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2. Roviditések jegyzéke

uL — mikroliter

ASCUS — nem tisztazott jelent6ségli atipusos laphamsejtek (atypical squamous cells of
undetermined significance)

b - bazis

BPV1 — Bovin papillomavirus 1 (szarvasmarha papillomavirus 1)

CAC - condyloma acuminatum

CDV - cidofovir

CIN — cervikalis intraepitelialis neoplazia (cervical intraepithelial neoplasia)
DBD — DNS-k6té domén (DNA-binding domain)

DNS - dezoxiribonukleinsav (dezoxyribonucleic acid)

HPV — human papillomavirus

kb — kilobazis

LCR — hosszu szabalyoz6 régio (long control region)

LP — leukoplakia penis

LSIL — alacsony foku laphamsejtes intraepitelialis 1€zi6 (low-grade squamous intraepithelial
lesion)

MRNS — messenger RNS (ribonukleinsav)

ORF — nyitott leolvasasi keret (open reading frame)

pmol - pikomol

RRP — rekurrens 1éguti papillomatozis (recurrent respiratory papillomatosis)
PV — papillomavirus

SNP — egypontos nukleotid polimorfizmus (single nucleotid polymorphism)
TAD - transzaktivaciés domén (transactivation domain)

U — egység (unit)



3. Bevezetés

Bar a rekurrens léguti papillomatdzis (recurrent respiratory papillomatosis, RRP) egy
joindulath elvaltozas, a recidivak ismételt megjelenése, a 1ézidk extralaringealis terjedése és
esetleges malignizacioja kovetkeztében sulyos korlefolyas is kialakulhat, ami a paciensek
¢letmindségének jelentds romlasahoz vezethet (Derkay, 2001; Dickens és mtsai., 1991). Ezen
elvaltozasok kialakitasdban az alacsony onkogén kockazat human papillomavirus (HPV) 6
és 11 genotipusok etiologiai szerepe mar bizonyitott, tovabbi Klinikai vizsgalatok pedig
igazoltdk, hogy a papillomatézisok agresszivebb lefolydsu eseteiben a HPVI11 genotipus
mutathaté ki gyakrabban (Major és mtsai., 2005; Larson és Derkay., 2010). Az elsddleges
terapias lehet6ség a papillomak sebészi Giton torténd eltavolitasa, azonban az esetek 20%-aban
valamilyen adjuvans kezelés alkalmazésa is sziikségessé valhat (Ivancic és mtsai., 2018).

Munkacsoportunk  kordbban mar vizsgadlata a kiilonbozé sulyossagi  léguti
papillomat6zisokbdl szarmazé HPVI11 szekvencidk esetében a virusgenomok kozotti
szekvencia eltérések és a korlefolyasban mutatkozo kiillonbségek kozotti kapcsolatot. Az
eredmények azt mutattdk, hogy a HPV11 {6 kapszid fehérjéjét kodold régidban (L1 ORF),
valamint a virus replikdcid/transzkripcid szabdlyozasaért felelds régiokban azonositott
nukleotid polimorfizmusok magyardzhatjdk a papillomatoézisok manifesztacidjaban
tapasztalhat6 kiilonbségeket (Gall és mtsai., 2013).

Kutatdsok kimutattdk, hogy szdmos akut és kronikus betegség kialakuldasa ¢és
progresszioja Osszefliggésbe hozhatd a paciensek egyedi tulajdonsagaival (Kinkorova, 2016).
Az infekcios korképek esetében a fert6z0 agensek egyedi jellemzdi, genetikai varidnsaik
eltérd tulajdonsadgai ugyancsak hatassal lehetnek az okozott betegség progresszidjara,
kimenetelére. A HPV-ok esetében ez az 0Osszefliggés a magas onkogén kockazata
genotipusok, kiilonosen a HPV16 esetében, széles korben tanulmanyozott, ugyanakkor az
alacsony onkogén kockazatu genotipusok esetében ilyen — a klinikummal vald korrelaciot
vizsgalo — tanulményok eredményei csak korlatozottan allnak rendelkezésre. Vizsgélataink az
alacsony onkogén kockazath HPV6 és HPVI1 intratipusos variancidja, a variansok
patogenitasa, az okozott betegségek korlefolyasa kozotti kapcsolat feltdrasahoz szolgaltatnak
ujabb adatokat, amelyek megkonnyithetik a HPV6- és HPVI11-asszocidlt betegségek
prognoézisanak megitélését, illetve akar segitséget nyujthatnak a személyre szabott terapia

kidolgozéasahoz.



4. Irodalmi attekintés

4.1 Papillomavirusok rendszertana
Korabban a papillomavirusokat (PV) a polyomavirusokkal egyiitt a Papovaviridae

csaladba soroltdk. Ez elsdsorban a két virus hasonldé morfoldgiai tulajdonsagai alapjan tortént,
mivel mindkét viruscsalad cirkularis dupla-szala DNS genommal és burok nélkiili,
ikozahedralis kapsziddal rendelkezik. A viralis genomok kiilonbségeinek megismerése utan
(polyomavirusok genom mérete 5 kilobazis [kb], mig a PV-0ké altalaban 8 kb; a korai és
késoi gének ellentétes orientacidoban fejezddnek ki a polyomavirusok esetében, nincs homolog
gén a két viruscsalad kozott) azonban a virusokat a Nemzetk6zi Virustaxonémiai Bizottsag
(International Committee on Taxonomy of Viruses, ICTV) két csaladba osztotta, a
Papillomaviridae és a Polyomaviridae viruscsaladba. Egyetlen hasonlosagot mutattak ki a
korabban egy viruscsaladba sorolt virusok kozott: a PV-ok E1 fehérjéjének ¢és a
polyomavirusok nagy T-antigénjének is van egy koriilbeliil 200 aminosavbol allo6 DNS-
helikaz doménje (de Villiers és mtsai., 2004).

(open reading frame, ORF) szekvencidja alapjan torténik. Az L1 ORF a legkonzervativabb
gén a virusgenomban. 1995-ben Québec-ben tartott Nemzetkozi Papillomavirus Workshop-on
(International Papillomavirus Workshop) hataroztak meg a kutatok, hogy az ujonnan izolalt
PV-0k esetében mikor beszélhetiink uj genotipusrdl, szubtipusrdl, illetve intratipusos
variansrol. Ha az L1 ORF DNS szekvencidja tobb mint 10 %-ban eltér a legkozelebbi ismert
szubtipusr6l, ha pedig a kevesebb mint 2%, akkor intratipusos variansrol van szo6 (de Villiers
¢és mtsai., 2004).

A human papillomavirusokat (HPV) DNS szekvenciajuk alapjan 6t (Alpha, Beta,
Gamma, Mu és Nupapillomavirus) nemzetségbe sorolhatjuk (1. abra); az eltéré tipusok
kiilonbozd életciklussal, illetve eltérd hozzajuk asszocialt korképekkel jellemezhetok. Az
Alphapapillomavirus nemzetségbe foként a nyalkahartyakat fert6z6, a méhnyakrak
kialakitasaban is részt vevé magas és a joindulatu nyalkahartya elvaltozasokat okozo alacsony
onkogén kockazati HPV genotipusok sorolhatoak, illetve ide tartozik még néhany, a boéron
szemdlcsos elvaltozast okozo kutdn genotipus is. Néhany genotipus képes nyalkahartya- és
bdrelvaltozasokat is kialakitani, azonban a preferencia altalaban nyilvanval6. Az alacsony
onkogén kockazati HPV-k DNS-e ritkan mutathato ki rakos elvaltozasokban, mig a magas
onkogén kockéazatli HPV genotipusok oérdkitdanyaga majdnem minden esetben megtalalhato a
malignus megbetegedésekben. A Beta- és Gammapapillomavirus nemzetségekbe foként kutan

elvaltozasokat okoz6 HPV genotipusok sorolhatdéak. A Betapapillomavirus-ok csoportjaban
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magas ¢s alacsony onkogén kockazati HPV tipusok egyarant el6fordulnak, mig a
Gammapapillomavirus-ok kozé inkabb a joindulati bdrelvaltozasokat kialakito HPV
genotipusok tartoznak. Az elmult néhany év vizsgalatai alapjan a Beta- ¢és
Gammapapillomavirus nemzetségbe tartozo HPV genotipusok egészséges immunrendszerrel
rendelkez6 egyéneknél nem okoznak lathatdé elvaltozast, azonban immunszupprimalt
egyénekben, illetve epidermodysplasia verruciformis-ban (EV) szenvedé betegekben képesek
borelvaltozasok kialakitasara. A Mu- és Nupapillomavirus nemzetségbe joindulath

bérelvaltozast okozo HPV genotipusok sorolhatoak (Doorbar és mtsai., 2012).

* Magas és alacsony onkogén
kockazatl nyalkahartyat fert6z6
HPV genotipusok nﬁqg&:ﬂﬂ"ﬂﬂ("&fﬂ

* Kutan HPV genotipusok

* HR genotipusok minden esetben
megtaldlhatéak méhnyakrakos
esetekben

* LR tipusok-> ritkan mutathato ki
rakos elvaltozasokban

Mu-papilomavirus
B utan

+ Jéindulatl béelvéltozast okozé
kutdn HPV genotipusok.

Nu-papillomavirus
kutan

* Joindulatd béelvaltozast okozd
kutan HPV genotipusok.

* Ritkan kimutathat6ak malignus
bértumorokban.

,\ngm’vvzt
Py,

Gamma-papillomavirus
kutan

* Magas és alacsony onkogén
kockdzatd kutan HPV genotipusok

* Immunszupprimalt egyéneknél és
EVb b, ford

+ Jéindulatu bGelvaltozast okozd
kutan HPV genotipusok.

*+ Malignus bértumorokban ritkan
mutathatoak ki.

* Perzisztens fertézés esetén
malignus bérdaganatok
immunszupprimalt egyéneknél.

1. abra: A HPV-ok 6t nemzetségébe tartozd genotipusok és a nemzetségek fobb jellemzoi
(Doorbar és mtsai., 2012)

A HPV-k genomi diverzitdsat, valamint a foldrajzi elterjedését foként a magas onkogén
kockézatli genotipusok esetében tanulmanyoztdk. A kutatdsok alapjan a magas onkogén
kockazatt HPV16, illetve HPVI18 esetében foként az E6 onkoproteinben azonositott
nukleotid, illetve aminosav eltérések jatszanak szerepet az eltéré agresszivitasu korképek
kialakitasaban (Tornesello és mtsai., 2000; Villa és mtsai., 2000; Zehbe és mtsai., 1998 és
2009). A HPVI16 filogenetikai analizise soran azonositott négy f6 filogenetikai vonal
elnevezése utal az intratipusos varidnsok foldrajzi elterjedésére; a variansok eurdpai-azsiai, 1-
es és 2-es afrikai, valamint észak-amerikai/azsiai-amerikai varians-csoportokba sorolhatok.
Tobb vizsgalat is kimutatta, hogy az egyes variansok gyakorisaga eltéréd a kiilonbozo
stlyossagi korképekben. A HPV16-asszocialt méhnyakrakos esetekben gyakrabban
mutathatd ki az azsiai-amerikai HPV16 varians (AAl-es), mint az eurdpai (Berumen és

mtsai., 2001, Cornet és mtsai., 2012; Smith és mtsai., 2011). Az alacsony onkogén kockazatu



HPV genotipusok genomi diverzitasarol kevés informacio all rendelkezésiinkre, az altalunk

cres

elterjedésérdl szolo informaciodkat kiilon alfejezetben részletezem.

4.2 Human papillomavirusok felépitése

A PV-0k burok nélkiili, ikozahedralis kapsziddal rendelkez6 virusok, Koriilbelil 8 kb
hosszisagu cirkularis dupla-szalt DNS genommal rendelkeznek. Genomjuk nyolc gént kodol.
Harom onkoproteinjiik (E6, E7 és E5) a gazdasejtek transzformacioért felelds, két szabalyozo
fehérjéjiik (E1 és E2) a virusreplikaciot és transzkripciot szabalyozza, az E4 protein pedig —
melynek kodold régidja az E2 ORF-en beliil talalhato - a virus kiszabadulasaban jatszik
szerepet. Két kapszid fehérjével rendelkeznek; az L1 a f6 kapszidprotein, az L2 pedig a minor
kapszid fehérje. A replikacio szabalyozasaban egy cisz-valaszadé elemekben gazdag, fehérjét
nem kodold hosszl szabalyozoé régié (long control region, LCR) is részt vesz, mely az L1 és
E6 ORF kozott helyezkedik el a genomban (de Villiers és mtsai., 2004).

Az alacsony ¢és a magas onkogén kockazatt HPV genotipusok genomjanak
szervezOdésében tobb kiilonbség is megfigyelhetd (2. abra). Az egyik eltérés az ES
onkoprotein esetében figyelhetdé meg; mig a magas onkogén kockazati HPV genotipusok
esetében egy E5 fehérjérdl beszélhetiink, addig az alacsony onkogén kockédzatt HPV
genotipusok esetében E5a és ESb (illetve ESy és ES59) fehérjéket kiilonboztetiink meg. Az E5a
és E5b virdlis fehérjék az alacsony onkogén kockazata HPV genotipusokra jellemzoek, az

ESa expresszidja és funkcidja esetében késziiltek tanulmanyok, melyek alapjan a magas

onkogén kockézati ES fehérjéhez hasonl6 gyenge transzformal6 hatéssal rendelkezik. Az ESb




2. dbra: A human papillomavirus 6, a HPV11 és a HPV16 genom szervezddése (Forras:
https://pave.niaid.nih.gov/)

Ugyancsak kiilonbség van a két csoport E6 és E7 onkoprotein expresszidjanak
szabalyozasaban. A magas onkogén kockazati HPV genotipusok E6/E7 virdlis fehérjéknek
kozos promotere van (pl. HPV16 esetében a p97), mig az alacsony onkogén kockazati
virusok esetében két kiilon promoter szabalyozza az onkoproteinek expresszidjat. A HPV11
pozicional talalhatdo, mig az E7 fehérje expressziot szabalyozd promoter régiéo a 264.

nukleotid poziciotol indul (Smotkin és mtsai., 1989).

4.3 Virdlis fehérjék
4.3.1 EI feherje

Az E1 fehérje egy ATP-fiiggd DNS helikaz, a PV-ok egyetlen enzimaktivitasu fehérjéje.
A legnagyobb virusfehérje, mérete 600-650 aminosav kozott mozog. Fontos szerepet tolt be a
fertdzott sejtek magjaban zajlo episzomalis viralis replikacioban és az amplifikacioban. N-
terminalis doménje felelds az in vivo replikacid szabalyozasért és tartalmazza a nuklearis
lokalizacioért felelés szignalt (nuclear localization signal, NLS). A DNS-k6t6 domén (DNA
binding domain, DBD), illetve a C-terminalis helikdz domén alkotjak a DNS replikacioért
felelds régiot (3. abra). A DBD specifikus helyeket ismer fel a replikacios origoban, mig a C-
termindlis enzimatikus domén ATP-4z aktivitdssal rendelkezik és képes rovid DNS duplexek
széttekerésére. A DBD ¢és a helikdiz domén in vitro elegendéek az ori-fliggd DNS
replikacidhoz, valamint a virdlis DNS replikdcié molekularis motorjanak magjat képezik

(Bergvall és mtsai., 2013).


https://pave.niaid.nih.gov/
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3. abra: Szarvasmarha papillomavirus 1 genotipus (Bovine papillomavirus 1, BPV1) E1 proteinjének felépitése
(Bergvall és mtsai., 2013).

4.3.2 E2 feherje
Az E2 fehérje a PV-ok altal kodolt szabalyozo6 fehérje, mely az E1 proteinnel egyiitt részt

vesz a DNS replikacié inicialasaban, a transzkripcids szabalyozasban, a viralis genom
megoszlasanak szabalyozdsdban, a vegetativ virdlis DNS replikacioban ¢és a
poszttranszkripcids folyamatokban. A virus szaporodasi ciklusanak korai és kozépsd
szakaszaban expresszalodik (McBride, 2013).

A fehérje N-termindlis transzaktivaciés doménje koriilbeliil 200 aminosav hosszusagu,
amelyet a kapocs (hinge) régi6 kot a koriilbeliil 100 aminosav hosszusagl C-terminalis DNS-
kotdé/dimerizaciés doménhez. A hinge régid hosszlisaga eltérd és a szekvencidja is valtozo a
kiilonb6z6 PV genotipusokban. A Papillomavirus Episteme (PaVe) adatbazis honlapjan
(https://pave.niaid.nih.gov) ma mar 15 HPV genotipus DNS-k6td doménjének homolog
modellje érthetd el, melyeket megvizsgalva azt tapasztaljuk, hogy az E2 DNS-k6té domének

nagyon hasonl6 szerkezeti tulajdonsaggal rendelkeznek, csak az egyes alegységek relativ

HPV11

HPV6

4. abra: HPV11 transzaktivacios és a HPV6 DNS-kot6 doménjének szerekezete (A HPV6 DNS-kot6 doménje
esetében sarga szinnel a DNS jeloltiik, kék és zold szinnel pedig a dimerizalodott DNS-k6té doméneket)
(McBride, 2013).
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Az E2 a PV-ok legfobb transzkripciot szabalyozo fehérjéje. Az E2 olyan celluléris
faktorok szabalyozasaban vesz részt, melyek részt vesznek egyes transzkripcios folyamatok
aktivalasaban vagy represszalasdban. Az E2 fehérje hatassal van a két f6 onkoprotein (E6 és
E7) expresszidjara is, amellyel befolyasolhatja az egyes magas onkogén kockazati PV-ok
esetében a rosszindulata elvaltozasok kialakuldsanak kockézatat. Az E2 fehérje segiti az El
helikazt doménjének a replikacios origbhoz vald kotodését, ezaltal részt vesz a viralis DNS

replikacidjanak elinditasaban (McBride, 2013).

4.3.3 E4 fehérje
Az E4 ORF az E2 ORF-en beliil helyezkedik el és méretét tekintve eltérd az egyes PV-

okban. A HPV-ok esetében az elsddleges E4 géntermék egy fuzids mRNS-rél fejezddik ki,
melynek iniciacios kodonja és elsé néhany aminosavja az E1 ORF-rél szarmazik; igy jon létre
az E1"E4 mRNS. Az E1"E4 transzkriptum megndvekedett mennyiségét figyelték meg HPV-
ok altal okozott korképekben, ezaltal az E4 fehéje magas szintje akar biomarkerként is
szolgalhat az aktiv fert6zések detektalasara. A HPV11 EI1"E4 fuziés fehéje aminosav
sorrendjét, lehetséges foszforilacios helyeit, illetve modularis szerkezeti felépitését mutatja be
az 5. abra (Doorbar, 2013).

Az alacsony onkogén kockazatt HPV genotipusok koziil a HPV11 EI"E4 fuzids
fehérjéje a legjobban tanulmanyozott. Hameredetli sejtkulturdk, valamint HPV-asszocialt
elvaltozasokbol szarmazd szovetmintdk vizsgalata soran kimutattdk a celluldris citokeratin
halozat E1"E4-medialt 6sszeomlasat. Az E1°E4 protein képes kozvetleniil kotédni az 1-es
tipusu keratinhoz, azonban nem ko6t6dik a 2-es tipusuhoz, illetve a vimentinhez. Emellett in
vitro és in vivo kisérletekben is kimutattak, hogy sejtes stresszvalaszt valt ki egyes stressz-
asszocialt kinazok (p38 és pJNK) aktivalasaval. A kolcsonhatas kovetkeztében atszervezddés
¢és hiperfoszforilacio kovetkezik be a citokeratin intermedier filamentum halézataban; azt
feltételezik, hogy ez a kolcsonhatas hozzajarulhat a virusok kiszabaduldsahoz, valamint a

sejtek pusztulasahoz a fels6 hamrétegekben (Doorbar, 2013).
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5. dbra: HPV11 E17E4 fuzios fehérje aminosav sorrendje, lehetséges foszforilacios helyei és a modularis
szerkezete (Doorbar, 2013).
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A HPVI1 E1"E4 fuziés fehérje C-termindlis régidja fontos szerepet tdlt be a
multimerizaci6 (oldhatatlan fehérje komplex kialakuldsa) folyamataban. A fehérje C-
terminalis régié béta-aggregiacioért/mulitmerizacidért felelés doménje befolyassal van a
citoszkeleton 0sszeomlésara azaltal, hogy ezen részek eltavolitasa a fehérjébdl megvaltoztatja
az intermedier filamentumokkal valo kolcsonhatésat a fehérjének (Roberts €s mtsai., 1997) A
fuzios fehérje MAP kinaz foszforilacids helye a 53. pozicioban talalhatd treonin (5. &bra),
melynek mutaciodja, ezaltal a foszforilacids hely elvesztése veszélyezteti a fehérje sejten beliili
normdl eloszlasat. Ezen feliil az E4 fehérje szerepet jatszik a HPVI11 fertdzott sejtek
sejtciklusba valdo belépésének eldsegitésében, azonban nem képes a szuprabazalis
sejtproliferacid elinditasaban. Ezen tulajdonsadga miatt lehetséges, hogy ha a HPV11 elvesziti

crer

(Doorbar, 2013).

4.3.4 ES feherje

Az E5 fehérje egy rovid transzmembran fehérje, melyet human és allat PV-ok is
koédolnak. Sejtkultardkon, illetve allatokon végzet vizsgélatok igazoltdk transzformald
aktivitasat, valamint, hogy a fehérje aktiv szerepet jatszik a virus produktiv életciklusban. A
ES5 fehérje expresszidja soran az E2 fehérje feldl képzddik egy fuzios mMRNS, és errdl a
szekvenciarol fog kifejezddni az ES fehérje. Altalaban 40-85 aminosav hosszusagu, hidrofob
aminosavakban gazdag és egy vagy tobb transzmembran doménbe rendezédik. Nincs belsd
enzimatikus aktivitasa, azonban képes kiilonféle sejtfehérjék aktivitasdnak modulédlésara
(DiMaio és Petti, 2013).

A HPV-ok E5 fehérjéje eltér az allati PV-ok E5 fehérjéjétdl; a BPV1 ES fehérjéjének
aminosav szekvencidja nem hasonlit a HPV genotipusok E5 fehérjéjére. Emellett a magas
onkogén kockazata HPV genotipusok E5 fehérjéjének mérete kétszerese (kb. 80 aminosav) a
BPV1 E5 fehérje méretének. A HPV esetében szintén kiilonbség van a magas és alacsony
onkogén kockazata tipusok E5 fehérjéjének felépitésében, melyet a HPV-ok felépitését
targyalo alfejezetben részleteztem (DiMaio és Petti, 2013).

Kisérletek kimutattak, hogy az E5 protein joval gyengébb transzformalo aktivitassal
rendelkezik, mint a két f6 onkoprotein, az E6 és az E7, azonban valamilyen médon mégis
hatdssal van a transzformdciéra. A HPV16 ES5 fehérje képes stimuldlni az epidermalis
novekedési faktor receptor (epidermal growth factor receptor, EGFR) jelatviteli Gtvonalat,
mellyel a sejtproliferaciot befolyasolja. Tovabba kapcsolodik az MHC-1  (major
histocompatibility complex) antigén nehéz lancahoz, mellyel megakadalyozza, hogy az a
sejtfelszinre jusson, igy interferalva az immunrendszer normal mikodésével. Hatassal van a

sejtek apoptozisara is; gatolja az apoptdzis folyamatat egyrészt az EGFR jelatviteli rendszeren
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keresztiil, valamint a Fas receptor sejtfelszini kifejezédésének csokkentésével (DiMaio és

Petti, 2013) (6. abra).
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6. abra: A HPV16 E5-medialt transzformacio esetében torténd kiilonbozo jelatviteli itvonalak sematikus abraja
(DiMaio és Petti, 2013).

4.3.5 EG6 fehérje

Az E6 onkoprotein sziikséges a fertdzott sejtek malignus transzformaldsdhoz. Szamos
fehérjével képes komplexet alkotni, amelyek részt vesznek a cellularis transzkripcios
folyamatokban, a gazdasejt differencialédasaban, a DNS karosodasra adott valaszreakciokban
és a sejtek talélésének modulalasban (Vande Pol és Klingelhutz, 2013).

A magas onkogén kockazata HPV-k E6 fehérjéje képes az E6-asszocidlt protein (E6AP)
kozremiikodésével kapcsolodni a p53 tumorszuppresszor proteinhez, mely a fehérje
malignus elvaltozasok kialakulasahoz a genetikai hibak konzervalodasa révén (Vande Pol és
Klingelhutz, 2013). A magas onkogenitasu genotipusok HPV E6 fehérjéje a PDZ-domén kot

motivumon keresztiil kolcsonhatasba tud 1épni a sejt jelatviteli folyamataiban és a

crer

crer

eltér. Az alacsony onkogén kockazatu genotipusok E6 fehérjéje képes kolcsonhatasba 1épni
proteoszoéma alegységeivel, az E6AP-vel (ubikvitin-ligaz domént tartalmazo cellularis enzim,
amely képes az E6 proteinhez és p53-hoz is kotédni, ezaltal hozzajarul a p53
fehérjét koté fokalis adhézios molekula, amely a HPV6 E6 fehérjével vald kdlcsonhatas

kovetkeztében felhalmozodik a sejtmagban és ott transzkripcios aktivator szerepet tolt be;
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Degenhardt és Silverstein, 2001a), GPS2-vel (G-fehérje jelatvitel szuppresszor 2; E6
fehérjével valo kolcsonhatés kdvetkeztében az E6 fehérje a Gps2 lebomlasat indukélja, ezéltal
a fehérje transzkripciét aktivald hatasat elnyomja, amely kovetkeztében csokken a
sejtproliferacio szabalyozasa; Degenhardt és Silverstein, 2001b), valamint MCM7-tel
(szerepet jatszik a DNS replikacié szabalyozasaban; E6 kotodése kovetkeztében kromoszdma-
rendellenességeket okozhat, fontos szerepet tolt be a sejt novekedés és/vagy proliferacio
szabalyozasaban; Kiinhe és Banks, 1998; Kukimoto és mtsai., 1998). Az alacsony onkogén
kockézatt HPV-ok E6 fehérjéje is képes kotddni a p53 tumorszuppresszor fehérjéhez,
¢s MCF7 sejtkulturdkban tortént vizsgalatok azt mutattdk, hogy az alacsony onkogén
kockazatua E6-GFP fazionalt fehérje kotédik a citoplazmaban a p53-hoz és ott tartja (Sun és
mtsai., 2010), valamint p53-fiiggd apoptozist indukalt. Ezzel szemben alacsony kockazatl
HPV genotipusokhoz tarsuld condylomdk-ban magas p53 expressziot detektaltak a
tumorszuppresszor protein miikodését modulald hatasa nem teljesen tisztazott (Vande Pol és

Klingelhutz, 2013).

4.3.6 E7 fehérje

A kortilbeliil 100 aminosavbdl all6 E7 fehérje N-terminalis része két hasonlo konzervalt
régiot tartalmaz (CR1 és CR2), melyek nagy hasonlosagot mutatnak az adenovirus E1A
fehérjével és az SV40 T-antigénjével. Az E7 C-terminalis része cink-koté motivumokbol épiil
fel, amely nagy hasonldsagot mutat az E6 fehérje hasonlé motivumaival. Az E7 onkoprotein a
HPV-ok életciklusanak kozponti regulatora; atprogramozza a gazdasejtet, lehetové téve ezzel
a virusszaporodast. Az E7 fehérje a retinoblasztoma fehérjéhez (pRb) kotédve stimulalja a
sejtproliferaciot, valamint fokozza a gazdasejt genomjanak instabilitasat. A tumor-asszocialt
alpha-HPV-ok altal kodolt E7 fehérjék erds transzformald aktivitassal rendelkeznek, amelyek
az E6 fehérjével egyiitt sziikségesek, de nem elegendéek ahhoz, hogy a gazdaszervezet

laphamsejtjeit daganatképzové tegyék (Roman és Munger, 2013).

4.3.7 Ll és L2 fehérje
A PV vironok ikozahedralis kapsziddal rendelkeznek, melyet az L1 f6 kapszid fehérje és

L2 minor kapszid protein hoz 1étre. Minden virion 360 L1 fehérjét tartalmaz, amelyek 72
kapszomerré rendez6dve talalhatoak meg a virus fehérjeburkaban. A kapszomerek centralis
fehérjét, igy egy komplett virion 72, vagy attol kevesebb szamu L2 fehérjét tartalmaz (Buck
¢és mtsai., 2013, Wang és Roden, 2013).
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Az L1 fehérje koriilbeliil 55 kDa molekulatomegii, mely képes Onalldan Gsszeallni és
ezaltal virus-szerli részecskéket (virus-like particle, VLP) létrehozni. A fehérjének ezen
képességét hasznaljak ki a kereskedelmi forgalomban is kaphatd vakcindk készitésénél. A
HPV-k ¢letciklusa soran a kapszid konformacids valtozason megy keresztiil, amely 1€pés
kulcsfontossagu a viralis genom enkapszidacidjahoz, fontos szerepe van a gazdak kozotti
atadas soran a virus tulélésében, az 0j gazdaszervezetek sejtjeihez valo kotddésben, valamint
az ujonnan képz6dott virusok sejtbodl vald kiszabadulasaban (Buck és mtsai., 2013).

Az L2 fehérje fontos szerepet tolt be a PV virionok osszeszerelédésében, illetve a
fert6zési folyamatban. Az L2 kevesebb mint 500 aminosav hosszusagu, koriilbeliil 55 kDa
molekulatomegii fehérje, egyes tanulmanyok viszont 64-78 kDa kozotti molekulatomegiinek
mutattak; a méretkiilonbség hatterében a fehérje poszttranszlacids modositasa allhat. Az L2
viszonylag konzervalt L1-kot6helynek bizonyultak az eltéré PV genotipusokban (Wang és
Roden, 2013).

4.4 Hosszu szabdlyozo régio — long control region
A PV-ok hosszl szabalyozé régidja (long control region, LCR) olyan genomi szakasz,

mely nem kodol fehérjéket, azonban a virus replikacidjanak szabalyozasaban fontos szerepet
tolt be, mivel szamos cellularis transzkripcios faktor kotéhellyel, valamint a viralis E1 és tobb
E2 fehérje kotohellyel rendelkezik. Hossza eltér az egyes PV genotipusok kozott, altalaban a
genom 7-11%-at teszi ki; a genitalis elvaltozasokat okoz6 HPV-ok esetében nagyjabol 850 bp
hosszusagu. A cirkularis virus genomban az L1 ¢és az E6 ORF-ek kozott helyezkedik el
(O’Connor és mtsai., 1995).

Az altalunk vizsgalt két alacsony onkogén kockazata HPV és a HPV16 El, E2 és
transzkripcids faktor kotOhelyeinek elhelyezkedését mutatja be a 7. abra. A genitalis HPV
tipusok LCR-ének 5° régidja koriilbeliil 300 bp hossztsagu, itt talalhaté az L1 régid stop
kodonja és egy E2 kotOhely, tovabba ez a régio tartalmazza a transzkripcid terminacios €s
poliadenilaciés régiokat, valamint negativ szabalyozo elemet is, mely a késdi mMRNS stabil

szintjéért felelések (O’Connor és mtsai., 1995).

14



E6

HPV-6 L1 1 AP HE:FJ (%%F)@I Aiﬁ (Eq )
)
HPV-11 E-F (ﬂ?’ % ﬁg =6
L1 |# @) 1 E;é_ ¥
o AW G EE E6
oo e Gy oo @
oo SORES U L N QS

S

7. abra: A HPV6, HPV11 és HPV16 hosszu szabalyoz6 régidjanak (long control region, LCR) E2 és
transzkripcios faktor kotéhelyeinek megoszlasa (O’Connor és mtsai., 1995)

Az LCR kozépso, korilbeliil 400 bp hosszisagh szakasza két E2 kotohely kozott
helyezkedik el (7. abra). A HPV11, HPV16 és HPV18 LCR vizsgalatai kimutattak, hogy ez a
szakasz fokozza az epitélium specifikus transzkripciot. Szamos transzkripcios faktor kotohely
talalhato itt. Az altalunk vizsgalt HPV tipusok transzkripcios faktor kotohelyeinek szamat az
1. tablazat foglalja 6ssze (O’Connor és mtsai., 1995).

Az LCR-ben elhelyezkedé E2 kotohelyek annak fliggvényében, hogy hol helyezkednek
el, aktivator illetve represszor funkciot tolthetnek be a virdlis gének transzkripcidjanak
szabalyozasaban, ugymint az E6 és E7 onkoproteinek expresszidjara. A korai promoterhez
kozeli két E2 kotohely (7. abran pirossal jelolve) represszorként hat, mig a masik két E2
kotohely, melyek tavolabb helyezkednek el a korai transzkripcid inicidcids startjatol,
transzkripcids aktivatorként funkcionalnak (7. dbran zolddel jelolve) (Muller és Demeret,

2012).

1. tablazat: A gyakori transzkripcids faktor kotOhelyek szama a HPV6 és HPV11 hosszu

crer

HPYV tipus E2 NFI YYI TEF-1 AP-1 Oct-1
HPV6 4 5 2 2 3 5*
HPV11 4 5 5 3 4 3*

* az egyik oktamer motivum az oCt/NFI kompozit elem része

A 1égi6 3’ szakasza kortilbeliil 140 bp hosszsagu és két E2 kotOhelyet foglal magéba,
illetve itt talalhatoé az E6 ORF promotere és itt helyezkedik el az E1 kotéhely is. Itt talalhato a
transzkripcié starthelye, amely 5 bp-ra helyezkedik el az E6 start kodonjatol (ATG), valamint
kortilbeliil 90 bp-ra az E1 kotohelytdl. Ezeken kiviil 90 bp-on beliil egy SP1 transzkripcids
faktor kotohely és a TATA boksz lokalizalodik. Ez a két elem, valamint az itt 1évo két E2
kotohely szabalyozza az E6/E7 promoter aktivitisat a magas onkogén kockazata HPV

genotipusok esetében; ezzel szemben az alacsony onkogén kockazati HPV genotipusok
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esetében két eltéré promoterr6l indul az onkoproteinek expresszidja (O’Connor és mtsai.,

1995).

4.5 A human papillomavirusok szaporodasi ciklusa
Minden HPV genotipus a hamréteg sejtjeit fertézi, azonban az alapjan, hogy az

elszarusod6 vagy az el nem szarusodd hamot alkotd keratinocitdk fertdzésére képesek, két
csoportba sorolhatjuk 6ket: nyalkahartya, illetve borelvaltozasokat okozdé HPV genotipusokat
kiilonboztethetiink meg (Doorbar €s mtsai., 2012).

A HPV-k ¢életciklusa szorosan kapcsolodik a keratinocita sejtek differencidlodasi
folyamatdhoz, amely soran az érett virionok megjelenése a termindlisan differencialodott
szuprabazalis rétegben 1évé sejtekre korlatozodik. A bdér hadmrétegének sériilése
kovetkeztében a bor altal biztositott mechanikai védelmi vonal megszakad és ez lehet6séget
nyujt a HPV virionoknak, hogy hozzaférjenek a tobbrétegii laphamot hatarold membrana
basalis sejtjeihez; a fert6zott bazalis sejtek osztodasa a virusgenom leanysejtekbe juttatasat
eredményezi. A mitdzist kovetden az egyik sejt a bazalis membranban marad, mig a masik
sejt a szuprabazalis réteg felé halad, mikozben terminalisan differencialodik és a sejtek
migracidja révén a fertézés végighalad a hamszovet rétegein. A fertézés sordn az L1 {6
kapszid fehérje kotddik a célsejt felszinén talalhatd extracelluldris matrix heparan-szulfat
proteoglikan (HSPG) komponenséhez, ami konformaciovaltozast eredményezve lehet6vé
teszi az L2 fehérje N-terminalisanak felszinre keriilését és annak az extracellularis furinnal
torténd hasitasat. Ez a 1épés tovabbi konformacidvaltozashoz vezet a kapszidban, lehetévé
téve a virus masodlagos sejtfelszini receptorokhoz (pl. a6B4, integrin, annexin A2) vald
kapcsolodasat. Ezt koveti a virus sejtbe jutdsa €s az endoszomadlis vezikulumon keresztiil
torténd internalizaci6. Ha a HPV elérte a target sejtet, az L2 fehérje segiti a virusgenom
endoszomalis eljutasat a sejtmaghoz (Conway és Meyers, 2009; Wang és mtsai., 2020).

A HPV nem rendelkezik sajat DNS polimerazzal, igy kizarolag csak a gazdasejt DNS
polimerazat felhasznalva képes replikalodni, ugyanakkor az E1 és E2 korai virus fehérjék,
segitve a replikacios komplex kialakulasat, hozzajarulnak a virusszaporodas inicialasahoz.
Ezek a proteinek expresszalodnak elGszor €s ugy szabalyozzak a gazdasejt életciklusat, hogy
az S-fazisban maradjon és meginduljon a virus replikaci6 folyamata. A harom HPV
onkoprotein (E5, E6 és E7) szamos gazdasejt eredetli replikacioért felelds faktorhoz képes
kapcsolodni és ezaltal a sejtet az S-fazisba juttatni. Az E6 fehérje tamogatja a p53 -
valamint aktivalja a MYC expressziot és a telomerazt, ami a sejt taléléséhez és hosszabb

¢letciklushoz vezet. Az E7 fehérje a hipofoszrolilalt dllapotban 1évé pRB tumorszuppresszor
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proteinhez képes kotddni, és ezaltal a pRB foszforilacigjat, és igy a sejt életciklusanak
meghosszabbitasat eredményezi, ami a virus DNS szintézishez ¢és folyamatos
sejtproliferaciohoz vezet. Az E6 és E7 fehérje modositja az apoptozis szabalyozasat és a sejt
¢letciklusat, ami a gazdasejt genom instabilitasahoz és esetlegesen malignus traszformaciohoz
vezethet. A transzmembran E5 fehérje moduldlja a sejt ion haztartasat, a virionok
termel6dését, a virus genom gazdasejtbe torténd belépését. Emellett képes stimulalni az
epidermalis novekedési faktor (epidermal growth factor, EGF) altal medialt sejtproliferaciot,
gatolni az apoptotikus sejtpusztulast és szamos jelatviteli atvonal modulalasédban részt vesz. A
késoi fehérjék (L1 és L2) kifejez6dése sejtdifferencialodastol fliggé modon szabalyozodik, de
csak a mar terminalisan differencialodott laphamsejtekben expresszalédnak (Wang és mtsai.,

2020) (8. abra).
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8. dbra: Human papillomavirusok életciklusa (sematikus abra) (Doorbar, 2005)

Ikegami és munkatarsai (2021) laringealis papillomatozisokbol kimutatott HPV6 és
HPVI11 fehérjéinek mRNS expresszids vizsgalata soran kimutattdk, hogy a korai fehérjék
koziil az E4, ESa és ESb mRNS expresszidja a legmagasabb a kozépso €s legfelsd epitélium
rétegekben, amely arra enged kovetkeztetni, hogy ezen fehérjék expresszidja koordinaltan
torténik, mindezzel segitve a virdlis replikdciot, a virus kiszabadulasat, illetve az

immunrendszer kikeriilését (Ikegami és mtsai., 2021a; Ikegami és mtsai., 2021b).

4.6 Human papillomavirusok dltal okozott megbetegedések
A HPV-ok az egyik leggyakoribb szexualis iiton terjedé korokozok vilagszerte. A HPV-

asszocialt fertézések két nagy csoportjat kiilonboztethetjiik meg: az egyik csoportot a bor
HPV-asszocialt fert6zései képezik, melybe beletartoznak a kiilonbozé tipust szemdolcsok
(lapos, pigmentalt, talpi, kozonséges, fonalas), ide sorolhatd az epidermodysplasia
verruciformis (melyet leggyakrabban a HPVS és HPV8 genotipusok okozzdk), valamint

egyéb malignus bértumorok. A masik csoportot a nyalkahartya HPV-asszocialt fert6zései
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alkotjak, melyek tovabbi két csoportba sorolhatdéak. Az elsé csoportba az alacsony onkogén
kockazatat HPV genotipusok altal okozott elvaltozasok tartoznak, mint pl. a condyloma
acuminatum (CAC), vagy a fej-nyaki régiot érint6 rekurrens 1éguti papillomatozis (recurrent
respiratory papillomatosis, RRP); mig a masik csoport a magas onkogén kockazata HPV
genotipusok 4ltal, az anogenitalis traktusban vagy a fej-nyaki régioban okozott
megbetegedéseket foglalja magaba (Arney és Bennett, 2010; Burd és Dean, 2016; Doorbar és
mtsai., 2015). A méhnyakrak a harmadik leggyakoribb daganatos elvaltozas a nék korében
vilagszerte. A fejlett orszagokban az eldéfordulésa, illetve a mortalitds csokkend tendenciat
mutat az egyre szélesebb korben alkalmazott profilaktikus vakcinaknak és a citologiai
szlir6programoknak koszonhetéen (Tsikouras és mtsai., 2016). Magyarorszagon a 2020-as
adatok alapjan 1251 10j esetet azonositottak és 482 halalozas tortént (Global Cancer
Observatory, https://gco.iarc.fr). A méhnyakrak az elsé daganatos megbetegedés, amely
megeldzése céljabol vakcinat fejlesztettek ki, ma mar harom kereskedelmi forgalomban
kaphato vakcina is segiti a korkép primer prevenciojat. Azonban tovabbra is fontos a
megfeleld sziirdvizsgalatokon valo részvétel, hiszen a vakcina 6nmagaban nem elegendd a

méhnyakrak kialakulasanak megelézése céljabol (Tsikouras €s mtsai., 2016).

4.6.1 Az alacsony onkogeén kockdazatu human papillomavirus infekcioval asszocialt
anogenitalis korképek
4.6.1.1 Condyloma acuminatum

Az anogentialis HPV infekcio a leggyakoribb szexudlis Uton terjedd fertdzés. A genitalis
papillomak leggyakoribb megjelenési formaja a condyloma acuminatum (CAC), amely ndk
esetében elsdsorban a méhnyak és a szeméremajak teriiletén, mig a férfiaknal a pénisz és a
végbélnyilas tajékan fordul el6 (Larson és Derkay, 2010).

Molekularis biologiai modszerekkel az esetek 90%-ban a HPV6 és HPVI11 genotipust
mutattak ki az elvaltozasokbol; a HPV6 a leggyakoribb koérokozo, a HPV11 genotipus az
esetek negyedében fordult el6 (Leonard és mtsai., 2014).

Vizsgalatok kimutattak, hogy a CAC kialakulasanak szamos rizikofaktora lehet, ilyen pl.
a dohanyzas, a hormondlis fogamzéasgatlok hasznalata, a tobb szexualis partner, valamint a
koran kezdett szexualis €let. A paciensek altalaban fajdalommentes kitiremkedésekrol
szdmolnak be, ritkabban viszketés, valadékozas, esetleg vérzés is eldfordulhat. Terhesség
vagy immunszuppresszidé hatisara az akar évekig latens formaban jelen 1évé HPV6 vagy
HPVI11 fert6zés (re)aktivalodhat és ennek eredményeként CAC alakulhat ki (Leonard és
mtsai., 2014).

18



4.6.1.2 Leukoplakia penis

A leukoplakia penis (LP) rakmegel6z6 allapot, amely kialakulhat HPV-fert6zés
kovetkeztében, rossz higiénés szokasok miatt, de a dohanyzas is rizikofaktornak szamit. A
péniszt érint6 laphamsejtes karcinoma gyakran leukoplakia talajan alakul ki. A kialakulasanak
megel6zésében fontos a megfelelé személyi higiéné, a nemi betegségek elleni védekezés,
valamint a HPV elleni profilaktikus vakcinazas is (Minhas és mtsai., 2010).
4.6.1.3 Ismeretlen jelentoségii atipias laphamsejtek és enyhe foka laphamsejtes

intraepitelialis 1ézio

Az ismeretlen jelent6ségli atipusos laphamsejtek (atypical squamous cells of
undetermined significance, ASCUS) és az enyhe fokt laphamsejtes intraepitelialis 1éziok (low
grade squamous inthraepithelial lesion, LSIL) esetében - a magas foka, laphamsejtes
intraepitelialis elvaltozasokkal (high-grade squamous intraepithelial lesion, HSIL) ellentétben
- a laphamsejtek nagyobb gyakorisdggal képesek normal allapotukba visszafejldédni és csak
néhéany esetben alakul ki HSIL. Az ASCUS ¢és az LSIL altalanosan a populaci6 5,0%-4t érinti,
a citologiai utokovetéseket Osszefoglaldo tanulmanyok alapjan az esetek 5,2%-8,7%-abol
alakul ki HSIL.

Kiilonb6z6 biomarker vizsgalatokat hasznalva elére jelezhet6 az ASCUS/LSIL
progressziodja; példaul a p16 promoter hipermetilécioja dsszefiiggésbe hozhaté az egyes HPV-
asszocialt tumoros elvaltozasok kialakulasaval. A cervikalis intarepitelidlis neoplazidk 1
fokozataban (cervical intaepithelial neoplasia 1, CIN1) az esetek 17,6%-aban, a CIN2 esetek
42,1%-aban, mig CIN3-ban és invaziv tumorokban 55,0% és 65,0%-ban fordul ¢l6 a pl6
promotere hipermetilalt allapotban (Lee és Lee, 2016).

4.6.2 Rekurrens léguti papillomatozis
A rekurrens 1égti papillomatézis (recurrent respiratory papillomatosis, RRP) egy ritka,

joindulata elvaltozas (9. abra), melynek kialakitasaban az alacsony onkogén kockazata HPV6
és 11 genotipusok etiologiai szerepe mar bizonyitott. A papillomak a 1égzdérendszer
nyalkahartyajan alakulnak ki és rosszindulatu elfajulasuk kockazata kevesebb, mint 1%
(Ilvancic és mtsai., 2018; Larson és Derkay, 2010).

Jelenleg a betegek kora alapjan a 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 (Derkay és Bluher, 2019; Larson
és Derkay, 2010; Seedat, 2020). Mas kutatécsoportok 14 éves kor alatt diagnosztizalt
papillomak esetében beszélnek fiatalkori, mig 14 éves folott felnbttkori papillomatdzisrol

(Xiao és mtsai., 2021). A JO-RRP-t legtobbszor 2-6 éves kor kozott diagnosztizaljak (Seedat,
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2020). Tovabba kimutattak, hogy a HPV11 az agresszivebb genotipus a kett6 koziil, és fiatal
¢letkorban torténd diagnodzis esetén az altala okozott infekcid stulyosabb lefolyasu korképpel

jérhat (Rabah ¢s mtsai., 2001).

9. abra: Rekurrens 1égti papillomatézis (Forras: https://voicesurgeon.net/voice-disorders/recurrent-respiratory-
papillomatosis-rrp/)

Az RRP eldfordulasanak gyakorisaga eltér az egyes orszdgok esetében. Kanadaban 1994-
2007 kototti idészakban a JO-RRP incidenciaja 0,24 eset/100.000 lakos, mig a prevalenciaja
1,11 eset/100.000 lakos volt (Campisi és mtsai., 2010). Egy Daniaban végzett tanulmany
szerint, amelyben a lakossag 50%-a vett részt, az RRP eléfordulasa 3,94 eset/100.000 lakos
volt (Lindeberg és Elbrond, 1990). Az Amerikai Egyesiilt Allamokban az RRP elfordulasa
gyerek populacioban 4,3 eset/100.000 lakosnak, mig felndtt populacioban 1,8 eset/100.000
lakosnak bizonyult (Derkay, 1995).

Az RRP-ben a HPV atadasanak modja valoszinlileg befolyasolja a betegség
kialakulasanak iddpontjat. A JO-RRP kialakuldsa Osszefiiggésbe hozhatdo az anya aktiv
genitalis HPV fertézésével a sziilés idopontjaban; Szamos tanulmany igazolta a vertikalis
terjedés lehet6ségét anyarol gyermekre (Larson és Derkay, 2010). Silverberg és munkatarsai
(2003) vizsgalatai azt mutattak, hogy azon gyermekeknél, akik aktiv condyloma acuminatum-
ban szenvedd anyatdl sziilettek, 231-szeresére né az RRP kialakulasanak valdsziniisége,
tovabba, az elhuz6do sziilés (10 6ra <) szintén kétszeresére novelte az RRP kialakulasanak
kockazatat (Silverberg és mtsai., 2003). Egyes tanulmanyok azt mutattak, hogy az anya latens
HPV fert6zése esetén alacsonyabb a transzmisszid kockazata, valamint megallapitottdk, hogy
a fert6zott 0jsziilottek tobb honappal a sziilés utan is irithetik a virust (Tenti és mtsai., 1999).
Azonban az, hogy a papillomatozis kialakul-e az ujsziilotteknél vagy sem, tobb tényezd is
befolyasolhatja; ilyen a paciens immunitasa, a virusiirités ideje, hossza és az dritett virus
mennyisége, valamint az esetleges helyi traumak (intubalas, nyel6csé reflux) (Shah és mtsai.,
1998).
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Az AO-RRP esetében a virusfert6zés nagy valoszinliséggel oralis-genitalis kontaktus
révén valosul meg. Nagyobb valoszintiséggel alakul ki a papillomat6zis azoknal, akinek tobb
szexualis partneriik van/volt és gyakoribb az oralis szexualis kontaktus. Emellett az AO-RRP
megjelenhet annak kovetkezében, hogy egy esetleges sziiletés soran szerzett latens HPV

fert6zés — akar évtizedek multan is — (re)aktivalodik (Larson és Derkay, 2010).

4.7 Diagnosztika

Szamos molekularis diagnosztikai modszer hasznalhaté a HPV fertézések kimutatasara.
A legfobb diagnosztikai technikdk a HPV detektalasara és genotipizalasara a target, a szignal
¢s a proba amplifikaciés vizsgalati modszerek. A target amplifikacid soran felsokszorozodik a
keresett génszekvencia DNS szakasza. A legjobban ismert technika az amplifikacios
modszerek koziil a polimeraz lancreakcid (polymerase chain reaction, PCR). A szignal
amplifikacios technikéak jelamplifikacion, illetve nukleinsav hibridizacion alapulnak. Vannak
hagyoményos, nem-amplifikdcion alapulé modszerek is, melyek DNS detektaldsara is
alkalmasak. Ilyen példaul az in situ hibridizaci6, a dot blot, a Southern blot hibridizacio,
azonban ezeket a rutin diagnosztikdban manapsag mar nem hasznaljak, csak a kutatdsok soran
alkalmazzak (Arney és Bennett, 2010).

Az RRP helyes diagnosztizalasahoz elengedhetetlen az etioldgiai szempontok, a klinikai
jellemzok, valamint a bronchoszkopos ¢és képalkotd eszkozzel torténd vizsgalatok
eredményeinek ismerete. Az RRP diagnosztizalasara a legjobb moédszer a gége vizualis
vizsgélata, melyre alkalmas eszkéz a flexibilis szdloptikds nazofaringoszkdp, amely
informaciot ad a hangszalagok mobilitasarol és a légutak atjarhatosagardl, melyek alapjan
meghatarozhatd a sebészi beavatkozasok sziikségessége ¢és siirgdssége. A sebészi
beavatkozasokat kovetden a szoveteket hisztopatologiai vizsgalatoknak vetik ald. A
papillomatozis sulyossaganak meghatarozasara az ugynevezett Derkay-Coltrera mindsitd
rendszert vezették be (Fortes és mtsai., 2017; Wilcox és mtsai., 2014).

A méhnyakrak diagnosztikdja soran elengedhetetlen a rendszeres citologiai
szlir@vizsgalat, amely sordn mar a korai koros elvaltozasokat is detektalhatjak, ezzel segitve a
megfeleld terapias lehetdség kivalasztasat, illetve, a rakos éallapot kialakuldsanak megeldzését.
A citologiai vizsgalat sordn kimutatott koros elvaltozas esetében tovabbi vizsgalatok
kovetkeznek; egyik ezek koziil valamelyik @ HPV DNS detektalasara szolgdldé molekularis
diagnosztikai modszer alkalmazasa, mig a masik a specifikus biomarkerek (pl. pl6/Ki67)
vizsgalatan alapul (Gradissimo és Burk, 2017).

A HPV genotipusok 4altal okozott kiilonb6z6 anogenitalis és fej-nyaki régido jo- és

rosszindulati daganatos megbetegedéseinek diagnosztizalasdhoz elengedhetetlen képalkotd
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eljarasok (CT- komputer tomografia; PET-CT — pozitron emisszidés tomografia-komputer
tomografia; MRI — magneses rezonancia képalkotés) alkalmazasa, ezek segitségével mérhetd
fel pontosan az elvaltozas kiterjedtsége, a kornyezd szovetek érintettsége, a malignus
korképeknél a lokalis €s tavoli attétek jelenléte, illetve ezek az eljarasok - elsésorban az MRI -
lehetdvé teszik az esetleges neoadjuvans kezelés hatékonysaganak a monitorozasat (Fortes és

mtsai., 2017; Balcacer és mtsai., 2019).

4.8 Megelozés és terdpia
Jelenleg harom, az USA Elelmiszer és Gyogyszerfeliigyelete (Food and Drug

Administration, FDA) altal engedélyezett profilaktikus HPV vakcina érhet6 el kereskedelmi
forgalomban. A bivalens Cervarix vakcina a méhnyakrak kialakitasaért felel6s két
legyakoribb HPV genotipus, a HPV16 és HPV18 virus-szerii partikulumait (virus-like
particle, VLP) tartalmazza. A négykomponensii Gardasil a két legyakoribb magas onkogén
kockazat genotipus mellett az RRP-ben és CAC-ban leggyakrabban kimutatott két alacsony
onkogén kockazatt HPV genotipus, a HPV6 és HPV11 VLP-it is magaba foglalja. A legtijabb
Gardasil 9 vakcina egy nonavalens vakcina, melyben mar kilenc HPV genotipus VLP-i
(HPVe, 11, 16, 18, 31, 33, 45, 52 és 58) talalhatoak (Wang és mitsai., 2020). Az egyes
profilaktikus vakcinak fontosabb tulajdonségait foglalja 0ssze a 2. tablazat.

2. tablazat: A profilaktikus human papillomavirus elleni vakcinak tulajdonsagai (WHO, 2014;
Petrosky és mtsai., 2015; Wang és mtsai., 2020; www.merck.com.)

Jellemzdk Bivalens Tetravalens Nonavalens

Kereskedelmi neve Cervarix Gardasil Gardasil 9

HPYV tipusok HPV16 és 18 HPV6, 11, 16 és 18 HPV®, 11, 16, 18, 31, 33,

45,52 és 58
Adjuvans 500 pg aluminium-hidroxid, 225 ug aluminium- 500 pg aluminium-
50 pg 3-O-dezacilezett-4- hidroxi-szulfat (ASOa) hidroxi-szulfat (ASOa)
monofoszforil-lipid A (MPLA)

VLP dozis L1 dozis 20/20 pg L1 dozis 20/40/40/20 ng L1 dézis 30/40/
60/40/20/20/20/20/20 ug

VLP termeld Baculovirus expersszios Saccharomyces Saccharomyces

rendszer rendszer cerevisiae cerevisiae

Az oltasok 9-25 év: 0., 6. hénap 9-26 év: 0, 6 honap 9-45 ¢év: 0., 2., 6. honap

litemezése 14 év<0., 1., 6. hénap 13 év <0, 2., 6. héonap

A kereskedelmi forgalomban kaphato HPV vakcinak koziil a tetravalens (Gardasil),
valamint a nonavalens (Gardasil 9), melyek HPV6 és HPVI11 genotipusok VLP-it is
tartalmazzak, alkalmasak lehetnek az altaluk okozott AO-RRP, valamint az anogenitalis
elvaltozasok kialakulasanak megelozésére (Nyirjesy és mtsai., 2020).

Szamos kutatocsoport vizsgalta, hogy a RRP-ben szenvedd pacienseknél lehet-e terapids
haszna a tetravalens HPV vakcinanak (Gardasil). Forster és munkatarsai (2008)

tanulmanyaban egy agressziv gége papillomatozisban szenvedd beteg allapota a vakcina
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beadasat kovetden sebészi beavatkozas nélkiil stabilizalodott (Forster és mtsai., 2008). Murdy
és munkatarsai (2011) 17 hoénappal a tetravalens vakcina beadasat kovetden remissziot
figyeltek meg egy betegnél (Mudry és mtsai., 2011). Egy magyar tanulmanyban egy kétéves
JO-RRP-ben szenvedo kisfiu esetén vizsgaltak a vakcina hatékonysagat, aki addig mar tal volt
11 sebészi beavatkozason, melyekre 4-6 hetente keriilt sor. A vakcina beadasat kovetden a
1ézidk elttintek mind a gége, mind a nyeldcsd teriiletérdl, valamint a 2 éves nyomon kovetési
periodus alatt recidivat nem mutattak ki (Meszner és mtsai., 2015). Hocevar-Boltezar és
munkatarsai (2014) arrdl szamoltak be, hogy a vakcina beadasat kovetéen az RRP-S
betegeknél ndvekedett az 1d6 intervallum az egyes sebészi beavatkozasok kozott, valamint
csokkent a beavatkozasok szama (Hocevar-Boltezar és mtsai., 2014).

Az RRP kezelésére jelenleg nincs 100%-osan hatasos gyogymod; a kezelés foként a
légutak szabadon tartdsara és a hangszalagok épségének meglrzésére fokuszal. A terapids
lehetdségeket két nagy csoportra oszthatjuk: vannak a sebészi beavatkozasok és a kiilonb6z6
adjuvans terapiak (Ivancic és mtsai., 2018).

A papillomak sebészeti eltavolitasa soran a kiillonboz6 1ézerek, valamint a
mikrodebriderek hasznalata valt elterjedté. A lézeres sebészeti beavatkozasok elénye a jobb
vérzéscsillapito hatasuk, azonban alkalmazasuk nagyobb szakértelmet igényel, valamint az
eszk6zok karbantartasi és fenntartasi koltségei is nagyobbak. Fontos azonban, hogy a 1ézeres
kezelést ugyanazon a szoOveti teriileten tartosan nem ajanlatos hasznalni, mert a tartos
alkalmazas sulyos szoveti karosodashoz vezethet. Tobb lézertipus koziil lehet valasztani,
vannak pl. CO: lézerek, fotoangiolitikus lézerek. A mikrodebriderek hasznalata hamar
elterjedt, miutan a lézereknél gyorsabban €és nagyobb biztonsaggal tavolitjak el a nagyobb
méretii elvaltozasokat. Gyakori a két modszer kombinalt alkalmazasa; elészor eltavolitjak a
mikrodebriderrel a papilloma nagy részét, majd 1ézerrel csillapitjak a vérzést (lvancic és
mtsai., 2018).

Az RRP elsédleges kezelési modja a miitéti beavatkozas, azonban az esetek 20%-aban
valamilyen adjuvans 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
vizsgaltak az RRP terapias lehetdségeként (lvancic és mtsai., 2018). Az adjuvans terapiaban
hasznalt szereket és azok jellemzdit a 3. tdblazat foglalja 0ssze.

Munkacsoportunk korabban szintén vizsgalta egy HPV11-asszocialt agressziv JO-RRP-
ben szenvedd paciens esetében az off-label szerként hasznalhato cidofovir hatasat a klinikai
tiinetekre €s a HPV11 kopiaszamara a betegség lefolyasa soran. A szer hatékonysaganak
monitorozasa soran a HPV11 kodpiaszaméanak csokkenése volt megfigyelheté a teljes

remisszio eléréséig, de a terapia lezarasat kovetden a virus kopiaszama ismét emelkedni
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kezdett €s a kezelés elbtti szintre tért vissza, ugyanakkor bar a klinikai tiinetek visszatértek,
azok jelentés mérséklodése volt megfigyelhetd a kovetés idészakaban (Major és mtsai.,
2008).

A CAC leggyakoribb kezelési formai fajdalmasak és nem specifikusak; a tiinetet kezelik,
nem a virusfertézést. Két tipusba sorolhatjuk a condyloma terapias lehet6ségeit: amikor
valamilyen kemotoxikus szert vagy immunmodulator terapiat alkalmaznak; a masik
lehetéség, amikor valamilyen beavatkozast végziink pl. krioterdpia, elektrokauter vagy lézer

hasznalata, vagy egyéb miitéti beavatkozasok (Leonard és mtsai., 2014).
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3. tablazat: RRP terapiaban hasznalt adjuvans szerek jellemz6i (lvancic és mtsai., 2018 kozleménye alapjan)

Adjuvans Hatdsmechanizmus Betegszam Eredmény Kovetkeztetés Referencia

Interferon-alfa | Az interferon-alfa  leukocitakbol 100 < Egy tanulmanyban 117/160 esetben az recidivak | Hatékonysaga az RRP | Healy ¢és mtsai., 1988;
kiilonb6zé ingerek (pl. virusfertdzés) szama jelentdsen csokkent. kezelésében vitatott, | Nodarse-Cuni és mtsai., 2004;
hatasara  szabadul fel. Antiviralis Egy masik vizsgalatban a kezelés kovetkeztében az | melyet az eredmények is | Suter-Montano és mtsai., 2013
hatasmechanizmusa pontosan ismert. els6 6 honapban a papillomak novekedési iiteme | alatdmasztanak.

Az interferonok génexpresszids szinten csokkent, azonban a masodik hat honapban mar

aktivaljak az immunrendszert, valamint nem volt jelentGsége a kezelésnek.

a fert6zés kornyezetében 1évé sejtek Peg-IFN-alfa 2a és GM-CSF kombinacidjat

védekezd mechanizmusait. alkalmazva 11/11 AO-RRP esetben nem
jelentkezett ujabb relapszus.

Cidofovir Citozin analdég, mely a viralis DNS > 100 Hét tanulmany esetében komplett remissziot | A cidofovir jo terdpias | Snoeck és mtsai.,1998;
polimeraz szelektiv gatloszere és az figyeltek meg a betegeknél, egy vizsgalatban pedig | lehetdség lehet helyi és | Bielamowicz és mtsai., 2002;
orokitéanyagba beépiilve gatolja a minden paciensnél csokkent az RRP Derkay-skala | szisztémas hatékonysaga | Akst és mtsai., 2003; Lee és
virus DNS replikacidjat. szerinti a sulyossaga. miatt, valamint sebészi | mtsai.,, 2004; Naiman ¢és
Hatasmechanizmusat a HPV-vel beavatkozassal kombinalva | mtsai., 2003, 2006a, 2006b;
szemben - tekintettel arra, hogy az nem novelhet6 a remisszio | Coulombeau és mtsai., 2002
rendelkezik sajat DNS polimerazzal - esélye.
még nem ismerjiik.

Bevacizumab | Rekombinans monoklonalis humanizalt >90 A tanulmanyok eredményeit Osszegezve, minden | A kalium-titanil-foszfat | Best és mtsai., 2012; Maturo
ellenanyag, mely blokkolja az esetben csokkent a papillomak Derkay-skala | 1ézer és a bevacizumab | és Hartnick, 2010; Rahbar és
angiogenezist (gatolja a VEGF-A-t). szerinti sulyossaga. egyiittes hasznalata | mtsai., 2005; Rogers és mtsai.,
Altalaban 532 nm-es kalium-titanil- hatékonynak bizonyult az | 2013; Sidell és mtsai., 2014;
foszfat 1ézeres kezeléssel egyiitt RRP kezelésében, | Zeitels és mtsai, 2011
alkalmazzak. minimalis

komplikéciokkal.

Celecoxib-2 Szelektiv nem szteroid Egy Celecoxib ¢és erlotinib egyiittes alkalmazasat Limsukon és mtsai., 2009
gyulladascsokkentd. felnétt, kovetden 3 honappal nem volt jele recidivanak.

nincs
pontos adat

Ribavirin Antiviralis szer, féként gyerckeknél | Négy beteg | Két feln6tt esetében minimalisan csokkent a | Hatékony lehet 1ézeres | McGlennen és mtsai., 1993
RSV okozta tiidégyulladas, valamint | (1 gyermek | recidivdk szdma, egy felnétt és a gyermek esetében | miitétek soran alkalmazott
agressziv RRP kezelésénél hasznaljak. és 3 pedig a miitétek kozotti idintervallum névekedését | adjuvansként, azonban a

felnott) tapasztaltak. hatékonysag értékeléséhez
tovabbi klinikai

vizsgalatok sziikségesek.
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Indol-3- Az RRP 1ézidk fokozott osztrogén
karbinol kotddést mutatnak. Egér kisérletekben
kimutattak, hogy az indol-3-karbinol
gatolta az Osztrogén anyagcserét és
ezaltal 75%-kal csokkent a HPV-
indukalt papillomak tumorra
alakuldsanak gyakorisaga.

33 beteg (9
gyerek, 24
felnott)

11 esetben a papillémak novekedése abbamaradt és
nem volt sziikség miitéti beavatkozasra, 10 esetben
csokkent a papillomak novekedési iiteme, 12
esetben nem tapasztaltak semmilyen hatast

Mitétek soran
alkalmazhato, mint
adjuvans, de tovabbi
szigoruan ellendrzott

vizsgalatokra van sziikség
a tényleges hatékonysag
megallapitasara.

Newfield és mtsai.,
Rosen és Bryson, 2004

1993;

RRP — rekurrens 1éguti papillomatozis (recurrent respiratory papillomatosis); JO-RRP — juvenilis 1éguti papillomatdzis (juvenile onset recurrent respiratory papillomatosis), AO-RRP
— feln6ttkori 1éguti papillomatoézis (adult onset recurrent respiratory papillomatosis); peg-IFN-2a — pegilalt (polietilén-glikollal konjugalt) interferon alfa 2a (Pegylated-interferon-
alpha-2a); VEGF-A — human vaszkularis novekedési faktor A (human vascular growth factor-A); RSV — Respiratory Syncitial virus (Respiratory Syncitial virus); GM-CSF-
granulocita-monocita- kolonia stimulalé faktor (Granuloctye-monocyte colony-stimulating factor)
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4.9 Humdn papillomavirus 6 és 11 intratipusos variancidja
A HPV6 és 11 genotipusok az Alphapapillomavirus nemzetség Alpha 10 tipusfajaba

sorolhatdak, nyalkahartya-tropizmust mutatnak, alacsony onkogén kockazata PV-ok. Mindkét
tipus esetében vizsgaltdk az intratipusos variancia jelenlétét.

A HPVI1I1 genotipus teljes genomjanak szekvencidjat elészor 1986-ban Dartmann és
munkatarsai hataroztak meg, mely azota is HPV11 referencia genomként szolgal (génbanki
azonosito: M14119) (Dartmann és mtsai., 1986). Munkacsoportunk vizsgalta elészor a
HPV11 intratipusos variancia meglétét, valamint a kiilonb6z6 agresszivitasu papillomatozisok
és a virologiai statusz kozotti Osszefliggést a HPV11 genomok szekvencia-, varians és
filogenetikai analizisével. Az eredmények alapjan a HPV11 LCR és a kapszid fehérjéket
kodold régid variabilitasa szerepet jatszhat az eltérd sulyossagu korképek kialakulasaban
(Gall és mtsai., 2013). A génbankban talalhaté HPV11 szekvencidk filogenetikai analizise
soran korabban két nagy filogenetikai vonalat (A1 és A2) azonositottak (Burk és mtsai., 2011;
Maver és mtsai., 2011).

A HPV6 esetében a génbankban talalhato teljes genom szekvenciak filogenetikai
analizise soran két f6 vonalat (A és B klaszter), valamint a B klaszteren beliil tovabb 5
alcsoportot kiilonitettek el (Burk és mtsai., 2011).

Jelen és munkatarsai 2014-ben a HPV6 esetében végeztek varians analizist, mig a HPV11
kapcsan 2016-ban sziiletett egy tanulmanyuk. A HPV6 esetében 724 mintat és 190 teljes
genomszekvenciat vizsgaltak. A 724 minta koziil 530 esetben detektaltak HPV6 pozitivitast,
melyek koziil 130 minta esetében talaltak legalabb egy nukleotid polimorfizmust. A nukleotid
polimorfizmusokat vizsgélva legkonzervativabb régionak az E7 ORF bizonyult, mig a
legvariabilisabbnak az E5b ORF. A szekvenciakban 6sszesen 471 nukleotid polimorfizmust
azonositottak, melyek koziil 165 okozott aminosavcserét. Az aminosaveserék tekintetében a
legvariabilisabbnak szintén az E5b ORF bizonyult, a legkonzervativabb az E6 ORF volt. A
filogenetikai analizis soran megerdsitették Burk és munkatarsai (2011) altal korabban
meghatarozott két f6 vonal meglétét (A és B klaszter), valamint az 6t B alcsoport jelenlétét is
(Burk és mtsai., 2011). Az A klaszterbe tartozik a HPV6b szubtipus, a Bl alcsoportba a
HPV6vc, a B3 alcsoportba pedig a HPV6a szubtipus. Vizsgaltak tovabba, hogy az egyes f6-
illetve alcsoportoknak van-e foldrajzi eloszlasbeli kiilonbsége. Az elemzésiiket a 10. abra
mutatja be, mely alapjan lathatd, hogy a B klaszterbe tartozo6 HPV6 genomvariansok
globalisan eléfordulnak, foleg a Bl alcsoportba tartozok. A B2 alcsoport Azsiat kivéve
minden kontinensen jelen van, mig Afrikaban, Eszak- és Dél-Amerikaban szignifikinsan
gyakrabban észlelték a B3 alcsoport jelenlétét. A B4 alcsoportba tartozd szekvencidkat

Eurdpaban és Azsiaban, a B5 alcsoportba tartozokat pedig csak Afrikaban és Eurdpaban
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azonositottak. Az A vonalat szintén minden kontinensen azonositottdk, de szignifikdnsan
gyakrabban fordult el Azsiaban (Jelen és mtsai., 2014).

a Worldwide, N=724 b Europe, N=355 c Asia, N=93 d North America, N=112

B4 BS o
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B150,9%
B27,1%

54,7% B162,0%

South America, N=73 Australia, N=53 Africa, N=38
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10. abra: Human papillomavirus 6 variansok globalis és kontinens szintii elterjedése (Jelen és mtsai., 2014)

Jelen és munkatarsai 2016-os tanulmanyukban a HPV11 f6ldrajzi elterjedésének
vizsgalatdhoz 6sszesen 433 HPV 11 szekvenciat hasznaltak fol. A teljes genomok filogenetikai
elemzéséhez 78 HPV11 genomot hasznaltak, melyek koziil 30 az (j tanulméanybdl szarmazo,
48 pedig mar a génbankban talalhaté szekvencia volt. Az analizis soran a korabban emlitett
filogenetikai besorolast atalakitottak és két f6 vonalat kiilonitettek el: az A és B klasztert, az A
klaszteren beliil pedig tovabbi négy alcsoportba soroltdk a szekvenciakat (A1-A4). A
referencia HPV11 szekvencia (génbanki azonosité: M14119) az Al alcsoportba tartozik, az
A2 alcsoportba tartoznak azok a HPV1l1 variansok, melyek CAC86 (génbanki azonosito:
FN907962) genomvarianshoz allnak kozel. Az A2 alcsoportba Gsszesen 68 genom tartozott,
az Al alcsoportba 6 darab, mig az Gijonnan leirt al-, illetve fécsoportokba (A3, A4 és B) 2, 1
¢és 1 genom illeszkedett. A foldrajzi eloszlést tekintve, az A2 alcsoport vilagszerte megjelenik
(373/433), majd ezt koveti az Al alcsoport (54/433). Az A3 alcsoportot (3/433) csak
Ausztralidban, Eszak-Amerikaban, illetve Europaban mutattak ki, az A4 alcsoportot (2/433)
egyedil Eurépaban, mig végiill a B focsoportot, melybe egyetlen szekvenciat soroltak,
egyediil Afrika teriiletén sikeriilt detektalni (11. dbra). A HPV11 intratipusos diverzitdsa és a
globalis migracids mintazat kozotti kapcsolatot vizsgalva, nem taldltak korrelaciot, szemben a

magas onkogén kockazati HPV16 és HPV18 genotipusokkal (Jelen és mtsai., 2016).
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A) Worldwide, N=433 B) Europe, N=120 C) Asia, N=111 D) North America, N=61
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11. dbra: Human papillomavirus 11 varidnsok globalis és kontinens szintli elterjedése (Jelen és mtsai., 2016)
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5. Célkitiizések

Mig a magas onkogén kockazata HPV genotipusok esetében az intratipusos variancia €s
az altaluk okozott megbetegedések — elsdsorban a méhnyakrdk — korlefolyasa kozoti
Osszefliggés széles korben tanulmanyozott és ismert, addig az alacsony onkogenitdsu virus
tipusok esetében kevés adat all rendelkezésre a genomi variabilitdsuk és a megbetegedések
stlyossaganak oOsszefiiggéseir6l. Bar a génbankban egyre tobb teljes genom szekvencia
hozzaférhetd az alacsony onkogén kockazatt HPV6 és HPVI11 esetében, a kiilonbozo
sulyossagu korképek és a virologiai statusz kozotti Osszefiiggések vizsgalatat neheziti, hogy
kevés relevans klinikai adat all rendelkezésiinkre a szekvenciak kapcsan. Jelenlegi
tanulmanyunk keretein beliil - munkacsoportunk korabbi vizsgalatait folytatva — célunk a
tovabbi adatok gytijtése a virusgenetikai tényezok és a kialakult elvaltozas sulyossaga kozotti
kapcsolat feltarasara az alacsony onkogén kockazatii genotipusok esetében is, melyek

segithetnek a paciensek hatékony, akar személyre-szabott, kezelésének kidolgozasaban.

A kutatdsunk soran az alabbi célokat tiiztiik ki:

1. Uj és a korabban vizsgélatba 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 hatasanak vizsgéalata az aminosav-sorrendre és a fehérje
struktirara. HPV11 esetében fehérje modellezés segitségével vizsgaljuk, hogy az
aminosav-cserék hogyan befolyasolhatjak az E2 virusfehérje funkciojat.

3. HPV11 esetében iranyitott mutagenezissel a hosszu szabalyoz6 régioban (long control
region, LCR) Gjonnan azonositott egyedi polimorfizmusok hatasanak vizsgalata.

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

vald kolcsonhatasanak vizsgalata.

30



6. Anyagok és médszerek

6.1 Betegek adatai

Munkacsoportunk az elmult husz év alatt 34 rekurrens 1éguti papillomatozisban szenvedd
paciens mintdit vizsgalta (papillomakbol szarmazd szovetmintdk, valamint egészséges
nyalkahartya teriiletrél vett exfoliativ sejtmintak), melyek koziil kilenc paciens mintaiban
azonositott HPV6 és tizenharom beteg mintaiban azonositott HPV11 esetében volt lehetdség a
virusgenomok teljes genom szekvenciajanak vizsgalatara. Ot minta esetében nem detektaltunk
HPV-specifikus szekvenciat, ezen mintak mind felndttkori papillomatdzisbdl szarmaztak.
Harom HPV6 és négy HPV11 pozitiv esetben vagy a virusok alacsony kopiaszama vagy
pedig a kis mennyiségii klinikai minta nem tette lehet6vé a teljes genom analizis elvégzését. A
mar kordbban vizsgalt HPV11 pozitiv 5-0s és a 6-0s paciens esetében lehetdségiink volt uj
recidivakbol szarmazé szovetmintak, valamint a szajnyalkahartyardl szarmazo exfolialt sejtek
HPV statuszanak vizsgalatara is. A Mellékletek 14.2. és 14.3. melléklete foglalja Gssze az
RRP péaciensek részletes adatait (nem, diagnoézis kora, lokalizacid, beavatkozasok szama,
tortént-e tracheosztémia, extralaringedlis terjedés ¢és adjuvans terdpia). A HPVI1I1 pozitiv
paciensek esetében a tablazatban a munkacsoport altal kordbban vizsgélt (Gall és mitsai.,
2013) és az 0] betegek adatait is feltiintettiik.

A légati papillomatozisban szenvedd betegek mellett lehetdséglink volt genitalis
megbetegedésekben szenvedd paciensek mintainak a feldolgozasara is; vizsgalhattuk a HPV6
és 11 teljes genom szekvencidjat CAC-bol, cervikalis atipiakbol és egy leukoplakia penis-bol
szarmazd mintaban is; ezek kozil négy mintaban HPV6-ot, kettdben pedig HPV11-et
azonositottunk (Mellékletek 14.2. és 14.3. melléklet). A tanulmany megkapta az intézményi
etikai bizottsag jovahagyasat (engedélyezési szama: 4169-2014).

6.2 Nukleinsav izoldaldsa és a virusok jelenlétének kimutatdisa
A szovetek, illetve az exfolialt sejt mintakbol a nukleinsav izolalas az InnuPrep Viral

DNA/RNA Kit-tel (Analytic Jena, Jena, Németorszag) tortént, a gyartd ajanlasa szerint. Az
exfolialt sejt mintak esetében a minta el6készitése soran az 1 ml PBS (foszfat pufferelt
sooldat; phosphate-buffered saline) transzport kézegben 1évé sejteket lecentrifugaltuk (5000
g, 10 perc, szobahd), majd a pelletet 200 ul PBS-ben szuszpendaltuk; a tovabbi lépések a
gyarto utasitasai szerint torténtek.

A DNS extrakciot kdvetden a B-globin gén egy koriilbeliil 110 bp hosszisagu szakaszara
specifikus polimeraz lancreakcioval (polymerase chain reaction, PCR) ellendriztiik az izolalt
DNS integritasat és amplifikalhatésagat. A reakcidelegy egy mintara vonatkoztatva a

kovetkezOket tartalmazta 20 pl végtérfogatban: 0,1-0,3 pg templat DNS, 1x toménységi
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DreamTaq Green PCR Master Mix (Thermo Scientific, Waltham, USA), 12,5-12,5 pmol
PCO03 (5-ACACAACTGTGTTCACTAGC-3’) és PC04 primer (5'-
CAACTTCATCCACGTTCACC-3), valamint desztillalt viz. A PCR paramétereit a 4.

tablazat tartalmazza.

4. tdblazat: A B-globin PCR hdmérsékleti profilja

Hoémérséklet | Idétartam Fazis Ciklusszam
94°C 2 perc denaturécio 1
94°C 0,5 perc denaturacio
55°C 0,5 perc anellacio 35
72°C 1 perc extenzid
72°C 2 perc végso extenzio 1

A HPV-specifikus szekvenciak kimutatasa MY/GP nested PCR-rel tortént. Az MY PCR
soran a primerek a HPV-k L1 ORF-ében amplifikalnak egy koriilbeliil 450 bazisparnyi
szakaszt. A reakcioelegy egy mintara vonatkoztatva 25 ul végtérfogatban a kovetkezoket
tartalmazta: 0,1-0,3 pg templat DNS, 1x toménységli DreamTaq Green Master Mix (Thermo
Scientific, Waltham, USA), 25-25 pmél MY09 (5’-CGTCCMARRGGAWACTGATC-3’) és
MY11 (5°-GCMCAGGGWCATAAYAATGG-3’) primer, valamint desztillalt viz. Az PCR

1épéseit a 5. tdblazat mutatja be.

5. tablazat: Az MY PCR hdmérsékleti profilja

Homérséklet | Idotartam Fazis Ciklusszam
95°C 2 perc denaturacio 1
96°C 20 mp denaturécio
55°C 5mp anellacio 40
52°C 15 mp anellacio
72°C 1 perc extenziod
72°C 2 perc végso extenzio 1

Az MY PCR érzékenysége koriilbelil 1000 HPV DNS koépia/reakcidelegy, igy ez a
primerpar Onmagaban nem elég érzékeny az alacsonyabb kopiaszamban jelen 1évd
virusgenomok kimutatasara. A GP5+/GP6+ PCR soran a primerpar az MY PCR amplimerén
beliil amplifikal egy koriilbeliil 150 bp hosszsagu szakaszt és ezaltal a reakcio érzékenységét
2-5 kopia virusgenomnyira noveli. A reakcidelegy egy mintdra vonatkoztatva 25 pul
végtérfogatban: 2 ul mennyiségli MY PCR-bdl szdrmazo templat, 1x toménységli DreamTaq
Green Master Mix (Thermo Scientific, Waltham, USA), 25-25 pmoél GP5+ (5°-
TTTGTTACTGTGGTAGATACTAC-3’) és GPo6+ (5-
GAAAAATAAACTGTAAATCATATTC-3’) primer, valamint desztillalt viz. A PCR

1épéseit az 6. tablazat foglalja dssze.
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6. tablazat: A GP+/6+ PCR homérsékleti profilja

Homérséklet | Idétartam Fazis Ciklusszam
94°C 2 perc denaturécio 1
94°C 1 perc denaturacio
48°C 1,5 perc anellacio 35
72°C 1,5 perc extenzid
72°C 4 perc végso extenzio 1

A PCR-eket kovetden az amplimerek jelenlétét agaroz gélelektroforézissel ellendriztiik
(1% agaroz gél [SeaKem LE Agarose, Lonza, Rockland, USA], 120 V, 45 perc).

A HPV genotipusok meghatarozasa restrikcios fragmenthossz polimorfizmus analizissel
(restriction fragment lenght polymorphism, RFLP) tortént, mely soran hat restrikcios
endonukleazzal (Alul, BamHI, Ddel, Haelll, HinfI és Pstl; Promega, Madison, USA) az MY
PCR soran kapott amplimereket kiilon-kiilon reakcioelegyekben emésztettiik 3 oran keresztiil,
37°C-on. A reakcioelegy a kovetkezoket tartalmazta 20 pl végtérfogatra vonatkoztatva: 10 pl
amplimer, 1x toménységi restrikcios enzim puffer, 4 U restrikcios enzim, valamint desztillalt
viz. Ezutan a PCR termékeket agar6z gélben 100 V fesziiltség mellett 90 percen keresztiil
elektroforetizaltuk és az igy kapott futasi mintazatot értékeltiik; a genotipusok azonositasa a

Konya és munkatarsai altal kidolgozott kodrendszer alapjan tortént (Konya és mtsai., 2000).

6.3 Teljes genom amplifikicio és egyedi nukleotid polimorfizmusok
meghatdrozdsa

A genotipusok meghatdrozasa utdn a munkacsoport altal tervezett primerekkel teljes
genom amplifikacidt végeztiink. A reakcidelegy tartalma 25 pl végtérfogatban a kovetkezd
volt: 0,1-0,3 ug templat DNS, 1x toménységii Phusion High-Fidelity reakcio puffer (Thermo
Scientific, Walthman, USA), 25-25 pmdl szensz ¢és antiszensz primer, 0,5 U Phusion High-
Fidelity DNS polimerdz (Thermo Scientific, Walthman, USA), valamint desztillalt viz. A
primerek szekvenciait és a reakciok anellaciés homérsékletét a Mellékletek 14.4. és 14.5.
melléklete, az amplifikacid sordn hasznalt hémérsékleti profilokat a 7. és 8. tablazat

tartalmazza.

7. tablazat: HPV11 szekvencidk genomi régidjanak amplifikdcids paraméterei

Hoémérséklet | Idotartam Fazis Ciklusszam
98°C 1 perc denaturécio 1
98°C 15 mp denaturécio

Valtozo 15 mp anellacio 35
72°C 30 mp extenziod
72°C 2 perc végso extenzio 1
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crer

Hoémérséklet | Idotartam Fazis Ciklusszam
98°C 1 perc denaturécio 1
98°C 30 mp denaturacio

Valtozo 30 mp anellacioé 40
72°C 1 perc extenzid
72°C 2 perc végsd extenzid 1

A PCR-t kovetéen az amplimereket 1%-0S alacsony olvadéspontu preparativ agar6z
gélben (SeaPlaque Agarose, Lonza, Rockland, USA) elektroforetizaltuk 60-90 percig, 90V-
100V fesziiltség mellett, majd a megfelelé termékeket gélbdl tisztitottuk QIAquick Gel
Extraction Kit segitségével (Qiagen, Hilden, Németorszag), a gyartd utasitasait kovetve. A
tisztitott mintdkat agardz gélelektroforézissel ellendriztiik (1% agaréz gél [SeaKem LE
Agarose, Lonza, Rockland, USA], 120 V, 45 perc). Ezt kovetéen a genomi régiokat lefedo,
két fliggetlen PCR-b0l szarmazo ampliemereket mindkét irdnybdl szekvenaltattuk (Macrogen,
Amsterdam, Hollandia). A teljes genomok szekvenalasa ,,primer walking” modszerrel tortént,
az egyes amplikonok vége atfednek egymassal.

A teljes genomok Osszeallitasat, a referencia genomokhoz torténd illesztését és a
szekvencia adatok elemzését a CLC Main Workbench 7.9.1 szoftverrel (Qiagen, Aarhus,
Dania) végeztiik. A referencia genomokat €s génbanki azonositojukat a Mellékletek 14.6.
melléklete tartalmazza.

A teljes genom analizis sordn meghataroztuk az egyes HPV6 variansok ¢s a HPV11
genotipus konszenzus szekvenciai, amelyhez - hasonléan a filogenetikai analizishez — az
azonos HPV6 és HPV11 szekvencidk koziil csak egy szekvenciat szerepeltettiink, elkeriilve
ezzel a kiilonboz6 szekvenciak eltéré el6fordulasi  gyakorisagabol adodd nukleotid
gyakorisagokban is megmutatkozo eltolodasokat. Az analizis szintén a CLC Main Workbench
7.9.1 szoftver hasznalataval tortént. Az azonos filogenetikai csoportban tartozd szekvencia
haplotipusok kivalasztasat kovetden, azokat illesztettiik és meghataroztuk a konszenzus
szekvenciakat. A teljes genom analizisek soran megvizsgaltuk az aminosav eltéréseket is, az

aminosav kdédokat a Mellékletek 14.1. melléklete tartalmazza.

6.4 Filogenetikai analizis

A génbankban talalhat6, Osszesen 197 HPV6 és 88 HPVI11 teljes genom szekvenciat
(magaba foglalja a munkacsoport altal korabban vizsgalt hat szekvenciat; Gall és mtsai.,
2013), valamint az ujonnan azonositott Szekvencidinkat hasznalva filogenetikai analizist
végeztiink.

Az azonos HPV6 ¢és HPV 11 szekvenciak esetében az analizis sordn csak egy szekvenciat

hasznaltunk. A dendrogrammok elkészitéséhez a CLC Main Workbench 7.9.1 szoftvert
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(Qiagen, Aarhus, Dania) hasznaltuk, az elemzéshez neighbour-joinging modszert, 1000-szeres
bootstrapping-et allitottunk be. Outgroup-ként a HPV6 szekvenciak filogenetikai elemzéséhez
a HPV11 referencia szekvenciat (génbanki azonosito: M14119), a HPV11 esetében pedig a
HPV6A1 (korabban HPV6b) referencia szekvenciat (génbanki azonositdé: X00203) (Schwarz
¢és mtsai., 1983) hasznaltuk. A filogenetikai analizis vizsgalatok soran a scale bar értéke a
kovetkezd volt: a HPV6 filogenetikai vizsgalatok soran a scale bar értéke 0,005; mig a
HPVI11 filogenetikai vizsgalata soran 0,020 értéket mutatott (amely a genetikai tavolsagot
jeldli a nukleotid szubsztituciok szama/hely alapjan).

A filogenetikai analizisekhez hasznalt génbankban talalhato6 HPV6 ¢és HPVI1I1 teljes

genom szekvenciak adatait a 14.7. mellékletben foglaltuk Gssze.

6.5 Transzkripcios faktor kiétohelyek vizsgalata HPV6 genotipus esetében

A feltételezett transzkripcios faktor kotéhelyek meghatarozasa soran maximalis 10%-0S
szekvencia kiilonbséget engedélyeztiink, a kotShelyek keresését a PROMO szoftver
segitségével az ALGGEN szerveren végeztiik (Farré és mtsai., 2003). Az egyes LCR-ekben a
feltételezett transzkripcios kotohelyek elvesztesét vagy megjelenését az adott csoport

referencia szekvenciajahoz viszonyitottuk.

6.6 HPV11 E2 fehérjéjének in silico modellezése

Az egyedi nukleotid mutaciok meghatarozasat kovetden vizsgaltuk, hogy az egyes ORF-
ek esetében mely nukleotid eltérések eredményeznek aminosavcserét a referencia tipusokhoz
képest. Ezt kdvetden in silico fehérje modellezéssel vizsgaltuk, hogy az aminosav eltérések
okozhatnak-e a varidnsban 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 viralis replikacio szabalyozasaban, valamint
vizsgalataink is kiterjedtek.

A referencia HPV11 szekvencia (génbanki azonositdé M14119) (Dartmann és mtsai.,
1986) alapjan meghataroztuk az aminosav szekvenciat és ezt alapul véve homolodg
modellezéssel és loop modellezés hasznalataval létrehoztuk a referencia E2 fehérje teljes
hosszusagi negyedleges szerkezetét. A HPVI11 transzaktivacios domén (TAD) dimer
modellezéséhez szerkezetileg Osszehasonlitottuk az irodalomban elérhet6 HPV11 TAD
kristaly szerkezetet (PDB azonosité: 1R6K, felbontas 2,5 A) a szintén elérhetd HPV16 E2
fehérje dimer transzaktivaciés doménjének kristalyszerkezetével (PDB azonosito: 1DTO,
felbontas 1.9 A) az UCSF Chimera szoftvert hasznalva (http://www.cgl.ucsf.edu/chimera;

Pettersen és mtsai., 2004), majd a modellt szerkezetileg optimalizaltuk. A HPV11 DNS-kot6
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domén (DBD) homoldg modelljének eléallitaisa a HPV6 B3 alcsoport E2 DBD-DNS komplex
kristalyszerkezete (PDB azonosité: 2AYG, felbontas 3.1 A) alapjan a SWISS-MODEL
szerver (https://swissmodel.expasy.org; Waterhouse ¢és mtsai., 2018) segitségével tortént. A
DNS komplementert a HPV11 E2 DBD-hez a SCF BIO DNA Sequence to Structure Tool
webszerverrel terveztiik (http://www.scfbio-iitd.res.in; Arnott és mtsai., 1976). A HPV11 E2
DBD variansaihoz a komplementer DNS-t a NPDock szerverrel dokkoltuk (Tuszynska és
mtsai., 2015); a fehérje és DNS feliilet kapcsolodasa korlatozott a konzervalt DNS-ko6td
helyek miatt, melyet korabban leirt Rogers és munkatarsai (2011), valamint McBride (2013).
Végezetiil a hinge-régiod (193-270 aminosav kozotti régid) de novo modellezése az I-Tasser
szerver (zhanglab.ccmb.med.umich.edu; Yang és Zhang, 2015) segitségével tortént és a
legmagasabb konformacios C-score értékkel rendelkez6 modellt illesztettik a TAD és DBD
doménekhez az UCSF Chimera szerveren, ezzel 1étrehozva a teljes hosszasagi HPV11 E2
fehérje szerkezetét.

A fehérje 1étrehozasa utan harom megkozelitésbol vizsgaltuk a referencia E2 fehérje és a
varians fehérjék kozotti kiilonbségeket. Megvizsgaltuk a fehérje felszini toltésvaltozasait, a
lehetséges foszforilacids helyek elvesztését és megjelenését, valamint az aminosavak kozotti
interakciokat a fehérjelancon beliil, illetve természetes ligandjukkal. Emellett az Autodock
Vina (Trott és Olson, 2010), valamint a PreDbA szerver (http://predba.denglab.org; Yang és
Deng, 2020) hasznalataval megbecsiiltiik és 6sszehasonlitottuk a szabad entalpia valtozasokat.
A ligand kolcsonhatasokat a LigPlot+ szerverrel elemeztiik (Laskowski és Swindells, 2011), a
modellek végsé abrazolasahoz pedig az UCSF Chimera X szoftvert (Pettersen és mtsai.,
2021) hasznaltuk. Végezetiil a fehérje modell geometridjat a SAVES Ramachandran Plot
hasznalataval hitelesitettiik (servicesn.mbi.ucla.edu/SAVES/Ramachandran; Colovos és
Yeates, 1993) és a modelleket feltoltottik a Protein  Model Adatbazisba
(http://srv00.recas.ba.infn.it/PMDB/, PMDB azonosito: PM0083528; Castrignano és mtsai.,
2006).

A lehetséges foszforilacios helyeket az E2 fehérje variansokban a NetPhos 3.1. szerver
segitségével vizsgaltuk (Blom és mtsai., 2004).

A fehérje modellek elkészitésében Dr. Pethd Zoltan volt segitségemre.

6.7 Klonozasi folyamatok
Az egyedi HPV11 és HPV6 LCR szekvencidkat pALuc riporter vektorban klonoztuk,

melyhez a teljes LCR szekvenciakat a restrikcios endonukleaz hasitasi helyeket is tartalmazo
primerekkel amplifikaltuk. A reakcidelegy egy mintara vonatkozd végtérfogata 25 ul volt,

mely az alabbiakat tartalmazta: 1 pl templat DNS, 1x toménységii PCR puffer, 25-25 pmol
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BamHI és Kpnl primer (a primerek tulajdonsagait a 9. tablazat tartalmazza), 200-200 uM
dNTP, 0,3 ul Phusion High-Fidelity DNS polimeraz (2U/ul) (Thermo Scientific, Waltham,
USA), illetve kiegészitésként desztillalt viz. Az LCR PCR-ek hémérsékleti profiljat a 10. és

11. tablazat tartalmazza.

A referencia és az egyedi E2 szekvencidkat CMV promotert tartalmaz6 pCDNA3.1+

emlds expresszios vektorba klonoztuk a Kpnl és az Xbal restrikcios hasitasi helyekre. A

klonozo primerek tulajdonsagait a 9. tablazat tartalmazza, a PCR hémérsékleti profiljat pedig

a 12. tablazat foglalja 6ssze. A PCR reakcioelegy 0sszetétele megegyezett az LCR PCR soran

leirt elegy Gsszetételével.

9. tablazat: Klonozo6 primerek (az egyes restrikcios enzimek hasitohelye félkovéren szedve)

Primer neve Lokalizacio Primer szekvencia Anellacio
HPV6 LCR BamHI 7171-7191 5’-ccgggatccgceaagtttttgttacaaagt-3° 50°C
HPV6 LCR Kpnl 148-168 5’-gccggtaccatagattaaacgtcttgcac-3° 50°C
HPV11 LCR BamHI | 7155-7175 5’-ccgggatccgtaagtttttattgcaaagt-3° 50°C
HPV11 LCR Kpnl 148-168 5’-gccggtaccaaagattaaacgtcttgcac-3° 50°C
HPV11 E2 Kpnl 2597-2614 5’- gceggtaccttccaaatccattcecct -3° 50°C
HPV11 E2 Xbal 3867-3884 5’- gectctagaggcactacctccatacac -3° 50°C

10. tablazat: HPV6 LCR klonozo PCR hémérsékleti profilja

Homérséklet | Idétartam Fazis Ciklusszam
98°C 3 perc denaturécio 1
98°C 30 mp denaturacio
50°C 30 mp anellacio 40
72°C 30 mp extenziod
72°C 5 perc végso extenzid 1

11. tablazat: HPV11 LCR klonoz6é PCR hémérsékleti profilja

Hoémérséklet | Iddtartam Fazis Ciklusszam
98°C 3 perc denaturacio 1
98°C 30 mp denaturacio
50°C 1 perc anellacio 40
72°C 1 perc extenzid
72°C S perc végso extenzid 1

12. tablazat: HPV11 E2 klonoz6 PCR hémérsékleti profilja

Hoémérséklet | Idotartam Fazis Ciklusszam
98°C 3 perc denaturacio 1
98°C 30 mp denaturacio
50°C 30 mp anellacio 40
72°C 30 mp extenzio
72°C 5 perc Végso extenzid 1

Ezt kovetden a kiillonbozé klonozasi folyamatok 1épési megegyeztek. Az amplimereket

gélbdl Gel Extraction Kit-tel (Qiagen, Aarhus, Denmark) tisztitottuk a gyartd utasitasai

szerint, majd megfeleld restrikcids enzimekkel (LCR szekvencidkat BamHI és Kpnl, az E2
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szekvenciakat Kpnl és Xbal) (Promega, Madison, WI, USA) 6 6ran at, 37 °C-on emésztettiik.
Az emésztés ellendrzése (agardz gélelektorforézissel, 1% gélen, 90 perc, 90 V fesziiltség)
utan a ligalast T4 ligdzzal (Thermo Scientific, Waltham, USA) végeztiik 30 percen at
szobahOmérsékleten, majd ezt kdvetden a reakcidelegyet 65°C-on inkubaltuk a ligaz
inaktivalasanak céljabol. A kész konstruktokat Escherichia coli XL-1 baktériumtorzsbe
transzformaltuk Transformaid Bacterial Transformation Kit (Thermo Scientific, Waltham,
USA) hasznalataval, a gyart6 utasitésai szerint.

A klonokat ezutdin Zymo Pure Plasmid Mini Prep Kit (Zymo Research, Irvine, USA)
segitségével a gyartd utasitasai szerint tisztitottuk, majd a tisztitott plazmidokat restrikcids
emésztéssel (LCR: BamHI és Kpnl, E2: Kpnl és Xbal; Thermo Scientific, Waltham, USA)
ellendriztiik. A megfelelé klonokbdl nagyobb mennyiséget tisztitottunk a PureLink HiPure
Plasmid Midiprep Kit (Thermo Scientific, Waltham, USA) segitségével a gyartd utasitasait
kovetve. Az igy kapott varians klonokat szekvenalassal ellendriztiik (Macrogen, Amsterdam,

Hollandia).

6.8 Irdnyitott mutagenezis
Munkacsoportunk a HPV11 LCR szekvencidkban kordbban azonositott muticiokon és

nukleotid polimorfizmusokon kiviil egyetlen Uj mutaciot azonositott (9-es paciens
szOovetmintaibol kimutatott HPV11 szekvencidban, T7331G). A mutacid hatadsat az LCR
transzkripciot aktivalo hatdsara iranyitott mutagenezissel vizsgaltuk. Ehhez a nukleotid cserét
tartalmazé szensz és antiszenesz primerpar (5-
GTAGTGTGTATATGTGTCTTGTATTGTGTATATG - 3 €s 5 -
CATATACACAATACAAGACACATATACACACTAC - 3’, a mutagenizalt nukleotidot
alahtizassal jeloltik) segitségével amplifikaltuk a teljes hosszusagl, referencia LCR-t
tartalmazé pALuc riportert tartalmazé plazmidot, beépitve ezzel az LCR-be a nukleotidcserét.
A mutagenezishez 15 ng plazmidot hasznaltunk templatként, az amplifikaciot a Velocity DNS
polimeraz enzimmel (Bioline, London, UK) végeztik a gyartd utasitisai szerint. A
reakcidelegy 0,4-0,4 uM szensz és antiszensz primert, 1x gyari Osszeallitasi enzimspecifikus
puffert, 250-250 uM dNTP-t, 3%-0s DMSO-t és 1 U DNS polimerazt, valamint 15 ng templat
DNS-t tartalmazott. Az amplifikaciot kovetden a termékeket 20 U Dpnl enzimmel (Thermo
Scientific, Waltham, MA, USA), 37°C-on egy ¢jszakan at emésztettiik. A Dpnl metilacid
szenzitiv restrikcios enzim, mely képes felismerni és hasitani a metilalt adenint tartalmazo,
eredeti DNS szalat, mig a PCR soran amplifikalt, a mutaciét mar hordozé uj plazmidot nem

hasitja; ezzel tudjuk kivalasztani és amplifikalni a mutagenizalt szalat.
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A transzformalastol a transzfekcidig torténd 1épéseket el6zd fejezet tartalmazza. A kész

konstruktot szekvenalassal ellendriztiik (Macrogen, Amsterdam, Hollandia)

13. tablazat: Az iranyitott mutagenezis PCR homérsékleti profilja

Hoémérséklet | Iddtartam Fazis Ciklusszam
98°C 3 perc denaturacio 1
98°C 30 mp denaturécio
61°C 40 mp anellacio 20
72°C 3 perc extenzid
72°C 7 perc végso extenzio 1

6.9 A hosszu szabdlyozo régio (LCR) transzkripciot szabdlyozo aktivitasanak
vizsgdlata, valamint az E2 virdlis fehérjék hatasanak vizsgalata az LCR
aktivitasara

Transzfekcios és kotranszfekcids kisérleteket HEp-2 (ATCC szam: CCL-23) gége
karcindomabdl szarmazé sejtvonalon végeztilk. A HEp-2 sejteket 10% magzati borju savot

(fetal bovin serum, FBS) tartalmaz6 DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium)

médiumban, 37°C-on, 5% CO. tenzié mellett tenyésztettiik. A sejtek tranziens transzfekcidjat

Lipofectamine 2000 reagenssel (Invitrogen, Carlsbad, California, USA) végeztiik, a gyartd

utasitasai szerint. A transzfekciok soran 2 pg, a referencia és az egyedi LCR-eket hordozo

pALuc riporter vektort, 2 pg referencia és az egyedi E2 ORF-cket hordoz6 pCDNA 3.1+
emlds expresszios vektort, valamint 1 pg RSV-B-Gal plazmidot hasznaltuk. A sejteket
transzfekciot koveten 48 ora mulva Reporter Lysis Buffer-rel (Promega, Madison, W1, USA)

kezeltiik, majd fagyasztasos-olvasztasos modszerrel lizaltuk. A luciferaz aktivitas méréshez a

Lucifease Assay System rendszert (Promega, Madison, WI, USA) hasznaltuk, a gyarto

utasitasai szerint. A luciferdz teszt standardizalasahoz B-galaktozidaz tesztet hasznaltunk,

kromogén szubsztratként 1 mg/ml OMPG (ortho-nitrofenil-p-galaktozid) hozzaadva a

sejtlizatumhoz. A teszt normalizaldsa protein koncentraciora tortént, amelyet Bradford

reagenssel, 620 nm hullamhosszon torténé méréssel hataroztunk meg. Minden transzfekcios
kisérletet legaldbb harom fliggetlen ismétlésben végeztiink, a kisérletekbdl szarmazé
luciferaz-aktivitist ANOVA (Turkey’s utéteszt) teszttel hasonlitottuk Ossze, megfeleld

Bonferroni -korrekciot alkalmazva (PaSt2.17¢c; Hammer as mtsai., 2001).
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/. Eredmények

7.1 Teljes genom szekvenciak elemzése és filogenetikai besorolasuk
7.1.1 A HPV6 teljes genom szekvenciak vizsgdlatanak eredményei

A szekvencia analizis soran ugyanazon betegek kiilonboz6 recidivaibol (AO-RRP1/6,
AO-RRP3/6, AO-RRP5/6, JO-RRP1/6 és a JO-RRP2/6) kimutatott HPV6 szekvenciak
identikusnak bizonyultak. A 13 teljes genom szekvencia koziil harom (AO-RRP2/6, AO-
RRP3/6, AO-RRP4/6) a HPV6 A klaszterbe (korabban HPV6b), 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 alcsoportba (korabban HPV6vc), egy (ASCUS1/6) pedig a B2 alcsoportba sorolhatd a
szekvencia analizis alapjan. A mintdink kozott B3 (korabban HPV6a), B4 és B5 alcsoportba
tartozO szekvenciat nem azonositottunk. A HPV6 filogenetikai analizise soran kapott
dendrogramot a Mellékletek 14.8. melléklete mutatja be.

A HPV6 A klaszter és a Bl alcsoport esetében az azonositott szekvenciak mérete
megegyezett a referencia genomok méretével (7902 bp ¢és 8012 bp), ezzel szemben a B2
alcsoportba tartozo szekvencidban azonositottunk egy 19 bazispar hosszasagu deléciot, mely
megtalalhatd tovabbi 19 génbanki, B2 alcsoportba tartoz6 teljes genomban is. A fehérjét
kodolo régiok kozil az E2, E6 és E7 nagy allandosagot mutat, mig az ESa, L1 és L2 ORF-ek,
valamint az LCR variabilitasa jelentdsen magasabb. Az A klaszterbe tartoz6 HPV6
szekvencidkban azonositott nukleotid eltéréseket a 14., a B1 és B2 alcsoportba tartozo
szekvencidkban azonositott nukleotid cseréket a 15. és 16. tablazat tartalmazza.

HPVG6A vonal esetén a referencia és a konszenzus szekvencia 13 nukleotid pozicioban
tért el egymastol, ezeken feliil egy 94 bp inzercid volt jelen a konszenzus szekvencia LCR-
ében (7250 és 7251 nukleotid pozicid kozott), ami viszont nem fordul elé sem a referencia
szekvenciaban (génbanki azonosito: NC 001355), sem pedig a sajat szekvenciainkban. A
delécidé a génbankban megtalalhatd HPV6A szekvenciak koziil de Oliveira és munkatarsai
altal 2017-ben sziiletett brazil tanulméanydban leirt harom cervikdlis mintabol kimutatott
HPV6 szekvencidban detektalhatd (génbanki azonositok: KX514423, KX514427, KX514429;
(de Oliveira ¢és mtsai., 2017). Ezzel szemben a Bl alvonal referencia és konszenzus
szekvenciaja csak egyetlen nukleotid pozicidban tért el egymastol. A B2 alvonal vizsgalata
soran hat nukleotid pozicidban azonositottunk kiilonbséget a referencia és a konszenzus
szekvencia kozott.

Az A filogenetikai vonalban 25 nukleotid mutaciét azonositottunk a referencia
genomhoz (génbanki azonositd: AF092932) torténd illesztés kovetden; a mutaciok az E1,
E5a, E6, L1 és L2 ORF-ekben, az E5b és L2 ORF kozott elhelyezkedé nem kodolo régidban,
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valamint az LCR teriletén fordultak el. Az ORF-ekben azonositott nukleotid eltérések koziil

azonban csak kettd okozott aminosav cserét, mindkettd az AO-RRP4/6 paciens mintajanak

E5a régidjaban lokalizalodik (14. tablazat).

14. tablazat: A HPV6A (korabban HPV6b) klaszterbe tartozo teljes genom szekvenciakban
azonositott nukleotid mutaciok

ORF Nt pozicié Referencia Konszenzus AO- AO- AO- Aminosav valtozas
P (NC_001355) RRP2/6 RRP3/6* RRP4/6 Megjegyzés
E6 221 A T T T T nem
(nt 102-554) 473 G A A A A nem
1554 G A A A A nem
1 1926 G A A A A nem
(nt 832-2781) 1938 Cc Cc T nem
2518 C C T nem
2709 T A A A A nem
E5a 4003 G G C E39D
(nt 3887-
4162) 4118 C C T p78S
Nem kod_olo 4308 A A
szekvencia
4731 T C C C nem
L2 4740 T T C nem
(nt 4423- 4755 G G T A T nem
5802) 5406 G A A A A nem
5637 T T G nem
6073 A A G nem
L1
(nt 5789- 6166 T T G nem
7291) 6598 A T T T T nem
7099 G A A A A nem
feltételezett FOXP3 kotShely
7373 G T T T T elvesztése, 1] feltételezett GR-
kotéhely megjelenése
feltételezett C/EBP-B, GR-B
kotéhely elvesztése, uj
7585 A c ¢ ¢ c feltételezett LEF-1, SRY
kotéhely megjelenése
feltételezett C/EBP-B kotShely
elvesztése; 1) feltételezett GR-
LCR? 7653 G G ¢ ¢ ¢ B, C/EBP-u  kotbhely
(nt 7292- megjelenése
7902, 1-101) feltételezett C/EBP-B, NF-
kotShely elvesztése; uj
7654 ¢ A A A A feltételezett  GR-B  kotdhely
megjelenése
7815 G G c c felte_teleze,:tt C/EBP-B kotohely
megjelenése
kozvetleniil a viralis E2
7860 G A A A A regulator kotéhelye mellett; )

feltételezett C/EBP-B kotShely
megjelenése

ORF nyitott leolvasasi keret (open reading frame); E korai (early); L késéi (late); LCR hossza szabalyozo régio (long control
region); nt nukleotid; AO-RRP felnéttkori rekurrens 1égiti papillomatozis (adult onset recurrent respiratory papillomatosis)

1Tébb minta vizsgalata
2Konszenzus HPV6 A (Az A fdvonal tartalmaz egy 94 béazispar hosszlisagli inzerciét az 7250 és 7251 nukleotid pozicid

kozott).
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15. tablazat: A HPV6BI1 (korabban HPV6vc) alcsoportba tartozé teljes genom szekvencidkban azonositott nukleotid mutaciok

Nt Referencia JO- JO- AO- AO- AO- AO- Aminosav valtozas
ORF pozicis | (AF092932) | KOMSZENZUS | ponijer | RRP2/6' | RRPL6! | RRPS/6L | RRP6/6 | RRP7/6 | CC1/6 | LSILLG | LP1/6 Megjegyzés
E6 399 C C T nem
(nt 103-555) 507 T T C nem
1831 T T G nem
E1 2146 A A C
(nt 832-2781) 2170 T T C C C ¢ ¢ nem
2278 T T G et
2814 C C T nem
E2 3070 c c A T116N
(nt2724-3830) | 3153 T T A S144T E2-ben
E4
S246A E2-ben
(nt 3256-3585) | 3459 T T G S68R E4-ben
3743 G G C E340D E2-ben
E5a 4100 T T C nem
(nt 3887-4162) 4101 T T C o C o nem
l\!em-kodolo 4385 A A C
régid
4441 C c T nem
|(_nzt 4424-5803) 4780 T T c nem
5546 A A G T375A
5930 T T G nem
6065 A A G nem
L1 6323 T T C nem
(nt 5790-7292) ™ 6444 T G G G G G G G G G G Y219D
7112 T T G F441L
7134 A A G K449E
LCR 7332 A A C
(nt 7293-8012, | 7342 A A G
1-102) 2009 T T s CIEBP-B és GR

feltételezett kotdhelye

ORF nyitott leolvasasi keret (open reading frame); E korai (early); L késdi (late); LCR hosszu szabalyozd régio (long control region); nt nukleotid; JO-RRP fiatalkori rekurrens 1éguti
papillomatézis (juvenile onset recurrent respiratory papillomatosis), AO-RRP felnéttkori rekurrens 1égati papillomatédzis (adult onset recurrent respiratory papillomatosis); CAC condyloma
acuminatum; LSIL enyhe fokt laphamsejtes intraepitelialis 1ézi6 (low grade squamous intraepithelial lesion); LP: leukoplakia penis; ‘Tébb recidivabol kimutatott HPV6 genomot is vizsgéltunk.
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16. tablazat: A HPV6B2 alcsoportba tartozd teljes genom szekvencidban azonositott nukleotid
mutaciok

Nt Referencia Aminosav valtozas
ORF pozicio | (FR751328) Konszenzus ASCUS1/6 Megjeayzés
El 1072 A G A nem
(nt 833-2782) 2407 C A A nem
E5a
(nt 3888-4163) 4159 C A A nem
L2
(Nt 4424-5803) 4892 C A A H157N
L1
(nt5790-7292) | 98 A A T nem
7368- 19 bp hosszi | C/EBP-B, FOXP3, PR A, PR B feltételezett
LCR 7386 delécio* kotohely elvesztése
(nt 7293-8031, 7623 G T T GR feltételezett kotShely e}vesztése __
nt 1-102) HOXD9, HOXDI10 feltételezett kotShely
7645 T T C elvesztése; GR-B, TFIID esetében
feltételezett kotdhely elvesztése

OREF nyitott leolvasasi keret (open reading frame); E korai (early); L kés6i (late); LCR hossza szabalyozo régio
(long control region); nt nukleotid; ASCUS ismeretlen jelentéségii atipias sejtek (atypical squamous cells of
undetermined significance); *ATGTGTGTTGTATATATGT

A HPV6B1 alvonalban 0sszesen 26, a B2 alvonalban pedig 8 nukleotidcserét
azonositottunk. A HPV6B1 alvonal esetében a fiatalkori papillomatézisbol ¢s CAC-bol
kimutatott szekvenciak esetében magasabb volt a genom variabilitasa, mint a felnéttkori
papillomat6zisokbol szarmazd szekvenciak esetében (0,87-1,00 vs. 0,25-0,62 mutacio/1000
bp). 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-ben
harom aminosavcserét detektaltunk. Az 0sszes aminosav eltérés egyedi volt, kivéve az L1
fehérjében 1évé Y219D-t (T6444G), amely minden altalunk vizsgalt B1 alvonalba tartozo
szekvenciaban megtalalhaté. fgy, mig az A vonal esetében csak egyetlen szekvencia
kiilonbozott fehérje szinten is a referenciatol, addig a B1 alvonal minden szekvenciajaban
legalabb egy SNP aminosav valtozast eredményezett a referencia genomhoz képest (15.
tablazat).

A B2 alvonalba sorolt egyetlen szekvencia az E1, E5a, L1 és L2 ORF-ek, valamint az
LCR esetében kiilonbozott a referencia genomtol és csak egyetlen SNP okozott aminosav

eltérést az L2 ORF teriiletén (16. tablazat).

7.1.2 AHPVII teljes genom szekvencidk vizsgalatanak eredményei
Az 5-6s beteg (JO-RRP5/11) 0j recidivajabol kimutatott HPV11 szekvencia identikus a
munkacsoport altal kordbban meghatarozott szekvenciaval (génbanki azonosito: HE574702)

(Gall és mtsai., 2013). A 6-os paciens (JO-RRP6/11) esetében a 2015-ben és 2016-ban
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kialakult recidivakbol, valamint egészséges nyalkahartya felszinérdl szarmazé exfoliativ sejt
mintdkbol szarmazd6 HPVI11 szekvencidk szintén megegyeznek a kordbban vizsgalt
genomokkal (génbanki azonosito: FR872717) (Gall és mtsai., 2011; Gall és mtsai., 2013). A
JO-RRP8/11, illetve a JO-RRPY/11 esetében is tobb minta vizsgalatara volt lehetoség, az
ezekben kimutatott HPV11 szekvencidk is identikusak voltak. A JO-RRP7/11 pécienstdl
harom lokalizaciobdl (szupraglottis, szubglottis és sztoma) érkezett szovetminta; mindhdrom
esetben sikeriilt HPV11 genom kimutatasa, amelyek szekvenaldsi eredmény alapjan szintén
azonosnak bizonyultak. Azonoshak bizonyult a JO-RRP8/11-es, illetve a CAC/11-es
mintdkbol szarmazé HPV11 szekvencia is.

Az ujonnan vizsgalatba vont HPV11 pozitiv paciensek (7-15. betegek) mintdiban
kimutatott teljes genomok szekvencia analizise soran 19 10j nukleotidcserét azonositottunk,
melyek koziil 17 egyedinek bizonyult (17. tablazat). Ezek koziil egy (T4380G) talalhato az
E5b és L2 ORF kozotti nem kodold régioban (nt 4371-4416); valamint egyet (T7331G)
azonositottunk az LCR teriiletén. A kodold régidoban detektalt 17 0 mutacido kozil hét
eredményezett aminosavcserét az egyes fehérjekddold régiokban (E1, E2/E4, Eb5a és L2
ORF). Az AO-RRP1/11-es paciens mintajabol szarmazé HPV11 genomban egy 58 bp
hossziisagu deléciot azonositottunk az E2/E4 OREF teriiletén, amely leolvasasi kereteltolodast
és korai stop kodon kialakulasat eredményezte. A csonka E2 fehérje 266 aminosav
hosszisaglh szemben a 367 aminosav  hosszsaghl referencia E2  fehérjével
(https://pave.niaid.nih.gov), amely csonka dimerizacios és DNS-k6té doménnel rendelkezik,
valamint a leolvasasi kereteltolodas tobb aminosaveserét is eredményezett. A delécio érinti az
E4 ORF-et is, ami a prolin-gazdag régi6, valamint a komplett E1°"E4 fuzids fehérje pozitiv

Munkacsoportunk és mas munkacsoportok korabban két szekvenalasi hibat is leirtak a
génbankban talalhato HPV11 referencia genomban (génbanki azonosito: M14119; Dartmann
és mtsai., 1986) (Gall és mtsai.,, 2013; Heinzel és mtsai., 1995). A referencia HPV11
szekvenciat hordoz6 plazmid tobb fliggetlen ismétlésben végzett ujboli szekvenalasa igazolta,
hogy a génbanki referencia szekvenciaval szemben referencia HPV11 genomot hordozo
plazmid E1 ORF-ében az 1783-1784 nukleotid pozicidban nem citozin és guanin, hanem
guanin és citozin talalhatd. A masodik szekvenalasi hiba az LCR-ben talalhat6 és hasonléan
az E1 ORF-hez két egymas mellett allo nukleotid poziciot érint; a 7719-7720 pozicidban egy
GC inzercid azonosithato.

A HPVI11 szekvencia analizis soran kapott eredményeit foglalja 6ssze a 17. tablazat, a

filogenetikai analizise soran kapott dendrogramot a Mellékletek 14.9. melléklete mutatja be.
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A CA/ll-es paciens mintajabol szarmazé genom a filogenetikai analizis alapjan a
referencia genommal egy klaszterbe tartozik (Al alcsoport), mig a tobbi altalunk vizsgalt
HPV11 szekvencia az A2 alcsoportba sorolhato. A JO-RRP6/11, valamint a JO-RRP7/11
(Gall és mtsai., 2013) a sulyosabb korlefolyasa esetekb6l azonositott genomokkal csoportosul
az A2 alcsoporton beliil.

Az El fehérje esetében harom egyedi aminosavcserét azonositottunk, melybdl kettd a
RRP4/11 [Gall és mtsai., 2013], valamint N100T-JO-RRP9/11). Ugyancsak egyedi mutacio
az 1870. nukleotid pozicidban jelenlévé A-T csere eredményeként létrejove 1347F
aminosavcsere az E1 protein oligomerizaciés doménjének teriiletén a JO-RRP10/11 beteg
mintajaban. Mivel a fehérje szerkezeti modellje hianyos, igy ezen eltérések modellezése nem
volt lehetséges.

Az R318A eltérés minden klinikai mintdbdl kimutatott HPV11 szekvencidban
megtalalhato; valoszintlsithetd, hogy az alanin a vad tipus, a referencidban talalhat6 arginin
pedig az agressziv JO-RRP-bdl szarmazo referencia genomban kialakult egyedi
polimorfizmus. A hexamer struktira fehérje modellezése alapjan megallapitottuk, hogy az
arginin erésebb masodlagos kotést hoz 1étre a szomszédos monomerben 1évé 322. pozicidban
1évo triptofannal, a 323. pozicidban 1évé fenil-alaninnal, valamint a 327. helyen 1évo
izoleucinnal. Ezzel szemben az alanin nem alakit ki interakciot a szomszédos aminosavakkal.

Az E5a fehérjét kodolo régioban harom aminosaveserét eredményezé polimorfizmust
azonositottunk, melyek koziil kett6t mar korabban leirt a munkacsoport (128F és V41L; Gall
és mtsai.,, 2013) és a CA/11 szekvencia kivételével minden Aaltalunk vizsgilt HPV11
lokalizalodik, mig a V41L feltételezhetden az elsé és masodik transzmembran régid kozott
talalhato. Az AO-RRP2/11 betegbdl szarmazo HPV11 szekvencia ESa ORF-ében azonositott
D39N egyedi eltérést szintén a fehérje elsé két transzmembran régidja kozott lokalizalodik.

Az E6 ORF-ben aminosavcserét eredményezo6 nukleotidcserét nem azonositottunk. Az E7
ORF-ben egyetlen aminosavcserét (A45S) eredményezo eltérést detektaltunk, amely a CA/11
mintabol szarmazé HPV11 szekvencia kivételével minden HPV11 genomban megtalalhato.
(CR2). Az Eba és az E7 ORF-ben azonositott aminosav eltéréseket ismert teljes
kristalyszerkezet hidnya miatt nem tudtuk modellezni.

Az L1 ORF-ben 1j, aminosavcserét eredményez6 nukleotidcserét nem azonositottunk, de

harom, aminosavcserét nem eredményez6t igen, melyek koziil a C6028T a CA/11 szekvencia
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kivételével minden Aaltalunk vizsgalat korabbi (Gall és mitsai., 2013) és ) HPVI11
szekvenciaban megtalalhato. A 6484-es pozicidoban harom mintaban azonositottunk nukleotid
polimorfizmust, két szekvenciaban (JO-RRP8/11 és CAC/11) ebben a pozicidban a timin
citozinra cserélddik, egy esetben pedig a timin helyett guanin talalhaté a genomban (AO-
RRP1/11). A C6607T aminosavcserét ugyancsak nem eredményezé mutacio, melyet a JO-
RRP7/11 beteg mintajabol mutattuk ki. Munkacsoportunk korabban leirt két aminosavcserét
(A476V, S486F) eredményez6 mutaciot (7197T és C7227T) a {6 kapszidproteint kodold L1
ORF-ben; az eltéréseket egyetlen beteg (JO-RRP2/11) szdvetmintaibol tudtuk Kimutatni
(génbanki azonosito: HE574702) (Gall és mtsai., 2013). Jelen tanulmanyunkban lehet&ségiink
volt az ettél a betegtdl szarmazo, oralis mukozardl gyijtott exfolialt sejt mintak HPV
tartalmanak vizsgalatara is. A mintakban azonositott HPV11 szekvenciaban - a papilléma
szOvetbdl szarmazd szekvencidval szemben - ez a két, aminosavcserét eredményezd mutacio
hianyzik L1 ORF-bdl.
elhelyezked6 aktin-koté doménben lokalizalodik (Wang és Roden, 2013) és csak a CA/11
mintaban talalhat6. A kizarolag az AO-RRP2/11 beteg mintdjdban kimutatott nukleotid eltérés
kialakulasat és igy csonka fehérje szintézisét eredményezi (L1 koté domén HPVI1 L2
fehérjében 396 és 439 aminosavak kozott talalhaté) (Wang és Roden, 2013). Az L1 és L2
ORF-ben azonositott aminosav eltérések in silico fehérje modellezése, illetve funkcionalis
vizsgalata folyamatban van.

Az E2 in silico protein modellezési eredményeit a funkcionalis vizsgalat eredményeivel
egylitt a ,,HPV11 E2 korai virusfehérjék modellezése és az E2 protein funkcionalis

vizsgalata” alfejezetben mutatom be.
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17. tablazat: A HPV11 szekvencidkban azonositott nukleotid mutaciok

Nt Referencia JO- JO- JO- JO- JO- AO- AO- Aminosav
ORF pozicio | (M14119) | RRP211° | RRP7/11 | RRP8/11" | RRPY/11" | RRP10/11 AO-RRP1/11 RRP2/11 | RRpa/11 | CACAL | CALL | vas/megieayzés
E6 137 T C C C C C [ C [ C C nem
(nt 102- 323 T C nem
554) 380 C T T T T T T T T T nem
E7
(nt 530- 662 G T T T T T T T T T A45S
826)
1107 A C C [ [ C [ C nem
1130 A C N100T
E1l 1623 T C nem
(nt 832- 1713 A T T nem
2781) 1870 A T 1347F
2358 C T T T T T T T nem
2580 A G G G G G G G G nem
2884 C T T T T T T T T T nem
2888 T C [ C [ [ [ C [ C nem
3211 A G nem
3381
E2-ben nem
3391 A G G G . G G Q46R E4-ben
3436 G A A A A A delécto A A A E2-ben nem
G61E E4-ben
3438
S245F E2-ben
P68S E4-ben
(EnZt 2793- 3456 c T (P50S El-AE4 fazios
3826) fehérjében)
E4 N2%7F;I'EI32£)ben
T7 -ben
gn5t831§55 3462 A ¢ (T52P E1"E4 fuzids
fehérjében)
T E2-ben nem okoz
(a delécid miatt mar nem S78L E4-ben
3487 c T T T T T eredményez T T T (S60L E17E4 fuzio
kereteltolodast) fehérjében)
3626 A C C C C C C C C C nem
G
3645 A G G G G G (a deléci6 miatt mdr nem G G G K308R E2-ben
eredményez
kereteltolodast)
3727 A C nem
Nem-
kodolo 3832 A G G G G G G G G G nem kodold
régid
ES5A 3952 A T T T T T T T T T 128F
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(nt 3871- 3985 G A D39N
4146) 3991 G C C C C C C C C C V41L
4142 A C nem
Nem-
kodolo 4380 T G nem kodolo
régiod
4521 A C E35D
L2 4569 T G nem
(Nt 4417- 4602 T A nem
5784) 4647 C T T T T T T T T T nem
4887 C A A A A A A A A A A nem
5437 G T E341*
L1 6028 C T T T T T T T T T nem
(nt5771- 6484 T C G C nem
7276) 6607 C T nem
7331 T G
LCR 7413 A C C C C C C C
(nt 7277- 7479 C T T T T T T T T T
7933 1- 7509 T delécio delécio delécid delécio delécio delécio delécid delécio delécié | delécio
101) ' 7547 T C C C C C C C C C
7584 - C inzercid . C ., C inzercid C inzercid C inzercid C inzerci6é | C inzercid | . C ., felteteleze}t ,,USF and
inzercié inzercio Sp-1 kotd-hely

ORF: nyitott leolvasasi keret (open reading frame); E: korai (early); L: kés6i (late); LCR: hosszu szabalyozé régio (long control region); nt nukleotid; JO-RRP: fiatalkori
rekurrens 1égati papillomatozis (juvenile onset recurrent respiratory papillomatosis), AO-RRP: felnéttkori rekurrens 1égati papillomatozis (adult onset recurrent respiratory

papillomatosis); CAC condyloma acuminatum; CA cervikalis atipia

“T6bb recidivabol szarmazd HPV11 genomot is vizsgaltunk.
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7.2 A hosszu szabdlyozo régio (LCR) funkciondlis vizsgdlata
7.2.1 A HPV6 LCR funkciondlis vizsgalatanak eredményei

A HPVG6A klaszterbe (korabban HPV6b ¢és rokon genomok) tartozo szekvenciak LCR-
¢ben a referencia genom (génbank azonosito: NC 001355) LCR-éhez képest hat
nukleotidcserét azonositottunk, amelyek a G7815C kivételével mindharom genomban
megtalalhatoak. Ezek az eltérések befolydsolhatjdk a Iehetséges transzkripcids faktor
kotohelyek el6fordulasat (18. tablazat). Az LCR-ek funkcionalis vizsgalata soran a harom
egyedi LCR transzkripcios aktivitdsa szignifikansan nem tért el sem egymastol, sem pedig a
referencia LCR aktivitasatol (p= 0,47-0,99).

18. tablazat: A HPVG6A klaszterba (korabban HPV6b) tartozd szekvenciak LCR-ében
azonositott SNP-k és a lehetséges transzkripcids faktor kotdhelyek érintettsége

Nukleotid | Referencia AO- AO- AO- Mesieovzés
pozicié | (NC_001355) | RRP2 | RRP3 | RRP4 glegy
feltételezett FOXP3 kotohely elvesztése,
7313 G T T T GR-B 1 feltételezett kotdhely megjelenése
feltételezett C/EBP-B, GR-p kotbhely elvesztése,
7585 A c c c LEF-1, SRY 1j feltételezett kotéhely megjelenése
feltételezett C/EBP-B kotbhely elvesztése;
7653 G C C C GR-p és C/EBP-a uj feltételezett kothely
megjelenése
feltételezett C/EBP-B és NF-1kot6hely elvesztése;
7654 C A A A GR-B (i feltételezett kothely megjelenése
7815 G C C feltételezett C/EBP- kotéhely megjelenése
kozvetleniil a viralis E2 regulator kotéhelye
7860 G A A A mellett;
C/EBP-B 1y feltételezett kotéhely megjelenése

AO-RRP: felnéttkori rekurrens 1éguti papillomatdzis (adult onset recurrent respiratory papillomatosis)

A HPV6BL1 alcsoportba (korabban HPV6ve és rokon genomok) tartozo kilenc LCR
szekvencigja koziil hét megegyezett a referencia genom (génbanki azonositd: AF092932)
LCR-énck szekvenciajaval, tovabbi kett6ben pedig harom nukleotid cserét azonositottunk.
Ezek a mutaciok nem befolyasoljak a potencialis transzkripcios faktor kotéhelyeket (19.
tablazat). Mivel referencia HPV6B1 plazmid nem all rendelkezésiinkre, a variansok LCR
aktivitasanak Osszehasonlitdsdhoz sziikséges referencia LCR aktivitast az alabbiak szerint
hataroztuk meg. Meghataroztuk harom, a referencia LCR szekvencidval azonos, HPV6B1
csoportba tartozo genom (AO-RRP1/6, AO-RRP5/6, AO-RRP7/6) LCR aktivitasat; ezek nem
kiilonboztek egymastol szignifikdnsan (p = 0,83-0,96) és a referencia LCR aktivitast ezen
aktivitasok harom ismétlésben mért atlagaként definialtuk (12. abra). A két egyedi LCR
szekvencia koziil a JO-RRP2/6 LCR aktivitasa a referencia aktivitishoz hasonlo volt (relativ

aktivitas 0,88; p = 0,20), ezzel szemben a CAC1/6 LCR-e szignifikansan magasabb

49




transzkripcids aktivitassal rendelkezett, mint a referencia aktivitas (relativ aktivitas: 1,75; p
<0,001) (13. abra).

19. tablazat: A HPV6B1 (korabban HPV6vc) klaszterba tartozd szekvenciak LCR-ében
azonositott SNP-k és a lehetséges transzkripcids faktor kotdhelyek érintettsége

Nukleotid pozicio | Referencia | JO-RRP2 | CAC1 Megjegyzés
(AF092932)
7332 A C
7342 A G
7909 T G C/EBP-B és GR feltételezett kot6helye

JO-RRP fiatalkori rekurrens 1éguti papillomatdzis (juvenile onset recurrent respiratory papillomatosis); CAC
condyloma acuminatum

1.0
0.8
0.6
0.4

0.2 —

0.0

Relativ luciferdz aktivitas

AO-RRP1/6  AO-RRP5/6 AO-RRP7/6 HPV6 B1
referencia

12. abra: HPV6BI referencia LCR aktivitas meghatarozasa

A B2 alcsoportba tartozo egyetlen HPV6 szekvencia tartalmaz egy 19 bp hosszisaga
deléciot (nt 7361-7379), valamint tovabbi két muticiot. A delécid kovetkeztében négy
lehetséges transzkripcios faktor kotéhely tlinik el (20. tablazat). Mivel B2 alcsoportba tartozo
referencia genom szintén nem allt rendelkezésiinkre, a B2 alcsoportba tartozé genomunk LCR
aktivitasat a Bl alcsoportba tartozo LCR-ek aktivitasahoz hasonlitottuk; az LCR aktivitasa
csak a CAC-bol szarmazo minta LCR aktivitasatol tért el szignifikansan (p<0.001).

Osszehasonlitva a HPV6 intratipusos variansok LCR aktivitasat, az A klaszterbe tartozo
LCR-ek szignifikdnsan nagyobb aktivitdst mutattak a B1 vagy B2 alcsoportba tartoz6 LCR-
ehhez képest, mind az egyes szekvenciak, mind pedig a klaszteratlagok &sszehasonlitasakor
(mindkét Osszehasonlitdsban p<0,001). A HPV6 szekvencidk luciferdz aktivitdsmérésnek

Osszefoglald eredményeit mutatja be a 13. abra.
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20. tablazat: A HPV6B2 klaszterba tartozdé szekvencia LCR-&ben azonositott SNP-k és a
lehetséges transzkripcids faktor kotohelyek érintettsége

Nukleotid | Referencia . .
pozicié | (FR751328)| ASCUSL Megjegyzés
7368-7386 19 bp delécio* feltételezett C/EBP-B, FOXP3, PR A, PR B kotShely
elvesztése
7623 T T feltételezett GR kotohely elvesztése
7645 T C feltételezett HOXD9, HOXD10 kotéhely elvesztése; GR-B,
TFIID esetében feltételezett kotOhely elvesztése

ASCUS atypical squamous cells of undetermined significance (ismeretlen jelentGségii atipusos laphamsejtek);
“TATATGTATGTGTGTTGTA

KKk

*RK

=3 =
3 o
—_—
[ m—t

Relativ luciferaz aktivitas

NC 01355 AO-RRP2/6 AO-RRP3/6 AO-RRP4/6 HPVG6 Bl ref [ JO-RRP2/6 CACL/6 ASCUS1/6
HPV6 A klaszter

HPV6 Bl alesoport HPV6 B2 alesoport

13. abra: HPV6 LCR-ek transzkripcios aktivitasdnak vizsgélata luciferaz riporter esszével ““p<0,001; AO-RRP:
feln6ttkori rekurrens 1égti papillomatozis (adult onset recurrent respiratory papillomatosis); JO-RRP: fiatalkori
rekurrens 1égti papillomatozis (juvenile onset recurrent respiratory papillomatosis); CAC: condyloma
acuminatum

7.2.2 A HPVII LCR funkciondlis vizsgadlatanak eredményei

A funkcionalis vizsgalatok soran hasznalt HPV11 referencia plazmid-ot a heidelbergi
Krebsforschungszentrumban allitottak el6 és H. zur Hausen bocsatotta rendelkezésiinkre.

Az jonnan vizsgalatba vont mintdink esetében csak egyetlen 0j mutacidt azonositottunk,
a JO-RRPY/11 betegtdl szarmazé HPV11 genom LCR-ében (T7331G). Iranyitott
mutagenezissel megvizsgalva a mutacid6 LCR aktivitasra gyakorolt hatasat, megallapitottuk,
hogy ez az eltérés nem befolyasolja szignifikansan a szabalyozo régi6 transzkripcios aktivalo
hatasat.

A tizenot altalunk vizsgalt HPV11 szekvencia LCR-ében azonositott nukleotidcserék
alapjan, az LCR aktivitasok konnyebb Osszevethetdsége c€ljabol mintazatokat hatdroztunk

meg (21. tablazat). Az egyes LCR mintazat (M1) hét szekvencia LCR-ében fordul el6, melyek
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kozott 6t kozepes sulyossagii JO-RRP-bdl és AO-RRP-bdl, egy sulyos JO-RRP-bol, egy
pedig CAC mintabol szarmazott. A masodik LCR mintazat (M2) két szoliter
gégepapillomabol (JO-RRP3/11 és JO-RRP5/11) szarmazé szekvenciaban fordult el6 (Gall és
mtsai., 2013). A harmadik LCR mintazat (M3) egy kozepes stlyossagu (JO-RRP1/11; Gall és
mtsai., 2013) és a jelen tanulmanyban bemutatott silyos korlefolyastt JO-RRP7/11 mintabol
szdrmazo szekvenciaban van jelen. A négyes, 6t0s és hatos LCR mintazatok (M4, M5 és M6)
egy-egy LCR szekvenciat foglalnak magukba. Az M3 és M6 kozott egyetlen kiilonbség a JO-
RRP9/11 szekvenciaban azonositott T7331G nukleotid mutacié. A CA/11 szekvencia LCR-e
identikus a referencia szekvencia (génbanki azonosito: M14119) LCR-ével, igy ezt az LCR

szekvenciat a referencia mintazathoz (Ref) soroltuk.
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21. tablazat: HPV11 LCR mintazatok.

(MTZI.lQ) 1. mintazat 2. mintazat 3. mintazat 4. mintazat 5. mintazat 6. mintazat Megjegyzés
7331 semleges T G
7413 attenudtor A C
7479 enhanszer C T T T T
7509 kbzepes T delécio delécid delécio delécio delécio
attenuator
7547 eros T c c c c C Cc
attenuator
feltételezett
7585 semleges - C inzercid C inzercid C inzercid C inzercid C inzercid USF és Sp-1
koté-hely
7719" G inzercid G inzercid G inzercid G inzercid G inzercid G inzercid G inzercid feltételezett Sp-
7720 C inzercié C inzerci6 C inzerci6 C inzerci6 C inzerci6 C inzercié C inzercié ! gﬁzftly
Kozepes kozvetleniil E2
7904 T A kotoé-hely
enhanszer
mellett
JO-RRP2/11
(HE574702 &
MK313763)
JO-RRP8/11
(MK313765)
3&55581%1;)1 JO-RRP3/11 | JO-RRP/11
Betegek/szekvencidk CA/11 AO-RRP1/11 (HE574703) (HE574701) JO-RRP4/11 JO-RRP6/11 JO-RRP9/11
(MK313768) (MK313761) JO-RRP5/11 | JO-RRP7/11 | (HE574704) | (FR872717) | (MK313766)
AO-RRP2ILL (HE574705) | (MK313764)
(MK313762)
AO-RRP3/11
(MW404328)
CAC/11
(MK313767)

JO-RRP: fiatalkori rekurrens 1égtiti papillomatozis (juvenile onset recurrent respiratory papillomatosis), AO-RRP: felnéttkori rekurrens 1éguti papillomatozis (adult onset
recurrent respiratory papillomatosis); CAC condyloma acuminatum; CA cervikalis atipia
*Feltételezett szekvenalasi hiba a génbanki referencia genomban (génbanki azonosito: M14119) (Gall és mtsai., 2013; Heinzel és mtsai., 1995)
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Az LCR aktivitasi vizsgalatok soran legmagasabb luciferdz aktivitast a referencia

plazmid és a CA/11 identikus LCR-ek esetében mértiik (referencia mintazat). A tobbi LCR, a

JO-RRP6/11 (M5) mintabol szarmazo LCR aktivitasanak kivételével, szignifikansan

alacsonyabb aktivitast mutatott (p < 0,005 minden esetben) a referenciahoz képest (14. abra).

1,40

120 —TF

1,00 -

0,80 -

0,60 -

0,40 -

0,20 -

Relativ luciferaz aktivitas

0,00 -

Mi14119

CAM

Ref Mintdzat

JO-RRP2/11
JO-RRP&/11

JO-RRP10/M11

AO-RRP1/11

2

AO-RRP2/11
AO-RRP3/11

cAacm

JO-RRP3/11

3

JO-RRP5/11

JO-RRP1/11

M3

JO-RRP7/11

JO-RRP9/11

JO-RRP4/11
JO-RRP&/11

M4

5
3

14. abra: A HPV11 LCR szekvenciak luciferaz aktivitasanak mérési eredményei

A legkisebb aktivitast a szoliter papillomakbol szarmazoé M2 mintazati LCR-ek mutattak
(JO-RRP3/11 ¢és JO-RRP5/11); aktivitasuk szignifikansan alacsonyabb, mint az M1 és M3-
M6 LCR mintazatoké (p = 0,026-t61 p < 0,004) (15. abra). A funkcionalis vizsgalatok

statisztikai eredményeinek 6sszehasonlitdsat mutatja a 22. tablazat.

22. tablazat: Eltérd LCR mintazatok luciferdz aktivitasanak statisztikai 6sszehasonlitasa

M1 M2 M3 M4 M5 M6
Ref. mintazat | 0,003 | 0,003 | 0,003 | 0,005 | NSZ | 0,003
M1 0,026 | NSZ | 0,023 | 0,003 | NSZ
M2 0,004 | 0,003 | 0,003 | 0,003
M3 NSZ | 0,003 | NSZ
M4 NSZ | NSZ
M5 0,005

NSZ nem szignifikans
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15. 4bra: Egyes LCR mintazatok luciferaz aktivitisanak mérési eredményei

7.3 HPV11 E2 korai virusfehérje modellezése és az E2 protein varidansok
funkciondalis vizsgadlata

Az E2/E4 ORF-ben 12 nukleotidcserét azonositottunk, melyek koziil ketté 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 aminosavcserét a JO-RRP4/11 paciens mintdjabol kimutatott HPV11
szekvencidban azonositotta korabban a munkacsoportunk (Gall és mtsai., 2013), mely a
fehérje transzaktivacios (E1-kot6) doménjében (TAD) talalhatdo és az E2 protein felszini
toltésének valtozasat okozza. A Q86 kotdédik a szomszédos E2 monomer lanc K45
aminosavahoz, mig a K86 a fehérje felszinén helyezkedik el (19. 4dbra). A kotési energia
kiilonbozik a két TAD monomer esetében; a referencia E2 esetében kissé alacsonyabb, mint a
mutans E2-nél (-6,30 kcal/mol szemben -6,62 kcal/mol). A referencia E2 (Q86) esetében a
fehérje felszini toltése negativabb, ezzel szemben a varians K86 E2 felszine a lizin jelenléte
kovetkeztében pozitivabba valik (16. abra).

A JO-RRPY/11 mintabol kimutatott HPV11 genomban két egyedi E2 eltérést
azonositottunk (S245F és N247T). Mindketté a hinge-régioban talalhatd, mely részt vesz a
HPV genom nukledris transzportjanak szabalyozasaban, azonban ugy tlinik, hogy nem
befolyasoljak kozvetleniil ezt a folyamatot és nem valtoztatjdk meg a régid felszini
elektrosztatikus potencialjat sem (17. abra). A foszforilacios hely predikciéo alapjan
valoszintsithetd, hogy a S245F csere kovetkeztében eltiinik egy foszforilacios hely a protein

kindz A és B targetjének szamitdé egyik RXXS motivumban. Ezzel szemben az N247T
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feltehetden 1étrehoz egy foszforilacios helyet, bar a predikcid alapjan ez gyenge affinitasu

foszforilacios targetnek tiinik (17. abra).

gﬁv(m

Lys45(By 7
‘@ GIn86(A)

Tyr87(A)

Trpl45(A)

Lys86(A)

16. abra: A referencia HPV11 E2 transzaktivacios doménje (sarga és narancssarga) és Q86K aminosavcserét
tartalmaz6 HPV11 E2 transzaktivaciés doménje, valamint a Q86 és K86 2D ligand kdlcsonhatasok plot-jai. A
pozitiv toltésii fehérje felszint kék, a negativ toltési felszint piros, mig a semleges toltésiit fehér szin jeloli.

Az E2 fehérje DNS-k6td és dimerizacidért felelés doménjében (DBD) lokalizalodo
K308R aminosavcsere a vizsgalt szekvenciak jelent6s részében megtalalhatd. Az eltérés nem
valtoztatja meg kozvetleniil a DBD DNS-kotését; a referencia E2 (K308) illetve az R308 E2
fehérjék fehérje-DNS kotési energiaja megegyezik (17,24 kcal/mol) (Yang és Deng, 2020).
Ezt tdmasztja ald a 18. abran lathato fehérjemodellezés eredménye, ahol lathatd, hogy a K308

nem a DNS felé helyezkedik el. A fehérje dimerizacidjat azonban jelentésen megvaltoztatja a
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K308R aminosavcsere. A referencia fehérje K308-t tartalmazo oldallanca hidrogén kdtéseken
keresztiil kapcsolodik a DNS-koté hélix stabilizalo fehérje lancanak F311 és E312
aminosavaihoz (18. abra). Az R308 esetében, a terjedelmesebb arginin a dimer masik fehérje
oldallancaval all szemben, az S322-hoz kotédik (19. abra). Az igy 1étrejott hidrogén kotések
jelentdsen megemelik a teljes kotési energiat a két E2 monomer kozott, amely a K308

referencia fehérjében -17,23 kcal/mol, mig az R308 aminosavcsere esetében -22,46 kcal/mol.

K308

Lys308(A)
; ? His309(A)

Phe311(A)

e I 9 Leu310(A)

Glu312(A)

18. abra: HPV11 referencia E2 DBD doménjeinek 3D kdlcsonhatasai a szomszédos oldallancokkal (zold szinnel,
hidrogén kotések szaggatott kék vonallal jelolve), valamint a 2D interakciok plotja

Glu312(A)

Ser322(B)

Phe311(A)

Arg308(A)

290 Tyr307(A)

His309(A)

Lys306(A)

19. abra: HPV11 K308R E2 DBD doménjeinek 3D kolcsonhatésai a szomszédos oldallancokkal, (z61d szinnel;
hidrogén kotések szaggatott kék vonallal jeldlve), valamint a 2D interakciok plotja

Az 58 bp hosszusagi delécio (AO-RRPI1/11) jelentés leolvasasi kereteltolodast
(referencia E2-ben NCLKCFRYRLN, delécios mutansban VSSTVREV) okoz a fehérje C-
terminalis régidjaban, megzavarva a stabilizalo béta szal funkcigjat €s megvaltoztatva a DNS-
koté motivumot. Tovabba a delécido pozitiv toltésii aminosavak kiesését eredményezi,
melynek kovetkeztében a fehérje felszine kissé negativva valik. Osszességében ez a két

valtozas a fehérje DNS-kot6 képességének elvesztéséhez vezethet.
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Homol6g modellezéssel és loop modellezés hasznalataval 1étrehoztuk a teljes hosszusagu

referencia HPV11 E2 fehérje dimer homoldgjainak modelljét, melyet a 20. dbran lathato.

TAD
.. Hinge
B oeo

20. abra: Referencia HPV11 E2 fehérje dimer homologjanak modellje. A DNS-k6t6 domént (DBD) jeldli a
rozsaszin/lila szin, a transzaktivacios domént a sarga/narancssarga, mig a két szakaszt 6sszekotd hinge-régiot
vilagoszold/sotétzold szinnel abrazoltuk.

E2/E4 ORF-ben azonositott aminosavcserét eredményez6 nukleotid eltérések koziil 6t az
E1"E4 fazios fehérjét is érinti. A Q46R (Q28R az E1"E4 fuzids fehérjében) aminosavcsere
megtalalhatd 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/11 mintakbol kimutatott HPV1I
¢és az S78L (S60L a fuzids fehérjében) aminosaveserék csak a CA/11, JO-RRP6/11, illetve az
AO-RRPI1/11 esetében detektaltuk és a fehérje loop és negativ toltésti prolin-gazdag
régidjaban lokalizdlodnak. A P68S és T70P (P50S ¢és TS52P a fuzios fehérjében)
aminosavcseréket csak a JO-RRP9/11-es mintaban azonositottuk és a fehérje negativ toltésii
prolin-gazdag régiojat érintik.

Az 58 bp hosszisagu delécié (AO-RRP1/11) aminosav-vesztést okoz az E1°E4 fuzids
fehérjében a 25. és 43. aminosavak kozotti régidban, amely befolyasolja a fehérje prolin-
prolin-gazdag, illetve a negativ toltésii prolin-gazdag régiok kozotti kolcsonhatas altal
kialakitott E4 folding elvesztéséhez vezet.

Az E2 protein és az LCR kolcsonhatasat vizsgald kotranszfekcios kisérletek elvégzése
elott az E2 fehérjék esetében is varians csoportokat hataroztunk meg a vizsgalt HPV11

szekvenciak korében. Az 6t varians csoport az alabbiak szerint alakul: (i) a referencia varianst
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a referencia szekvencia, a CA/11 és a JO-RRR6/11 alkotja; (ii) az 1. varianshoz (V1)
tartoznak azok a mintak, amelyekben kizarolag csak a K308R aminosavcsere talalhato: JO-
RRP1/11, JO-RRP2/11, JO-RRP3/11, JO-RRP5/11, JO-RRP7/11, JO-RRPS8/11, 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
¢s K308R aminosav cseréket tartalmazo szekvencia keriilt (JO-RRP4/11); (v) a 4. varians
(V4) pedig a S245F, N247T ¢s K308R aminosaveltéréseket tartalmazdo HPV11 szekvencia
(JO-RRP9/11) (23. tablazat).

A kotranszfekcids kisérletekben az LCR mintazatok és az E2 varidnsok harom
kombinaciojat vizsgaltunk; (i) a referencia LCR és az egyes varians E2 fehérjék kozotti
kolesonhatés, (i1) a referencia E2 hatasa az eltéré mintazati LCR-ek aktivitasara, és végiil (iii)

az egyedi LCR mintazatok és a hozzajuk tartozo egyedi E2 fehérjék kapcsolata.
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23. tablazat: Human papillomavirus 11 E2 varians csoportok

Referencia tipus

1. varians

Referenc!a Szekvencia tipus 1 Szekvencia tipus 2 Szekvencia tipus 3 2. varians 3. varians 4. varians Aminosav cserék
szekvencia
2978 C A Q86K E2-ben
3381
Q46R E4-ben
3391 A G G (Q28R E1"E4 fuzi6s
s fehérjében)
58 bp delécio G61E E4-ben
3436 G A A A A A (G43E E1"E4 fuzios
fehérjében)
3438
S245F E2-ben
P68S E4-ben
3456 c T (P50S E17E4 fuzi6s
fehérjében)
N247T E2-ben
T70P E4-ben
3462 A c (T52P E1"E4 fuzids
fehérjében)
3487 C T T T T T T S78L E4-ben
3645 A G G G G G K308R E2-ben
JO-RRP1/11 (HE574701)
JO-RRP2/11 (HE574702
& MK313763)
JO-RRP3/11 (HE574703)
JO-RRP5/11 (HE574705)
Betegek CA/11 JO-RRP6/11 JO-RFEIZ)S_/;;I&I\I/IOI713113765) JO-RRP7/11 AO-RRP1/11 JO-RRP4/11 JO-RRPY9/11
(MK313768) (FR872717) (MN788368) (MK313764) (MK313761) (HE574704) (MK313766)
AO-RRP2/11
(MK313762)
AO-RRP3/11
(MW404328)

CAC/11 (MK313767)

JO-RRP: fiatalkori rekurrens 1éghti papillomatozis (juvenile onset recurrent respiratory papillomatosis), AO-RRP: felnéttkori rekurrens 1éguti papillomatozis (adult onset

recurrent respiratory papillomatosis); CAC condyloma acuminatum; CA cervikalis atipia

60




A referencia LCR és a varians E2-k kolcsonhatasat vizsgalva a referencia E2, valamint a
V3 és V4 E2 variansok szignifikdnsan emelték a referencia LCR luciferdz aktivitasat
(p=0,002 minden esetben). A V1 E2 varians detektalhato, de statisztikailag nem szignifikans
novekedést okozott, mig a csonka E2 (V2) nem valtoztatta meg az LCR alap aktivitasat. A
variansokat Gsszehasonlitva, a legnagyobb mértékben a referencia E2 emelte a referencia
LCR aktivitasat, ezt kovette a V3 és V4 (p=0,002-0,003), végezetiil a V1 valtozat. Ezen
vizsgalatok eredményeit mutatja be a 21. abra, valamint a statisztikai analizis eredményeit

foglalja 0ssze a 24. tablazat.
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0,80 [ \
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0,20 +— —

0.. 00 T T T T T 1
Alap Ref. V1 V2 V3 V4

21. abra: A varians E2 fehérjék hatasa a referencia LCR luciferaz aktivitisara

24. tablazat: A kilonboz6 HPV11 E2 variansok referencia LCR alap aktivitasara gyakorolt
hatasanak statisztikai 6sszehasonlitasa.

Referencia varians | V1 V2 V3 V4
Alap LCR aktivitas 0,002 NSZ | NSz | 0,002 | 0,002
Referencia varians 0,002 | 0,002 | NSZ | 0,003
V1 NS | 0,002 | 0,002
V2 0,002 | 0,002
V3 NSZ

NSZ nem szignifikans

A referencia E2 varidns minden LCR mintdzat esetében fokozta a luciferaz aktivitast. Az
M1 és M2 esetében statisztikailag nem szignifikdns mértékli volt az emelkedés, azonban a
referencia, az M3, M4, M5 és M6 LCR mintazat esetében szignifikansan megnovelte az LCR
luciferaz aktivitasat (p=0,004 minden esetben) az alap aktivitashoz képest. A referencia LCR
aktivitdshoz viszonyitva azonban egyik mintazatnal sem volt statisztikailag szignifikans
eltérés. A kotranszfekcios kisérletek ezen eredményeit a 22. abran lathatjuk, mig a statisztikai

elemzés eredményeit a 25. tablazat foglalja 6ssze.
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22. abra: Referencia E2 fehérje hatasa az eltéré mintazata LCR-ek luciferaz aktivitasara

25. tablazat: A referencia HPV11 E2 ¢s az eltérd mintazatt LCR-ek kolcsonhatasanak
vizsgalatabol szarmazo6 eredmények statisztikai 6sszehasonlitdsa.

Referencia M1 M2 M3 M4 M5 M6
LCR

Alap LCR 0,004 NSZ NSz 0,004 0,004 0,004 0,004
aktivitas

Referencia NSZ NSz NSZ NSZ NSz NSz
LCR

M1 NSZ NSZ NSZ NSZ NSZ
M2 NSZ 0,097 0,084 0,092
M3 NSZ NSZ NSZ
M4 NSZ NSZ
M5 NSZ

NSZ nem szignifikans

Végezetiil megvizsgaltuk azon E2 variansok regulator hatasat a sajat LCR régiojukra. A
nukleotidcseréket tartalmazo eltéré mintazata LCR-ek és hozzajuk tartozé varians E2 fehérjék
kombinacidjanak vizsgalta soran azon E2 variansok (referencia varidns, V3 és V4), melyek a
referencia LCR aktivitasat is novelték, a sajat LCR-lik luciferaz aktivitasa esetében is hasonl6
hatast mutattak. Ahogy az varhaté volt, a csonka E2 (V2) nem befolyasolta a sajat LCR
aktivitasat sem. Azonban a V1 E2, amely a leggyakoribb varidns az altalunk vizsgalt
szekvenciak kozott, masképp viselkedett az eltér6 LCR-ekkel. Az alacsonyabb aktivitassal
rendelkez6 M1 és M2 mintazati LCR-ek aktivitasat a V1 mintazatia E2 megndvelte, azonban
ez az aktivitas statisztikailag nem volt szignifikansan magasabb, mint a referencia LCR alap
aktivitasa. Amikor magasabb aktivitassal rendelkez6 LCR mintazattal (M3) kombinaltuk a V1
E2 varianst, akkor az szignifikansan magasabb aktivitast eredményezett, mint a referencia

LCR alap aktivitdsa, azonban még igy is szignifikdnsan alacsonyabbnak bizonyult, mint a
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referencia E2 altal kivaltott referencia LCR aktivitas emelkedése. A vizsgalati eredményeket a

23. 4bra mutatja be, mig a statisztikai értékelés eredményét a 26. tablazatban foglaltuk ossze.

1.40

1.20

1.00

Relativ luciferaz aktivitas

0.60

0,00

1 ]: .
Ref. V1 | V2 V1 V1 V3 Ref. V4
Alap Ref. M1 M2 M3 M4 M5 Mo

23. abra: Az Gsszetartoz6 varians HPV11 E2 fehérjék és LCR-ek kotranszfekcids vizsgalatanak eredményeli

26. tablazat: Az Osszetartoz6 HPV11 E2 és LCR mintazatok kotranszfekcids vizsgalatanak
statisztikai 0sszehasonlitdsa.

Ref. LCR | LCRM1 | LCRM1 | LCRM2 | LCRM3 | LCRM4 | LCRM5 | LCR M6
—~Ref.E2 | ~E2V1 | —-E2V2 | —-E2V1 | —E2V1 | —E2V3 | —ref.E2 | —E2V4
Alap LCR 0,005 NSz NSz NSz 0,006 0,011 0,005 0,017
aktivitas
Ref. 0,005 0,005 0,005 0,005 0,005 NSz 0,005
mintazat —
Ref. E2
LCR M1 - NSz NSz NSz NSz 0,005 NSz
E2 V1
LCR M1 - NSz NSz NSz 0,005 NSz
E2 V2
LCR M2 - NSz NSz 0,005 NSz
E2 V1
LCR M3 - NSz 0,005 NSz
E2 V1
LCR M4 - 0,005 NSz
E2 V3
LCR M5 - 0,005
ref. E2

NSZ nem szignifikans
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8. Megbeszélés

Bar az alacsony onkogén kockazati human papillomavirusok altal okozott
megbetegedések rendszerint enyhe tiinetekkel jarnak, néhany esetben az ¢életmindséget
jelentésen rontd korlefolyas, vagy akar életet veszélyeztetd allapot is kialakulhat a fertdzés
kovetkeztében (Derkay ¢és Bluher, 2019). Mig a magas onkogén kockazati genotipusok
esetében az intratipusos variancia és a korlefolyasban megmutatkozd kiilonbségek egyre
inkabb ismerté valnak, addig az alacsony onkogén kockazati genotipusok esetében a
betegségek lefolyasa kozotti kiilonbségek magyarazataul szolgald virulencia mechanizmusok
nagyrészt ismeretlenck. Munkacsoportunk korabbi HPV1l-re vonatkozé vizsgalatai azt
mutattak, hogy az LCR-ben el6fordulé nukleotid polimorfizmusok hatassal lehetnek a
regulator régid transzkripciot szabalyozo hatasara, igy eldforduldsuk 6sszefiiggésben lehet az
adott varians altal okozott betegség sulyossagaval (Gall és mtsai., 2013).

A HPV6 teljes genom szekvenciaink filogenetikai analizise soran kapott eredményeink -
hasonléan Jelen és munkatarsai (2014) eurdpai szekvencidk elemzése soran kapott
eredményeihez — a Bl filogenetikai csoport (korabban HPV6vc) dominanciajat és a B3
alvonal (korabban HPV6a) szignifikdnsan alacsonyabb eldforduldsi gyakorisdgat mutatjak
(Jelen és mtsai., 2014). Egy dél-amerikai tanulmany esetében szintén a B1 alvonal halmozott
eléfordulasat irtdk le, a masodik leggyakoribb alvonalnak pedig a B3 bizonyult; ezen
eredmények Osszhangban vannak Jelen és munkacsoportja altal kapott, Dél-Amerikara
vonatkoz6 megoszlasi adatokkal (Jelen €s mtsai., 2014; Sichero és mtsai., 2021). Tovabbi
hasonlosag eredményeink és a dél-amerikai eredmények esetében, hogy a kimutatott HPV6
szekvenciak jelentds része felndttkori papillomatdzisbol szarmazott (Sichero és mtsai., 2021).
Egy japan tanulmanyban a leggyakoribb filogenetikai vonalnak szintén a B1 alvonal
bizonyult, az esetszamuk hasonl6 volt a tanulmanyunkban vizsgalt HPV6 pozitiv mintak
szamahoz (Ikegami ¢és mtsai., 2021a). A jelen tanulmany esetében az alacsony esetszam miatt
a filogenetikai csoportok eléfordulasa és a nemek kozotti Osszefiiggés statisztikailag nem
vizsgalhato, de feln6tkori papillomatézisok esetében megfigyelhetd a férfi dominancia.

Vizsgalataink sordn az egy betegtdl szarmazd, egymast kovetd recidivakbol kimutatott
HPV6 szekvenciak egymassal identikusnak bizonyultak, ami a genomok stabilitasat mutatja;
ezt a jelenséget korabbi tanulmanyok is leirtak (Kocjan és mtsai., 2013; Measso de Bonfim ¢és
mtsai., 2015). Az alacsony variabilitas az egy pacienst6l szarmazé genomok szekvenciajaban
a HPV11 esetében is megfigyelhetd (Gall és mtsai., 2011; Gall és mtsai., 2013; Kocjan ¢€s

mtsai., 2013), azonban a HPV 16 esetében ennek ellenkez6jérél szamoltak be kutatocsoportok
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(Mendes de Oliveira és mtsai., 2015; Dube Mandishora és mtsai., 2018). 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 alatdmasztja azt a felvetést is, hogy a tiinetek 0jboli megjelenése nem (j
fert6zéshez, hanem a virus reaktivaciojahoz kapcsolhato.

Jelentds genomi atrendezd6dés ritkan torténik az alacsony onkogén kockazati genotipusok
esetében, ezek azonban altaldban valamilyen kedvezétlen valtozast, pl. malignus
transzformaciot okozhatnak (DiLorenzo és mtsai.,, 1992; Yuan és mtsai., 2012) vagy
hatasukra nagyobb szamu recidiva jelenhet meg (Seedat és mtsai., 2016).

A magas onkogén kockazatu genotipusok, mint példaul a HPV16 esetében, foként az E6
(Villa és mtsai., 2000; Zehbe ¢és mtsai.,, 1998; Zehbe és mtsai.,, 2009). Ezzel szemben
tanulmanyunkban a HPV6 E6 ORF esetében aminosavcserét eredményez6 mutaciét nem
detektaltunk, hasonléan a munkacsoportunk altal mar vizsgalt HPV11 genotipushoz (Gall és
mtsai., 2011; Gall és mtsai., 2013; jelen tanulmany).

Mindez arra enged kovetkeztetni, hogy az alacsony onkogén kockazati HPV genotipusok
esetében az E6 onkoproteint kodold6 ORF konzervativabb, mint a magas onkogén kockazata
genotipusok esetében (Gall és mtsai., 2011; Danielewski és mtsai., 2013; Kocjan és mtsai.,
2013; de Matos és mtsai., 2013). Ezzel szemben az E7 onkoprotein konzervalt jellege a két
csoport kozdos tulajdonsaga (Zehbe és mtsai., 1998; Van Doorslaer, 2013).

Eredményeink alapjan a HPV6 genotipus tobbi korai, illetve késéi ORF-je
variabilisabbnak bizonyult, viszont az egyes (al)vonalak kozott jelentds kiilonbség van az
ORF-ek és az LCR variabilitasaban. Az altalunk vizsgalt HPV6A filogenetikai vonalba
tartoz6 genomokban azonositott nukleotid polimorfizmusok tobb mint fele (15/25)
megtalalhatdo mindharom vizsgalt genomban, a szekvenciak nagyfoku hasonlosagot mutatnak.
A HPV11 referencia szekvencidhoz hasonléan (génbanki azonosito: M14119, Gall és mtsai.,
2013), a HPVG6A referencia (génbanki azonosito: NC_001355), illetve a génbanki
szekvencidk 0Osszehasonlitasaval meghatdrozott konszenzus szekvencia vizsgalata alapjan
felvetddott, hogy a HPV6A filogenetikai vonal referencia genomjaként megjelolt szekvencia
(génbanki azonosité: NC_001355) egy egyedi varians és nem ez reprezentalja a HPV6A
leggyakrabban el6fordul6, tigynevezett vad tipusat. Ezzel szemben a B1 alcsoportba tartozo
szekvenciak igen diverzeknek bizonyultak, valamint a dendrogramon kiilonbz6 tavolsagban
helyezkednek el a konszenzus szekvenciaval nagy hasonlosagot mutaté referencia

szekvencidhoz képest. A legtobb mutacid — elsdsorban az aminosavcserét is eredményezok -
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egyediek a B1 alcsoportban talalhatdo HPV6 szekvenciak esetében. Ezen egyedi mutaciokat
tartalmazé szekvencidk enyhe vagy kozepes sulyossagu (5-8 recidiva) RRP-bdl, illetve
condylomd-bol szarmaznak. Két, egyetlen recidivat mutatd felnbttkori papilloma (AO-
RRP6/6 és AO-RRP7/6) esetében egyetlen egyedi mutaciot azonositottunk az L1 ORF-ben.
Egyetlen A vonalba tartoz6 HPV6 szekvencia (AO-RRP4/6) esetében azonositottunk

aminosavcserét eredményez6 mutaciot az E5a ORF-ben. Az E35D (HPV11 esetében szintén

crcr

crer

kozott, a fehérje extracellularis részén lokalizalodik, mig a P78S aminosavcsere
feltételezhetéen egy 0j foszforilacios helyet hoz 1étre a fehérje harmadik transzmembran
doménjében (szintén a HPVI16 ES5 fehérje alapjan) (DiMaio és Petti, 2013). Az
extracellularisan elhelyezked6 E35D befolyasolhatja a novekedési faktorok kotédését, igy
hozzajarulhat a feln6ttkori RRP esetében a mérsékelt diszplazia kialakulasahoz.

A HPV6 genomok a legnagyobb diverzitast az E2/E4, L1 és L2 ORF esetében mutattak.
Ezek a mutaciok hatassal lehetnek a fehérjék funkcidjara, igy modosithatjak az egyes virus
variansok muikodését, ami pedig magyarazatot adhat arra, hogy egyes paciensek esetében
miért magasabb a recidivak szama; ez a megfigyelés 6sszhangban all a munkacsoport korabbi,
HPV11 genotipus vizsgalata soran kapott eredményeivel (Gall és mtsai., 2013).

A HPVG6BL1 alvonal esetében az E2/E4, L1 és L2 régio fehérje szinten is jelentds
variabilitast mutat. Az E2/E4 ORF-ben azonositott aminosavcserék koziil ketté 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-régiojaban talalhato (S246A a JO-RRP1/6-
ban), mely kovetkeztében feltételezhetd egy potencialis foszforilacios hely elvesztése a
fehérje foszforilacié szempontjabdl jelentds régiojaban. A negyedik aminosavcsere (E340D
az AO-RRP5/6-ban) a fehérje DNS-ko6t6 és dimerizaciés doménjében lokalizalodik. Ezek az
aminosavcserék helyzetiikb6l adédoan befolyasolhatjdk az E1 fehérje kotddését, illetve a
DNS replikacio inicialasanak folyamatat, ezaltal a transzkripcios aktivitast, az intracellularis
lokalizéciot, a kromatin kotddést és Onszabalyozést, vagy az L1 kotddését (Siddiga és mtsai.,
2015), illetve az E2 LCR-hez vald kotddésén keresztiil az onkoproteinek expresszidjat
(McBride, 2013). A 3459-es nukleotid pozicidt érinté timin-guanin csere nemcsak az E2
proteinben (S246A), hanem az E1"E4 fazi6s fehérjében (S50R, kozvetlen transzlacio esetén
S68R az E4 fehérjében) is megjelenik és az E4 fehérje negativ toltésii prolin-gazdag
régidjaban lokalizalodik (Doorbar, 2013).
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Az L1 fehérjében azonositott egyedi mutaciok (F441L a CAC1/6-ban és K449E a JO-
Osszekapcsolodasaban vesz részt, valamint magaba foglalja a kapszid 0sszeépiiléséért és az
enkapszidacioért felelos régiot, ezen kiviil hatdssal lehet a virionok heparan-szulfat
proteoglikanhoz (HSPG) vald kapcsolodasban is. Kutatocsoportok kimutattak, hogy HPV16
esetében a 449. pozicidban 1év6 lizin (K449) részt vesz a HSPG-hez torténd kapcesolodasban,
igy a lizin oldallanc cseréje (K449E) ronthatja ezt a kapcsolodast (Bishop és mtsai., 2007;
Buck ¢és mtsai., 2013).

A bemutatott HPV6 szekvencidkban azonositott mutaciok és polimorfizmusok — az
érintett fehérjék funkcioinak feltételezett modositasa alapjan — hatassal lehetnek a viralis
transzkripcid és/vagy replikacio szabalyozasara (E2), a HPV sejtb6l vald kiszabadulasara
(E4), a kapszid Osszeépiilésére és a genom enkapszidacidjara (L1, L2), valamint
befolyasolhatjak a virus és a gazdaszervezet kolcsonhatasat is (E5a, L1, L2), ezaltal hatassal
lehetnek az altaluk okozott megbetegedések korlefolyasara, igy akar prognosztikai
jelentdséggel birhatnak.

A HPV6 LCR esectében a viralis ORF-ekhez hasonld variabilitast lehetett megfigyelni.
Mig a HPV6BI1 (korabban HPV6vc) alcsoportban osszesen két szekvencidban, minddssze
harom mutaciot azonositottunk, addig az A filogenetikai vonalba (korabban HPV6b) tartozo
harom szekvenciaban az azonositott nukleotid polimorfizmusok - egy kivételével (G7815C) -
minden esetben megtalalhatéak voltak. Ezzel 6sszhangban, az A filogenetikai vonalba tartozo
LCR szekvenciak transzaktivalo hatasa nagyon hasonlé volt, nem tértek el szignifikansan sem
egymastol, sem pedig a referencia LCR transzkripcids aktivald hatasatol. A Bl alvonal
esetében a hat recidivaval manifesztalodd condylomd-bol (CAC1/6) szarmazo, a referenciatol
két nukleotidban eltérd (A7342G, T7909G) LCR szignifikdnsan magasabb aktivitast mutatott,
mint a tobbi B1 alvonalba tartozo6 HPV6 LCR. A HPV6 LCR variabilitasat vizsgalva Measso
do Bonfim munkacsoportjanak (2015) 6t varianst sikeriilt azonositaniuk. Az egyetlen B3
varians (korabban HPV6a) esetében a referencia HPV6 B3 LCR aktivitasatol szignifikansan
magasabb transzaktivalo hatast mértek. A Bl alvonal (korabban HPV6vc) esetében a
referencia LCR ¢és két Bl varians aktivitasa kozel azonos volt, mig egy varians esetében
szignifikdnsan alacsonyabb értéket detektaltak (Measso do Bonfim és mtsai., 2015). Az
altalunk kapott LCR aktivitasi mintazat tiikkr6zi Measso do Bonfim és munkatarsai (2015)
altal is leirt kapcsolatot az LCR szekvenciabeli kiilonbségei és transzkripcios aktivald hatas
kozott. Emellett kimutattak, hogy a részben duplikalédott LCR-rel rendelkezé HPV6
(Combrinck és mtsai., 2012, Seedat és mtsai., 2016) és HPV11 (Yuan és mtsai., 2012)
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variansok jelent6sen magasabb transzkripcios aktivald hatassal rendelkeznek, amely
hozzéjarulhat az altaluk okozott megbetegedések sulyosabb korlefolyasahoz. Ezzel szemben
Grassmann ¢s munkatarsai (1996) nem talaltak kiilonbséget az LCR aktivitdsaban a
szekvencia variansok kozott (Grassmann ¢és mtsai., 1996). A JO-RRP2/6 LCR-ében
azonositott egyetlen mutacié (A7332C) nem befolyasolta szignifikansan a szabélyozo régio
aktivitasat, ennek az LCR varidnsnak az aktivitisa nem mutatott jelentds kiilonbséget a
referencia LCR aktivitashoz képest.

Az eredmények alapjan megallapithatd, hogy hasonléan a HPV11 varidansokhoz (Gall és
mtsai., 2013) a HPV6 variansok esetében kimutatott egyes mutaciok szintén befolyasolhatjak
az LCR aktivitasat, azonban vannak olyan nukleotid eltérések is, amelyek nincsenek hatassal
a regulator szakasz transzkripciot aktivalé hatésara.

Measso do Bonfim és munkatarsai (2015) az egy filogenetikai vonalba tartozé LCR-ek
aktivitasbeli kiilonbségei mellett megfigyelték, hogy jelentds kiilonbség mutatkozik a HPV6
filogenetikai csoportjainak LCR aktivitdsdban is. Sajat szekvencidink esetében az HPV6A
vonalra jellemz6 LCR szignifikansan magasabb aktivitast mutatott, mint a HPV6 B1 és B2
alvonalakba tartoz6 LCR-ek, kivéve a B1 alcsoportba sorolhato CAC1/6 mintabdl szarmazd
LCR-t, melynek aktivitasa megkdzelitette a HPV6OA csoportban mért aktivitdsokat.

Mindezek alapjan elmondhatd, hogy a kiilonb6z6 HPV6 varidansok LCR aktivitasa
gradiens-szerlien sorba allithato; legmagasabb a HPV6A vonal transzkripciot aktivalo
képessége, melyet a Bl és végiil a B3 filogenetikai alcsoport LCR aktivitasa kovet.

Ezek egyiittesen arra utalnak, hogy kiilonbség van az egyes HPV6 (al)csoportok
(HPVBA, valamint a HPV6B1 és B2) sejtproliferaciot modulalé hatasa kozott. Ugy tiinik,
hogy szemben a Bl alcsoporttal, a HPV6A filogenetikai vonal esetében inkabb az LCR
transzkripcidt aktivald hatdsa érvényesiil; az LCR szabalyoz6 hatasanak nagyobb szerepét
tamaszthatja ala a transzkripcios faktor kotdhelyek nagyobb variabilitasa is az A vonalban,
szemben a Bl alcsoport LCR-ével. Hasonld kiilonbségek korvonalazodtak a HPV11
filogenetikai csoportjai esetében is (Gall és mtsai., 2013).

A HPV6BI alvonal szintén mutat néhany hasonlésagot a HPV11 genotipussal, melynek
eléfordulasa szignifikansan gyakoribb a stlyosabb lefolyasu, elsésorban juvenilis RRP-kben
(Rabah ¢s mtsai., 2001; Wiatrak és mtsai., 2004). Mig a HPV6A vonalba tartozé szekvenciak
kivétel nélkiill AO-RRP-b6l szarmaztak, addig a JO-RRP-kbdl azonositott szekvenciak a B1
alvonalhoz sorolhatoak. Hasonléan a HPV11-hez a HPV6B1 genomokban tobb egyedi
nukleotid mutacio 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
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referencia LCR. Ugyanakkor amiatt, hogy eredményeink egyelére csak kis méretl
betegcsoporton végzett vizsgalatokbol szarmaznak, a kiilonb6z6 HPV6 variansok altal
okozott korképek esetében a betegség lefolyasaban/stilyossagaban mutatkozo kiilonbségek
kevésbé szembetiindek, mint a HPV11-asszocidlt megbetegedések esetében (Gall és mtsai.,
2013).

A HPVI11 szekvenciak filogenetikai vizsgalataink eredményei Osszhangban vannak
munkacsoportunk korabbi eredményeivel, illetve az irodalomban fellehet6 kutatasi
eredményekkel. Munkacsoportunk korabbi HPV11 szekvenciai (Gall és mtsai., 2011; Gall és
mtsai., 2013) 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 dominanciaja figyelhet6
meg (Sichero és mitsai., 2021). Az altaluk és altalunk kapott filogenetikai eredmények
Osszhangban vannak Jelen és munkatarsai 2016-os vizsgalati eredményeivel, miszerint
foldrészenként és globalisan is az A2 alvonal dominanciaja a jellemz6 (Jelen és mtsai., 2016).

A HPV11 szekvenciak fiatalkori, illetve feln6ttkori papillomatdzisban torténd eloszlasat
tekintve a vizsgalt szekvencidink jorészt juvenilis papillomatozisbol szarmaznak. A dél-
amerikai tanulmany esetében szintén ez a tendencia volt megfigyelhetd (Sichero és mtsai.,
2021).

Az Ujonnan vizsgalatba vont HPV11 genomok LCR-ében megtalalhatoak voltak
korabban leirt mutaciok; az uj szekvenciak LCR-ében egyetlen 0j nukleotid eltérést
azonositottunk (T7331G, JO-RRP9/11-ben), amely azonban nem befolyasolta az LCR
aktivitasat a referencia aktivitashoz képest. Hasonloképpen, szamos, a korabbi vizsgalataink
soran mar kimutatott, aminosavcserét nem eredményezé nukleotid polimorfizmust
azonositottunk a kodold régiokban, melyek koziil tobb tovabbi, génbankban talalhatdé HPV11
genomban is eléfordul. Ezek mellett még 0j, aminosavceserét eredményez6 egyedi mutaciokat
Is detektaltunk az ij HPV11 szekvenciakban, melyek hatassal lehetnek a virus fiziologiara.

Jo példa erre az AO-RRP1/11 betegbdl szarmazé HPV11 szekvencia E2 ORF-ében
azonositott 58 bp hosszisagu delécid, mely leolvasasi kereteltolodast, korai stop kodon
kialakulasat és igy csonka E2 fehérje képzddését eredményezi. A funkcionalis vizsgalatok
soran igazolodott, hogy a csonka E2 fehérje nem képes az LCR aktivitasanak fokozasara. A
transzaktivalo potencialja hasonld volt, mint az 1. mintdzatt LCR (két attenudtor hatdsu
polimorfizmust tartalmaz, Gall és mtsai., 2013) és 2. E2 varidns (leggyakoribb E2 varians, a
K308R cserét tartalmazza) kolcsOnhatdsa soran mért aktivitds. Ezen paciens esetén a

diszplazia kialakulasdnak hatterében az allhat, hogy a csonka E2 fehérje nem képes az
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onkoproteinnek expresszidjanak szabalyozasara. A delécio hatterében allhat akar a HPV11
gazdasejt genomjaba torténd integracioja is. Két munkacsoport is kimutatta HPV11-asszocialt
terjedtek ki az integracio E2 fehérjére gyakorolt hatdsanak elemzésére (Rady és mtsai., 1998;
Reidy és mtsai., 2004). A magas onkogén kockazati HPV genotipusok esetében ugyanakkor
ismert, hogy a karcinogenezis folyamata sordn megtdrténhet a virus DNS gazdasejt genomba
torténd beépiilése, amely soran a HPV genom az E1-E2 ORF teriiletén nyilik fel. A genom
felnyilasa a fehérje szintézisének zavarat eredményezi, amely a regulator funkci6 kieséséhez
vezet (McBride és Warburton, 2017; Pinatti és mtsai., 2018).

Az egyedi Q86K aminosavcsere (JO-RRP4/11) az E2 fehérje transzaktivaldé doméjének
feliileti toltésében okoz valtozast, valamint kis mértékben segiti a fehérje dimerizacidjat. Az
E2 fehérje dimerként aktiv (McBride, 2013), igy a konnyebb dimerizaci6 hozzajarulhat a
kissé emelkedett LCR aktivitashoz; melyre utalhat, hogy ezt az aminosavcserét nem hordozo
E2 varians nem rendelkezik ilyen hatassal. Mivel azonban az E2 varianshoz tartoz6 LCR
mintazat (alap)aktivitasa alacsonyabb, ez kompenzalja az E2 nagyobb aktivitasat, amelynek
eredményképpen egy kozepes sulyossagi papillomatozis alakulhatott ki.

Az S245F ¢és N247T aminosavcserék a fehérje foszforilacios mintazatat valtoztathatjak
meg. A foszforilacios helyek elvesztése vagy 0j helyek létrejotte modosithatja az E2 fehérje
aktivitasat és funkciojat, valamint a foszforilaciés mintazatok befolyasolhatjak a cellularis
proteinek ¢és az E2 fehérje kozotti kolcsonhatasokat (Sekhar és McBride, 2012). Az E2 fehérje
foszforilacidjaban szamos protein kinaz vesz részt; az S245F aminosavcsere kovetkeztében
megsziinhet egy magas affinitast protein kindz A/B target foszforilacios hely, mig az N247T
csere egy lehetséges 1j foszforilacids helyet hoz létre a glikogén-szintdz kindz szamara. A
HPV11 genomban azonositott S245 foszforilacidos helynek megfeleld, HPV8 genomban
jelenlévé S253 és a HPV16 DNS-ben jelenlévd S243 aminosav oldallancok vizsgalatai soran
kimutattak, hogy a szerin oldallancot hordoz6 foszforilalt E2 fehérje hosszabb felezési idével
rendelkezik, valamint az E2 253/S243. pozicioban foszforilalt szerin oldallanca részt vesz a
virus genom gazdasejt kromatin allomanyahoz vald kotodésben (Chang és mtsai., 2014;
Sekhar és McBride, 2012). A mutans F245 E2 fehérje nem foszforilalodik a protein kindz A
és B dltal, ennek kovetkeztében modosulhat a kromatin koétddés és a foszforilacios hely
elvesztése rovidebb E2 felezési id6t is eredményezhet. Emiatt csokkenhet a HPV genom
utodsejtekbe torténd atvitele, igy mérséklddhet a virus gazdaszervezeten beliili terjedése. Bar
az N247T egy lehetséges 1) foszforilacios helyet hoz 1étre a S245F kozelében, az a hinge-

régid hélixének belsd részében helyezkedik el, igy kevésbé valoszinli, hogy valdban
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foszforilacids helyként szolgaljon. Masrészt mivel egy masik kindz célpontja lehet, igy mas
cellularis szabalyozasi utakhoz kapcsolodhat, igy ennek a foszforilacios helynek a
megjelenése nem tekintheté egyenértékiinek az elveszett S245F foszforilacidés hellyel.
Azonban ezek az aminosavcserék nincsenek hatassal az LCR és az E2 protein
kolcsonhatasara; a kotranszfekcids kisérleteink azt mutattdk, hogy az aminosavcseréket
hordozé E2 varians (S245F, N247T, K308R) LCR aktivitasra gyakorolt hatdsa nem
kiilonbozott a mutaciokat nem hordozo, vad tipustinak tekintheté E2 varians (csak K308R)
hatasatol.

A HPV11 LCR-ben talalhato polimorfizmusok megléte is azt tamasztja ala, hogy a
referencia genom egy kiilondsen agressziv egyedi varianst képvisel és a vad tipusit HPV11
szekvencia kozelebb allhat a JO-RRP8/11 és CAC/11 (génbanki azonosito: M313765 és
M313767) altal meghatarozott szekvencia varians csoporthoz. fgy a prototipus szekvencia
szamos egyedi mutacioval rendelkezik, mint pl. az attenuator mutacié az LCR-ben (T7547C,
Gall és mtsai, 2013), amely esetében feltehetéen a C7547 képviseli a vad tipust, ezzel
szemben a stlyos papillomatozisbol szarmazé referencia genomban megjelend egyedinek
tlind mutacio (T7547) fokozza az LCR aktivitasat. A referencia LCR szekvenciat egyetlen
altalunk vizsgalt mintaban tudtuk kimutatni (CA/11, génbanki azonosito: M313768), amely
hasonloan magas LCR alap aktivitassal rendelkezett. Ez magyarazhatja a HPV11 referencia
genom 4altal okozott juvenilis RRP sulyossdgat, ugyanakkor a cervikdlis atipia esetében a
fertézés kimenetelérél nincs informacionk.

Hasonléan, az E7 fehérjében jelenlévo polimorfizmus (S45) inkabb képviseli a vad tipust,
mig a referencia szekvenciaban jelen 1év6 alanin (A45) egy feltételezett foszforilacios hely
elvesztéséhez vezet; a HPV6 esetében, illetve a feltételezett vad tipust HPV11-ben ugyanezen
pozicioban talalhaté szerin foszforilaciés helyként szolgal. Erdekes modon, a HPV16
esetében az ezen aminosavnak megfeleld helyen alanin talalhato.

Az E5a fehérjében azonositott két aminosavcsere (I128F és V41L) — amely szintén minden
szekvenciankban megtalalhatd — ugyancsak arra utalhat, hogy a referencia szekvencia (a
CA/11-gyel egyiitt) egy nem tul gyakori valtozat és a mutacid6 modosithatja a virusvarians
altal okozott betegség sulyossagat, mivel kordbbi vizsgalatok mar kimutattdk, hogy az E5a
fehérje — szemben a magas onkogén kockéazati genotipusokkal - fontos szerepet jatszo
onkoprotein az alacsony onkogenitdsu genotipusok altal okozott elvaltozasok patogenezisében
(DiMaio és Petti., 2013).

Hasonloan, egy altalunk vizsgalt mintat kivéve, az E2 ORF-ben megjelen6 K308R

aminosavcsere képviselheti a vad tipust, amely esetében a vad tipusu arginin az E2 dimerben
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erds kotést alakit ki a stabilizald lancok kozott, mig a referencia szekvencidban megtalalhaté
lizin inkabb a DNS-hez (LCR-hez) vald kotodést segiti eld. Ez a feltételezett er6s DNS-hez
valo kotodés allhat a referencia E2 fehérje LCR aktivald hatdsanak jelentés novekedése
mogott; a referencia E2 a luciferaz tesztben minden LCR mintazat esetében szignifikansan
fokozta az LCR transzkripciot aktivalo hatasat. Ennek megfeleléen ez az E2 varians
CA/11, JO-RRP6/11).

Minden HPV11 szekvenciank LCR-ében megtalalhaté attenuator polimorfizmus
(T7547C, Gall és mtsai., 2013), valamint a JO-RRP3/11 és JO-RRP5/11-ben megtalalhato
tovabbi attenuator polimorfizmus (T7509A, Gall és mtsai., 2013) hozzéajarulhatnak a csokkent
LCR aktivitashoz. Az ugyanezen mintakbol szarmazo E2 variansok is alacsony LCR aktivalo
hatassal rendelkeznek, aminek kovetkeztében kombinaciojuk a legalacsonyabb LCR aktivitast
eredményezi, és magyarazhatja, hogy ezek a papillomak mostanaig szoliterek maradtak.

Amikor a legkevésbé hatékony LCR és a kozepes hatékonysagi E2 fehérje
kolesonhatéasat vizsgéltuk, az eredmény hasonlod volt, mint a kézepes hatékonysagli LCR ¢és a
hibas miikodésti E2 kombindcidjaként kapott LCR aktivitas; az ezen LCR-E2 kombinéciokat
hordoz6 HPVI11 variansokkal tortént fertdzés mérsékelt sulyossagu papillomatozist
eredményezett. Ez megerdsiti, hogy az LCR egyéni transzaktivald hatésa és az LCR aktivitas
E2 enhanszer hatasara torténd fokozodasa egyiittesen alakitjak ki az LCR bruttd hatasat. A
legmagasabb LCR aktivitdst az Onmagaban is legmagasabb aktivitdisu LCR mintazat
(referencia mintazat, egy agressziv papillomat6zisbol) és referencia E2 varians kolcsonhatasa
eredményezte. EQy kevésbé er6s LCR magas aktivitast mutatott a referencia E2 fehérjével
kolcsonhatasban; ezen HPV11 genom jelenléte egy tobb mint 60 recidivaval jelentkezo,
stlyos lefolyasu papillomatézis (JO-RRP6/11) megjelenésével parosult (Gall és mtsai., 2013).
Szamos koOzepes sulyossagui esetb6l (2-10 recidiva) szarmaz6 HPV11 genom a legtobb
szekvencidban el6fordulo, kozepes egyéni transzaktivald hatdssal rendelkezd mintédzathoz
sorolhatd LCR ¢és az ugyancsak leggyakoribb E2 varians kombinalt hatasanak ereddjeként,
mérsékelt transzaktivalo aktivitassal rendelkezik.

Jelen tanulmany eredményeit Osszegezve elmondhatd, hogy az alacsony onkogén
kockazath HPV6 és 11 esetében is valosziniisithetd, hogy az egyes varidnsok kozotti
kiilonbségek és az altaluk okozott korképek sulyossiaga kozott Osszefiiggés van. Tovabba
eredményeink megerdsitik azokat a kordbban mar publikalt eredményeket, melyek szerint a
felndttkori papillomatézisok (AO-RRP) esetében gyakrabban mutathaté ki HPV6 genotipus,
mig a fialatkori papillomat6zis (JO-RRP) esetén a HPV11 genotipus a gyakoribb (jelen
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tanulmany, Gall és mtsai., 2013; Sichero és mtsai., 2021), kivéve egy amerikai tanulmanyt
mely esetében a vizsgalt JO-RRP-ben szenvedd paciensek mintaibol kimutatott HPV
szekvenciak k6zott nagyobb aranyban fordult el6 HPV6 (Amiling és mtsai., 2021). Azonban a
korabbi tanulmanyokhoz hasonléan Amiling és munkacsoportja (2021) is arrol szamolt be,
hogy a HPV11-asszocialt fiatalkori papillomatozisok nagyobb agresszivitast mutatnak (Major
¢s mtsai., 2005; Larson és Derkay., 2010; Amiling és mtsai., 2021). Labedz és munkatarsai
(2021) szintén erre a kovetkeztetésre jutottak vizsgalataik soran, tovabba megallapitottak,
hogy kapcsolat van az extralaringealis terjedés, a tracheosztoma sziikségessége €s a diagnozis
ideje kozott (az 5 éves kor alatt diagnosztizalt eseteknél gyakoribb az extralaringealis
szorodas eléfordulasa), valamint szignifikdns Osszefiiggést talaltak az extralaringealis terjedés
¢és a HPV11 fertézottség kozott (Labedz és mtsai., 2021).

A filogenetikai vizsgalataink eredményeit Osszefoglalva elmondhat6, hogy — mas
kutatocsoportok eredményeivel 6sszhangban - az altalunk vizsgalt HPV6 szekvenciak
esetében a B1 alvonal, mig HPV11 esetében az A2 alvonal dominal, illetve ezen alvonalak
globalis dominancija is jellemzd (Jelen és mitsai., 2014; Jelen és mtsai., 2016; Sichero és
mtsai., 2021). A HPV6 teljes genom szekvencidk vizsgalata szamos hasonlosagot, de
kiilonbségeket is feltart az alvonalak tekintetében, igy i.) bar az A vonalban és B1 alvonalban
kozel azonos szami mutaciot azonositottunk; ii.) a Bl alvonal esetében jorészt egyedi
mutacié voltak jelen, mig az A vonal esetében a legtobb polimorfizmus a vizsgalt mintak
jelendés hanyadaban jelen volt; iii.) az A vonal esetén a polimorfizmusok szinte kivétel nélkiil
csak a DNS szintjén jelentek meg, addig a Bl alvonal esetében tobb olyan mutéciot is
azonositottunk, amelyek hatasa fehérje szinten is érvényesiilt, aminosavcserét okozva a
referencidhoz viszonyitva; iv.) az A vonal LCR-ében tobb nukleotid polimorfizmust
azonositottunk, mint a Bl-alvonalban; v.) az A vonalba tartoz6 HPV6 szekvencidkat csak
AO-RRP paciensek mintajabodl sikeriilt kimutatni, mig a B1 alvonalba tartozo szekvenciak
heterogénebb mintacsoportbol (AO-RRP, JO-RRP, CAC, LP, CA) szarmaztak. Mindezeket
figyelembe véve ugy tlinik, a magas onkogén kockazata tipusokhoz hasonloan a HPV6
filogenetikai (al)csoportjai esetében detektalt kiilonbségek hatdssal lehetnek a variansok
kiilonbozd betegségekben/betegesoportokban vald eléforduldsara, bar ennek megerdsitésére
nagyobb mintaszamon kivitelezett vizsgalatokra van sziikség.

Az eddig megismert HPV6 ¢és 11 genotipus variansok szekvencia analizise alapjan
megallapithatd, hogy az E6 és E7 onkoproteinek erdsen konzervéltak HPV11 (Danielewski és
mtsai., 2013; Gall és mtsai., 2013, valamint ez a tanulmany), illetve HPV6 (Grassmann és

mtsai., 1996, valamint ez a tanulmany) esetében is, ami arra enged kovetkeztetni, hogy az
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onkoproteinek szerepe nagyon szigoruan szabalyozott és funkcidjuk fenntartdsahoz csak
minimalis szerkezeti valtozast képesek toleralni. Ez 0sszhangban 4ll azzal a ténnyel, hogy az
alacsony és a magas onkogén kockazati HPV genotipusok proliferacioja jelentds kiilonbséget
mutat (Doorbar és mtsai., 2012). A magas onkogenitasi HPV-k E6 ¢és E7 onkoproteinje
kulcsfontossagl szerepet tolt be a sejt transzformécioban, valamint ezen fehérjék variabilitasa
hatarozza meg a genotipusok és szubtipusok onkogenitasi kockéazatat (Xin és mtsai., 2001;
Lizano és mtsai., 2006; Lee és mtsai., 2008; Mirabello és mtsai., 2017). Ezzel szemben gy
tinik, hogy az alacsony onkogén kockazati genotipusok patogenitasbeli kiilonbségének
hatterében, nem ezen onkoproteinek, hanem inkabb az E1, E2/E4 és E5a, valamint a kapszid

proteinek és az LCR variabilitasa allhat.
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8.1 Konkluziok

1.

Munkacsoportunk els6ként vizsgalta az alacsony onkogén kockazati human
papillomavirus 6 és 11 genotipusok szekvencia variansaiban azonositott mutaciok és
az altaluk okozott megbetegedések kozotti Osszefiiggéseket.

A HPV6 filogenetikai (al)csoportjai jelentds kiillonbséget mutathatnak a genomi régiok
variabilitdsi mintazataiban, ami hatassal lehet a varidnsok kiilonb6z0
betegségekben/betegesoportokban vald eléfordulasara.

A HPV6A referencia, illetve a génbanki szekvencidk alapjan meghatarozott
konszenzus szekvencia oOsszehasonlitisa soran felvetddott, hogy a HPV6A
filogenetikai vonal referencia genomjaként megjelolt szekvencia (génbanki azonosito:
NC_001355) inkabb egy egyedi varians és nem ez reprezentalia a HPV6A
leggyakrabban el6fordul6, tigynevezett vad tipusat. Ezzel szemben a B1 alcsoportba
tartozd szekvencidk igen diverznek bizonyultak, valamint a dendrogramon kiilonb6z6
tavolsagban helyezkednek el a konszenzus szekvenciaval nagy hasonlosagot mutato,
referencia szekvencidhoz képest.

Hasonléan a HPV6A varianshoz, vizsgalt HPVI11 genomokban jelen 1évd
polimorfizmusok mintazata azt mutatja, hogy a referencia HPV11 szekvencia egy
egyedi varians és az altalunk azonositott polimorfizmusok jellemzik inkédbb a vad
tipust.

A HPV1I genotipus esetén azonositott néhany mutéaci6 — az ismert klinikai hattérrel
rendelkezd esetekbdl szarmazo szekvencidk alacsony szadmanak ellenére — ugy tiinik,
Osszefliggésbe hozhatd az okozott betegség sulyossagaval. Az LCR és az E2 protein
kozotti kdlesonhatas altal meghatarozott transzaktivald hatds szamos esetben korrelal a
betegség sulyossagaval, ami arra utal, hogy a HPVI11 intratipusos varidnsainak

patogenitasaban/virulencidjaban ez a kolcsonhatas fontos szerepet jatszhat.
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9. Osszefoglalas

Az alacsony onkogén kockéazati HPV6 és 11 etioldgiai szerepe mar bizonyitott szdmos
benignus megbetegedés, koztiik a rekurrens 1éghti papillomatdzisok kialakulasaban, azonban
a korképek sulyossaga és a virus genetikai jellemzd6i kozotti Osszefiiggések még kevésbé
ismertek. Azonban egyre inkabb ismert az is, hogy a magas és alacsony onkogén kockazath
HPV genotipusok alapvetd kiillonbségeket mutatnak az okozott betegség korlefolyasaban és az
annak hatterében allo genetikai variabilitas tekintetében.

A munkank soran célul tiztilk ki Uj paciensektdl, valamint mar ismert betegek 1j
recidivajabol szarmazoé HPV6 és HPV11 szekvenciak teljes genom analizisét. In silico protein
modellezéssel vizsgaltuk az aminosaveserék potencialis hatasat a virusfehérjék szerkezetére
¢és a fehérjék funkcidjara. Tranziens transzfekcids kisérletekben elvégeztiik a kiilonbozé LCR
mintazatok funkciondlis vizsgalatat, valamint elemeztiik az E2 fehérje varidnsainak hatasat az
LCR aktivitasara.

A HPV6 genomjaink a filogenetikai elemzés alapjan az A f6-, valamint a B-fécsoporton
beliil a B1 és B2 alvonalba tartoztak, leggyakoribbnak a B1 alvonal bizonyult. A szekvencia
elemzések eredményei alapjan a HPV6BI alcsoportba tartozo szekvencidk ORF-jei esetében a
nukleotidcserék tobbszor eredményeztek aminosaveserét is, mint az A vonalba sorolhatd
HPV6 genomok esetében. Ezzel szemben a LCR-t tekintve az HPVG6A szekvenciai
bizonyultak variabilisabbnak.

Az HPV6 LCR funkcionalis vizsgalata soran a variansok LCR aktivitasanak gradiens-
szerli csOkkenését tapasztaltuk; legmagasabb a HPV6A varians transzkripciot aktivalo
képessége, melyet a Bl ¢és végiil a B3 filogenetikai alcsoport LCR aktivitasa kovet. Ez
alatdmasztja azt a hipotézist, hogy kiilonbség van az egyes HPV6 (al)csoportok
sejtproliferaciot modulald hatasa kozott. A B1 alcsoporttal szemben a HPVOA filogenetikai
vonal esetében inkabb az LCR transzkripciot aktivald hatasa érvényesiil. A HPV6A vonalban
azonositott transzkripcios faktor kotéhelyek nagyobb variabilitasa is ezt tamaszthatja ala.

A HPVI11 esetében az ORF-ek és az LCR is szamos polimorfizmust tartalmaznak a
referencia szekvencidhoz viszonyitva. A filogenetikai vizsgéalatok alapjan a HPV11
szekvencidink korében az A2 alvonal dominancidja volt megfigyelhetd. A szekvencia
vizsgalatok alapjan az E1, E2/E4 és E5a, valamint a kapszid proteineket kodolo régiok és az
LCR esetében nagyobb variabilitast figyeltiink meg.

Az E2 ORF-ben azonositott K308R aminosavcsere az E2 dimerben erds kotést alakit ki a

stabilizalo lancok kozott, de nem befolyasolja a DNS-kotést, amely kovetkeztében ez az E2
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varians kevésbé hatékony enhanszer aktivitassal rendelkezik, mint a referencia E2. Az egyedi
Q86K aminosavcsere a fehérje felszini toltését valtoztatja meg, negativabb lesz altala. A két
szintén egyedi aminosaveltérés (S245F és N247T) a fehérje hinge-régidjaban talalhato és a
foszforilacids mintazatban okoz valtozast. Az E2/E4 ORF régioban azonositott 58 bp delécio
leolvasasi kereteltolodast és korai stop kodon kialakulasat eredményezi, amely valosziniileg
miukodésképtelen E2 fehérje képzddéséhez vezet; az E2 funkcio kiesése pedig
hozzajarulhatott a diszplaziaval jar6 papillomatdzis kialakuldsahoz.

Az LCR ¢és E2 kotranszfekcids vizsgalata megerdsiti, hogy az LCR valddi transzaktivalo
hatasa és az E2 enhanszer hatasara torténé LCR aktivitas fokozodasa egyiittesen alakitjak ki
az LCR brutt6 hatasat.

Eredményeink alapjan tehat tigy tlinik, hogy az alacsony onkogén kockézatu genotipusok
intratipusos varidnsainak esetében is - hasonléan a magas onkogén kockdzati genotipusokhoz
— azonosithatébak olyan virusgenetikai kiilonbségek, amelyek eltéréseket okozhatnak a
virusvarians patogenitasadban/virulenciajaban a referencidhoz képest, de ezen -eltérések
hatterében nem a f6 onkoproteinek, hanem sokkal inkabb az E1, E2/E4 és E5a, valamint a

kapszid proteinek ¢és az LCR variabilitasa allhat.
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10.Summary
The etiological role of low-risk human papillomavirus (HPV) type 6 and 11 has been

demonstrated in the development of many benign diseases, including recurrent respiratory
papillomatosis, but the association between disease severity and genetic characteristics of the
causative agents is even less well known. However, it is also increasingly known that HPV
genotypes with high or low oncogenic potential show basic differences in the course of the
disease caused and in the underlying genetic variability.

The aim of our work was to perform the complete genome and phylogenetic analysis of
HPV6 and HPV11 sequences from newly enrolled patients as well as the new recurrences
from already known patients. The potential effect of amino acid changes on the structure and
function of viral proteins was investigated by in silico protein modelling. In transient
transfection experiments, we performed functional analysis of different LCR patterns and
examined the effect of E2 protein variants on LCR activity.

Based on the phylogenetic analysis of HPV6 genomes, our sequences belonged to the
lineage A and to the sublineages B1 and B2; sequences belonging to the sublineage B1 were
the most common. The results of the sequence analysis showed that nucleotide substitutions
in HPV6 sublineage B1 sequences resulted in amino acid changes more frequently than those
of HPV6 genomes classified as lineage A. In contrast, in case of lineage A sequences the
LCRs showed higher variability.

In the functional analysis of the HPV6 LCRs, a gradient-like decrease in the LCR activity
of the variants was observed; the highest activity was related to the HPV6 lineage A variants,
followed by the LCR activity of the phylogenetic sublineages B1 and finally B3. These results
support the hypothesis that there is a difference among the effect of each HPV6 (sub)lineages
in the modulation of the cell proliferation. In contrast to sublineage B1, the lineage A LCR
has more efficient transcription activating effect. The greater variability of the transcription
factor binding sites identified in the HPV6A lineage may also support this.

In case of HPV1l genotype, both the ORFs and the LCR contain numerous
polymorphisms in comparison to the reference sequence; greater variability was observed for
El, E2/E4, and E5a, as well as regions encoding capsid proteins and LCR. Based on the
phylogenetic analysis, the dominance of the sublineage A2 was detected among our HPV11
sequences.

The K308R amino acid change identified in the E2 ORF is capable forming strong

interaction between the stabilizing chains in E2 dimers but does not influence the DNA
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binding, resulting in this E2 variant with less efficient enhancer activity than the reference E2.
The unique amino acid alteration Q86K changed the negative surface charge of E2 (Q86) to
positive (K86). The unique amino acid changes S245F and N247T in the hinge region of the
protein cause changes in the phosphorylation pattern. The 58 bp long deletion identified in the
E2/E4 OREF results in a frameshift and the formation of an early stop codon, which lead to the
formation of truncated and non-functional E2 protein; the loss of E2 function may have
contributed to the development of papillomatosis with dysplasia.

Co-transfection experiments with different LCR and E2 combinations confirm that the
basic transcription activating effect of the LCR and the enhancer activity of the E2 protein
together determine the gross transactivating effect of the LCR.

In conclusion, based on our results, it appears that in case of intratypic variants of low-
risk HPV genotypes - similarly to high-risk ones — such genetic changes can be identified
which can cause differences in the pathogenicity/virulence of the virus variants. In the
background of these differences rather the variability of the E1, E2/E4, and E5a, as well as

capsid proteins and LCR may be identified than the variation of the main oncoproteins.
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12. Targyszavak
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Filogenetikai elemzés

E2 fehérje

LCR

Fehérje modellezés

Funkcionalis vizsgalat

12.2 English keywords:
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Low-risk
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E2 viral protein

LCR
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14. Mellékletek

14.1 melléklet: Aminosavak roviditései

Alanin
Arginin
Asparagin
Aspartat
Cisztein
Fenilalanin
Glicin
Glutamat
Glutamin
Hisztidin
Izoleucin
Leucin
Lizin
Metionin
Prolin
Szerin
Threonin
Tirozin
Triptofan
Valin

Ala
Arg
Asn
Asp
Cys
Phe
Gly
Glu
Gln
His
Ile
Leu
Lys
Met
Pro
Ser
Thr
Tyr
Trp
Val
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14.2 melléklet: HPV'6 pozitiv pdaciensek adatai

Beteg azonositd | Nem Genbal}k’l Eletlfor.a} dla}gnoms Lokalizacio Beavatkozasok szama Tracheostomia Extralgrmgeahs Adj uvans
azonositd idején (év) terjedés terdpia
AO-RRP1/6 F MK313769 28 gége 8 Nem Nem CbV
AO-RRP2/6 F MK313770 25 garat, gége 1 Nem N.R. Nem
AO-RRP3/6 F MK313771 36 orriireg 6 Nem N.R. CbV
AO-RRP4/6 F MK313772 71 gége 2 Nem Nem Nem
AO-RRP5/6 F MK313773 22 garat 8 Nem Nem Cbv
AO-RRP6/6 F MK313774 30 gége 2 Nem Nem Nem
AO-RRP7/6 F MK313775 27 gége 2 Nem Nem Nem
JO-RRP1/6 F MK313776 12 gége 5 Nem Nem Nem
JO-RRP2/6* N MK313777 8 gége 5 Nem Nem Nem
CAC1/6 N MK313778 41 vulva 3 N.R. N.R. Podophyllin
Mintavétel citologiai
LSIL1/6 N MK313779 23 cervix vizsgalatokhoz és HPV N.R. N.R. N.R.
kimutatashoz
Mintavétel citologiai
LP1/6 F MK313780 28 pénisz vizsgalatokhoz és HPV N.R. N.R: N.R.
kimutatashoz
Mintavétel citologiai
ASCUS1/6 N MK313781 51 cervix vizsgalatokhoz és HPV N.R. N.R: N.R.
kimutatashoz

AO-RRP — felnéttkori rekurrens 1€gti papillomatdzis (adult onset recurrent respiratory papillomatosis), JO-RRP — fiatalkori rekurrens 1éguti papillomatdzis (juvenile onset recurrent
respiratory papillomatosis), CAC — condyloma acuminatum, LSIL — enyhe fokt laphamsejtes intraepitelialis 1ézi6 (low grade squamous cell intraepithelial lesion), LP — leukoplakia
penis, ASCUS - ismeretlen jelentdségii laphamsejtes elvaltozas (atypical squamous cells of undetermined significance), F — férfi, N — n6, CDV — cidofovir, IFN — interferon; N.R. —
nem relevans

IEgészséges nyalkahartyardl vett exfoliativ sejt minta is HPV6 pozitivitdst mutatott, azonban teljes genom szekvendlashoz nem volt elegendé viruskdpia a mintéban.
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14.3 melléklet: HPV'11 pozitiv pdaciensek adatai

Beteg azonosito Nem Genbalfk,l D1agn921s Lokalizacio Beavatkozasok szdma | Tracheostomia Extralar yn,geahs Adjlfw.ms
azonosito kora (év) terjedés terdpia
JO-RRP1/11 F HE574701 2 gége 9 igen nem IFN
HE754702 ége, garat, szinuszok, . .
JO-RRP2/11* N MK313763 3 & go rrgﬁreg, legess 30< igen igen IFN
JO-RRP3/11 N HES574703 12 gége 1 nem nem nem
JO-RRP4/11 F HE574704 6 gége 6 igen nem IFN
JO-RRP5/11 F HES574705 2 gége 1 igen nem nem
JO-RRP6/112 F FR872717 15 gége, szajpadlas 60 < igen igen IFN, CDV
JO-RRP7/113 N MK313764 8 gége, garat, szinuszok, 40< igen igen IFN, CDV
orriireg, 1égcs6
JO-RRP8/114 F MK313765 4 gége 4 nem nem nem
JO-RRP9/115 N MK313766 8 gége 5 nem nem nem
JO-RRP10/11 N MN788368 3 orriireg 1 nem nem nem
AO-RRP1/11 F MK313761 48 orriireg 2 nem nem nem
AO-RRP2/11 N MK313762 29 gége 1 nem nem nem
AO-RRP3/11 F MW404328 29 gége 4 nem nem nem
CAC/11 N MK313767 57 vulva 1 N.R. N.R: nem
Mintavétel citologiai
CA/11 N MK313768 25 cervix vizsgalathoz és HPV N.R. N.R. nem
kimutatashoz

AO-RRP — felnéttkori rekurrens 1€giti papillomatozis (adult onset recurrent respiratory papillomatosis), JO-RRP — fiatalkori rekurrens 1éguti papillomatdzis (juvenile onset recurrent
respiratory papillomatosis), CAC — condyloma acuminatum, CA — cervikalis atipiabol szarmaz6 citologiai minta, F — férfi, N — nd, CDV — cidofovir, IFN — interferon; N.R. — nem
relevans

A papilloma szdvetbdl és egészséges nyalkahartya felszinérdl vett exfoliativ sejtbdl kimutatott HPV11 genomok szekvenalasa a 2016-os recidivabol tortént; a szovetbdl kimutatott
HPV11 identikus volt a kordbban vizsgalt szekvenciaval (HE574702) (Gall és mtsai., 2013); mig az exfoliativ sejtekbdl kimutatott HPV 11 szekvencidban eltérést talaltunk, igy ezt a
genomot az MK313763 génbanki azonosité alatt t6ltottik fol a Génbankba.

2A 2015-6s és 2016-0s recidivabol, valamint egészséges nyalkahartya felszinérdl vett exfoliativ sejtekbd] kimutatott HPV11 genom identikus volt a kutatdcsoport altal korabban
vizsgalt HPV11 genommal (génbanki azonosit6é: FR872717)

3Harom lokalizaciobol (szupraglottis, szubglottis és tracheostoma helye) szdrmazo mintat vizsgaltunk, a kimutatott HPV11 szekvencidk identikusak voltak, igy az MK313764
génbank azonositoval tortént meg a genom feltdltése a Génbankba.

42013-ban és 2017-ben tortént mintavétel mintait elemeztiik, a két HPV11 genom azonos volt, MK313765 azonositoval tértént meg a genom feltdltése a Génbankba.

52006-ban és 2015-ben tortént mintavétel mintait vizsgaltuk, a szekvencidk identikusak voltak, igy a HPV11 szekvencia MK313766 azonositoval keriilt feltdltésre a génbanki
adattarba.
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14.4 melléklet: HPV6 teljes genom PCR reakciohoz hasznalt primerek
szekvencidi és anelldcios homérsékletek

Primer Genomi lokalizdcio Primer szekvencia (5°-3°) hli"’;teel’i‘sizgit A’r: ELLTeer
AS oA T — e | ety
170115 s s | ong
g ,SAS 1322:2‘7125 t&ﬁ;ﬁgiﬁ%ﬁg&iﬁ? 50°C 902 bp
j f\S 1%2;36 t?:?t?;?;?;ftztgt%tgga S7°C 815 bp
FrrLzres Gassactgtectgges 0cc | 106y
¢ AS ssis 255 gttty o | e
S i 550 Saagacgag gty s | sstop
545 so7s 4% gpjsaigrasgy ssc | wsonp
oA soot a1 Sgecang g sscc | Tty
19AS 5222 5240 cageittyanga sicc | ooy
11 so12 559 atgtsgecgit s | sty
= e oo sc | nom
me | s T S e
1S 7262750 Cocsmmscarsara e | ety
15 45 sods 5022 tgyalgaciyty e | 7o0m
io A “oei05 csaigotogtiget ssc | Tty

S szensz, AS antiszensz, bp bazispar
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14.5 melléklet: HPVI1I teljes genom PCR reakciohoz haszndlt primerek
szekvencidi és anelldcios homérsékletek

ORF | Primer Genomi lokalizicié |  Primer szekvencia (5'-3°) Anellcigs | Amplimer
homeérséklet mérete
E6 E6 S 86-106 tagcagacgaggcattatgg o
E6 AS 513-533 (C) gcatgttgtccagcagtgta 60°C 447 bp
E7 E7S 514-534 tacactgctggacaacatgc o
E7 AS 822-842 (C) fegtcegecatecttgttat S0°C 328 bp
El E1AS1 824-844 taacaaggatggcggacgat 50°C 545 bp
E1A AS1 1349-1369 (C) ccgcctcetctatgttccacc
E1A S2 1329-1349 gagggacatagagggtgagg 50°C 550 b
E1A AS2 1859-1879 (C) tatgttcaataacggtctgg P
E1B S1 1861-1881 cagaccgttattgaacatag 50°C 566 bp
E1B AS1 2407-2427 (C) atatgtccaacatggttgtg
E1B S2 2361-2381 gctacagccactaacggatg 50°C 410 bp
E1B AS2 2751-2771 (C) ctaacaactgatcctggcac
E2 E2 S1 2717-2737 aggaagatggaagcaatagc 50°C 608 bp
E2 AS1 3305-3325 (C) gctagatacagatgcaggag
E2 S2 3275-3295 gaagtatgttatggcagcac o
E2 AS2 3858-3878 (C) acctccatacacgtatgtta S0°C 603 bp
E5 E5S 3730-3750 tagcagtgaggaacaacgtc 50°C 765 bp
E5 AS 4475-4495 (C) gacatgtaccagtggcecttg
L1L2 | Pr-A! 4445-4465 gtgcgtcagccacacaacta 895 hpl-?
Pr-B? 4813-4833 tctgaatcgactacacctge 57°C 597 bp2'3
Pr-C3 5320-5340 (C) actgcgtgtgtacatggacc P
Pr-D* 5218-5238 cacaatgcacctgatgaagc 618 bp's
Pr-E® 5816-5836 (C) ggcaacaaccttggatacag 57°C 899 bp4_6
Pr-F& 6097-6117 (C) ccactaacaccaacgcctaa P
Pr-G’ 5981-6001 aaggtagtgttgccagatcc 1058 o'~
Pr-H® 6355-6375 ggacatggttgatacaggct 57°C 684 b pg_g
Pr-1° 7019-7039 (C) ggtaatggcctgtgactgta P
Pr-J 6909-6929 ctgcagaagtcatggcctat o
Pr-K 7280-7300 (C) acacaacacactgacacaca 56°C 391 bp
LCR | LCRS1 7192-7212 gtctgctcgtacaggtataa 50°C 477 b
LCR AS1 7649-7669 (C) cacacaacatatgggattag P
LCR S2 7605-7625 gceccttacatacacttacct o
LCR AS2 140-160 (C) aacgtcttgcacaactggtc S0°C 457 bp

S szensz, AS antiszensz, bp bazispar

14.6 melléklet: Az egyedi nukleotid polimorfizmusok azonositisahoz hasznalt
HPV6 és HPV11 referencia genomok

HPV tipus/altipus Génbanki azonosito
HPV11 M14119
A csoport (HPV6D) NC_001355
B1 alcsoport (HPV6vc) AF092932
B2 alcsoport FR751328
B3 alcsoport (HPV6a) L41216
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14.7 melléklet: A filogenetikai elemzésekhez haszndlt génbankban taldlhato
tovabbi HPV6 és HPV'11 szekvenciak osszesitése

KX514429

Génbanki azonositd Minta Szarmazas Genomok szama Referencidk
M14119 (HPVI11 JO-RRP | Németorszig 1 (Dartmann &s misai., 1986)
referencia genom)

HE574F7£§%;|$15774705’ JO-RRP Magyarorszag 6 (Gall és mtsai., 2013)
EU918768 CAC Kina 1 (Wu és mtsai., 2009)
JQ773408, JQ773411 RRP Thaifold 2 (Chansaenroj és mtsai., 2012)
JQ773412 PP Thaifold 1 (Chansaenroj és mtsai., 2012)
JQ773409, JQ773410 CS Thaifold 2 (Chansaenroj és mtsai., 2012)
JIN644141 RRP USA 1 (Yuan és mtsai., 2012)
HE611258-HE611274,

HE962023-HE962025, , .
HE962365-HE962368, RRP Szlovénia 26 (ﬁg\;';re;ﬁf:;‘i’ 22001112)
FN907957, v

FN907964
FN870021, FN870022 . .
FN907958, FN907959 A Szlovénia 5 (ﬁé‘cgreéssnrﬁf:;’ 22001112)
FN907961 "’
. Burk és mtsai., 2011
FN907960, FN907962 CAC Szlovénia 2 (fwaver S 2012)
. Burk és mtsai., 2011
FN907963 cs Szlovénia 1 (fwaver S 2012)
KU298879 CS Brazilia 1 (Siqueira és mtsai., 2016)
MK463914-MK4639922 GW Kina 9 (Xu és mtsai., 2019)
LN833161-LN833190 nem ismert nem ismert 30 (Jelen és mtsai., 2016)
NC_001355 (HPV6 A
févonal [HPV6b] CAC Németorszag 1 (Schwarz és mtsai., 1983)
referencia genom)
AF092932 (HPV6 B1
alcsoport [HPV6vC] VvC USA 1 (Kovelman és mtsai., 1999)
referencia genom)
FR751328 (HPV6 B2
alcsoport referencia CAC Szlovénia 1 (Kocjan és mtsai., 2011)
genom; CAC301)

L41216 (HPV6 B3

alcsoport [HPV6a] CAC USA 1 (Hofmann és mtsai., 1995)

referencia genom)

FR751320; FR751323;
Eg;giggi ';E;gigég RRP Szlovénia 8 (Kocjan és mtsai., 2011)
FR751338

FR751321; FR751322;

Egzgfgggiﬁ;gﬁéz CAC Szlovénia 10 (Kocjan és misai., 2011)

FR751337

';IEESQ%%%ZZ%-_T'EE%%%%%% RRP Szlovénia 28 (Kocjan és mtsai., 2011)
HG793809-HG793939 nem ismert nem ismert 131 (Jelen és mtsai., 2014)

JN252314-JN252323 RRP Svédorszag 10 (Ure és Forslund, 2012)
KU298876-KU298878 CS Brazilia 3 (Siqueira és mtsai., 2016)
KX514423, KX514427; CS Brazilia 3 (de Oliveira és mtsai., 2017)

JO-RRP - fiatalkori rekurrens 1éguti papillomato6zis (juvenile onset recurrent respiratory papillomatosis), CAC -
condyloma acuminatum, RRP - rekurrens 1éguti papillomatdzis (recurrent respirtatory papillomatosis), CS —
cervikalis minta (cervical swab), A — analis minta, PP - tiid6 papilloma (pulmonary papilloma), GW -
anogenitalis szemolcs (genital wart), VC — vulva carcinoma
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14.8 melléklet. Humdn papillomvirus 6 filogenetikai analizisének
dendrogramja
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A fekete nyil a magyar HPV6 szekvenciak elhelyezkedését jeloli a dendrogrammon.
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14.9 melléklet:

Human papillomavirus
dendrogramja
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A fekete nyil a magyar HPV11 szekvenciak elhelyezkedését jeloli a dendrogrammon.
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15.Fiiggelék
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