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BEVEZETES

Napjainkban a szekvenalasi technikak fejlédésének és kedvezdbb koltségeinek
koszonhetden egyre tobb virusszekvenciat azonositanak. Ugyanakkor hianyosak az
valamilyen betegséget okoz6 dgensként fedezték fel 6ket, hanem ismeretlen virusszekvencidk
keresése kdzben. Megismerésiikhoz tisztazni kellene a virusok behatolasi kapujat, terjedésiik
mechanizmusat, replikaciojuk helyét, illetve azonositani a fert6zés soran kialakulé tiineteket,
betegségeket, ha vannak.

Az utobbi évek sordn a Polyomaviridae csaldd tagjai ugrasszerlien gyarapodtak.
Vizsgalatuk tobb szempontbol is fontos lehet: egyrészt azért, mert hasonléan a mar régdta
ismert BK és JC polyomavirusokhoz az akar tiinetmentes primer fert6zés utdn bizonyos
koriilmények kozott sulyos megbetegedéseket okozhatnak, masrészt onkoproteineket
kodolnak, igy akar daganatok kialakuldséban is szerepiik lehet. Ezt a feltételezést erdsiti, hogy
a 2008-ban felfedezett Merkel-sejtes polyomavirus a Polyomaviridae csalad els6 olyan tagja,
amely a tudomany mai allasa szerint egyértelmiien dagantkelté hatassal rendelkezik, egy
agressziv, boérben kialakulo, malignus daganatot, a Merkel-sejtes karcindmat okozhat.
Korabban mar tobb, latens fertézést okozd virusrol, igy a BK és JC polyomavirusrol is
bebizonyosodott, hogy mig a primer fertdzés altalaban tiinetmentes vagy enyhe lefolyasu,
addig az immunrendszer miikodésének zavara kovetkeztében reaktivacidjuk stlyos
megbetegedéseket okozhat. A szervtranszplantacidt kdvetd immunszuppressziv terapia €s a
terhesség miatt kialakulé immunologiai valtozas a fertézésekkel szembeni fogékonysag
novekedéséhez vezethet, emellett a latens fertézések reaktivacidjanak és a reinfekcioknak a
kockazatat is fokozhatja. Ezért a doktori munka egyik célja volt megvizsgalni, hogy vajon az
eddig ismeretlen, betegségekkel, illetve tiinetekkel egyértelmiien Gsszefliggésbe nem hozott
polyomavirusok is ilyen patogének lehetnek-e, milyen gyakran okozhatnak virusfert6zést, mik
lehetnek a behatolasi kapuk, hogyan terjedhetnek a szervezeten beliil.

A humén cytomegalovirus (HCMV) fertézés miatti betegségek kialakuldsdnak
kockdzata szervtranszplantalt betegek €s terhes ndk esetében mar ismert, indikacid esetén
diagnosztikaja rutinszerlien végzett Magyarorszagon is. Azonban mig a human herpeszvirus
6A és 6B (HHV-6A és HHV-6B) fertézések diagnosztikaja és kezelése mas orszagokban mar

rutinszeri, a Debreceni Egyetemen és az orszag mas teriiletein nem. Ezért célunk volt
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vizsgalni, hogy az immunszuppressziv terapia vagy a terhesség miatti atmeneti immunoldgiai
valtozas, immunszuppresszié6 milyen gyakran okozhat ilyen fertézéseket, milyen tiinetekkel

jarhat, indokolt lehet-e kimutatasuk bevezetése a rutin diagnosztikaba.



IRODALMI ATTEKINTES

|. Herpeszvirusok

A latens virusfertézést kialakitani képes Herpesviridae csaladnak 3 alcsaladjat
kiilonboztetjiik meg: az Alpha-, Beta- és Gammaherpesvirinae alcsaladokat. Vizsgalataink
soran a Betaherpesvirinae alcsaladba tartoz6 human herpeszvirus 5, altalanosan hasznalt
nevén human cytomegalovirus (HCMYV), illetve a human herpeszvirus 6A és 6B (HHV-6A és
HHV-6B) okozta fertézésekkel foglalkoztunk. 2012-ig a HHV-6A-t és 6B-t ugyanazon virus,
a human herpeszvirus 6 (HHV-6) két variansanak tekintették [1], am a legujabb, a
Nemzetkozi Virustaxonémiai Bizottsag (International Committee of Taxonomy of Viruses)
altal elfogadott taxonomia szerint két kiilonbdz6 virusrdl van szo6 [2], melyek a Roseolovirus

genusba tartoznak.

I.1. Human herpeszvirus 6A és 6B (HHV-6A és HHV-6B)

A HHV-6-ot 1986-ban izolaltdk elészor lymphoproliferativ betegségben szenvedd
beteg vérébol [3]. A virus vilagszerte elterjedt, a felndtt populacid szeropozitivitisa
meghaladja a 95%-ot, bar fontos megjegyezni, hogy a legtobb tanulmany nem tesz
kiilonbséget a HHV-6A ¢és 6B kozott [4-7]. A primer fert6zés a korai gyerekkorban, atlagosan
6 honapos kor utdn, de leggyakrabban még 3 éves kor eldtt bekovetkezik szinte kizardlag a
HHV-6B-vel [8]. Még ma sem tisztazott, hogy az HHV-6A-val mikor zajlik le a primer
fertdzés, de valdszinlileg felndttkorban, a HHV-6B fertézést kovetden, bar bizonyos
esetekben primer, gyerekkori HHV-6A fert6zésrél is beszamoltak [9]. Azt is megfigyelték,
hogy egy egyénbdl tobb torzs kimutathatdé mind a HHV-6A, mind a HHV-6B virus esetében
akar felndttekben, akar gyerekekben, ami arra utal, hogy HHV-6 reinfekciod is bekdvetkezhet
[10-13].

A HHV-6B DNS-t féként nyalban és a nyalmirigyek sejtjeiben mutattak ki [14-17],
igy a virus cseppfertézéssel is terjed [12, 18, 19]. A HHV-6 vertikalis, transzplacentalis
terjedése is lehetséges, de nem gyakori, a terhességek 1-2%-aban fordul el6 [20-23]. A
terhesség alatti primer fertdzés ritka, de a reaktivacioé gyakori [23]. Habar a HHV-6A vagy
HHV-6B kimutathat6 a terhes n6k genitalis traktusabol, a perinatalis terjedés nem igazolt [24,
25]. Az, hogy a HHV-6A hogyan terjed még ma sem egyértelmii, ugyanis nyalbol nem
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mutathatdo ki. Néhany tanulmany arra utal, hogy szexualis uton terjedhet, mivel nemi
valadékokban viszont detektalhato [26-28]. A HHV-6A-t gyakrabban kdzponti idegrendszeri
megbetegedésekben (sclerosis multiplexben és rhomboencephalitisben) szenvedd betegekben
szoveteibdl és a liquorbdl is detektaltak [31-34]. A HHV-6 sokféle szovetben, sejtben hozhat
1étre latens fertdzést, igy a mononuklearis sejtekben, a csontveldben, 1épben, majban, vesében,
ezért az is elképzelhetd, hogy transzplantacié esetén a beiiltetett szervben zajlo HHV-6
reinfekcid (a donor korabbi ltens fert6zése) redményez fert6zést a recipiensben [10-13].

Feltételezhetd, hogy a primer HHV-6A fertézés valdsziniileg tiinetmentesen vagy
szubklinikai formdban zajlik. A HHV-6B a primer fert6zéskor, mely zomében 6 honapos és 3
éves kor kozott torténik, immunkompetens egyének mintegy harmadaban enyhe, lazzal,
kiiitéssel jaro betegséget, az exanthema subitumot (roseola infantumot) okozza, de
tiinetmentes is lehet [8, 35-38]. A legaltalanosabb komplikacidja a primer fertézésnek a rossz
kozérzet, myringitis, gasztrointesztinalis és 1éguti tiinetek [36], illetve nagyon ritkan kdzponti
idegrendszeri megbetegedések, példaul meningoencephalitis és encephalopathia [39-41]. A
primer HHV-6 fert6zés immunszuppresszalt egyénekben sokkal sulyosabb megbetegedéseket
okozhat. Primer HHV-6A és HHV-6B fert6zést irtak le transzplantalt egyénekben a HHV-6
pozitiv donor szerv miatt, bar szamos publikacid6 nem vizsgélta, hogy primer fert6zés vagy
reaktivacio tortént-e [10, 42, 43]. Immunszuppresszalt egyénekben a latens fert6zés
reaktivacigjanak vagy a reinfekcionak akar sulyos kdvetkezményei lehetnek, igy laz, kiiitések,
thrombocytopenia, leukopenia, pneumonia, hepatitis, pancreatitis, colitis, encephalitis,
meningoencephalitis, sét akar csontvel6-szuppresszio is [44]. Vesetranszplantalt betegeknél
gyakran tlinetmentes vagy nem specifikus tiinetekkel, 1azzal, gasztrointesztinalis tlinetekkel
jar a reaktivacio, reinfekcio, am Kitités, veseelégtelenség (emelkedett szérum kreatinin szint),
hepatitis és majelégtelenség, valamint colitis is el6fordulhat, bar az utdbbiak inkabb
majtranszplantaltak  esetében gyakoriak [9]. Néhany publikaci6 HHV-6 okozta
haemophagocytosis szindromardl, encephalitisrél is beszamol [45]. HHV-6 fert6zést gyakran
mutatnak ki immunszuppresszalt egyénekben, melyért a legtobb esetben a HHV-6B
reaktivacioja a felelés. Ez altalaban a transzplantacié utan 2-4 héttel kovetkezik be, de
késébbi fertdzéseket is leirtak. A fertdzések, reaktivaciok gyakorisaga eltérd, csontveld-
transzplantaltaknal 28-75%, mig szervtranszplantaltaknal 0-82%-ig valtozik [9].

Mindemellett nem szabad figyelmen kiviil hagyni azt sem, hogy a HHV-6 képes
integralodni a gazdasejt kromoszomalis DNS-ébe (CiIHHV-6) [34, 46]. A ciHHV-6 alatt azt



értjiik, amikor a teljes HHV-6 genom integralddik az ivarsejtek kromoszoémajaba, a telomer
régioba, igy a Mendeli 6roklodés szabalyanak megfeleléen az utddokra atorokithetd [47].
Mind a HHV-6A, mind a HHV-6B integralodhat a kromoszoémakba, de a ciHHV-6B-t
gyakrabban mutattdk ki [48]. Mivel a viralis DNS egyiitt osztodik a cellularis genommal,
ezért legalabb egy integralodott HHV-6 genom jelenlétére lehet szadmitani minden osztodo
sejtben. Azokban az egyénekben, akiknél ciHHV-6-ot diagnosztizalnak, a viralis nukleinsav
mennyisége mindig nagyon magas, nagyobb, mint 10° genom/mL teljes vér [49].
Ugyanakkor, ha a minta, amelyb6l a virust kimutatjuk olyan testfolyadék, ami csak kevés
sejtet tartalmaz (pl. szérum, plazma, liquor), akkor a magas virusmennyiség aktiv
virusreplikaciora utalhat. A ciHHV-6-ot kdldokzsindrvérben €s egészséges egyénekben mind
az USA-ban, mind Eurdpaban 1% gyakorisaggal mutattak ki, transzplantaltakban azonban
magasabb el6fordulasi gyakorisagot (5%-ot majtranszplantalt betegekben, 2,13%-ot
vesetranszplantalt betegekben) is leirtak [50].

A HHV-6 ferézés kimutatasara leggyakrabban PCR moddszert hasznalnak. A
kiilonb6zé mintakbol valo viralis DNS kimutatas diagnosztikai értékét viszont rontja, hogy
nem mind tesz kiillonbséget az aktiv és latens fertdzés kozott. Ezért fontos a viralis DNS
mennyiségi meghatarozasa, illetve a megfeleld minta valasztdsa. A HHV-6 DNS kimutatasa
kvalitativ, akar netsed PCR-rel a fehérvérsejtekbdl kevésbé informativ, mint ugyanezzel a
modszerrel a szérumbol, plazmabol vagy liquorbol, amelyekben a viralis nukelinsav jelenléte
inkabb utal aktiv, mint latens fert6zésre [9]. A viralis nukleinsav mennyiségi meghatarozasa
biztosabb eredményt nyujt az aktiv fert6zés igazolasara, és kelld koriiltekintéssel elkeriilhetd a
CiHHV-6 miatt jelenlévlé nagy kopiaszam félrediagnosztizalasa, mivel ez esetben a nagy
mennyiségli virus DNS jelenléte nem az aktiv fertdzés sordn keletkezd 1j virionokbol
szarmazik [50]. A reverz transzkripcidos PCR alkalmazasa, mely a latens és aktiv fertdzés
elkiilonitésében jol alkalmazhato, altalaban nem rutin diganosztikai eljards. A szerologiai
tesztek nem minden esetben alkalmasak az aktiv fert6zés igazolasara, mivel a feln6ttek
mintegy 5%-aban mindig ki lehet mutatni IgM antitesteket, és immundeficiens egyénekben,
akikben a reinfekciok, reaktivaciok vizsgélata kiilonosen fontos, a szerologiai vizsgalatok
nem relevansak. A virusantigének kimutatasa fehérvérsejtekben immunfluoreszcens
technikaval szintén alkalmazhatd, de koltséges, és kevés informéciot nyujt példaul a vesében
vagy kozponti idegrendszerben térténé virusszaporodasrol [51].

Ugyanakkor rendkiviil fontos a korai diagnozis. A tiinetek megjelenése el6tt

kimutatott aktiv fertézés révén az idében elkezdett antiviralis terdpia megeldzheti a stlyos



komplikaciok kialakulasat, illetve a szervkilokodést [52]. A leggyakrabban hasznalt antiviralis
szerek a HHV-6 esetén a ganciclovir és a valganciclovir, melyeket vesetranszplantalt
betegeknél is alkalmazhatnak [53].

A HHV-6 immunmodulins hatdssal rendelkezik, illetve mas virusokkal
kolcsOnhatasban a betegségek lefolyasat stlyosbithatja [54]. Egyes irodalmak arra utalnak,
hogy a HHV-6-nak szerepe van a JC polyomavirus (JCPyV) okozta progressziv multifokalis
leukoencephalopathia (PML) kialakulasaban [46, 55]. A HHV-6A szerepét az AIDS és a HPV
okozta méhnyakrak progresszidjaban is igazoltak [56, 57]. A HHV-6 és a HCMV fert6zés
kozott is Osszefliggést feltételeznek, egyes megfigyelések szerint a HHV-6 a HCMV-t
megelézéen reaktivalodhat, mely prediszponalo tényezd lehet a HCMV reaktivacidjahoz [58,
59]. A HHV-6, mely transzaktivator géntermékekkel is rendelkezik, befolyasolja a fert6zott
mononuklearis sejtek citokinexpressziojat, TNF-a termelést indukal [60, 61]. A HCMV
reaktivacioja és az emelkedett TNF-a szint k6zott is korrelaciot mutattak ki [62, 63]. A HHV-

6 és a HCMYV fertdzés kozotti kapcsolat azonban még maig sem tisztazott egyértelmiien.

|.2. Human herpeszvirus 5 (HCMV)

A human herpeszvirus 5 fertézés szintén elterjedt a populacioban, a szeropozitivitas a
6-11 éves korcsoportban kozel 40%, a felndttek korében mar meghaladja a 90%-ot [64]. A
primer fert6zés barmikor bekovetkezhet, de a kisgyermekkorban (anya és csecsemdje kozotti,
illetve gyerekek kozotti szorosabb kontaktus révén) és a szexudlis aktivitds megkezdésekor a
leggyakoribb. Ez azzal magyarazhatd, hogy a virus a fert6zott személy testvaladékaival terjed,
igy példaul nyallal, vizelettel, széklettel, vérrel, nemi valadékokkal és anyatejjel is [65].
Szervatiiltetés esetében a beiiltetett szervvel is atvihetd a donorbol a recipiensbe [66]. Az
anyar6l magzatra, illetve csecsemdre torténd 4tvitele torténhet transzplacentalisan, a
sziil6csatornan valo athaladaskor, a fertézott anya testvaladékaival, illetve az anyatejjel is
[67].

Egészséges egyénekben a primer fert6zés altalaban szubklinikai vagy mononucleosis
infectiosat okoz [68]. Transzplacentalis terjedése soran a magzatot az els6é két trimeszterben
ért primer fertézés kongenitalis defektusokat okozhat [69]. A primer fertézés soran a virus a
monocitakon és limfocitakon kiviil az epithelialis sejteket is fertézi [70]. Ezt kdvetden a virus
latenciat alakit ki a szervezet szamos szdvetében €s sejtjében, igy példaul a monocitdkban,
makrofagokban, limfocitdkban, a monocita/makrofag sejtvonal eldalakjaiban, a
nyalmirigyekben, a csontvel6ben, a vese epithelidlis sejtjeiben, sét az agyban is. A latens

fert6zés az immunrendszer mikodésének zavara miatt (AIDS-esekben,
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szervtranszplantaltakban) reaktivalodhat [70]. Ugyanakkor nem csak reaktivacio torténhet,
hanem 1;j virustorzsekkel reinfekci6 is, melyek ellen a kordbban kialakult immunvalasz nem
feltétlendl nyujt védelmet [71]. Transzplantalt egyének 20-60%-aban tiinetekkel jar6 HCMV
fert6zés alakul ki a transzplantaciot koveté 1-3 honapon beliil [72, 73]. A vesetranszplantalt
egyénekben a HCMV fert6zésnek harom f6 mddja van. Az elsé esetben HCMV szeronegativ
egyén fert6zott szervet kap a donortdl, ilyen esetben a recipiensek 65-88%-anal alakul ki
fert6zés, és mintegy 50-60%-uknal tiinetek is [72, 74, 75]. Aktiv HCMV fert6zést okozhat a
latens fert6zés reaktivacidja HCMV-pozitiv személyekben a transzplantaciot kdvetden, illetve
hogyha a donor szervvel eltéré virustorzs keriilt a recipiensbe [73]. Szeronegativ recipiens
szeronegativ donorszerv transzplantacidja utan is ateshet primer HCMV fertézésen. A
reaktivacio ¢és reinfekcid6 immunszuppresszalt egyénekben sulyos tlinetekkel jarhat:
pneumonia, gastrointestinalis megbetegedések, hepatitis, retinitis, szovet- €s szervkilokddés
[76].

A reaktivalodas soran foként a monocitakban, makrofagokban, a vesetubulusok
epithelialis sejtjeiben szaporodik [70], igy a vérben és a vizeletben kimutathat6 a virus, amit a
diagnosztikai eljarasok soran érdemes figyelembe venni. Az aktiv fert6zés kimutatasara
tobbféle modszert is alkalmaznak a rutin diagnosztikaban. PCR alapti modszerekkel a viralis
DNS kimutatasat végezhetik liquorbol, vérbol, vizeletbdl, a kvantitativ vizsgalat pedig a beteg
fert6zésének, terapidjanak nyomonkovetését is lehetové teszi [72]. A PCR alapa
viruskimutatds érzékenysége nagy, koltséghatékony, és a rutin diagnosztikdban is jol
alkalmazhatd. A vesetranszplantalt betegek esetében az egyik legelterjedtebben hasznalt
modszer a HCMV antigenémia, mely soran a HCMV pp65 antigénjét (nagyon koran
expresszalodo 65-68 kDa-os ppUL83 matrix foszfoprotein) mutatjak ki a periférias vér
fehérvérsejtallomanyabol immunfluoreszcens technikaval [77, 78]. Ennek nagy elénye, hogy
a fehérvérsejtek fagocitozisa révén lehetdvé teszi a kiilonbozd szervekben, szovetekben
(példaul a vesében) torténd aktiv virusreplikdcid kimutatasat is a fertdzést kovetden révid
idon beliil, és jol hasznalhat6 a vesetranszplantalt betegek monitorozasara [79]. A szerologiai
vizsgalatok immunszuppresszalt, igy vesetranszplantalt betegek esetében kevésbé vagy
egyaltalan nem hasznalhat6 modszerek [80].

Az aktiv virusreplikdcié kimutatdsa a sulyos tiinetek kialakuldsa el6tt a terdpia
szempontjabol rendkiviil fontos, hiszen jol kezelheté ganciclovir, valganciclovir antiviralis
szerekkel. Tobb orszagban vesetranszplantalt betegek esetén antiviralis profilaxisként

alkalmazva ezeket a szereket jelentdsen csokkentették a betegségek kialakulasanak kockazatat
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[81]. Az acyclovir ugyan nem a HCMV, hanem az Alphaherpesvirinae tagjai ellen kifejlesztett
szer, de a klinikai tapasztalatok szerint profilaktikus alkalmazasaval mégis csokkenthetd a
HCMV fert6zés és a sulyos tiinetek kilakulasanak kockazata [72, 82]. Ez valosziniileg inkabb
mas, acyclovir érzékeny herpeszvirusok prediszponald szerepe miatt lehetséges. A profilaxis
egyik nagy hatranya azonban, hogy rezisztencia kialakulasat eredményezheti [82]. A
preemptiv terapia esetén ez elkeriilhetd, ami azonban a beteg folyamatos, koltséges

vizsgalatat, a fertézések monitorozasat igényli [72].

I1. Polyomavirusok

2007-ig a Polyomaviridae csaladnak mindossze két humanpatogén tagjat ismerték: a
BK (BKPyV) és a JC polyomavirust (JCPyV). A BKPyV-et 1971-ben mutattak ki el6szor egy
vesetranszplantalt beteg vizeletmintdjaban Gardner és munkatarsai [83]. Ugyanebben az
évben irtak le a JC polyomavirust progressziv multifokalis leukoencephalopathiaban (PML)
szenvedd beteg agyszovetében [84]. Elnevezésiik a betegek monogramja alapjan tortént.
Azota a szekvendlasi technologidknak kdszonhetéen 12 ij humén polyomavirus-szekvenciat
fedeztek fel (1. tablazat). 2007-ben irtak le a 3. human polyomavirus teljes
genomszekvencidjat akut 1€guti megbetegedés tiineteitdl szenvedd gyerekek 1éguti mintdiban,
melyet a felfedezés helyérél, a Karolinska Intézetrél (Karolinska Institute) KI
polyomavirusnak (KIPyV) neveztek el [85]. A virus nukleotidszekvenciaja csak részben
hasonlit mas ismert polyomavirusokéhoz, a filogenetikai analizis szerint a KIPyV
egyértelmiien elkiiloniil a BK és JC virustol [85]. Még ugyanebben az évben, szintén 1éguti
fertdzés tiineteit mutatd gyerek léguti valadékaban azonositottak a 4. human polyomavirust: a
WU polyomavirust (WUPyV). Gaynor és munkatarsai, hasonléan a KIPyV-hez a felfedezés
helyérdl, a Washingtoni Egyetemrél (Washington University-rél) nevezték el a virust [86]. A
szekvenciaanalizis szerint a WUPYV a KI virushoz all a legkézelebb [96]. A sorrendben
kovetkezd, 5. polyomavirust egy ritka daganatbol, a Merkel-sejtes karcinomabol mutattak ki
elészor 2008-ban Feng ¢és munkatarsai, melyr6l a virus a Merkel-sejtes polyomavirus
(MCPyV) nevet kapta [87]. 2010-ben Schowalter és munkatarsai azonositottak a 6. és a 7.
human polyomavirust (HPyV6 és HPyV7) egészséges egyének fejborérdl [88]. Ugyanebben
az évben van der Meijden és munkatarsai egy masik bdrbetegséggel kapcsolatba hozhatd
human polyomavirust, a trichodysplasia spinulosa-asszocialt polyomavirust (TSPyV) is
leirtak. A felfedezOk a 8. human polyomavirust a bérbetegségrél nevezték el [89]. A

viruscsaladban a kovetkez6t, a human polyomavirus 9-et (HPyV9) 2011-ben Scuda és
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munkatarsai azonositottak vesetranszplantalt beteg vérmintajaban [90]. 2012-ben ujabb két
virus teljes genomi szekvencidjat, a Malawi polyomavirusét (MWPyV) ¢és a human
polyomavirus 10-ét (HPyV10) publikaltak. A szekvencidk elemzése soran a HPyV10 és a
MWPyV izolatumai kozott 95-99%-o0s azonossagot mutattak ki, ami felveti a lehetdségét
annak, hogy nem kiilonb6z0 virusfajokrol van sz6. Az eldbbit egészséges gyerek
székletmintajaban Siebrasse és munkatarsai [91], az utobbit egy ritka genetikai betegség, a
WHIM-szindromas (warts with hypoglobulinemia, infections, and myelocathexis;
hypogammaglobulinaemiaval, szemolcsokkel, ismétlodo fertézésekkel és myelocathexissel
jaro6 betegség) beteg condylomajabol Buck és munkatarsai mutattak ki [92]. Szintén ebben az
évben fedezték fel az MX polyomavirust (MXPyV) egy hasmenéses, mexikoi gyerek
székletmintajabol [93]. 2013-ban tovabbi 2 polyomavirust fedeztek fel, a HPyV12-t és az
STLPyV-t. A HPyV12-t Németorszagban azonositottdk human méjszévetben a Robert Koch
Intézet munkatarsai [94]. Az STLPyV-t egy gyerek székletmintajabol mutattak ki, és a
felfedezés helyérdl, Saint Louisrdl nevezték el [95].

2007 ota tehat szamos 0j, humanpatogén polyomavirust fedeztek fel, ugyanakkor
rendkiviil keveset tudunk ezekrdl a virusokrdl. Ez részben annak kdszonhetd, hogy nagyon
korlatozottak a lehetdségek a vizsgalataikhoz, ezen 10 virusok esetén csak a virusok
genomjanak teljes szekvenciajat, tobb esetében csak egy-egy genomot ismeriink. Mivel
magukat a virionokat eddig még nem izolaltak, igy in vitro kisérletekhez sziikséges
virusizoldtumok nem 4llnak rendelkezésiinkre. Jelenleg a virusok kimutatasara, jelenlétiiknek,
gyakorisaguknak tanulméanyozasira PCR moddszereket hasznalhatunk. Mesterségesen
eloallitott viralis fehérjék, virusszerii partikulumok (VLP, virus like particle) hasznalataval az
elmult években lehetdség nyilt a virusokkal valo fertdzottség, szeroprevalencia vizsgalatok
elvégzésére is, igy ma mar néhany uj humén polyomavirus esetén, ha igencsak korlatozott
szamban, de ilyen adatokkal is rendelkeziink.

Az értekezésben szerepld vizsgalatainkat 2009-ben kezdtiik, amikor még nagyon
korlatozottan alltak rendelkezésiinkre informéciok. A teljes munka alatt csak kilenc human
polyomavirust ismertiink, melyek koziil a WUPyV, KIPyV ¢és HPyV9 virusok
tanulmanyozasat tlztik ki célul, a tobbi virust (MCPyV, HPyV6, HPyV7, TSPyV)
feltételezett bortropizmusa miatt nem vizsgaltuk. Az irodalmi attekintés, valamint a
megbesz¢élés késObbi fejezeteiben azonban a doktori értekezés elkésziiltéig publikalt,

nemzetkdzi adatbazisokban elérhetd adatok is szerepelnek.
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1. tablazat: Polyomavirusok és felfedezésiik

Virus neve Felfedezés éve Név eredete Minta, amibdl
el6szor kimutattak
BKPyV 1971 beteg monogramja vizeletminta
JCPyV 1971 beteg monogramja agyszovet
KIPyV 2007 felfedezés helye 1égati minta
WUPyV 2007 felfedézes helye 1égnti minta
MCPyV 2008 borbetegség bérminta
HPyV6 2010 sorrend bérminta
HPyV7 2010 sorrend bérminta
TSPyV 2010 borbetegség bérminta
HPyV9 2011 sorrend vérminta
HPyV10 2012 sorrend székletminta
MWPyV 2012 felfedezés helye condyloma
MXPyV 2012 felfedezés helye székletminta
HPyV12 2013 sorrend human majszovet
STLPyV 2013 felfedezes helye székletminta

11.1. BK (BKPyV) és JC polyomavirus (JCPyV)

Bar a dolgozatban részletezett vizsgalatokban nem szerepel a BK és JC polyomavirus,
mégis sziikkséges bemutatni. Ennek oka jorészt az, hogy ismereteink az 0 human
polyomavirusokrol igencsak korlatozottak, azonban e két, négy évtizede ismert virusrdl mar
meglévl informdcidink részben iranyithatjak, segithetik a kutatasukat. A BK ¢és JC virus
esetén is a felfedezést kovetden mintegy évtizeddel késébb igazolddott klinikai jelentdségiik,
am még korantsem tisztazott minden kérdés veliik kapcsolatban sem.

A primer BKPyV fertézés altalaban a kora gyerekkorban torténik. A BKPyV
gyerekkori fert6zését igazolja, hogy a szeroprevalencia-vizsgalatok szerint 5 éves korukra a
gyerekek 38-50%-a atesik a fertézésen [97-99], mig a szeropozitivitas a felnétt populacioban
magas, eléri a 82-99%-ot [100, 101]. A virus elterjedt, a BKPyV elleni antitestek
prevalencidja a vildg minden részén magas [100]. A JCPyV szeroprevalencia a kor
clérehaladtaval lassan gyarapszik, a primer JCPyV fertézés jelentGs része felnéttkorban,

altalaban a BKPyV fert6zés utan torténik. A JCPyV szeropozitivitas 50-70%, magasabb
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szeropozitvitast iddsebb korban irtak le [100, 101].

A primer BK és JC virusfertdzés valosziniileg a 1égutakon at torténik inhalacioval. A
terjedés modja maig sem teljesen tisztazott, de feltételezések szerint a virionokat tartalmazo
valadékokkal, aeroszollal terjed, de akar a kontaminalt étel vagy viz is szolgalhat a
virusfert6zés forrasaként, igy a fekal-oral terjedés sem kizart [100, 102, 103]. Egyes szerzék
feltételezték, hogy a terhesség alatti aktiv BKPyV vagy JCPYV replikacié a magzat fert6zését
eredményezheti transzplancentalisan vagy a sziildcsatornan val6d athaladaskor, igy tehat a
polyomavirusok vertikalis terjedése sem kizart [104, 105]. Ezt a feltételezést tamasztja ala a
BKPyV DNS kimutatasa placentaban ¢és abortalt magzatokban [104], valamint a BKPyV és
JCPyV celleni IgM antitestek kimutatasa ujsziilottekben [106].

Mindkét virus a primer fert6zést kovetden latens fertézést alakit ki: a BKPyV foként a
vese és a hugyutak tubularis epithelsejtjeiben, valamint a limfoid rendszer sejtjeiben [107].
Ennek megfeleléen BKPyV szekvenciat nagy gyakorisdggal mutattak ki az urogenitélis
traktus szoveteiben és folyadékaiban, igy a méhnyakban, vulvaban, prosztataban, onddban,
sot ritkan detektaltak agyszovetben is [108]. Emellett BKPyV DNS-t mutattak ki a periférias
vér mononuklearis sejtjeiben ¢és a lépben, ami arra utal, hogy az immunrendszer is
hozzajarulnat a BKPyV terjedéséhez. Raadasul képes in vitro replikalodni az
endothelsejtekben, ami noveli a lehetéségét annak, hogy a BKPyV atjuthasson az endothel
barrieren, szétterjedjen a perifériarol a vérrel a kiilonb6z6 szervekbe [108, 109]. Az
egészséges felnttek mintegy 7%-a tiinetmentesen {iriti a virust a vizeletével viraemia nélkiil
[110]. A JCPyV latenciat alakit ki a kdzponti idegrendszerben, de a BKPyV-hez hasonloan a
vese és a hugyutak sejtjeiben, és a limfocitakban is perzisztal. Kimutattdk mar szamos
szovetben és sejtben, igy példaul a majban, 1épben, tiidében, nyirokcsomokban a bélben is
[108].

A primer fertdzés valdszinilileg mindkét virus esetében éltaldban szubklinikai vagy
enyhe megbetegedéssel, tonsillitisszel jar. A virusok reaktivacidja vagy a reinfekcio foként
immunszuppresszalt egyénekben okozhat megbetegedéseket, a reaktivacio révén latenciabol
kialakulo litikus fert6zés okozta direkt sejtkarositd hatasa miatt tiinetekkel jarhat. Ezek koziil
a 3 legjelent6sebb BKPyV reaktivaciohoz kapcsolddo betegség a haemorrhagias cystitis (HC),
a polyomavirus nephropathia (PVN) és az urethrostenosis [100, 108]. A BKPyV reaktivacio
okozta viruria és viraemia a vesetranszplantalt betegek 80%-anal bekovetkezik és a betegek
1-10%-anal PVN-t okoz, ami az esetek 90%-aban a szerv kilok6édéséhez vezethet [111]. A

virus nemcsak a transzplantalt betegeknél okoz problémat, reaktivaciojat megfigyelték mas
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megvaltozott immunstatusza egyéneknél, igy autoimmun, valamint AIDS-es betegeknél [112-
114]. A terhesség alatt a szemiallogén magzat tolerancidja miatt immunoldgiai valtozasok
zajlanak az anya szervezetében, ami noveli a fogékonysagot a kiilonbozé fertézésekkel
szemben [115]. Ez a tranziens valtozas a BK polyomavirus reaktivaciojat, 3-54%-0s
gyakorisaggal altalaban tiinet nélkiili viruriat eredményez [106, 108, 116, 117]. A virurian
kiviil BKPyV viraemidt is kimutattak terhes nékben. A legjelentésebb JCPyV asszocialt
betegség a PML. Ez a JCPyV litikus virusreplikaciojanak oligodendrocytdkat karositd
kovetkezménye, mely demyelinizaciohoz vezet a kozponti idegrendszerben. llyenkor a virus
az agyszoveten kivil a liquorban is megjelenik [108].

A BK ¢és JC virusfertdzés kimutatasat tobbféle mdédon végezhetik: direkt virusantigén
kimutatasaval és PCR-rel. A kvantitativ PCR vizsgalatok mellett a pontos PVN diagnézis
felallitasahoz a vesebiopszia hisztologiai vizsgalata, a citopatias elvaltozasok kimutatasa is
sziikséges. A vizeltminta mellett a vérplazma kvantitativ PCR vizsgalata is sziikséges. A
PML diagnézisaban a viralis genom kimutatasa a liquorban, esetleg agybiopszias mintaban
nyQjtja a legtobb informaciét. A PVN korai allapotanak kimutatasa lehet6vé teszi a gyors
beavatkozast, ami noveli a szerv tulélését [118, 119]. Napjainkban az wjabb és hatékonyabb
immunszuppressziv terapianak koszonhetéen a PVN kialakulasanak kockazata is nott, mely
alatamasztja a feltételezést, hogy a polyomavirusok reaktivacidja és az immunrendszer
allapota kozott szoros kapcsolat van [120].

Mindezidaig hatékony és specifikus BKPyV antiviralis terdpia nincs: a leggyakoribb
kezdeti beavatkozas az immunszuppresszid6 mértékének csokkentése ahhoz, hogy a
gazdaszervezet immunrendszere visszaszerezze a kontrollt a fertézés folott, illetve
vesetoxikussaga ellenére a cidofovir jotékony hatasat irtdk le vesetranszplantalt egyének
nephropathiajanak kezelésében [121].

Mindezek alapjan hasonldéan a BK és JC virushoz feltételezhetd, hogy az Gjonnan
felfedezett polyomavirusok is immunszuppresszalt egyénekben fordulhatnak eld nagyobb

gyakorisaggal, ezekben az egyénekben okozhatnak megbetegedést.

11.2. WU polyomavirus (WUPyV)

A néhany munkacsoport altal, mesterségesen eléallitott virusfehérjékkel és VLP-kel
elvégzett szeroprevalencia-vizsgalatok alapjan ugy tiinik, hogy a WU virusfert6zés vilagszerte
elterjedt, az 1-5 éves korcsoportban a WUPYV szeropozitivitasa eléri a 44-87%-ot, mig a
feln6tt populacioban 69-98% [99, 100, 122-125]. Ezek az adatok arra utalnak, hogy a primer

WUPYV fertézés altalaban kisgyermekkorban kovetkezhet be. A terjedésrél keveset tudunk,
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feltételezések szerint 1égati vagy fekal-oral uton torténik. Az is feltételezhetd, hogy latens
fert6zést alakitanak ki a szervezetben, és immunszuppresszid hatasara reaktivalodhatnak [126,
127].

Az elmult években egyre tobb prevalencia adat jelent meg a virusrél: a 1éguti mintakon
kiviill kimutattdk vérben, székletben, HCV (hepatitis C virus) ¢és HIV (human
immundeficiencia virus) pozitiv egyének szérumaban, mandulaban, liquorban (részletesen a
2. tablazatban Osszefoglalva). Immunkompetens egyénekben leggyakrabban léguti fert6zés
tiineteitdl szenvedd gyerekeknél mutattdk ki a virust, a legnagyobb gyakorisdggal (16,4%)
Japan gyerekek léguti mintaiban (2. tablazat) [128]. A 1égut lehet a behatolasi kapu. A primer
fertdzés lehet tiinetmentes vagy akar 1éguti tiinetekkel is jarhat. Szdmos tanulmanyban 1éguti
tiinetektdl szenvedd betegek 1éguti mintajaban mutattak ki a jelenlétét, am sok esetben mas
l1éguti virusok vizsgalatat a mintdkban nem végezték el. Néhany kutatocsoport azonban a WU
virussal egyidejiileg egyéb virusokat, példaul RSV-t (respiratory syncytial virust), influenza
A-t és B-t, rhinovirust, parainfluenza virust, adenovirust is kimutatott [129]. Az is
elképzelhetd, hogy a virus tiinetmentesen perzisztdl a légutakban ¢és véletlenszeriien
detektaljuk, esetleg valamilyen gyulladasos folyamat révén reaktivalodik, prediszponald
tényez0 vagy stlyosbitd koriilmény mas 1éguti fertézésekben [130]. A virus mennyisége a
mintaban utalhat arra, hogy esetleg képes szaporodni a légutakban, 0j virionok keriilnek a
légati valadékokba [131]. Ezért a prevalenciavizsgalatok rendkiviil fontosak a virus
terjedésének, behatolasi kapujanak, a fert6zések forrasainak, a virusreplikacio vagy a latencia
helyének meghatarozasahoz. A virusok jelenléte a székletben (0,5-8,1%) [127, 131, 132]
utalhat arra, hogy a virus fekal-oral mddon terjed, a széklet forrasa lehet a fertdzésnek, a szij,
illetve a gasztrointesztinalis traktus pedig a virus behatolasi kapuja lehet. A virus jelenlétét
kimutattak gasztrointesztinalis panaszoktdl szenveddk székletmintaiban, ugyanakkor a
panaszok ellenére nem lehetett patogén szerepiiket tisztdzni, mivel egyidejiileg példaul
rotavirust is kimutattak a vizsgalt egyének székletében [127, 131, 132]. Az sem kizart, hogy a
virus kolonizalja a bélrendszert anélkiil, hogy megbetegedést okozna, ha latenciat képes
kialakitani, akkor esetleg reaktivalodhat mas virusfertézések kovetkeztében [126, 127].

Egy masik 1ényeges szempont a virus patogenezisével kapcsolatban, hogy gy tlnik,
hasonloan a BK ¢és JC polyomavirushoz az immunszuppresszaltak koérében nagyobb
gyakorisaggal mutathatdé ki a virus (0,9-8,3%) [133-135]. Ez, illetve a BK ¢és JC virusrol
meglévo ismereteink alapjan feltételezhetjiik, hogy az immunkompetens egyénekben esetleg

tiinetmentesen vagy enyhe tiinetekkel zajlo fertézéssel szemben a WUPyV fertézés sulyosabb
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kovetkezményekkel jarhat immunszuppresszaltakban. Valdsziniileg nem véletlen, hogy a
virust felnéttkorban az immunszuppresszaltak korében detektaltak gyakrabban (0,75-4,4% vs.
1-8,1%; 2. tablazat) [136]. Ezt tamasztja ala, hogy AIDS-es betegek limfoid szovetmintajaban
7,1% volt [129], transzplantaltak székletmintaiban pedig elérte a 8,1%-0t a WUPyV
pozitivitas [132]. Ez a felismerés is arra utal, hogy az immunszuppresszalt egyének
szervezetében a virus gyakrabban okozhat fertdzést, esetleg az immunszuppresszié noveli a
reinfekciok, reaktivaciok kockézatat. Nem kizart tehat, hogy a jovobeli vizsgalatok pont
ezekben a betegcsoportokban mutatnak rda a virus betegségokozd képességére, mint
opportunista patogénre. Jelenleg még nem tisztazott, hogy sok esetben a léguti megbetegedés
tiineteit ez a virus okozza-e. Ez részben annak koszonhetd, hogy a tiinetek megjelenésével
egyidejileg mas koérokozokat is kimutattak, vagy éppenséggel pont nem vizsgaltak mas

virusokat, korokozokat, igy nehéz egyértelmiien igazolni a WUPYV patogén szerepét [137-
140].

2. tablazat: A WU polyomavirus eléfordulésa a kiilonb6z6 mintdkban

WUPYYV fert6zott Vizsgalt
] WUPYV )
Minta egyének egyének kora Referencia
pozitivitas Orszag
tipusa immunolodgiai korhatar, év % /év
(0]
statusza (median)
0,1-5,9 (0,9) 7 (34/486) [141]
Dél-Korea
0,1-6,5(1,2) 4,2 (3/72) 2007
1,1(1,1) 2,5 (2/79) [142]
Kanada
1,1-2 (1,8) 6,4 (5/78) 2007
[143]
. <0,1-8 (2,2) 4,2 (17/406) Kina
S 2008
3+ —
= [<5]
= =3 [130]
E s <0,1-22 (1,6) | 4,9 (62/1277) | Németorszag
= = 2008
Ny 2
- = [137]
£ <0,1-14 (1) 6,3 (19/302) Thaifold
2008
[144]
0,1-14 (0,8) 2,4 (10/415) Kina
2008
[140]
<0,1-95 (1,38) | 4,5 (128/2866) Ausztralia 2008
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WUPYyYV fertozott

Vizsgalt

) WUPyV )
Minta egyének egyének kora Referencia
pozitivitas Orszag
tipusa immunologiai korhatar, év % /év
0
statusza (median)
) [145]
0,2-4 (0,11) 2,4 (13/537) Franciaorszag
2008
[139]
<0,1-5 (3) 0,35 (1/278) Kina
2008
5 . [138]
e 3,6-85,3 (46) 0,75 (2/265) | Franciaorszag
= 2009
% [146]
S <3 3 (3/98) Németorszag
= 2008
=
[147]
(4,9) 5 (14/295) USA
2011
[128]
0,1-7,6 16,4 (38/232) Japan
2011
8
= , [148]
£ 2,3-16,3(5,4) | 0,9 (1/106) Finnorszag
k= 2009
2
- [147]
) (4,9 3 (5/161) USA
immunszuppresz- 2011
szalt [149]
0,8-75,2 (51,5) | 1,0 (35/2732) USA
2012
) 2,7 (137 [150]
ismeretlen Németorszag
beteq) 2012
immunkompetens Egyesiilt 136
P 0,3-34 1,0 (10/983) & [130]
és Kiralysag 2007
immunszuppresz- 0,3-53 (2) 3 (37/1245) Ausztralia [86]
szalt is 0,3-51 (3) 0,7 (6/890) USA 2007
nem ismert Egyesiilt [151]
<0,1-79 (0,8) 1 (4/371) _
pontosan Kiralysag 2008
[148]
1,5-72 (21) 2,2 (5/229) Finnorszag
2009
o immunkompetens
limfoid [152]
10-88 (42) 4,4 (4/91) Olaszorszag
szovet 2009
immunszuppresz- Egyesiilt 129
PP nem ismert 7,1 (3/42) & [129]
szalt Kiralysag 2009
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WUPYyYV fertozott Vizsgalt
) WUPyYV )
Minta egyének egyének kora Referencia
pozitivitas Orszag
tipusa immunologiai korhatar, év % /év
0
statusza (median)
[127]
0,1-13 (0,9) 0,5 (2/377) Kina
) 2009
immunkompetens
<0,1-11,8 (1,3) | 3,6 (7/193) Ausztralia [131]
széklet 0,1-97,6 (41,8) 0,9 (2/221) 2009
1-27 (7,1) [132]
) 8,1 (7/86) Olaszorszag
immunszuppresz- 17-75 (54) 2009
szalt ) 2,7 (137 [150]
ismeretlen Németorszag
beteq) 2012
) immunszuppresz- ) 2,7 (/37 [150]
vizelet ismeretlen Németorszag
szalt beteg) 2012
agy- .
) ) immunszuppresz- [133]
gerincvel6i 4-88 (44) 1,7 (1/60) Olaszorszag
szalt 2009
folyadék
[126]
37-54 (45,5) 1,6 (1/62) Olaszorszag
2009
immunszuppresz- ) [135]
plazma nem ismert 8,3 (10/121) USA
szalt 2009
33,8-47,3 [153]
4,6 (7/153) Olaszorszag
(41,9) 2010
. [153]
immunkompetens 32-47,5 (41) 0,8 (1/130) Olaszorszag 2010
immunkompetens ) 2,5 (2/79) [135]
szérum nem ismert USA
(de HCV pozitiv) 2009
) immunszuppresz- [134]
teljes vér 23-82 (46) 1 (1/100) Olaszorszag
szalt 2009

11.3. KI polyomavirus (KIPyV)

A prevalenciavizsgalatok soran minden kontinensrél szarmazo 1égiti mintabol

kimutattak a KI virust, a PCR pozitivitas 0,5-8% volt [138, 144, 154]. A populacio

fert6zottségét tekintve az eddigi adatok szerint az 5 éves korcsoportban a szeropozitivitas 45-
94%, mig a felnéttekben 55-100% [99, 100, 122, 124, 125], ami arra utal, hogy — hasonléan a
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WUPyYV-hoz - a virus valésziniileg elterjedt a human populacioban, és a primer fert6zés
altalaban gyerekkorban kovetkezik be. Hasonld kovetkeztetés vonhatdé le abbol az
észrevételbdl, hogy immunkompetens egyének esetében a virust foként gyermekkorban
mutattak ki (0,6-3%-os gyakorisaggal) sok esetben léguti megbetegedés tiineteitdl szenvedd
betegekben [137, 141, 143]. Ennck ellenére maig sem hoztak egyértelmii Osszefiiggésbe
megbetegedésekkel, mivel a virus jelenléte mellett tapasztalt tlinetek sok esetben mas
fertdzések miatt is kialakulhattak.

Amint az a 3. tablazatban is jol lathatd, tobb munkacsoport vizsgalta a virus
prevalencidjat a humén populacidoban, és a 1égiti mintdkon kiviil kimutattdk vérben,
székletben, mandulaban, tiidészovetben kiilonb6z6 gyakorisaggal, de szinte minden
kontinensen (3. tablazatban). Immunkompetens egyének esetében a legnagyobb gyakorisagot
(12%) mandulaszovetbdl irtak le [152], de székletben (11,1%) és 1éguti mintakban (6,5%)
[138] is gyakran kimutattak a virust. A WUPyV ¢és KIPYyV kozti nagymértékii genetikai
hasonlosag, illetve az eddigi ismeretek alapjan ennél a virusnal is elmondhatd, ami a WUPyV
esetében: a 1éguti valadékokban, mandulaban, tiidészovetben torténd kimutatasa [128, 140,
143] miatt egyre valosziniibb a 1éguti terjedés, de nem kizart a fekal-oral terjedés sem [85,
155]. Az is feltételezhetd, hogy a disszeminacid a szervezetben a vér altal torténik [134].
Mindezeket azonban nehéz a virus izolalasa, in vitro sejtkulturaban torténd szaporitasa nélkiil
tanulmanyozni, igazolni.

Hasonldéan a BK ¢és JC polyomavirushoz, a KI virusfertzés kockazatat is novelheti az
immunszuppresszio (a virus eléfordulasanak gyakorisdga immunszuppresszaltakban 1-45%,
mig immunkompetens egyénekben 0,5-12%; lasd 3. tablazatban &sszefoglalva). Babakir-Mina
€s munkatarsai igen jelentds, 45%-o0s gyakorisaggal mutattak ki a virust immunszuppresszalt
felnéttek tiidészovetében, mig Teramoto és munkatdrsai immunkompetens egyénekében csak

3,3%-0s KIPyV gyakorisagot detektaltak [128, 155].
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3. tablazat: A KI polyomavirus eléfordulédsa a kiilonb6z6é mintakban

KIPyV pozitiv Vizsgalt
. KIPyV )
Minta egyének egyének kora Referencia
pozitivitas Orszag
tipusa immunologiai korhatar, év % /év
(o]
statusza (median)
[138]
3,6-85,3 (46) 6,5 (17/265) Franciaorszag
2009
[128]
0,1-7,6 3 (7/232) Japan
2011
[85]
<0,1-90 (7) 1 (6/637) Svédorszag
2007
[141]
0,1-5,9 (0,9) 1 (5/486) Dél-Korea
2007
[156]
% 0,1-95 (1,5) 2,5 (24/951) Ausztralia
< —
g qé')- 2007
=
£ 2 [140]
& g <0,1-95(1,38) | 2,6 (75/2866) Ausztralia
E 2008
[143]
<0,1-9 (0,8) 2,7 (11/406) Kina
2008
[137]
<0,1-14 (1) 1,9 (6/302) Thaifold
2008
[144]
0,1-14 (8,2) 0,5 (2/415) Kina
2008
[154]
0,5-82 (27) 0,5 (1/222) Olaszorszag
2008
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KIPyV pozitiv Vizsgalt
. KIPyV )
Minta egyének egyének kora Referencia
pozitivitas Orszag
tipusa immunologiai korhatar, év % /év
(o]
statusza (median)
[145]
2] 0,10-2,6 (1,6) 0,6 (3/537) Franciaorszag
2 2008
o
IS
2 : [147]
S nem ismert
£ 2,3 (7/295) USA
£ (4,9) 2011
nem ismert [147]
5,6 (9/161) USA
(4.9) 2011
[148]
5 2,3-16,3 (5,4) 3,8 (4/106) Finnorszag
g g:'j 2009
: 2
= N [149]
& é 0,8-75,2 (51,5) | 7(203/2732) USA
S 2012
_ 10,8 (4/37 [150]
ismeretlen Németorszag
beteg) 2012
immunkomp. és Egyesiilt [136]
. 0,3-34 1,4 (14/983) .
immunszuppr. Kiralysag 2007
. Egyesiilt [151]
nem ismert <0,1-79 (0,8) 2,7 (10/371) o
Kiralysag 2008
[152]
mandula immunkompetens 10-88 (42) 12 (11/91) Olaszorszag
2009
limfoid immunszuppresz- ] Egyesiilt [129]
nem ismert 7,1 (3/42)
szovet szalt Kiralysag 2009
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KIPyV pozitiv

Vizsgalt

] KIPyV )
Minta egyének egyének kora Referencia
pozitivitas Orszag
tipusa immunologiai korhatar, év % /év
(o]
statusza (median)
immunszuppresz- [155]
40-85 (68) 45 (9/20) Olaszorszag
B szalt 2009
>
el
2
9 [128]
‘B immunkompetens 45-77 3,3 (1/30) Japan
2011
[85]
<0,1-17 (1) 0,5 (1/192) Svédorszag
2007
[131]
<0,1-11,8 (1,3) | 0,5(1/193) Ausztralia
2009
immunkompetens
[148]
2,3-16,3 (5,4) 2,7 (2/75) Finnorszag
2009
o}
=
§ [138]
3,6-85,3 (46) 11,1 (1/9) Franciaorszag
2009
1-27 (7,1) [132]
11,6 (10/86) Olaszorszag
immunszuppresz- 17-75 (54) 2009
szalt
_ 10,8 (4137 [150]
ismeretlen Németorszag
beteg) 2012
[126]
37-54 (45,5) 3,2 (2/62) Olaszorszag
immunszuppresz- 2009
©
§
< szalt 33.8-47.3 [153]
2,6 (4/153) Olaszorszag
(41.9) 2010
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KIPyV pozitiv Vizsgalt
] KIPyV )
Minta egyének egyének kora Referencia
pozitivitas Orszag
tipusa immunologiai korhatar, év % /év
(o]
statusza (median)
[153]
plazma immunkompetens 32-47,5 (41) 3,1 (4/130) Olaszorszag
2010
' immunszuppresz- [134]
teljes vér 46 (23-82) 1 (1/100) Olaszorszag

I1.4. Human polyomavirus 9 (HPyV9)

A virust egy immunszuppressziv terapidban részesiilé vesetranszplantalt beteg
szérumaban ¢és vizeletében mutattdk ki eldszor, és a filogenetikai vizsgéalat szerint
legk6zelebbi rokonsagban a szavannacerkofbol izolalt, majom B-limfotrop polyomavirussal
(LPyV) all [96]. Korabban a human populacioban kozel 30%-0s LPyV szeropozitivitas
detektalasdnal mar felmeriilt a gyanu, hogy az egyébként majmokat fert6z6 virus helyett egy
ismeretlen virus ellen termel6dd, keresztreagald antitesteket mutattak ki [157]. Mivel a
HPyV9-et eddig még nem izolaltak, a viralis kapszid proteinszekvenciajanak ismeretében
rekombinans fehérjét, illetve VLP-t allitottak el6 a szerologiai vizsgalatokhoz. Az ezekkel
végzett vizsgalatok alapjan a HPYV9 szeropozitivitds 1-14 éves gyerekek esetében
10,4-18,6%, 15-19 éves kamaszok korében 33,7%. A 20-80 ¢év kozotti egészséges
felndtteknek pedig mindossze 39,4-47%-a szeropozitiv [157-160], ami alacsonyabb, mint a
BK vagy a WU ¢s KI polyomavirusok esetében. A szeropozitivitas a korral nétt, Nicol és
munkatarsai adatai szerint 80 éves korra eléri a 69,6%-0t, ami arra utalhat, hogy a HPyV9-el
torténd fertézés az élet barmely szakaszaban bekovetkezhet, vagyis a feln6tt populacid
jelentds része még fogékony a fert6zésre [159]. Hasonloan a WU ¢és KI polyomavirushoz az
sem kizart, hogy az immunszuppresszid noveli a fogékonysagot a HPyV9 fertdzésre. Ezt is
alatdmaszthatja az a megfigyelés, hogy vese- és csontvelO-transzplantaltak korében a
szeropozitivitas 63-69% volt, ami meghaladta az egészséges kontrollcsoport szeropozitivitasat
(41-43%) [157]. Maig sem tisztazott a terjedés modja, a behatolasi kapu, illetve a
virusreplikacio lokalizacidja. Nagyon kevés publikdcio all rendelkezésiinkre, csak néhany

munkacsoport tanulmanyozta a virusok prevalencidjat, zomében nem is tudtak kimutatni a
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vizsgalt mintdkban. Scuda és munkatarsai szérumban, plazmaban, teljes vérben (lasd 4.
tablazat) és vizeletben (0,6%-0s gyakorissaggal) is kimutattdk a virust. Ezutan leirtak
bérmintakban is, az egészséges kontrollcsoportban 0,9%-os gyakorisaggal, Merkel-sejtes
karcindbmas betegek bérmintajaban 25%-0s gyakorisaggal [161]. Szamos mas mintaban is
keresték a viralis DNS-t, de nem tudtdk kimutatni székletben, als6 léguti mintaban,
nasopharingealis aspiratumban, liquorban [91, 162-164]. A vérbél valé kimutatas
mindenesetre felveti annak lehetdségét, hogy a koérokozé eljuthat a keringésbe €s a vér altal
szétterjedhet a szervezetben, mas szoveteket és szerveket fertézve. Igy példaul a BK és JC
polyomavirushoz hasonlé6 modon akar a vesébe, ahonnan a vizelettel tiriilhet [108, 109]. A
HPyV9-et is kimutattdk immunszuppresszalt egyénekben, és nem kizart, hogy hasonloan a
tobbi polyomavirushoz, foként immunszuppresszalt egyénekben okozhat megbetegedést,
illetve a fert6zés gyakorisaga is nagyobb lehet ezekben a betegekben. Mivel kevés tanulmany
all még rendelkezésiinkre a HPyV9-rél, az egészséges kontrollcsoportokban torténd
vizsgalatokrol, ezért nem vonhatunk le messzemend kovetkeztetéseket a HPyV9 fertdzésre

vonatkozolag.

4. tablazat: A HPyV9 el6fordulasa a kiilonbozé mintakban

Vizsgalt
HPyYV9 pozitiv 3
yvop egyének HPYV9 -
egyének kora Referencia
Minta tipusa pozitivitas Orszag
immunolégiai korhatar, /év
, %
statusza ev
(median)
plazma 0,6 (1/176)
szérum ) 2,3 (2/88) [90]
Immunszuppresszalt | nem ismert Németorszag
teljes vér 4,8 (1/21) 2011
vizelet 0,6 (1/179)
. nem ismert [91]
immunszuppresszalt 0,6 (1/169) USA
_ (3.1) 2012
vizelet
_ 0,03-94,8 . [162]
ismeretlen 0 (0/189) Ausztralia
(16,33) 2013
immunkomp. és [161]
bérminta ) 19-96 (48) | 2,5 (3/119) | Franciaorszag
immunszuppr. 2011
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Vizsgalt

HPyYV9 pozitiv snek
cgyene HPyV9 _
egyének kora Referencia
Minta tipusa pozitivitas Orszag
immunologiai korhatar, /év
) %
statusza ev
(median)
_ [164]
bérminta immunkompetens | 32-63, 75 17 (1/6) | Franciaorszag 2010
[90]
0 (0/38) | Németorszag
: 2011
immunkompetens nem ismert
| [161]
0 (0/92) | Franciaorszag
2011
” . nem ismert [91]
szeklet immunszuppresszalt 0 (0/122) USA
(3.1) 2012
0,07-94,3 0 (0/185)
: (4.4) . [162]
immunkompetens Ausztralia
0-7,46 2013
0 (0/78)
(1.2)
- . [90]
immunszuppresszalt | nemismert | 0 (0/74) | Németorszag 2011
liquor
_ 0-92,6 , [162]
immunkompetens 0 (0/171) Ausztralia
(23,17) 2013
. . [161]
immunkompetens | nemismert | 0 (0/46) | Franciaorszag
nasopharynge- 2011
alis asp. . nem ismert [91]
immunszuppresszalt 0 (0/160) USA
(3.1) 2012
[90]
0 (0/21) | Németorszag
_ 2011
brancheo- immunkompetens | nem ismert
_ [161]
alveolaris asp. 0 (0/46) | Franciaorszag
2011
immunkomp. és 0,02-92,4
) 0 (0/1232)
o immunszuppr. 1,7) » [162]
légtiti minta Ausztrélia
. 0-17,2 2013
immunkompetens 6.4) 0 (0/153)
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Vizsgalt

HPyV9 pozitiv 5
yvap egyének HPYV9 .
egyének kora Referencia
Minta tipusa pozitivitas Orszag
immunologiai korhatar, /év
) %
statusza ev
(median)
) nem ismert [91]
plazma immunszuppresszalt 0 (0/265) USA
(3,1) 2012
immunszuppresszalt | 49-93 (63) | 0 (0/27) Jand [163]
apan
. immunkompetens | 27-55(48) | 0 (0/18) P 2012
teljes vér
immunkomp. és 1,2-77,3 [162]
) 0 (0/161) Ausztralia
immunszuppr. (49,97) 2013
immunszuppresszalt | 21-74 (47) | 5 (27/541) _ [165]
szérum : Hollandia
immunkompetens | 29-68 (52) | 0 (0/174) 2014
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CELKITUZESEK

e Vizsgalataink soran a HHV-6A, HHV-6B, HCMV, KIPyV, WUPyYV ¢és HPyV9
virusok prevalenciajat tanulmanyoztuk egészséges egyénekben, terhes nékben és
vesetranszplantalt betegekben.

e Mivel vesetranszplantaltak esetén a HHV-6A ¢s HHV-6B fert6zések nyomonkovetése,
diagnosztikdja a Debreceni Egyetemen, de Magyarorszagon mashol sem rutinszeriien
végzett,

o igy célunk volt vizsgalni, hogy milyen gyakorisiggal fordulnak eld ezek a
virusok, aktiv fertézés a transzplantaciét kovetden mikor fordul eld, jar-e
tiinetekkel, ha igen, melyek ezek.

o Kivancsiak voltunk arra is, hogy a HCMYV fertézés és a HHV-6A, illetve HHV-
6B fertdzés kozt van-e Osszefiiggés.

e Az U human polyomavirusok, a KI, WU ¢és HPyV9 esetén a virusokrol
prevalenciaadatok gyQjtését tiiztiik ki célul.

o Kiilonboz6 klinikai mintak vizsgalataval a virusok lehetséges behatolési kapuit,
szervezeten beliili esetleges terjedését kivantuk vizsgalni.

o Tanulméanyoztuk, hogy az egészséges immunrendszerliek, az atmenetileg, a
magzat védelme miatt természetes modon immunszuppresszalt, illetve
megvaltozott immunstatusza terhes ndk, valamint tartéosan, erésen
immunszuppresszalt vesetranszplantaltak esetén van-e kiilonbség a virusok
eléfordulési gyakorisagaban a kiilonb6z6 mintak esetén.

o Célunk volt azt is vizsgalni, hogy ezek a virusok kimutathatoak-e, ha igen, a
terhesség mely szakaszéaban, illetve a transzplantacidt kovetéen mikor, milyen
mennyiségben jelennek meg.

e Vizsgalni kivantuk, hogy van-e 0sszefiiggés a tlinetek és a kiilonbozd virusfertézések
kozt.

e Végiil a virusok jelenléte és az esetleges klinikai tiinetek kozti Osszefliggést is

tanulmanyozni kivantuk.
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ANYAGOK ES MODSZEREK

|. Mintak és betegcsoportok

I.1. Vesetranszplantalt betegek és nem transzplantalt, egészséges személyek mintai

A herpeszvirusok vizsgalatihoz a Debreceni Egyetem Sebészeti Intézetében
vesetranszplantacion atesett 200 beteg (114 férfi, 86 né; életkor: 11 év- 69 év, median: 46 év)
200 EDTA-val alvadasgatolt, periférias vérmintajat gyijtottiik a transzplantaciot kovetd
kiilonb6z6é idépontokban (3-7115 nap; median: 1270 nap). Kontrollként 200 egészséges
személy EDTA-s vérmintajat hasznaltuk (75 férfi, 125 nd; életkor: 10-74 év, median: 39 év).

A polyomavirusok vizsgéalatéhoz 195 vesetranszplantalt beteg 195 EDTA-S
vérmintajat gyujtottiik (82 nd, 113 férfi; életkor: 7-69 év, median: 46 év) a transzplantaciot
kovetd kiilonbozoé idépontokban (3-7108 nap, median: 1188 nap). Kontrollként 200
egészséges egyén vérmintdjat hasznaltuk (75 férfi, 125 nd, életkor: 10-74 év, median: 39 év).
Tovabba 50 vesetranszplantalt betegt6l vizeletmintat is gyiitottiink a transzplantacio utan (5—
6230 nap, median: 141 nap), 90 betegtol pedig 90 fels6 1éghti (tamponnal vett torokvaladék)
mintat a transzplantaciot kovetéen 18-6230 nappal (medidn: 1177 nap). Kontrollként 36
egészséges személytol gylijtott vizeletminta szolgalt (17 férfi, 19 nd, életkor: 58-21 év).

A vizsgélatokat a DE OEC Regiondlis és Intézményi Kutatisetikai Bizottsdga

engedélyezte.

|.2. Egészséges terhes és nem terhes n6k mintai

A DE Sziilészeti és Nogyogyaszati Klinikajan 100 egészséges terhes né (életkor: 17-
42 év, median: 32 év; a terhesség 5-39 hetében, medidn: 26 hét) és 100 egészséges, nem
terhes né (életkor: 18-44 év, median: 32 év) alvadasgatolt periférias vér-, léguti és
vizeletmintdjat gyiijtottiik. A harom kiilonb6zé mintat minden személy esetében egy idében
vettiik. A terhes n6k mintdi mindhdrom trimeszterbdl szarmaztak: az els6 trimeszterbdl 28, a
masodik trimeszterb6l 27, a harmadik trimeszterb6l 45 minta. Kontrollként egészséges, nem
terhes, fertilitasi vizsgalatra érkez0 ndktdl gyijtottiink mintakat. A vizsgalatot a Debreceni

Egyetem Regionalis ¢s Intézményi Kutatasetikai Bizottsaga jovahagyta.

30



1.3. Mintak el6készitése nukleinsav izolalasra

Az alvadasgatolt vért elészor centrifugaltuk (10 perc, 1500 g), majd a vér sejtes
allomanyat €s a vérplazmat kiilon hasznaltuk.

A sejtes allomanyt homogenizaltuk, és 2 mL vérhez 8 mL nukledzmentes, steril
lizispuffert (8,24 g NH4Cl, 1 g KHCOs3, 20 uL 0,5 M-0s EDTA 1 L ioncserélt, steril vizben)
adtunk. 10 percig szobahémérsékleten inkubaltuk, majd 4 °C-on centrifugaltuk 180 g-vel 10
percig. A csapadékot Gjraszuszpendaltuk 8 mL lizispufferben, majd inkubalas nélkiil ismét
centrifugaltuk (180 g-vel 10 percig 4 °C-on). Eltavolitottuk a feliiluszot, majd a sejteket steril,
nukleazmentes foszfatpufferrel (PBS-sel) kétszer mostuk (szuszpendaltuk a sejteket PBS-ben,
centrifugaltuk 4 °C-on 180 g-vel 10 percig). Végiil a lizalas utan a sejteket 1,5x10° sejt/200uL
koncentracionak megfeleléen PBS-ben szuszpendaltuk.

A nativ vizeletmintakbol 200 pL-t hasznaltunk fel a nukleinsav izolalashoz.

A 1éghti minta esetében a vattapalcaval vett torok valadék mintat a mintavételt

kovetden azonnal 400 uL steril, nukledizmentes PBS-be mosva hasznaltuk fel az izolalashoz.

Il. A nukleinsav izolalas menete

A 200-200 pL plazmabol, vizeletbdl és 1éguti mintabol, valamint PBS-ben felvett sejtbol
a viralis nukleinsavat High Pure Viral Nucleic Acid Kittel (Roche, Svajc) a gyartd utasitasai
szerint izolaltuk a kovetkezdek szerint:
o 200 pL mintdhoz 50 pL proteinaz-K-t, 4 uL poli-A-t és 200 uL kotépuffert
meértiink, majd alapos vortexelés utan 10 percig 72 °C-on inkubaltuk.
o A mintahoz 100 uL kotépuffert adtunk, majd alapos homogenizalast kovetéen a
mintat az oszlopra pipettaztuk.
o 1 percig 8000 g-vel centrifugaltuk.
o 500 pL inhibitorpuffert mértiink az oszlopra, majd 1 percig 8000 g-vel
centrifugaltuk.
o Az oszlopra 450 uL mosopuffert mértiink, ismét egy percig centrifugaltuk 8000 g-
vel. A mosast megismételtiik.
o Ezutan az oszlopot 1 percig 15000 g-vel centrifugaltuk, hogy eltavolitsuk a
maradék mosopuffert.
o Az oszloprol a nukleinsavat 50 pL elualopufferrel, 8000 g-vel torténd 1 perces
centrifugalassal oldottuk le. A nukleinsavat felhasznaléasig -20 °C-on taroltuk.

Az izolalas sikerességét, a DNS amplifikalhatosagot B-globin PCR-rel, az RNS-ét pedig
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GAPDH mRNS RT-PCR segitségével ellendriztiik (a késdbbiekben részletezett modon).
I11. Virusok kimutatasa

I11.1. HHV-6 nested PCR

A viralis nukleinsav jelenlétét olyan nested polimeraz lancreakcioval mutattuk ki,
mely alkalmas a HHV-6A és a HHV-6B clkiilonitésére az amplifikalt termékek mérete
alapjan [166].

A PCR reakcio 1. korében 5 pL izolalt nukleinsavat amplifikdltunk 25 pL
végtérfogatban. A reakcioelegy 2xRedTaq Ready Mixet (Sigma-Aldrich, USA) és 10-10 pmol
IE1 és IE2 primert tartalmazott. Pozitiv kontrollként HHV-6A GS, illetve HHV-6B Z29
virusszuszpenziobol nyert DNS-t hasznaltunk. A 2. korben a reakcioelegy Ossztérfogata 20 plL
volt. A reakcid soran 2xRedTaq Ready Mixet (Sigma-Aldrich, USA), 10-10 pmol nIE1 és
nlE2 primer-t, valamint templatként 2 pL-t az 1. kor végtermékébdl hasznaltunk.

A PCR reakci6 2. korében keletkezett termékeket agardz gélelektroforézissel
valasztottuk el etidium-bromid festéket tartalmazo 1,5 %-os agaroz gélben. A detektalast Bio-
Rad Gel Doc 2000 géldokumentacios rendszerrel végeztiik. A virusokat az amplifikalt termék
mérete alapjan (a DNS marker és a kontrollok segitségével) azonositottuk. Az 1. abra,
vizsgélataink reprezentativ fotojaként, a HHV-6 nested PCR 2. korében keletkezett
termékeket mutatja be. A primerek szekvenciajat és a PCR reakcio koriilményeit az 5. tablazat
foglalja Ossze.

5. tablazat: HHV-6 nested PCR primer szekvenciai €s a reakcid koriilményei

Target Target
HHV-6A | HHV-6B PCR
) GenBanki | GenBanki Primer szekvencidja PCR termék
Primer neve homérsékleti
Al Al 5-3 hossza (bp) o
KC4659 | AF15770 profilja
51.1 6.1
IE;U90 IE;U90
E1 gén gén TTCTCCAGATGTGCCAGGGAAAT
134301- | 136737- CcC 94°C3m
134277 136713 94°ClmY g
HHV-6A:328 bp <
IE;U90 IE;U90 62°C2m 'S
HHV-6B:553 bp S
gen gen 72°C3m
CATCATTGTTATCGCTTTCACTCT
IE2 133973- | 136184- c 72°C5m
133997 136208
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. Target Target
Primer neve
HHV-6A | HHV-6B PCR
GenBanki | GenBanki Primer szekvenciaja PCR termék
homérsékleti
A A 5-3 hossza (bp) .
KC4659 | AF15770 profilja
51.1 6.1
IE;U90 IE;U90
E1 gén gén AGTGACAGATCTGGGCGGCCCTA 94°C3m
n
134196- | 136632- ATAACTT 94°Clmy ,
=)
134167 136603 HHV-6A:196 bp 62°C2m %
IE;U90 | IE;U90 HHV-6B:421bp | 72°C3m’ &
E2 gén gén AGGTGCTGAGTGATCAGTTTCAT 72°C5m
n
134002- | 136212- AACCAAA
134030 136241
1. abra: HHV-6A és 6B specifikus DNS kimutatdsa a mintakban
(2] o E E © o § =8
£ £ S £ & £ ¢ ¢
E E E E E £ 2 2
5 > 2 R 2 = 2
‘E negativ 55 negativ N N B 5 N ¥ 5
2 A a a A a a a a a a =¥
o~ mintak o o mintak < < @ o < @ 5
b= v 9 w v v o v v £
o > > > > > > > > o
& I T I T I T =z
c I I I I I I I I o
500 bp
250 bp

111.2. HHV-6 real-time PCR

196 bp

A HHV-6 kvantitativ kimutatasahoz TaqMan probas detektalassal real-time PCR-t

optimalizaltunk Boutolleau és kollégai altal publikalt primerek és proba hasznalataval [167].
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Abszolut kvantifikdciohoz a HHV-6A-ra és HHV-6B-re jellemzé U65-66 genomrégiot
tartalmaz6 plazmidot (pGL2-Basic vektorba klonozva, Promega, USA) hasznaltunk. A két

virus esetén a forward primer €s a TagMan proba kozds, mig a reverz primer eltéré volt. A
PCR specificitasat HHV-6A GS, illetve HHV-6B Z29 nyert DNS-en teszteltiik. A PCR

reakciot 50 uL végtérfogatban 10-10 pmol forward és reverz primerrel, 12,5 pmol TagMan

probaval és 10 pL templat nukleinsavval 2xTagMan Universal PCR Master Mix (Applied

Biosystems, USA) hasznalva végeztiik.

A primerek szekvencidjat €¢s a PCR reakcid koriilményeit a 6. tablazat mutatja be.

6. tablazat: HHV-6 real-time PCR primer szekvenciai és a reakci6 koriilményei

Target

Target HERS PCR
Primer HHV-68 Pri ¢
HHV-6A rimer szekvenciaja termék .
GenBanki homérsékleti
neve GenBanki 5-3 hossza -
A.: KC465951.1 A profilja
- ™ | AF157706.1 (bp)
HHV-6 U65-66 régid U65-66
forward 101723- régiod
) GACAATCACATGCCTGGATAATG
primer 101701 102999-
102977
HHV-6A | U65-66 régio
reverz 101558- -
. TGGTAATGGACTAATTGTGTGTTGTTTTA
primer 101586 95°C10m
166bp . @
HHV-6B U65-66 95°C15 S}g
reverz - régiod 60°C 1mJ o
) TGGTAATGGACTAAGTGTGCGTTATTTTC ~
primer 102834-
102862
U65-66 5’FAM
TagMan | UG65-66 régio
régid AGCAGCTGGCGAAAAGTGCTGTGC
proba 101647-
102923- Tamra 3’
101670
102946

A terhes nok vizsgalata sordn a viradlis DNS mennyiségi meghatarozasdhoz egy a
kereskedelmi forgalomban kaphato, klinikai diagnoézishoz validalt kitet (HHV-6 Q-PCR
AlertAmpliMix, Nanogen Advanced Diagnostic S.r.L, Olaszorszag) hasznaltunk, mely a

HHV-6 ORF 13 régidjara specifikus és human p-globin génre specifikus primereket, probakat

tartalmaz.
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111.3. HHV-6 RT-PCR

Ahhoz, hogy elkiilonitsiik az aktiv és latens HHV-6 fertdzést, reverz transzkripcios
PCR-t (RT-PCR) végeztiink korabban mar kozolt primereket hasznalva [168]. Mivel a
primerek egy exonra illeszkednek, ezért a nukleinsav mintakat a reverz transzkripcios 1épést
megel6zéen DNaz enzimmel (AMPD1-1KT; Sigma Aldrich, USA) DNS mentesitettiik a
gyartd utasitasai alapjan. Ezt kovetéen az RNS atirasat cDNS-s¢ High Capacity cDNA
Reverse Transcription Kittel (Applied Biosystems, USA) végeztiik. A reverz transzkripcio
soran 0,2 pg RNS-t hasznaltunk az 1 pL 25x dNTP Mix-et, 1 uL 10x RT random primereket,
2 pL 10x RT puffert, 1 uL RNaz inhibitort es 1 pL MultiScribe™ reverz transzkriptazt
tartalmazo reakcioban. A cDNS szintézist a gyarto utasitasa szerinti hdmérsékleten (25 °C 10
min, 37 °C 120 min, 85 °C 5 min) végeztiik.

A nested PCR reakcid 1. koréhez 5 uL cDNS-t hasznaltunk. A reakciot 25 uL
végtérfogatban 10-10 pmol U79-1 ¢és U79-2 primerrel, valamint 2xABI Fast PCR Master
Mix-et (Applied Biosystems, USA) hasznalva végeztiik. Pozitiv kontrollként HHV-6A GS
RNS-t hasznaltunk. A 2. kérben a reakcidelegy szintén 25 pL végtérfogata volt, amelyhez 10-
10 pmol U79-3 és U79-4 primert, 2xABI Fast PCR Master Mix-et (Applied Biosystems,
USA) és templatként 3 uL 1. korés PCR terméket hasznaltunk.

Az RNS minta amplifikalhatosagat GAPDH RT-PCR-rel ellendriztiik korabban mar
kozoltek alapjan [169]. A reakciot 25 ul végtérfogatban 10-10 pmol GAPDH-1 és GAPDH-2
primerrel (8. tablazat), valamint 2x ABI Fast PCR Master Mix-et (Applied Biosystems, USA)
hasznalva végeztikk. Templatként 2 pLL ¢cDNS-t mértiink a reakcidelegybe. Az RT-PCR
specifikussagat reverz transzkriptdz nélkiili kontrollal is ellendriztiik, igy bizonyosan nem

genomialis DNS-r6l képzddott aspecifikus PCR terméket mutattunk ki.
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7. tablazat: HHV-6 RT-PCR primer szekvenciai €s a reakcio koriilményei

Target Target PCR
- HHV-6A | HHV-6B PCR
Primer Primer szekvencidja termék .
GenBanki GenBanki hémérsékleti
neve 5-3 hossza .
A A profilja
KC465951.1 | AF157706.1 (bp)
U79-1 U79/80 gén | U79/80 gén
120192- 121482- TAAGATGTATGCTGAAGAACGTG 94°C3m
120214 121504 94°C30s0 g
608 bp . <
U79-2 U79/80 gén | U79/80 gén 53°C30s -5
- Lo
120799- 122089- GCTTGTCTTCGTCGTTTCG 72°ClmJ &
120781 122071 72°C7m
U793 U79/80 gén | U79/80 gén
120396- 121686- AATGGGTTCTCTAACGGTGG 94°C3m
120415 121705 94°C30s) 3
107 bp =
U79/80 gén | U79/80 gén 52°C30s [ B
u79-4 120502- 121792- TCTGAGAAATCGACGTGATC 72°CimJ
120483 121774 72°C7m
8. tablazat: GAPDH PCR primer szekvenciai és a reakcid koriilményei
) Target
Primer Primer szekvencidja PCR termék PCR hémérsékleti
human 5°-3 h (bp) filj
neve -3 0ssza rofilja
GAPDH g > :
GAPDH-1 | GAPDH1 95°C2m
AATCCCATCACCATCTTCCAG
gén 95°C30s o
GAPDH1 312 bp 55°C90s %
GAPDH-2 o
gén TCATGAGTCCTTCCACGATACC 72°C90s ™
72°C3m

111.4. WUKI nested PCR

A WUPyV ¢és KIPyV DNS kimutatasahoz a Sharp és munkatarsai altal leirt WUKI

nested PCR primereket alkalmaztuk [129].
A PCR reakci6 1. korében 5 pL izolalt nukleinsavat amplifikaltunk 20 pL

végtérfogatban. A reakcioelegy 2xGenAmp Fast PCR Master Mix-et (Applied Biosystems,
Foster City, CA) ¢és 10-10 pmol WUKI OS és WUKI OAS primert tartalmazott. Pozitiv

kontrollként a virusok leir6itél szdrmazd, WUPyV ¢és KIPyV genomrészletet tartalmazo

36




plazmidokat hasznaltunk [86, 170]. A 2. korben a reakcioelegy Ossztérfogata 20 uL, a PCR

mix az elsé korben hasznalttal megegyez6 volt. A reakcioé soran 10-10 pmol WUKI IS és

WUKI_IAS primert, valamint templatként 4 pL elsé korbél szarmazo PCR terméket

hasznaltunk. A nested PCR érzékenysége <100 genom ekvivalens/mL (GEg/mL) volt. A 2.
abra, reprezentativ fotoként a WUKI nested PCR 2. korében keletkezett PCR termékek

gélfotoja.

A WUKI nested PCR mindkét virus DNS-ét amplifikalja. A virusok azonositasahoz a

PCR termékeket 1,5 %-os agaroz gélen futtattuk, majd ezt kdvetden a megfeleldé méreta

amplifikalt terméket a gélbdl kipreparaltuk, QIAquick Gel Extraction Kit-tel tisztitottuk és

szekvenaltattuk (lasd lentebb részletesen a II1.8. részben).

A primerek szekvenciajat és a PCR reakcio koriilményeit a 9. tablazat foglalja 6ssze.

9. tablazat: A WUKI PCR primer szekvenciai és a reakcio kortilményei

Target Target PCR R
. WUPYV SUFAY Primer szekvencidja termék
Primer neve | GenBanki GenBanki homérsékleti
5-3 hossza .
Al A profilja
BJF5276 | EF127906.1 (bp)
VP2 gén VP2 gén 94°C3m
WUKI_0S
612-633 479-500 ATCTRTAGCTGGAGGAGCAGAG 94°C308
>
60°C30s - <
468 bp o
VP2 gén VP2 gén 72°Clm~ o
WUKI_OAS CCYTGGGGATTGTATCCTGMGG
947-926 814-793 72°C5m
WUKI_IS VP2 gén | VP2 gén 94°C3m
RTCAATTGCTGGWTCTGGAGCTGC
639-662 506-529 94°C30sY g
VP2 gén | VP2 gén 276 bp | 60°C30s -5
WUKI_IAS )
915-894 782-761 TCCACTTGSACTTCCTGTTGGG 72°ClmJ
72°C5m
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2. abra: A WUPyV és KIPyV specifikus DNS kimutatdsa a

mintakban
© ® o
- - —
£ £ c
E £ 35 &
= 2 s 2
. = 5 - =
< negativ N N o H
L mintak s 2 5 2
e z £ S ¥
wn S~ ~~ [ev] ~
2 > O @ 2
a <= 2 ¢ =

500 bp
276 bp

250 bp

111.5. WU és KI real-time PCR

A WUPyV és KIPyV DNS mennyiségi meghatarozasahoz real-time PCR-t is végeztiik
a Lindau és munkatarsai altal publikalt primerekkel és probakkal [170]. A PCR reakciot
25 uL végtérfogatban végeztiik, ehhez TagMan Universal PCR Master Mixet (Applied
Biosystems, USA), 10-10 pmol KIPyV2263 forward és KIPyV2404 reverz primert, valamint
5 uL DNS templatot hasznaltunk a virusspecifikus TagMan probak (12,5 pmol) jelenlétében.
Abszolut kvantifikaciohoz a korabban emlitett KIPyV és WUPYV plazmid (AP-p003

plazmid) higitasi sorat hasznaltuk.
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10. tablazat: A WU ¢és Kl real-time PCR primer szekvenciai és a reakcio koriilményei

Target Target
PCR
. WUPYV | KIPyV PCR
Primer GenBanki | GenBanki Primer szekvencidja termék
homérsékleti
neve A A 5-3 hossza e
BJF5276 | EF127906 (bp) profitja
A
VPI gén | VPI1 gén
KIPyV2263 TTGGATGAAAATGGCATTGG
. 2411- 2263-
2430 2282
VP1 gén | VPI gén
KIPyV2404 TAACCCTTCTTTGTCTAAAATGTAGCC
R 2552- 2404-
2526 2378 50°C2m
5’ HEX- 95°C10m
VP1 gén . v
KIPyV 2309 ACATTACTTGTGCAGATATGCTTGGAA 142 bp 95°C5s } =
roba : ! CAGC-BHQ1-3’ 60°Clm J ©
P 2339 0 <
(detektalas)
5’FAM-
VP1 gén CATAACTTGTGCTGACCTTTTGGGAGT
WUPyV
2458- - TAAC-
préba
2486 BHQ1-3

111.6. HPyV9 nested PCR

A HPyV9 PCR-t a felfedezok altal leirt diagnosztikai primerekkel végeztiik [90]. A
PCR reakcio 1. korében 10 pL izolalt nukleinsavat amplifikaltunk 25 pL végtérfogatban. A
reakcioelegy 2xAmpliTaq Gold 360 Master Mixet (Applied Biosystems, USA) és 10-10 pmol
HPyV9-D-1 S és -D-1 AS primert tartalmazott. A pozitiv kontroll HPyV9 genom részletet
tartalmaz6 plazmid volt, amit Echlers és munkatarsai bocsatottak rendelkezésiinkre [160]. A
2. korben a reakcioelegy Ossztérfogata 20 pL volt. A reakcié soran az elsé korben hasznalttal
megegyez6 PCR mixet, 10-10 pmol HPyV9-D-2 S és D-2 AS primert, valamint templatként
az 1. kor végtermékébdl 5 pl-t hasznaltunk. A virus azonositasahoz a PCR termékeket
1,5%-o0s agardz gélen futtattuk, majd ezt kovetden a megfeleld méretli amplifikalt terméket a
gélbdl kipreparaltuk, QIAquick Gel Extraction Kit-tel tisztitottuk és szekvenaltattuk (lasd
lentebb részletesen a II1.8. részben). A 3. abra, reprezentativ fotoként a HPyV9 nested PCR 2.
korében keletkezett termkeket mutatja be.

A primerek szekvenciajat és a PCR reakcio koriilményeit a 11. tablazat tartalmazza.
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11. tablazat: A HPyV9 PCR primer szekvencidi €s a reakcio koriilményei

Target
HPyV9 PCR
. . Primer szekvencidja PCR hémérsékleti
Primer neve GenBanki termék .
5-3 profilja
A hossza (bp)
HQ696595.1
HPyV9-D-1S VP1 gén 94°C5m
GGGACAAGCTGTTTTTGTCTGCT

2224-2246 94°C308) ¢
186 bp . =
HPYVE-D-1AS VRLE | TGAATTTGAGGCATAAGACCA Do 2
2387-2410 72°C30s” @

HPyV9-D-2 S VPI gén 94°C5m

TGTCTGCTGTTGATATTGTTGGAA

2239-2262 94°C 30 0
159 bp 60°C30s > =
HPYVE-D2AS VPl gln GGCATAAGACCAGAGAACAAGC ‘ o
2377-2398 72°C30s

72°C5m

3. abra: HPyV9 specifikus DNS kimutatasa a mintakban
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negativ minta
negativ minta
HPyV9 pozitiv minta
negativ minta
negativ minta
HPyV9 pozitiv minta
DNS marker

HPyV9 pozitiv minta
negativ minta
negativ minta
HPyV9 pozitiv minta
negativ minta
negativ kontroll
HPyV9 pozitiv kontroll

mintak mintak
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I111.7. PCR termék tisztitasa gélbol és szekvenaltatasa

A PCR soran amplifikalt termékeket szekvenalashoz QIAquick Gel Extraction Kit-tel
(Qiagen) tisztitottuk a gyartd utasitasai szerint. Az oszloprél a nukleinsavat 30 uL steril,
nukledzmentes desztillalt vizzel eludltuk. A tisztitott PCR termékeket ABI PRISM 3100

Genetic Analyzer-rel (Applied Biosystems) szekvenaltattunk.

111.8. Aktiv HCMYV fertozés azonositasa a virus pp65 antigénjének kimutatasaval

A HCMV pp65 antigén kimutatasa fehérvérsejtekben — immunfluoreszcens
technikaval, CINAKkittel (Argene, Franciaorszag), a gyartd utasitasai szerint a mintavételek
napjan a rutin diagnosztika részeként tortént. Az adataink elemzésénél ezeket az eredményket

is felhasznaltuk.

V. Statisztikai elemzés

A statisztikai elemzésekhez chi-négyzet tesztet, Fisher-féle egzakt tesztet, és Mann-
Whitney U-tesztet hasznaltunk a GraphPad softwer segitségével. A  kiilonbséget
szignifikansnak tekintettiik, ha p< 0,05.
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EREDMENYEK

I. Human herpeszvirus 6 fert6zés

Munkank soran 200-200 immunszuppressziv terapiaban részesiild, vesetranszplantalt
beteg, illetve egészséges személyek 200-200 vérmintijaban, valamint 100-100 terhes és
egészséges immunrendszerld, nem terhes né 100-100 vérmintajaban vizsgaltuk a HHV-6
fertdzést.

A viralis DNS kimutatasat, illetve a HHV-6A és HHV-6B elkiilonitését nested HHV-6
PCR-rel, a viralis DNS mennyiségi meghatarozasat kvantitativ real-time PCR-rel végeztiik.
Ez utobbi modszert a ciHHV-6 igazolasara is alkalmaztuk. Az aktiv virusszaporodas és a
latencia elkiilonitésére a viralis DNS jelenlétét a fehérvérsejtekben, illetve a plazmaban is
vizsgaltuk, illetve olyan RT-PCR-t végeztiink, mely az aktiv virusszaporodas soran keletkezd

viralis mRNS kimutatasara alkalmas.

1. Vesetranszplantdlt betegek és egészséges felndttek vizsgdlata

A 200 vesetranszplantalt beteg 200 vérmintaja kozil 10 (5 %) esetében HHV-6A,
kett6 esetében (1 %) pedig HHV-6B DNS jelenlétét mutattuk ki nested PCR-rel egyidejlileg a
betegek fehérvérsejt- és plazmamintaiban. RT- PCR-rel 9 mintaban (4,5 %) (8 HHV-6A és 1
HHV-6B pozitiv) igazoltunk aktiv fertdzést, azaz virusreplikacio soran keletkezd viralis
MRNS-ek jelenlétét. Az RNS izoldlds azonban minden minta esetében sikeres volt,
amplifikalhat6 GAPDH mMRNS-t valamennyi mintaban detektaltunk. A 200 egészséges
felndttkora személy koziil mindossze egy személy vérmintajaban mutattuk ki virdlis DNS,
HHV-6A egyideji jelenlétét a plazma- és fehérvérsejt-mintajaban. HHV-6 RT-PCR-rel
azonban kizartuk az aktiv virusfertdzést, mig az RNS izolalés sikerességét e minta esetében is
igazoltuk (12. tablazat). A HHV-6 képes latenciat kialakitani, integralédni a human
kromoszomakba, igy a viralis DNS a plazmaban a sejtek 1izisébdl is szdrmazhat. A gondos,
azonnali mintafeldolgozas ellenére is, a sejtek fiziologias lizise folytin mind genomi, mind
latens virdlis nukleinsav jelen lehet a plazmamintakban. Ezek eliminidldsdra a mintakat
nukledzzal kezelhetjiikk, ami utdn az izoldlds soran csak a viruskapszidba zart nukleinsav
nyerhetd ki. Mivel a mintdinkat a nukleinsav izolalasa el6tt nukledzzal nem kezeltiik, igy

valoszinli, hogy 3 vesetranszplantalt beteg ¢és 1 egészséges felndtt esetében a plazmaban
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kimutatott HHV-6 DNS a viralis genomot latensen hordozo sejtek lizisébdl szarmazott.
Fisher-féle egzakt teszttel végzett elemzés alapjan a HHV-6 viraemia szignifikansan
gyakoribbnak bizonyult a vesetranszplantalt betegekben, mint az egészséges donorokban
(9/200 vs. 0/200; p=0,004; 13. tablazat).

A HHV-6 kvantitativ real-time PCR eredményei alapjan a vesetranszplantalt betegek
esetében a viralis DNS mennyisége a plazmamintdkban 5x10%-6x10° (median 5,9x10%)
genomekvivalens/mL (GEq/mL), mig az egészséges felndtt személy esetében a detekcios
kiisz6b allatti, azaz <250 GEg/mL volt. A virusmennyiség a fehérvérsejt-mintakban
vesetranszplantalt betegek esetén 5,1x10%-2,1x10° (median 1,8x10°%), az egészséges szemely
esetében 5,8x10% GEq/1,5 x10° sejt volt (12. tablazat).

Azon egyének esetében, akik ivarsejt-eredetli kromoszomaintegralt HHV-6-tal
rendelkeznek, jelentds mennyiségli virdlis DNS mutathat6 ki a vérben, vagyis a legalabb 1
viruskopia / 1 sejt ardny kovetkeztében tobb milli6 GEq/mL vér. Egy vesetranszplantalt beteg
esetében (0,5 %) a fehérvérsejt-mintaban 2,1x10° GEq/1,5x10%ejt volt a virus mennyisége,
ugyanakkor az RT-PCR nem igazolt aktiv fertézést. Mindezek alapjan ezen beteg esetében a
CiHHV-6  jelenléte igen valészinii. fgy a plazmamintaban detektalt igen magas,
6,2x10° GEg/mL HHV-6 DNS feltehetéen a sejtek fiziologias 1izisébdl szarmazott.

Mindezek mellett a 200 vesetranszplantalt beteg vérmintaibol tovabbi 11 esetében
HHV-6B (6sszesen tehat 12 esetben; 6%) , mig két esetben HHV-6A latenciat (0sszesen tehat
4 esetben; 2 %) mutattunk ki. A kontrollcsoportba tartozé 200 egészséges feln6tt koziil 18
személynél HHV-6B (9 %), egy személynél (6sszesen tehat 2 személynél; 1 %) pedig HHV-
6A latenciat detektaltunk. A viralis DNS jelenlétét nested PCR-rel mutattuk ki a fehérvérseijt-
mintakban, azonban HHV-6 MRNS-t nem detektaltunk, illetve ezen vérmintak esetében
virdlis DNS nem volt jelen a plazmamintadkban. A kontrollként alkalmazott PCR és RT-PCR
azonban igazolta mind a DNS, mind az RNS izolalas sikerességét (12. tablazat). Igy ezen
mintak esetében az aktiv virusreplikaciot kizartuk, a detektalt viralis DNS latens fertdzésre
utal. A latenciagyakorisaigok a két csoportban ~X? teszttel vizsgalva — szignifikans
kiilonbséget nem mutatnak (16/200 vs. 20/200; p> 0,05; 13. tablazat). A Fisher-féle egzakt
teszttel végzett staisztikai elemzés alapjan latens fert6zés esetén a HHV-6B szignifikansan
gyakrabban fordult 16, mint a HHV-6A mind a vesetranszplantalt betegek (12/16 vs. 4/16),
mind pedig az egészséges személyek (18/20 vs. 2/20) kozt (p=0,01; illetve p=0,0001; 13.
tablazat). Ugyanakkor a HHV-6A szignifikansan gyakoribb volt aktiv virusfertézésben, mint
latencia esetében a vesetranszplantaltakban (8/9 vs. 4/16; p=0,0036; 13. tablazat). A
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statisztikai analizis alapjan a transzplantaci6 és a mintavétel kozt eltelt idoben nem volt
szignifikans kiilonbség az aktiv HHV-6 fert6zott (21 nap-13,1 év; median 6,2 év) és a HHV-
6 negativ (3 nap- 19,6 év; median 3,3 ¢év) betegek kozt. Szintén nem tapasztaltunk
szignifikans ¢életkori eltérést a HHV-6 viraemias (17,9-61,7 év; median 45,4 év) és HHV-6
negativ (11,2-68,8 év; median 45,4 év) betegek kozt.

A vizsgalt 200 beteg koziil 31 paciens volt tlinetmentes a mintavétel idépontjaban; a
tobbi betegnél laz, 1éghti, gasztrointesztindlis tlinetek jelentkeztek (16. tabladzat). A HHV-6
viraemia ¢és a klinikai adatok statisztikai elemzése alapjan nem talaltunk Osszefiiggést a

HHV-6A ¢s HHV-6B, illetve a betegek klinikai tiinetei kozt.

12. tablazat: A HHV-6A ¢s 6B eloforduldsa a vesetranszplantalt betegekben és

egészséges felndttekben

Vesetranszplantalt betegek Egészséges
személyek
HHV-6A HHV-6B HHV-6A | HHV-6B

HHV-6 nested PCR 10/200 2/200 1/200 0/200
pozitiv mintak (plazma és fehérvérsejt
egylitt) szdma / 0sszes minta
HHV-6 real-time PCR pozitiv 5x10°-6x10° <250- <250 0
DNS mennyisége 1 mL plazmaban GEq 1,1x10° GEq GEq
HHV-6 real-time PCR pozitiv 5,1x10°- <250 GEq | 5,8x10° 0
DNS mennyisége 1,5x10° sejtben 2,1x10° GEq GEq
* RT-PCR pozitiv mintdk szama 8 1 0 0
HHV-6 nested PCR 2/200 11/200 1/200 18/200
pozitiv mintdk (csak fehérvérsejt,
plazma nem) szama / 6sszes minta
1 RT-PCR pozitiv mintak szama 0 0 0 0

* Azon HHV-6 nested PCR pozitiv fehérvérsejt-mintak koziil, amik esetében a plazma
is HHV-6 nested PCR pozitiv volt

1 Azon HHV-6 nested PCR pozitiv fehérvérsejt-mintak koziil, amik esetében a plazma
HHV-6 nested PCR negativ volt

GEQ: genom ekvivalens
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13. tablazat: A HHV-6A ¢és 6B, HCMV fertézés gyakorisdga vesetranszplantalt

betegekben ¢és egészséges személyekben

Aktiv virusreplikacio Latencia
Transzplantalt Egészséges Transzplantalt Egészséges
betegek donorok betegek donorok
HHV-6
pozitiv mintak
9/200 0/200 16/200 20/200
szama / 0sszes
minta
p=0,004 p > 0,05
HHV-6B pozitiv
mintak szdma/
1/9 0/0 12/16 18/20
HHV-6 pozitiv
mintak
HHV-6A pozitiv
mintak szdma/
8/9 0/0 4/16 2120
HHV-6 pozitiv
mintak
HCMV pozitiv
nem nem
mintdk szama / 71200 nem vizsgaltuk )
‘ vizsgaltuk vizsgaltuk
0sszes minta

2. Terhes és nem terhes nék vizsgalata

A terhes és nem terhes nék vizsgalata soran HHV-6A DNS-t mutattunk ki nested
PCR-rel 1 terhes (1 %) és 3 nem terhes n6 (3 %) plazma- és fehérvérsejt-mintajaban is
egyidejileg. A HHV-6 RT-PCR-rel aktiv virusszaporodas soran keletkezd viralis mRNS-t
nem tudtunk kimutatni, azonban a kontrollként alkalmazott GAPDH RT-PCR alapjan
amplifikalhatd RNS-t valamennyi mintabol izolaltunk. A HHV-6 DNS mennyisége a terhes
né esetében a  plazmaban 2,03x10° GEg/mL, mig a fehérvérsejt-mintaban 5,07x10°
GEqg/ 1,5x10° sejt volt. A nem terhes nék esetében a plazméakban mért viralis DNS mennyisége

<250 - 2,55x10° GEq/mL, a fehérvérsejt-mintakban <250 - 1,6x10° GEq/1,5x10° sejt (15.

45




tablazat). Habar a HHV-6 nukleinsav mennyisége a fehérvérsejt-mintak tébbségében magas
volt, a HHV-6 mennyisége/fehérvérsejt arany (0,08-0,33 GEq/1 fehérvérsejt) nem igazolta
CiIHHV-6 jelenlétét. Ugyanakkor valamennyi minta esetében a sejtallomanybol szarmazo 53-
globin DNS-t detektaltunk a plazmamintakban, igy valoszinii, hogy a plazmaban kimutatott
HHV-6A virdlis DNS a latens HHV-6A fert6zést hordozé sejtek lizisébdl szarmazott. Ezt
erdsiti, hogy virdlis mRNS-t nem detektaltunk egyik minta esetében sem.

Terhes nék csoportjaban 14 személy fehérvérsejt-mintajaban HHV-6B (14%), mig egy
személyében HHV-6A (1%) viralis DNS-t mutattunk ki. A nem terhes ndk koziil 14 nd
esetében HHV-6B DNS-t detektaltunk a fehérvérsejtekben, mig egy személy esetében HHV-
6A és HHV-6B egyszerre volt jelen a fehérvérsejt-mintdban (14. tablazat). Ezen személyeknél
nem detektaltunk viralis DNS-t a plazmamintakbol, illetve a HHV-6 RT-PCR nem igazolt
aktiv virusszaporodast. A HHV-6 latenciat mindharom trimeszterben (1. trimeszterben: 2, 2.
trimeszterben: 1, 3. trimeszterben: 13) kimutattuk.

A HHV-6B latencia szignifikansan gyakoribb volt a HHV-6A latencianal mind a
terhes (14 vs. 2; p=0,0035), mind a nem terhes ndék (4 vs. 15; p=0,014) korében.
Statisztikailag szignifikans kiilonbség azonban nem volt a terhes és nem terhes ndék kdrében
detektalt latenciagyakorisag kozt (16/100 vs. 19/100; p> 0,05; 14. tablazat).

Egy nem terhes n6 esetében (1%) a HHV-6A DNS-t csak a plazmaban mutattuk ki, a
viralis DNS mennyisége < 250 GEq/mL volt. HHV-6 nested PCR-rel viralis DNS-t, mig RT-
PCR-rel viralis RNS-t nem tudtunk kimutatni ezen személy fehérvérsejt-mintajaban. A
kontrollként alkalmazott PCR, illetve RT-PCR azonban igazolta a nukelinsav izoldlasanak
sikerességét, amplifikdlhato RNS és DNS is kimutathato volt.

14. tablazat: A HHV-6A ¢és 6B viraemia és latencia gyakorisaga terhes és nem terhes

nokben
Viraemia Latencia
Terhes | Nemterhes | Terhes | Nem terhes
nok nok nok nok
HHV-6 pozitiv mintdk szama /
0/100 1?/100 16/100 19/100
0sszes minta
HHV-6B pozitiv mintak szama/
0/0 0/0 14/16 15*/19
HHV-6 pozitiv mintak
HHV-6A pozitiv mintdk szama/
0/0 1?/1? 2/16 4*/19
HHV-6 pozitiv mintak
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* HHV-6A-t és HHV-6B-t is Kimutattunk ugyanabban a mintaban

15. tablazat: A HHV-6A és 6B elofordulasa terhes és nem terhes ndkben

Terhes nok

Nem terhes nok

HHV-6 real-time PCR

HHV-6 real-time PCR

Pozitiv mintak szaima | Negativ Negativ
Pozitiv mintak szama
(viralis DNS mintak mintak
(viralis DNS mennyisége)
mennyisége) szama szama
HHV-6A 1 3
pozitiv , 0 (2,52x107% 3,66x10% 2,55x10° 1
(2,03x10° GEg/mL)
plazma GEg/mL)
HHV-6B
pozitiv 0 0 0 0
04
S plazma
ie]
2 HHV-6A 1 3
(3}
z pozitiv (5,07x10° GEg/1,5x10° 1 (1,98x10°; 1,28x10°; 1,6x10° 1
sejtek sejt) GEq/1,5x10° sejt)
HHV-6B A
pozitiv 0 14 ) - 11
) (< 1,25x 10° GEqg/1,5x10° sejt)
sejtek

GEq: genom ekvivalens

I1. Vesetranszplantalt betegek human cytomegalovirus fertozése

A 200 vesetranszplantalt beteg koziil 7 (3,5 %) esetében a pp65 antigén kimutatasa a

fehérvérsejtekben aktiv HCMV fertézést igazolt. HHV-6A vagy HHV-6B ¢és HCMV

koinfekciot egy betegnél sem detektaltunk. HHV-6 fert6zést, aktiv virusreplikaciot ugyan
valamivel gyakrabban mutattunk ki (9/200; 4,5 %) a vesetranszplantalt betegek kozt, am a
kiilonbség statisztikailag nem szignifikans (9/200 vs. 7/200; p>0,05; lasd 13. tablazat).

Statisztikailag szignifikans életkori eltérést nem mutattunk ki a HCMV pozitiv (32,7-

61,6 év; median 55,4 év) és negativ (11,2-68,8 ¢év; medidan 44,8 év) betegek kozt. A

statisztikai analizis alapjan a transzplantacié €s a mintavétel kozt eltelt idoben nem volt

szignifikans kiilonbség a HCMV pozitiv (50 nap-15,7,6 év; median 124 nap) és negativ (3
nap- 19,6 év; median 3,5 év) betegek kozt.

Statisztikailag szignifikans kiilonbség sem a betegek életkora (p>0,05), sem a
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mintavétel €s a transzplantacid oOta eltelt id6 (p>0,05) kozott nem volt a HCMV pozitiv és a
HHV-6 pozitiv betegek esetében. Statisztikailag igazolhato 0sszefiiggést nem tapasztaltunk a

betegek klinikai tiinetei és a virusfert6zés kozt (16. tablazat).

16. tablazat: 200 vesetranszplantalt beteg klinikai adatai

Betegek szama
HHV-6A HHV-6B HHV-6 HCMV HCMV
pozitiv pozitiv negativ pozitiv negativ
Léguti tlinetek 1 1 78 3 77
Léguti tiinetek
vl 4 1 53 1 57
Léguti tlinetek és
emészto-
szervrendszeri ' ° ' ° ?
panaszok
Emészt6-
szervrendszeri 1 0 10 2 9
panaszok
Emészt6-
szervrendszeri 0 0 6 0 6
panaszok és 14z
Laz 0 0 12 0 12
Tiinetmentes 0 0 31 1 30
Osszes 7 2 191 7 193
I11. Polyomavirusok

Munkéank soran a polyomavirusok vizsgéalatdhoz 195 immunszuppressziv terapidban
részesiild, vesetranszplantalt beteg, illetve 200 egészséges személy vérmintdjat gylijtottiik.
Tovabba 50 vesetranszplantalt betegtdl vizeletmintat, 90 betegtdl pedig felsd 1€guti mintat is
vizsgaltunk. Emellett 100-100 fiziologiasan, a magzat védelme érdekében is megvaltozott

immunstatuszl, terhes, illetve egészséges immunrendszeri, nem terhes né 100-100 vér-,
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vizelet-, és 1égati mintajaban vizsgaltuk a polyomavirus fertézéseket.

A viralis DNS kimutatasat WUKI és HPyV9 nested PCR-rel végeztiik, a viralis DNS
mennyiségi meghatarozasat WU és KI virus esetén kvantitativ real-time PCR-rel hataroztuk
meg. A nested PCR soran amplifikalt PCR termékeket minden esetben szekvenaltattuk is, igy
tudtuk elkiiloniteni a WU ¢és KI polyomavirusokat, illetve igazolni, hogy valoban HPyV9-et
mutattunk ki. A DNS amplifikalhatosagot a korabban leirtak alapjan ellendriztiik.

1. Vesetranszplantdlt betegek és egészséges személyek vizsgalata

A vesetranszplantaltak plazmamintdjanak WUKI nested PCR-rel torténd vizsgalata
soran a 195 transzplantalt betegbdl 7 (3,6%) plazmamintaja volt pozitiv. A PCR termékek
szekvenciavizsgalata alapjan 2 (1%) mintaban KIPyV, 5 (2,6%) mintaban pedig WUPyV
DNS-t mutattunk ki (21. tablazat). A DNS mennyisége egy KIPyV pozitiv minta kivételével
(2,5x10* GEg/mL) a real-time PCR detektalasi kiiszobe alatt volt (<250 GEg/mL plazma).
WU ¢és KI polyomavirus pozitivitdst foként a transzplantacidé utan koran, az elsé négy
hénapon beliil mutattunk ki (17. tdblazat). A transzplantacid ota eltelt id6 statisztikai elemzése
alapjan az altalunk vizsgalt minték, betegek esetében szignifikans kiilonbséget mutattunk ki a
WU ¢és KI virus pozitiv, illetve negativ mintdk kozt. A statisztikai analizis nem igazolt
Osszefiiggést a tiinetek és a WUKI PCR pozitivitds kozott (lasd 18. tablazat). A 200
egeészséges személytdl szdrmazd plazmamintakban nem tudtunk kimutatni sem KIPyV, sem

WUPYV DNS-t (21. tablazat).

17. tablazat: A WU ¢és KI polyomavirusok kimutatisa a transzplantacidé uténi

kiilonb6z6 idépontokban.

Transzplantacio utan eltelt napok szama, min-max (median)
Vesetranszplantalt WU és KI polyomavirus WU és KI polyomavirus
betegek mintai pozitivak negativak
plazma 8-2122 (24)* 3-7108 (1271)
vizelet 8-58 (30)* 7-6230 (745)
légnti 21-822 (101)** 18-6230 (1177)

*p=0,001 (WU, KI pozitiv vs. negativ)
**p=0,002 ( WU, KI pozitiv vs. negativ)
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18. tablazat: A betegek klinikai adatai a plazmamintak gytijtése idején

Betegek szama
WUPyP KIPyV
negativ
pozitiv pozitiv
Léguti tiinetek 4 1 75
Léguti tiinetek lazzal 0 1 44
Léguti tiinetek és emészto-
) 0 0 0
szervrendszeri panaszok
Emésztd-szervrendszeri
0 0 6
panaszok
Emészt6-szervrendszeri
0 0 3
panaszok és laz
Laz 0 0 10
Tilinetmentes 1 0 50
Osszes 5 2 188

Az 50 vesetranszplantalt koziil 7 beteg vizeletmintajaban (14%) WUKI PCR
pozitivitast detektaltunk. A szekvenalas 1 minta esetében KIPyV (2%), 6 esetében pedig
WUPYV (12 %) DNS jelenlétét igazolta (21. tablazat). A viralis DNS mennyisége 2 WUPYyV
pozitiv minta kivételével (5x10° GEq/mL és 1,1x10° GEg/ml vizelet) a real-time PCR
detektalasi kiiszobe alatti volt. Két beteg esetében a WUPYV viruriaval egyidejlileg viraemiat
is detektaltunk. A 36 egészséges személy vizeletmintajaban sem WU, sem KI virust nem
detektaltunk. Szignifikansan gyakrabban mutattunk ki WUPyV és KIPyV pozitivitast a
transzplantacié utan rovid idon beliil, mint a késébbi iddpontokban (lasd a 17. tdblazatban). A
betegek klinikai adatait a vizeletmintak gyijtése idején a 19. tablazat foglalja 6ssze. Nem volt

statisztikailag igazolhato Osszefliggés a tiinetek és a WUKI PCR pozitivitas kozott.
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19. tablazat: A betegek klinikai adatai a vizeletmintak gyijtése idején

Betegek szama
WUPyP KIPyV
negativ
pozitiv pozitiv
Léguti tiinetek 6 1 6
Léguti tiinetek lazzal 0 0 0
Léguti tiinetek és emészto-
) 0 0 0
szervrendszeri panaszok
Emésztd-szervrendszeri
0 0 0
panaszok
Emészt6-szervrendszeri
0 0 0
panaszok és laz
Laz 0 0 0
Tilinetmentes 0 0 37
Osszes 6 1 43

90 vesetranszplantalt beteg 1éguti mintaja koziil 9 (10%) volt WUKI PCR pozitiv, 6
mintaban (6,67%) KIPyV DNS, 3-ban (3,33%) pedig WUPYV DNS jelenlétét igazoltuk (19.
tablazatban). A KIPyV DNS mennyisége a mintakban 2,8x10% — 3,7x10° GEg/mL (median:
4,2x10% volt, egy WUPYV pozitiv mintaban pedig 6,3x10° GEq/mL-t mutattunk ki. Két
WUPyV ¢és KIPyV pozitiv mintdban nem volt detektalhato real-time PCR-rel a viralis
nukleinsav. Egy KIPyV pozitiv 1éguti mintaval rendelkezé vesetranszplantalt betegnek a
léghti mintajaval egyidoben vett plazmamintajaban WUPYV DNS-t mutattunk ki. A tobbi
vizsgalt transzplantalt beteg plazmamintdjaban nem tudtunk sem KI, sem WU polyomavirust
kimutatni egyidejiileg a 1égiti minta WUKI PCR pozitivitasaval. Statisztikailag szignifikans
eltérést mutattunk ki a transzplanticio ota eltelt idodben a WU ¢és KI pozitiv mintdk és a
negativak kozt (p=0,002; 17. tablazat). Pozitivitast foként a transzplantaciot kovetd elsé 5
honapon beliil mutattunk Ki.

Azon betegek, akik léguti mintaiban WU/KI virus pozitivitast mutattunk ki, a
mintavétel idején valamennyien 1éghti tiinetektdl szenvedtek. A 1éghti tiinetek megléte
szignifikdnsan gyakoribb volt esetiikben, mint azon betegek korében, akik 1égiti mintajaban

egyik virust sem tudtuk kimutatni (9/9 vs. 47/81; p=0,01).
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20. tablazat: A betegek klinikai adatai a 1éguti mintavétel idejében

Betegek szama
WUPyYP KIPyV
negativ
pozitiv pozitiv
Léguti tiinetek 3 6 43
Léguti tiinetek lazzal 0 0 2
Léguti tiinetek és emészto-
) 0 0 1
szervrendszeri panaszok
Emésztd-szervrendszeri
0 0 1
panaszok
Emészt6-szervrendszeri
0 0 0
panaszok és 1az
Laz 0 0 7
Tilinetmentes 0 0 27
Osszes 3 6 81
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21. tablazat: A polyomavirusok prevalencigja

WU és KI polyomavirus DNS a mintaban, mintaszam (%0)

KIPYV | WUPYV | HPyV9

Minta Negativ | Osszmintaszam
Vizsgalt csoport pozitiv | pozitiv pozitiv
tipusa (%) (betegszam)
(%) (%) (%)
I 2(1) 5(2,6) e 168 195(195)
azma )
P vizsgaltuk | (96,4)
Vesetranszplantalt | nem
vizelet | 1(2) 6 (12) ' 43 (86) 50 (50)
beteg vizsgaltuk
nem
léguti | 6(6,6) | 3(3,3) . 81 (90) 90 (90)
vizsgaltuk
nem 200
plazma 0 0 ' 200 (200)
Egészséges vizsgaltuk | (100)
kontroll _ nem 36
vizelet 0 0 36 (36)
vizsgaltuk | (100)
plazma 0 0 2(2) 98 (98)
vizelet 0 0 313 97 (97)
Terhes nok leguti 0 0 2(2) 98 (98)
plazma | 2(2) 0 6 (6) 92 (92)
vizelet 0 0 2(2) 98 (98) 100 (100)
Nem terhes ngk | léguti 0 0 2(2) 98 (98)

2. Terhes és nem terhes nok vizsgalata

WUPYV DNS-t a vizsgalt 100 terhes €s 100 nem terhes ndé plazmamintajaban nem
mutattunk ki. KIPyV DNS-t 2 nem terhes né plazmamintajaban (2%) detektaltunk, bar a
viralis DNS mennyisége a real-time PCR detektalasi kiiszobe (<250GEg/mL; genome
ekvivalens/mL) alatt volt. A vizelet- és 1éguti mintakban sem KI, sem WU virus genomot nem
tudtunk kimutatni (21. tablazat).
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HPyV9 polyomavirust azonban mindkét vizsgalt csoport minden mintatipusaban
sikeriilt kimutatni. HPyV9 DNS jelenlétét két (2%), a 2. trimeszterben 1évé terhes és hat nem
terhes n6 plazmamintajaban (6%) igazoltuk, a kiilonbség a két csoport kozt statisztikailag nem
szignifikans (6/100 vs. 2/100; p>0,05; 21. tablazat). A HPyV9 DNS gyakorisaga a két vizsgalt
csoport 1égati mintaiban nem kiilonb6zott, 2-2 terhes és nem terhes né 1éghti mintaja volt
pozitiv (2-2 %). A két pozitiv 1égiti minta a terhes nék csoportjaban a terhesség elsé
trimeszteréb6l szarmazott. HPyV9 DNS 3 terhes (3%) és 2 nem terhes né (2%)
vizeletmintajaban volt kimutathatd, akik koziil két terhes né az elsé, egy pedig a
terhességének 2. trimeszterében volt a mintavétel idejében. Nem volt szignifikdns kiilonbség a
terhes és nem terhes nék HPyV9 pozitiv vizeletmintainak gyakorisaga kozott (3/100 vs.
2/100; p>0,05; 21. tablazat). HPyV9 és KIPyV koinfekciot mutattunk ki 2 nem terhes né (2%)

plazmamintajaban.
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MEGBESZELES

A HCMV fert6zés régoéta ismert stlyos kockazati tényezO a vesetranszplantalt
betegekben. Ma mar a HHV-6-0t is egyre inkabb hasonl6 stlyossagu korokozonak tekintik,
am Magyarorszdgon még kevésbé vizsgalt a HHV-6 infekciobol vagy reaktivaciobol
szarmazo6 komplikaciok jelentésége. Irodalmi adatok szerint mind a HCMV, mind a HHV-6
fertézés stlyos tiineteket okozhat immunszuppresszalt, igy vesetranszplantalt betegekben [44,
76]. Munkank soran ezért célul tiztik ki a HHV-6 viraemia gyakorisaganak vizsgalatat
ezekben a betegekben. Eredményeink szerint a vesetranszplantalt betegek 4,5%-anal HHV-6
viraemiat, 3,5%-anal aktiv HCMV fert6zést mutattunk ki, ami statisztikailag nem szignifikans
kiilonbség (9/200 vs. 7/200; p>0,05). Bar a HHV-6 fert6zés gyakorisaga a vesetranszplantalt
betegekben a HCMV-vel hasonlonak bizonyult, mig a HCMV fertézés gyanuja esetén
azonnal elvégzik a viruskimutatast, majd megkezdik a kezelését, a HHV-6 esetében
Magyarorszagon ez még nem rutinszeri. A HHV-6 fertézés, reaktivacid monitorozasa
indokolt lenne, hiszen az okozott tiinetek nagyon hasonloak lehetnek [44, 76]. Bar tobb
esetben is HHV-6 és HCMV koinfekciot irtak le [58, 171-173], az altalunk vizsgalt
vesetranszplantalt betegekben egyidejlileg nem mutattunk ki HCMV pp65 antigén pozitivitast
¢s HHV-6A/HHV-6B viraemiat, ami azonban nem zarja ki a kélcsonhatast a virusok kozott.
Irodalmi adatok szerint a HHV-6 immunmodulans hatasanak és transzaktivator
géntermékeinek koszonhetden prediszponald tényezé lehet a HCMV reaktivacidjahoz [58,
59]. Vizsgalataink soran elemeztiik, milyen tiinetek jelentkeztek a HHV-6 viraemia idején, am
a statisztikai elemzés nem igazolt Osszefiiggést a HHV-6 fertézés és a kiilonbozo klinikai
tiinetek kozott. A HHV-6, illetve a HCMV fert6zés idején a betegeknek hasonld tiineteik
voltak, igy laz, 1éguti tiintek, emésztészervrendszeri panaszok, vagy ezek kombinacioi. Mivel
azonban nem folyamatos monitorozas tortént, egy betegtdl egy mintat vizsgaltunk, igy csak a
mintavétel idépontjardl vannak adataink, sem az igazolt virusfertdzést megeldzden, sem azt
kovetden. A pontos koroki szerep, a HHV-6A, -6B és HCMV kozti kolcsonhatés
tisztdzadsahoz egy nyomonkdvetéses vizsgalat célravezetdbb lehetne.

Vizsgalataink sordn, az irodalmi adatokkal részben Osszhangban HHV-6A és -6B
viraemiat a transzplantaciot kovetd egy honapon beliil, vagy évekkel késdbb (5-15 év), mig

HCMV pp65 antigén pozitivitast a transzplantaciot kovetd 2-5 honapon beliil, valamint 8-15
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év mulva mutattunk ki. Korabban publikalt adatok szerint a HHV-6 fert6zés altalaban a
transzplantacid utan 2-4 héttel vagy évekkel késobb kovetkezik be, mig HCMV fert6zést
foként 1-3 honapon beliil irtak le [44, 171, 172].

Az aktiv HHV-6A és -6B replikacid igazolasahoz megfeleléen valasztott klinikai
mintakra és diagnosztikai modszerekre van sziikség, hiszen amellett, hogy tobb sejttipusban
latenciat kialakitani képes DNS genomu virusok, még kromoszoémaintegracio is el6fordulhat
[48]. A fehérvérsejteket tartalmazo mintak kvalitativ PCR vizsgalata esetén a latencia és az
aktiv virusszaporodas nem kiilonithet6 el. A sejtmentes plazma, szérum vizsgalata esetén is
eléfordulhat, hogy a koriiltekintd mintafeldolgozas ellenére szétesé fehérvérsejtekbdl
szarmaz6 genomi, illetve virdlis nukleinsav mutathatd ki. Ezért a kvalitativ PCR mellett a
kopiaszam mennyiségi meghatarozasa is indokolt. Vizsgalataink soran igy a kvalitativ, nested
PCR-t a két virus elkiilonitésére hasznaltuk. Emellett kvantitativ real-time PCR vizsgalatokat
is végeztiink. A kromoszomaintegralt HHV-6 (CiHHV-6) el6fordulasa mintegy 0,2-3% [50,
174]. Azoknak az egyéneknek, akiknek kromoszomaintegralt HHV-6 fert6zésiik van, jelentds
mennyiségli viralis DNS van a vérikkben. Amennyiben a teljes vérben >5X10° kopia/mL, a
szérumban >3X10° koépia/mL, a plazmaban >10° kopia/mL HHV-6 DNS detektalhato,
felmeriil a ciHHV-6 gyanuja [48, 49]. Az aktiv fert6zés soran keletkez6 viralis mRNS-eket
kimutatni képes RT-PCR moédszer hasznalataval munkank soran — megfelelé kontrollokat
alkalmazva — egyértelmiien elkiilonithetd volt az aktiv virusfertézés. Az RT-PCR hasznalata
azonban altalaban a koltségek, id6- és munkaigény miatt nem rutin diagnosztikai eljarasok.
Kvantitativ PCR vizsgalat esetén, ha a ciHHV-6 gyantja felmeriil, egyéb mintak (pl.
hajhagyma, bdr) vizsgalataval is igazolhat6. Az altalunk vizsgalt 200 vesetranszplantalt beteg
koziil 1 személy esetén a viralis DNS mennyisége alapjan (4,1 GEq/sejt, illetve
6,2X10°GEg/mL plazma) ciHHV-6-ot mutattunk ki. A betegek korében igy az irodalmi
adatoknak megfelel6 0,5 %-os eléfordulési gyakorisagot tapasztaltunk.

Vizsgalataink soran vesetranszplantalt betegekben szignifikdnsan gyakoribbnak
bizonyult a HHV-6 viraemia (8 HHV-6A és 1 HHV-6B) az egészséges személyekhez képest
(97200 vs. 0/200; p=0,004), ami erésiti a felvetést, hogy a transzplantacid miatti
immunszuppressziv terdpia ndveli a HHV-6, kiilondsen a HHV-6A fertdzésre vald
fogékonysagot vagy a reaktivacio lehetdségét. Az irodalmi adatokkal ellentétben [53, 175-
177] a HHV-6A viraemia dominancidjat mutattuk ki ezekben a betegekben, mely
statisztikailag is szignifikans kiilonbségnek bizonyult (8/9 HHV-6A vs. 1/9 HHV-6B;

p=0,0034). Azonban fontos megemliteni, hogy szamos publikacioban a kimutatashoz hasznalt
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modszerek nem kiilonitették el a két virust [171-173].

Vizsgalatunk soran mind a vesetranszplantaltakban, mind az egészséges személyekben
latens HHV-6 fert6zést is kimutattunk. A HHV-6 latencia prevalenciajaban nem volt
szignifikans kiilonbség a vesetranszplantalt betegek ¢és az egészséges személyek kozott
(16/200 vs. 20/200; p> 0,05). Az irodalmi adatokkal dsszhangban [175, 178] szignifikansan
gyakrabban mutattuk ki a HHV-6B latenciat, mint HHV-6A-t mind a vesetranszplantalt
betegek (4/16 vs 12/16; p=0,01), mind az egészséges személyek (4/16 vs 8/9; p=0,0001)
esetében.

Kivancsiak voltunk arra, hogy a vesetranszplantaltaknal aktiv virusfertézésekben
megfigyelt HHV-6A dominancia mas, megvaltozott immunstatuszi személyekben is
megfigyelheté-e. Igy vizsgalatainkat a magzati tolerancia miatt fiziologiasan megvaltozott
immunstatusza terhes ndk mintéival is elvégeztiik. Ennek sordn HHV-6A latenciat a terhes
nok 2 %-aban, a nem terhes nék 4 %-aban, HHV-6B latenciat pedig a terhes nék 14 %-aban, a
nem terhes nék 15 %-aban mutattunk ki. Egy terhes né fehérvérsejt-mintaja latens HHV-6A
¢s 6B genomot is hordozott egyidejiileg. Bar viralis nukleinsavat néhdny plazmamintaban is
kimutattunk a fehérvérsejtek HHV-6 pozitivitasaval egyidejiileg, az RT-PCR nem igazolt
aktiv fertézést. gy a viralis DNS jelenléte a plazmaban a sejtek liziséb6l szarmazhatott, amit
alatamasztott az a tény, hogy humén genom is detektalhato volt a plazmamintakban. Fert6zés
vagy reaktivacio roviddel a mintagytijtés el6tt, akar a terhesség korabbi szakaszaban azonban
egyik esetben sem kizart. Egy terhes né esetében HHV-6A DNS-t csak a plazmamintaban
tudtuk kimutatni, a fehérvérsejt-mintaban nem. Feltételezziik, hogy a virus mas szévetben
replikalodott, és a véraramba iiriilé viralis nukleinsavat detektaltunk. Kevés irodalomi adat all
szignifikansan gyakoribb a HHV-6 DNS jelenléte a terhes ndk fehérvérsejt-mintaiban, mint a
nem terhes nékében (41-44% a terhesekében, 24% a nem terhes nékében), am egyik mintaban
sem tudtak RT-PCR-rel aktiv virusreplikaciot igazolni [23]. Caserta és munkatarsai azonban
kozel azonos gyakorisagot tapasztaltak: 22,2-25,8%-0t a terhes nék korében, 19,4%-ot a
kontrollcsoportban [179]. Ezek a kiilonbségek a valasztott modszerek miatt is adodhattak.
Vizsgalataink soran HHV-6 latenciat a terhes nék 16%-aban, a nem terhes nék 19%-aban
mutattunk ki, ami nem kiilonbozik jelentdsen a fent emlitett terhes néknél kimutatott 22,2-
25,8%-0s ¢s a kontroll csoportban tapasztalt 19,4%-0S gyakorisagoktol [179]. Az irodalmi
adatokhoz hasonldan [23, 179] latencia esetén mind a terhes, mind a nem terhes néknél HHV-

6B dominanciat figyeltiink meg, a HHV-6B szignifikdnsan gyakrabban volt kimutathato, mint
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a HHV-6A (14/100 vs. 2/100; p=0,0029; 15/100 vs. 4/100; p=0,0140).

A viralis DNS mennyiségi meghatarozasat is elvégeztiik kvantitativ real-time PCR-rel.
Egy HHV-6A pozitiv fehérvérsejtben a viralis DNS mennyisége magas volt (5,07x10° GEg/
1,5x10° sejt), a HHV-6 kopia/fehérvérsejt arany (0,08-0,33 GEq/1 fehérvérsejt) azonban nem
igazolta CiHHV-6 jelenlétét. A plazmaban detektalt nagy mennyiségii viralis DNS
valoszinlileg a sejtek lizisébdl szarmazott, amit erdsit a tény, hogy az azonnali, gondos
mintafeldolgozas ellenére jelentds mennyiségti human genomi DNS jelenlétét is kimutattuk a
plazmaban.

Adatainkat egyiittesen elemezve, az aktiv HHV-6 fert6zés a vesetranszplantalt betegek
esetében szignifikansan gyakoribb volt, mint a terhes ndék csoportjaban (9/200 vs. 0/100;
p=0,0319), bar nem szabad figyelmen kiviil hagyni, hogy a nemi arany eltér6 (114
vesetranszplantalt férfi és 86 nd vs. 100 terhes nd). Vesetranszplantalt betegekben HHV-6A
viraemia dominanciajat figyeltiik meg, mely taldn azzal magyarazhato, hogy a transzplantécio
miatti er6s immunszuppresszio eldsegiti az HHV-6A fertdzés, esetleg reaktivacio kockazatat.
M¢ég napjainkban is keveset tudunk a HHV-6A okozta megbetegedésekrél, de az egyre inkabb
,feltorekvd”, a HHV-6B-nél virulensebb korokozonak tartott virus altal okozott fertézéseknek
lehetnek sulyos klinikai kdvetkezményei [180].

A polyomavirusok vizsgalata soran olyan ujonnan felfedezett virusok, a WUPYV,
KIPyV és HPyV9 prevalenciavizsgalatat végeztiik, melyeket 2007-ben és 2011-ben fedeztek
fel. Vizsgalataink idején még nagyon keveset tudtak ezekr6l a virusokrol, bar azéta
gyarapodtak a publikalt adatok, jelentéségiik, illetve szinte egyetlen 1ényeges kérdés sem
tisztazott tovabbra sem.

Vizsgalataink soran WUPyV és KIPyV DNS-t mutattunk ki vesetranszplantalt betegek
vér-, vizelet- és léguti mintaiban, de egészséges donorok vér- és vizeletmintaiban nem. A
transzplantalt betegek 2,6%-aban WUPyV, 1%-aban KIPyV viraemiat igazoltunk.
Szignifikans kiilonbséget figyeltiink meg a transzplantacio utan eltelt iddben a virus DNS
pozitiv és negativ mintak kozt (p=0,001), mindkét virust foként a transzplantaciot kovetd
korai iddpontokban (1-5 honapon beliil) detektaltuk. A vizsgalt mintadinkban a WU virus volt
gyakoribb a KIPyV-vel szemben (5/7 vs. 2/7). A viralis DNS mennyisége viszont minden
mintaban nagyon alacsony, < 250 GEg/mL plazma volt. Adataink 6sszhangban allnak az
irodalmi adatokkal. Mas munkacsoportok a WU polyomvirust 1,6 -8,3% gyakorisaggal [126,
135, 153] mutattak ki immunszuppresszalt egyének plazmamintaiban, mig immunkompetens

egyénekében megkozelitbleg 1% gyakorisaggal detektaltak [153]. Babakir-Mina és
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munkatarsai KIPyV esetében 2,6-3,2% [126, 153] el6fordulast irtak le immunszuppresszaltak
plazmamintaiban, de immunkompetens egyénekben is 3,1% eléfordulast detektaltak [153].
Ezek alapjan feltételezziik, hogy mindkét virus bekeriil a vérkeringésbe, igy a szervezetben
mas szovetekhez, sejtekhez is eljuthat.

Els6ként munkacsoportunk irta le a KI és WU virusok jelenlétét vizeletben. A
vesetranszplantalt betegek 12%-anak vizeletében WUPYV, 2%-aban, KIPyV virust mutattunk
ki, foként a transzplantaciot kovetd 2 honapon beliill. A virdlis DNS mennyisége a
vizeletmintakban alacsony volt (<1,1x10° GEg/mL), 4m 2 betegben WUPyYV viraemiat
mutattunk ki egyidejlileg. Egészséges személyek vizeletmintaiban egyik virus sem volt
kimutathaté. Ugyan a vizsgalt mintaszam kevés, mégis jelentdés eredmény, hiszen mas
munkacsoportok korabban nem mutattak ki ezeket a virusokat vizeletben [86, 131, 181].
Eredményeink publikdldsa utdn azonban mar més kutatok is megerdsitették, hogy a virusok
jelen lehetnek a vizeletben [150]. Tehat WUPyV és KIPyV viruria el6fordulhat, igy a vizelet
forrasa is lehet az infekcioknak. Az is elképzelhetd, hogy a virusok a behatolasi kapuk
helyérél — ami lehet a 1égut, gasztrointesztinalis traktus — eljuthatnak (esetleg a vérarammal) a
vesébe, és fertdzik a vese és a hugyutak sejtjeit. WUPyV viruriat és viraemiat ha
minddsszesen csak két betegnél is, de kimutattunk. A BKPYV esetében a viruria esetén a
viralis DNS mennyisége korrelal az immunszuppresszio mértékével, a magas virus DNS
mennyiség a vizeletben gyakran jar egyiitt viraemiaval, illetve salyos klinikai
kovetkezménnyekkel [182]. Bar vizsgalataink kis szamu betegmintan torténtek, az
eredmények alapjdn tovabbi, elsésorban nyomonkdvetéses vizsgalatok mindenképpen
indokoltak.

A vesetranszplantaltak 1égati mintaiban 6 esetben (6,7%) KIPyV, 3 esetben (3,3%)
pedig WUPyYV DNS-t mutattunk ki. Szignifikansan gyakoribb volt a WUKI PCR pozitivitas a
transzplantacid utan koran, mint késébb (p=0,002), viralis DNS-t foként a transzplantacid
utan koran (3 hoénapon beliil) mutattunk ki. Mind a WU, mind a KI polyomavirust szamos
munkacsoport kimutatta a 1égiti mintakban [183]. Immunkompetens egyénekben a WUPyV
elofordulasa gyerekekben elérte a 16,4 %-ot is [128], mig egészséges felndttekben mar joval
kevesebb (0,75%) 1égati minta bizonyult pozitivnak Mourez és munkatéarsai vizsgalata soran
[138]. Emiatt feltételezziik, hogy a primer fertézés valosziniileg gyermekkorban kdvetkezik
be, és felndtt korban mar ritkabban fordul elé. Ezt tamasztjak ala a szeroprevalencia
vizsgalatok is, mivel az 5 éves korcsoportban a szeropozitivitas mar elérte a 87%-ot [100]. Az

altalunk tapasztalt WUPyV prevalencia immunszuppresszalt egyénekben korrelal a Rao és
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munkatarsai altal kapott eredményekkel (3%) [147]. A KIPyV esetében immunkompetens
egyénekben 0,5-3%, immunszuppresszalt egyénekben pedig 5,6%-o0s gyakorisagot irtak le
[147]. Bar mindossze 90 beteg 1éguti mintajat vizsgaltuk meg, a betegek 10%-anal mutattunk
ki polyomavirus fertézést. Azon betegek korében, akik léguti mintdjadban WU ¢és KI
polyomvirust mutattunk ki, szignifikansan gyakoribb volt a léguti tlinetek megléte a
mintavétel idejében, mint azoknal a betegeknél, akik 1égiti mintajaban egyik virust sem
tudtuk kimutatni (9/9 vs. 47/81; p=0,01). Mivel azonban mas léguti megbetegedés tiineteit
okozo fertdzések kimutatasat nem végeztiik el, igy nem vonhato le egyértelmi kovetkeztetés a
patogenitasukra vonatkozoan. Elképzelhet6, hogy a virusok csak tarsfert6zok, nem okoznak
léguti tiineteket, de akéar az is, hogy léguti tlineteket okoznak vagy mas fertézéseket
stlyosbitanak [183].

Vizsgalataink sordn vesetranszplantalt betegek vér, vizelet és léguti mintaiban is
kimutattuk a WU ¢és KI polyomavirust, &m egészséges egyénekében nem. Sajat, illetve mas
kutatocsoportok eredményei alapjan is felmeriil, hogy az immunstatusz valtozasa novelheti a
fert6zés kockéazatat. Ezért kivancsiak voltunk, hogy terhesség soran milyen gyakran
mutathatok ki ezek a virusok a vér, vizelet és 1éguti mintdkban. Vizsgélataink megkezdése
elott Bofill-Mas és munkatarsai 4 terhes n6 vizeletmintajat vizsgaltak meg, de nem mutattak
ki WU ¢és KI polyomavirust [181]. A magzati szovetek szintén negativak voltak mindkét
virusra [184]. WU ¢s KI virust a terhesség alatt gy(ijtott vizelet-, 1égati és plazmamintakban
mi sem mutattunk ki. A nem terhes ndk csoportjaban KIPyV DNS jelenlétét igazoltuk 2
plazmamintaban (2%), de a vizelet és 1éguti mintakban nem. Vizsgalatunk soran minden
terhes n6tél egy mintat gyljtottiink be a terhesség alatt, &m egy nyomonkdvetéses vizsgalat
pontosabb informacidt nyujthat a virusok eléfordulasardl a vizsgalt csoportban.

A HPyV9-et 2011-ben fedezték fel. A virusrol a mai napig igen keveset tudunk. Kis
szamban jelentek meg publikaciok, melyek tobbségében arrdl szamoltak be, hogy a HPyV9-et
nem sikeriilt kimutatni a tanulmanyozott mintakban [91, 161, 163]. A szeroepidemioldgiai
vizsgéalatok szerint azonban a virus elterjedt, bar a felnéttek korében is jelentds a
fogékonysag, a szeropozitivitas minddssze 39,4-47 %. Vizsgalatainkat a terhes és nem terhes
nok mintaival réviddel a felfedezést kovetden kezdtiik el. Mind a terhes, mind a nem terhes
nék vér, vizelet és 1éguti mintdiban is megvizsgaltuk a HPyV9 DNS jelenlétét. A virust
mindkét csoportban minden mintatipusban kimutattuk. Terhes ndk esetén a plazmamintak
2%-a, a vizeletmintak 3 %-a, mig a 1éguti mintak 2 %-a volt HPyV9 DNS pozitiv. A virust

nem terhes ndk plazmajanak 6 %-aban, a vizeletmintak 2 %-aban, mig a 1égiti mintak szintén
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2 %-aban mutattuk ki. Statisztikailag szignifikans prevalenciakiilonbség egyik mintatipusban
sem volt a két csoport kozt. A hasonld pozitivitdsi gyakorisag valdszinlileg azzal
magyarazhatd, hogy a szeroldgiai adatok szerint a primer fertézés nem korlatozodik a
gyermekkorra, 14 éves korig minddssze 10,4-18,6%, a szeropozitivitds az életkor
elérehaladtaval nd (felndttekben 39,4-47%), igy az egész élet soran barmikor bekdvetkezhet
HPyV9 fert6zés [159]. A vizsgalt személyeknek nem voltak klinikai tiinetei.

Eredményeink koziil talan a legértékesebb, hogy a human polyomavirus 9-et
kimutattuk 1égiti mintdkban, ami alapjan felvetddik, hogy ez a virus is terjedhet
cseppfert6zéssel, a behatolasi kaput lehet a 1égit. Egy ausztral kutatocsoport azonban nem
tudta kimutatni a virust egyik vizsgalt mintatipusban sem [162]. Immunszuppresszalt egyének
vizeletmintaiban a HPyV9 0,6%-0s, vérmintakban 4,8 %-os el6fordulasat irtak le [90, 91]. A
doktori disszertacid késziilte kozben egy holland kutatdcsoport vesetranszplantalt betegekkel
végzett tanulmanyuk eredményeit publikalta. A vizsgalt 101 beteg 20,8 %-a esetén mutattak
ki HPyV9 viraemiat. Fontos azonban megjegyezni, hogy a virusmennyiségek nagyon
alacsonyak voltak (atlag 137 kopia/mL ; 25-530 kdopia/mL), ami rendkiviil érzékeny real-time
PCR metodika hasznalatat kovetelte meg. A kimutathatosagot nagyban befolyasolja a
mintdkban 1évd virusmennyiség, illetve a PCR moddszer érzékenysége. Maguk a virust
felfedezOk késObbi kozleménylikben, nem publikalt adatként hivatkoztdk, hogy az altaluk
korabban vizsgalt mintakban a virus mennyisége < 20 kopia/uL izolalt DNS volt [160]. Az
altalunk hasznalt, a felfedezOk altal publikalt primerekkel végzett nested PCR ilyen alacsony
virusmennyiségek kimutatdsara is alkalmas volt. Ez lehet az egyik magyarazat, hogy tobb
munkacsoporttal ellentétben, akik mas metodikat alkalmaztak, miért tudtuk a HPyV9-et
kimutatni.

Vizsgalataink soran 0Osszehasonlitottuk a vesetranszplantalt betegek, terhes ndk,
valamint az egészséges személyek (nem terhes ndk, illetve a transzplantalt betegek mintaival
egyidében gylijtott egészséges személyek) korében tapasztalt WU és KI polyomavirus
gyakorisagokat. Fontos megjegyezni, hogy a nemi aranyok és az életkor eloszlas is eltéréek
voltak (195 vesetranszplantalt beteg: 82 nd, 113 férfi; életkor: 11év-69 év; 100 terhes nd;
¢letkor: 17-42 év; 300 egészséges személy: 75 férfi, 225 nd; életkor: 10-74 év). Adatainkat
egyiittesen elemezve nem volt szignifikans kiilonbség a KIPyV és/vagy WUPyV DNS
pozitivitds gyakorisagaban a vesetranszplantaltak és terhes nék plazmamintai kozott. Am WU
polyomavirust szignifikansan gyakrabban mutattunk ki a vesetranszplantalt betegek

plazmamintaiban a kontrollcsoportokéhoz képest (5/195 wvs. 0/300; p=0,0092). A
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vizeletmintdk elemzése soran szignifikans kiilonbség volt a vesetranszplantaltak és terhes nok
vizeletmintainak WUPYV pozitivitasaban (6/50 vs. 0/100; p=0,0011). A kontrollcsoportokhoz
képest is szignifikdnsan gyakoribb volt a WUPyYV pozitivitds a vesetranszplantaltak
vizeletmintaiban (6/50 vs. 0/136; p=0,0003). Szintén szignifikans kiilonbséget mutattunk ki a
vesetranszplantaltak és terhes nék 1égati mintainak KIPyV pozitivitdsaban (6/90 vs. 0/100;
p=0,0103). A KIPyV pozitivitdas gyakorisaga is szignifikdnsan nagyobb volt a
vesetranszplantaltak 1éghti mintaiban a kontrollcsoportok mintaihoz képest is (6/90 vs. 0/100;
p=0,0103). Mindez arra utalhat, hogy a szervtranszplantaci®é miatti immunszuppressziv
terapia az immunrendszer miikodését olyan mértékben befolyasolja, ami novelheti a fert6zés
iranti fogékonysagot vagy a reaktivacio kockazatat a WU ¢és KI polyomavirusok esetében is,
mig a terhesség csak oly mértékil és jellegli immunoldgiai valtozast eredményez, ami nem.
KIPyV pozitivitast inkabb a légati mintakban, WUPYV pozitivitast pedig a plazma- és
vizeletmintakban tapasztaltunk. A virusok terjedése nem tisztazott, de ezen eredmények
alapjan is feltételezhetd, hogy a légutakon és/vagy a hiigyutakon at terjedhetnek. Nem kizart,
hogy hasonléan a BKPyV-hoz a primer fertdzést kdvetden latenciat alakitanak ki a vesében és
a htigyutakban [107], immunszuppresszi6 hatasara reaktivalodhatnak, és ezért kimutathatok a
vizeletbdl akar viraemidval egyidejlileg. Eredményeink szerint a szervtranszplantdcod miatti
immunszuppressziv terapia ndvelheti a kockazatot a fertézésekre vagy reaktivaciora mind a

HHV-6A, mind pedig a WU ¢és KI polyomavirusok esetében.
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OSSZEFOGLALAS

HHV-6 viraemiat a vesetranszplantalt betegek 4,5%-anal mutattunk ki, ami nem
kiilonbozott szignifikainsan a HCMV fert6zés gyakorisagatol (3,5%). Szamos korabbi
publikacidval ellentétben a HHV-6A virus dominancigjat igazoltuk. A HHV-6 fertézés
szignifikansan gyakoribb volt a vesetranszplantalt betegek esetében, mint az egészséges
személyek (0%), illetve a terhes ndk esetében (1%). A latenciagyakorisagok nem kiilonboztek
a vizsgalt csoportokban, az irodalmi adatokkal 6sszhangban ez esetben a HHV-6B nagyobb
gyakorisdgat mutattuk ki. Vizsgdlatunk alapjan a vesetranszplantacioval egylitt jaro
immunszuppressziv terapia fokozhatja a HHV-6A fertézés kockazatat, ami akar sulyos
klinikai kovetkezményekkel is jarhat. Bar a HHV-6 fert6zés és a klinikai tiinetek kozt
statisztikailag igazolhat6 0sszefliggést nem tapasztaltunk. A pontos koroki szerep feltarasahoz
nyomonkovetéses vizsgalatokra van sziikség. Mindezek alapjan felvetjiik, hogy a HHV-6
fertdzés diagnosztizalasa vesetranszplantalt betegek esetén indokolt. Munkénk soran 0,5 %-0s
gyakorisdggal kromoszémaintegralt HHV-6 jelenlétét mutattuk ki vesetranszplantalt
betegekben.

A kozelmultban felfedezett humanpatogén polyomavirusokkal —kapcsolatos
prevalenciaeredményeink alapjan is ugy tinik, hogy a vesetranszplantacioval egyiitt jard
immunszuppresszio fokozza a fertézésre valo fogékonysagot mind a Kl, mind a WU virus
esetében. Terhes ndk léguti, vizelet- és vérmintajaban egyik virust sem mutattuk ki,
egészséges személyek esetén IS csak a KI virust csak a plazmamintak 0,6%-aban. A
vesetranszplantalt betegek léguti mintdinak 6,6%-aban KIPyV, 3,3%-dban pedig WUPyV
DNS-t mutattunk ki, ezeknek a személyeknek léguti tiineteik voltak. Elséként mutattuk ki
ezeket a virusokat vizeletmintaban: a vesetranszplantaltak 2%-aban KIPyV, 12%-aban pedig
WUPYV DNS-t. KI és WU viraemiat is detektaltunk (1 és 2,6 %). A virusokat statisztikailag
is igazolhatéan foként a transzplantacié utan rovid idén (1-3 honap) belill mutattuk Ki.
HPyV9-et mind a terhes, mind a nem terhes ndk léguti, vizelet- és vérmintajaban is
kimutattuk 2-6 % gyakorisaggal. A két csoportban tapasztalt eléfordulasi gyakorisagok
statisztikailag nem kiilonboztek. A 1éguti mintakban valo el6fordulast elséként irtuk le,
felvetve ezzel a virus esetleges 1éguti terjedését. Eredményeink alapjan is feltételezhetd, hogy
a KIPyV, WUPyV ¢és HPyV9 a behatolasi kapu helyérdl, a légutakbol eljutnak a
vérkeringésbe, a vérrel a vesébe, és fertdzik a vese és a hugyutak sejtjeit, igy a vizelet forrasa
is lehet az infekcionak.
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SUMMARY

HHV-6 viraemia detected in 4.5 % of renal transplant patients did not differ from
frequency of HCMV infection (3.5%). Contrary to previous publications dominance of HHV-
6A was observed. HHV-6 infection was significantly more frequent among renal transplant
patients than healthy individuals (0) or pregnant women (1%). Latent HHV-6 infection was
dominated by HHV-6B, and frequencies did not show difference between the patients groups
studied. Based on our study, immunosuppression due to renal transplantation may result in
higher susceptibility to HHV-6A infection. Although statistical analysis did not reveal
interaction between HHV-6 viraemia and clinical symptoms in our study, HHV-6A infection
may have clinical consequences. Based on our results it is suggested that monitoring,
diagnosis of HHV-6 infection is needed, a follow up study may help to reveal the
consequences of HHV-6A infection. Chromosomally integrated HHV-6 was observed in a
renal transplant patient, the frequency (0.5%) is in accordance with the literature.

Our prevalence data of novel human polyomaviruses also strengthen the hypothesis
that immunosuppression might result in higher susceptibility to WU and KI viruses. Neither
WUPYV, nor KIPyV was detected in respiratory, urine and blood samples from pregnant
women. KIPyV was detected only in two plasma samples (2%) from healthy individuals and
not in other sample types. WUPYV was not found in any sample types from healthy
individuals. KIPyV and WUPyYV were observed in 6.6 % and 3.3 % of respiratory samples
from renal transplant patients. Respiratory symptoms were observed in all virus positive
patients. We described first the presence of Kl (2%) and WU virus (12%) in urine samples. Ki
and WU viraemia was also found in renal transplant patients (1 and 2.6 %). WUPyV and
KIPyV were detected mainly early after renal transplantation. HPyV9 was detected in urine,
respiratory and blood samples from both healthy pregnant and non pregnant women, the
frequencies were 2-6 %. There was no statistically significant difference of prevalence in any
sample types between the two studied groups. This was the first observation of HPyV9 in
respiratory sample which suggests the respiratory transmission of this virus. Based on our
results it is suggested that WUPyV, KIPyV and HPyV9 from the portal entries (possible the
respiratory tract) might invade into blood circulation, might infect kidney and cells of the

urine tract by blood and might be secreted by urine.
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