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IRODALMI ATTEKINTES

A HHV-8 taxonomiaja, morfologiaja, 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
herpesyvirus) elnevezés is széles korben ismert és hasznalt. A Nemzetkdzi Virustaxondmiai
Bizottsag ajanlasa alapjén a hivatalos megnevezés a human herpeszvirus-8 (HHV-8). A HHV-
8 rendszertanilag a y-herpeszvirusok alcsaladjanak rhadinovirus genuséba tartozik.

A virus felépitése a herpeszviruscsalad jellegzetességeit mutatja. A virion legbelsd
rétege 'core' dupla szali linearis DNS molekulat tartalmaz egyszeres kopiaszdmban az
ikozahedralis kapszidstruktiraba zarva, melyet az amorf 'tegumentum' dllomény vesz koriil és
legkiviil a peplon borit. Ehhez hasonlé herpeszvirusszerti partikuldkat Kaposi szarkdmabol
szarmazo biopszids mintadkban mar jéval a HHV-8 felfedezése el6tti idoben leirtak, melyeket
akkor cytomegalovirusnak gondoltak. A virion atmérdje a peplonnal egyiitt koriilbeliil 140
nm.

A virusgenom architektirajanak jellegzetességei az alabbiak. A kettdsszalt DNS
genom 140 kilobazis hosszisagi Osszefiiggd egyedi szakasza (LUR, long unique region)
tartalmazza az Osszes kodold régiot. A LUR mindkét végén szomszédos egy-egy valtozd
hosszlisagu termindlis repeticioval (TR), melyben hozzavetdleg egy 800 bazispar hosszisagu
nagy G:C tartalmt (84%) szakasz ismétlédik 25-40-szer mindkét végen. A teljes HHV-8
genom hossza igy koriilbeliil 165 kilobazis. A LUR legnagyobb belsé része genetikailag
nagymértékben konzervalt, mindossze 0,1%-os variabilitast irtak le. Azonban a LUR a jobb
¢s 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. A genom jobb végén
levé orfK 15 szekvenciakiilonbsége alapjan a bal végen talalhatd variabilitastol fiiggetlentil két
variansrol (P, M) beszélhetiink.

A LUR feltehetéen 80-ndl is tobb kiilonféle polipeptidet kddol, melyek koziil szamos a
herpeszvirusokra jellegzetes replikacios enzimek, szabalyozo- €s struktirfehérjék homologja.
A legkdzelebbi human homoldg lymphocryptovirus alcsaladba tartozé6 EBV-vel kozos régiok
homoloégidja 60-70%-0os DNS szinten. A LUR tovabbi jellegzetessége, hogy cellularis
génekkel homoldg kodolo szakaszokat is tartalmaz srtukturdlisan blokkoba tomdriilve a

virusgenom repetitiv elemeket tartalmazo szakaszai kozelében.



A HHV-8 szerepe a Kaposi szarkomaban

A Kaposi szarkéma maga egy vascularis eredeti tumor, melynek sokaig valodi tumor
volta is vitatott volt. Klinikailag a Kaposi szarkdma 1¢zok legtobbszor multiplex formaban
jelentkeznek a boron vagy nyalkahartydkon folt, plakk és tumor stddiumot kiilonboztetve
meg. A 1¢ézidk egymastol fiiggetleniil progredidlhatnak, illetve mutathatnak regresszidt. A
klinikum az egyes epidemiologiai formak kozott - klasszikus, iatrogén, afrikai endémids és
AIDS-hez tarsult Kaposi szarkoma- mutat 1ényeges eltéréseket, de az egyes formakon beliil
jellegzetességeket is. Szovettanilag a Kaposi szarkoma megnytlt endothelsejtekkel hatarolt
atipikus neoangiogenezissel, mononuklearis infiltradtummal, extravazalis vorosvértestekkel,
késébb orso alaka sejtek proliferacidjaval jellemezhetd. A 1€zi6 neoplasztikus
komponensének a legvalosziniibben endothelialis eredetii orsosejteket tartjak.

A Kaposi szarkdma valamennyi staddiumaban és epidemioldgiai formajadban igen
magas aranyban (100-95%) lehet a HHV-8 jelenlétét igazolni. Kaposi szarkéma (KS)
1ézidkban a HHV-8 DNS ¢és RNS lokalizaciojanak vizsgalatat in situ technikakkal végezték
el. A virusra specifikus nukleinsavakat detektaltak a tumorra jellemz6 orsosejtekben, atipikus
endothelidlis sejtekben valamint a tumorban szintén eléforduld mononukledris sejt
infiltritumban is. A tumor stadiumu lézidkban dominansan jelenlévd orsosejtek a HHV-8
genomot cirkularis episzomalis formaban hordozzak a sejtmagban. A Kaposi tumorban
azonositott latens transzkriptek koziil a latens nuklaris antigén-1-t (LNA-1) koédolo orf73, a
viralis ciklint kodolo orf72, a virdlis FLIP-et kddold orf71 és a kaposint kédold orfK12 RNS
szakaszait mutattak ki. A Kaposi szarkéma lézioban jelenlévé monocyta eredetii sejtekben és
az orsosejtek 2-5%-aban litikus ciklus fordul eld. A kovetkezOkben a teljesség igénye nélkiil,
ezen latens géntermékek és az angiogenezis gondolatkor mentén kivalasztott néhany litikus

géntermék lehetséges szerepét tekintem at a Kaposi szarkoma kilakulasaban.

Orf73/LNA-1

A HHV-8-at latensen hordozo sejtekben az orf73 altal kddolt latens nuklearis antigén-
1 (LNA-1) expresszidja egy tricisztronalis RNS molekularol torténik. Maga az RNS-
transzkript sorrendben a LNA-1, v-ciklin, v-FLIP koédol6 szakaszokat tartalmazza.

Immunfluoreszcens és immunhisztokémiai vizsgalatok szerint a LNA-1 specialis

nukledaris testekbe koncentralddik ¢€s jellegzetesen pottyds mintdzatot mutat a sejtmagon beliil.



A virusgenom elhelyezkedése a latensen fert6zott sejtek magjaban a LNA-1 reaktiv helyekre
korlatozddik (co-localisatio). A LNA-1 egy doménje a virusgenomot koti, mégpedig a
H1-hez képes kapcsolodni. A sejtosztddaskor a LNA-1 biztositja a virusgenom episzomalis
fennmaradésat a leanysejtekben. Minden valoszintiség szerint a LNA-1-nek egyéb szerepe is
van a latens virusreplikacid inicidlasdban és folyamatdban. Ahogyan a DNS tumorvirusoknal,
ugy a HHV-8-ndl is megtalalhat6 a tumorszupresszor fehérjék inaktivalasanak mechanizmusa.
A HHV-8 esetében a p53 potens transzkripcids aktivitdsat éppen a LNA-1 képes gatolni. A
LNA-1 p53 interakci6é eredményeképpen a p53 indukalta apoptdzis is gatlédik experimentalis
rendszerekben. Ahogyan az emlitett paldakbol kitlinik a LNA-1-nek alapvetd szerepe van a

virus latens perzisztencidjanak fenntartasaban és ezzel 6sszefiiggésben az onkogenezisben is.

Orf72/v-ciklin

A virdlis ciklin a D tipust celluldris ciklinekkel mutat homologiat. A hasonlatossag
funkcionalis értelemben is fennall. A normalisan cellularis D-ciklinek altal aktivalt ciklin
dependens kindzokat (cdk6/cdk4) a v-ciklin is képes aktivalni. Azonban a v-ciklin/cdk6
komplex rezisztens a cdk inhibitor proteinek gétldé hatdsara. A v-ciklin/cdk6 komplex képes
az Rb fehérje inaktivalasara annak foszrorilaldsaval. A foszforilalt Rb fehérje mar nem képes
az E2F transzkripcids faktorok kotésére, amelyek az S-fazisba torténd atmenethez sziikséges
gének transzaktivalasaért felelések. Minden bizonnyal a v-ciklin a normalis sejtciklus
szabalyozasanak megzavarasaval hozzdjarulhat a G;-S fazisdtmenet felgyorsitasdhoz,

valamint fokozott sejtproliferaciohoz.

Orf71/v-FLIP

Az orf71 altal kodolt virdlis FLIP (Flice/caspase-8 inhibitory protein) a cellularis és
mas virusok viralis FLIP-jeihez hasonléan két DED (death effector domain) homoldgot
tartalmaz. A HHV-8 v-FLIP képes a CD95/Fas receptor utvonalon bekdvetkezd apoptotikus
szignal gatlasara. A HHV-8 v-FLIP sejthalalt géatlé hatdsa mind a szolubilis mind a
membranhoz kotott Fas ligand éltal bekovetkezd caspase-8 aktivalodasra fennall. Tovabba a
v-FLIP transzdukalt sejtvonalak tumorigenitasa fokozott a v-FLIP negativ kontrolléhoz képest
immunkompetens egérmodellben. Az experimentalis tumormodellben a v-FLIP expresszio

csokkenti az intratumoralis apoptétikus sejtek aranyat. Mindezek alapjan feltételezhetd, hogy



a v-FLIP a Kaposi szarkéma esetében a tumorsejtek védelmét szolgalhatja a sejtes immunitas
effektor sejtjeivel szemben ¢és végsd soron a daganatndvekedés progresszidjadhoz jarulhat

hozza.

OrfK12/kaposin

Az orfK12-rdl atirodd RNS jelen van a KS orsosejtjeiben. Az éltala koédolt mindossze
60 aminosavnyi hidroféb fehérje a kaposin. A kaposin gén Oonmagaban elegendd patkany
differencialt, vaszkularis tipusi tumort hoznak Iétre timuszmentes egér subcutan
injektalasaval. A kisérletes koriilmények kozott bizonyitott, kaposint jellemzd onkogén
potencial minden bizonnyal szerepet jatszik a Kaposi szarkoma kialakuldsaban ¢és

fenntartasaban is.

A HHYV-8 és az angiogenezis, litikus gének

A herpeszvirusokra jellemz6 produktiv virustermeléssel jaré ciklus leggyakrabban a
sejt lizisével jar (litikus ciklus elnevezés). A KS 1ézidban a sejtek kb. 5%-aban detektalhatok
litikus transzkriptek. Ezek a sejtek a mai tuddsunk szerint pusztuldsra vannak itélve, igy nem
szerepelnek a 1¢zi6 proliferdld sejthanyadaban. A litikus ciklusban aktiv gének azonban
meglep6 modon, de mégis hozzajarulhatnak a Kaposi szarkéma 1¢€zi6 kilakuldséhoz.
Pontosabban azok a litikus géntermékek, amelyek valamilyen modon parakrin hatassal birnak
a kornyezetilkkben levd tobbi sejtre. Az aldbbiakban ismertetem azokat a litikus
géntermékeket, melyek minden bizonnyal ezen a mddon szerepet jatszanak a KS

kialakuldsaban.

Orf74/v-IL-8R

A HHV-8 orf74 szekvencidja alapjan a cellularis IL-8 receptor (IL-8R) homologja. Az
eddig ismert cellularis és viralis kemokin receptoroktol eltéréen a v-IL-8R agonistatol
fiiggetleniil konstitutiv moédon aktiv. Ennek eredményeként a v-IL-8R kemokin stimulécio
nélkiili jelatviteli folyamatot tart fenn, melynek eredménye fokozott sejtproliferacid. A viralis-
IL-8R-t stabilan kifejez6 sejtvonalak tumorigenikusak nude egérben, jellegzetesen vascularis

tumor fenotipussal. A v-IL8R transzgén egérben a Kaposi szarkdmahoz nagymértékben



hasonl6 vascularis szarkéma fejlodik ki. Ezek a hatasok fenotipusosan ugyan nagymértékben
a KS-ra emlékeztetnek, mégsem valdszinii, hogy a v-IL-8R kozvetleniil jataszana szerepet a
vannak itélve. Sokkal inkdbb az emlegetett parakrin hatas jelentdsége érhetd tetten, hiszen a

viralis kemokin receptor homoldgot kifejezd sejtek emelkedett VEGF szekréciot mutatnak.

v-MIP-ek

A HHV-8 genom harom szakasza is a cellularis makrofag inflammatoérikus protein lo-
val (MIP) homolég viralis fehérjéket (v-MIP-I-1I-1IT) kodol. A v-MIP-I és -II embrionalt tojas
chorioallantoismemranjan erdteljes erdjdonképzddést indukal. A v-MIP-II szelektiv T-helper-
2 (Th-2) kemoattraktans hatasarol is beszamoltak. Ujabb adatok szerint a v-MIP-III is
rendelkezik neangiogenetikus és Th-2 kemoattraktans hatdssal. Valoszinlileg a tumorra
elsésorban jellemzé Th-2 tipust infiltracié is a v-MIP-ek leukocyta migraciot befolyasolo
hatdsara vezethetd vissza. Elképzelhetd, hogy ezen hatds a virussal fert6zott tumorsejtek
esetében az antiviralis immunvalaszt elkeriild stratégianak is része. Nagy valdszinliséggel a
viralis-MIP-ek parakrin hatdsa hozzajarul a f6leg korai Kaposi-lézidra szovettanilag

jellegzetes érajdonképzddéshez.

Endothelsejtek transzformacioja HHV-8-cal

Human koldokvénabol szdrmazd endothelkulturdk HHV-8 fert6zést kovetden nem
mutatjak a nem fert6zott kultirakra jellemzd szeneszcencidt, hanem immmortalizalédnak. A
fertézott kultira sejtjei az aktivalt endothel sejtfelszini markereit mutatjdk, az orsosejtekhez
hasonlé morfologiat vesznek fel, transzformaldodnak. A sejteknek fokozott a telomeraz
aktivitdsa és lagy agarban koloniaképzd képességlieck. A fertdzés utan bekdvetkezd
transzformacio folyamata részleteiben még nem ismert, de a VEGF-receptor-2 szintjének
csokkenése a nem fertdzott kultirakkal sszehasonlitva elmarad. A transzformalt umbilikalis
endothelkultara érdekessége, hogy a kultiraban a sejtek 100%-a mutatja a megvaltozott
morfologiai jegyeket, mig kimutathatéan csak a sejtek néhany szézaléka tartalmazza a virus
genomjat és viralis antigéneket. Ez a jelenség ismét felveti a parakrin mechanismusok
fontossagat.

Amennyiben HPV16 E6-E7 génekkel transzdukalt huméan dermalis microvascularis

endothelidlis sejtkultarat fertéznek HHV-8-cal az in vitro megfigyelt transzformaci6 szintén



lezajlik, azzal a kiilonbséggel, hogy a sejtek orsosejtszera morfologivaltozasa a sejteknek csak
a HHV-8 virusgenomot tartalmazé ¢és latens virusantigéneket expresszalo sejtjeire
korlatozoédik. A  HHV-8-cal nem fert6z6dott sejtek megtartjdk  utcakdvezetszerii
morfoldgiajukat. A dermalis microvascularis endothelkultirdban azonban a KS tumorhoz
hasonldan a sejtek alacsony szazalékaban spontan produktiv ciklus figyelhet6 meg, melynek
eredménye a HHV-8 fertdzés fokozatos kiterjedése a kultura minden sejtjére. A fentebb
ismertetett kisérletes eredmények alapvetd bizonyitékul szolgalnak a HHV-8 transzformald
képességérol, valamint a HHV-8-cal transzformalt endothelkultarak a virus onkogenitasdnak

experimentalis bizonyitasara szolgalhatnak allatmodellben.

A HHV-8 és egyéb korképek

A HHV-8 genomjat és kiilonb6z6 antigénjeit a nagyon ritka testiiregi lymphomaban
(body cavity based lymphoma/ primary effusion lymphoma) és a multicentrikus Castleman-
syndroma plasmasejtes tipusdban is ki lehet mutatni. Ezen betegségek kialakuldsiban is
egyértelmii szerepet tulajdonitunk a HHV-8-nak amely néhany részletében megegyezik a
Kaposi szarkdmanal leirtakkal, de ugyanakkor alapvetd kiilonbségek vannak (pl. v-IL-6, v-
IRF, LANA-2). A HHV-8 kutatas a testiiregi lymphomanak azonban 6riasit koszonhet, hiszen
a lymphomabol szarmazd in vitro kultirdban konnyen fenntarthatd sejtvonalak latens

episzémalis formaban hordozzék a HHV-8-at.



A HHV-8 epidemiologiaja

A HHV-8 epidemiologidjanak megismerésében a virusellenes ellenanyagok
detektalasa adja meg a valods helyzetet leginkabb tiikr6z6 képet. A szerologiai megkozelités
megkivanta a HHV-8 antigénjeinek karakterizalasat ¢s egyre érzékenyebb ¢€s specifikusabb
mérdmodszerek kidolgozasat. Az aldbbiakban roviden 6sszefoglalom azokat a fontos HHV-8

antigéneket, amelyekre mai tudasunk szerint a virus szeroldgiai vizsgélatat alapozzuk.

A HHV-8 fontos szerologiai antigénjei

LANA

crer

8-at latens episzomalis formaban hordozo6 testiiregi lymphomasejtek (mint pl. BC-1, BCBL-1)
szolgaltak antigéniil indirekt immunfluoreszcens ¢és Western-blot vizsgalatokban. Ezen
vizsgalatok soran a biztosan HHV-8 fertdzott Kaposi szarkomas betegek 80-90%-anak savoi
egy jellegzetesen nukledris pottyozottséget adod fluoreszcenciat produkaltak. A LANA
rovidités ezt a specifikus morfologiaji immunreakciot ado latens virusfertézésre jellemzo
feltételezetten nem egységes nuklearis antigéncsoportot jeldli (latency associated nuclear
antigens). Masok leirtak a testiiregi lymphomasejtek nuklearis extraktjdban Western-blot
technikéval szintén a Kaposis savok 80-90%-a altal felismert 226-234 kDa antigénkettdst. A
226-234 kDa nuklearis antigén elleni antitestek megjelenése megelézte a késobbi Kaposi
szarkoéma kialakulasat HIV fert6zott személyekben. Késdbb igazolodott, hogy a 226-234 kDa
antigénkettdst az orf73 kodolja és az ujonnan LNA-1-nek (latent nuclear antigen-1) keresztelt
antigén immunfluorescens morfologiaja megegyezik a LANA-éval. A LANA/LNA/LNA-1
elnevezéseket mara a tudomanyos kozlemények tobbsége egymas szinoniméjaként hasznalja a
tobb munkacsoport altal is igazoltan orf73 altal kédolt antigénre. Mivel az orf73-nak mas
human herpeszvirusokban nincsen homoldgja ezért az anti-LNA-1 ellenanyag a HHV-8
fertdzés specifikus szerologiai markere. A Kaposi szarkomas egyének anti-LANA pozitiv
savol  leggyakrabban az antigén karboxiterminalis végével reagalnak. Linedris
epitoptérképezéssel kimutattak a fehérje mas részén is epitdpokat. Valdszinli, hogy
Eppen ezért az egész LANA-t hasznalo anti-LANA immunfluoreszcencia egyszeriisége a

modszer minddssze 70-80%-osra becsiilt szenzitivitdsa ellenére a mai napig a HHV-8



szerologia alapjaként szolgél. Foként a kiilonb6z6 munkacsoportok eltérd etnikai, foldrajzi
csoportokban végzett eredményeinek 0sszevetéséhez nyujt elengedhetetlen tampontot az anti-

LANA szerologia.

sVCA

crer

kapnak a virdlis strukturdlis antigének. AZ EBV azonban nem csak tadmpontot, hanem
problémat is jelentett a HHV-8 szeroldgiai vizsgélatdhoz, hiszen az EBV-vel val6 nagyfoka
homologia a szerologiai keresztreakciok lehetdségét veti fel. Egyes strukturdlis antigének,
mint példaul az EBV orfBcLF1 altal kodolt nagy kapszid fehérjéje a HHV-8 homoldgjaval az
orf25 altal koédolt hasonld antigénnel 50%-ban azonos és a kettd kozott dokumentalt
szerologiai keresztreakciora van példa. Olyan anti-litikus immunfluoreszcens probakban, ahol
a savot alacsony higitdsban vizsgaljdk forbol észterrel indukalt, litikus antigéneket
expresszalo, testiiregi limfomasejteken az alacsony szérumhigitds nagyban megnodveli a
keresztreakciok lehetdségét és ellentmondasos adatokat eredményez. EBV orfBFRF3 Ailtal
koédolt kis viruskapszid antigén (sVCA, small virus capsid antigen) ellen megjelend
ellenanyagok diagnosztikus értékiick az EBV fertézés bizonyitasaban. A HHV-8 sVCA-t
koédolé orf65 az EBV orfBFRF3-al mutatott homologidja alacsony foku, kiilondsen az
orfBFRF3 sVCA fontos szeroldgiai epitopokat hordozo karboxiterminélis végén. A HHV-8
sVCA 22kDa tomegl strukturalis fehérje és az EBV orfBFRF3 sVCA-hoz hasonldan szintén
jo immunogén. A szerologialilag fontos epitopok a HHV-8 sVCA esetében is a polipeptidlanc
karboxitermindlis végén helyezkednek el. A HHV-8 orf65 karboxiterminalis antigénnel nyert
szerologiai eredmények kiegészitik az anti-LANA IFA-val nyert adatokat és a két antigén
egylttes hasznalataval pontosabban jellemezhet6 a virus szeroepidemiologidja. Az HHV-8
orf65 karboxiterminalis antigénjét mind rekombinans, mind peptid antigén formatumban az
anti-LANA IFA-hoz hasonléan igen széles korben hasznaljdk szeroepidemioldgiai

vizsgalatok céljabol.

gp35-37

A forbol-észterrel indukalt testiiregi lymphoma sejtek cDNS konyvtarainak

immunologiai tesztelése Kaposi szarkomas betegek savoival az orfK8.1-et azonositotta egy

dominans litikus antigént kodol6 szakaszként. Az orfKS8.1-rol atirt RNS érése soran harom



mRNS képzddik (K8.1a, K8.p, K8.1y). A litikusan indukalt BCBL-1 sejtekben a K8.1[3-rol
transzlalodo antigén a 35-37 kDa tomegli glykoprotein természetii antigénkettds a gp35-37. A
228 aminosavbol allo polipeptidlanc az aminoterminalis részén egy rovid szignalpeptid
szekvenciat, négy N-glykozildcidos hellyel bird kozépséd extracelluldris domént, egy
transzmembran domént és a karboxitermindlis végén egy rovid citoplazmikus szakaszt
tartalmaz. A  KS8.1 antigén a litikusan indukalt testiiregi lymphomasejtek
citoplazmamembranjan és a virion membranjanak kiilsé felszinén megjelenik. Az antigén
viruspartikuldba épiilt formaja azonban 68-72 kDa tomegii. A K8.1 antigén delécios analizise
alapjan a human savok pozitiv reakcioja az orfKS8.1 elsé exonjahoz kotott. Azon beliil is a
szignalpeptid szakszt6l mentes polipeptidlanc N-terminalis 31 aminosavja alkotja a KS8.1
antigén szeroldgialag fontos epitopjait. Az HHV-8 orfK8.1 DNS szekvencidja homologiat
nem, csak poziciondlis analdgidt mutat méas gammaherpeszvirusok genomjaban taldlhato
transzbemran glykoprotein (gp) antigéneket kodold szakaszokkal. Az EBV envelop
gp350/220 antigénje fontos a virus gazdasejthez torténd kotddésében és a virion
internalizaciojaban. Valoszintileg a KS8.1 virion glykoprotein is hasonlé funkcioval
rendelkezik. Valamint a K8.1 envelop antigén specifikus ellenanyagok is feltehetden
neutralizalo hatasuak az EBV anti-gp350/220 ellenanyagokhoz hasonléan. Minden bizonnyal
a rekombinans orfK8.1 antigénen alapuld szerologiai probak még az orf65 antigénen alapuld

szerologiai probak specificitasat is meghaladjak.

Transzmisszios utak

A transzmisszids utak tekintetében a Kaposi szarkoma rizikdcsoportjanak tekintett
HIV pozitiv homoszexuadlis férfiak csoportjdnak emelkedett (kb 30%) szeroprevalencidja a
virus szexudlis uton vald terjedésére irdnyitotta a figyelmet. A HHV-8 szeroprevalenciija,
esetleges szerokonverzid a férfi homoszexualis csoportokban a promiszkuitds mértékének, a
homoszexualis aktivitas idotartamanak és egyes homoszexualis praktikdknak a fliggvénye. Az
STD klinikdak beteganyagainak emelkedett szeroprevalencidja szintén a szexualis atvitel
fontossdgara hivja fel a figyelmet. A heteroszexudlis kontaktus esetében kimutathato
Osszefliggés az emelkedett HHV-8 szeroprevalencia és az iizletszerii szexualis életvitel kozott.

Az Kaposi szarkdma endémias kdzép-afrikai orszagokban azonban mar a pubertaskor
eldtt jelentés mértékli a szeropozitivitds. Ez rairanyitja a figyelmet a horizontalis terjedés
lehetdségére és fontossagara a HHV-8 fertdzés szempontjabdl endémiés teriileteken. Minden

bizonnyal, mas herpeszvirusokhoz hasonléan a nem szexudlis mucosélis utvonal és a nyal is



szerepet jatszik a HHV-8 terjedésében, hiszen a virus DNS kimutathat6 volt oropharyngealis
szovetekben és HIV+ paciensek nyaldban is.

Vérrel, vérkészitményel tortént atvitelre elvi lehetdéség van, hiszen HHV-8-at lehet
detektalni  szeropozitiv véradok mononuclearis  sejtfrakcidjaban is. Az  atvitel
legvalészinibben a magvas sejtfrakciohoz kotott. Ennek megfeleléen a naponta intravénas
kabitoszert hasznalok csoportjdban kimutathaté a HHV-8 magasabb szeroprevalencidja.
Mindazonaltal, a feltehetéen ko6z0s ti hasznalataval tortént atvitel a HIV atvitelénél
valdsziniileg sokkal alacsonyabb frekvenciaju. Ezt tdmasztja ald a HIV pozitiv intravénas
kabitoszert €lvezok csak alacsony mértékben emelkedett Kaposi szarkoma incidenciaja.

A Kaposi szarkdéma transzplantacié utani formajaban a virus grafttal tortént atvitelére

is vannak dokumentalt esetek.
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CELKITUZESEK

Vizsgalataink kezdetekor nem rendelkeztiink adatokkal a HHV-8 jelenlétér6l a magyar
lakossag korében. Munkamnak els6sorban 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 mintadkban a HHV-8
detektalésa.

A Kaposi szarkomas paciensek HHV-8 ellenes humoralis immunvalaszanak

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

A magyarorszagi epidemiologiai helyzet megkozelitése érdekében az egészséges

véradok HHV-8 fertdzésének szerologiai vizsgalata.
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MODSZEREK

Virus DNS kimutatasa, jellemzése

Archivalt, paraffinba agyazott szOvettani blokkokbol mutattunk ki HHV-8 orf26
specifikus szekvenciat nested-PCR modszerrel. Ugyanazon beteghez tartozé tobbszamu minta
esetében a DNS amplimerek egyszali DNS konformécios polimorfizmusanak 6sszehasonlitd
vizsgalatat (SSCP) is elvégeztiik. Néhany esetben az SSCP eredményeket szekvenaldssal

erdsitettiik meg.

Szerologiai vizsgalatok

Az anti-LANA titust IgG ellenanyagokat indirekt immunfluoreszcencids vizsgalattal
(IFA) mutattuk ki HHV-8 pozitiv BCBL-1 sejteken. Strukturalis antigénekre specifikus IgG
ellenanyagok kimutatisara ELISA moddszereket allitottunk be. Az orf65 karboxiterminalis
antigén esetében peptid ELISA és rekombinans antigén ELISA tesztet allitottunk be. Az
eredményeket, a rekombindns antigén segitségével, Western blottal erdsitettiik meg. A
rekombinans KS8.1 antigén ELISA eredményeit, litikusan indukalt BCBL-1 sejtek
segitségével, gp35-37 Western blottal erdsitettiik meg. A peptid antigént magunk
szintetizaltuk Fmoc kémiaval. A rekombindns antigéneket kdédold plazmidokat a megfeleld
szakaszok DNS ill. RT-PCR klonozasaval allitottuk el6. Az antigéneket E. coli prokariota

expresszios rendszer segitségével nyertiik.

Statisztikai médszerek

Az adatok statisztikai elemzéséhez alkalmazott probak: a Fischer-egzakt, T-, Mann-

Whitney-proba, és regresszios analizis voltak.
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EREDMENYEK

HHV-8 kimutatasa klasszikus Kaposi szarkomas mintakban

Tekintettel arra, hogy az altalunk elérhetd klasszikus Kaposi szarkdma gyakorisaga
hazankban is igen alacsony, a Borgyogyaszati Klinikdn 1991 ¢és 1996 kozott kezelt
szovettanilag is megerdsitett 13 Kaposi szarkomas beteg 28 archivalt mintdjat dolgoztuk fel.
Minden esetben a 1ézidk lokalizacidja, a korlefolyds, a betegek életkora és a HIV
szeronegativitas alapjan a betegség a Kaposi szarkoma klasszikus tipusanak bizonyult. A
formalinban fixalt, paraffinba dgyazott blokkok metszeteibdl preparalt DNS nagymértékben
fragmentéalodott. A HHV-8 kimutatasara ezen archivalt mintakbdl csak a nested-PCR moédszer
volt sikeres. A 28 mintabol 25 esetben tudtuk a HHV-8-ra specifikus PCR terméket kimutatni.
A kontrollként alkalmazott mas betegektél szarmazd ugyancsak archivalt benignus
haemangiomabol (2), pyogén granulomabol (2), melanomébol (2) és bazaliomdbdl (2) a virust
nem tudtuk kimutatni. A HHV-8-at a Kaposi 1éziok minden stddiuméban tudtunk kimutatni,
bar az archivalt mintdk esetében a folt stadiumu korai Kaposi 1ézidkban a viruskimutatas
eredménye gyakrabban volt negativ. Minden bizonnyal a korai, folt tipusu Kaposis 1éziokban
a virussal fertézott endothelsejtek egyébként is alacsony szdma ¢és a mintakbol szdrmazo
fragmentéalodott DNS tette sikertelenné a HHV-8 detektalasat.

Hat beteg esetében, betegenként tdbb mint egy minta allt rendelkezésre. Osszesen 21
minta esetén tovabbi Osszehasonlitd szekvenciavizsgalatot végeztiik. Négy beteg esetében a
Kaposi szarkoma multiplex lokalizaciojabol szarmazo egyidejiileg jelenlevd és azonos idében
sebészileg eltavolitott mintait vizsgaltunk. Két beteg esetében pedig kiillonbdzd idépontokban,
kiilonb6z6 lokalizacioban kifejlodott 1ézidk terapias céli kimetszésébol szarmazd mintak
alltak a rendelkezésiinkre. Ezen 21 minta esetében a PCR-rel nyert termékek egyszala DNS
konformacids polimorfizmusanak (SSCP) vizsgalatat végeztikk el. Az ugyanazon beteghez
tartozd kiilonbozé mintak kovetkezetesen azonos SSCP mintdzatot adtak. A szekvenalassal
ellenérzott mintak esetében is azt az eredményt kaptuk, hogy az egy beteghez tartozd mintak

ugyanabba a szekvenciavariansba tartoz6 HHV-8-at tartalmaztak.
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Szerologiai eredmények

A Kaposi szarkomas betegek (n=16) szérummintdit megvizsgaltuk LANA, sVCA ¢és
gp35-37 antigének elleni IgG tipusu ellenanyagok jelenlétére. Az egészséges véradok korében
az anti-LANA IgG ellenanyagok kimutatasat Osszesen 1089 véradd szérum mintdibol
hataroztuk meg. Az struktirantigének elleni IgG ellenanyagokat ugyanezen 1089 vérado egy
kisebb, véletlenszerlien kivalasztott 482-f6s csoportjdban hataroztuk meg. Tovabba 29
gyermek (1-14 év) savomintait is megvizsgaltuk HHV-8 specifikus IgG tipusu antitestek
jelenlétére.

A konnyebb attekinthetdség kedvéért a kiillonbdzd csoportokban, kiilonbozd

antigénekkel kapott szeroldgiai eredmények egy kozos tablazatban szerepelnek.

HHYV-8 szeroprevalencidaja magyarorszagi szérum mintakban

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)
vérado |3,52% (17/482) 4/482 |7/482 6/482 9/482 40-1280
17/1089 (120)

gyermek 0%  (0/29) 0/29 10/29 0/29 0/29 -

Az altalunk vizsgalt Kaposi szarkomas betegek mindegyike szeropozitiv volt legalabb
egy HHV-8 antigénre. A Kaposi szarkdmas betegcsoportban az ellenanyagok elérorduldsa 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 karboxiterminalis antigénre specifikus ellenanyagok esetében. A két
kiilonb6z6é orf65 antigén ELISA a Kaposi szarkomas betegcsoportban azonos eredményt
adott. Az anti-LANA ellenanyagok titere a Kaposi szarkémas paciensek esetében 640 ¢s
10240 kozott, atlagosan 2560 volt.

Az anti-LANA specifikus IgG ellenanyag prevalencidgja az egészséges véradod
csoportban 1,56%-nak (17/1089) adodott. Az anti-LANA ellenanyagok titere a véradok

esetében 40-1280 kozotti tartomanyban fordult eld, atlagosan 120 ¢és szignifikdnsan
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alacsonyabb volt a KS betegek titereinél (Mann-Whitney, p<0,001). A rekombinans K8.1
antigén ellen 1,24%-ban (6/482) detektaltunk IgG ellenanyagot a véraddk szérum mintaiban.
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. Ugyanennek a 482 betegnek az esetében, amelyeknél az ELISA méréseket
elvégeztik az anti-LANA szeroprevalencia 1,87%-nek adodott (9/482). Az egészséges
véradok esetében a HHV-8 specifikus ellenanyagok prevalencidja a novekvd életkorral
fokozatosan emelkedd tendenciat mutat fiiggetleniil a vizsgalatban hasznalt antigéntdl.

A véradok csoportjadban a négy moddszerrel Osszességében 3,52% (17/482) volt a
HHV-8 specifikus IgG ellenanyagok prevalencidja. A 17/482 HHV-8 szeropozitiv egyénbdl
14 férfi és 3 nd, atlagos életkoruk 39,6 év. A szintén 17 anti-LANA pozitiv egyénbdl 13 férfi
¢s 4 nd, atlagos életkoruk 42,7 év. Ez a nemi megoszlas kisértetiesen hasonld volt a vizsgalt
klasszikus KS betegcsoportéval, ahol 16 betegb6l 13 férfi volt.

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

Az a tény, hogy a hazai klasszikus Kaposi szarkoma mintdkban is sikeresen
kimutathaté a HHV-8 a klinikailag kiilonb6z6 stadiumu 1éziokban, egy tovabbi adat a virus €s
a betegség kozotti szoros kapcesolatot illetden.

Annak ellenére, hogy a kimutatott orf26 fragmentum a genomon beliil a konzervativ
régiok kozé tartozik, mas szerzok is mutattak ki ezen beliil variabilitast. Mivel a KS tumor
legtobb sejtjében a HHV-8 latens episzomalis formaban van jelen, a virus DNS replikécidja
alacsonyabb szintli és egyébként is mas mechanizmust, mint a produktiv ciklust jellemz6
linearis virusgenom replikacioja. Ugyanazon beteg KS tumorabol és litikus virusciklussal
jellemzett PBMC frakciojabol a virusgenom ezen szakaszanak pontmutacionyi kiilonbségére
van publikdlt adat. Az ugyanazon beteghez tartozd kiilonb6z6 tumorokban taldlt orf26
szekvencia kovetkezetes identikussaga felvetette benniink a klasszikus Kaposi-tumor klonalis
eredetét. A virusrdl rendelkezésre 4ll6 mai ismereteink birtokdban az A&ltalunk talalt
kovetkezetes identikussdg, csupan annyit jelent, hogy egy adott paciensen belill ugyanaz a
varidnsa fordul eld a virusnak, amit mdsok a hipervariabilis orfK1 analizisével meg is
erbsitettek. A Kaposi szarkoma mono- vagy poliklonalitdsanak a megitélése a cellularis DNS
vizsgélatanak a szintjén, az X kromoszéma inaktivacidjanak vizsgélataval ellentmondasos
adatokat eredményezett a tumorban jelenlévd tobbféle sejttipusnak koszonhetdéen. A
klonalitas kérdésének végleges eldontésé¢hez dontden hozzéjarult a viralis pathomechanizmus
egyre pontosabb megismerése is. A mai elgondolds szerint a Kaposi 1ézi6 kialakulasanak
korai szakaszat a HHV-8 fert6zés kovetkeztében kialakuld atipusos érujdonképzddéssel jard
poliklonélis endothelproliferacio eredményének tartjdk, mely alapjaul szolgal egy vagy tobb
valddi transzformalt klon kiszelektaloddsanak és végsd soron, tumor kialakuldsdhoz vezet az
incipiens Kaposi 1éziobol. A Kaposi szarkoma tumor mono- ¢és oligoklonalis eredetét

tamasztja ala a latens cirkularis virusgenom TR hosszénak analizise.

A véradok csoportjaban  dokumentalt 3,52%-o0s magyarorszagi HHV-8
szeroprevalencia érték jol beleillik abba a geografiai gradiensbe, ami a K6zép-Afrika 30-70%
- mediterran orszagok 10-30%- Nyugat-Eurdépa 1-2% - vonalon tapasztalhato a HHV-8
szeroprevalencidjat illetden. Mindazonaltal ez a jelenlegi adat is valdsziniileg alacsonyabb a
teljes lakossagot jellemzo atfert6zottségi szinttél. Ha figyelembe vessziikk azt, hogy

esetiinkben a véradok koreloszlasa a fiatal-kdzépkorti csoportok tekintetében talreprezentalt
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az 1ddsebb korosztdly rovasara, akkor az egész lakossdgra vonatkoztatva a valds
atfert6zottséget 5% koriilire becsiilhetjiik.

A véradok anti-LANA szeroprevalencidjanak regresszios analizise szerint a ndvekvo
¢letkor alacsony mértékben, de statisztikailag szignifikdnsan pozitiv hatdssal van a
szeroprevalenciara (OR=1.05/év, CI:1.0005-1.1069, p=0.048). A szeropozitiv véradok atlagos
¢letkora statisztikailag jelentdsen alacsonyabb a klasszikus KS csoport atlagos életkoranal (t-
proba, p<0,05). A véradok és a KS csoport szeroprevalencidja kozotti szignifikans kiillonbség
(Fischer egzakt prdoba, 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. Ezzel
ellentétben a klasszikus KS-nak az 50 évnél iddsebb kor jelentds rizikotényezdje (OR=56,7,
CI: 4,67-687,7, p<0,0016). A statisztikai eredmények, hovatovabb ugy értelmezhetdk, hogy a
klasszikus KS kialakulasa a HHV-8 fertdzés hosszi inkubacids ideji, ritka foként iddskori
kovetkezménye. Ez egybevag a klasszikus Kaposi szarkdmarol ismert képpel és ravilagit a
betegség kialakuldsdhoz sziikséges egyéb nem virdlis faktorok jelentdségére, valamint a

HHV-8 opportunista pathogén jellegére.

17



Az értekezésben felhasznalt kozlemények:

1.
A Juhisz, E Remenyik, K Szarka, G Veress, J Hunyadi, L Gergely.: Consistent PCR-SSCP
pattern of HHV-8 in the course of classical Kaposi’s sarcoma assumes its clonal origin,

Journal of Medical Virology, 1998/54:300-304, IF: 2,867

2.
A Juhasz, E Remenyik, J Hunyadi, L Gergely.: Humdn herpeszvirus-8 specifikus antitestek

elorordulasa magyar véradokban és Kaposi-sarcomds betegekben, Orvosi Hetilap,

1998/139:3001-3004,

3.
A Juhasz, E Remenyik, J Konya, G veress, A Bégany, I Andirké, I Medgyessy, J Hunyadi, L
Gergely: Prevalence and age distribution of human herpesvirus-8 specific antibodies in

Hungarian blood donors, Journal of Medical Virology, 2001/64:526-30, IF: 2,867

4.

A Juhasz, ] Kénya, Z Beck, E Remenyik, G Veress, A Bégany, I Medgyessy, J Hunyadi, L
Gergely .. HHV-8 ELISA based on one step affinity capture of biotinylated K8.1 antigen,
Journal of Virological Methods, 2001/94:163-72, IF: 1,417

18



Egyéb kozlemények:

1.

L Szekely, Cs Kiss, K Mattsson, E Kashuba, K Pokrovskaja, A Juhasz, P Holmvall and G
Klein: Human herpesvirus-8-encoded LNA-1 accumulates in heterochromatin-associated

nuclear bodies, Journal of General Virology, 1999/80:2889-2900

2.

J Koénya, G Veress, A Juhasz, K Szarka, T Sapy, Z Hernadi and L Gergely: Additional human
palillomavirus types detected by the hybrid capture tube test among samples from women with

cytological and colposcopical atypia, Journal of Clinical Microbiology, 2000/38:408-411

3.

K Szarka, G Veress, A Juhasz, J Konya, T Sapy, G Soo6s, Z Hernadi and L Gergely:
Integration status of virus DNA and p53 codon 72 polymorphism in human paplillomavirus
type 16 positive cervical cancers, Anticancer Research, 2000/20:2161-2168

4.
Czeglédy, J., Major, T., Juhasz, A., Gergely, L.: Humadn papillomavirus génszakaszok
kimutatasa laryngealis daganatokban és praemalignus elvadltozasokban  polimeradz

lancreakcioval. Orvosi Hetilap, 1997/138:1891-1895

19



