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BEVEZETES

Human Herpesvirus 8 és a Herpesviridae csalad

A Kaposi-sarcoma (KS), melyet el6szér Kaposi Mdr magyar borgyogyasz irt le 1872-ben, a
vér- ¢és nyirokerek mesenchymalis eredeti daganata. Chang és munkatarsai 1994-ben AIDS
betegek Kaposi-sarcomas szovetmintaibdl olyan DNS fragmentumokat izolaltak, melyek a
Kaposi-sarcomahoz asszocialt herpesvirusnak (KSHV) elnevezett 1j vy-herpesvirusbol
szarmaztak. A virus késObb a human herpesvirus 8 (HHV-8) nevet kapta. HHV-8
szekvencidkat taldltak a Kaposi-sarcoma majdnem 6sszes formdjdban /mind az AIDS-hez
tarsulo, mind pedig az attdl fiiggetlen 1ézidkban/, erdteljesen sugallva azt, hogy ez a virus
etiologiai szerepet jatszhat a Kaposi-sarcoma pathogenezisében, amely még mindig a
leggyakoribb, HIV infekcidhoz tarsuld malignus megbetegedés.

A HHV-8 etiologiai szereppel bir a ritka testiiregi B-sejtes lymphomakat illetve a
multicentrikus Castleman-betegséget érintéen, és feltételezhetdleg az angiosarcoma faciei
valamint a bor angiolymphoid hyperplasiaja tekintetében is. A HHV-8, a herpesvirusok y2
csoportjanak (rhadinovirusok) elsOként felfedezett emberi tagja, egy csoportba tartozik a
rhesus rhadinovirussal (RRV) és a herpesvirus saimirivel (HVS). A HVS, melynek
természetes gazddja a mokusmajom, emberi T-lymphocytakat is képes transzformalni.

Az emberi herpesvirusok koziil a HHV-8 vonatkozasdban a herpesvirusok yl osztalyaba
(Iymphocryptovirusok) tartozd Epstein-Barr-virus (EBV) mutatja a legnagyobb homologiat.
A HHV-8 abban emlékeztet az Epstein-Barr-virusra, hogy ugyanugy sejttropizmussal
rendelkezik a B-lymphocytak irant, latens fazisban is képes tulélni, és sejtkultirdkban torténd
hosszabb idejli tenyésztése nehézségekbe litkozhet. A produktiv EBV fertdzést kovetden akut
mononucleosis infectiosa alakulhat ki, mig a nem-produktiv forma olyan rosszindulata
korképekkel fiigghet 6ssze, mint példaul a Burkitt-lymphoma, nasopharyngealis carcinoma ¢és
immunkarosodott  egyénekben kiilonféle virus altal indukélt lymphoproliferativ

megbetegedések.



A herpesvirusok nukleotid anyagcseréjében szerepet jatsz6 enzimek

A HHV-8 genom szamtalan olyan enzimet kdédol, mely a nukleozidok és nukleotidok
bioszintézisében vesz részt. Ezek koziil kiemelendd a timidin kinaz (TK), a ribonukleotid
reduktdz (RR), a dihidrofolat reduktaz (DHFR) €s a timidilat szintetaz (TS).

Ez utébbi két enzim kulcsszerepet jatszik jonéhany herpesvirus, igy a HHV-8
nukleotidanyagcsere mechanizmuséban is.

A timidilat szintetaz az 5,10-metiléntetrahidrofolat és dUMP dihidrofolat és dTMP
vegyliletekké torténd atalakulasadnak reakcidjat katalizdlja. Mivel ez az anyagcserelit az
egyetlen lehetdség a dTTP-szintézis de novo formajara, a timidin kindz segitségével torténd
dTMP képzddés hianyaban (elkeriilé utvonal), a TS altal katalizalt reakcié tekinthetd a
sebességmeghatdrozd 1épésnek a DNS-szintézist illetden. Ezért akaddlyozhatdé meg a
sejtosztodas, ha gatoljuk a timidilat szintetazt. Szamos tumorsejt tipus mutat emelkedett TS
aktivitast, ami az onkoterapids szerek egyik {0 csapésiranyat jelenti.

A varicella-zoster virusrol (VZV) kimutattak, hogy miikéddképes TS-t kodol. A HVS genom
szintén tartalmaz TS gént. A B-herpesvirusokhoz tartozé human cytomegalovirus (HCMYV)
nem hordoz magaban TS szekvenciat, viszont erdteljesen fokozza a virussal fert6zott emberi
embrionalis tiiddsejtek TS aktivitasat. A HHV-8 genetikai dllomanydban megtaladlhatéo a TS
gén, s a HHV-8 TS gént hordozo6 expresszios vektorral transzfektalt sejtek cytoplasmajaban a
TS protein meg is jelenik, &m az enzim funkcionalitdsara utald bizonyiték vizsgalataink elott
nem kertilt elo.

A dihidrofolat reduktaz ubiquiter enzim, mely a dihidrofolat (DHF) tetrahidrofolatta torténd
redukciojat végzi el NADPH segitségével, s igy nélkiilozhetetlen szerepet vallal a de novo
purin, glicin és methionin szintézisben, valamint a timidilat képzdédésében.

A DHFR ismert célpontja kiillonb6z6 anyagoknak. Néhany DHFR inhibitor, mint példaul a
metotrexat (MTX) és aminopterin (AMT) sikerrel vizsgazott a daganatterapia teriiletén is. A
szintén a DHFR-t gatlo trimethoprim (TMP) pedig hatékony antibiotikum, mig a
pyrimethamin (PYR) a malériaellenes kezelésben kulcsfontossagu szer.

A herpesvirusok koziil a human herpesvirus 8, a herpesvirus saimiri, a herpesvirus ateles €s a
rhesus rhadinovirus kodol 6nalléan DHFR-t.

Az emberi illetve az egér cytomegalovirus nem rendelkezik DHFR génnel, viszont jelentosen

noveli a DHFR aktivitasat a nyugvo sejtekben. Az EBV egy viszonylagosan alland6 DHFR



mRNS szintet tart fenn a virus altal transzformalt sejtekben a sejtciklus valamennyi
szakaszaban, de ezt nem sajat viralis dihidrofolat reduktaza révén éri el, hisz ez az enzim a

genomjaban nem talalhaté meg.

Antiviralis stratégiak a HHV-8 és az EBV elleni kiizdelemben

A HHV-8 replikacidjat jonéhany herpesvirus ellenes szer gatolhatja szelektiven, mint példaul
a ganciklovir és a cidofovir. A KS incidenciajat alacsonyabbnak talaltak azoknak az AIDS
betegeknek a korében, akik ganciklovir kezelésben részestiltek.

A széles spektrumu aciklikus nukleozid foszfonat analog cidofovir, mely antiviralis hatdsanak
kifejtéséhez nem igényel virdlis eredetli kindzokat, Kaposi-sarcomaban szenvedd betegeknek
keriilt beadasra. A szer 6t héten keresztiil torténo injektaldsa utan sem kovetkezett be azonban
valtozas a klinikai, hisztoldgiai, immunhisztoldgiai avagy a virologiai képet illetéen, a
fiziologias sooldattal injektalt 1ézidkkal 6sszehasonlitva.

Tekintve, hogy az epidemioldgiai bizonyitékok is a KS viralis pathogenezisét timasztjak ala,
az interferon alkalmazasa logikus vélasztasnak tlinhet a daganatellenes harcban. Tobb
vizsgalatot végeztek az interferon ez iranyu hatasaval kapcsolatosan. Osszegzésképpen
elmondhat6, hogy ezen vizsgalatok mind ddzisfiiggd tumorcsokkenést mutattak ki. A HHV-8
azonban az interferon hatdsdval szemben védekezd mechanizmussal is rendelkezik, mely az
interferon szignal transzdukciojat befolyasolja.

Az EBV okozta primer infekcidt kovetden a gazdasejt eredetli immunvalasz jelentds
szerephez jut abban, hogy a virus - akdr életre szdléan is - latens mddon perzisztald
allapotban maradjon a memoria B-sejtekben. Az EBV szeropozitiv immunkompetens
egyénekben a virussal fert6zott keringd B-sejtek szdma csekély. A velesziiletett avagy
szerzett immundeficiencidban szenvedd betegekben az EBV infekcidhoz tarsultan
lymphoproliferativ  korképek alakulhatnak ki. A  szervatiiltetések utan  fellépd
lymphoproliferativ rendellenességek legalabb 90%-a vezethetd vissza az EBV kdéroktani
szerepére, amit mi sem jelez jobban, hogy a diagnozis feléllitdsakor tobbnyire jelentdsen

emelkedett EBV szintet lehet tapasztalni.

CELKITUZESEK



1. Ismert, hogy a HHV-8, a RRV ¢és a HVS genetikai dllomanya TS gént tartalmaz. Kutatési
programunkban szerepelt ezeknek a génszekvencidknak a vizsgalata a funkcionalitas
tikkrében, illetve az enzimkinetikai paraméterek leirasa.

Szamos enzimgatld szer képes kapcsolddni a TS pirimidin- illetve folat kofaktor kotd
helyeihez. Kisérleteink alkalmaval a dUMP-analogok hatékonysagat kivantuk feltarni a
HHV-8, a HVS és a VZV eredetii timidilat szintetazok vonatkozasaban.

2. A HVS, csaktigy mint a RRV dihidrofolat reduktaz gént hordoz a genomjaban, am ezen
enzimek miikodoképességét ezidaig még nem sikeriilt tisztdzni. Célként hataroztuk el annak
kideritését, hogy ezek a virusok vajon funkcionalis enzimet kodolnak-e, s ha igen, akkor ezek
milyen tulajdonsagokkal jellemezhetok, beleértve az egyes inhibitorokkal szembeni

érzékenységiiket is.

3. Az antivirdlis szerek hatékonysaganak eltérd kiértékelési modjait figyelembe véve, egy
gyors, pontos €s kényelmes valds idejii kvantitativ PCR (TagMan) modszer kidolgozéasat

tliztiik ki célul egyes molekulak EBV és HHV-8 ellenes hatasdnak monitorizalasara.

ANYAG ES MODSZER

A sejtvonalak indukcidja

A herpesvirus ellenes nukleozid analogok virusreplikéacidt befolyasold hatasdnak vizsgalata a
HHV-8 esetében a BCBL-1 sejtvonalon, az EBV vonatkozédsaban pedig a P3HR-1 sejtvonalon
valosult meg. A sejtek tenyésztése 10%-os inaktivalt borjisavot, valamint antibiotikumokat
tartalmazd RPMI 1640 tapfolyadékban tortént. Mindkét sejtvonal indukcidja 12-O-
tetradekanoil-phorbol-13-acetat segitségével keriilt kivitelezésre. A sejtkultirdk a vizsgalt
anyagok higitasi sordaval 7 napon keresztiil lettek inkubdlva, s ezt kdvetden a teljes cellularis

DNS tartalom kivonasra keriilt.

A viralis DNS extrakcidja
A HHV-8 DNS izoladldsa HHV-8-t tartalmazo BC-3 és BCBL-1 sejtvonalakbdl, valamint

egy-egy klasszikus Kaposi-sarcomdban szenvedd magyar illetve belga betegtdl szdrmazo



biopszias anyagbol tortént. A VZV DNS (OKA torzs) virussal fertdzott fibroblasztokbol
keriilt kinyerésre. A DNS extrakcidja ‘QIlAamp DNA Blood Mini Kit’ segitségével tortént
valamennyi esetben. A HVS és RRV DNS-t liofilizalt formaban kaptuk ajandékba.

Enzimtisztitas

A megfeleld gének amplifikacidja PCR segitségével ment végbe. A keletkezett amplikonok a
pCR4-TOPO TA vektorba keriiltek klonozasra, majd a klonozott fragmentumokat
végigszekvenaltuk. A HHV-8 BC-3 és BCBL-1, valamint a HVS, VZV és RRV szekvencidk
protein szinten 100%-osan megegyeztek a National Center for Biotechnology Information
génbankjanak adataival. A Kaposi-sarcomds belga betegbdl izolalt DNS szakasz A-G
szubsztitliciot mutatott a 21047. nukleotidnal és a 20824. nukleotidndl. A magyar betegbdl
szarmazd HHV-8 TS szakasz C-T szubsztituciét hordozott a 21012. nukleotidnal, A-G
szubsztiticiot a 20776. nukleotid esetében é&s T-A szubsztiticiot a 20177. sz.
nukleotidpoziciot illetben (a fenti nukleotidpoziciok a génbank U75698 jeli
szekvenciadllomanyanal alkalmazott szdmozéasnak felelnek meg). A gének szubkldonozasat a
pGEX4 nevili bakteridlis expresszids vektorba végeztik el. Az igy kapott plazmidokat
kompetens Escherichia coli BL21 sejtek transzformalasara hasznaltuk fel. A sejtek indukcioja
0,1 mM izopropil B-D-tiogalaktozid segitségével zajlott 6 6ran 4t 25 °C-on. A sejteket
10000xg fordulattal centrifugaltuk 10 percig 4 °C-on, majd reszuszpendaldst végeztiink.
Ezutan nukleaz hozzaadasa kovetkezett 20 percre szobahomérsékleten. A feltisztult
lizatumokat 20 percig centrifugaltuk 15000xg fordulattal 4 °C-on, s végezetiil a rekombinans
enzimek kinyerésére szolgdld eljaras utolsé 1épéseként a Gluthatione Sepharose 4B
segitségével torténd glutationos fehérjeelualasi protokoll zarta a sort. A proteinkoncentracio
meghatarozasat SDS-PAGE alkalmazasdval oldottuk meg, ami az expresszalt fehérje

méretének és tisztasdganak az ellendrzését volt hivatott szolgélni.

A TS enzimaktivitasanak mérése

A sziikséges enzimmennyiséget az [5-"H] dUMP szubsztrattal a kofaktor 5,10-metilén-
5,6,7,8-tetrahidrofolat jelenlétében 5.0 mM formaldehidet, 15 mM B-merkaptoetanolt és 0.1
mM NaF-t is tartalmazé 50 mM Tris-HCI pufferben (pH 7.5) inkubaltuk. Az adott kisérleti

kortilményeknek megfeleloen valtakozéd koncentracioban hasznaltuk a dUMP-t, az 5,10-



metilén-5,6,7,8-tetrahidrofolatot illetve adott esetben a vizsgdlandé inhibitort. Az
enzimreakciokat a TS enzim hozzaadasaval inditottuk el, majd hagytuk lezajlani a kelld ideig
37 °C-on. A reakci6 leallitaisit 1 ml aktiv szén (100 mg/ml 2%-os triklorecetsavban)
hozzaadéasaval, majd a reakcidelegyet tartalmazo csovek jégre helyezésével hajtottuk végre.
Ezt egy 3000 rpm fordulatszdmon torténd 10 perces (4 °C) centrifugalds kovette. A tricium
felszabaduldas meghatarozdsa a radioaktivitds nagysaganak mérésén alapult. A haromszor
egymasutan megismételt kisérletsorozatok eredményeinek kiértékeléséhez a Graphpad Prism

program 3.02 verziojat vettiik igénybe.

A DHFR enzimaktivitasanak mérése

A reakcidelegy, melynek alapjat 50 mM 2-morpholinetanszulfonsavat, 25 mM Tris-t, 25 mM
etanolamint és 100 mM NaCl-t tartalmazd puffer alkotta (pH 7.8), adott koncentracioji DHF-
bol és NADPH-boI, valamint 14 uM B-merkaptoetanolbdl allt 6ssze. A reakcid az enzim
hozzaadasakor indult el. Az abszorbanciacsokkenést 340 nm-es hullimhosszon 25 °C-on
detektaltuk a Spectramax 190 miiszer segitségével. A K, és K; értékek meghatarozasara

s

jellemzok kiszamitdsdhoz a Graphpad Prism program 3.02 verziojat hasznaltuk fel.

Blothibridizacids vizsgalat

A vizsgalt anyaggal kezelt sejtvonalakbol, valamint a kontrollsejtekbdl szarmazod teljes
celluldris DNS 10 pg-nyi mennyisége denaturalt formaban nylon membranra lett rogzitve
UV-fénnyel Iétrehozott keresztkotések révén, majd egy eldhibridizacio keriilt végrehajtasra 1
oran at 42 °C-on. A proba jelolése digoxenin-dUTP segitségével tortént adekvat PCR
koriilményeket biztositdsa mellett. A proba ezutan géltisztitdson ment at, s egy 18 oran at
tarté hibridizacié kovetkezett 42 °C-on a digoxigenin-11-dUTP jelzett proba 30 ng/ml
mennyiségével. A membrant 10 percig mostuk szobahdmérsékleten nagy erdvel, majd 2 x 15
percig 0.1x SSC-0.1% natrium dodecil szulfattal 65 °C-on. A filter blokkol6 pufferben torténd
dztatdsa utdn a digoxigenin ellenes antitesttel torténd inkubdlas keriilt sorra. A konjugalt
alkalikus foszfat aktivitaisinak mérése standard kemolumineszcencids eljaras keretében

zajlott.



Kvantitativ PCR teszt

TagMan technologian alapuld valds ideji vizsgalati modszer keriilt kifejlesztésre mindkét
virus vonatkozdsdban. Az EBV mennyiségi nyomon kovetése a BNRF1 gén kimutatasat
célozta meg. A kisérleteink sordn alkalmazott PCR primerek az aldbbiak voltak: 5°-
CGGCCGTGATGGAGGCTATG-3’ (forward primer), 5~ AGACAGAGGCCACCACGG-3’
(reverz primer), €s 5’-TGACCTTTGGCTCGGCCTCCTGC-3’ (TagMan proba, mely az 5’
végen 6-karboxifluoreszcein (FAM) nevii jelzd festéket, a 3° végen pedig 6-
karboxitetrametilrhodamin (TAMRA) nevii fluoreszcenciat csillapito festéket tartalmazott). A
HHV-8 kvantifikalasara szolgadlo PCR primerek esetében az ORF73 gén szekvencidja
nyujtotta a kiindulasi alapot: 5’-CCGAGGACGAAATGGAAGTG-3’ (forward primer), 5’-
GGTGATGTTCTGAGTACATAGCGG-3’ (reverz primer) és 5’-FAM-
ACAAATTGCCAGTAGCCCACCAGGAGA-TAMRA-3’ (TagMan proba). A PCR reakciok
szinterélil 96-lyuku optikai reakciotalcak szolgaltak. A TagMan vizsgalati modszer tesztelése
egy ABI Prism 7700 szekvenciadetektdld rendszer kozremiikodésével tortént. Az egyes kis
tiregekben 25 pl végtérfogatnyi PCR-elegy szerepelt, mely 12.5 ul TagMan egyetemes PCR
mesterkeveréket, 2.5 pl templdt DNS-t, 100 nM TagMan prdobat és az egyes primerekre
vonatkozoan pedig 300 nM oligonukleotidot tartalmazott. A PCR kivitelezési kondicidi az
alabbiak voltak: 2 perc 50 °C-on, azutdn 10 perc 95 °C-on, s ezt 55 ciklus kovette, mely
egyenként 15 masodpercnyi 95 °C-os és 1 percnyi 60 °C-os részbdl tevédott Ossze.
Valamennyi vizsgalati felallas két negativ kontrollt és a plazmidmintabdl egy higitasi sort is
magaban foglalt. A kiiszobérték ciklusok (Cr) értékeinek megallapitasara minden egyes PCR-
teszt alkalmaval standard gorbe keriilt felvételre. A PCR kapcsan tett mérések az Osszes

esetben még egy alkalommal ismétlést nyertek.

EREDMENYEK

Timidilat szintetaz

Klénoztuk és expresszaltuk a HHV-8, RRV, HVS ¢és VZV timidilat szintetdzokat.
Megallapitottuk tovabba, hogy ugy a HHV-8 pozitiv BC-3 lymphoma sejtvonalbol, mint a
HHV-8 pozitiv (egy-egy belga illetve magyar betegbdl vett) KS biopszids mintabdl szdrmazd



viralis TS gének enzimatikusan egyarant aktiv proteint kodolnak. Ezen tGlmenden a HVS és a
VZV eredetti timidilat szintetdzok is manifeszt enzimatikus aktivitassal birtak. A RRV TS
enzimhez kothetd funkcionalitast azonban nem tudtunk kimutatni, noha tobb kilonféle
alternativ klonozasi stratégiat is bevetettiink és a megfeleld0 méretli fehérjét is sikertilt
kifejezniink. A kérdés igy tehat az marad, hogy a RRV TS vajon tényleg funkcionélisan aktiv-
e avagy az altalunk hasznalt specidlis RRV torzs torténetesen defektiv TS-t kdédol. Ezt
kovetéen a HHV-8, HVS és VZV timidilat szintetazok kinetikai sajatsagait tanulmanyoztuk
¢s hasonlitottuk 6ssze. A két szubsztratra (dAUMP és CH,Hy-folat) vonatkozd K., értékek és a
keat jelzészdmok mindharom herpesvirus vonatkozasdban nagyon hasonloak voltak és
egyazon tartomanyba estek, mint az emberi TS kapcsan kozolt jellemzok. Ezt kovetden harom
nagyon jol ismert TS inhibitor, az 5-fluoro-2’-deoxyuridin-5’-monofoszfat (FAUMP), az 5-
jo0d-2’-deoxyuridin-5’-monofoszfat (IdUMP) és az (E)-5-(2-bromovinil)-2’-deoxyuridin-
monofoszfat (BVAUMP), valamint a termékgatlast kifejtd dTMP hatdsat vettiik gorcsé ala a
kiilonbozd virdlis TS enzimek vonatkozasaban. A gatlas tipusa kompetitiv volt a dUMP
tekintetében mindharom vizsgalt vegyiiletet illetden. A HHV-8, HVS és VZV altal termelt
timidilat szintetdz hatéanyagokkal szembeni érzékenysége egyformanak bizonyult az emberi,
egér ¢s lactobacillus timidilat szintetdzéval. A HHV-8 altal kddolt TS enzim épp ezért nem

tlinik a célzott antiviralis terapia megfeleld alanyanak.

Dihidrofolat reduktaz

HHV-8, RRV és HVS eredetti dihidrofolat reduktazokat klénoztunk és fejeztiink ki megfeleld
mennyiségben E. coli-ban. Mindhdrom forrasbol nyert rekombinans protein enzimatikusan
aktivnak bizonyult. A HHV-8, HVS és RRV DHFR enzimek egyedi sajatsadgai is leirasra
keriiltek. A DHF és NADPH szubsztratvegyiiletekre vonatkozo K, értékek, valamint az
atviteli szamaik is (kca) eléggé kozel estek egymashoz a harom herpesvirus enzim egymassal
torténd Osszehasonlitasadban. A DHF molekuldra vonatkozd K, értékeket mindharom viralis
enzim tekintetében kovetkezetesen 5-15-szor magasabbnak mértiikk annal az értéknél, mint
ami az emberi enzimre vonatkozoan a szakirodalombdl ismert, mig a NADPH koenzimre
vonatkozd K, értékek elég kozeli hasonlosdgot mutattak az emberi DHFR enziméhez. A
harom herpesvirus kg, paraméterei 1,5-2-szer kisebbnek bizonyultak az emberi enzimre

karakterisztikus értéknél. Kovetkezd 1épésben 6t folat antagonista /MTX, AMT, TMP, PYR



és N(a)-(4-amino-4-deoxypteroyl)-N(0)-hemiphtaloyl-L-ornithine (PT523)/ gatlé hatasat
teszteltiik le a kiilonbozo virdlis DHFR enzimeken. Mindharom virdlis enzim hasonloképpen
viselkedett az inhibitorokkal szembeni ¢érzékenységet érintéen, jollehet a molekuldk
szenzitivitasi sorrendje az aldbbiak szerint alakult: TMP<<PYR<AMT<MTX<PT523. A
virdlis DHFR enzimek maskiillonben sokkal kevésbé voltak érzékenyek ezekre a
gatloszerekre, mint azt az emberi DHFR esetében tapasztalni lehetett. Ez azt jelezheti, hogy a
herpesvirusok DHFR enzime feltételezhetben nem idedlis célteriilet a szelektiv antiviralis

terapiaban.

Kiilonb6z6 molekulak HHV-8 és EBV ellenes hatasanak vizsgalata

A HHV-8 esetében a ganciklovir, cidofovir és brivudin megkozelitden egyforma gatld hatést
fejtettek ki kvantitativ PCR (Q-PCR) mddszerrel vizsgalva (ECsy értékek 1-2 pg/ml koriil
alakultak). Ezek az értékek ugyanazon, sét lényegében megegyezd tartomanyba estek a
hibridizacié soran nyert adatokkal. Az adefovir és az aciklovir valamivel kevésbé volt
hatdsos; bar az ezen vegyiiletekre szamitott ECsy értékek alapvetd hasonlosagrol tettek
tanibizonysagot mindkét modszerrel nézve.

A kivalasztott vegyiiletek hatdsossdganak EBV replikaciot érintd tanulméanyozéasa a P3HRI1
sejteken zajlott. A cidofovir bizonyult a leghatdsosabb inhibitornak az EBV replikéciot
illetden. Az adefovir €s a ganciklovir egyforma hataserdsséggel birtak, ami nagyjabol 3-10-
szer haladta meg az aciklovir hatasspektrumat. A brivudin volt jellemezhetd a leggyengébb
antiviralis potencidllal. A Q-PCR mddszer segitségével kapott ECsy értékek az EBV
vonatkozdsdban is nagy hasonlosagot mutattak a hibridizacids vizsgalat révén szerzett

eredményekkel.

MEGBESZELES

Timidilat szintetaz és dihidrofolat reduktaz

A HHV-8 DHFR (ORF 2) és TS (ORF 70) gének a korai szakaszban expresszalodd gének
csaladjaba tartoznak. A HHV-8 genom citokineket kddolo szegmensében helyezkednek el, s
nem a HVS ORF 2 illetve ORF 70 géneknek megfeleld locusokban. A HVS DHFR gén
elrendezddése viszont a RRV DHFR gén lokalizacigjaval mutat parhuzamot. A HVS DHFR



kiilon gyokerekre vezethetd vissza és sokkal kisebb atalakuldson ment keresztiil, mint a HHV-
8 DHFR. A HHV-8 DHFR filogenetikailag sokkal tavolabb esik az emberi DHFR proteintdl,
mint a HVS enzimvaridns, azt sejtetve, hogy a DHFR gén gazdasejt eredetli cDNS
form4jaban fiiggetlen evolucios torténések révén juthatott be a virus orokitdanyagaba. A HVS
DHEFR gén az onkogén szerepkdrrel bird saimiri transforming protein (STP) mogott talalhatd,
mig a RRV DHFR amogott az R1 protein mogott lelhetd fel, mely tigyszintén onkogén
sajatsagokkal rendelkezik. Ezzel ellentétben a HHV-8 DHFR kilenc olvasasi kerettel lentebb
huzédik meg, mint az onkogénként jellemzett K1 gén. Az a tény, hogy ezek a virusok a
TS/DHFR komplex mindkét tagjat osszegyujtotték genetikai allomanyukban, arra utalhat,
hogy e két enzim fontos szerepet jatszhat a virussal fertézott sejtek elegendd mennyiségli
timidilattal valo ellatdsaban a virdlis DNS-szintézise soran. Azt viszont homaly fedi, hogy
egyes herpesvirusok miért hordoznak magukkal sajat TS és DHFR enzimeket, mialatt mas
herpesvirusok ezt nem teszik. Valdsziniisithetd, hogy a dihidrofoldt reduktdz és a timidilat
szintetdz Ugy vesz részt a malignus folyamat kialakuldsdban, hogy a transzformalt sejteket
bdséges mennyiségli timidilatban részesiti. A daganatképzd hatdssal nem rendelkezd VZV is
miikoddképes TS enzimet kodol, &m ez nem feltétleniil mond a fenti hipotézisnek ellent,
mivel a VZV nem rendelkezik sajat DHFR génnel, st még a viralis timidilat szintetaz sem
esszencialis a replikacidhoz in vitro. A y-herpesvirusok altal kodolt TS és DHFR fehérjék
megnovelhetik a virus sokszorozodasanak effektivitasat és eldsegithetik a perzisztens
virusreplikaciét a nyugalmi allapotban 1€vé sejtekben, mint példaul a lymphocytakban,

melyek cellularis DHFR tartalma alacsony.

HHV-8 és EBV ellenes antiviralis kemoterapia

A HHV-8 és EBV elleni antivirdlis stratégia kiilonb6z6 kutatdsi modszereket sorakoztathat
fel, beleértve a tumorsejtek kozvetlen vizsgalatat és allatvirus modellrendszerek igénybe
vételét is; azonban a valds idejli kvantitativ PCR lehetévé teszi kiilonb6zé molekulak HHV-8
¢és EBV ellenes hatdsanak vizsgalatat gyors, &m mégis kényelmes ¢€s pontos modon. Az
aciklovir, ganciklovir, cidofovir, adefovir ¢és brivudin referenciamolekuldk ez utdbbi
mddszerrel feltérképezett virusellenes hatasprofilja nagymértékben emlékeztetett arra, amit a

DNS-DNS hibridizacids metodus segitségével hataroztunk meg.



OSSZEFOGLALAS

1. Kimutattuk, hogy mind a BC-3 lymphocyta sejtvonalbol, mind pedig a Kaposi-sarcoma
elvéltozasokbol szarmazo HHV-8 olyan gént kodol, mely funkciondlis timidilat szintetdzt
hatdroz meg. Leirtuk ezen enzim kinetikai jellemzdit és Osszehasonlitottuk azokat mas
organizmusok altal kddolt timidilat szintetdzok enzimatikai paramétereivel.

2. HHV-8, HVS ¢és RRV eredetti dihidrofolat reduktazokat fejeztiink ki és izolaltunk E. coli-
bol. Mindharom fehérje katalitikusan aktivnak bizonyult. Ezen enzimek részletes jellemzoit
feltartuk, majd osszevetettiik egymassal valamint emberi megfeleldjiikkel.

3. Valds idejli kvantitativ PCR modszert fejlesztettiink ki kiilonb6z6 molekuldk HHV-8 ¢és
EBV ellenes hatdsanak vizsgalatara. Az aciklovir, ganciklovir, cidofovir, adefovir és brivudin
referenciamolekuldk e modszerrel feltérképezett virusellenes hatasprofilja nagymértékben

emlékeztetett arra, mint amit a DNS-DNS hibridizacios modszer segitségével nyertiink.
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