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BEVEZETES

A TT virust (TTV) japan kutatok izolaltak els6ként, 1997-ben. A TTV kis méret(i virus,
a virion burok nélkiili és cirkularis, negativ polaritisi DNS-t tartalmaz. A genom 3,9
kilobazis (kb) hosszisagi, tobb teljes genomszekvencia ismert. A leirt teljes- és
részszekvencidk alapjan jelenleg a TTV izolatumokat 6t genocsoportba, ezen beliil tovabbi
szekvencia homologia alapjan tobb mint harminc genotipusba soroljak.

A TTV vilagszerte igen elterjedt, koroki szerepének kideritésére felfedezése ota
intenziv kutatasok folynak, tobb korkép — méajbetegségek, légati megbetegedések — esetében
vizsgaltak a TTV fert6zés szerepét, de mindeddig nem sikeriilt egyértelm@ien bizonyitani
koroki szerepét egyetlen korkép esetében sem. Felmeriilt az a lehet8ség is, hogy az egyes
genotipusoknak, genocsoportoknak eltér6 a patogenitasuk, illetve, hogy a TTV mas
kérokozokkal egyiitt, tarsfert6z6ként jatszik szerepet egyes betegségek kialakulasaban.

A szervtranszplantacion atesett betegek az atiiltetést koveté immunszupressziv terapia
miatt fogékonyabbak a fert6zésekkel szemben és a bejutott koérokozokat nehezebben
eliminalja a szervezetiik. A TTV-r6l is ismert, hogy sziv-, maj-, csontvels-, illetve
veseatiiltetésen atesett betegek korében nagyobb a prevalencijja, mint az egészséges
populacidban. Kutatasaink soran vesetranszplantalt betegek vérmintaiban (plazma és PBMC
mintak) hataroztuk meg a TTV el6fordulasi gyakorisagat és nyomonkovetve a betegek tovabbi
TTV allapotat, a virusfert6zés tartossagat is megvizsgaltuk.

A gége daganatos megbetegedései igen gyakoriak a kelet-eurdpai lakossag korében. A
betegség kialakuldsahoz vezet6 koriilmények nem teljesen tisztizottak, kémiai agensek
(alkohol, dohanytermékek) mellett felvet6dott a huméan papillomavirus (HPV) mint kivalto
tényez6 szerepe is. Mivel a TTV kimutathat6 a nyéalban és a fej-nyaki régio egyes szerveiben
is, igy szerepe lehet ezen teriiletek korfolyamataiban is. Kisérleteink soran meghataroztuk a
TTV el6fordulasat a gége tumoros megbetegedéseiben szenvedd betegek szovetmintaiban,
illetve, nyomonkovetve a betegeket, megfigyeltiilk a fert6zottség korlefolyasra gyakorolt

hatésat, kiilonos tekintettel a HPV-vel is fert6zott esetekre.



IRODALMI ATTEKINTES

1. A Torque Tenovirus (TTV)

Felfedezés, a virion fizikai tulajdonsagai

1997-ben japan kutatok reprezentacids differencia-analizis segitségével egy tj DNS
virust izolaltak olyan, posztranszfuzioés hepatitiszben szenvedd betegbdl, akinek vérébdl
semmilyen addig ismert hepatitisz virus nem volt kimutathat6. Az Gj virus a beteg nevének
kezdébettii alapjan a TT virus (TTV) nevet kapta (47). Kés6bb - mivel feltételezték, hogy a
virus elsésorban vérrel és vérkészitményekkel terjed - a Transfusion Transmitted Virus név
hasznélata is elterjedt az irodalomban. A legtijabb elnevezés — Torque Tenovirus — pedig a

virusgenom alakjara utal (torques = nyaklanc, tenuis/teno = vékony) (58).

A felfedezést kovetGen, az intenziv kutatasnak koszonhetéen, a TTV-rél hamarosan
ismertté valt, hogy burok nélkiili virus, a virionok atmérdje 30-32 nm, cézium-kloridos (CsCl)
gradiens centrifugalas soran mért stirtiségiik 1,31-1,35 g/cm3. Amint az elektromikroszkoppal

késziilt képeken latszik, a virus a szérumban kiilonb6z6 méretli aggregatumok formajaban

van jelen. Az aggregatumokhoz human immunglobulinok (IgG) kapcsolédnak (1. 4bra) (17,

51).

1. abra: TTV elektromikroszkopos kép
Aggregalodott, 30-32 nm AatmérGji TTV-

asszocialt partikulumok human szérumban (18)

Genomi szervezddés

A TTV genomja megkozelit6leg 3,9 kilobazis (kb) hosszusaga cirkularis, egyszaly,

negativ polaritdsi DNS. A genom négy, részben atfedd nyitott olvasési keretet (open reading



frame, ORF) és egy, a virusgenom mintegy egyharmadat kitev6 konzervativ, nem kodold
szakaszt (untranslated region, UTR) tartalmaz (2. abra) (58). A leghosszabb ORF, az ORF1 a
prototipus TTV (TA278) szekvencidban az 589.-2898. nukleotidok kozott helyezkedik el, ez
kédolja a kapszid proteint és a TTV Rep proteinjét. K6zépsé részében harom, egyenként 22,
47 és 33 aminosavat kodold hipervariabilis régi6 (HVR) talalhat6(48). 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, melyek egyenként

286, illetve 289 aminosavat kodolnak (22).
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In vitro kisérletekben, COS1 sejtekben, egy, a TTV teljes genomjat tartalmazo
plazmidr6l harom, egyenként 3,0kb 1,2kb illetve 1,0kb hosszisagu érett messenger RNS
irédott at, melyeknek kozos az 5 és 3’-vége és alternativ splicing-gal keletkeznek. A
messenger RNS-ek atirédasa egy kozos belsé promoterrdl kezd6dik (TATA-boksz: ATATAA),
amely a 81.-86. nukleotidok kozott helyezkedik el. Mindegyik mRNS kapcsolodik a 2999.-
3008. nukleotidok kozott elhelyezkedd poli-A kodold hellyel, amely kozvetleniil a 2980.-
2985. nukleotidok kozotti poli-A jel (AATAAA) utan kovetkezik a genomban (22). In vivo,
fert6zott egyének csontvelG sejtjeiben is kimutattak hasonlé méretd (2,9kb, 1,2kb ill. 1,0kb)

érett messenger RNS-eket (55).

Az 1,2kb hosszusagi UTR-ben, - amely a 3075.-3853. és 1.-352. nukleotidok kozott
helyezkedik el - talalhat6 a TTV enhancer és promoter régioja, tovabba lehetséges novekedési
faktor-kot6helyeket is tartalmaz, 3° végén pedig egy kb 120 nukleotid hosszlisagi guaninban
és citozinban gazdag régi6 (GC gazdag régio, 2. abra) talalhat6 (41), amely harmadlagos

szerkezetet vehet fel. Az UTR tehat a virusreplikaci6 és transzkripci6 szabalyozasaban jatszik



szerepet. Ezt tamasztja ala az a tény is, hogy az UTR nukleotid-szekvenciaja az eddig leirt

osszes TTV genotipus esetében igen konzervativ (21, 58).

A fert6zés célsejtjei, a TTV replikacio helyszine

A TTV fert6zés célsejtjei és a TTV replikacio szervezeten beliili pontos helye jelenleg
még nem ismert. A TTV el6forduldsi gyakorisagat altaldban vérmintdk vizsgalataval
hatarozzak meg. A virus a vérben nem egyenletesen oszlik meg a szérum és a sejtes elemek
(52, 60), illetve az egyes vérsejt-tipusok kozott sem. Takahashi és mtsai eltéré mennyiségben
talaltak TTV-t az egyes leukocita tipusokban, a legmagasabb TTV-titert a granulocitadkban
detektaltak (81). TTV DNS-t mas emberi szovetekben és testnedvekben, példaul a majban, a

tlidében a csontvelGben illetve az epében és a nyalban is sikeriilt kimutatni (20, 59, 68, 89,

95).

Okamoto és mtsai duplaszald cirkularis TTV szekvencidkat — replikacids
intermediereket — detektaltak majsejtekben, ami arra utal, hogy a méaj a virusreplikaci6 egyik
lehetséges szintere (57). Csontveld sejtekben pedig TTV mRNS-eket mutattak ki, ami aktiv
virusreplikaciora utal a csontvel6ben is. (24, 55). In vitro megfert6zott, majd stimulalt PBMC

sejtekben szintén detektaltak replikativ intermedier TTV DNS-t és mRNS-t (33, 38).

TTV taxonémia

A TTV-t a genomot alkoté egyszaltt DNS alapjan kezdetben a Parvoviridae csalddba
soroltdk, de hamarosan Kkideriilt, hogy a genom cirkularis és negativ polaritisi. Ezen
tulajdonsagai alapjan a TTV a Circoviridae csaladba tartoz6 virusokkal mutat rokonséagot.
Ebbe a csaladba olyan allati korokozok tartoznak, mint a csirke anaemia virus (CAV), a sertés
cirkovirus (PCV) vagy a papagajok csor- és toll-megbetegedését okozo virus (BFDV). Egyedi
jellemz6i, mérete és szekvencia diverzitisa nemrég felvetédott a TTV @) genusba
(Anellovirus) torténd sorolasa (17). A TTV csaladba tartoz6 szekvencidkat f6emlGsokbdl és

mas allatokbdl is kimutattak méar (29, 83).

A TTV prototius izolatuma (TA278) 3852 nukleotidot (nt) tartalmaz, de ett6l eltérd, -
3787-3853nt - hosszlsagu teljes szekvencidk is ismertek (8, 54, 90). A TTV genotipusok
szama folyamatosan né, mivel az Gjabb izolatumok gyakran igen nagy kiillonbséget mutatnak
a mar ismert szekvencidkhoz képest. Ezt a nagy genetikai divergenciat Manni és mtsai -

filogenetikai elemzések alapjan - gyakori rekombinaciéval magyarazzak (37). Az elektronikus



adatbazisokban (GenBank) rendelkezésre allo részleges és teljes szekvenciak 6sszehasonlitasa
alapjan az eddigi TTV izolatumokat 0t genocsoportba soroljak és ezeken beliil - tovabbi
szekvencia homoldgia alapjan - eddig tobb mint harminc genotipust irtak le (64). Az egyes
genotipusokba tartoz6 izolatumok nukleotid szekvenciija kozott 30%-nél nagyobb eltérés
végzik, nem minden genotipus esetében all rendelkezésre teljes genomi szekvencia. Néhany
genotipust tovabbi altipusokra osztanak, tgymint 1a és 1b illetve 2a és 2b. Az 1. genocsoport
prototipusa az els6 TTV izolatum (TA278, 1. genotipus) és a 2.-6. genotipusok tartoznak még
ide. A 2. genocsoport prototipusa az 2000-ben Hallett és mtsai altal fefedezett PMV, melyet -
a TTV felfedezéséhez hasonléan — akut non A-G hepatitiszes betegbdl izolaltak és a beteg
monogramja (PM) utan nevezték el (11). A PMV-n (17. genotipus) kiviil a 2. genocsoportba
soroljdk még a 7., 8., 22. és 23. genotipusokat. A 3. genocsoportba soroljak az 1999-ben
felfedezett SEN virust (SENV) melynek eddig kilenc genotipusat irtak le (SENV-A — SENV-I).
Szekvencia elemzések alapjan kideriilt, hogy hat tipus (SENV-A, -B, -C, -D, -E illetve-H)
nagyfoki hasonlésdgot mutat mar leirt TTV genotipusokkal (rendre: 9, 10, 15, 12, 14 illetve
16) a SENV-F és —G izolatumokat pedig a TTV 19-es és 20-as genotipusaként soroltak be(26,
58, 82). Az 1999-ben Hijikata és mtsai altal felfedezett és SANBAN-nak (japanul harmadikat
jelent) elnevezett virust szintén a 3. genocsoportba soroljak, a TTV 13. genotipusaként (15).
Ezeken kiviil ide tartozik még a TUSo1 izolatum altal képviselt 11. és a TYMg9 izolatum altal
képviselt 18. genotipus is. A 4. genocsoportba a Takahashi és mtsai altal 2000-ben leirt és
YONBAN-nak (japanul negyedik’) elnevezett izoldtum (21. genotipus) tartozik (79, 91). Peng
és mtsai 2002-ben detektaltak TTV fert6zott gyermekek mintaiban olyan TTV izolatumokat,
melyek az addig ismert szekvenciaktol oly nagy mértékben tértek el, hogy ez indokoltt4 tette

egy 0todik genocsoport 1étrehozasat (64).

Takahashi és mtsai 2000-ben a népes TTV csaladhoz sokban hasonlit6, de jelentésen
kisebb genommal rendelkezé virust azonositottak, mely a TTV like minivirus (TLMV) nevet
kapta. A TLMV genomja — a TTV-hez hasonl6an - cirkularis , negativ polaritast, egyszala
DNS. Az ismert teljes genomi szekvenciak 2850-2950 kb hossztusagtak és a TTV-hez
hasonl6an nagy genetikai variabilitdst mutatnak. A TLMV is igen elterjedt és sok human
mintabol (vér, nyal, széklet, stb.) kimutathatd, terjedési mddja és patoldgiai jelent6sége még

nem ismert (80).
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3. abra: Filogenetikai fa TTV izoldtumok nukleotid szekvencidjanak ‘neighbour joining’ modszerrel
torténé osszehasonlitisa alapjan. A TTV 06t genocsoportja és az egyes genotipusokat reprezentald

néhany izolatum. (Peng és mtsai, 2002 (64) nyoman)

A TTV epidemiolégiaja

A TTV vilagszerte elterjedt virus, Azsia, Eszak- és Dél-Amerika, Eurépa, Afrika, varosi
és vidéki populacioiban egyarant el6fordul. Az életkor elérehaladtaval szignifikdnsan megnoé
a virus el6fordulasi aranya (69). Az epidemiologiai eredmények jelentds szorast mutatnak -
2% - 75%-0s fert6zottség a normal populacidban (3) -, mivel a prevalencia adatok nagyban

fiiggenek az adott kutatasban hasznalt detektalasi modszerektol.

A TTV fert6zésr6l kezdetben azt feltételezték, hogy kizarodlag vératomlesztés atjan
torténik, Simmonds és mtsai véradok korében 1,9%-ban talaltak TTV fert6zottséget és az
altaluk megvizsgalt vérkészitmények (VIII- és IX faktor koncentratumok) tobb mint fele is
TTV pozitiv volt (76). A vérkészitményekkel torténd terjedést tdmasztjak ala a Toyoda és

mtsai altal végzett megfigyelések is, melyek szerint a TTV genotipus gyakran valtozik a



tobbszorosen transzfundalt hemofilids betegekben, mig ritkan tapasztalhat6 genotipus
valtozas kronikus hepatitis C-fert6zottekben és egészséges vizsgalati alanyokban (87).
Parenteralis fert6zés szempontjabodl kockazati csoportokba tartoz6 egyének - HIV-1 pozitiv
intravénas-drog hasznalok, homoszexualis férfiak, haemodializalt betegek, thalasszémias

betegek - korében szintén magas a TTV el6fordulasi aranya (98).

Az a tény, hogy az egészséges populéacidban is vilagszerte magas a TTV el6fordulasi
aranya (12, 45,76, 92), amellett sz6l, hogy a vér Gtjan torténd terjedés nem lehet kizarélagos a
TTV esetében. TTV DNS-t nagy mennyiségben talaltak TTV-fert6zott emberek esetében
nyalban (7), epében (44, 89) és székletben (50) is, igy valoszini, hogy a fert6zés non-
parenteralisan is terjedhet. Maggi és mtsai akut légzGszervi betegségekben szenvedd
gyermekeket vizsgaltak és arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy a TTV pozitivitas forrasa
cseppfert6zés is lehet (35). Anya-djsziilott vérminta-parokat vizsgaldé kutatok arra a
kovetkeztetésre jutottak, hogy a TTV transzplacentalis vagy perinatélis atvitele is lehet a

fert6zés forrasa fiatal gyermekek esetében (27, 70).

A megvaltozott immunéllapot - igy a szervatiiltetést kévet6 immunszupressziv terapia
is - szerepet jatszhat a TTV fert6zés kialakulasaban (42, 85). Sziv- (94), maj- (73), csontvels-
(23) illetve veseatiiltetésen (96) atesett betegek esetében végzett tanulmanyok szerint ezen
csoportokban szignifikdnsan magasabb az 1. genocsoportba tartozé TTV el6fordulasi aranya,
mint egészségesek korében. Vesebetegeknél a megemelkedett TTV el6fordulasi arany mar az
atiiltetést megel6zen, a haemodializis idészakaban megfigyelhet6 (9, 31), ami a TTV

nozokomialis terjedését valdszintsiti.

Az irodalomban gyakran leirnak kevert fert6zéseket, amikor egyazon idében a TTV
tobb genotipusa is kimutathat6 egy betegben (1, 9, 46, 53, 78, 93). A keresztmetszeti
vizsgalatok eredményei felvetik a kérdést, vajon a megfigyelt magas el6fordulasi arany egy
vagy néhany TTV varians altal okozott tartos fert6zés eredménye, vagy egymast kovetd, de

atmeneti jellegli fert6zések okozzak?

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 elGsegitheti mas

korokozok altal okozott betegségek kifejlédését.
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Hepatitisz

Mivel a TTV-t elG6szor ismeretlen eredeti majgyulladasban szenved6 betegekbdl
izolaltak, kezdetben a kutat4sok is a TTV hepatitiszt indukal6 szerepét probaltak igazolni, de
az eziranyu vizsgalatok egymasnak ellentmondo eredményeket adtak. A TTV gyakran hasonlo
aranyban fordul el6 ismeretlen eredetli hepatitiszes betegekben és a kontroll csoportokban
(2, 61, 74, 97, 99), a vértranszfuzié soran TTV-vel fert6z6dott betegeknél nem tapasztaltak
korrelaciot a TTV fert6zés és hepatitisz kialakulasa kozott (49), és a kisérletesen megfert6zott
majmoknal sem volt megfigyelhet6 semmilyen majkarosodas (32, 43). Mindezek a TTV
majkarositd szerepe ellen szolnak. Elképzelhet6 azonban, hogy a TTV-nek csak egyes
genotipusai hepatopatogének, vagy a patogenitas fiigg a virustitert6l és a gazdaszervezetben

7 _n

jelenlevé tarsfert6z6 agensektdl (2).

Tobb tanulmény foglalkozott azzal a kérdéssel, hogy a TTV jelenléte befolyasolja-e
mas hepatitisz virussal, példaul a Hepatitis C-vel (HCV) fert6zott betegek esetében a betegség
kimenetelét, de nem sikeriilt egyértelmi Osszefliggést kimutatni a kettGs fert6zés és a

korlefolyas kozott (6, 14, 63, 84, 99).

Egyéb megbetegedések

A TTV képes athatolni a placentan és mar nagyon fiatal gyermekekben is kimutathat6
(70), igy felmeriilt a lehet6ség, hogy egyes gyermekkori betegségek kialakulasaban szerepet
jatszhat a TTV fert6zés. Shiramizu és mtsai akut gyermekkori lymphoblasztos leukémiaban
(ALL) szenvedl betegek esetében vizsgiltdk a TTV el6fordulasat csontvel6 és PBMC
mintdkban, de nem taléltak osszefliggést a TTV allapot és az ALL kialakulasa kozott (75).

Akut gyermekkori 1égzészervi megbetegedéses eseteket vizsgalati eredményeibdl az a
kovetkeztetés volt levonhatd, hogy - bar a TTV titer a stlyosabb koérlefolyasti esetekben
szignifikdnsan magasabb volt, mint a kevésbé sulyosakban — mégsem igazolhato, hogy a TTV
kivaltd ok lenne a légzGszervi megbetegedések esetében, valosziniibb, hogy a virus a mas

fert6z6 agensek altal kivaltott betegség sulyossagat fokozza (35, 36).

Gasztritisz esetében tobb kutatocsoport vizsgalta a TTV mint tarsfert6z6 mikroba
szerepét (34, 86). Maggi és mtsai Helicobacter pylori-fert6zott betegek gyomorszovet-
mintaiban igen magas TTV titert talaltak és a virustiter jol korrelalt a betegség salyossagaval.

A gyomorszovetekbdl elsGsorban 3. és 4.gencsoportba tartozé TTV volt kimutathat6 (34).

Garbuglia és mtsai kiilonb6z6 lymphoma tipusok esetében vizsgaltak a TTV jelenlétét
és az Epstein-Barr virussal (EBV) egyiittes fert6zés a betegség kifejlédésére gyakorolt
esetleges hatasait. A PCR-s és in situ hibridizaciés eredmények alapjan a TTV jelenlétének

szerepe lehet egyes lymphoproliferativ betegségek kialakulasaban (10).
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A TTV kimutatasara hasznalt modszerek

Polimeraz lancreakcio

A TTV kimutatéasara a legelterjedtebb modszer a polimeraz lancreakckei6 (PCR). Az
egyes PCR-en alapul6 kimutatasi modok eltérd érzékenysége miatt az irodalomban szerepld
epidemiologiai adatok széles skalan mozognak. A konzervativ UTR-hez tervezett primerek
minden TTV genotipust érzékelnek, mig az ORF szekvencidkon alapul6 primerek az ebben a
régioban tapasztalhatd nagy genetikai diverzitds miatt csak egyes meghatarozott TTV
csoportok kimutatasara alkalmasak. A mar ismert TTV izoldtumok szekvencidjanak
elemzésével genocsoport- vagy genotipus-specifikus primerek tervezhetdk (11). Koidl és mtsai
2004-ben leirtak egy real-time PCR mddszert, amely megkonnyitheti és hatékonyabba teheti
a rutin TTV diagnosztikat (25).

In situ hibridizacio

Spanyol kutatok 2000-ben fejlesztettek ki egy in situ hibridizacids modszert, amellyel
paraffinba agyazott majbiopszias mintakban detektaltak a TTV-t az ORF1-re specifikus PCR
terméket hasznalva hibridizaci6s probaként. Az in situ hibridizaci6 a TTV-t a hepatocitak

citoplazmajaban és magjaban jelezte. A fert6zott sejtek elszortan helyezkedtek el a

metszetben,és nem mutattak patologias elvaltozasokat (67).

Szerologiai médszerek

Tsuda és mtsai fert6zott egyénbdl izolalt TTV partikulumokat hasznéltak
immunprecipitaciés modszeriikben, amelynek segitségével TTV-elleni antitesteket mutattak
ki véradok és non A-G hepatitiszes betegek szérumabol. Eredményeik lezajlott TTV fert6zést

és a virus eliminal6dasat jelezték tobb esetben (88).

Ott és mtsai immunblot médszert alkalmaztak, amely az ORF 1 régiobol kialakitott
rekombinans proteint hasznal antigénként, és amellyel nagy aranyban (98%) talaltak TTV-

elleni antitesteket az altaluk vizsgalt hepatitiszes illetve egészséges emberek szérumaban
(62).

Bioldgiai vizsgalatok

Ezidaig nem sikeriilt olyan sejtvonalat el6allitani, amelyben a TTV replikalodna.

Kompetens TTV DNS-sel torténd transzfekci6 mRNS &tirdodast indukal ugyan a fert6zott
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sejttenyészetekben, de DNS replikacié nem torténik (22). Igy a TTV-biolégia sok kérdése, pl.
sejttropizmus, a replikacio és a transzkripcio szabalyozasa nehezen vizsgalhat6. Duplaszala

TTV DNS - replikaci6s intermedier - jelenlétét kimutattak csontvelS- ill. méajsejtekben (55,
57)-

Kisérleti koriilmények kozott sikeriilt Rhesus majmokat huméan TT virussal fert6zni.
Az orélisan vagy parenteralisan fert6zott allatok 4-10 nap utdn viaemiassa valtak, a TTV
kimutathat6 volt a méjban, az epében és a székletben is, de a fert6zés semmilyen patologias

hatast nem valtott ki naluk (32).

2. A human papillomavirus (HPV) és szerepe egyes daganatos

megbetegedésekben

A HPV a Papillomaviridae csaladba tartozik, kisméret(i, burok nélkiili virus, genomja
megkozelitéleg 8 kb hosszd, duplaszala, cirkularis DNS. A HPV-nek tébb mint 100
genotipusa ismert, minden tipusa epitheliotrop. A legtobb HPV fert6zés legfeljebb benignus
proliferaciét okoz a hamszovetben, de ismertek malignus elvaltozast okozd genotipusok is,
amelyeket elsGsorban cervix carcinomaban, egyéb anogenitalis tumorokban illetve
gégedaganatokban mutattak ki. A fert6zés célsejtjei alapjan két csoportot kiillonboztetnek
meg. A cutan tipusba tartoznak példaul a kozonséges szemolesot (verruca vulgaris) okozo
tipusok. A masik csoportba a nyalkahartyakat fert6z6 tipusokat soroljak. A tobb mint 40
tipus, amely els6sorban az anogenitalis régiot fertézi, tovabbi két csoportra oszthato:
megkiilonboztetnek tgynevezett alacsony kockazatt (low risk) és magas kockazatu (high risk)
tipusokat. Az elébbieket gyakrabban izolaljak benignus 1éziokbol, az utobbiakat pedig az

anogenitalis régio kiillonb6z6 tumoraibdl (13).

Az vilagszerte igen gyakran el6forduldé gégetumorok a kelet-europai régidéban
kiemelked6en magas aranyban vannak jelen (4). A kialakulasukhoz vezet6 koriilmények nem
teljesen tisztazottak, a kémiai agensek — alkohol, dohanytermékek — kozismerten kedvezétlen
hatasa mellett felmeriilt a HPV egyes genotipusainak lehetséges koroki szerepe is (40, 72),
mivel a viralis DNS gyakran kimutathat6 a tumorszovetekbdl (13, 77). A HPV szakirodalom
azonban nem egyonteti annak megitélését illetGen, hogy a virus jelenléte a gége
nyalkahartyajaban milyen hatassal van a tumor-progressziéora. Amig egyes tanulméanyok
szerint a HPV fert6zés 6nmagaban nincs hatassal a betegség kimenetelére (28, 65), vagy a
HPV porzitiv tumorok prognoézisa jobb (66), mas kutatok szerint a HPV-fert6zott tumorok

rosszabb kimeneteltiek, mint azok amelyekb6l nem mutathato ki a virus (5).
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CELKITUZESEK

Vizsgélataink sordn az alabbi kérdésekre kerestiink valaszt:

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

populéacidhoz viszonyitva?

A TTV perzisztens fert6zést okoz-e vesetranszplantalt betegekben?

A tartésan TTV-fert6zott betegekben a virus azonos variansa detektalhat6-e hosszu

idén keresztiil?

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

szenved6 betegek korében?

Milyen hatasa van a TTV-nek HPV-vel tortén6é koinfekcié esetén a tumoros

megbetegedés kimenetelére?
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ANYAGOK ES MODSZEREK

1. Vizsgalati csoportok, klinikai mintak.

A virélis fert6zottséget és annak esetleges hatasat az alabbi betegcsoportokon vizsgaltuk.

a) ITV fert6zottség és viralis perzisztencia vesetranszplantacion atesett

betegekben.

A TTV fert6zottséget 92 vesetranszplantalt beteg esetében vizsgaltuk. A
vesetranszplantaciot kovet6 idészakbol szarmazoé — rutin CMV vizsgalat céljara levett -
heparinos vérmintakbol periférialis leukocitakat izolaltunk, ezen sejtekbdl vontuk ki a DNS-t
a PCR-es vizsgalatokhoz. A betegek illetve a betiltetett szervek HBV, HCV és CMV statuszarol
és az atiiltetést kovet6 terapidban alkalmazott gyogyszerekrdl is voltak adataink. A TTV
fert6zés perzisztencidjanak megallapitasdra 31 beteg esetében nyomonkovetést végeztiink, a
kovetés 113-372 napos tartama alatt az egyes betegekt6l 2-6 kiilonallo, egymast kovet6
id6szakbdl szarmaz6 vérminta érkezett. Kontrollként 66 egészséges egyén vérmintait

hasznaltuk.

b) I'TV és HPV fertO6zottség a fej-nyaki régié tumoros megbetegedésében

szenvedo betegekben.

40 beteg miitét soran eltavolitott szoveteibdl, a tumor centralis részébdl szarmazo
sejtekbdl izolalt DNS mintdkban PCR mddszerrel mutattuk ki a viralis DNS-t. A 40 beteg
koziil 25 gégekarcinomaban, tiz rekurrens gége-papillomatozisban, 6t pedig malignizalédott
papillomaban szenvedett. A betegekben talalt viralis prevalencia adatokat 6sszehasonlitottuk
40 egészséges egyén - cytobrush segitségével gytijtott - szajiiregi exfolialt sejtjeibll szarmazo
DNS mintak PCR eredményeivel.

2. DNS izolalas, viralis DNS kimutatasa polimeraz lancreakcioval (PCR).

A mintakbol a DNS-t proteindzos emésztést kovetSen fenol-kloroform-izoamilalkohol

25:24:1 aranyu elegyével nyertiik ki.
a) I'TV kimutatasa

A viralis DNS jelenlétét az izolalt DNS mintakban két egymastol fiiggetlen PCR

modszerrel mutattuk ki. Az egyik mddszer soran nested PCR-ben a TTV genom konzervativ
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UTR régiojahoz tervezett primereket (NG147-NG133/NG132-NG134) hasznaltunk (UTR-
PCR). Ez a modszer az eddig ismert 0sszes TTV genotipus kimutatasara alkalmas. A masik
esetben seminested PCR sordn a TTV genom ORF1 N22-es régidjahoz tervezett primereket
(NG059-NG063/NG061-NG063) alkalmaztunk (ORF-PCR). Ez utébbi mbdszer csak az egyes

genocsoportba tartozo TTV genotipusok kimutatatasara alkalmas (53).

A TTV Kkimutatasara hasznalt PCR moddszerek érzékenységének

meghatarozasa.

Pozitiv reakciokbél nyert és Kkitisztitott PCR termékeket PinPoint® Xa2
plazmidvektorba (Promega) klonoztunk be. A PCR reakcidelegybe ismert mennyiségi
plazmid kopiat tartalmazé minta sorozathigitasat vittiik be mintaként, ennek segitségével
hataroztuk meg a két mddszer 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 nested MY/GP-PCR segitségével mutattuk ki az MY09-MY11/GP5-GP6

primereket hasznalva (30).

3. Vesetranszplantalt betegekben detektalt TTV variansok osszehasonlitasa.

Az izolatumok genotipusanak meghatarozasa

a) Egyszali konformacioés polimorfizmus analizis (SSCP).

TTV pozitiv betegek esetében az ORF- és UTR-PCR-ek masodik korébdl szarmazo
termékeket SSCP analizisnek vetettiik ald. A mintdk két perces 72°C—on torténd
denaturalasat 5%-os poliakrilamid gélen torténd elektroforézis kovette. Az eredményt eziist-
nitrat festéssel tettiik lathatova (19). Az SSCP igen érzékeny elektroforetikus modszer, mar
egyetlen nukleotid eltérés esetén is eltéré futasi mintazat alkul ki. Az egyes vizsgalati

mintaknal kialakuld kiillonb6z6 SSCP mintazat eltéré TTV varidnsok jelenlétére utal.

b) Automata szekvenalas

A nyomonkovetett TTV pozitiv betegek esetében az ORF-PCR nested korébdl
szarmazo6 271 bazis hosszisagi termékeket - Microcon YM-100-as oszlopon torténd tisztitast

kovetSen - BigDye Terminator Cycle Sequencing Kit felhasznalasaval, kovetve a felhasznalasi
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leirast. A mintakat 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 szekvenédlas soran kapott nukleotid szekvencidkat a GenBank
adatbazisban talalhato referencia szekvencidkhoz hasonlitva allapitottuk meg a detektalt TTV
variansok genotipusat. A nukleotid szekvencidk alapjan megallapitottuk az adott genomi
szakaszrol atir6d6 polipeptid valészinli aminosav sorrendjét és az igy kapott aminosav
szekvenciakon is elvégeztiik az 6sszehasonlito elemzést. A szekvenciak analizise soran kapott
homolégia matrix alapjan ‘neighbor-joining’ modszerrel (71) filogenetikai fat hoztunk létre a
vizsgalt izolatumok rokonsagi fokanak szemléltetésére. 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
megoszlas, TTV prevalencia) Yates-korrigalt 2 proba segitségével hasonlitottuk oOssze.
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 Gssze.

A TTV nukleotid szekvencidk alapjan létrehozott filogenetikai fa elagazasait ezer

mintara szamolt bootstrap analizissel igazoltuk a DNAMAN szoftver segitségével.

A gégepapillomas, gégetumoros betegek tumorszovet-mintai, illetve az egészséges
egyének szajnyalkahartya-mintai esetében a TTV és HPV el6fordulasi adatokat Fisher’s exact
teszt segitségével elemeztiik. A gégetumoros betegek esetében a tumormentes tulélés

vizsgalatat Kaplan-Meier teszttel végeztiik.

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

végeztik.
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EREDMENYEK ES KOVETKEZTETESEK

I. TT virus vesetranszplantalt betegekben

I'TV 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%-o0s
(92/92) porzitivitast mutatott a vesetranszplantaltakban (median kor: 38,5 év), az egészséges
kontroll csoportban (median kor: 38,2 év) pedig 95%-os (63/66) volt a fert6zottség. Az ORF-
PCR-rel vesetranszplantaltakban 58%-ban (53/92), véradokban 20%-ban (13/66) volt
kimutathaté 1 genocsoportba tartozé TTV (py.<0,00001) Az 1. genocsoportba tartozé TTV-
pozitiv illetve TTV-negativ betegek csoportja kozott nem volt szignifikans kiilonbség a
transzplantaci6 idején betoltott életkor (38,9 szemben 39,6 év); nemek szerinti megoszlas
(férfi/nd arany: 1,65 szemben 1,78; py.=0,96) és a transzplantaciot kovetéen a vizsgalatig

eltelt id6 (median: 26 szemben 33 honap; p=0,33) tekintetében.

Nyomonkovetéses vizsgalatok

Harmincegy vesetranszplantalt beteg 2-6 egymast kovet6 mintdjaban vizsgaltuk az 1
genocsoportba tartozd TTV jelenlétét a seminested ORF-PCR moddszerrel. A median kovetési
id6 230 nap volt (min. 97, max. 372 nap). A nyomonkovetett csoport statisztikailag nem
kiilonbozott a nem kovetett betegek csoportjatol a transzplantacié idején betoltott életkor
(42,7 szemben 38,5 év); nemek szerinti megoszlas (férfi/né arany: 1,58 szemben 1,77;
Px2=0,98), az 1 genocsoportba tartozdé TTV fert6zottség (14/31 szemben 39/61; py.=0,52)
valamint a transzplantacio és a TTV kimutatas kozott eltelt id6tartam (median: 20 szemben
30 honap; p=0,72) tekintetében. A kovetés idGtartama alatt két esetben olyan betegeknek,
akiknek els6é 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 mintdk TTV pozitivak
voltak. A nyomonkovetett betegek tobbségének TTV &llapota a kovetés idGtartama alatt

konzisztens volt, 12 tartésan pozitiv, mig 14 tartésan TTV negativ volt. (1. tablazat)
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1. tablazat A nyomonkovetett vesetranszplantalt betegek adatai és TTV allapota
1/a Allandé TTV allapoti betegek

betegek  kor* nem mir’lta— kovetés ) TTV TTY szekver/m?a an’linos’av
(f/n) szam (nap) allapot genotipus homologia valtozas
tx196 17 f 3 113 + 3 223/223
tx200 43 n 3 342 + 2 222/223 Va1
tx207 43 f 6 363 + 2 223/223
tx219 24 n 3 219 + 3 223/223
tx220 47 f 2 182 + 3 223/223
tx223 46 f 3 158 + 2 222/223 Kes>N
tx226 44 f 3 340 + 2 222/223 Dy2>Y
tx236 40 f 6 321 + 2 223/223
tx239 45 f 3 202 + 1 221/222 -
tx246 22 f 3 281 + 2 223/223
tx273 36 n 3 230 + 1 222/222
tx289 17 f 3 173 + 1 222/222
tx194 50 n 3 273 -
tx198 28 f 3 246 -
tx201 28 f 3 265 -
tx203 59 n 3 210 -
tx205 63 f 3 367 -
tx206 45 f 2 308 -
tx209 48 n 2 229 -
tx211 39 f 3 372 -
tx221 30 f 5 244 -
tx224 45 n 4 337 -
tx253 39 n 2 190 -
tx258 26 f 2 121 -
tx267 33 f 2 238 -
tx309 43 n 2 125 -

1/b. Megvaltozott TTV allapoti betegek.

beteg  kor* (I}e/lig nslizz_ k(b::;ges TTV allapot a kovetés idején (nap)

tx53 52 n 3 205 +(0) —(182) — (205)

tx238 43 n 3 307 - (0) - (117) +(307)

tx243 31 f 3 97 - (0) - (28) +(97)

tx271 47 f 3 118 - (0) -(35) + (118)

tx281 33 n 4 230 + (0) +(48) —(210) —(230)

*életkor a transzplantiaci6 idején
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Vesetranszplantaltakban el6fordulé TTV variansok.

a) Az egyszala konformacio polimorfizmus analizis (SSCP) eredménye

Tartosan TTV pozitiv betegek egymast kovet6 2-3 mintajabol szarmazé UTR illetve
ORF-PCR termékeket vizsgaltunk meg egyszalti konformécié analizissel (SSCP). Az SSCP
mintazatok tobb savbdl alltak, jelezve az elsg, illetve a nested PCR kor termékeinek jelenlétét.
Az UTR-PCR termékek SSCP mintazata egységes volt a vizsgalt betegeknél, ami megfelel az
UTR régio6 konzervativ jellegének. Ezzel szemben az ORF-PCR SSCP mintézata, a régié magas
variabilitdsanak megfelel6en nagy kiillonbségeket mutatott a vizsgalt betegek kozott, de az
egyes betegek kiillonb6z6 idépontokbdl szdrmazd mintdi egységes mintizatot mutattak,

jelezve egyedi TTV varidnsok tartds jelenlétét a nyomonkovetés ideje alatt. (4. abra)

I Il 1 v \'% M A Vi

4.4bra TTV pozitiv PCR termékek SSCP analizise hét beteg (I.-VIL.) egymést kovet6
idépontokban vett (a, b, ¢) perifériélis leukocita mintaibol. Az SSCP futési mint4zata azt mutatja, hogy
egyazon beteg kiilonb6z6 id6pontokban vett mintdiban a TTV ugyanazon varidnsa talalhato, és az

egyes betegekben a virus mas-mas variansa van jelen. (M: ®X molekulastaly-marker)

b) Nukleotid-szekvenalasi eredmények

A 12 tartésan TTV (ORF-PCR) pozitiv beteg minden mintdjanak (egy-egy beteg
esetében 2-6, 113-363 nap kiilonbséggel gytijtott minta) masodik koros PCR termékeit
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megszekvenaltuk. A szekvenciaadatok megerdsitették, hogy a 12 tartésan fert6zott betegben
egy TTV varians volt jelen a nyomonkovetés teljes idGtartama alatt. A kovetés Osszesitett
id6tartama 2924 nap volt, ez alatt négy nukleotid valtozés tortént, négy kiilonb6z6 betegben.
A nukleotid szekvenciakat a primer szekvenciak kihagyasaval 74 aminosav hosszisagua peptid
szekvenciakka forditottuk le. A transzlaci6 minden esetben egyetlen leolvasési keretben volt
lehetséges, amely az NGo61-es primert kovetd elsénukleotidot hasznalta a kovetkez6 kodon
els6 nukleotidjaként. Az el6bbiekben emlitett négy nukleotid valtozds harom esetben
eredményezett aminosav valtozast a 9., 26., illetve 63. pozicidban, a negyedik esetben csendes

mutacid alakult ki a kovetés soran (1. tablazat).

c¢) Szekvencia elemzés, a genotipus meghatarozasa

A 12 tartésan TTV pozitiv beteg mintaibdl nyert DNS szekvencidkat 6sszehasonlitottuk
a GenBank adatbazisban taldlhat6 teljes vagy majdnem teljes szekvencidk hasonld
szakaszaival. A szekvencia elemzés alapjan filogenetikai fat épitettiink fel ‘neighbor-joining’
modszer segitségével. 1, 2, illetve 3 genotipust TTV-t lehetett azonositani 3, 6 illetve 3 beteg
esetében. (5. abra) A leforditott aminosav szekvenciak alapjan is O0sszeallitott filogenetikai fa
hasonl6 megoszlast mutatott, bar a kiszamitott homologia matrix az aminosavak szintjén

valamivel alacsonyabb homologiat mutatott, mint nukleotid szinten.
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5. abra Filogenetikai fa a nyomonkdévetett 12 vesetranszplantalt betegb6l (tx196, tx200, tx207,
tx219, tx220, tx223, tx226, tx236, tx239, tx246, tx273, tx289) szidrmaz6 TTV izolatumok nukleotid-
szekvencidjanak és a GenBank adatbazisbol szdrmazo6 referencia TTV szekvenciak (JA1, JA1o0, JA20,
TA278, T3PB, US23, US32, US35) genetikai analizise alapjan. A filogenetikai fa a DNAMAN szoftver
segitségével késziilt. Az abra jobb oldalan arab szdmok (1, 2, és 3) jelzik az egyes genotipusokat. Az

elagazdsokndl feltiintetett szdmok az ezer mintara szamolt bootsrap analizis értékeit jelzik.
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Kovetkeztetések I.

Az irodalombol ismert adatokat (23, 73, 94, 96), melyek szerint a TTV 1.
genocsoportba tartozo tipusai nagyobb gyakorisaggal fordulnak el a transzplantacion atesett
betegek korében, mint az egészséges populacioban, a mi eredményeink is megerdsitik. A
(N22) szaporitja fel, igy lehetGség volt a fert6zést okozo6 variansok vizsgalatara. A tartésan
TTV pozitiv betegek egymast koveté mintaiban detektalt TTV varidnsok osszehasonlitasara
két egymastol fliggetlen modszert hasznaltunk, SSCP-t és a PCR termékek szekvenalasat.
Ezen modszerek eredményei azt bizonyitottak, hogy a vesetranszplantalt betegekben a TTV

azonos, az 1., 2. illetve 3. genotipusba tartoz6 variansa okozott tartos fert6zést.

Ezen tanulmanyban a TTV-t leukocitdkbdl mutattuk ki. Mivel a virus nem
egyenletesen oszlik meg az egyes vérkompartmentek kozott (56), megvizsgaltuk a legalabb
egy mintajaban TTV pozitiv 17 nyomonkévetett 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-¢é,
amint azt mas szerzok is leirtak korabban (17). Ennek megfeleléen az ORF-PCR esetében
tapasztalt kiilonbség a leukocita illetve plazma- mintak kozott, valoszintileg az eltéré

virusmennyiségnek az eredménye, mint ahogy azt mar az irodalomban leirtak (81).

Vesetranszplantalt betegekben, mind SSCP-vel mind a PCR termékek szekvenalasaval
egy dominans TTV varians jelenlétét lehetett igazolni. A hosszitavi kovetéses vizsgalatok
felfedték, hogy a betegek tobbségének allando 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 4j fert6zés eredete lehetett volna. A TTV-allapot megvaltozasa
kiegyensulyozottan tortént, kozel azonos szamu beteg valt TTV pozitivva, mint amennyi
esetében eltiint a virus, vagy a kimutathat6sagi hatar ala csokkent a mennyisége, ami azt
mutatja, hogy az egyetlen id6pontban és mintabdl torténd viruskimutatas megbizhato

eredményeket biztosit a TTV el6fordulési gyakorisaganak megallapitasara.

A betegek TTV-dllapota sem a transzplantacios korral, sem az operaciot kovetd
idGészakban kapott kezeléssel, sem mas virusfertézések — Cytomegalovirus (CMV) vagy
Hepatitis-B virus (HBV) - esetleges jelenlétével nem mutatott Osszefiiggést. A CMV
szeropozitivitas — fiiggetleniil a TTV allapottdl - gyakori volt a transzplantéci6 idején (>80%).
A CMV antigenémia teszttel kimutathat6 CMV reaktivalodéas szintén fiiggetlen volt a TTV
jelenlétét6l. HBV fert6zottség kis szdmban fordult el6 a nyomonkovetett betegek
csoportjaban, a négy HBsAg pozitiv beteg koziil egy volt 1. genocsoportba tartozé TTV-pozitiv.
A vizsgélt betegek egyike sem volt HIV-vel fert6zott. A fentieket figyelembe véve
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megallapithat6, hogy a transzplantaciot kovetd idészakban alkalmazott kezelés nem volt
hatassal a betegek TTV allapotara. A haemodializalt betegekben megfigyelt magas TTV
pozitivitas (9, 39, 49) és az altalunk kimutatott tartéos TTV fert6zés azt sugallja, hogy a
fert6zés mar a haemodializis soran megtorténik és tartésan fennmarad a veseatiiltetést

kovetfen is.

A nyomonkovetéses vizsgalat felfedte, hogy az 1. genocsoportba tartoz6 TTV-vel
torténd 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 4j fert6zés - figyelembe véve a TTV izolatumok
nagy heterogenitasat — valoszintlileg egy masik, eltér6 nukleotid-szekvenciaju varians
megjelenését okozna, illetve egyes variansok elterjednének a betegcsoporton beliil. Az
altalunk vizsgalt betegekben viszont egy-egy TTV varidns jelenlétét lehetett kimutatni a
kovetés teljes idStartama alatt és az egyes betegekbdl izolalhaté varidnsok egymashoz képest

rendszerint igen nagy szekvencia eltérést mutattak (3-42%).

Az N22 régi6 a TTV genom egy igen variabilis része, mely a virion felszinén kifejez6d6
humoralis epitopokat kdédolhat, mutaciét azonban alig lehetett detektalni ezen teriileten. A
gazdaszervezet immunrendszerének hatasa oka lehet az jabb TTV variansok és genotipusok
kialakulasanak, ez a hatéas valoszintileg leginkdbb a genom hipervariabilis régioit érinti. A
gyogyszeres immunszupresszio hozzajarulhat ahhoz, hogy az egyes TTV variansok hosszi

ideig perzisztalnak vesetranszplantalt betegekben.
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II. TTV és HPV el6fordulas gégetumoros betegekben

Egészséges egyének.

A 40 egészséges egyéntll ‘cytobrush’-segitségével gylijtott szdjnyalkahartya sejtekbdl
szarmaz6 DNS mintak 0sszehasonlitasi alapként szolgaltak a gégenyalkahértya tumoraiban

tapasztalt virusallapothoz.

Rekurrens papillomatozisos betegek.

A tiz betegbdl sebészi tuton eltavolitott gégepapillomak a HPV fert6zés jellegzetes

szoveti tineteit mutattak.

Malignizalodott papillomatozisos betegek.

Mind az 6t beteg esetében a kiindulasi diagnozis diszplaziat mutaté papillomatozis
volt, amely késébb malignus transzformacioba fordult. Az alacsony esetszdm miatt ezen

betegcsoport esetében nem végeztiink statisztikai analizist.

Gége laphamsejtes carcinomajaban szenvedo6 betegek.

A betegeket két csoportra osztottuk a korlefolyas alapjan. Az egyik csoportba azon 14
beteg keriilt, akiknél a primer tumor kimetszése utdn nem jelentkezett recidiva vagy
metasztazis, a masik csoportban — tumorprogresszios csoport - ezen események valamelyike

megfigyelhetd volt a nyomonkdvetés soran.

A vizsgalati csoportokban tapasztalt TTV, HPV prevalencia és a kettGsen fert6zott
esetek szamszer(i eredményeit a 2. tablazatban foglaltuk 6ssze A 3. tablazat tartalmazza a
vizsgalati csoportokban tapasztalt prevalencia adatok statisztikai Osszehasonlitadsanak

eredményeit.

Az UTR-PCR-rel detektalhatdé TTV pozitivitds minden esetben igen magas volt, a
vizsgalati csoportok kozott e tekintetben nem volt statisztikai kiillonbség, igy a statisztikai
analizis és a tovabbi elemzések sordn az 1. genocsoportba tartoz6 TTV pozitivitdsra

koncentraltunk
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2, tablazat: A kiilonboz6 vizsgalati csoportok virolagiai allapota.

e AYias I'TV pozitiv I'TV pozitiv e I'TV -HPV
Vizsgalati csoportok (UTR-PCR) (ORF-PCR) HPVpozitlv | e fort.
egészségesek (N=40) 29 (72.5%) 2 (5%) 10 (25%) 1(2.5%)
gégepapillomatozisos 8 (80% 2 (20% 10 (100% 2 (20%
betegek (N=10) (80%) (20%) ( %) (20%)
gﬁggg:k %;IfgfmatOZiSOS 5 (100%) 5 (100%) 4 (80%) 4 (80%)
laphdmsejtes carcinomés 05 (88% 11 (44% 12 (48% 8 (22%
betegek (N=25) (88%) (44%) (48%) (32%)

%’I{Iggll;f)SSZié mentes 11 (78.6%) 3 (21.4%) 3(21.4%) 0 (0%)
A )
EJI\rIriol?))rogressmos 11 (100%) 8 (72.7%) 9 (81.8%) 8 (72.7%)

3. tablazat A vizsgalati csoportokban tapasztalt virus-prevalencia statisztikai elemzése

2z
N w0
Ne) Q . R4
= S -8 < -g o
= = 2 o, B o g
5 g o a 8o L8 3
= < .8 o 'E RS g & .2
oA = 0 ST = o0 'O
@ < a5 2 g8 =t 2 8
80 A S0 a 7o B & O
HPYV prevalencia
egészséges populacio p<0.001 ns* ns* p=0.001
gége-papillomatozisos betegek - p=0.005 P<0.001 ns*
tumorprogresszi6-mentes carcinoma p=0.005
1. genocsoportba tartozé TTV prevalencia
egészséges populacio ns* P<0.0001 ns* P<0.0001
gége-papillomatozis - ns* ns* p=0.03

tumorprogresszi6-mentes carcinoma p=0.017

HPYV és 1. genocsoportba tartozo TTV egyiittes prevalenciaja

egészséges populacio ns* p=0.001 ns* P<0.0001

gége-papillomatozis ns* ns* P=0.043

P<0.001

tumorprogresszié-mentes carcinoma

“nem szignifikans
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ITV (1. genocsoport) és HPV kettos 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 kettésen 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.

Amint az a 6. abran lathato, a kettdsen fert6zott betegek progressziomentes tulélése
szignifikansan rosszabb volt mint a csak az egyik virussal fert6zott illetve virusmentes

betegek csoportja esetében (p<0,0001).
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6. abra Gége laphamsejtes carcinomajaban szenved6é betegek progressziomentes
talélése a nyomonkovetés idejének fiiggvényében. Az abran a folyamatos vonallal 6sszekotott
haromszogek a TTV-vel és HPV-vel egyarant fert6zott betegeket, a szaggatott vonallal Gsszekotott

négyzetek pedig a csak az egyik virussal fert6zott és a virusmentes betegeket jelzik.
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Kovetkeztetés I1.

A gége tumoros megbetegedései igen gyakoriak Magyarorszagon és nagyon magas a
betegség mortalitasa is. Ezen korképek etiologidja még nem tiszazott a HPV fert6zés tumorra

gyakorolt hatasidnak megitélése a szakirodalomban nem egységes.

Az 1997-ben felfedezett TTV koroki szerepét ezidaig - a szamos erre iranyul6 vizsgélat
ellenére - egyetlen betegség esetében sem sikeriilt bizonyitani. TTV DNS-t szaj- és
gégenyalkahartyabol és a nyalbol is kimutattak (77), ami azt sugallja, hogy a virusnak szerepe

lehet ezen teriiletek egyes megbetegedéseiben.

Kisérleteink soran megvizsgaltuk a TTV és a HPV fert6zés lehetséges szerepét
gégetumorok esetében. Az 0ssz-TTV (1.-5. genocsoport) el6fordulasi gyakorisaga nem
kiilonbozott szignifikdnsan a vizsgalati csoportokban és jol korrelalt az altalunk korabban,

egészséges véradok PBMC mint4ibol kimutathato értékkel (95%).

Vizsgalataink legfontosabb eredményei a kovetkezSk voltak: azon tumoros betegeknél,
akiknél a mitét utani idészakban komplikacié lépett fol - tumorrecidiva vagy metasztazis
alakult ki -, szignifikdnsan nagyobb volt az 1. genocsoportba tartozé6 TTV el6fordulasa
(72,7%), mint a tobbi vizsgalati csoportban (5%-21,4%). A gége laphamsejtes carcinomajaban
szenved6 betegek kozott szignifikdnsan rosszabb volt a TTV-vel és HPV-vel egyarant

fert6zottek komplikacié mentes talélése.
A kapott eredmények mogott a kovetkez6 magyarazatok allhatnak:

a) Az 1. genocsoportba tartozé TTV konnyebben fert6zi meg a gégenyalkahartya
bizonyos sejtjeit vagy HPV-fert6zott szoveteit.

Mivel az egészséges szajnyalkahartyaban (5%), a papillomatozisos betegek esetében (20%),
illetve a progressziomentes carcinomas betegeknél tapasztalt (21,4%) prevalencia nem tért el
szignifikansan a hasonlé foldrajzi teriileten egészséges véradok vérében detektalt TTV
pozitivitastol (18,5%-20%) (78), nem valoszinti, hogy a tumorprogresszion atesett carcinomas
betegek esetében tapasztalt magas TTV-prevalencia a virus szoveti preferenciijaval lenne
magyarazhato. A TTV-nek a HPV-fert6zott szovetek iranti esetleges preferenciajanak ellent

mond a 100%-ban HPV-fert6zott papillomas betegeknél tapasztalt alacsony TTV prevalencia.

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

c s

Ezt a lehet6séget az a tény teszi valdsziniitlenné, hogy Osszevetve az egészséges

nyalkahartyadbol szdrmaz6é mintakkal, sem a papillomatozisos betegek, sem a
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tumorprogresszid-mentes carcinomasok esetében nem tapasztaltunk megemelkedett TTV-

prevalenciat, holott mindkét esetben jelen vannak abnormalis proliferacioju sejtek.

c) Az 1. genocsoportba tartozd TTV és a HPV eddig ismeretlen mdédon torténé

interakci6ja eredményezi a tumorprogressziot.

Eredményeink alapjan ez a magyarazat a legvaldszintibb. A vizsgalati csoportok koziil csak a
tumorprogresszion atesett carcinoméas betegek esetében tapasztaltunk kiemelkedGen magas
koinfekcids aranyt. Szintén ezt a lehetGséget tAmaszja ald a malignus transzforméacion atesett

papillomatozisok esetében tapasztalt magas koinfekcios arany.

A feltételezett egyiittmiikodés hatterében szamos folyamat allhat. A TTV-rol leirtak,
hogy immunmodulativ hatasa lehet (2), igy a TTV fert6zés lokalisan meggyengitve az
immunvalaszt, megakadalyozhatja a HPV fert6zott sejtek eliminaciojat. A két virus egyiittes
jelenléte megvaltoztathatja a sejtmetabolizmust, moddosulhat a HPV integracio,
megvaltozhatnak az antigén-prezentalo ttvonalak, megndéhet 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 elGsegiti a tumorprogressziot laphamsejtes

gégecarcinoma esetében.

Ezen kovetkeztetéseket nagyobb szami mintan elvégzett vizsgalatokkal lehetne
megerositeni, illetve érdekes lenne a két virus pontos szoveti lokalizaciojat is meghatarozni az

interakcio6 természetének pontosabb megértése érdekében.
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AZ EREDMENYEK OSSZEFOGLALASA

II.

III.

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 tartds, a virus eliminalddésa illetve 4j fert6zés megjelenése ritka esemény.
A tartos fertG6zést egy-egy beteg esetében a virus azonos varidnsa okozza, mig az egyes

betegekbdl izolalt TTV variansok nukleotidszekvencidja egymastél nagy mértékben
kiilonbozik.

A gége kiilonb6z6 tumoros megbetegedéseiben szenvedd betegek tumorszoveteiben
tapasztalt 6ssz-TTV-fert6zottség (1.-5. genocsoport) nem tért el szignifikansasn az
egészséges egyének szajnyalkahartyajdban tapasztalt fert6zottségt6l. A gége
laphdmsejtes carcinomajaban szenved6 betegek esetében, ha a tumoros szovetekben
az 1. genocsoportba tartoz6 TTV-fert6zés HPV fert6zéssel tarsul, szignifikansan
rosszabb a betegek tumprprogresszié-mentes talélése, mint a csak az egyik virussal

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