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BEVEZETES

A human herpesvirus 8

Kaposi sarcomés (KS) betegek bdrbiopszias szovetmintaiban reprezentaciés differencia ana-
lizis (RDA) segitsegével 1994-ben Patrick Moore és felesége, Yuan Chang kutatok virus ere-
detli DNS-szekvenciakat talaltak. A virust Kaposi szarkéma-asszocialt herpesvirusnak (Kapo-
si’s sarcoma-associated human herpesvirus, KSHV), kés6bb human herpesvirus 8-nak (HHV-
8) nevezték el. A KS mindegyik forméajaban igazoltdk a HHV-8 jelenlétét és bebizonyosodott,
hogy ténylegesen onkogén hatasu virusrol van sz6. A virust HIV/AIDS-hez tarsuld testiiregi
B-sejtes lymphoméak esetén (Body-cavity-based lymphoma, BCBL vagy primary effusion
lymphoma, PEL) is megtalaltdk az Epstein-Barr-virussal (EBV) egydtt, azonban néhany eset-
ben csak a HHV-8-at sikerllt kimutatni, ezért feltételezték direkt sejttranszformald hatasat.
Kimutattdk a HHV-8-at multicentrikus Castleman-betegségben (MCD, ritka, atipusos
lymphoproliferativ elvaltozas, amelyet vascularis hyperplasia kisér), valamint myeloma mul-
tiplexes és benignus monoklonalis gammopathias betegek néhany csontveldmintajaban is.
Igazoltak a HHV-8-DNS jelenlétét HIV-negativ angiosarcomas betegek tumorszévetében, to-

vabba eosinophiliaval jaré angiolymphoid hyperplasiaban is.

A HHV-8 torzsek és elterjedésik

Az orf-K1 gén VR1 és VR2 hipervariabilis régioinak szignifikans szekvencia és hossz varia-
bilitasa alapjan a 7 6 szubtipust kiilonboztetiink meg, A, B, C, D, E, F és Z. A szubtipusokon
belll eddig 24 kiilonb6z6 varianst irtak le (A1-A10, B1-3, C1-C6, D1-3, E1-2). A HHV-8
torzsek variansainak megoszlasa fiigg foldrajzi és etnikai hovatartozastol is. Européban, az
Egyesiilt Allamokban, a Kozel-Keleten és Azsiaban az A és C szubtipusok fordulnak elé gyak-
rabban. Kozép-, és Kelet-Europabol jelenleg kevés adat all rendelkezésre a HHV-8 torzsek
genetikai variabilitasat tekintve. Csak Oroszorszaghol és Gordgorszaghol jelentek meg ada-
tok, melyek szerint a torzsek tébbsége az A és C szubtipusba sorolhatdak. Afrikaban és Fran-
cia-Guyanaban a B szubtipus dominal. A ritka D szubtipusrol el6szoér a Csendes-0cean térse-
gébdl, valamint Tajvanbdl és Ausztralidbol szamoltak be. Az E szubtipusra a dél-amerikai
(ecuadori, braziliai) indian lakossag korében és az Amazonas terségeben bukkantak, amely az
Osszes tobbi szubtipustol kb 25-30%-ban kilonbozik. A nagyon ritka Z szubtipust zambiai
gyerekek kozott identifikaltak, és a legtjabb F szubtipus Ugandaban terjedt el.
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A Kaposi sarcoma

A Kaposi sarcoma (angiosarcoma idiopathicum haemorrhagicum Kaposi - KS) éreredeti,
boértumorokkal jar6 daganatos megbetegedés. A korkép elso leirdja Kaposi Mor magyar szar-
mazast bécsi borgyogyasz volt 1872-ben. 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 kdvets-
en. A bor mellett koriilbeliil 10 szazalékban belsé szervi tlinetek is lehetnek, leggyakrabban az
emésztitraktus vagy a maj tertiletén. Viszonylag gyakran a szajnyalkahartyan észlelhetoek az
elsd tiinetek, melyre fogaszati kezelés kapcsan deriilhet fény. BelsOszervi érintettség esetén
bizonytalan hasi panaszok hivhatjak fel a figyelmet a daganatra. Néhany beteg esetében
nyirokddéma jon létre amiatt, hogy a tdlburjanz6 daganatos sejtek 6sszenyomjak a nyirokere-
ket. A Kaposi sarcoma-nak négy klinikai formaja ismert: klasszikus (Kaposi altal leirt), epi-
démias vagy AIDS-hez tarsuld, endémias afrikai, iatrogén vagy poszt-transzpalntacids KS. A
KS Eszak-Amerikaban és Eszak-Eurdpaban régebben szorvanyosan fordult elé, majd a HIV
pandémia terjedésével vilagszerte gyakori tumorra valt (sokan ezzel a betegséggel azonositjak
az AIDS-t).

A testuregi B-sejtes lymphoma (BCBL)

A testuregi B-sejtes lymphoma (BCBL, body-cavity-based lymphoma vagy PEL, primary
effusion lymphoma) - a nagy sejtes non-Hodgkin lymphoma egyik ritka, am végzetes formaja,
els@sorban immundeficiens egyénekben fejlodik ki. A talélési idé kevesebb mint 6 honap. Jel-
lemz6 a lymphomatous folyadék jelenléte, mely a pleurdlis, pericardidlis és peritonealis test-
liregeket érinti. Altalaban HIV pozitiv, néha szervatiltetet betegekben, vagy nagyon ritkan
id6s korban jelentkezé megbetegedés HHV-8 pozitivitas mellett. Az esetek tobbségében (kb.
70%-ban) a HHV-8 az EBV-vel egyiitt fordul el6 (kettds fert6zottség). A testiiregi B-sejtes
lymphoma B-sejt eredetli daganat, azonban a tumorsejtek sem morfologiailag,
immunfenotipusukat tekintve nem sok hasonldsagot mutatnak a normalis B-sejtekkel. Az 6sz-
szes ismert esetben a monoklonalis B- sejt-populacio fert6zott HHV-8-cal (ezaltal elengedhe-
tetlen bizonyiték a diagnozis felallitasahoz). Tekintettel arra, hogy ritka betegség, a legtdbb
klinikai és patologiai adat esettanulmanybol ismert. Epp ezért a HHV-8-ra vonatkozo relevans
bioldgiai informécié a BCBL-bdl szarmazo sejtvonalak tanulmanyozasabdl szarmazik, me-
lyek szamos viralis gént (latens és litikus) fejeznek ki, valamint segitsegiikkel kutatni lehet a

proliferaciot, angiogenesist és a gyulladasos folyamatokat. A leggyakrabban hasznélt terapias



protokollok a B-sejtes lymphomak semajat kovetik, mely a betegség stadiumatol fliggéen kii-

16nb6z6 polikemoterapiat javasol.

A jovo utja: in vitro gyogyszererzekenységi vizsgélat

Ha két betegnél ugyanazt a daganatos megbetegedést diagnosztizaljak, akkor is elé6fordulhat,
hogy kiilonbozoképpen reagalnak ugyanarra a terapiara. Az egyik betegnél hatékony a keze-
Iés, mig a masik paciens kellemetlen mellékhatasokat tapasztal a terapias célok elérése nélkil.
Ezek a kulonbségek a betegek genetikai és egyéb bioldgiai eltéréseibdl fakadnak, valamint a
tumorok rendkiviil valtozatos, idében és térben valtozod genetikai modosulasabol fakadnak.
Minden rak személyenként kiillonb6z0, ahogy minden ember mas. A személyre szabott
gyogyaszati megkdzelités Iényege, hogy betekintést nyerjink ezekbe az eltérésekbe molekula-
ris szinten olyan tesztek és gyogyszerek kifejlesztése révén, amelyek speciélis betegcsoportok
szukségleteit elégitik ki. A személyre szabott gyogyszerek olyanok, melyekr6l diagnosztikus
eszkozokkel meg tudjuk mondani, mely paciensek szamara elényos, mely betegek szamara
semleges vagy egyenesen hatranyos. Az eddiginél differencialtabb terapia tébb maddon is
megvalosithato. Az egyik lehet6ség, egy részletes molekularis tumor térkép létrehozasa, mely
a tumor viselkedésének alapos megértéséhez vezet. Tobb tumoros megbetegedés pontos mo-
lekularis mechanizmusat leirtak, mely segitségével célzott kezelés alkalmazasa valt lehetdve.
Az egyeénre szabott terapia kidolgozasanak masik lehetdsége, hogy a daganatsejtek gyogy-
szerérzékenységét direkt modon vizsgaljuk. Tébb probalkozas tortént erre alkalmas in vitro
maodszer kialakitasara. Minden esetben az volt a cél, hogy olyan in vitro vizsgalati korilmé-

nyeket alakitsanak ki, ahol a kapott eredmény jol korrelal az in vivo hatassal.



CELKITUZESEK

Kutatasaim soran az alabbi két témakorbe tartozo kérdések megvalaszolasat tiiztem ki célul:

1. Kollaboracio keretében a stockholmi Karolinska Intézetben kaptam lehetdséget Dr.
Székely Laszld és Skribek Henriette munkacsoportjaban, ahol egy specialis fluoresz-
cens in vitro gyogyszererzékenységi modszer segitségével lehet6ség kinalkozott daga-
natellenes terapias kérdesek tanulmanyozésara. Céljaim:

a. A testliregi B-sejtes lymphoma sejtvonalak in vitro gyogyszerérzékenysegének
vizsgélata.

b. A tesztelt 27 citosztatikum kozétt HHV-8 indukalt BCBL betegségek kezelésére
eddig még nem hasznalt, in vitro hatasosnak bizonyul6 gydgyszerek keresése.

2. Munkamat a DEOEC Borgyogyaszati Klinikan kezelt Kaposi sarcomas betegektol
gyljtott paraffinos metszetekbdl nyert DNS mintdkon elvégzett molekuléris biologiai
vizsgélatokra alapoztam. Vizsgalataimban az alabbi kérdésekre kivantam vélaszt kap-
ni:

a. A hazai Kaposi sarcomas betegekben el6fordulo HHV-8 genotipusok meghataro-
zasa.

b. A HHV-8 K1 génjének részleges szekvencidibol adatbazis létrehozésa, majd en-
nek felhasznalasaval a torzsek filogenetikai vizsgalata.

ANYAGOK ES MODSZEREK

BCBL sejtvonalak gyogyszerérzékenységének vizsgalata

Sejtvonalak és tenyésztési korulmények

Az els6 tanulmanyban 11 testliregi B-sejtes lymphoma eredetii sejtvonalat hasznaltunk: 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. A sejtek tenyesztéséhez 10% borjusavéval (FCS, Sigma), 100 IU/ml penicillinnel
(Sigma), 100ug/ml streptomycinnel (Sigma), 80pg/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 tartalma-
z6 légkdrben tartottuk. A sejteket hetente két alkalommal passzaltuk, hogy a tenyésztés alatt a
sejtkoncentracid kb. 0.5 x 10° sejt/ml legyen. A mycoplasma fertézés kizarasara a kultdrakat

Hoechst 33258 festéssel rendszeresen ellendriztik.

Gydgyszerek

Az in vitro gydgyszerérzékenysegi vizsgalat elvégzéséhez 27 klinikumban is hasznalt gyogy-
szert hasznaltunk. A gyogyszereket 50% dimethyl-sulfoxidban (DMSO, Sigma) oldottuk fel
és 50nl pottyokben tettlik fel a 384 lyuku lemezre HDRT (high density replicator tool,
Beckman) rozsdamentes acéltiik segitségével Biomek 2000 robot (Beckman) hasznalataval.
Ugyanezt a robotot hasznaltuk a gyogyszerenként négy higitast tartalmaz6 torzslemezek
(masterplate) elkészitéséhez egy- és nyolccsatornas pipettafejek alkalmazésaval. A lemezen a
legmagasabb gyogyszerkoncentraciokat a fizikai és kémiai szempontbol maximalisan elérhet
gyogyszerkoncentraciok 600-szoros higitasai adtak meg (30ul sejtszuszpenzid + 50nl gyogy-
szer). Az igy készllt gydgyszer lemezeket tobb vizsgalatban is teszteltlk, sejtvonalakon, va-
lamint primer tumor mintakon egyarant. Ezekben a vizsgélatokban igazolddott, hogy a
gyogyszerek a lemezeken aktivak, ugyanis minden egyes gyogyszerre talaltunk érzékeny sejt-
vonalat. Az in vitro és in vivo gyogyszerkoncentracié kozotti kapcsolat kiszamolasahoz az
egyes gyogyszerek klinikkumban hasznalt dozisabol, valamint a gyogyszerek felezési idejébol
kalkulalt 72 6ra alatt in vivo AUC értékeét (area under curve; a felszivodott és a szisztémas ke-
ringésbe jutott hatéanyag mennyiség), valamint az in vitro alkalmazott koncentraciobdl kalku-
lalt értékeket hasznaltuk, mely a QUAC (QAUC'®", Quotient of Area Under Curve) melyet a

kovetkezé 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 gydgyszerhatas a klinikai dozis és a

félidobal lett szamolva a trapezoid szabaly szerint.



Fluoreszcens in vitro gyogyszerérzekenysegi teszt

A testlregi B-sejtes sejtvonalak in vitro gyogyszerérzékenységének meghatarozasat harom
napos kultirdkon vegeztik 384 lyukd lemezek (Greiner, Germany) felhasznalasaval. 27
gyogyszert vizsgaltunk négy kiilonb6zd koncentracidban triplikdtumban. Minden lyuk 9000
sejtet tartalmazott 30 ul sejtszuszpenzidban. Harom napos inkubaciot kovetden az €16 és az
elpusztult sejtek megkilénboztetésére VitalDye (Biomarker, Hungary) fluoreszcens festéket
hasznaltunk. Az €16 és az elpusztult sejtek pontos meghatarozasahoz stockholmi Karolinska
Intézetben (Karolinska Institute core Visualization Facility; KIVIF) egyedileg 6sszeallitott au-
tomatizalt lézer fluoreszcens konfokalis mikroszképot alkalmaztunk. A képeket a
QuantCapture 4.0 szamitdégépes program segitségével rogzitettiik, a képeken az €16 és az
ellpusztult sejtek szdmat a QuantCount 5.0 szdmoldprogram segitségével hataroztuk meg.
Mindkét programot OpenLab (Improvision) programhatteret hasznalva a Karolinska Intézet-
ben lett kifejlesztetve (KIVIF). Tizendt kontrollként hasznalt lyuk csak sejtszuszpenziét tar-
talmazott 50nL DMSO-val, 6t lyuk csak sejtszuszpenziot DMSO nélkil. A kéttipust kontrollt

0sszehasonliva DMSO altal okozott toxikus hatast nem tapasztaltuk. Az atlag talélést (mean

/////

Hazai HHV-8 torzsek filogenetikai vizsgalata

Klinikai mintak

Osszesen 17 betegtél 36 formalin-fixalt paraffinba agyazott preparatumot vizsgaltunk. Egy
betegtdl tobb minta is rendelkezésiinkre allt, melyek kiilonbozé idépontokban lettek véve. A
Kaposi sarcomés 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 szempontjabdl kapott a Mikrobioldgiai Intézet.

Sejtkultira

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



DNS preparalas paraffinba agyazott metszetbol

Minimum 3-4 szelet 20 um vastagsagu metszetek alltak a rendelkezésunkre. A mintékat xilol-
lal tortént deparaffinalas utan (az anyag mosasa 2x1 ml xilollal, vizfiirdé 50°C, 10perc majd
2x1ml ethanollal szaritds) emésztettiik 200 ul proteinsase K lysis pufferban (100mmol/I
NaCl,10mmol/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 tiledéket 0,1 N NaOH oldatban hidrolizaltuk
95°C-n 10 percig. 200 pl szérum, illetve plazma mintahoz 20 pl proteinaz-K-t és kétszeres
mennyiségii (400ul) lizispuffert (100ml-re: 0,2 M Tris-HCI, 25mM EDTA, 0,3 M NaCl, 2%
SDS, DEPC kezelt desztillalt viz) adtunk. Vortexelés utan 1,5 6rat inkubaltuk razés vizfiirdos-
ben 55°C-on. A proteinaz-K enzimet 5 perc inkubaciéval 95°C-on degradaltuk. Ezutan fe-
nol:kloroform 1:1 ardnyu keverékét adtuk hozza (310ul + 310ul), majd alapos vortexelés utan
15 percig centrifugaltuk 13.000 rpm-en. A fellilisz6hoz (600 pl) azonos mennyiségii kloro-
formot adtunk, majd vortexelés és centrifugalas (15 perc, 13.000 rpm) utan szintén a felul-
uszohoz azonos mennyiségii (600 pl) izopropanolt adtunk és -20°C-on éjszakan at inkubaltuk.
Centrifugalast kovetden (15 perc, 13.000 rpm) 400 ul 70% alkohollal mostuk az Uledéket.
Ujabb centrifugalas (15 perc, 13.000 rpm) utan az iiledéket szaritottuk és 25ul DEPC-cel ke-

zelt desztillalt vizben reszuszpendaltuk.

PCR

A PCR vizsgélatokat GeneAmpR PCR System 2700 (Applied Biosystem) gépben végeztiik.
Minden egyes amplifikalasnal pozitiv és negativ kontrollokat is hasznaltunk. Pozitiv kontroll-
ként BCBL-1 sejttenyészetbdl kivont HHV-8 DNS-t alkalmaztunk. A negativ kontrollhoz a
minta DNS helyett desztillalt vizet adtunk.

A PCR mixek Osszetétele és reakcié korilmeényeik

A PCR reakcibelegyhez JumpStart RedTag® ReadyMix™-et (Sigma Aldrich, Hungary)
hasznaltunk, mely mix elére tartalmazza a deoxynukleotidokat (dNTP), valamint a Taq
polimerazt. A mintabol 2,5ul-t adtunk az elsd, 1,5ul-t a masodik koérben az elegyhez. A PCR
reakciolegy minden esetben a kovetkezd tartalmazta: 6,25ul JSRTRM, 3,25 illetve 4,25ul
desztillalt viz, 0,25ul primer 50 pmol/ul primer F, 0,25ul primer 50 pmol/pl primer R.
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Agaroz gélelektroforézis

A PCR-termékek mennyiségét es méretét agardz gélelektroforézissel ellenériztiik 1,5%- 0S
(Promega) gélben, melyet 0,5-sz6r6s toménységi TBE-pufferrel készitettink. A PCR-
termékekbol 2,5ul-t mértlink a gélbe, az elektroforézis 0,5-sz6rds TBE-pufferben 100 V fe-
szlltség mellett tortent 40 percen keresztil. A kapott fragmentumok méretének viszonyitasa-
hoz 1 kbp-os molekulatdmeg markert hasznaltunk (Promega). A gélt az elektroforézist kdve-
téen 1,5 mg/ml ethidium-bromid oldattal festettiik, mostuk, majd a DNS-t UV-lampa segit-
ségevel tettlk lathatova. Archivalashoz a gélt Kodak Digital Science DC120 kameraval

fényképeztik.

Szekvenaléas

A PCR termékek tisztitasa a szekvenalashoz MICROCON YM-100 (Millipore CO., Bedford,
USA) tisztitd oszloppal tortént. Az K1-N-2B nested primerek PCR termékek szekvencidjat a
BigDye Terminator Cycle Sequencing v3.1 kit (Applied Biosystems, Foster City, CA) fel-
hasznalasaval hataruztuk meg. A szekvenalasi PCR reakcio elegy 20 pl dssztérfogatban a ko-
vetkezoket tartalmazta: 4 pl 5x szekvenalasi puffer, 4 pul BigDye ReadyMix, 1 pul 3,3 pmol/ pul
primer, 3 pl desztillalt viz és 8 pl PCR termék. A szekvenalasi PCR termék tisztitasa
SigmaSpin Post-Reaction Clean-Up Columns (Sigma Aldrich, Hungary) tisztité oszlopon tor-
tént. A szekvenalas ABI Prism 3130 kapillaris elektroforézis készulék (Genetic Analyser au-
tomata szekvenald, Applied Biosystems) segitségével tértént bérmunka keretében a KBMPI

(Debreceni Egyetem) kutatékézpontban.

Szekvencia — és filogenetikai analizis

A szekvenalas eredményét vizudlisan ellendriztiik az esetleges hibdk kiszlirése végett. A
szekvenciak illesztéséhez a Lasergene programcsomag (DNASTAR Inc, Madison, WI, USA)
Megalign programot hasznaltuk, mely a Clustal algoritmust alkalmazza [169]. A modszer le-
hetdséget nyujtott a torzsek kozotti genetikai tadvolsdg meghatdrozasahoz, ¢és a nukleinsav
szekvencidkbdl szdrmaztatott aminosav szekvencidk elemzésére. A nukleotid szekvencidkat
az ExPASy (Bioinformatics Resource Portal, http://web.expasy.org/translate/) programmal
forditottuk fehérje szekvenciakra.A filogenetikai torzsfat a phylogeny.fr segitségével konstru-
altuk, melyhez a tavolsag matrix alapu neighbor-joining algoritmust [75] alkalmaztuk. Az

evolucids tavolsag alulbecslésének kikuszobolése érdekében a Kimura két-paraméteres kor-
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rekcios modellt alkalmaztuk, mely kilonb6zoképpen értékeli a statisztikailag gyakrabban el6-
forduld tranziciét (purin-purin, illetve pirimidin-pirimidin csere), és a ritkibban bekovetkezo
transzverziot (purin-pirimidin, illetve pirimidin-purin csere). A térzsfak megbizhatosagat 100
»bootstrap” értékkel ellenériztiik. A torzsfat a DrawTree (version 1.6.6) programmal tekintet-

tik meg.

EREDMENYEK

A testliregi B-sejtes lymphoma sejtvonalak gydgyszerérzékenységi vizsgalata

11 kiilonb6z6 BCBL sejtvonalat vizsgaltunk egy specialis fluoreszcens in vitro
gyogyszerérzékenységi vizsgalat segitségével. Minden egyes sejtvonalat 27 klinikumban is
hasznalt gyogyszerrel szemben teszteltiik, négy kiilonboz6 koncentracidban, triplikdtumban
384 lyukl lemezen. 3 nap inkubalas utan az €16 és doglott sejteket megfestettiik specidlis fes-
ték keverékkel, majd minden lyukat lefényképeztiink. Egy erre Kifejlesztett programmal meg-
szamoltunk a sejteket. Az egyes lyukakhoz a tuléld sejtek szazalékos aranyat ugy szamitottuk,

hogy 6sszehasonlitottuk az é16 sejtek szamat az adott a kontroll lyukak (kezeletlen) atlagaval.

Klaszteranalizis

Annak érdekében, hogy szisztematikusan 6ssze tudjuk hasonlitani a sejtvonalak érzekenysé-
gét egymassal minden egyes gyogyszer esetében, elvégeztik az adatainkkal a hierarchikus,
euklideszi tdvolsagméreésen alapuld Kklaszter analizist (Cluster 3.0, MacOS X) az egyszersi-
tett hatdanyag érzékenységi adatokkal. A klaszteranalizis egy olyan dimenzidcsokkentd elja-
ras, amellyel adattomboket tudunk homogen csoportokba sorolni, klasszifikalni. Ezeket a
csoportokat nevezziik klasztereknek. Az egyes klasztereken beliili adatok valamilyen dimen-
zi6 szerint hasonlitanak egymashoz, és e dimenzidé mentén kilonbdznek a tobbi klaszter ele-
meit6l. A csoportositas alapjat kiilonboz6 tavolsag- vagy hasonlosagmeértékek képezik. A
klaszterelemzés algoritmusa lehet hierarchikus vagy nem hierarchikus. A hierarchikus algo-
ritmus az 0j klasztereket az el6z6leg kialakitott klaszterek alapjan keresi meg, mig a nem hie-
rarchikus algoritmus egyszerre hatdrozza meg az 0sszes klasztert. A klaszteranalizis ereje a
mintaszdmmal nd, esetiinkben a 11 darab sejtvonal, még az értékelhetéség hatdran van. Az

eredményeket a TreeView segitségével vizualizaltuk. A gyogyszerek érzékenységeét egy oOtlé-
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péses skalan numerizaltuk, ahol minden lépés reprezentalt egy szamot (a legérzékenyebb 4, a
rezisztens 0, stb). A klaszteranalizis grafikus abrazolasat kovetden az aldbbi kovetkeztetesek
vonhatoak le:
e a legjobban hasonlité gyogyszerek, valamint sejtvonalak egymas mellé keriiltek, ezek
alapjan a BC-1, valamint BCBL-1 sejtvonalak érzékenysegi mintazata all egymashoz
a legkozelebb.
e A gyobgyszerhatds szemszogébdl tekintve megfigyelhetd, hogy az anthracyclinek cso-
portja hat a legjobban.

Farmakokinetikai 6sszehasonlitas

A gyogyszerek higitési sorainak legmagasabb koncentracioit (1x, 5x, 25x, 125x) azok oldha-
tosaga hatarozza meg. Az in vitro gyogyszerérzékenységi adatoknak viszonylag kevés klini-
kai jelentésége van, ha azok nem korrelalnak a klinikailag elérhet6 in vivo koncentraciokkal.
Annak érdekében, hogy a kapott adatok dsszehasonlithatdéva valjanak a klinika gyogyszerdo-
zissal, létrehoztuk a QAUC (Quotient of the Area Under Curve QAUC™™) értéket, mely
meghatarozasa a kdvetkez6képpen tortént:

in vitro hasznélt koncentréaci6 x 72 6ra (ugxhr/ml) / in vivo AUC™" (ugxh/ml)

Az in vivo AUC®" meghatarozasadhoz gyodgyszerenként kigylijtottiik az irodalomban talalha-
to klinikai dozist valamint felezési id6t és ebbdl kalkulaltuk a 72 Orara vonatkozé valddi bio-
I0giai értekiilését a hatdanyagnak. A sejtvonalak tulélési gorbeinek atlagat a QAUC eértékek
fliggvényében abrazolva lehet6vé valt az egyes gyogyszerek hatékonysaganak 6sszehasonlita-
sa. Ezen gorbék a kovetkezd informaciot szolgaltatjak: a leghatékonyabb gyogyszerek a ko-
vetkez6ek: daunorubicin, epirubicin, paclitaxel és vinorelbine (alacsony QAUC™®" értékek
alacsony tulelés 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 hatdsa meglehetésen heterogén. 2 sejtvonal a 11-bél
volt erbsen érzékeny, mig 2 teljesen rezisztens az elérhetd maxinalis koncentracional
(QAUC=0.11). Két sejtvonal (JSC-1 és BC-3) mutatott kisebb érzékenységet a kemoterapias
gyogyszerekre, de ezekben az esetekben is hatasosnak bizonyult a daunorubicin, epirubicin és
vinorelbin. A dactimomycin mutatta a legnagyobb 6lés hatékonysagot a jelenlegi vizsgélat-

ban. Azonban a QAUC?" kalkulaciobol lathat, hogy az altalunk hasznalt koncentracié ma-
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gasabb, mint ami maximalisan elérhet6 a betegben. Carboplatin hasznalatakor relativ sejtszam
ndvekedest 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.

Hazai HHV-8 torzsek filogenetikai vizsgalata

17 beteg 36 formalin-fixalt paraffinba &gyazott KS pozitiv prepardtuman az orf-K1 génrégiot
amplifikaltuk fel PCR segitségével es szekvenaltuk.

HHV-8 pozitivitas vizsgalata orf26 PCR segitsegével

A 34 kDa minor kapszid proteint kddol6 orf26 régiéra tervezett primerek, melyek egy 233 bp
hosszlsagu fragmentumot amplifikélnak fel nested PCR segitségével, a legéltalanosabban el-
terjedtek a HHV-8 DNS jelenlétének kimutatasara. Ez a modszer bizonyul a legérzékenyebb-
nek is, ugyanis a HHV-8 pozitiv KS mintadkban mar 3-10 kopia kimutathat6. 17 beteg 36 pa-
raffinba agyazott KS pozitiv szovetmintdjabol nyert DNS esetén végzett PCR vizsgélat min-
den esetben pozitivast mutatott. Ezen eredményeinket masok is meger6sitik, ugyanis Magyar-
orszagon vegzett kutatdsok az AIDS-KS betegek szovetmintdinak 92%-aban, mig poszt-
transzplantacios és klasszikus KS esetek mindegyikében kimutattdk a HHV-8 DNS-t PCR
technikaval. A HHV-8 DNS jelen van a KS léziok tébb mint 95%-aban, mig KS-as betegek
PBMC mintéinal kb 50%, a KS negativ betegeknél 8-13%-ban mutattédk ki. Egy szévetminta
negativ orf26 PCR eredménye nem zarja ki mas szovetek HHV-8 fertézését, ezért az
antiviralis ellenanyagok kimutatasara szolgalo szerologiai vizsgalatok a legalkalmasabbak az
epidemioldgiai felmérésekre. A PCR pozitiv, ellenanyag negativ betegek esetében valdszini-
sithetd, hogy a fert6zés korai szakaszaban detektaltuk a virust, miel6tt az immunvalasz indu-
kalodott. A HHV-8 kimutatasa PBMC-bél latens infekciora, mig szérumbodl és plazmabol
(nem-sejt asszocialt HHV-8) aktiv replikaciora utalhat. Reaktivacio vagy késoi elsddleges fer-
t6zés esetén mind a virus ellenanyag, mind a virus DNS kimutathaté. Eredményeink igazol-
jak, hogy az orf26 nukleotid polimorfizmus vizsgalata szovetmintabdl hatékonynak bizonyul
a HHV-8 DNS kimutatésara.
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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. Az optimalizalas BCBL-1-bdl nyert
DNS-sel tortént.

Az orf-K1 fragmentum szekvenalasi eredménye

A HHV-8 pozitiv KS szovetbdl izolalt DNS szekvenciaja alapjan az orf-K1 Al valamint A2
variansai kozé sorolhatdak a mintak. Részletesen, a Hun30a, Hun30b, Hun31lb, Hun32,
Hun33, Hun34a az Al szubtipussal, a Hun31a, Hun34b, Hun35, Hun36 az A2 szubtipussal
mutat homologiat. Az Al tdrzsbe tartozo nukleotid és aminosav szekvencidk 100% azonossa-
got mutatnak az Al tipust 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 tipusu K1/E41 prototipussal
aminosav szinten. A pontmutaciok harom esetben jartak aminosav cserével, a tobbi esetben

“néma” mutacio tortént (aminosavcserét nem okozo bazisvaltozas).

A Hun31 és Hun34 betegek két eltérd idépontban levett mintajabol a HHV-8 két kiilonb6zo
orf-K1 varidnsat identifikaltuk. Az elsé mintajanak (Hun31a) szekvencidja A2 varianstinak
bizonyult, mig a masik id6pontban levett minta Al, a Hun34 betegnél ugyanezt tapasztaltuk.
Az orf-K1 eredményeinkhez hasonléan tébb munkacsoport személyen es mintan belili geno-
tipusos kulonbséget talalt KS 1ézidk, vér és szajiregi mintak orf73, orf K1 és orf26 fragmen-
tumok szekvenaldsa soran. Cook és munkatarsai egy afrikai betegben A4 és Bl orf-K1
szubtipusokat identifikéltak. Habar ugy tiinik, hogy egy betegben egyetlen HHV-8 varianssal
torténd fert6z0dés domindl, azonban a rekombinans genomok izolalasa felveti a kiilonbozo
szubtipusokkal torténé egyidejii fert6zés lehetGségét. Azonban masok nem igazoltak ezen
eredményeket, ugyanazon beteg tobb mintajaban nem talaltak variabilitast. Mivel gy tlinik,
hogy a K1 gén nem varidlodik egy fertdzott személy életében, ezért valdszintisithetd, hogy a
betegek tobbszordsen fertézodtek a HHV-8 kiilonb6zé torzsével. Jelenleg még nem tudjuk,

hogy ez koinfekcid, reaktivacié vagy szuperinfekcié kovetkezménye.

A Hun30a, Hun30b, Hun3la, Hun31b, Hun32, Hun33, Hun34a, Hun34b, Hun35, Hun36
szekvenciékat elkildtik az NCBI GenBank adatbazisaba, regisztracioés szamuk a kovetkez6:
KF829938, KF829939, KF829940, KF829941, KF829942, KF829943, KF829944,
KF829945, KF829946, KF829947.
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Filogenetikai analizis

Az ORF-K1 gén 400 bp hosszlsagu (VR1 régiot tartalmazd) fragmentuménak szekvenalasa
elegenddnek bizonyult a filogenetikai analizishez, mint azt mar Meng ¢és munkatarsai is iga-
zoltak és egyenértékii a teljes gén alapjan készitett analizissel. A K1 torzsek filogenetikai ana-
liziséhez 19 referencia torzset valasztottunk, melyek szekvenciai a GenBank adatbazisabol
szarmaznak: B1 (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). Az A, B, C, D, E a szubtipusokat jeldli.
Torzsfank tartalmazza az eddig Magyarorszagon elvégzett egyéb K1 szekvencia eredménye-
ket is.

A genetikai tavolsadgokat a Lasergene Megalign programmal becsultik meg, a Kimura 2-
paraméteres modell alapjan. A torzsfat a phylogeny.fr honlap segitségével szerkesztettik, a
megbizhatosagat 100 ,,bootstrap” értékkel ellenériztiik. A filogenetikai analizis soran 2 kilénbo-
z6 set-et hasznaltunk. Az els6 az Gsszes szubtipust tartalmazza, mig a masik csak a kozeli A ti-

pusokat.

MEGBESZELES

A testiliregi B-sejtes lymphoma sejtvonalak érzékenységével kapcsolatos megéallapitasok

A ritka testliregi B-sejtes lymphoma biologiai tanulmanyozésa az in vitro koriilmények kdzott
novekvo sejtvonalak segitségével lehetséges. Az altalunk hasznalt sejtvonalak kiilonboz6 ere-
detliek, melyek testiiregi B-sejtes lymphomas betegek ascitesbdl, testiiregi folyadékbol, vala-
mint periférias vérbdl lett eldallitva. Eredményeink azt mutatjak, hogy a BC sejtvonalak
gyogyszerérzékenységei mintazata a sejtek eredetétdl fiiggetleniil megegyezik. Egyediil egy
sejtvonal mutatott viszonylag nagyobb rezisztenciat, mig 2 sejtvonal (BC-1 és BCBL-1) er6-

sen érzékeny minden tesztelt gydgyszerre.

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

Ezek mintazatok nem mutatnak egyértelmii 6sszefiiggést a lymphomak bioldgiai vagy klinikai
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hatterével. A gydgyszerérzékenységek klaszter analizise soran nem lathatd 6sszefiiggés az
EBV, HIV statusszal, az anatomiai lokalizacidval, az életkorral, vagy a betegség lefolyasanak
a gyorsasagaval. 2 sejtvonal (BCP-1 és BC-3), melyek HIV negativ betegb6l szarmaznak, vi-
szonylag kisebb gydgyszerérzékenységi mintazatot mutatnak.

A jelenleg alkalmazott terapia a methotrexat kombinacidéja a CHOP-nal (cyclophosphamide,
doxorubicin, prednisolone, vincristine), valamint elérehaladott stadiumu, rossz prognozisu
esetekben szoba johet a BEACOPP alapdozisu 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. Sajnédlatos mddon a
cyclophosphamide és ifosphamid nem a lista tagja, ugyanis egyik gyogyszer sem aktiv 6nma-
gaban, mindkettét a maj konvertalja aktiv metabolittd (4-OH cyclophosphamide és

chloroacetaldehyde).

Korédbban kozoltek hogy a proteosoma inhibitor bortezomib apoptézist induk&l BCBL-1 és
BCP-1 sejtvonalak esetén. A mérésink soran csak a BCBL-1 mutatott érzékenységet a

bortezomibra és csak a legnagyobb koncentacioban.

Vizsgalataink szerint a BC sejtvonalak kiloéndsen érzékenyek a mikrotubulus ellenes szerekre
és az anthracyclin szarmazékokra. Habar mindkét emlitett csoport gydgyszerei mindegyik
sejtvonalon mutatott dozisfiiggo sejtpusztulast, ha az in vitro hasznalt gyogyszerkoncentraciot
hasonlitottuk Ossze a legmagasabban elérhetd plazmakonicentracioval (QAUCm’ra), az
epirubicin, a daunorubicin, a paxlitacel és a vinorelbin bizonyult a leghatdsosabbnak.

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

minden beteg kezelése elott.

.77

17 betegtél 36 minta allt a rendelkezésiinkre, azonban nehéznek bizonyult az K1 régio
amplifikélasa. 22 esetben (61%) sikerllt seminested PCR-rel orf-K1 régiot amplifikalni. Eb-
bdl 12 amplicon bizonyult megfeleld mindséglinek mind tisztasagban, mind mennyiségben a

szekvenalashoz, tehat tapasztalataink szerint az orf-K1 PCR-nek alacsony a hatékonysaga.
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Ennek oka, hogy az ORF-K1 génen belili nukleotid valtozasok kb. 85%-a vezet aminosav
cserehez, ami arra utal, hogy a K1 gén pozitiv szelekciés nyomas alatt evolvalddott. Habar
ugy tlinik, hogy betegenként az egyetlen HHV-8 varianssal torténd fert6z6dés dominal, azon-
ban tébb varians detektéalasa felveti a kiilonb6z6é szubtipusokkal torténé egyidejii fert6zés és

rekombinans genomok kialakuldsanak lehetdségét.

Hayward és munkatarsai feltételezik, hogy a HHV-8 egy 8si emberi virus, mely ugyan vilag-
szerte elterjedt a migracioval, de etnikai és foldrajzi kilonbségek megfigyelhetéek. Az elsd
hatalmas migracié 100.000 évvel ezel6tt indult a Szaharatdl délre fekvo afrikai régioba (B
szubtipus), majd 60.000 évvel ezelétt Dél-Azsidba és Afrikaba (D szubtipus). Végiil kb
35.000 évvel ezelétt 2 foag vandorolt Eurdpaba és Eszak-Aszidba (A és C szubtipus). A B
szubtipus filogenetikailag &sibbnek tlinik 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).

Kinaban KS-as betegek szovetmintaibol, valamint orosz és gordog KS betegekb6l A és C
szubtipust mutattak ki, Irdnbol a C tipust jelentették. Ugandaban az A5, B1 és az () F torzsek
eléfordulasardl jelentek meg kozlemények. Zimbabwéban az AS, B és a foként gyermek po-
puléciot fertézé Z szubtipus talalhatd meg. Uj-Caled6niabdl és a Salamon-szigetekrél, ahol az
endémias KS megjelenése a jellemzd, a D szubtipus tipizaldsa tortént. Peruban az A és C
szubtipus dominal, melyet valosziniileg az eurdpai bevandorlok (spanyol kolonizacio) szor-
tak szét, de taldltak A5 és B torzseket is, melyet az afrikai rabszolgék jelenlétére utal. Ritka E
tipust is analizaltak, mely az amerindidnokra jellemzd, a torténelem folyaméan 6k hoditottak

meg eldszor ezt a régidt. Hasonlo divergitas megfigyelhetd Francia Guyandban is.

Gazouli és munkatarsai felvetették, miszerint kapcsolat lehet a KS kliniko-epidemioldgiai ti-
pusa és a kilonboz6 szubtipusok kozott, de kevés minta allt a rendelkezésiikre. Tovabbra is
kérdéses, vajon egy bizonyos genotipus 0sszefliggésbe hozhaté-e a KS (vagy egyéb HHV-8
asszocialt betegségek) kifejlodésével vagy progresszidjaval, illetve a KS egy bizonyos

Kliniko-epidemioldgiai formajaval.

Jelen vizsgalataink soran a kiilonb6zé kliniko-epidemiolégiai formaju KS betegek orf-K1 ré-
gio tipizalasaval megallapithatjuk, hogy a talalt A szubtipus illeszkedik a régidban elterjedt
torzsekhez, am a viszonylag kevés mintaszdm miatt a hazai HHV-8 tdrzsek genotipusainak

meghatarozasahoz tovabbi vizsgalatok sziikségesek.
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Uj eredmények

1. Testiregi B-sejtes lymphoma sejtvonal in vitro vizsgalata sordn kimutattuk, hogy a
sejtvonalak eredetiikt6l fiiggetleniil hasonlo gyogyszerérzékenysegi mintazatot mutat-

nak a tobb hatéanyagcsoportot feldleld citosztatikum sorozattal szemben.

2. Vizsgélataink szerint ezek a sejtvonalak kulondsen érzékenyek a mikrotubulusokra ha-
to szerekre és az anthracyclin szdrmazékokra. In vitro gydgyszerérzékenységi eredmé-

nyeink adatokat szolgaltatnak a jelenlegi empirikus terapia tovabbfejlesztésehez.

3. Kaposi sarcomas betegekbdl szarmazoé mintakban az orf-K1 génrégio szekvenalédsa
alapjan az HHV-8 szubtipusait identifikaltuk. Eredményeink alapjan az A szubtipus,
azon belll az Al és A2 szubtipusok voltak azonosithatoak. Két beteg mintajaban az

orf-K1 két kiilonboz6 varidnsat mutattuk Ki.

4. A Kaposi sarcomas biopsziakban a régioban elterjedt torzsek egy részét lehetett kimu-

tatni.

OSSZEFOGLALAS

A humaéan herpesvirus-8 (HHV-8) a Kaposi sarcoma (KS) patogenezisében bizonyitottan
etioldgiai szerepet jatszik, amelynek felfedezése Ota 20 év telt. A virust AIDS-hez tarsulo
testliregi B-sejtes lymphomak esetén, valamint multicentrikus Castleman-betegségben, és bi-
zonyos esetekben myeloma multiplexes és benignus monoklonalis gammopathids betegek
csontveldmintajaban is kimutattak. A malignus betegségben szenveddk kezelési eredményei-
nek javitdsa a jovOben a terapia agresszivitasasnak novelése helyett egyre inkabb a személyre
szabott terapiatdl varhat6. Az in vitro gyogyszerérzékenységi vizsgalatok segitségével megha-

tarozott hatasos citosztatikumok alkalmazasa javithatja a betegség kimentetelét.

A HHV-8 kutatas sokat kdszonhet a testliregi B-sejtes lymphomanak, ugyanis ez ebbdl eredd
immortalizalt sejtvonalak in vitro kultdraban koénnyen fenntarthatéak és a virust latens

episzomalis formaban hordozzak. 11 BC sejtvonal in vitro gyogyszerérzékenysegét vizsgal-
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tuk. Az €16 ¢és elpusztult sejtek szamat automatizalt 1ézer konfokalis mikroszkop segitségével
hataroztuk meg. A sejtvonalak eredetiikt6l fiiggetlentil hasonlo gyogyszerérzékenységi minta-

zatot mutattak a 27 tesztelt citosztatikummal szemben.

Vizsgalataink szerint a BC sejtvonalak kiilondsen érzékenyek a mikrotubulus ellenes szerekre
és az antraciklin szarmazékokra, az epirubicin, a daunorubicin, a paxlitacel és a vinorelbin bi-

zonyult a leghat&sosabbnak.

Mivel a HHV-8 indukalta testliregi B-sejtes lymphoma viszonylag ritka betegség, nincs kiala-
kult kezelési protokoll ezen betegség kezelésere, hanem a B-sejtes lymphomak sémajat kove-
tik, mely a betegség stadiumatol fliggden kiilonbdzd polikemoterapiat javasol. Eredményeink
alapjan javasoljuk a fent emlitett gyogyszerek hasznalatat és beépitését betegségek soran

hasznalt protokollokba.

A HHV-8 orf-K1 membréanprotein szokatlanul magas szintii genetikai variabilitasat mutat,
melyre a filogenetikai kutatadsok alapulnak, ez alapjan a HHV-8 hét fé szubtipusat irtak le: A,
B, C, D, E, F és Z. Kutatasaink soran az orf-K1 génrégiot amplifikaltuk fel PCR segitségével
és szekvenaltuk hazai Kaposi sarcomas betegek mintain. Osszesen 17 betegtél 36 formalin-

fixalt paraffinba 4gyazott preparatumot vizsgaltunk.

Az orf-K1 génrégio alapjan az A szubtipust identifikaltuk, azonbelll az Al és A2 szubtipust.
Két beteg mintajaban az orf-K1 két kiilonb6z6 variansat mutattuk ki.

Az &ltalunk végzett munka fontos adatokat szolgaltat a HHV-8 magyarorszagi elterjedésérdl
és eredetérél, mely alapjan megallapithatjuk, hogy a vizsgalatainkban talélt szubtipusok il-

leszkednek a régioban elterjedt térzsekhez.

20



’A‘I][ENK DEBRECENI EGYETEM EGYETEMI ES NEMZETI KONYVTAR
III KENEZY ELETTUDOMANY!I KONYVTARA

www.ib.unided hu

Iktatészam: DEENKETK/53/2014.
Tételszam:
Targy: Ph.D. publikacios lista

Jelslt: Otvos Rita
Neptun kéd: VEEKST

Doktori Iskola: Gyogyszerészeti Tudomanyok Doktori Iskola

A PhD értekezés alapjaul szolgalé kézlemények

1. Otvés, R., Juhasz, A., Szalai, E., Ujvari, D., Otves, K., Szabd, K., Remenyik, E., Székely, L., Gergely,
L., Konya, J.: Molecular Typing of Human Herpesvirus 8 Isolates from Patients with Kaposi's
Sarcoma in Hungary.

Anticancer Res. 34 (2), 893-898, 2014.
IF:1.713 (2012)

2. Otvés, R., Skribek, H., Kis, L.L., Gloghini, A., Markasz, L., Flaberg, E., Eksborg, S., Kénya, J.,
Gergely, L., Carbone, A., Székely, L.: Drug sensitivity patterns of HHV8 carrying body cavity
lymphoma cell lines.

BMC Cancer. 11, 441, 2011.
DOI: http://dx.doi.org/10.1186/1471-2407-11-441
IF:3.011

4032 Debrecen, Egyetem tér 1. e-mail: publikaciok@lib.unideb.hu

21



’A‘I][ENK DEBRECENI EGYETEM EGYETEMI ES NEMZETI KONYVTAR
III KENEZY ELETTUDOMANY!I KONYVTARA

www.ib.unided hu

Tovabbi Kézlemények

3. Skribek, H., f)tvﬁs, R., Flaberg, E., Nagy, N., Markasz, L., Eksborg, S., Masszi, T., Kozma, A., Adam,
E., Miseta, A., Klein, E., Székely, L.: Chronic lymphoid leukemia cells are highly sensitive to the
combination of prednisolone and daunorubicin, but much less to doxorubicin or epirubicin.

Exp. Hematol. 38 (12), 1219-1230, 2010.
DOI: http://dx.doi.org/10.1016/j.exphem.2010.09.001
IF:3.198

4, Méarkasz, L., Vanherberghen, B., Flaberg, E., Otvés, R., Stuber, G., Gustafsson Jernberg, A., Olah,
E., Skribek, H., Székely, L.: NK cell-mediated lysis is essential to kill Epstein-Barr virus
transformed lymphoblastoid B cells when using rituximab.

Biomed. Pharmacother. 63 (6), 413-420, 2009.
DOI: http://dx.doi.org/10.1016/j.biopha.2008.08.009
IF:2.238

5. Stuber, G., Flaberg, E., Petranyi, G, Otvos, R., Rokaeus, N., Kashuba, E., Wiman, K.G., Klein, G.,
Szekely, L.: PRIMA-1MET induces nucleolar translocation of Epstein-Barr virus-encoded EBNA-
5 protein.
Mol. Cancer. 8, Article ID: 23, 1-12, 2009.
DOI: http://dx.doi.org/10.1186/1476-4598-8-23
IF:4.16

6. Markasz, L., Skribek, H., Uhlin, M., Otvés, R., Flaberg, E., Eksborg, S., Olah, E., Stuber, G., Székely,
L.: Effect of frequently used chemotherapeutic drugs on cytotoxic activity of human cytotoxic T-
lymphocytes.

J. Immunother. 31 (3), 283-293, 2008.
DOI: http://dx.doi.org/10.1097/CJ1.0b013e3181628b76
IF:3.662

7. Mérkasz, L., Kis, L.L., Stuber, G., Flaberg, E., Otvés, R., Eksborg, S., Skribek, H., Olah, E., Székely,
L.: Hodgkin-lymphoma-derived cells show high sensitivity to dactinemycin and paclitaxel.
Leuk. Lymphoma. 48 (9), 1835-1845, 2007.
DOI: http://dx.doi.org/10.1080/10428190701559132
IF:1.512

4032 Debrecen, Egyetem tér 1. e-mail: publikaciok@lib.unideb.hu

22



’A‘I][ENK DEBRECENI EGYETEM EGYETEMI ES NEMZETI KONYVTAR
III KENEZY ELETTUDOMANY!I KONYVTARA

www.ib.unided hu

8. Szalai, E., Takacs, M., Otvés, R., Szlavik, J., Juhasz, A., Berencsi, G.: Genotypic distribution of
human herpesvirus-8 strains circulating in HIV-positive patients with and without Kaposi's
sarcoma in Hungary.

Arch. Virol. 150 (7), 1315-1326, 2005.
DOI: http://dx.doi.org/10.1007/s00705-005-0508-y
IF:1.819

A kozl6 folyodiratok osszesitett impakt faktora: 21.313

A kozl6 folyoiratok dsszesitett impakt faktora (az értekezés alapjaul szolgalé kézleményekre):
4.724

A DEENK Kenézy Elettudomanyi Konyvtar a Jelolt altal a Publikacios Adatbazisba feltéltott adatok
bibliografiai és tudomanymetriai ellenérzését a tudomanyos adatbazisok és a Journal Citation Reports
Impact Factor lista alapjan elvégezte.

Debrecen, 2014.03.12

4032 Debrecen, Egyetem tér 1. e-mail: publikaciok@lib.unideb.hu

23



KOSZONETNYILVANITAS

Szeretnék koszonetet mondani témavezetémnek, Dr. Konya Jozsef egyetemi docensnek, az
Orvosi Mikrobioldgiai Intézet vezet6jének, aki hozzaért szakmai segitségével munkamat lel-
kiismeretesen iranyitotta. Koszénom a Karolinska Intézet professzoranak Dr. Székely Laszl6-
nak és Skribek Henriettének, akik a stockholmi munkam kdzvetlen iranyitdjaként segitettek és
bevezettek a kutatdbmunka izgalmas vilagaba. Mindharman nélkilozhetetlen segitséget nydj-

tottak a munkaterv, a kéziratok és a PhD. dolgozat megsziiletésében.

Koszonetet szeretnék mondani Gergely Lajos Professzor Urnak, az Orvosi Mikrobioldgiai In-
tézet korabbi vezet6jének, aki lehetové tette, hogy az intézet keretei kzott végezhessem PhD

tanulméanyaimat.

Halas koszonettel tartozom Balla Gyorgy Professzor Urnak segité észrevételeiért és a folya-

matos tAmogatasaért.

Koszonettel tartozom kordbbi témavezetdmnek Dr. Juhasz Attilanak, aki a téma felé iranyitot-
ta érdeklddésemet, és Remenyik Eva professzor asszonynak, aki a Borgyogyaszati Klinikan

biztositott hatteret a kezdeti munkahoz.

Tovabba koszonetet mondok szerzétarsaimnak, kilonosen Dr. Markasz Laszlénak, Emilie

Flabergnek, Ujvari Dorinanak, akik timogattak a kutatdbmunkamban.

Kutatasaim végzeséhez elengedhetetlen technikai segitséget nyujtott Szécsiné Kerekes Mar-
git, RGdéné Otvos Zita, Dr. Salamon Déaniel és Muhari Orsolya, akiknek ezdton is kdszonom

munkajukat.

Végul koszondm férjemnek, édesanyamnak, csaladomnak és barataimnak, hogy mindig mel-
lettem alltak és tAmogattak a munkam soran.

24



	A testüregi B-sejtes lymphoma (BCBL)
	A PCR mixek összetétele és reakció körülményeik
	HHV-8 pozitivitás vizsgálata orf26 PCR segítségével
	A 34 kDa minor kapszid proteint kódoló orf26 régióra tervezett primerek, melyek egy 233 bp hosszúságú fragmentumot amplifikálnak fel nested PCR segítségével, a legáltalánosabban elterjedtek a HHV-8 DNS jelenlétének kimutatására. Ez a módszer bizonyul ...
	Az orf-K1 heminested PCR eredményei
	Az orf-K1 fragmentum szekvenálási eredménye

