wrobioléqioi Korlevél m@im

2005. V. évfolyam 3. szam

Tartalomjegyzék

1. A rosszindulatu daganatok véddooltassal és klasszikus nogyogyaszati diagnosztikaval
torténé megelozése

Berencsi Gyorgy, Csire Marta, Younes Saleh Ali, Palyi Bernadett, Benczik Marta, Sziller
Istvan, Jeney Csaba, Mikala Géabor, Valyi-Nagy Istvan, Melles Marta,

2. Az érelmeszesedés és a mikroorganizmusok
Gonczol Eva és Kis Zoltan

3. Virusgenom vizsgalatok szerepe a diagnosztikaban
Takacs Maria, N. Szomor Katalin, Dencs Agnes, Kis Zoltan

4. Viralis zoonézisok.
Gondolatok egy konyv megjelenése kapcsan.
Ferenczi Emdke



wrobioléqioi Korlevél m%kfm

Tisztelt Kollegak! Tisztelt Olvasoink!

A korlevél jelen szdma tjszeri annyiban, hogy a mikrobiologia minden szakteriiletének
helyet adva, most el0szor viroldgiai témdakat kozol, a Viroldgiai Fdosztaly legjelesebb
képviseldinek kozremiikodésével.

Szerencsésen, kozel ahhoz az idéponthoz, amikor jelentds hidnypotloként, kiadasra kertilt
Prof. Dr. Berencsi Gyorgy szerkesztésében az ,,Orvosi Molekularis Virologia” cimi
kézikonyv, amelyet ezlton is szives figyelmiikbe ajanlunk. A korlevélben megjelend irasok
egyikének is, a konyv egyik fejezete adott hivatkozasi alapot. Kivanjuk, hogy szakmai
korokben valjon kdzkincesé az a sok 11j ismeret és tudas, mellyel a szerzOk e konyv fejezeteit
megirtak.

Szeretnénk tajékoztatni a kollegakat, hogy a Mikrobiologiai Surveillance adatai/tablazatai az
OEK honlapon november eleje 6ta megtekinthetok. (Elérhetdség: www. oek. hu)

Engedj¢k meg, hogy a karacsonyi iinnepek, s az Gjesztendé kozeledtével kivanjunk minden
Olvasonknak Jozsef Attila 6rokérvényti soraival minden jot:

»valami nagy-nagy tiizet kéne rakni,
Hisz zuzmards a varos, a berek,
fagyos kamrak kilincsét folszaggatni
és rakni, adjon sok-sok meleget.

Azt a tiizet, 0 jaj, meg kéne rakni,
Hogy felmelegednének az emberek!

SzerkesztOség



wrobioléqioi Korlevél @iﬂ

A rosszindulata daganatok védooltassal és Kklasszikus nogyogyaszati
diagnosztikaval torténo megelozése*

Berencsi Gyorgy', Csire Marta', Younes Saleh Ali', Palyi Bernadett', Benczik Marta®, Sziller
Istvan®, Jeney Csaba’, Mikala Gabor®, Valyi-Nagy Istvan*, Melles Marta',

!> Johan Béla’ Orszagos Epidemiologiai Kézpont, Budapest

2 1. sz. Sziilészeti és N6gyogyaszati Klinika, Semmelweis Egyetem, Budapest
? GenolD Kft. Budapest

! Orszagos Gyodgyintézeti Kozpont, Budapest

Osszefoglalas

A klasszikus négyodgyaszati vizsgalatok digitalis kolposzkopiaval kiegészitve, a Papanic-
olau festést transzport tapoldattal kiegészitve, €s biopszidval ma is a szlir6vizsgalatok ,,arany
standardja”. Ezek nélkiil a molekuldris human papillomavirus kimutatas nem értékelhet6. A HPV
fertdzések ugyanis a fertézések 70-90 %-aban maguktol, nyomtalanul meggyogyulnak.

A gydgyulast ,.imiquimod” (Aldara) nevli immunstimulanssal, - amely interferont és
interleukineket indukal, - serkenteni lehet, mert a HPV pontosan ezeknek a mediatoroknak a
gatlasara képes. Igy kapcsolja ki a velesziiletett immunitast a fertdzést kovetden.

A megeldzés kiemelkedd fontossagu a géntechnologia altal nyujtott lehetdségek
segitségével. A tetravalens HPV6+11+16+18 véddoltds artalmatlan, mert semmilyen
tumorkeltd gént nem tartalmaz (iires viruskapszidokbdl all). A sarjadzogomba tenyészetbol
szarmazd anyagokat sem tartalmaz, mert az iires viruskapszidokat tisztidra lehet pucolni,
hasonldan a hepatitis B vakcinahoz.

A vakcina hatékony, ha a serdiildkoru fiatalok kapjdk a véddoltast, mert 6k még
természetes uton nem fert6zodtek a HPV virusokkal. Idoben kell a véddoltast alkalmazni,
mert a mar fert6zott holgyeknek és uraknak nem segit a véddoltas. Szamukra, és a mar
ndgyodgyaszati elvaltozasokban szenvedd ndknek majd a fejlesztés alatt allo therapias
véddoltasok lehetnek eldnydsek.

Tekintettel arra, hogy a férfiak fertézik meg a holgyeket, mindkét nem véddoltasa
egyarant indokolt serdiildkorban. Azonban a klasszikus diagnosztika jelentdsége nem
csokken, mert a kolposzkdpia, Papanicolau festés és biopszids moddszerekkel egyiitt lehet
csak a véddoltott egyének kockazatat 90 % aléd csokkenteni.

Sajnos csaknem 100 emberi HPV tipus koziil 13-15 képes rosszindulati daganat
keletkezését elinditani. Magyarorszagon is ezek a leggyakoribbak mind a szdjliregi, mind a
ndgyogyaszati daganatokban (13, 19).

A probléma akkor keletkezik, amikor az 0jsziilottek a papillomavirust a sziilés soran
kapjak meg, vagy pedig az eldszor a munkacsoportunk altal kimutatott méhlepényen torténd
atjutds kovetkeztében fertdzik meg a magzatokat. Ezekben az esetekben ugyanis az
immunvalasz nem, vagy csak nagyon lassan indukalhato.

Bevezetés

30 évvel ezeldtt fedezték fel, hogy a méhnyak rak kialakulasdban a papillomavirusok-
nak szerepe lehet (22, 23). Ma mar bizonyitottan ezen virusok 13-15 tipusa 4ltal elinditott
daganatok okozzdk a méhnyakrdk megbetegedéseket.. Magyarorszagon Debrecenben ¢€s
Budapesten foglalkoznak kutatési szinten a problémaval (13, 18, 19).
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A diagnosztikai modszerek jelentos fejlodése zajlott le a kozelmultban.

A mindségbiztositas elvei alapjan a klasszikus klinikai diagnosztikai médszerek is
modernizalodtak.

1.) Kialakultak a kolposzkopia digitalis modszerei.

2.) Ezek lehetdvé teszik a korabbiaknal jobb biopszids mintak vételét €s a szovettani

vizsgalatokat.

3.) A mindségbiztositassal Osszefiiggd vizsgalatok kimutattdk, hogy kizardlag a

transzport tapoldatba vett mintakkal kapott (Papanicolau festés) PAP eredményeket

szabad értékelni.

Egyezség van abban, hogy mindhdrom vizsgélatra sziikség van ahhoz, hogy klinikai
dontéseket lehessen hozni. Ezeket a vizsgalatokat az eurdpai szemléletmod szerint csak
kiegészitik a molekularis vizsgalatok. Az amerikai allaspont szerint a molekularis vizsgéalatok
az alapjat képezik a diagnosztikanak és ezt, a biztosito tarsasagok tamogatjak is.

m@iﬁm

1. tablazat. A szovettani progresszid ¢és a papillomavirusok altal okozott kéarosodasok
Osszefiiggése (16, 20).

Perzi . Progresszié Progresszio
. . . . . erzisztencia & . )
Elvaltozas Gydgyulas aranya aranya in situ rosszindulatu
elvaltozasba elvaltozasba
Ostor kdzlemény (1993)
CIN 1 57 % 32 % 11 % 1%
CIN 2 43 % 35 % 22 % 5%
CIN 3 32 % <56 % - >12 %
Finnorszagi Kuopio-i vizsgalat 1981-1998 (Syrjanen K, 2000)
HPV-NCIN 79.9 % 14.6 % 5.2% 0%
HPV-CIN1 65.1 % 20.8 % 14.2 % 0%
HPV-CIN2 58.6 % 18.6 % 214 % 0%
HPV-CIN3 11.6 % 9.3 % 79.1 % 0.5%

A papillomavirus diagnosztika mas elveken alapszik az eurdpai és amerikai gyakorlat
szerint. Eurdpaban a kolposzkopos vizsgéalatot, a megfeleld szdvettani mintavételt és a
méhnyak minta szOvettani vizsgalatdnak harmasat részesitik elényben, és amennyiben az
eredmények alacsony foku (low-grade) vagy sulyosabb foku (high-grade) elvaltozasokat
mutatnak, akkor ennek fiiggvényében végzik el a papillomavirus kimutatdsara alkalmas
molekularis vizsgalatokat (8). Magyarorszdgon a Debreceni Egyetem Mikrobioldgiai
Intézetében elemezték a molekuléris diagnosztika fontossagagat (12).

Az 1. tablazat az eurdpai allaspontot mutatja. A finn szerzd Aaltal Osszefoglalt
eredmények f6 koOvetkeztetése az, hogy a szOvettani vizsgalat a diagnosztika ,,arany
standardja”. A szOvettani vizsgalat alapjan lehet a megfelelé diagnosztikai, prognosztikai €s
therapias dontéseket meghozni.

Amerikaban az FDA éltal jovéhagyott hibrid-capture modszereket alkalmazzak a
rizikdcsoportba tartozo papillomavirusok kimutatasara. Majd a klinikai dontések a mole-
kuléris diagnosztikai eredmények nyoman sziiletnek meg. Az amerikai rendszert a gazdasagi
szamitasok valamint az egészségiigyi biztositasi rendszerek teszik gazdasagossa. A klasszikus
diagnosztikai modszereket azonban az amerikai rendszer sem hanyagolja el.

A molekularis laboratoriumi modszerek 1ényege az, hogy szemolcsvirus nukleinsav probakat
mesterségesen eloallitjak. Ezek lesznek a reagensek.
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1. A biopszia mintdbol, vagy a méhnyakbol transzport oldatba vett mintabol szarmazo
sejtekbdl nukleinsavat kell tisztitani. A szdvettanaszok ugyanezekbdl a mintakbol u.n. in
situ hibridizacios rendszerben hasznélhatjak ugyanezeket a reagenseket.

2. A probak 13-15 magas kockazati csoportba tartozd virus kimutatasara alkalmasak: (ezek
a 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68, amiket a 73-as €s 82-es tipusok is
kiegészitenek az ijabb eredmények alapjan).

Ezeket a reagenseket egyes modszerek megjelolik biotinnal, vagy fluoreszceinnel.
Amikor a probédkat 6sszehozzak a vizsgalati anyagokkal a megfeleld héfokon, akkor azok
kotddnek a mintdban 1évo virus DNS-hez.

3. Ezen a ponton szétvalnak a modszerek, mert a virus-DNS proba-RNS hibrideket kell

lathatova tenni.

3.1.  Vannak olyan ellenanyag-reagensek, amelyek felismerik az RNS-DNS heteroduplexeket;

3.2.  Vannak olyan ellenanyag-reagensek, amelyek felismerik a biotinnal vagy digoxinnal

jelzett nukleinsavakat

3.3.  Vannak olyan jel-erdsitési modszerek, amelyek a jelzett proba lathatova tételét kémiai

modszerrel sokszorozzdk meg (immunfluoreszcens, torma-peroxidaz, digoxigenin
vagy kemiluminescens eljarassal). Ezek koziil a legmodernebb modszereket
molekularis vilagitotornyoknak (molecular beacon) nevezik, mert a fény kibocsatas
csak akkor kezdddik, amikor a proba talalkozik a cél nukleinsavval.

4. A modszerek legutols6 1épése az eredmények lathatova tétele, lefényképezése vagy

lemérése.

Meg kell emliteni, hogy Magyarorszagon is létezik szabadalmaztatott modszer, amely
alkalmas mintegy 50 papillomavirus kimutatdsara (GenolD) és a virusok (geno)tipizalasat
nukleotidsorrend vizsgélattal lehet csak kutatdsi célbol megvalodsitani (Szentirmay Zoltan
személyes kozlés). Gyakorlati orvosi szempontbdl azonban csak a high risk és low risk
virusok elkiilonitésének van értelme. Csak ez a gazdasagos az amerikai vizsgalatok és
szamitasok alapjan. A jelenleg alkalmazott klinikai és szovettani modszerek érzékenysége
50% ¢és 60 % kozé esik, a specifitdsa mintegy 90 %. Ez egy lehetséges érv annak
alatdmasztasara, hogy a diagnosztika alapjat a molekularis modszerek teremtsék meg.

Az amerikai érvrendszer az eltéro diagnosztikai rendszer mellett foleg gazdasagi jellegii.

A szamos érzékenységre és specificitasra vonatkozd vizsgélat azt mutatja, hogy a
Papanicolau festésnek és a szovettani vizsgalatoknak az érzékenysége csak 50-70 %-nak
bizonyult. Igaz, a specificitds 90 % folott volt a legtobb vizsgalatban. A papillomavirusok
kimutatasanak az érzékenysége is és specificitasa is 90 % korlil mozgott minden
vizsgalatban.

A két mddszer Osszehasonlitdsdhoz a jarvanytani adatokat érdemes figyelembe venni.

A human papillomavirusok jarvanytana

A mai felfogas szerint a papillomavirusok is egy szexudlisan tovabbvitt fertézést
okoznak (STF). Meglepd jelenség, hogy az dvszerek nem csokkentik 1ényegesen a virusok
tovabbvitelét (2). Felmeriilt annak a lehetdsége is, hogy az ujsziilottek a virushordozo
¢desanyaktol fertézOdnek, ¢és a hamsejtjeikben évtizedeken at klinikai betegség nélkiil
hordozhatjak a virust. A Johan Béla Orszagos Epidemiologiai Kozpont Virologiai Féosztalya
munkatarsai vetették fel eldszor azt a lehetdséget, hogy az Ujsziilottek fertézései esetleg a
placentan keresztiil is bekdvetkezhetnek (4). A lehetdséget Fiile és mts (11) korszovettani
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munkai alapoztdk meg. Ez a lehetdség azonban azt mutatja, hogy vannak immuntolerans
egyének a papillomavirus fertdzések szempontjabol.

A papillomavirus fertdzés heveny kovetkezményeit szdmos munka vizsgalta. Az
emberiség szerencséje az, hogy a fert6zést kovetd klinikai tiinetek 3 év alatt megsziinnek az
egyének 90 %-aban (15). A magas rizikd csoportba tartoz6 virustipusok néha kevésbé
hatékonyan szamolhatdak fel az immunrendszer éltal (9, 10).

A jarvanytani ¢és a molekularis diagnosztikai vizsgéalatok azt bizonyitjak, hogy a
papillomavirus fertézések zome spontdn gyogyuld fertdzés. Az azonban tény, hogy a
gyogyulés igen lassan kovetkezik be. Szemben a kanyaréval és bardnyhimldvel a kiilonb6z6
felmérések alapjan a papillomavirusok eltiinése egy- masfél éven beliil kovetkezik be a
vizsgalt korcsoportokban. Ennek az oka az, hogy a papillomavirusok a velesziiletett
immunitast gatoljadk. Ezért nincs a szemdlcsokben és a papillomdk koérnyékén gyulladaés,
fehérvérsejtes beszlirddés, interleukin és interferon termelés (3, 7, 21).

Uj felfedezések sziilettek a virusciklus és a rosszindulatu elfajulis eseményeirdl is

A papillomavirusok sejt-receptorai a mukopoliszaccharidok. Az E-4 korai fehérje
megakadalyozza a normadlis elszarusodds folyamatat, mert jelen van a ham valamennyi
sejtrétegében, €s a levalo hamsejtekbdl konnyebben szabadulnak ki a fertézéképes virusok. A
virus-DNS termelddés a gazdasejtek egy részében lehetetlenné teszi a normadlis sejtciklus
befejezddését. A sejtoszlas folyamata is zavart szenved a virusszaporodas kovetkeztében. A
fert6zott sejtekben bekovetkezik a centromérek megsokszorozodasa, lehetetlenné téve a
mitdzisok normalis lefolyasat (6, 14).

A dendritikus sejtek és a Langerhans sejtek lassan felismerik az MHC-I altal
bemutatott korai antigéneket (E1-E7), majd a kialakulé T8 sejtek lassan megakadalyozzak a
szemOlcsok novekedését a betegekben a virusfehérjét prezentalo sejtek elpusztitasaval.

Kimutattdk azt is, hogy a normadlis hamsejtekben €s borképletekben is tartdsan jelen
lehetnek human papillomavirusok (1, 16).

A virusgének ,.elszabadulasat” 3-10 év alatt bekdvetkezd sejt-genetikai valtozasok
teszik lehetdvé. A rosszindulati daganat kialakuldsdnak az alapja egyes virusgenomok
beépiilése a gazdasejt kromoszomaiba. Kimutattdk, hogy a 8. kromoszéman elhelyezkedd
myc gén a 16-os genotipusu DNS beépiilésének az egyik predilekcios helye. Ez egy
hasonlosag az Epstein-Barr virusok és a papillomavirusok ko6zott. A papillomavirus
szabalyozd génjei (nem kodold régidi) serkentik a gazdasejt onkogének miikddését is a
daganat keletkezés soran.

A virus-DNS beépiilésének az ara az, hogy az E6 és E7 virusfehérjék termelését
mérsékld E2 gén tonkremegy. Ezért a viralis szabalyozd (nem kodold) génszakasz sokszoros
mennyiségben termelteti ezeket a daganatkeltd fehérjéket. Mind az E6, mind az E7 fehérje
termékei pedig tucatjdval befolyasoljdk a gazdasejt génjeinek a mikodését, aminek a
végeredménye a rosszindulati daganat kialakulasa (5).

Hogyan lehet védooltast kidolgozni az immunrendszert karosito virus ellen?

Az allatorvosok mar csaknem fél évszdzada kidolgoztak daganatkeltd virusok ellen
hatékony védodoltast (baromfiak Marek betegségét okozd herpesvirus elleni véddoltas). A
papillomavirusok elleni véddoltasokat is elészor allatorvosok dolgoztak ki (kutya papilloma).

Az artalmatlan emberi védOoltasok kialakitasat a géntechnoldgia fejlodése tette
lehetdvé. A hepatitis B virus véddoltas bizonyitottan megeldzi a majrak kialakulasat.



wrobioléqioi Korlevél @iﬂ

Mind az ¢élesztdsejtekben, mind a selyemherny6 baculovirus génkifejezd rendszer mar
tobb évtizeddel ezeldtt lehetdvé tette, hogy DNS-mentes, human papillomavirus iires
kapszidokat lehessen eldallitani. A DNS-mentesség elvi jelentdségii, hiszen a papilloma-
virusok 3 tumorkeltd génje nem keriilhet be a vakcinéba.

A papillomavirusok L1 kapszidfehérjéje ugyanis 0Osszedll iires kapszidokka,
amennyiben a fehérjék toménysége elegendd. Beszamoltak a 16-os HPV tipussal végzett elsd
oltdsi sorozat eredményeirdl. A véddoltasban részesiilt holgyek kozott 10-szer kevesebb
HPV-specifikus elvaltozas fordult eld, mint a kontroll csoportban (9, 10).

A kovetkezd klinikai kisérleteket HPV16+18 iires kapszid vakcindkkal végezték. A
legfejlettebb vakcina jelenleg 4 tipusbol késziilt tires L1 kapszidokat tartalmaz
(HPV6+11+16+18). Ez a kombinacié a leggyakoribb bdérelvaltozasokat okozd fertézések
ellen is biztosit bizonyos védettséget.

Az eddigi klinikai kisérletek azt bizonyitjak, hogy az oltottakban valamennyi HPV-
hez tarsult elvéltozas el6forduldsa szignifikdnsan csokkent. A vizsgéalatok azonban azt is
bizonyitottdk, hogy a klasszikus megel6z6 vizsgalatokat nem szabad abba hagyni. Az egyik
klinikai nyomon kovetéses vizsgalatban a PAP vizsgélatokkal a vakcinalt egyénekben tovabbi
30 %-kal lehetett a méhnyakrak megeldzését javitani. A véddoltas kombinalasa a klinikai
szlirdvizsgalatokkal 90 % feletti eredményt hozott (8).

Irodalomjegyzék

1.) Astori G, Lavergne D, Benton C, Hockmayr B, Egawa K, Garbe C, de Villiers E-M:
Human papillomaviruses are commonly found in normal skin of immunocompetent hosts. J.
Invest. Dermatol. (1998) 110: 752-755.

2.) Baldwin SB, Wallace DR, Papenfuss MR et al.: Condom use and other factors affecting
penile human papillomavirus detection in men attending a sexually transmitted disease clinic.
Sex Transmit Dis. (2004) 31: 601-607.

3.) Bodner K, Bodner-Adler B, Wierrani F, Kubin A, Szolts-Szolts J, Spangler B, Grunberger
W: Cold-knife conization versus photodynamic therapy with topical 5-aminolevulinic acid
(5-ALA) in cervical intraepithelial neoplasia (CIN) II with associated papillomavirus
infection: comparison of preliminary results. Anticancer Res. (2003) 23: 1785-1788.

4.) Younes Saleh Ali, Marta Csire, Bernadett Palyi, Gdbor Mikala, Istvan Valyi-Nagy, Imre
Cseh, Marta Benczik ,Csaba Jeney, Tibor Takics, Eva Simon, Vilmos Fiilop, Gyorgy
Berencsi, Maria Visy: Transplacental transport of endotoxins and herpesvirus types 4, 5, 6, 7,
8 and human papillomaviruses (kézirat kozlésre bekiildve).

5.) de Villiers E-M: Human papillomavirus infections in skin cancers. Biomed Pharmacother
(1998) 52: 26-33.

6.) Duensing S, Munger K: Human papillomaviruses and centrosome duplication errors:
modeling the origins of genetic instability. Oncogene (2002) 9: 6241-6248.

7.) Diirst M, Gissmann L, Ikenberg H, zur Hausen H: A papillomavirus DNA from a cervical
carcinoma and its prevalence in cancer biopsy samples from different geographical regions.
Proc. Nat. Acad. Sci.USA (1983) 80: 3812-3815.

8.) Franceschi S: The IARC commitment to cancer prevention: the example of
papillomavirus and cervical cancer. Recent Result Cancer Res. (2005) 166: 277-297.

9.) Franco EL, Harper DM: Vaccination against human papillomavirus infection: a new
paradigm in cervical cancer control. Vaccine (2005) 23: 2388-2394.



wrobioléqioi Korlevél @iﬂ

10.) Franco EL, Villa LL, Sobrinho JP, Prado JM, Rousseau MC, Desy M, Rohan TE:
Epidemiology of acquisition and clearence of cervical human papillomavirus infection in
women in a high risk area for cervical cancer. J. Infect. Dis. (1999) 180: 1415-1423.

11.) Fiile Tibor, Mathé Miklos, Csapd Zsolt, Paku Sandor, Kovalszky Ilona: Papillomavirus
16 genes and gene products in endothelial cells end nerves of patients suffering from
carcinoma of head and neck (manuscript sent for publication) .

12.) Hernadi Z, Szdke K, Sapy T, Krasznai ZT, Soof G, Veres G, Gergely L, Konya J: Role of
human papillomavirus (HPV) testing int he follow-up of patients after treatment for cervical
precancerous lesions. Eur J. Obstet. Gynecol Reprod. Biol. (2005) 105: 325-332.

13.) Konya J, Gazdag L, Széke K, Szalmas A, Hernadi Z, Gergely L: Duration of HPV type
associated risk for high-grade CIN in epithelial abnormalities of the human cervix. P-044.

14.) Munger K, Baldwin A, Edwards KM, Hayakawa H, Nguyen CL, Owens M, Grace M,
Huh K: Mechanisms of human papillomavirus-induced oncogenesis. J Virol. (2004) 78:
11451- 11460.

15.) Munoz N, Bosch FX, de Sanjose S, Herrero R, Castellsague X, Shah KV, Snijders PJ,
Meijer CJ: IARC Multicenter Cervical Cancer Study Group. Epidemiologic classification of
human papillomavirus types associated with cervical cancer. N Englend J Med (2003) 348:
518-527.

16.) Ostdr AG: Natural history of cervical intraepithelial neoplasia — a critical review. Int J.
Gynecol Pathol (1993) 12: 186-192.

17.) Sidler L, Saftlas A, Wang W, Exeter M, Whittaker J, McCowan L: Treatment for
intraepithelial neoplasia and risk of preterm delivery. JAMA (2004) 291: 2100-2106.

18.) Szalmas A, Banati F, Koroknai A, Salamon D, Mindrovits J, Veress G, Gergely L, Konya
J: Interleukin 10 promoter methylation in human papillomavirus infected and non-infected
human keratinocyte cell lines. P-430.

19.) Szarka K, Téth L, Czene J, Sztancsik T, Major T, Gergely L: Human papillomavirus
prevalence and p53 genotype distribution in head and neck cancers in Hungary. P-057.

20.) Syrjanen K: natural history of cervical HPV infections and CIN. Chapter 6. In: Syrjénen
K and Syrjdnen S: Papillomavirus infections in human pathology. J. Wiley and Sons, New
York, 2000: pp. 142-166.

21.) Winer RL, Kiviat NB, Hughes JP, Adam DE, Lee SK, Kuypers JM, Koutsky LA:
Development and duration of human papillomavirus lesions, after initial infection. J. Infect.
Dis. (2005) 191: 731-738.

22.) zur Hausen H, Meinhof W, Scheiber W, Bornkamm GW: Attempts to detect virus-
specific  DNA sequences in human tumors: 1. Nucleic acid hybridizations with
complementary RNA of human wart virus. Int. J. Cancer. (1974) 13: 650-656.

23.) zur Hausen H: Papillomaviruses and cancer: from basic studies to clinical applications.
Nature reviews, cancer (2002) 2: 342-350.



wrobioléqioi Korlevél m%kfm

Az érelmeszesedés és a mikroorganizmusok
Gonczol Eva és Kis Zoltan

Az atherosclerozis (AT) az artéridk falanak megbetegedése, amely az artériak
lumenének sziikiilete, vagy az AT plakkok rupturdja, és a leszakadd trombusok miatt okoz
sulyos keringési zavarokat, a szivizom elhalasat, az agyszovet karosodasat, vagy a végtagok
gangréndjat. Tobb ezer 5-15 éves gyermeken végzett vizsgalat szerint az AT kialakulasa
gyermekkorban kezdddik, csak a komplikaciok azok, amelyekkel altalaban a késoi
felndttkorban talalkozunk. A kialakuldsa multifaktorialis. A klasszikus riziké faktorok, igy a
magas szérum lipid szint, a magas vérnyomads, a diabetes, a dohanyzas az esetek mintegy
50%-t magyarazzak. A folyamat beinditoja az artéria falakat ért sériilés, és az ezt kovetd
immunologiai és gyulladasos jelenségek, amelyek kronikus forméban, és valdsziniileg mas
tényezOk hozzédjaruldsdval vezetnek a sulyos elvaltozasokhoz. A gyulladdsos ¢és
immunologiai folyamatot elindit6 tényezdk koziil a legtobb bizonyiték az oxidalt low density
lipoproten (oxLDL) és ho sokk proteinek (HSP) szerepére vonatkozdan 4all rendelkezésre.

Tobbiranyban folytatott kisérletek eredményei szerint az emberi AT kialakulasdban
szerepet jatszhatnak fert6zé agensek. Igy

1. szeroepidemioldgiai adatok utalnak az AT ¢és fert6z0 agensek, valamint

gyulladésos és autoimmun folyamatok Osszefiiggéseire,

2. néhany fert6z6 dgens DNS anyagat kimutattak emberi AT plakkokban,

3. bizonyos fert6z6 4gensekkel korai AT I1ézidkat sikeriilt kialakitani

allatmodelleken,

4. in vitro kisérletekben fert6zé agensek olyan hatisokat fejtettek ki a fert6zott

sejtekre, amelyek az AT folyamatok hatdsmechanizmusara utalhatnak.

Az AT kialakulasaval leggyakrabban kapcsolatba hozott pathogének a
Chlamydophila (Chlamydia) pneumoniae (C. pneumoniae) baktérium ¢€s cytomegalovirus
(CMV), azonban mas pathogéneket is gyanusitanak a folyamatban val6 részvételre, mint pl.
a Helicobacter pylori baktérium, herpes simplex virus 1 tipusa (HSV-1), coxsackie virusok,
vagy a periodontitiseket okozd Porphyromonas gingivalis €s Streptococcus sanquis
baktériumok.

A Chlamydia baktériumok csak intracellulularisan képesek szaporodni, mivel nem
rendelkeznek az ©6nallo szaporodast biztositd energia rendszerrel. Kétfazisu szaporodasi
ciklus szerint szaporodnak, amelynek soran a sejtek a fert6z6 baktériumokat (elementaris
testeket) felveszik, amelyek a cytoplazman beliil, egy zart vacuolumban hasadassal
osztodnak (retikuléris testek), nagy cytoplazma zarvanyokat létrehozva. A retikuldris testek
azonban nem fert6zOek. A szaporodasi ciklus masodik felében a retikuldris testek
elementaris testekké (fert6z6 formak) érnek, amelyek a sejtekbdl a ciklus végén
kiszabadulnak és tujabb sejtek megfertézésére képesek. A chlamydidk elsésorban a
nyalkahartydk és a tiid6 epithelidlis sejtjeit fertézik meg, de megfertézik a monocytakat,
macrophagokat, T lymphocytakat és endothel sejteket is. A chlamydiak csaladjanak embert
megbetegitd tagjai a C. trachomatis, C. psittaci és C. pneumoniae. A C. trachomatisnak tobb
mint 15 szerotipusat ismerjiilk, ezek okozzdk a trachomat, urogenitalis fertézéseket,
conjunctivitist, lymphogranuloma venereumot. A C. psittaci 1éguti megbetegedéseket,
atipusos pneumoniat okoz. A C. pneumoniae gyakran hoz Iétre felsé és also léguti
megbetegedéseket, a pneumonia esetek kb. 10 %-aért felelés. A fertézések gyakran
tiinetmentesen zajlanak le. Az USA-ban végzett felmérések szerint a C. pneumoniae
fert6zések leggyakrabban az 5-14 éves gyermekek kozott fordulnak eld, az emberek 50%-a
20 éves korra szeropozitiv, tehat atesett a fert6zésen. Az atvészeltség az életkorral nd.
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Magyarorszagon a 60 ¢évesnél iddsebb lakossag 70-80 %-a szeropozitiv. Gyakori a
reinfekcid, és a C. pneumoniae DNS az egészséges emberek egy részében a vér
mononuclearis sejtjeiben PCR modszerrel kimutathato.

A herpesvirusok csaladdjaba tartozo6 CMV a DNS virusok nagy csoportjaba tartozik,
amelynek a szaporodasa szigortian species-specifikus, azaz az emberi CMV csak emberi
sejteket fertdz meg. A fert6zés legtobbszor kora gyermekkorban 1étrejon és az atvészeltség
az ¢letkorral nd. A felndtt lakossag €letkoratol és szocidlis helyzetétdl fliggden 50-90 %-ban
szeropozitiv vilagszerte, a magyarorszagi 40 éven feliili lakosok 90 %-a szeropozitiv. Fontos
tulajdonsaga a latenciara valo hajlam, a primér fertdz¢és utan szinte torvényszertien latenciat
alakit ki a fert6zott sejtekben. A latens (nem szaporodd) virus genom, vagy annak bizonyos
génjei, azonban reaktivalodhatnak, é€s teljes vagy részleges virus szaporodas johet l1étre a
reaktivacio kovetkeztében. A részleges reaktivaciod esetén az igen korai (immediate early, IE)
gének fejezddnek ki elsésorban. A latencia ideje alatt a virus genomot a monocyta és
dendritikus sejt prekurzorokban és monocytdkban mutattak ki.

Szeroepidemiologiai osszefiiggések

Finn kutatocsoport kozolte eldszor az 1980-as évek végén, hogy C. pneumoniae
ellenanyagok szignifikansan magasabb szazalékban vannak jelen myokardialis infarktusban
¢s mas koronaria betegségben szenveddkben, mint a kontroll csoportban. T6bb kutatocsoport
erOsitette meg ezt a megfigyelést foldrajzilag igen kiilonbozd laboratériumokban, sét az
Osszefliggeést a keringési rendszer mas szakaszaira lokalizalt AT 1éziora is kiterjesztették, igy
az aortara, a carotisra, az agy €s a végtagok ereire. Az esélyhanyados érték 1,8-11,1 kozott
valtozott.

Vannak azonban olyan eredmények is, amelyek szerint nincs szerologiai 0sszefiiggés
az AT kiilonboz6 formai és a C. pneumoniae ellenanyagok kozott. Ezekben az esetekben
felmeriil, hogy a vizsgalt beteg és korban hozzailld kontroll csoport idds életkora miatt nem
mutathato ki a kiilonbség (a C. pneumoniae szeropozitivitas az életkorral emelkedik), vagy
nemrégen lezajlott C. pneumoniae jarvany miatt magas a kontroll csoport C. pneumoniae
szeropozitivitasa is és fedi el a beteg és kontroll egyének kozotti kiilonbségeket.

Lehetséges azonban az is, hogy az AT betegség és C. pneumoniae éatvészeltség
kozotti szerologiai Osszefiiggés ténylegesen gyenge, és az eredmények korra, nemre,
dohanyzasra, szérum choleszterin szintre, hipertenziora és egyéb rizikod faktorokra torténd
igazitasa utdn a kiilonbségek szignifikancidja esetleg eltiinik.

Lehetséges, hogy az 0Osszefiiggés csak azokban az egyénekben érvényes, akik
genetikai okokbol fogékonyabbak a kronikus C. pneumoniae fertézésre, pl. a manndz-kotd
lektin gén olyan mutécidja révén, amely csokkent funkcidju vagy mennyiségli manndz-ksto
lectint eredményez a szérumban, amely a sejtek fokozott C. pneumoniae fertdzottségét
eredményezi. A C. pneumoniae egyik receptora a fogékony sejteken a manndz-kotod lectin,
amelyhez a baktérium a kiils6 membran mannéz tartalmti szénhidrat komponensén keresztiil
kapcsolodik. A normalis mennyiségli €s funkcidji manndz-kotd lectin hozzékapcsolodva a
baktérium felszin¢hez, annak a sejtekhez torténd hozzékapcsolodasat csokkenti. A kaukazusi
emberfajtak (,,fehér” ember) kb. 30%-a heterozygota a manndéz kotd lectin gén genetiai
hordoz6 emberek szdma, akiknél nagyobb valdszinliséggel alakulhat ki kronikus C.
pneumoniae fert6zés, és ezzel dsszefiiggésben az AT betegség.

Néhany tanulmany a CMV ellenanyag szint €s az AT betegség kozott talalt
Osszefliggést, vagy még inkabb a CMV ellenanyag szint ¢€s angioplasztikai miitétek utan
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bekovetkezd restenosis esetek, vagy transzplantalt sziv artéridin bekovetkezd AT 1€ziok
kialakulasa kozott. Feltételezik, hogy a latens CMV reaktivacidi lehetnek Osszefliggésben a
magas ellenanyag szinttel és restenosissal vagy a transzplantalt sziv AT 1ézidival.

Mas tanulmanyok azonban nem talaltak szeroepidemiologiai dsszefiiggést az AT kiilonbozd
formai és a CMV ellenanyag szint kozott. A CMV atvészeltség vildgszerte igen magas,
Magyarorszagon a 60 év folotti lakossag kb. 90 %-a szeropozitiv. A kontroll csoportok
Osszeallitasa €s a vizsgalt esetszam befolydsolhatja az eredményeket.

Korokozok kimutatasa az AT 1éziokbol

Elektronmikroszkopos vizsgalattal, immunhisztokémiai modszerekkel és polimeraz
lanc-reakcioval (PCR) C. pneumoniae, CMV és HSV-1 antigéneket vagy/és DNS-t mutattak
ki kiilonb6z6 AT 1€zi6kbol kaukazusi, fekete-afrikai €s indian rasszhoz tartozé egyénekben.
A vizsgalatba bevont egyének egészséges érszakaszainak vizsgalata nem minden esetben
tortént meg a vizsgalati anyaghoz jutds nehézségei miatt.

Az egészséges ¢és beteg érszakaszokat magdba foglald vizsgalatokban azonban
figyelemre méltd, hogy mig C. pneumoniae antigént, vagy DNS-t a vizsgalt AT 1€ziok egy
részében (2 %-60 %) ki tudtak mutatni, az egészséges érszakaszokban nem, vagy csak
nagyon kis szazalékban volt kimutathatd. C. pneumoniae DNS jelenlétét demonstraltak
aorta, coronaridk, carotis €s als6 végtag plakkjaiban. Ugyancsak C. pneumoniae DNS-t
mutattak ki az artéria cerebri mediaban elhelyezked6 plakkokban, amelyek gyakori
kiinduldsi helyei az agyi thrombosisoknak. A C. pneumoniae DNS-t vagy antigént
tartalmazd sejtek identifikdldsa nem minden esetben tortént meg, de kimutattak C.
pneumoniae antigéneket az artéridk endothel sejtjeiben és az intima és intestitium
macrophagjaiban. Corondria és carotis eredetli érszakaszok plakkjaibol C. prneumoniae
szovetkultiran torténd izoladlasa és szaporitasa is sikeres volt, ami azt jelenti, hogy
replikéciora képes allapotban van jelen a baktérium egyes plakkokban. A korokozo jelenléte
a plakkokban vagy arra utal, hogy a baktérium etiologiai szerepet jatszik a betegség
kialakulasaban, vagy arra, hogy a mar kialakult korai vagy érettebb szakaszban 1évé AT
1éziokban a korokozo megtelepedni, esetleg szaporodni képes.

CMV-DNS ¢és fehérjék jelenlétét szintén igazoltdk AT plakkokban, azonban ezek
kimutathatok voltak egészséges érszakaszokban is, bar kissé alacsonyabb szézalékban, mint
a beteg részeken. A kimutathatésag fokozott volt restenosis eseteiben. Ballonos corondria
tagitast kovetd restenosisbol nyert mintdkban CMV-igen korai (IE) fehérjéket mutattak ki. A
CMV-IE fehérjék a CMV mas génjeinek ¢€s idegen gének, pl. mas virusok vagy a gazdasejt
génjeinek kifejezddését serkentik.

Mig egészséges érszakaszok sejtjeiben nem, restenosisbol nyert szdvetmintdk
simaizom sejtjeiben a p53 tumor szuppresszor fehérje is kimutathatd volt. In vitro
kisérletekben megallapitottak, hogy a CMV-IE fehérjék egyike, a CMV-IE2, aktivalja a p53
gén kifejezddését. A génaktivaciot kovetden a CMV-IE2 ¢és p53 fehérjék heterodimért
képeznek, amely altal a p53 fehérje inaktivalodik. Feltételezik, hogy a p53 fehérje
mitkddésének gatlasa, azaz a tumorszuppresszios hatés kiesése, az artéridk falanak simaizom
sejtjeit fokozott proliferaciora készteti, ami a restenosishoz vezet. A restenosis
pathomechanizmuséban tehat a CMV-IE fehérjék jatszhatnak szerepet, amelyek a
gyermekkori vagy fiatal felnéttkori CMV fertdézések kovetkeztében a coronariak
simaizomsejtjeiben latens formaban jelenlévd virus reaktivacioja miatt lehetnek jelen. Az
angioplasztika kapcsadn bekdvetkezd sériilés miatt reaktivalodhat a virus, és a CMV-IE gén
kifejezddése fokozodik, amely fokozott simaizom sejt szaporulatot és lokalis gyulladasos
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reakciot hoz 1étre. A CMV kitenyé€sztésérdl a restenosis mintakbol nem tudunk. Bizonyos
herpesvirusok okozta betegségekben ,hit and run” mechanizmusokat tételeznek fel: a virus
beinditja a betegséget, de fert6z6 formaban nem perzisztal a megbetegedett szovetben.

A CMV-DNS ¢és fehérjék jelenléte egészséges, nem atheromatozus szovetekben
azonban arra utal, hogy a virus dnmagaban nem képes az érfalakat tartosan kéarositani, mas
faktorok hozzajarulasa is sziikséges a tartos karosito hatas kialakulaséhoz.

Allatmodellek

Mivel az AT multifaktoridlis megbetegedés ¢és kialakulasa hosszi folyamat
ellenére probalkozasok torténtek AT 1€siok kialakitdsdira CMV és C. pneumoniae fertdzéssel
egérben ¢és nyulban. Mivel a cytomegalovirusok szigoruan fajspecifikus virusok, egerek
fertdzéséhez egér (mouse)-CMV (MCMV)-t hasznaltak, amely struktirdjdban és
egerek kortilbeliil felének aortdjdban, az emberi artéridkban kialakuld korai AT 1ézidkhoz
hasonl6 elvaltozasok jottek 1étre, fliggetleniil attél, hogy az egereket normocholesterinemids
vagy hipercholesterinemiaas diétan tartottak.

Az elvaltozasok azonban lényegesen sulyosabbak voltak, ha az egerek a fertdzés elott
enyhe Y-sugarzasban részesitették, azaz az immunrendszer milkodését atmenetileg
kérositottak, ezzel a virusfertézés hatasat megnyujtottak. Erdekes modon a szérumban 1évE
LDL szint magasabb volt az MCMV-vel fert6zott egerekben, mint a virussal nem fert6zott
kontrollokban, ami azt jelenti, hogy a virus fert6zés a lipid anyagcserét is befolyasolja, és az
AT 1ézidk progresszidjaban részt vevé LDL szint irdnyba tolja el.

Az MCMV fert6zés tehat két mechanizmus szerint is hozzdjarulhat az AT
kialakuldsédhoz: lokalisan artéria-fal sériilést és gyulladast okoz, valamint a lipid anyagcsere
LDL-irdnyba torténd eltolasaval a lokalisan felszaporodott macrophagokban az LDL
felvételét fokozza. Az MCMYV fertdzéssel kialakitott gyulladasos aorta 1ézidk reverzibilisek
voltak, azaz a fert6zés utani 12-16 hétre meggyodgyultak. Azonban az MCMV-vel mar oltott
egerek C. pneumoniae-val torténd intranasalis inokulalasa az AT 1éziok szdmat, sulyossagat
és id6tartamat megnovelte. Erdekes modon, MCMV fertézés nélkiill a C. pneumoniae
egyszeri inokuldldsa nem eredményezett lathato elvéltozast. C. penumoniae-val végzett
tobbszori inokulalas gécos gyulladast és intima vastagodast hozott létre, ami arra enged
kovetkeztetni, hogy valamilyen lokélis vagy szisztémds immunologiai reakcié volt
sziikséges a 1ézidk kialakulasahoz. Ugyancsak tobbszori C. pneumoniae inokuldlasara volt
sziikség korai AT plakkra emlékeztetd elvaltozas kialakitasara a nyul aortajaban. AT 1ézidok
spontan is kialakulnak az apolipoprotein-E (apo-E) deficiens egerekben, ¢s mind a MCMYV,
mind a C. pneumoniae fertézés fokozza az aortdban az AT 1€ézi0k stlyossagat és kialakulasuk
gyorsasagat.

Tobb pathogén részvétele az emberi AT léziok kialakulasaban

Erdemes figyelmet forditani arra a tényre, hogy a szeroepidemioldgia adatok és az AT
1€ézi6kbol kimutathatd pathogénekre vonatkozo vizsgalatok eredményei szerint tobbféle
pathogén is kapcsolatban lehet a betegség kialakuldsaval. Lehetséges, hogy tobb pathogén is
eléidézhet olyan, a vascularis rendszerre lokalizdlodd, vagy szisztémas valtozasokat a
fertdzott szervezetben, amelyek az AT betegség kialakuldsaban részt vehetnek.
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Mechanizmusok, amellyel a fertdzé agensek az AT folyamatat kivalthatjak

Az AT betegséget kivalté mechanizmusokat magyarazhatjuk
1. a pathogének kozvetlen jelenlétével a plakkokban,
2. a pathogének kozvetett hatdsaval, amikor is a pathogének a plakkokon kiviil
szaporodnak a szervezetben, azonban szisztémads hatasuk révén befolyasoljak a

crer

3. akettd kombinacidjaval.
1./ A pathogének kozvetlen jelenléte kovetkeztében kifejtett hatasok:

A plakkok legfontosabb sejtes komponensei az endothél sejtek, monocytak,
macrophagok, T Ilymphocytdk, B lymphocytdk, dendritikus sejtek, hizo sejtek ¢és
simaizomsejtek. In vitro koriilmények kozott a monocytak-macrophagok, endothel sejtek és
aorta eredetll siamizomsejtek megfertdzhetdk C. pneumoniae-val. A monocytak-
macrophagok fertézésekor u.n. abberalt formaju C. pneumoniae zarvanytestek alakulnak ki,
¢s igen kevés a fert6zd elementaris testek hozama. A macrophagok azonban hosszu ideig
képesek a C. pneumoniae partikulékat in vitro életben tartani. Ez a jelenség arra utal, hogy a
monocyta-macrophagokban a C. pneumoniae partikulak in vivo is elkeriilik az
immunvalaszt, ami a disszemindcio, azaz a léguti fertdzés helyétél a cardiovascularis
rendszer sejtjeibe vald keriilés fontos eleme lehet. A periférids vér sejtjei koziil azonban a
CD3+ T lymphocytakban is szaporodik a C. pneumoniae, tehat ezek a sejtek is részt vesznek
a baktérium terjedésében €s a plakkokban torténd szaporodasaban.

Az emberi macrophagok in vitro C. pneumoniae fertézése azok funkcionalis
valtozasat is eléidézi, pl. fokozott intracellularis LDL felhalmozodast okoz, amikor a
fert6zott kultarakat LDL jelenlétében tartjak, €s a macrophagok morfoldgiailag a korai AT
plakkokra jellemzdé habos (foam) sejtekre hasonlitanak. Egy monocyta eredetii sejtvonal
fertdzése olyan cellularis gének kifejez6désének fokozasat idézte eld, amelyek nemcsak akut
¢s kronikus gyulladdsos folyamatokkal vannak 0Osszefiiggésben, hanem olyan gének
endothel sejtekben replikalodik a C. pneumoniae, ¢és fontos prokoagulans és
proinflammatorikus funkcidji szoveti faktorok termelésének ndvekedését idézi eld.
Valosziniileg a fenti faktorok fokozott kifejezddése kovetkeztében jon létre a fokozott
neutrophil és monocyta sejt migracié a C. pneumoniae-val fertdzott endothel sejteken. A C.
pneumoniae fertdzés a fertdzetlen endothél sejtek antikoagulans funkcidjat prokoagulanssa
valtoztatja azaltal, hogy fokozza a sejtek thrombin termelését.

Fontos, hogy a fert6zott endothel sejtek olyan molekuldkat termelnek, amelyek az
LDL oxidacidjaban részt vesznek, tovabb fokozva ezen sejtek az AT kialakulas irdnyaba hat6
valtozasat.

Bizonyos CMV izolatumok produktiv szaporodasra képesek az emberi endothel
sejtekben, ezekben a sejtekben a CMV fertézés oly modon is befolyasolja a p53 gén
funkcidjat, hogy megakadalyozza a p53 gén termékének sejtmagba jutdsat. Az endothél
sejtek in vitro CMV fertdzése szintén fokozza a sejtek prokoagulans aktivitasat és a sejtek
LDL felvételét. Macrophagok, monocytak, endothelsejtek CMV-fert6zése stimulalja egyes
cytokinek, adhézios molekuldk, novekedési faktorok valamint névekedési faktor receptor

............

2./ A pathogének kozvetett hatasai:
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Bizonyos kisérleti eredmények arra utalnak, hogy a pathogének jelenléte a

plakkokban esetleg nem is sziikséges az AT folyamat elinditasdhoz vagy progressziojahoz,
hanem a cardivascularis rendszeren kiviil szaporodd pathogének indirekt hatéasai
érvényesiilnek. Ilyen indirekt hatast fejthetnek ki az emelt szintli cirkulalé cytokinek, vagy
akut fazis fehérjék. Ezek kozé tartozik pl. a TNF-a, amely fertézések és gyulladasok
hatasdra magasabb szérumszintet ér el, és amely az adhéziés molekuldk fokozott
kifejez6dését hozza 1étre az endothel sejteken, vagy a matrix metalloproteinaze, amely az AT
plakkokat fedd fibrozus réteg degradéalasaval a plakkok ruptirdjat, igy thrombozist okozhat.
Ide tartoznak olyan, pathogének ellen kialakult humoralis és cellularis immunvalaszok,
amelyek antigén rokonsdg miatt reakcidoba lépnek az érfalak sejtjeivel, és ezaltal azok
sériilését okozzak.
A hod-sokk fehérjék erésen konzervalt, igy a kiillonb6zd fajokban, igy baktériumokban és
emberben is kifejez6dd fehérje csaladot jelentenek. Kiterjedt irodalma van HSP60/65 és AT
betegség kapcsolatanak. Példaul az emberi HSP60 és Mycobactérium tuberculosis HSP65 AT
1ézidkat hoznak létre nyulakban, ha az allatokat velilk immunizaljak. Human HSP60 fokozott
kifejezodése jon létre kiilonb6zo stress hatdsokra, pl. hypertensio, oxidalt LDL, vagy a
dohanyzas toxikus termékeinek hatasara. A bakteridlis HSP és human HSP kozotti nagyfoku
homoldgia miatt a bakteridlis, pl. C. pneumoniae HSP65 ellen termelddott ellenanyagok és
cellularis immunvalasz az emberi HSP60-at kifejezo sejteket is karositjak.

Osszefoglalas

A koérokozok és az atherosclerosis kapcsolatanak jelenlegi ismeretében levonhato
kovetkeztetések:

1. Bizonyos pathogének jelen vannak a plakkokban, de azok jelenléte nincs dsszefliggésben
a plakkok kialakulasaval vagy progresszidjaval.

2. Kivaltjak az artériafal endothel sejtjeinek sériilését, de ko-faktorok hianyaban a sériilés
meggyogyul. A ko-faktorok (pl. magas LDL szint, hypertensio) folyamatos jelenléte
miatt azonban a kezdeti 1éziok progresszidja kdvetkezik be és kialakul az AT betegség.

3. Nem pathogének, hanem mas tényezok valtjak ki a kezdeti érfal sériilést, azonban a
sériilés helyén a pathogénekkel fert6zott gyulladasos sejtek (monocytak, makrofagok, T
lymphocytak) invazidja kovetkezik be, és a 1ézidk sejtjeiben megtelepedd pathogének a
sejtek funkcidjanak megvaltoztatdsaval, valamint immunolédgiai reakciok kivaltasaval
fokozzak a betegséget.

4. Kivaltjak a kezdeti 1€zidt, és kronikus jelenlétiikkel vagy reaktivaciokkal olyan biologiai
¢s immunologiai folyamatokat tartanak fenn, amelyek az AT betegség kialakuldsdhoz
vezetnek.

A cikk szerzdinek az a véleménye, hogy nem valdszinli, hogy bizonyos pathogének
jelenléte a plakkok sejtjeiben nincs semmi hatdssal a sejtek funkciojara, ezaltal a plakkok
terjedelmének ndvekedésére, vagy a plakkok stabilitasara. Valoszinlibb, hogy a klasszikus
riziké faktorok mellett a 2-4 lehetdségek valamelyike, vagy mindegyike miikodik a betegség
kialakuldséban, legalabbis az AT betegek egy részében. A nagyszam, korai stddiumban 1évo
1éziokkal rendelkezé emberen végzett antimikrobidlis therdpia vagy széleskorli aktiv
immunizalas adhat kielégitd valaszt arra, hogy bizonyos pathogének milyen mértékben

crey
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Virusgenom vizsgalatok szerepe a diagnosztikaban
Takacs Maria, N. Szomor Katalin, Dencs Agnes, Kis Zoltan
»Johan Béla” Orszdgos Epidemiologiai Kozpont, Virologiai Féosztaly, Budapest

Bar a virusdiagnosztikaban leggyakrabban ellenanyag-vizsgélatot alkalmazunk,
jonéhany olyan eset van, amikor ezzel a médszerrel nem kapunk megfeleld vagy elég gyors
informaciot. Néha sziikkség van arra, hogy tisztazzuk, jelen van-e maga a virus a
szervezetben: megprobalhatjuk tenyészteni a virust, vagy valamilyen virus-hatast is

crer

crer

meghatdrozast.
A kovetkezé modszereket hasznaljuk leggyakrabban virusnukleinsav vizsgalatokra

* Polimeraz lancreakcio (RNS virusoknal eldtte reverz transzkripcid)
* Nested (fészkes vagy kettds) PCR (RNS virusoknal nested RT-PCR)
* Real time (valds idejii) PCR (QPCR, RNS virusokndl RT-QPCR)

* Hibridizalas

* RFLP

* Nukleotidsorrend meghatarozas

Ezeken kiviil még tobb mas modszer is létezik, amelyek még vagy mar nem hasznalnak
altalanosan vagy egy bizonyos virus vizsgalatdhoz kétddnek (pl. bDNA, NASBA, DNS alapu
chipek, heteroduplex analizis)

PCR - mikor érdemes konzervativ régiora tervezett primereket haszndlni?

A polimeraz lancreakcid (PCR) lényege, hogy megsokszorozzuk a vizsgalni kivant
nukleinsav egy kis darabjat. Ha azt szeretnénk kimutatni, hogy bizonyos virus jelen van, vagy
nincs jelen a beteg szervezetében, akkor a csekély valtozatossagot mutatd, Un. konzervativ
régiora tervezett primereket kell hasznalni. A leggyakrabban a kovetkezd esetekben
vizsgaljuk a virus nukleinsavanak jelenlétét:

» Reaktivalodas, feliilfert6zddés kimutatasa: Ha a beteg tjra fertézdédik, az ellenanyag-
valaszbol nem mindig lehet megallapitani, hogy a virus a szervezetében van-e.

«  Ujsziilottek fertdzottségének kimutatisa: az anyai ellenanyag jelenléte miatt csak a
virus jelenlétének kimutatdsaval lehet megbizonyosodni arrdl, hogy az Gjsziiléttnek
friss fertézése van-e.

* QGyors eredmény sziikségessége: pl. a SARS virussal valo fert6z6dés esetén nem lehet
varni a diagnosztikaval addig, amig az ellenanyag kifejlédik, minél gyorsabb biztos
diagnozis kell.

* Alacsony viruskoncentraci6é esetén: a virus-kimutatdsi modszerek koziil a PCR az
egyik legérzékenyebb modszer.

* Immunkomplexben jelen levd virusok kimutatésa.

«  Ujonnan felfedezett virusok kimutatasa: az utobbi iddben felfedezett virusok koziil a
SARS, a hepatitis G, a TTV ¢és a SEN virus genomszekvenciajat nagyon hamar
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kozzétették az Interneten. A szekvencia alapjan primer volt tervezhetd, igy a PCR
reakci6 elvégzése lehetdvé valt. Az ellenanyag kimutatdsara szolgald kitek csak
sokkal késobb jelentek meg (ha léteznek egyaltalan).

» Antivirdlis terdpia feltétele: kronikus majmegbetegedések esetén a korokozo (hepatitis
C, hepatitis B) genomjanak kimutatasaval lehet bizonyitani, hogy valdban virus
okozza a megbetegedést.

PCR - mikor érdemes variabilis régiora tervezett primereket hasznalni?

Néha nem elég annak az ismerete, hogy a virus jelen van-e a szervezetben. Egyes
esetekben sziikség lehet egy korokozod evolucios viszonyainak, genetikai valtozasainak
nyomon kovetése. A korokozok esetében a genetikai valtozds (mutdcid) 4altalaban a
fennmaradas egyik kritériuma: a megvaltozott genetikai dllomany megvaltozott fehérjékhez,
¢és ezaltal 1) fenotipusos tulajdonsadgokhoz vezet, amely mar képessé tehet egy koérokozot
arra, hogy az emberi szervezetben id0t nyerjen az immunrendszer tamadasaval szemben.
Altalanosan elmondhaté, hogy a korokozok a felszini fehérjéik (antigénjeik)
,,valtoztatasaval” érik el ezt a hatast. Ezek a valtozasok hozzak létre a korokozok kiilonb6zo
genotipusait, szubtipusait, és ezek a génszakaszok az un. variabilis szakaszok a genomban. A
variabilis régiot a gyakorlatban a kovetkezo esetekben érdemes vizsgalni:

* A genotipus hatassal lehet a betegség kimenetelére: a hepatitis B virus A genotipusa
ritkabban okoz kronikus fertézést, mint a D genotipus, a HIV E szubtipusa, vagy a
TTV 1-es genotipusa rosszabb prognosztikdju, mint a tobbi szubtipus ill. genotipus

* Az interferon-kezelés hatdsossdga fligghet a genotipustol: a HCV Magyarorszagon
elterjedt 1b genotipusa kevésbé érzékeny az interferon kezelésre, mint a tobbi
genotipus

* a virus a virusellenes kezelés hatasara valtozhat: ennek nyomon kovetése az adott
variabilis régio vizsgalataval lehetséges

* epidemiologiai c€lbdl torténd vizsgalatok: a varidbilis régid vizsgalatdval
bizonyithatjuk, hogy egy bizonyos jarvanyban tortént megbetegedések forrasa
azonos-e vagy sem. Ilyenkor filogenetikai torzsfat készitiink (1d. késébb)

» vakcina hatdsossaga vagy hatastalansaga: a hepatitis B virus egyik vakcina-rezisztens
mutansanak genomszekvencidja egyetlen nukleotidban kiilonbozik a hepatitis B virus

crer

crer

ellenére fertdzni tudja az oltott személyt.

+ elképzelhetd, hogy a szervezetben perzisztensen jelenlevd virusok esetében
jelentdsége van a virus szekvenciajanak abban, hogy a tlinetmentes hordoz6 allapot
vagy kréonikus megbetegedés alakul ki

A molekularis virologiai modszerek gyakorlati felhaszndldsa

A virusgenom-vizsgalatok alkalmazasat egy nozokomialis hepatitis B jarvany tisztdzasa
kapcsan ismertetjiik.

Egy kronikus betegeket apolo osztalyon 2002-ben feltlint, hogy egyre tobb beteg lesz

HBsAg pozitiv. Megvizsgéltdk a dolgozokat, és egyetlen adminisztrator kivételével (aki soha
nem ¢érintkezett a betegekkel), mindenki HBsAg negativ volt. Ahhoz, hogy azt
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valoszintsitsiik, hogy egyetlen forrasbdl szarmazott a fertézés, a kiilonb6z6 betegekbdl
szarmazd virus genomjanak vizsgalatara volt sziikség. A hepatitisz B virus viszonylag stabil
genomu virus, az ,,S” fehérjét kodold szakaszon beliil a Pre-S1, és Pre-S2 régi6 mégis
alkalmasnak tiint filogenetikai vizsgalatokra. A betegek ¢és kontrollok savojabol ezért
nukleinsavat tisztitottunk, nested PCR reakcioval felszaporitottuk a kérdéses DNS-szakaszt
¢és a PCR termékeket szekvenaltuk.

Kontrollként Magyarorszag kiillonb6zd teriileteirdl szarmaz6 hordozokbol és
betegekbdl kimutatott virusszekvenciat hasznaltunk.

A vizsgalat soran 57 beteg, illetve tiinetmentes hordozé virus DNS-ének mintegy 600
bp-nyi szakaszat szekvenaltuk. A szekvencidkat filogenetikai fan abrazoltuk. (1. abra) Az
abran ovalisan karikdztuk a szakirodalomban kozolt, reprezentativ szekvencidkat. A 24
kiilonbozd lakhelyli magyarorszagi kontrollbeteg koziil 19 a D, 5 az A genotipusba tartozik. A
fent emlitett korhazbol szdrmaz6 30 minta koziil (ezek szaggatott vonallal vannak jeldlve) 28
bizonyult D genotipustinak. Ezekbdl a betegekbdl kimutatott szekvencidk nagyon hasonloak.
Valoszintisiteni lehet azt, hogy fertézés kozos forrasbol tortént. Ugyanebben a korhazbol
érkezett egy adminisztrator és egy Ujonnan felvett beteg mintdja, az & virusuk az A
genotipusba tartozik. Végiil egy csaladi HBV halmozodast is megvizsgaltunk. Egy anyuka
két testvért fogadott 6rokbe, akik — mint késobb kideriilt —hepatitisz B virus hordozdk voltak.
Sajnos az oOrokbefogadd anyjukat is megfertdzték. A harom betegbdl kimutatott virus
szekvencidja a vizsgalt szakaszon tokéletesen megegyezett (az 4abran folyamatos
négyszogletes keretezéssel jeldlve).

A PCR-termékek szekvencidja alapjan filogenetikai fa felallitdsa tehat segithet egy
jarvany eredetének kideritésében.
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Korhazi jarvanybol szarmazé mintak:

- Ugyanabbdl a kérhazbodl, de nem a
jarvanybol szarmazo mintak

{hun14569 10,17,18,25,26,27,35;

| Csaladi halmozodas mintai |

Reprezentativ genotipuso

Kontroll mintak az orszag mas
pontjairdl

woolly monkey
0.05
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Viralis zoonozisok.
Gondolatok egy konyv megjelenése kapcsan.
Ferenczi Emdke, Petranyi Géabor, Zadori Edit

A hazénkban és vilagszerte felbukkand virusos megbetegedések dontd tobbsége (ha
nem mind) a zoonozisok korébe tartozik. Ennek a hatalmas téménak csak egy szeletével
foglalkozik az Orvosi Molekularis Virologia ,,Viralis zoondzisok” cimii fejezete, hiszen igen
sok olyan korokozo6 tartozik ebbe a korbe (madarinfluenza, hepatitis E, majom herpesz stb.),
melyek természetiiknél fogva mas fejezetek szerves részét képezik.

Az allatr6l emberre terjedé megbetegedések koziil korabban nalunk a kullancsok altal
terjesztett agyhartya-, és agyveldgyulladast okozo, népszerli nevén kullancsencephalitis virus
¢s a vektorok nélkiil, ragcsalok altal terjesztett hantavirusok okoztak nagyobb szamban hazai
eredetll fertdzéseket (., ™.).

A kullancsencephalitis virus a Flavivirus csalad flavivirus nemzetségébe tartozik,
ennek a nemzetségnek mas tagjai altal okozott fert6zéseket néhany importalt megbetegedés
esetében 1dordl-idoére laboratériumi vizsgalattal igazoltak. Az utazasok szdmanak novekedése
¢és kedvenc uticélok kovetkeztében ezek koziil leggyakoribb a hatalmas teriileteken honos
(Dél-kelet Azsia, Afrika, Kozép-, és Dél-Amerika), sziinyogok 4ltal terjesztett dengue- 1az
virusa okozta megbetegedés (). Heveny megbetegedés diagnosztikdja soran nehézségeket
okoz a flavivirusok kiterjedt keresztreaktivitasa. Idegrendszeri tiineteket okoz6 virusfertdzés
gyanujanak idOpontjaban az emberi megbetegedés koroki nyomozésa soran gyakorlatilag
nincs es€ly a korokozo, vagy nukleinsava kimutatdsara. Szeroldgiai vizsgalatok adhatnak
ilyen esetekben megfelel¢ valaszt, de az interpretaciéo a klinikai és jarvanytani adatok,
informaciok nélkiill nem Ilehetséges. A korokozd, vagy nukleinsava dallatokban (beteg,
rezervoir, vagy vektor) megtalalhato, ezaltal az emberi megbetegedések pontos koroki
azonositasat elOsegiti a virus izolaldsa, vagy nukleotid sorrendjének meghatarozasa (V).
Hazéankban 3 flavivirus faj okoz nem-importalt fertézéseket: a kullancsencephalitis-, nyugat-
nilusi laz-, és az Usutu virus.

Az els6 kettd emberben okoz idegrendszeri tlinetekkel jar6 megbetegedéseket, mig az
Usutu virus madarakat betegit (Erdélyi Karoly, Bakonyi Tamads), de emberben az
immunologiai reakcié kimutathaté a fertdzés hatdsara. A klasszikus viroldgiai modszerek
lehetdvé tették a virusok azonositasat, de annak megvalaszolasara, hogy melyik évben milyen
foldrajzi teriiletrél hozhattak be hazadnkba a vdndormadarak a nyugat-nilusi 14z virusat, csak a
molekularis médszerek (nukleotid sorrend meghatarozas) alkalmasak. A fentiekbdl is kittinik,
hogy a human-, és allategészségiigyi szolgalatok egylittmitkddése elengedhetetlen a viralis
zoonoOzisok pontos megismerésében.

* Aklinikai tiinetek megfelelnek a vizsgalt korokozé altal okozott megbetegedésnek.

* Klinikai laboratoriumi vizsgalatok eredményei alatamasztjak a feltételezett diagnozist.

* Mas korokozd szerepe kizarhato az elvégzett vizsgdlatok alapjan, kivéve, ha
feltételezhetd a kettds fert6zés (pl. azonos terjedési mod €s hasonlo klinikai lefolyas).

o lzeltlabt (kullancs, szinyog) csipése a koreldzményben, illetve az izeltlabtak
aktivitasdnak szezonja van.

Fent leirtak izelitét kivannak adni a téma bonyolult és egyben nagyon izgalmas, érdekes

voltarol. A fejezet ifjii tarsszerzOinek (Czeglédi Aliz, Zadori Edit, Petranyi Gabor)
szinvonalas munkéja véleményem szerint jelentdsen noveli a konyv értékét.

19



i Ferenczi E., Racz G, et al. NATO Science Series

i Ferenczi E., Racz G., Szekeres J, Balog K, Toth E, Takacs M, Csire M, Mezey I, Berencsi G,
Faludi G.: : Ujabb adatok a hazai hantavirusok népegészségligyi jelentdségének vizsgalatahoz. Orv
Hetil. 2003 Mar 9;144(10):467-74. Orv Hetilap

it Nemes Z, Kiss G, Madarassi EP, Peterfi Z, Ferenczi E, Bakonyi T, Ternak G.: Nosocomial
transmission of dengue. Emerg Infect Dis. 2004 Oct;10(10):1880-1.

v Glavits R, Ferenczi E, Ivanics E, Bakonyi T, Mato T, Zarka P, Palya V.: Co-occurrence of West
Nile Fever and circovirus infection in a goose flock in Hungary. Avian Pathol. 2005 Oct;34(5):408-
14.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&term="Ternak+G"%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&term="Bakonyi+T"%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&term="Ferenczi+E"%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&term="Peterfi+Z"%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&term="Madarassi+EP"%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&term="Kiss+G"%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&term="Nemes+Z"%5BAuthor%5D

