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BEVEZETES

A torque teno virus (TTV) az Anelloviridae csaladba tartozd egyszald DNS virus,
amelyet japan kutatok azonositottak 1997-ben poszttranszfizios hepatitises beteg szérumabol.
Ezt kovetben szamos szovetben kimutattak a virus jelenlétét, de patoldgiai szerepére eddig
nem derlt fény.

Munkacsoportunk egy korabbi tanulmanyaban gégetumoros és léguti papillomatosisos
betegekben vizsgéalta a TTV, az egyes genocsoportt TTV (ggrlTTV), a human
papillomavirus (HPV) és a ggrlTTV-HPV koinfekcio el6foruldsi gyakorisagat. Abban a
betegcsoportban, ahol tumor progresszio lépett fel, nagyobb ggriTTV es ggrlTTV-HPV
prevalenciat, és ehhez kapcsoltan jelentdsen rosszabb tiinetmentes tlélést tapasztaltunk, mint
azoknal a betegeknél, akiknél tumor progresszié nem fordult el6. Ebben a tanulmanyban maés,
HPV-asszocialt szajuregi (oralis leukoplakia, oralis lichen planus, oralis laphamsejtes
carcinoma) és méhnyaki (atipias méhnyaki 1ézidé, méhnyaki carcinoma) beteg- és kontroll
csoportokban kivantuk megallapitani a TTV, ggrlTTV, HPV, és ggriTTV-HPV koinfekcid
eléfordulasi gyakorisagat, és a fertdzések jelentdségét.

A TTV esetében a jelenlegi taxonomiai besorolds szerint 29 faj, mig a korabbi
besorolas szerint tobb mint 30 genotipus kiilonithet6 el. A virus genomja igen valtozatos, ami
eltér6 fehérje expressziot, ezaltal patogenitasbeli kiilonbségeket eredményezhet, igy a virusfaj
vagy genotipus megallapitasa fontos tényez6 lehet a virus patogenitasanak megismerése
szempontjabol. Mivel a szakirodalomban a mai napig a genocsoport/genotipus/szubtipus
felosztast alkalmazzak, szekvenalast koveten sajat mintdink és az adatbazisban fellelhetd
magyarorszagi szekvencidk esetében is elvégeztik virustorzsfa elemzéssel a szekvenciak faji,
illetve szubtipus szintli besorolasat.

Célunk tehat a TTV esetleges patogén szerepének megerdsitése, megallapitasa, a TTV
fajok, geno- és szubtipusok el6fordulasanak és eloszlasanak meghatarozasa volt az altalunk

vizsgalt betegcsoportokban.



IRODALMI ATTEKINTES

A TTV felépitése

A TTV-k 30-33 nm atmér6ji, ikozahedralis szimmetrija, burok nélkali, kordlbeldl
3,8 kilobazis (kb) hosszUsagu, negativ polaritasd, cirkularis, egyszali DNS genommal
rendelkez6 virusok. A virusokat jelenleg az Anelloviridae csalad Alphatorquevirus
nemzetségébe soroljak, a csaladon belll pedig 29 fajt kilonitenek el. A fajok kozott legalabb
35%, a nemzetségek kozott legalabb 56% a kiilénbség nukleotid szinten.

Bar a Nemzetkdzi Virustaxondémiai Bizottsdg (ICTV) fajokba (species), a
szakirodalom viszont a mai napig genocsoportokba, genotipusokba és szubtipusokba sorolja a
TTV-ket. A GenBank adatbazisban jelenleg fellelhet6 szekvencidk nagy része ORF1 (nyitott
olvasési keret 1) részleges szekvencia, az N22 régio vagy azzal atfed6 szakasz. Az N22 annak
a korulbeltl 500 bazis hosszu szakasznak a neve, amelyet el6szor azonositottak. Bar ez a
szakasz csak kisebb hanyadét teszik ki a teljes virusgenomnak, a szekvenciak filogenetikai
vizsgalatara ez a regio is alkalmas, legalabbis az egyes genocsoporton belil.

A szakirodalomban a korabbi taxonémiai besorolas szerint 6t genocsoportot, tébb mint
30 genotipust, ezen belul néhany esetben szubtipusokat (1a, 1b, 2a, 2b, 2¢) kulénbdztetnek
meg. A kiilonb6z6 genocsoportok kdzott legaldbb 50%, a genotipusok kdzott legaldbb 30%, a
szubtipusok kozott legaldbb 15% a kiillonbseg az N22 régidban nukleotid szinten.

A TA278 prototipus virus genomja 3852 nukleotidbol (nt) all, amely tartalmazza a
korllbeldl 1,2 kb hosszUsagu nem kddold régiot (untranslated region, UTR) és a korulbell
2,6 kb hosszu kodol6 régiot, amelyek hossza virus tipustél fiiggéen valtozo. Az UTR szerepet
jatszik a transzkripcio és transzlacio kontrolljaban, igy magaban foglalja a promoter és
enhancer elemeket, transzkripciés faktor kotOhelyeket, valamint egy, a kiilonbozd
genotipusok kozott eltéré hosszsaghi GC gazdag régidt és egy konzervativ szakaszt. A két
utobbi szakasz szekvencidja alapjan hurok formalasara lehet képes.

A TTV kodolo regioja tobb ORF-et foglal magaban, amelyek szama TTV tipusonként
valtozo; a két f6 ORF, az ORF1 és ORF2 azonban mindegyikben megtaldlhatd. Az ORF1
korllbelll 770 aminosavat kddol, kdztik a kapszid fehérjét. N-terminalisan magaban foglal a
csirke anaemia virushoz hasonléan egy argininban gazdag régiét, valamint a csirke anaemia
virus Rep fehérje motivumaihoz hasonlé szakaszokat. Az argininben gazdag regio DNS-k6t6
aktivitasa révén a virus becsomagolddasat, a Rep fehérjék pedig a virus replikacidjat segitik.
Jellemz6é az ORF1 szekvenciara hdrom hipervariabilis régid, amelyek az N22 région kivdl
esnek; ezekben a nukleotid kiilonbség az egyes szekvenciadk kozott a 90%-ot meghaladhatja,
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ami segitheti az immunvalasz kikerllését. A masik, minden izoldtumban megtalalhaté régid
az ORF2, amely korulbelll 202 aminosavat kddol; szerepe pontosan még nem ismert. A két
f6 ORF mellett tobb kisebb meglétét is feltételezik.

A kiilonbozd TTV tipusokban az eltéré fehérje expresszid egyszerii nukleotid
polimorfizmusoknak és rekombinécids esemenyeknek koszonheté. Ennek az immunvalasz

Kikertléseben és a virusfert6zés patogenezisében lehet szerepe.

A TTV kimutatésa

A virus Kkimutatdsara szolgal6 modszerek kozil a legelterjedtebb a polimeraz
lancreakcio (PCR). A legtobb kutatocsoport az N22 régiora illeszkedé primereket hasznalt
(ORF1 primerek), ezek azonban csak az egyes genocsoportba tartoz6 genotipusok
kimutatisara alkalmasak. A jol konzervalt UTR-re illeszked6é primerekkel a TTV altalanos
eléfordulasa detektalhatd. A virus detektdlasara a sejtekben in situ hibridizacids technikét is
alkalmaznak. A geno- és szubtipusok meghatarozasa szekvenalassal, vagy restrikcios hasitasi

mintazat (restrikcids fragment hossz polimorfizmus, RFLP) alapjan torténik.

A TTV szoveti eloforduldsa

A virus el6forduldsi gyakorisaga az egészséges populacidban igen magas, az infekciot
¢letreszolo fert6zésként jellemzik. A méajban kimutattak a virust és replikativ formait; a méj
érintettsége miatt a TTV az epében és székletben is megjelenhet, amely fecalis-oralis atvitelt
tesz lehetdvé. A virus és replikativ intermedier formai a maj mellett a csontvel6ben, a
periféridas vér mononuklearis sejtjeiben (PBMC) és hemopoietikus &ssejtekben is
megjelenhetnek, ami a vérben 1év6 virusok forrasaként szolgalhat. Kimutattak tébbek kozott
tidében, 1épben, hasnyalmirigyben, vesében, pajzsmirigyben, izmokban, méhnyaki
mintédkban, nyalban, vizeletben, kdnnyben, onddban, illetve anyatejben, kdlddkzsindrvérben
és amnion folyadékban.

A TTV eloforduldsa kiilonbozo betegségekben

Tobben feltételezték a TTV szerepét ismeretlen eredeti hepatitishen és hepatitis C
virus okozta majbetegségekben. Osszefiiggést talaltak a hepatocellularis carcinoma
kimenetele, a TTV jelenléte és a magas TTV terheles kdzott, valamint a TTV prognosztikai
szerepét feltételezik hepatocellularis carcinoma esetében. Mivel a TTV a csontvel6ben is

szaporodik, 6sszefliggésbe hoztak hepatitis-asszocialt aplasticus anaemiaval.



Idiopathids tudofibrosis esetében rosszabb tulélési aranyt figyeltek meg TTV-vel
fert6zott, mint nem fert6zott betegcsoportban, valamint dsszefuiggést talaltak a TTV jelenléte,
a virusterhelés és a tidorak kialakulasa kozott. Kimutattdk bronchopneumonidban és
asthmaban; bronchopneumonias gyermekekben a négyes genocsoportd TTV dominanciaja
volt jellemz6. Felvetédott, hogy a virus felboritia a lymphocyta egyensulyt, igy
immunszuppressziv hatasu, valamint hogy a léguti csillés hamsejtek fertézése révén képes
azok mitkodését gatolni.

A virus a nyalban 100-1000-szer magasabb aranyban volt jelen, mint a szérumban, igy
valoszintsitették szaporodasat a szajiregi régioban. A virus jelenléte az epithelialis sejtekben
bebizonyosodott in situ hibridizacidval, lichen planusban és leukoplakidban szenvedé betegek
szajnyalkahartya sejtjeiben. Lehetséges kapcsolatot taldltak a periodontitis, a virus
eléfordulasa és a virusterhelés kozott, amiben tobb tényezd szerepét feltételezték: a TTV a
gyulladasos folyamatokban jatszhat szerepet, illetve a gyulladas miatt infiltralo
lymphocytékban szaporod6 TTV is okozhatja a magasabb virus pozitivitést.

Méhnyaki nyalkahartya eclvaltozasaban szenvedé €s egeszseges egyének exfolialt
sejtjeiben is vizsgaltak a TTV el6fordulasat UTR PCR-rel. A TTV pozitivitas szignifikansan
magasabb volt a kontroll csoporthoz képest, illetve a HPV pozitiv mintakban szignifikansan
magasabb volt a TTV prevalenciaja, mint a HPV negativakban. Az exfolialt sejtekben 10-
1000-szer magasabb volt a virusterhelés, mint a szérum mintakban, ami virus replikaciora
utalhat. A genocsoportok kézil a ggriTTV volt a leggyakoribb.

Vizsgéaltak a TTV jelenlétét gastritisben, autoimmun betegségben, valamint killénb6z6

daganatokban szenvedé betegekben.

TTV vizsgalatok Magyarorszagon

Két tanulméanyban vizsgaltdk az egyes genocsoportba tartoz6 TTV genotipusok
eléfordulasat az altalunk is haszndlt ORF1 PCR mddszerrel Magyarorszagon rajtunk kivil. A
hepatitises betegek 50,4%-a (115/228), illetve 50,9%-a (56/110), valamint az egeszséges
egyének 18,5%-a (20/108) bizonyult pozitivnak. A megszekvenalt mintak tobbsége a kettes
genotipushoz tartozott.

Munkacsoportunk korabban két tanulmanyt készitett TTV-vel kapcsolatban. Az
egyikben vesetranszplantalt és egészseges személyek PBMC sejtjeit vizsgaltuk. UTR PCR
alapjan a vesetranszplantaltak 100%-a (92/92), a kontroll személyek 95,5%-a (63/66), ORF1
PCR alapjan a vesetranszplantaltak 57,6%-a (53/92), az egészséges személyek 19,7%-a
(13/66) bizonyult TTV fert6zottnek. A 12 megszekvendlt TTV fele kettes genotipusba



tartozott. A masik tanulmanyban 40 1éguti papillomatosisos és laphamsejtes carcinomas beteg
mintait vizsgaltuk. UTR PCR alapjan a léguti papillomatosisos betegek (RRP) 80,0%-a, a
malignusan transzformalt papillomatosisos (MP) betegek 100%-a, a laryngealis laphamsejtes
carcinomas (LSCC) betegek 88,0%-a volt TTV pozitiv. N22 PCR alapjdn az RRP betegek
20,0%-a, a MP betegek 100%-a, az LSCC betegek 44,0%-a hordozott ggriTTV-t. A TTV
eléfordulasa jelentésen magasabb volt azokban az LSCC betegekben, akikben tumor
progresszid kovetkezett be, mint azokban, akikben tumor progresszié nem jelentkezett. A
virusfert6zések eléfordulasanak megfeleléen a tumor progresszioban szenveddk tiinetmentes

tulélese szignifikansan révidebb volt.

Human papillomavirusok

A huméan papillomavirusok a Papillomaviridae csaldd Alpha-, Beta-, Gamma-, Mu- €s
Nupapillomavirus nemzetségbe tartozd, korulbelil 55 nm atmér6jii, ikozahedralis
szimmetriaju, burok nélkali virusok. A virusgenom megkozelitéleg 8 kbpar hosszusagu,
kettdsszalu, cirkularis DNS molekula, amely korai (early, E) és kés6i (late, L) atirodo
szakaszokat (ORF-eket), valamint egy nem kodolé régiot (long control region, LCR)
tartalmaz.

Bar az ICTV faji besorolésig tagolja a papillomavirusokat, az ezekkel a virusokkal
foglalkoz6 kutatok a HPV-ket genotipusokra bontjak. Jelenleg legalabb 120 HPV genotipus
ismert, amelyeket daganatkelté képességiik alapjan alacsony €s magas onkogén kockazatl
csoportokba osztanak.

A HPV atvitele boérfeliiletek érintkezésével, nemi uton, vertikalisan az Gjszilott
szlilécsatorndn valod athaladasakor torténhet, a bor és nyalkahartya mikrosériilésein keresztiil.
A virus szaporodasi ciklusa a hamsejtek differencidlodasaval fiigg 6ssze. A bér bazélis
rétegébe jutott virusok a sejt életciklusanak elérehaladtaval el6szor a korai géneket irjak at és
megindul a virus replikéacio, majd atirédnak a struktdrfehérjék és az 6sszeszerel6dott virionok
a fels6 borrétegben 1év6 sejtekkel a kilvilagba jutnak.

A korai ORF-ek altal kodolt virusfehérjék a virus életciklusanak korai szakaszéban
jelennek meg. Ezeknek a virus replikacioban, transzkripcidban (E1, E2; E4; E5), a virionok
Osszeépiilésében és  sejtb6l  torténd  kiszabadulasdban (E4), valamint a  sejtek
transzformalasaban (E5, E6, E7) van szerepe. Az E5 transzmembran fehérje a fertézott sejtek
membrénjdban elhelyezkedé novekedési faktor receptorokat aktivalja. Az E6 fehérje a p53

fehérjéket koti és fokozza az ubiquitin-medialt degradaciojukat, igy gatolja a DNS javitasi
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folyamatait, illetve irreverzibilis DNS kéarosodas esetében az apoptdzist. Az E7 fehérje a pRb
(retinoblastoma) fehérjékkel komplexet képez, igy az E2F faktor szabadon transzaktivalja a
faktorokkal is kapcsolatba Iép. Az L1 ORF a f6 kapszid fehérjét, az L2 ORF a kisebb
struktarfehérjét kdédolja, ami a virus nukleinsav kapszidba csomagolodast segiti. Az LCR a
papillomavirus genom viralis replikaciot és transzkripciot szabalyozo6 szakasza.

A magas kockézatl virusok genomja az E1/E2 ORF terlletén felnyilva a gazdasejt
genomjaba épulhet, ami az E6 és E7 fehérjék megndvekedett termeléséhez vezet; a viralis
onkoproteinek kontrollalatlan expresszidja malignus transzformaciot eredményezhet.

A méhnyakrak vilagszerte az egyik leggyakoribb malignus elvaltozas a nék korében,
amelyben a magas onkogen kockézati HPV-ket kozvetlen etioldgiai tényezOként tartjak
szamon; az esetek legalabb 90%-aban a HPV kimutathat6. A HPV pozitiv méhnyaki atipias és
méhnyakréakos esetek korlbelll 70%-aban a magas kockazati HPV16 és 18 detektalhatd. A
méhnyaki rakmegel6z6 elvaltozasok 50-90%-a, az egészséges személyek korilbelul 30%-a
HPV pozitiv. Az alacsony kockézatd HPV tipusok méhnyaki malignus daganatokban ritkan
fordulnak el6, ezek els6sorban anogenitalis szemolcsoket és enyhe foku intraepithelialis
elvaltozasokat okoznak.

A fej-nyaki régio laphamsejtes daganatainak, valamint a premalignus elvaltozasként is
jellemzett szajlregi lichen planus és leukoplakia kialakulasaban az ismert tényezOk mellett
(alkoholfogyasztas, dohanyzas, rossz higiénés, taplalkozasi, életmodbeli viszonyok, oralis
lichen planus esetében az autoimmunitas) felmertlt a HPV-k szerepe. A daganatok 20-100%-
aban, a rakmegel6z6 elvaltozasok 20-30%-aban, mig egészseéges kontroll személyek 0-10%-
aban mutattak ki a virust (a vizsgalt régiotdl, mintatipustol, detektaldé modszertdl fiiggden). A
HPV pozitiv esetek 85-95%-ban a HPV16, kisebb aranyban pedig alacsony kockazati HPV-k
(HPV6 és HPV11) is detektalhatoak. Alacsony kock&zatu HPV-ket, féként HPV6-ot és
HPV11-et nagy aranyban mutattak ki benignus szajuregi és gége papillomatosisos, valamint
gégetumoros betegekbdl. Juvenilis, recurrens léguti, oralis és genitalis papillomatosishoz

vezethet az Gjsziilottek fertdzése.

Célkitiizések

Bar tobb betegségben feltételezik a TTV szerepét, donté bizonyitékot egy esetben sem
talaltak a virus direkt kdroki szerepére. Felmerilt, hogy a HPV-hez hasonléan bizonyos TTV
genocsoportok, genotipusok, vagy szubtipusok patogén szereppel birhatnak egyes
betegségekben, vagy legaldbbis szorosabban asszocidltak egy-egy szOvettipushoz.
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Munkacsoportunk hasonlé  kovetkeztetésre jutott ggrlTTV kapcsan gégetumorok
vizsgalatakor.

A fent emlitett adatok alapjan a Ph.D. értekezés alapjaul szolgalé tanulmanyainkban
az alabbi célokat tlztik ki:

e A gégetumor mellett mas, HPV fertézéssel feltételezhetden Osszefiiggé daganat
tipusban, az adott régio rakmegel6z6 elvaltozasaiban és kontroll csoportokban a TTV,
illetve a ggrlTTV el6fordulasi gyakorisaganak felmérése.

e A vizsgdlt mintacsoportokban a ggrlTTV-HPV  koinfekcié el6fordulasi
gyakorisaganak megéllapitasa és 6sszehasonlitasa.

e Daganatos betegekben a virusok és virus koinfekcid tulélésre gyakorolt hatidsanak
vizsgalata.

e A mintainkban detektalt ggrlTTV-k geno- és szubtipus meghatarozasa, azok
eléfordulasdnak 0sszevetése a betegcsoportokban.

e A TTV geno- és szubtipusok foldrajzi eloszlasanak vizsgalata 0Osszevetve a

szakirodalmi adatokkal.

BETEGEK ES MODSZEREK

Betegcsoportok

Tanulmanyunkban 608 személy 904 mintajat vizsgaltuk. A szajuregi mintdk a
Debreceni Egyetem Orvos- és Egészségtudomanyi Centrum Fogorvostudomanyi Karanak
Arc-, Allcsont és Szajsebészeti, valamint Parodontolégiai Tanszékeirél, a négyogyaszati
mintdk az Altalanos Orvostudomanyi Karanak Sziilészeti és Nogyogyaszati Klinikajarol
szarmaztak.

A szdjliregi mintacsoport vizsgalatdban 65 oralis laphamsejtes carcinomaban (OSCC)
(51 férfi, 14 no, atlagéletkor 54,4 év; 25-80 év), 44 oralis leukoplakidban (OL) (14 férfi, 30
nd, atlageletkor 56,3 év; 29-91 év) es 119 oralis lichen planusban (OLP) (31 férfi, 88 nd,
atlagéletkor 55,0 év; 23-79 év) szenvedd beteg anyagat vizsgaltuk. A szajuregi kontrollt 72
egészséges személy (19 férfi, 53 né, atlagéletkor 52,0 év; 22-77 év) szajlregi exfolialt sejt
mintaja szolgaltatta. Az OSCC betegek esetében harom minta allt rendelkezesre
szemeélyenkent, egy kimetszett szOveti minta a tumorbol, illetve exfolialt sejt mintak az
egészséges buccalis hdmrdl és a nyelvrél. Az OL és OLP betegeknél a léziobdl és az

egészséges nyalkahartya felszinrél vett exfolialt sejteket hasznaltuk.



A méhnyaki mintacsoportot 87 méhnyaki daganatos beteg (CC) (atlagéletkor 42,8 év;
27-62 év) kimetszett tumoros szdvetdarabja, 84 mehnyaki atipiaban szenvedd beteg (ACM)
(atlageletkor 36,6 év; 20-78 év) és 97 egészséges, tinetmentes személy (NCM) (atlagéletkor
38,6 év; 18-62 év) exfolidlt méhnyaki mintaja alkotta.

A laryngealis mintacsoport laphamsejtes gégetumorban (LSCC) (n=25 férfi,
atlagéletkor 56,6 ev; 43-71 év), recurrens leguti papillomatosisban (RRP) (n=10, 8 férfi, 2 nd,
atlagéletkor 27,7 év; 3-71 év) és malignizalt gége papillomatosisban (MP) szenvedé betegek
(n=5, 4 férfi, 1 no, atlagéletkor 55,0 év; 43-66 év) kimetszett mintaibdl allt. A laryngealis
betegcsoportban a TTV és HPV kimutatdsara egy korabbi tanulmanyban kerilt sor. Jelen
értekezésben a klinikai adatokat frissitettiik es elvégeztik a TTV-k szekvencia analizisét. Az
LSCC és MP betegek mintdit a TTV szekvencia vizsgalatok sordn 6sszevonva, egy
csoportban emlitjik laryngealis laphamsejtes carcinomaként (LSCC).

A tumoros betegcsoportok kovetési adatait a mintat szolgéltaté egységek klinikai
adatai alapjan gytjtottiik ossze. Ezek az adatok mind a 65 OSCC és 25 LSCC beteg esetében
elérhetéek voltak, mig a 87 CC beteg koziil 63 esetben alltak rendelkezésre.

PCR és RFLP

A mintdk DNS tartalménak kivonasa utan a viralis DNS kimutatasdhoz PCR-t
hasznaltunk. A mintakbol kinyert DNS mindségét minden esetben a human B-globin gén
amplifikalasaval ellenériztik a PCO3 és PCO4 primerekkel. A human papillomavirusok
detektalasa nested PCR-rel zajlott az MY09/MY11 és GP5+/ GP6+ primerparokkal. A HPV
jelenlétét HPV6, 11, 16, 18, 31, 33 tipusai esetében E7 ORF specifikus PCR-rel is
ellendriztiik.

A TTV kimutatasa két kiilonb6z6 nested PCR amplifikacioval tortént. Az UTR PCR
(NG133/NG147 és NG132/NG134 primerekkel) a TTV nem kddolé régidjara illeszkedd
primerparokkal az 6sszes TTV genotipus, mig a seminested ORF1 PCR (NG059/NG063 és
NGO061/NG063 primerekkel) az ORF1 régiora illeszked6é primerekkel a ggrlTTV, azaz a
TTV1 és TTV3 fajba tartozo virusok kimutatasara alkalmas.

A HPV genotipizalasat a nested PCR elsé korének MY PCR termékeibdl végeztiik
RFLP analizissel, hat killénboz6 restrikcios enzimmel. Amennyiben az MY PCR az alacsony
HPV DNS koépiaszam miatt nem eredményezett elegendd amplimert (gyengén pozitiv
mintak), a nested PCR masodik kérének (GP PCR) termékeit kezeltiik restrikcios enzimekkel

a HPV tipizélasara.
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Az eredmények statisztikai értékelése

A PCR eredmenyek alapjan kapott prevalencia adatok statisztikai 6sszevetésehez khi-
négyzet probat és Fisher-egzakt tesztet, a ggrlTTV, valamint a ggrlTTV-HPV koinfekcid
betegek tulélésére gyakorolt hatdsanak felméréséhez Kaplan-Meier tesztet hasznaltuk. Az
elemzéseket az SPSS 15.0 for Windows statisztikai programmal végeztik. A konfidencia

intervallum minden esetben 95% volt.

Szekvenalas és TTV torzsfa elemzés

Az ORF1 PCR pozitiv mintdk amplimereinek szekvencidjat az ORF1 PCR nested kor
primereinek segitsegével hataroztuk meg. A szekvencia vizsgalatokat CLC DNA Workbench
4.0 szoftver segitségével hajtottuk végre. A torzsfak elkészitése ,,neighbour joining”
maodszerrel tortént, a torzsfak validitasat 1000 ismétlés alapjan teszteltiik. Minden sikeresen
szekvenalt szakasz egy kozos, 187 bazis hosszu fragmentjét vetettlik ald torzsfa analizisnek.
Minden egyszeresen TTV fert6zott mintabol szarmazd szekvenciat 6sszehasonlitottunk a
GenBank szekvenciaival. A korabban elfogadott genocsoport/genotipus/szubtipus besorolas
elvégzésehez olyan ggriTTV szekvencidkat toltottik le az adatbankbdl, amelyek kozel allnak
sajat szekvenciainkhoz, amelyek besorolasa ismert (egyes €s kettes genotipus esetében a
szubtipus is), valamint szekvenciaja atfed az altalunk vizsgalt 187 bazis hosszu szakasszal. A
GenBank-ban fellelheté 44 magyar ggrlTTV részleges szekvenciat is letoltottik a
szubtipusok megallapitasa és eredményeinkkel torténd dsszevetés céljabol.

A jelenleg érvényben 1év6 Alphatorquevirus genus 29 fajanak tipusszekvenciajat is
Osszevetettiik a genotipus/szubtipus referencidkkal, sajat szekvenciainkkal, illetve a tdbbi
magyar szekvenciaval. A 29 faj tipus szekvencidjan kivil az adatbazisban mas, az (j

taxondmia szerint besorolt szekvenciat nem talaltunk.

EREDMENYEK

ATTV, ggriTTV, ggriTTV-HPV koinfekcio eldforuldsi gyakorisdga szajlregi mintakban
A TTV el6fordulasa UTR PCR alapjan 54,2% 54,5% 53,8% és 78,5% a kontroll,
valamint az OL, OLP, és OSCC lézi6 mintdkban. A kilénbség szignifikansan magasabb
OSCC betegekben, mint a tébbi szajlregi csoportban (p=0,002, p=0,001 és p=0,011 a
kontroll, OL és OLP csoporthoz képest). A betegcsoportok egészséges nyalkahartya felszinr6l

vett mintaiban a TTV el6forulasa a kontroll csoporttol nem tért el jelentdsen. A 16zidbol és az
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egészséges nyalkahartyakrol vett mintakat betegcsoportonként dsszehasonlitva szignifikans
kilonbséget csak az OSCC betegek esetében talaltunk (49,2% és 78,5%; p=0,003).

ORF1 PCR alapjan a ggrlTTV el6fordulasa 1,4%, 4,5%, 10,1%, 24,6% a kontroll,
valamint az OL, OLP, OSCC lézi6 mintacsoportban. Az OSCC és OLP betegek lézidjaban
szignifikansan magasabb volt a ggrlTTV el6forulasi gyakorisaga a kontroll csoporthoz képest
(p<0,001 és p=0,034). Az OL és OLP léziok kozott a ggriTTV prevalencia nem kiilonb6zott
jelent6sen, de mindkét esetben szignifikdnsan alacsonyabb, mint OSCC-ben (p=0,007 és
p=0,01). A ggrlTTV pozitivitasi ardnya az egészséges nydlkahartya felszinér6l vett
mintakban nem kil6nb6zo6tt kiugréan a kontrollhoz és egyméashoz képest. A betegcsoportokon
belll a 1éziobol és az egészséges nyalkahartyakrol vett mintakat 6sszehasonlitva szignifikans
kilonbséget csak az OSCC betegek esetében talalunk (7,7% és 24,6%; p=0,036).

A HPV prevalencigjat és genotipizalas eredményét szajiregi mintdkban
munkacsoportunk korabban, egy masik tanulmanyban megallapitotta. A HPV prevalencia
minden betegcsoport 1€zidbol szarmazé mintaiban magasabb volt a kontroll csoporthoz képest
(p<0,001 minden esetben), mig a lézidbdl szarmazd mintdkat egymassal 6sszevetve
szignifikans kuldnbséget csak az OLP és OSCC csoportok kozott talaltunk (p=0,047). Az ép
nyalkahartyarél vett mintak HPV prevalencidja egymashoz képest a 1éziéhoz hasonl6
mintdzatot mutatott. A 1éziobdl és egészséges nydlkahartyarol vett mintakat
betegcsoportonként dsszevetve a léziokban minden esetben szignifikdnsan magasabb volt a
HPV eléfordulasa (p<0,05 minden ésszehasonlitasban). A mintakban a magas kockazati HPV
genotipusok dominaltak, elsésorban a HPV16.

A ggrlTTV-HPV koinfekcié prevalencigja 0,0%, 4,5%, 6,7%, 12,3% a kontroll,
valamint OL, OLP, OSCC lézié mintacsoportakban. A kontroll csoportban ggriTTV-HPV
koinfekcio nem fordult el6. A harom szajiiregi betegcsoport 1€zi6 mintéi kozil a koinfekcio
aranya csak OSCC esetében volt magasabb szignifikansan a kontroll csoporthoz képest
(p<0,001). A betegcsoportok egészséges nyalkahartyardl vett mintai és a kontroll csoport
kdzott nem volt kilonbség. Az OSCC betegek szdveti mintaiban szignifikansan magasabb
koinfekcid aranyt talaltunk a betegcsoport egészséges nyalkahartya mintaihoz képest (1,5 %
és 12,3%; p<0,001).

A TTV, ggrlTTV, HPV és ggrliTTV-HPV koinfekcio eldforduldsi gyakorisiga méhnyaki
mintakban

UTR PCR alapjan a TTV altalanos eléfordulasa 78,4%, 83,3%, 90,8% a kontroll,
ACM és CC mintdkban. A kilénbség a kontroll és CC csoportok kozott szignifikans
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(p=0,018). A ggriTTV el6fordulasi gyakorisaga 20,6%, 29,8%, 29,9% a kontroll, ACM és
CC csoportokban; a kontroll csoportban alacsonyabb az atipids és daganatos mintakhoz
képest, a kiilonbség azonban nem szignifikans.

A HPV prevalenciaja mind a daganatos, mind az atipids mintdkban szignifikansan
magasabb volt a kontrollhoz képest, illetve a daganatos csoportban szignifikdnsan magasabb
az atipias csoporthoz képest is (27,8%, 66,7%, 95,4% a kontroll, ACM és CC csoportokban;
p<0,001 minden esetben). A ggrlTTV-HPV koinfekcié prevalenciaja szignifikansan
magasabb a daganatos és atipias betegekben a kontrollhoz képest (3,1%, 20,2%, 29,9% a
kontroll, ACM és CC csoportokban; p<0,001 minden esetben). Mindegyik mintacsoportban a
magas onkogén kockazatu tipusok dominaltak. A leggyakrabban detektalt tipus a kontroll
csoportban a HPV33, a masik két csoportban a HPV16.

ATTV, ggrlTTV és ggrlTTV-HPV eldfordulasi gyakorisdganak osszevetése LSCC, OSCC
és CC betegekben

LSCC és OSCC betegekben a TTV és HPV prevalenciaja jelentésen nem tért el, mig a
gorlTTV és a ggrlTTV-HPV koinfekcio szignifikansan magasabb aranyd volt LSCC
esetében. A gége- és méhnyaki tumoros mintak dsszehasonlitasakor statisztikai kiilénbséget
nem talaltunk. Az OSCC és méhnyaki daganatos csoport 6sszehasonlitasakor a TTV altalanos
eléfordulési aranya szignifikansan magasabb volt méhnyakrék esetében OSCC-hez képest,
mig a ggrlTTV eléfordulasi gyakorisaga jelentésen nem kiilonbozott. A ggrl TTV-HPV
koinfekcid6 méhnyakrakban szignifikansan gyakoribb volt OSSC-hez képest. Ez azonban a
magas HPV pozitivitasi aranynak koszonheté a méhnyaki daganatokban, mivel a ggriTTV
fert6zott betegek mindegyike HPV fertézott is.

ggriTTV és ggrlTTV-HPV koinfekcid hatasa a daganatos betegek tulélesére

Az LSCC betegcsoportban a korabban kozolt adatokat frissitettiik. A ggrlTTV-vel
szignifikansan kulonbozott; a fert6zott betegek esetében mindkét tényezé rosszabbul alakult
[talélési arany 9,1% (1/11 beteg) vs. 78,6% (11/14); atlagos tulélési id6 289,5 (190,9-388,2)
nap vs. 1229,2 (659,6-1798,8) nap; p=0,0052]. A ggrlTTV-HPV koinfekcié tovabb
csOkkentette a talélési aranyt és tulélési idot azokhoz képest, akiknél a kett6s fertézés nem allt
fenn [talélési arany 0,0% (0/8) vs. 82,4% (14/17); atlagos talélési id6 240,0 (148,4-331,6) vs.
1154,4 (638,8-1670,0) nap; p=0,0017].
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Az OSCC betegcsoportban a ggriTTV fert6zés sem énmagaban [talélési arany 75,0%
(12/16) vs. 71,4% (35/49); atlagos talélési id6 1436,9 (1133,9-1739,9) nap vs. 1276,0 (1093,8-
1458,1) nap; p=0,59], sem HPV fert6zéssel tarsulva [talélési arany 62,5% (5/8) vs 73,7%
(42/57); atlagos talélési id6 1262,2 (875,6-1648,9) nap vs. 1312,8 (1142,5-1483,1) nap;
p=0,88] nem befolyasolta a betegek tiinetmentes talélését.

A méhnyaki daganatos betegcsoportban 63 beteg adatait sikeriilt elemezni. A
gorlTTV pozitiv és negativ betegek tiunetmentes tulélése kozott jelentés kiilonbség nincs
[tinetmentes tulélés 77,3% (17/22) vs. 75,6% (31/41); atlagos talélési id6 2480,1 (1930,6-
3029,6) vs. 2419,9 (2037,4-2802,5) nap; p=0,91]. A magas HPV fert6zottségi arany miatt
(95,4%) minden ggrlTTV hordoz6 beteg HPV pozitiv volt, igy a koinfekcio tiinetmentes

talélésre gyakorolt hatasanak vizsgalatakor ugyancsak a fenti eredményeket kaptuk.

A TTV-specifikus amplimerek szekvenalasanak eredménye

A TTV szekvencigjat 73 beteg 83 mintajaban sikerllt megallapitani, 17 beteg 18
mintaja tébbszorosen ggrlTTV fertézottnek bizonyult. Az egy virus tipussal fert6zott
mintabol (57 beteg 65 mintaja) szarmazo szekvencidk egy kozos, 187 bazis hosszu szakaszat
a GenBank adatbazisban rogzitettiik (FN689730-FN689794).

A 29 TTV faj tipusszekvencidival vald Osszevetés alapjan minden meghatarozott
szekvenciank az TTV1 fajba tartozik.

A korabbi taxondmia szerint kettes genotipusba tartozd szekvenciak, ezen belll a 2c
(20 személy 21 mint4ja) és 2b (14 személy 16 mintaja) szubtipusok voltak a leggyakoribbak,
majd az egyes genotipusba tartozé szekvenciak (12 személy 12 szekvencigja 1b, 8 személy 10
szekvencidja la szubtipust) kovetkeztek. Harom személy harom mintajanak genetikai
tavolsaga a 2b és 2c szubtipusoktdl a genocsoport/genotipus/szubtipus besorolas szerint a
genotipusokat elvalasztd genetikai tdvolsag (0,3) értekéhez kozelitett. Ezek a szekvencidk a
GenBank olyan kettes genotipusu szekvenciajahoz alltak kozel, amelyet korabban betiivel
nem jel6ltek, ezért tanulmanyunkban ezeket a szekvenciakat 2’ szubtipusként jel6ltuk a
genotipus/szubtipus csoportok elkiilonithetdsége érdekében. Harom személy harom mintja
tartozott a harmas genotipusba, ezek genetikai tavolsaga a hasznalt referenciatdl szintén nagy
(0,21-0,23).

Nyolc beteg esetében volt lehetdségiink két kiilonb6z6 minta TTV szekvencigjat
megallapitani. Ot betegnél, akiknek tobb ORF1 amplimerjét szekvenaltuk, ugyanazt a
szubtipust, mig harom betegnél két kiilonb6z6 szubtipustt TTV-t detektéltunk a két mintaban.
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A jelen tanulmany keretein belll szekvenalt mintdkon kivil az adatbazisban elérhet6
kozott a 2¢ szubtipusok erés dominanciaja figyelhetd meg, az Gsszes minta 61,4%-a, a kettes
genotipusu TTV-k 95%-a tartozik ebbe a szubtipusba. A hepatitises betegek szérumaban a
legmagasabb a 2¢ szubtipus aranya (79,2%), 2b szubtipus ebben csoportban nem fordult elo.
A 2b szubtipus alacsony szamban fordult el egészséges véradokban  és
vesetranszplantaltakban is. A harom harmas genotipusu TTV vesetranszplantaltak szérumabol
szarmazik. Egy kettdsen fert6zott hepatitises beteg mintdjaban a 2c szubtipus mellett hatos
genotipusi TTV fordult elé, ami a TTV3 fajba tartozik. Az altalunk vizsgalt mintakban,

beleértve az 6sszes magyar szekvenciat, negyes és 6tds genotipust TTV nem fordult el6.

A TTV szekvenciak genetikai diverzitasa

A genetikai tavolsag sajat mintaink tekintetében egy szubtipus/genotipus kategorian
bellil 0,00 és 0,13 kozott alakult. Az egyes genotipus 1a és 1b szubtipus csoportjain belil a
genetikai tavolsag 0,00-0,03, a harmas genotipuson belil 0,02-0,04. A kettes genotipus harom
szubtipus csoportja igen diverz képet mutatott, a genetikai tdvolsadg 0,00-0,13 kdzotti érték,
amely a 2c¢ szubtipusu szekvenciak kdzott a legnagyobb.

Az 0sszes magyar minta tekintetében a legvaltozatosabb a 2c szubtipus volt, a
legnagyobb genetikai tavolsag 0,15 a szubtipus két genetikai ertelemben legtavolabbi mintaja
kdzott. A 2c szubtipuson belil a 42 személy 48 TTV szekvencidja harom csoportot alkotott
(cluster A, B, C; egy csoporton beliil a genetikai tavolsag <0,10), csoportonként 34, 10 és 4
szekvenciaval, melyek kozil 17, 1 és 3 szekvencia a sajat mintainkbol, a tobbi méas magyar
tanulmanyokbdl szarmazott. Mindharom csoport kilénb6z6 mintatipusokbdl szarmazo
szekvencidkbdl allt, azonban a B csoport kilenc szérum eredetli és csak egy méhnyaki
atipiabdl szarmazo szekvenciat tartalmazott, az A csoportban pedig a sajat mintak nagy része
(15/17) daganatos minta volt. A 2’ szubtipus és harmas genotipus esetében is nagy a genetikai
diverzitas, am ezeken belul clusterekrdl a kis mintaszam miatt nem beszélhetlink. A harmas
genotipusban egy OSCC és két ACM mintabdl szarmazd szekvencia allt kdzel egymashoz,

mig a szérumbdl szarmazo mintak genetikai értelemben ezekt6l tavolabb estek.

MEGBESZELES

Munkacsoportunk egy korabbi tanulmanya szerint az egyes genocsoportu torque teno

virus és human papillomavirus szignifikdnsan magasabb aranyban fordult el6 progressziv
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gégetumorban szenved6 betegek szOvetmintaiban a nem progressziv tumoros betegek
mintaihoz képest, a két virussal torténé koinfekcio pedig kedvezétlen hatassal volt
progressziv tumorok esetében a betegek tulélésére, ami a virusok lehetséges kokarcinogén
szerepét sugallja. A megfigyelés felvetette azt a kérdést, hogy mas, HPV-vel dsszefiiggésbe
hozhat6 betegség esetében lehet-e szerepe a ggriTTV-nek, illetve a két virus koinfekcidjanak,
igy tanulmanyunkat Kiterjesztettiik a szajuregi és mehnyaki régié elvaltozasaira is (OSCC,
OLP, OL, ACM, CC).

A TTV igen elterjedt az egészséges populacidéban, bar az irodalmi adatok
dsszehasonlitdsa nehéz, mivel a detektalashoz hasznalt PCR primerek eltéré szakaszokat
sokszoroznak fel, kiilonb6z6 az érzékenységiik és specificitasuk. Az altalunk is hasznalt
primerparokat alkalmazo6 tanulmanyokbol 6sszegyiijtott adatok alapjan egészséges személyek
szérumaban a ggrlTTV gyakorisdga Azsidban 30%, Eurépaban 16,3%, Magyarorszagon
19,3%. Az UTR primerekkel vizsgalva a TTV prevalenciajat Azsiat tekintve Japanban 97%,
de Indidban csak 45,3%, Eurdpat tekintve Olaszorszagban 87,5%, Csehorszagban 51,3%,
Magyarorszagon 95% a pozitiv szérumok aranya.

A fej-nyaki és mehnyaki kontroll csoportjainkban a TTV prevalenciaja igen
valtozatos, a szajuregi kontroll csoportban a ggrlTTV gyakorisaga 1,4%, méhnyaki normal
mintdkban 20,6%; a TTV altalanos el6fordulasa a szajiiregi kontrollban 54,2%, a méhnyaki
normal mintakban 78,4%. A fej-nyaki csoportokban alacsonyabb, a méhnyaki mintakban a
szérumhoz hasonlé a TTV el6fordulasi aranya, bar az adatok nehezen 6sszehasonlithatoak a
mintak, ezaltal az eltéré virustermelé kornyezet és az alkalmazott mddszerek kuilonbségei
miatt. A miénkkel ténylegesen osszevethet6 fej-nyaki adatok a szakirodalombdl hidnyoznak.
Egy munkacsoport az NG133/147 és NG132/134 nested primereket hasznalta méhnyaki
atipias és egészséges kontroll mintak TTV pozitivitasanak detektalasara. A normal mintak
52,7%-a, az atipias mintdk 74,7%-a volt TTV pozitiv, ami az altalunk kapott értekeknél
(78,4% és 83,3%) alacsonyabb.

Méhnyaki mintdinkban a HPV el6fordulasi gyakorisaga megfelel az irodalom alapjan
vartnak. A TTV Aaltalanos el6fordulasa méhnyaki daganatos mintadkban szignifikansan
magasabb volt a kontroll csoporthoz képest, mig a ggrlTTV eléfordulasa mindharom
méhnyaki csoportban hasonléan alakult. A fej-nyaki régidban, az LSCC és OSCC betegekben
aggrlTTV és a ggrlTTV-HPV aranya szignifikansan magasabb volt a tobbi fej-nyaki beteg-
és kontroll csoporthoz képest. Ezek szerint a ggrlTTV jelenléte a fej-nyaki régid
elvéltozasaival 6sszefliggésben allhat, ezzel szemben a méhnyaki lézidkkal valoszintileg nem;

az altalanos TTV pozitivitisban mért kiilonbségekbdl eredéen a cervicalis régié és mas TTV
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genocsoportok/genotipusok kdzott azonban lehetséges kapcsolat. A méhnyaki csoportokban a
TTV és ggrlTTV eléforduldsa is magasabb volt a szajuregi csoportokhoz képest. A magas
TTV pozitivitas ebben a régioban arra is utalhat, hogy a méhnyaki nyalkahartya kedvez6bb
kornyezeti feltételeket biztosit a TTV szaporodasahoz, mint a szajlreg nyalkahartyaja. A CC
mintak esetében fontos megjegyezni, hogy a magas HPV pozitivitds miatt minden ggriTTV
pozitiv minta HPV pozitiv is. A ggrlTTV-HPV koinfekcid aranyat els6sorban ez hatarozza
meg, és mivel a ggrliTTV pozitivitds a harom méhnyaki csoportban nem tér el jelentésen, a
ggrlTTV-HPV koinfekcid jelentdsége ebben a régidoban nem valodszinii.

OSCC-ben szenved6 betegekben a TTV, ggrlTTV, HPV és ggriTTV-HPV koinfekcid
eléfordulasi gyakorisaga szignifikdnsan magasabb volt a szajuregi kontrollhoz, illetve a
betegek ép nyalkahartyajarél vett mintaiban tapasztalthoz képest. Ez a HPV mellett a
TTV/ggriTTV esetleges patogén szerepét is felveti ebben a csoportban. Osszevetve a jelen
értekezés, és az LSCC betegekkel foglalkoz6 korabbi tanulmanyunk eredményeit, a HPV
eléfordulasi gyakorisdga OSCC és LSCC betegekben azonos (47,7% és 48%), a TTV,
gorlTTV és a ggrlTTV-HPV arénya azonban az OSCC betegcsoportban alacsonyabb az
LSCC betegcsoporthoz képest (OSCC esetében 78,5%, 24,6%, 12,3%, LSCC esetében 88%,
44%, 32%). Bar a HPV prevalenciaja azonos a két csoportban, az alacsony kockéazatd HPV
fertézések aranya LSCC betegek mintaiban meghaladja a magas kockazatu tipusok aranyat.

LSCC betegek esetében a progressziv tumorban szenvedd (metasztazisos vagy recidiv)
és a nem progressziv tumorban szenvedé betegek mintai kiilon csoportra bontva killénbséget
mutattak a virusok eléfordulési aranya és a tulélés tekintetében. Felvetodott, hogy ggrl TTV
az LSCC progressziojaban jut esetleg szerephez. Az OSCC és CC betegcsoportban a
virusfert6zések és a betegseg progresszidja kozott adataink alapjan nem all fenn ésszefligges.

Az altalunk vizsgalt két, szajuregi premalignus lézidnak tekintett betegség kozll a
goriTTV ardnya magasabb az autoimmunitason alapuld OLP esetében a mechanikai irritacid
miatt kialakul6 OL-hez képest, mig a TTV és a ggrlTTV-HPV koinfekcié aranya a két
csoportban kozel azonos. Lehetséges, hogy a szajlregi régidban a ggriTTV jelenléte az
immunoldgiai valtozasokkal és a daganatos szovetek jelenlétével, nem pedig a karcinogenezis
folyamatéval all 6sszefliggésben.

A szdjuregi betegcsoportok egészséges nyéalkahartyabol izolalt TTV és ggriTTV
aranya nem tért el szamottevden a szdjiiregi kontroll csoportban detektalttol. A TTV jelenléte
a HPV-hez hasonloan a 1éziora jellemz6, ami szintén a ggrlTTV és a szajlregi elvaltozasok

kdzotti 6sszefiliggésre utalhat.
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A TTV jelenléte mononukleéris sejtekben ismert. Esetlinkben a szajuregi lézids
mintak tekintetében a ggrlTTV ardnya magasabb OLP-ben a kontroll és OL mintadkhoz
képest, valamint méhnyaki mintakban az exfolialt sejteket tartalmaz6 mintakban a TTV
ardnya hasonlé a daganatos szOvetben mérthez. Amennyiben a mononuklearis sejtektol
fuggene csak a TTV jelenlete, akkor a tumoros szdvetekben a lymphocyta infiltracié miatt
magasabb TTV arany lenne varhaté mas lézids és a kontroll csoporthoz képest. A TTV
jelenléte a szajlureg epithelialis sejtjeiben és nyalban ismert, az epithelialis sejtek
szolgéalhatnak tehat a TTV forrasaként, legalabbis a fej-nyaki régioban.

Tobb tanulmany feltételezi a TTV geno- és szubtipusok esetleges szoveti
preferencidjat. Elképzelhetd, hogy a perzisztens TTV fertézés (akar egyes genocsoportokra
vagy genotipusokra vonatkozoan) és a virus fokozott replikacidja immunologiai valtozasok és
fennall6 betegségek kovetkezménye, és bar onmagaban nem okoz betegséget, azok
progresszidjaban esetleg potencirozé hatast fejthet ki.

A kiilonb6z6 TT virusok szOveti és betegség preferencidjanak kilénbségeit a
virusgenom szerkezeti és génexpresszios kulonbségeivel lehet magyardzni, ami a virus
patogenitasara €s a szervezet immunitasara is hatassal lehet. Egyes tanulmanyok szerint a
TTV ORF2 proteinje az NF-xB Gtvonal gatlasa altal gatolhatja a gyulladasos vélaszt, az
interferon termelést és az interferonokhoz kapcsol6dd génexpresszidt. A csokkent interferon
termelés és a gyulladdsos valasz géatlasa segitheti példaul a HPV-t a nem produktiv,
perzisztens fertézés létrehozasaban, ami viralis karcinogenezishez vezethet. llyen események
magyarazhatjdk OSCC, LSCC és MP betegcsoportokban a ggrlTTV-HPV koinfekcid
magasabb aranyat szemben a benignus gége papillomatosisban tapasztalttal, illetve LSCC
esetében a koinfekcioban szenveddk rosszabb talélését.

Mivel a virus patogenitasa a virusok eltéré genomi szerkezetével Osszefliggésben
allhat az eltér6 génexpressz0s mintazatnak koszonhetéen, illetve kiillonbozé TTV
genocsoportok, geno- és szubtipusok esetében felmerilt a kiilonboz6 kérképekkel vald
asszociacio lehetdsége, megvizsgaltuk a TTV fajok, geno- és szubtipusok eloszlasi mintazatat
sajat, és mas magyarorszagi szekvenciak kozott a reszleges ORF1 szekvenciak
Osszehasonlitdsaval. A korabbi genocsoport/genotipus/szubtipus besorolas alapjan egyes
genocsoportba tartozd TTV-k a jelenleg érvényben 1év6 taxondémia szerint a TTV1 (1-5
genotipus) és TTV3 (hatos genotipus) fajba tartoznak, amelyeket ezidaig alacsonyabb
taxondmiai csoportokra nem bontottak. A szakirodalomban eddig az uj faji besorolast nem
hasznaltak, igy az irodalmi adatokkal valé 0Osszehasonlitas miatt a virusok geno- és

szubtipusok szerinti azonositasat is elvégeztik. Amennyiben tényleges dsszefliggés all fenn a
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TTV geno- és szubtipusai, valamint az okozott betegségek kozott, a TTV1 fajon beldli
diverzitasanak vizsgalata és a korabbi genocsoport/genotipus/szubtipus osztalyozas illesztése
az (j taxondmiai rendszerbe elérelépést jelenthet a virus megismerésében. Adataink alapjan a
genotipus-szubtipus faj alatti kategorizalas adaptacioja a TTV1 fajon belil kdnnyen
megoldhat6. Ez segitheti az 0Osszehasonlitast a korébban leirt adatok, valamint az Uj
taxondmiai rendszer kozott. Tudomasunk szerint a jelen értekezés megirasahoz hasznalt 2011-
ben megjelent kozleményiink az elsd, amelyik a kordbbi és a jelenlegi taxondmiai
kategOriakat dsszeveti.

Az 0sszes, adatbazisban fellelheté magyar ggriTTV szekvenciat szubtipus/genotipus
rendszerbe sorolva, anatomiai regiok alapjan csoportositva a fej-nyaki és a szérum mintakban
a mintazat hasonlo, mig a méhnyaki szekvenciaké ezekt6l kulonboz6. Minden régidban a
kettes genotipust TTV volt a leggyakoribb. A 44 szérumbdl szarmazd szekvencia kozil 32-
ben (72,7%) kettes genotipust TTV volt kimutathatd, amib6l 27 (61,4%) a 2c szubtipusba
tartozik. A kiilonb6z6é betegcsoportokban vizsgalva a geno- és szubtipusok eloszlasat, a 2¢
szubtipus kiugrd aranya hepatitisesekben szembetiind barmilyen mas 6sszehasonlitas mellett;
a hepatitises mintak 79,2%-a hordozta ezt a szubtipust. Ez a magas arany felveti annak
lehetdségét, hogy a szérum TTV forrasaként szolgald sejtek esetleg ezzel a szubtipussal
mutatnak szorosabb kapcsolatot, illetve hogy ez a szubtipus befolyasolhatja a hepatitis
kialakulasat vagy lefolyasat.

A legtobb TTV-rél sz4l6 tanulmany beteg- és kontroll csoportokban vizsgéalta a virus
altalanos eléfordulasat, vagy kisebb mintaszammal ORF1 PCR alapjan a genotipus, ritkdbban
szubtipus eloszlast. Azok a tanulmanyok, amelyek genocsoport szintli eloszlast vizsgaltak, a
gorlTTV dominancidjat tapasztaltdk. Sajat tanulmanyunkban 73 ggrlTTV-vel fert6zott
betegbdl 17-ben detektdltunk tobbszords infekciot. Ennek ardnya azonban valoésziniileg
magasabb lenne, ha a vizsgélatot az 6sszes ismert genocsoportra/genotipusra kiterjesztenénk;
a magas UTR PCR pozitivitdsi adatok esetlinkben is arra utalnak, hogy a nem egyes
genocsoportba tartozo genotipusok is magas aranyban fordulnak elé.

Szamos kelet- és dél-azsiai tanulmany kodzolte az egyes genotipus dominanciajat mas
TTV genotipusokkal szemben. A miénkhez hasonld szubtipus eloszlast kozoltek szérum
mintakban, hasonld adatmennyiséggel egy cseh tanulményban, ahol hozzank hasonléan az
NG primereket hasznaltak. A 2c szubtipus dominanciajat detektaltak kisebb szekvenciaszam
mellett Németorszaban, Torokorszagban, Gordgorszagban, Szaud-Arabiaban, Portugalidban.
A kettes genotipusi TT virusok dominanciajat irtdk le egy masik kozleményben
Csehorszagban, Olaszorszagban, Spanyolorszagban, az Amerikai Egyesiilt Allamokban. Egy
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tanulmany szerint Azsiaban a legnagyobb az egyes genotipust TTV aranya, de ez a genotipus
Europan kival minden mas kontinensen is dominans. A kettes mellett ritkabb genotipusok is
nagyobb szamban fordultak el6 néhany terileten: a harmas genotipus Gordgorszagban, a
négyes genotipus Spanyolorszagban és Portugalidban. A harmas genotipus, ha nem is
kiemelked6 szamban, de a magyar mintak kozott is eléfordult, egy OSCC, két ACM, illetve (a
tiz vesetranszplantalt személyb6l) hdrom szérum mintaban kimutathaté volt.

Bar a kutatdk altal feldolgozott mintak tulnyomé toébbsége - beleértve a fent emlitett
tanulmanyokat - szérumbo6l szarmazik, sajat eredményeink az irodalmi adatok kozé illesztve
arra utalnak, hogy mas virusokhoz hasonléan geogréfiai kulénbségek TTV esetében is
fennéllhatnak.

A genetikai tavolsagok a szekvenciak kozti paros dsszehasonlitdsokban valtozatosan
alakultak. A magyar szekvenciak tekintetében az egyes genotipus szubtipusain belil nem
voltak elkulondlt clusterek. A kettes és harmas genotipusban a mintazat azonban heterogén, a
genetikai tavolsdgok nagyok ket szekvencia kozott. A 2c szubtipuson belul (ahové a legtébb
magyar szekvencia tartozik) elkilonitettink harom clustert, amelyekben a genetikai tavolsag
két minta kozott kisebb, mint 0,10. Az A clusterben sajat mintaink tekintetében a daganatos
mintdkbdl szarmazé szekvenciak voltak tobbségben (15/17), a B clusterben pedig jellemz6 a
szérumbdl sz&rmazo szekvencidk jelenléte. Torzsfa analizisben Gsszevetve cseh és a hazai
szekvencidkat a genotipus/szubtipus eloszlasi mintazat hasonld, jelentds kiilonbségek, eltérd
clusterek a taxondmiai egységeken belil nem voltak.

Osszefoglalva, az egyes genocsoporti (Ujabb besorolas szerint a TTV1 és 3 fajba
tartoz0) TTV-nek szerepe lehet a fej-nyaki régié tumorainak és/vagy premalignus
elvaltozasainak kialakulasaban és/vagy progressziojaban 0Onmagaban, vagy HPV-vel
koinfekcidban. A TTV szerepének megitéléséhez szilkséges lehet az egyes geno- és
szubtipusok meghatarozasa, igy szerepik kilon-kilon vizsgalandd. Adataink arra is felhivjak
a figyelmet, hogy az egyes szubtipusok eloszlasa valdban eltérd lehet a kiilonb6z6 szervekben
¢s szovetekben, illetve a foldrajzi és/vagy rasszhoz kotédd kiilonbségek alapvetden
befolyasolhatjak a genotipus-szubtipus eloszlast a populédcidban; igy a patogén szerep
megitéléséhez a kiillonbozd populaciokban és szovetekben tapasztalhatd genetikai diverzitas

felmérése elengedhetetlen.

20



OSSZEFOGLALAS

Munkacsoportunk egy korabbi tanulmanyban magasabb egyes genocsoportd TTV
(ggrlTTV), huméan papillomavirus (HPV) és ggrlTTV-HPV koinfekcio aranyt, és a
virusfertézésekhez kapcsoltan rosszabb tiinetmentes talélést mutatott ki progressziv
laryngealis laphamsejtes carcinoméban szenvedé betegekben a nem progressziv tumorban
szenvedO6khoz képest, ami arra utalhat, hogy a virus, ha nem is oka a betegség kialakulasanak,
de sulyosbithatja annak lefolyasat. Jelen tanulmanyunkban meghataroztuk a szajlregi és
méhnyaki régiokbol vett daganatos szoéveti (oralis laphdmsejtes carcinoma, méhnyaki
carcinoma), exfolialt 1ézids (oralis leukoplakia, lichen planus, méhnyaki atipia) és kontroll
mintakban (szajlreg esetében a betegek ép nyalkahartya, illetve egészséges személyek mintai)
a TTV altalanos, és a korabban egyes genocsoportba (ma TTV1 és 3 fajba) tartozé6 TTV-k
eléfordulasi gyakorisagat, illetve a ggrlTTV szekvencidk genotipus/szubtipus eloszlasat.

Eredményeink szerint az egyes genocsoportba tartozo virusok szaméra a fej-nyaki
régidban az immunoldgiai valtozasok, a daganatos szovetek jelenléte, vagy a carcinogenezis
folyamata segitheti a virusok replikacidjat, és a virusok hozzajarulhatnak a betegségek
kialakuldsdhoz és/vagy progressziojahoz. A TTV altalanos el6fordulasa a méhnyakrakban
szenvedd betegekben szignifikdnsan magasabb volt a kontroll csoportokhoz képest, mig a
ggrlTTV gyakorisdga a harom csoportban hasonléan alakult, ami az egyes genocsoporttdl
eltéré virusok szerepére utalhat. A TTV ¢és ggrlTTV el6fordulasi gyakorisdga a méhnyaki
csoportokban magasabb volt a szajiregi csoportokhoz képest, hasonléan a HPV-hez, ami arra
utal, hogy a méhnyaki régio kedvez6 kornyezetet biztosit a virusok szaporodasahoz.

Mivel tébb csoport dsszefliggést feltételez bizonyos TTV genocsoportok, genotipusok,
szubtipusok, és bizonyos betegségek kozoétt, valamint a kiilonb6zé TTV genotipusok
kiilonb6z6 expresszids mintdzattal rendelkeznek, a sajat és az adatbazisban felleheté magyar
gorlTTV szekvencidkat is torzsfa analizisnek vetettik ala és 0Osszehasonlitottuk a
szakirodalmi adatokkal. Magyarorszagon a tobbi eurdpai orszdghoz hasonléan a kettes
genotipusu TTV a leggyakoribb, ezen belil is a 2c szubtipus, ami a szérumbdl szarmazo
mintakban jellemz6 leginkabb. A jelenleg érvényben 1év6 TTV taxondémia szerint
szekvencidink a TTV1 fajba tartoznak. A fajokon belll tovabbi felosztas, alacsonyabb
taxondmiai kategodria jelenleg nincs definialva; a tovabbi tagolas azonban sziikséges lehet,
mivel a kiilonbdz6 geno- ¢és szubtipusok kiilonb6zé patogenetikai - potenciallal
rendelkezhetnek. A koradbbi genotipus/szubtipus felosztas a leggyakoribb genotipusokat

illetden atiiltethetd lehet a jelenlegi faji kategoriaba TTV1 esetében.
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