
 
 
 
 
 
 
 
 
 

HUMÁN HERPESZVÍRUS-8 SZEROLÓGIAI VIZSGÁLATA 

 
 

EGYETEMI DOKTORI (Ph.D.) ÉRTEKEZÉS  
 
 
 
 
 
 

Dr. Juhász Attila 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

TémavezetQ: Prof. Dr. Gergely Lajos 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Debreceni Egyetem 
Orvos- és Egészségtudományi Centrum 

Mikrobiológiai Intézet 
2001 

 



 1

TARTALOMJEGYZÉK .........................................................................................................1 

RÖVIDÍTÉSJEGYZÉK...........................................................................................................2 

BEVEZETÉS ............................................................................................................................3 

IRODALMI ÁTTEKINTÉS....................................................................................................4 

A HHV-8 taxonómiája, morfológiája, genomi szervezQdése ...............................................4 

A HHV-8 szerepe a Kaposi szarkómában.............................................................................6 

Orf73/LNA-1....................................................................................................................................7 

Orf72/v-ciklin ..................................................................................................................................8 

Orf71/v-FLIP...................................................................................................................................8 

OrfK12/kaposin ...............................................................................................................................9 

A HHV-8 és az angiogenezis ...........................................................................................................9 

Orf74/v-IL-8R................................................................................................................................10 

v-MIP-ek........................................................................................................................................10 

Endothelsejtek transzformációja HHV-8-cal.................................................................................11 

A HHV-8 és egyéb kórképek ...............................................................................................12 

A HHV-8 epidemiológiája ...................................................................................................13 

Módszertani megközelítések ..........................................................................................................13 

LANA .............................................................................................................................................14 

sVCA..............................................................................................................................................15 

gp35-37..........................................................................................................................................15 

Transzmissziós utak .......................................................................................................................16 

CÉLKIT^ZÉSEK ..................................................................................................................18 

ANYAGOK és MÓDSZEREK..............................................................................................19 
Vizsgálatok alanyai............................................................................................................................19 

Sejtkultúrák ........................................................................................................................................19 

DNS, RNS preparálás ........................................................................................................................19 

DNS amplifikációs reakciók...............................................................................................................20 

DNS szekvenálás ................................................................................................................................20 

SSCP analízis .....................................................................................................................................21 

Indirekt immunfluoreszcencia............................................................................................................21 

Rekombináns antigének .....................................................................................................................22 

Szintetikus orf65 antigén....................................................................................................................22 

Orf65 Peptid ELISA ...........................................................................................................................23 

Rekombináns antigén ELISA..............................................................................................................23 

Western-blot.......................................................................................................................................25 

Statisztikai módszerek ........................................................................................................................26 

EREDMÉNYEK és MEGBESZÉLÉS..................................................................................27 

HHV-8 jelenléte klasszikus Kaposi szarkómában ..............................................................27 

Szerológiai eredmények.......................................................................................................30 

ÖSSZEFOGLALÁS ...............................................................................................................36 

KÖSZÖNETNYÍLVÁNÍTÁS................................................................................................37 

IRODALOMJEGYZÉK ........................................................................................................38 

KÖZLEMÉNYEK JEGYZÉKE ...........................................................................................49 



 2

RÖVIDÍTÉSJEGYZÉK 
 
AIDS  acquired immundeficiency syndrome / szerzett immunhiányos szindróma 
bFGF  bázikus fibroblaszt növekedési faktor 
BSA  marha szérum albumin 
C  citozin 
cdk  ciklin dependens kináz 
DED  death effector domain 
DMSO  dimetil-szulfoxid 
EBV  Epstein-Bar vírus 
ECGF  endothelial cell growth factor / endothelsejt növekedési faktor 
EDTA  ethylenediaminetetraacetate 
ELISA  enzyme linked immunosorbent assay 
FITC  fluorescein isothiocyanate 
FLICE  Fas associated death domain like IL1-d converting enzyme / caspase-8 
FLIP  FLICE inhibitory protein 
G  guanin 
gp  glykoprotein 
HCMV  humán cytomegalovírus 
HHV-8  humán herpeszvírus-8 
HIV  humán immundeficiencia vírus 
HPV  humán papillomavírus 
IFA  immunofluorescent assay 
Il-1d  interleukin-1d 
Il-6  interleukin-6 
IPTG  isopropyl d-D-thiogalactopyranoside 
KS  Kaposi szarkóma 
KSHV  Kaposi szarkóma herpeszvírus / Kaposi's sarcoma associated herpesvirus 
LANA  latency associated nuclear antigens / látens nukleáris antigének 
LNA  látens nukleáris antigén 
LNA-1  látens nukleáris antigén-1 
LUR  long unique region / egyedi hosszú régió 
MIP-1c  makrofág inflamatorikus protein1c 
OD  optikai denzitás 
orf  open reading frame 
PAGE  polikrilamid-gél elektroforézis 
PBS  phosphate buffered salin / foszfát-pufferes sóoldat 
PCR  polymerase chain reaction / polimeráz láncreakció 
PEG  polyethylene glycol 
PMSF  phenylmethylsulfonyl fluoride 
Rb  retinoblasztóma fehérje 
RPM  fordulatszám percenként/ rotation per minute 
SDS  sodium dodecil sulphate 
SSCP  single strand conformational polymorphysm / egyszálú DNS konformációs polimorfizmus 
sVCA  small virus capsid antigen / kis víruskapszid antigén 
TBE  TRIS-bórsav-EDTA puffer 
TNF-c  tumor nekrózis faktor-c 
TR  termnális repetíció 
TRIS  trys-hydroxymethyl aminomethane 
VEGF  vaszkuláris endotheliális növekedési faktor 
VEGFR-2 VEGF receptor-2 
v-  virális- 
v-FLIP  virális-FLIP 
v-IL-8R  virális interleukin-8 receptor 
v-IRF  virális interferon regulatórikus faktor 
v-MIP  virális-makrofág inflammatórikus protein 
WB  Western blot 
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BEVEZETÉS 

 

A nyolcadik humán herpeszvírus létezésére utaló elsQ 1994-es publikáció óta 

ugrásszer_en megnQtt a ténylegesen is létezQ vírus epidemiológiájával és kóroktani szerepével 

foglalkozó közlemények száma. A felgyülemlett ismeretanyag alapján mára evidencia, hogy a 

humán herpeszvírus-8 (HHV-8) a Kaposi szarkóma kialakulásában nélkülözhetetlen, de nem 

elégséges etiológiai faktor. 

A vírus egyébként felfedezését is a Kaposi szarkómának köszönheti. Pontosabban 

ezen betegség 1980-as 90-es években jelentkezQ járványszer_ megjelenésének a 

homoszexuális közösségekben az AIDS jellegzetes betegségeként. Azóta bebizonyosodott, 

hogy a vírus a Kaposi szarkóma valamennyi megjelenési formájában kimutatható és az, hogy 

ténylegesen egy onkogén hatású vírusról van szó.  

Munkámban elsQsorban szerológiai módszerekkel arra kerestem választ, hogy a HHV-

8 milyen arányban van jelen az egészséges magyar lakosságban, illetve hogyan jellemezhetQk 

szerológiai szempontból a vírussal összefüggésbe hozott megbetegedések. Továbbá mit 

tudhatunk meg a vírusfertQzés természetérQl szerológiai eredményeinek áttekintésével.  

A hazai átfertQzöttségrQl nyert eredményeink, még annak ismeretében sem csupán 

elméleti jelentQség_ek, hogy jelen tudásunk szerint a HHV-8-at csak opportunista 

pathogénként tartjuk számon. 
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IRODALMI ÁTTEKINTÉS 

 

A HHV-8 taxonómiája, morfológiája, genomi szervezQdése 

 

Tekintettel arra, hogy a vírus felfedezése a Kaposi szarkómához kötQdik a leírók által 

adott Kaposi szarkómához-asszociált herpeszvírus (KSHV, Kaposi's sarcoma associated 

herpesvirus) elnevezés is széles körben ismert és használt (Chang és mtsai., 1994). A 

Nemzetközi Vírustaxonómiai Bizottság ajánlása alapján a hivatalos megnevezés a humán 

herpeszvírus-8 (HHV-8) és rendszertanilag a i-herpeszvírusok alcsaládjának rhadinovírus 

genusába soroljuk. 

A vírus felépítése a herpeszvíruscsalád jellegzetességeit mutatja. A virion legbelsQ 

rétege a "core" dupla szálú lineáris DNS molekulát tartalmaz egyszeres kópiaszámban az 

ikozahedrális kapszidstruktúrába zárva, melyet az amorf tegumentum állomány vesz körül és 

legkívül a peplon borít (Renne és mtsai., 1996a). A virion átmérQje a peplonnal együtt 

körülbelül 140nm. Ehhez hasonló herpeszvírusszer_ partikulákat Kaposi szarkómából 

származó biopsziás mintákban már jóval a HHV-8 felfedezése elQtti idQben leírtak, melyeket 

akkor HCMV-nek gondoltak (Giraldo és mtsai., 1972, Walter és mtsai., 1984).  

A vírusgenom architektúrájának jellegzetességei az alábbiak. A kettQsszálú DNS 

genom egy 140 kilobázisnyi hozzsúságú összefüggQ egyedi szakasza (LUR, long unique 

region) tartalmazza az összes kódoló régiót (Russo és mtsai., 1996). A LUR mindkét végén 

szomszédos egy-egy változó hosszúságú terminális repeticióval (TR), melyben hozzávetQleg 

egy 800 bázispár hosszúságú nagy G:C tartalmú (84%) szakasz ismétlQdik 25-40-szer 

mindkét végen (Lagunoff és Ganem, 1997). A teljes HHV-8 genom hossza így körülbelül 165 

kilobázis (Renne és mtsai., 1996b). A LUR legnagyobb belsQ része genetikailag 

nagymértékben konzervált, mindössze 0,1%-os variabilitást írtak le (Russo és mtsai., 1996, 

Nicholas és mtsai.,. 1998). Azonban a LUR jobb és bal végén is, a TR-val szomszédos 

szakaszain, variábilis régiók helyezkednek el. A genom bal végén elhelyezkedQ orfK1 

variabilitása fehérjeszinten 14-35%. Ezen régió phylogenetikai elemzése alapján mára 5 fQ 

típust (A,B,C,D,E) különböztetnek meg (Zong és mtsai., 1999, Biggar és mtsai., 2000). A 

genom jobb végén levQ orfK15 szekvenciakülönbsége alapján a bal végen található 

variabilitástól függetlenül két variánsról (P, M) beszélhetünk (Poole, 1999). 

A LUR feltehetQen 80-nál is több különféle polipeptidet kódol, melyek közül számos a 

herpeszvírusokra jellegzetes replikációs enzimek, szabályozó- és struktúrfehérjék homológja. 
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A legközelebbi humán homológ lymphocryptovírus genusba tartozó EBV-vel közös régiók 

homológiája 50-60%-os DNS szinten. A LUR további jellegzetessége, hogy celluláris 

génekkel homológ kódoló szakaszokat is tartalmaz srtuktúrálisan blokkoba tömörülve a 

vírusgenom repetitív elemeket tartalmazó szakaszai közelében. A celluláris homológokal 

rendelkezQ virális gének azonban nem tartalmaznak intronokat (Russo és mtsai., 1996). 

 

1. Ábra: A HHV-8 genom sematikus képe. (a nyilak az egyes orf-eket jelölik 04-75 

számozással, valamint K elQtagot kaptak a HHV-8 ra egyedi orf-ek, a négyzetek a 

repetitív elemeket jelölik, TR: terminális repetíció, DR1-5: belsQ direkt repetíciók, 

LIR: hosszú invert repetíciók, T0.7 és T1.1: 0.7 és 1.1Kb transzkriptek), Niepel és 

mtsai., 1998 alapján. 
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A HHV-8 szerepe a Kaposi szarkómában 

 

A Kaposi szarkóma maga egy vasculáris eredet_ tumor, melynek sokáig valódi tumor 

volta is vitatott volt. Klinikailag a Kaposi szarkóma léziók legtöbbször multiplex formában 

jelentkeznek a bQrön vagy nyálkahártyákon folt, plakk és tumor stádiumot különböztetve 

meg. A léziók egymástól függetlenül progrediálhatnak, illetve mutathatnak regressziót. A 

klinikum az egyes epidemilológiai formák között - klasszikus, iatrogén-, afrikai endémiás és 

AIDS-hez társult Kaposi szarkóma- mutat lényeges klinikai eltéréseket, de az egyes 

epidemiológiai formákon belül jellegzetességeket is. A betegség szövettanilag is összetett, de 

a különbözQ formákat tekintve azonban egységes. Szövettanilag a lézió, a stádiumtól függQen 

különbözQ arányban, megnyúlt endothelsejtekkel határolt atipikus neoangiogenezissel, 

mononukleáris infiltrátummal, extravazális vörösvértestekkel, haemosiderin lerakódással és 

orsó alakú sejtek proliferációjával jellemezhetQ (Zalla, 1996). A lézióban a legvalószín_bben 

endothelialis eredet_ (Jones és mtsai., 1986, Zhang és mtsai 1993) orsósejteket tartják az 

elváltozás neoplasztikus komponensének. 

A Kaposi szarkóma valamennyi stádiumában és epidemiológiai formájában igen 

magas arányban (100-95%) lehet a HHV-8 jelenlétét PCR-ral igazolni (Chang és mtsai., 1994, 

Huang és mtsai., 1995, Rady és mtsai., 1995) míg egyéb vasculáris tumorokból hiányzik 

(Lebbé és mtsai., 1997). A Kaposi szarkóma (KS) léziókban a HHV-8 DNS és RNS 

lokalizációjának vizsgálatát in situ technikákkal végezték el. A vírusra specifikus 

nukleinsavakat detektáltak a tumorra jellemzQ orsósejtekben, az atipikus endotheliális 

sejtekben valamint a tumorban szintén elQforduló mononukleáris sejt infiltrátumban is 

(Boshoff és mtsai., 1995, Li és mtsai., 1996, Sturzl és mtsai., 1999a). A tumor stádiumú 

léziókban dominánsan jelenlévQ orsósejtek a HHV-8 genomot cirkuláris episzómális 

formában hordozzák a sejtmagban (Decker és mtsai., 1996). A Kaposi szarkóma lézióban 

jelenlévQ monocyta eredet_ sejtekben és az orsósejtek 2-5%-ában lítikus ciklus fordul elQ 

(Blasig és mtsai., 1997). A Kaposi tumorban azonosított látens transzkriptek közül a látens 

nukláris antigén-1-et (LNA-1) kódoló orf73 (Sturzl és mtsai., 1999a), a virális ciklint kódoló 

orf72 (Davis és mtsai., 1997, Reed és mtsai., 1998), a virális FLIP-et kódoló orf71 (Sturzl és 

mtsai., 1999b) és a kaposint kódoló orfK12 (Sturzl és mtsai., 1997) jellemzQ RNS szakaszait 

mutatták ki eddig. A következQkben a teljesség igénye nélkül ezen látens géntermékek és az 

angiogenezis gondolatkör mentén kiválasztott néhány lítikus gén lehetséges szerepét tekintem 

át a Kaposi szarkóma kialakulásában. 
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Orf73/LNA-1 

 

A HHV-8-at látensen hordozó sejtekben az orf73 által kódolt látens nukleáris antigén-

1 (LNA-1) expresziója egy tricisztronális RNS molekuláról történik (Kedes és mtsai., 1997, 

Dittmer és mtsai., 1998). Maga az RNS-transzkript sorrendben a LNA-1, v-ciklin, v-FLIP 

kódoló szakaszokat tartalmazza.  

A LNA-1 222-234 kDa molekulasúlyú fehérje, mely aminosavösszetétle alapján 

három fQ részre tagolható. Immunfluoreszcens és immunhisztokémiai vizsgálatok szerint a 

LNA-1 speciális nukleáris testekbe koncentrálódik és jellegzetesen pöttyös mintázatot mutat a 

sejtmagon belül (Kedes és mtsai., 1996, Gao és mtsai., 1996b, Dupin és mtsai., 1999). A 

vírusgenom elhelyezkedése a látensen fertQzött sejtek magjában a LNA-1 által is elfoglalt 

nukleári testekre korlátozódik (co-localisatio) (Ballestas és mtsai., 1999). Ennek alapján vált 

világossá, hogy a LNA-1 egyik doménje a vírusgenomot köti, mégpedig a vírusgenom 

terminális repetíciójának területén (Ballestas és Kaye, 2001). Míg a fehérje egy másik 

doménje a hiszton H1-hez képes kapcsolódni (Cotter és mtsai., 1999). A sejtosztódáskor a 

LNA-1 biztosíja a vírusgenom episzómális fennmaradását a leánysejtekben (Ballestas és 

mtsai., 1999). Minden valószín_ség szerint a LNA-1-nek egyéb szerepe is van a látens 

vírusreplikáció iniciálásában és folyamatában. 

Ahogyan a DNS tumorvírusoknál, úgy a HHV-8-nál is megtalálható a 

tumorszupresszor fehérjék inaktiválásának mechanizmusa. A HHV-8 esetében a p53 potens 

transzkripciós aktivitását éppen a LNA-1 képes gátolni. A LNA-1 p53 interakció 

eredményeképpen a p53 indukálta apoptózis is gátlódik experimentális rendszerekben 

(Friborg és mtsai., 1999).  

Továbbá a LNA-1 a retinoblasztóma proteinnel (Rb) is interakcióba lép és 

neutralizálja annak tumorszupresszor hatását. Az interakciónak valószín_leg az Rb-E2F 

komplexre is hatása van, hiszen a LNA-1 transzaktiválja a sejtciklus progressziójában fontos 

szereppel bíró E2F transzkripciós faktor kötQhelyet tartalmazó promótereket (Radkov és 

mtsai., 2000).  

A LNA-1 valószín_leg egy a fertQzött sejt és a vírus ciklusát alapvetQen meghatározó 

transzkripciós regulátor (Schwam és mtsai., 2000, Renne és mtsai., 2001), melyre további 

nukleáris fehérjékkel és transzkripciós faktorokkal való interakciója is utal (Platt és mtsai., 

1999, Lim és mtsai., 2000, Krithivas és mtsai., 2000). 
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Ahogyan az említett példákból kit_nik a LNA-1-nek alapvetQ szerepe van a vírus 

látens perzisztenciájának fenntartásában, a sejtciklus transzkripcionális szint_ 

szabályozásában és ezzel összefüggésben az onkogenezisben is. 

 

Orf72/v-ciklin 

 

A LNA-1-el azonos promóterrQl átíródó virális ciklin a D típusú celluláris ciklinekkel 

mutat homológiát (Russo és mtsai., 1996, Dittmer és mtsai., 1998). A hasonlatosság 

funkcionális értelemben is fennáll. A normálisan celluláris D-ciklinek által aktivált ciklin 

dependens kinázokat (cdk6/cdk4) a v-ciklin is képes aktiválni (Li és mtsai., 1997). Azonban a 

v-ciklin/cdk6 komplex rezisztens a cdk inhíbitor proteinek gátló hatására (Swanton és mtsai., 

1997). A v-ciklin/cdk6 komplex képes az Rb fehérje inaktiválására annak foszrorilálásával 

(Godden-Kent és mtsai., 1997). A foszforilált Rb fehérje már nem képes az E2F 

transzkripciós faktorok kötésére, amelyek az S-fázisba történQ átmenethez szükséges gének 

transzaktiválásáért felelQsek. Experimentális rendszerben a v-ciklin képes az Rb fehérje 

sejtproliferációt gátló hatását felfüggeszteni (Chang és mtsai., 1996). Minden bizonnyal a v-

ciklin a normális sejtciklus szabályozásának megzavarásával hozzájárulhat a G1-S 

fázisátmenet felgyorsításához, valamint fokozott sejtproliferációhoz és a Kaposi tumor 

kialakulásához. 

 

Orf71/v-FLIP 

 

Az orf71 által kódolt virális FLIP (FLICE/caspase-8 inhibitory protein) a celluláris 

FLIP-hez hasonlóan két DED domént tartalmaz (Irmler és mtsai., 1997, Russo és mtsai., 

1996). A HHV-8 v-FLIP képes a CD95/Fas receptor útvonalon bekövetkezQ apoptotikus 

szignál gátlására. A HHV-8 v-FLIP gátló hatása mind a szolúbilis, mind a membránhoz kötött 

Fas ligand által bekövetkezQ sejthalálra is kiterjed. Továbbá a v-FLIP transzdukált sejtvonalak 

tumorigenitása fokozott a v-FLIP negatív kontrolléhoz képest immunkompetens 

egérmodellben. Az experimentális tumormodellben a v-FLIP expresszió csökkentette az 

intratumorális apoptótikus sejtek arányát. Mindezek alapján feltételezhetQ, hogy a v-FLIP a 

Kaposi szarkóma esetében a tumorsejtek védelmét szolgálhatja a sejtes immunitás effektor 

sejtjeivel szemben és végsQ soron a daganatnövekedés progressziójához járulhat hozzá 

(Djerbi és mtsai., 1999). Mindazonáltal tisztázásra vár, hogy más sejthalál receptorokon 
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meginduló szignál gátlására is képes-e a HHV-8 v-FLIP más virális és a celluláris FLIP-ekhez 

hasonlóan (Thome és mtsai., 1997, Wang és mtsai., 1997, Hu és mtsai., 1997, Bertin és 

mtsai., 1997). 

 

OrfK12/kaposin 

 

Az orfK12-rQl átíródó RNS nagy mennyiségban van jelen a KS orsósejtjeiben (Sturzl 

és mtsai., 1997). Az általa kódolt feltételezhetQen mindössze 60 aminosavnyi hidrofób fehérje 

a kaposin (Russo és mtsai., 1996). A kaposin gén önmagában elegendQ patkány fibroblaszok 

tumorigenikus transzformációjához. A kaposint expresszáló sejtek alacsonyan differenciált, 

vaszkuláris típusú tumort hoznak létre tímuszmentes egér subcután injektálásával. A kísérletes 

körülmények között bizonyított kaposin-t jellemzQ onkogén potenciál, minden bizonnyal 

szerepet játszik a Kaposi szarkóma kialakulásában és fenntartásában is (Muralidhar és mtsai., 

1998). 

 

A HHV-8 és az angiogenezis 

 

Növekedési faktorok, citokinek konstitutív expressziója vagy azok receptorainak 

fokozott megjelenése eredményezhet olyan autokrin, parakrin növekedési hurkot, mely a 

sejtosztódás számára nélkülözhetetlen stimulust vagy végeredményben akár fokozott 

proliferációs rátát jelent. A Kaposi szarkóma kialakulásában a vírus felfedezése elQtti idQben 

lényeges szerepet tulajdonítottak különbözQ növekedési faktoroknak és inflammatórikus 

citokineknek. Számos kísérletes adat szól ebbQl az idQbQl különbözQ faktorok és citokinek 

pozitív autokrin és parakrin hatásáról a lézió kialakulásában. Az IL-1d."a TNF-c (Corbeil és 

mtsai., 1991+, a bFGF, az ECGF (Ensoli és mtsai., 1989), az IL-6 (Miles és mtsai., 1990), az 

oncostatin-M (Nair és mtsai., 1992), és a HIV-1 Tat mindegyikérQl (Gallo, 1998) 

bebizonyosodott, hogy képesek Kaposi szarkóma eredet_ sejtkultúrák proliferációját fokozni. 

Ugyanezen molekuláknak szintén ismert az endothelsejtek aktivációjában és az 

angiogenezisben betöltött szerepe is. Érdekes módon a HHV-8 felfedezése óta a vírus és az 

említett faktorok közötti kapcsolat eddig nem nyert megerQsítést, bár azok lehetQsége és 

jelentQsége továbbra is fennáll. 

A herpeszvírusokra jellemzQ produktív vírustermeléssel járó ciklus leggyakrabban a 

sejt lízisével jár (lítikus ciklus elnevezés). A KS lézióban a sejtek kb 5%-ában detektálhatók 
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lítikus transzkriptek (Sturzl és mtsai., 1998, Blasig és mtsai., 1997). Ezek a sejtek a mai 

tudásunk szerint pusztulásra vannak ítélve, így nem szerepelnek a lézió proliferáló 

sejthányadában. A lítikus ciklusban aktív gének azonban meglepQ módon, de mégis 

hozzájárulhatnak a Kaposi szarkóma lézió kialakulásához. Pontosabban azok a lítikus 

géntermékek, amelyek valamilyen módon parakrin hatással bírnak a környezetükben levQ 

többi sejtre. Az alábbiakban ismertetem azokat a lítikus géntermékeket, melyek minden 

bizonnyal ezen a módon szerepet játszanak a KS kialakulásában. 

 

Orf74/v-IL-8R 

 

A HHV-8 orf74 szekvenciája alapján a celluláris IL-8 receptor (IL-8R) homológja és 

expressziója kimutatható a KS lézióban is (Cesarman és mtsai., 1996b, Guo és mtsai., 1997). 

Az eddig ismert celluláris és virális kemokin receptoroktól eltérQen a v-IL8R agonistától 

függetlenül konstitutív módon aktív. Ennek eredményeként a v-IL8R kemokin stimuláció 

nélküli jelátviteli folyamatot tart fenn, melynek eredménye fokozott sejtproliferáció 

(Arvanitakis és mtsai., 1997). A v-IL-8 receptort stabilan kifejezQ sejtvonalak 

tumorigenikusak nude egérben, jellegzetesen vasculáris tumor fenotípussal (Bais és mtsai., 

1998). A v-IL-8R transzgén egérben a Kaposi szarkómához nagymértékben hasonló 

vasculáris szarkóma fejlQdik ki (Yang és mtsai., 2000). Ezek a hatások fenotípusosan ugyan 

nagymértékben a KS-ra emlékeztetnek, mégsem valószín_, hogy a v-IL-8R közvetlenül 

játszana szerepet a tumorsejtek proliferációjában, hiszen az azt expresszáló sejtek a lítikus 

dogma szerint halálra vannak ítélve, hacsak nem valamiféle abortív vagy sejtlízissel nem járó 

vírusszaporodást tételezünk fel. Sokkal inkább az említett parakrin hatás jelentQsége érhetQ 

tetten, hiszen a virális kemokin receptor homológot kifejezQ sejtek emelkedett VEGF 

szekréciót mutatnak (Bais és mtsai., 1998).  

 

v-MIP-ek 

 

A HHV-8 genom három szakasza is (orfK6, orfK4, orfK4.1) a celluláris makrofág 

inflammatórikus protein (MIP) 1c-val homológ virális fehérjéket (v-MIP-I-II-III) kódol. A v-

MIP-I mRNS a KS sejtek kis százalékában detektálható (Sturzl és mtsai., 1998). A v-MIP-I és 

-II embrionált tojás chorioallantoismemránján erQteljes érújdonképzQdést indukál (Boshoff és 

mtsai., 1997). Újabb adatok szerint a v-MIP-III is rendelkezik neoangiogenetikus és T-helper-
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2 (Th-2) kemoattraktáns hatással (Stine és mtsai., 2000). A v-MIP-II szelektív Th-2 

kemoattraktáns hatásról is beszámoltak (Sozzani és mtsai., 1998). Valószín_leg a tumorra 

jellemzQ mononukleáris infiltráció is a v-MIP-ek leukocyta migrációt befolyásoló hatására 

vezethetQ vissza. ElképzelhetQ, hogy a Th-2 sejtekre gyakorolt hatás a vírussal fertQzött 

tumorsejtek esetében az antivirális immunválaszt elkerülQ stratégiának is része. Nagy 

valószín_séggel a v-MIP-ek parakrin hatása hozzájárul a Kaposi-lézióra szövettanilag 

jellegzetes érújdonképzQdéshez. 

 

Endothelsejtek transzformációja HHV-8-cal 

 

Az izolált génstúdiumok által szolgáltatott eredmények, ugyan nagymértékben 

hozzájárulnak a betegség pathomechanizmusának részletes megismeréséhez, azonban egy 

infekciós etiológiájú betegségben nélkülözhetetlen a teljes infektív ágenssel létrehozott 

fertQzés és a hozzá tartozó kórkép egyértelm_ kapcsolatának igazolása. Tekintettel arra, hogy 

a KS neoplasztikus komponensének tartott orsósejt legvalószín_bben endotheliális eredt_ az 

endothelkultúrák fertQzése HHV-8-cal triviális megközelítésnek adódik. 

Humán köldökvénából származó endothelkultúrák HHV-8 fertQzést követQen nem 

mutatják a nem fertQzött kultúrákra jellemzQ szeneszcenciát, hanem immmortalizálódnak. A 

fertQzött kultúra sejtjei az aktivált endothel sejtfelszíni markereit mutatják, az orsósejtekhez 

hasonló morfológiát vesznek, transzformálódnak. A sejteknek fokozott a telomeráz aktivitása 

és lágy agarban kolóniaképzQ képesség_ek. A fertQzés után bekövetkezQ transzformáció 

folyamata részleteiben még nem ismert, de a VEGFR-2 szintjének csökkenése a nem fertQzött 

kultúrákkal összehasonlítva elmarad. A transzformált umbilikális endothelkultúra 

érdekessége, hogy a kultúrában a sejtek 100%-a mutatja a megváltozott morfológiai jegyeket, 

míg kimutathatóan csak a sejtek néhány százaléka tartalmazza a vírus genomját és 

vírusantigéneket. Ez a jelenség ismét felveti a parakrin mechanismusok fontosságát (Flore és 

mtsai., 1999). 

 Amennyiben HPV16 E6-E7 génekkel transzdukált humán dermális microvasculáris 

endotheliális sejtkultúrát fertQznek HHV-8-cal, az in vitro megfigyelt transzformáció szintén 

lezajlik, azzal a különbséggel, hogy a sejtek morfológiájának orsósejtszer_ megváltozása a 

sejteknek csak a HHV-8 vírusgenomot tartalmazó és látens vírusantigéneket expresszáló 

sejtjeire korlátozódik. A HHV-8-cal nem fertQzQdött sejtek megtartják utcakövezetszer_ 

morfológiájukat. A dermális microvasculáris endothelkultúrában azonban a KS tumorhoz 
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hasonlóan a sejtek alacsony százalékában spontán produktív ciklus figyelhetQ meg, melynek 

eredménye a HHV-8 fertQzés fokozatos kiterjedése a kultúra minden sejtjére (Moses és 

mtsai., 1999). A fentebb ismertetett kísérletes eredmények alapvetQ bizonyítékul szolgálnak a 

HHV-8 transzformáló képességérQl, valamint a HHV-8-cal transzformált endothelkultúrák 

modellként szolgálhatnak a vírus onkogenitásának experimentális bizonyítására 

állatmodellben.  

 

A HHV-8 és egyéb kórképek 

 

 A HHV-8 genomját és különbözQ antigénjeit a nagyon ritka testüregi lymphomában 

(body cavity based lymphoma/ primary effusion lymphoma) és a multicentrikus Castleman-

syndroma plasmasejtes típusában is ki lehet mutatni (Cesarman és mtsai., 1995, 1996a, 

Soulier és mtsai., 1995). Ezen betegségek kialakulásában is egyértelm_ szerepet tulajdonítunk 

a HHV-8-nak, amely néhány részletében megegyezik a Kaposi szarkómánál leírtakkal, de 

ugyanakkor alapvetQ különbségek 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 kutatás a testüregi lymphomának azonban óriásit köszönhet, hiszen a testüregi 

lymphomából származó, in vitro kultúrában könnyen fenntartható, sejtvonalak látens 

episzómális formában hordozzák a HHV-8-at. 
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A HHV-8 epidemiológiája 

 

Módszertani megközelítések 

 

 A vírus epidemiológiájának megközelítésében alapvetQen két nagy módszertani 

csoportra oszthatók a kutatások. Az egyik a vírus DNS detektálása szövetmintákban 

polimeráz láncrekcióval vagy a vírusantigénekre specifikus ellenanyagok kimutatása 

szerológia teszttel. A vírus izolálására biológiai mintából ugyan elvben és gyakorlatban is van 

lehetQség, ez a módszer azonban nem alkalmas az epidemiológiai kutatásokhoz többek között 

nehézkessége miatt sem (Foreman és mtsai., 1997, Vieira és mtsai., 1997).  

A PCR alapú epidemiológiai vizsgálatok eredményei a vírus epidemiológiájának 

megismerésében alapvetQ, bár igen gyakran megtévesztQ információkat is szolgáltattak. 

Helyes interpretálásukhoz, sokszor csak utólag, a vírus szerológiai vizsgálatával kapott 

eredmények megszületése után kerülhetett sor. A PCR alapú vizsgálatok targetje volt már a 

különbözQ testnedveket illetQen ondó, nyál, köpet és orrváladék is, a szöveteket illetQen 

PBMC, nyirokcsomó, prosztata, és cervikális hám 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 intenzív kutatások ellenére még a mai napig sem ismert 

teljes bizonyossággal az egészséges vírushordozókban a vírus perzisztenciájának pontos 

helye.  

A HHV-8 epidemiológiájának megismerésében a vírusellenes ellenanyagok 

kimutatása hozta meg koherens eredményeivel a valós epidemiológiai helyzetet leginkább 

tükrözQ képet. A szerológiai megközelítés megkívánta a HHV-8 antigénjeinek 

karakterizálását és egyre érzékenyebb és specifikusabb mérQmódszerek kidolgozását. A 

pontos szerológiai státus, különösen az egyén szintjén megkívánja a több antigénnel és/vagy 

módszerrel történQ vizsgálatok elvégzését (Rabkin és mtsai., 1998, Zhu és mtsai., 1999a). Az 

alábbiakban röviden összefoglalom azokat a fontos HHV-8 antigéneket, amelyekre mai 

tudásunk szerint a vírus szerológiai vizsgálatát alapozzuk. 
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LANA 

 

A HHV-8 szerológiájának kezdetén az elsQgenerációs szerológiai próbákban a HHV-8-at 

látens episzómális formában hordozó testüregi lymphomasejtek (mint pl. BC-1, BCBL-1) 

szolgáltak antigénül indirekt immunfluoreszcens és Western-blot vizsgálatokban. Ezen 

vizsgálatok során a biztosan HHV-8 fertQzött Kaposi szarkómás betegek 80-90%-ának savói 

jellegzetesen egy nukleáris pöttyözöttséget adó fluoreszcenciát produkálnak (Gao és mtsai., 

1996b, Kedes és mtsai., 1996). A LANA rövidítés ezt a specifikus morfológiájú 

immunreakciót adó látens vírusfertQzésre jellemzQ feltételezetten nem egységes nukleáris 

antigéncsoportot jelölte (latency associated nuclear antigens). Mások leírtak a testüregi 

lymphomasejtek nukleáris extraktjában Western-blot technikával szintén a Kaposis savók 80-

90%-a által felismert 226-234 kDa antigénkettQst (Gao és mtsai., 1996a). A 226-234kDa 

nukleáris antigén elleni antitestek megjelenése megelQzte a késQbbi Kaposi szarkóma 

kialkulását HIV fertQzött személyekben. KésQbb igazolódott, hogy a 226-234kDa 

antigénkettQst az orf73 kódolja és az újonnan LNA-1-nek (latent nuclear antigen-1) keresztelt 

antigén immunfluorescens morfológiája megegyezik a LANA-éval (Rainbow és mtsai., 

1997). A LANA/LNA/LNA-1 elnevezéseket mára a tudományos közlemények többsége 

egymás szinonimájaként használja a több munkacsoport által is igazoltan orf73 által kódolt 

antigénre (Kedes és mtsai., 1997, Rainbow és mtsai., 1997, Kellam és mtsai., 1997). Mivel az 

orf73-nak más humán herpeszvírusokban nincsen homológja ezért az anti-LANA ellenanyag 

a HHV-8 fertQzés specifikus szerológiai markere. A Kaposi szarkómás egyének anti-LANA 

pozitív savói leggyakrabban az antigén karboxyterminális végével reagálnak (Kellam és 

mtsai., 1997). Lineáris epitóptérképezéssel a fehérje más részén is találtak lineáris epitópokat. 

Valószín_, hogy konformációs epitópok is jellemzik a LANA-t, amelyek fontosak a HHV-8 

szerológiájában (Olsen és mtsai., 2000). Éppen ezért az egész LANA-t használó anti-LANA 

immunfluoreszcencia egyszer_sége, a módszer mindössze 70-80%-osra becsült szenzitivitása 

ellenére, a mai napig a HHV-8 szerológia alapjaként szolgál. FQként a különbözQ 

munkacsoportok eltérQ etnikai, földrajzi csoportokban végzett eredményeinek összevetéséhez 

nyújt elengedhetetlen támpontot az anti-LANA szerológia. 
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sVCA 

 

A legközelebbi humán herpeszvírus EBV szerológiájában is fontos szerepet kapnak a 

virális strukturális antigének. AZ EBV azonban nem csak támpontot, hanem problémát is 

jelentett a HHV-8 szerológiai vizsgálatához, hiszen az EBV-vel való nagyfokú homológia a 

szerológiai keresztreakciók lehetQségét veti fel. Egyes strukturális antigének, mint például az 

EBV BcLF1 által kódolt nagy kapszid fehérjéje a HHV-8 homológjával az orf25 által kódolt 

hasonló antigénnel 68%-ban azonos és a kettQ között dokumentált szerológiai 

keresztreakcióra van példa (Andre és mtsai, 1997). Olyan anti-lítikus immunfluoreszcens 

próbákban, ahol a savót alacsony hígításban vizsgálják forbol észterrel indukált, lítikus 

antigéneket expresszáló testüregi lymphómasejteken az alacsony szérumhígítás nagyban 

megnöveli a szerológiai keresztreakció lehetQségét és ellentmondásos adatokat eredményez 

(Lennette és mtsai., 1996, Smith és mtsai., 1997). Az EBV BFRF3 által kódolt kis 

víruskapszid antigén (sVCA, small virus capsid antigen) ellen megjelenQ ellenanyagok 

diagnosztikus érték_ek az EBV fertQzés bizonyításában (van Grunsven és mtsai., 1993). A 

HHV-8 sVCA-t kódoló orf65 az EBV BFRF3-al mutatott azonossága aminosav sorrend 

szintjén alacsony fokú (26%), különösen a BFRF3 sVCA fontos szerológiai epitópokat 

hordozó karboxyterminális végén (21%, van Grunsven és mtsai., 1994, Simpson és mtsai., 

1996). A HHV-8 sVCA 22kDa moltömeg_ strukturális fehérje és az EBV BFRF3 sVCA-hoz 

hasonlóan szintén jó immunogén (Lin és mtsai., 1997). A szerológialilag fontos epitópok a 

HHV-8 sVCA esetében in a polipeptidlánc karboxyterminális végén helyezkednek (Pau és 

mtsai., 1998, Tedeschi és mtsai., 1999). A HHV-8 orf65 karboxyterminális antigénnel nyert 

szerológiai eredmények kiegészítik az anti-LANA IFA-val nyert adatokat és a két antigén 

együttes használatával pontosabban jellemezhetQ a vírus szeroepidemiológiája (Simpsom és 

mtsai., 1996). Az HHV-8 orf65 karboxyterminális antigénjét mind rekombináns, mind peptid 

antigén formátumban az anti-LANA IFA-hoz hasonlóan igen széles körben használják 

szeroepidemiológiai vizsgálatok céljából. 

 

gp35-37 

 

A forbol-észerrel indukált testüregi lymphoma sejtek cDNS könyvtárainak 

immunológiai tesztelése Kaposi szarkómás betegek savóival az orfK8.1-et azonosította egy 

domináns lítikus antigént kódoló szakaszként (Chandran és mtsai., 1998). Az orfK8.1-rQl átírt 
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RNS érése során három mRNS képzQdik (K8.1c, K8.d, K8.1i). A lítikusan indukált BCBL-1 

sejtekben a K8.1d-ról transzlálódó antigén a 35-37kDa tömeg_, glykoprotein természet_ 

antigénkettQs a gp35-37 (Raab és mtsai., 1998). A 228 aminosavból álló polipeptidlánc az 

aminoterminális részén egy rövid szignálpeptid szekvenciát, négy N-glykozilációs hellyel bíró 

középsQ extracelluláris domént, egy transzmembrán domént és a karboxyterminális végén egy 

rövid citoplazmikus szakaszt tartalmaz (Li és mtsai., 1999). A K8.1 antigén a lítikusan 

indukált testüregi lymphomasejtek citoplazmamembránján és a virion membránjának külsQ 

felszínén megjelenik (Li és mtsai., 1999). Az antigén viruspartikulába épült formája azonban 

68-72 kDa tömeg_ (Zhu és mtsai., 1999). A K8.1 antigén deléciós analízise alapján a humán 

savók pozitív reakciója az orfK8.1 elsQ exonjához kötött (Lang és mtsai., 1999). Azon belül is 

a szignálpeptid szaksztól mentes polipeptidlánc N-terminális 31 aminosavja alkotja a K8.1 

antigén szerológialag fontos epitópjait (Spira és mtsai., 2000). Az HHV-8 orfK8.1 DNS 

szekvenciája homológiát nem, csak pozícionális analógiát mutat más gammaherpeszvírusok 

genomjában található transzbemrán glycoprotein (gp) antigéneket kódoló szakaszokkal. Az 

EBV envelop gp350/220 antigénje fontos a vírus gazdasejthez történQ kötQdésében és a virion 

internalizációjában (Tanner és mtsai., 1987). Valószín_leg a K8.1 virion glykoprotein is 

hasonló funkcióval rendelkezik. Valamint a K8.1 envelop antigén specifikus ellenanyagok is 

feltehetQen neutralizáló hatásúak az EBV gp350/220 specifikus ellenanyagokhoz hasonlóan 

(Thorley-Lawson és Geilinger, 1980). Minden bizonnyal a rekombináns orfK8.1 antigénen 

alapuló szerológiai próbák még az orf65 antigénen alapuló szerológiai próbák specificitását is 

meghaladják. 

 

Transzmissziós utak 

 

A transzmissziós utak tekintetében a Kaposi szarkóma rizikócsoportjának tekintett 

HIV pozitív homoszexuális férfiak csoportjának a normál populációnál magasabb 

szeroprevalenciája a vírus szexuális úton való terjedésére irányította a figyelmet (Kedes és 

mtsai., 1996, Regamey és mtsai., 1998a). A HHV-8 szeroprevalenciája, esetleges 

szerokonverzió a férfi homoszexuális csoportokban a promiszkuitás mértékének, a 

homoszexuális aktivitás idQtartamának és egyes homoszexuális praktikáknak a függvénye 

(Melbye és mtsai., 1998, Martin és mtsai., 1998). Az STD klinikák beteganyagainak 

emelkedett szeroprevalenciája szintén a szexuális átvitel fontosságára hívja fel a figyelmet 

(Kedes és mtsai., 1996). A heteroszexuális kontaktus esetében kimutatható összefüggés az 
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emelkedett HHV-8 szeroprevalencia és az üzletszer_ szexuális életvitel között (Sosa és mtsai., 

1998, Cannon és mtsai., 2001). 

Az Kaposi szarkóma endémiás közép-afrikai országokban és a szintén emelkedett 

szeroprevalenciájú Olaszországban azonban már a pubertáskor elQtt jelentQs mérték_ a 

szeropozitivitás (Lennette és mtsai., 1996, Gao és mtsai., 1996b, Gessain és mtsai., 1999), ami 

ráirányítja a figyelmet a horizontális terjedés lehetQségére és fontosságára a HHV-8 fertQzés 

szempontjából endémiás területeken (Mayama és mtsai., 1998, Whitby és mtsai., 2000). 

Ugyanakkor az anyáról gyermekre történQ HHV-8 transzmisszióval is számolni kell 

(Bourboulia és mtsai., 1998). Minden bizonnyal más herpeszvírusokhoz hasonlóan a nem 

genitális mucosális útvonal és a nyál is szerepet játszik a HHV-8 terjedésében, hiszen a vírus 

kimutatható oropharingeális szövetekben és HIV pozitív páciensek nyálában is (Pauk és 

mtsai., 2000, Boldogh és mtsai., 1998, Koelle és mtsai., 1997). 

Vérrel, vérkészítményel történt átvitelre elvi lehetQség van, hiszen HHV-8-at lehet 

detektálni szeropozitív véradók mononucleáris sejtfrakciójában is (Blackbourn és mtsai., 

1997). Az átvitel legvalószín_bben a magvas sejtfrakcióhoz kötött. Ennek megfelelQen a napi 

szinten intravénás kábítószerhasználók csoportjának kimutatható a magasabb HHV-8 

szeroprevalenciája. Mindazonáltal a feltehetQen közös t_ használatával történt átvitel 

valószín_leg a HIV átvitelénél sokkal alacsonyabb frekvenciájú (Cannon és mtsai., 2001). Ezt 

támasztja alá a HIV pozitív intravénás kábítószerhasználók csak alcsony mértékben 

emelkedett Kaposi szarkóma incidenciája (Beral és mtsai., 1990).  

A Kaposi szarkóma transzplantáció utáni formájában a vírus grafttal történt átvitelére 

vannak dokumentált esetek (Regamey és mtsai., 1998b, Luppi és mtsai., 2000). Azonban a 

transzplantáció utáni forma gyakrabban következménye a transzplantációt megelQzQ HHV-8 

fertQzés reaktiválódásának az immunszupresszív therápia szövQdményeként (Parravicini és 

mtsai., 1997a, Cattani és mtsai., 2001). 
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CÉLKIT^ZÉSEK 

 

 

 Vizsgálataink kezdetekor nem rendelkeztünk adatokkal a HHV-8 jelenlétérQl a magyar 

lakosság körében. Munkámnak elsQsorban a magyarországi HHV-8-cal való fertQzöttségi 

helyzet megismerése a célja, melyet az alábbi állomásokon keresztül közelítettünk meg: 

 

 

 Az irodalmi adatok alapján várhatóan HHV-8 fertQzött klasszikus Kaposi szarkómás 

betegek HHV-8 fertQzésének bizonyítása. A Kaposi szarkómás mintákban a HHV-8 

detektálása.  

 

 A Kaposi szarkómás páciensek HHV-8 ellenes humorális immunválszának 

karakterizálása a LANA, sVCA, gp35-37 antigénekre alapozott szerológiai módszerekkel. 

 

 A magyarországi epidemiológiai helyzet megközelítése érdekében az egészséges 

véradók lezajlott HHV-8 fertQzésének szerológiai vizsgálata. 
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ANYAGOK és MÓDSZEREK 

 

Vizsgálatok alanyai 

 

A klasszikus Kaposi szarkómás betegek (n=16, 38-86 év, átlag 68,9 év, 13 férfi, 3 nQ) 

különbözQ mintái a Debrecenei Egyetem, BQrgyógyászati Klinikájának beteganyagából 

származott. A betegektQl terápiás vagy szövettani feldolgozás céljából eltávolított tumorokból 

kapott szövetmintát vírusvizsgálat céljából a Mikrobiológiai Intézet. A szövettani feldolgozás 

céljából archivált minták esetében a formalin-fixált paraffinba ágyazott blokkokból végeztük 

el a víruskimutatást. A betegek szerológiai vizsgálatához natív vér szolgált. 

Az Országos Vérellátó Szolgálat, Debreceni Regionális Állomása 1089 véradónak 

(19-59 év, átlag 38,2 év, 62% férfi, 38% nQ) szerológiai sz_rQvizsgálatra levett szérummintáit 

anonim módon bocsátotta rendelkezésünkre HHV-8 szerológiai vizsgálat céljából. 

 

Sejtkultúrák 

 

Vizsgálatainkban a HHV-8-at látensen hordozó BCBL-1 (NIH, AIDS Reagent 

Program) testüregi lymphoma sejtvonalat használtuk antigén- és nukleinsavforrásként. 

Negatív kontrollként a Ramos (ATCC CRL 1596) herpeszvírus negatív Burkit lymphoma 

sejtvonalat használtuk. Mindkét sejtvonalat RPMI 1640, 10% magzati borjúszérum, 2mM 

glutamin, 100 unit/ml penicillin, 100 og/ml streptomycin tápfolyadékban tenyésztettük. A 

HHV-8 lítikus ciklusát a BCBL-1 sejtek forbol észterrel (12-O tetradecanoyl phorbol 13-

acetate/TPA, 20 ng/ml) 48 óráig történQ inkubálásával indukáltuk (Renne és mtsai., 1996). 

 

DNS, RNS preparálás 

 

A biopsziákból homogenizálás, proteináz-K emésztés után történQ phenol-chloroform 

extractióval tisztítottunk DNS-t standard metodika szerint (Sambrook és mtsai., 1989). Az 

archivált paraffinos mintákból xilollal történt deparaffinálás után preparáltunk amplifikációra 

alkalmas DNS-t egy általunk módosított alkáli-lízis módszerrel. Röviden: a deparrafinált 

metszetek rövid proteinase-K emésztésének (250 og/ml proteinase-K, 1xPCR pufferben, 60C, 

10perc) üledékét 0,1N NaOH oldatban hidrolizáltuk 95C-n 10 percig, azután az elegyet 
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azonos térfogatú 1M Tris-HCl pH=7 pufferrrel neutralizáltuk. A neutralizált termék 

felülúszójának a DNS kicsapása alkohollal történt. Centrifugálás után a DNS üledék 

visszaoldása 10 mM Tris-HCl pH=8, 0,1 mM EDTA oldatban. Az RNS preparáláshoz 

guanidium isothiocianátos extrakciót használtuk (Chomczynski és Sacchi, 1987). 

 

DNS amplifikációs reakciók 

 

A különbözQ eredet_ DNS mintákból a HHV-8-at kimutatás céljából egyszer_ és 

nested-PCR technikákkal mutattuk ki. A friss biopsziás mintákból az orf26 egy 233 bázispár 

hosszú DNS szakaszát amplifikáltuk (Chang és mtsai., 1994). Az archivált mintákból 

ugyanezen szakasz belsQ részét amplifikáló 172 bp végterméket eredményezQ nested-PCR-t 

alkalmaztuk (Whitby és mtsai., 1995). A DNS minták amplifikációs inhíbítor tartalmának 

kizárására d-globin PCR-t alkalmaztunk. A keletkezett amplimereket minden esetben agaróz-

ethidium bromide gélelektroforézissel szeparáltuk és UV-fénnyel történQ átvilágítással 

elemeztük. A rekombináns szerológiai módszerekhez a rekombináns antigént kódoló 

vektorokat PCR klónozással állítottuk elQ. A rekombináns K8.1 antigén estetében RT-PCR-t, 

az sVCA esetében DNS PCR-t alkalmaztunk. Az alábbi listában a klónozáshoz használt 

primerek szekvenciáit tüntettem fel (a restrikciós endonukleáz enzim felismerési szekvenciája 

aláhúzva). 

 

Orf65ct-HindIII 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 GTA TCG TTC 

OrfK8.1-BamHI GAT CGG ATC CTG GCA CAC GGT TAC TAG CAC 

 

DNS szekvenálás 

 

A klinikai mintákból származó HHV-8 amplimereket fmol DNA Cycle Sequencing 

System (Promega Q4100) segítségével szekvenáltuk meg. A rekombináns plazmidok 

szekvenciáit T7 sequencing kit (Pharmacia Biotech) használatával végeztük el. A dideoxy 

szekvenálási rekciók eredményét urea-poliakrilamid gélelektroforézist követQ 

autoradiográfiás képek manuális módon történQ leolvasásával nyertük. 
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SSCP analízis 

 

A nested PCR reakciókból származó DNS amplimereket formamiddal denaturáltuk 

(3ol PCR termék, 100 ol formamidban 0,05% brómfenolkékkel és xyléncianollal) majd 10% 

poliakrilamid-TBE elektoforézissel (200V, 7C) választottuk szét. Az egyszálú DNS 

molekulákat ezüstfestéssel tettük láthatóvá. 

 

Indirekt immunfluoreszcencia 

 

A BCBL-1 vagy Ramos 107/ml sejet tartalmazó szuszpenzióból 3-3 ol-t 

cseppentettünk ki tárgylemezre. A lemezek levegQn történt szárítása után a keneteket 

acetonban fixáltuk 10 percig. Az így készített keneteken a vizsgált savómintákat különbözQ 

hígításban (PBS-ben) inkubáltuk 1h-ig 37C-on párakamrában. Mosási (PBS, 3x) lépések után 

anti-humán IgG-FITC konjugátummal (1:50 PBS-ben, Sigma F9512) inkubáltuk a keneteket 

(30 perc, 37C) Újabb mosási lépések és PBS-glicerines fedés után a keneteket UV 

epifluoreszcenciás-mikroszkóppal vizsgáltuk. A BCBL-1 sejteken nukleáris pöttyözöttséggel 

járó jellegzetes fluoreszcenciát a Ramos sejtek kenetén egyidej_ negativitás esetén tekintettük 

anti-LANA pozitívitásnak (2. Ábra). Az ellenanyagszint meghatározásához a pozitív savók 

felezQ hígítási sorát (1:10240-ig) vizsgáltuk az elQbbiek szerint. A még reakciót adó 

legnagyobb hígítást tekintettük az ellenanyagok titerének. 

 

2. Ábra: anti-LANA pozitív savó immunfluoreszcenciás képe BCBL-1 (bal) és Ramos sejten (jobb). 

Jól megfigyelhetQ a BCBL-1 sejteken a nukleáris pöttyözött immunfluoreszcencia. 
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Rekombináns antigének  

 

A rekombináns orf65/sVCA esetében az antigén karboxyterminális 86-170 

aminosavjából álló antigénfragmentumot klónoztunk DNS-PCR-ral. A rekombináns K8.1 

antigén esetében a gp35-37 envelop glikoprotein antigén extracelluláris doménjét klónoztuk 

az antigént kódoló K8.1d transzkriptrQl RT-PCR alkalmazásával. Mindkét esetben az 

aminoterminális klónozó primerek HindIII a karboxyterminális klónozó primerek BamHI 

restrikciós hasítási helyeket tartalmaztak. A primerek szekvenciáit lásd a DNS amplifikációs 

módszereknél. Mindkét esetben a bi-direkcionális klónozás során a HindIII és BamHI hasított 

PinPoint bakteriális expressziós vektorokat (PinPoint Xa-1 és PinPoint Xa-3, Promega) 

használtuk. Ligáció után JM109 E.coli törzset transzformáltunk PEG-DMSO módszerrel 

(Chung és mtsai., 1988). A rekombináns klónokat kolónia PCR-ral és restrikciós endonukleáz 

hasítással azonosítottuk, majd szekvenálással ellenQriztük a szekvenciákat. A létrehozott 

rekombináns plazmidokat p65ct és pK8.1d nevet kapták. A rekombináns antigének 

expresszióját - szintén a JM109 sejtekben- a gyári ajánlásoknak megfelelQen isopropyl-d-D-1-

thiogalactopyranosiddal (IPTG) indukáltuk. A létrejövQ fúziós antigének N-terminális része 

bakteriális erdet_ és E. coli által endogén módon biotinálódik egy lizin reziduumon. A 

biotinált rekombináns antigén strepatvidin oszlopon vagy ágyon affinitás kromatográfiával 

tisztítható. A rekombináns orf65 karboxyterminális antigén esetében rekombináns Western-

blot módszerhez antigént tisztítottunk streptavidin oszlopon a gyári ajánlásoknak megfelelQen 

(Pomega V2020, PinPoint Purification System). A rekombináns K8.1 ELISA esetében a 

rekombináns antigén affinitás tisztítási lépése streptavidinnel bevont ELISA mikrotiter 

lemezeken történt közvetlenül a reakció elQtt, egy általunk módosított protokoll alapján 

(Winkler és mtsai., 1997). Lásd késQbb. 

 

Szintetikus orf65 antigén. 

 

Az orf65 sVCA antigén karboxyterminális 14 aminosavjából (aa 157-170: 

AVADARKPPSGKKK) álló szintetikus antigént készítettünk ABI431A Peptide Synthesiser 

készüléken Fmoc kémiával, a szintéziságyról lehasított oligopeptidet (85% homogenitás) 

használtunk peptid ELISA mérésekhez. Az oligopeptid szintéziságyról történQ hasítását 

Patthy András, GödöllQ végzte. 
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Orf65 Peptid ELISA 

 

ELISA platek bevonása antigénnel: High Binding Capacity (CorningCostar 3369) 

ELISA lemezek lyukaiban 100ol 10og/ml oligopeptid, 100mM Tris-HCl pH=8.8 oldatban, 

éjszakán át szobahQn. Mosás 3-szor PBS 0,05% Tween 20 (PBS-T.05). Szabad kötQhelyek 

blokkolása: 200ol/lyuk 1% BSA, 500mM NaCl, 0,1% Tween-20 (PBS-STB), 1h, 37C. 

Blokkóló oldat kiöntése. PBS-STB-ben hígított (1:80) szérum minták felvitele 100 ol/lyuk, 

1h, 37C. Mosás 5-ször PBS-T.05. 100 ol/lyuk anti-humán IgG peroxidáz konjugátum (Sigma 

A-0170, 1:10,000 in PBS-STB), 1h, 37C. Mosás 3-szor PBS-T.05. 100 ol/lyuk o-

phenylenediamine szubsztrát phosphate-citrát pH=5.6 pufferben. Színreakció leállítása 30 

perc után 100 ol/lyuk 0,5 N kénsavval. Optikai denzitás mérése 492 és 620 nm-en. Minden 

mintát párhuzamosan antigénnel nem bevont kontroll lemezeken is meghatároztuk. Az 

antigén specifikus OD értéket az antigénnnel bevont és a kontroll lemezek háttér korrigált 

optikai denzitásainak (OD492nm-OD620nm) különbsége alapján számoltuk. Minden lemez 

tartalmazta ugyanazt a negatív véradó és pozitív Kaposi szarkómás betegtQl származó mintát.  

 

Rekombináns antigén ELISA 

 

A rekombináns K8.1 és rekombináns karboxyterminális sVCA antigének esetében a 

keletkezQ fúziós antigén biotináltságát felhasználva a kérdéses antigén tisztítása nélküli ún. 

streptavidin capture ELISA módszert használtunk kisebb módosításokkal (Winkler és mtsai., 

1997). Az eljárás során az antigént expresszáló baktériumkúltúra ultrahangos feltárásából 

származó lizátumot a streptavidinnel elQzetesen bevont ELISA lemezek felszínére visszük fel. 

Az antigén affinitás kromatográfiája így tulajdonképpen az ELISA lemez felszínén töténik 

meg. InnentQl kezdve egy hagyományos ELISA rekció menetének megfelelQ az eljárás.  

Az eljárás menete röviden: A rekombináns antigént kódoló plazmidot (pK8.1b, p65ct) 

hordozó E. coli klónból és az üres vektort (PinPoint Xa-3, vírális antigénfragmentumot nem, 

csak a bakteriális fúziós részt kódoló) hordozó klónokból elQkultúra készítése (37C, 250 

RPM, éjszakán át, Luria broth, 100og/ml ampicillin, 0,2 oM D-biotin Sigma). Az elQkultúrák 

hígitását (1:50 az elQbbivel megegyezQ médiumban) egy órai tenyésztés után 0,1 mM IPTG 

vel indukáljuk (5h, 37C, 250 RPM). Az antigén expressziójának indukálása majd a kultúrák 

centrifugálása után az üledéket a kultúrával azonos térfogatú bakteriális lízis pufferben 

vesszük fel (50 mM Tris-HCl pH=7.4, 50 mM NaCl, 5 % glycerol, 1 mM EDTA, 1 mM 
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phenylmethylsulfonyl fluoride, PMSF). A szuszpenzió jégen történQ ultrahangos feltárása, a 

szuszpenzió feltisztulásáig. A lizátumok centrifugálása 13,000 g, 15 perc, 0flC. A 

fehérjekoncentráció meghatározása Bradford szerint és beállítása bakteriális lízis pufferrel 

300 og/ml-re. Felhasználásig tárolás -72C-on. Az ELISA platek (Corning-Costar 3369) 

strepatividinnel történQ bevonása 100 ol/lyuk 5 og/ml streptavidin (Promega, Z7041) dH2O-

ban, 16h, szobahQn. Mosás 3-szor PBS-T.05. Szabad kötQhelyek blokkolása: 200ol/lyuk 1% 

BSA, 500mM NaCl, 0,1% Tween-20 (PBS-STB), 1h, 37C. Blokkóló oldat kiöntése. Antigén 

felvitele: 100ol/lyuk PBS-BST-ben 20-szorosra hígított bakteriális lizátum, 1h, 37C. A 

vírusantigén specifikus lemezeket rekombináns vírusantigént expresszáló baktériumklón 

lizátumával, a kontroll lemezeket az üres vektort tartalmazó baktériumklón lizátumával 

inkubáljuk. Mosás 5-ször PBS-T.05. Minta hígító: 10% üres vektorral transzformált 

baktérium lizátuma PBS-STB-ben. Hígított (1:80), 30 percig szobahQn elQinkubált szérum 

minták felvitele 100 ol/lyuk, 1h, 37C. Mosás 3-szor PBS-T.05. 100 ol/lyuk anti-humán IgG 

peroxidáz konjugátum (Sigma A-0170, 1:10,000 PBS-STB-ben), 1h, 37C. Mosás 3-szor PBS-

T.05. 100 ol/lyuk o-phenylenediamine szubsztrát phosphate-citrát pH=5.6 pufferben. 

Színreakció leállítása 30 perc után 100 ol/lyuk 0,5 N kénsavval. Optikai denzitás (OD) 

mérése 492 és 620 nm-en. A továbi számításokhoz a korrigált optikai denzitás értéket 

használtuk (OD492nm-OD620nm). Minden mintát párhuzamosan vírus antigén specifikus és 

kontroll lemezeken is meghatározzuk. Az antigén specifikus jel (ROD) a vírus antigénnnel 

bevont és a kontroll lemezek korrigált optikai denzitásának hányadosa alapján 

ROD=ODantigén/ODkontroll. A rekombináns orfK8.1 antigén esetében a határértéket ROD=4-nek a 

rekombináns orf65 antigén esetében ROD=1,5-nek állapítottuk meg Kaposi szarkómás 

savóminták párhuzamos ELISA és Western-blot eredményeinek figyelembe vételével. 

3. Ábra:  Rekombináns K8.1 capture ELISA. ROD=[OD492nm-OD620nm K8.1 antigénnel]/ [OD492nm-
OD620nm kontroll antigénnel]. Kilencven véradó és 10 Kaposi szarkómás beteg eredménye, 
ﾒ:véradó ( minta No.:1-90), ‚: KS páciens (minta No.: 101-110). 
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Western-blot 

 

 Az ELISA-ával pozitív minták eredményét Western blot módszerrel erQsítettük meg. 

A rekombináns és peptid sVCA ELISA esetében streptavidin oszlopon tisztított rekombináns 

(p65ct) karboxyterminális sVCA antigént használtunk a Western blot során. A rekombináns 

K8.1 ELISA pozitív minták esetében a BCBL-1 sejtkultúra forbol észteres indukciója után a 

sejtekbQl készített citoplazmikus extraktot használtuk a Western blot rekcióban (3*106 sejt 

300 ol, 10 mM Tris-HCl pH=8, 100 mM NaCl, 1mM EDTA, 1 mM PMSF, 0,1% Nonidet-

P40, 10 perc, 4C, 250 RPM). A lítikus indukció következtében a K8.1d mRNS-rQl nagy 

mennyiségben expresszálódik a természetes gp35-37 antigén a BCBL-1 sejtek membránján. A 

Western blot reakció röviden. Fehérjék denaturálása (95C, 4 perc, Laemmli pufferben, 

5xLaemmli: 62.5 mM Tris-HCl pH=6.8, 20 % glycerol, 2 % sodium dodecyl sulphate, 5 % d-

mercaptoethanol) után az antigének elválasztása 12%-os gélben SDS-PAGE-val. 

Elektroblottolás nitrocellulóz membránra (Amersham, Hybond-C). Membrán blokkolása 5% 

sovány tejpor PBS-sel. Membrán csíkokra vágása vagy elhelyezése Bio-Rad Multiscreen 

készülékben. Szérumminták hígítása (1:10) PBS 1% sovány tejpor, 0,1% Tween20-ban. 

Membráncsíkok/membrán inkubálása hígított mintákkal 2h, 37C. Mosás 3-szor PBS 0,1% 

Tween20 (PBST.1). Inkubálás 1h, 37C anti-humán IgG-alkalikus foszfatáz konjugátum 

(Sigma A-9544, 1:5000, 1% sovány tejpor, PBST0.1). Mosás 3-szor PBST.1-el. Membrán 

öblítése dH2O-val. Immmunreakció vizualizásálsa 5-bromo-1-chloro-3-indolyl 

phosphate/nitro blue tetrasolium szubsztráttal alkálikus pufferben (100mM Tris-HCl pH=9.5, 

100mM NaCl, 5mM MgCl2). Arhiválás BioRad GelDoc 2000. 

 

4. Ábra: gp35-37 Western-blot. A csillaggal jelölt minták pozitívak a gp35-37 WB reakcióval 
(minták: 2, 4, 8, 9, 14). Ugyanezeknek a mintáknak ROD >4 az eredménye K8.1 ELISA-
ában. Az K8.1 ELISA negatívak ROD<4 minták, nem mutatnak reaktivitást a gp35-37 
Western blottal sem. 
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Statisztikai módszerek 

 

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

alkalmazott próbák a Fischer-egzakt, T-, Mann-Whitney, és regressziós analízis voltak. 



 27

EREDMÉNYEK és MEGBESZÉLÉS 

 

HHV-8 jelenléte klasszikus Kaposi szarkómában 

 

 Tekintettel arra, hogy az általunk elérhetQ klasszikus Kaposi szarkóma gyakorisága 

hazánkban is igen alacsony, a BQrgyógyászati Klinikán 1991 és 1996 között kezelt 

szövettanilag is megerQsített 13 Kaposi szarkómás beteg 28 archivált mintáját dolgoztuk fel. 

Minden esetben a léziók lokalizációja, a kórlefolyás, a betegek életkora és a HIV 

szeronegativitás alapján a betegség a Kaposi szarkóma klasszikus típusának bizonyult. A 

formalinban fixált, paraffinba ágyazott blokkok metszetibQl preparált DNS nagymértékben 

fragmentálódott. A HHV-8 kimutatására ezen archivált mintákból csak a nested-PCR módszer 

volt sikeres (5. ábra). A 28 mintából 25 esetben (89%) tudtuk a HHV-8-ra specifikus PCR 

terméket (171 bp) kimutatni. A kontrollként alkalmazott más betegektQl származó ugyancsak 

archivált benignus haemangiómából (2), pyogén granulómából (2), melanomából (2) és 

bazaliomából (2) a vírust nem tudtuk kimutatni.  

 

5. Ábra: HHV-8 PCR elektroforetikus képe 

       1    2   3     4     5    6    7    8     9   10  11  12  13  14 15 

 

A HHV-8-at a Kaposi léziók minden stádiumában tudtunk kimutatni, bár az archivált minták 

esetében a folt stádiumú korai Kaposi léziókban a víruskimutatás eredménye gyakrabban volt 

negatív (1. táblázat). Minden bizonnyal, a korai folt típusú Kaposis léziókban a vírussal 

fertQzött atipikus endothelsejtek egyébként is alacsony száma és a mintákból származó 

fragmentálódott DNS tette sikertelenné a HHV-8 detektálását. 

Számozott oszlopok mintái: 
1. hx174 HaeIII, DNS marker 
2., 4.: DNS mentes kontroll 
3.: KS biopszia 
5.-15.: archivált minták 
5.-10., 13.-15.: klasszikus KS  
11.: pyogén granulóma 
12.: haemangióma 
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1. Táblázat: HHV-8 detektálása a KS különbözQ stádiumában 

 

KS lézió stádiuma HHV-8  + HHV-8   - 

Folt (archív) 1/3 2/3 

Plakk (archív) 5/6 1/6 

Tumor (archív) 19/19 0/19 

Összes 25/28 (89%) 3/28 (11%) 

 

 Hat beteg esetében, betegenként több mint egy, összesen 21 minta állt 

rendelkezésünkre. Négy beteg esetében a Kaposi szarkóma multiplex lokalizációjából 

származó egyidej_leg jelenlevQ és sebészileg azonos idQben eltávolított minták, két beteg 

esetében pedig különbözQ idQpontokban, különbözQ lokalizációban kifejlQdött léziók terápiás 

célú kimetszésébQl származó minták álltak a rendelkezésünkre. Ezen 21 minta esetében a 

PCR-rel nyert termékek további összehasonlító szekvenciavizsgálatát végeztük el az egyszálú 

DNS konformációs polimorfizmus (SSCP) vizsgálat alkalmazásával. Az SSCP analízis négy 

megkülönböztethetQ mintázatot (a, b, c, d) eredményezett (6. ábra). Az ugyanazon beteghez 

tartozó különbözQ minták ugyanazt az SSCP mintázatot adták. A négy különbözQ SSCP 

mintázatból három típust (a, b, c), amely négy betegtQl 2-2 tehát összesen 8 mintát 

tartalmazott, szekvenálással is megvizsgáltunk. A három különbözQ SSCP mintázat 

különbözQ pontmutációkkal négy szekvenciavariánst takart. Az SSCP 'a'-típusú mintázat két 

variánst is reprezentált (2. táblázat). A szekvenálással jellemzett minták esetében is azt az 

erdményt kaptuk, hogy az egy beteghez tartozó minták következetesen ugyanabba a 

szekvenciavariánsba tartozó HHV-8-at tartalmaztak. 

 

6. Ábra: 6 páciens mintáiból származó PCR-SSCP eredmények. Az ugyanazon beteghez tartozó 
minták aláhúzással összekapcsolva (mintavétel ideje). Páciens #1: 1-2. minta ('91, '94), Páciens #2: 
3-7. minta ('92, '93, '94, '94, '95) , Páciens #3: 8-13. minta (' 92, '94, '94, '95, '95, '96), Páciens #4: 
14-15. minta ('94 mindkettQ), Páciens #5: 16-18. minta ('94 mind), Páciens #6: 20-21. minta('94 
mindkettQ)., *: szekvenálással ellenQrzött minták. 

minta:  1*   2*  3*    4     5     6*     7     8*    9    10    11   12*  13   14  15     16   17   18    19*  20*  21 

mintázat:  a                       b                                       c                           d                  c                   a 
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2. Táblázat: Szekvenálással is ellenQrzött SSCP mintázatok. A szekvenciák Chang és mtsai., (1994) 
által publikált szekvenciához hasonlítva. 

 
SSCP mintázat pontmutáció minta száma a 6. Ábrán 

a. 1033. C>T 
1146. G>A 

1, 2 

b. 1032. C>A 
1033. C>T 
1132. A>G 
1139. A>C 

3 ,6 

c. 1033. C>T 8, 12 
a. 1033. C>T 

1145. G>A 
19, 20 

 

 Az a tény, hogy a hazai klasszikus Kaposi szarkóma mintákban is sikeresen 

kimutatható a HHV-8 a klinikailag különbözQ stádiumú léziókban, egy további adat a vírus és 

a betegség közötti szoros kapcsolatot illetQen. 

 Annak ellenére, hogy a kimutattott orf26 a genomon belül a konzervatív régiók közé 

tartozik, más szerzQk is mutattak ki ezen szakaszon belül szekvenciavariabilitást (Rady és 

mtsai., 1995, Huang és mtsai., 1995). Mivel a KS tumor legtöbb sejtjében a HHV-8 látens 

episzomális formában van jelen, a vírus DNS replikációja minimális szint_ és egyébként is 

eltérQ mechanizmusú, mint a produktív ciklust jellemzQ lineáris vírusgenom replikációja. 

Ugyanazon beteg KS tumorából és a lítikus vírusciklussal jellemzett PBMC frakciójából a 

vírusgenom ezen szakaszában pontmutációnyi különbségre van publikált adat (Decker és 

mtsai., 1996). Amennyiben a különbözQ lézók kialakulása egyenként bekövetkezQ, egymástól 

független vírusfertQzések eredménye, akkor várható volna a különbözQ léziókat jellemzQ 

vírusszekvenciák között variabilitás. Az ugyanazon betegehez tartozó különbözQ 

tumormintákban talált orf26 szekvenciák következetes identikussága felvetette bennünk a 

klasszikus Kaposi-tumor klonális eredetét. A vírusról rendelkezésre álló mai ismereteink 

birtokában az általunk talált következetes identikusság, csupán annyit jelent, hogy egy 

páciensen belül ugyanaz a variánsa fordul elQ a vírusnak, amit mások a hipervariábilis orfK1 

analízisével meg is erQsítettek (Zong és mtsai., 1999).  

 A Kaposi szarkóma mono- vagy poliklonalitásának a megítélése a celluláris DNS 

vizsgálatának a szintjén, az X kromoszóma inaktivációjának vizsgálatával ellentmondásos 

adatokat eredményezett a tumorban jelenlévQ többféle sejttípusnak köszönhetQen (Rabkin és 

mtsai., 1997, Delabesse és mtsai., 1997). A klonalitás kérdésének végleges eldöntéséhez 

döntQen hozzájárulhat a vírus és a virális pathomechanizmus egyre pontosabb megismerése is. 

A klonalitás kérdésének eldöntéséhez egy az általunk választottnál erQsebb klonalitási 
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markernek, nevezetesen a cirkularizált vírusgenom TR hosszának analízise szolgált adatokkal. 

A mai elgondolás szerint a Kaposi lézó kialakulásának korai szakaszát a HHV-8 fertQzés 

következtében kialakuló atípusos érújdonképzQdéssel járó poliklonális endothelproliferáció 

eredményének tartják, mely alapjául szolgál egy vagy több valódi transzformált klón 

kiszelektálódásához és végsQ soron tumor kialakulásához az incipiens Kaposi lézióból. A 

Kaposi szarkóma tumor mono- és oligoklonális eredetének lehetQségét támasztják alá a látens 

cirkuláris vírusgenom TR hosszának analízisével nyert adatok (Judde és mtsai., 2000).  

 

Szerológiai eredmények 

 

 A szerológiai vizsgálatok céljából a kontrollvizsgálatra visszahívott és az 1996 után 

Kaposi szarkóma diagnózisú új betegektQl szérummintákat gy_jtöttünk. A szerológiai 

vizsgálatok megkezdése elQtt a látókörünkbe újonnan került KS betegek HHV-8 

fertQzöttségének igazolására és egy esetleges téves diagnózis kizárásának érdekében a 

diagnosztikus vagy terápiás célból eltávolított friss szövetmintákból is elvégeztük a HHV-8 

elQzetes kimutatását. A formalinos fixálás elQtti szövetmintákból így minden esetben ki 

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

 

 A Kaposi szarkómás betegek (n=16) szérummintáit ezután a metodikai részben leírtak 

szerint megvizsgáltuk LANA, sVCA és gp35-37 antigének elleni IgG típusú ellenanyagok 

jelenlétére. Az egészséges véradók körében az anti-LANA IgG ellenanyagok kimutatását 

összesen 1089 véradó szérum mintáiból határoztuk meg. A struktúrantigének elleni IgG 

ellenanyagokat ugyanezen 1089 véradó egy kisebb véletlenszer_en kiválasztott 482-fQs 

csoportjában határoztuk meg. Továbbá 29 gyermek (1-14 év) savómintáit is megvizsgáltuk 

HHV-8 specifikus IgG típusú antitestek jelenlétére. A könyebb áttekinthetQség kedvéért a 

különbözQ csoportokban kapott szerológiai eredmények egy közös (3. táblázat) táblázatban is 

szerepelnek. 

 

 Az általunk vizsgált Kaposi szarkómás betegek mindegyike szeropozitív volt legalább 

egy HHV-8 antigénre. A Kaposi szarkómás betegcsoportban az ellenanyagok elQfordulása az 

alábbiakban alakult: 93.7% (15/16) az anti-LANA, 87.5% (14/16) a K8.1 antigén elleni és 

68.7% (11/16) az orf65 karboxyterminális antigénre specifikus ellenanyagok esetében. A két 

különbözQ orf65 antigén ELISA a Kaposi szarkómás betegcsoportban azonos eredményt 
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adott. Az anti-LANA ellenanyagok titere a Kaposi szarkómás páciensek esetében 640 és 

10240 között, átlagosan 2560 volt.  

 
 Az anti-LANA specifikus IgG ellenanyag prevalenciája az egészséges véradó 

csoportban 1,56%-nak (17/1089) adódott. Az anti-LANA ellenanyagok titere a véradók 

esetében 40-1280 közötti tartományban fordult elQ, átlagosan 120 volt. A rekombináns K8.1 

antigén ellen 1,24%-ban (6/482) detektáltunk IgG ellenanyagot a véradók szérummintáiban. 

A rekombináns orf65 kapszid antigén esetében 1,45%-ban (7/482) kaptunk pozitivitást. Az 

orf65 peptid ELISA-ával csak 0,83%-ban (4/482) kaptunk Western-blottal is megerQsíthetQ 

pozitivitást. A két orf65 antigén ELISA eredményei jól fedték egymást, ugyanis az orf65 

peptid antigén ELISA-ával detektált 4 pozitív esetbQl 3 a rekombináns orf65 antigénnel is 

pozitív volt. Összesen 1,65%-ban (8/482) tudtunk valamelyik orf65 antigén ELISA-ával 

sVCA ellenes IgG ellenanyagot detektálni. Ugyanannak a 482 véradónak az esetében, akik 

mintáiból az ELISA méréseket is elvégeztük az anti-LANA szeroprevalencia 1,87%-nak 

adódott (9/482). A véradók csoportjában a négy módszerrel összességében 3,52% (17/482) 

volt a HHV-8 specifikus IgG ellenanyagok prevalenciája. A 17/482 HHV-8 szeropozitív 

egyénbQl 14 férfi és 3 nQ, átlagos életkoruk 39,58 év. A szintén 17 anti-LANA pozitív 

egyénbQl 13 férfi és 4 nQ, átlagos életkoruk 42,7 év. Ha az eredeti nemi arányokat figyelembe 

vesszük, akkor a szeroprevalencia a férfiakban több mint duplája a nQkének (1,9% vs. 0,9%) 

az anti-LANA és majdnem háromszorosa (4,7% vs. 1,6%) az összesített szeroprevalencia 

tekintetében. A szeropozitív véradók között tapasztalt nemi megoszlás hasonló volt a vizsgált 

klasszikus KS betegcsoportéval, ahol 16-ból 13 férfi, de a KS csoport kora szignifikánsan 

magasabb volt a szeropozitív véradókénál (T-próba, p<0,05). 

 
 Az 1-14 éves kor közötti gyermekek esetében egyik módszerrel sem tudtunk HHV-8 

specifikus IgG ellenanyagot detektálni. 

 
3. Táblázat: HHV-8 szeroprevalencia értékei különbözQ vizsgálati csoportokban 
 

anti-sVCA anti-K8.1  anti-LANA Csoport Összesített HHV-8 

szeroprevalencia Peptid Rekomb.  prevalencia Titer (átlag) 

KS 100%   (16/16) 11/16 11/16 14/16 15/16 640-10240 (2650) 

véradók 3,52%  (17/482) 4/482 7/482 6/482 9/482 

17/1089 

40-1280      (120) 

gyermekek 0%       (0/29) 0/29 0/29 0/29 0/29 - 
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 A KS csoportban és a szeropozitív véradókban a különbözQ antigének elleni 

ellenanyagválasz megoszlását a 7. ábra mutatja. A 16 KS beteg közül 10 szérumában 

mindhárom vizsgált antigén ellen és 14 esetében legalább két antigén ellen tudtunk anitestet 

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

 

 A 17 szeropozitív véradó esetében, amelyeknél elvégeztük a vizsgálatot mindhárom 

antigénnel, a különbözQ antigénekre adott specifikus ellenanyagválaszokat kisebb összhang 

jellemzte a Kaposi szarkómás csoportéhoz képest. Két esetben tudtunk csak kimutatni 

mindhárom antigén ellen egyidej_leg IgG ellenanyagot. A kettQs pozitivitás is csak 3 esetben 

fordult elQ, jellegzetesen a K8.1 specifikus ellenanyagok meglétével. Az anti-LANA 

ellenanyag és az anti-sVCA ellenanyag 5-5 esetben, csak önmagában volt detektálható (7. 

ábra). 

 

 
7. Ábra: Kaposi szarkómás betegek és a szeropozitív véradók ellenanyagválaszának megoszlása 

antigénenként. A számok a körökben ill. a körök metszeteiben megadják a szeropozitív 
esetek számát az adott antigénre/antigénekre. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Kaposi szarkómás páciensek (n=16)   Egészséges véradók (n=17) 

 

 

 

 Az egészséges véradók és gyermekek ellenanyagainak koreloszlása az összes adat 

figyelembevételével a 8. ábrán látható. Általánosságban elmondható, hogy a HHV-8 

specifikus ellenanyagok prevalenciája a növekvQ életkorral fokozatosan emelkedQ tendenciát 

mutat függetlenül a vizsgálatban használt antigéntQl.  
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8. Ábra: HHV-8 antigénekre specifikus IgG ellenanyagok koreloszlása (14 gyermek, 482 véradó, 
anti-LANA esetén 1089 véradó eredménye alapján.) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Amikor az ellenanyagok koreloszlását csak annak a 482 véradó adatainak felhasználásával 

ábrázoljuk, amelyeknél mindhárom antigénnel elvégeztük a szerológiai vizsgálatot, hasonló 

jelenséget figyelhetünk meg a kumulatív HHV-8 szeroprevalenciára is (9. ábra). Érdekesség, 

hogy a legidQsebb korcsoportban a különbözQ antigének ellen kialakult ellenanyagválasz 

teljes összhangban van. A korcsoportokban levQ pozitív esetek alacsony száma és a primer 

infekció ismeretlen ideje azonban nem teszi lehetQvé, hogy ebbQl komolyabb következtetést 

vonjunk le. Talán egy hipotézis szintjén érdemes megfogalmazni, hogy elképzelhetQ az egyes 

antigénekre adott ellenanyagválaszok alakulása között idQbeli különbség, mint ahogyan arra 

az EBV-nél is van példa. Itt jegyezem meg, hogy a HHV-8 fertQzés szerológiai 

nyomonkövetése egészséges immunkompetens egyének esetén még nem történt meg. Ennek 

egyik nyílvánvaló oka, hogy a primer HHV-8 fertQzéshez nem társul klinikai tünet egészséges 

emberekben, így a természetes fertQzés idejének meghatározása nehézkes. 

 

9. Ábra: HHV-8 antigénekre specifikus IgG ellenanyagok koreloszlása (482 véradó eredménye). 
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 Az anti-LANA szerológia eredménye elegendQ elemszámúnak bizonyult regressziós 

analízis elvégzésére. Az 1089 véradó anti-LANA szeroprevalenciájának regressziós analízise 

szerint a növekvQ életkor alacsony mértékben, de statisztikailag szignifikánsan pozitív 

hatással van a szeroprevalenciára (OR=1.05/év, CI:1.0005-1.1069, p=0.048). Az idQsebb 

korcsoportokban megfigyelt egyre magasabb HHV-8 szeroprevalenciát más tanulmányok 

szintén leírták, pl. a magasabb HHV-8 szeroprevalenciájú itáliai lakosság esetében is (Calabro 

és mtsai., 1998). Nehéz elképzelni, hogy az 50 év feletti korosztályok magasabb szexuális 

aktivitása volna ennek a szeroprevalencia emelkedésnek az oka. Ez a jelenség ráirányítja a 

figyelmet, hogy a HHV-8 terjedése az alcsony prevalenciájú területeken sem kizárólag a 

szexuális útra korlátozódik. Ennek nem mond ellent az, hogy a szintén alacsony HHV-8 

prevalenciájú Egyesült Államokhoz hasonlóan (Blauvelt és mtsai., 1997), nálunk is csak a 

pubertáskor utánra tehetQ az esetleges vírusfertQzés bekövetkezése. Ez csak rávilágít a nem 

genitális mucosális útvonalnak a szexuális transzmissziónál alacsonyabb átviteli 

frekvenciájára. 

 Azt a jelenséget, hogy a férfiak és a nQk között a HHV-8 szeropozitivitás a férfiak 

javára magasabb, más népességek körében végzett tanulmányok is leírják (Whitby és mtsai., 

1998, Manns és mtsai., 1998). A prosztata, mint lehetséges rezervoár (Monini és mtsai., 

1996), a nemek közötti eltérQ fogékonyság a vírusfertQzésre és ezzel összefüggésben a 

fertQzés eltérQ lefolyása (perzisztencia, lítikus reaktiválódási epizódok) szintén szerepet 

játszhatnak ennek kialakulásában, és korántsem biztos, hogy ez a jelenség valós prevalencia 

viszonyokat tükröz. 

 A szeropozitív véradók átlagos életkora, a szeropozitívitás idQsebb korcsoportokra 

jellemzQ moderált emelkedése ellenére is, statisztikailag jelentQsen alacsonyabb a klasszikus 

KS csoport átlagos életkoránál (t-próba, p<0,05). A véradók és a KS csoport 

szeroprevalenciája közötti szignifikáns különbség (Fischer egzakt próba, p<0,01) azonban 

nem a két csoport különbözQ kormegoszlásában keresendQ, ugyanis a regressziós modell 

szerint a klasszikus KS tipikus korának megfelelQ 60-80 éves korosztály becsült anti-LANA 

szeropozitivitása 4,8-13% közé tehetQ, a KS csoport 94%-os anti-LANA szeropozitivitásával 

szemben.  

 Az egészséges véradók és a Kaposi szarkómás betegek anti-LANA titereinek 

szignifikáns különbsége (Mann-Whitney, p<0,001) a Kaposi tumorra jellemzQ intenzív 

LANA expresszióra vezethetQ vissza (Katano és mtsai., 1999, Dupin és mtsai., 1999, 

Rainbow és mtsai., 1997). Az anti-LANA titer szignifikánsan alacsonyabb volta az egyéb 

rákos betegségben szenvedQ HHV-8 szeropozitív, de nem Kaposi szarkómás betegekben is 
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kimutatható a KS betegek magas anti-LANA titeréhez képest (Sitas és mtsai., 1999). Az anti-

LANA titer nem egyszer_en a vírusexpozíció, hanem sokkal inkább a LANA-t expresszáló 

sejtek számának lehet a függvénye. Valószín_leg az anti-LANA ellenanyag titerének 

prognosztikai jelentQsége is van a klasszikus KS esetében. 

 A klasszikus KS-nak az 50 évnél idQsebb kor, egyidej_ HHV-8 szeropozitivitással 

jelentQs rizikótényezQje (OR=56,7, CI: 4,67-687,7, p<0,0016). Az eredményeink, hovatovább 

úgy is értelmezhetQk, hogy a klasszikus KS kialakulása a HHV-8 fertQzés hosszú inkubációs 

idej_, ritka idQskori következménye. Ez utóbbi ráadásul teljesen egybevág a klasszikus 

Kaposi szarkómáról ismert képünkkkel. Hasonló megállapításra jutottak más tanulmányok is 

(Kowalczik és mtsai., 1998, Simonart és mtsai., 1999, Cerimele és mtsai., 2000). Ez alapján is 

és a KS többi epidemiológiai formája alapján is nyugodtan levonhatjuk azt a következtetést, 

hogy a HHV-8 opportunista pathogén. 

 

 A véradók csoportjában dokumentált 3,5%-os magyarországi HHV-8 szeroprevalencia 

érték jól beleillik abba a geográfiai gradiensbe, ami a Közép-Afrika 30-70% (Gao és mtsai., 

1996b, Gessain és mtsai., 1999)- mediterrán országok 10-30% (Calabro és mtsai., 1998, 

Whitby és mtsai., 1998)- Nyugat -Európa 1-5% (Marcelin és mtsai., 1998, Tedeschi és mtsai., 

1999, Simpson és mtsai., 1996)- vonalon tapasztalható a HHV-8 szeroprevalenciáját illetQen. 

Mindazonáltal ez a jelenlegi adat is valószín_leg alacsonyabb a teljes lakosságot jellemzQ 

átfertQzöttségi szinttQl, ha figyelembe vesszük azt, hogy a véradók koreloszlása a fiatal-

középkorú csoportok tekintetében kissé túlreprezentált az idQsebb korosztály rovására. 

Mindent összevetve a valós átfertQzöttséget az egész lakosságra vonatkoztatva legalább 5%-ra 

becsülhetjük. 
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ÖSSZEFOGLALÁS 

 

 

 Az általunk végzett munka további adatokat szolgáltatott a HHV-8 és Kaposi 

szarkóma ismert szoros kapcsolatához. A vírust sikerrel mutattuk ki a hazai klasszikus Kaposi 

szarkómás betegek archivált biopsziás mintáiban. Az egy beteghez tartozó különbözQ 

mintákban a vírusnak ugyanazon variánsát mutattuk ki. Szerológiával is igazoltuk a Kaposi 

szarkómás betegek HHV-8 fertQzését. 

 A véradók körében végzett szerológai vizsgálataink alapján a HHV-8 Magyarországon 

csak alacsony mértékben, de legalább 3,5 %-ban elQfordul a populációban. A vírusellenes 

ellenanyagokat a pubertáskor után tudtuk a szérummintákban kimutatni. Az idQsödQ korral 

párhuzamosan a HHV-8 szeroprevalencia moderáltan emelkedik. A HHV-8 transzmissziós 

útjai közül a genitális és nem genitális mucosális útvonal szerepét tartjuk fontosnak a 

magyarországi epidemiológiai helyzet kialakításában. A férfinépesség közel háromszoros 

szeroprevalenciája a nQkéhez képest felveti a vírusfertQzés lefolyásának különbségét is a két 

nem között. Nem ismertek azonban egyelQre azok a faktorok, amelyek alapján egyértelm_en 

prognosztizálni lehetne az egészséges vírushordozókban a betegség kialakulását. FeltehetQen 

az anti-LANA ellenanyagok titerének prognosztikai jelentQsége van a klasszikus Kaposi 

szarkóma kialakulásában és lefolyásában.  

 Még ha a klasszikus Kaposi szarkóma nem is gyakori és legtöbbször nem is az életet 

veszélyeztetQ lefolyású megbetegedés, az immunszupresszióhoz társult iatrogén Kaposi 

szarkóma lehetQsége miatt, az alacsony HHV-8 szeroprevalencia jelentQsége nem 

lebecsülendQ. 
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