattal (Mudry és mtsai., 2011).

Rekurrens léguti papillomatozis

s

megbetegedés. Jollehet az RRP egy benignus elvaltozas, gyermekekben igen agressziv, €letet
veszélyeztetd korlefolyast mutathat a gyakori recidivak ¢€s aerodigesztiv terjedés

kovetkeztében (Derkay és Wiatrak, 2008).
Epidemiologia

Az RRP etiologiai agensei a HPV-ok, elsésorban a HPV-6 ¢s HPV-11, melyek a
1987; Mounts és mtsai., 1982). Az RRP gyermekekben a gége leggyakoribb benignus tumora
¢s gyermekkori rekedtség masodik leggyakoribb oka (Morgan és Zitch, 1986).

Noha az RRP egy benignus, leggyakrabban a gégét érintd elvaltozas, korlefolyasa
nehezen megjosolhatd a gyakori recidivak, aerodigesztiv terjedés €s malignus traszformacio

miatt (Steinberg és DiLorenzo, 1996).

Az RRP gyakorlatilag barmely ¢életkorban kialakulhat, a legfiatalabb RRP-vel
diagnosztizalt beteg 1 napos, mig a legidésebb 84 éves volt (Derkay CS, 1995). Koreloszlas
alapjan az RRP-nek két formaja ismert, a gyermekkorban megjelend, agresszivebb fiatalkori
RRP (juvenile-onset recurrent respiratory papillomatosis, JO-RRP), ill. a feln6ttkorban
megjelend felndttkori RRP (adult-onset recurrent respiratory papillomatosis, AO-RRP).

Jollehet agressziv RRP felndttkorban is megjelenhet, a fiatal korban diagnosztizalt
elvaltozasok altalaban agresszivebbek. A csecsemdkorban megjelend tiinetek rosszabb

progndzist jelentenek, jelentésebb morbiditassal és mortalitassal, illetve nagyobb az esetleges
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tracheosztoma alkalmazéasanak valdszintisége és az also 1éguti terjedés kockazata is (Reeves
¢s mtsai.,, 2003; Ruparelia és mtsai., 2003). Az elvaltozasok 3 éves kor elott torténd
megjelenése esetén 3,6-szor nagyobb a valdsziniisége annak, hogy évente tobb mint négy
sebészi kimetszésre van sziikség, ill. 2-szer nagyobb a valosziniisége, hogy a papillomatozis
két vagy tobb anatomiai lokalizaciora terjed ki, mint 3 éves kor utan megjelend tiinetek
esetén, tehat az elsd tlinetek megjelenése, az életkor és a betegség agresszivitasa kozott
Osszefiiggés mutathat6é ki (Derkay CS, 1995). Hasonl6 koreloszlast mutat a papillomatdzis
progresszidja is, ugyanis a fiatalabb korban megjelend elvaltozasokra inkdbb jellemz6 a
betegség progresszidja a késobb diagnosztizalt RRP-hez képest (Wiatrak és mtsai., 2004).
JO-RRP-ben az papillomatozis diagnosztizalasa az esetek 75%-aban 5 éves kor eldtt torténik

(Cohn és mtsai., 1981).

Virologiai hattér

Mar az 1990-es években leirtak, hogy az RRP etiologiai agensei a HPV-ok. A
molekularis vizsgdlatok eredményeként megallapitottdk, hogy csaknem minden 1égiti
papilloma HPV-DNS pozitiv. Az RRP-ben leggyakrabban kimutathato HPV tipusok a HPV-6
¢s HPV-11, melyek a genitalis condylomak tobb mint 90%-aban is jelen vannak. lrodalmi

adatok szerint a HPV-11 okozta fert6zés agresszivebb és nagyobb kockazatot jelent a

tracheosztoma alkalmazésara (Rimell €s mtsai., 1997; Wiatrak és mtsai., 2004 ).

Az RRP koroki hatterében feltehetéen a keratinocitak érésének gatlasa all, amely a
papillomavirusok fentebb ismertetett életciklusaval hozhatd Gsszefiiggésbe. Megjegyzendd,
hogy HPV-DNS a remisszioban 1évé RRP-s betegek nyalkahartyajaban is kimutathatd, amely

a késobbi recidivak forrasa lehet (Smith és mtsai., 1993; Steinberg, és mtsai., 1983).

Az RRP patogenezisében feltehetden fontos szerepet jatszik az ES protein, ugyanis
laryngealis papilloma sejtekben fokozott EGFR expressziot, valamint az EGFR-hez
kapcsolodo szignalutvonalak aktivaciojat irtdk le (Johnston és mtsai., 1999; Vambutas és

mtsai., 1993). Az E5 fehérje és az EGFR kozotti kapcsolat fentebb kertilt targyalésra.

Transzmisszio

Az RRP-t okoz6 papillomavirusok rezervoarja elsdsorban az anogenitélis régio, a

HPV fert6zés pedig egyike a leggyakoribb szexudlis uton terjedd virdlis fertdzéseknek.
15-49 év kozotti populacioban az Egyesiilt Allamokban (Koutsky és mtsai., 1988). Az
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Egyesiilt Kiralysagban 2005-ben a diagnosztizalt genitalis szemdlcsok szama meghaladta a
81000-et (HPA 2006). Az Amerikai Egyesiilt Allamok Betegségmegel6zési és Jarvanyiigyi
Kozpontjanak (Centers for Disease Control and Prevention, CDC) becslései szerint a
szexualisan aktiv n6k mintegy 80%-a atesik HPV fert6zésen 50 éves koraig (Centers for

Disease Control and Prevention, Sexually Transmitted Diseases Treatment Guidelines 2002).

A HPV transzmisszidja JO-RRP és AO-RRP esetén eltéré modon valosul meg. JO-
RRP esetén a HPV infekcid feltehetden sziiletéskor torténik, a magzat sziildutakon torténd
athaladasa soran. Ezt a vertikalis uton torténd fert6zodést szamos érv tdmasztja ald (1) 6 héttel
a sziiletése utan a JO-RRP-ben szenvedd gyerekek buccalis és az anyak genitalis keneteibdl
ugyanazon HPV tipusokat mutattdk ki, (2) a JO-RRP-ben szenvedd gyermekek esetén az
anyak 30-60%-anak anamnézisében szerepel genitalis condyloma (Abramson és mtsai., 1987;
Cook és mtsai., 1973; Friedricks és mtsai., 1993; Hallden és Majmudar, 1986; Quick és
mtsai., 1980).

Felvetddhet a HPV perinatélis uton torténd atvitele is (Rombaldi és mtsai., 2009).
Nagyobb a JO-RRP kialakulasanak kockazata, amennyiben a gyermek els6 gyermekként,
természetes Uton, illetve fiatalkort anyatdl sziiletik, jollehet JO-RRP csaszarmetszés esetén is

kialakulhat (Kashima és mtsai., 1992, Shah és mtsai., 1986).

Az AO-RRP estén a HPV transzmisszo feltehetden orogenitalis kontaktussal torténik,
azonban korabbi - esetleg sziiletéskor szerzett - HPV fertdz¢és aktivalédasa sem zarhatod ki
(Derkay, 2001). Az AO-RRP kialakulasa szempontjabol fokozott kockazati tényez6 a gyakori

orogenitalis kontaktus és a nagyszamu szexudlis partner (Kashima és mtsai., 1992).

Patogenezis és tiinettan

RRP esetén a papillomatozus elvaltozasok elsdsorban a felsd 1égutak tobbrétegli el
nem szarusod6 laphamja és az egyrétegli csillos hengerhamja kozotti dtmeneti zondkban
jelennek meg: a lagyszajpad nasopharyngealis felszinén, a limen vestibuli teriiletén, a
ventriculus laryngis als6 és fels0 szélén, a hangszalagok also felszinén, az epiglottis
laryngealis felszinének kozépvonalaban (Kashima és mtsai., 1993). Az als6 1égutakba torténd
sz6rodas ritka, hajlamositd tényez6i a HPV-11-es tipussal torténd fert6z0dés, a 3 éves kor

elétt megjelend tiinetek, ill. tracheosztoma alkalmazasa (Soldatski és mtsai., 2005).

Az RRP tiinetei a betegek életkoratdl és a papillomdk lokalizacidjatol fiiggenek,

AO-RRP ¢és JO-RRP esetén is azonosak, vezetd tiinete - a leggyakoribb hangszalagi
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lokalizaci6 esetén - a progressziv rekedtség, mely kiilonb6z6 mértékli diszfoniaval jarhat.
Hangszalagi lokalizacio esetén a rekedtség mar kisméretli 1€zi6 esetén is érzékelhetd. Szintén
gyakori tiinetek a beszédhang megvaltozasa, a stridor és a respiratorikus distressz. Ritkdbban
kronikus kohogés, rekurrens pneumonia, diszfagia és gombocérzés jelentkezhet (Derkay,

2001 ¢és 2008., Xue és mtsai., 2010).

A papillomak képzddése - a papillomavirusok életciklusabol adodoan - a keratinocitak
érésének ¢és differencidlodasanak gatlasaval valésul meg (Abramson és mtsai.,, 1987). Ezt
erdsiti meg a keratinocitak fiziologias érését jelzé differencialodas-specifikus markerek (pl.
keratin 13) mennyiségének csokkenése, ill. az abnormalis differencialodasra jellemz6 fehérjék

(pl. w3) szintézisének fokozodasa is (Steinberg és mtsai., 1990).

Az RRP diagnozisa szOvettani vizsgalattal torténik (Tasca és Clarke, 2006).
Korszovettani szempontbol a JO-RRP és az AO-RRP azonos, mindkettét koilocitozis és a
tobbrétegli, el nem szarusodd lapham benignus proliferacidja jellemzi, amely a
fibrovaszkularis strémaval egyiitt kesztyliujjszeri kitiirédéseket képez (Abramson as mtsai.,
1987, Gale és mtsai., 1991). A koilocitdzis mellett a fert6zott régiokban bazalis hiperplazia és
parakeratdzis lathato (Abramson és mtsai., 1987). Irodalmi adatok szerint a RRP-ben
szenvedd betegek 20%-aban figyelhetdek meg diszplazias elvaltozasok, amelynek kialakulasa
nem mutat Osszefliggést a korral, nemmel, dohényzasi szokéasokkal, ill. a sziikséges sebészi
beavatkozasok szaméval (Blumin és mtsai., 2009). Mas irodalmi adatok szerint a diszplazia
viszonylag gyakori RRP-ben, az enyhe- vagy kozepes foku diszplazia progresszidja sulyosabb

foku elvaltozassa viszont ritka (Hall és mtsai., 2011).

Az RRP korlefolyasa igen véltozatos és nehezen megjosolhatd: spontan remisszioba
keriilhet, amikor egyaltalin nincs sziiks€g vagy évente csupan néhanyszor tovabbi
beavatkozasokra, de igen agresszivvé is valhat, ami sziikségessé teszi a néhany naponta ill.
hetente torténd sebészeti kezelést, valamint tracheotomia és adjuvans terapia alkalmazésat

(Derkay és Wiatrak, 2008).

A papillomatozis extralaryngealis szoroddsa megkozelitéleg 30% gyermekek, mig
16% felndttek esetén (Schraff és mtsai., 2004). Az extralaryngealis szorodas lokalizacioja az
eléfordulds gyakorisaganak csokkend sorrendjében a szdjiireg, a 1égcsd, a bronchusok és a

nyelécso (Derkay, 1995; Kashima és mtsai., 1993; Schraff és mtsai., 2004).
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Diagnozis

Az RRP-re jellemzé nem specifikus tiinetetek kovetkeztében a mieldbbi, adekvat
kezelés szempontjabdl fontos az RRP mas, hasonldé megbetegedéstdl - asztma, akut laringitisz
¢s bronhitisz, fels6 1éguti fertézések - vald elkiilonitése (Stamataki és mtsai., 2007, Xue ¢és
mtsai., 2010). A fil-orr-gégészeti vizsgalat endoszkopiaval torténik (felndttek esetén indirekt
laringoszkopia, gyermekeknél fiberoszkopia). RRP gyantjanak megerdsitése hisztologiai
mintavétellel torténik (Derkay, 2001; Tasca ¢és mtsai., 2006). A szovettani metszeteken koros
esetben parakeratozis, koilocitézis, akantozis, ill. esetenként kiillonbozé fokt diszplazia

lathato (Xue €és mtsai., 2010).
Terapia

Jelenlegi tuddsunk szerint egyetlen olyan kezelési sem modot ismeriink, amellyel az
RRP teljes eradikacidja megvaldsithato lenne, a kezelés els@sorban sebészeti modszerekkel
torténik. A gégére, a garatra, a 1égcso felso részére, valamint az orr- és szajliregre lokalizalodod
elvaltozasok sebészi kezelésére napjainkban CO; 1ézert hasznalnak, melynek eldnye a 1éziok
minimalis vérzéssel jard eltavolitasa (Dedo és Yu, 2001; Schraff és mtsai., 2004). A CO; 1ézer
hatranyai kozott emlithetéek a 1égiti égés veszélye, ill. potencialis veszélyforras lehet a HPV
DNS megjelenése a miité légterében (Hallmo és Naess, 1991; Kashima és mtsai., 1991;
Sawchuk és mtsai.,, 1989). A CO, lézer mellett mas 1ézeres modszereket is hasznalnak a
papillomak sebészi kezelésére, mint példaul a KTP (potassium titanium phosphate) lézer

(Zeitels és mtsai., 2006a ¢és 2006b).

Az utdbbi években terjedt el a microdebrider hasznalata, amely korkords mozgést
végzd pengével és sajat szivoval rendelkezd, endoszkoposan levezetett eszkoz (Ulualp és

mtsai., 2007; Thorne és Zur, 2009)

A CO; lézerrel Osszehasonlitva a micdodebrider hasznalata esetén a hangmindség
javulasarol, rovidebb operaciés 1dordl ¢€s csekélyebb mértékii nyalkahartya-sériilésrol
szamoltak be (Pasquale és mtsai., 2003). Tekintettel arra, hogy a HPV DNS a klinikai
tiineteket nem mutatdé szovetekben is kimutathatd, a virus teljes eradikéacidja sebészeti

eszkozokkel lehetetlen (Leman és Benton, 2000; Pignatari és mtsai., 1992).

Adjuvans kezelés

Jollehet az RRP kezelésében a sebészeti beavatkozas az elsddleges, az esetek mintegy

20%-a adjuvans terapia alkalmazasat teszi sziikségessé (Schraff és mtsai., 2004). Adjuvans
24



kezelés alkalmazéasa az évenkénti magas miitéti szdm, disztalis terjedés €s a papillomak gyors
novekedése esetén meriil fel (Derkay, 1995). A kovetkezdekben az RRP adjuvans kezelésére

leggyakrabban felhasznalt kezelési modok keriilnek ismertetésre.

Interferon (IFN)

Az RRP kezelésére els6ként, széles korben alkalmazott adjuvans szer az a-interferon
volt (Healy és mtsai., 1988; Leventhal és mtsai., 1988). Az IFN-ok kiilonb6zé stimulusok,
mint példaul viralis fert6zés, hatdsara képzodnek a sejtekben, antiviralis hatasuk jol ismert
(Malmgaard, 2004; Fensterl és Sen, 2009). Papillomavirusok esetén az IFN-ok feltételezett
hatasmechanizmusa az HPV onkogének expresszidjanak gatlasa (Agarwal és mtsai., 1994;
Johnson ¢és mtsai., 1999; Thyrell és mtsai., 2005). Levinthal és munkatarsai beszdmoldja
szerint IFN kezelés hatdsara az RRP-ben szenvedd betegek kozel 40%-a részleges-, tovabbi
40%-a pedig teljes remissziodba keriilt a megfigyelési id6szak soran, mig 20%-nal az IFN
kezelés hatastalan maradt (Levinthal és mtsai.,, 1991). Az IFN kezelés jelentds akut (laz,
influenzaszer(i tiinetek, fejfajas, myalgia) és kronikus (ndvekedési zavarok, majkarosodas)
mellékhatasokkal jar, amelyek rekombinans technikaval eldallitott IFN esetén enyhébbek

(Derkay, 2001; Ingimarsson és mtsai., 1979).
Ribavirin
A ribavirin a respiratory syncitial virus (RSV) és hepatitis C fert6zések esetén hasznalt
antiviralis szer. McGlennen és munkatarsai beszamoloja szerint ribavirin kezelés hatasara a

szlikséges sebészeti beavatkozasok frekvencidja csokkent a kezelt 1éguti papillomatozisban

szenvedd betegek esetén, ennek magyardzata azonban nem ismert (McGlennen és mitsai.,

1993).

Aciklovir

Az aciklovir RRP kezelésben adjuvéns terapiaként torténd alkalmazéasardl tobb szerzo
is beszdmol (Endres €s mtsai., 1994; Kiroglu és mtsai., 1994). Az aciklovir a herpeszvirusok
virdlis timidin-kindza altal torténd foszforilaciot kovetden valik aktivva (Zerr és Frenkel,
1999). A papillomavirusok nem rendelkeznek ilyen enzimmel, ami azt a hipotézist veti fel,
hogy az aciklovir elsésorban herpeszvirusokkal torténd koinfekcio esetén hatasos (Derkay és
Wiatrak, 2008). Ilyen koinfekciokat mind JO-RRP, mind AO-RRP esetén leirtak, mi tobb,
AO-RRP esetén a herpeszvirusokkal torténd koinfekcid agresszivebb korlefolyassal hozhato

Osszefiiggésbe (Pou és mtsai., 1995; Rimell és mtsai., 1997).
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Indol-3-karbinol

Az indol-3-karbinol (I3K) nagy mennyiségben talalhato meg bizonyos
z0ldségfélékben, mint példaul a kaposzta, brokkoli vagy karfiol. Az I3K tumorellenes hatasat
az 0Osztrogén metabolizmuson keresztiil fejti ki, az Osztradiol anyagcserét annak
2-hidroxilacidjanak irdnyaba mozditva (Bradlow és mtsai., 1991). Newfield és munkatarsai a
laryngealis papillomakban az 6sztradiol fokozott 16-hidroxilacidjat mutattak ki a normal gége
izolatumokhoz képest, valamint mind 16-a-hidroxidsztron, mind pedig az G6sztradiol esetén
sejtproliferaciot serkentd hatast tapasztaltak. I3K hatasara a 2-hidroxidsztron termelddése
fokozédott a  16-a-hidroxidsztron képzddése mellett, ami antiproliferativ  hatast
eredményezett, valamint 75%-kal csokkentette a papilloma-képz6dést immunszupprimalt
egerekben (Newfield és mtsai., 1993).

Retinoidok

A retinoidok RRP-ben adjuvansként torténd felhasznalasarol egyes irodalmi adatok a
terapias sikerr6l, enyhe vagy kozepes toxicitdsrol, mig masok a retinoid kezelés
sikertelenségérdl és sulyos mellékhatdsokrol szamolnak be (Alberts és mtsai., 1986; Bell és

mtsai., 1988; Eicher és mtsai., 1994;).
Fotodinamias terapia

A fotodindmids terdpiat részletesen Shikowitz ¢€s munkatarsai tanulmanyoztak
(Shikowitz és mtsai., 1998 és 2005). A RRP fotodinamias kezelésben els6ként hasznalt anyag
a dihematoporfirin-éter volt, amely csokkentette a papillomak novekedési ratajat (Shikowitz
¢s mtsai., 1998). Egy randomizalt klinikai vizsgélat soran a fotodindmiés kezeléssel az RRP
javulasat tapasztaltak, am 3-5 év elteltével recidivakrol szamoltak be (Shikowitz és mitsai.,
2005).

Génterapia

Az RRP kezelésének egyik 1) lehetdsége a génterdpia alkalmazasa, amelynek célpontjai
RRP esetén a HPV korai géntermeékei, mint példaul az E2, ES, E6 és E7 fehérjék (Aaltonen és
mtsai., 1998; Swan €s mtsai., 1994; Vambutas ¢és mtsai., 1993; Ward és mtsai.,, 1989).
RRP-ben az epidermalis novekedési faktor (epidermal growth factor, EGF) receptoranak
(epidermal growth factor receptor, EGF-R) fokozott expressziojat, ill. a keratinocitak EGF-re
adott valaszaként a sejtek mérsékelt differencidlodasat tapasztaltak. Az EGF alkalmazéasanak

felfliggesztése a keratinocitdk differencidlodasanak inditotta el (Vambutas és mtsai., 1993).
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Az EGF-R HPV patogenizisben betoltott szerepét tdmasztja ald az a megfigyelés, hogy az
EGF receptor kindz gatlasa a HPV-16 fert6zott keratinocitdk novekedését gatolta és azok
differencialodasat inditotta el (Ben-Bassat és mtsai., 1997). Az EGF-R inhibitorok RRP-ben
torténd adjuvans felhasznaldsara eddig kevés irodalmi adat all rendelkezésre, azonban ezen
inhibitorok 0jabb eszkozt jelenthetnek az RRP ellen folytatott harc fegyvertaraban (Bostrom
¢s mtsai., 2005).

Cidofovir

A cidofovir [(S)-1-(3-hydroxy-2-phosphonylmethoxypropyl)cytosine] (CDV) az aciklikus
nukleozid foszfonatok kozé tartozd6 molekula, amely antiviralis aktivitassal rendelkezik
szamos DNS virus ellen (De Clercq, 1996). A CDV a sejtekben két egymast kovetd
foszforilalasi 1épés soran aktivalodik, aktiv metabolitja a CDV-difoszfat. Aktivaciojat
kiilonb6z6 cellularis enzimek végzik, monofoszfat formajat a
pirimidin-nukleozid-monofoszfat-kinaz, mig aktiv difoszfat metabolitjat a nukleozid-difoszfat

kinéz, piruvat-kindz és kreatin-kindz hozzak 1étre (Cihlar és mtsai., 1996).

A CDV-t kezdetben a human cytomegalovirus (HCMV) altal okozott retinitis kezelésére
hasznaltdk (Lalezari és mtsai., 1998). A CDV aktiv metabolitja a HCMV DNS polimeraz
enzimének szubsztratja és kompetitiv inhibitora, a virus replikdcidja sordn beépiil a
szintetizal6dd6 DNS szalba. Két egymast kovetd CDV molekula beépiilése a virdlis DNS
szintézisének terminacidjahoz vezet (Xiong ¢és mtsai., 1997). A CDV szelektiv viralis DNS
szintézist gatld hatdsa azon alapul, hogy viralis DNS polimerdz CDV affinitdsa a human DNS
polimerazénal joval nagyobb, igy a human DNS polimeraznal mért CDV koncentraci6 (100
pg/mL) 1/1000-e (0,1 pg/mL) mar elegendd a viralis DNS polimeraz gatldsdhoz (Neyts ¢€s
mtsai., 1990).

A herpeszvirusoktol eltéréen a papillomavirusok nem kodolnak sajat viralis DNS
polimerdzt, replikdcidjukat a gazdasejt DNS polimeraza végzi, igy a CDV HPV-fert6zott
sejtek esetén tapasztalhatd antiproliferativ hatisa alternativ hatdsmechanizmusok létezését
valosziniisiti (Andrei és mtsai., 1998). Az egyik ilyen hatismechanizmus lehet a CDV
apoptozist indukalé hatdsa HPV fert6zott sejteken, melyet szamos apoptotikus marker
megjelenése jelez: (1) a kaszpaz-3 proteaz aktivitasanak indukcidja, (2) a foszfatidil-szerin
transzlokacidja a plazmamembran kiilsé rétegébe, (3) a nuklearis matrix protein
dezintegracioja és (4) a DNS fragmentacidja (Andrei és mtsai., 2000). Mi tobb, CDV kezelés

hatasara HPV fert6zott sejtekben a p53 pRb fehérjék, valamint a p21 ciklin-dependens kinéaz
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crcr

In vivo, HeLa és SiHa sejtvonalak xenograftjaival, egereken végzett kisérletek soran
intratumor CDV kezelés hatasara szintén a pRB és p53 tumorszuppresszor fehérjék

mennyiségének novekedését és fokozott apoptozist tapasztaltak (Yang €s mtsai., 2010).

A CDV hatasmechanizmusanak egy masik lehetséges modja a HPV E6/E7 onkogének
expressziojanak transzkripcids szinten torténd csokkentése (Abdulkarim és mtsai., 2002). Mas
szerzOk ezzel ellentétes hatasrol szamoltak, miszerint a CDV fokozza mind az alacsony, mind
pedig a magas onkogén kockazati HPV tipusok E6 onkoproteinjének expresszidjat (Donne és
mtsai., 2009). In vitro, HPV-6b és HPV-16 E6 proteinjét expresszald sejtvonalak esetén a
HPV-16 E6 fehérjét expresszalo sejtvonal fokozott CDV érzékenységét tapasztaltdk a HPV-
6b E6 protein expresszald sejtekhez képest (Donne és mtsai., 2007).

A CDV elso, léguti papillomatozisban torténd, sikeres intraléziondlis alkalmazasar6l Van
Cutsem ¢és mtsai szamoltak be egy algaratra és nyeldcsore lokalizalodd papillomatdzisban
szenvedd 69 éves nébeteg esetén (Van Cutsem és mtsai., 1995). Az elmult években szamos
tanulmany latott napvildgot a CDV l1éguti papillomatdzisban adjuvansként torténd
felhasznalasarol (Chetri és Shapiro, 2003; Pransky és mtsai., 1999; Pransky és mtsail., 2000;
Snoeck ¢€s mtsai., 1998; Wilson és mtsai., 2000). Chadha és James a CDV RRP-ben torténd
adjuvans felhasznalasrol irt, 17 kozlemény 158 betegre kiterjedd adatait elemzd
osszefoglalojuk szerint a betegek 57%-a teljes, 35%-a részleges remisszioba Keriilt, 8%-uk
esetén pedig nem tapasztaltak javulast (Chadha és James, 2007). Ugyanakkor McMurray és
mtsai. kettds vak, randomizalt, placebd kontrollalt kisérlete soran nem tudtdk bizonyitani a
CDV RRP kezelésében torténd hatékonysagat, igaz tanulmanyuk kis létszamu (19 {06)
betegcsoportot foglalt magdban (McMurray és mtsai., 2008).

A CDV alkalmazasa RRP kezelésére -elsOsorban intralézionalisan torténik, bar
inhalacioval és tidé érintettség esetén szisztémasan adagolt CDV alkalmazasarol is
beszamoltak (Donne és mtsai., 2008; Ksiazek és mtsai., 2011; Van Valckenborgh €s mtsai.,

2001;).

Egy, a CDV RRP-ben torténd alkalmazéasa soran tapasztalt mellékhatasokat dsszefoglald
tanulmany csak kisebb mellékhatasokrol szdmolt be. Az dsszefoglald mintegy 31 tanulmény,
188 betege esetén tapasztalt mellékhatdsokat elemzi: 14 felnétt beteg esetén lokalis
gyulladasrol, egy 8 éves gyermek esetén intubacidt igénylé 6démarol, mig 3 beteg esetén

hangszalagi hegesedésrdl szdmol be, utobbi azonban nem feltétleniil a CDV kezelés
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kovetkezménye (Broekema ¢és Dikkers, 2008). 2011-ben a készitmény gyartdja egy
kézleményben a CDV off-label alkalmazasa soran tapasztalt mellékhatasokra hivta fel a

figyelmet (Gillen 2011).

A CDV nefrotoxikus hatasa jol ismert (Wachsman és mtsai., 1996). Naiman és mtsai.
eredményei szerint az intralézionalis CDV kezelés soran alkalmazott dézisok esetén a plazma
CDV szintje a toxikus doézis alatt van, gyermekek esetén a plazma CDV szint az
intralézionalis CDV mennyiségével dozisfiiggdé modon valtozik, mig ez felnétteknél nem
figyelheté meg (Naiman és mtsai., 2004). Ebbdl fakadoan az ajanlasok szerint intralézionalis
CDV kezelés soran az esetleges toxicitds elkeriilése érdekében az intraléziondlis CDV
mennyisége az ajanlott intravénds dozis (5 mg/kg) alatt van (Chadha és mtsai., 2007).
Intravénas CDV alkalmazasarol beszdmold kozlemények adatai szerint az Smg/mL intravénas
CDV kezelésben részesiild négy RRP-ben szenvedd beteg egyike, egy CDV és IFN
kezelésben részesiild beteg esetén tapasztaltak mellékhatdsokat (leukopenia és részleges

alopecia) (Broekema és Dikkers, 2008).

A CDV kezeléshez kothetd malignus degeneracio kérdése vitatott. Derkay kozleménye
szerint a patkanykisérletek soran a tobb kutatocsoport azt tapasztalta, hogy a CDV-vel
intravénasan vagy szubkutan kezelt néstény patkanyok esetén megnétt az adenokarcinéma,
ill. himeknél és ndstényeknél a Zymbal-mirigy (a kiilsé fiil egyik modosult faggytmirigye
ragecsalokban, karcinogenezis-tesztek indikéatora) karcinoma kialakuldsanak valdsziniisége
(Derkay, 2005.). Irodalmi adatok szerint a léguti papillomatozis CDV kezelése soran
esetenként a papillomatézis progressziv diszplaziaja- és malignus transzformacidja figyelhet6
meg (Lott és Krakovitz 2009; Werner és mtsai., 2005). Mas kozlemények adatai szerint nincs
Osszefiiggés a diszpldzia progresszidja és a CDV kezelés alkalmazasa kozott, mivel a
malignus degenaracid6 CDV-kezelt és CDV naiv betegek esetén is 2-3%, tehat a diszplazia
mértékének progresszidja és a CDV terdpia k6zott nem mutathato ki 6sszefliggés (Broekema

¢s Dikkers, 2008; Gupta €és mtsai., 2010).

A RRP CDV-vel torténd kezelésében az esetek tobb mint 40%-ban tapasztalhato részleges
vagy teljes terdpias sikertelenség oka napjainkban nem ismert. A lehetséges okok kozott
emlithetéek az egyes betegekre jellemzd egyéni faktorok, ill. a CDV kezelésre rezisztens
HPV izoldtumok jelenléte, &m ezeket a tényezOket tudomésunk szerint eddig még nem
vizsgaltak. Jollehet az irodalomban akér tobb éves nyomon kovetési idészakok sem ritkak, az

elvaltozasokban detektalhato HPV tipusok genom szintli elemzése az esetleges mutaciok,
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tobb, esetleg eltérd CDV érzékenységt, ill. eltérd agresszivitasi RRP-t okozé HPV varidns
jelenlétének, vagy 0j varidnssal torténd jrafertéz0dés lehetdségének vizsgélatira ismereteink

szerint eddig még nem keriilt sor.
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Munkank soran az alabbi célokat tuztiuk ki:

1. Az altalunk vizsgalt, léguti papillomatdzisbdl szarmazdé HPV-11 szekvencidk
filogenetikai vizsgalata a Génbankban rendelkezésre allo, léguti- és anogenitalis
régiokbol szarmazoé HPV-11 szekvenciak bevonésaval.

2. A kiilonb6zo agresszivitasu léguti papillomatdzus elvaltozadsok virusgenetikai
hatterének vizsgalata.

3. A virologiai szempontbol sikertelen cidofovir kezelés virusgenetikai hatterének
vizsgalata rekurrens léguti papillomatdzisban.

4. A cidofovir kezelés soran bekovetkezd esetleges virusszekvencia valtozasok
nyomonkdvetése, a virusgenom stabilitasanak tanulmanyozasa a 7 évet (1999-2006)

feloleld vizsgalati periodus soran rekurrens 1éguti papillomatozisban.
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ANYAGOK ES MODSZEREK

Betegek

Munkénk sordn hat, kiilonb6zd agresszivitdisi RRP-ben szenvedd beteg mintait
dolgoztuk fel (3. tabldazat). Az RRP diagnosztizalasa minden beteg esetén 18 éves kor elott
tortént, tehat valamennyi altalunk vizsgalt szekvenciat juvenilis papillomatozisnak tekintettiik.
Malignus degeneraciot egyetlen betegnél sem tapasztaltak, CDV kezelésben egyetlen beteg

(6. beteg, nagyon agressziv papillomatdzis) részesiilt.

A CDV terdpiaban részesiilt beteg (6. beteg) kezelése Chetri protokoljanak
modositasaval tortént (Chetri és mtsai., 2003). A beteg az intralezionalis injekciokat a 0, 2, 4,
8, 12, 16, 24, 42 ¢és 55. hétre kapta. A kétgdcu elvaltozas (gége és lagyszdjpad) kezelése soran
a CDV a lagyszajpadi lokalizacio esetén 5 mg/mL, a gége esetén pedig 10 mg/mL
koncentracioban kertiilt alkalmazasra. Egy kezelés soran a beteg 1 mg/ttkg 6sszdozist kapott.
A CDV hatasanak viroldgiai vizsgéalatdhoz a kezelés megkezdése eldtt 190, 165, 131, 53 és 41
héttel vett szovetmintak szolgaltak (Major és mtsai., 2008). A papillomatozis kiterjedésének
jellemzése a Derkay-skala alapjan tortént, ahol a papillomatozis sulyossagat PSS (papilloma
severity score) értékekben adjak meg (Chetri és mtsai., 2003). A terapia sikerének kovetésére

az eredeti skala modositott valtozata szerint tortént (Major és mtsai., 2008).

3. tablazat: Az értekezésben vizsgalt betegek adatai.

Beteg Az RRP Lokalizacio Sebészi Tracheosztoma Extra- Adjuvans
(Génbank diagnozis ideje beavatkozasok alkalmazasa laryngealis kezelés
azonosito) (életkor) szdma szorodas
1. beteg 12 év gége 1 Nem Nem nem
(JO-RRP_3)
2. beteg 23 hénap gége 1 igen Nem nem
(JO-RRP_5)
3. beteg 26 hénap gége 9 igen nem IFN
(JO_RRP_1)
4. beteg 6 év gége 6 nem nem IFN
(JO-RRP_4)
5. beteg 38 hénap gége, garat, 30 igen igen IFN
(JO-RRP_2) arciireg,

orriireg,

hallojarat
6. beteg 18 honap gége, 33 igen igen IFN, CDV
(JO-RRP_6) lagyszajpad

IFN: interferon; CDV: cidofovir
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Az egyes szekvencidk nem-, kdzepesen- €s nagyon agressziv katagoridkban torténd
besoroldsa az extralaryngedlis szorddas jelenléte, annak mértéke és a sziikséges sebészi
beavatkozasok szamanak alapjan tortént. A fenti kritériumok alapjan az 1. és 2., szoliter
papillomaval rendelkezé beteget a nem agressziv, a 3. as 4. beteget a kozepesen agressziv,

mig az 5. és 6. beteget a nagyon agressziv kategoriakba soroltuk.

A kisérletes munka sordn felhaszndlt vegyszerek, reagensek, pufferek

Vegyszerek

A munkank soran felhasznalt vegyszerek és tapfolyadékok tobbségét a Sigma-Aldrich
(St. Louis, MO, USA) cégtdl szereztiik be. A kovetkezéekben az ettdl eltérd forrasok keriilnek

megnevezesre:

Applied Biosystems (Foster City, CA, USA): GeneAmp High Fidelity PCR System, ABI 3100
BigDye terminator v3.1 Cycle kit

Bioline (London, Egyesiilt Kirdlysag): Velocity DNA Polymerase

Fermentas (Vilnius, Litvania): Alul, Bsh1236l, Dpnl, Ndel, Sspl, Rsal, Trul restrikcios

endonukleazok

Invitrogen (Gaithersburg, MD, USA): AmpliTaq Gold, Lipofectamine 2000, 100x Penicillin-
Streptomycin-Glutamine

Promega (Madison, WI, USA): GoTaq DNA polymerase, Dral, Sspl, Haelll, BamHI, Kpnl
restrikcios endonukledzok, T4 DNS ligdz, Wizard Plus Midipreps DNA Purification System,

Reporter Lysis Buffer, Luciferase Assay System
Qiagen (Hilden, Németorszag): QIAquick Gel Extraction Kit.

Pufferek

TNE-puffer: 20mM Tris, 200mM NaCl, ImM EDTA, pH 7,5
TE puffer 10 mM Tris-Cl, 1 mM EDTA, pH 7,5

TSS puffer: 10 % PEG, 5 % DMSO, 20 mM Mg2+ (20 mM MgCl, + 10 mM MgSO,) LB
médiumban, pH 6,5
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Tapoldatok

LB (Luria-Bertani) médium: 10 g/L baktotripton, 5 g/L éleszt6kivonat, 10 g/L NaCl, pH 7,0
LB-agar: 10 g/L baktotripton, 5 g/L élesztdkivonat, 10 g/L NaCl, 2% agar, pH 7,0
Ampicillines LB: 100 pg/mL ampicillin tartalmi LB medium

Ampicillines LB-agar: 100 pg/mL ampicillin tartalma LB-agar

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM)

Modszerek

DNS izoldlas, a DNS integritisanak ellenodrzése

A kontamindci6 elkeriilése érdekében mindvégig kovettiik a DNS kinyerésére
vonatkoz6 laboratoriumi eldirasokat. Egy-egy nukleinsav izolalds soran a frissen fagyasztott, -
70°C-on tarolt minta megkdzelitden 2x2x2 mm-es darabjait haszndltuk fel. Amennyiben a
biopszia mérete megengedte, a DNS izolalds a minta kiilonboz6 teriileteirdl lemetszett
szovetdarabokbol tortént. A szovetdarabokat folyékony nitrogénben elporitottuk, 2 mL
RNazt, 100 pL 10% SDS-t és 40 pL 10 mg/mL koncentracidji proteinaz K-t mértiink, majd
az Osszeforgatott elegyet 50°C-on inkubaltuk 3 o6rdn at. A DNS izolalast minden esetben
fenol-kloroform-izoamilalkohol 25:24:1 aranyu keverékével végeztik a kovetkezoek szerint:
a proteindz/RNaz kezelést kovetéen a mintakhoz 3 mL fenol-kloroform-izoamilalkohol
25:24:1 aranya keverékét adtuk, majd kirdzast kovetéen 5000 g-n, 4°C-on, 10 percen &t
centrifugaltuk. Centrifugdlds utan a felsd, vizes fazist 0j centrifugacsdbe pipettdztuk, majd
ujra elvégeztik a fenolos extrakciot. A felsd, vizes fazis tisztitdsat a fenolos lépéshez
hasonléan kloroform-izoamilalkohol 24:1 aranya keverékével is elvégeztiik, majd a vizes
fazishoz 200 pL 2,5 M-0s Na-acetat oldatot és 5 mL 96 %-0s etanolt adtunk, majd -20°C-on
éjszakan 4t torténd inkubalast kovetden 5000 g-n, 4°C-on, 30 percen at centrifugaltuk.
Centrifugélas utan a csapadékot 70%-os etanollal mostuk ¢€s tjra elvégeztiik a centrifugalasi
1épést. Az iiledék szaritasat kovetéen a DNS pelletet TE pufferben oldottuk vissza, majd révid
1don beliil felhasznaltuk. A DNS mintat felhasznalasig 4°C-on, hosszabb ideig torténd tarolas

esetén -20°C-on taroltuk.
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A DNS mintak abszorbanciajat 260 és 280 nm-en TE pufferrel szemben mértiik. A

s

260 nm-en mért fényelnyelésébdl hataroztuk meg.

A DNS integritasanak ellendrzését a human B-globin gén polimerdz lancreakcidval
(polymerase chain reaction, PCR) torténd felszaporitasaval végeztik a PCO3 (5°-
ACACAACTGTGTTCACTAGC-3") ¢és PCO4 (5-CAACTTCATCCACGTTCACC-3’)

primerek segitségével (Saiki és mtsai., 1985).

A PB-globin PCR sordn a reakciokdzeg Osszetétele és az egyes komponensek
végkoncentracidja a kovetkezd volt: 1x enzimspecifikus PCR puffer + MgCl, (1,5 mM
MgCl,), 200-200 uM dNTP, 0,5-0,5 uM PCO3/PCO4 primer, 0,5 U GoTaq DNS polimeraz
¢s 300-500 ng DNS templat 25 pL végtérfogatban.

Az amplifikacioé soran az alabbi hémérsékleti profilt hasznaltuk:

Lépés Homérséklet Id6

1. 94°C 2 perc
2 94°C 1 perc
3. 55°C 1,5 perc
4 72°C 1,5 perc

2-4. 1épés ismétlése 30 cikluson at

5. 72°C 4 perc

HPV DNS kimutatds és HPV tipizalas

A HPV DNS kimutataisa MY/GP nested PCR-rel tortént. Az MYO09 (5°-
CGTCCMARRGGAWACTGATC-3’) ¢s MY11 (5-GCMCAGGGWCATAAYAATGG-3’)
hosszusagu szakasza szaporithato fel (Hildesheim és mtsai., 1994; Manos és mtsai., 1989). A
reakcioelegy Osszetétele a kovetkezd volt: 1x PCR puffer + MgCl, (1,5 mM MgCl,), 200-200
uM dNTP, 0,5-0,5 uM MY09/MY11 primer, 0,5 U GoTaq DNS polimerdz és 300-500 ng
DNS templat 25 pL végtérfogatban. Az MY09/MY 11 PCR soran a kdvetkezd homérsékleti
profilt alkalmaztuk:
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Lépés  Homérséklet 1d6

1. 95°C 2 perc

2. 96°C 20 masodperc
3. 50°C 5 masodperc
4, 52°C 15 masodperc
5. 72°C 1,5 perc

2-5. 1épés ismétlése 40 cikluson at
6. 72°C 2 perc

A GP5+ (5-TTTGTTACTGTGGTAGATACTAC-3’) ¢és  GP6+  (5°-
GAAAAATAAACTGTAAATCATATCC-3’) primerekkel egy 145 bp hosszasagih HPV DNS
szakasz szaporithatd fel, amely az MYO09/MY11l primerekkel amplifikdlt termékre
lokalizalodik (de Roda Husman €s mtsai., 1995). A reakcioelegy Osszetétele 1x PCR puffer +
MgCl; (1,5 mM MgCly), 200-200 pM dNTP, 0,5-0,5 uM GP5+/GP6+ primer, 0,5 U GoTaq
DNS polimeraz ¢és 2 uL amplimer az MY09/MY 11 PCR elegyébdl 25 uL végtérfogatban. A
GP5+/GP6+ PCR soréan az alabbi hdmérsékleti profilt hasznaltuk:

Lépés  Homérséklet Id6

1. 94°C 2 perc
2 94°C 1 perc
3. 50°C 1 perc
4 72°C 1,5 perc

2-4. 1épés ismétlése 35 cikluson at
5. 72°C 4 perc
A HPV tipizalas az MY/GP nested PCR eredményeként kapott 145 bp hosszusagu
amplimer Rsal/Trul restrikcids enzimekkel torténd hasitassal végeztiik 37°C-on, 6 Oran at. A
restrikcios hasitds eredményeként kapott fragmenteket 3%-0s etidium-bromiddal festett
agaroz gélen 110 V végfesziiltségen elektroforetizaltuk 60 percen at, majd UV fényben
értekeltiik.

HPV-11 szekvenciak genomi régioinak amplifikdacioja

A B-globin és az MY/GP kivételével az esetleges amplifikacid hibak kikiiszobolése

érdekében 3’-5° exonukledz (proofreading) aktivitdssal is rendelkezd, nagy érzékenységii
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polimeraz rendszert hasznaltuk (GeneAmp High Fidelity PCR System). Valamennyi reakciot
50 ul végtérfogatban végeztiink a gyartd utasitasai szerint a kovetkezd reakcidelegyben: 300-
500 ng templat DNS, 0,3 mM szenz és antiszenz primereket, 200-200 uM dNTP-t, 1x gyari
Osszeallitasa enzimspecifikus puffer (1,5 mM MgCl,), valamint 25 U DNS polimerazt
(GeneAmp High Fidelity Enzyme Mix) 50 uL végtérfogatban.

Az egyes HPV genomi régiok amplifikacidja soran az anneldcios homérséklet (Ta)

kivételével ugyanazt a hdmérsékleti profilt hasznaltuk, amely a kdvetkezd volt:

Lépés  Homérséklet Id6

1. 95°C 5 perc

2 95°C 40 sec

3. Ta* °C 1 perc

4 72°C 1 perc/kilobazis

2-4. 1épés ismétlése 35 cikluson at

5. 72°C 5 perc

Az egyes primer parok esetén hasznalt annelacios homérsékleteket, a primerek lokalizaciojat

¢s az egyes amplimerek méretét a 4. tablazat foglalja dssze.

4. tablazat: Az egyes genomi régiok amplifikdcioja és szekvendldasa soran hasznalt primerek
adatai.

) Annelacios Amplimer
ORF | Primer Genomi lokalizacio Primer szekvencia (5°-3°)
hOomérséklet mérete
E6 E6 S 86-106 tagcagacgaggcattat
geagacgads % 60°C 447 bp
E6 AS 513-533 (C) gcatgttgtccagcagtgta
E7 E7S 514-534 tacactgctggacaacatgc
50°C 328 bp
E7 AS 822-842 (C) tegtecgecatcecttgttat
El E1A S1 824-844 taacaaggatggcggacgat
99a799eg9acg 50°C 545 bp
E1A AS1 1349-1369 (C) ccgcctctctatgttccacc
E1A S2 1329-1349 agggacatagagggtga
gaggg gagggtgagg 50°C 550 bp
E1A AS2 1859-1879 (C) tatgttcaataacggtctgg
E1B S1 1861-1881 cagaccgttattgaacatag
50°C 566 bp
E1B AS1 2407-2427 (C) atatgtccaacatggttgtg
E1B S2 2361-2381 ctacagccactaacggat
g J 99419 50°C 410 bp
E1B AS2 2751-2771 (C) ctaacaactgatcctggcac
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E2 E2 S1 2717-2737 aggaagatggaagcaatagc
50°C 608 bp
E2 AS1 3305-3325 (C) gctagatacagatgcaggag
E2 S2 3275-3295 gaagtatgttatggcagcac
50°C 603 bp
E2 AS2 3858-3878 (C) acctccatacacgtatgtta
E5 E5S 3730-3750 tagcagtgaggaacaacgtc
50°C 765 bp
E5 AS 4475-4495 (C) gacatgtaccagtggccttg
LiL2 | pr-Al 4445-4465 gtgcgtcagccacacaacta 895 b
Pr-B? 4813-4833 tctgaatcgactacacctge 57°C 57 bp
p
Pr-C* 5320-5340 (C) actgcgtgtgtacatggacc
Pr-D* 5218-5238 cacaatgcacctgatgaagc 618 b
Pr-E° 5816-5836 (C) ggcaacaaccttggatacag 57°C 899 bp
P
Pr-F® 6097-6117 (C) ccactaacaccaacgcctaa
Pr-G’ 5981-6001 aaggtagtgttgccagatcc 394
Pr-H® 6355-6375 (C) ggacatggttgatacaggct 57°C 1058 bp
p
Pr-1° 7019-7039 (C) ggtaatggcctgtgactgta
Pr-J 6909-6929 ctgcagaagtcatggcctat
56°C 391 bp
Pr-H 7280-7300 (C) acacaacacactgacacaca
LCR | LCRS1 7192-7212 gtctgctcgtacaggtataa
50°C 477 bp
LCR AS1 7649-7669 (C) cacacaacatatgggattag
LCR S2 7605-7625 gcccttacatacacttacct
50°C 457 bp
LCR AS2 140-160 (C) aacgtcttgcacaactggtc

LCR long control region; E early; L late; S szenz; AS antiszenz; C komplementer szal; bp

bazispar
Egyszalu konformdcios polimorfizmus (single strand conformational polymorphism, SSCP)
analizis

A tobb HPV-11 varianssal torténd fert6z0dés vizsgalatara elvégeztik az egyes
elvaltozasokbol szarmazdé HPV-11 szekvencidk El1, E2, E6, E7 és LCR régidinak SSCP
analizisét. Az SSCP vizsgéalatot megelézden az egyes amplimereket kiilonbozd restrikcios
enzimekkel emésztettilk, majd a hasitds eredményességét 3%-os agar6z gélen torténd
elektroforézissel (90 perc, 100 V) ellendriztiik. Az egyes amplimerek hasitdsdhoz hasznalt
restrikcios enzimeket és a kapott fragment méreteket az 5. tablazat foglalja 6ssze. A
restrikcids emésztés soran a gyartd altal ajanlott puffereket és emésztési koriilményeket
alkalmaztuk. A reakcioelegyek a kovetkezd Osszetevoket tartalmaztak 30 pL végtérfogatban:
1x enzimspecifikus puffer, 10 U restrikciés endonukleaz az Ndel, Sspl, Bsh1236I és Dral

enzimekkel torténd hasitas esetén, valamint az adott genomi regié PCR termékének 15 pL-ét.
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Az E1A regi6o Alul+Sspl hasitasa esetén az emésztési kozeg 7,5-7,5 U endonukleazt, 1x
Tango puffert (Fermentas) ¢s az E1A regid amplimerének 15 pL-ét, mig az E1B ORF
Haelll+Sspl hasitasa esetén 7,5-7,5 U endonukledzt, 1x Multi core puffert (Promega) és az
E1B regio amplimerének 15 plL-ét tartalmazta. A hasitast minden esetben 37°C-on, 6 6ran at

végeztik.

5. tablazat: Az egyes HPV-11 genomi régiok SSCP analizise sordn vizsgalt fragmentek.

HPV-11 Amplimer lokalizacidja a genomban

régio (nukleotid pozicid) Restrikcios enzim Fragment méret (bp)
E6 86-533 Ndel 149, 117, 181

E7 514-842 Sspl 277,51

E1A 824-1879 Alul+Sspl 301, 135, 155, 464
E1B 1861-2771 Haelll+Sspl 143, 205, 260, 302
E2 2717-3878 Dral 121, 150, 162, 333, 395
LCR 7192-160 Bsh1236l 321,211, 367

LCR long control region; E early; L late; bp bazispar

A hasitasi termékek 3 pL-ét 0,04% bromfenolkéket és 0,05% xilén-cianolt tartalmazo,
95%-0s formamidban tizszeresre higitottuk, majd 95°C-on 5 percen 4t denaturdltuk. A
denaturacios 1épést kovetéen a mintdkat azonnal jégre tettilk. Az elektroforézist 15%-0S
poliakrilamid gélen végeztiik 5°C-on, 250 V fesziiltségen 5 oran 4t, majd a gél eziistfestését
kovetden értékeltiik. Az eziistfestés elsd 1épéseként a gélt ecetsavas fixaloban (10% etanol,
0,5% ecetsav) 2x5 percig razatva aztattuk, majd 5 percig 0,1%-0s AgNOs; oldatban, ezt
kovetden 5 percig eldhivoban (1,5% NaOH oldat), majd 0,1% formaldehidet tartalmazé

el6hivoban razattuk, majd a gélt normal fényben értékeltiik.

Szekvendlas

Az egyes genomi régiok amplifikacidja soran kapott PCR termékeket 1%-os agar6z
gélen elektroforetizaltuk (100 V, 60 perc), majd a megfelel6 amplimereket a gélbdl kivagtuk
és QIAquick Gel Extraction Kit segitségével a gyartd utasitdsai szerint tisztitottuk. Minden
egyes genomi régio szekvencia-analizisét legalabb két, fiiggetlen PCR reakciobol szarmazo
amplimeren elvégeztiikk. Az egyes amplimereket mindkét iranybol, tehat a szenz €s antiszenz
primer irdnyabdl is szekvenaltattuk. A szekvendlasi reakciok ABI 3100 BigDye terminator
v3.1 Cycle kit segitségével, ABI 3100 Genetic Analyzer-en, a BIOMI Kft-nél (G6dollo,

Magyarorszag) keriiltek elvégzésre. A szekvencia adatok elemzése és azok Osszevetése
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egymadssal, ill. a szekvencia adatbazisokban talalhatdé adatokkal CLC Gene Workbench 4.0
(CLC Bio, Aarhus, Denmark) szoftverrel tortént.

A CDV kezelésben részesiilé beteg 24 sorozatmintaja koziil teljes genom analizisre ot
minta keriilt kivalasztasra: egy, a CDV ¢és IFN kezelés el6tti laryngedlis minta (1. minta,
1999.), egy-egy laryngealis (2. minta, 2005.) és lagyszajpadi 1éziobol (3. minta, 2005.)
szarmazo6 szekvencia a CDV kezelésre jol reagalo terapias szakaszbol, ill. egy-egy laryngealis
(4. minta, 2006.) és lagyszajpadi 1éziobol (5. minta, 2006.) szarmaz6é minta a kezelés
viroldgiai szempontbdl sikertelen szakaszabol.

Metilacios analizis

A virdlis transzkripcid szabalyozasdban szerepet jatszo E2 fehérje kotohelyek
metilaltsaganak mértékét biszulfit-modifikaciot kdvetéen szekvenalassal hataroztuk meg. A
metilacios analizist a CDV kezelésen atesett betegbdl szarmazo 6t szekvencian végeztiik el.
DNS felhasznalasval (Kalantari és mtsai., 2004). A modifikalt DNS meghatarozott régioit
metilacio-specifikus PCR-rel, AmpliTaq Gold DNA Polymerase enzim segitségével
amplifikaltuk, 500 ng templat DNS-t, 0,3 mM szenz és antiszenz primereket, 200-200 uM
dNTP-t, 1x gyari Osszeallitasu enzimspecifikus puffert (1,5 mM MgCly), valamint 1,25 U
DNS polimerazt tartalmazo, 50 pL végtérfogatu reakciokdzegben. A biszulfit modifikalt
mintak amplifikacidja sordn hasznalt primerek adatait az 6. tdblazat foglalja Ossze. A
szekvenalasi reakciok kivitelezése és a szekvencia adatok elemzése a fentebb ismertetett

modon tortént. Az amplifikacio soran a kdvetkezd hdmérsékleti profilt hasznaltuk:

Lépés  Homérseklet 1d6

1. 95°C 5 perc
2 95°C 40 sec
3. 50°C 1 perc
4 72°C 1 perc

2-4. 1épés ismétlése 35 cikluson at

5. 72°C 5 perc
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6. tablazat: A metilacios analizis soran felhasznalt primerek adatai

) Genomi Annelacids Amplimer
Primer Primer szekvencia (5°-3”)
lokalizacio hémérséklet (°C) mérete

Modl1 S 7402-7422 tttgtgtgtttagtgtgtgt

50 408 bp
Modl AS 7785-7801 (C) aaccaaaaatacttttaacctttaa
Mod2 S 7759-7784 cggtttgtataatgttgtggattgt

50 408 bp
Mod2 AS 88-110 (C) actttccataatacctcatcta

E early; L late; S szenz; AS antiszenz; C komplementer szal; bp bazispar

Plazmidok

Az egyes HPV-11 szekvencidk LCR-ének transzaktivald hatdsdnak vizsgalatdhoz az
egyes szekvencidk LCR-ét pALuc reporter vektorba klonoztuk. A referencia adatbazisban
talalhato HPV-11 (Génbank azonositdo: M14119) szekvencia alapjan tervezett BamHlI
(5’-CCGGGATCCGTAAGTTTTTATTGCAAAGT-3’; nukleotid pozicio 7155-7175) és
Kpnl (5’-GCCGGTACCAAAGATTAAACGTCTTGCAC-3’; nukleotid pozicio 168-148)
hasitasi helyeket tartalmazo, a teljes LCR-t magaban foglalo pALuc reporter konstruktokat
hoztunk Iétre. A klonozasra keriild amplimert a fenti primerek segitségével GeneAmp High
Fidelity PCR System-mel allitottuk eld. A reakcidelegy a kovetkezd dsszetevoket tartalmazta:
300-500 ng templat DNS, 0,3 mM szenz és antiszenz primerek, 200-200 uM dNTP, 1x gyari
Osszeallitast enzimspecifikus puffer (1,5 mM MgCl,), valamint 2,5 U DNS polimeraz
(GeneAmp High Fidelity Enzyme Mix) 50 pL végtérfogatban. Az amplifikacid soran hasznalt

hémérsékleti profil a kovetkezo volt:

Hoémérseklet Id6
Lépés
1. 95°C 5 perc
2 94°C 30 sec
3. 50°C 1 perc
4 72°C 1 perc
2-4. Iépés ismétlése 40 cikluson at
5. 72°C 10 perc
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Az amplimereket 1%-os agar6z gélen elektroforetizaltuk (100 V, 1 ora), a gélbdl
kivagtuk, Qiaquick Gel Extraction Kit segitségével a gyartd utasitasai szerint tisztitottuk,
majd mind a tisztitott amplimert, mind a pALuc vektort Kpnl és BamHI enzimekkel
hasitottuk. A restrikcids hasitds soran a 30 pL végtérfogati emésztési elegy az alabbi
OsszetevOoket tartalmazta: 1x Multi core puffert, 10-10 U BamHI és Kpnl restrikcios
endonukledzt, illetve az amplimer hasitdsa soran 15 pL tisztitott PCR terméket, a vektor
emésztése esetén pedig 3 pg pALuc vektort. A reakcidelegyet 37°C-on, 6 6ran at inkubaltuk,
agaroz gélen ujra elektroforetizaltuk és Qiagen Gel Extraction Kit-tel tisztitottuk, majd az
amplimereket a hasitott pALuc vektorba klénoztuk Promega T4 DNS ligaz segitségével. A
ligalasi elegy 1x ligaz puffert, 30 ng hasitott vektor DNS-t, 60 ng hasitott inzert DNS-t és 1 U
T4 DNS ligazt tartalmazott. A ligalast egy éjszakéan at 4°C-on végeztiik.

A ligalast kovetden a plazmidokat kompetens Escherichia coli (E. coli) XL-1 sejtekbe
transzformaltuk. A kompetens baktériumok eldallitdsa és transzformalasa soran a Chung és
mtsai. altal kidolgozott mddszert vettiik alapul (Chung és mtsai., 1989). A kompetens sejtek
készitésénél LB-agarra szélesztett E. coli XL-1 izolalt telepébdl indultunk ki, amelyb6l 3 mL
LB médiumban egy éjszakan at inkubalt tenyészetet készitettiink (37°C, 250 rpm). Masnap
ebbdl 500 pL-t 100 mL LB mediumba oltottunk és 3 dran 4t inkubdltuk (37°C, 250 rpm),
majd 3000 g-n, 4°C-on, 10 percen at centrifugaltuk. A feliiluszé6 maradéktalan ledntése utan a
sejteket 10 mL jéghideg TSS pufferben szuszpendaltuk és jégen 20 percig inkubaltuk. A
kompetens E. coli XL-1 sejteket 6 honapon beliil felhasznaltuk, addig -70°C-on TSS
pufferben taroltuk.

A transzformalas soran 100 puL kompetens baktériumhoz 10 pL ligalt plazmidot
adtunk és 20 percig jégen inkubaltuk, majd ezt kdvetéen 900 pL TSS-gliik6z (20 mM gliikoz
TSS pufferben) oldatot adtunk a sejtekhez és 37°C-on, 450 rpm razatds mellett 1 Oran &t
inkubaltuk. Inkubalas utan a sejteket 7000 g-n, szobahdn 30 masodpercig centrifugaltuk, 850
pL folyadékot leszivtunk, majd a maradék kb. 100-150 pL folyadékban a sejteket dvatosan
felszuszpendaltuk és 100 pg/mL koncentracioban ampicillint tartalmazé LB-agarra
szélesztettiik, amit 37°C-on 16 6ran 4t inkubaltunk. Az inkubdalast kovetden izolalt telepekbol
elétenyészetet készitettiink egy-egy izolalt telep 3 mL ampicillines LB-ben (100 pg/mL
ampicillin végkoncentracio) éjszakan at, 37°C-on, 250 rpm-en torténd razatasaval. A
transzforméansokat BamHI/Kpnl enzimekkel torténd hasitassal ellendriztiik, majd az inzertet
tartalmazé a transzformansokat 100 mL ampicillines LB-ben éjszakan at, 37°C-on, 250 rpm-

en torténd razatassal szaporitottuk fel,. A plazmid DNS-t Wizard Plus Midipreps DNA
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Purification System segitségével tisztitottuk a gyart6 utasitasai szerint. Az inzertek nukleotid
sorrendjét mind a klonozas eldtt, mind pedig a plazmid tisztitast kovetden szekvenalassal

ellendriztik.

Irdanyitott mutagenezis

Az egyes HPV-11 szekvencidk LCR-ében detektalt mutaciok (A7413C, C7479T, 7509
T delécio, T7546C, 7584 C inzercid, T7904A) hatasat a szabalyozd régid transzaktivacios
képességére iradnyitott mutagenezissel vizsgaltuk, melynek sordn az egyes mutacidkat a
referencia HPV-11 genom (M14119) teljes hosszisaga LCR-ét tartalmazé pHPV-11-LCR-
pALuc plazmid konstruktba épitettiik be. Az egyes reakcidk soran templatként 15 ng plazmid
DNS-t hasznaltunk. A mutans plazmidok szintéziséhez Velocity DNS Polimerazt hasznaltunk.
Az egyes reakciok 0,4-0,4 M szenz és antiszenz primert (7. tdblazat), 1x gyari 6sszeallitasq,
enzimspecifikus puffert, 250-250 uM dNTP-t, 3% DMSO- t, 1 U DNS polimerazt, valamint
15 ng templat DNS- t tartalmazott. Az amplifikacios 1épés soran az alabbi hdmérsékleti profilt

hasznaltuk:

Homérséklet 1d6
Lépés
1. 98°C 3 perc
2. 98°C 30 sec
3. Ta* 40 sec
4. 72°C 3 perc
2-4. 1épés ismétlése 20 cikluson at
5. 72°C 7 perc

* Az egyes primer parok esetén hasznalt annelacios hdmérsékleteket az 7. tabldzat mutatja.

7. tablazat: Az iranyitott mutagenezis sordn felhasznalt primerek adatai.

Mutacid Primer Primer szekvencia (5°-3”) Annelécios homérséklet (°C)
7413 (S tatgtttgtgtgtttcgtgtgtgtatatattt
ATA13C ©) gtatgtttgtgtgtitcgtgtgty 9 61
7413 (AS) caaatatatacacacacgaaacacacaaacatac
7479 (S caattattatgtgtgttctgttacacccagt
C7479T ®) e 99 64
7479 (AS) cactgggtgtaacagaacacacataataattg
7509 T 7509 (S) ctaagttgtgtttgcacgcgecegtttg

68

delécid 7509 (AS) caaacggcgcgtgcaaacacaacttag
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7546 (S) gccttcatattatattatacatatttgtaatatacc
T7546C 58
7546 (AS) ggtatattacaaatatgtataatataatatgaaggc

7584 C 7584 (S) gttaccccccccccacttgcaaccg 68
inzercid 7584 (AS) gcaaccgaaaacggt tgcaagtggggag

7904 (S caaccggtttcggtaacccacaccctac
T7904A ®) JgHieag 67

7904 (AS) gtagggtgtgggttaccgaaaccggttg

Az amplifikéciot kovetden a termékeket 20 U Dpnl enzimmel, 37°C-on, 16 6ran at
emésztettilk, majd a fent emlitett modszerrel E. coli XL-1-be transzformaltuk. Az egyes

konstruktokat szekvenalassal ellendriztiik, majd HEp-2 sejtekbe transzfektaltuk.

Sejtkulturdk, tranziens transzfekcio és luciferaz teszt

Kisérleteinket HPV pozitiv HEp-2 (ATCC azonosito: CCL-23) sejteken végeztiik. A
sejteket 10% magzati borjusavot (fetal calf serum, FCS), 2 mM glutamint és antibiotikumokat
(100 U/mL penicillin és 100 U/mL streptomycin) tartalmaz6 DMEM (Dulbecco's Modified
Eagle’s Medium) médiumban, 37°C-on, 5% CO, tenzid mellett termosztatban tartottuk fenn.
A HEp-2 sejtek tranziens transzfekcidja Lipofectamine 2000 reagenssel tortént. A
transzfekci6 soran 2 pg pALuc reporter vektort és a transzfekcid hatékonysaganak
vizsgalatara 1 pg pRSV-B-Gal plazmidot hasznaltunk. 48 oraval a transzfekciot kdvetden a
sejteket Reporter Lysis Buffer-rel és fagyasztas-olvasztassal lizaltuk, majd a sejt-extraktumok
luciferdz aktivitasat Luciferase Assay System segitségével luminométeren hataroztuk meg a
gyartd utasitisai szerint. A luciferaz teszt standardizalasahoz [-galaktozidaz tesztet
hasznaltunk. A B-galaktozidaz teszt soran a sejtek altal kifejezett, pRSV-B-Gal plazmidon
hordozott B-galaktozidaz enzim aktivitdsat 405 és 620 nm-en fotométerrel hataroztuk meg,
szubsztratként 1 mg/mL ONPG-t (ortho-nitrofenil-B-galaktozid) hasznalva. Minden
transzfekcids kisérletet legalabb harom fiiggetlen ismétlésben végeztiink el. A luciferaz
aktivitasok Osszehasonlitdsa soran T-probat hasznaltunk az SPSS 15.0 for Windows program

(SPSS, Chicago, IL, USA) segitségével.

Szekvencia analizis

A szekvenalasi eredmények alapjan kapott szekvencia adatokat €s a mutdciok
lokalizaciojat a Génbankban szerepld, Gissmann ¢és mitsai. altal fokozottan agressziv
papillomat6zisbol izoladlt (1982), Dartmann és mtsai. altal szekvenalt (1986) M14119

azonositd szamon szerepld HPV-11 protipushoz viszonyitva adtuk meg (Dartmann €s mtsai.,
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1986; Gissmann ¢s mtsai.,, 1982). A HPV-11 prototipust Prof. zur Hausen bocsatotta

rendelkezésilinkre.

A teljes HPV-11 genomok filogenetikai elemzése soran az altalunk meghatarozott hat
HPV-11 teljes genom szekvencian kiviil (HES74701-HE574705, FR872717) a Génbankban a
kozlemény megirasa idején (2012) fellelhetd teljes genom szekvenciakat hasznaltuk fel (8.

tablazat).

8. tablazat. A teljes genom analizis sordan felhasznadlt HPV-11 szekvenciak

Elvaltozas Geografiai régid | Génbanki azonositdé | Szekvenciak Forras
szama
RRP Németorszag M14119 1 Dartmann és mtsai.,
1986

Genitalis condyloma | Kina EU918768 1 Wu és mtsai., 2009

Cervikalis atipia Thaifold JQ773409, 2 Chansaenroj és mtsai.,
JQ773410 2012

RRP Thaifold JQ773408, 2
JQ773411
RRP USA JN644141 1 Yuan és mtsai., 2012

Genitalis condyloma | Szlovénia FN907960, 1 Burk és mtsai, 2011;

FN907962 Maver és mtsai., 2011
RRP Szlovénia FN907957, 26
FN907964,
HE611258-
HE611274,
HE962023-
HE962365,
HE962366-
HE962368

Analis condyloma Szlovénia FN870021, 5
FN870022,
FN907958,
FN907959,
FN907961
Cervikalis atypia Szlovénia FN907963 1

Az egyes ORF-ek és az LCR filogenetikai elemzések soran - a fent emlitett teljes
genom szekvenciakon tul - az alabbi, Génbankban rendelkezésre allo, teljes hosszosusagu 49
L1 ORF (FN870688-FN870693, FN870695-FN870699, FN870709, FN870712-FN870717,
FN870719-FN870721, FN870723-FN870741, FN870743-FN870746, FN870748-FN870750,
AF335602, AF335603), 47 E6 ORF (FN870435-FN870440, FN870449, FN870452-
FN870457, FN870459-FN870461, FN870463, FN870464, FN870466-FN870474, FN870476-
FN870488, FN870490-FN870493, FNB870495-FN870497) ¢és 47 LCR szekvenciat
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FN870625-FN870630, FN870632-FN870635, FN870637, FN870646, FN870649-FN870654,
FN870656-FN870664, FN870666-FN870678, FN870680-FN870683, FN870685-FN870687)
hasznaltuk fel (Burk és mtsai., 2011; Maver és mtsai., 2011).

A Génbank adatbazisaban taladlhato teljes genom szekvencidk esetén a referencia
szekvencian (M14119) és két masik, tiidobe torténd terjedést mutaté szekvencian kiviil

(JN644141,JQ773411) relevans klinikai adatok az értekezés irasanak idején nem talalhatoak.

A szekvencia elemzéseket CLC Gene Workbench 4.1.2 programmal végeztiik (CLC

Bio, Aarhus, Denmark).
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EREDMENYEK

HPV koinfekciok vizsgalata kiilonbozo agresszivitasu papillomatozisokbol szdrmazo
mintdikban

Az MY/GP primerekkel végzett amplifikdcié és az amplimerek Rsal/Trul analizise
alapjan mind a nem agressziv, mind pedig a kozepesen-, ill. a fokozottan agressziv
papillomat6zisokbol HPV-11 volt kimutathaté, mas HPV tipussal torténd koinfekcid6 nem

igazolhato.

A virdlis LCR, E1, E2, E6 ¢és E7 ORF-ek SSCP analizise alapjan a 3., 4. és 5. beteg
esetén a két, idében tavol torténd mintavétel esetén azonos HPV-11 varianst detektaltunk. A

6. beteg viroldgiai statuszanak vizsgalata az értekezés késobbi fejezetében keriil targyalasra.

A kiilonbozo agresszivitasu papillomatozisokbol szarmazo HPV-11 szekvencidk teljes
genom analizise

A teljes genom analizis soran két nem- (1. és 2. beteg), két kozepesen-, (3. és 4. beteg)
¢s egy fokozottan agressziv papillomatdzisban (5. beteg) szenvedd betegb6l szarmazo
szekvencidkat vizsgaltunk. A 3., 4. és 5. beteg esetén a szekvencidkat két, kiillonb6zd
id6pontban vett minta esetén is elemeztiik. A genom Osszehasonlito vizsgalatokba a CDV-vel
kezelt, fokozottan agressziv papillomatozisban szenvedd beteg (6. beteg) szekvencidja is

bevonasra kerilt.

A vizsgalt HPV-11 genomok mind egymashoz, mind pedig a referencia HPV-11
szekvencidhoz (M14119) képest mutattak eltéréseket. A hat teljes genom analizise soran
Osszesen 41 nukleotid szekvencia valtozast tapasztaltunk (9. tdbldazat). A szekvenalasi
eredmények alapjan a referencia HPV-11 szekvenciaban négy lehetséges szekvenalasi hibat
tartunk fel. Eredményeink alapjan az E1 ORF-ben az 1783-1784-es pozicidkban a GC
dinukleotid adataink alapjan CG-nek olvasando, ami a 318. aminosav pozicidoban az eredeti
referencia szekvenciaban szereplé alanin helyett arginint koédol. Az LCR-ben detektalt,
referencia HPV-11 genomban talalhato szekvenalasi hibat (7719-7720 GC inzercid) Heinzel

¢€s mtsai. eredményei is megerdsitik (Heinzel és mtsai., 1995).
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9. tablazat: A kiilonbozo agresszivitasu HPV-11 szekvenciak nukleotid valtozasai

ORF Nukleotid Referencia 1. beteg 2. beteg 3. beteg 4. beteg 5. beteg 6. beteg Aminosav
pozicio szekvencia csere/meg-
jegyzés
Génbanki azonosité _ M14119 HES574703 HES574705 HES574701 HES574704 HES574702 FR872717 _
E6 137 T C Cc Cc C Cc Cc _
(nt102-554) 380 C T T T T T T ~
E7 662 G T T T T T T A45S
(nt 530-826)
El 1046 C A AT2E
(nt 832-2781) 1107 A C C C C C _
1629 A G ~
1713 A T T ~
1783 C G G G G G R318A
1784 G C Cc C C C Cc
1887 T A ~
2271 T ~
2358 C T T T T _
2580 A G G G
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ORF Nukleotid Referencia 1. beteg 2. beteg 3. beteg 4. beteg 5. beteg 6. beteg Aminosav
pozicié szekvencia csere/meg-jegyzés
E2 2884 C T T T T T T _
(nt 2723-3826) 2888 T C C C C C C _
E4 2978 C A Q86K az E2-ben
(nt 3255-3581) 3391 A G G G G G Q46R az E4-ben
3436 G A A A A A A G61E az E4-ben
C T T T T T T S76L az E4-ben
3487
3626 A C C C C C _
3645 A G G G K308R az E2-ben
3727 A C B
Nem kodolo szekvencia 3832 A G G G G G G nem kodolo
szakasz
E5A 3952 A T T T T T T 128F
(nt 3871-4146) 3991 G Cc C C Cc C C V41L
E5SB 4370 G _
(nt 4146-4370)
L2 4647 C T T T T T _
(nt 4417-5784) 4887 C A B
L1 6028 C T T T T T T _
(nt 5771-7276) 6584 C T _
6607 C T _
7197 C A4T6V
7227 C S486F
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ORF Nukleotid Referencia 1. beteg 2. beteg 3. beteg 4. beteg 5. beteg 6. beteg Aminosav
pozicio szekvencia csere/meg-
jegyzés
LCR 7413 A C
(nt 7277-7933, 1- 7479 C T T T
101) 7509 T delécio delécid delécid delécid delécio
7546 T C C C C C C
7584 - C inzercid C inzercid C inzercid C inzercid C inzercid C inzercid lehetséges USF
és Sp-1 kotéhely
7719 - G inzercio G inzercio G inzercio G inzercio G inzercio G inzercio lehetséges Sp-1
7720 - C inzercid C inzercio C inzercio C inzercid C inzercio C inzercid kotohely mellett
7904 T A kozvetleniil az E2

kotéhely mellett

ORF open reading frame; JO-RRP juvenile onset recurrent respiratory papillomatosis; E early, L late, LCR long control region, CDV cidofovir,

USF: upstream transcription factor 1; Sp-1: specificity factor
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A 37 szekvencia valtozas (a feltételezett szekvenalasi hibakat nem szamolva) koziil hat
az LCR-ben, egy a nem kodolé genom szakaszban, illetve 30 a fehérjét kodold régiokban
detektalhaté. Az LCR-ben taldlhatd szekvencia valtozasok koziil kettdé (T7546C, 7584 C
inzercid), a nem kodold régidban (A3832G), ill. tizenharom, a kodolo régiokban talalhato

nukleotid csere valamennyi szekvencidban kimutathato.

A kodolo régidkban tortént nukleotid szekvencia valtozasok koziil 11 eredményezett
aminosav szekvencia valtozast: Ala45Ser az E7 ORF-ben, Ala72Glu az E1 régidban,
GIn86Lys és Lys308Arg az E2 génben, GInd6Arg, Gly61Glu, Ser76Leu az E2/E4 ORF-ben
(aminosav csere csak az E4-ben), 11e28Phe és Vald1Leu az ESA génben, illetve Ala476Val és
Ser486Phe az L1 ORF-ben. Hat aminosav csere valamennyi HPV-11 szekvenciaban
kimutathatd. Az E4 fehérjében detektalt GIn46Arg mutacid a 6. betegbdl szarmazo szekvencia
kivételével valamennyi szekvencidban kimutathatd. Négy aminosav csere egyedi szekvencia
véltozathoz vezetett: az Ala72Glu csere az E1 régioban és a GIn86Lys aminosav szekvencia
valtozéas az E2 fehérjében csak a 4. beteg (HE574704; kdzepesen agressziv papillomatdzis)
szekvencidira jellemz0; az L1 szekvencia polimorfizmusok (Ala476Val és Ser486Phe) pedig
egyedileg csak az 5. beteg (HES574702; fokozottan agressziv papillomatozis) mintaiban

mutathatoak ki. Ezen valtozdsok egyetlen génbanki szekvenciaban sem mutathatoak ki.

A szekvencia analizis alapjdan megallapithatd, hogy a kiilonb6z6 agresszivitasi
papillomatozus elvéltozasokbol szarmazé HPV-11 szekvencidk ES/E6/E7 onkogénjei
aminosav szekvencidjukban azonosak. A 3., 4. és 5. beteg két kiilonb6z6 idépontjaban vett

mintakbol azonos genom szekvencidja HPV-11 genomok detektalhatoak.

A hat HPV-11 szekvencia LCR-ében Gsszesen hat nukleotid szekvencia valtozast (a
feltételezett szekvenalasi hibadkat nem szamolva) detektaltunk: négy nukleotid cserét, egy
inzerciot és egy deléciot (9. wdblazar). A négy nukleotid csere koziil ketté (A7413C és
T7904A) egyedi nukleotid polimorfizmus, amelyek koziil az A7413C csere csak az 5.
betegbdl (fokozottan agressziv papillomatdzis), mig a T7904A csere csak a 6. betegbdl
(fokozottan agressziv papillomatozis) szarmazo HPV-11 szekvencidban detektalhato valtozas,
utobbi kozvetleniil a harmadik E2 fehérje kotShely mellett helyezkedik el. Az inzercid
valamennyi szekvencidban kimutathatd, USF és Spl transzkripcios faktor kotdhelyet érintd

mutéacio, mig a delécid 6t szekvencidban detektalhato (9. tabldzat).

Az éltalunk vizsgalt hat szekvencia koziil kettd6 LCR-e azonos volt, mindkét

szekvencia alacsony agresszivitasu szoliter papilloméabol szarmazott (1. és 2. beteg).
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Az LCR analizise alapjan megallapithatd, hogy a nem agressziv papillomatdzisokbol

(1. és 2. beteg) szdrmazd HPV-11 szekvencidk LCR-ei azonosak, a kozepesen és fokozottan

agressziv elvaltozasokbol szarmazo szekvencidk LCR-ei azonban mind eltérnek egymastol.

Filogenetikai vizsgalatok
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Az adatbazisban taldlhat6 HPV-11 szekvencidk
szarmazastanilag kozel allnak egymashoz, az eddig
vizsgalatok alapjan két filogenetikai vonal rajzolodik ki
(Burk és mtsai., 2011; Maver és mtsai., 2011) (2. dbra).
Az altalunk vizsgdlt, 6. betegbdl szdrmazé HPV-11
szekvencia (FR872717) héarom thaifoldi (JQ773408,
JQ773410, JQ773411) és egy szlovén szekvenciaval
(FN907962) egyiitt az A2 filogenetikai vonalon beliil

egy jol megkiilonboztethetd alcsoportot képez.

A szarmazastani elemzés alapjan megallapithatd, hogy
az E1 ORF kivételével valamennyi fehérjét kodold rész
¢s az LCR is egy-hat, a filogenetikai agra jellemzd
mutacidt hordoz. A két filogenetikai ag kozotti nukleotid
szekvencia kiilonbség 0,1%, a legjelentdsebb differencia
a 6 polimorfizmust hordoz6 E2 ORF-ben figyelhetd
meg. A két szarmazastani ag kozotti nukleotid
szekvencia kiilonbség az E7 ORF-ben aminosav szinten
is megfigyelhetd. Anogenitalis és léguti régiokbol

szarmaz6 szekvencidk mindkét szarmazastani

agon

megtalalhatéak, adott anatomiai régiora jellemzd

szarmazastani vonal nem figyelhetd meg. Valamennyi,
altalunk szekvenalt hat HPV-11 genom az A2
filogenetikai vonalhoz tartozik és a 6. betegbdl szarmazo
szekvenciatol  eltekintve —  szdrmazastanilag, a
papillomat6zis agresszivitasatdl fliiggetlentil, kozel allnak

egymashoz.

2. abra: A rendelkezésre dall6 HPV-11 teljes genom szekvencidk filogenetikai analizise. Az dltalunk vizsgalt, 6.
beteghdl szarmazo HPV-11 szekvencia (FR872717) harom thaiféldi (JO773408, JO773410, JQ773411) és egy

szlovén szekvenciaval (FN907962) egyiitt az A2 filogenetikai vonalon beliil egy jol megkiilonboztetheto

alcsoportot képez (az abrdan kapcsos zarojellel jelolve). LP laryngedlis papillomatosis;, CAC condyloma

acuminatum. A andlis minta.
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3. dbra: A rendelkezésre dallo HPV-11 E6 szekvencidk filogenetikai analizise. LP: laryngedlis papilloma;

CAC: condyloma acuminatum; A: andlis minta
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Az L1 ORF a filogenetikai vizsgalatok
15 szekvencia véltozatot tartak fel, jollehet a
rendelkezésre allo 96 L1 szekvencia koziil 62
azonos volt (4. dbra). Az altalunk vizsgalt
szekvencidk koziil mind a két nem agressziv-,
mind pedig a két kozepesen agressziv
elvaltozasbol szarmazo szekvencia ebbe a
csoportba tartozik. A {6 L1 klaszterben
tidétumorba progrediald6 RRP-bdl szarmazéd

izolatum (JN644141) is talalhato.

A referencia HPV-11  szekvencia
(M14119, fokozottan agressziv JO-RRP-bol
szdrmazo izolatum) egy 6 azonos szekvenciat
(M14119, 2 cervikélis és 3 analis régiobol
izolalt HPV-11 genom) magéaban foglald
klasztert képez.

Az altalunk vizsgalt szekvenciak koziil a
két fokozottan agressziv papillomatdzisbol
szdrmazo6 szekvencia eltérd klaszterbe tartozik.
A 6. betegbdl szarmazo szekvencia (FR872717)
a f0 klasztertdl két silent SNP-vel kiiloniil el €s
megegyezik két thaifoldi izolatum (egy tiidobe
torténd szorodast mutatd gégepapillomatdzisbol
szarmazd ¢és egy magas foku hamdiszplaziat
mutatod cervikalis izolatum) szekvenciajaval. A
5. betegbdl szdrmazo szekvencia (HE574702)
szintén két SNP-t hordoz, melyek az aminosav

szekvenciaban is megnyilvanultak.

4, abra. A rendelkezésre allo HPV-11 L1 szekvenciak filogenetikai analizise. LP: laryngealis papilloma; CAC:

condyloma acuminatum; A: andlis minta
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A filogenetikai  elemzések alapjan a
legjelentdsebb szekvencia diverzitast az LCR esetén
tapasztaltuk (5. abra). A f6 LCR klaszterbe a vizsgalt
95 LCR szekvencia koziil 55 sorolhaté be. Ebbe a
klaszterbe az altalunk vizsgalt hat szekvencia koziil
pusztan egy, az 5. betegbdl izolalt, fokozottan
agressziv papillomatozisbdl szarmazd szekvencia

(HE574702) tartozik.

A két, nem agressziv papillomatdzisbol
szdrmazo szekvencia (1. beteg: HE574703; 2. beteg:
HE574705) LCR szekvencidja megegyezik, de

kiilonbdzik minden génbanki LCR szekvenciatol.

A 3. betegbdl szarmazd, kozepesen agressziv
szekvencia LCR-e (HE574701) 11 analis régiobol

izolalt szekvenciaval egyezik meg (Szlovénia).

A 4
papillomat6zisbol izolalt szekvencia (HES574704)

betegbdl, kozepesen  agressziv
egyedi LCR-tképvisel és kiilonbozi valamennyi

rendelkezésre allo HPV-11 szekvenciatol.

Az 5. betegbdl (fokozott aggresszivitasi
papillomatozis) szarmazd szekvencia (HES574702) a

f6 LCR klaszterbe sorolhato.

A 6. betegbdl (fokozott aggresszivitasi

papillomatdzis) szarmazo LCR szekvencia

(FR872717) két thaifoldi izolatummal egyezik meg.
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HES74703_Patient 1 LCR

FN870684_A346 LCR

[ ! FN870668_CS123 LCR
HES74704_Patient 4 LCR

0,004

5. dbra. A rendelkezésre allo HPV-11 LCR szekvencidk filogenetikai analizise. LP: laryngealis papilloma;

CAC: condyloma acuminatum; A: andlis minta
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A rendelkezésre allo teljes HPV-11 genomok elemzése egy lehetséges szekvenalasi
hibara hivja fel a figyelmet a referencia HPV-11 szekvencia E1 régiojaban. A referencia
HPV-11 szekvencia (Dartmann ¢és mtsai., 1986) E1 ORF-ében 1783 és 1784 pozicidban leirt
CG a szekvencia adatok alapjan GC sorrendii, amely a 318-as aminosav pozicioban Ala/Arg
cserét eredményez. Az LCR-ben taldlhaté Heinzel és mtsai (1995) altal leirt szekvenalasi

hibat az altalunk meghatarozott HPV-11 szekvencidk is megerdsitik.

A kiilonbozé agresszivitasu elvaltozasokbol szarmazo HPV-11 szekvencidak transzaktivalo
potencidljanak vizsgalata

Az egyes HPV-11 szekvencidk LCR-ének transzaktivalo hatasat a 6. abra szemlélteti.
Az egyes LCR szekvencidk transzaktivald képességét a sejtek HPV-11 LCR inzertet nem

tartalmaz6 pALuc plazmidhoz viszonyitva, relativ luciferaz egységekben adtuk meg.
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pALuc pHPV11 1.beteg 2.beteg  3.beteg 4.beteg  S.beteg 6. beteg
alapaktivitdis M14119 HES574703 HE574705 HE574701 HE574704 HE574702 FR872717

6. dbra: A kiilonbozo agresszivitisu HPV-11 szekvencidk transzaktivialo képességének analizise. Az abran
feltiintetett adatok harom, fiiggetlen kisérlet eredményei. A luciferaz aktivitas értékeket relativ luciferaz aktivitas
formajaban adtuk meg, ahol az inzertet nem tartalmazo pALuc vektorral transzfektalt HEp-2 sejtek esetén mért

luciferaz aktivitast 1-nek vettiik.

Valamennyi HPV-11 szekvencia esetén a luciferaz-aktivitas jelent6s emelkedését
figyeltik meg az inzertet nem tartalmazo vektorral transzfektalt kontrollhoz képest, a

legmagasabb aktivitast a referencia HPV-11 (M14119) esetén detektaltunk.
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A két, fokozottan agressziv papillomat6zisbol szarmazd szekvencia (5. beteg, 6. beteg)
transzaktivald hatasa jelentdsen kiilonbozott egymastol (p=0,004), magasabb aktivitast a 6.
betegbdl nyert szekvencia esetén mértiink. A 5. betegbdl izolalt, fokozottan agressziv
papillomat6zisbol szarmazé szekvencia (HES574702) transzaktivald hatasa kozel azonos volt a
3. beteg kozepesen agressziv papillomatdzisabol szadrmazd szekvencia (HES574701)
aktivitasaval (p=0,575) és alacsonyabb volt (p=0,022) a szintén kozepesen agressziv
papillomat6zisbol izolalt szekvencia (4. beteg, HE574704) aktivitasanal. Utobbi szekvencia
(4. beteg; HE574704) aktivitasa kozel azonos volt a fokozottan agressziv papillomat6zisbol
szarmazo, 6. betegbdl (FR872717) vett szekvenciaval (p=0,105).

A nem agressziv elvaltozasokbdl szarmazo szekvenciak (1. és 2. beteg) transzaktivalod
képessége jelentdsen kisebb volt (p=0,049-t61 p<0,001-ig) a kozepesen agressziv és a

fokozottan agressziv elvaltozasokbdl szarmazoé szekvencidkhoz képest.

Irdanyitott mutagnezis

A klinikai mintakban detektalt hat, LCR-re lokalizalddo mutacié koziil a 7546-0s
pozicidban detektalt T/C nukleotid csere a referencia plazmidhoz (pHPV-11-LCR-pALuc)
képest szignifikansan (p=0,003) csokkentette az LCR transzaktivalo hatasat (7. dbra). Ez a
mutacidé valamennyi, altalunk vizsgélt szekvenciaban, ill. a Génbankban talalhat6 csaknem

valamennyi (88-bol 83) szekvencidban megtalalhato.

A fenti egyedi nukleotid polimorfizmuson tal két masik nukleotid szekvencia valtozas
IS attenudtor hatast eredményezett (7509 T delécio, a 4. betegtdl eltekintve valamennyi
szekvencidban; A7413C csere az 5. beteg esetén), amely azonban statisztikailag nem volt
szignifikans (p=0,111 és p=0,472). Ezen két attenudfor mutici6 a 88 génbanki LCR

szekvencia koziil 81 ill. 58 esetén figyelhetd meg.

A T7904A ¢és a C7479T csere vizsgalataink alapjan potencirozo hatassal bir. A 7904-
es pozicioban detektalt, kdzvetleniil az E2BS#3 mellet talalhatd T/A csere pusztan a 6. beteg
(fokozottan agressziv papillomatdzis) €s tovabbi két, génbanki szekvenciaban mutathat6 ki. A
C7479T pontmutacié a két fokozottan agressziv, a 3. beteg kozepesen agressziv, ill. 81
génbanki szekvencidban detektalhato. A T7904A és C7479T mutaciok esetén tapasztalt
potencirozo hatas statisztikailag nem volt szignifikans (p=0,551 és p=0,372).

A 7584-es pozicioban detektalt C inzercid, mely 77 génbanki szekvencidban is

megtalalhato, az LCR transzaktival6 hatdsat nem befolyasolta (p=0,919).
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Az LCR-ben detektalt hat mutacid koziil tehat harom attenudtor (A7413C, T7546C,
7509 T delécio), kettd pedig potencirozo (C7479T, T7904A) hatast eredményezett. A 7584-es
pozicidban torténé C inzercid6 az LCR transzaktivald hatasat nem befolydsolta. A fenti

mutaciok koziil pusztan a 7546-os pozicioban taldlhato T/C hatasa bizonyult szignifikansnak.
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7. abra: Az LCR-mutdciok hatisa annak transzaktivdlo potencidljara. Az abran feltiintetett adatok harom,
fliggetlen kiserlet eredményei. A luciferaz aktivitdas értékeket relativ luciferaz aktivitas formajaban adtuk meg,
ahol a referencia HPV-11 (M14119) LCR-é¢ tartalmazé HPV-11_LCR _pALuc konstrukt luciferdz aktivitasat 1-

nek vettiik.
Human papillomavirus koinfekciok vizsgalata a CDV kezelt beteg sorozatmintdiban

Az MY/GP PCR és az azt kdvetd Rsal/Trul emésztés eredménye alapjan a vizsgalt

elvaltozasokban HPV-11 mutathat6 ki, mas HPV tipussal tortént koinfekcié nem igazolddott.

A CDV kezelésen atesett beteg 24 sorozatmintdjaban (14 laryngealis és 10
lagyszajpadi szekvencia) az 1999-t6l 2007-ig terjedd vizsgalati periddusban kizarélag HPV-
11-et detektaltunk, mas HPV tipus nem volt kimutathatd. Az egyes genomi régiok vizsgalata
soran valamennyi szekvencia esetén mind a vizsgalt fehérje kodolo régiok (E1, E2, E6 és E7),
mind pedig a hipervariabilis LCR esetén azonos SSCP mintazatot detektaltunk, tehat a 8 évet
feloleld vizsgalati szakaszban mindvégig azonos HPV-11 varians volt kimutathatd. A fenti
régiok SSCP analizise sordn tobb, esetleg eltérd onkogenitast vagy CDV érzékenységii HPV -

11 varians jelenléte nem mutathato ki.
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HPV-11 szekvencidk teljes genom analizise a CDV kezelés elott, a kezelés virologiai
szempontbdl sikeres és sikertelen szakasza sordn

A teljes genom analizis soran a vizsgalatra kivalasztott 6t minta esetén azonos
nukleotid szekvenciat detektaltunk. A CDV terapia soran nukleotid szekvencia valtozasok
nem figyelhetdek meg, tehat az egyes terdpias szakaszokbol szarmazd HPV-11 szekvencidk
nukleotid sorrendje azonos. A teljes genom analizis a vizsgalt mintdk esetén megerdsiti az
SSCP-vel kapott eredményeket, miszerint a kiilonb6z6 idépontokban vett mintdkban
mindvégig azonos varians mutathatd ki, egyéb HPV-11 varians nem detektalhato, illetve

SNP-k jelenléte sem igazolhato.

A referencia HPV-11 szekvencidhoz (M14119) képest 28 nukleotid szekvencia
valtozast (24 nukleotid cserét, harom inzercidt és egy deléciot) detektaltunk, amelyek koziil az
inzerciok (7584 C, 7719 G, 7720 C inzercidk) és a delécid (7509 T delécio) kizardlag a
fehérjét nem kodolod szabdlyozd szekvenciat, az LCR-t érintették. A 7584-es, 7719-es ¢és
7720-as pozicidban tortént inzerciok potencialis Sp-1 (Specificity Factor 1) transzkripcios

faktor kotéhelyet érintenek a viralis génexpressziot szabalyozo LCR-ben.

Az inzercidkon és deléciokon kiviil detektalt 24 nukleotid csere koziil harom az LCR-
ben, egy a 3832-es pozicioban fehérjét nem kodold régioban, hisz pedig a korai és kései
fehérjéket kodolo régiokban detektalhatd. A 7902-es pozicidban, az LCR-ben detektalhatod
T/A mutécio egy E2 fehérje kotohely kozvetlen kozelében talalhato. A hiusz, kodolo régioban
tortént mutacid koziil hét ,, missense” mutaciot detektaltunk, amelyek aminosav cserét
eredményeztek az E7, E1, E4, ES5 régidkban, mig tizenhdrom szekvencia valtozas ,, silent”
mutaciohoz vezetett. A 6. beteghdl szarmaz6 HPV-11 (FR872717) szekvencidban
detektalhatd nukleotid- és aminosav szekvencia valtozasokat a 9. tdbldzat (Id. 48-50. oldal)

foglalja Gssze.

A CDV kezelésen dtesett beteg sorozatmintdibol szarmazo szekvenciak LCR-ének metildcios
analizise

A CDV kezelésen atesett beteg (6. beteg) LCR-ének biszulfit midofikalasat kovetden
elvégzett szekvanaldsi eredmények alapjan megéllapithatd, hogy az E2 kotdhelyekre
lokalizal6dé nyolc CpG dinukleotid valamennyi vizsgalt mintdban metildlatlan allapotban

volt. A vizsgalt szekvenciak LCR-ének sematikus dbrazoléasat a 8. dbra szemlélteti.

59



T - TATATG TG TG TCAGTGTGT TG TGTTATITATATGT TG TTGTAGTGTGTATATGTITCTTGTATIGTGTATATGTGTATATGTTTGTGTATATGTGTATGTTATGTATGTTATG
7479
TTGTTATGTATGTTTGTGTGTITAGTGTGTGTATATATITGTGGAATGTGTATGTATG GTGCAATAAACAATTATTATGTGTGTC C/TTG TTACACCCAGTGACTAA

7509 7546 7584
GTTGTGTIT - GCACGCGCCGTTTGTGTTGCCTTCATATTATATTAA T/ Catatrretaatataccratactatamracceccecce Cacia CMG cocT

T719-7720
TACATACACTTACCTCAAATTTGTTATAACGTG GTACTAATCCCATATGTTGTGTGCCAAG GTACATATTGCCCTGCCAAGTATCTTGCCAACAACACACCTG GCCAGGG

CGCGGTATTGCATGACTAATGTACAATAAACCTGTCGGTTTGTACAATGTTGTGGATTGCAGCCAAAGGTTAAAAG CATTTTTGGCTTCTAG CTGAACATTTTTGTACCCTTA

7304
GTATATTATGCACAATACCCACAAAATGAGTAACCTAAG GTCACACA CUGM T/AACCCA CACCCTACATATTTCCTTCTTATA r CTTAATAACAATC

TTAGTTTAAAAAAGAGGAGG GINENCYYYYX o cle TCAL K cTY.VY.(0cle) TATATATAAACCAGCCCAAAAAATTAGCAGACGAGGCATT-101

8. dbra: A teljes genom szekvendlds sordn vizsgdlt JO-RRP_6 szekvencia LCR-ére lokalizdlodoé E2 kétohelyek

metilacios analizise. A tort nyil az 1. nukleotid poziciot jeloli. A szamozott nukleotidok a referencia HPV-11

szekvenciahoz (M14119) viszonyitott mutdaciokat jelzik. Az E2 fehérje kotohelyeit fekete téglalap jelli. Az E2

kotéhelyekre lokalizalodo CpG dinukleotidokat alahuzassal emeltiik ki. A poliadenilacios szignalt vastag betiivel

Jjeloltiik, mig a TATA-boxot sziirke téglalappal emeltiik ki.
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MEGBESZELES

A kiilonbézd agresszivitasu elviltozdasokbol szarmazo HPV-11 szekvencidak protein koédolo
régioinak szekvencia analizise

Az E6/E7 onkogének szekvencidinak elemzése alapjan megallapithatd, hogy az
altalunk vizsgalt szekvencidk esetén a papillomatdzis agresszivitdsa az E6/E7 régiokban
tapasztalt mutaciokkal nem magyarazhaté, mivel valamennyi HPV-11 genom EG6/E7
szekvencidja azonos (a referencia M14119 szekvencidhoz képest azonban megfigyelhetdek
eltérések). Az E6/E7 szekvencidkban megfigyelhetd variabilitds a szekvencia adatbdzisokban
szereplé mas HPV-11 izolatumok esetén is minimalis, tehat az E6/E7 onkogének a HPV-11

esetén jelentds konzervaltsagot mutatnak.

Az E5 ORF-ben az altalunk vizsgalt szekvenciadk esetén az E6/E7 régiokhoz hasonld
konzervaltsdg figyelhetd meg, valamennyi szekvencia ES régidja - az elvaltozés
agresszivitasatol fliggetleniil - azonos. Az adatbazisban talalhato, elsésorban Szlovéniabodl

szarmazo6 mintak esetén az E5 ORF variabilitdsa némileg nagyobb.

Az altalunk vizsgalt valamennyi szekvencia esetén az ES/E6/E7 onkogének aminosav
szekvenciai azonosak, tehat az RRP agresszivitdsdban mutatkozo kiilonbségek az egyes
betegek esetén az ES/E6/E7 onkogén régiok kiilonbségeivel nem magyarazhatéak. Ez a tény
érdekes ellentétet mutat a magas onkogén kockazata HPV tipusok (HPV-16, -18) esetén
tapasztaltakkal, ahol az egyes intratipusos variansok, s6t ugyanazon varidns kiilonboz6
egyes variansok E6 fehérjéhez kothetd eltérd onkogenitasban nyilvanul meg (Tornesello és
mtsai., 2000; Villa és mtsai., 2000; Zehbe ¢€s mtsai., 1998 és 2009). Az E7 régioban a magas
onkogén kockazatl tipusok esetén jelentds konzervaltsagot irtak le, ami az altalunk vizsgalt

HPV-11 szekvenciak esetén is megfigyelhetd (Zehbe és mtsai., 1998).

A E1/E2 régidkban, a 4. beteg esetén detektalt egyedi nukleotid polimorfizmusok (E1
ORF: A72E; E2 ORF: Q86K) az E1 és E2 fehérje esetén is a proteinek szekvencia specifikus
DNS kotésért felelés régiokban talalhatoak. Mindkét fehérje - egyéb funkciok mellett - fontos
szerepet jatszik a virusreplikdcid szabalyozdsdban, igy részben magyardzhatjdk az
elvaltozasbol szarmazé HPV-11 szekvencia kozepesen agressziv viselkedését (Chiang és

mtsai., 1992).
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Az 5. betegbdl szarmazo HPV-11 szekvencia esetén detektalt két L1 mutacio a fehérje
C-terminalis részét érinti, melynek fontos szerepe van a HPV virionok 6sszeszerelodésében
(Bishop ¢és mtsai., 2007). A két, C-terminalisan elhelyezkedé mutacié az L1 fehérje
negyedleges szerkezetének modositasaval befolyasolhatja a neutralizalo antitest epitdp(ok)
hozzaférhetoségét a szervezet antitestjei szamara ¢és gatolhatja a hatékony immunvalasz
kialakulasat (Yang és mtsai., 2005). Az L1 muticiok immunvalaszt befolydsold hatdsan tul
elésegithetik a virionok Osszeszerelddését és a virionok képzddésének folyamatat. Az 5.
betegbdl szarmazo6 szekvencia csokkent immunogenitasat €s/vagy fokozott virion képzddését

a beteg korlefolyasaban megfigyelhetd nagyfoku extralaryngedlis szorodas is alatdmaszthatja.

Jelen tudasunk a kiilonbozd agresszivitasi RRP elvaltozasok és az adott elvaltozasbol
szarmaz6 HPV-11 szekvencidk nukleotid sorrendje (onkogén potencialja) kozotti
Osszefiiggést eddig még nem vizsgaltak, ill. a nukleotid adatbazisokban elérhet6 HPV-11
teljes genom szekvencidk esetén relevans, a korlefolyast is magaban foglalé adatok, a
referencia HPV-11 genom-, egy thaifoldi- és egy USA-bol szarmaz6 izolatum kivételével, az

értekezés irasanak idején nem allnak rendelkezésre.

A kiilonbozé agresszivitasu elvaltozasokbol szarmazé HPV-11 szekvencidk szabdlyozo

(LCR) régiojanak szekvencia analizise

crer

sejtosztddasban (Hoppe-Seyler ¢és Butz, 1994; O’Connor ¢és mtsai.,, 1995). Az LCR
transzaktivalo képessége kozvetleniil befolyasolja az onkogén expressziot és ezaltal a virus
onkogén potencialjat, ami magas onkogén kockéazati HPV tipusoknal mar bizonyitott (Lace
¢s mtsai., 2009; Tornesello és mtsai., 2000;). A kiilonb6zé HPV-16 intratipusos varidnsok

LCR aktivitasa osszefliggésbe hozhat6 az adott varians agresszivitdsaval (Kdmmer €s mtsai.,
2000).

Vizsgalataink sordn transzaktivaciés kisérletekben tanulmanyoztuk az RRP
agresszivitasa ¢és az egyes HPV-11 szekvencidk LCR-ének transzaktivalé hatasanak
Osszefliggését. Kisérleteink soran a HEp-2 sejtekben a legalacsonyabb LCR aktivitast a két,
egyetlen epizodot okozo, kevésbé agressziv elvaltozasbol szarmazé HPV-11 szekvencia (1. és

2. beteg) esetén tapasztaltuk, mely feltehetden a két attenudtor mutacié kdvetkezménye lehet.
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A kozepesen agressziv papillomat6zisbol (3. €s 4. beteg) szarmazo szekvenciak esetén
mért magasabb LCR aktivitds a pusztan egyetlen attenudtor mutécio jelenléte (4. beteg), ill. a

3. beteg esetén a két attenudtor mellett egy potencirozo mutacio kovetkezménye lehet.

Az 5. beteg agressziv papillomatdzisabdl szdrmazd szekvencia LCR aktivitdsa a
kozepesen agressziv elvaltozasbol szarmazo szekvencidkkal kozel azonos volt. Az 5. betegbdl
szarmaz6o HPV-11 szekvencia a 3. beteg két attenudtor és egy potencirozé mutacidé mellet egy
tovabbi, igen enyhe hatdsu attenuaror mutacidé detektalhatd. Az elvaltozas agressziv
viselkedése feltehetéen az L1 ORF-ben detektalt két, aminosav cserét is eredményezd
muticiora és erre adott gyenge antitest valaszra vezethetd vissza. A 6. beteg agressziv
papillomat6zisabol szdrmazo szekvencia fokozott LCR aktivitdsa a 3. és 5. betegnél is
detektalhatd két attenudator és egy potencirozo mutacion til egy tovabbi potencirozo hatasu
szekvencia valtozasra vezethetd vissza. Utobbi mutacio (T7904A) két thaifoldi izoldtumban is
megtalalhato, melyek egyike sulyos, tiidobe torténd szorodast mutatd gégepapillomatodzisbol,
mig a masik stlyos, a magas onkogén kockdzati HPV tipusokra jellemzd, cervikalis

hamdiszplaziabol szarmazik.

Osszefoglalva, az egyetlen papillomatézis epizodot okozé HPV-11 szekvenciak esetén
csOkkent LCR aktivitast €s pusztan attenudtor mutaciokat detektaltunk, mig a relapszusokkal
megjelend elvaltozasokbdl izolalt szekvencidk esetén az atfenudtor mutaciok mellett
potencirozo szekvencia valtozasokat és a nem agressziv papillomatdzisbol szarmazo

szekvencidkhoz képest fokozott LCR aktivitast tapasztaltunk.

A Génbankban taldlhat6 referencia HPV-11 izolatum (M14119) igen agressziv
papillomat6zisbol szarmazik, amely tobb mint 70 sebészi kimetszést tett sziiksegessé
(Dartmann és mtsai., 1986). A rendelkezésre allé szekvencia adatok valosziniisithetjiik, hogy
a 7546-os nukleotid pozicioban altalunk is detektalt attenuator mutécio6 reprezentalhatja a vad
tipust, mig az igen agressziv referencia HPV-11 izolatum ugyanebben a pozicidoban

potenciroz6 mutécidt tartalmaz.

Eredményeinkhez hasonldéan, a HPV-16 intratipusos variansok esetén az LCR aktivitas
korreldl az adott izolatum patogenitdsaval (Kammer ¢és mtsai., 2000). Magas onkogén
kockazata HPV tipusok esetén az LCR aktivitds kozvetleniil hatassal van az onkogén
expressziora és ezaltal az adott izolatum onkogén potencialjara (Lace és mtsai., 2009;

Tornesello és mtsai., 2000).
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Transzfekcios kisérleteink eredményeink alapjan arra kovetkeztethetlink, hogy az
altalunk vizsgalt izolatumok esetén - a HPV-16 intratipusos varidnsokhoz hasonléan -
Osszefiiggés lehet az elvaltozas agresszivitasa és az adott izolatum LCR-ének transzaktivacios

képessége kozott.

A vizsgalt HPV-11 szekvencidk filogenetikai analizise

A magas onkogén kockazata HPV tipusok (pl. HPV-16) intratipusos varidnsainak
geografiai megoszlasarol, eléfordulasarol €s az egyes variansok eltéré onkogenitasarol a HPV
kutatés egy jol tanulmanyozott teriilete (Berumen és mtsai., 2001; Tornesello és mtsai., 2011;

Xi és mtsai., 2010).

A HPV-16 intratipusos varidnsok létezésére szamos bizonyiték all rendelkezésre,
melyek a jellemz6 foldrajzi eloszlasi mintazat mellet patogenitasukban (onkogén kockazat) is
jelentdsen kiilonbéznek (Berumen és mtsai., 2001; Xi és mtsai., 1997 és 2002). Mindez
felvetheti annak a lehetdségét, hogy az RRP-s elvaltozasok esetén megfigyelhet jelentds
agresszivitasbeli kiilonbségek hatterében eltéré onkogén potenciallal rendelkezd HPV-11
intratipusos variansok allhatnak, mely indokoltta teszi az adatbazisokban taldlhaté HPV-11

szekvenciak filogenetikai analizisét.

Az alacsony onkogén kockdzati HPV tipusok altal okozott elvaltozasok (pl. RRP)
eltérd agresszivitasanak hatterében allo viroldgiai, virus-genetikai tényezdok feltdrasa jelen
tudasunk szerint a HPV kutatasok eddig nem vizsgalt teriilete, az egyes elvaltozasok
agresszivitasa ¢és az adott elvaltozdsbol szarmazd mintdban detektalhaté varians(ok)

szekvencia adatai értékes prognosztikai jelentéséggel birhatnak.

Burk és mtsai. altal végzett szekvencia vizsgalatok alapjan a HPV-11 izolatumok
kapcsan két lehetséges filogenetikai vonal /A1 és A2/ rajzolodik ki (Burk és mtsai., 2011). A
két filogenetikai vonal kozotti tdvolsdg meglehetdsen kicsi (0,2%), azonban a HPV-16
intratipusos variansok esetén megfigyelhetd hasonld mintazat kapcsan felvetddhet, hogy a
HPV-16-hoz hasonléan a HPV-11 esetén is léteznek intratipusos variansok (Yamada és
mtsai., 1997). Az éltalunk vizsgalt HPV-11 izolatumok és az adatbazisban talalhat6 HPV-11
szekvencidk filogenetikai analizise alapjan megallapithatd, hogy az eltéré anatomai régiokbol
(anogenitalis és léghti) szarmaz6 mintak mindkét filogenetikai agon megtalalhatoak, tehat

adott anatomiai lokalizdciohoz kothetd leszdrmazdsi vonal nem hatdrozhaté meg. A
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filogenetikai elemzések szerint a legkonzervativabb régié az E6 ORF, mig a legvaltozatosabb

az LCR volt.

Az altalunk vizsgalt hat szekvencia azonos filogenetikai vonalhoz tartozik ¢és
szarmazastanilag kozel allnak egymashoz (a papillomatdzis agresszivitasatol fiiggetleniil),
tehat esetiinkben az egyes elvaltozasokbol szarmazdé HPV-11 izolatumok agresszivitasaban
megfigyelhetd kiilonbségek filogenetikai tényezokkel nem magyarazhatoak. Az esetleg eltérd
agresszivitasi HPV-11 intratipusos varidnsok azonositasat és ezek filogenetikai viszonyainak
tanulmanyozéasat neheziti az a tény, hogy szekvencia adatok kapcsan publikalt relevans
klinikai adatok meglehetésen hidnyosak. Néhany Azsiabol és egy USA-bol szirmazé
izolatumon kiviil csak Kozép-Europabol, két szomszédos orszagbdl (Szlovénia ¢és
Magyarorszag) allnak rendelkezésre teljes HPV-11 genom szekvenciak a Génbankban, igy az
intratipusos varidnsok ¢€s tovabbi filogenetikai agak feltardsa a jovoben folytatott munkak

feladata.

HPV-11 varidans analizis a CDV kezelés sordn

A CDV egyike a HPV fertézések soran elséként felhasznalt kemoterapias szereknek,
jollehet HPV ellen kifejtett pontos hatdsmechanizmusa még nem teljesen ismert. A HPV-
CDV osszefiiggésben megjelent kozlemények elsdsorban a CDV kezelésre adott terapias
valaszt vizsgaljak (Akst és mtsai., 2003; Tanna €s mtsai., 2008). A beszdmolok szerint a CDV
kezelés a HPV fert6zéshez kapcsolhatd papillomatdzisban az esetek mintegy 60%-aban
sikerrel jar, a kezelt betegek mintegy 40%-aban csak atmeneti, részleges terapias siker, vagy

annak teljes sikertelensége figyelheté meg (Chadha és James, 2007).

A CDV kezelés terapids- és virologiai sikertelenségének hatterét vizsgald tanulmanyok
azonban jelen tudasunk szerint nem &llnak rendelkezésre. A CDV kezelés kezdeti terapias
sikere, majd a relapszusok szdmanak novekedése, ill. a teljes terapias sikertelenség felvetheti
tobb olyan HPV mutans/varians jelenlétét, akar azok CDV kezelés soran torténd 1étrejottét,
melyek CDV érzékenysége eltérd lehet. Ezt a feltevést tdmaszthatja ald a CDV kezelésen
atesett, agressziv papillomatdzisban szenvedd beteg esetén Major ¢és mtsai altal megfigyelt
kezdeti, jelentds HPV-11 kopiaszdm csokkenés, majd ezt kovetd markdns novekedés a CDV

terapia soran (Major és mtsai., 2008).

Az eltér6 HPV variansok jelenlétének vizsgalata papillomatozus elvaltozasokban

viszonylag ritka, ezek is inkabb magas onkogén kockazatt HPV tipusokra terjednek ki.
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Azonos betegbdl szarmazd, kiilonb6z6 idOpontokban vett sorozatmintikban térténd HPV
varians analizis is elsGsorban magas onkogén kockézatit HPV tipusokra és dontéen a
variabilis LCR-re terjednek ki, 1éguti papillomatézisok esetén az ilyen irdnyl vizsgalatok
teljesen hidnyoznak (Mayrand és mtsai., 2000; Steinau és mtsai., 2010; Xi mtsai., 2010). Az
1. kdzleményben leirt vizsgalatok soran a CDV kezelés virologiai sikertelenségének virus-
genetikai hatterét vizsgaltuk. A CDV kezelés elotti terapias-viroldgiai siker, majd az ezt
kovetd viroldgiai sikertelenség szakaszaibol szdrmazo mintakbdl izolalt HPV-11 szekvenciak
megallapithato, hogy a vizsgalt, mintegy 8 évet magaban foglald periddusban (1999-2007)
mind a gégébdl, mind a lagy szdjpadbol szarmazdé mintadkban ugyanazon HPV-11 varians
mutathat6 ki. A szekvencidk elemzése alapjan az eltéré CDV érzékenységii HPV-11 genomok
jelenléte és csokkent CDV érzékenységet biztositdé mutaciok kialakuldsa nem igazolhatd, a
CDV terdpia virologiai sikertelensége a kezelés sordn kialakult mutéciok létrejottével
esetiinkben nem magyarazhat6, hiszen a CDV kezelést megel6zden, mind pedig azt kdvetden

azonos teljes genom szekvenciakat detektaltunk.

A HPV-11 genom nagyfoku stabilitdsat tdmaszthatja ala az a tény, hogy a 8 évet
felolel6 vizsgalati periodus soran a HPV tipizalas alapjan mindvégig ugyanazon HPV-11
szekvencia volt kimutathatd, eltéré6 HPV-11 altipusok és variansok nem detektalhatdak. Ez
feltehetden arra a tényre vezethetd vissza, hogy a papillomavirusok replikacigjat a nagy

masolasi hiiséggel rendelkez6 huméan DNS polimeraz végzi.

HPV-11 teljes genom- és LCR metildcios analizis a CDV kezelés sordn

A HPV-k LCR—ére lokalizalodo konszenzus E2 fehérje kotéhelyek szekvenciajukbol
(5’- ACCG(N)4ACGGT-3) adddoan lehetdséget teremtenek az E6/E7 onkogén expresszio CpG
metil4cio Utjan torténd epigenetikai szabalyozara. Thain és mtsai. megfigyelése szerint az E2
kotohelyek in vitro metilacidja gatolja az E2 fehérje LCR-hez torténd kotodését, a
regulatorikus E2 kotdédésének gatlasa igy hatassal lehet az E2 onkogén expressziot szabalyozo

milkédésére (Thain és mtsai., 1996).

A referencia HPV-11 genommal (M14119) Gsszehasonlitva a CDV kezelt betegbdl
szarmaz6 HPV-11 (FR872717) E1, E4, ES, E7 és LCR szekvenciakban detektalt mutaciok a
terapia sikertelenségét és a papillomatozis agresszivitdsadt ugyan magyardzhatjak, a kezelés
soran a virus kopiaszam valtozdsaira ¢és a kezelés kinetikajanak lefutasara nem adnak

magyarazatot, mivel valamennyi, kiilonb6zd idOpontban vett mintdban kimutathatéak. A
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vizsgalt 6t szekvencia E2 kotOhelyinek metilacios mintdzata feltehetden nem ad magyaréazatot
a kezelés viroldgiai sikertelenségére, mivel a metilacidés analizis sordan mind a kezelést
megel6z6, mind pedig az kdvetd vizsgalati periddusbol szarmazo HPV-11 szekvencidk esetén

az E2 kotohelyek CpG dinukleotidjai egyontetiien metilalatlanok voltak.

A CDV kezelt beteg kapcsan rendelkezésre allo6 sorozatmintdk - a CDV
rezisztenciahoz kapcsolhat6é metilacids analizis mellett - egyediilallé lehetdséget jelentettek a
HPV-11 szekvencidk metilaciés mintdzatanak mintegy 8 évet feloleld, iddbeli
nyomonkovetésére. A vizsgalt 6t szekvencia analizise a HPV-11 metilaciés mintdzatanak

stabilitasara utalhat.

Az alacsony onkogén kockazata HPV tipusok LCR-ének metilacids analizisét célzo
tanulmanyok az értekezés irdsanak idején meglehetdsen hianyosak. A rendelkezésre 4llo
irodalmi adat az aerodigesztiv papillomakbol szarmazé HPV-6 izolatumok LCR-ének
metilalatlansagar6l szamol be (Ure és Forslund, 2012). A rendelkezésre allo csekély szamu
irodalmi adat sziikségessé teszi a teriilet behatobb, jelentés mintaszdmot magéaban foglald
analizisét, mely magéban foglalhatja a tobb papillomatézis epizoddal rendelkezd izoldtumok
esetén a metildcids mintdzat esetleges valtozasainak idében térténd nyomon kovetését, esetleg
az extralaryngedlis szorodast mutatd elvéltozasok esetén az eltérd anatomiai lokalizaciokbol

nyert mintak metilacios elemzését is.
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Konkluziok

1. Az eltéré agresszivitdsu elvaltozadsokbol szarmazdé HPV-11 szekvenciak esetén
tobbféle HPV-11 varidns jelenléte a vizsgalt régiok SSCP- és nukleotid szekvencia
analizise alapjan nem valoszintsithetd.

2. Az altalunk vizsgalt hat HPV-11 szekvencia azonos filogenetikai vonalhoz tartozik és
szarmazastanilag kozel allnak egymashoz (a papillomatozis agresszivitasatol
fiiggetlentil). A filogenetikai és nukleotid szekvencia adatok relevancia értékét a
korlefolyasra vonatkozo adatok jelentdsen novelik.

3. Munkank sordn elsdként vizsgaltuk a HPV-11 virusgenom és virulencia kozotti
lehetséges Osszefliggést, melynek sordn megallapithatd, hogy az eltéré agresszivitasa
csoportokra (enyhén-, kdzepesen agressziv, agressziv) egyértelmiien jellemz6 mutacio
nem hatdrozhaté meg. Az eltérd agresszivitas virologiai tényezokkel egyértelmiien
nem magyardzhatd. Az egyes szekvencidk eltérd transzaktivacids képessége az eltérd
agresszivitas egyik lehetséges oka lehet, amelyet magyarazhatnak a kutatécsoportunk
altal els6ként leirt nukleotid polimorfizmusok az LCR-ben.

4. A CDV-vel kezelt beteg esetén a teljes vizsgalati periodusban (1999-2007) egyetlen
HPV-11 varians mutathato, amely a juvenilis 1égiti HPV fert6zés esetén a virusgenom
nagyfoku stabilitasara utal.

5. A CDV kezelésen atesett beteg esetén a kezelést megel6zd iddszakbol, a terdpias
siker, majd a virologiai sikertelenség szakaszabdl szdrmazdé HPV-11 szekvencidk
SSCP mintézata, nukleotid szekvenciaja €s az LCR metilaciés mintazata azonos, tehat
a CDV kezelés kinetikdja és a kezelés virologiai sikertelensége mutéaciokkal, eltérd
érzékenységli varidnsok jelenlétével, illetve az LCR metilacidos mintdzataban torténd

valtozasokkal nem magyarazhato.
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OSSZEFOGLALAS

A HPV Aaltal okozott 1éguti papillomatozis kiillonbdzd agresszivitasu papillomatozus
elvaltozasok formajaban nyilvanulhat meg, amelyek a relapszusok €s a sziikséges sebészeti
beavatkozasok eltérd gyakorisdga, az elvaltozasok kiilonboz6 anatomiai régidkra torténd
kiterjedésre, valamint az esetleges adjuvans terdpia sziikségessége alapjan enyhe, kdzepesen

¢s fokozott agresszivitasu elvaltozasokra csoportosithatdak.

Munkank sordn a papillomatdzis agresszivitasa és viroldgiai statusza kozotti
Osszefiiggéseket vizsgaltuk az elvaltozasokbol szarmazo HPV-11 genomok szekvencia-,
varians- ¢s filogenetikai analizisével. Munkénk mésik vonalat egy cidofovir kezelésen atesett
beteg sorozatmintainak szekvencia- és metilacios analizise képezi, melynek soran a cidofovir

kezelés sikertelenségének virologiai hatterét vizsgaltuk.

A kiilonboz6 agresszivitasu elvaltozasokbol szarmazé HPV-11 genomok szekvencia
analizise alapjan megallapithaté, hogy az egyes RRP elvaltozdsok agresszivitasaban
megfigyelhetd kiilonbségek az egyes HPV-11 szekvenciak nukleotid/amindsav sorrendjének
kiilonbségeivel egyértelmiien nem magyarazhatéak, az eltérd agresszivitds nem hozhato
Osszefliggésbe pusztan az adott (kevésbeé, kozepesen vagy fokozott) agresszivitdst mutatd

csoportra jellemz6 mutacidval/szekvencia valtozassal.

Az eltérd agresszivitds lehetséges, bar nem egyértelmli magyarazata az LCR
transzaktivald hatdsaban megfigyelhetd kiilonbségek lehetnek. Az egyes szekvenciak esetén a
virdlis transzkripciot szabalyozé E1/E2, ill. az L1 kapszid fehérjében taldlhatdé mutaciok
magyarazhatjdk annak agresszivabb viselkedését. Az agresszivitds mértéke és a
nukleotid/aminosav szekvencia kiilonbségek kozotti 6sszefiiggés kozotti kapcsolat vizsgalatat
neheziti az a tény, hogy a rendelkezésre all6 HPV-11 szekvencidk kapcsan a hozzaférhetd

relevans klinikai adatok er6sen limitaltak.

Az agresszivitds mértékében megfigyelhetd kiilonbségek viroldgiai tényezdkkel
egyértelmiien nem magyarazhatoak, az eltérd agresszivitasban feltehetden fontos szerepet kap
a beteg egyedi génexpresszios profilja, immunologiai statusza, immunvalasza is, ill. az

esetleges mas virusokkal torténd koinfekcid is.
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A CDV kezelt beteg sorozatmintdinak szekvencia és SSCP vizsgalata alapjan
megallapithatdo, hogy a vizsgalati periddus (1999-2007) soran valamennyi anatomai
lokalizacioban ugyanazon HPV-11 tipus detektdlhaté, melyek LCR-e azonos metilacios
mintazatot mutatott, a kezelés viroldgiai sikertelensége HPV-11 mutacidokkal és eltérd

érzékenységli HPV-11 variansokkal nem magyarazhato6.
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SUMMARY

Previous studies on HPV-16 isolates described five distinct variants of HPV-16. Some
of these variants were associated with increased oncogenic potential. Several studies revealed
that the differences in the severity of HPV-16 and other high-risk HPV type-related (HPV-18,
-33, -52) diseases can be attributed to single nucleotide polymorphisms or deletions in the
HPV genome. These findings suggest that such nucleotide polymorphisms in the HPV
genome may influence the clinical course of low-risk HPV-related diseases such as recurrent
respiratory papillomatosis (RRP). Two recently published papers reported that two HPV-11
genetic lineage may exist based on the sequence analysis of HPV-11 isolates from Slovenia.
Unfortunately, clinical data are not reported, therefore, the link between the aggressivity of
HPV-11 related diseases and HPV-11 sequence polymorphism remained unclear. Cidofovir is
one of the most frequently applied antiviral agent in RRP therapy. However, authors reported
that that 60% of CDV-treated RRPs show partial or no response to the treatment. Present
study examined the role genetic alterations in the virological failure of CDV therapy in the
case of a highly aggressive papillomatosis. In addition, we studied the feasible association of
nucleotide alterations with the pathogenic potential of HPV-11 isolates from two weakly

aggressive solitary papillomas, two moderately and two highly aggressive RRPs.

Consistent changes in the virus genome explaining the clinical behaviour of RRPs
with different severity associated with HPV11 were not identified; virulence seems to be
determined by interaction of multiple genetic differences. LCR activities corresponded well to
severity, except one case with L1 alterations. The variability of oncoproteins does not seem to
play a role; this finding contrasts the situation of the high oncogenic risk types HPV16 and
HPV18, where intratypic variants differ in the sequences of the E6/E7 ORFs. All Hungarian
sequences belonged to phylogenetic lineage A2 and clustered closely together, excepting that

of Patient 6 from highly aggressive RRP, regardless of severity of the disease caused.

Our data showed that virological failure of CDV therapy was not associated with
genetic or epigenetic changes in the HPV-11 genome suggesting that cidofovir action may

depend more heavily on the host.
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