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IRODALMI ATTEKINTES

1. A Torque Tenovirus (TTV)

Felfedezés, a virion fizikai tulajdonsagai

1997-ben japan kutatok reprezentacids differencia-analizis segitségével egy tj DNS
virus a beteg nevének kezddbetlii alapjan a TT virus (TTV) nevet kapta. Kés6bb - mivel
feltételezték, hogy a virus elsGsorban vérrel és vérkészitményekkel terjed - a Transfusion
Transmitted Virus név hasznalata is elterjedt. A legijabb elnevezés — Torque Tenovirus —
pedig a virusgenom alakjara utal (torques = nyaklanc, tenuis/teno = vékony).

A TTV burok nélkiili virus, a virionok atmérdje 30-32nm és cézium-kloridos (CsCl)
gradiens centrifugalas soran mért strtiségiik 1,31-1,35 g/cm3. Az elektronmikroszkoppal
késziilt képeken lathatd, hogy a virus a szérumban kiilonb6z6 méreti aggregatumok

forméajaban van jelen.

Genomi szervezodés

A TTV genomja megkozelit6leg 3,9 kilobazis (kb) hosszusagu cirkularis, egyszala,
negativ polaritdstt DNS. A genom négy, részben atfedd nyitott olvasasi keretet (open reading
frame, ORF) és egy konzervativ, nem kodol6 szakaszt (untranslated region, UTR) tartalmaz.
A leghosszabb ORF (ORF1) a prototipus TTV (TA278) szekvencidban az 589.-2898.
nukleotidok kozott helyezkedik el, ez kddolja a kapszid proteint és a TTV Rep proteinjét.
Ko0zépsé részében harom hipervaridbilis régi6 (HVR) taldlhat6. Az ORF2 a 353-as
nukleotidtol a 712-ig terjed. A tovabbi két ORF tavoli splicing helyek 6sszekapcsolodéasaval
(353-711 és 2374-2872 nt, illetve a 353-711 és 2567-3074 nt) keletkezik.

In vitro kisérletekben, egy, a TTV teljes genomjat tartalmazé plazmidr6l harom,
egyenként 3,0kb 1,2kb illetve 1,0kb hosszisagu érett messenger RNS irodott at, melyeknek
atirodasa egy kozos bels6 promoterrdl kezdddik. In vivo, fertézott egyének csontveld
sejtjeiben is kimutattak hasonlé méreti (2,9kb, 1,2kb ill. 1,0kb) érett messenger RNS-eket.

Az 1,2kb hosszisagi UTR-ben, - amely a 3075.-3853. és 1.-352. nukleotidok kozott
helyezkedik el - talalhat6 a TTV enhancer és promoter régioja, tovabba lehetséges novekedési
faktor kotShelyeket is tartalmaz, 3’ végén pedig egy kb 120 nukleotid hossziisagi guaninban
és citozinban gazdag régi6 talalhatd, amely harmadlagos szerkezetet vehet fel. Az UTR tehat a
virusreplikacio és transzkripcioé szabalyozasaban jatszik szerepet.

A TTV replikacio szervezeten beliili pontos helye, illetve a TTV fert6zés célsejtjei még

nem ismertek. Duplaszald, cirkularis TTV DNS-t - replikacios intermediereket - kimutattak



majszovetbdl, illetve érett TTV mRNS-eket detektaltak csontvel6ben, ami aktiv

virusreplikaciora utal ezen szovetekben.

TTV taxonémia

A TTV-t kezdetben a Parvoviridae csaladba soroltak, de a genomot alkot6 egyszald,
cirkularis és negativ polaritasa DNS alapjan a TTV a Circoviridae csaladba tartozo virusokkal
mutat rokonsagot. Egyedi jellemzGi, mérete és szekvencia diverzitisa miatt nemrég
felvet6dott a TTV és a mas f6emlésokbdl és haszonallatokbdl izolalt hasonld virusok szaméra
egy 4j genus (Anellovirus) kialakitasa.

A TTV genotipusok szama folyamatosan n6, mivel az Gjabb TTV izolatumok - a DNS
virusok kozott szokatlanul — gyakran igen nagy divergenciat mutatnak a mar ismert
genotipusokhoz képest. Az elektronikus adatbéazisokban (GenBank) rendelkezésre 4llo
részleges és teljes TTV szekvencidkat tobb mint harminc genotipusba és a genotipusokat 6t
genocsoportba soroljak. Az egyes genotipusokba tartoz6 izoldtumok nukleotid szekvenciaja
kozott 30%-nal nagyobb eltérés tapasztalhatdé. Az 1. genocsoportba az 1.-6. genotipusok
tartoznak ideértve a prototipus TTV izolatumot (TA278) is. A 2. genocsoport PMV-n (17.
genotipus)kiviil a 7., 8., 22. és 23. genotipusokat tartalmazza. A 3. genocsoportba soroljak az
SEN virus (SENV) tipusait (SENV-A — SENV-I). és a SANBAN, TUSo01, TYM9, TNJo1 és
TNJo2 izolatumokat. A 4. genocsoportba a YONBAN izolatumok tartoznak. Az otodik
genocsoport olyan, virémias gyermekek mintaiban detektalt izolatumokat tartalmaz, amelyek

szignifikans eltérést mutattak az addig ismert szekvenciaktol.

A TTV epidemiolégiaja

A TTV vilagszerte elterjedt, és, bar az epidemiologiai eredmények jelentés mértékben
fiiggenek az adott kutatasban hasznalt detektalasi modszertdl, a normal populéacidban is 2% -
75%-0s fert6zottség tapasztalhato.

A TTV fert6zésrol kezdetben azt feltételezték, hogy vératomlesztés atjan torténik. Ezt
tamasztja ala az is, hogy egy vizsgalat soran a vérkészitmények tobb mint fele TTV pozitiv
volt. Az egészséges populacidban vilagszerte tapasztalt magas el6fordulasi arany amellett
sz6l, hogy mas ton is torténhet TTV fert6z6dés. TTV-virémids emberek a virust az epével és
széklettel iiritik, illetve nyalban is nagy mennyiségben detektaltak TTV DNS-t, ami
valoszin(isiti a nonparenteralis terjedést. Egy anya-0jsziilott vérminta-parokat vizsgalod
tanulmény eredményei pedig a TTV transzplacentalis atvitelét bizonyitjak.

Szervtranszplantacion atesett betegek esetében szignifikdnsan magasabb az 1.
genocsoportba tartozé TTV el6fordulasi aranya, mint egészségesek korében. Ezen betegek
esetében valoszintileg az alkalmazott immunszupressziv terapia is szerepet jatszik a magas

TTV fert6zottségi aranyban. Vesebetegeknél a megemelkedett TTV prevalencia mar az



atiiltetést megel6z6en, a hemodializis id6szakaban megfigyelhetd, ami a TTV nozokomialis
terjedését valdszintsiti. Az irodalomban gyakran leirnak kevert fert6zéseket, amikor egyazon

id6ében a TTV tobb genotipusa is kimutathat6 egy betegben.

Patogenitas

A virus koroki szerepe, a szamos ezt célz6 kutatas ellenére, a mai napig nem tisztazott.
Lehetséges, hogy az egyes TTV genotipusoknak vagy genocsoportoknak eltéré a korokozo
képessége illetve, hogy a TTV fert6zés onmagaban nem okoz tiineteket, de elésegitheti mas
korokozok altal okozott betegségek kifejlodését.

Hepatitisz

Mivel a TTV-t elGszor ismeretlen eredeti majgyulladasban szenved6 betegekbdl
izolaltak, kezdetben a kutat4sok is a TTV hepatitiszt indukal6 szerepét probaltak igazolni, de
az eziranyu vizsgalatok egymésnak ellentmond6 eredményeket adtak. Elképzelhetd azonban,
hogy a TTV-nek csak egyes genotipusai hepatopatogének, vagy a patogenitis fiigg a
virustitert6l és a gazdaszervezetben jelenlevs tarsfert6z6 agensektol.

Egyéb megbetegedések

Akut gyermekkori limfoblasztos leukémidban (ALL) szenvedd betegek esetében
vizsgaltak a TTV el6fordulasat csontvel6 és PBMC mintakban, de nem talaltak osszefiiggést a
TTV allapot és az ALL kialakulasa kozott. Kiilonboz6 limfoma tipusok esetében vizsgéalva a
TTV jelenlétét, a kapott eredmények alapjan - Epstein-Barr virussal (EBV) egyiittes fert6zés
esetén - a TTV jelenlétének szerepe lehet egyes limfoproliferativ betegségek kialakuldsaban.

Akut 1égzbszervi megbetegedéses gyermekekben a TTV titer a bronchopneumonis
esetekben szignifikdnsan magasabb volt, mint a kevésbé silyos esetekben — mégsem
igazolhatd, hogy a TTV kivalt6 ok lenne, val6szintibb, hogy a virus a més fert6z6 agensek altal
kivaltott betegség sulyossagat fokozza.

Helicobacter pylori-fert6zott gasztritiszes betegek gyomorszovet-mintaiban igen
magas TTV titert talaltak és a virustiter jol korrelalt a betegség sulyossagaval. A

gyomorszovetekbdl elsGsorban 3. és 4.gencsoportba tartozé TTV volt kimutathato.

A TTV kimutatasara hasznalt modszerek

Polimeraz lancreakcié

A TTV kimutatéisara a legelterjedtebb modszer a polimeraz lancreakckei6 (PCR). A
konzervativ UTR-hez tervezett primerek minden TTV genotipust érzékelnek, mig az ORF
szekvenciakon alapul6 primerek az ebben a régioban tapasztalhat6 nagy genetikai diverzitas

miatt egyes meghatarozott TTV genocsoportok vagy genotipusok kimutatasara alkalmasak.



In situ hibridizacié

Spanyol kutatok 2000-ben fejlesztettek ki egy, amellyel Paraffinba agyazott
majbiopszids mintdkban detektaltdk a TTV-DNS-t a hepatocitdk citoplazméjaban és
magjaban in situ hibridizaciés mddszerrel, az ORF1-re specifikus PCR terméket hasznilva
hibridizaciés probaként. A fert6zott sejtek elszortan helyezkedtek el a metszetben, és nem
mutattak patologias elvaltozasokat.

Szerologiai médszerek

Immunprecipitaciés modszerrel, fert6zott egyénbdl izolalt TTV partikulumokat
hasznalva antigénként TTV-elleni antitesteket mutattak ki véradok és non A-G hepatitiszes
betegek szérumaboél. Immunoblot modszert alkalmazva, amely az ORF 1 régiobdl kialakitott
rekombinans proteint hasznal antigénként, is sikeriilt TTV-elleni antitesteket kimutatni.

Bioldgiai vizsgalatok

Ez idaig nem sikeriilt olyan sejtvonalat el6éllitani, amelyben a TTV replikalodna.
Kompetens TTV DNS-sel torténd transzfekci6 mRNS atirdodast indukal ugyan a fert6zott
sejttenyészetekben, de DNS replikacié nem torténik..

Kisérleti kortilmények kozott sikeriilt Rhesus majmokat human TT virussal fert6zni.
Az oralisan vagy parenteralisan fert6zott allatok 4-10 nap utan virémiassa valtak, a TTV
kimutathat6 volt a méjban, az epében és a székletben is, de a fert6zés semmilyen patologias

hatast nem valtott ki naluk.

2., A Human Papillomavirus (HPV) és szerepe egyes daganatos
megbetegedésekben

A HPV a Papillomaviridae csaladba tartozo, kisméretdi, burok nélkiili virus, genomja
megkozelitéleg 8kb hosszi, duplaszaly, cirkularis DNS. A HPV-nek tébb mint 100 genotipusa
ismert, minden tipusa epitheliotrop. Tobb mint 40 tipusa a nyalkahartyakat fert6zi.

A gége tumoros megbetegedéseinek kialakulasahoz vezetd koriilmények nem teljesen
tisztazottak, kémiai agensek — alkohol, dohanytermékek — mellett felmeriilt a HPV egyes
tipusainak lehetséges koroki szerepe is, mivel a viralis DNS gyakran kimutathat6 a
tumorszovetekbdl. A HPV szakirodalom azonban nem egyonteti annak megitélését illetGen,
hogy a virus jelenléte a gége nyalkahartyajaban milyen hatassal van a tumor-progresszidra.
Amig egyes tanulmanyok szerint a HPV fert6zés onmagéaban nincs hatassal a betegség
kimenetelére vagy a HPV pozitiv tumorok prognozisa jobb, mas kutatok szerint a HPV-

fert6zott tumorok rosszabb kimeneteliiek, mint azok amelyekbdl nem mutathat6 ki a virus.



CELKITUZESEK

Vizsgélataink sordn az alabbi kérdésekre kerestiink valaszt:

1. Milyen a TTV el6fordulasi aranya vesetranszplantalt betegek korében az egészséges

populéacidhoz viszonyitva?

2. A TTV perzisztens fert6zést okoz-e vesetranszplantalt betegekben?
A tartésan TTV-fert6zott betegekben a virus azonos variansa detektalhat6-e hossza

idén keresztiil?

3. Milyen a TTV el6fordulasi aranya a fej-nyak régié tumoros megbetegedésében

szenved6 betegek korében?

Milyen hatdsa van a TTV-nek HPV-vel torténd koinfekci6 esetén a tumoros

megbetegedés kimenetelére?



ANYAGOK ES MODSZEREK

1. Vizsgalati csoportok, klinikai mintak, DNS izolalas.
A viralis fert6zottséget és annak esetleges hatasat az alabbi betegcsoportokon vizsgéltuk.
a) Vesetranszplantaciéon atesett betegek vérmintai. Kilencvenkét
vesetranszplantalt beteg esetében a transzplantaciot koveté idGszakbol szarmazd — rutin
CMV vizsgélat céljara levett - heparinos vérmintakbol periférialis leukocitakat izolaltunk ezen
sejtekbol vontuk ki a DNS-t a PCR-es vizsgalatokhoz. A betegek illetve a beiiltetett szervek
HBV, HCV és CMV statuszarol és az atiiltetést kovet6 terapidban alkalmazott gyégyszerekrdl
is voltak adataink. A TTV fert6zés perzisztencidjanak megallapitasara 31 beteg esetében
nyomonkovetést végeztiink, a kovetés 113-372 napos tartama alatt az egyes betegektol 2-6
kiilonallo, egymast kovet6 idészakbdl szarmazd vérminta érkezett. Kontrollként 66
egészséges egyén vérmintait hasznaltuk.
b) Gégetumoros betegekben tumorszovet mintai. 40 beteg miitét soran
eltavolitott széveteibdl, a tumor centralis részébdl szarmazo sejtekbdl izolalt DNS mintdkban
PCR modszerrel mutattuk ki a viralis DNS-t. A 40 beteg koziil 25 gégecarcinoméban, tiz
rekurrens laringeéalis papillomatozisban, 6t pedig malignizal6dott papillomaban szenvedett A
betegekben talalt viralis prevalencia adatokat Osszehasonlitottuk 40 egészséges egyén
szajiiregi exfolialt sejtjeibdl szarmazd DNS mintainak PCR-es eredményeivel.

Az Osszes mintabol a DNS-t proteindzos emésztést kovetSen fenol-kloroform-

izoamilalkohol 25:24:1 aranyu elegyével nyertiik ki.

2, Viralis DNS kimutatasa polimeraz lancreakcioval (PCR).

a) TTV kimutatasa két egymastol fiiggetlen PCR moédszerrel. Az egyik modszer,
NG133/NG132-NG134) az eddig ismert 0sszes TTV genotipus kimutatasara alkalmas (UTR-
PCR). A masik, seminested PCR soran a TTV genom ORF1 N22-es régiojahoz tervezett
primerekkel (NG059-NG063/NG061-NG063) az egyes genocsoportba tartozé TTV
variansokat mutattuk ki (ORF-PCR)

A PCR modszerek érzékenységének meghatarozasa. Pozitiv reakciokbdl nyert és
kitisztitott PCR termékeket PinPoint Xa2 plazmidvektorba klonoztunk be. A PCR
reakcioelegybe ismert mennyiségli plazmid kopiat tartalmazo minta sorozathigitasat vittiik
be mintaként, ennek segitségével hataroztuk meg a két modszer érzékenységét. Az UTR-PCR
érzékenysége két nagysagrenddel nagyobbnak bizonyult, mint az ORF-PCR érzékenysége.

b) HPV kimutatasa A gégetumoros szovetekb6l a HPV DNS-t a mukotrop HPV
tipusok kimutatasara alkalmas konszenzus MY/GP-PCR segitségével mutattuk ki az MY09-
MY11/GP5-GP6 primereket hasznalva.



3. Vesetranszplantalt betegekben detektalt TTV variansok osszehasonlitasa.

a) Egyszala konformaciés polimorfizmus analizis (SSCP). TTV pozitiv betegek
esetében az ORF- és UTR-PCR-ek masodik korébdl szarmazo termékeket SSCP analizisnek
vetettiik ald. A mintak két perces 72°C—on torténd denaturalasat 5%-os poliakrilamid gélen
torténd elektroforézis kovette. Az eredményt eziist-nitrat festéssel tettiik lathatova.

b) Automata szekvenalas. A nyomonkovetett TTV pozitiv betegek esetében az ORF-
PCR nested korébdl szarmaz6 271 bazis hossziisagu termékeket - Microcon YM-100-as
oszlopon torténé tisztitdst kovet6en - BigDye Terminator Cycle Sequencing Kit
felhasznalasaval az NGo061 (sense) és NG063 (antisense) primereket alkalmazva mindkét
iranyban megszekvenaltuk. A nukleotid szekvencidkat ABI Prism 310 automata szekvenalo
késziilék segitségével olvastuk le.

c) TTV genotipus megallapitasa. Az automata szekvenalas soran kapott nukleotid
szekvencidkat a GenBank adatbazisban talalhat6 referencia szekvencidkhoz hasonlitva
allapitottuk meg a detektalt TTV varidnsok genotipusat. A szekvenciik analizise soran kapott
homologia matrix alapjan filogenetikai fat hoztunk létre a vizsgalt izolatumok rokonsagi
fokanak szemléltetésére. A nukleotid szekvencidk alapjan megallapitottuk az adott genomi
szakaszrol atirod6 polipeptid valészinli aminosav sorrendjét és az igy kapott aminosav
szekvenciakon is elvégeztiik az Osszehasonlitd elemzést. Az nukleotid és aminosav-

szekvenciak elemzését a DNAMAN szoftver segitségével végeztiik.

4. Statisztikai modszerek

A vesetranszplantalt betegek és egészséges véradok adatait (nem és kor szerinti
megoszlds, TTV prevalencia) Yates-corrected X2 teszt segitségével hasonlitottuk Ossze.
Fisher’s exact tesztet alkalmaztunk abban az esetben, ha a kontingencia-tablazat valamely
cellajja kevesebb mint 5 elemet tartalmazott. A median értékeket Mann-Whitney féle non-
parametrikus teszttel hasonlitottuk Ossze.

A gégetumoros szovetekben és buccalis epithel sejtekben tapasztalt TTV és HPV
el6fordulasi adatokat Fisher’s exact teszt segitségével elemeztiik, a tumormentes tulélés
vizsgalatat Kaplan-Meier teszttel végeztiik.

A statisztikai elemzéseket az SPSS szoftver (SPSS Inc., Chicago, IL,USA) segitségével

végeztiik.



EREDMENYEK ES KOVETKEZTETESEK

I. TT virus vesetranszplantalt betegekben

TTV prevalencia

Munkank soran 92 vesetranszplantalt beteg és 66 egészséges véradd periférialis
limfocita mintaiban vizsgaltuk a TTV DNS jelenlétét UTR- és ORF-PCR segitségével. Az UTR-
PCR, amely gyakorlatilag minden TTV genotipus érzékelésére képes modszer, 100%-os
(92/92) pozitivitdst mutatott a vesetranszplantaltakban, az egészséges kontroll csoportban
pedig 95%-0s (63/66) volt a fert6zottség. Az ORF-PCR-rel vesetranszplantaltakban 58%-ban
(53/92), véradokban 20%-ban (13/66) volt kimutathat6 1 genocsoportba tartoz6 TTV
(py2-<0,00001) Az 1 genocsoportba tartozé TTV-pozitiv illetve TTV-negativ betegek csoportja
kozott nem volt szignifikdns kiilonbség a transzplanticié idején betoltott életkor (38,9
szemben 39,6 év); nemek szerinti megoszlas (férfi/né arany: 1,65 szemben 1,78; py..=0,96) és
a transzplantaciot kovetGen a vizsgalatig eltelt id6 (median: 26 szemben 33 honap; p=0,33)

tekintetében.

Nyomonkovetéses vizsgalatok

Harmincegy vesetranszplantalt beteg 2-6 egymast kovet6 mintajaban vizsgaltuk az 1
genocsoportba tartozé TTV jelenlétét a seminested ORF-PCR modszerrel. A median kovetési
id6 230 nap volt (min. 97, max.. 372 nap). A nyomonkovetett csoport statisztikailag nem
kiilonbozott a nem kovetett betegek csoportjatdl a transzplantacié idején betoltott életkor
(42,7 szemben 38,5 év); nemek szerinti megoszlas (férfi/né arany: 1,58 szemben 1,77;
Pye-=0,98), az 1 genocsoportba tartoz6 TTV fert6zottség (14/31 szemben 39/61; py.=0,52)
valamint a transzplantaci6 és a TTV kimutatas kozott eltelt idétartam (median: 20 szemben
30 hoénap; p=0,72) tekintetében. A kovetés idGtartama alatt két esetben olyan betegeknek,
akiknek els6 mintai TTV pozitivak voltak, a kovetés 182. illetve 210. napjan vett mintai TTV
negativnak bizonyultak, mig harom beteg esetében, akiknek els6 mintaib6l nem volt
kimutathat6 TTV DNS, a kovetés 28. , 182. illetve 307. napjan vett mintak TTV pozitivak
voltak. A nyomonkovetett betegek tobbségének TTV &llapota a kovetés idGtartama alatt

konzisztens volt, 12 tartésan pozitiv, mig 14 tartésan TTV negativ volt.
Vesetranszplantaltakban el6fordul6 TTV variansok.

a) Az egyszala konformacio polimorfizmus analizis (SSCP) eredménye

Tartésan TTV pozitiv betegek egymast kovet6 2-3 mintajabol szarmazo UTR illetve
ORF-PCR termékeket vizsgaltunk meg egyszali konformaci6 analizissel (SSCP). Az UTR-PCR
termékek SSCP mintazata egységes volt a vizsgalt betegeknél, ami megfelel az UTR régio
konzervativ jellegének, mig az ORF-PCR SSCP mintazata, a régi6 magas variabilitasanak

megfeleléen nagy kiilonbségeket mutatott a vizsgalt betegek kozott, de az egyes betegek



kiilonboz6 id6pontokbol szarmazo mintai egységes mintazatot mutattak, jelezve egyedi TTV

variansok tartoés jelenlétét a nyomonkovetés ideje alatt.

b) Nukleotid-szekvenalasi eredmények

A 12 tartésan TTV (ORF-PCR) pozitiv beteg minden mintdjanak masodik koros
amplikonjainak (egy-egy beteg esetében 2-6, 113-363 nap kiilonbséggel gytijtott minta)
szekvenciaadatai megerdsitették, hogy a betegekben egy-egy TTV varians volt jelen a
nyomonkovetés teljes id6tartama alatt. A kovetés Osszesitett idGtartama 2924 nap volt, ez
alatt 4 nukleotid valtozas tortént, mindegyik méas betegben. A nukleotid szekvenciakat 74
aminosav hosszusaga peptid szekvencidkka forditottuk le. A transzlaci6 minden esetben
egyetlen leolvasasi keretben volt lehetséges, amely az NGo61-es primert kovetd elsé
nukleotidot hasznalta a kovetkez6 kodon elsé nukleotidjaként. Az el6bbiekben emlitett négy
nukleotid valtozas harom esetben eredményezett aminosav valtozast a 9., 26., illetve 63.

pozicidban, a negyedik esetben csendes mutéci6 alakult ki a kdvetés soran.

c¢) Szekvencia elemzés, a genotipus meghatarozasa

A 12 tartésan TTV pozitiv beteg mintaibdl nyert DNS szekvencidkat 6sszehasonlitottuk
a GenBank adatbazisban talalhaté teljes vagy majdnem teljes szekvenciak hasonlo
szakaszaival. A szekvencia elemzés alapjan filogenetikai fat épitettiink fel ‘neighbor-joining’
modszer segitségével. 1, 2, illetve 3 genotipusi TTV-t lehetett azonositani 3, 6 illetve 3 beteg
esetében. A leforditott aminosav szekvencidk alapjan is osszeallitott filogenetikai fa hasonlo
megoszlast mutatott, bar a kiszamitott homologia méatrix az aminosavak szintjén valamivel

alacsonyabb homolégiat mutatott, mint nukleotid szinten.

Az eredményekbdl levonhaté kovetkeztetések

Az irodalombdl ismert adatokat, melyek szerint a TTV 1. genocsoportba tartozo tipusai
nagyobb gyakorisaggal fordulnak el6 a transzplantacion atesett betegek korében, mint az
egészséges populacidban, a mi eredményeink is megerositik. A felhasznalt 1. genocsoportra
specifikus PCR modszer a TTV genom egy polimorf régiojat szaporitja fel, igy lehetdség volt a
fert6zést okoz6 varidnsok vizsgalatara. A tartéosan TTV pozitiv betegek egymast kovetd
mintdiban detektadlt TTV varidnsok Osszehasonlitisa azt bizonyitotta, hogy a
vesetranszplantalt betegekben a TTV azonos, az 1., 2. illetve 3. genotipusba tartozd variansa
okozott tartds fertézést. Ezen tanulmanyban a TTV-t leukocitakb6l mutattuk ki. Mivel a virus
nem egyenletesen oszlik meg az egyes vérkompartmentek kozott, megvizsgaltuk a legalabb
egy mintdjaban TTV pozitiv 17 nyomonkovetett beteg koziil 16 esetében plazma mintéjukat is.
UTR-PCR-rel 15 plazma volt TTV pozitiv (94%), mig az ORF-PCR 12 plazma esetében volt
pozitiv. Az UTR-PCR érzékenysége két nagysagrenddel nagyobb volt mint az ORF-PCR
érzékenysége. Ennek megfeleléen az ORF-PCR esetében tapasztalt kiilonbség a leukocita

illetve plazma- mintak kozott, valoszintileg az eltéré virusmennyiségnek az eredménye.
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Vesetranszplantalt betegekben egy dominans TTV varians jelenlétét lehetett igazolni.
A hosszatava kovetéses vizsgalatok felfedték, hogy a betegek tobbségének allandé volt, mig
néhanyuknak megvaltozott a TTV-allapota. A harom TTV pozitivva valt beteg egyike sem
kapott a kovetés idGtartama alatt vért vagy vérkészitményt, ami egy 0j fert6zés eredete
lehetett volna. A betegek TTV-allapota sem a transzplantacios korral, sem az operaciot kovet6
idGszakban kapott kezeléssel, sem mas virusfert6zések — Cytomegalovirus (CMV) vagy
Hepatitis-B virus (HBV) - esetleges jelenlétével nem mutatott Osszefiiggést. A CMV
szeropozitivitas — fiiggetleniil a TTV allapotto6l - gyakori volt a transzplantaci6 idején (>80%).
A CMV antigenémia teszttel kimutathat6 CMV reaktivalodas szintén fliggetlen volt a TTV
jelenlétét6l. HBV fer6zottség kis szamban fordult el6 a nyomonkovetett betegek
csoportjaban, a négy HBsAg pozitiv beteg koziil egy volt 1. genocsoportba tartozé TTV-pozitiv.
A vizsgilt betegek egyike sem volt HIV-vel fert6zott. A fentieket figyelembe véve
megallapithato, hogy a transzplantaciot kovet§ idGszakban alkalmazott kezelés nem volt
hatassal a betegek TTV allapotara.

A nyomonkovetéses vizsgalat felfedte, hogy az 1. genocsoportba tartoz6 TTV-vel
torténo tartos fert6zottség gyakori jelenség vesetranszplantalt betegek korében. Ez a tény az
ellen a lehet6ség ellen szol, hogy a TTV magas el6fordulasi gyakorisaga ismételt
Gjrafert6z6désekbdl szarmazna, mivel egy Gj fert6zés - figyelembe véve a TTV izolatumok
nagy heterogenitasat — valoszintileg egy masik, eltér6 nukleotid-szekvenciaju varians
megjelenését okozna, az altalunk vizsgalt betegekben viszont egy-egy TTV varians jelenlétét
lehetett kimutatni a kovetés teljes idGtartama alatt. Az N22 régi6 a TTV genom egy igen
variabilis része, mely a virion felszinén kifejez6dé humoralis epitopokat kdédolhat, mutaciot
azonbam alig lehetett detektalni ezen teriileten. A gazdaszervezet immunrendszerének hatasa
oka lehet az Gjabb TTV varidnsok és genotipusok kialakulasanak, ez a hatas valosziniileg
leginkdbb a genom hipervariabilis régioit érinti. A gyogyszeres immunszupresszid
hozzajarulhat ahhoz, hogy az egyes TTV variansok hosszii ideig perzisztalnak

vesetranszplantalt betegekben.
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II. TTV és HPV el6fordulas gégetumoros betegekben és egészséges egyénekben

Egészséges egyének. A 40 szijnyalkahartya sejtekb6l szarmazé DNS minta
Osszehasonlitasi alapként szolgalt a gégenyalkahartya tumoraiban tapasztalt virusallapothoz.
Rekurrens papillomatozisos betegek. A 10 betegh6l sebészi tton eltavolitott
gégepapillomak a HPV fert6zés jellegzetes szoveti tiineteit mutattak.

Malignizalodott papillomas betegek. Mind az 6t beteg esetében a kiindulési diagndzis
diszplaziat mutatd papillomatozis volt, amely kés6bb malignus transzforméciéba fordult. Az
alacsony esetszam miatt ezen betegcsoport esetében nem végeztiink statisztikai analizist.
Gége laphamsejtes karcinémajaban szenved6 betegek. A betegeket két csoportra
osztottuk a korlefolyas alapjan. Az egyik csoportba azon betegek keriiltek, akiknél a primer
tumor kimetszése utdn nem jelentkezett recidiva vagy metasztazis, a masik csoportban —
tumorprogressziés csoport - ezen események valamelyike megfigyelhet6 volt a
nyomonkovetés soran.

A vizsgélati csoportokban tapasztalt TTV, HPV prevalencia és a koinfekcios esetek szamszert

eredményeit az alabbi tablazatban foglaltuk 6ssze.

A kiilonbo6z6 vizsgalati csoportok virolégiai allapota.

Vizsealati csoportok LTV Pozitiv  TTV pozitiv.  HPV TTV -HPV
8 p (UTR-PCR) (ORF-PCR) pozitiv koinfekcié
egészségesek (N=40) 29 (72.5%) 2(5%) 10 (25%) 1(2.5%)
%§g=elrz)a)p1llomas betegek 8 (80%) 2 (20%) 10 (100%) 2 (20%)
l‘)ne‘i‘[gg:l;p(?\?iléc)’més 5 (100%) 5 (100%) 4 (80%) 4 (80%)
{fgzgis(elj\;tzsz;?rcmomas 22 (88%) 11 (44%) 12 (48%) 8 (32%)
FIGZ%T)SSZIO mentes 11 (78.6%) 3(21.4%) 3 (21.4%) 0 (0%)
tzll\r;ioll;lirogresszms 11 (100%) 8 (72.7%) 9 (81.8%) 8 (72.7%)

Az UTR-PCR-rel detektalhato TTV pozitivitis minden esetben igen magas volt, az vizsgalati
csoportok kozott e tekintetben nem volt statisztikai kiilonbség, igy a statisztikai analizis és a

tovabbi elemzések soran az 1. genocsoportba tartozo TTV pozitivitasra koncentraltunk
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TTV (1. genocsoport) és HPV Kkettos fert6zés hatasa a progressziomentes
talélésre

Virologiai allapotukat figyelembe véve Osszehasonlitottuk a 25 gégetumoros egyén
betegségének kimenetelét. A kettés fert6zottség aranya szignifikdnsan magasabb volt a
tumorprogresszios betegek korében, mint a progresszié mentes betegek esetében.

Osszehasonlitottuk a TTV és HPV mentes (40%; 10/25), a csak az egyik virussal
fert6zott (28%; 7/25) illetve a mindkét virust hordoz6 betegek (32%, 8/25) tumormentes
talélését. A virusmentes betegek és a csak TTV- vagy csak HPV-fert6zott betegek
tumormentes talélése nem kiilonbozott szignifikansan (Kaplan-Meier p=0,9571), viszont a
koinfekcios betegek tumormentes talélése szignifikansan rosszabb volt Osszevetve a fent
emlitett két csoportéval (Kaplan-Meier p=0,0017; p=0,0023). Ezek alapjan a csak az egyik
virussal fert6zott és a virusmentes betegekbdl egy Osszevont csoportot képeztiink (68%;
17/25) és igy hasonlitottuk 6ssze tumormentes tulélésiiket a kettGsen fert6zott (32%; 8/25)
betegekével. Mind a nyolc kett6sen fertézott beteg esetében tapasztalhato volt
tumorprogresszid, mig a tobbi beteg esetében csak 17,6%-ban (3/17) fordult el6 metasztazis
vagy recidiva. A Kkett6sen fert6zott betegek progresszibmentes tulélése szignifikansan
rosszabb volt mint a csak az egyik virussal fert6zott illetve virusmentes betegek csoportja

esetében (p<0,0001).

Az eredményekbdl levonhato kovetkeztetések

Munkank soran megvizsgaltuk a TTV és a HPV el6fordulasi aranyat és a fert6zés
esetleges hatdsait a gége tumoros megbetegedéseiben. Vizsgélataink legfontosabb
eredményei a kovetkezdk voltak: Az 6ssz-TTV (1.-5. genocsoport) eléfordulési gyakorisaga
nem kiilonbozott szignifikdnsan a vizsgalati csoportokban és jol korrelalt az altalunk
korabban, egészséges véradok PBMC mintaib6l kimutathat6 értékkel (95%). Azon tumoros
betegeknél, akiknél a miitét utani idészakban komplikacio 1épett {0l - a tumor recidivalt vagy
metasztazis alakult ki -, szignifikinsan nagyobb volt az 1. genocsoportba tartoz6 TTV
el6fordulasa, mint a tobbi vizsgalati csoportban. A gége laphamsejtes karcindméajaban
szenved§ betegek kozott szignifikdnsan rosszabb volt a TTV-vel és HPV-vel egyarant
fert6zottek komplikacié mentes ttlélése.

A kapott eredmények mogott a kovetkezd magyarazatok allhatnak:

a) Az 1. genocsoportba tartoz6 TTV konnyebben fertézi meg a gégenyalkahartya
bizonyos sejtjeit vagy HPV-fert6zott szoveteit.
Mivel az egészséges szajnyalkahartyaban (5%), a papillomatozisos betegek esetében (20%),
illetve a progresszidbmentes karcinomas betegeknél tapasztalt (21,4%) prevalencia nem tért el
szignifikansan a hasonlé foldrajzi teriileten egészséges véradok vérében detektalt TTV

pozitivitastol (18,5%-20%), nem valoszinli, hogy a tumorprogresszioés karcindbméas betegek
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esetében tapasztalt magas TTV-prevalencia a virus szoveti preferenciajaval lenne
magyarazhaté. A TTV-nek a HPV-fert6zott szovetek iranti esetleges preferenciajanak
ellentmond a 100%-ban HPV-fert6zott papillomés betegeknél tapasztalt alacsony TTV
prevalencia.

b) Az 1. genocsoportba tartoz6 TTV esetleg preferenciat mutat a megvaltozott

proliferacidju sejtek irant.
Ezt a lehet6séget az a tény teszi valdsziniitlenné, hogy Osszevetve az egészséges
nyalkahartyabol szarmaz6 mintakkal, sem a papillomatozisos betegek, sem a
tumorprogresszié-mentes karcinomasok esetében nem tapasztaltunk megemelkedett TTV-
prevalenciat, holott mindkét esetben jelen vannak abnormalis proliferacioju sejtek.

c) Az 1. genocsoportba tartoz6 TTV és a HPV eddig ismeretlen modon torténd

interakci6ja eredményezi a tumorprogressziot.
Eredményeink alapjan ez a magyarazat a legvaldszintibb. A vizsgalati csoportok koziil csak a
tumorprogresszidés karcindbmas betegek esetében tapasztaltunk kiemelked6en magas
koinfekcios aranyt. Szintén ezt a lehetGséget tAmasztja ala a malignus transzformécion atesett
papillomatozisok esetében tapasztalt magas koinfekcios arany.

A feltételezett egyiittmiikodés hatterében szamos folyamat allhat. A TTV-r6l leirtak,
hogy immunmodulativ hatasa lehet, igy a TTV fert6zés lokalisan meggyengitve az
immunvalaszt, megakadalyozhatja a HPV fert6zott sejtek eliminaciojat. A két virus egyiittes
jelenléte egyazon sejtben megvaltoztathatja a sejtmetabolizmust, médosulhat a HPV
integracid, megvaltozhatnak az antigén-prezentald ttvonalak, megndhet a proto-onkogének
és/vagy a sejtes/viralis anti-apoptotikus fehérjék expresszioja.

Osszefoglalva, eredményeink azt sugalljak, hogy az 1. genocsoportba tartozé TTV és
HPV egyiittes jelenléte a szovetekben elBsegiti a tumorprogressziot laphamsejtes

gégecarcinoma esetében.
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AZ EREDMENYEK OSSZEFOGLALASA

II.

II1.

A TT virus 1. genocsoportba tartoz6 varidnsai szignifikdnsan nagyobb aranyban
fordulnak el6 vesetranszplantacion atesett betegek vérében, mint a hasonlé koru és
nemi Osszetételli egészséges populacidban (p,..<0,00001). Az 0ssz-TTV (1.-5.
genocsoport) el6fordulasi aranya viszont nem kiilonbozik szignifikdnsan a két csoport

esetében.

Vesetranszplantalt betegek esetében az 1. genocsoportba tartozé TT virussal valo
fert6zottség tartos, a virus eliminalddasa illetve 4j fert6zés megjelenése ritka esemény.
A tartos fert6zést egy-egy beteg esetében a virus azonos variansa okozza, mig az egyes

betegekbdl izolalt TTV variansok nukleotidszekvencidja egymastél nagy mértékben

kiilonbozik.

A gége kiilonb6z6 tumoros megbetegedéseiben szenvedd betegek tumorszoveteiben
tapasztalt 0ssz-TTV-fert6zottség (1.-5. genocsoport) nem tért el szignifikdnsan az
egészséges egyének szajnyalkahartyajaban tapasztalt fert6zottségtél. A gége
laphamsejtes karcinomajaban szenvedé betegek esetében, ha a tumoros szovetekben
az 1. genocsoportba tartozé TTV-fert6zés HPV fert6zéssel tarsul, szignifikansan
rosszabb a betegek tumprprogresszié-mentes tulélése, mint a csak az egyik virussal

fert6zott, illetve a virusmentes betegek esetében (p<0,0001).
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