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BEVEZETES

A rekurrens léguti papillomatézis (recurrent respiratory papillomatosis, RRP) a felsd
légutakat (elsdsorban a gégét) érintd benignus elvaltozis, mely gyermek- és felndttkorban
egyarant kialakulhat. A betegség a 1égutakra lokalizalodo, szoliter- vagy multiplex papillomak
megjelenésével jellemezhetd, melyek hatterében elsdsorban az alacsony onkogén kockazata
human papillomavirus (HPV) tipusok, elsdsorban a HPV-6 és -11 allnak. Jollehet az RRP
benignus elvaltozas, korlefolyasa nehezen megjosolhatd; gyermekekben igen agressziv, életet
veszélyeztetd korlefolydst mutathat a gyakori recidivék, illetve az als6 légutakra és a
nyeldcsére terjedés kovetkeztében. Az elvaltozas viszonylag alacsony incidenciaja
(1,8/100000 felndttek, 4,3/100000 gyermekek esetén) ellenére jelentds emocionalis- és

gazdasagi terhet jelent a tarsadalomra.

A virusok - koztiik a HPV-0k - genetikai variabilitasanak vizsgalata kulcsfontossagu
lehet az adott elvaltozas prognozisa, korlefolyasa és kezelése szempontjabol. A HPV-ok
esetén ilyen adatok elsdsorban a magas onkogén kockazati tipusok esetén allnak
rendelkezésre, ahol az elvaltozas agresszivitasa egyértelmiien kapcsolatba hozhato az adott

HPYV tipus variansaival, illetve a HPV genomban detektalhatd nukleotid polimorfizmusokkal.

A magas onkogén kockazati HPV tipusokkal ellentétben az alacsony onkogén
kockazatl tipusok esetén a patogenitassal, korlefolyassal és az antiviralis szerekkel szembeni
rezisztenciaval Osszefliggésbe hozhaté nukleotid polimorfizmusokra vonatkozd adatok
meglehetésen hianyosak még az olyan, alacsony onkogén kockazati HPV tipusokkal
egyértelmiien kapcsolatba hozhat6é kérképek, mint az RRP, esetén is. Az RRP patogenezise,
korlefolyasa, prognoézisa, ill. az adott kezelésre adott terapias valasz szempontjabol hasznos
lehet az agresszivitassal és antiviralis rezisztencidval kapcsolatba hozhatdé mutaciok, nukleotid
polimorfizmusok feltarasa, valamint az eltéré anatomiai régiokbol, ill. eltérd agresszivitast

elvaltozasokbol szarmazdé HPV szekvenciak filogenetikai viszonyainak vizsgalata.

IRODALMI ATTEKINTES

A klasszikus rendszertani besorolas szerint a papillomavirusokat (PV) - a
polyomavirusokkal egyiitt - a Papovaviridae csaladba soroltak. A Papovaviridae csalad tagjai

kozotti jelentds szerkezeti €s genetikai eltérések azonban indokoltta tették az egységes



Papovaviridae csalad atértelmezését, melynek eredményeként a papillomavirusokat a
Nemzetkozi Virustaxondémiai Bizottsag (International Committee on Taxonomy of Viruses,
ICTV) javaslatara az 06nallo Papillomaviridae csaladba soroltak. Egy ujonnan izolalt
papillomavirus 0j tipust jelent, amennyiben L1 szekvenciaja legalabb 10%-ban kiilonbozik a
hozz4 legkozelebbi papillomavirus tipustdl, mig 2-10% L1 szekvencia kiilonbség esetén

szubtipusrol, 2% alatt pedig variansrol beszéliink.

A papillomavirusok kis méreti, 52-55 nm atmérdjli, ikozahedralis kapsziddal
rendelkez6 DNS virusok, cirkularis genomjuk mérete megkdzelitéleg 8000 bazispar. A
virusgenom a hosszu szabalyozé régiora (long control region, LCR), a korai (early, E) és a
késoi (late, L) génekre oszthatdo. Az LCR, mely szdmos celluléris transzkripcios faktort €s
viralis szabalyoz6 fehérjét (E1, E2) kot, szerepe els6sorban az E6/E7 onkogének
expresszidjanak és a virus replikdciojanak a szabalyozdsa. Egyre biztosabba valik, hogy a
papillomavirusok génexpresszidjanak szabalyozasaban fontos szerep jut a CpG metilacionak,

mely elsésorban a viralis E2 fehérje kotohelyeket (5°-ACCG(N)4CGGT-3’) érintheti.

A DNS-fiiggd ATP-4z és helikaz aktivitassal rendelkezé E1 fehérje jol konzervalt a

kiilonboz6 HPV tipusok esetén; sziikséges mind a viralis DNS szintézis iniciacidjaban, mind

crer

Az LCR-re lokalizalédod 5°-ACCG(N),CGGT-3’ konszenzus szekvenciahoz kotddo
E2 fehérje meglehetésen jol konzervalt a papillomavirusok kozott. A genitalis
papillomavirusok LCR szekvencidjadban négy konszenzus E2 kotOhely talalhatd, melyek
eltérd affinitassal kotik az E2 proteint. Irodalmi adatok szerint az E2 fehérje alacsony
koncentracioban transzaktivaldo, mig magas koncentracioban transzkrpiciot gatld hatéassal
rendelkezik. Az E2 protein transzkripcidt gatld hatasan tal feltehetéen mas funkciokkal is

rendelkezik, mivel mas cellularis fehérjékkel (Brd4, TFIIB) is kdlcsonhatasba 1ép.

crr

magas onkogén kockazati HPV tipusok E6 fehérje magas, mig az alacsony onkogén
kockézatu tipusoké alacsony affinitassal koti a p53 fehérjét, facilitalva annak lebontasat. Az
alacsony onkogén kockazatt HPV tipusok esetén leirtak, hogy azok E6 fehérjéje

kolcsonhatasba 1ép a Gps2 és Bak fehérjékkel és fontos szerepet kap a genom fenntartasaban.

A papillomavirusok E7 onkogénjének {6 célpontja a cellularis retinoblasztoéma fehérje

(pRb). A pRb hipofoszforilalt formaban az E2F celluldris transzkripcios aktivacios



faktorokkal képez komplexet, gatolva a sejtciklus G1-S fazis atmenetet. Az alacsony onkogén
kockéazata HPV tipusok E7 proteinje is képes a pRb kotésére, de a magas onkogén kockazata
tipusokhoz képest jelentésen kisebb affinitassal. A papillomavirusok ES5 proteinje szintén
onkogén aktivitassal rendelkezik. A HPV-11 és HPV-16 E5 proteinje gatolja a p21/CIPI
expresszigjat fibroblasztokban és keratinocitakban, ill. a HPV-16 E5 proteinje a TRAIL és
FasL-medialt apoptozist, igy az E6/E7 fehérjékkel egyiitt fontos szerepet tolt be a

crcer

Az E4 fehérje szerepérdl meglehetésen kevés informacio all rendelkezésre, irodalmi
adatok szerint részt vesz a sejt citokeratin halézatdnak 6sszeomlésaban és segitheti az jonnan

képzddott virionok leflizOdését

Az papillomavirusok késéi fehérjéi (L1, L2) a kapszid felépitésben vesznek részt,

fontos szerepet kapnak a HPV elleni oltbanyagok fejlesztése soran.

A Dbazalis sejtek HPV virionokkal torténd fertézddése feltehetben a ham
mikrosériilésein keresztiil torténik. A fertdzddést kdvetden a virion dekapszidalodik, a HPV
DNS pedig a sejtmagba transzlokalodik, ahol episzomalisan, sejtenként megkozelitéen 100
kopidban van jelen. A fert6zddést kovetd, kis kopiaszdmban torténd genom amplifikacios
szakaszt kovetéen a HPV ¢életciklusanak tugynevezett fenntartd (maintenance) szakasza
kovetkezik, ahol a virusreplikacié a sejtciklussal szinkron zajlik. A papillomavirusok a
produktiv virusreplikdciohoz a gazdasejt replikdcids rendszerét igénylik, a termindlis
differencidlodas sordn viszont a hamsejtek kilépnek a sejtciklusbol ¢és befejezik az
osztddasukat. A  differencialodd hamsejtek replikaciojanak fenntartasa ¢és  azok
immortalizacioja az E6/E7 onkogének expresszidjanak a kdvetkezménye. A ham magasabb
rétegeiben bekovetkezik a virus késéi promoterének aktivacidja, amely a virdlis fehérjék -
elsésorban az El, E2, E1E4 és E5 - fokozott expressziojat eredményezi, igy a virus
képiaszama a sejtenkénti 50-200-r6l tobb ezerre né. A differencidlodas soran a késoi
virusfunkcidk aktivalasaban az E1E4 és ES proteinek is szerepet jatszanak. A virusreplikacid
lezarasaként a ham felsé rétegében bekdvetkezik az L1 és L2 kapszidfehérjék expresszidja és
a virusgenom enkapszidacioja, amelyet az L2 és L1 fehérjék interakcioja segit eld, amit a

virus partikulumok hdmfelszinen torténd felszabadulasa kovet.

Az RRP etiologiai agensei a HPV-ok, els6sorban a HPV-6 és HPV-11, melyek a

benignus, leggyakrabban a gégét érintd elvaltozas, korlefolydsa nehezen megjosolhato a
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gyakori recidivak, aerodigesztiv terjedés és malignus traszformécié miatt. Koreloszlas alapjan
az RRP-nek két formaja ismert, a gyermekkorban megjelend, agresszivebb fiatalkori RRP
(juvenile-onset recurrent respiratory papillomatosis, JO-RRP), ill. a felnéttkorban megjelend
felndttkori forma (adult-onset recurrent respiratory papillomatosis, AO-RRP). Irodalmi adatok
szerint a HPV-11 fertézéshez kapcsoloddo RRP a HPV-6 okozta elvaltozasokhoz képest
rosszabb prognoézist mutat. Az RRP tiinetei a betegek ¢életkoratol és a papillomédk
lokalizaciojatol fiiggenek, AO-RRP ¢és JO-RRP esetén is azonosak, vezetd tiinet - a
leggyakoribb hangszalagi lokalizacido esetén - a progressziv rekedtség, mely kiilonbozo
mértékl diszfonidval jarhat. Hangszalagi lokalizacid esetén a rekedtség mar kisméretii 16zid
esetén is érzékelhetd. Szintén gyakori tlinetek a beszédhang megvaltozéasa, a stridor és a
respiratorikus distressz. Extralaryngealis szorodas elsésorban a HPV-11 okozta fert6zés

esetén tapasztalhato.

A rutin diagnézis alapja az endoszkopos €s szovettani vizsgalat. A szdvettani képen

elsésorban acanthosis, koilocytosis and dysplasia lathato.

Az RRP kezelésének {6 célja a szabad légutak biztositasa €s a hangmindség javitasa a
papillomak eltavolitasaval, mely elsdsorban microdebrider vagy CO, lézer segitségével
torténik. Jollehet az RRP kezelésében a sebészeti beavatkozas az elsddleges, az esetek
mintegy 20%-a adjuvans terapia alkalmazasat teszi sziikségessé. Adjuvans kezelés
alkalmazédsa az évenkénti magas mutéti szam, disztdlis terjedés és a papillomak gyors
novekedése esetén meriil fel. A két leggyakrabban felhasznalt adjuvans szer az interferon-a
(IFN-0) ¢és a cidofovir (CDV). Papillomavirusok esetén az IFN-ok feltételezett
hatasmechanizmusa az HPV onkogének expressziojanak gatlasa. A CDV-t kezdetben a
human cytomegalovirus (HCMV) 4altal okozott retinitis kezelésére hasznaltak. A
herpeszvirusoktol eltérden a papillomavirusok nem kodolnak sajat virdlis DNS polimerazt,
replikdciojukat a gazdasejt polimerdza végzi, igy a CDV HPV-fertdzott sejtek esetén
tapasztalhat6 antiproliferativ hatdsa alternativ hatasmechanizmusok 1étezését valoszintisiti. Az
egyik ilyen hatdsmechanizmus lehet a CDV apoptoézist indukald hatisa HPV fert6zott
sejteken, melyet szdmos apoptotikus marker megjelenése jelez: (1) a kaszpdz-3 protedz
aktivitasanak indukcioja, (2) a foszfatidil-szerin transzlokéacidja a plazmamembran kiilsd
rétegébe, (3) a nuklearis matrix protein dezintegracioja €s (4) a DNS fragmentacioja. Mi tobb,
CDV kezelés hatasara HPV fertzott sejtekben a pS3 és a pRb fehérjek, valamint a p21 ciklin-

masik lehetséges modja a HPV E6/E7 onkogének expresszidjanak transzkripcids szinten
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torténd csokkentése. A CDV elsd, léguti papillomatozisban torténd, sikeres intraléziondlis
alkalmazasar6l Van Cutsem és mtsai (1995) szamoltak be egy algaratra és nyel6csore
lokalizal6do papillomatozisban szenvedd 69 éves nébeteg esetén. Chadha és James (2007) a
CDV RRP-ben torténé adjuvans felhasznalasrol irt, 17 kozlemény 158 betegre kiterjedd
adatait elemz6 Osszefoglalojuk szerint a betegek 57%-a teljes, 35%-a részleges remisszioba
kertilt, 8%-uk esetén pedig nem tapasztaltak javulast. A CDV {6 mellékhatasaként a

vesetoxicitas emlitheto.

CELKITUZESEK

1. Az altalunk vizsgalt, léguti papillomatdzisbol szarmazé HPV-11 szekvencidk
filogenetikai vizsgéalata a Génbankban rendelkezésre allo, 1éguti- €s anogenitalis
régiokbol szarmazd HPV-11 szekvenciak bevonasaval.

2. A kilonbozd agresszivitasu 1éguti papillomatdzus elvaltozdsok virusgenetikai
hatterének vizsgalata.

3. A virologiai szempontbdl sikertelen cidofovir kezelés virusgenetikai hatterének
vizsgalata rekurrens 1éguti papillomatozisban.

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

feloleld vizsgalati periodus soran rekurrens 1éguti papillomatézisban.

BETEGEK ES MODSZEREK

Munkédnk sordn hat, kiilonb6z6 agresszivitdsi RRP-ben szenvedd beteg mintait
dolgoztuk fel: az 1. és 2. beteg esetén szoliter papillomatdzisrol (1-1 sebészi beavatkozas,
mindkét beteg esetén csak a gége érintett), a 3. ¢és 4. beteg koOzepesen agressziv
papillomat6zisrol (9 és 6 sebészi beavatkozas; mindkét beteg esetén IFN adjuvans kezelés és
kizardlag a gége érintett), mig az 5. és 6. beteg esetén fokozottan agressziv papillomatézisrol
(30 ¢és 33 sebészi beavatkozas, az 5. beteg esetén gége, garat, arciireg, orriireg, hallojarat, a 6.
beteg esetén gége, lagyszajpad; mindkét beteg esetén IFN kezelés, a 6. beteg esetén CDV
kezelés is) beszélhetlink.



Az RRP diagnosztizdldsa minden beteg esetén 18 éves kor eldtt tortént, tehat
valamennyi altalunk vizsgalt szekvenciat juvenilis papillomatozisnak tekintettiik. Malignus
degeneraciot egyetlen betegnél sem tapasztaltak, CDV kezelésben egy beteg (6. beteg, nagyon
agressziv papillomatozis) részesiilt. Tracheosztoma alkalmazisara a 2. beteg (slirgdsségi
beavatkozés), valamint az 5. és 6. beteg esetén kertilt sor. A CDV terdpidban részesiilt beteg

(6. beteg) kezelése Chetri protokolljanak (2003) modositasaval tortént
DNS izolalas, HPV DNS kimutatas és tipizalas

Egy-egy nukleinsav izoldlds sordn a frissen fagyasztott, -70°C-on tarolt minta
megkozelitben 2x2x2 mm-es darabjait hasznaltuk fel. A folyékony nitrogénben elporitott
mintakat TNE pufferben (10 mM Tris pH 7.5, 100 mM NaCl, 1 mM EDTA) homogenizaltuk.
A DNS izolalasa fenol-kloroform-izoamilalkohol 25:24:1 aranyu keverékével tortént. A DNS
integritasat a B-globin génre specifikus primerekkel végzett polimeraz lancreakcioval (PCR)
ellendriztiik. A HPV DNS kimutatasa MY/GP nested PCR-rel, mig a HPV DNS tipizalasa a
GP PCR termék Rsal/Trul hasitasaval tortént.

A HPV genomi DNS amplifikacidja és szekvencia analizise

A B-globin és az MY/GP kivételével az esetleges amplifikdcio hibak kikiiszobolése
érdekében 3°-5° exonukledz (proofreading) aktivitdssal is rendelkezd, nagy érzékenységii
polimeraz rendszert hasznaltuk (GeneAmp High Fidelity PCR System) 500 ng total DNS
felhasznalasaval reakcionként. Az amplimereket 1,5%-0s, ethidium-bromiddal festett agaroz
gélen, 0,5<TBE (Tris/borat/EDTA) pufferben elektroforetizaltuk. A megfeleldé méretii
amplimerek tisztitasa az agar6z gélbdl QlIAquick Gel Extraction Kit-tel tortént. Minden egyes
genomi régido szekvencia-analizisét legalabb két fliggetlen PCR reakciobol szarmazo
amplimeren elvégeztik. Az egyes amplimereket mindkét iranybol,szekvenaltattuk. A
szekvenalasi reakciok ABI 3100 BigDye Terminator v3.1 Cycle Kit segitségével, ABI 3100
Genetic Analyzer-en, a BIOMI Kft-nél (G6dolld, Magyarorszag) keriiltek elvégzésre. A
szekvencia adatok elemzése €s azok Osszevetése egymassal, ill. a szekvencia adatbazisokban
talalhaté adatokkal CLC Gene Workbench 4.0 (CLC Bio, Aarhus, Denmark) szoftverrel
tortént.

A CDV kezelésben részesiild beteg 24 sorozatmintéja koziil teljes genom analizisre 6t
minta keriilt kivalasztasra: egy, a CDV és IFN kezelés el6tti laryngealis minta (1. minta,

1999), egy-egy laryngealis (2. minta, 2005) és lagyszajpadi 1éziobol (3. minta, 2005)



szarmazo szekvencia a CDV kezelésre jol reagald terapids szakaszbdl, ill. egy-egy laryngealis
(4. minta, 2006) ¢és lagyszajpadi 1€zi6bol (5. minta, 2006) szarmazd minta a kezelés viroldgiai

szempontbol sikertelen szakaszabol.

Egyszala konformaciés polimorfizmus (single strand conformational polymorphism,

SSCP) analizis

A tobb HPV-11 varianssal torténd fert6z0dés vizsgalatdra elvégeztik az egyes
elvaltozasokbol szdrmazé HPV-11 szekvencidk El1, E2, E6, E7 és LCR régidinak SSCP
analizisét. Az SSCP vizsgalatot megeldzden az egyes amplimereket kiilonb6zd restrikcids
enzimekkel (Ndel az E6 ORF, Sspl az E7 ORF, Alul és Sspl az E1A ORF, Haelll és Sspl az
E1B ORF, Dral az E2 ORF, Bsh12351 az LCR esetén) emésztettiik, majd a hasitas
eredményességét 3%-0S agardz gélen torténd elektroforézissel (90 perc, 100 V) ellendriztiik.
Az SSCP analizis soran a hasitasi termékeket elektroforézisét 15%-os poliakrilamid gélen

végeztiik, majd a gél eziistfestését kovetden értékeltiik.
LCR metilacios analizis a CDV kezelés soran

A virdlis transzkripcié szabalyozasaban szerepet jatszo6 E2 fehérje kotohelyek
metilaltsaganak mértékét biszulfit-modifikaciot kdvetden szekvenalassal hataroztuk meg. A
metilacios analizist a CDV kezelésen atesett betegbdl szarmazo 6t szekvencian végeztiik el.
1000 ng DNS felhasznalasaval. A szekvenalasi reakciok kivitelezése és a szekvencia adatok

elemzése a fentebb ismertetett modon tortént.
Plazmidok és LCR Kklénozasa reporter vektorba

Az egyes HPV-11 szekvencidk LCR-ének transzaktivaldé hatdsanak vizsgalatdhoz az
egyes szekvencidk LCR-ét pALuc reporter vektorba klonoztuk. A referencia adatbazisban
talalhatdé HPV-11 (Génbank azonosito: M14119) szekvencia alapjan tervezett BamHI és Kpnl
hasitasi helyeket tartalmaz6, a teljes LCR-t magaban foglald6 pALuc-LCR reporter
konstruktokat hoztunk 1étre. Az amplimereket 1%-os agar6z gélen elektroforetizaltuk (100 V,
1 6ra), a gélbdl kivagtuk, Qiaquick Gel Extraction Kit segitségével a gyartd utasitdsai szerint
tisztitottuk, majd mind a tisztitott amplimert, mind a pALuc vektort Kpnl és BamHI
enzimekkel hasitottuk, ismét tisztitottuk ¢s T4 DNS ligaz segitségével pALuc reporter
vektorba ligaltuk. A ligalast kdvetéen a plazmidokat kompetens Escherichia coli (E. coli) XL-

1 sejtekbe transzformaltuk. A kompetens baktériumok eldallitdsa és transzformalasa soran a
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Chung ¢és mtsai (1989) altal kidolgozott modszert vettilk alapul. A klonokat ampicillin
tartalmu szelektiv taptalajon tenyésztettiik, majd plazmid minipreparalast kovetden
szekvenalassal ellendriztiik. A transzfektalashoz sziikséges DNS-t Wizard Plus Midiprep Kit

segitségével allitottuk elo.
Iranyitott mutagenezis

Az egyes HPV-11 szekvenciak LCR-ében detektalt mutaciok (A7413C, C7479T, 7509
T delécio, T7546C, 7584 C inzercid, T7904A) hatdsat a szabalyozo régid transzaktivacios
képességére irdnyitott mutagenezissel vizsgaltuk, melynek soran az egyes mutacidkat a
referencia HPV-11 genom (M14119) teljes hosszusaga LCR-ét tartalmazé pHPV-11-LCR-
pALuc plazmid konstruktba épitettiik be. Az amplifikaciot kdvetden a termékeket 20 U Dpnl
enzimmel, 37°C-on, 16 6ran at emésztettiik, majd a fent emlitett modszerrel E. coli XL-1-be
transzformaltuk. Az egyes konstruktokat szekvenalassal ellenériztiik, majd HEp-2 sejtekbe
transzfektaltuk.

Sejtkultirak, tranziens transzfekcio és luciferaz teszt

Kisérleteinket HPV pozitiv HEp-2 (ATCC azonositd: CCL-23) sejteken végeztik. A
sejteket 10% magzati borjusavot (fetal calf serum, FCS), 2 mM glutamint és antibiotikumokat
(100 U/mL penicillin és 100 U/mL streptomycin) tartalmazo DMEM (Dulbecco's Modified

Eagle’s Medium) médiumban, 37°C-on, 5% CO, tenzié 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 6raval a transzfekciot kdvetden a
sejteket Reporter Lysis Buffer-rel és fagyasztas-olvasztassal lizaltuk, majd a sejt-extraktumok
luciferaz aktivitdsat Luciferase Assay System segitségével luminométeren hataroztuk meg a
gyartd utasitdsai szerint. A luciferdz teszt standardizaldsdhoz [-galaktozidaz tesztet
hasznaltunk. Minden transzfekcids kisérletet legalabb harom fliggetlen ismétlésben végeztiink
el. A luciferaz aktivitasok Osszehasonlitasa sordn T-prébat haszndltunk az SPSS 15.0 for

Windows program (SPSS, Chicago, IL, USA) segitségével.

Filogenetikai elemzés

A szekvencia elemzéseket CLC Gene Workbench 4.1.2 programmal végeztiikk (CLC
Bio, Aarhus, Denmark). A filogenetikai elemzések soran az adatbazisokban fellelheté 40

teljes HPV-11 genom, 49 L1 ORF, 47 E6 ORF és 47 LCR szekvenciat hasznaltuk fel.



EREDMENYEK

HPV koinfekciok vizsgalata kiilonboz6 agresszivitasu papillomatozisokbol szarmazo

mintakban

Az El, E2, E6, E7 ¢és a hipervariabilis LCR SSCP analizise alapjan tobb HPV-11
varianssal torténd fertdzodés nem valoszintisithetd, egy-egy betegbdl mindig azonos HPV-11

varians mutathat6 ki.

A Kkiilonboz6 agresszivitasu papillomatozisokbdl szarmazo HPV-11 szekvenciak teljes

genom analizise

A teljes genom analizis soran két nem (1. és 2. beteg), két kdzepesen, (3. és 4. beteg)
¢és egy fokozottan agressziv papillomatozisban (5. beteg) szenvedd betegbdl szarmazod
szekvenciakat vizsgaltunk. A 3., 4. és 5. beteg esetén a szekvencidkat két, kiilonbozod
idopontban vett minta esetén is elemeztiik. A genom &sszehasonlito vizsgalatokba a CDV -vel
kezelt, fokozottan agressziv papillomatdzisban 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 valtozdst azonositottunk. 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 poziciokban a GC dinukleotid
adataink alapjan CG-nek olvasand6, ami a 318. aminosav pozicidoban az eredeti referencia
szekvenciaban szerepld alanin helyett arginint kodol. Az LCR-ben detektalt, referencia HPV-
11 genomban taldlhat6 szekvenaldsi hibat (7719-7720 GC inzercid) Heinzel és mitsai.

eredményei is megerdsitik (Heinzel és mtsai., 1995).

A 37 szekvencia valtozas (a feltételezett szekvenalasi hibakat nem szamolva) koziil hat
az LCR-ben, egy a nem kodold genom szakaszban, illetve 30 a fehérjét kodold régiokban
detektalhaté. Az LCR-ben talalhatd szekvencia valtozasok koziil ketté (T7546C, 7584 C
inzercio), a nem kodold régioban (A3832G), ill. tizenharom, a kodold régiokban taldlhatd

nukleotidcsere valamennyi szekvenciaban kimutathat6.
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A kodold régiokban tortént nukleotid szekvencia valtozasok koziil 11 eredményezett
aminosav szekvencia valtozast: Ala45Ser az E7 ORF-ben, Ala72Glu az E1 régioban,
GIn86Lys és Lys308Arg az E2 génben, Glnd6Arg, Gly61Glu, Ser76Leu az E2/E4 ORF-ben
(aminosav csere csak az E4-ben), [1e28Phe és Val41Leu az ESA génben, illetve Ala476Val és
Ser486Phe az L1 ORF-ben. Hat aminosav csere valamennyi HPV-11 szekvenciaban
kimutathat6. Az E4 fehérjében detektalt GIn46Arg mutacid a 6. betegbdl szdrmazo szekvencia
kivételével valamennyi szekvencidban kimutathatd. Négy aminosav csere egyedi szekvencia
valtozathoz vezetett: az Ala72Glu csere az E1 régioban és a GIn86Lys aminosav szekvencia
valtozas az E2 fehérjében csak a 4. beteg (HES74704; kozepesen agressziv papillomatozis)
szekvenciaira jellemz6; az L1 szekvencia polimorfizmusok (Ala476Val és Ser486Phe) pedig
csak az 5. beteg (HE574702; fokozottan agressziv papillomat6zis) mintdiban mutathatdak ki.

Ezen véltozasok egyetlen génbanki szekvenciaban sem mutathatoak ki.

A szekvencia analizis alapjdn megallapithatd, hogy a kiilonbdzd agresszivitasu
papillomatozus elvaltozasokbol szarmazé HPV-11 szekvenciak ES/E6/E7 onkogénjei
aminosav szekvencidjukban azonosak. A 3., 4. és 5. beteg két kiilonboz6 1dépontjaban vett

mintakbol azonos genom szekvencidju HPV-11 genomok detektalhatoak.

A hat HPV-11 szekvencia LCR-ében Osszesen hat nukleotid szekvencia valtozast (a
feltételezett szekvenalasi hibakat nem szamolva) detektaltunk: négy nukleotid cserét, egy
inzerciot és egy deléciot. A négy nukleotid csere kozil kettd (A7413C és T7904A) egyedi
nukleotid polimorfizmus, amelyek koziil az A7413C csere csak az 5., mig a T7904A csere
csak a 6. betegbdl (mindketté fokozottan agressziv papillomatdzis) szarmazo HPV-11
szekvencidban detektalhatd valtozas, utobbi kozvetleniil a harmadik E2 fehérje kotohely
mellett helyezkedik el. Az inzercid6 valamennyi szekvenciaban kimutathatoé, Upstream
transcription factor 1 (USF1) és Specificity factor (Spl) transzkripciés faktor kotohelyet

érintd mutacid, mig a delécio 6t szekvencidban detektalhato.

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

szekvencia alacsony agresszivitasu szoliter papilloméabdl szarmazott (1. és 2. beteg).

Az LCR analizise alapjan megallapithat6, hogy a nem agressziv papillomat6zisokbol
(1. és 2. beteg) szarmazd HPV-11 szekvenciak LCR-ei azonosak, a kézepesen ¢és fokozottan

agressziv elvaltozasokbol szarmaz6 szekvencidk LCR-ei azonban mind eltérnek egymastol.
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Filogenetikai vizsgalatok

Az adatbazisban talalhat6 HPV-11 szekvencidk szarmazastanilag kozel allnak
egymashoz, az eddig vizsgalatok alapjan két filogenetikai vonal rajzolodik ki. Az altalunk
vizsgalt, 6. betegbdl szdrmazo HPV-11 szekvencia (FR872717) harom thaifoldi (JQ773408,
JQ773410, JQ773411) és egy szlovén szekvencidval (FN907962) egyiitt az A2 filogenetikai

vonalon beliil egy jol megkiilonboztethetd alcsoportot képez.

A filogenetikai vizsgéalatok alapjan a legkonzervativabb régionak az E6 ORF
bizonyult, a 95 rendelkezésre allo E6 szekvencia koziil - az altalunk kozolt hat szekvenciat is

beleértve - 82 azonos volt

Az L1 ORF esetében a filogenetikai vizsgalatok 15 szekvencia valtozatot tartak fel,
jollehet a rendelkezésre allo 96 L1 szekvencia koziil 62 azonos volt. Az altalunk vizsgalt
szekvencidk koziil mind a két nem agressziv, mind pedig a két kdzepesen agressziv
elvaltozasbol szarmazo szekvencia ebbe a csoportba tartozik. A f6 L1 klaszterben
tiidétumorba progredidldé RRP-bdl szdrmazd izoldtum (JN644141) is talalhatd. Az altalunk
vizsgalt szekvenciak koziil a két fokozottan agressziv papillomatdzisbol szarmazo szekvencia
eltérd klaszterbe tartozik. A 6. betegbdl szarmazd szekvencia (FR872717) a t6 klasztertdl két
silent SNP-vel kiiloniil el és megegyezik két thaifoldi izolatum (egy tiidébe torténd szorddast
mutatd gégepapillomat6zisbol szarmazo és egy magas fokti hdmdiszplaziat mutatéd cervikalis
izolatum) szekvenciajaval. A 5. betegb6l szarmazo szekvencia (HE574702) szintén két SNP-t

hordoz, melyek az aminosav szekvencidaban is megnyilvanultak.

A filogenetikai elemzések alapjan a legjelentdsebb szekvencia diverzitast az LCR
esetén tapasztaltuk. 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 papillomat6zisbol szarmazo szekvencia (HE574702) tartozik.

A két nem agressziv papillomatdzisbdl szarmazo szekvencia (1. beteg: HE574703; 2.
beteg: HE574705) LCR szekvencidja megegyezik, de kiilonbozik minden génbanki LCR
szekvenciatol. A 3. betegbdl szarmazd, kozepesen agressziv HPV-11 szekvencia LCR-e
(HE574701) 11 analis régiobol izolalt szekvencidval egyezik meg (Szlovénia). A 4. betegbdl,
kozepesen agressziv papillomatdzisbol izolélt szekvencia (HE574704) egyedi LCR-t képvisel
¢s kiilonbozi valamennyi rendelkezésre 4ll6 HPV-11 szekvenciatol. Az 5. betegbdl (fokozott

aggresszivitasu papillomatézis) szarmazd szekvencia (HES574702) a f6 LCR klaszterbe
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sorolhatd. A 6. betegbdl (fokozott aggresszivitasu papillomatozis) szarmazé LCR szekvencia

(FR872717) két thaifoldi izolatummal egyezik meg.

A kiillonbozo agresszivitasu elvaltozasokbol szarmazéo HPV-11 szekvenciak

transzaktivalé potencialjanak vizsgalata

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

legmagasabb aktivitast a referencia HPV-11 (M14119) esetén detektaltunk.

A két fokozottan agressziv papillomatdzisbol szarmazo szekvencia (5. beteg, 6. beteg)
transzaktivalo hatasa jelent6sen kiilonbozott egymastol (p=0,004), magasabb aktivitast a 6.
betegbdl nyert szekvencia esetén mértiink. Az 5. betegbdl izolalt, fokozottan agressziv
papillomat6zisbol szarmazé szekvencia (HE574702) transzaktivalo hatasa kozel azonos volt a
3. beteg kozepesen agressziv papillomatdzisabol szarmazod szekvencia (HES74701)
aktivitasaval (p=0,575) és alacsonyabb volt (p=0,022) a szintén kozepesen agressziv
papillomatozisbol izolalt szekvencia (4. beteg, HE574704) aktivitasanal. Utobbi szekvencia
(4. beteg; HE574704) aktivitasa kozel azonos volt a fokozottan agressziv papillomatdzisbol
szarmazo, 6. betegbdl (FR872717) nyert szekvencidval (p=0,105).

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

fokozottan agressziv elvaltozasokbol szarmazo szekvencidkhoz képest.
Iranyitott mutagnezis

A klinikai mintdkban detektalt hat LCR-re lokalizdl6d6 mutacio 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. Ez a mutacid
valamennyi, altalunk vizsgalt szekvenciaban, ill. a Génbankban talalhat6é csaknem valamennyi

(88-bol 83) szekvenciaban megtalalhato.

A fenti egyedi nukleotid polimorfizmuson tul 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 attenudtor mutacio a 88 génbanki LCR

szekvencia koziil 81 ill. 58 esetén figyelhetd meg.
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A T7904A és a C7479T csere vizsgalataink alapjan potencirozo hatassal bir. A 7904-
es pozicidoban detektalt, kozvetleniil az E2BS#3 mellet talalhatd T/A csere pusztan a 6. beteg
(fokozottan agressziv papillomatdzis) és tovabbi két génbanki szekvenciaban mutathaté ki. A
C7479T pontmutacié a két fokozottan agressziv, a 3. beteg kdzepesen agressziv, ill. 81
génbanki szekvencidban detektdlhatd. A T7904A ¢és C7479T muticidk esetén tapasztalt
potencirozo hatas statisztikailag nem volt szignifikans (p=0,551 és p=0,372).

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

megtalalhato, az LCR transzaktivalé hatasat nem befolyasolta (p=0,919).

Az LCR-ben detektalt hat mutacid koziil tehat harom attenudator (A7413C, T7546C,
7509 T delécio), kettd pedig potencirozo (C7479T, T7904A) hatast eredményezett. A 7584-es
pozicidban torténd C inzercid az LCR transzaktivald hatdsat nem befolyadsolta. A fenti

mutaciok koziil pusztan a 7546-os pozicioban talalhatd T/C hatdsa bizonyult szignifikansnak.
Human papillomavirus koinfekciok vizsgalata a CDV kezelt beteg sorozatmintaiban

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

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

A CDV kezelésen atesett beteg 24 sorozatmintdjaban (14 laryngealis és 10
lagyszajpadi szekvencia) az 1999-t61 2007-ig terjedd vizsgalati periddusban kizarolag HPV -
11-et detektaltunk, mas HPV tipus nem volt kimutathat6. Az egyes genomi régiok vizsgalata
soran valamennyi szekvencia esetén mind a vizsgalt fehérje kodold régiok (E1, E2, E6 és E7),
mind pedig a hipervaridbilis LCR esetén azonos SSCP mintazatot detektaltunk, tehat a 8 évet
feloleld vizsgalati szakaszban mindvégig azonos HPV-11 varidns volt kimutathato. A fenti
régidk SSCP analizise soran tobb, esetleg eltérd onkogenitasti vagy CDV érzékenységii HPV -

11 varians jelenléte nem mutathato ki.

HPV-11 szekvenciak teljes genom analizise a CDV Kkezelés el6tt, valamint a kezelés

virologiai szempontbol sikeres és sikertelen szakasza soran

A teljes genom analizis sordn a vizsgalatra kivalasztott 6t minta esetén azonos
nukleotid szekvenciat detektaltunk. A CDV terapia soran nukleotid szekvencia valtozasok
nem figyelhetdek meg, az egyes terapids szakaszokbol szarmazé HPV-11 szekvencidk
nukleotid sorrendje azonos. A teljes genom analizis a vizsgalt mintak esetén megerdsiti az

SSCP-vel kapott eredményeket, miszerint a kiilonbozé iddpontokban vett mintdkban
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mindvégig azonos varidns 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 delécidt) detektaltunk, amelyek koziil az
inzerciok (7584 C, 7719 G, 7720 C inzercidk) és a deléciod (7509 T delécid) kizardlag a
fehérjét nem kodold szabalyozd szekvenciat, az LCR-t érintették. A 7584-es, 7719-es és
7720-as pozicidban tortént inzercidk potencidlis Sp-1 transzkripcids faktor kotShelyet

érintenek a viralis génexpressziot szabalyozo LCR-ben.

Az inzerciokon ¢€s deléciokon kiviil detektalt 24 nukleotid csere koziil harom az
LCR-ben, egy a 3832-¢s pozicidban fehérjét nem kodold régidoban, hiisz pedig a korai és kései
fehérjéket kodold régiokban detektalhatd. A 7902-es pozicidban, az LCR-ben detektalhatod
T/A mutacio egy E2 fehérje kotohely kozvetlen kdzelében talalhatd. A htsz, kodolo régioban
tortént mutacidé koziil hét ,, missense” mutaciot detektaltunk, amelyek aminosav cserét
eredményeztek az E7, E1, E4, ES régidkban, mig tizenharom szekvencia valtozas ,, silent”

mutacidhoz vezetett.

A CDV kezelésen atesett beteg sorozatmintaibol szarmazé szekvenciak LCR-ének

metilacios analizise

A CDV kezelésen atesett beteg (6. beteg) LCR-ének biszulfit modifikalasat kovetden
elvégzett szekvanalas eredményeinek alapjan megallapithato, hogy az E2 kotOhelyekre
lokalizal6do nyolc CpG dinukleotid valamennyi vizsgalt mintdban metilalatlan allapotban van

jelen.

MEGBESZELES

A kiilonboz6 agresszivitasu elvaltozasokbol szarmazé HPV-11 szekvenciak protein

kodolo régioinak szekvencia analizise

Az E6/E7 onkogének szekvencidinak elemzése alapjan megallapithatd, hogy az
altalunk vizsgalt szekvencidk esetén a papillomatdzis agresszivitisa az E6/E7 régiokban
tapasztalt mutaciokkal nem magyarazhaté, mivel valamennyi HPV-11 genom EG6/E7
szekvenciaja azonos (a referencia M14119 szekvencidhoz képest azonban megfigyelhetdek

eltérések). Az E6/E7 szekvencidkban megfigyelhetd variabilitds a szekvencia adatbazisokban
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szereplé mas HPV-11 izolatumok esetén is minimalis, tehat az E6/E7 onkogének a HPV-11

esetén jelentds konzervaltsdgot mutatnak.

Az E5 ORF-ben az altalunk vizsgalt szekvencidk esetén az E6/E7 régidokhoz hasonld
konzervaltsdg figyelhetd meg, valamennyi szekvencia ES5 régidja - az elvaltozas
agresszivitasatol fiiggetleniil - azonos. Az adatbazisban taldlhato, elsésorban Szlovénidbol

szarmazd, mintak esetén az ES ORF variabilitdsa némileg nagyobb.

Az altalunk vizsgalt valamennyi szekvencia esetén az ES/E6/E7 onkogének aminosav
szekvenciai azonosak, tehat az RRP agresszivitasaban mutatkozd kiilonbségek az egyes
betegek esetén az ES/E6/E7 onkogén régiok kiillonbségeivel nem magyarazhatoak. Ez a tény
érdekes ellentétet mutat a magas onkogén kockazati HPV tipusok (HPV-16, -18) esetén
tapasztaltakkal, ahol az egyes intratipusos variansok, sét ugyanazon varians kiilonb6z6
egyes variansok E6 fehérjéhez kothetd eltérd onkogenitasban nyilvanul meg . Az E7 régidéban
a magas onkogén kockdazatl tipusok esetén jelentds konzervaltsagot irtdk le, ami az altalunk

vizsgalt HPV-11 szekvencidk esetén is megfigyelhetd.

A E1/E2 régiokban, 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 felelds régiokban talalhatoak. Mindkét fehérje - egyéb funkciok mellett - fontos
szerepet jatszik a virusreplikdcid szabdlyozdsdban, igy részben magyardzhatjdk az

elvaltozasbol szarmazdé HPV-11 szekvencia kozepesen agressziv viselkedését.

Az 5. beteghdl szarmazo HPV-11 szekvencia esetén detektalt két L1 mutacio a fehérje
C-terminalis részét érinti, melynek fontos szerepe van a HPV virionok 6sszeszerelddésében.
A két C-termindlisan elhelyezkedd mutacié az L1 fehérje negyedleges szerkezetének
modositasaval befolyasolhatja a neutralizal6 antitest epitop(ok) hozzaférhetdségét a szervezet
antitestjei szamara és gatolhatja a haté¢kony immunvalasz kialakulasat. Az L1 mutacidk az
immunvalaszt befolyasolo hatason tal eldsegithetik a virionok dsszeszerel6dését és a virionok
képzoédésének folyamatat. Az 5. betegbdl szarmazd szekvencia csokkent immunogenitasat
¢s/vagy fokozott virion képzOdését a beteg korlefolyasdban megfigyelheté nagyfoku

extralaryngedlis szorodas is alatamaszthatja.

Jelen tudasunk szerint a kiilonb6z0 agresszivitasi RRP elvaltozasok és az adott

elvaltozasbol szarmazo HPV-11 szekvencidk nukleotid sorrendje, valamint onkogén
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potencidlja kozotti Osszefiiggést eddig még nem vizsgaltak, ill. a nukleotid adatbazisokban
elérheté HPV-11 teljes genom szekvenciak esetén relevans, a korlefolyast is magaban foglald
adatok, a referencia HPV-11 genom, egy thaifoldi és egy USA-bol szarmazd izolatum

kivételével, az értekezés irdsdnak idején nem allnak rendelkezésre.

A kiilonb6z6 agresszivitasu elvaltozasokbol szarmazo HPV-11 szekvenciak szabalyozé

(LCR) régiojanak szekvencia analizise

A HPV-k LCR-e fontos szerepet jatszik a virus replikacidjaban €s a virus-medialt
sejtosztédasban. Az LCR transzaktivald képessége kozvetleniil befolyasolja az onkogén
expressziot és ezaltal a virus onkogén potencialjat, ami magas onkogén kockéazata HPV
tipusoknal mar bizonyitott. A kiilonboz6 HPV-16 intratipusos varidnsok LCR aktivitasa

Osszefiiggésbe hozhat6 az adott varians agresszivitasaval.

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

2. beteg) esetén tapasztaltuk, mely feltehetden a két attenudtor mutacié kovetkezmeénye lehet.

A kozepesen agressziv papillomatdzisbol (3. és 4. beteg) szdrmazo szekvencidk esetén
mért magasabb LCR aktivitas a pusztan egyetlen atfenudtor mutacio jelenléte (4. beteg), ill. a

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

Az 5. beteg agressziv papillomatdzisdbdl szarmazd szekvencia LCR aktivitisa a
kozepesen agressziv elvaltozasbol szarmazo szekvencidkkal kdzel azonos volt. Az 5. betegbdl
szarmazo HPV-11 szekvencia a 3. beteg két attenudtor és egy potencirozé mutacidé mellet egy
tovabbi, igen enyhe hatasu attenudtor mutaciot is tartalmaz. Az elvaltozas agressziv
viselkedése feltehetden az L1 ORF-ben detektalt, két aminosav cserét is eredményezd
mutaciora és az erre adott gyenge antitest valaszra vezethetd vissza. A 6. beteg agressziv
papillomato6zisabol szdrmazd szekvencia fokozott LCR aktivitisa a 3. és 5. betegnél is
detektalhatd két attenuator és egy potencirozo mutacion til egy tovabbi potencirozo hatasu
szekvencia valtozasra vezethetd vissza. Utdobbi mutacid (T7904A) két thaifoldi izolatumban is
megtalalhato, melyek egyike sulyos, tiidébe torténd szorddast mutatd gégepapillomatdzisbol,
mig masika sulyos, a magas onkogén kockizatt HPV tipusokra jellemzd, cervikalis

hamdiszplaziabol szarmazik.
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Osszefoglalva, az egyetlen papillomatozis epizodot okozd HPV-11 szekvecidk esetén
csokkent LCR aktivitast €s pusztan attenudator mutaciokat detektaltunk, mig a relapszusokkal
megjelend elvaltozasokbdl izoladlt szekvencidk esetén az atfenudtor mutdciok mellett
potencirozo szekvencia valtozasokat és a nem agressziv papillomatdzisbdl szarmazd

szekvenciakhoz képest fokozott LCR aktivitast tapasztaltunk.

A Génbankban taldlhatdo referencia HPV-11 izolatum (M14119) igen agressziv
papillomato6zisbol szarmazik, amely tobb mint 70 sebészi kimetszést tett sziikségessé. A
rendelkezésre allo szekvencia adatok alapjan valosziniisithetjiik, hogy a 7546-0s nukleotid
pozicidban altalunk is detektalt attenuator mutacié reprezentalhatja a vad tipust, mig az igen
agressziv referencia HPV-11 izolatum ugyanebben a pozicidban potenciroz6 mutaciot

tartalmaz.

Eredményeinkhez hasonloan, a HPV-16 intratipusos variansok esetén az LCR aktivitas
korrelél az adott izolatum patogenitasaval. Magas onkogén kockazatih HPV tipusok esetén az
LCR aktivitas kozvetleniil hatassal van az onkogén expresszidra és ezaltal az adott izolatum

onkogén potencialjara.

Transzfekcids kisérleteink eredményei alapjan arra kovetkeztethetiink, hogy az
altalunk vizsgélt izoldtumok esetén - a HPV-16 intratipusos variansokhoz hasonloan -
Osszefliggés lehet az elvaltozas agresszivitasa és az adott izolatum LCR-ének transzaktivacios

képessége kozott.
A vizsgalt HPV-11 szekvenciak filogenetikai analizise

A magas onkogén kockazata HPV tipusok (pl. HPV-16) intratipusos variansainak
geografiali megoszlasarol, eléfordulasarol €s az egyes variansok eltéré onkogenitasarél a HPV

kutatas egy jol tanulmanyozott teriilete.

A HPV-16 intratipusos varidnsok létezésére szamos bizonyiték all rendelkezésre,
melyek a jellemzd foldrajzi eloszlasi mintazat mellet patogenitasukban (onkogén kockazat) is
jelentdsen kiilonboznek. Mindez felvetheti annak a lehetdségét, hogy az RRP-s elvaltozasok
esetén megfigyelhetd jelentds agresszivitasbeli kiilonbségek hatterében eltérd onkogén
potenciallal rendelkez6 HPV-11 intratipusos variansok allhatnak, mely indokoltta teszi az

adatbazisokban talalhaté HPV-11 szekvenciak filogenetikai analizisét.
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Az alacsony onkogén kockédzati HPV tipusok 4ltal okozott elvaltozdsok (pl. RRP)
eltéré agresszivitasanak hatterében allo viroldgiai, virus-genetikai tényezok feltarasa jelen
tudasunk szerint a HPV kutatisok eddig nem vizsgdlt teriilete, az egyes elvaltozdsok
agresszivitdsa ¢és az adott elvaltozasbol szdrmazd mintdban detektalhaté varidns(ok)

szekvencia adatai értékes prognosztikai jelentéséggel birhatnak.

Burk és mtsai. 4ltal végzett szekvencia vizsgalatok alapjan a HPV-11 izolatumok
kapcsan két lehetséges filogenetikai vonal /Al és A2/ rajzolodik Ki. A két filogenetikai vonal
kozotti tavolsag meglehetdsen kicsi (0,2%), azonban a HPV-16 intratipusos varidnsok esetén
megfigyelhetd hasonlé mintdzat kapcsan felvetddhet, hogy a HPV-16-hoz hasonléan a HPV-
11 esetén is léteznek intratipusos variansok. Az altalunk vizsgalt HPV-11 izoldtumok és az
adatbazisban taldlhato HPV-11 szekvencidk filogenetikai analizise alapjan megallapithato,
hogy az eltér6 anatomai régiokbol (anogenitalis és léguti) szarmazdé mintdk mindkét
filogenetikai agon megtalalhatoak, tehat adott anatomiai lokalizacidhoz kothetd leszarmazasi
vonal nem hatarozhat6 meg. A 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 papillomatozis agresszivitasatol fliggetleniil),
tehat esetiinkben az egyes elvaltozdsokbol szarmazé HPV-11 izolatumok agresszivitdsdban
megfigyelhet6 kiilonbségek filogenetikai tényezOkkel nem magyardzhatoak. Az esetleg eltérd
agresszivitdsu HPV-11 intratipusos varidnsok azonositasat és ezek filogenetikai viszonyainak
tanulmanyozasat neheziti az a tény, hogy szekvencia adatok kapcsan publikalt relevans
klinikai adatok meglehetdsen hianyosak. Néhany Azsiabol és egy USA-bol szarmazé
izolatumon kiviil csak Kozép-Eurdpabol, két szomszédos orszagbol (Szlovénia ¢és
Magyarorszag) allnak rendelkezésre teljes HPV-11 genom szekvencidk a Génbankban, igy az
intratipusos varidnsok és tovabbi filogenetikai agak feltardsa a jovoben folytatott munkak

feladata.
HPV-11 varians analizis a CDV kezelés soran

A CDV egyike a HPV fert6zések soran elsdként felhasznalt kemoterdpias szereknek,
jollehet HPV ellen kifejtett pontos hatasmechanizmusa még nem teljesen ismert. A HPV-
CDV osszefiiggésben megjelent kozlemények elsdsorban a CDV kezelésre adott terapids

valaszt vizsgaljak. A beszdmolok szerint a CDV kezelés a HPV fertdzéshez kapcsolhato
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papillomatozisban az esetek mintegy 60%-aban sikerrel jar, a kezelt betegek mintegy 40%-

aban csak atmeneti, részleges terapias siker, vagy annak teljes sikertelensége figyelhetdé meg.

A CDV kezelés terapids és virologiai sikertelenségének hatterét vizsgalo tanulmanyok
azonban jelen tudasunk szerint nem allnak rendelkezésre. A CDV kezelés kezdeti terapids
sikere, majd a relapszusok szdmanak novekedése, ill. a teljes terapids sikertelenség felvetheti
tobb olyan HPV muténs/varidns jelenlétét, akar azok CDV kezelés sordn torténd 1étrejottét,
melyek CDV érzékenysége eltérd lehet. Ezt a feltevést tdmaszthatja ald a CDV kezelésen
atesett, agressziv papillomatézisban szenvedd beteg esetén Major és mtsai (2008) altal
megfigyelt kezdeti, jelentds HPV-11 kopiaszdm csokkenés, majd ezt kovetd markans

novekedés a CDV terapia soran.

Az eltér6 HPV variansok jelenlétének vizsgalata papillomatézus elvaltozasokban
viszonylag ritka, ezek is inkabb magas onkogén kockazata HPV tipusokra terjednek ki.
Azonos betegbdl szarmazo, kiilonb6zé idépontokban vett sorozatmintikban térténé HPV
varians analizis is els6sorban magas onkogén kockédzati HPV tipusokra és dontéen a
variabilis LCR-re terjednek ki, 1éguti papillomatézisok esetén az ilyen irdnya vizsgalatok
teljesen hidnyoznak. Az 1. kozleményben leirt vizsgalatok soran a CDV kezelés viroldgiai
sikertelenségének virus-geneteikai hatterét vizsgaltuk. A CDV kezelés el6tti terapias-
viroldgiai siker, majd az ezt kovetd virologiai sikertelenség szakaszaibdl szarmazo mintakbol
izolalt HPV-11 szekvencidk E6, E7, E1, E2 régioi ¢s LCR-e SSCP és teljes genom analizise
alapjan megallapithatd, hogy a vizsgélt, mintegy 8 évet magdban foglald periddusban
(1999-2007) mind a gégébdl, mind a lagy szajpadbodl szarmazoé mintakban ugyanazon HPV -
11 varians mutathato ki. A szekvencidk elemzése alapjan az eltéré cidofovir érzékenységi
HPV-11 genomok jelenléte és csokkent CDV érzékenységet biztositd mutaciok kialakulasa
nem igazolhatd, a CDV terapia virologiai sikertelensége a kezelés soran kialakult mutaciok
1étrejottével esetiinkben nem magyarazhato, hiszen a CDV kezelést megel6z6en, mind pedig

azt kovetden azonos teljes genom szekvenciakat detektaltunk.

A HPV-11 genom nagyfoku stabilitdsat tamaszthatja ald az a tény, hogy a 8 évet
feloleld vizsgalati periodus sordn a HPV tipizalas alapjan mindvégig ugyanazon HPV-11
szekvencia volt kimutathato, eltér6 HPV-11 altipusok és variansok nem detektalhatéak. Ez
feltehetden arra a tényre vezethetd vissza, hogy a papillomavirusok replikaciojat a nagy

masolasi hiiséggel rendelkez6 human DNS polimeraz végzi.
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HPV-11 teljes genom és LCR metilacios analizis a CDV kezelés soran

A HPV-k LCR—ére lokalizalodo konszenzus E2 fehérje kotéhelyek szekvenciajukbol
(5’- ACCG(N),CGGT-3) adodoan lehetdséget teremtenek az E6/E7 onkogén expresszido CpG
metilacié utjan torténd epigenetikai szabalyozara. Thain és mtsai (1996) megfigyelése szerint
az E2 kotohelyek in vitro metilacidja gatolja az E2 fehérje LCR-hez torténd kotodését, a
regulatorikus E2 kotodésének gatlasa igy hatassal lehet az E2 onkogén expresszidt szabalyozé

mukddésére.

A referencia HPV-11 genommal (M14119) &sszehasonlitva a CDV kezelt betegbdl
szarmaz6o HPV-11 (FR872717) E1, E4, ES, E7 és LCR szekvenciakban detektalt mutacidk a
terapia sikertelenségét és a papillomatozis agresszivitdsat ugyan magyarazhatjak, a kezelés
soran a virus kopiaszam valtozasaira és a kezelés kinetikajanak lefutdsara azonban nem adnak
magyarazatot, mivel valamennyi, kiilonb6z6é idOpontban vett mintdban kimutathatoak. A
vizsgalt 6t szekvencia E2 kot6helyinek metilacios mintazata feltehetden nem ad magyaréazatot
a kezelés virologiai sikertelenségére, mivel a metildciés analizis sordn mind a kezelést
megel6zd, mind pedig az kdvetd vizsgalati periddusbol szdrmazdé HPV-11 szekvencidk esetén

az E2 kotohelyek CpG dinukleotidjai egyontetiien metilalatlanok voltak.

A CDV kezelt beteg kapcsan rendelkezésre all6 sorozatmintadk - a CDV
rezisztenciahoz kapcsolhatd metilacids analizis mellett - egyediilallo lehetdséget jelentettek a
HPV-11 szekvencidk metilaciés mintazatanak mintegy 8 ¢évet feldleld, iddbeli
nyomonkovetésére. A vizsgalt 6t szekvencia analizise a HPV-11 metilacidés mintazatanak

stabilitasara utalhat.

Az alacsony onkogén kockazati HPV tipusok LCR-ének metilacios analizisét c€lzo
tanulmanyok az értekezés irdsanak idején meglehetésen hianyosak. A rendelkezésre allo
irodalmi adat az aerodigesztiv papillomdkbol szarmazé HPV-6 izolatumok LCR-ének
metilalatlansagarol szamol be. A rendelkezésre allo csekély szamu irodalmi adat sziikségessé
teszi a teriilet behatobb, jelentds mintaszamot magaban foglald analizisét, mely magaban
foglalhatja a tobb papillomatozis epizoddal rendelkezd izolatumok esetén a metilacios
mintdzat esetleges valtozasainak iddben torténd nyomon kovetését, esetleg az extralaryngealis
szOrddast mutatd elvaltozdsok esetén az eltérd anatomiai lokalizdciokbol nyert mintak

metilacios elemzését is.
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OSSZEFOGLALAS

A HPV Adltal okozott léguti papillomatdzis kiilonbozd agresszivitasi papillomatdzus
elvaltozasok formajaban nyilvanulhat meg, amelyek a relapszusok és a sziikséges sebészeti
beavatkozasok eltérd gyakorisaga, az elvaltozasok kiilonbozd anatoémiai régiokra torténd
kiterjedésre, valamint az esetleges adjuvans terapia sziikségessége alapjan enyhe, kozepesen

¢s fokozott agresszivitasu elvaltozasokra csoportosithatoak.

Munkank sordan a papillomatézis agresszivitdsa ¢és viroldgiai statusza kozotti
Osszefliggéseket vizsgaltuk az elvaltozasokbol szarmazé HPV-11 genomok szekvencia-,
varians- €s filogenetikai analizisével. Munkank masik vonalét egy cidofovir kezelésen atesett
beteg sorozatmintainak szekvencia- és metilacios analizise képezi, melynek soran a cidofovir

kezelés sikertelenségének viroldgiai hatterét vizsgaltuk.
Eredményeinket az aldbbiak szerint foglalhatoak dssze:

1) A kiilonboz6é agresszivitasu elvaltozasokbol szarmazé HPV-11 genomok
szekvencia analizise alapjan megéllapithatd, hogy az egyes RRP elvaltozasok
agresszivitasaban megfigyelhetd kiillonbségek az egyes HPV-11 szekvenciak
nukleotid/aminosav ~ sorrendjének  kiilonbségeivel — egyértelmlien  nem
magyarazhatoak, az eltérd agresszivitds nem hozhatd 6sszefiiggésbe pusztan az
adott (kevésbé, kozepesen vagy fokozott) agresszivitdst mutatd csoportra
jellemz6 mutacioval/szekvencia valtozéssal.

2) Az eltéré agresszivitas lehetséges, bar nem egyértelm{i magyarazata az LCR
transzaktivald hatasaban megfigyelhetd kiilonbségek lehetnek. Az egyes
szekvenciak esetén a viralis transzkripciot szabalyoz6 E1/E2, ill. az L1 kapszid
fehérjét kodolo génszakaszokban talalhatd mutaciok magyarazhatjak annak
agresszivabb viselkedését. Az agresszivitds mértéke €s a nukleotid/aminosav
szekvencia kiilonbségek kozotti Osszefliggés kozotti kapcesolat vizsgalatat
neheziti az a tény, hogy a rendelkezésre allo6 HPV-11 szekvencidk kapcsan a
hozzaférhetd relevans klinikai adatok erdsen limitaltak.

3) Az agresszivitas mértékében megfigyelhetd kiilonbségek  virologiai
tényezokkel egyértelmiien nem magyarazhatdak, az eltéré agresszivitdsban

feltehetden fontos szerepet kap a beteg egyedi génexpresszids profilja,

22



4)

immunolodgiai statusza, immunvalasza is, ill. az esetleges mas virusokkal
torténd koinfekcid is.

A CDV kezelt beteg sorozatmintdinak szekvencia ¢s SSCP vizsgalata alapjan
megallapithatd, hogy a vizsgalati periddus (1999-2007) sordn valamennyi
anatomai lokalizacidban ugyanazon HPV-11 tipus detektalhatd, melyek LCR-e
azonos metilacidés mintdzatot mutatott, a kezelés virologiai sikertelensége
HPV-11 mutaciokkal és eltérd érzékenységli HPV-11 varidnsokkal nem

magyarazhato.
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