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Bevezetés

Bar a rekurrens 1éguti papillomatozis (recurrent respiratory papillomatosis, RRP) egy joéindulata
elvaltozas, a recidivak ismételt megjelenése, a 1éziok extralaringedlis terjedése ¢és esetleges
malignizacioja kovetkeztében sulyos korlefolyas is kialakulhat, ami a paciensek életmindségének
jelentés romlasahoz vezethet. Ezen elvaltozasok kialakitdsdban az alacsony onkogén kockazata
human papillomavirus (HPV) 6 és 11 etioldgiai szerepe mar bizonyitott, tovabbi klinikai vizsgalatok
pedig igazoltdk, hogy a papillomatdzisok agresszivebb lefolydsu eseteiben a HPVI11 genotipus
mutathatd ki gyakrabban. Az elsddleges terapias lehetdség a papillomdk sebészi uton torténd
eltavolitasa, azonban az esetek 20%-aban valamilyen adjuvans kezelés alkalmazasa is sziikségessé
valhat.

Munkacsoportunk kordbban mar vizsgalata a kiilonboz6 sulyossagu 1éguti papillomatdzisokbol
szarmaz6 HPVI11 szekvencidk esetében a virusgenomok kozotti szekvencia eltérések ¢és a

korelfolyasban mutatkozd kiilonbségek kozotti kapcsolatot. Az eredmények azt mutattdk, hogy a

crer

crer

Kutatasok kimutattadk, hogy szamos akut és kronikus betegség kialakulasa és progresszidja
Osszefiiggésbe hozhatdé a paciensek egyedi tulajdonsdgaival. Az infekcios korképek esetében a
fertdz6 agensek egyedi jellemzoOi, genetikai variansaik eltéré tulajdonsagai ugyancsak hatassal
lehetnek az okozott betegség progresszidjara, kimenetelére. A HPV-ok esetében ez az osszefiiggés a
magas onkogén kockézatli genotipusok, kiilonosen a HPV 16 esetében, széles korben tanulmanyozott,
ugyanakkor az alacsony onkogén kockazati genotipusok esettében ilyen — a klinikummal vald
korrelaciot vizsgald — tanulményok eredményei csak korlatozottan dallnak rendelkezésre.
Vizsgélataink az alacsony onkogén kockazati HPV6 és HPV11 intratipusos varianciaja, a variansok
patogenitasa, az okozott betegségek korlefolyasa kozotti kapcsolat feltarasdhoz szolgaltatnak ijabb
adatokat, amely megkonnyihetik a HPV6- és HPVI1l-asszocidlt betegségek progndzisanak

megitélését, illetve akar segitséget nyujthatnak a személyre szabott terdpia kidolgozasahoz.

Irodalmi attekintés
Korabban a papillomavirusokat (PV) a polyomavirusokkal egylitt a Papovaviridae csaladba

soroltak. Ez els6sorban a két virus hasonld morfologiai tulajdonsagai alapjan tortént. A viralis
genomok kiilonbségeinek megismerése utdn azonban a virusokat a Nemzetkozi Virustaxonomiai
Bizottsdg (International Committee on Taxonomy of Viruses, ICTV) két csaladba osztotta, a

Papillomaviridae és a Polyomaviridae viruscsaladba.



A PV-ok klasszifikacidja a virus legkonzervativabb, L1 {6 kapszidfehérjét kodold nyitott
leolvasasi keret (open reading frame, ORF) szekvencidja alapjan torténik. Ha az L1 ORF DNS

crer

az eltérés 2-10% kozotti, szubtipusrdl, ha pedig kevesebb mint 2%, akkor intratipusos varidnsrol
beszéliink.

A human papillomavirusokat (HPV) DNS szekvenciajuk alapjan 6t (Alpha-, Beta-, Gamma-,
Mu- és Nupapillomavirus) nemzetségbe sorolhatjuk; az eltérd tipusok kiilonb6z6 életciklussal, illetve
eltér6 hozzajuk asszocialt korképekkel jellemezhetok.

A PV-ok burok nélkiili, ikozahedralis kapsziddal rendelkezd virusok, koriilbeliil 8 kilobazis (kb)
hosszusagu cirkuléris dupla-szald DNS genommal rendelkeznek. A genomjuk nyolc gént kodol.
Hérom onkoproteinjiik (E6, E7 és E5) a transzformacidoért felelds, két regulator fehérjéjiik (E1 és E2)
a virusreplikaciot és transzkripcidt szabdlyozza, az E4 protein pedig a virus kiszabaduldsaban jatszik
szerepet. Két kapszid fehérjével rendelkeznek; az L1 a f6 kapszidprotein, az L2 pedig a minor
kapszid fehérje. A virus életciklusanak szabalyozasiaban egy cisz-valaszadd elemekben gazdag,
fehérjét nem kddold hossza szabalyozo régio (long control region, LCR) is részt vesz, mely az L1 ¢és
E6 ORF kozott helyezkedik el a genomban.

Az alacsony és a magas onkogén kockazatat HPV genotipusok genom szervezddésében tobb
kiilonbség is megfigyelhetd. Az egyik eltérést az ES onkoprotein esetében figyelhetjilk meg; mig a
magas onkogén kockazati HPV genotipusok esetében egy E5 fehérjérél beszélhetiink, addig az
alacsony onkogén kockézati genotipusok esetében ESA és ESB (illetve ESy és E506) fehérjéket
kiilonboztetiink meg. Az alacsony onkogén kockazati genotipusok ESA fehérjéje a magas onkogén

Ugyancsak kiilonbség van a magas €s alacsony onkogén kockazata HPV-k E6 ¢és E7 onkoprotein
expresszigjanak szabalyozasdban. A magas onkogén kockazatt HPV genotipusok E6/E7
transzformalod fehérjéjének kozos promotere van (pl. HPV16 esetében a p97), mig az alacsony
onkogén kockazati virusok esetében két kiilon promoter szabalyozza az onkoproteinek expressziojat.
pozicioénal talalhatd, mig az E7 fehérje expressziot szabalyozd promoter régidé a 264. nukleotid
poziciotol indul.

A HPV-k ¢életciklusa szorosan kapcsolodik a keratinocita sejtek differencialodasi folyamatidhoz,
amely sordn az érett, fertézOképes virionok megjelenése a termindlisan differencialodott
szuprabazalis rétegben 1évd sejtekre korlatozodik. A hamrétegének horzsoldsa kovetkeztében a bor
altal biztositott mechanikai védelmi vonal megszakad és ez lehetdséget nytjt a HPV virionoknak,

hogy hozzaférjenek a tobbrétegii laphamot hatarold membrana basalis sejtjeihez; a fert6zott bazalis
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sejtek osztodasa a virusgenom lednysejtekbe jutasat eredményezi. A mitdzist kovetden az egyik sejt a
bazalis membranban marad, mig a masik sejt a szuprabazalis réteg felé halad, mikdzben termindlisan
differencialodik ¢€s a sejtek migracidja révén a fertézés végighalad a hamszovet rétegein. A fertdzés
soran az L1 {6 kapszid fehérje kotddik a célsejt felszinén talalhatod extracellularis matrix heparan-
szulfat proteoglikdn (HSPG) komponenséhez, ami konformaciovaltozast eredményezve lehetové
teszi az L2 fehérje N-terminalisanak felszinre keriilését és annak az extracelluléris furinnal torténd
hasitasat. Ez a 1épés tovabbi konformécidvaltozashoz vezet a kapszidban, lehetové téve a virus
masodlagos sejtfelszini receptorokhoz (pl. a6B4, integrin, annexin A2) vald kapcsolodasat. Ezt
koveti a virus sejtbe jutdsa, az endoszomalis vezikulumon keresztiil torténd internalizacid és végiil az
L2 fehérje segiti a virusgenom endoszomalis eljutasat a sejtmaghoz.

A HPV-ok az egyik leggyakoribb szexudlis uton terjedd korokozok vildgszerte. A HPV-
asszocialt fertézések két nagy csoportjat kiilonboztethetjiik meg: az egyik csoportot a bér HPV-
asszocialt fertézései képezik, melybe beletartoznak a kiilonboz6 tipusu szemolesok (lapos,
pigmentalt, talpi, kozonséges, fonalas), ide sorolhatd az epidermodysplasia verruciformis (melyet
leggyakrabban a HPV5 és HPVS8 genotipusok 0kozzak), valamint egyéb malignus boértumorok. A
masik csoportot a nyalkahartya HPV-asszocialt fertézései alkotjak, melyek tovabbi két csoportba
sorolhatdak. Az els6 csoportba az alacsony onkogén kockdzati HPV genotipusok altal okozott
elvaltozasok tartoznak, mint pl. a condyloma acuminatum vagy a fej-nyaki régiot érinté rekurrens
léguti papillomatdzis (recurrent respiratory papillomatosis, RRP); mig a masik csoport a magas
onkogén kockéazati HPV genotipusok altal, az anogenitalis traktusban vagy a fej-nyaki régioban
okozott rakmegel6z6 allapotokat és malignus megbetegedéseket foglalja magaba.

Az anogentidlis HPV infekcido a leggyakoribb szexudlis Uton terjedd fertdzés. A genitalis
papillomak leggyakoribb megjelenési formaja a condyloma acuminatum, amely ndk esetében
els6sorban a méhnyak és a szeméremajak teriiletén, mig a férfiaknal pénisz és végbélnyilas tjékan
fordul eld.

A leukoplakia penis rakmegel6z6 allapot, amely kialakulhat HPV-fert6zés kovetkeztében, rossz
higiénés szokasok miatt, de a dohanyzas is rizik6faktornak szamit.

Az ismeretlen jelentdségli atipusos laphdmsejtek (atypical cells of undetermined significance,
ASCUS) és az enyhe foku laphamsejtes intraepitelialis 1éziok (low grade squamous intraepithelial
lesion, LSIL) esetében - a magas fokt, laphamsejtes intraepitelialis elvaltozasokkal (high-grade
squamous intraepithelial lesion, HSIL) ellentétben - a laphamsejtek nagyobb gyakorisaggal képesek
normal allapotukba visszafejlédni és csak néhany esetben alakul ki HSIL. Az ASCUS és az LSIL
altalanosan a populacido 5,0%-at érinti, a citologiai utdnkovetéseket Osszefoglald tanulmanyok

alapjan az esetek 5,2%-8,7%-abol alakul ki HSIL.



Az RRP egy ritka, joindulata elvaltozés, melynek kialakitdsdban az alacsony onkogén kockazata
HPV6 és 11 genotipusok jatszanak etioldgiai szerepet. A papillomak a 1égzérendszer nyalkahartyajan
alakulnak ki, kevesebb mint 1% az esély a rosszindulata atalakuldsukra.

Jelenleg a betegek kora alapjan 12 éves kor alatt diagnosztizalt fiatalkori (juvenile-onset
recurrent respiratory papillomatosis, JO-RRP), valamint felnéttkori (adult-onset recurrent respiratory
papillomatosis, AO-RRP) — 12 éves életkor felett, de leginkabb 20-40 éves kor kozott -
diagnosztizalt papillomatdzist kiilonboztetiink meg; a HPV11 fertézés fiatal életkorban torténd
diagnosztizalas esetén sulyosabb lefolyast korképpel tarsulhat.

Szamos molekularis diagnosztikai modszer hasznalhaté a HPV fertdzések kimutatasara. A
legfobb diagnosztikai technikdk a HPV detektalasara és genotipizalasara a target, a szignal és a proba
amplifikacids vizsgalati modszerek.

A papillomatézis helyes diagnosztizaldsahoz elengedhetetlen az etioldgiai szempontok, a
klinikai jellemzOk, valamint a bronchoszképos és képalkotd eszkozzel (pl. CT-vel) torténd
vizsgalatok eredményeinek ismerete. Az RRP diagnosztizalasara a legjobb mddszer a gége vizualis
vizsgalata, melyre alkalmas eszkoz a flexibilis szaloptikas nazofaringoszkop, amely informaciot ad a
hangszalagok mobilitasardl és a l1égutak atjarhatosagéarol, melyek alapjan meghatarozhatd a sebészi
beavatkozasok sziikségessége és siirgdssége.

Az RRP kezelésére jelenleg nincs teljes eradikéciot biztositd gyogymodd; a kezelés foként a
légutak szabadon tartdsara és a hangszalagok épségének megdrzésére fokuszal. Az RRP elsddleges
kezelési modja a miitéti beavatkozas, azonban az esetek 20%-aban valamilyen adjuvéans kezelésre is
sziikség van. Klinikai kutatasok soran az interferon-alfa, a cidofovir, a bevacizumab, a celecoxib, az
acyclovir, a ribavirin és az indol-3-karbinol hatasat vizsgaltdk az RRP terapias lehetéségeként.

Jelenleg harom, az USA Elelmiszer és Gyogyszerfeliigyelete (Food and Drug Administration,
FDA) altal engedélyezett profilaktikus HPV vakcina érhetd el kereskedelmi forgalomban. A bivalens
Cervarix a méhnyakrak kialakitasaért felelds két legyakoribb HPV genotipus, a HPV16 és HPV18
virus-szer(i partikulumait (virus-like-particle, VLP) tartalmazza. A négykomponensii Gardasil a két
magas onkogén kockazati HPV genotipus mellett az RRP-ban leggyakrabban kimutatott két
alacsony onkogén kockazatt HPV genotipus, a HPV6 és HPV11 VLP-it is magaba foglalja. A
legijabb Gardasil 9 vakcina egy nonavelens vakcina, melyben mar kilenc HPV genotipus VLP-i
(HPVG6, 11, 16, 18, 31, 33, 45, 52 és 58) talalhatoak.

A HPV6 és 11 genotipusok esetében is vizsgaltdk az intratipusos variancia jelenlétét.
Munkacsoportunk vizsgalata el6szor a HPV11 intratipusos variancia meglétét, valamint a kiilonb6z6
agresszivitasu papillomatézisok és a virologiai statusz kozotti Osszefiiggést a HPV11 genomok

szekvencia-, varians és filogenetikai analizisével. Az eredmények alapjan a HPV11 LCR és a kapszid
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fehérjéket kodold régid variabilitasa felelds lehet az eltérd sulyossagu korképek kialakuldsaért. A
génbankban talalhato HPV11 szekvencidk filogenetikai analizise soran korabban két nagy
filogenetikai vonalat (A1 és A2) azonositottak.

A HPV6 esetében a génbankban talalhato teljes genom szekvenciak filogenetikai analizise soran
két 6 vonalat (A és B klaszter), valamint a B klaszteren beliil tovabb 6t alcsoportot kiilonitettek el.

Jelen és munkatarsai 2014-ben a HPV6 esetében végeztek varians analizist, mig a HPVI11
kapcsan 2016-ban sziiletett egy tanulmanyuk, mely eredményei alapjan az intratipusos diverzitas €s a
globalis migracios mintazat kozotti kapcsolatot vizsgalva az nem mutat korrelaciot, szemben a magas

onkogén kockéazati HPV16 és HPV18 genotipusokkal.

Célkitiizések

1. Uj és a korabban vizsgalatba vont betegek mintaiban azonositott HPV11 szekvenciak teljes
genom analizise ¢és a teljes genomok filogenetikai elemzése a génbanki adatok
felhasznalasaval. A vizsgalatainkat kiterjesztettiik a HPV6 genotipusra is.

2. A nukleotid polimorfizmusok hatdsanak vizsgalata az aminosav-sorrendre és a fehérje
struktarara. HPV 11 esetében fehérje modellezés segitségével vizsgaltuk, hogy az aminosav-
cserék hogyan befolyasolhatjak az E2 virusfehérje funkciojat.

3. HPVI1I esetében iranyitott mutagenezissel a hosszl szabalyozo régidoban (long control region,
LCR) gjonnan azonositott egyedi polimorfizmusok hatasanak vizsgélata.

4. Az LCR funkciondlis analizise, valamint a HPV11 esetében az E2 fehérje variansokkal valo

kolcsonhatasanak vizsgalata.

Anyag és modszer

Betegek adatai

Munkacsoportunk rekurrens 1éguti papillomatdzisban szenvedd paciensek mintait (papillomakbol
szarmaz6 szovetmintak, valamint egészséges nyalkahartya teriiletrél vett exfoliativ sejtmintdk),
valamint genitalis szovet- és exfolialt sejt mintakat vizsgalt. Az RRP mintak koziil kilenc bizonyult
HPV6, 13 pedig HPV11 pozitivnak (mely koziil hatot munkacsoportunk mar korabbi vizsgalata
soran bemutatott). Két korabban is vizsgalt HPV11 pozitiv beteg esetében (5-0s és a 6-0s paciens),
lehetdséglink volt 1) recidivakbdl szarmazd szovetmintak, valamint exfoliativ sejtek vizsgalatara is.
Tobb Gjonnan vizsgalatba vont paciens esetében is tobb recidivabol szarmazo szévetminta vizsgalata
tortént meg, valamint egy esetben tobb eltéré lokalizaciobol (szupraglottis, szubglottis, illetve

sztdbma) is érkezet szOvetminta. A mintak eltéré sulyossagii korképekbdl szarmaztak (szoliter,



mérsékelt és agressziv papillomatdzis) és 10 felnbttkori, valamint 12 juvenilis eset vizsgalatara nyilt
lehetdséglink.

A fej-nyaki mintak mellett lehetdségiink volt anogenitalis mintdkban (condyloma acuminatum,
ASCUS, LSIL, cervikalis atipia, leukoplakia penis) azonositott HPV6 és HPVI11 genomok
vizsgalatara is. A tanulmany megkapta az etikai bizottsag jovahagyasat (engedélyezési szama: 4169-

2014).

Nukleinsavy izoldlas és a virusok jelenlétének kimutatdasa

A szovet, illetve az exfolialt sejt mintakbol a nukleinsav izolalast végeztiink, majd a B-globin gén
egy kortilbeliil 110 bp hossziisagh szakaszara specifikus polimeraz lancreakcioval (polymerase chain
reaction, PCR) ellendriztiik az izolalt DNS integritasat és amplifikalhatosagat.

A HPV-specifikus szekvenciak kimutataisa MY/GP nested PCR-rel., a HPV genotipusok
meghatarozasara az MY amplimerek restrikcios fragmenthossz polimorfizmus analizissel (restriction

fragment lenght polymorphism, RFLP) tortént.

Teljes genom amplifikdcio és egyedi nukleotid polimorfizmusok meghatdrozdsa

A HPV6 és 11 genotipusok meghatarozasa utdn a munkacsoportunk altal tervezett primerekkel
teljes genom amplifikaciot végeztink. A PCR-t kdvetéen az amplimereket 1%-0s alacsony
olvadasponti preparativ agardz gélben elektroforetizaltuk, majd a megfeleld termékeket gélbol
tisztitottuk. A tisztitott mintdkat agardz gélelektroforézissel ellendriztiik, majd mindkét iranybol
szekvenaltattuk (Macrogen, Amsterdam, Hollandia).

A teljes genomok 0Osszeallitasat, a referencia genomokhoz torténd illesztését és a szekvencia

adatok elemzését a CLC Main Workbench 7.9.1 szoftverrel végeztiik.

Filogenetikai analizis

A génbankban taldlhato, 6sszesen 197 HPV6 és 88 HPV11 teljes genom szekvenciat (magaba
foglalja a munkacsoport altal korabban vizsgalt hat szekvenciat), valamint az ujonnan azonositott
szekvencidinkat hasznalva filogenetikai analizist végeztiink.

Az azonos HPV6 és HPVI1 szekvencidk esetében az analizis soran csak egy szekvenciat
hasznéltunk. A dendrogrammok elkészités¢hez a CLC Main Workbench 7.9.1 szoftvert hasznaltuk,
az elemzéshez neighbour-joinging modszert, 1000-szeres bootstrapping-et allitottunk be. Outgroup-
ként a HPV6 szekvenciak filogenetikai elemzéséhez a HPV11 referencia szekvenciat, a HPV11

esetében pedig a HPVOAT (korabban HPV6D) referencia szekvenciat hasznaltuk.



Transzkripcios faktor kotohelyek vizsgalata HPV6 genotipus esetében

A feltételezett transzkripcids faktor kotOhelyek meghatdrozdsa sordn maximadlis 10%-0s
szekvencia kiilonbséget engedélyeztiink, a kotdhelyek keresését a PROMO szoftver segitségével az
ALGGEN szerveren végeztik. Az egyes LCR-ekben a feltételezett transzkripcidés kotohelyek

elvesztesét vagy megjelenését az adott csoport referencia szekvencidjdhoz viszonyitottuk.

HPV11 E2 fehérjéjének in silico modellezése

Az egyedi nukleotid polimorfizmusok meghatarozasat kovetden vizsgaltuk, hogy az egyes ORF-
ek esetében mely nukleotid polimorfizmusok eredményeznek aminosavcserét a referencia tipusokhoz
képest. Ezt kovetéen in silico fehérje modellezéssel vizsgaltuk, hogy az aminosav eltérések
okozhatnak-e a variansban szerkezeti, illetve funkcionalis eltéréseket a referencia virusfehérjékhez
képest. Vizsgalatunk a HPV11 E2 fehérje modelljének elkészitésére terjedt ki, mivel ez a fehérje
fontos szerepet tolt be a virus replikacid szabalyozasaban, valamint képes kotddni a virus LCR-¢éhez,
mely kolesonhatésra funkcionalis vizsgalataink is kiterjedtek.

A referencia HPV11 szekvencia alapjan meghatdroztuk az aminosav szekvencidt és ezt alapul
véve homolog modellezéssel €és loop modellezés hasznalataval 1étrehoztuk a referencia E2 fehérje
teljes hosszusadgi negyedleges szerkezetét. A HPVI11 transzaktivaciés domén (TAD) dimer
modellezéséhez szerkezetileg Osszehasonlitottuk az irodalomban elérhet6 HPV11 TAD
kristalyszerkezetet a szintén elérhetd HPV16 E2 fehérje dimer transzaktivaciés doménjének
kristalyszerkezetével az UCSF Chimera szoftvert hasznalva, majd a modellt szerkezetileg
optimalizaltuk. A HPV11 DNS-k6t6 domén (DBD) homoldg modelljének eldallitasa a HPV6 B3
alcsoport E2 DBD-DNS komplex kristalyszerkezete alapjan a SWISS-MODEL szerver segitségével
tortént. A DNS komplementert a HPV11 E2 DBD-hez a SCF BIO DNA Sequence to Structure Tool
webszerverrel terveztik. A HPV11 E2 DBD variansaihoz a komplementer DNS-t a NPDock
szerverrel dokkoltuk; a fehérje és a DNS feliilet kapcsolodasa korlatozott a konzervalt DNS-
kotéhelyek miatt. Végezetiil a hinge régio (193-270 aminosav kozotti régid) de novo modellezése az
I-Tasser szerver segitségével tortént és a legmagasabb konformdacidos C-score értékkel rendelkezd
modellt illesztettiik a TAD és DBD doménekhez az UCSF Chimera szerveren, ezzel 1étrehozva a
teljes hossziisagh HPV11 E2 fehérje szerkezetét.

A fehérje létrehozasa utan harom megkozelitésbol vizsgaltuk a referencia E2 fehérje €s a varians
fehérjek kozotti  kiilonbségeket. Megvizsgaltuk a sejtfelszini  toltésvaltozast, a lehetséges
foszforilacidos helyek jelenlétét és hianyat, valamint az aminosavak kozotti interakciokat a
fehérjelancon beliil, illetve természetes ligandjukkal. Emellett az Autodock Vina, valamint a PreDbA

szerver hasznalataval megbecsiiltiik és Osszehasonlitottuk a szabadentalpia-valtozasokat. A ligand
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kolesonhatasokat a LigPlot+ szerverrel elemeztiik, a modellek végsé abrazolasahoz pedig az UCSF
Chimera X szoftvert hasznaltuk. Végezetiil a fehérje modell geometridjat a SAVES Ramachandran
Plot hasznalataval hitelesitettiik és a modelleket feltoltottiik a Protein Model Adatbazisba.

A lehetséges foszforilacios helyeket az E2 fehérje variansokban a NetPhos 3.1. szerver

segitségével vizsgaltuk.

Klonozasi folyamatok
Az egyedi HPV11 és HPV6 LCR szekvenciakat pALuc riporter vektorban klonoztuk, melyhez az

LCR szekvencidkat a restrikcidos endonukledz hasitasi helyeket is tartalmazo primerekkel
amplifikaltuk. A referencia és az egyedi E2 szekvencidkat CMV prométert tartalmazdé pCDNA3.1+
emlds expresszids vektortba klonoztuk a Kpnl és az Xbal restrikcids hasitési helyekre.

Ezt kovetden a kiilonbozd klonozasi folyamatok 1épési megegyeztek. Az amplimereket gélbdl
tisztitottuk, majd megfeleld restrikcids enzimekkel emésztettiik. Az emésztést kovetden az inzerteket
a riporter és az expresszios vektorba ligaltuk és a kész konstruktokat Escherichia coli XL-1
baktériumtorzsbe transzformaltuk.

A klonokat ezutan tisztitottuk, a tisztitott plazmidokat restrikcios emésztéssel ellendriztiik, majd a
megfeleld klonokbol nagyobb mennyiséget tisztitottunk. Az igy kapott varidns kloénokat

szekvenalassal ellendriztiik (Macrogen, Amsterdam, Hollandia).

Irdnyitott mutagenezis
Munkacsoportunk a HPV11 LCR szekvenciakban korabban azonositott nukleotid

polimorfizmusokon kiviil egyetlen 1j, egyedi nukleotid polimorfizmust detektalt (9-es paciens
szOvetmintaibol kimutatott szekvenciaban). A T7331G polimorfizmus hatasat az LCR transzkripciot
aktivalo hatasara iranyitott mutagenezis segitségével vizsgaltuk. A mutagenizalt LCR-t tartalmazé
pALuc riportert tartalmazé plazmidot Escherichia coli XL-1 baktériumtorzsbe transzformaltuk. A
transzformalastol a transzfekcidig torténd 1épéseket eldzd fejezet tartalmazza. A kész konstruktot

szekvenalassal ellendriztiik (Macrogen, Amsterdam, Hollandia).

A hosszu szabalyozo régio (LCR) transzkripciot szabdlyozo aktivitisanak vizsgalata,
valamint az E2 virdlis fehérjék hatdasdanak vizsgalata az LCR aktivitasdra
Transzfekcids és ko-transzfekcios kisérleteket HEp-2 gégekarcindmabodl szarmazd sejtvonalon
végeztiik. A HEp-2 sejteket 10% magzati borji savot tartalmazo DMEM (Dulbecco's Modified Eagle
Medium) médiumban tenyésztettiik. A sejtek tranziens transzfekciojat Lipofectamine 2000
reagenssel végeztiik. A transzfekciok soran 2-2 pg, a referencia és az egyedi LCR-eket hordozo

pALuc riporter vektort, a referencia és az egyedi E2 ORF-eket hordozd6 pCDNA 3.1+ emlds



expresszids vektort, valamint RSV-B-Gal plazmidot hasznaltuk. A sejteket a transzfekciot kovetden
48 ora mulva lizaltuk. A luciferaz aktivitas mérése a Luciferase Assay System rendszerrel tortént. A
luciferaz teszt standardizalasdhoz B-galaktoziddz tesztet hasznaltunk, a teszt normalizaldsa protein
koncentraciora tortént, amelyet Bradford reagenssel hataroztunk meg. Minden transzfekcios

kisérletet legalabb harom fliggetlen ismétlésben végeztiink.

Eredmények

Teljes genom szekvenciak elemzése és filogenetikai besoroldasuk
A HPV6 teljes genom szekvenciak vizsgadlatanak eredményei

A szekvencia analizis soran ugyanazon betegek (AO-RRP1/6, AO-RRP3/6, AO-RRP5/6, JO-
RRP1/6 ¢és a JO-RRP2/6) kiilonboz6é recidivaibol kimutatott HPV6 szekvenciak identikusnak
bizonyultak. A 13 teljes genom szekvencia koziil harom (AO-RRP2/6, AO-RRP3/6, AO-RRP4/6) a
HPV6A (korabban HPV6b) klaszterbe, kilenc (JO-RRP1/6, JO-RRP2/6, AO-RRP1/6, AO-RRP5/6,
AO-RRP6/6, AO-RRP7/6, CAC1/6, LSIL1/6, LP1/6) a B1 (korabban HPV6vc) alcsoportba, egy
(ASCUS1/6) pedig a B2 alcsoportba sorolhatd a szekvencia analizis alapjan.

A mintdink kozott B3 (HPV6a), B4 ¢és BS alcsoportba tartozo szekvenciat nem azonositottunk.
A HPV6A klaszter és a Bl alcsoport esetében az azonositott szekvencidk mérete megegyezett a
referencia genomok méretével, ezzel szemben a B2 alcsoportba tartozd szekvencidban
azonositottunk egy 19 bazispar hosszasag deléciot, amely tovabbi 19 génbanki, B2 alcsoportba
tartoz6 genomban is megtalalhatd. Az fehérjét kodold régiok koziil az E2, E6 és E7 nagy
allandosagot mutat, mig az ESa, L1 és L2 ORF-ek, valamint az LCR variabilitdsa jelentdsen
magasabb.

HPVG6A vonal esetén a referencia és a konszenzus szekvencia 13 nukleotid pozicidban tért el
egymastol, illetve egy 94 bp hosszusagu inzercio is jelen van a konszenzus szekvencia LCR-ében,
ami viszont nem fordul elé sem a referencia szekvenciaban, sem pedig a sajat szekvenciainkban.
Ezzel szemben a B1 alvonal referencia és konszenzus szekvencidja csak egyetlen nukleotid
pozicidban tér el egymastol. A B2 alvonal vizsgélata sordn hat nukleotid pozicidban azonositottunk
kiilonbséget a referencia €s a konszenzus szekvencia kozott.

A HPVG6A filogenetikai vonalban 25 nukleotid mutaciot azonositottunk a referencia genomhoz
valo illesztést kovetden, az SNP-k az E1, E5a, E6, L1 és L2 ORF-ekben, az E5b és L2 ORF kozott
elhelyezked6 nem kodold régioban, valamint az LCR teriiletén fordultak elé. Az ORF-ekben

azonositott nukleotid eltérések koziil azonban csak kettd okozott aminosavcserét, mindketté egy

crer
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A HPV6B1 alvonalba tartozd szekvencidkban Osszesen 26, a B2 alvonalban pedig 8
nukleotidcserét azonositottunk. A HPV6B1 alvonal esetében a fiatalkori papillomatdzisbol és
condyloma acumindtum-bol kimutatott szekvenciak esetében magasabb volt a genom variabilitasa,
mint a felndtkori papillomatozisokbdl szarmazéd szekvencidk esetében. A Bl alvonal esetében az E7
ORF-et kivéve minden ORF-ben és az LCR-ben is azonositottunk nukleotid cseréket, valamint az A
vonallal szemben tobb esetben talaltunk aminosav eltérést. Az E2/E4 ORF esetében négy, L2 ORF-
ben egy, mig az L1 ORF-nél harom aminosavcserét detektaltunk. Az 6sszes aminosav eltérés egyedi
volt, kivéve az L1 fehérjében 1évé Y219D-t (T6444G), amely minden altalunk vizsgalt HPV6BI1
alvonalba tartozd szekvencidban megtalalhato. Igy, mig az A vonal esetében csak egyetlen
szekvencia kiilonbozott fehérje szinten is a referenciatol, addig a B1 alvonal minden szekvencidjaban
legalabb egy egypontos nukleotid polimorfizmus (single nucleotide polymorphism, SNP) aminosav
valtozast eredményezett a referencia genomhoz képest.

A B2 alvonalba sorolt egyetlen szekvencia az E1, ESa, L1 és L2 ORF-ek, valamint az LCR
esetében kiilonbozott a referencia genomtol, de csak egyetlen SNP okozott aminosav eltérést az L2

OREF teriiletén.

A HPV11 teljes genom szekvencidk vizsgalatanak eredményei

Az 5-6s beteg (JO-RRP5/11) uj recidivajabol kimutatott HPV11 szekvencia identikus a
munkacsoport altal kordbban vizsgalta szekvencidval. A 6-os paciens (JO-RRP6/11) esetében a
2015-ben és 2016-ban kialakult recidivakbol, valamint egészséges nyalkahartya felszinérdl szarmazo
exfoliativ sejt mintakbol szarmazo HPV11 szekvencidk szintén identikusnak bizonyultak a kordbban
vizsgalt HPV11 szekvenciaval. A JO-RRP8/11, illetve a JO-RRP9/11 esetében is tobb minta
vizsgélatara volt lehetdségiink, az ezekben kimutatott HPV11 szekvencidk is identikusak voltak. A
JO-RRP7/11 pacienstdl harom lokalizaciobol (szupraglottis, szubglottis és sztoma) érkezett
szovetminta, mindhdrom esetben sikeriilt HPV11 genom kimutatisa, amelyek szekvenalasi
eredmény alapjan szintén azonosnak bizonyultak. Azonosnak bizonyult a JO-RRP8/11-es, illetve a
CAC/11-es mintakbol szarmazo HPV11 szekvencia is. A referencia genomban mar korabban leirt két
szekvenalasi hiba jelen volt minden mintankban.

Az Gjonnan vizsgalatba vont HPV11 pozitiv paciensek (7-15. betegek) mintaiban kimutatott
HPV11 teljes genomok szekvencia analizise soran 19 0j nukleotid cserét azonositottunk, melyek
koziil 17 egyedinek bizonyult. A 19 SNP koziil egy (T4380G) taldlhato az ESB és L2 ORF kozotti
nem kodold régidban; valamint egyet (T7331G) azonositottunk az LCR teriiletén. A kodold
régiokban 17 SNP-t detektaltunk, melyek koziil hét eredményezett aminosaveserét (E1, E2/E4, ESA
és L2 ORF). Az AO-RRP1/11-es paciens mintajabol szarmazd genomban egy 58 bp hosszisagu

deléciot azonositottunk az E2/E4 ORF teriiletén, amely kereteltolodast és korai stop kodon
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kialakulasat eredményezte. A csonka E2 fehérje 266 aminosav hosszlisagu (referencia E2 fehérje 367
aminosav hosszu), csonka dimerizacidés €s DNS kotd doménnel rendelkezik, valamint a leolvasasi
kereteltolodas miatt tobb aminosavcsere is tortént. A delécid érinti az E4 ORF-et is, ami a prolin-
eredményezi.

A CA/1l-es paciens mintdjabol szarmaz6 HPV11 genom a filogenetikai analizis alapjan a
referencia genommal egy klaszterbe tartozik (Al alcsoport), mig a tobbi altalunk vizsgalt HPV11
genotipus az A2 alcsoportba sorolhato. A JO-RRP6/11, valamint a JO-RRP7/11 a stlyosabb
korlefolyasu esetekbdl azonositott genomokkal csoportosul az A2 alcsoporton beliil.

Az E1 fehérje esetében harom egyedi aminosaveserét azonositottunk, melybdl kettd a fehérje N-
terminalisan talalhat6 egyedi eltérés (A72E-JO-RRP4/11, valamint N100T-JO-RRP9/11). Ugyancsak
egyedi mutaci6é az 1870. nukleotid pozicidban jelen 1év6 A-T csere eredményeként 1étrejové 1347F
aminosavcsere a protein oligomerizacidos doménjének teriiletén a JO-RRP10/11 beteg mintajaban. Az
R318A eltérés minden klinikai mintab6l kimutatott HPV11 szekvencidban megtalalhato;
valdsziniisithetd, hogy az alanin a vad tipus, a referenciaban talalhaté arginin pedig az agressziv JO-
RRP-bdl szdrmazo referencia genomban kialakult egyedi polimorfizmus. A hexamer struktara
fehérje modellezése alapjan az arginin er6sebb masodlagos kotést hoz 1étre a szomszédos monomer
322. pozicidban 1évé triptofanjaval, a 323. pozicidoban 1évé fenil-alaninnal, valamint a 327. helyen
1évd izoleucinnal. Ezzel szemben az alanin semmilyen interakciot nem alakit ki szomszédos
aminosavvak.

Az ES5a fehérjét kodold régioban harom aminosaveserét eredményezd polimorfizmust
azonositottunk, melyek koziil kett6t mar korabban leirt a munkacsoport (I28F és V41L) és a CA/11
szekvencia kivételével minden altalunk vizsgalt HPV11 genomban megtalalhatd. AZ 128F a fehérje
masodik transzmembran régié kozott talalhato. Az AO-RRP2/11 betegbdl szarmazé HPV1I
szekvencia E5a ORF-ében azonositott D39N egyedi polimorfizmust szintén a fehérje elsé két
transzmembran régidja kozott lokalizalodik.

Az E6 ORF-ben aminosavcserét eredményez6 nukleotid polimorfizmust nem azonositottunk. Az
E7 ORF régioban egyetlen aminosavcserét eredményezd eltérést (A45S) detektaltunk, amely a
CA/11 mintdbol szdrmaz6é HPV11 szekvencia kivételével minden HPV11 genomban megtalalhato.
hoz). Az ES5a ORF-ben, illetve az E7 ORF-ben azonositott aminosav eltéréseket ismert

kristalyszerkezet hidnya miatt nem tudtuk modellezni.
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Az L1 ORF-ben 1j, aminosavcserét eredményezd nukleotidcserét nem azonositottunk, de harom,
aminosavcserét nem eredményezdt igen, melyek koziil a C6028T minden altalunk vizsgélat korabbi
¢s 1) HPV11 szekvenciaban megtaldlhato (kivéve CA/11). A 6484-es pozicioban harom mintaban
azonositottunk nukleotid polimorfizmust, két szekvencidban (JO-RRPS8/11 és CAC/11) ebben a
pozicidban a timin citozinra cserélédik, egy esetben pedig a timin helyett guanin taldlhaté a
genomban (AO-RRP1/11). Az utols6 aminosavcserét nem eredményezd nukleotid mutacio a
C6607T, melyet a JO-RRP7/11 beteg mintajabol mutattuk ki. Munkacsoportunk korabban leirt két
aminosavcserét eredményezé mutaciot a f6 kapszidproteint kodoldo L1 ORF-ben (A476V, S486F); az
eltéréseket egyetlen beteg szovetmintaibol tudtuk kKimutatni. Jelen tanulmanyunkban lehetéségilink
volt az ettdl a betegtdl szarmazo, oralis mukdzarol gyijtott exfolidlt sejt mintak HPV tartalmanak
vizsgalatara is. A mintdkban azonositott HPV11 szekvencidban - a papilloma szovetbdl szdrmazo
szekvenciaval szemben - €z a két, aminosavcserét eredményezd nukelotid mutacid hianyzik L1 ORF-
bal.
aktin-koté doménben lokalizalodik és csak a CA/11 mintdban talalhatd. A kizardlag az AO-RRP2/11
beteg mintdjdban kimutatott SNP (G5437T) a fehérje L1 kotohelyet is tartalmazd C-terminalis

crer

domén HPV11 L2 fehérjében 396 és 439 aminosavak kozott talalhato).

A hosszii szabadlyozo régio (LCR) funkciondlis vizsgdlata
A HPVG6 LCR funkcionalis vizsgalatanak eredményei

Az A klaszterbe (korabban HPV6b ¢€s rokon genomok) tartozé6 HPV6 szekvencidk LCR-ében a
referencia genom LCR-éhez képest hat SNP-t azonositottunk, amelyek a G7815C kivételével
mindharom genomban megtaldlhatoak. Ezek az SNP-k befolyasolhatjak a lehetséges transzkripcids
faktor kotohelyek jelenlétét. Az LCR-ek funkciondlis vizsgalata soran a harom LCR transzkripciot
aktivalo hatasa szignifikansan nem tért el sem egymastdl, sem pedig a referencia LCR aktivitasatol.

A BI1 alcsoportba (kordbban HPV6vc ¢és rokon genomok) tartozd kilenc HPV6 LCR
szekvenciaja kozil hét szekvencia megegyezett a referencia genom LCR-ének szekvencigjaval,
tovabbi két szekvencidban pedig harom nukleotid cserét azonositottunk. Ezek az eltérések nem
befolyasoljak a potencialis transzkripcios faktor kot6helyeket. Mivel a referencia HPV6B1 plazmid
nem allt rendelkezésiinkre, a variansok LCR aktivitdsanak 0sszehasonlitasdhoz sziikséges referencia
LCR aktivitast az alabbiak szerint hataroztuk meg. Mértiik hdrom, a referencia LCR szekvenciaval
azonos, HPV6BI1 csoportba tartozo HPV6 genom (AO-RRP1/6, AO-RRP5/6, AO-RRP7/6) LCR

aktivitasat; ezek nem kiilonboztek egymadstdl szignifikansan és a referencia LCR aktivitast ezen
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aktivitasok harom ismétlésben mért atlagaként definialtuk. A két egyedi LCR koziil a JO-RRP2/6
aktivitasa a referencia aktivitashoz hasonlo volt, ezzel szemben a CAC1/6 LCR-e szignifikansan
magasabb transzkripcids aktivalo hatast mutatott, mint a referencia LCR.

A B2 alcsoportba tartozéd egyetlen HPV6 szekvencia tartalmaz egy 19 bp hosszisagu deléciot,
valamint tovabbi két nukleotid mutaciot. A delécio kovetkeztében négy lehetséges transzkripcids
faktor kotohely tinik el. A B2 alcsoportba tartozd referencia genom szintén nem allt
rendelkezésiinkre, igy az ide tartozo genomunk LCR aktivitasat a B1 alcsoportba tartozé LCR-ek
aktivitasahoz hasonlitottuk; az LCR aktivitasa csak a condyloma acumindtum-bol szirmazd minta
LCR aktivitasatol tért el szignifikansan.

Osszehasonlitva a HPV6 intratipusos variansok LCR aktivitasat, az A klaszterbe tartozé LCR-
ek szignifikansan nagyobb aktivitast mutattak a B1 és B2 alcsoportba tartoz6 LCR-ekhez képest,

mind az egyes szekvencia variansokat, mind pedig a klaszteratlagokat 6sszehasonlitva.

A HPV11 LCR funkcionalis vizsgalatianak eredményei

A HPVI11 referencia plazmid ujboli szekvendlasdval megerdsitettiik a génbankban talalhato
HPVI11 referencia genomtol (GC inzercidé 7719 és 7720 pozicidkban) valo eltérését, melyet
szekvenalasi hibaként azonositottunk és az dsszes LCR szekvenciankban megtaldlhatd. Az Gjonnan
vizsgalatba vont mintaink esetében csak egyetlen 0j nukleotid polimorfizmust azonositottunk, a JO-
RRP9/11 betegtdl szarmazé HPVI11 genom LCR-ében (T7331G). Iranyitott mutagenezissel
megvizsgalva a polimorfizmus LCR aktivitasra gyakorolt hatasat, megallapitottuk, hogy az SNP nem
befolyasolja szignifikdnsan a szabalyozo régid transzkripcids aktivald hatasat.

A 15 altalunk vizsgalt HPV11 szekvencia LCR-ében azonositott nukleotidcserék alapjan, az
LCR aktivitasok konnyebb dsszevethetdsége céljabol mintazatokat hatdroztunk meg. Az egyes LCR
mintdzat (M1) hét szekvencia LCR-¢ében fordul eld, melyek kozott 6t kozepes sulyossagu JO-RRP-
bdl és AO-RRP-bdl, egy sulyos JO-RRP-bél, egy pedig CAC mintabol szarmazott. A masodik LCR
mintdzat (M2) két szoliter gégepapillomabol (JO-RRP3/11 és JO-RRP5/11) szarmazé szekvencidban
fordult el6. A harmadik LCR mintazat (M3) egy kozepes sulyossagt (JO-RRP1/11) és a jelen
tanulmanyban bemutatott stlyos korlefolyast JO-RRP7/11 mintdbol szarmazd szekvenciaban van
jelen. A négyes, 6tds €s hatos LCR mintazatok (M4, M5 és M6) egyedi LCR szekvenciakat foglalnak
magukba. Az M3 és M6 kozott egyetlen kiilonbség a JO-RRP9/11 szekvencidban azonositott, az
LCR aktivitast szignifikinsan nem befolyasoldé T7331G nukleotid mutacio. A CA/11 szekvencia
LCR-e identikus a referencia szekvencia LCR-ével, igy ezt az LCR szekvenciat a referencia
mintazathoz (Ref) soroltuk.

Az LCR aktivitéasi vizsgalatok soran legmagasabb luciferaz aktivitast a referencia plazmid és a

CA/11 identikus LCR-ek esetében mértiik (referencia mintazat). A tobbi LCR, a JO-RRP6/11 (M5)
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mintdbdl szarmazd LCR aktivitdsanak kivételével, szignifikansan alacsonyabb luciferaz aktivitést
mutatott a referenciahoz képest.

A legkisebb aktivitast a szoliter papillomakbol szarmazo (JO-RRP3/11 és JO-RRP5/11) M2
mintazatt LCR-ek mutattak; aktivitasuk szignifikdnsan alacsonyabb, mint az M1 ¢és M3-M6 LCR

mintazatoké.

HPV11 E2 korai virusfehérjék modellezése és az E2 protein variansok funkciondlis
vizsgadlata

Az E2/E4 ORF-ben 12 nukleotidcserét azonositottunk, melyek koziil kett6 csak az E2 ORF-ben,
kett6 az E2/E4 ORF régioban is, tovabbi harom pedig csak az E4 ORF-ben okoz aminosavcserét.

Az egyedi Q86K aminosav cserét a JO-RRP4/11 paciens mintdjabdl kimutatott HPVI11
szekvencidban azonositotta kordbban a munkacsoportunk, mely a fehérje transzaktivacios (E1-koto)
doménjében (TAD) talalhato és az E2 protein felszini toltésének valtozasat okozza. A Q86 kotddik a
szomszédos E2 monomer ldnc K45 aminosavahoz, mig a K86 a fehérje felszinén helyezkedik el. A
kotési energia kiilonbozik a két TAD monomer esetében; a referencia E2 esetében kissé alacsonyabb,
mint a mutans E2-nél. A referencia E2 (Q86) esetében a fehérje felszini toltése negativabb, ezzel
szemben a varians K86 E2 felszine a lizin jelenléte kdvetkeztében pozitivabba valik.

A JO-RRP9/11 mintabdl kimutatott HPV11 genomban két egyedi E2 eltérést azonositottunk
(S245F és N247T). Mindketté a hinge-régioban talalhatd, mely részt vesz a HPV genom nuklearis
transzportjanak szabalyozasaban, azonban ugy tlinik, hogy nem befolyasoljak kozvetleniil ezt a
folyamatot ¢€s nem valtoztatjdk meg a régid felszini elektrosztatikus potencidljat sem. A
foszforilacios hely predikcio alapjan valosziniisithetd, hogy a S245F csere kovetkeztében eltiinik egy
foszforilacids hely a protein kindz A ¢és B targetjének szdmitdé egyik RXXS motivumban. Ezzel
szemben az N247T feltehetéen 1étrehoz egy foszforilacios helyet, bar a predikcio alapjan ez gyenge
affinitasu foszforilacios targetnek tlinik.

Az E2 fehérje DNS-kotd és dimerizacioért felelds doménjében (DBD) lokalizaloddo K308R
polimorfizmus a vizsgalt szekvencidk jelentds részében megtaldlhatd. A K308R polimorfizmus nem
valtoztatja meg kozvetleniil a DBD DNS-kotését; a referencia E2 (K308) illetve az R308 E2 fehérjék
fehérje-DNS kotési  energidja megegyezik. A fehérje dimerizdciojat azonban jelentdsen
megvaltoztatja a K308 polimorfizmus. A referencia fehérje K308-t tartalmazd oldallanca hidrogén
kotéseken keresztiil kapcsolodik a DNS-kotd hélix stabilizald fehérje lancanak F311 és E312
aminosavjaihoz. Az R308 esetében, a terjedelmesebb arginin a dimer masik fehérje oldallancaval all
szemben, az S322-hoz kotddik. Az igy 1étrejott hidrogén kotések jelentdsen megemelik a teljes kotési

energiat a két E2 monomer kozott.
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Az 58 bp hosszusagt delécié (AO-RRP1/11) jelentds leolvasasi kereteltolodast (referencia E2-
ben NCLKCFRYRLN, delécios mutansban VSSTVREV) okoz a fehérje C-terminalis régidjaban,
megzavarva a stabilizalo béta szal funkciojat, illetve megvaltoztatva a DNS-k6td motivumot.
Tovabba a delécio pozitiv toltésti fehérjék kiesését eredményezi, melynek kovetkeztében a fehérje
felszine kissé negativva vélik. Osszességében ez a két valtozas a fehérje DNS-kotd képességének
elvesztéséhez vezethet.

E2/E4 ORF-ben azonositott aminosavcserét eredményez6 nukleotid eltérések koziil 6t az E1°E4
fuzids fehérjét is érinti. A Q46R (Q28R az E1"E4 fzids fehérjében) aminosavcsere megtalalhato a
JO-RRP1/11, JO-RRP2/11, JO-RRP3/11, JO-RRP5/11, JO-RRP7/11, JO-RRP8/11, AO-RRP2/11,
AO-RRP3/11 és CAC mintadkbol kimutatott HPV11 szekvencidkban és a fehérje prolin gazdag
régiojat érinti. A G61E (G43E a fuzids fehérjében) és az S78L (S60L a fuzids fehérjében)
polimorfizmusokat csak a CA/11, JO-RRP6/11, illetve az AO-RRP1/11 esetében detektaltuk és a
T52P a fuzids fehérjében) aminosavceseréket csak a JO-RRP9/11-es mintaban azonositottuk és a
fehérje negativ t6ltésli prolin gazdag régiojat érintik.

Az 58 bp hosszasagu delécio (AO-RRP1/11) aminosav-vesztést okoz az E17E4 fuzids
fehérjében a 25. és 43. aminosavak kozotti régioban, amely befolyasolja a fehérje prolin-gazdag,
a negativ toltésii prolin-gazdag régidk kozotti kdlcsonhatas altal kialakitott E4 folding elvesztéséhez
vezet.

Az E2 fehérje és az LCR kdlcsonhatasat vizsgald kotranszfekcios kisérletek elvégzése elott az
E2 fehérjék esetében is varians csoportokat hataroztunk meg a vizsgalt HPV11 szekvencidk korében.
Az 0t varians csoport az alabbiak szerint alakul: (i) a referencia varianst a referencia szekvencia, a
CA/11 ¢és a JO-RRR6/11 alkotja; (ii) az 1. varianshoz (V1) tartoznak azok a mintdk, amelyekben
kizarolag csak a K308R aminosavcsere talalhato: JO-RRP1/11, JO-RRP2/11, JO-RRP3/11, JO-
RRP5/11, JO-RRP7/11, JO-RRP8/11, JO-RRP10/11, AO-RRP2/11, AO-RRP3/11, CAC/11; (iii) 2.
varians (V2) a csonka E2 fehérje, mely az 58 bp deléciot tartalmazza (AO-RRP1/11); (iv) a 3.
varians (V3) csoportba a Q86K és K308R aminosav cseréket tartalmazo szekvencia keriilt (JO-
RRP4/11); (v) a 4. varians (V4) pedig a S245F, N247T és K308R SNP-ket tartalmazé6 HPV11
szekvencia (JO-RRP9/11).

A kotranszfekciods kisérletekben az LCR mintazatok és az E2 varidnsok harom kombinaciojat
vizsgéltunk; (i) a referencia LCR és az egyes varians E2 fehérjék kozotti kolesonhatast, (ii) a
referencia E2 hatdsat az eltér6 mintdzati LCR-ek aktivitdsara, és végiil (iii) az egyedi LCR

mintdzatok és a hozzajuk tartozo6 egyedi varians E2 fehérjék kapcsolatat.
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A referencia LCR ¢és a varians E2-k kdlcsonhatasat vizsgalva a referencia E2, valamint a 3. és 4.
E2 variansok (V3, V4) szignifikdnsan emelték a referencia LCR luciferaz aktivitdsat. Az 1. E2
varians (V1) detektalhat6, de statisztikailag nem szignifikans novekedést okozott, mig a csonka E2
(V2) nem valtoztatta meg az LCR alap aktivitasat. A variansokat Osszehasonlitva, a legnagyobb
mértékben a referencia E2 emelte a referencia LCR aktivitasat (p=0,002-0,003), ezt kdvette a V3 és
V4, végezetiill a V1.

A referencia E2 varians minden LCR mintazat esetében fokozta a luciferaz aktivitast. Az M1 és
M2 esetében statisztikailag nem szignifikans mértékii volt az emelkedés, azonban az referencia LCR,
M3, M4, M5 és M6 LCR mintazat esetében szignifikansan megnovelte az LCR luciferaz aktivitasat
az alap aktivitashoz képest. A referencia LCR aktivitdshoz viszonyitva azonban egyik mintazatnal
sem volt statisztikailag szignifikdns eltérés.

A polimorfizmusokat tartalmazd eltérd mintazati LCR-ek és hozzajuk tartozd varidns E2
a referencia LCR aktivitasat is novelték, a sajat LCR-iik luciferaz aktivitasa esetében is hasonld
hatast mutattak. Ahogy az varhat6 volt, a csonka E2 (V2) nem befolyésolta a sajat LCR aktivitasat
sem. Azonban a V1 E2, amely a leggyakoribb varians az altalunk vizsgalt szekvenciak kozott,
masképp viselkedett az eltér6 LCR-ekkel. Az alacsonyabb LCR aktivitassal rendelkezé6 M1 és M2
mintazati LCR-ek aktivitasat a V1 mintazati E2 megndvelte, azonban statisztikailag ez nem volt
szignifikansan magasabb, mint a referencia LCR alap aktivitdsa. Amikor erésebb LCR aktivitassal
rendelkezé LCR mintazattal (M3) kombinaltuk a V1 varidns E2-t, akkor az szignifikdnsan magasabb
aktivitast eredményezett, mint a referencia LCR alap aktivitasa, azonban még igy is szignifikdnsan

alacsonyabbnak bizonyult, mint a referencia E2 altal kivaltott referencia LCR aktivitas emelkedése.

Megbeszélés

Bar az alacsony onkogén kockazati HPV-ok altal okozott megbetegedések rendszerint enyhe
tiinetekkel jarnak, néhany esetben az ¢életmindséget jelentdsen rontd korlefolyds, vagy akar életet
veszélyeztetd allapot is kialakulhat a fertdzés kovetkeztében. Mig a magas onkogén kockazata HPV
genotipusok esetében az intratipusos variancia €s a korlefolyasban megmutatkozo kiillonbségek egyre
inkdbb ismertté valnak, addig az alacsony onkogén kockazati genotipusok esetében a betegségek
lefolyasa kozotti kiilonbségek magyarazataul szolgald virulencia mechanizmusok nagyrészt
ismeretlenek. Munkacsoportunk korabbi, HPV11-re vonatkoz6 vizsgalatai azt mutattak, hogy az
LCR-ben el6forduld nukleotid polimorfizmusok hatassal lehetnek a regulator régid transzkripciot
szabalyoz6 hatdsara, igy eléforduldsuk Osszefiiggésben lehet az adott varians altal okozott betegség

stlyossagaval.
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A HPV6 teljes genom szekvencidink filogenetikai analizise soran kapott eredményeink -
hasonldan Jelen és munkatarsai (2014) eurdpai szekvenciak elemzése soran kapott eredményeihez —
a B1 filogenetikai csoport (korabban HPV6vc) dominanciajat és a B3 alvonal (kordbban HPV6a)
szignifikdnsan alacsonyabb el6forduldsi gyakorisagat mutatjadk. Egy dél-amerikai tanulmany
esetében szintén a Bl alvonal halmozott el6fordulasat irtdk le, a méasodik leggyakoribb alvonalnak
pedig a B3 bizonyult; ezen eredmények szintén Gsszhangban vannak Jelen és munkacsoportja altal
kapott, Dél-Amerikéara vonatkoz6 megoszlasi adatokkal. Tovabbi hasonldsag eredményeink és a dél-
amerikai eredmények esetében, hogy a kimutatott HPV6 szekvencidk jelentds része felnéttkori
papillomatozisbol szarmazott. Egy japan tanulmanyban a leggyakoribb filogenetikai csoportnak
szintén a Bl alvonal bizonyult. A jelen tanulméany esetében az alacsony esetszdm miatt nem
allapithaté meg a filogenetikai csoportok el6fordulasa és a nemek kozotti osszefiiggés, de felnbttkori
papillomat6zisok esetében megfigyelhetd a férfi dominancia.

Vizsgélataink soran az egy betegt6l szarmazd, egymast kovetd recidivakbol kimutatott HPV6
szekvencidk egymadssal identikusnak bizonyultak, ami a genomok stabilitdsat mutatja; ezt a
jelenséget korabbi tanulmanyok is leirtak. Az alacsony variabilitds az egy pacienstdl szarmazé
genomok szekvenciajaban a HPVI11 esetében is megfigyelhetd, azonban a HPV16 esetében az
ellenkez6jérdl szamoltak be kutatocsoportok. Igy azt mondhatjuk, hogy az alacsony onkogén
kockazati genotipusok esetében stabil virusgenom, mig a magas onkogén kockazatu genotipusokra a
gazdaszervezeten beliili variabilitas is jellemzd. A genom stabilitasa aldtdmasztja azt a felvetést is,
hogy a tlinetek ujboli megjelenése nem 1) fertézéshez, hanem a virus reaktivaciojahoz tarsithato.

Jelentds genomi 4atrendez6dés ritkan torténik az alacsony onkogén kockdzati genotipusok
esetében, ezek azonban altaldban valamilyen kedvezdtlen valtozast, pl. malignus transzformaciot
okozhatnak, vagy hatasukra nagyobb szamu recidiva alakulhat ki. A magas onkogén kockazati
genotipusok, mint példaul a HPV16 esetében, foként az E6 onkoproteinben eléforduld pontmutaciok
esetében aminosavceserét eredményezd nukleotid polimorfizmusokat nem detektaltunk, hasonléan a
munkacsoportunk altal mar vizsgalt HPV11 genotipushoz.

Mindez arra enged kovetkeztetni, hogy az alacsony onkogén kockazatit HPV genotipusok
esetében az E6 onkoproteint kdédolo ORF konzervativabb, mint a magas onkogén kockazata
genotipusok esetében. Ezzel szemben az E7 onkoprotein konzervalt jellege a két csoport kozos
tulajdonsaga.

Eredményeink alapjan a HPV6 genotipus tobb korai, illetve a késdi ORF-je variabilisabbnak
bizonyult, viszont az egyes (al)vonalak kozott jelentds kiilonbség van az ORF-ek és az LCR

variabilitasaban. A HPV6A filogenetikai vonalba tartozé altalunk vizsgalt genomokban azonositott
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nukleotid polimorfizmusok tobb mint fele (15/25) megtaldlhaté mindharom vizsgalt genomban, a
szekvencidk nagyfoku hasonlésdgot mutattak. A HPV11 referencia szekvencidhoz hasonldan, a
HPV6A referencia és a génbanki szekvencidk alapjan meghatarozott konszenzus szekvencia
Osszehasonlitiasa alapjan felvet6dott, hogy a HPV6A filogenetikai vonal referencia genomjaként
megjelolt szekvencia egy egyedi varidns, és nem ez reprezentdlja a HPVO6A leggyakrabban
eléforduld, ugynevezett vad tipusat. Ezzel szemben a B1 alcsoportba tartozd szekvencidk igen
diverzeknek bizonyultak, valamint a dendrogramon kiilonboz6 tavolsagban helyezkednek el a
konszenzus szekvencidval nagy hasonlosdgot mutatd, referencia szekvencidhoz képest. A legtobb
nukleotid mutacié — elsGsorban az aminosavcserét is eredményezok - egyediek a B1 alcsoportban
talalhat6 HPV6 szekvencidk esetében. Ezen egyedi mutacidkat tartalmazé szekvencidk enyhe vagy
kozepes sulyossag (5-8 recidiva) RRP-bdl vagy condyloma acuminatum-bdl szarmaznak. Két,
egyetlen recidivat mutatd felndttkori papilloma (AO-RRP6/6 és AO-RRP7/6) esetében egyetlen
egyedi nukleotid mutaciot azonositottunk az L1 ORF-ben.

Egyetlen HPV6A vonalba tartozd szekvencia (AO-RRP4/6) esetében azonositottunk
aminosavcserét eredményezd nukleotid muticiot az E5a ORF-ben. Az E35D a fehérje hurok
extracellularis részén lokalizalodik, mig a masik eltérés (P78S) feltételezhetden egy 1j foszforilacids
helyet hoz Iétre a fehérje harmadik transzmembran doménjében. Az extracellularisan elhelyezkedd
E35D befolyasolhatja a novekedési faktorok kotddését, igy hozzajarulhatott a felndttkori RRP
esetében a mérsékelt diszplazia kialakuldséhoz.

A HPV6 genomok a legnagyobb diverzitast az E2/E4, L1 és L2 ORF esetében mutattak. Ezek a
nukleotid mutaciok hatassal lehetnek a fehérjék funkcidjara, igy modosithatjak az egyes virusok
miikodését, ami pedig magyarazatot adhat arra, hogy egyes paciensek esetében miért magasabb a
recidivak szdma; ez a megfigyelés Osszhangban all a munkacsoport korabbi, HPV11 genotipus
vizsgalata soran kapott eredményeivel.

A HPV6BI1 alvonal esetében az E2/E4, L1 és L2 régid fehérje szinten is jelentds variabilitast
mutat. Az E2/E4 ORF-ben azonositott aminosavcserék koziil kettd az E2 fehérje transzaktivacios
doménjében helyezkedik el (T116N az AO-RRP1/6-ban és S144T a JO-RRP2/6-ban). Egy aminosav
eltérés az E2 hinge-régidjaban talalhatd (S246A a JO-RRP1/6-ban), mely kdvetkeztében

feltételezhetd egy potencidlis foszforilacids hely elvesztése a fehérje foszforilacid szempontjabol

dimerizaciés doménjében lokalizalodik. Ezek a polimorfizmusok helyzetiikbél adoddan
befolyasolhatjak az E1 fehérje kotddését, illetve a DNS replikdcio inicialasanak folyamatat, ezéltal a

transzkripcids aktivitast, intracellularis lokalizaciot, kromatin kotodést €s onszabalyozast, vagy az L1
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kotodését, illetve az E2 LCR-hez vald kotédésén keresztiil az onkoproteinek expressziojat. A 3459-
es nukleotid poziciot érint6 timin-guanin csere nemcsak az E2 proteinben (S246A), hanem az E1"E4

fuzids fehérjében (S50R, kozvetlen transzlacid esetén S68R az E4 fehérjében) is megjelenik, és az

crer

cres

vesz részt, valamint magaba foglalja a kapszid 6sszeépiiléséért és az enkapszidacioért felelds régiot,
ezen kiviil hatassal lehet a virionok heparan-szulfat proteoglikanhoz (HSPG) vald kapcsolddasban is.
Kutatocsoportok kimutattdk, hogy HPV16 esetében a 449. pozicidban 1évo lizin (K449) részt vesz a
HSPG-hez torténd kapcsolodasban, igy a lizin oldallanc cseréje (K449E) ronthatja ezt a
kapcsolodast.

A bemutatott HPV6 szekvencidkban azonositott mutaciok és polimorfizmusok — az érintett
fehérjék funkcidinak feltételezett modositasa alapjan — hatassal lehetnek a virdlis transzkripcid
¢és/vagy replikacid szabalyozasara (E2), a HPV sejtb6l valo kiszabaduldsara (E4), a kapszid
Osszeépiilésére és a genom enkapsziddciojara (L1, L2), valamint befolyasolhatjdk a virus és a
gazdaszervezet kolcsonhatdsat is (ES5a, L1, L2), ezaltal hatdssal lehetnek az é&ltaluk okozott
megbetegedések korlefolyasara, igy akar prognosztikai jelentdséggel birhatnak.

A HPV6 LCR esetében az ORF-ekhez hasonl6 variabilitast lehetett megfigyelni. Mig a HPV6BI1
(korabban HPB6vc) alcsoportban 0Osszesen két szekvencidban, minddssze hdrom mutaciot
azonositottunk, addig az A filogenetikai vonalba (korabban HPV6b) tartoz6 harom szekvenciaban az
azonositott nukleotid polimorfizmusok - egy kivételével (G7815C) - minden esetben megtalalhatoak
voltak. Ezzel Osszhangban, az A filogenetikai vonalba tartoz6 LCR szekvencidk transzaktivalo
potencialja nagyon hasonld volt, nem térnek el szignifikansan sem egymastol, sem pedig a referencia
LCR transzkripcios aktivald hatasatol. A Bl alvonal esetében a hat recidivaval manifesztalédo
condylomd-bol szarmaz6 (CAC1/6), a referenciatdl két nukleotidban eltérd (A7342G, T7909G) LCR
szignifikdnsan magasabb aktivitast mutatott, mint a tobbi HPV6B1 alvonalba tartoz6 LCR. A HPV6
LCR variabilitasat vizsgalva Measso do Bonfim munkacsoportjanak (2015) 6t varianst sikerdilt
azonositaniuk. Az egyetlen B3 varidns esetében a referencia HPV6B3 LCR aktivitasatol
szignifikdnsan magasabb transzaktivalo hatast mértek. A Bl alvonal esetében a referencia LCR és
két B1 varians aktivitdsa kozel azonos volt, mig egy varidns esetében szignifikansan alacsonyabb
értéket detektaltak. Az altalunk kapott LCR aktivitdsi mintazat tiikr6zi Measso do Bonfim és
munkatarsai (2015) altal is leirt kapcsolatot az LCR szekvenciabeli kiilonbségel és transzaktivacios
potencidl kozott. Emellett kimutattdk, hogy a részben duplikaloédott LCR-rel rendelkez6 HPV6 és

HPVI11 wvariansok jelentésen magasabb transzkripcidés aktivalé hatassal rendelkeznek, amely
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hozzajarulhat az altaluk okozott megbetegedések stlyosabb korlefolydsahoz. Ezzel szemben
Grassmann ¢és munkatarsai (1996) nem talaltak kiilonbséget az LCR aktivitasaban a szekvencia
variansok kozott. A JO-RRP2/6 LCR-ében azonositott egyetlen mutacio (A7332C) nem befolyasolta
szignifikansan a szabalyozo régid aktivitasat, ennek a variansnak az aktivitdsa nem mutatott jelentds
kiilonbséget a referencia LCR aktivitashoz képest.

Az eredmények alapjan megallapithatd, hogy hasonléan a HPV11 variansokhoz, a HPV6
variansok esetében kimutatott egyes polimorfizmusok szintén befolydsolhatjadk az LCR aktivitasat,
azonban vannak olyan nukleotid eltérések is, amelyek nincsenek hatdssal a regulator szakasz
transzaktivacios potencialjara.

Measso do Bonfim és munkatarsai (2015) az egy filogenetikai vonalba tartozd LCR-ek
aktivitasbeli kiilonbségei mellett megfigyelték, hogy jelentds kiilonbség mutatkozik a HPV6
filogenetikai csoportjainak LCR aktivitasaban is. Sajat szekvenciaink esetében az HPV6A (HPV6D)
vonalra jellemzé LCR szignifikdnsan magasabb aktivitdst mutatott, mint a HPV6B1 ¢és B2
alvonalakba tartozd LCR-¢ek, kivéve a B1 alcsoportba sorolhato CAC1/6 mintabol szarmazo LCR-t,
melynek aktivitasa megkozelitette a HPV6OA csoportban mért LCR aktivitasokat.

Mindezek alapjan elmondhato, hogy a kiilonb6z6 HPV6 varidnsok LCR aktivitdsa gradiens-
szertien sorba allithato; legmagasabb a HPV6A vonal transzkripciot aktivalo képessége, melyet a Bl
¢és végll a B3 filogenetikai alcsoport LCR aktivitasa kovet.

Ezek egyiittesen arra utalnak, hogy kiilonbség van az egyes HPV6 (al)csoportok (HPV6A,
valamint a HPV6BI és B2) sejtproliferaciét modulalé hatasa kozott. Ugy tiinik, hogy szemben a B1
alcsoporttal, a HPV6A filogenetikai vonal esetében inkdbb az LCR transzkripciot aktivalo hatdsa
érvényesiil; az LCR szabdlyozé hatasdnak nagyobb szerepét tdmaszthatja ala a transzkripcios faktor
kotohelyek nagyobb variabilitdsa az A vonalban, szemben a B1 alcsoport LCR-ével. Hasonlo
kiilonbségek korvonalazodtak a HPV11 filogenetikai csoportjai esetében is.

A HPV6BI1 alvonal szintén mutat néhany hasonlésdgot a HPV11 genotipussal, melynek
eléfordulasa szignifikdnsan gyakoribb a sulyosabb lefolyast, elsdsorban juvenilis RRP-kben. Mig a
HPVO6A vonalba tartozé szekvencidk kivétel nélkiill AO-RRP-bdl szarmaztak, addig a JO-RRP-kbdl
azonositott szekvencidk a B1 alvonalhoz sorolhatoak. Hasonloan a HPV11-hez a HPV6B1
genomokban tobb egyedi nukleotid mutéacio fordult elé az E2/E4, L1 és L2 ORF-ek teriiletén. Egy
genom esetében egy olyan egyedi LCR-t azonositottunk, amely magasabb aktivitassal rendelkezik,
mint a referencia LCR. Ugyanakkor amiatt, hogy eredményeink egyeldre csak kis méretii
betegcsoporton végzett vizsgdlatokbol szarmaznak, a kiilonb6z6 HPV6 variansok altal okozott
korképek esetében a betegség lefolyasaban/stlyossagaban mutatkozod kiilonbségek kevésbé

szembetlinOk, mint a HPV11-asszocialt megbetegedések esetében.
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A HPVI1 szekvencidk filogenetikai vizsgalataink eredményei 0Osszhangban vannak
munkacsoportunk korabbi eredményeivel, illetve az irodalomban fellehetd kutatasi eredményekkel.
Munkacsoportunk korabbi HPVI11 szekvencidi és a jelen tanulmanyban bemutatott HPV11
szekvenciak is az A2 filogenetikai alvonalba tartoznak. Sichero és munkatarsai (2021) HPV11
szekvenciak foldrajzi elterjedését vizsgalva megallapitottak, hogy Dél-Amerikaban is az A2 alvonal
dominancidja figyelheté meg. Az altaluk és altalunk kapott filogenetikai eredmények 6sszhangban
vannak Jelen ¢és munkatarsai 2016-os vizsgalati eredményeivel, miszerint foldrészenként ¢&s
globalisan is az A2 alvonal dominancidja a jellemzo.

A HPV11 szekvenciak fiatalkori, illetve felndttkori papillomatézisban torténd eloszlasat tekintve
a vizsgalt szekvencidink jorészt juvenilis papillomatdzisbol szarmaznak. A dél-amerikai tanulmany
esetében szintén ez a tendencia volt megfigyelheto.

Az Gjonnan vizsgalatba vont HPV11 genomok LCR-ében megtaldlhatéak voltak mar kordbban
leirt mutaciok; az uj szekvencidk LCR-€ében egyetlen 11j nukleotid eltérést azonositottunk (T7331G,
JO-RRP/11-ben), amely azonban nem befolyasolta az LCR transzaktivald hatasat a referencia
aktivitashoz képest. Hasonloképpen, szdmos, a korabbi vizsgdlataink sordan azonositott,
aminosavcserét nem eredményezd nukleotid polimorfizmust azonositottunk a kodold régiokban,
melyek kozil tobb tovabbi génbankban talalhaté HPV11 genomokban is el6fordul. Ezek mellett még
Uj, aminosavcserét eredményezd egyedi mutacidkat is detektaltunk az uj HPV11 szekvencidkban,
melyek hatdssal lehetnek a virus fiziologiara.

Jo példa erre az AO-RRP1/11 HPV11 szekvencia E2 ORF-ében azonositott 58 bp hosszlisagl
delécid, mely leolvasasi kereteltolodast, korai stop kodon kialakuldsat és igy csonka E2 fehérje
képzddését eredményezi. A funkcionalis vizsgélatok soran igazolddott, hogy a csonka E2 fehérje
nem képes az LCR aktivitasanak fokozadsara. A transzaktivald potencialja hasonld volt, mint az 1.
mintazata LCR (két attenuator hatasu polimorfizmust tartalmaz) és 2. E2 varians (leggyakoribb E2
varians, K308R cserét tartalmazza) kolcsonhatdsa esetén mért aktivitds. Ezen paciens esetén a
diszplazia kialakulasdnak hatterében az 4llhat, hogy a csonka E2 fehérje nem képes az onkoproteinek
expressziojanak szabalyozasara. A delécio hatterében éallhat a HPV11 gazdasejt genomjaba torténd
integracioja. Kordbban két munkacsoport is kimutatta HPV11-asszocialt rékos elvaltozasokban a
fehérjére gyakorolt hatdsanak elemzésére. A magas onkogén kockéazata HPV genotipusok esetében
ismert, hogy a karcinogenezis folyamata soran megtorténhet a virus DNS gazdasejt genomba torténd
beépiilése, amely sordn a HPV genom az E1-E2 ORF teriiletén nyilik fel. A genom felnyildsa a

fehérje szintézisének zavarat eredményezi, amely a regulator funkcio kieséséhez vezet.
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Az egyedi Q86K aminosavcsere (JO-RRP4/11) az E2 fehérje transzaktivalo doménjének feliileti
toltésében okoz valtozast, valamint kis mértékben segiti a fehérje dimerizaciojat. Az E2 fehérje
dimerként aktiv, igy a konnyebb dimerizacié hozzajarulhat a kissé¢ emelkedett LCR aktivitashoz; erre
utalhat, hogy ezt az aminosavcserét nem hordozé E2 varians nem rendelkezik ilyen hatassal. Mivel
azonban az E2 varidnshoz tartoz6 LCR mintazat (alap)aktivitasa alacsonyabb, ez kompenzalja az E2
nagyobb aktivitasat, amelynek eredményképpen egy kdzepes sulyossagu papillomatézis alakulhatott
Ki.

Az S245F és N247T aminosavcserék az E2 fehérje foszforilacids mintazatat valtoztathatjak meg
a hinge-régioban. A foszforilacios helyek elvesztése vagy ujak 1étrejotte modosithatja az E2 fehérje
aktivitasat és funkcidjat, valamint a foszforilacids mintadzatok befolyasolhatjak a cellularis proteinek
¢s az E2 fehérje kozotti kolcsonhatasokat. Az E2 fehérje foszforilacidjadban szdmos protein kinaz
vesz részt; az S245F aminosavcesere kovetkeztében megsziinhet egy magas affinitasu protein kinaz
A/B target foszforilacios hely, mig az N247T csere egy potencialis 0j foszforilacios helyet hozhat
létre glikogén-szintaz kindz szamara. A HPV11 genomban azonositott S245 foszforilacids helynek
megfeleld, HPV8 genomban jelenlévé S253 és a HPV16 DNS-ben jelenlévdé S243 aminosav
oldallancok vizsgélatai sordn kimutattak, hogy a szerin oldalldncot hordozo6 foszforilalt E2 fehérje
hosszabb felezési idével rendelkezik, valamint az E2 253/243. pozicidoban foszforilalt szerin
oldallanca részt vesz a virus genom gazdasejt kromatin allomanyahoz valé kotddésben. A mutans
F245 E2 fehérje nem foszforilalodik a protein kinaz A és B altal, ennek kovetkeztében modosulhat a
kromatin kotddés és a foszforilacids hely elvesztése rovidebb E2 felezési iddt is eredményezhet.
Emiatt csokkenhet a HPV genom utddsejtekbe torténd atvitele, igy mérsékléddhet a virus
gazdaszervezeten beliili terjedése. Bar az N247T egy lehetséges 1) foszforilacios helyet hoz 1étre a
S245F kozelében, az a hinge-régio hélixének belsd részében helyezkedik el, igy kevésbé valoszint,
hogy valdban foszforilacios helyként szolgal. Masrészt mivel egy masik kinaz célpontja lehet, igy
mas cellularis szabalyozasi utakhoz kapcsolodhat, igy ennek a foszforilacios helyek a megjelenése
nem tekinthetd egyenértékiinek a megsziind S245F foszforilacios hellyel. Azonban ezek az
aminosavcserék nincsenek hatassal az LCR és az E2 protein kolcsonhatasara; a kotranszfekcids
kisérleteink azt mutattak, hogy az aminosavcseréket hordozo E2 varidns (S245F, N247T, K308R)
LCR aktivitasra gyakorolt hatdsa nem kiilonbozott a mutacidkat nem hordozd, vad tipustinak
tekinthetd E2 varians (csak K308R) hatasatol.

A HPV11 LCR-ben talalhaté polimorfizmusok megléte is azt tdmasztja ald, hogy a referencia
genom egy kiilondsen agressziv egyedi varianst képvisel és a vad tipust HPV11 szekvencia kozelebb
allhat a JO-RRP8/11 és CAC/11 4altal alkotott szekvencia varians csoporthoz. Igy a prototipus

szekvencia szamos egyedi polimorfizmussal rendelkezik, mint pl. az attenuator mutacio (T7547C) az
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LCR-ben, amely esetében feltehetden a C7547 képviseli a vad tipust, ezzel szemben a sulyos
papillomat6zisbol szarmazd referencia genomban megjelend egyedinek tiind mutacio (T7547)
fokozza az LCR aktivitasat. A referencia LCR szekvenciat egyetlen altalunk vizsgalt mintaban
tudtuk kimutatni (CA/11), amely hasonléan magas LCR alap aktivitassal rendelkezett. Ez
magyarazhatja az okozott betegség fokozott sulyossagat is.

Hasonloan, az E7 fehérjében jelenlévd polimorfizmus (A45S) inkabb képviseli a vad tipust, az
A45 szintén egy feltételezett foszforilacids hely elvesztéséhez vezet a referencia szekvencidban, mig
a feltételezett vad tipusu HPV11-ben, illetve a HPV6 esetében ugyanezen pozicioban talalhato szerin
foszforilacios helyként szolgal. Erdekes modon, a HPV16 esetében az ezen aminosavnak megfeleld
helyen alanin talalhato.

Az E5a fehérjében azonositott két aminosavcsere (I28F és V41L) — amely szintén minden
szekvenciankban megtalalhat6 — ugyancsak arra utalhat, hogy a referencia szekvencia (a CA/11-gyel
egyltt) egy nem tul gyakori valtozat és a polimorfizmus modosithatja a virusvarians altal okozott
betegség sulyossagat, mivel korabbi vizsgalatok mar kimutattak, hogy az E5a fehérje — szemben a
magas onkogén kockazati genotipusokkal - fontos szerepet jatszd onkoprotein az alacsony
onkogenitasu genotipusok altal okozott elvaltozasok patogenezisében.

Hasonléan, egy altalunk vizsgalt mintat kivéve, az E2 ORF-ben megjelend K308R
aminosavcsere képviselheti a vad tipust, amely esetében a vad tipust arginin az E2 dimerben erds
kotést alakit ki a stabilizalo lancok k6zott, mig a referencia szekvencidban megtalalhato lizin inkabb
a DNS-hez (LCR-hez) valo kotddést segiti eld. Ez a feltételezett er6s DNS-hez vald kotédés allhat a
referencia E2 fehérje LCR aktival6 hatdsanak jelentds novekedése mogott; a referencia E2 a luciferaz
tesztben minden LCR mintdzat esetében szignifikansan fokozta az LCR transzkripciot aktivalod
hatasat. Ennek megfeleléen ez az E2 varidns hozzajarulhat az okozott betegség sulyosabb
manifesztaciojahoz (referencia szekvencia, CA/11, JO-RRP6/11).

Minden HPVI11 szekvencidank LCR-ében megtaldlhato attenuator polimorfizmus (T7547C),
valamint a JO-RRP3/11 és JO-RRP5/11-ben megtalalhaté tovabbi attenuator polimorfizmus
(T7509A) hozzdjarulhatnak a csokkent LCR aktivitashoz. Az ugyanezen mintdkbdl szarmazé E2
variansok is alacsony LCR aktivalo hatassal rendelkeznek, aminek kdvetkeztében a kombinaciojuk a
legalacsonyabb LCR aktivitast eredményezi, és magyarazhatja, hogy ezek a papillomak mostanaig
szoliterek maradtak.

Amikor a legkevésbé hatékony LCR és a kozepes hatékonysdgi E2 fehérje kolcsonhatasat
vizsgaltuk, az eredmény hasonld volt, mint a kdzepes hatékonysdgi LCR ¢és a hibas miikodésti E2
kombinaciojaként kapott LCR aktivitds; az ezen LCR-E2 kombinaciokat hordozé6 HPVI1I

variansokkal tortént fert6zés mérsékelt sulyossagu papillomatdzist eredményezett. Ez megerdsiti,
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hogy az LCR egyéni transzaktivalo hatdsa és az E2 enhanszer hatasara torténd LCR aktivitas
fokozddasa egyiittesen alakitjadk ki az LCR bruttd hatisat. A legmagasabb LCR aktivitast az
Oonmagaban is legmagasabb aktivitast mutaté referencia LCR mintazat és E2 varians kolcsonhatasa
eredményezte. Egy kevésbé erds LCR (JO-RRP6/11) magas aktivitdst mutatott a referencia E2
fehérjével kolcsonhatasban; ezen HPV11 genom jelenléte egy tobb mint 60 recidivaval jelentkezo,
sulyos lefolyasu papillomatozis megjelenésével parosult. Szamos kodzepes sulyossagu esetbdl (2-10
recidiva) szarmaz6 HPV11 genom a legtobb szekvenciat magaba foglalo, kozepes egyéni
transzaktivalo hatassal rendelkez6 mintazathoz sorolhatd LCR és az ugyancsak leggyakoribb E2
varians kombinalt hatasanak ereddjeként, mérsékelt transzaktivalo aktivitassal rendelkezik.

Jelen tanulmany eredményeit 6sszegezve elmondhatd, hogy az alacsony onkogén kockézati
HPV6 és 11 esetében is valoszintsithetd, hogy az egyes variansok kozotti kiilonbségek és az altaluk
okozott korképek stulyossaga kozott dsszefiiggés van. Tovabba eredményeink megerdsitik azokat a
korabban mar publikalt eredményeket, melyek szerint a felnéttkora papillomatdzisok (AO-RRP)
esetében gyakrabban mutathaté ki HPV6 genotipus, mig a fialatkori papillomatézis (JO-RRP) esetén
a HPV11 genotipus gyakoribb, kivéve egy amerikai tanulmanyt mely esetében a vizsgalt JO-RRP-
ben szenvedd paciensek mintaibol kimutatott HPV szekvencidk kozott nagyobb aranyban fordult el
HPV6. Azonban a korabbi tanulméanyokhoz hasonléan Amiling és munkacsoportja (2021) is arrol
szamolt be, hogy a HPV11-asszocialt fiatalkori papillomatdzisok magasabb agresszivitast mutatnak.
Labedz ¢és munkatarsai (2020) szintén erre a kovetkeztetésre jutottak vizsgalataik soran, tovabba
megallapitottak, hogy kapcsolat van az extralaringedlis terjedés, a tracheosztoma hasznalata és a
diagnozis ideje kozott (az 5 éves kor alatt diagnosztizalt eseteknél gyakoribb az extralaringealis
terjedés eléfordulasa), valamint szignifikdns Osszefiiggést talaltak az extralaringealis terjedés és a
HPV11 fert6zottség kozott.

A filogenetikai vizsgalataink eredményeit Osszefoglalva elmondhaté, hogy — mas
kutatocsoportok eredményeivel 6sszhangban - az altalunk vizsgalt HPV6 szekvencidk esetében a Bl
alvonal, mig HPVI11 esetében az A2 alvonal a dominans, illetve ezen alvonalak globalis
dominancidja is jellemz6. A HPV6 teljes genom szekvencidink vizsgalata szdmos hasonldsagot és
kiilonbséget tart fel az alvonalak tekintetében, igy i.) az A vonalban és B1 alvonalban kdzel azonos
szamu nukleotid mutaciot azonositottunk; ii.) de mig a B1 alvonal esetében jorészt egyedi mutaciok
voltak jelen, addig az A vonal esetében a legtobb polimorfizmus a vizsgalt mintak jelends
hanyadaban jelen volt; iii.) mig az A vonal esetén a polimorfizmusok szinte csak a DNS szintjén
jelentek meg, addig a B1 alvonal esetében tobb olyan nukleotid mutaciét is azonositottunk, amelyek
hatasa fehérje szinten is érvényesiilt, aminosavcserét okozva a referenciakhoz viszonyitva; iv.) az A

vonal LCR-ében tobb nukleotid polimorfizmust azonositottunk, mint a B1 alvonalban; v.) az A
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vonalba tartozo HPV6 szekvencidkat csak AO-RRP paciensek mintdjabol sikeriilt kimutatni, mig a
B1 alvonalba tartozo szekvenciak heterogénebb mintacsoportbol (AO-RRP, JO-RRP, CAC, LP, CA)
szarmaztak. Mindezeket figyelembe véve tgy tiinik, hogy a magas onkogén kockazata tipusokhoz
hasonléan a HPV6 filogenetikai (al)csoportjai esetében detektalt kiilonbségek hatassal lehetnek a
variansok  kiilonb6zé  betegségekben/betegesoportokban  vald  eléfordulasara, bar ennek
megerdsitésére nagyobb mintaszamon kivitelezett tovabbi vizsgalatokra van sziikség.

Az eddig megismert HPV6 és 11 genotipus varidnsok szekvencia analizise alapjan
megallapithatd, hogy az E6 és E7 onkoproteinek erésen konzervaltak a HPV11, illetve a HPV6
esetében is, ami arra enged kovetkeztetni, hogy az onkoproteinek szerepe nagyon szigoruan
szabalyozott és funkcidjuk fenntartasahoz csak minimalis szerkezeti valtozast képesek tolerdlni. Ez
Osszhangban all azzal a ténnyel, hogy az alacsony és a magas onkogén kockazati HPV genotipusok
replikdcidja és transzkripcidja jelentds kiilonbséget mutat. A magas onkogenitdsu HPV-k E6 és E7
onkoproteinje kulcsfontossagu szerepet tolt be a sejt transzformacidban, valamint ezen fehérjék
variabilitasa hatarozza meg a genotipusok és szubtipusok onkogenitasi kockazatat. Ezzel szemben
ugy tlinik, hogy az alacsony onkogén kockazati genotipusok patogenitasbeli kiilonbségének
hatterében, nem ezen onkoproteinek, hanem az E1, E2/E4 és E5a, valamint a kapszid proteinek ¢és az

LCR variabilitasa allhat.

Osszefoglalas

Az alacsony onkogén kockazati HPV6 €s 11 etioldgiai szerepe mar bizonyitott szamos benignus
megbetegedés, koztik a rekurrens léguti papillomatdzisok kialakuldsdban, azonban a korképek
sulyossaga és a virus genetikai jellemzd6i kozotti 0sszefliggések még kevésbé ismertek. Azonban
egyre inkabb ismert az, hogy a magas és alacsony onkogén kockazati HPV genotipusok alapvetd
kiilonbségeket mutatnak az okozott betegség korlefolydsdban és az annak hatterében allo genetikai
variabilitas tekintetében.

A munkank soran célunk 0j paciensekt6l, valamint mar ismert betegek 0j recidivajabol szarmazo
HPV6 és HPV11 szekvencidk teljes genom analizise volt. In silico protein modellezéssel vizsgaltuk
az aminosavcserék potencidlis hatdsat a virusfehérjék szerkezetére és a fehérjek funkciodjara.
Tranziens transzfekcids kisérletekben elvégeztik a kiilonboz6 LCR mintdzatok funkcionalis
vizsgalatat, valamint elemeztiik az E2 fehérje variansainak hatasat az LCR aktivitasara.

A HPV6 genomjaink a filogenetikai elemzés alapjan az A f6-, valamint a B1 és B3 alvonalba
tartoztak, leggyakoribbnak a B1 alvonal bizonyult. A szekvencia elemzések eredményei alapjan a

HPV6B1 alcsoportba tartoz6 szekvencidk ORF-jei esetében a nukleotidcserék tobbszor
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eredményeztek aminosavcserét is, mint az A vonalba sorolhat6 HPV6 genomok esetén. Ezzel
szemben a LCR-t tekintve az HPV6A szekvenciai bizonyultak variabilisabbnak.

Az HPV6 LCR funkcionalis vizsgalata soran a varidnsok LCR aktivitdsanak gradiens-szeriien
csokkenését tapasztaltuk; legmagasabb a HPV6A vonal transzkripcidt aktivalo képessége, melyet a
B1 és végiil a B3 filogenetikai alcsoport LCR aktivitadsa kovet. Ez alatamasztja azt a hipotézist, hogy
kiilonbség van az egyes HPV6 (al)csoportok sejtproliferaciot moduldldo hatdsa kozott. A Bl
alcsoporttal szemben a HPV6A filogenetikai vonal esetében inkdbb az LCR transzkripciot aktivalod
hatasa érvényesiil. A HPV6A vonalban azonositott transzkripcidos faktor kotohelyek nagyobb
variabilitdsa is ezt tdmaszthatja ala.

A HPVI1I esetében az ORF-ek és az LCR is szamos polimorfizmust tartalmaz a referencia
szekvencidhoz viszonyitva. A filogenetikai vizsgdlatok alapjan az A2 alvonal dominanciaja volt
megfigyelhetd. A szekvencia vizsgalatok alapjan az El, E2/E4 és ESa, valamint a kapszid
proteineket kddolod régiok és az LCR esetében nagyobb variabilitas figyelheté meg.

Az E2 ORF-ben azonositott K308R aminosavcsere E2 dimerben erds kotést alakit ki a
stabilizalo lancok kozott, de nem befolyasolja a DNS-kotést, amely kovetkeztében ez az E2 varians
kevésbé hatékony enhanszer aktivitdssal rendelkezik, mint a referencia E2. Az egyedi Q86K
szintén egyedi aminosaveltérés (S245F és N247T) a foszforilacidos mintdzatban okoz valtozést. Az
E2/E4 ORF régioban azonositott 58 bp delécid leolvasasi kereteltolodast és korai stop kodon
kialakuldsat eredményezi, amely valdsziniileg miikodésképtelen E2 fehérjét hoz létre; az E2 funkcid
kiesése pedig hozzajarulhatott a diszplaziaval jard papillomatozis kialakulasahoz.

Az LCR és E2 kotranszfekcios vizsgalata megerdsiti, hogy az LCR valodi transzaktivald hatasa
¢s az E2 enhanszer hatasara torténd LCR aktivitas fokozddasa egyiittesen befolyasoljak az LCR nettd
hatasat.

Eredményeink alapjan tehat gy tlinik, hogy az alacsony onkogén kockéazatii genotipusok
intratipusos variansainak esetében is - hasonldan a magas onkogén kockdzati genotipusokhoz —
azonosithatdéak olyan virusgenetikai kiilonbségek, amelyek eltéréseket okoznak a virusvarians
patogenitasaban/virulencidjaban a referencidhoz képest, de ezen eltérések hatterében nem a fo
onkoproteineket, hanem sokkal inkabb az E1, E2/E4 és E5a, valamint a kapszid proteinek és az LCR

variabilitasa allhat.
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