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ROVIDITESJEGYZEK

AIDS acquired immundeficiency syndrome / szerzett immunhidnyos szindréoma
bFGF bazikus fibroblaszt novekedési faktor

BSA marha szérum albumin

C citozin

cdk ciklin dependens kindz

DED death effector domain

DMSO dimetil-szulfoxid

EBV Epstein-Bar virus

ECGF endothelial cell growth factor / endothelsejt ndvekedési faktor
EDTA ethylenediaminetetraacetate

ELISA enzyme linked immunosorbent assay

FITC fluorescein isothiocyanate

FLICE Fas associated death domain like IL1-f converting enzyme / caspase-8
FLIP FLICE inhibitory protein

G guanin

gp glykoprotein

HCMV human cytomegalovirus

HHV-8 human herpeszvirus-8

HIV human immundeficiencia virus

HPV human papillomavirus

IFA immunofluorescent assay

I-1p interleukin-1f

11-6 interleukin-6

IPTG isopropyl B-D-thiogalactopyranoside

KS Kaposi szarkoma

KSHV Kaposi szarkdoma herpeszvirus / Kaposi's sarcoma associated herpesvirus
LANA latency associated nuclear antigens / latens nuklearis antigének
LNA latens nuklearis antigén

LNA-1 latens nuklearis antigén-1

LUR long unique region / egyedi hossza régid

MIP-1oa makrofag inflamatorikus proteinlo

OD optikai denzitas

orf open reading frame

PAGE polikrilamid-gél elektroforézis

PBS phosphate buffered salin / foszfat-pufferes sdoldat

PCR polymerase chain reaction / polimeraz lancreakcio

PEG polyethylene glycol

PMSF phenylmethylsulfonyl fluoride

Rb retinoblasztoma fehérje

RPM fordulatszam percenként/ rotation per minute

SDS sodium dodecil sulphate

SSCP single strand conformational polymorphysm / egyszalii DNS konformacids polimorfizmus
sVCA small virus capsid antigen / kis viruskapszid antigén

TBE TRIS-boérsav-EDTA puffer

TNF-a tumor nekroézis faktor-o

TR termnalis repeticio

TRIS trys-hydroxymethyl aminomethane

VEGF vaszkularis endothelialis novekedési faktor

VEGFR-2 VEGF receptor-2

v- viralis-

v-FLIP viralis-FLIP

v-IL-8R viralis interleukin-8 receptor

v-IRF viralis interferon regulatorikus faktor

v-MIP viralis-makrofag inflammatorikus protein

WB Western blot



BEVEZETES

A nyolcadik humén herpeszvirus létezésére utald elsé 1994-es publikacié oOta
foglalkoz6 kozlemények szdma. A felgyiilemlett ismeretanyag alapjan mara evidencia, hogy a
human herpeszvirus-8 (HHV-8) a Kaposi szarkéma kialakuldsaban nélkiilozhetetlen, de nem
elégséges etiologiai faktor.

A virus egyébként felfedezését is a Kaposi szarkoménak koszonheti. Pontosabban
ezen betegség 1980-as 90-es években jelentkezd jarvanyszerli megjelenésének a
homoszexualis kozosségekben az AIDS jellegzetes betegségeként. Azdta bebizonyosodott,
hogy a virus a Kaposi szarkéma valamennyi megjelenési formdjaban kimutathat6 és az, hogy
ténylegesen egy onkogén hatasu virusrol van szo.

Munkémban elsdsorban szerologiai modszerekkel arra kerestem valaszt, hogy a HHV-
8 milyen aranyban van jelen az egészséges magyar lakossagban, illetve hogyan jellemezhetdk
szerologiai szempontbol a virussal Osszefliggésbe hozott megbetegedések. Tovabbd mit
tudhatunk meg a virusfertézés természetérdl szerologiai eredményeinek attekintésével.

A hazai atfertdzottségrél nyert eredményeink, még annak ismeretében sem csupan
elméleti jelentdséglick, hogy jelen tudasunk szerint a HHV-8-at csak opportunista

pathogénként tartjuk szamon.



IRODALMI ATTEKINTES

A HHV-8 taxonomidja, morfologidja, genomi szervezodése

Tekintettel arra, hogy a virus felfedezése a Kaposi szarkomahoz kotddik a leirok altal
adott Kaposi szarkomahoz-asszocialt herpeszvirus (KSHV, Kaposi's sarcoma associated
herpesvirus) elnevezés is széles korben ismert és hasznalt (Chang ¢és mitsai., 1994). A
Nemzetkozi Virustaxondmiai Bizottsag ajanlésa alapjan a hivatalos megnevezés a human
herpeszvirus-8 (HHV-8) és rendszertanilag a y-herpeszvirusok alcsaladjanak rhadinovirus
genusaba soroljuk.

A virus felépitése a herpeszviruscsalad jellegzetességeit mutatja. A virion legbelsd
rétege a "core" dupla szalu linearis DNS molekulat tartalmaz egyszeres kopiaszamban az
ikozahedralis kapszidstruktaraba zarva, melyet az amorf tegumentum allomany vesz koriil és
legkiviil a peplon borit (Renne és mtsai., 1996a). A virion atmérdje a peplonnal egyiitt
koriilbeliil 140nm. Ehhez hasonld herpeszvirusszerii partikulakat Kaposi szarkomabol
szarmazo biopszids mintdkban mar joval a HHV-8 felfedezése el6tti iddben leirtak, melyeket
akkor HCMV-nek gondoltak (Giraldo és mtsai., 1972, Walter és mtsai., 1984).

A virusgenom architektirdjanak jellegzetességei az alabbiak. A kettdsszala DNS
genom egy 140 kilobazisnyi hozzsusagu Osszefiiggd egyedi szakasza (LUR, long unique
region) tartalmazza az 9sszes kodold régiot (Russo és mtsai., 1996). A LUR mindkét végén
szomszédos egy-egy valtoz6 hosszusagu terminalis repeticioval (TR), melyben hozzavetdleg
egy 800 bazispar hosszusagi nagy G:C tartalmi (84%) szakasz ismétlodik 25-40-szer
mindkét végen (Lagunoff és Ganem, 1997). A teljes HHV-8 genom hossza igy koriilbeliil 165
kilobazis (Renne ¢és mtsai.,, 1996b). A LUR legnagyobb belsd része genetikailag
nagymértékben konzervalt, mindossze 0,1%-os variabilitast irtak le (Russo és mtsai., 1996,
Nicholas és mtsai.,. 1998). Azonban a LUR jobb és bal végén is, a TR-val szomszédos
szakaszain, variabilis régiok helyezkednek el. A genom bal végén elhelyezkedd orfK1
variabilitdsa fehérjeszinten 14-35%. Ezen régi6 phylogenetikai elemzése alapjan mara 5 {6
tipust (A,B,C,D.E) kiilonboztetnek meg (Zong és mtsai., 1999, Biggar ¢és mtsai., 2000). A
genom jobb végén levé orfK15 szekvenciakiilonbsége alapjan a bal végen talalhatd
variabilitastol fliggetlentil két variansrél (P, M) beszélhetiink (Poole, 1999).

A LUR feltehetéen 80-nal is tobb kiilonféle polipeptidet kddol, melyek koziil szdmos a

herpeszvirusokra jellegzetes replikacios enzimek, szabalyozo- és struktirfehérjék homologja.



A legkdzelebbi human homolég lymphocryptovirus genusba tartozé EBV-vel k6zos régiok
homologidja 50-60%-0os DNS szinten. A LUR tovabbi jellegzetessége, hogy cellularis
génekkel homoldg kodold szakaszokat is tartalmaz srtukturalisan blokkoba tomdriilve a
virusgenom repetitiv elemeket tartalmazd szakaszai kozelében. A cellularis homologokal

rendelkezd viralis gének azonban nem tartalmaznak intronokat (Russo ¢és mtsai., 1996).

1. Abra: A HHV-8 genom sematikus képe. (a nyilak az egyes orf-eket jelolik 04-75
szamozassal, valamint K el6tagot kaptak a HHV-8 ra egyedi orf-ek, a négyzetek a
repetitiv elemeket jelolik, TR: terminalis repeticid, DR1-5: belsd direkt repeticiok,
LIR: hosszu invert repeticiok, T0.7 és T1.1: 0.7 és 1.1Kb transzkriptek), Niepel és
mtsai., 1998 alapjan.
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A HHV-8 szerepe a Kaposi szarkémdban

A Kaposi szarkdma maga egy vascularis eredetli tumor, melynek sokaig valodi tumor
volta is vitatott volt. Klinikailag a Kaposi szarkoma 1éziok legtobbszor multiplex formaban
jelentkeznek a boron vagy nyalkahartydkon folt, plakk és tumor stadiumot kiilonboztetve
meg. A 1ézidk egymastol fliggetleniil progredialhatnak, illetve mutathatnak regressziot. A
klinikum az egyes epidemiloldgiai formak kozott - klasszikus, iatrogén-, afrikai endémias és
AIDS-hez tarsult Kaposi szarkoma- mutat lényeges klinikai eltéréseket, de az egyes
epidemioldgiai formakon beliil jellegzetességeket is. A betegség szovettanilag is Osszetett, de
a kiilonb6z6 formakat tekintve azonban egységes. Szovettanilag a 1€zio, a stadiumtol fliggden
kiilonbozé aranyban, megnyult endothelsejtekkel hatarolt atipikus neoangiogenezissel,
mononuklearis infiltratummal, extravazalis vorosvértestekkel, haemosiderin lerakddassal és
endothelialis eredetli (Jones és mtsai., 1986, Zhang és mtsai 1993) orsosejteket tartjak az
elvaltozas neoplasztikus komponensének.

A Kaposi szarkoma valamennyi stddiumdban és epidemioldgiai formdjaban igen
magas aranyban (100-95%) lehet a HHV-8 jelenlétét PCR-ral igazolni (Chang és mtsai., 1994,
Huang ¢s mtsai., 1995, Rady és mtsai., 1995) mig egyéb vasculdris tumorokbol hianyzik
(Lebbé és mtsai., 1997). A Kaposi szarkoma (KS) Iéziokban a HHV-8 DNS ¢és RNS
lokalizaciojanak vizsgéalatait in situ technikdkkal végezték el. A virusra specifikus
nukleinsavakat detektaltak a tumorra jellemzdé orsosejtekben, az atipikus endothelidlis
sejtekben valamint a tumorban szintén el6forduld6 mononukledris sejt infiltratumban is
(Boshoff és mtsai., 1995, Li és mtsai., 1996, Sturzl és mtsai., 1999a). A tumor stadiumut
léziokban domindnsan jelenlévé orsosejtek a HHV-8 genomot cirkularis episzomalis
formaban hordozzdk a sejtmagban (Decker €s mtsai., 1996). A Kaposi szarkdma lézidoban
jelenlévé monocyta eredetii sejtekben és az orsosejtek 2-5%-aban litikus ciklus fordul eld
(Blasig ¢s mtsai., 1997). A Kaposi tumorban azonositott latens transzkriptek koziil a latens
nuklaris antigén-1-et (LNA-1) kodold orf73 (Sturzl és mtsai., 1999a), a virdlis ciklint kodold
orf72 (Davis és mtsai., 1997, Reed és mtsai., 1998), a viralis FLIP-et kodolo orf71 (Sturzl és
mtsai., 1999b) és a kaposint kdédold orfK12 (Sturzl és mtsai., 1997) jellemzé RNS szakaszait
mutattdk ki eddig. A kovetkezOkben a teljesség igénye nélkiil ezen latens géntermékek és az
angiogenezis gondolatkdr mentén kivalasztott néhany litikus gén lehetséges szerepét tekintem

at a Kaposi szarkoma kialakulasaban.



Orf73/LNA-1

A HHV-8-at latensen hordozo sejtekben az orf73 altal kodolt latens nuklearis antigén-
1 (LNA-1) expreszidja egy tricisztronalis RNS molekularol torténik (Kedes és mtsai., 1997,
Dittmer és mtsai., 1998). Maga az RNS-transzkript sorrendben a LNA-1, v-ciklin, v-FLIP
kodolo szakaszokat tartalmazza.

A LNA-1 222-234 kDa molekulastlyu fehérje, mely aminosavisszetétle alapjan
harom f6 részre tagolhat6. Immunfluoreszcens és immunhisztokémiai vizsgéalatok szerint a
LNA-1 specialis nukledaris testekbe koncentralodik és jellegzetesen pottyds mintazatot mutat a
sejtmagon belill (Kedes és mtsai., 1996, Gao és mtsai., 1996b, Dupin és mtsai., 1999). A
virusgenom elhelyezkedése a latensen fertdzott sejtek magjaban a LNA-1 altal is elfoglalt
nukleari testekre korlatozodik (co-localisatio) (Ballestas és mtsai., 1999). Ennek alapjan valt
vilagossa, hogy a LNA-1 egyik doménje a virusgenomot koti, mégpedig a virusgenom
doménje a hiszton H1-hez képes kapcsolddni (Cotter és mtsai., 1999). A sejtosztddaskor a
LNA-1 biztosija a virusgenom episzomalis fennmaradasat a lednysejtekben (Ballestas és
mtsai., 1999). Minden valdszinliség szerint a LNA-1-nek egyéb szerepe is van a latens
virusreplikacio inicidlasaban és folyamataban.

Ahogyan a DNS tumorvirusoknal, ugy a HHV-8-ndl is megtaldlhatdo a
tumorszupresszor fehérjék inaktivaldsanak mechanizmusa. A HHV-8 esetében a p53 potens
transzkripcids aktivitdsat éppen a LNA-1 képes gatolni. A LNA-1 p53 interakcio
eredményeképpen a p53 indukalta apoptdzis is gatlodik experimentalis rendszerekben
(Friborg és mtsai., 1999).

Tovabba a LNA-1 a retinoblasztoéma proteinnel (Rb) is interakcioba 1ép és
neutralizalja annak tumorszupresszor hatasat. Az interakcidnak valdszinilileg az Rb-E2F
komplexre is hatasa van, hiszen a LNA-1 transzaktivalja a sejtciklus progresszidjaban fontos
szereppel bird E2F transzkripcios faktor kotOhelyet tartalmazd promotereket (Radkov és
mtsai., 2000).

A LNA-1 val6szintileg egy a fert6zott sejt és a virus ciklusat alapvetéen meghatdrozo
transzkripcids regulator (Schwam és mtsai., 2000, Renne és mtsai., 2001), melyre tovabbi
nukledris fehérjékkel és transzkripcios faktorokkal valé interakcidja is utal (Platt és mtsai.,

1999, Lim ¢és mtsai., 2000, Krithivas és mtsai., 2000).



Ahogyan az emlitett példakbol kitlinik a LNA-1-nek alapvetd szerepe van a virus
latens  perzisztencidjdnak  fenntartdsdban, a  sejtciklus  transzkripciondlis  szintli

szabalyozasaban ¢s ezzel Osszefiiggésben az onkogenezisben is.

Orf72/v-ciklin

A LNA-1-el azonos prométerrdl atirodo viralis ciklin a D tipusu cellularis ciklinekkel
mutat homologidt (Russo és mitsai., 1996, Dittmer és mtsai., 1998). A hasonlatossag
funkcionalis értelemben is fennall. A normalisan celluldris D-ciklinek altal aktivalt ciklin
dependens kindzokat (cdk6/cdk4) a v-ciklin is képes aktivalni (Li és mtsai., 1997). Azonban a
v-ciklin/cdk6 komplex rezisztens a cdk inhibitor proteinek gatld hatasara (Swanton és mtsai.,
1997). A v-ciklin/cdk6 komplex képes az Rb fehérje inaktivaldsidra annak foszrorilalasaval
(Godden-Kent ¢és mtsai., 1997). A foszforilalt Rb fehérje mar nem képes az E2F
transzkripcids faktorok kotésére, amelyek az S-fazisba torténd atmenethez sziikséges gének
transzaktivalasaért felelosek. Experimentéalis rendszerben a v-ciklin képes az Rb fehérje
sejtproliferaciot gatld hatasat felfliggeszteni (Chang és mtsai., 1996). Minden bizonnyal a v-
ciklin a normalis sejtciklus szabdlyozdsdnak megzavarasaval hozzajarulhat a G;-S
fazisatmenet felgyorsitdsdhoz, valamint fokozott sejtproliferacidhoz és a Kaposi tumor

kialakulasahoz.

Orf71/-FLIP

Az orf71 altal kédolt viralis FLIP (FLICE/caspase-8 inhibitory protein) a cellularis
FLIP-hez hasonléan két DED domént tartalmaz (Irmler és mtsai., 1997, Russo és mitsai.,
1996). A HHV-8 v-FLIP képes a CD95/Fas receptor Utvonalon bekdvetkezd apoptotikus
szignal gatlasara. A HHV-8 v-FLIP gatl6 hatdsa mind a szolubilis, mind a membranhoz kotott
Fas ligand altal bekovetkezd sejthalalra is kiterjed. Tovabbé a v-FLIP transzdukalt sejtvonalak
tumorigenitdsa fokozott a v-FLIP negativ kontrolléhoz képest immunkompetens
egérmodellben. Az experimentdlis tumormodellben a v-FLIP expresszid csokkentette az
intratumoralis apoptdtikus sejtek aranyat. Mindezek alapjan feltételezhetd, hogy a v-FLIP a
Kaposi szarkdéma esetében a tumorsejtek védelmét szolgalhatja a sejtes immunités effektor
sejtjeivel szemben ¢és végsd soron a daganatndvekedés progresszidjahoz jarulhat hozza

(Djerbi ¢és mitsai., 1999). Mindazonaltal tisztazasra var, hogy mads sejthaldl receptorokon



megindul6 szignal gatlasara is képes-e a HHV-8 v-FLIP mas virdlis és a cellularis FLIP-ekhez
hasonléan (Thome és mtsai., 1997, Wang és mtsai., 1997, Hu és mtsai., 1997, Bertin ¢és

mtsai., 1997).

OrfK12/kaposin

Az orfK12-r6l atir6d6 RNS nagy mennyiségban van jelen a KS orsosejtjeiben (Sturzl
¢s mtsai., 1997). Az éltala kodolt feltételezhetden minddssze 60 aminosavnyi hidrofob fehérje
a kaposin (Russo és mtsai., 1996). A kaposin gén énmagaban elegend patkany fibroblaszok
vaszkularis tipust tumort hoznak létre timuszmentes egér subcutan injektalasaval. A kisérletes
koriilmények kozott bizonyitott kaposin-t jellemzd onkogén potencial, minden bizonnyal
szerepet jatszik a Kaposi szarkdma kialakuladsaban és fenntartdsaban is (Muralidhar és mtsai.,

1998).

A HHV-8 és az angiogenezis

Novekedési faktorok, citokinek konstitutiv expresszidja vagy azok receptorainak
fokozott megjelenése eredményezhet olyan autokrin, parakrin névekedési hurkot, mely a
sejtosztddds szamara nélkiilozhetetlen stimulust vagy végeredményben akar fokozott
proliferacids ratat jelent. A Kaposi szarkoma kialakuldsaban a virus felfedezése el6tti idében
lényeges szerepet tulajdonitottak kiilonb6zé novekedési faktoroknak és inflammatorikus
citokineknek. Szamos kisérletes adat szol ebbdl az id6bdl kiillonbozo faktorok és citokinek
pozitiv autokrin és parakrin hatasardl a 1€zi6 kialakulasaban. Az IL-1B, a TNF-a (Corbeil és
mtsai., 1991), a bFGF, az ECGF (Ensoli ¢s mtsai., 1989), az IL-6 (Miles ¢s mtsai., 1990), az
oncostatin-M (Nair és mtsai., 1992), é a HIV-1 Tat mindegyikér6l (Gallo, 1998)
Ugyanezen molekuldknak szintén ismert az endothelsejtek aktivacigjdban és az
angiogenezisben betoltott szerepe is. Erdekes modon a HHV-8 felfedezése ota a virus és az
emlitett faktorok kozotti kapcsolat eddig nem nyert megerdsitést, bar azok lehetdsége és
jelentdsége tovabbra is fennall.

A herpeszvirusokra jellemzdé produktiv virustermeléssel jard ciklus leggyakrabban a

sejt lizisével jar (litikus ciklus elnevezés). A KS 1éziodban a sejtek kb 5%-aban detektalhatok



litikus transzkriptek (Sturzl és mtsai., 1998, Blasig és mtsai., 1997). Ezek a sejtek a mai
tudasunk szerint pusztuldsra vannak itélve, igy nem szerepelnek a 1¢ézi6 proliferald
sejthanyadaban. A litikus ciklusban aktiv gének azonban meglepd modon, de mégis
hozzajarulhatnak a Kaposi szarkoma 1ézi6 kialakulasahoz. Pontosabban azok a litikus
géntermékek, amelyek valamilyen mdédon parakrin hatdssal birnak a kdrnyezetiikben levo
tobbi sejtre. Az aldbbiakban ismertetem azokat a litikus géntermékeket, melyek minden

bizonnyal ezen a mddon szerepet jatszanak a KS kialakulasaban.

Orf74/v-IL-8R

A HHV-8 orf74 szekvenciaja alapjan a cellularis IL-8 receptor (IL-8R) homologja és
expresszidja kimutathatd a KS 1ézidban is (Cesarman és mtsai., 1996b, Guo és mtsai., 1997).
Az eddig ismert cellularis és virdlis kemokin receptoroktol eltéréen a v-IL8R agonistatol
fiiggetleniil konstitutiv modon aktiv. Ennek eredményeként a v-IL8R kemokin stimulacio
nélkiili jelatviteli folyamatot tart fenn, melynek eredménye fokozott sejtproliferacid
(Arvanitakis ¢és mtsai.,, 1997). A v-IL-8 receptort stabilan kifejezd sejtvonalak
tumorigenikusak nude egérben, jellegzetesen vasculdris tumor fenotipussal (Bais és mtsai.,
1998). A v-IL-8R transzgén egérben a Kaposi szarkomahoz nagymértékben hasonlo
vascularis szarkoma fejlodik ki (Yang és mtsai., 2000). Ezek a hatasok fenotipusosan ugyan
nagymértékben a KS-ra emlékeztetnek, mégsem valoszinli, hogy a v-IL-8R kozvetleniil
dogma szerint haldlra vannak itélve, hacsak nem valamiféle abortiv vagy sejtlizissel nem jard
virusszaporodast tételeziink fel. Sokkal inkabb az emlitett parakrin hatas jelentosége érhetd
tetten, hiszen a virdlis kemokin receptor homologot kifejezd sejtek emelkedett VEGF

szekréciot mutatnak (Bais €s mtsai., 1998).

v-MIP-ek

A HHV-8 genom harom szakasza is (orfK6, orfK4, orfK4.1) a celluldris makrofag
inflammatoérikus protein (MIP) 1a-val homolog virdlis fehérjéket (v-MIP-I-1I-1IT) kodol. A v-
MIP-I mRNS a KS sejtek kis szdzalé¢kaban detektalhato (Sturzl és mtsai., 1998). A v-MIP-I és
-II embrionalt tojas chorioallantoismemranjan erételjes érijdonképzddést indukal (Boshoff és

mtsai., 1997). Ujabb adatok szerint a v-MIP-III is rendelkezik neoangiogenetikus és T-helper-
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2 (Th-2) kemoattraktans hatdssal (Stine ¢és mtsai.,, 2000). A v-MIP-II szelektiv Th-2
kemoattraktans hatasrdl is beszdmoltak (Sozzani és mtsai., 1998). Valosziniileg a tumorra
jellemzd mononukledris infiltracio is a v-MIP-ek leukocyta migraciot befolyasold hatasara
vezethetd vissza. Elképzelhetd, hogy a Th-2 sejtekre gyakorolt hatds a virussal fert6zott
tumorsejtek esetében az antiviralis immunvalaszt elkeriild stratégianak is része. Nagy
valoszinliséggel a v-MIP-ek parakrin hatdsa hozzdjarul a Kaposi-léziora szdvettanilag

jellegzetes érajdonképzddéshez.

Endothelsejtek transzformacioja HHV-8-cal

Az 1izolalt génstudiumok altal szolgaltatott eredmények, ugyan nagymértékben
hozzéjarulnak a betegség pathomechanizmusénak részletes megismeréséhez, azonban egy
fertdzes és a hozza tartozd korkép egyértelmi kapcesolatanak igazolasa. Tekintettel arra, hogy
a KS neoplasztikus komponensének tartott orsdsejt legvaldsziniibben endothelidlis eredtii az
endothelkultarak fertézése HHV-8-cal trivialis megkozelitésnek adodik.

Human koldokvénabol szarmazd endothelkultirdk HHV-8 fert6zést kovetden nem
mutatjak a nem fert6zott kulturakra jellemzd szeneszcenciat, hanem immmortalizalédnak. A
fert6zott kultura sejtjei az aktivalt endothel sejtfelszini markereit mutatjak, az orsosejtekhez
hasonlé morfologiat vesznek, transzformalodnak. A sejteknek fokozott a telomeraz aktivitasa
¢s lagy agarban koloniaképzd képességiick. A fertdzés utan bekdvetkezd transzformacid
folyamata részleteiben még nem ismert, de a VEGFR-2 szintjének csokkenése a nem fertdzott
kultarakkal —Osszehasonlitva elmarad. A transzformalt umbilikalis endothelkultura
érdekessége, hogy a kulturaban a sejtek 100%-a mutatja a megvaltozott morfoldgiai jegyeket,
mig kimutathatéan csak a sejtek néhany szazalé¢ka tartalmazza a virus genomjat és
virusantigéneket. Ez a jelenség ismét felveti a parakrin mechanismusok fontossagat (Flore és
mtsai., 1999).

Amennyiben HPV16 E6-E7 génekkel transzdukalt huméan dermalis microvascularis
endothelidlis sejtkulturat fertdznek HHV-8-cal, az in vitro megfigyelt transzformacio szintén
sejteknek csak a HHV-8 virusgenomot tartalmazo ¢és latens virusantigéneket expresszalo
sejtjeire korlatozodik. A HHV-8-cal nem fert6zddott sejtek megtartjadk utcakdvezetszerti

morfoldgidjukat. A dermalis microvascularis endothelkultirdban azonban a KS tumorhoz
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hasonldan a sejtek alacsony szazalékaban spontan produktiv ciklus figyelhet6 meg, melynek
eredménye a HHV-8 fertézés fokozatos kiterjedése a kultira minden sejtjére (Moses ¢€s
mtsai., 1999). A fentebb ismertetett kisérletes eredmények alapvetd bizonyitékul szolgalnak a
HHV-8 transzformalod képességérdl, valamint a HHV-8-cal transzformalt endothelkultirak
modellként szolgdlhatnak a virus onkogenitasanak experimentdlis bizonyitdsara

allatmodellben.

A HHYV-8 és egyéb korképek

A HHV-8 genomjat és kiilonbdz6 antigénjeit a nagyon ritka testiiregi lymphoméaban
(body cavity based lymphoma/ primary effusion lymphoma) és a multicentrikus Castleman-
syndroma plasmasejtes tipusdban is ki lehet mutatni (Cesarman és mtsai., 1995, 1996a,
Soulier és mtsai., 1995). Ezen betegségek kialakuldséban is egyértelmii szerepet tulajdonitunk
a HHV-8-nak, amely néhany részletében megegyezik a Kaposi szarkomanal leirtakkal, de
ugyanakkor alapvetd kiilonbségek vannak (pl. v-IL-6 Parravicini és mtsai., 1997b, 2000,
Staskus és mtsai., 1999, v-IRF Gao ¢és mtsai., 1997, LANA-2 Rivas és mtsai., 2001 ). A
HHV-8 kutatds a testliregi lymphomdnak azonban oridsit koszonhet, hiszen a testiiregi
lymphomabol szarmazo6, in vitro kultardban konnyen fenntarthatd, sejtvonalak latens

episzomalis forméaban hordozzak a HHV-8-at.

12



A HHV-8 epidemiologidja

Modszertani megkozelitések

crer

csoportra oszthatok a kutatdsok. Az egyik a virus DNS detektaldsa szovetmintakban
polimeraz lancrekcioval vagy a virusantigénekre specifikus ellenanyagok kimutatasa
szerologia teszttel. A virus izolalasara biologiai mintabol ugyan elvben €s gyakorlatban is van
lehetdség, ez a modszer azonban nem alkalmas az epidemioldgiai kutatdsokhoz tobbek kozott
nehézkessége miatt sem (Foreman és mtsai., 1997, Vieira és mtsai., 1997).

megismerésében alapvetd, bar igen gyakran megtévesztd informacidkat is szolgaltattak.
Helyes interpretadlasukhoz, sokszor csak utolag, a virus szerologiai vizsgéalataval kapott
eredmények megsziiletése utan keriilhetett sor. A PCR alapu vizsgalatok targetje volt mar a
kiilonboz6 testnedveket illetéen ondo, nyal, kopet és orrvaladék is, a szoveteket illetden
PBMC, nyirokcsomd, prosztata, és cervikalis ham is (Monini és mtsai., 1996, Marcioli és
mtsai., 1996, Smith és mtsai., 1997, LaDuca és mtsai., 1998, Blackbourn és mtsai., 1998,
Lampinen ¢és mtsai., 2000., stb.). Az intenziv kutatdsok ellenére még a mai napig sem ismert
teljes bizonyossaggal az egészséges virushordozokban a virus perzisztencidjanak pontos
helye.

A HHV-8 epidemioldgidjanak megismerésében a virusellenes ellenanyagok
kimutatdsa hozta meg koherens eredményeivel a valos epidemiologiai helyzetet leginkdbb
tikroz0 képet. A szerologiai megkozelités megkivanta a HHV-8 antigénjeinek
karakterizalasat és egyre érzékenyebb ¢€s specifikusabb méromoddszerek kidolgozasat. A
pontos szerologiai status, kiilondsen az egyén szintjén megkivanja a tobb antigénnel és/vagy
modszerrel torténd vizsgalatok elvégzését (Rabkin és mtsai., 1998, Zhu és mtsai., 1999a). Az
alabbiakban roviden Osszefoglalom azokat a fontos HHV-8 antigéneket, amelyekre mai

tudasunk szerint a virus szeroldgiai vizsgalatat alapozzuk.
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LANA

crer

latens episzomalis formédban hordozo testliregi lymphomasejtek (mint pl. BC-1, BCBL-1)
szolgaltak antigéniil indirekt immunfluoreszcens ¢és Western-blot vizsgalatokban. Ezen
vizsgalatok sordn a biztosan HHV-8 fert6zott Kaposi szarkomas betegek 80-90%-anak savoi
jellegzetesen egy nuklearis pottyozottséget add fluoreszcenciat produkalnak (Gao és mtsai.,
1996b, Kedes ¢és mitsai., 1996). A LANA rovidités ezt a specifikus morfologidju
immunreakcidt ado latens virusfertézésre jellemzd feltételezetten nem egységes nukledris
antigéncsoportot jeldlte (latency associated nuclear antigens). Masok leirtak a testliregi
lymphomasejtek nuklearis extraktjadban Western-blot technikaval szintén a Kaposis savok 80-
90%-a altal felismert 226-234 kDa antigénkettdst (Gao és mtsai., 1996a). A 226-234kDa
nukledris antigén elleni antitestek megjelenése megelézte a késdbbi Kaposi szarkéma
kialkulasat HIV fertdzott személyekben. Késobb igazolodott, hogy a 226-234kDa
antigénkettdst az orf73 kodolja és az Gjonnan LNA-1-nek (latent nuclear antigen-1) keresztelt
antigén immunfluorescens morfoldgiaja megegyezik a LANA-éval (Rainbow ¢és mitsai.,
1997). A LANA/LNA/LNA-1 elnevezéseket mara a tudomanyos kozlemények tobbsége
egymas szinonimajaként hasznalja a tobb munkacsoport altal is igazoltan orf73 altal kodolt
antigénre (Kedes és mtsai., 1997, Rainbow ¢és mtsai., 1997, Kellam és mtsai., 1997). Mivel az
orf73-nak mas human herpeszvirusokban nincsen homoldgja ezért az anti-LANA ellenanyag
a HHV-8 fertdzés specifikus szeroldgiai markere. A Kaposi szarkomas egyének anti-LANA
pozitiv savoi leggyakrabban az antigén karboxytermindlis végével reagalnak (Kellam és
mtsai., 1997). Linearis epitoptérképezéssel a fehérje mas részén is talaltak linearis epitopokat.
Valoszinil, hogy konformdacios epitopok is jellemzik a LANA-t, amelyek fontosak a HHV-8
immunfluoreszcencia egyszeriisége, a modszer minddssze 70-80%-osra becsiilt szenzitivitasa
ellenére, a mai napig a HHV-8 szeroldgia alapjaként szolgal. Foként a kiilonbozo
munkacsoportok eltérd etnikai, foldrajzi csoportokban végzett eredményeinek osszevetéséhez

nyujt elengedhetetlen timpontot az anti-LANA szerologia.
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sVCA

crer

virdlis strukturalis antigének. AZ EBV azonban nem csak tdmpontot, hanem problémat is
jelentett a HHV-8 szerologiai vizsgalatdhoz, hiszen az EBV-vel vald nagyfoku homologia a
szerologiai keresztreakciok lehetdségét veti fel. Egyes strukturalis antigének, mint példaul az
EBV BcLF1 altal kddolt nagy kapszid fehérjéje a HHV-8 homologjaval az orf25 altal kédolt
hasonldé antigénnel 68%-ban azonos ¢és a kettd kozott dokumentalt szeroldgiai
keresztreakciora van példa (Andre és mtsai, 1997). Olyan anti-litikus immunfluoreszcens
prébakban, ahol a savét alacsony higitasban vizsgaljak forbol észterrel indukalt, litikus
antigéneket expresszalo testiiregi lymphomasejteken az alacsony szérumhigitds nagyban
megnoveli a szeroldgiai keresztreakcid lehetdségét és ellentmondasos adatokat eredményez
(Lennette és mtsai., 1996, Smith és mtsai.,, 1997). Az EBV BFRF3 altal kodolt kis
viruskapszid antigén (sVCA, small virus capsid antigen) ellen megjelend ellenanyagok
diagnosztikus értékiiek az EBV fert6zés bizonyitdsaban (van Grunsven és mtsai., 1993). A
HHV-8 sVCA-t kodold orf65 az EBV BFRF3-al mutatott azonossaga aminosav sorrend
szintjén alacsony foku (26%), kiilonosen a BFRF3 sVCA fontos szerologiai epitopokat
hordoz6 karboxyterminalis végén (21%, van Grunsven és mtsai., 1994, Simpson és mitsai.,
1996). A HHV-8 sVCA 22kDa moltomegt strukturalis fehérje és az EBV BFRF3 sVCA-hoz
hasonl6an szintén j6 immunogén (Lin és mtsai., 1997). A szerologialilag fontos epitopok a
HHV-8 sVCA esetében in a polipeptidlanc karboxytermindlis végén helyezkednek (Pau és
mtsai., 1998, Tedeschi és mtsai., 1999). A HHV-8 orf65 karboxyterminalis antigénnel nyert
szerologiai eredmények kiegészitik az anti-LANA IFA-val nyert adatokat ¢és a két antigén
egyiittes hasznalatdval pontosabban jellemezhetd a virus szeroepidemioldgidja (Simpsom és
mtsai., 1996). Az HHV-8 orf65 karboxyterminalis antigénjét mind rekombindns, mind peptid
antigén formatumban az anti-LANA IFA-hoz hasonloan igen széles korben hasznaljak

szeroepidemiologiai vizsgalatok céljabol.

gp35-37

A forbol-észerrel indukalt testiiregi lymphoma sejtek cDNS konyvtarainak
immunologiai tesztelése Kaposi szarkomas betegek savoival az orfK8.1-et azonositotta egy

dominans litikus antigént kodolo szakaszként (Chandran és mtsai., 1998). Az orfK8.1-rdl atirt
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RNS érése soran harom mRNS képzddik (K8.1a, K8., K8.1y). A litikusan indukalt BCBL-1
sejtekben a K8.1B-rdl transzlaléodd antigén a 35-37kDa tomegli, glykoprotein természetii
antigénkettds a gp35-37 (Raab és mtsai., 1998). A 228 aminosavbol all6 polipeptidlanc az
aminoterminalis részén egy rovid szignalpeptid szekvenciat, négy N-glykozilacios hellyel biro
kozépso extracellularis domént, egy transzmembran domént €s a karboxyterminalis végén egy
rovid citoplazmikus szakaszt tartalmaz (Li és mtsai., 1999). A K8.1 antigén a litikusan
indukalt testiiregi lymphomasejtek citoplazmamembranjan és a virion membranjanak kiilsé
felszinén megjelenik (Li és mtsai., 1999). Az antigén viruspartikuldba épiilt formaja azonban
68-72 kDa tomegii (Zhu és mtsai., 1999). A K8.1 antigén delécios analizise alapjan a human
savok pozitiv reakcidja az orfK8.1 elsé exonjahoz kotott (Lang és mtsai., 1999). Azon beliil is
a szignalpeptid szaksztol mentes polipeptidlanc N-termindlis 31 aminosavja alkotja a K8.1
antigén szeroldgialag fontos epitopjait (Spira és mtsai., 2000). Az HHV-8 orfK8.1 DNS
szekvenciaja homologiat nem, csak pozicionalis analdgiat mutat més gammaherpeszvirusok
genomjaban taldlhaté transzbemran glycoprotein (gp) antigéneket kodold szakaszokkal. Az
EBV envelop gp350/220 antigénje fontos a virus gazdasejthez torténd kdtddésében és a virion
internalizaciéjaban (Tanner és mtsai., 1987). Valdszinlileg a K8.1 virion glykoprotein is
hasonl6 funkcioval rendelkezik. Valamint a K8.1 envelop antigén specifikus ellenanyagok is
feltehetden neutralizdlé hatastuak az EBV gp350/220 specifikus ellenanyagokhoz hasonldan
(Thorley-Lawson és Geilinger, 1980). Minden bizonnyal a rekombinans orfK8.1 antigénen
alapulo szerologiai probak még az orf65 antigénen alapul6 szerologiai probak specificitasat is

meghaladjak.

Transzmisszios utak

A transzmisszids utak tekintetében a Kaposi szarkoma rizikocsoportjanak tekintett
HIV pozitiv homoszexudlis férfiak csoportjanak a normal populacional magasabb
szeroprevalenciaja a virus szexudlis Uton vald terjedésére irdnyitotta a figyelmet (Kedes ¢és
mtsai., 1996, Regamey ¢és mtsai., 1998a). A HHV-8 szeroprevalencidja, esetleges
szerokonverzio a férfi homoszexualis csoportokban a promiszkuitds mértékének, a
homoszexualis aktivitds idétartamanak és egyes homoszexudlis praktikaknak a fliggvénye
(Melbye ¢és mtsai.,, 1998, Martin és mtsai., 1998). Az STD klinikdk beteganyagainak
emelkedett szeroprevalencidja szintén a szexualis atvitel fontossagara hivja fel a figyelmet

(Kedes és mtsai., 1996). A heteroszexualis kontaktus esetében kimutathatd Osszefiiggés az
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emelkedett HHV-8 szeroprevalencia és az iizletszerl szexualis életvitel kozott (Sosa és mtsai.,
1998, Cannon és mtsai., 2001).

Az Kaposi szarkdma endémias kozép-afrikai orszagokban és a szintén emelkedett
szeroprevalenciaju Olaszorszagban azonban mar a pubertaskor eldtt jelentds mértéki a
szeropozitivitas (Lennette €s mtsai., 1996, Gao és mtsai., 1996b, Gessain és mtsai., 1999), ami
rairanyitja a figyelmet a horizontélis terjedés lehetdségére és fontossagara a HHV-8 fert6zés
szempontjabol endémids teriileteken (Mayama és mtsai., 1998, Whitby és mtsai., 2000).
Ugyanakkor az anyarél gyermekre torténé HHV-8 transzmisszioval is szamolni kell
(Bourboulia és mtsai., 1998). Minden bizonnyal mas herpeszvirusokhoz hasonldéan a nem
genitalis mucosalis utvonal €és a nyal is szerepet jatszik a HHV-8 terjedésében, hiszen a virus
kimutathaté oropharingedlis szdvetekben és HIV pozitiv paciensek nyalaban is (Pauk és
mtsai., 2000, Boldogh és mtsai., 1998, Koelle é¢s mtsai., 1997).

Vérrel, vérkészitményel tortént atvitelre elvi lehetdség van, hiszen HHV-8-at lehet
detektalni szeropozitiv véradok mononucledris sejtfrakcidjaban is (Blackbourn és mitsai.,
1997). Az atvitel legvalosziniibben a magvas sejtfrakciohoz kotott. Ennek megfelelden a napi
szinten intravénas kabitoszerhasznalok csoportjanak kimutathatd a magasabb HHV-8
szeroprevalencidja. Mindazonaltal a feltehetden kozos tii hasznalatdval tortént atvitel
valoszinlileg a HIV atvitelénél sokkal alacsonyabb frekvencidju (Cannon ¢és mtsai., 2001). Ezt
tamasztja ald a HIV pozitiv intravénas kabitdszerhaszndlok csak alcsony mértékben
emelkedett Kaposi szarkoma incidenciaja (Beral és mtsai., 1990).

A Kaposi szarkéma transzplantacié utani formajaban a virus grafttal tortént atvitelére
vannak dokumentalt esetek (Regamey ¢és mtsai., 1998b, Luppi és mtsai., 2000). Azonban a
transzplantaci6 utani forma gyakrabban kdvetkezménye a transzplantaciot megel6z6 HHV-8
fertdzés reaktivalodasanak az immunszupressziv therdpia szovodményeként (Parravicini és

mtsai., 1997a, Cattani és mtsai., 2001).
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CELKITUZESEK

Vizsgalataink kezdetekor nem rendelkeztiink adatokkal a HHV-8 jelenlétérél a magyar
lakossag korében. Munkamnak elsOsorban a magyarorszagi HHV-8-cal valo fert6zottségi

helyzet megismerése a célja, melyet az alabbi allomasokon keresztiil kozelitettiink meg:

Az irodalmi adatok alapjan varhatéan HHV-8 fert6zott klasszikus Kaposi szarkomas
betegek HHV-8 fertdzésének bizonyitasa. A Kaposi szarkomas mintakban a HHV-8
detektalésa.

A Kaposi szarkomés paciensek HHV-8 ellenes humoralis immunvalszanak

karakterizalasa a LANA, sVCA, gp35-37 antigénekre alapozott szeroldgiai modszerekkel.

A magyarorszagi epidemiologiai helyzet megkozelitése érdekében az egészséges

véradok lezajlott HHV-8 fert6zésének szerologiai vizsgalata.
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ANYAGOK és MODSZEREK

Vizsgalatok alanyai

A klasszikus Kaposi szarkomas betegek (n=16, 38-86 év, atlag 68,9 év, 13 férfi, 3 no)
kiilonb6zé mintdi a Debrecenei Egyetem, Borgyogyaszati Klinikdjanak beteganyagabol
szarmazott. A betegektdl terdpids vagy szovettani feldolgozas céljabol eltavolitott tumorokbol
kapott szovetmintat virusvizsgalat céljabol a Mikrobioldgiai Intézet. A szdvettani feldolgozas
céljabol archivalt mintak esetében a formalin-fixalt paraffinba dgyazott blokkokbol végeztiik
el a viruskimutatast. A betegek szerologiai vizsgalatahoz nativ vér szolgalt.

Az Orszagos Vérellatd Szolgalat, Debreceni Regionalis Alloméasa 1089 véradonak
(19-59 ¢év, atlag 38,2 év, 62% férfi, 38% nd) szerologiai sziirdvizsgalatra levett szérummintait

anonim moddon bocsatotta rendelkezésiinkre HHV-8 szeroldgiai vizsgalat céljabol.

Sejtkulturak

Vizsgéalatainkban a HHV-8-at latensen hordoz6 BCBL-1 (NIH, AIDS Reagent
Program) testiiregi lymphoma sejtvonalat hasznaltuk antigén- ¢és nukleinsavforrasként.
Negativ kontrollként a Ramos (ATCC CRL 1596) herpeszvirus negativ Burkit lymphoma
sejtvonalat hasznaltuk. Mindkét sejtvonalat RPMI 1640, 10% magzati borjuszérum, 2mM
glutamin, 100 unit/ml penicillin, 100 pg/ml streptomycin tapfolyadékban tenyésztettiik. A
HHV-8 litikus ciklusat a BCBL-1 sejtek forbol észterrel (12-O tetradecanoyl phorbol 13-
acetate/TPA, 20 ng/ml) 48 o6raig torténd inkubalasaval indukaltuk (Renne és mtsai., 1996).

DNS, RNS prepardlas

A biopsziakbol homogenizalas, proteindz-K emésztés utan térténd phenol-chloroform
extractioval tisztitottunk DNS-t standard metodika szerint (Sambrook és mtsai., 1989). Az
archivalt paraffinos mintakbol xilollal tortént deparaffinalas utan preparaltunk amplifikaciora
alkalmas DNS-t egy altalunk moddositott alkali-lizis modszerrel. Roviden: a deparrafinalt
metszetek rovid proteinase-K emésztésének (250 pg/ml proteinase-K, 1xPCR pufferben, 60C,
10perc) iiledékét 0,1N NaOH oldatban hidrolizaltuk 95C-n 10 percig, azutan az elegyet
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azonos térfogath 1M Tris-HCl pH=7 pufferrrel neutralizaltuk. A neutralizalt termék
feliiliszojanak a DNS kicsapasa alkohollal tortént. Centrifugalas utan a DNS iiledék
visszaoldasa 10 mM Tris-HCI pH=8, 0,1 mM EDTA oldatban. Az RNS preparalashoz

guanidium isothiocianatos extrakcidt hasznaltuk (Chomczynski és Sacchi, 1987).

DNS amplifikacios reakciok

A kiilonbozd eredetti DNS mintakbol a HHV-8-at kimutatas céljabol egyszeri és
nested-PCR technikakkal mutattuk ki. A friss biopszias mintdkbol az orf26 egy 233 bazispar
hosszi DNS szakaszat amplifikaltuk (Chang és mtsai., 1994). Az archivalt mintakbol
ugyanezen szakasz belsé részét amplifikald 172 bp végterméket eredményezd nested-PCR-t
alkalmaztuk (Whitby és mtsai., 1995). A DNS mintdk amplifikdcios inhibitor tartalmanak
kizarasara B-globin PCR-t alkalmaztunk. A keletkezett amplimereket minden esetben agardz-
ethidium bromide gélelektroforézissel szepardltuk és UV-fénnyel torténd atvilagitassal
elemeztik. A rekombindns szeroldégiai modszerekhez a rekombinans antigént kodold
vektorokat PCR klénozassal allitottuk eld. A rekombinans K8.1 antigén estetében RT-PCR-t,
az sVCA esetében DNS PCR-t alkalmaztunk. Az alabbi listdban a klonozashoz hasznalt

primerek szekvenciait tlintettem fel (a restrikcids endonukleaz enzim felismerési szekvenciaja

alahtizva).
Orf65ct-HindIIl AGA GAA GCT TCA GCT GAC CGA GTT TCC GCG GCG
Orf65ct-BamHI TCT GGA TCC CGG TTG TCC AAT CGT TGC CTA
OrfK8.1-HindIII GTG CAA GCT TAA TTG TCC CAC GTATCG TTC
OrfK8.1-BamHI GAT CGG ATC CTG GCA CAC GGT TAC TAG CAC
DNS szekvendlas

A klinikai mintdkbdl szarmazé6 HHV-8 amplimereket finol DNA Cycle Sequencing
System (Promega Q4100) segitségével szekvendltuk meg. A rekombinins plazmidok
szekvenciait T7 sequencing kit (Pharmacia Biotech) hasznélataval végeztiik el. A dideoxy
szekvenalasi  rekciok  eredményét  urea-poliakrilamid  gélelektroforézist  kovetd

autoradiografias képek manualis modon torténd leolvasasaval nyertiik.
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SSCP analizis

A nested PCR reakciokbol szarmazd6 DNS amplimereket formamiddal denaturaltuk
(3ul PCR termék, 100 pl formamidban 0,05% bromfenolkékkel és xyléncianollal) majd 10%
poliakrilamid-TBE elektoforézissel (200V, 7C) valasztottuk szét. Az egyszala DNS

molekulakat eziistfestéssel tettiik 1athatova.

Indirekt immunfluoreszcencia

A BCBL-1 vagy Ramos 10"/ml sejet tartalmazd szuszpenziobol 3-3 pul-t
cseppentettiink ki targylemezre. A lemezek levegdn tortént szaritisa utdn a keneteket
acetonban fixaltuk 10 percig. Az igy készitett keneteken a vizsgalt savomintakat kiilonb6zd
higitasban (PBS-ben) inkubaltuk 1h-ig 37C-on parakamraban. Mosasi (PBS, 3x) 1épések utan
anti-humén IgG-FITC konjugatummal (1:50 PBS-ben, Sigma F9512) inkubéltuk a keneteket
(30 perc, 37C) Ujabb mosasi 1épések és PBS-glicerines fedés utan a keneteket UV
epifluoreszcencias-mikroszkoppal vizsgaltuk. A BCBL-1 sejteken nukleéris pottydzottséggel
jaro jellegzetes fluoreszcenciat a Ramos sejtek kenetén egyidejli negativitas esetén tekintettiik
anti-LANA pozitivitasnak (2. Abra). Az ellenanyagszint meghatarozasahoz a pozitiv savok
felez0 higitasi sorat (1:10240-ig) vizsgaltuk az elébbiek szerint. A még reakciot ado

legnagyobb higitast tekintettiik az ellenanyagok titerének.

2. Abra: anti-LANA pozitiv savoé immunfluoreszcencias képe BCBL-1 (bal) és Ramos sejten (jobb).

Jol megfigyelhetd a BCBL-1 sejteken a nuklearis pottydzott immunfluoreszcencia.
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Rekombindns antigének

A rekombindns orf65/sVCA esetében az antigén karboxyterminalis 86-170
aminosavjabol allo antigénfragmentumot klonoztunk DNS-PCR-ral. A rekombinans K8.1
antigén esetében a gp35-37 envelop glikoprotein antigén extracellularis doménjét klonoztuk
az antigént kodolé KS8.1B transzkriptrdl RT-PCR alkalmazisaval. Mindkét esetben az
aminoterminalis klénoz6 primerek Hindlll a karboxyterminalis klénoz6 primerek BamHI
restrikcids hasitasi helyeket tartalmaztak. A primerek szekvenciait lasd a DNS amplifikacios
modszereknél. Mindkét esetben a bi-direkcionélis klonozas sordan a Hindlll és BamHI hasitott
PinPoint bakteridlis expresszios vektorokat (PinPoint Xa-1 és PinPoint Xa-3, Promega)
hasznaltuk. Ligaciéo utdn JM109 E.coli torzset transzformaltunk PEG-DMSO mddszerrel
(Chung ¢s mtsai., 1988). A rekombinans klonokat kolonia PCR-ral és restrikcios endonukleaz
hasitdssal azonositottuk, majd szekvenalassal ellendriztilk a szekvencidkat. A 1étrehozott
rekombinans plazmidokat p65ct és pKS8.1 nevet kaptdk. A rekombinans antigének
expressziojat - szintén a JIM109 sejtekben- a gyari ajanldsoknak megfeleldéen isopropyl-p-D-1-
thiogalactopyranosiddal (IPTG) indukaltuk. A létrejové fuzids antigének N-terminalis része
bakteridlis erdeti €és E. coli altal endogén moédon biotinalédik egy lizin reziduumon. A
biotinalt rekombinans antigén strepatvidin oszlopon vagy agyon affinitas kromatografiaval
tisztithatd. A rekombinans orf65 karboxyterminalis antigén esetében rekombindns Western-
blot modszerhez antigént tisztitottunk streptavidin oszlopon a gyari ajanlasoknak megfelelden
(Pomega V2020, PinPoint Purification System). A rekombinans K8.1 ELISA esetében a
rekombinans antigén affinitas tisztitasi 1épése streptavidinnel bevont ELISA mikrotiter
lemezeken tortént kozvetleniil a reakcid eldtt, egy altalunk modositott protokoll alapjan

(Winkler és mtsai., 1997). Lasd késobb.

Szintetikus orf65 antigen.

Az orf65 sVCA antigén karboxyterminalis 14 aminosavjabol (aa 157-170:
AVADARKPPSGKKK) all6 szintetikus antigént készitettiink ABI431A Peptide Synthesiser
késziiléken Fmoc kémiaval, a szintézisagyrdl lehasitott oligopeptidet (85% homogenitas)
hasznaltunk peptid ELISA mérésekhez. Az oligopeptid szintézisagyrol torténd hasitasat
Patthy Andras, Godolld végzte.
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Orf65 Peptid ELISA

ELISA platek bevonasa antigénnel: High Binding Capacity (CorningCostar 3369)
ELISA lemezek lyukaiban 100pl 10pg/ml oligopeptid, 100mM Tris-HCl pH=8.8 oldatban,
¢jszakan at szobahdn. Mosas 3-szor PBS 0,05% Tween 20 (PBS-T.05). Szabad kotéhelyek
blokkolédsa: 200ul/lyuk 1% BSA, 500mM NaCl, 0,1% Tween-20 (PBS-STB), 1h, 37C.
Blokkoélo oldat kiontése. PBS-STB-ben higitott (1:80) szérum mintak felvitele 100 ul/lyuk,
1h, 37C. Mosés 5-szor PBS-T.05. 100 ul/lyuk anti-human IgG peroxidaz konjugatum (Sigma
A-0170, 1:10,000 in PBS-STB), 1h, 37C. Mosas 3-szor PBS-T.05. 100 pl/lyuk o-
phenylenediamine szubsztrat phosphate-citrdt pH=5.6 pufferben. Szinreakcié leéllitasa 30
perc utan 100 pl/lyuk 0,5 N kénsavval. Optikai denzitds mérése 492 és 620 nm-en. Minden
mintat parhuzamosan antigénnel nem bevont kontroll lemezeken is meghataroztuk. Az
antigén specifikus OD értéket az antigénnnel bevont és a kontroll lemezek hattér korrigélt

492nm_ OD620nm

optikai denzitdsainak (OD ) kiilonbsége alapjan szamoltuk. Minden lemez

tartalmazta ugyanazt a negativ vérado €s pozitiv Kaposi szarkomas betegtdl szarmazo mintat.

Rekombindns antigén ELISA

A rekombinans K8.1 és rekombindns karboxyterminalis sVCA antigének esetében a
keletkezd fuzids antigén biotinaltsagat felhasznalva a kérdéses antigén tisztitdsa nélkiili un.
streptavidin capture ELISA modszert hasznaltunk kisebb modositasokkal (Winkler és mtsai.,
1997). Az eljaras sordn az antigént expresszald baktériumkultara ultrahangos feltarasabol
szarmazo lizatumot a streptavidinnel el6zetesen bevont ELISA lemezek felszinére vissziik fel.
Az antigén affinitds kromatografidja igy tulajdonképpen az ELISA lemez felszinén toténik
meg. Innentdl kezdve egy hagyomanyos ELISA rekcid menetének megfeleld az eljaras.

Az eljards menete roviden: A rekombindns antigént kodold plazmidot (pKS8.1b, p65ct)
hordozd E. coli klonbol és az iires vektort (PinPoint Xa-3, viradlis antigénfragmentumot nem,
csak a bakterialis fuzios részt kodold) hordozo klonokbdl eldkultara készitése (37C, 250
RPM, ¢jszakén at, Luria broth, 100pg/ml ampicillin, 0,2 pM D-biotin Sigma). Az elékulturdk
higitasat (1:50 az eldbbivel megegyez6 médiumban) egy oOrai teny€sztés utan 0,1 mM IPTG
vel indukaljuk (5h, 37C, 250 RPM). Az antigén expressziojanak indukéalasa majd a kultirak
centrifugéldsa utan az tledéket a kultiraval azonos térfogata bakteridlis lizis pufferben

vessziik fel (50 mM Tris-HCI pH=7.4, 50 mM NaCl, 5 % glycerol, 1 mM EDTA, 1 mM
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phenylmethylsulfonyl fluoride, PMSF). A szuszpenzi6 jégen torténd ultrahangos feltarasa, a
szuszpenzi6 feltisztulasaig. A lizdtumok centrifugaldsa 13,000 g, 15 perc, 0°C. A
fehérjekoncentracié meghatarozasa Bradford szerint és beallitdsa bakteridlis lizis pufferrel
300 pg/ml-re. Felhasznalasig tarolas -72C-on. Az ELISA platek (Corning-Costar 3369)
strepatividinnel torténd bevonasa 100 pl/lyuk 5 pg/ml streptavidin (Promega, Z7041) dH,O-
ban, 16h, szobahén. Mosas 3-szor PBS-T.05. Szabad kotohelyek blokkolasa: 200ul/lyuk 1%
BSA, 500mM NaCl, 0,1% Tween-20 (PBS-STB), 1h, 37C. Blokkdél6 oldat kiontése. Antigén
felvitele: 100ul/lyuk PBS-BST-ben 20-szorosra higitott bakteridlis lizatum, 1h, 37C. A
virusantigén specifikus lemezeket rekombindns virusantigént expresszalo baktériumklon
lizatumaval, a kontroll lemezeket az {ires vektort tartalmazd baktériumklon lizatumaval
inkubaljuk. Mosas 5-szor PBS-T.05. Minta higité: 10% {iires vektorral transzformalt
baktérium lizdtuma PBS-STB-ben. Higitott (1:80), 30 percig szobahdn eldinkubalt szérum
mintak felvitele 100 pl/lyuk, 1h, 37C. Mosas 3-szor PBS-T.05. 100 ul/lyuk anti-human IgG
peroxiddz konjugatum (Sigma A-0170, 1:10,000 PBS-STB-ben), 1h, 37C. Mosas 3-szor PBS-
T.05. 100 pl/lyuk o-phenylenediamine szubsztrat phosphate-citrat pH=5.6 pufferben.
Szinreakcid leallitdsa 30 perc utan 100 pl/lyuk 0,5 N kénsavval. Optikai denzitds (OD)
mérése 492 ¢és 620 nm-en. A tovabi szamitasokhoz a korrigdlt optikai denzitas értéket
hasznaltuk (OD***"™-OD®"™). Minden mintt parhuzamosan virus antigén specifikus és
kontroll lemezeken is meghatarozzuk. Az antigén specifikus jel (Rop) a virus antigénnnel
bevont ¢és a kontroll lemezek korrigalt optikai denzitdsdnak hanyadosa alapjan
Rop=ODantigen/ODkontroll. A rekombinans orfK8.1 antigén esetében a hatarértéket Rop=4-nek a
rekombinans orf65 antigén esetében Rop=1,5-nek allapitottuk meg Kaposi szarkomas
savomintak parhuzamos ELISA és Western-blot eredményeinek figyelembe vételével.

3. Abra: Rekombinans K8.1 capture ELISA. Rop=[OD**"™-OD®*"™ K8.1 antigénnel]/ [OD***""-
0D kontroll antigénnel]. Kilencven véradé és 10 Kaposi szarkomas beteg eredménye,
A :vérado ( minta No.:1-90), e: KS paciens (minta No.: 101-110).
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Western-blot

Az ELISA-aval pozitiv mintdk eredményét Western blot modszerrel erdsitettiik meg.
A rekombinans és peptid sVCA ELISA esetében streptavidin oszlopon tisztitott rekombinans
(p65ct) karboxyterminalis sVCA antigént hasznaltunk a Western blot soran. A rekombinans
K8.1 ELISA pozitiv mintak esetében a BCBL-1 sejtkultura forbol észteres indukcidja utan a
sejtekbdl készitett citoplazmikus extraktot hasznaltuk a Western blot rekcioban (3*10° sejt
300 pl, 10 mM Tris-HCI pH=8, 100 mM NaCl, ImM EDTA, 1 mM PMSF, 0,1% Nonidet-
P40, 10 perc, 4C, 250 RPM). A litikus indukcié kovetkeztében a K8.1 mRNS-rél nagy
mennyiségben expresszalodik a természetes gp35-37 antigén a BCBL-1 sejtek membranjan. A
Western blot reakcid roviden. Fehérjék denaturalasa (95C, 4 perc, Laemmli pufferben,
5xLaemmli: 62.5 mM Tris-HCI pH=6.8, 20 % glycerol, 2 % sodium dodecyl sulphate, 5 % f3-
mercaptoethanol) utdn az antigének elvalasztisa 12%-os gélben SDS-PAGE-val.
Elektroblottolas nitrocelluléz membranra (Amersham, Hybond-C). Membran blokkolasa 5%
sovany tejpor PBS-sel. Membran csikokra vagéasa vagy elhelyezése Bio-Rad Multiscreen
késziilékben. Szérummintdk higitasa (1:10) PBS 1% sovany tejpor, 0,1% Tween20-ban.
Membrancsikok/membran inkubalasa higitott mintakkal 2h, 37C. Mosas 3-szor PBS 0,1%
Tween20 (PBST.1). Inkubalas 1h, 37C anti-huméan IgG-alkalikus foszfatdz konjugatum
(Sigma A-9544, 1:5000, 1% sovany tejpor, PBSTO0.1). Mosés 3-szor PBST.1-el. Membran
Oblitése dH,O-val. Immmunreakcid vizualizasalsa 5-bromo-1-chloro-3-indolyl
phosphate/nitro blue tetrasolium szubsztrattal alkalikus pufferben (100mM Tris-HCI pH=9.5,
100mM NaCl, 5SmM MgCl,). Arhivalas BioRad GelDoc 2000.

4. Abra: gp35-37 Western-blot. A csillaggal jelolt mintak pozitivak a gp35-37 WB reakcioval
(mintak: 2, 4, 8, 9, 14). Ugyanezeknek a mintdknak Rop >4 az eredménye K8.1 ELISA-
aban. Az K8.1 ELISA negativak Rop<4 mintdk, nem mutatnak reaktivitast a gp35-37
Western blottal sem.
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Statisztikai modszerek

Az adatok statisztikai elemzéséhez az Excel és az SPSS programokat hasznaltuk. Az

alkalmazott probéak a Fischer-egzakt, T-, Mann-Whitney, és regresszios analizis voltak.
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EREDMENYEK és MEGBESZELES

HHYV-8 jelenléte klasszikus Kaposi szarkomdaban

Tekintettel arra, hogy az altalunk elérhetd klasszikus Kaposi szarkéma gyakorisaga
hazankban is igen alacsony, a Borgyogyaszati Klinikdn 1991 és 1996 kozott kezelt
szOvettanilag is megerdsitett 13 Kaposi szarkomas beteg 28 archivalt mintajat dolgoztuk fel.
Minden esetben a 1ézidk lokalizacidja, a korlefolyds, a betegek életkora és a HIV
szeronegativitds alapjan a betegség a Kaposi szarkoéma klasszikus tipusdnak bizonyult. A
formalinban fixalt, paraffinba agyazott blokkok metszetib6l preparalt DNS nagymértékben
fragmentalodott. A HHV-8 kimutatasara ezen archivalt mintakbol csak a nested-PCR mddszer
volt sikeres (5. dbra). A 28 mintabol 25 esetben (89%) tudtuk a HHV-8-ra specifikus PCR
terméket (171 bp) kimutatni. A kontrollként alkalmazott mas betegektdl szarmazé ugyancsak
archivalt benignus haemangiémabol (2), pyogén granuldomabol (2), melanomabdl (2) és

bazaliomabdl (2) a virust nem tudtuk kimutatni.

5. Abra: HHV-8 PCR elektroforetikus képe

Szamozott oszlopok mintai:

1. ¢x174 Haelll, DNS marker
2., 4.: DNS mentes kontroll

3.: KS biopszia

5.-15.: archivalt mintak

5.-10., 13.-15.: klasszikus KS
11.: pyogén granuloma

12.: haemangioma

1 23 4 5 6 7 8 9 101112 13 1415

A HHV-8-at a Kaposi 1éziok minden stadiumaban tudtunk kimutatni, bar az archivalt mintak
esetében a folt stadiumu korai Kaposi 1ézidkban a viruskimutatds eredménye gyakrabban volt
negativ (1. tablazat). Minden bizonnyal, a korai folt tipusi Kaposis 1ézidkban a virussal
fertozott atipikus endothelsejtek egyébként is alacsony szama és a mintakbol szdrmazo

fragmentalodott DNS tette sikertelenné a HHV-8 detektalasat.
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1. Tablazat: HHV-8 detektalasa a KS kiilonb6zd staddiumaban

KS 16zi6 stadiuma HHV-8 + | HHV-8 -
Folt (archiv) 1/3 2/3

Plakk (archiv) 5/6 1/6

Tumor (archiv) 19/19 0/19
Osszes 25/28 (89%) |3/28 (11%)

Hat beteg esetében, betegenként tobb mint egy, Osszesen 21 minta allt
rendelkezésiinkre. Négy beteg esetében a Kaposi szarkéma multiplex lokalizacigjabol
szarmazd egyidejlileg jelenlevd és sebészileg azonos id6ben eltavolitott mintdk, két beteg
esetében pedig kiilonb6z6 idépontokban, kiilonb6z6 lokalizacidban kifejlodott 1€ziok terapias
céli kimetsz€sébdl szarmazd mintdk alltak a rendelkezésiinkre. Ezen 21 minta esetében a
PCR-rel nyert termékek tovabbi dsszehasonlitd szekvenciavizsgalatat végeztiik el az egyszala
DNS konformécioés polimorfizmus (SSCP) vizsgélat alkalmazéasaval. Az SSCP analizis négy
megkiilonboztethetd mintazatot (a, b, ¢, d) eredményezett (6. abra). Az ugyanazon beteghez
tartozo kiilonboz6 mintdk ugyanazt az SSCP mintazatot adtdk. A négy kiilonbozé SSCP
mintazatbol harom tipust (a, b, c), amely négy betegtdl 2-2 tehat Osszesen 8 mintat
tartalmazott, szekvendlassal is megvizsgaltunk. A harom kiilonb6z6 SSCP mintazat
kiilonb6z6é pontmutaciokkal négy szekvenciavarianst takart. Az SSCP 'a'-tipusu mintazat két
varianst is reprezentalt (2. tablazat). A szekvenalassal jellemzett mintdk esetében is azt az
erdményt kaptuk, hogy az egy beteghez tartoz6 mintdk kovetkezetesen ugyanabba a

szekvenciavariansba tartozé6 HHV-8-at tartalmaztak.

6. Abra: 6 paciens mintdibol szarmazd PCR-SSCP eredmények. Az ugyanazon beteghez tartozo
mintak alahtizassal dsszekapcsolva (mintavétel ideje). Paciens #1: 1-2. minta ('91, '94), Paciens #2:
3-7. minta ('92, '93, '94, '94, '95) , Paciens #3: 8-13. minta (' 92, '94, '94, '95, '95, '96), Paciens #4:
14-15. minta ('94 mindkettd), Paciens #5: 16-18. minta ('94 mind), Paciens #6: 20-21. minta('94
mindkettd)., *: szekvenalassal ellendrzétt mintak.
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mintazat: a b c d C a
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2. Tablazat: Szekvenalassal is ellendrzott SSCP mintazatok. A szekvenciak Chang és mtsai., (1994)
altal publikalt szekvenciahoz hasonlitva.

SSCP mintazat pontmutacio minta szama a 6. Abran
a. 1033. C>T 1,2
1146. G>A
b. 1032. C>A 3,6
1033. C>T
1132. A>G
1139. A>C
1033. C>T 8,12
1033. C>T 19, 20
1145. G>A

Az a tény, hogy a hazai klasszikus Kaposi szarkoma mintdkban is sikeresen
kimutathaté a HHV-8 a klinikailag kiilonb6z6 stadiumu l1éziokban, egy tovabbi adat a virus €s
a betegség kozotti szoros kapcesolatot illetden.

Annak ellenére, hogy a kimutattott orf26 a genomon beliil a konzervativ régiok kozé
tartozik, més szerzOk is mutattak ki ezen szakaszon belill szekvenciavariabilitdst (Rady ¢és
mtsai., 1995, Huang és mtsai., 1995). Mivel a KS tumor legtobb sejtjében a HHV-8 latens
episzomalis formaban van jelen, a virus DNS replikacidja minimalis szintli és egyébként is
eltér6 mechanizmusu, mint a produktiv ciklust jellemz6 linearis virusgenom replikacioja.
Ugyanazon beteg KS tumorabol és a litikus virusciklussal jellemzett PBMC frakciojabol a
virusgenom ezen szakaszaban pontmutacionyi kiillonbségre van publikalt adat (Decker és
mtsai., 1996). Amennyiben a kiilonb6z6 1ézok kialakulasa egyenként bekdvetkezd, egymastol
fliggetlen virusfert6zések eredménye, akkor varhatdo volna a kiilonb6zd 1ézidkat jellemzo
virusszekvencidk kozott variabilitas. Az ugyanazon betegehez tartozo kiilonb6zo
tumormintdkban talalt orf26 szekvencidk kovetkezetes identikussadga felvetette benniink a
klasszikus Kaposi-tumor klonalis eredetét. A virusrdl rendelkezésre all6 mai ismereteink
birtokdban az altalunk talalt kovetkezetes identikussdg, csupan annyit jelent, hogy egy
paciensen beliil ugyanaz a varidnsa fordul elé a virusnak, amit masok a hipervaridbilis orfK1
analizisével meg is erdsitettek (Zong és mtsai., 1999).

A Kaposi szarkoma mono- vagy poliklonalitdsanak a megitélése a cellularis DNS
vizsgélatanak a szintjén, az X kromoszéma inaktivaciojanak vizsgélataval ellentmondasos
adatokat eredményezett a tumorban jelenlévd tobbféle sejttipusnak kdszonhetden (Rabkin és
mtsai., 1997, Delabesse és mtsai., 1997). A klonalitds kérdésének végleges eldontéséhez
dontéen hozzajarulhat a virus és a viralis pathomechanizmus egyre pontosabb megismerése is.

A klonalitds kérdésének eldontéséhez egy az altalunk valasztottnal erdsebb klonalitasi
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markernek, nevezetesen a cirkularizalt virusgenom TR hosszéanak analizise szolgalt adatokkal.
A mai elgondolés szerint a Kaposi 1ézo kialakuldsanak korai szakaszdt a HHV-8 fertdzés
kovetkeztében kialakuld atipusos értijdonképzddéssel jarod poliklonalis endothelproliferacio
eredményének tartjak, mely alapjaul szolgdl egy vagy tobb valddi transzformalt klon
kiszelektalodasahoz és végsé soron tumor kialakuldsahoz az incipiens Kaposi 1éziobol. A
Kaposi szarkdma tumor mono- és oligoklonalis eredetének lehetdségét tamasztjak alé a latens

cirkularis virusgenom TR hosszanak analizisével nyert adatok (Judde és mtsai., 2000).

Szerologiai eredmények

A szeroldgiai vizsgalatok céljabol a kontrollvizsgalatra visszahivott és az 1996 utan
Kaposi szarkéma diagnozisi 1j betegektdl szérummintdkat gyljtottiink. A szerologiai
vizsgalatok megkezdése eldtt a latokoriinkbe wjonnan keriilt KS betegek HHV-8
fertozottségének igazolasara és egy esetleges téves diagnozis kizarasanak érdekében a
diagnosztikus vagy terapias célbol eltavolitott friss szovetmintakbol is elvégeztik a HHV-8
elézetes kimutatasat. A formalinos fixalds eldtti szovetmintdkbol igy minden esetben ki

tudtuk mutatni a HHV-8-at egyszerii, nem nested PCR-ral.

A Kaposi szarkoémas betegek (n=16) szérummintait ezutan a metodikai részben leirtak
szerint megvizsgaltuk LANA, sVCA ¢és gp35-37 antigének elleni IgG tipust ellenanyagok
jelenlétére. Az egészséges véradok korében az anti-LANA IgG ellenanyagok kimutatasat
Osszesen 1089 véradd szérum mintaibol hatdroztuk meg. A strukturantigének elleni IgG
ellenanyagokat ugyanezen 1089 vérado egy kisebb véletlenszerlien kivalasztott 482-f6s
csoportjaban hataroztuk meg. Tovabba 29 gyermek (1-14 év) savomintdit is megvizsgaltuk
HHV-8 specifikus IgG tipust antitestek jelenlétére. A konyebb attekinthetdség kedvéért a
kiilonb6z6 csoportokban kapott szerologiai eredmények egy kdzos (3. tablazat) tablazatban is

szerepelnek.

Az altalunk vizsgalt Kaposi szarkémas betegek mindegyike szeropozitiv volt legalabb
egy HHV-8 antigénre. A Kaposi szarkomas betegcsoportban az ellenanyagok el6fordulasa az
alabbiakban alakult: 93.7% (15/16) az anti-LANA, 87.5% (14/16) a K8.1 antigén elleni ¢és
68.7% (11/16) az orf65 karboxyterminalis antigénre specifikus ellenanyagok esetében. A két

kiilonbozé orf65 antigén ELISA a Kaposi szarkomdas betegcsoportban azonos eredményt
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adott. Az anti-LANA ellenanyagok titere a Kaposi szarkdémds paciensek esetében 640 és

10240 kozott, atlagosan 2560 volt.

Az anti-LANA specifikus IgG ellenanyag prevalencidja az egészséges vérado
csoportban 1,56%-nak (17/1089) adodott. Az anti-LANA ellenanyagok titere a véradok
esetében 40-1280 kozotti tartomanyban fordult eld, atlagosan 120 volt. A rekombinans K8.1
antigén ellen 1,24%-ban (6/482) detektaltunk IgG ellenanyagot a véradok szérummintaiban.
A rekombindns orf65 kapszid antigén esetében 1,45%-ban (7/482) kaptunk pozitivitast. Az
orf65 peptid ELISA-aval csak 0,83%-ban (4/482) kaptunk Western-blottal is megerdsithetd
pozitivitast. A két orf65 antigén ELISA eredményei jol fedték egymast, ugyanis az orf65
peptid antigén ELISA-4val detektalt 4 pozitiv esetbdl 3 a rekombinans orf65 antigénnel is
pozitiv volt. Osszesen 1,65%-ban (8/482) tudtunk valamelyik orf65 antigén ELISA-aval
sVCA ellenes IgG ellenanyagot detektalni. Ugyanannak a 482 véradonak az esetében, akik
mintdibol az ELISA méréseket is elvégeztik az anti-LANA szeroprevalencia 1,87%-nak
adodott (9/482). A véradok csoportjdban a négy modszerrel Osszességében 3,52% (17/482)
volt a HHV-8 specifikus IgG ellenanyagok prevalencidja. A 17/482 HHV-8 szeropozitiv
egyénbol 14 férfi és 3 nd, atlagos életkoruk 39,58 év. A szintén 17 anti-LANA pozitiv
egyénbdl 13 férfi és 4 nd, atlagos életkoruk 42,7 év. Ha az eredeti nemi aranyokat figyelembe
vessziik, akkor a szeroprevalencia a férfiakban tobb mint duplaja a nékének (1,9% vs. 0,9%)
az anti-LANA ¢és majdnem héaromszorosa (4,7% vs. 1,6%) az Osszesitett szeroprevalencia
tekintetében. A szeropozitiv véradok kozott tapasztalt nemi megoszlas hasonlo volt a vizsgalt
klasszikus KS betegcsoportéval, ahol 16-bol 13 férfi, de a KS csoport kora szignifikansan

magasabb volt a szeropozitiv véradokénal (T-proba, p<0,05).

Az 1-14 éves kor kozotti gyermekek esetében egyik modszerrel sem tudtunk HHV-8
specifikus IgG ellenanyagot detektalni.

3. Tablazat: HHV-8 szeroprevalencia értékei kiilonb6z6 vizsgalati csoportokban

Csoport | Osszesitett HHV-8 anti-sVCA anti-K8.1 anti-LANA
szeroprevalencia | Peptid | Rekomb. prevalencia Titer (atlag)
KS 100% (16/16) 11/16 | 11/16 14/16 15/16 640-10240 (2650)
véradok 3,52% (17/482) 4/482 | 7/482 6/482 9/482 40-1280  (120)
17/1089
gyermekek 0%  (0/29) 0/29 0/29 0/29 0/29 -
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A KS csoportban és a szeropozitiv véradokban a kiilonbozo antigének elleni
ellenanyagvalasz megoszlasat a 7. dbra mutatja. A 16 KS beteg koziil 10 szérumaban
mindharom vizsgalt antigén ellen és 14 esetében legalabb két antigén ellen tudtunk anitestet

kimutatni. Két beteg esetében csak egy-egy antigén ellen tudtunk ellenanyagot detektalni.

A 17 szeropozitiv véradd esetében, amelyeknél elvégeztiik a vizsgilatot mindharom
antigénnel, a kiilonbozd antigénekre adott specifikus ellenanyagvalaszokat kisebb 0sszhang
jellemzte a Kaposi szarkdomas csoportéhoz képest. Két esetben tudtunk csak kimutatni
mindharom antigén ellen egyidejiileg IgG ellenanyagot. A kettds pozitivitas is csak 3 esetben
fordult eld, jellegzetesen a K&8.1 specifikus ellenanyagok meglétével. Az anti-LANA
ellenanyag és az anti-sVCA ellenanyag 5-5 esetben, csak dnmagaban volt detektalhato (7.

abra).

7. Abra: Kaposi szarkdémas betegek és a szeropozitiv véradok ellenanyagvalaszanak megoszlasa
antigénenként. A szamok a korokben ill. a kérok metszeteiben megadjak a szeropozitiv
esetek szamat az adott antigénre/antigénekre.

anti-LANA anti-K8.1 anti-LANA anti-K8.1

A A
(XN o

anti-sVCA anti-sVCA

Kaposi szarkémas paciensek (n=16) Egészséges véradok (n=17)

Az egészséges véradok és gyermekek ellenanyagainak koreloszldsa az Gsszes adat
figyelembevételével a 8. abran lathato. Altalanossagban elmondhaté, hogy a HHV-8
specifikus ellenanyagok prevalencidja a ndvekvo életkorral fokozatosan emelkedd tendenciat

mutat fliggetleniil a vizsgalatban hasznalt antigéntdl.
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8. Abra: HHV-8 antigénekre specifikus IgG ellenanyagok koreloszlasa (14 gyermek, 482 vérado,
anti-LANA esetén 1089 véradoé eredménye alapjan.)

6% -

5%

8
2 4%
% m anti-LANA
E 3% @ anti-gp35-37
g O anti-sVCA
5 2%
b
1%
0%

1-14 19-25 26-35 36-45 46-55 56-65

korcsoportok (év)

Amikor az ellenanyagok koreloszlasat csak annak a 482 vérad6 adatainak felhasznalasaval
abrazoljuk, amelyeknél mindharom antigénnel elvégeztiik a szeroldgiai vizsgalatot, hasonlo
jelenséget figyelhetiink meg a kumulativ HHV-8 szeroprevalenciara is (9. dbra). Erdekesség,
hogy a legidésebb korcsoportban a kiillonboz6 antigének ellen kialakult ellenanyagvalasz
teljes Osszhangban van. A korcsoportokban levd pozitiv esetek alacsony szama és a primer
infekcid ismeretlen ideje azonban nem teszi lehetévé, hogy ebbdl komolyabb kovetkeztetést
vonjunk le. Talan egy hipotézis szintjén érdemes megfogalmazni, hogy elképzelhetd az egyes
antigénekre adott ellenanyagvalaszok alakuldsa kozott idébeli kiilonbség, mint ahogyan arra
az EBV-nél is van példa. Itt jegyezem meg, hogy a HHV-8 fert6zés szeroldgiai
nyomonkovetése egészséges immunkompetens egyének esetén még nem tortént meg. Ennek
egyik nyilvanvalo oka, hogy a primer HHV-8 fert6zéshez nem tarsul klinikai tlinet egészséges

emberekben, igy a természetes fertéz¢s idejének meghatarozasa nehézkes.

9. Abra: HHV-8 antigénekre specifikus IgG ellenanyagok koreloszlasa (482 vérado eredménye).
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Az anti-LANA szerolégia eredménye elegendd elemszamunak bizonyult regresszids
analizis elvégzésére. Az 1089 vérado anti-LANA szeroprevalencidjanak regresszids analizise
szerint a novekvd életkor alacsony mértékben, de statisztikailag szignifikdnsan pozitiv
hatassal van a szeroprevalenciara (OR=1.05/év, CI:1.0005-1.1069, p=0.048). Az iddsebb
korcsoportokban megfigyelt egyre magasabb HHV-8 szeroprevalenciat mas tanulmanyok
szintén leirtak, pl. a magasabb HHV-8 szeroprevalencidju italiai lakossag esetében is (Calabro
¢s mtsai., 1998). Nehéz elképzelni, hogy az 50 év feletti korosztdlyok magasabb szexualis
aktivitdsa volna ennek a szeroprevalencia emelkedésnek az oka. Ez a jelenség rairanyitja a
figyelmet, hogy a HHV-8 terjedése az alcsony prevalencidju teriileteken sem kizardlag a
szexualis utra korlatozédik. Ennek nem mond ellent az, hogy a szintén alacsony HHV-8
prevalenciaju Egyesiilt Allamokhoz hasonléan (Blauvelt és mtsai., 1997), nalunk is csak a
pubertaskor utanra tehetd az esetleges virusfert6zés bekovetkezése. Ez csak ravilagit a nem
genitalis mucosalis Utvonalnak a szexudlis transzmisszional alacsonyabb atviteli
frekvenciajara.

Azt a jelenséget, hogy a férfiak és a ndk kozott a HHV-8 szeropozitivitds a férfiak
javara magasabb, mas népességek korében végzett tanulmanyok is leirjak (Whitby és mtsai.,
1998, Manns és mtsai.,, 1998). A prosztata, mint lehetséges rezervoar (Monini és mtsai.,
1996), a nemek kozotti eltérd fogékonysadg a virusfertézésre és ezzel Osszefliggésben a
fertdz¢és eltérd lefolyasa (perzisztencia, litikus reaktivalodasi epizodok) szintén szerepet
jatszhatnak ennek kialakulasaban, és kordntsem biztos, hogy ez a jelenség valds prevalencia
viszonyokat tiikroz.

A szeropozitiv véradok atlagos életkora, a szeropozitivitas iddsebb korcsoportokra
jellemzé moderalt emelkedése ellenére is, statisztikailag jelentdsen alacsonyabb a klasszikus
KS csoport atlagos életkorandl (t-proba, p<0,05). A véradok ¢és a KS csoport
szeroprevalencidja kozotti szignifikans kiillonbség (Fischer egzakt proba, p<0,01) azonban
nem a két csoport kiilonb6zé kormegoszlasaban keresendd, ugyanis a regresszidos modell
szerint a klasszikus KS tipikus koranak megfeleld 60-80 éves korosztaly becsiilt anti-LANA
szeropozitivitasa 4,8-13% kozé tehetd, a KS csoport 94%-o0s anti-LANA szeropozitivitasaval
szemben.

Az egészséges véradok és a Kaposi szarkomas betegek anti-LANA titereinek
szignifikans kiilonbsége (Mann-Whitney, p<0,001) a Kaposi tumorra jellemzd intenziv
LANA expressziora vezethetd vissza (Katano ¢és mtsai.,, 1999, Dupin ¢és mtsai., 1999,
Rainbow és mtsai., 1997). Az anti-LANA titer szignifikdnsan alacsonyabb volta az egyéb

rakos betegségben szenvedd HHV-8 szeropozitiv, de nem Kaposi szarkomas betegekben is
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kimutathaté a KS betegek magas anti-LANA titeréhez képest (Sitas €s mtsai., 1999). Az anti-
LANA titer nem egyszerlien a virusexpozicid, hanem sokkal inkabb a LANA-t expresszalo
sejtek szamanak lehet a fliggvénye. Valdszinilleg az anti-LANA ellenanyag titerének
prognosztikai jelentdsége is van a klasszikus KS esetében.

A klasszikus KS-nak az 50 évnél id6sebb kor, egyidejiit HHV-8 szeropozitivitassal
jelentds rizikotényezdje (OR=56,7, Cl: 4,67-687,7, p<0,0016). Az eredményeink, hovatovabb
ugy is értelmezhetdk, hogy a klasszikus KS kialakulasa a HHV-8 fertézés hosszu inkubacios
idejti, ritka iddskori kovetkezménye. Ez utdbbi rdadasul teljesen egybevag a klasszikus
Kaposi szarkémardl ismert képiinkkkel. Hasonlé megallapitasra jutottak mas tanulmanyok is
(Kowalczik és mtsai., 1998, Simonart €s mtsai., 1999, Cerimele ¢€s mtsai., 2000). Ez alapjan is
¢és a KS tobbi epidemioldgiai forméja alapjan is nyugodtan levonhatjuk azt a kdvetkeztetést,

hogy a HHV-8 opportunista pathogén.

A véradok csoportjaban dokumentalt 3,5%-0s magyarorszagi HHV-8 szeroprevalencia
értek jol beleillik abba a geografiai gradiensbe, ami a K6zép-Afrika 30-70% (Gao és mtsai.,
1996b, Gessain és mtsai.,, 1999)- mediterran orszdgok 10-30% (Calabro és mtsai., 1998,
Whitby és mtsai., 1998)- Nyugat -Eurdpa 1-5% (Marcelin és mtsai., 1998, Tedeschi és mtsai.,
Mindazonéltal ez a jelenlegi adat is valdsziniileg alacsonyabb a teljes lakossagot jellemzd
atfert6zottségi szinttdl, ha figyelembe vessziik azt, hogy a véradok koreloszlasa a fiatal-
kozépkorti csoportok tekintetében kissé talreprezentalt az iddsebb korosztily rovésara.
Mindent Gsszevetve a valos atfertdzottséget az egész lakossagra vonatkoztatva legalabb 5%-ra

becstilhetjiik.
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OSSZEFOGLALAS

Az éaltalunk végzett munka tovabbi adatokat szolgaltatott a HHV-8 és Kaposi
szarkdma ismert szoros kapcsolatahoz. A virust sikerrel mutattuk ki a hazai klasszikus Kaposi
szarkomas betegek archivalt biopszids mintdiban. Az egy beteghez tartozo kiilonbozd
mintadkban a virusnak ugyanazon variansat mutattuk ki. Szerologiaval is igazoltuk a Kaposi
szarkdémas betegek HHV-8 fertdzését.

A véradok korében végzett szerologai vizsgalataink alapjan a HHV-8 Magyarorszagon
csak alacsony mértékben, de legalabb 3,5 %-ban eldéfordul a populdcidban. A virusellenes
ellenanyagokat a pubertaskor utdn tudtuk a szérummintdkban kimutatni. Az id6s6dd korral
parhuzamosan a HHV-8 szeroprevalencia moderaltan emelkedik. A HHV-8 transzmisszios
utjai koziil a genitalis és nem genitalis mucosalis Utvonal szerepét tartjuk fontosnak a
magyarorszagi epidemiologiai helyzet kialakitasaban. A férfinépesség kozel haromszoros
szeroprevalencidja a ndkéhez képest felveti a virusfertézés lefolydsanak kiilonbségét is a két
nem kozott. Nem ismertek azonban egyeldre azok a faktorok, amelyek alapjan egyértelmiien
prognosztizalni lehetne az egészséges virushordozokban a betegség kialakulasat. Feltehet6en
az anti-LANA ellenanyagok titerének prognosztikai jelentésége van a klasszikus Kaposi
szarkoma kialakuldséban és lefolyasaban.

Még ha a klasszikus Kaposi szarkdma nem is gyakori és legtobbszor nem is az életet
veszélyeztetd lefolydsu megbetegedés, az immunszupresszidhoz tarsult iatrogén Kaposi
szarkobma lehetdsége miatt, az alacsony HHV-8 szeroprevalencia jelentdsége nem

lebecsulendo.
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