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ROVIDITESEK JEGYZEKE

Acquired immundeficiency syndrome (szerzett immunhianyos
tlnetegyttes)

as aminosav

AUC Area under the curve (gorbe alatti terilet)

BCBL Body cavity based lymphoma (testliregi B-sejtes lymphoma)
CHOP  Cyclophosphamid, doxorubicin, vincristin, prednisolon protokoll
DMSO Dimetil-szulfoxid

EBV Epsein-Barr virus

FCS Fetal calf serum (borjusavd)

FLICE Fass associated death domain

FLIP FLICE inhibitory protein

HDRT  High density replicator tool

HHV-8 Human herpesvirus-8

AIDS

HIV Human immundeficienca virus

IFA Immunfluorescent assay (immunfluoreszcens vizsgalat)

IMDM Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium

KE Killing effectiveness (61ési hatékonysag)

KS Kaposi szarkoma

KSHVY Kaposi’s sarcoma-associated human herpesvirus (Kaposi sarcoma-asszocialt

herpesvirus)
LANA Latency associated nuclear antigens (latens nukleéris antigének)
LUR Long unique region
MCD  Multicentrikus Castleman betegség
MCS Mean cell survival
NF-kB  Nuklearis faktor kappa B
nt Nukleotid
orf Open reading frame (nyilt leolvasasi keret)
PBMC  Periferids mononukleéris vérsejtek
PBS Phosphate buffered saline
PCR Polimeraz lancreakcio
PEL Primary effusion lymphoma
QAUC Quotient of Area Under Curve
RB Retinoblastoma fehérje
SDS Sodium dodecyl sulphate
TBE Tris-borsav-EDTA puffer
TPA 12-o-tetradecanoyl phorbol-13-acetate
TR Terminalis repeticio



1. BEVEZETES

A Kaposi sarcoma (KS) névadoja Kaposi Mor, magyar szarmazast bécsi bérgydgyasz,
akinek a neve a szerzett immunhianyos allapot (AIDS) vilagjarvannyal kapcsolatosan valt
vilagszerte ismertté, jollehet a Kaposi sarcoma HIV-fert6zés nélkl is el6fordulhat. A KS
patogenezisében bizonyitottan etioldgiai szerepet jatszik az 1994-ben Chang és
munkatarsai altal molekularis bioldgiai modszerrel felfedezett human herpesvirus-8 (HHV-
8), mas elnevezéssel Kaposi szarkomahoz tarsult human herpesvirus (Kaposi's sarcoma
associated herpesvirus - KSHV), mely a Gamma-2 herpesvirinae alcsalad Rhadinovirus
genuszaba tartozik. A HHV-8 a legujabban felismert emberi tumorvirus, mely a KS
valamennyi megjelenési formajaban ( klasszikus - Kaposi altal leirt, jarvanyos - afrikai,
iatrogén, illetve AIDS-hez tarsult) kimutathato, és bebizonyosodott, hogy ténylegesen

onkogen hatasu.

A HHV-8 etioldgiai szereppel bir a ritka testlregi B-sejtes lymphoméakat (BCBL — body
cavity B-cell lymphoma vagy PEL- primary effusion lymphoma), illetve a multicentrikus
Castleman-betegséget érintéen is. A testliregi B-sejtes lymphoma prognézisa rossz, a
legujabb publikaciok 6 honapnal révidebb életkilatast feltételeznek. A daganatsejtek
bioldgiai jellemzéi, genetikai eltérések alapvetoen befolyasoljak a daganatok citosztatikum
érzékenységét. A mai gyogyitasban szigoru terdpiés protokollokat kdvetnek, bar lassan az
individudlis daganat-terapia veszi at az eddigi kezelési mddok helyét. A testiiregi B-sejtes
lymphomabdl szarmazo6, in vitro Kkulturdban kénnyen fenntarthatd sejtvonalak
eredményesen hasznalhatéak a HHV-8 virus kutatdsdhoz, ugyanis latens episzomalis

formaban hordozzéak a virust.

A virus el6fordulasa az egészséges populacioban igen valtozo és jellegzetes foldrajzi
megoszIladst mutat, ©sszehasonlitva mas emberi herpesvirusokkal - a HHV-8
szeroprevalencigja 5-35% az altalanos népesség koreben — alacsonynak szamit. Alacsony
szinti a prevalencia Eszak-Amerikaban, Azsidban, Eszak- és Nyugat-Eurépaban (0-5%),
kdzepes szintli a mediterran orszagokban, kiléndsen Olaszorszagban és Gordgorszagban,
valamint lzraelben (5-25%) és széles korben elterjedt Afrika szamos részen (50-87%).

Egyének kozott, valamint egy adott foldrajzi teriileten él16 populaciok kozott is eltéré az



el6fordulasa. A HHV-8 sokkal gyakoribb a nyugati orszagokban a HIV-fert6zottek, a

homoszexualis férfiak kdrében, valamint az intravénas kabitdszer-hasznalok kdzott.

A HHV-8 genom adott hipervariébilis régiojanak szignifikdns szekvencia €s hossz
variabilitasa alapjan a 7 f6 szubtipus kiilonithet6 el: A, B, C, D, E, F és Z. A HHV-8

torzsek variansainak megoszlasa fligg foldrajzi és etnikai hovatartozastol is.

Jelen munkamban a HHV-8 torzsek filogenetikai vizsgalataval kerestem a valaszt arra,
hogy Magyarorszagon mely variansok mutathatoak ki. KS biopszia mintékat analizaltunk a

hipervaridbilis régiok PCR amplifikéaciojat kovet6 szekvenalassal.

Valamint vizsgélni kivantuk a testlregi B-sejtes lymphoma sejtvonalak in vitro
gyogyszerérzékenységét egy specialis gybgyszerérzékenységi teszt segitségével. A
Klinikumban is hasznalt citosztatikum kodzott eddig meg nem hasznalt in vitro hatasosnak
bizonyuld gydgyszereket kerestlink, mely a jelen alkalmazott terapias protokoll

tovabbfejlesztése.



2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. A humén herpesvirus-8 felfedezése és taxondmiai besorolasa

Tobb mint harminc évvel ezel6tt herpesvirus-szerti partikulakat figyeltek meg KS betegek
szOvettenyészeteiben, melyeket akkor cytomegalovirusnak gondoltak [1], [2]. 1994-ben
Patrick Moore epidemioldgus és Yuan Chang molekularis biologus kutatok virus eredetii
DNS-szekvencidkat taldltak KS betegek borbiopszids szdvetmintaiban reprezentacios
differencia analizis (RDA) segitségével, ezeket az egészséges szdvetekben nem tudtdk
Kimutatni [3]. A virust Kaposi sarcoma-asszocialt herpesvirusnak (Kaposi’s sarcoma-
associated human herpesvirus, KSHV), késébb human herpesvirus 8-nak (HHV-8)

nevezték el.

A virust HIV/AIDS-hez tarsulé testlregi B-sejtes lymphomék esetén (Body-cavity-based
lymphoma, BCBL vagy primary effusion lymphoma, PEL) is megtalaltdk az Epstein-Barr-
virussal (EBV) egyditt [4], azonban néhéany esetben csak a HHV-8-at sikerllt kimutatni,
ezert feltételezték direkt sejttranszformald hatasat. Kimutattak a HHV-8-at multicentrikus
Castleman-betegségben (MCD, ritka, atipusos lymphoproliferativ elvaltozads, amelyet
vascularis hyperplasia kisér) [5], valamint myeloma multiplexes és benignus monoklonalis
gammopathids betegek néhany csontvelémintajaban is [6]. lgazoltdk a HHV-8-DNS
jelenlétét HIV-negativ angiosarcomas betegek tumorszovetében, tovabba eosinophiliaval

jaré angiolymphoid hyperplasiaban is [7].

A HHV-8 DNS szekvencija alapjan kimutathatdo kozeli rokonsaga az Epstein-Barr
virussal (EBV), keét modkusmajom virussal (herpesvirus saimiri, HVS) és rhesus
rhadinovirussal (RRV), valamint egy egér herpesvirussal (murin gammaherpesvirus 68,
MHV68) [8], [9], [10]. Ennek alapjan a virust a gamma-2 herpesvirinae alcsalad
Rhadinovirus genuszaba soroltdk (1. abra). Az 1. tdblazatban a herpesviridae csalad

emberre artalmas fajainak 6sszefoglalasa lathato.
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1. abra. A herpesvirusok torzsfaja az orf25 (MCP) gén termékének aminosav szekvencidja
alapjan [11].

1. tAblazat. A Herpesviridae csalad human patogén fajai [12].

Herpesviridae Genusz Faj Formalis név
csalad
Alfa-herpesvirinae ~ Simplex virus Herpes simplex virus 1 HHV-1
(HSV-1)
Herpes simplex virus 2 HHV-2
(HSV-2)
Béta-herpesvirinae  Cytomegalovirus Cytomegalovirus (CMV) HHV-5
Roseolovirus Human  herpesvirus 6 HHV-6
(HHV-6)
Gamma- Lymphocryptovirus  Epstein-Barr virus (EBV) HHV-4
herpesvirinae (gamma-1)
Rhadinovirus Kaposi-sarcoma asszocialt HHV-8
(gamma-2) herpesvirus (KSHV)




2.2 A human herpesvirus-8 biol6giai tulajdonsagai
2.2.1 Morfologia és felépités

A virion morfologiailag a tobbi herpesvirushoz hasonld, 162 kapszomerbdl allo
ikozahedralis kapsziddal rendelkezik, melyet az amorf tegumentum allomany vesz koril és
legkivil a peplon borit. Mérete korilbelul 140 nm (2. &bra) [2].

Tegument
Envelope

Capsid

Glycoprotein

2. abra. A HHV-8 felépitése (forras:
http://bioinformatica.upf.edu/2004/projectes04/3.8.1/webtrabajo.html)

Genomja (core) lineéris, duplaszali DNS, mely 165-170 kilobazis hosszlsagu [13]. A
nukleokapszidok (elektrokondez maggal) az indukalt sejtek magjaiban, a mar burokkal

rendelkez6 virionok a citoplazmaban talalhatok (3. abra) [14].


http://bioinformatica.upf.edu/2004/projectes04/3.8.1/webtrabajo.html
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3. dbra. A HHV-8 negativ kontrasztos elektronmikroszkdpikus képe
(forrés: http://teaching.ncl.ac.uk/)

2.2.2 A HHV-8 génjei

A HHV-8 genomja egy kozponti, 145 kb hosszisagu ,,long unique” szakaszbol (LUR) all
(54% GC tartalom), melyet kétoldalt tobb, ismétlddo, koriilbeliil 801 bp hosszusagu, 85%
GC tartalmu terminalis repeat (TR) szakaszok hatarolnak, mely szakaszok szadma
izolatumonként valtozé (16-75). A LUR legnagyobb bels6 része genectikailag
nagymértékben konzervalt, minddssze 0,1%-o0s variabilitast irtak le. A genom struktiraja a

tobbi rhadinovirus genomjahoz hasonlo. Latens fertézés alatt a virus a sejtmagban

= sz

a DNS lineéris. (5. abra). A virus kb. 90 génje kozil kortlbeldl 15 egyedi (K1-15), de tdbb
mint 60 homoldgiat mutat mas rhadinovirusokkal. A gének kozil 25 kddol olyan proteint,
melyek mas herpesvirusokban nem létezik. A HHV-8-ban nem talalhatéak meg sem a
HVS (herpesvirus saimiri, a gazda mékusmajomban nem patogén, de mas féemldsdkben
poliklonalis malignus T-sejt limfomakat okoz), sem az EBV transzformalé génjei.
Azonban a HHV-8 - mint mas rhadinovirusok is - legalabb 14 olyan gént is hordoz, melyek
cellularis gének homoldgjai, ezek képesek a sejtproliferacié szabalyozasara. A


http://teaching.ncl.ac.uk/

rhadinovirusokban ezek a kiilonboz6 gazdasejt-gének a genom hasonl6 helyein talalhatdak
[15-17].

w . CBP
Latency Transcriptional Unif TR ssDBP
VGPCR npm / o8
oz |\ ?5:<14.1K15 K1 a5 DNA Pol
LNA-1 4 T e
vCyc K14 ]
\ 73 10 vIL-8
Kaposin  vFLY 72 11_¥¢ — DHFR
Band cy K2 2 /Ts
DR2 K3 oW vMIP-1
K12 DR1 VMIP-IIl
Ka4.1
58 K4.2
MIP-I
6567 L
K7 4—nut-1
Tegument proteins 16y — vBek2
17
64 H 18 )
HHV8 Episome ok S
105K, 2 35kb
21y TK
~ 140 kb 2 on
Ribonuclectide 60 =3
reductase 59 24
58 25
DNA repncauon/
protein A K1 322:? Major capsid protein
.5? K10.1 29§ \\ Minor capsid protein
| =\ K10 3o-ay
5
VIRFaZ . H‘ K9 29a
UM _s7 W
leF/-“l 56 o e ad 4032 _ Packaging Proteins
K8 4547 3 A% inase
7 g [ 504948 44 4
DNA replication dUTPase LG aM Alkaline exonuclease
pretein -
a-ike g1 U Helicase-primase

ZEBRA-like 7 Okb

4. abra. A HHV-8 cirkularis genomja, TR: terminalis repeat régio
(Forras: http://www.bioscience.org)
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5. &bra. A HHV-8 linearis genomja (Forras: http://laszlo.mtc.ki.se/)

Mint minden herpesvirusra, a HHV-8-ra is jellemz6 a latens (nem produktiv) és a litikus
(produktiv vagy replikativ) életciklus, melyek alapjan a HHV-8 gének is elkiilonithetéek
[2, 6].

A primer infekciot kovetéen a HHV-8 hosszu életidejii memoria B-sejtekben perzisztél, a
HHV-8 genomot cirkularis episzomalis formaban hordozzak a sejtmagban [18, 19]. A
HHV-8 latens génjei indukaljak a sejtnovekedést és a fert6zott tumorsejtekben gatoljak az
apoptozist. Ezek TPA-val (12-o-tetradecanoyl phorbol-13-acetate), sodium-butyrate-tal és
inomycinnel in vitro indukalhatéak [2, 6, 20]. A litikus fazisban a viradlis genomok
replikdlodnak, fert6z6 viriont termelnek es tobb mint 80 litikus viralis gén fejezddik ki,
amely majd a sejt lizisével jar egyutt (litikus ciklus elnevezése) [21]. A KS lézidban
jelenlévé monocyta eredetli sejtekben és az orsosejtek 2-5%-aban litikus ciklus fordul elo,
MCD-nél gyakori, BCBL-sejtekben ritkan talalhaté meg [22]. A HHV-8 patogenezisében
mind a latens és a litikus gének szerepet jatszanak, de az onkogenezis szempontjabol a

latens fertdzések fontosabbnak tlinnek. Habar a latencia alatt csupan néhany szakasz
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transzkripciésan aktiv, KS tumorokban az orsosejtek 98%-a kizar6lag latens
transzkripteket expresszal [2]. A KS léziokban a sejtek korulbelll 5%-aban detektalhatdak
litikus transzkriptek. Ezek a sejtek pusztulasra vannak itélve, igy nem szerepelnek a l€zio
proliferalo sejthanyadaban. Azonban a jelenlegi kutatdsok szerint ezek a litikus sejtek
elésegitik a KS tumor fejlédését néhany szinergikus mechanizmuson keresztiil: parakrin
hatassal birnak a kornyezetiikben levé tobbi sejtre, segitik a virus terjedését aj cél sejtekre,

és szerepuk van a HHV-8 kodolt angiogenezisben [2].

A kovetkezokben néhany fontosabb latens és litikus gén szerepét tekintem at a HHV-8

onkogeneziseben.
Latens genek

Orf73/LNA-1/LANA-1: az 1.162 aminosavbdl allo, nagy molekulasulyd latencia-
asszocialt nuklearis antigént (LNA-1 vagy LANA-1) kodolja [8]. Nincs felismerhet6
cellularis homologja a virusok kozott és multifunkcionalis szerepet tolt be a HHV-8
fertézésében és patogenezisében. Egyrészt esszencialis Szerepet jatszik a latencia ideje
alatt, a virdlis episzomalis DNS-t a terminalis régiondl megkoti és a gazdasejt
kromoszomahoz kapcsolja a mitdzis soran [23]. Masrészt a virdlis és a gazdasejt
génexpressziot szabalyozza (aktivalja és gatolja viralis és cellularis gének expresszidjat),
szamos transzkripciot szabalyozd celluléris proteint kot (példaul pRb, retinoblastoma
protein, neutralizalja a tumorszupresszor hatasat), tovabba a p53 tumor szupresszor
fehérjével is kapcsolatban all (a p53 potens transzkripcios aktivitast a LANA képes
gatolni) [24], [25]. Valamint aktivalja a human telomeraz reverz transzkriptaz promotert
[23].

A LANA-1 antigén kdnnyen kimutathatd immunohisztokémia és immunofluoreszcens
vizsgalatokkal (IFA), ugyanis jellegzetesen pottyds mintdzatot mutat a sejtmagon bell
[26] (5. abra).

12



LNA-1 in BCBL-1 cells

6. abra. BCBL-1 sejtek anti-HHV-8 LANA-val valo reakcioja

(Forras: http://laszlo.mtc.ki.se/)

A LANA a KS orso sejtjeinck korai és késdi szakaszaban is expresszalodik az 0sszes
Klinikai forma esetén [26], [27]. Szamos tanulmany igazolja a LANA-1 pozitiv sejtek
novekedését a KS lézid progresszidja alatt [28], [29]. Ezen granulatumok szama valtozo
Klinikai formanként és nemenkent, mely lehetévé teszi a HHV-8 infekcio detektalasat és
kvantifikdlasat a KS lézidkban [29]. Ezek alapjan a HHV-8 LANA IFA analizist

prognosztikai és nyomonkdvetési celbdl is fel lehet hasznalni (6. abra).

HHV-8 K13/VFLIP: az orf K13 &ltal kddolt virdlis FLIP gén, a FADD (Fas-asszocilt
domén) medialt apoptdzist gatolja és a kaszpaz 3, 8 és 9 protedz aktivitasat blokkolja [2]
[30]. A NF-«xB transzkripcios faktort aktivalja. A VFLIP ezen két anti-apoptétikus hatdsa a
Kaposi sarcoma esetében a tumorsejtek védelmét szolgalhatja a sejtes immunitas effektor

sejtjeivel szemben, és igy a HHV-8 a daganatndvekedés progresszidjahoz jarul hozza [31].

HHV-8 ORF72/vCyclin: a 257 aminosavbdl all6 vCyclint (vCYC, K-Cyclin, vCyclin-D)
az orf72 kodolja, mely 54% homoldgiat mutat a viralis cyclin D2-vel, és a G1-S fazis
atmenetét kontrollalja (gatolja az S-fazisba 1épést) a CDK4 és CDKG6 komplex

13
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képzodésével, amely képes az Rb fehérje inaktivalasara annak foszforilasaval, amely igy
mar nem képes az E2F transzkripcios faktorok megkotésére [2]. A vCyclin a normalis
sejtciklus szabalyozasanak megzavarasaval hozzajarul a fokozott sejtproliferaciohoz és a
KS kialakulasahoz [32].

K10.5/LANA-2: a LANA-2 protein (VIRF-3), a p53-medialta transzaktivaciot és
apoptozist gatolja. Csak BCBL és MCD asszocialt malignus B-sejtekben expresszalddik,
KS tumorokban nem [2] [33].

K15/LAMP: latencia-asszocialt membran proteint kodol, mely citoplazmatikus doménje
SH2 motivumot és TRAF (tumor nekrézis faktor receptor-asszocialt faktor) koétOhelyet

tartalmaz [2].

K12/Kaposin: az orfl2-r6l atirodo fehérje nagy mennyiségben van jelen a KS és BCBL
szOveteiben (in situ hibridizacidval detektalhatd) és a litikus replikéaciot indukalja. A
kaposin fehérjének 3 kiilonboz6 izoformaja ismert (A, B és C), melyek ugyanarrol a
helyr6l transzlalodnak [2]. A kaposin A-t sejtkultirdba transzformélva, majd nude
egerekbe rakva tumorigenezis indul el [34]. A kaposin B minden HHV-8 fert6zo6tt sejtben
kimutathato, mely aktivalja a p38 mitogen aktivalta protein kindz (MAPK)-MK2 utvonalat
és blokkolja a citokin mRNS pusztulast [35].

K11.5/VIRF-2: gatolja a dsRNS protein kindz (PKR) autofoszforilaciojat, ezaltal az NF-xB
transzaktivatort és az apoptozist [2].

Litikus gének

K2/vIL-6: a 204 aminosavbol all6 viralis interleukin-6 (vIL-6) proteint kddolja, amely a
human IL-6 proteinhez 24% homologiat mutat, és annak termelédését indukalja [15]. Anti-
apoptotikus és novekedés-serkent6 hatasi a lymphocitakra, BCBL-ben autokrin
ndvekedési faktorként szolgal [2]. Elsésorban MCD és BCBL B-sejteiben expresszalodik,
mig KS szdvetekben ritkan [36].

ORF74/vGCPR: az IL-8 receptor homologja, mely a viralis G-protein-coupled receptor
fehérjét kodolja [2]. Az angiogenezisben vesz részt, szamos citokint és ndvekedési faktort
indukal autokrin és parakrin modon (IL-18, TNF-a, IL-6, IL-8, GM-CSF, VEGF, bFGF,
MCP-1) [17].
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KINVIRF-1 és K10.5/K10.6/VIRF-3: virélis interferon szabalyoz6 faktorokat (VIRF1-4)
kodolnak [2]. Nude egerekben tumorigenetikus és apoptozist indukal. A p53 fehérjét koti,
megakadalyozza annak foszforilasat es acetilalasat, igy gatolja a p53-fiiggd és az interferon

indukalt transzkripciot es programozott sejthalalt [36].

K1: A genom 5  végén talalhaté elsé gén, mely 279-289 aminosavat tartalmazo
transzmembran glikoproteint kddol cisztein gazdag extracellularis doménnel és 35-43
aminosavbol 4llo citoplazmatikus farokkal. A kiilonb6zé virusizolatumok kozott
szekvencia és hossz varidciok vannak, melyek alapjan filogenetikai vizsgalatok
végezhetdek el. Ezen eltérések ellenére minden K1 fehérje funkcionalisan hasonld. A K1
aktivalja a PI3-AKT anti-apoptotikus jelatviteli utat, kiilonb6z6 talél6 faktorokat indukal
(pl. VEGF, melynek autokrin és parakrin szerepe is van). A K1 szupresszalja a Fas
receptor medidlta apoptdzist. E litikus viralis fehérje f6 szerepe az apoptdzis gatlasa,
késlelteti a sejthalalt a litikus replikacio idején, igy biztositva az iddt a virionok gyartasara

és Osszerakasara a sejtlizis elott [2], [37], [38].

K7/VIAP: a K7 gen terméke egy 19-21 kDa glikoprotein, a survivin-delta Ex3 cellularis
fehérjének homoldgja, mely a mitokondridlis membrénokon lokalizalodik és megvédi a
sejteket az apoptozistdl [2].

ORF26: a 34 kDa minor kapszid proteint kodolja. PCR tesztekben az erre a régiora
tervezett primerek hasznélata a legaltalanosabban elterjedt és a legszenzitivebbnek

bizonyul6 diagnosztikai eljaras a HHV-8 kimutatasara [16].

ORF KB8.1/gp35-37: késo litikus gén, melynek 3 transzkripjét mutattak ki TPA-indukalt
BCBL-1 sejtekbél RT-PCR-rel (K8.1a, K8.1B, K8.1y). A K8.1 y unspliced transzkript, a
K8.1la transzkript 167 as hosszusagh. Feltehetéen a K8.1p spliced transzkript kdédolja a
gp35-37 envelope glikoproteint, mely szerin és treonin gazdag, és erdsen immunreaktiv.
Ezt a 35-37 kDa polipeptidet az indukalt BCBL-1 sejtek nagy mennyiseégben expresszaljak.
A K8.1 a fert6zott sejtek citplazmamembranjan és a mar sejtbol kijutott virionok felszinén
lokalizalodik. A K8.1 N-terminalis része a fertdzott sejtek és a virionok membranjan kiviil
van (extracelluldris domén). Feltehetdleg a sejtbdl vald kijutds soran a virionok KS8.1
proteinjének jelenléte sziikséges a sejtmembran felszinére. Egyéb herpesvirusokkal nem ad

keresztreakciot, igy a KS betegek szérumainak Western-blot vizsgalataval ezen fehérje a
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leggyakrabban kimutathato, igy a K8.1/gp35-37 antigén kivaldan alkalmazhat6 szerologiai
tesztekben [39], [40].

HHV-8 mikroRNS-ek: kis, nem kddold6 RNS molekuldkat (microRNS, miRNA)
azonositottak a HHV-8-ban, melyek gének expressziojat szabalyozzak a komplementer
messenger RNS-éhez kotédve [41]. A HHV-8 miRNS a kaposin gén (ORF K12)
szakaszara korlatozodik, melyet az orsosejtek expresszalnak a KS minden stadiumaban és
képes a fertdzott sejtekben daganatkelt6 atalakulast indukalni [42]. A HHV-8 miRNS-t

szabalyozo virdlis és celluléris genek még azonositasra varnak.

2.2.3 Tropismus

A HHV-8 féleg endothel sejtekben és B-lymphocitdkban taldlhatd, melyeket latensen
fertéz, de kimutattdk periférias mononuklearis sejtekben (példaul Kozép-Afrikdban

endémias Kaposi sarcoma esetében) is [43].

A virus eléfordul mind a négyféle Kaposi sarcomaban a KS léziok endothel- és orso -
sejtjeiben (KS endothelialis tumorsejtek) [44]. KS lézidkban a virus cirkularis formajat és
litikus gének (orf25, orf26) mMRNS expressziojat is kimutattak. Periférids vér
mononuklearis sejtjeiben mind a cirkularis, mind a linearis HHV-8 genomot detektaltak,
mely a produktiv fertézott sejtek jelenlétét igazolja [16] [45]. A litikus HHV-8 gének
expresszidjat igazoltdk monocytakban/makrofagokban is. A keringd monocytak a virust a
szOvetekbe juttatjak, ahol gyulladasos citokinek hatéasara litikus replikacio megy végbe, és
igy a virus a szomszédos sejteket is megfertézi, melyek makrofdgokka és orsdsejtes

endothelialis makrofagokka differencialodnak, melyek a virust latensen hordozzak [22].

A virus reaktivacio soran a HHV-8 minden keringd sejtet megfertdz: kimutattak B-
sejtekben, CD4" és CD8" T-sejtekben, makrofagokban.

A HHV-8 DNS-t kimutattdk nyalban és léguti valadékokban AIDS-hez tarsult KS betegek
37-76%-anal, HIV-fert6zott KS betegek szajlregi szovetmintainak 71%-aban [46]. Ezek az
adatok meger6sitik, hogy a HHV-8 szaporodhat az oropharynx szoveteiben (epithel

sejtekben) és nyallal atvihetd lehet.
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A virust kimutattdk KS-&s betegek spermédjdban és prostata glandularis epitheliuméban
[47] [48].

A BCBL-sejtek és a KS-szovet sejtjeinek tobbsége latensen fertézott a HHV-8-cal
(cirkularis genom), azonban a sejtek egy része (5-10%-a) litikusan fert6zott. KS 1ézio
sejtjeiben elektronmikroszkoppal HHV-8 virionok figyelheték meg. MCD sejtekben latens
és litikus gének is expresszalodnak.

2.2.4. Epidemioldgia és transzmisszio

A virus el6fordulasa az egészseges populacioban igen valtozo és jellegzetes foldrajzi
eloszlast mutat [49] (7. &bra). A legmagasabb az el6fordulasi arany a szub-szaharai Afrika
tertletén (30-70%). Viszonylag magas vagy kozepes Dél-Olaszorszagban (5-25%) és mas
mediterran tertleteken [50]. T6bb, mint 30% Szicilia és Szardinia terlletén [51]. Alacsony
szintli Eszak-Eur6paban, Azsidban és az USA-ban. A HHV-8 fertdzés prevalenciaja
Europaban északrol délre haladva né, tovabba Osszefiiggést mutat a KS incidenciajaval
[52], [53]. Ezzel ellentétben a brazil indidnok korében a HHV-8 fert6zés hiperendémias
(53%), am a KS incidenciaja alacsony [54]. Ecuadori indianok izolalt populacidjaban még
magasabb, 63-100%-o0s a prevalencia [55].

Afrikaban a KS mar a HIV jarvany kitorése el6tt gyakori volt, utana pedig 20-szor t6bb
eset fordult el bizonyos orszagokban (pl. Uganda, Zimbabwe, Dé¢l-Afrika), igy a
férfiaknal az els6, a n6knél a masodik leggyakoribb daganatos megbetegedésse valt. Dél-
Afrikéban 2006-ra a KS-as férfiak/n6k aranya 2:1 lett az 1988-as 7:1 aranyhoz képest.

A HHV-8 szeroprevalencia magas ¢és az életkorral nd, magasabb ellenanyag titer esetén
nagyobb a KS kockazata, tovabba a HIV-szeropozitivak esetében nagyobb a kockazat,
mint szeronegativokban [56]. A HIV pozitiv homoszexualis férfiak csoportjaban a normal
populaciondl magasabb szeroprevalencidjat mutattak ki kora szero-epidemiologiali
vizsgalatok, mely a virus szexualis uton valo terjedésésre iranyitotta a figyelmet. Az USA-
ban a homoszexudlis férfiak kdzott a KSHV szeroprevalencidja szoros 0sszefiiggést
mutatott a promiszkuitassal, bizonyos szexudlis viselkedesi formakkal és korabbi szexualis

uton terjed6 betegségek eléfordulasaval [57]. A homoszexualis férfiak fokozott rizikdja
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szamos fertézésben (HIV, HHV-8, gonorrhoea,) szerepe van az andlis kdzdsulésnek, sem
az anus laphamja, sem a rectum hengerhdmja, sem a lamina propria szerkezete nem fizikai
behatasok elviselésére fejlodott ki az evolucio soran. A kdnnyen sériil6 teriilet fertézések

ideélis behatolasi kapuja.

b A e ks P
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Source: Nat Rev Cancer © 2010 Nature Publishing Group

7. abra. A virus el6forduldsa a Foldon
(Forras: http://www.nature.com/nrc/journal/v10/n10/full/nrc2888.html)

A HHV-8 endémias terlileteken a non-szexualis terjedési mod dominal, amelyben szerepet
jatszik a szoros kontaktus (anyardl gyermekre: anyai méhben, szilés, szoptatas, valamint
csalddon bellli terjedés). Szadmos tanulmény irta le, hogy a HHV-8 pozitiv anyéak
gyermekei nagyobb valdszinliséggel lesznek HHV-8 fert6zottek, mint a HHV-8 negativ
anyak gyerekei [58], bar mas szerzok ilyen Osszefiiggést nem igazoltak [59]. Azonban
Ujabb vizsgalatok mégis ennek a lehetdségét erdsitik, ezzel a vertikalis terjedésre hivjak fel
a figyelmet [60], [61].

Afrikaban és Olaszorszagban 2-12 eves gyermekekben mutattak ki mind a LANA, mind az

orfé5/vp 19 elleni ellenanyagot, mely a horizontalis terjedés lehet6ségére utal. Afrikaban
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az ellenanyag rata az életkorral né a pubertaskor alatti gyerekeknél [62]. Ezek az adatok
felvetik annak a lehet6ségét - hasonléan méas herpesvirusokhoz -, a nyéllal torténé
fert6zésnek fontos szerepe lehet a HHV-8 terjedésében a prepubertas elétti gyerekek kozott
endémias terlleteken, ahol a HHV-8 infekcio mar 1 éves kor alatt is bekdvetkezhet.
Zambiaban lazas csecsemOknél (<1 év) 8%-ban mutattak ki HHV-8-at [63, 64]. Dél-
Afrikéban egy vizsgalat szerint HHV-8 szeropozitiv anyak kb. egyharmada fertézte meg
gyermekét HHV-8-cal [58]. Ezzel ellentétben az USA-ban és a fejlett orszagokban a non-
szexudlis terjedési mod ritkan fordul elé, a HHV-8 infekcid altalaban a pubertaskor utan
torténik.[2].

Vérrel, vérkészitménnyel tortént atvitelre is van lehet6ség, hiszen a HHV-8-at lehet
detektalni szeropozitiv véradok periférids mononuklearis vérsejtjeiben (PBMC) és
szérumaban, mégis ritka. A transzf(zios és a hemofilids rizikocsoportba tartozd HIV-
fert6zottek kozott a HHV-8 szeroprevalencia megegyezik az egészséges kontroll csoport
prevalencidjaval. Japan hemofilidsok esetében nem taldltak HHV-8 pozitivitast [65].
Azonban hosszu id6n at tart6 intravénas drogozas noveli a HHV-8 ferté6z6dés kockazatat.
A gyakran iv. drogot hasznal6 n6k HHV-8 prevalencidja 2-3-szor magasabb, mint a nem

iv. drogos néké [66].

A transzplantacids betegek kozott a KS incidencigja 150-200-szor magasabb, mint a
normal populacioban, 0,4-0,6%-uknal fordul eld, leggyakrabban a vesetranszplantaltaknal,
akiknek 0,2-5%-a KS beteg. Sziv- és majtranszplantalt betegeknél is el6fordul KS, az
er6sebb immunszuppresszié miatt a mortalitds ezekben az esetekben magasabb. Itt is
dominansabban az el6fordulas a mediterran, illetve kozel-keleti orszagokbdl betegeknél
[67], [68].

Az eddig leirt poszt-transzplantacios KS esetek tobbsége (75%) a HHV-8 reaktivaciojanak
kovetkezménye volt. Donorszervvel torténd atvitelt 16 esetben irtak le, egy esetben allt
rendelkezésre a donortol is minta, illetve 2 esetben molekularis bioldgiai mddszerekkel
bizonyitottdk a donorszervvel torténd atvitelt [69], [70]. A KS kialakuldsat inkabb az
immunszuppressziv terapiaval hozzak ésszefliggésbe (pl. vesetranszplantaltak cyclosporin

terapidja), melynek kovetkezteben reaktivalodik a HHV-8.
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2.2.5. A HHV-8 torzsek és elterjedéstik

Kordbban a genotipusos osztalyozéas az orf26 (minor kapszid) és az orf 75 (tegument)
régiok szekvencia analizisén alapult, melyek alapjan orf 26 régiotol fliggéen a HHV-8-nak
harom f6 szubtipusat (A, B, C), valamint az orf 75 régié alapjan 1 szubtipust (N)
kilonboztettek meg. Azonban ezeknek a régidknak alacsony szintli a variabilitasa (1,5-
2%), ezért késdbb a genom bal oldali 5 oldali végén talalhat6 hipervariabilis orf-K1 gén
alapjan végezték a tipizalast (5. abra). A 289 aminosavbol all6 K1 glikoprotein gén
extracelluldris doménje két extrém variabilis régidt tartalmaz (VR1 és VR2), amelyek
aminosav szekvencidja akar 60%-ban, nukleinsav szekvencidja akar 85%-ban is eltérd
lehet. Az orf-K1 gén VR1 és VR2 hipervariabilis régioinak szignifikans szekvencia és

hossz variabilitasa alapjan a 7 6 szubtipust kiilonboztetiink meg, A, B, C, D, E, F és Z.

A szubtipusokon belil eddig 24 kiilonb6z6 varianst irtak le (A1-A10, B1-3, C1-C6, D1-3,
E1-2). A HHV-8 torzsek variansainak megoszlasa fuigg foldrajzi és etnikai hovatartozastol
is (8. abra). Eurépaban, az Egyesiilt Allamokban, a Kozel-Keleten és Azsiaban az A és C
szubtipusok fordulnak elé gyakrabban. Kozep-, és Kelet-Eurdpabol jelenleg kevés adat all
rendelkezésre a HHV-8 torzsek genetikai variabilitasat tekintve. Csak Oroszorszaghdl és
Gorogorszaghdl jelentek meg adatok, melyek szerint a torzsek tobbsége az A és C
szubtipusba sorolhatoak. Afrikaban és Francia-Guyanaban a B szubtipus dominal. A ritka
D szubtipusrdl elészér a Csendes-6cean térségébdl, valamint Tajvanbol és Ausztraliabol
szamoltak be. Az E szubtipusra a dél-amerikai (ecuadori, braziliai) indian lakossag
korében és az Amazonas térségében bukkantak, amely az 6sszes tobbi szubtipustol kb 25-
30%-ban kilénbozik. A nagyon ritka Z szubtipust zambiai gyerekek kozott identifikaltak,
és a legujabb F szubtipus Ugandaban terjedt el (9. abra).
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8. abra. A HHV-8 szubtipusok foldrajzi eloszlasa [44].

9. abra. Néhany torzs filogenetikai abrazolasa [71].
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2.3. A human herpesvirus onkogén hatasa
2.3.1. A Kaposi sarcoma és kezelési lehetéségei

A Kaposi sarcoma (angiosarcoma idiopathicum haemorrhagicum Kaposi - KS) éreredet,
rosszindulati kotdszoveti daganat. A korkép elsd leirdja Kaposi Mor magyar szarmazast
bécsi bérgyogyasz volt 1872-ben [72]. A betegséget idds férfiaknal észlelte, akiknek a
kezén kicsi, 2-3 mm-es voros, kékeslila vagy barnas fajdalmas csomok jelentkeztek. Ezen
csomok jellemzdje, hogy lassan ndvekednek, dsszefolynak és fajdalmas, nagyobb gyulladt
teruleteket hoznak létre, melyek konnyen kisebesednek akar egy kisebb sériilés kapcsan is.
A megbetegedés lassu lefolyasu, 5-10 év alatt vezet halalhoz, de olyan eset is imert, ahol

még 25 évig élt a beteg a betegség felismerését kovetden [73].

A bér mellett koriilbeliil 10 szazalékban belsé szervi tiinetek is lehetnek, leggyakrabban az
emésztotraktus vagy a maj tertiletén. Viszonylag gyakran a szajnyalkahartyan észlelhetdek
az els6 tlinetek, melyekre fogaszati kezelés kapcsan deriilhet fény. BelsGszervi érintettség
esetén bizonytalan hasi panaszok hivhatjadk fel a figyelmet a daganatra. Néhany beteg
esetében nyirok6déma jon létre amiatt, hogy a tdlburjanzo daganatos sejtek 6sszenyomjak

a nyirokereket [74].
A Kaposi sarcoma-nak negy klinikai forméaja ismert:

(1) Klasszikus (Kaposi altal leirt) KS: az altaldban indolens lefolyasd, am olykor
progressziora hajlamos klasszikus tipus els6sorban hetven év feletti férfiak laban
kifejlodo bort érintd korforma, mely lassan terjed tovabb (a férfi: n6é arany — 15:1).
Dél-Olaszorszagban, Gorogorszagban és lIzraelben eléfordulasa gyakoribb [75]. Az
atlagos talélési id6 10-15 év.

(2) Epidemias vagy AIDS-hez tarsulo KS: az AIDS betegek kozel 35-40%-anal
jelentkezik, a leggyorsabban és agresszivabban nové KS masfél-két év alatt a beteg
halalahoz vezethet. A HIV-pozitivak kozott a homoszexualis férfiakon 20
szazalékkal gyakoribb, mint az egyéb HIV-fertézotteken. Ebben a tipusban az
esetek haromnegyed részeben kimutathato belsGszervi érintettség. Jellemz6, hogy
az utobbi években egyre kisebb aranyban fejlédik ki az AIDS-betegeken KS,

feltehetden a korszer(i virusellenes szerek alkalmazasa miatt [76], [77].
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(3) Endémias afrikai KS: Kelet- és Kozép-Afrikdban domindl, a leggyakoribb tumor, a
klasszikus tipushoz képest 1ényegesen kedvezo6tlenebb progndzissal. Jellemzoen a
vegtagok Kifejezett duzzanataval jar és a gyorsan elhatalmasoddé belszervi
érintettség kovetkeztében korai halalt okoz [44].

(4) latrogén vagy poszt-transzplantacidés KS: szervtranszplantaltak korében az atlag
populacié értékeihez képest mintegy 500-1000x-es gyakorisaggal alakulhat ki.
Leggyakrabban veseatiiltetést kovetéen fejlodik ki, amikor erds gyogyszerekkel
tartosan legyengitik a szervezet védekezorendszerét a szerv kilokddésének
megakadalyozéasa érdekében. Ilyenkor évekkel a szervatiiltetést kdvetden fejlédik

Ki a daganat [78].

A KS Eszak-Amerikéaban és Eszak-Eurépaban régebben szorvanyosan fordult elé, majd a
HIV pandémia terjedésével vildgszerte gyakori tumorrd valt (sokan ezzel a betegséggel
azonositjak az AIDS-t). Az epidemioldgiai adatok szerint — a KS a HIV-pozitiv betegek
korében 20.000-szer gyakrabban fordul el6, mint a normal populacidban, és a homo-,
biszexualis férfiak korében 5-20-szer gyakoribb, mint az egyéb HIV rizikdcsoportokban
[79], [26].

Magyarorszagon alapvetéen a klasszikus Kaposi sarcoma fordul eld, amely ritka. A
debreceni Bérgyogyaszati Klinikan, mint regiondlis centrumban tobb év alatt gytilt 6ssze a
kutatasaink soran felhasznalt betegek anyaga. Hazankban el6fordulnak még AIDS-hez és
transzplantaciéhoz tarsuldé esetek is. Ugyan mindketté rizikd csoportban jelent6sen
emelkedik a KS kockézata, de Osszeségében mindkettd csoportnak alacsony a létszdma

ahhoz, hogy nagyobb szamu KS eseteket lehessen elemezni.

A terapias lehet6ségek a betegség tipusanak, stadiumanak, progresszids tendencijanak, a
tinetek megoszlasanak és az immunstatusznak a fuggvényében modosulhatnak. A
klasszikus Kaposi-sarcoma els6 két stadiumaban a benignus klinikai viselkedésnek
megfeleléen legfeljebb helyi kezelés indokolt: sebészi excisio; kis dozisu, frakcionalt
sugarterapia; cryoterdpia; intrafokalisan adott alkaloidok. Progresszio, elérehaladottabb
stadium, visceralis érintettség esetén kertil eltérbe a szisztémas kezelési mod. A leginkabb
hatékonynak bizonyult kemoterapids vegyuletek a liposzomalis anthracyclinek és a
taxanok kozeé tartozd paclitaxel. Kedvezd eredményt hozhat az immunmodulans hatéast

interferon-a. (IFN-a) kezelés.
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2.3.2. A testuregi B-sejtes lymphoma (BCBL) és kezelési lehetoségei

A testliregi B-sejtes lymphoma (BCBL, body-cavity-based lymphoma vagy PEL, primary
effusion lymphoma) - a nagy sejtes non-Hodgkin lymphoma egyik ritka, am végzetes
formaja, elsdsorban immundeficiens egyénekben fejlodik ki. A talélési id6 kevesebb mint
6 honap [80]. Jellemz6 a lymphomatous folyadék jelenléte, mely a pleurdlis, pericardialis
és peritonedlis testiiregeket érinti. Altalaban HIV pozitiv, néha szervatiltetett betegekben,
vagy nagyon ritkdn id6s korban jelentkezé megbetegedés HHV-8 pozitivitas mellett. A c-
myc protoonkogén génatrendezédése hianyzik — koros c-myc transzkripcié és korosan
magas c-myc mRNS szint a BCBL betegek jelentds részében megfigyelhetd [81]. A HHV-
8 bizonyitottan érintett a BCBL patogenezisében, a malignus atalakulasban és
progresszidban. Az esetek tobbségében (kb. 70%-ban) a HHV-8 az EBV-vel egyiitt fordul
elé (kettds fert6zottség), de leirtak EBV negativ, HHV-8 pozitiv eseteket is, tovabba a
betegek 25%-anal KS is kialakul [82]. Ez a korforma HIV-negativ betegekben is eléfordul

[83], [45], [44].
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10. &bra. BCBL malignus sejt a mellhartya tiregb6l. A sejtek éretlenek hatalmas
sejtmaggal, kozepes mennyiségli bazofilikus cytoplasmaval. A nyil egy mitdzisra
mutat (Cytospin preparécid, May-Grinwald-Giemsa festés)

(Forras: http://www.pubcan.org/printicdotopo.php?id=5251)
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A testlregi B-sejtes lymphoma B-sejt eredetii daganat, azonban a tumorsejtek sem
morfolégiailag, sem immunfenotipusukat tekintve nem sok hasonlésagot mutatnak a
normalis B-sejtekkel (10. &bra). A leggyakoribb megjelenési formaja atmenet az
immunoblasztikus és anaplasztikus nagy sejtes lymphomak kozott és kiilonb6zé mértéki
plazma sejt differencialédast mutat [84], [82], [85]. Az &sszes ismert esetben a
monoklondlis B- sejt-populacio fertézott HHV-8-cal. A BCBL diagnozisa a testfolyadék
citoldgiai vizsgalatan alapul. A CD45 antigén expresszidja (az esetek tobb mint 90%-aban)
megerdsiti a testiiregi B-sejtes lymphoma sejtek haematolymphoid eredetét, amelyek
hatarozatlan immunfenotipusra mutatnak, ugyanis &ltalaban hidnyoznak a B- és T-sejt-
asszocialt antigének expresszidja. Vannak azonban olyan leirt esetek az irodalomban, hogy

egy B- sejt vagy T -sejt fenotipusos megjelenést mutatott [85] [86].

A neoplasztikus sejtek HHV-8 fertdzottségének bizonyitasa elengedhetetlen a testiiregi B-

sejtes lymphoma felallitasahoz [86].

Tekintettel arra, hogy ritka betegség, a legtébb klinikai és patoldgiai adat esettanulmanybol
ismert. Epp ezért a HHV-8-ra vonatkoz6 relevans biologiai informaci6 a BCBL-bél
szarmazd sejtvonalak tanulmanyozasabdl szarmazik, melyek szamos viralis gént (latens és
litikus) fejeznek ki, valamint segitséglikkel kutatni lehet a proliferaciot, angiogenesist és a

gyulladasos folyamatokat [87], [88].

A jelent6s javulast az AIDS-hez kapcsolddd lymphomaék prognézisdban az antiretroviralis
terapia korszak megjelenését kovetden lehetett megfigyelni. Majd a ndvekedési faktorok
(peldaul a granulocita kolonia-stimulalé faktor, G-CSF) rutinszerii hasznalata hozott
jelent6s javulast, mellyel elkeriilheté a hosszU ideig tarté kemoterdpias kezelésb6él adodod
neutropénia kialakuldsa, mely a standard protokoll része a HIV+ BCBL betegek
kezelésenél. Annak ellenére, hogy az utobbi években javultak a terapids stratégiak, nincs
szisztémas kemoterapias protokoll ezen betegség kezelésére. A leggyakrabban hasznalt
sémék a B-sejtes lymphomék séméjat kovetik, mely a betegség stddiumétdl fuggben
kiilonb6z6 polikemoterapiat javasol. Els6dleges kezelésként javasolt kombinacioként a
CHOP (cyclophosphamid, doxorubicin, vincristin és prednisolon) kezelést alkalmazzak
nagy dozisti methotrexattal tarsitva. Elérehaladott stadiumi, rossz prognozisu esetekben
szOba johet a BEACOPP alapddzisu protokoll (bleomycin, etoposid, doxorubicin,

cyclophosphamid, vincristin, procarbazin, prednisolon). Legujabban az antiviralis terapia is
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elétérbe keriil. BCBL betegekben HIV-fertézéstél fiiggetleniil, hosszan tartd teljes
remissziot tapasztaltak cidofovir beadasat kovetéen, mely virusellenes szer. A testiregbe
jutatott cidofovir, valamint interferon-o, egy eredményes valasztas lehet a betegeknek a
hagyomanyos kemoterapidval szemben vagy idds betegek esetén, akik nem jogosultak tébb
toxikus szisztémés terapiara. Egy masik lehet6ség a proteaszéma gatlé gyogyszerek
alkalmazasa, mint példaul a bortezomib, mely apoptézist indukal BCBL sejtvonalakban in

vitro.

2.4. A daganatellenes kemoterapia fejlodése
2.4.1. Kezdetek

Az elsé korszerli kemoterapias antibakterialis agens a Paul Ehrlich altal a szifilisz
gyogyitasara 1909-ben kifejlesztett Salvarsan (arzfenamin) volt. Ezt olyan széles kdrben
elterjedt természetes és szintetikus vegyuletek kovették, mint az Alexander Fleming
nevéhez fiz6d6 penicillin (1928) vagy a Gerhard Domagk Altal Kikisérletezett
szulfonamidok (1932).

Daganatos megbetegedések gyogyitasara el6szor a 20. szazad elején hasznaltak
kemoterapias szereket. Az els6 vilaghaboru soran harci gazként hasznalt mustargazrél és
szarmazékairol kideriilt, hogy alkilaldo agensként megfelelé doézisban adva a gyorsan
osztodd csontveldi leukémias sejteket képesek elpusztitani ugy, hogy az egészségeseket
kevésbé karositjak. Az Egyesiilt Allamok Védelmi Minisztériuma Louis Goodman és
Alfred Gilman gydgyszerészeket kérte fel, hogy vizsgaljak a vegyi fegyverek terapias
alkalmazasanak lehet6ségét a human gyogyitasban. 1942-ben lymphomas betegeknek
intravéndsan adtak mustarnitrogén tipusd vegyileteket, mivel koradbban a mustargaz
hatdsanak Kitett emberek szOvettani mintaiban kifejezett lymphoid és myeloid
szuppressziot figyeltek meg. Feltételezésiiket el6szor allatkisérletekkel erdsitették meg,
majd egy non-Hodgkin lymphomaban szenvedd betegnél figyeltek meg dramai
tumortdmeg csokkenést [89], [90], [91].

A mustarnitrogének utan a kovetkezé nagy elérelépés az elsé antimetabolit, a methotrexat
daganat ellenes hatasanak felismerése volt. Sidney Farber, a Harvard Egyetem patoldgusa
a folsav hatasat vizsgalta leukémias betegségekben. Akut limfoblasztos leukémiaban

(ALL) szenvedo gyerekeknek folsavat adva a betegség sulyosbodasat tapasztaltak, ugyanis
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az serkenti a leukémias blasztok szaporodasat. Farber a folsavhoz hasonlo szerkezetii
aminopterint (késobb amethopteint, ami a ma ismert methotrexatnak felel meg) adott ALL-
es betegeknek. A folsav antagonista methotrexat meggatolta a folsavat igénylé enzimek
miikodését, és hatasara jelentds javulds kovetkezett be, bar az elért hatas csak atmeneti
volt. Az ugyanakkor vildgossd valt, hogy a folsavat semlegesiteni képes vegylletek
alkalmasak lehetnek a tumorok kezelésére [92]. Ez képviselte az els6é gyogyszercsoportot,
amelyet nem véletleniil fedeztek fel, hanem mar tudatosan allitottak eld. Késobb a
methotrexatot szolid daganatok kezelésében is hatékonynak talaltdk, ezek kozil a
legatiitobb eredményt a choriocarcinoma kezelésében érték el, melyet a methotrexat

kezelés 6nmagaban is képes volt meggyogyitani [93], [94].

2.4.2. Citosztatikumok (citotoxikus szerek)

A daganatgyogyitas legdsibb mddszeréhez, a sebészeti ellatdshoz a XX. szdzad masodik
évtizedeben csatlakozott a sugarterapia [95]. E két mddszer a tumor lokalis elpusztitasat
célozza. Sajnos a Kklinikai tiinetek megjelenésekor az esetek tobbségében mar
mikrometasztatikus folyamatok is jelen vannak, igy a helyi ellatast ki kell egésziteni az
egész szervezetre hatd gyogyszeres kezeléssel. Habar az utdbbi években Gjabb és Gjabb
célzott biologiai szerek keriilnek forgalomba, az clérehaladott daganatos betegségben
szenvedd betegek dont6 tobbsége még ma is kemoterapiaban részesiil. A terapias sikerek
ellenére, napjainkban a vezetd haldlokok kozott az érrendszeri megbetegedések utan a
masodik helyen a daganatos betegségek foglalnak helyet. Ennek egyik oka az, hogy az
elérehaladott és metasztatizalt daganatok kemoterapids kezelése még ma sem megoldott.
egyén adott tumoranak, egyénre szabott, célsejt specifikus terapiaja, a génterapia, a
daganat elterjedésében szerepet jatszé enzimek, angiogenetkius faktorok gatlasa, valamint

kiilonb6z6 daganatellenes vakcinédk alkalmazasa jelenthetnek eredményes megoldast.

A kovetkezé években kisméretli, gatldé molekulak (small molecule) megjelenése és az

adoptiv immunterapia fejlédése hozhat megoldast a kemoterapiara nem reagaldé daganatok

YTVe
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Altalanossagban citosztatikumnak neveziink minden olyan anyagot, amely valamilyen
maodon gatolja a tumoros folyamatokat és optimalis esetben pedig teljes felépuléshez vezet.
A probléma az, hogy minden szervezet egyedileg reagal a rosszindulati daganatokra.
Tovabbi nehezség, hogy még mindig nem ismerjik pontosan azokat a biokémiai
folyamatokat, melyek gatlasaval (vagy éppen felerdsitésével) meg lehetne allitani a koros
sejtburjanzast, valamint a citosztatikumokkal szemben is kialakulhat rezisztencia. Ez lehet
primer vagy szekunder aszerint, hogy a sejtek eleve érzéketlenek a hatéanyagra, vagy csak
a kezelés kapcsan valtak ellenallokka. A szekunder rezisztencia kifejlodésének
megakadalyozésara tobb, kiilonbdzd hatdsmechanizmusu és tdmadéaspontu citosztatikumot
alkalmaznak egyidejlileg kombinacids terapiaban. A fébb citosztatikumok lathatéak a

hatdsmaddjuk alapjan csoportositva a 2. tablazatban.
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2. tablazat. Néhany citosztatikum és azok csoportositasa (Forras:
http://www.whocc.no/atc_ddd_index/)

Hatoanyag Hatas
Mustarnitrogén- Cyclophosphamid Keresztkotesek
analdgok Chlorambucil létrehozdsa a
Alkylezé szerek Melphalan DNS szélak
Ifosphamid kozott
Bendamustin
Folsav analégok Methotrexat Purin és
Pemetrexed pirimidin
Purine analdgok Mercaptopurin bazisok
_ _ Tioguanin szinteziset
Antimetabolitok Cladribin gatoljék, illetve
Fludarabin a nuleinsavba
Clofarabin beépUIve hibas
Pyrimidine analégok ~ Cytarabin szekvenciakat
Fluorouracil okoznak
Gemcitabin
Vinca alkaloidok és Vinblastin Mitotikus
analdgjai Vincristin apparatus
Novényi alkaloidok és Vinorelbin gatlok
egyéb természetes Podophyllotoxin- Etoposid
készitmenyek szarmazékok
Taxanok Paclitaxel Mikrotubulusok
Docetaxel lebomlésanak
gatlasa
Actinomycinek Dactinomycin DNS
Anthracyclinek és Doxorubicin szintézisének
rokon vegyiiletek Daunorubicin gétlasa,
Cytotoxicus Epirubicin keresztkotések
antibioticumok Idarubicin létrenozésa
rokon vegyiiletek DNS lancok
Egyéb cytotoxicus Bleomycin koz6tt,  DNS
antibioticumok Mitomycin alkilalas
Hydroxyurea
Platina-vegyuletek Cisplatin DNS vagy
Carboplatin eléanyagainak
Egyéb cytostaticumok Oxaliplatin szintézisét
gatlok,  DNS
karositok
Egyéb Asparaginase Fehérje

Bortezomib

szintézis gatlok
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2.4.3. A citosztatikumok hatdsmechanizmusa és mellékhatésaik

A citosztatikumok nagyrésze nem specifikus az adott daganat-tipusra. Ezt a klinikai
gyakorlat is alatamasztja, hiszen ugyanazt a citosztatikumot egymastol teljesen eltéré
szovettani eredetii és viselkedésti daganatokban hasznaljuk. J6 példa erre az anthracyclinek
csoportja, amelyeket a legkiilonbozObb tumoros betegségekben alkalmazunk: igy pl. a
doxorubicin egyarant része a leukémiak [96], a Hodgkin [97] és non-Hodgkin lymphoma
[98], eml6 carcinoma [99], gyermekkori kis kereksejtes tumorok [100], [101], csont- és
lagyrész-sarcomak kezelési protokolljainak [102]. A citosztatikumok hatasukat déntéen az
0szt0do sejteken fejtik ki. Nagy részik a DNS kérositasa réveén allitja le a sejtosztodast, és
a sejtek apoptozisat indukalja [103]. A hatasban szerepet jatszik a daganatsejtek karosodott
DNS repair mechanizmusa is [104]. A DNS-t karosithatja a citosztatikumnak a DNS kett6s
lanca kozé interkaldlodasa, a keletkezd szabadgyOkok karositd hatasa (anthracyclinek
[103]), a topoizomeraz [ vagy II mikodésének gatlasa (anthracyclinek [103],
camptotechinek [105]), a gybégyszer okozta tdrések, DNS szalon beliil, vagy azok kozott
létrehozott keresztkotések (platinaszarmazékok [106], alkylalé agensek [107]). A
citosztatikumok masik csoportja a DNS szintézist gatolja (purin- [108], pirimidin analégok
[109]). Tobb szer hatdsmechanizmusa csak részben ismert: bleomycin: DNS ligaz gétlés,
DNS Kkarositas [110] [111], hydroxyurea: feltételezett ribonukleotid reduktaz inhibitor
[112], dactinomycin : feltételezett RNS szintézis gatlas, DNS-hez kotédés [113], [114],
[115]). A vinca alkaloidok a mikrotubulus polimerizacidjat gatoljak [116], a taxanok
viszont stabilizaljak a felépiilt mikrotubulusokat [117]. A gyogyszerek beavatkozhatnak a
daganatsejtek metabolizmusaba (methotrexat: dihidrifolat reduktaz inhibitor [118];
asparaginase: a daganatsejtek aszparaginsav-szintézis defektusa esetén hat [119]). A
bortezomib reverzibilisen gatolja a 26S proteaszoma kimotripszin-szeré aktivitasat [120].
Hatdsmechanizmusuktdl fliggéen a kemoterapias szerek egy része a sejtciklus bizonyos
fazisdban hat: metafazis: vinca alkaloidok [121], etoposid [122], taxanok [123]; S fazis:
hydroxyurea [112] 5-fluorouracil [124], cytarabin [125]; G1-S fazis atmenet: cytarabin
[126], G2 fazis: bleomycin [110], mig masok nem sejtciklus-specifikusak pl. daunorubicin
[125]. A citosztatikumok hatasa abban az értelemben sem specifikus, hogy nemcsak a
daganatsejteket, hanem az egészséges sejteket is kérositjak. Eppen a szelektivitas hianya
jelenti a kemoterépiés szerek hasznélatanak legnagyobb akadalyét, hiszen ezek okozzak e

szerek komoly mellékhatasait. gy az utobbi évek kutatasai a minél szelektivebb
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hatéanyagok Kkifejlesztése, az egészséges sejtek védelme és a mellékhatdsokat kivédd
gyogyszerek fejlesztése felé iranyult.

Az alkalmazhato dozis nagysagat a jelentkez6 mellékhatasok korlatozzak. A fenti
gyogyszerek tobbsége csontveld szuppresszidt okoz. A kezelést kdvetden a betegek
csontveld funkcidjanak visszatérése alatt, a szupportiv terapia részeként elengedhetetlen a
vOrosversejt szuszpenzio és thrombocyta koncentratum adasa, fertézések esetén széles
spektrumd  antibiotikumok, antimikotikumok alkalmazasa. Az  anthracyclinek
kardiotoxicitasa [103], a platinaszarmazékok vesetoxicitdsa ismert [127]. Az alkylald
agensek kozil a cyclophosphamid, ifosphamid sulyos haemorrhagias cystitist, proteinuriat
okozhat [128]. A rovidtava mellékhatasok mellett késéiek is megjelenhetnek: a vinca
alkaloidok kés6i neurotoxicitasardl, a platinaszarmazékok, anthracyclinek, alkylalo
agensek nephrotoxicitasarol szamoltak be [129] [130]. A gyogyszertoxicitdsok mertékét és
az individualis kulonbségeket az egyén gyogyszermetabolizal6 képessége és
farmakogenetikai kilonbségek is befolyasolhatjdk. A kemoterapia akkor hatékony, ha az
eldirt doézisban adjuk. Skipper és munkatéarsai allatkisérletei azt mutattak, hogy a dozis
minddssze 20 szazalékos csokkentése a gyogyulasi aranyt 50 szazalékkal csokkentette,
éppen ezért a kemoszenzitiv tumoroknal mindenképpen térekedni kell a protokoll altal
eldirt dozis beadasara. Hatastalan kemoterapia adéasat viszont keriilni kell, hiszen ilyenkor

a betegeket sulyos mellékhatasoknak tesszlk ki anelkil, hogy a talélésiikon javitanank.

2.4.4. A jovo utja: in vitro gyogyszerérzékenységi vizsgalatok

Ha két betegnél ugyanazt a daganatos megbetegedést diagnosztizaljak, akkor is
eléfordulhat, hogy kiilonbozéképpen reagalnak ugyanarra a terdpidra. Az egyik betegnél
hatékony a kezelés, mig a masik paciens kellemetlen mellékhatdsokat tapasztal a terapias
célok elérése nélkil. Ezek a kulonbségek a betegek genetikai és egyéb bioldgiai
eltéréseibol fakadnak, valamint a tumorok rendkiviil valtozatos, idoben és térben valtozo
genetikai modosulasabol szdrmaznak. Minden tumor személyenként kiillonboz6, ahogy
minden ember mas. A személyre szabott orvoslas megkdzelités 1ényege, hogy betekintést
nyerjink ezekbe az eltérésekbe molekuléris szinten olyan tesztek és gydgyszerek
kifejlesztese révén, amelyek specialis betegcsoportok sziikségleteit elegitik ki. A személyre

szabott gyogyszerek olyanok, melyekrdl diagnosztikus eszkozokkel meg tudjuk mondani,
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mely péciensek szdméra elényos, mely betegek szdméra semleges vagy egyenesen
hatranyos.

Az eddiginél differencidltabb terapia tobb modon is megvaldsithatd. Az egyik lehetdség
egy részletes molekularis tumor térkép létrehozasa, mely a tumor viselkedésének alapos
megértéséhez vezet. TObb tumoros megbetegedés pontos molekularis mechanizmusat
leirtak, mely segitségével célzott kezelés alkalmazasa valt lehetové.

Az egyénre szabott terdpia kidolgozasanak masik lehetdsége, hogy a daganatsejtek
gyogyszerérzékenységét direkt modon vizsgaljuk. Tobb probalkozas tortént erre alkalmas
in vitro maddszer kialakitasara. Minden esetben az volt a cél, hogy olyan in vitro vizsgalati
korilményeket alakitsanak ki, ahol a kapott eredmény jol korrelal az in vivo hatéssal.
Néhany ilyen technikat széles korben hasznalnak, példaul az MTT (metil-thiazol-
tetrazolium) tesztet [131], mely széleskorben elterjedt és egyszeriien kivitelezhetd
eljardsok kozé tartozik. A tumorsejtek négy napos inkubaciojat kovetéen MTT festéket
adnak a sejtekhez, amit az ¢l6 sejtek mitokondrialis enzimekkel kék szinti formazanna
alakitanak. A kapott szinintenzitas korrelal az ¢16sejtek szaméval. A modszer elénye, hogy
konnyen kivitelezhetd, eszkozigénye nem nagy és a kevésbé koltséges eljardsok kozé
tartozik. Hatrdnya, hogy nagyszdmu sejtet igényel, illetve egy betegmintabol csak néhany
gyogyszer hatdsa vizsgalhatd. Vagy példaul az ATP (adenosine triphosphate
bioluminescence) teszt is elterjedt [132], mely alkalmazédsakor a tumorsejteket a
gyogyszerekkel tortént inkubaciot kovetden lizaljak. A lizdtumban az éldsejtekbol
felszabaduld6 ATP mennyiségét mérik (ami korreldl a taléld sejtek szamaval) luciferin
hozzaadasat kovetden. Azokon a sejtmintakon miikodnek hatdsosan a gyogyszerek, ahol

alacsony a luminescencia, tehat alacsony az ATP szint.

Az in vitro tesztek széleskorii elterjedését és ezen eredmények klinikai felhaszndlasat tobb
tényez6 korlatozza:
1. A modszerek tobbsége koltséges, a sikeres vizsgalatahoz nagyszamud tumorsejt
szlikséges, ami a vizsgalhato gyogyszerek szamat korlatozza.
2. A daganatok nagy részében mar vannak bizonyitottan hatasos protokollok, igy a
még nem kezelt betegek esetében a klinikai szakorvosok elsdsorban a nagy

betegszamon hatasosnak bizonyult kezelési formékat alkalmazzak.
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Manapsag elsésorban a recidivald daganat kezelésében lehet hasznos az in vitro
gyogyszerérzékenységi teszt alkalmazasa. A tumor recidivajakor ugyanis a klinikus mar
egy sokkal agresszivabb kezelést igényl6 betegséggel all szemben. A primer
daganat/betegség kezelésére eldirt protokollok ezekben az esetekben mar rendszerint
hatastalanok. Vannak ugyan recidiva esetén alkalmazhaté protokollok, ezekkel azonban
altalaban a gyogyuldsi esély igen csekély. llyen esetekben az in vitro
gyogyszererzékenység meghatarozasa, s az eredmeny alapjan megvalasztott individualizalt
terapia alkalmazésa kifejezetten javithatja a talelést.

A személyre szabott terdpia oriasi lehet6ségeket rejt magaban, hogy az egészségiigyet
jobba, biztonsagosabba és koltséghatékonyabba tegyiik. Hatarozott és ndvekvd igény
mutatkozik a magasan differencialt gyogyszerekre, melyek pozitiv hatassal vannak a
népegeszseglgyre. Még bizonyara eltart egy ideig, mire a személyre szabott orvoslasban
rejlé potencialt 6ssztarsadalmi szinten is felismerik, de a piaci trendek mindenképp

elmozdulnak abbdl az irdnybol, melyet a sztenderdizalt gydgyszerek jelentenek.

2.5. Filogenetikai 6sszefliggések kimutatasa egyes virus szubtipusok elterjedésének

vizsgélatara

A virustorzsek kozotti kilonbségek - a nukleotid és aminosav szubsztitlciok -
segitségével vizsgalhatdak a torzsek filogenetikai kapcsolata. A  filogenetikai
csoportositasaban altalanosan elfogadott kifejezések: tipus, genotipus, szubtipus, csoport
és alcsoport. Az egyes virusfajoknal természetesen mas és mas ertékek jelentik a
genotipusok, és az azon belili csoportok hatarait, altalanos azonban, hogy az értékeket
befolyasoljak a korokozd biologiai tulajdonsagai, és foldrajzi elterjedtsége, ezek pedig az
adott virus jarvanytanat is jol jellemzik. Vagyis a rokonsagi viszonyok meghatarozasan
tul, a szekvencia adatokon alapulo filogenetikai vizsgalatok a betegségek epidemioldgiai
hatterének felderitéséhez is szolgéaltatnak informéaciokat. A filogenetikai analizis soran
kapott torzsfak egyrészt tajékoztatnak a populécion bellli genetikai diverzitas mértékérol,
masreszt olyan fontos adatok nyerhet6k a segitségével, minthogy egy adott jarvany egy,
vagy tobb genetikai vonalnak tulajdonithato-e.

Minden filogenetikai modszer tiikrozi a koranak megfeleld tudasszintet €s technikai

szinvonaldt, a jelenleg hasznélatos eljarasok hatterében olyan algoritmusok allnak, melyek
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a DNS, RNS és fehérje szekvencidk evoluciojanak lehetséges modelljeit probaljak meg
reprezentalni. A filogenetikai analizis mddszerei lehetnek tavolsag-matrix (kvantitativ) és
karakter (kvalitativ) alapi megkozelitések. Mindketté eredményeként filogenetikai fat
kapunk, amely nem mas, mint a vizsgalt taxonomiai egységek, esetlinkben virustérzsek
kozotti  rokonsagi  viszonyok  grafikai abrézoldsa. A  tévolsdg-matrix  alapu
megkozelitéseknél (pl. UPGMA, Fitch-Margoliash modszer, Wagner-féle tavolsag
modszer) a kiindulédsi alap egy tavolsdg- matrix, ami tartalmazza a vizsgalt adatok
(esetlinkben nukleinsav szekvencidk) becsilt, paronkénti Gsszehasonlitasabdl szarmazé
tdvolsag értékeit. TAvolsdg matrixok képzesének egyik legegyszeriibb modja a
stlyozatlan pérok kialakitdsa mértani &tlagok alkalmazasaval (UPGMA), ahol a
legkisebb tavolsagot mutatdé taxonpar Kivalasztasaval, azokat egyben ko6zos 6ssel
rendelkez6, legkOzelebbi rokonoknak is tekintjik. A tdbbi taxon tavolsaga ehhez
viszonyitva hatdrozhatdé meg. A modszer alapveté hibaja, hogy a kiilonb6z6 taxonok
kozotti eltéré szubsztiticios ratdbdl szarmazd hatadst nem veszi figyelembe. Széles
korben elterjedt tavolsag-matrix alapu alkalmazds az Un. neighbor-joining modszer
[133], mely lényegeben egy un. cluster-analizis, és kiklszéboli a fentebb emlitett
problémat. A modszer a minimalis evollcié hipotézise alapjan a leghasonlébb két
szekvenciat kivalasztva, pontértékiik szdmtani kdzepével jellemzett hipotetikus taxont hoz
létre. A kovetkezO 1épésben ismét Osszeveti az 6sszes taxont (szekvenciat), beleértve az
el6z6 lépéshben a két legkozelebbi taxonbdl djonnan létrehozott hipotetikus taxont is, €s a
két legkdzelebbit megint 0sszevonja, ezaltal a taxonok szama minden lépésben eggyel
csokken. Az atalakitott tavolsdg-matrix hasznalata azonban a fa torzulédsat
eredmeényezheti, mert nem veszi figyelembe, hogy a nt szubsztiticioknak tobbféle
tipusa is létezhet (egyszeres, tObbszords, koincidentalis, paralel, konvergens, back).
Emiatt bizonyos korrekciokra van szikseg ahhoz, hogy kikiszoboljuk az evollcios
tavolsag alulértekelését [134].

A fak megbizhatdsagat ,bootstrap” analizissel [135], [136] vizsgaltuk, mely
véletlenszerit mintavételezessel general — esetlinkben 100 — egymastdl fliggetlen fat,
majd ezekbdl egy konszenzus fat keszit, és minden agra megadja, hogy ez a generalt fak
mekkora hanyadaban szerepelt. Altalaban a 90% feletti ,bootstrap” érték mellett
nevezhet6 a kapott fa elagazasrendszere, és az azt létrehozd filogenetikai modszer

megbizhatonak, az 50% alatti ,,bootstrap” értékek mar nem mindig tikrozik megfeleléen
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a filogenetikai kapcsolatokat, ezért érdemes egyéb modszerrel is elemezni a rendelkezésre
all6 adatokat, a valos filogenetikai viszonyok megéllapitasahoz [137].

A filogenetikai vizsgalatok masik mddja az egyedi karakterek dsszehasonlitasan alapulo
maodszer (parsimony). Az eljaras a szekvencidk nukleotid-, vagy aminosav poziciéit, mint
karaktereket direkt modon hasonlitja 6ssze. A modszer lényege a takarékossag, eszerint
az a fa tikrozi leginkadbb a valds leszarmazast, amelyik a legkisebb szamu evolucids
valtozast igényli a taxonomiai egysegek kozotti kulonbségek magyarazatara. A kapott
torzsfa agai aranyosak az evolucios valtozasok szamaval, a tavolsag alapi maddszerekkel
nyert filogenetikai fakhoz képest a ,,parsimony” fak tébbletinformaciot is hordoznak,
mégpedig azt, hogy pontosan melyik pozicio jarult hozza egy adott &g hosszusagahoz. A

modszer hatranya, hogy a konvergens evollcio modellezésére kevésbé alkalmas.
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3. CELKITUZESEK

Kutatasaim soran az alabbi két témakorbe tartozo kérdések megvalaszolasat tiiztem ki

célul:

1. Kollaboracié keretében a stockholmi Karolinska Intézetben kaptam lehetdséget Dr.
Székely Laszlo és Skribek Henriette munkacsoportjaban, ahol egy specialis
fluoreszcens in vitro gyogyszerérzékenységi modszer segitségével Ilehet6ség

kin&lkozott daganatellenes terapias kérdések tanulméanyozésara. Céljaim:

a. A testlregi B-sejtes lymphoma sejtvonalak in vitro gyogyszerérzekenységének
vizsgalata.

b. A tesztelt 27 citosztatikum kozott HHV-8 indukalt BCBL betegségek
kezelésére eddig még nem hasznalt, in vitro hatdsosnak bizonyuld gyogyszerek

keresése.

2. Munkamat a DEOEC Bérgyogyaszati Klinikan kezelt Kaposi sarcomas betegektol
gyljtott paraffinos metszetekbdl nyert DNS mintdkon elvégzett molekularis
bioldgiai vizsgalatokra alapoztam. Vizsgalataimban az alabbi kérdésekre kivantam

valaszt kapni:

a. A hazai Kaposi sarcomas betegekben el6fordulé HHV-8 genotipusok
meghatarozasa.
b. A HHV-8 K1 génjének részleges szekvencidibol adatbazis létrehozasa, majd

ennek felhasznalasaval a térzsek filogenetikai vizsgalata.
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4. ANYAGOK ES MODSZEREK

A vizsgélt mintakat, sejtvonalakat és mddszereket a 2 6 témakornek megfeleléen

ismertetem.

4.1. BCBL sejtvonalak gydgyszerérzékenységének vizsgalata
4.1.1. Sejtvonalak és tenyésztési korilmények

Az els6 tanulmanyban 11 testlregi B-sejtes lymphoma eredetii sejtvonalat hasznaltunk,
amelyeket kooperacio keretében szereztiink be: CRO-AP/2, CRO-AP/5, CRO-AP/6, BC-2,
BC-3, CRO-AP/3, HBL-6, BC-3, BCBL-1, JSC-1, és BCP-1 (3. tablazat). A testiregi B-
sejtes lymphoma sejtvonalak kialakitdsa még a kezelés meginditasa el6tt tortént. A sejtek
tenyésztéséhez 10% borjusavoval (FCS, Sigma), 100 IU/ml penicillinnel (Sigma), 100
pg/ml streptomycinnel (Sigma), 80 pg/ml gentamycinnel és 2mM L-glutaminnal (Sigma)
kiegészitett IMDM (Iscove s Modified Dulbecco’s Medium, Sigma) tapfolyadékot
hasznaltunk. A sejtszuszpenzidkat parasitott inkubatorban 37°C-on 5% széndioxidot
tartalmazd légkorben tartottuk. A sejteket hetente két alkalommal passzaltuk, hogy a
tenyésztés alatt a sejtkoncentracié kb. 0.5 x 10° sejt/ml legyen. A mycoplasma fertzés

kizarasara a kultarakat Hoechst 33258 festéssel rendszeresen ellendriztiik.
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3. tAblazat. A gyogyszerérzékenységi teszt soran hasznalt sejtvonalak jellemzoi

Sejtvonal Beteg Ref

neve életkora/ | Diagnézis® | A beteg virus statusza Kor- Eredet
neme ? torténet
C
HHV-8 | EBV | HIV

BC-1 46 F AIDS-PEL + + + elhunyt | Ascites [138]
(12 nap) | folyadék

BC-2 31F AIDS-PEL + + + elhunyt | Pleuralis | [138]
(9 ho) | folyadék

BC-3 85 F Non-AIDS- + - - NI Pleurdlis | [139]
PEL folyadék

BCBL-1 40F KS AIDS- + - + elhunyt | Ascites [140]
PEL (12 nap) | folyadék

BCP-1 94 F KS non- + - - elhunyt | Periférias | [141]

AIDS-PEL (6 év) | ver

CRO-AP/2 49 F KS AIDS- + + + elhunyt | Pleurdlis | [142]
PEL (7 nap) | folyadék

CRO-AP/3 42 F AIDS-PEL + - + El (11 | Ascites [142]
ho) folyadék

CRO-AP/5 35F KS AIDS- + + + elhunyt | Pleurdlis | [142]
PEL (6 ho) | folyadék

CRO-AP/6 26 F AIDS-PEL + - + NA Pleurdlis | [143]
folyadék

HBL-6° 46 F AIDS-PEL + + + NA | Ascites | [144]
folyadék

JSC-1 52 F AIDS-PEL + + + NA Ascites [145]
folyadék

Magyarazat: F: férfi

szerepel a Kaposi sarcoma a lymphoma diagnézis felallitasakor

a: a beteg eletkora a sejtvonal létrehozasakor

b: az eredeti irodalomban megadott diagno6zis — a betegnek kortdrténetében

C: a beteg meghalt a jelzett idépontban a diagnozis feléallitasdhoz viszonyitva,
de a CRO-AP/3 ¢lt 11 honappal késobb is

d: BC-1-bdl szarmazo sejtvonal

NA: nincs adat

4.1.2. Gybgyszerek
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Az in vitro gyogyszerérzékenysegi vizsgalat elvégzéséhez 27 klinikumban is hasznalt
gyogyszert hasznaltunk (4. tablazat). A gydgyszereket 50% dimethyl-sulfoxidban (DMSO,
Sigma) oldottuk fel és 50 nl pottyokben tettlk fel a 384 lyuka lemezre HDRT (high density
replicator tool, Beckman) rozsdamentes acéltiik segitségével Biomek 2000 robot
(Beckman) hasznélataval. Ugyanezt a robotot hasznaltuk a gydgyszerenként négy higitast
tartalmazd torzslemezek (masterplate) elkészitéséhez egy- és nyolccsatornas pipettafejek
alkalmazasaval. A lemezen a legmagasabb gyogyszerkoncentraciokat a fizikai és kémiai
szempontbol maximalisan elérhetd gyogyszerkoncentraciok 600-szoros higitasai adtak
meg (30 ul sejtszuszpenzidé + 50 nl gyogyszer). Az igy készilt gyogyszer lemezeket tébb
vizsgalatban is teszteltik, sejtvonalakon, valamint primer tumor mintdkon egyarant.
Ezekben a vizsgalatokban igazoldodott, hogy a gyogyszerek a lemezeken aktivak, ugyanis

minden egyes gyogyszerre talaltunk érzékeny sejtvonalat.

Az in vitro és in vivo gyogyszerkoncentracio kozotti kapcsolat kiszamolasahoz az egyes
gyogyszerek klinikumban hasznalt dozisabol, valamint a gyogyszerek felezési idejébdl
kalkulalt 72 éra alatt in vivo AUC értékét (area under curve; a felszivodott és a szisztémaés
keringésbe jutott hatbanyag mennyiség), valamint az in vitro alkalmazott koncentraciébdl
kalkulalt értékeket hasznaltuk, mely a QUAC (QAUC™ | Quotient of Area Under Curve)

és a kovetkez6 formulaval szamoltunk Ki:
QAUC™®" = in vitro AUC *°"%/ in vivo AUC "' (ugxh/ml)
In vitro AUC = In vitro alkalmazott koncentracio X 72 éra (ugxhr/ml)

Az in vivo AUC™™; kalkulalt érték, mely 72 6ra alatti gyogyszerhatés a klinikai dozis és a

félid6bal lett szamolva a trapezoid szabaly szerint.
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4. tablazat. A BCBL sejtvonalak gyogyszerérzékenységenek meghatérozasahoz hasznélt gydgyszerek

Clinical E:]I; In vivo In vitro used In vitro QAUC
dose AUC™" concentrations AUC™" Ref
Methotrexate 12 g/m? 24 623,70 0,033 -4,17 12,000-1499,976 [146] 0,019 - 2,405
Cladribine 5 mg/m? 3 5,67 0,007 - 0,83 0,480-59,976 [147] 0,085 -10,578
Fludarabine 25 mg/m? 2 21,72 0,167 - 20,83 12,000-1499,976 [148] 0,433 -54,112
6-Mercaptopurin 85 mg/m? 4 138,60 0,556 - 69,44 39,997-4999,680 [149] 0,289 -36,073
Cytarabine 1 g/m? 2 221,76 0,133 - 16,66 9,596-1199,520 [150] 0,043 -5,409
Fluorouracil 400 mg/m? 0.25 69,30 0,333 - 41,66 23,996-2999,520 [151] 0,346 -43,283
Gemcitabine 1000 mg/m? 0.7 388,08 0,267 - 33,33 19,198-2399,760 [152] 0,049 -6,184
Chlorambucil 0.2 mg/m? 2 33,60 0,667 - 83,33 47,998-5999,760 [153] 1,429 -178,564
Carboplatin 360 mg/m? 3 665,28 0,007 - 0,83 0,480-59,976 [154] 0,001 -0,090
Oxaliplatin 130 mg/m? 5.74 270,46 0,033-4,17 2,400-299,952 [155] 0,009 -1,109
Docetaxel 85 mg/m? 0.6 24,95 0,067 - 8,33 4,798-599,760 [156] 0,192 -24,040
Paclitaxel 175 mg/m? 3 257,80 0,013-1,67 0,956-119,520 [152] 0,004 -0,464
Vinblastin 1.7 mg/m? 0.83 1,71 0,00067 - 0,083 0,048-5,998 [157] 0,028 -3,510
Vincristine 1.32 mg/m? 2 1,55 0,00067 - 0,083 0,480-59,976 [158] 0,309 -38,636
Vinorelbine 80 mg/m? 40 498,96 0,007 -0,83 4,798-599,760 [159] 0,010 -1,202
Daunorubicin 1.5 mg/kg 18 531,56 0,033 -4,17 2,400-299,952 [160] 0,005 -0,564
Doxorubicin 50 mg/m? 30 1091,48 0,013 - 1,66 0,956-119,520 [161] 0,001 -0,110
Epirubicin 90 mg/m? 15 604,21 0,013 - 1,66 0,960-119,952 [152] 0,002 -0,199
Dactinomycin 1.5 mg/m? 36 8,98 0,003 - 0,42 0,240-29,995 [162] 0,027 -3,340
Bleomycin 8 IU/kg/day 6 33,26 0,008 - 1 0,576-72,000 [163] 0,017 -2,165
Mitomycin 20 mg/m? 1 4,44 0,003 -0,33 0,317-39,600 [164] 0,071 -8,929
Hydroxyurea 15 mg/m? 2 630,00 0,333 - 41,66 23,996-2999,520 [165] 0,038 -4,761
Topotecan 1.2 mg/m? 3 2,49 0,007 - 0,83 0,054-6,718 [166] 0,022 -2,693
Etoposide 100 mg/m? 4 221,76 0,133 - 16,66 9,596-1199,520 [150] 0,043 -5,409
Asparaginase 30000 IU/m? 8 26,56 0,033 -4,17 2,400-299,952 [167] 0,090 -11,294
Bortezomib 1.45 mg/m? 40 21,62 0,007 - 0,83 0,480-59,976 [168] 0,022 -2,774
Prednisolone 1 mg/kg/day 3 41.58 0,16666 - 20,83 11,998-1499,760 [169] 0,289 -36,069
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4.1.3. Fluoreszcens in vitro gyogyszerérzékenysegi teszt

A testliregi B-sejtes sejtvonalak in vitro gydgyszerérzékenységének meghatarozasat harom
napos kultdrakon végeztik 384 lyuku lemezek (Greiner, Germany) felhasznaldséval. 27
gyogyszert vizsgaltunk négy kiillonb6z6 koncentracioban (1x, 5x, 25x, 125x)
triplikdtumban. Minden lyuk 9000 sejtet tartalmazott 30 pl sejtszuszpenzidban. Harom
napos inkubaciot kovetden az ¢él6 és az elpusztult sejtek megkuldnboztetésére VitalDye
(Biomarker, Hungary) fluoreszcens festéket hasznaltunk (11. &bra). Az é16 és az elpusztult
sejtek pontos meghatarozasa a stockholmi Karolinska Intézetben (Karolinska Institute core
Visualization Facility; KIVIF) egyedileg 0Osszeallitott automatizalt lézer fluoreszcens
konfokalis mikroszkopjaval tortent. A képeket a QuantCapture 4.0 szamitogépes program
segitségével rogzitettiik, a képeken az €16 és az elpusztult sejtek sz&méat a QuantCount 5.0
szdmoloprogram segitségével hatdroztuk meg. Mindkét program az OpenlLab
(Improvision) programhatteret hasznalva a Karolinska Intézetben (KIVIF) lett kifejlesztve.
Tizenot kontrollként hasznalt lyuk csak sejtszuszpenziét tartalmazott 50nL DMSO-val, 6t

lyuk csak sejtszuszpenziét DMSO nélkiil. A kéttipusu kontrollt ésszehasonliva DMSO

altal okozott toxikus hatast nem tapasztaltuk. Az atlag talélést (mean cell survival, MCS) a

/////

11. abra. A 384 lyukd gyogyszerérzékenysegi lemez

sematikus képe lathaté a legfelsd képen, amely 30
kiilonboz6 gydgyszert tartalmaz 4 higitasban (1x, 5x,
25x, 125x) triplikdtumban. A k6zépso képen 3 napos
inkubacio utan VitalDye festék eleggyel megfestett
sejtek lathatdak egy adott gyodgyszer esetén
konfokalis adatrogzités utan. A legals6 kép adott
régio felnagyitott képe, ahol a sarga az €10 sejteket, a

kék az elpusztult sejteket jeldli.
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4.2. Hazai HHV-8 torzsek filogenetikai vizsgalata
4.2.1. Klinikai mintak

Osszesen 17 betegtél 36 formalin-fixalt paraffinba agyazott preparatumot vizsgaltunk. Egy
betegtdl tobb minta is rendelkezésiinkre allt, melyek kiilonb6zd idépontokban lettek véve.
A Kaposi sarcomas betegek a DEOEC Borgyogyaszati Klinikajan fekiidtek. A betegek
nemek szerinti eloszlasa 14 férfi és 3 nd, atlag életkoruk 68,9 év (38-86). A betegektdl

szOvetmintat virusvizsgalat szempontjabol kapott a Mikrobiologiai Intézet.

4.2.2. Sejtkultura

Vizsgalatainkban a HHV-8-at latensen hordoz6 BCBL-1 testiiregi lymphoma sejtvonalat
hasznaltuk pozitiv kontrollként. A sejtvonalat 10% borjusavéval (FCS, Sigma), 2 mM L-
glutaminnal (Sigma), 100 ug/ml streptomycinnel és 100 IU/ml penicillinnel kiegészitett
Dulbeccos Medium Eagle’s MEM (DMEM, Sigma) tapfolyadékban tartottuk fenn.

4.2.3. DNS preparalas paraffinba agyazott metszetb6l

Minimum 3-4 szelet 20 um vastagsagu metszetek alltak a rendelkezéslinkre. A mintakat
xilollal tortént deparaffinalas utan (az anyag mosasa 2x1 ml xilollal, vizfiirdd 50°C, 10 perc
majd 2x1ml ethanollal szaritds) emésztettiik 200 ul proteinsase K lysis pufferban (100
mmol/l NaCl,10 mmol/l Tris-HCI, pH 8.0, 1% sodium dodecyl sulfate, 25 mmol/l EDTA,
pH 8.0 and 200 pg/ml proteinase K 1 6ra 70°C). Majd az tledéket 0,1 N NaOH oldatban
hidrolizaltuk 95°C-n 10 percig.

200 pl szérum, illetve plazma mintahoz 20 pl proteindz-K-t és kétszeres mennyiségti (400
ul) lizispuffert (100 ml-re: 0,2 M Tris-HCI, 25mM EDTA, 0,3 M NaCl, 2% SDS, DEPC
kezelt desztillalt viz) adtunk. Vortexelés utan 1,5 orat inkubaltuk razés vizfiirdében 55°C-
on. A proteindz-K enzimet 5 perc inkubacioval 95°C-on degradaltuk. Ezutan
fenol:kloroform 1:1 aranyt keverékét adtuk hozzd (310 pl + 310 pl), majd alapos
vortexelés utan 15 percig centrifugéltuk 13.000 rpm-en. A feliilaszohoz (600 ul) azonos
mennyiségli kloroformot adtunk, majd vortexelés és centrifugalds (15 perc, 13.000 rpm)
utan szintén a feliilisz6hoz azonos mennyiségii (600 pul) izopropanolt adtunk és -20°C-on

egy éjszakan at inkubaltuk. Centrifugalast kovetéen (15 perc, 13.000 rpm) 400 pl 70%
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alkohollal mostuk az iiledéket. Ujabb centrifugélas (15 perc, 13.000 rpm) utan az illedéket
szaritottuk ¢és 25ul DEPC-cel kezelt desztillalt vizben reszuszpendaltuk.

4.2.4. PCR

A PCR vizsgalatokat GeneAmpR PCR System 2700 (Applied Biosystem) gepben
veégeztiik. Minden egyes amplifikdlasnal pozitiv és negativ kontrollokat is hasznéltunk.
Pozitiv kontrollként BCBL-1 sejttenyészetb6l kivont HHV-8 DNS-t alkalmaztunk. A
negativ kontrollhoz a minta DNS helyett desztillalt vizet adtunk.

4.2.5. Oligonukleotidok

A PCR reakciéban hasznalt oligonukleotidokat — amelyek a 5. tablazatban lathatéak - a

Biocenter cég szintetizalta szamunkra.

5. tablazat. A kiilonb6z6 PCR reakciokban hasznalt primerek

Gén Primer Szekvencia (5°-3°) Termék Referencia
(bp)
Orf26 K1 AGC CGA AAG GAT TCC ACC AT 233 [3]
K2 TCCGTGTTG TCT ACG TCC AG
INK1 GTG CTC GAATCCAACGGATT 172 [43]

INK2 ATG ACA CAT TGG TGG TAT AT

K1 K1-N ATGTTCCTG TAT GTT GT 867
K1-C GTACCAATCCACTGGTT
K1-N ATGTTCCTG TAT GTT GT 498
K1-2B TTG ACA GGC GAG ACG ACAGC [170]
K1-1 ACG CCT TACACGTTGACCTG 239
K1-2A ACATGC TGA CCACAAGTG AC
K1-1 ACG CCTTACACGTTGACCTG 400
K1-2B TTG ACA GGC GAG ACG ACAGC

B-globin PCO3  ACACAACTG TGT TCACTAGC 110 [171]
PCO4  CAACTT CATCCACGT TCACC
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4.2.6. A PCR mixek Osszetetele es reakcio kérulményeik

A PCR reakcioelegyhez JumpStart RedTag® ReadyMix™-et (Sigma Aldrich, Hungary)
hasznaltunk, mely mix eldre tartalmazza a deoxynukleotidokat (AINTP), valamint a Taq
polimerdzt. A mintabdl 2,5 pl-t adtunk az els6, 1,5 pl-t a méasodik kdrben az elegyhez. A
PCR reakcidlegy minden esetben a kovetkezd tartalmazta: 6,25 pl JSRTRM, 3,25 illetve
4,25 ul desztillalt viz, 0,25 ul primer 50 pmol /ul primer F, 0,25 pl primer 50 pmol /ul

primer R. A reakcid koriilményei a 6. tAblazatban lathatoak.

6. tAblazat. Az amplifikacio koriilményei a kiilonbdzé PCR teszteknél.

ORF26 ORF K1 ORF K1 nested | B-globin PCR
) ) PCR (K1-

1-2 kor 1 kor N/2B, K1-

PCR 2AIB)

95°C 3 perc |95°C 5perc |95°C 3 perc 95°C 3 perc
Denaturacio 95°C 30 sec |95°C 30 sec [94°C 30 sec 95°C 30 sec
Primer 58°C 1 perc [55°C 1 perc |58°C 30 sec 55°C 1 perc
kapcsolddas
Lanchosszabbitas | 72°C 1 perc |72°C 1 perc |72°C 45 sec 72°C 1 perc
Ciklusszam 30 30 35 40
Lanchosszabbités | 72°C 4 perc | 72°C 4 perc | 72°C 4 perc 72°C 4 perc

4.2.7. Agaroz gélelektroforézis

A PCR-termékek mennyiségét és méretét agardz gelelektroforézissel ellendriztik 1,5%-
os (Promega) gélben, melyet 0,5-sz6r6s téménységii TBE-pufferrel készitettiink. A PCR-
termékekbdl 2,5 pl-t mértiink a gélbe, az elektroforézis 0,5-sz6rés TBE-pufferben 100 V
fesziiltseg mellett tortént 40 percen keresztil. A kapott fragmentumok meéretének
viszonyitasdhoz 1 kbp-os molekulatdmeg markert hasznéltunk (Promega, Hungary). A
gélt az elektroforézist kovetéen 1,5 mg/ml ethidium-bromid oldattal festettiik, mostuk,
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majd a DNS-t UV-lampa segitségével tettiik lathatova. Archivalashoz a gélt Kodak
Digital Science DC120 kameraval fényképeztik.

4.2.8. Szekvenalas

A PCR termékek tisztitasa a szekvenalashoz MICROCON YM-100 (Millipore CO.,
Bedford, USA) tisztitd oszloppal tortént. Az K1-N-2B seminested primerek PCR termékek
szekvencigjat a BigDye Terminator Cycle Sequencing v3.1 kit (Applied Biosystems,
Foster City, CA) felhasznalasaval hataroztuk meg. A szekvenalasi PCR reakcio elegy 20 pl
Ossztérfogatban a kovetkezOket tartalmazta: 4 pl 5x szekvenaldsi puffer, 4 ul BigDye
ReadyMix, 1 ul 3,3 pmol/ pl primer, 3 pl desztillalt viz és 8 pl PCR termék. A
szekvenalasi PCR termék tisztitasa SigmaSpin Post-Reaction Clean-Up Columns (Sigma
Aldrich, Hungary) tisztito oszlopon tortént. A szekvenaldas ABI Prism 3130 kapillaris
elektroforézis késziilék (Genetic Analyser automata szekvenald, Applied Biosystems)
segitségével tortént bérmunka keretében a KBMPI (Debreceni Egyetem)

kutatokozpontban.

4.2.9. Szekvencia — és filogenetikai analizis

A szekvendlds eredményét vizudlisan ellendriztiik az esetleges hibak kisziirése végett. A
szekvencidk illesztéséhez a Lasergene programcsomag (DNASTAR Inc, Madison, WI,
USA) Megalign programot hasznaltuk, mely a Clustal algoritmust alkalmazza [172]. A
modszer lehetdséget nyujtott a torzsek kozotti genetikai tdvolsag meghatdrozasdhoz ¢és a
nukleinsav szekvenciakbol szarmaztatott aminosav szekvencidk elemzésére. A nukleotid
szekvenciékat az ExPASyY (Bioinformatics Resource Portal,

http://web.expasy.org/translate/) programmal forditottuk fehérje szekvenciakra.

A filogenetikai torzsfat a phylogeny.fr segitségevel konstrualtuk, melyhez a tavolsag
matrix alapu neighbor-joining algoritmust [133] alkalmaztuk. Az evollcios tavolsag
alulbecslésének kikiliszobdlése érdekében a Kimura két-paraméteres korrekcios modellt
[134] alkalmaztuk, mely kilonb6zoképpen értékeli a statisztikailag gyakrabban eléforduld
tranziciot (purin-purin, illetve pirimidin-pirimidin csere), és a ritkabban bekovetkezd
transzverziot (purin-pirimidin, illetve pirimidin-purin csere). A torzsfak megbizhatdsagat
100 ,,bootstrap” értekkel ellenériztik [173]. A torzsfat a DrawTree (version 1.6.6)

programmal tekintettiik meg.
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5. EREDMENY ES MEGBESZELES

5.1. A testliregi B-sejtes lymphoma sejtvonalak gydgyszerérzékenységi vizsgalata

11 kilonboz6 BCBL sejtvonalat vizsgaltunk egy specidlis fluoreszcens in vitro
gyogyszerérzékenységi vizsgalat segitségével. Az egyes vonalak Kklinikai és viralis
jellemzoit a 3. tdbldzatban foglaltam 6ssze. Minden egyes sejtvonalat 27 klinikumban is
hasznalt gyogyszerrel szemben teszteltik, négy kiilonb6z6 koncentracidban,
triplikdtumban 384 Iyuk( lemezen. 3 nap inkubalas utan az €16 és doglott sejteket
megfestettiik specidlis festék keverékkel, majd minden lyukat lefényképeztiink. Egy erre
kifejlesztett programmal megszamoltunk a sejteket. Az egyes lyukakhoz a talélé sejtek
szazalékos aranyat ugy szamitottuk, hogy dsszehasonlitottuk az ¢16 sejtek szamat az adott a

kontroll lyukak (kezeletlen) atlagaval.

5.1.1. A hatasos és hatastalan gyogyszerek kivalasztasa

A gyolgyszer hatdsossagat minimum 50% sejtolésnél hataroztuk meg. A 7. tablazatban
lathatd egyszeriien Osszefoglalva a gyogyszerek hatasa, ahol a “++++” jeldli a
leghatasosabb gydgyszert, azaz mind a négy kiilonb6z6 koncentracional 50%-nal nagyobb
sejtpusztulas tortént, a “+++” esetében a legtéményebb higitasnal nem érte el a 50%-nal
nagyobb sejtpusztulast de az ennél higabbnal igen, “++” ahol a két legkoncentraltabb
lyukban tortént 50%-nal magasabb sejtolés, “+” ahol csak a legtdményebb gyogyszer 6Olte
meg a sejtek tobb mint felét és “R”, ami a rezisztenciat mutatja az adott gydgyszerre,
hiszen a tulélés %-a 50 felett van minden esetben. A 12. dbra mutatja a sejttulélés
atlaggorbéit standard deviécidkkal a 27 gyogyszer esetén. Az ehhez tartozo értékek a 8.
tablazatban olvashatdak.
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7. tablazat. A gyogyszerhatas sematikus 6sszefoglalasa

DRUG BC-1 BC-2 BC-3 BCBL-1 BCP-1 CROAP-2 CROAP-3 CROAP-5 | CROAP-6 HBL-6 JSC-1
5-Fluorouracil ++ R R ++ + + + ++ + R R
6-Mercaptopurin R R R R R + R R R
Asparaginase ++ ++ ++ + + + + + R R R
Bleomycin ++ + R R R R R R R R R
Bortezomib R R R + R R R R R R R
Carboplatin R R R + R R R R R R R
Chlorambucil ++++ ++ +++ + ++ ++ ++ ++ ++ ++ R
Cladribine +++ R R + R R R
Cytarabine +++ R R ++++ R R R R R R R
Dactinomycin +++ ++ + ++ ++ ++ ++ ++ ++ + ++
Daunorubicin +++ + ++ +++ ++ ++ ++ +++ ++ R +++
Docetaxel ++++ + R ++++ ++ +++ ++ +4++ +4++ +4++
Doxorubicin ++++ + R + + + ++ + + ++++ R
Epirubicin ++ ++ + ++ + ++ ++ +4+ ++ T
Etoposide ++++ ++ + ++++ + + ++ ++ ++
Fludarabine +++ R +++ +++ R R + R R R +++
Gemcitabine ++++ +4++4 R ++++ +++ +4+ + ++ R R
Hydroxyurea R R R R R R R R R ++ R
Methotrexate ++++ ++ R +++ R ++ R ++ ++ R
Mitomycin ++++ R ? + R R R R R R R
Oxaliplatin R R ? R R R R R R R R
Paclitaxel ++++ + + +++ + ++ ++ +++ +++ +++ R
Prednisolone R R R R R R R R R R R
Topotecan + R R + + R + + + R
Vinblastin ++ ++ R + ++ ++ + +++ 4+ 4+ R
Vincristin ++++ R R e+ + R R + R + b
Vinorelbine +++ + ++ ++++ ++ +++ ++ ++++ ++++ ++++ ++

R: rezisztens, ez a gydgyszer nem volt pusztitd hatassal a beteg tumor sejtjeire. +, ez a gyogyszer csak az 1x koncentrciobal pusztitotta el a lyukban 1év6 sejtek minimum
50%-at. ++, ez a gyogyszer mind az 1x mind pedig az 5x higitashan elpusztitotta a lyukban Iévé tumor sejtek minimum 50%-at. +++, ez a gydgyszer mind az 1x mind az 5x
mind a 25x higitasban elpusztitotta a lyukban 1év6 tumor sejtek minimum 50%-at. ++++ négy plusz, ez a gydgyszer mind az 1x mind az 5x mind a 25x mind pedig a 125x
higitasban elpusztitotta a lyukban Iév6 tumor sejtek minimum 50%-4t.
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12. dbra. A 11 BCBL sejtvonal gyogyszerérzékenységének atlag értékei és a standard
deviécidk 27 citosztatikum esetében
y tengely: a talélésejtek %-0s aranya 0-100%
x tengely: gyogyszerhigitasok (1x: legmagasabb koncentrécio).
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8.tablazat. A BCBL sejtvonalak

MCS és QAUC ertekei hllgz;i;s hiiés higéas hl'lg)lftés hllgz;i;s hlzgfl,é\s higﬁas hi;i):és
Chlorambucil Epirubicin
MCS 14,856 46,624 80,871 84,761 [MCS 19,264 37,382 63503 85,146
SD 15,397 12,997 21,033 22,011 [sSD 14,612 16,338 19,262 26,769
QAUC 1,429 7,143 35713 178,564 | QAUC 0,002 0,008 0,040 0,199
Paclitaxel Dactinomycin
MCS 17,013 45154 67,778 89,571 [MCS 7,935 36,012 67,016 86,794
SD 24,016 49,553 35926 22,008 |SD 8,444 31,440 26,859 24,441
¢ |QAuc 0,004 0,019 0,093 0,464 | QAUC 0,027 0,134 0,668 3,340
@ | Daunorubicin Docetaxel
CTJ MCS 20,769 27,362 63,795 87,239 | MCS 19,738 21,973 37,606 59,533
N [SP 25,022 24,81 31,542 23070 |SD 21,033 20,342 21,171 27,023
v |oAuc 0,005 0,023 0,113 0,564 | QAUC 0,192 0,962 4,808 24,040
> | Vinorelbine Vinblastin
O) | mcs 18,135 20,505 40,083 53,023 [MCS 26,843 40,997 67,939 81,099
‘O |[sp 16,878 21,508 22,627 26,510 |sSD 32,984 31,913 33518 17,218
> |oauc 0,010 0,048 0,240 1,202 | QAuC 0,028 0,140 0,702 3,510
O) |Asparaginase Fluorouracil
>, |Mcs 33,415 62,328 90,611 94,435 | MCS 41,116 58,913 70,312 83,034
C |sD 25995 34,957 26,136 23361 |SD 19,131 27,234 23,401 19,899
O |QAuc 0,090 0452 2,259 11,294 | QAuc 0,346 1,731 8,657 43,283
\¢ | Etoposide Doxorubicin
@ |Mcs 30,614 50,213 64,271 74,694 |MCS 29,093 66,865 77,208 80,770
"ES' SD 20,871 23,841 23633 19,054 |SD 19,196 25,011 26,096 27,323
QAUC 0,043 0,216 1,082 5409 | QAUC 0,001 0,004 0,022 0,110
I Gemcitabin Methotrexate
MCS 31,437 45979 58,407 67,999 |MCS 47,154 44,921 70,076 84,266
SD 33,036 38512 37,053 36657 |SD 22,463 21,690 25475 25439
QAUC 0,050 0,247 1,237 6,184 | QAUC 0,019 0,096 0,481 2,405
Vincristine Topotecan
MCS 43,840 69,193 80,209 81,667 |MCS 41,805 75,332 84,105 90,791
SD 34,721 35897 29,982 32,620 |SD 16,468 24,537 25281 25370
QAUC 0,309 1,546 7,727 38,636 | QAUC 0,022 0,108 0,539 2,693
Bortezomib Bleomycin
MCS 79,411 66,866 68,287 64,836 | MCS 60,373 69,342 76,509 80,843
Y |sD 25473 25667 28,021 24955 |SD 16,732 18,871 22,720 16,895
D [QAuC 0,022 0111 0,555 2,774 | QAUC 0,017 0,087 0,433 2,165
E Cladribine 6-mercaptopurin
N [mcs 81,003 82,100 84106 92,085 |MCS 74,020 87,868 97,133 98,233
D s 21,267 22,017 20,163 21,322 |SD 28,377 23,338 30,086 25,386
é QAUC 0,085 0,423 2,116 10,578 | QAuC 0,289 1,443 7,215 36,073
O Oxaliplatin Cytarabine
>, |Mcs 87,016 89,315 82,687 86,885 | MCS 69,979 77,220 83506 89,054
) |sb 30,331 26,741 24,194 25631 |SD 31,215 36,265 38,638 32,516
> QAUC 0,009 0,044 0,222 1,109 | QAuc 0,043 0,216 1,082 5,409
c Prednisolone Mitomycin
O |Mcs 98,984 99,811 95699 92901 |MCS 73,404 79,238 80,057 79,413
X |[sD 12,798 15573 14,201 14,033 [sSD 28,553 19,762 18,733 19,313
‘_|C|_,J QAUC 0,289 1,443 7,214 36,069 | QAUC 0,071 0,357 1,786 8,929
(4] Hydroxyurea Carboplatin
L | mcs 88,879 86,332 97,596 98,858 | MCS 113,387 103,299 113,434 110,179
E SD 21547 19,857 17,561 18,722 |SD 39,298 27,434 43524 38,643
o QAUC 0,038 0,190 0,952 4,761 | QAUC 0,001 0,004 0,018 0,090
= Fludarabine
MCS 67,013 76,185 79,204 95,865
SD 43,034 35334 37,691 19,681
QAUC 0433 2,165 10,822 54,112
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5.1.2. Klaszteranalizis

Annak érdekében, hogy szisztematikusan 0ssze tudjuk hasonlitani a sejtvonalak
érzékenysegét egymassal minden egyes gyogyszer esetében, elvégeztiik az adatainkkal a
hierarchikus, euklideszi tavolsagmérésen alapulé klaszter analizist (Cluster 3.0, MacOS X)
az egyszerisitett hatdoanyag érzékenységi adatokkal. A Klaszteranalizis egy olyan
dimenziocsokkentd eljaras, amellyel adattombdoket tudunk homogén csoportokba sorolni,
klasszifikalni. Ezeket a csoportokat nevezzik klasztereknek. Az egyes klasztereken belili
adatok valamilyen dimenzid szerint hasonlitanak egyméashoz, és e dimenzié mentén
kiilonboznek a tobbi klaszter elemeitdl. A csoportositas alapjat kiillonb6z6 tavolsag- vagy
hasonldsdgmeértékek képezik. A klaszterelemzés algoritmusa lehet hierarchikus vagy nem
hierarchikus. A hierarchikus algoritmus az 0j klasztereket az el6z6leg kialakitott klaszterek
alapjan keresi meg, mig a nem hierarchikus algoritmus egyszerre hatarozza meg az 6sszes
klasztert. A klaszteranalizis ereje a mintaszammal n6, esetiinkben a 11 darab sejtvonal még
az értékelhetdség hataran van.

Az eredményeket a TreeView segitségevel vizualizaltuk [174]. A gyogyszerek
érzékenysegét egy Otlépéses skalan numerizaltuk, ahol minden lépés reprezentalt egy
szamot (a legérzékenyebb 4, a rezisztens 0, stb). A klaszteranalizis grafikus abrazoléasa a
13. &brén lathatd, mely alatti tablazatban feltintettik a sejtvonal EBV illetve HIV
statuszat, az eredetét, valamint a beteg életkorat, 6sszefiiggést keresve ezen adatok és a
gyogyszerérzékenységi mintazat kozott. Jol lathatd az abran, hogy a legjobban hasonlito
gyogyszerek, valamint sejtvonalak egymas mellé kerultek. A BC-1, valamint BCBL-1
sejtvonalak érzékenységi mintdzata all egymashoz a legkdzelebb. Valamint a
gyogyszerhatas szemszogébodl elemezve az abrat, lathatod, hogy az anthracyclinek csoportja

hat a legjobban.
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13. abra. Az egyszerisitett gyogyszerérzékenységi adatokbol késziilt hierarchikus cluster
analizis. A tablazatban lathat néhany adat a sejtvonalrél, EBV és HIV stéatusz, a beteg
életkora, valamint a minta eredete (A: ascites folyadék, P: pleuralis folyadék, B: periférias
ver). A szin intenzitdsa mutatja az adott gyogyszer érzékenységét. A fekete rezisztens, a
piros szin intenzitasa aranyos a gyogyszer hatékonysagaval.

5.1.3. Farmakokinetikai 6sszehasonlitas

A gyogyszerek higitasi sorainak legmagasabb koncentracioit (1x, 5x, 25x, 125x) azok

oldhatosdga hatarozza meg. Az in vitro gyogyszerérzékenysegi adatoknak viszonylag

kevés klinikai jelentésége van, ha azok nem korreldlnak a klinikailag elérhetd in vivo

koncentraciokkal. Annak érdekében, hogy az kapott adatok dsszehasonlithatova véljanak a
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Klini

ka gyogyszerdozissal, létrehoztuk a QAUC (Quotient of the Area Under Curve

QAUC'™) értéket, mely meghatarozasa a kovetkezéképpen tortént:

in vitro hasznélt koncentracié x 72 6ra (ugxhr/ml) / in vivo AUC™" (ugxh/ml)

Az in vivo AUC™"™ meghatarozaséhoz gydgyszerenként kigytijtottik az irodalomban

talalhato klinikai dozist, valamint felezési id6t és ebbdl kalkuldltuk a 72 orara vonatkozod

valddi biologiai értékiilését a hatéanyagnak.

A gyogyszerenként és koncentracioként kiszamolt QAUC értékeket a 4. tablazat

tartalmazza. A sejtvonalak tulélési gorbeinek atlagat a QAUC értékek fliggvényében

abrazolva lehetévé valt az egyes gyogyszerek hatékonysaganak Osszehasonlitasa (14.

abra).

Mean cell survival of all lines ( %)

Pharmacokinetic comparison of effect of the different drugs =+~Mitomycin
on eleven body cavity lymphoma cell lines

-#-Doxorubicin
Vinblastin
Methotrexate

—Carboplatin

--Chlorambucil

——Cladribine

==Hydroxyurea
Topotecan

= =6-Mercaptopurine

= =Bleomycin
Gemcitabine
Cytara

——Epirubicin
5-Fluorouracil
Oxaliplatin

~=Fludara
Paclitaxel
Dactinomycin
Bortezomib
Docetaxel

“Etoposide
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14. &bra. A 11 BCBL sejtvonal gyogyszerérzékenységének atlagértékei a QAUC
(Quotient of Area Under Curve) értékek fliggveényében abrazolva.
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Amint a 14. abran lathat6 a legtdbb tesztelt gydgyszer farmakoldgiailag a legrelevansabb
QAUC'™ tartomanyban (1-hez kozeli) talalhatd.

A gorbék a kovetkezé informaciot szolgaltatjak: a leghatékonyabb gydgyszerek a
kdvetkezdek: daunorubicin, epirubicin, paclitaxel és vinorelbin (alacsony QAUC™*™
értéekek alacsony talélés mellett). A legtobb BCBL sejtvonal érzékeny ezekre a

gyogyszerekre.

Fontos kiemelni, hogy egyetlen anthracyclin szarmazék, a doxorubicin része a terapias
protokollnak, melynek a BC sejtvonalakra mutatott hatisa meglehetdsen heterogén. 2
sejtvonal a 11-b6l erésen érzékeny, mig 2 teljesen rezisztens a rendszer &ltal elérhet6
maximalis koncentracional (QAUC=0.11). Két sejtvonal (JSC-1 és BC-3) mutat kisebb
érzékenyseget a kemoterapias gyogyszerekre, de ezekben az esetekben is hatdsosnak
bizonyult a daunorubicin, epirubicin és vinorelbin. A dactimomycin mutatja a legnagyobb
olés hatékonysagot a jelenlegi vizsgalatban. Azonban a QAUC™? kalkulaciobdl lathato,

hogy a hasznalt koncentracido magasabb, mint ami maximalisan elérhetd a betegben.

Carboplatin hasznalatakor relativ sejtszdm novekedést tapasztalunk mind a 11 sejtvonal
esetén a kontrollhoz képest, azaz a talélés 100 % felett van. Ez a jelenség arra utalhat, hogy

az alacsony dézisu carboplatin véd a spontan sejt halaltol.

5.1.4. A testuregi B-sejtes lymphoma sejtvonalak érzékenysegével kapcsolatos

megallapitasok

A body cavity lymphomak biologiai tanulmanyozasa az in vitro korulmenyek kozott
novekvé sejtvonalak segitségével lehetséges. Az altalunk hasznalt sejtvonalak kiilonb6z6
eredetlick, melyek testliregi B-sejtes lymphoméas betegek ascitesébdl, testiiregi
folyadékabdl, valamint periférias vérébdl lett elallitva. Eredményeink azt mutatjak, hogy
a BC sejtvonalak gyogyszerérzékenységei mintazata a sejtek eredetét6l fiiggetleniil
megegyezik. Egyedul egy sejtvonal mutatott viszonylag nagyobb rezisztenciat, mig 2
sejtvonal (BC-1 és BCBL-1) erésen érzékeny minden tesztelt gyogyszerre.

A kapott eredmények alapjan a BC sejtvonalak egy koz0s érzékenységi profilt mutatnak.

Ezek mintazatok nem mutatnak egyértelmii Osszefiiggést a lymphomak bioldgiai vagy
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Klinikai hatterével. A gyogyszerérzékenysegek klaszter analizise soran nem lathatd
Osszefliggés az EBV, HIV statusszal, az anatdmiai lokalizacidval, az életkorral, vagy a
betegseg lefolyasanak a gyorsasagaval. 2 sejtvonal (BCP-1 és BC-3), melyek HIV negativ

betegbdl szarmaznak, viszonylag kisebb gydgyszerérzékenységi mintazatot mutatnak.

A jelenleg alkalmazott terapia az ABDV (doxorubicin, bleomycin, vinblastin, dacarbazin),
a methotrexat kombinaciéja a CHOP-nal (cyclophosphamide, doxorubicin, prednisolone,
vincristine), valamint elérehaladott stadiumt, rossz prognézisu esetekben széba johet a
BEACOPP alapdozist protokoll (bleomycin, etoposid, doxorubicin, cyclophosphamid,
vincristin, procarbazin, prednisolon). Az adataink a sejtvonalak valtozatos érzékenységét
mutatta a methotrexatra, bleomycinre, doxorubicinra, etoposidra, vinblastinra és
vincristinre, de prednisolonra teljesen rezisztensek voltak. Sajndlatos mddon a
cyclophosphamide és ifosphamid nem a vizsgélati lista tagja, ugyanis egyik gydgyszer sem
aktiv énmagaban, mindkettot a maj konvertalja aktiv metabolitta (4-OH cyclophosphamide

és chloroacetaldehyde).

Korébban kozoltek, hogy a proteosoma inhibitor bortezomib apoptézist indukal BCBL-1
és BCP-1 sejtvonalak esetén. A merésink soran csak a BCBL-1 mutatott érzékenységet a
bortezomibra és csak a legnagyobb koncentracidban.

Vizsgélataink szerint a BC sejtvonalak kulondsen érzekenyek a mikrotubulus ellenes
szerekre és az anthracyclin szdrmazékokra. Habar mindkét emlitett csoport gyogyszerei
mindegyik sejtvonalon mutatott dozisfiiggd sejtpusztulast, ha az in vitro hasznalt
gyogyszerkoncentraciot hasonlitottuk 0ssze a legmagasabban elérhetd

plazmakonicentraciéval (QAUC'*"

), az epirubicin, a daunorubicin, a paxlitacel és a
vinorelbin bizonyult a leghatasosabbnak.

Eredmenyeink alapjan javasoljuk a fent emlitett gyogyszerek hasznalatat és beépitését a
HHYV-8 indukalta testiiregi B-sejtes lymphoma betegségek soran hasznalt protokollokba. A
gyogyszer valaszok heterogenitdsa miatt érdemes személyre szabott terapiat végezni

minden beteg kezelése eldtt.
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5.2. Hazai HHV-8 torzsek filogenetikai vizsgalata

17 beteg 36 formalin-fixalt paraffinba agyazott KS pozitiv prepardtuman az orf-K1
génrégidt amplifikaltuk fel PCR segitségével és szekvenaltuk. Az alkalmazott PCR
stratégia a 15. abran lathato.

DNS preparalas
paraffinba dgyazott metszetbol

B-globin PCR

P “,
i

geonp 2 N .

poziny ~, negativ

Z/ \.\,;

Orf26 PCR. Nem megfelelé mindségii
DNS jelenléte

P i ’
pozigv A S, negativ
i G

K1 PCR HHV-8 negativitas

- Vi ' '\\\
pozitiv \, negativ
¥ ™y

Nem megfelelé mmndségii
és mennyiségl a
rendelkezésre allo DNS

Szekvenalas

15. 4bra. A PCR vizsgalatok stratégiaja

5.2.1. HHV-8 pozitivitas vizsgalata orf26 PCR segitségével

A 34 kDa minor kapszid proteint kddolo orf26 régiora tervezett primerek, melyek egy 233
bp hosszisagld fragmentumot amplifikdlnak fel nested PCR segitségével, a
legaltalanosabban elterjedtek a HHV-8 DNS jelenlétének kimutatdsara. Ez a modszer

bizonyul a legérzékenyebbnek is, ugyanis a HHV-8 pozitiv KS mintakban méar 3-10 kdpia
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Kimutathat6. 17 beteg 36 paraffinba agyazott KS pozitiv szovetmintajabol nyert DNS
esetén végzett PCR vizsgalat minden esetben pozitivast mutatott. Ezen eredményeinket
masok is megerdsitik, ugyanis Magyarorszagon végzett kutatasok az AIDS-KS betegek
szOvetmintadinak 92%-aban, mig poszt-transzplantaciés es klasszikus KS esetek
mindegyikében kimutattdk a HHV-8 DNS-t PCR technikéval [175].

A HHV-8 DNS jelen van a KS lézidk tobb mint 95%-aban [176], mig KS-as betegek
PBMC mintaindl kb 50%, a KS negativ betegeknél 8-13%-ban mutattdk ki [177] Egy
szovetminta negativ orf26 PCR eredménye nem zarja ki mas szovetek HHV-8 fertézését,
ezért az antiviralis ellenanyagok kimutatdsara szolgalo szerologiai vizsgalatok a
legalkalmasabbak az epidemioldgiai felmérésekre [178]. A PCR pozitiv, ellenanyag
negativ betegek esetében valosziniisithetd, hogy a fertdzés korai szakaszaban detektaltuk a
virust, miel6tt az immunvalasz indukalodott [179]. A HHV-8 kimutatasa PBMC-bdl latens
infekcidra, mig szerumbdl es plazmabol (nem-sejt asszocialt HHV-8) aktiv replikéciora
utalhat [180]. Reaktivacid vagy késoi elsddleges fert6zés esetén mind a virus ellenanyag,

mind a virus DNS kimutathat6 [2].

Eredmenyeink igazoljak, hogy az orf26 nukleotid polimorfizmus vizsgalata szovetmintabol

hatékonynak bizonyul a HHV-8 DNS kimutatésara.

5.2.2. Az orf-K1 heminested PCR eredményei

Az orf-K1 régiora tervezett primerekkel a fent emlitett 17 beteg 36 mintajat vizsgaltuk meg
és 12 esetben sikerilt kimutatni HHV-8 orf-K1 DNS-ét (9. tablazat). Az optimalizalés
BCBL-1-b6l nyert DNS-sel tértént (16. abra).
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9. tablazat. A kiilonb6z6 primer kombinaciokkal a K1 génrégiora végzett PCR tesztekkel
tortént vizsgalat

Mintaszam | B- Orf26 | N-C N-2B Nk1-1- | Nk1-1-
globin 2B 2A

Hun30a + + + + - -
Hun30b* + + - -
HUN30b* + + - -
Hun3la + + + + - -
Hun31b* - + - -
Hun31b* - + - -
Hun32 + + - + - -
Hun33 + + - + - -
Hun34a + + - + - -
Hun34b - + - -
Hun35 + + - + NTV NTV
Hun36 + + - + NTV — [NTV

+: sikeres amplifikacio, —: sikertelen amplifikacio, NTV: nem tortént vizsgalat
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16. &bra. K1-N és K1-2B primerekkel végzett seminested PCR. 1-12: betegmintak,
13: pozitiv kontroll, 14: negativ kontroll, M: marker

5.2.3. Az orf-K1 fragmentum szekvenaléasi eredménye

A HHV-8 pozitiv KS szovetbol izolalt DNS szekvenciaja alapjan az orf-K1 Al, valamint
A2 variansai kdzé sorolhatéak a mintak. Részletesen, a Hun30a, Hun30b, Hun31b, Hun32,
Hun33, Hun34a az Al szubtipussal, a Hun31a, Hun34b, Hun35, Hun36 az A2 szubtipussal
mutat homoldgiat. Az orf-K1 szubtipusokat a 10. tablazat foglalja 6ssze. Az Al torzsbe
tartoz6 nukleotid és aminosav szekvenciak 100% azonossagot mutatnak az Al tipusu
K1/E25 és K177/47 prototipussal. Mig a Hun31a 96,5%,a Hun34b és Hun35 94,8%, mig a
Hun36 93% azonossagot mutat a A2 tipusi K1/E41 prototipussal aminosav szinten (17.
abra). A pontmutacidk harom esetben jartak aminosav cserével, a tobbi esetben “néma”

mutécid tortént (aminosavcserét nem okozd bazisvaltozas).

58



10. tablazat. A KS pozitiv betegek 6sszesitett szubtipus megoszlasa a HHV-8 genom
K1 régidja alapjan.

Beteg | Elet | Nem | KS status KS tipusa Minta Betegszam K1 Accession.
-kor szubtipus No.
(év)
1 87 F Cutaneous | Classic Skin tumor biopsy 1 | Hun30a Al KF829938
Skin tumor biopsy 2 | Hun30b* Al KF829939
Skin tumor biopsy 3 | Hun30b*
2 85 M | Cutaneous | Classic Skin tumor biopsy 1 | Hun3la A2 KF829940
Skin tumor biopsy 2 | Hun31b* Al KF829941
Skin tumor biopsy 3 | Hun31b*
3 84 M | Cutaneous | Classic Skin tumor biopsy Hun32 Al KF829942
4 82 M | Cutaneous | Classic Skin tumor biopsy Hun33 Al KF829943
5 39 M | Visceral és | Classic Skin tumor biopsy 1 | Hun34a Al KF829944
cutaneous Skin tumor biopsy 2 | Hun34b A2 KF829945
6 78 M | Cutaneous | Classic Skin tumor biopsy Hun35 A2 KF829946
7 88 M | Cutaneous | Posttransplant | Skin tumor biopsy Hun36 A2 KF829947

*ugyanazon beteg kiilonb6z6 idépontjaban levett minta, a szekvencidk nukleotid sorrendje
100% azonossagot mutatott.

A Hun31 és Hun34 betegek két eltér6 idépontban levett mintajabol a HHV-8 keét
kiilonb6z6 orf-K1 variansat identifikaltuk. Az elsé mintajanak (Hun31a) szekvenciaja A2
varidnsinak bizonyult, mig a madsik idépontban levett minta Al, a Hun34 betegnél
ugyanezt tapasztaltuk. Az orf-K1 eredményeinkhez hasonléan tébb munkacsoport
személyen és mintan belili genotipusos kulonbséget talalt KS 1éziok, vér és szajlregi
mintak orf73, orf K1 és orf26 fragmentumok szekvenalasa soran. [181], [182]. Cook és
munkatarsai egy afrikai betegben A4 és Bl orf-K1 szubtipusokat identifikaltak [183].
Habar tgy tlnik, hogy egy betegben egyetlen HHV-8 varianssal torténd fert6z6dés
domindl, azonban a rekombindns genomok izolalasa felveti a kiilénb6z6 szubtipusokkal
torténd egyidejli fertdzés lehetdségét. Azonban masok nem igazoltdk ezen eredményeket,
ugyanazon beteg tobb mintajaban nem talaltak variabilitdst [184], [55]. Mivel ugy tlinik,

hogy a K1 gén nem varidlodik egy fert6zott személy €letében, ezért valoszintisithetd, hogy
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a betegek tobbszordsen fertézdédtek a HHV-8 kiilonbozd torzsével. Jelenleg még nem

tudjuk, hogy ez koinfekcid, reaktivacié vagy szuperinfekcid kovetkezménye [182].

A Hun30a, Hun30b, Hun31a, Hun31b, Hun32, Hun33, Hun34a, Hun34b, Hun35, Hun36
szekvencidkat elkildtik az NCBI GenBank adatbazisaba, regisztraciés szamuk a
kovetkez6: KF829938, KF829939, KF829940, KF829941, KF829942, KF829943,
KF829944, KF829945, KF829946, KF829947.
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K1-E25

K1-77/747

Hun30a,Hun30b

Hun31b,Hun32

Hun33, Hun34a

K1-E41

Hun3la

Hun34b,Hun35

Hun36

LFRLTERTVF
—L—————— FL
-------- LL
------ K-LL
----- KK-LL

PVNIACNFTC  VEQSGHRQSI  WITWHAQPVL  QTLCAQPSNT  VTCGQH Al

—————————————————————————————————————————————— Al
—————————————————————————————————————————————— Al
O A2
O A2
G-N-ACNFTC  ———————m——  mmmmmmmmom mmmmmmmmmm oo A2
G-N-ACNFTC  ————————m— mmmmmmmmom mmmmmmmmom oo A2

17. bra. A sajat es referencia torzsek (Al és A2 szubtipusok) orf K1 gén fragmentumanak aminosav szekvenciainak illesztése.
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5.2.4. Filogenetikai analizis

Az ORF-K1 geén 400 bp hosszlsagu (VR1 régiot tartalmazd) fragmentuméanak
szekvenalasa elegendének bizonyult a filogenetikai analizishez, mint azt mar Meng és

munkatarsai is igazoltak [185], és egyenértékii a teljes gén alapjan készitett analizissel.

A K1 torzsek filogenetikai analizisehez 19 referencia torzset valasztottunk, melyek
szekvencidi a GenBank adatbazisabdl szarmaznak: Bl (K1-431KAP, AF133040), B2,
(UgD1, AF130292), D1 (TKS10, AF133043), D2 (ZKS3, AF133044), E (Tupi2, AF220293),
C (K1-43Berr, AF178810), C (K1-8Dem, AF178780), C1 (ASM72, AF133041), C3 (BC-2,
AF133042), A5 (K1-7/Ngo, AF178779), A3 (BCBL-1, U86667), A3 (K1/E36, AY204662),
A2 (K1-E41, AY204657), A2 (K1/E12, AY204663), A2 (BC-1, U75698), A2 (K1-E23,
AY204668), Al (BCBL-R, AF133038), Al (K1-E25, AY204654), Al (K1-77/47,
AF201850).. A, B, C, D, E a szubtipusokat jel6li.

Torzsfank tartalmazza az eddig Magyarorszagon elvégzett K1 szekvencia eredményeket is
[186].

A genetikai tavolsdgokat a Lasergene Megalign programmal becsiltik meg, a Kimura 2-
paraméteres modell alapjan. A torzsfat (17. abra) a phylogeny.fr honlap segitségével

szerkesztettlik, a megbizhatosagat 100 ,,bootstrap” ertékkel ellendriztiik.

A filogenetikai analizis soran 2 kiilonboz6 set-et hasznaltunk. Az elsé az 6sszes szubtipust

tartalmazza, mig a masik csak a kdzeli A tipusokat (18, 19. abra).
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18. dbra. Az ORF-K1 gén egy a VR1 régiot tartalmazo fragmentumanak nukleotid
szekvencidja alapjan készilt torzsfa.
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Hunlda

59 85 |Hun13
IBCBL-1_A3
Hunldb
KI1-E41_A2
Hun31a
Hun34b
&0 Hun35
Hun36 K1-E25_Al
77 K1-77/47_Al
Hun30b
80 |Hun30a
Hun31b
Hun32
Hun33
Hun34a

0.2

19. dbra. Az ORF-K1 gén egy a VR1 régiot tartalmazo fragmentuménak aminosav
sorrendje alapjan készilt torzsfa.

megallapitasok

17 betegt6l 36 minta allt a rendelkezésiinkre, azonban nehéznek bizonyult az K1 régio
amplifikalasa. 22 esetben (61%) sikerllt seminested PCR-rel orf-K1 régiot amplifikalni.
Ebb6l 12 amplicon bizonyult megfeleldé mindségiinek mind tisztasdgban, mind
mennyiségben a szekvenalashoz, tehat tapasztalataink szerint is az orf-K1 PCR-nek
alacsony a hatékonysaga. Ennek oka, hogy az ORF-K1 génen belili nukleotid valtozasok
kb. 85%-a vezet aminosav cseréhez, ami arra utal, hogy a K1 gén pozitiv szelekcids
nyomas alatt evolvalodott. Habar ugy tiinik, hogy betegenként az egyetlen HHV-8
varianssal torténd fert6zodés dominal, azonban tObb varians detektalasa felveti a
kiilonbozé  szubtipusokkal torténd egyideji  fertézés ¢és rekombinans genomok

kialakulasanak lehetdségét.
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Hayward és munkatarsai feltételezik, hogy a HHV-8 egy Gsi emberi virus, mely ugyan
vilagszerte elterjedt a migracioval, de etnikai és foldrajzi kilonbségek megfigyelhetéek. Az
elsé hatalmas migracio 100.000 évvel ezeldtt indult a Szaharatol délre fekvd afrikai
régioba (B szubtipus), majd 60.000 évvel ezeldtt Dél-Azsiaba és Afrikaba (D szubtipus).
Végiil kb 35.000 évvel ezeldtt 2 féag vandorolt Eurépaba és Eszak-Aszidba (A és C
szubtipus). A B szubtipus filogenetikailag Gsibbnek tiinik és tavolabbi rokonsagban all az
A és C szubtipusokkal (28-44% protein szekvencia eltérés), mint az A és C szubtipus

egymastol (12-24% eltérés fehérje szinten) [170]

Kinaban KS-as betegek szovetmintaibol [187], valamint orosz és gorog KS betegekbdl A
és C szubtipust mutattak ki [188] [189], Iranbdl a C tipust jelentették [190]. Ugandaban az
A5, Bl és az 0j F torzsek eléfordulasarodl jelentek meg kozlemények [191]. Zimbabwéban
az AS, B és a foként gyermek populaciot fertéz6 Z szubtipus talalhaté meg [192]. Uj-
Caledoniabdl és a Salamon-szigetekr6l, ahol az endémias KS megjelenése a jellemzd, a D
szubtipus tipizalasa tortént [193]. Peruban az A és C szubtipus dominal, melyet
valoszintlileg az eurdpai bevandorlok (spanyol kolonizacid) szortak szét, de talaltak AS és
B torzseket is, melyet az afrikai rabszolgék jelenlétére utal. Ritka E tipust is analizaltak,
mely az amerindianokra jellemzd, a torténelem folyaman 6k hoditottak meg elészor ezt a

régiot. Hasonld divergitas megfigyelheté Francia Guyanaban is [194] [195].

Gazouli és munkatarsai felvetették, miszerint kapcsolat lehet a KS kliniko-epidemiologiai
tipusa és a kilonboz6 szubtipusok ko6zott, de kevés minta allt a rendelkezésukre [196].
Tovabbra is kérdéses, vajon egy bizonyos genotipus 6sszefliggésbe hozhaté-e a KS (vagy
egyeb HHV-8 asszocialt betegségek) kifejlodésével vagy progresszidjaval, illetve a KS egy
bizonyos kliniko-epidemiologiai formajaval [2].

Jelen vizsgalataink sorén a kiilonb6z6 kliniko-epidemioldgiai formaju KS betegek orf-K1
régio tipizaldsédval megéllapithatjuk, hogy a talalt A szubtipus illeszkedik a regidban
elterjedt torzsekhez, am a viszonylag kevés mintaszam miatt a hazai HHV-8 torzsek

genotipusainak meghatarozasahoz tovabbi vizsgalatok szlikségesek.
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5.3. Az értekezésben szereplo uj eredmények

1. Testuregi B-sejtes lymphoma sejtvonal in vitro vizsgalata soran kimutattuk, hogy a
sejtvonalak eredetiikt6l fliggetleniil hasonld gyogyszerérzékenységi mintazatot

mutatnak a tobb hatéanyagcsoportot fel6leld citosztatikum sorozattal Szemben.

2. Vizsgalataink szerint ezek a sejtvonalak kulonosen érzékenyek a mikrotubulusokra
hatd szerekre e€s az anthracyclin szarmazékokra. In vitro gyogyszerérzékenysegi
eredmeényeink  adatokat  szolgaltatnak a  jelenlegi  empirikus  terapia

tovabbfejlesztéséhez.

3. Kaposi sarcomas betegekbdl szarmazo mintakban az orf-K1 génrégio szekvenalasa
alapjan az HHV-8 szubtipusait identifikdltuk. Eredményeink alapjan az A
szubtipus, azon belil az Al és A2 szubtipusok voltak azonosithatdak. Két beteg

mintajaban az orf-K1 két kiilonbdz6 variansat mutattuk Ki.

4. A Kaposi sarcoméas biopsziakban a régidban elterjedt torzsek egy részét lehetett

kimutatni.
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6. OSSZEFOGLALAS

A human herpesvirus-8 (HHV-8) a Kaposi sarcoma (KS) patogenezisében bizonyitottan
etioldgiai szerepet jatszik, amelynek felfedezése ota 20 év telt. A virust AIDS-hez tarsuld
testliregi B-sejtes lymphomék esetén, valamint multicentrikus Castleman-betegségben is
kimutattdk. A malignus betegségben szenveddk kezelési eredményeinek javitasa a jovoben
a terapia agresszivitasasnak novelése helyett egyre inkdbb a személyre szabott terapiatol
varhat0. Az in vitro gyogyszerérzékenysegi vizsgalatok segitségével meghatarozott hatasos
citosztatikumok alkalmazésa javithatja a betegség kimenetelét. A HHV-8 kutatads sokat
kdszonhet a testiregi B-sejtes lymphomanak, ugyanis ez ebbdl eredé immortalizalt
sejtvonalak in vitro kulturdban konnyen fenntarthatdak és a virust latens episzomalis

formaban hordozzak.

11 BC sejtvonal in vitro gyogyszerérzékenysegét vizsgaltuk kutatasaink soran. Az €16 és
elpusztult sejtek szdmét automatizalt 1ézer konfokalis mikroszkop segitségével hataroztuk
meg. A sejtvonalak eredetiiktd]l fliggetleniil hasonld gydgyszerérzékenységi mintdzatot
mutattak a 27 tesztelt citosztatikummal szemben. Vizsgalataink szerint a BC sejtvonalak
kilonosen érzékenyek a mikrotubulusokra hatd tumorellenes szerekre és az anthracyclin
szarmazékokra, de ezek kozdl is az epirubicin, a daunorubicin, a paxlitacel és a vinorelbin
bizonyult a leghatdsosabbnak. Mivel a HHV-8 indukélta testiiregi B-sejtes lymphoma
viszonylag ritka betegség, nincs kialakult kezelési protokoll ezen betegség kezeléseére, a B-
sejtes lymphomak sémajat kovetik, mely a betegség stadiumatol fliggden kiillonbozo
polikemoterapiat javasol. Eredményeink alapjan javasoljuk a fent emlitett gyogyszerek
hasznalatat és beépitését betegségek soran hasznalt protokollokba.

A HHV-8 orf-K1 membranprotein szokatlanul magas szintii genetikai variabilitdsat mutat,
melyen a filogenetikai kutatasok alapulnak, ez alapjan a HHV-8 hét 6 szubtipusat irtak le:
A, B, C, D, E, F és Z. Kutatdsaink soran az orf-K1 génrégiot amplifikaltuk fel PCR
segitségével és szekvenaltuk hazai Kaposi sarcomas betegek mintain. Osszesen 17 betegtdl
36 formalin-fixalt paraffinba agyazott preparatumot vizsgaltunk. Az orf-K1 génrégid
alapjan az A szubtipust identifikdltuk, azonbelil az Al és A2 szubtipust. Két beteg
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mintdjaban az orf-K1 két kiilonb6z6 variansat mutattuk ki. Az &ltalunk végzett munka
fontos adatokat szolgéltat a HHV-8 magyarorszagi elterjedésérdl és eredetérdl, mely
alapjan megallapithatjuk, hogy a vizsgalatainkban talalt szubtipusok illeszkednek a

régidban elterjedt torzsekhez.
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7. SUMMARY

The human herpesvirus 8 (HHV-8) is the etiologic agent in Kaposi’s sarcoma which was
discovered 20 years ago. It was found to be associated with some rare types of lymphoma
in AIDS, namely body-cavity based lymphoma and the plasmablastic variant of
multicentric Castleman’s disease and some cases was shown in bone marrow samples of
myeloma multiplex and benign monoclonal gammopathy disease. The survival of patients
with malignant disease can be increased in the future using a more individualized therapy.
Using of effective drugs determined by in vitro drug sensitivity test might result in a better

clinical outcome.

As body cavity cell lines (BCBLs) are well established in vitro models for body-cavity
based lymphoma we have assessed 11 BCBLs for cytotoxic drug sensitivity. The precise
number of living and dead cells was determined using a custom made automated laser
confocal fluorescent microscope. Independently from their origin, BCBLs showed very
similar patterns against 27 frequently used cytostatic drugs. BCBLs were highly sensitive

for epirubicin, daunorubicin, paclitaxel and vinorelbin.

The prognosis of PEL is poor, as the median survival in the previously published
series does not exceed 6 months. Despite the improvement in therapeutical strategies
during the last few years, there is no evidence of a cure for BCBL patients with
conventional systemic chemotherapy addressed to aggressive NHL. Our data suggest

that inclusion of the above drug into BCBL chemotherapy protocols may be justified.

Based on the sequence variation in the open reading frame (orf) K1, HHV-8 is now
classified into subtypes A, B, C, D, E, F and Z. We attempted to develop a typing system
based on amplification and sequencing of the K1 region. A total of 36 paraffin-embedded
biopsies were tested in 17 patients. Based on the K1 region we identified subtype A within
subtype Al and A2. We determined different K1 strains in two specimens.

The main outcome is that it provides useful data for molecular epidemiological studies in

Hungary and the found genotype is considered to originate from Europe.
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