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Bevezetés

A molekularis vizsgalati és kutatasi mddszerek nmaegleheisen régoéta
kulcsfontossagliak az alapkutatés teriiletén, debé&rakomoly drelépés tortént
ezen a teriileten a mindennapi diagnosztikdbarvellaz alkalmazott kutatasban
is. A molekularis biol6giai modszerek alkalmazasadannapos lett a patolégian
belul is, $t egyes specialis teriileteken — kiléndsen a pacafimetszeteken
végzett vizsgalatok esetén — tovabb finomodtak gkolaris patoldgiai”
maédszerekké. Legkordbban a limfoproliferativ beéeggk diagnosztikaja
teriletén valt nélkulézhetetlenné a molekularis ofdatiai mddszerek
alkalmazasa, de mostanaban ugyanez a helyzet@sagyimorok diagnosztikaja
esetén is, valamint a lagyrész és csontdaganattdtélsa se képzellietel
molekuléris patoldgiai moédszerek alkalmazésa nélkéitmészetesen a patoldgiai
diagnosztikaban az alapot ma is a haematoxylimefestés képezi, de ahogy
idével nélkilozhetetlenné valt az immunhisztokémiagkezit alkalmazéasa,
ugyanez a helyzet a molekularis patolégiai médskkeie mint kiegészit
maédszerekkel is, kilénésen a lagyrész tumorok égbeh a csont tumorok
teriletén (a limfoproliferativ daganatok utan). Aemlitettek jeleriiségét
hangsllyozza, hogy mind a klasszifikacibhoz, mind terapiahoz
nélkulézhetetlenné vAalt az adott cytogenetikai rétéés az ehhez tartozo
molekularis torténés megadasa. A lagyrész és chonbrok a daganatok
mintegy 3-4%-at teszik ki, tdbb mint 250 entitaattanak szamon, szamos
malignus entitas fiatal korban jelentkezik. A lagyz és csont tumorok a
molekularis patogenézis tekintetében két nagy ad@pmszthatok. Az egyik
csoportot a specifikus genetikai eltérések jell&mami sokszor viszonylag
egyszeil kariotipussal tarsul, és ezen daganatok esetdis ittve potencidlis
esély van specifikus target-terapiara. A masik ostyan a daganatok komplex

kariotipussal rendelkeznek, nincs specifikus g&aegltérés és ennek
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megfeleben nem lehet target-terapiat alkalmazni. Ma maekesyan lagyrész
és csont daganatot ismeriink, aminek ne tudnanknatigai jellemasit és jo
részik - éleg a malignus daganatok esetén - medfele kereskedelmi
forgalomban is kaphaté6 molekularis probak allnatleadelkezésiinkre. Szamos
lagyrész sarcoma jellegzetes cytogenetikai eltérésadelkezik, ezek kimutatasa
molekularis modszerrel nagy segitséget jelenthetdnd preoperativ, mind a
végleges szovettani diagnosztikdaban. A csontdagknagsetében joval
szerényebb a paletta, ugyanakkor egyes daganatadonyalan, néha
kiszamithatatlan biolégiai viselkedésikkel szinteaa,serkentik” a kutatokat,
hogy feltarva a genetikai eltéréseket dsszefliggeanak kimutatni a daganat
késibbi viselkedése és a genetikai eltérés kozott. ndelzek ismeretében
célkitiizéseimenz aldbbiakban adom meg:
1, A molekularis moédszerek alkalmazhatésaga és hasza preoperativ
(aspiracios cytologiai) diagnosztikaban
2, A molekularis diagnosztika sziikségessége, pragtikai €s prediktiv értéke a
mindennapi rutin szovettani diagnosztikaban
3, Az ¢driassejtes csont tumor genetikai eltéréskinzsgalata
4, A synovialis sarcoma genetikai eltéréseinekd@gtirendszereinek vizsgalata
5, A periférias idegtumorok genetikai instabilitasék vizsgélata
6, A Gastrointestinalis Stromalis Tumor (GIST) mTORelUt-rendszerének

vizsgéalata a molekularis eltérések fliggvényében

Maédszer

Immunhisztokémia
Standard avidin-streptovidin-peroxidase mddszedzhaltunk, a korilmények
standar-dizdlasat pedig Ventana320 illetve Bond Mépusi immunfest

automataval teremtettiik meg.
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Interfazisu citogenetikai vizsgalat, fluorescens siiu hibridizaciés (FISH)
technika
Az aspiracios citologiai keneteken és a paraffiabgazott metszeteken standard
in situ hibridizaciot végeztink kétféle moddszerrak egyik estben egy un.
painting prébat valamint egy centromerikus prol@msitan, a masik esetben
break-apart probakat hasznaltunk. Mindezek me#iptcificus deletios illetve
amplifikaciés prébakat is alkalmaztunk. Detek$édé Lucia cytogenetikai
képanalizalé rendszert valamint Olympus BX-40 epifescens mikroszkdpot
hasznéltunk, az utbbindl triplet (harmagdjréeel.
A FISH szignalok automatikus képanalizise
A periférias idegtumorok interfazisu citogenetikazsgalatara a Metafer-4-
MetaCite (Metasystem, Germany) hasznaltuk.
DNS tartalom meghatarozas képanalizatorral
A magi nuclearis DNS tartalmat adszorpciés cytafuatrias DNS vizsgalattal
hataroztuk meg. A DNS képanalizist mikroszképhopckal6dé DNS mérésre
alkalmas software rendszerrel végeztiik (CYDOK R, Higers, Kénigswinter,
Germany).
A DNS index meghatarozasa a klasszikus aneuplsiditéghatdrozasa alapjan
torténik, a lemért sejtek modalis DNS tartalmatsetiuk a normal sejtek lemért
modalis DNS tartalmaval. Akkor diploid egy dagana& ezen hanyados 1+/-
10%, és akkor aneuploid egy daganat, ha ezen hasyit-10 %-nal nagyobb
vagy kisebb.
Lagyrésztumorok telomeraz aktivitasanak mérése
A szdvetminta preparaciot és az RNS izolalast kiareta telomeraz (hTERT)
MRNS mennyiségét és az ezzel korrelald TA-t reabtiRT-PCR moddszerrel,
TeloTAGGG hTERT Kvantifikacios Kittel, LightCyclesegitségével végeztik.
A tel-kdédolt mRNS atirasaval keletkezett cDNS fragrmumait specifikus

primerekkel amplifikaltuk egylépéses RT-PCR reakaitd. A génexpressziot a
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PBGD (porphobilinogen deaminase, a hem biosziténis részt vev

citoszolikus enzim) szintjéhez normalizaltuk.

PCR és val6s idgjPCR

Pufferelt formalinban fixalt és paraffinba agyazsttvetekbl izolalt DNS
mintakbol a PDGFRA gén 10, 12, 14 és 18-as exdigate a c-kit gén 9, 11, 13,
14 és 17-es exonjat PCR-rel felamplifikaltuk. Ayéesz sarcomak esetében Tag-
Man alapu valos idéjPCR-rel vizsgaltuk a SYT-SSX1, SYT-SSX2, EWS-ATF1
(1-es és 2-es tipusul) és a FUS-CHOP flziokat.

Szekvenalas

A PDGFRA és a c-kit gének PCR amplikonjait kétirdmljrekt szekvenalassal
analizaltuk. A kapillaris elektroforézist ABI PRISBLO Genetic Analyzer-ben
végeztik. Az elektroferogrammok kiértékeléséheZzRBibprogramot hasznaltuk.
A vizsgalt DNS szekvenciakat az NCBI genetikai bdakjaban megtalalhaté
normal referenciaszekvencidkhoz hasonlitottuk.

FISH immunfestett keneteken — Relokalizé@it@ssejtes csont tumorok)

A CD68-negativ és pozitiv sejtek FISH képeinek Klkitésére a Bioview Duet
Automated Scanning System (Bioview, Tel Aviv, Idyaendszert alkalmaztuk,
mely relokalizalva a korabban beszkennelt CD68 imimstett sejtek helyét a
keneten, megtalalta ugyanazon, immar FISH szigaélokutaté sejteket és
parositotta azok FISH képét az immunhisztokémiappké A vizsgalt
kromoszoméak egyedi centromerikus szignaljai és sgzdsitett szignalszam
alapjan hataroztuk meg a kromoszéma nyerésekalletvesztések szamat.

FISH immunfestett kenetek@FISH) (Oriassejtes csont tumorok)

I-FISH vizsgélattal a normal centroszOma-tartalméwszomias sejtek, valamint
a centroszoma amplifikaciot mutaté aneuszémiaslsejtanyat tanulméanyoztuk.
RFLP - Restriction fragment length polymorphism

A béta-katenin gén pontmutacidinak kimutatdsahozRIRELP modszert

alkalmaztunk. Mutagenikus polimeraz lancreakcidemplifikaltuk a célgén
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vizsgélandd exonjait, majd mutécio-specifikus iikstds enzimkezelést
végeztink, s az igy keletkezett DNS fragmenteketgy nafelbontasu
mikrokapillaris elektroforézis segitségével futtltt
HR-CGH ( nagy felbontasu komparativ genomikus Hibéicio)
Fagyasztott tumor részlétbkinyert, ekvivalens mennyiségeferencia és tumor
DNS-t jeldltink meg fluorochrommal a CGH Nick Tr&atgs proceddra szerint.
A CGH hybridisatio soran, az dsszekevert jelbltereficia és tumor DNS-t
rahibridizaltuk a mar korabban targylemezre szédtsgnormal) metafazisokra.
A detektalas Lucia citogenetikai eleénzoftware-rel tortént.
Statisztika
A statisztikai kiértékelésekhez Student t-teszt€hi-négyzet prébat, Fisher
egzakt tesztet és linearis regressziés analizisgeatink p <0.05

szignifikanciaszint mellett.

Eredmények, megbeszélés

1. A molekularis moédszerek alkalmazhatésaga és hasz na a
preoperativ (aspiraciés cytologiai) diagnosztikaban

94 tumor aspiraciés citolégiai vizsgalata soran glax kiegészit vizsgalatokat
végeztiink, melyek immuncitokémia, DNS-tartalom n#&§tozas és FISH
technika voltak. Ezen eredmények egylttes értékeldapjan a preoperativ
diagnosztikdban négyé f csoportot tudtunk elkildniteni, megféleterapias
javaslattal.

A 94 lagyrésztumor aspirécios citoldgiai vizsgalstaan interfazisu sejteken 16
esetben tudtunk specifikus transzlokaciét kimutatmielynek segitségével
szovettani érték definitiv diagndzis volt adhaté még aditdt ebtt. A 16 eset a
kovetked mddon oszlott meg: myxoid liposarcoma 5 eset,;1@f synovialis
sarcoma 6 eset, t(X;18); clear cell sarcoma 2 §4ex,22); Ewing/PNET tumor 2
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eset, t(11;22); desmoplasticus kis kereksejtes tuimeset, t(11;22). A csoportra

a kovetkedk voltak jellemzek:

a) tumorok pontos hisztogenetikai eredettel (széawetértéki diagndzis ) — 16

eset

. karakterisztikus citomorfolégia

. karakterisztikus citogenetikai eltérés (transakmkk, stb.)

. karakterisztikus immuncitokémia

. Proliferaciés Index-nek (Pl) és DNS Index-nek )([@bak kiegészit

szerepe van.

Javasolt terapia: barmilyen sebészi beavatkoz&ssilyen preoperativ terapia
megengedett.

A magas malignitdsu csoport jelletnk6zil kiemelend az aneuploid tébbnyire
két subpopulaciés DNS tartalom és a magas proti@saarany. 22 esetet
vizsgaltunk és az alabbi jellediet talaltuk:

b) magas malignitdsi sarcomak — 22 eset

. DI: anueploid

. PI: tobb mint 15%

. anaplasztikus vagy pleomorph citomorfoldgiai kép

. nincs karakterisztikus citogenetikai eltérés émmuncitokémiai
eredmeény.

Javasolt tergpia: ugyanaz, mint az a) csoporthaéyé&, hogy preoperativ
génterapia nem megengedett!

A benignus csoportban 29 esetet vizsgaltunk, tezetésen nem minden esetben
tudtunk pontos diagnézist mondani, csupan abbatumolbiztosak, hogy az
alabbi kritériumok alapjan biztosan joindulatu léggz tumorral allunk szemben.
Viszont azokban az esetekben amikor a cytologikEgeetességek is megvoltak,
torekedtiink a pontos diagndzisra illetve néha imgtokémiai kiegészitést is

végeztink.
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c) benignus lagyrésztumorok — 29 eset

. monomorph citologiai kép, moderalt cellularitas
. DI: diploid
. PI: kevesebb, mint 5%

Javasolt terapia: egys#ekimetszés, a lokalizaciot figyelembe véve néhk esa
tumor ,kigérditése” is megengedett.

A kérdéses bioldgiai viselkedéssoport 6sszesen 20 daganat tartozott, és ahogy
a név alapjan varhaté ezekben az esetekben sedesetikai diagndzist nem
tudtunk mondani, valamint azt se tudtuk eldéntdmgy vajon a daganat
benignus vagy malignus. Kiemelgndz, hogy némely esetben bar komoly gyanu
volt konkrét diagndzisra, de mivel nem tudtuk igazonolekularis vagy egyébb
modszerekkel a feltevésiinket, biztonsagi okokbiéhl ebbe a csoportba tettiik
a megfeled kovetkezményekkel.

d) lagyrésztumorok kérdéses bioldgiai viselkedéssx) eset

. monomorph citomorfolégiai kép, kifejezett cellitas

. DI: diploid vagy peridiploid

. PI: nagyobb, mint 5% és kisebb, mint 15%

. nincs jellegzetes citogenetikai vagy immuncitok&iraredmény

Javasolt terapia: széles épben tdftkimetszés az eldépés és varni kell a véfjs
hisztoldgiai diagnézisra. Nem ajanlott az excislend®iopszia, a preoperativ
kezelés vagy amputacié! Ha a széles épben tHiinetszés a lokalizacié miatt

nem lehetséges, intraoperativ fagyasztas javasolt.

Megbeszélés

Négy csoportot képeztiink megfélelerapias javaslattal. A magas malignitasu
csoport, valamint a tumorok pontos hisztogenetéadettel csoport esetén (az
esetek mintesgy fele), lelésgg van szinte tetszés szerinti praeoperativ kazelé

és lényegében barmilyen radikalitastitétre. Mindez természetesen azért

lehetséges, mert Iényegében szovettani édédgndzist tudunk ezekben az
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esetekben mondani. A benignus csoport esetén @ekemintegy negyede) a

teend egyszeil: a daganat eltavolithatd,6ts adott kritikus lokalizacioban
mintegy kigordithet, és nem kell Ugyelni feltétlenil az épben td§tén
eltavolitasra. A negyedik csoport - lagyrésztumor&krdéses biologiai
viselkedéssel - meglelsen nagy (szintén mintegy negyede az esetekne&) de
teend itt is egyértelni: a daganatot szélesen az épben kell eltavolitaen, kell
varni a pontos szévettani diagnézist, és minderdlibv teend csak ez utan
lehetséges. Kulondsen fontos ez a beteg szamésaenhiezen csoportban
tobbnyire alacsony malignitasi sarcomak vannak,yekelesetében a primer
sebészi kezelés perd6ra beteg tovabbi sorséat illetn. A kiegészit technikéakat
illetéen a FISH alkalmazéasa forradalmi volt, hiszen iggynszamban lehet
interfazisu sejteket vizsgalni. Az aspiracios cygihi anyag idealis erre a célra,
hiszen friss anyagrél és nem elvagott magokrdl sah Szintén fontos, hogy
aspiraciéval egy nagy tumor esetén tdbb llis kénnyedén tudunk anyagot
nyerni, ami ebny az intratumoralis heterogenitas miatt (szembea pore vagy
excisionalis biopsziaval). A kilénbézspecificus break apart probakat ma mar
rutin szefien tudjuk alkalmazni, igy a synovialis sarcoma, rigwisarcoma,
myxoid liposarcoma, low grade fibromyxoid sarcomalyeolaris lagyrész
sarcoma biztonsaggal diagnosztizalhaté. Mivel arigvgén szamos mas lagyrész
daganatban is partner génként szerepel, tovabhindéok diagnosztizalhatok (pl.
clear cell sarcoma, kis kereksejtes desmoplastiomer, extrasceletalis myxoid
chondrosarcoma stb.), figyelembe véve a citomonaiiat és a tdbbi kiegéséit
vizsgélatot. 16 esetben a FISH technika segitségi&dimitiv diagndzist tudtunk
adni. A cytologiai definitiv diagnézis koncepcidjamolekularis alapon) ma mar
széles korben a nemzetkdzi irodalom alapjan isgaliott. A DNS prébak
szamanak szaporodasaval remény van arra is, hadpp @Waganatokat lehessen
diagnosztizalni, pl. atypusos lipomatozus tumoabdoid tumor stb. Eseteinkben
a magas malignitasu csoportban volt a legnagyoleintfsége a ploiditasnak. A

sokszor két aneuploid subpopulacié nagyon jellegzetre a csoportban, magas
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proliferacios index is megfigyelh&tugyanakkor a cytogenetikai eltérések nem

specifikusak. Nem ismert egyetlen olyan benigngyrész daganat se, mely
aneuploid lenne, a proliferacios index tébb min6l®s cytomorphologiai
megjelenésében pleiomorph vagy anaplasticus lefieenészetesen, ha barmi
kétség meril fel, és valamelyik kritérium nincs meakkor a daganat a
bizonytalan malignitasu csoportba keril. Valéjalaaonban t6bbségben vannak
azok a cikkek, melyek a ploiditds meghatarozasdmasiznat hangsulyozzak, és
ha a DNS tartalom meghatarozast kiegészitjik kradmdlis szini vizsgalattal

is (FISH) akkor még tovabbi informacidokhoz juthatués még precizebb
betekintésiink lesz a genetikai eltéréseketdliet Az immuncitokémianak ddit
szerepe van a differencidldiagnosztikaban, kilémoése tumorok pontos
hisztogenetikai eredettel csoportban, és abbarsetben ha az a kérdés, hogy
egyaltalan primer lagyrész sarcomarol van-e szdybia fontos elkildniteni a
metasztatikus  carcinomakat valamint a lymphoméakat primer
lagyrésztumoroktél, minthogy nem ritkhn utanozhatjdféleg klinikai
megjelenésiikben) ezeket. A Ki-67 index meghataéomds is igen fontos
szerepe van. Az altalunk meghatarozott szazalékadgges csoportokat ili&tn
megbizhaténak bizonyultak, és lényegében egyezmedz iirodalmi adatokkal
kilbnésen a magas malignitdsi csoportot Géat A magas malignitasd,
pleiomorph sarcomak esetén nem torekszink pontosztogenetikai
meghatarozasra, hiszen ez immuncytokémiaval mefedre nehézkes lenne,
valamint nem sok jeletiéége van a praeoperativ kezelés tervezésdiaitiet
Osszefoglalva: a lagyrész tumorok preoperativ diagtikajaban a molekularis
maodszerek segitségével olyan diagnosztikai algastraikerilt kidolgozni, mely
tampontot ad a neoadjuvans kezeléshez és nagy sémgsfit jelent a

végtagmegtart6 fitétek tervezésében.



dc_59 10

12

2. A molekularis diagnosztika szikségessége, progno  sztikai és
prediktiv értéke a mindennapi rutin szdvettani diag nosztikaban

A GIST-ek differencialdiagnosztikaja és predikditdrai

A gastrointestindlis traktus leggyakoribb mesenchlysntumora a GIST, mégis
szamos differencialdiagnosztikai probléma meriifieét részben a morfolégiai
hasonlésag részben az immunreakciok atfedése nBait.a CD117 (c-kit)
immunhisztokémiai vizsgalat forradalmat jelentetGEST-ek diagnosztikajaban,
de nem elég szenzitiv, valamint a megléken karakterisztikus CD34 pozitivitas
pedig nem elég specifikus. Korabbiakban, még a QDiizsgalat lehésége
elétt szamos GIST entitast mas tumorként diagnosutizi) ennek felmérése,
revidedlasa orszagos szinten is megtortént a magalsgaival. Ugyanezen
munkakban tudtuk elemezni azokat a leggyakoribbotuféleségeket is melyek
valéban differencialdiagnosztikai problémat jelemte A problémakat
lényegében két csoportra lehet osztani: a, nemsdpumorfolégia vagy
lokalizacio esetén bizonyitani kell, hogy val6batsGrél vab sz6 b, a GIST-et
utdnzé és mind morfolégiai mind immunhisztokémidiedést mutaté daganatok
esetén ezen daganatokat el kell kiléniteni a GEBTA lista meglehdisen
hosszu: soliter fibrosus tumor, inflammatoricusrdid polyp, follicularis
dendriticus reticulum sejtes sarcoma, sarcomatidimoma attéte, mesenterialis
fibromatosis, calcifikalédod fibrosus prseudotumsynovialis sarcoma, valamint
a ,klasszikus” gyakoribb differencial diagnosztikaoblémak, mint a benignus
és malignus myogén illetve neurogén daganatok. IBAcsszerepe van az
immunreakcidknak a differencialdiagnosztikai megstthan, mégis a mutaciok
vizsgélata nélkilozhetetlen, é&torban a helyes kezelés megvalasztasa
érdekében, de részben adott esetben a pontos drifgaomiatt is. Rutinszéen,
minden kdzepes és magas rizikdju csoportba tarB¥®T esetén mutacio
analizist végziink, melyet adatbazisban tarolunkzgémgos GIST munkacsoport),

igy a klinikusok részére az adatok barmikor hozréfBek. A metastatikus
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GIST-ek esetén ez azonnali lets#get jelent, de az esetleg évek mulva

bekovetke# metastasis esetén is az adatok kdnnyen visszhkéiels A terapia
szempontjabdl igen lényeges, hogy egy c-kit immaonitpv GIST esetén 11-es
vagy 9-es exon mutéciét talalunk, hiszen a# eletben standard 400 mg Glivec
kezeléssel, mig az utébbi estén emelt (800 mg)sdokezeléssel kezdenek.
Tovabba szintén fontos, hogy a c-kit pozitiv tunkoesetén, ha nincs mutacié a
9-es illetve a 11-es exonban akkor a tobbi exontmalhaté-e egyaltalan
mutacio, vagy a daganat un. vad tipusnak bizongaken adatok alapuén
befolyasolhatjak a kezdterdpia milyenségét, illetve a terapias valtaste)y
lehetiségét. Amennyiben a daganat c-kit immun negatikprakn. kit negativ
GIST-6l beszélunk, ha igazolni tudjuk egyébként a GISAgdbzist. Ebben segit
a morfoldgia, a CD34 immunpozitivitas és a PDGFRAtdwi6 kimutatdsa. A
PDGFRA egyik leggyakoribb mutacio félesége a 18-eson D82V
pontmutacidéja, ami megésiti ugyan a GIST diagnézisat, de egyben
kontraindikacioét is jelent a Glivec kezelést ileh (ugyanakkor mas szerek mint
pl. Sutent szoba johetnek). A disszertacié bengajtak idejéigl95 esetben
késziilt mutacids analizis szekvendlassal, az athbpbszlasban:

c-kit immun pozitiv GIST, c-kit gén

exon 11 83

exon 9 12
exonl3 2
exon17 1

exonl4d 0
vad tipus 77
c-kit immun negativ GIST, PDGFRA gén
exon 18 15

exon 10 5

exon12 0

exon 14 0
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Uj mutaciot is talaltunk, melyeket publikaltunk, yigegyben a nemzetkozi
adatbazis részévé is valt. Erdemes megjegyezny, Bogutacio esetén fontos az
arrél valé megg§zédés, hogy valdban funkcidnyemutéciordl van-e sz6, ami a
kdvetkedképpen torténik: hosszabb deléciok insertiok ssletén nincs sziikség
kilén vizsgalatra, annak valosiig®ge, hogy ez egy ugynevezett SNP (normal
variaci6 a populacié kis egyedszamaban) legyen, kaylatilag nulla.
Ugyanakkor, ha pontmutaciérél van szé minden esetlmegszekvenaljuk a
tumor melleti normal szévetet is, és ha abban uaptaaz eltérést talaljuk, akkor
SNP-6l van sz6, mig ha a mutacié csak a tumorszévetbetathozik, akkor

valddi funkciényeé mutéciot sikerdilt igazolni.

3. Az driassejtes csont tumor genetikai eltéréseine  k vizsgalata

Klinikopatologiai hattér

Az osteolitikus, potencidlisan agressziv Gridssejgont tumor (osteoclastoma,
GCTB) az esetek 80%-aban benignus lefolyasu, dditokecidivak és malignus
atalakulas éfordulhat komoly kockazatot jelentve a beteg szamArdaganatra
jellemzs, hogy valtozé aranyban osteoclast tipusu oridslegtjtartalmaz, melyek
egyenletes eloszlast mutatnak a mononukleéris keed&mint orso jellef) sejtek
hatterében. Az orsé alakl sejteket tarthaték a lasefikus komponensnek,
melynek karakterisztikus fenotipusa azonban még mamert. A kiGjulasok
szama ndveli az dridssejtes csonttumor malignusfarmacidjanak esélyét, bar
metasztazist mar az élsnegjelenésnél is adhat a daganat a benignus sadvet
kép ellenére is. Mind ez idaig ugyanakkor jelenfegm ismert olyan klinikai,
radioldgiai, bioldgiai vagy szévettani marker, mekjre jelezné a tumor klinikai
viselkedését.

15

Cytogenetikai jellemik

Az osteoclastomakra &ltalaban nem jellémalamely specidlis kromoszoma
eltérés a telomerikus asszociaciok (TAS) vagy telokas fuziok kivételével,
melyekl az esetek 85%-aban szadmolnak be. Az eddig leAS Taltal
leggyakrabban érintett telomerek a 11p, 15p, 19, 48p, 13p, és 20qg. A
telomerfaziok és visszait@r telomerikus eltérések nagy szama oOriassejtes
csonttumorokban azt a feltételezést tamasztja hégy ezen telomerikus
események nem csupan mellékleletet jelentenek, nihakéztes [épésként
szolgalndnak vagy prekurzor eltérések lennénekbtmivatrukturdlis aberraciok
felé. A hTERT expresszéja ugyan valoban tettentérbsteoclastomakban, nem
korrelal azonban sem a telomer hosszal, sem a Tys&ogisagaval, mely az
elébbi elméletet cafolni latszik. A teljes DNS tartalomeghatarozast illéén
részben ellentmondasos adatok jelentek meg a pregjnfietve a benignitas
malignitas kérdését illéen, hangsulyozva, hogy az aneuploid jelleg

egyeértelnien malignus transzformaciora utal.

A kromoszémadlis instabilitds lehetséges oka: arosmbémak szerepe

Egyre tobb tapasztalat utal arra, hogy az aneupsickialakulasat abnormalis
centroszéma, tehat mikrotubulus organizdlé centruomfiguracid okozza
multipolaris  sejtszétvalasok révén. A centroszOmmpldikaci6 és az
aneuploiditas foka kozoétt & korrelaciorél szamoltak be solid tumorokban,
leukaemiakban és lymphoméakban. A centroszémadites és szambeli
integritds fontos sejtciklus-szabalyoz6 fehérjékntneiklin-dependens kinazok,
polo-like kindzok, Aurora kinazok, p53, BRCAL éscliy B1 altal kontrolalt,
melyek®l kimutattak, hogy a centroszoméhoz lokalizal6drfakapasztalatok azt
mutatjak, hogy a centroszéma eltérés gyakori jélgmealignus mesenchymalis
tumorokban, mint pl. osteosarcomaban, amelyre nagdnyd aneuploiditas
jellemzs. Mindezek ellenére eltéek a vélemények a centroszOma aberraciok

kdzvetlen szerepéka kromoszomalis instabilitas létrehozasaban.
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Mindezek figyelembevételévelcélul tiztik ki az Oridssejtes csonttumor

kialakulasanak vizsgalatat, s ennek révén olyaamrt#dsatd prognosztikai faktor
keresését, mely &le jelezhetné a klinikai viselkedést. A legtdbb igddegjelent
beszamol6 az osteoclastoma kevert sejtpopulaciégemezte, mely

befolyasolhatta az eredményeket. Vizsgalatainklzeént eelokalizaciés technikat

alltottunk be, mely lehévé tette a genetikai instabilitAsnak csupan a

neoplasztikus sejtekben toréntanulmanyozasat. Szepardlt CD68-negativ

sejteket haszndltunk a 3-as, 4-es, 6-0s, 11-es dgoKioszémak szambeli
eltéréseinek, és a 11p telomerikus régi6 eltérékewizsgalatara multikolor
fluoreszcens in situ hibridizaciéo (FISH) technikkkadmazasaval, valamint a
lehetséges gén vesztések és nyerések detektalasara alapu komparativ
genomikus hibirdizacio (array-CGH) segitségévelcitofotometrias ploiditas-
mérést szintén a mononukledris sejtpopulacion wagezA centroszémalis
eltérések szerepét az aneuszdémia kialakulasdbamaig@zinem vizsgaltak
Oriassejtes csonttumorban. Hogy betekintést nykrjien kromoszémalis
instabiliths kialakulasanak lehetséges mechanizbausébben a tumorban,
meghatéroztuk a centroszéma mintazatot recidiv @gnus osteoclastomakban
és azt a kidjulast nem mutatd esetekéhez viszdhyito A centroszéma
amplifikacié és a kromoszomalis aneuszomia kozdditt6sszefliggést elemezve
arra kerestik a valaszt, hogy a centroszomaliséské hozzajarulhatnak-e a

kromoszdmalis aneuszdémia kialakulasahoz ériassejmsttumorban.

Eredmények, megbeszélés

A ploiditas és kromoszomadlis instabilitas vizsgéihmiz azon 52 fagyasztott
szovetmintat valasztottunk a Semmelweis Egyeteropg@diai Klinikgjanak (44
eset), valamint az Istituti Ortopedici Rizzoli Labtory of Oncologic Research (8
eset) tumorbankjabdl, amelyeknél a teljes, sebészradiologiai adatokat is

magaban foglalé klinikai utankdvetési adatok el&ible voltak. A betegek kézdl

17
25 férfit és 27 &t vizsgaltunk, az atlagéletkor 28.5 év (15-67 é, atlag
utankovetési il pedig 48 honap volt.

A centroszoma abnormalitasok vizsgalatdhoz 10Ggejées csonttumoros esetet
(57 primer nem recidiv, 35 recidiv, 8 malignus)nedztiink a Semmelweis
Egyetem Oropédiai Klinikajanak (n=87), az IstitQtitopedici Rizzoli (n=3) és a
Nuffield Orthopaedic Centre Oxford (n=10) archiwagabdl. A malignus esetek
koézul ket metasztatizalt, 3 primeren malignus volt (high dgrasarcoma
keletkezett az Oriassejtes csonttumorban), 3 esqikdig sarcoma lépett fel a

korabban dokumentalt osteoclastoma helyén.

A ploiditas és klinikai jellendgik alapjan felallitott alcsoportok

A taldlt DNS index értékek és klinikai viselkedésapgan 6t csoportot
kilonitettiink el kizarélag a CD68-negativ sejtp@pidt vizsgalva: a diploid
nem-recidiv (n=20; DNRC), tetraploid nem-recidiwfn TNRC), diploid recidiv
(n=5; DRC), tetraploid és/vagy aneuploid recidiv=14; TRC), valamint
malignus esetek (n=7) csoportjat.

A random egyedi-sejtes aneuszémia szignifikAnsaakagybbnak bizonyult
(p<0.001) a recidiv csoportokban (36.01+11.94%) emignus nem-recidiv
esetekhez (10.65+3.66%) képest. A diploid recidsoport szignifikansan
emelkedett (p<0.001) kiegyensulyozott aneuszémiatatott a diploid nem-
recidiv csoporthoz képest, mig a tetraploid nendieccsoport euszomias
poliszémiat mutatott. Az array-CGH és FISH vizst@itacsak a malignus
csoportban mutattak klonalis kromoszéma eltérésélen talaltunk szignifikans
kilonbséget a CD68-pozitiv és normal kontrol sefteRNEU értékei (p= 0.27 —
0.91) kozott, ahogy 11p telomerikus eltéréseik gysiéga kozott sem. Az |-
ANEU érték magasabbnak bizonyult a CD68-negativ plasatikus
sejtpopulaciéban  (25.76+£2.79%) mind a kontrol, mired CD68-pozitiv
sejtpopulaciohoz képest. Osszehasonlitva a C-ANE6keket nem tudtunk

szignifikans kilénbséget kimutatni a gyakorisagokdtt, mely random
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aneuszémia jelenlétére utal mind a négy csoporbatiRC, DRC, TNRC, TRC)

Osszességében a kromoszoma nyeréseket és veszigseheelul egyerdnek
talaltuk a nem-recidiv és recidiv csoportokban, raignalignus esetekben a
kromoszoma nyerések dominaltak. A poliszomia gyiakgok (I-POLY
atlagértékek) noévekv tendenciat mutattak a kuloénkHz csoportokat
0sszehasonlitva (DNRC: 1.13%, DRC: 3.19%, TNRC1%,/TRC: 11.86%,
MAL: 11.16%). Emelked [-ANEU értékeket talaltunk a kilonbéz
osteoclastoma-csoportokban, szignifikdns kilonbsgtgetalalva a DRC
(26.06+3.30%) vs DNRC (9.45+0.77%), TRC (39.55844) vs DRC és TNRC
(14.63£3.62%), valamint a MAL (54.02+7.24%) vs TRGoportok kozoétt. A
MAL csoportban az aneuszOmia gyakorisaga magasnaknyult FISH
analizissel (I-ANEU: 54.02+7.24%) (7-8. tablazaB&s38. abra)).
Osszehasonlitva a diploid nem-recidiv és recidalamint a tetraploid nem-
recidiv és recidiv csoportokat, az egyedi-sejtesisndmia gyakrabban volt tetten
érheb a recidivakban a kitjulast nem mutaté esetekhpedté A TNRC csoport
un. euszomias poliszomiaval jellemezhevagyis a sejtmagokban csupan 4x
vagy 8x tobbszoroseit lattuk mind a négy vizsgatinkoszémanak, de ezt nagy
szazalékban (I-POLY: 9.71+3.38%). Mind az I-ANEUjnoh pedig a total C-
ANEU  értékek magasabbnak bizonyultak a malignus asésjtes
csonttumorokban a nem-recidiv és recidiv tumorokképest. Nem talaltunk
klonalis eltérést a DNRC és TNRC csoportokban, @&supéhany recidiv eset,
valamint a malignus tumorok tdbbsége bizonyult klamak.

A TAS-ra esetlegesen utalé 11p delécié minden tbamordetektalhaté volt, a
ploiditas-értékil és a kidjulasi tendenciatdl fliggetlenil. Kissée dhem
szignifikansan (p=0.15) gyakoribb volt a malignusetekben (16.19+2.8%) a
benignusakhoz (12.80+2.17%) képest.

19
A centroszéma profil és a klinikai viselkedés

Centroszéma amplifikaciot nem csak a malignus, fmamenignus oriassejtes
csonttumoros esetek mononukleéris stromasejtjeilsegazolni tudtunk. A
centroszéma sokszorozédas szignifikdnsan magasabla kitjulast mutatoé és
malignus esetekben a nem kiGjulé esetekhez kép¢amsonld Osszefliggést
taldltunk I-FISH analizissel, ahol a centroszOmaliikacié aranya magasabb
volt a malignus esetekben (36.5%) a recidiv (16.68%) nem-recidiv (5%)

esetekkel 6sszehasonlitva.

Kromoszéma szambeli- és centroszéma abnormalitdsok

Statisztikailag szignifikans korrelacio mutatkozadt centroszéma szambeli
eltérések és a kromoszémalis instabilitds kozothonaklearis osteoclastoma
sejtekben. Egyedi-sejt szinten I-FISH analizissebgalva azonban a normal
centroszOma-tartalmd aneuszémias sejtek gyakotisaga centroszma
amplifikaciét mutaté aneuszémias sejtekéhez képemty jott ki szignifikdns

Osszefliggés a kromoszéma szambeli eltérések émteosmima aberraciok
kdzott (p=0.31). A 23 I-FISH analizalt esétla sejtek 4.69+2.84%-a mutatott
aneuszémiat normal centroszéma tartalommal, migjteks6.47+5.36%-a volt

aneuszémias amplifikalt centroszOma szammal.

Megbeszélés

Tanulmanyunkban az dridssejtes csonttumorok DN@&lmadit citofotometriaval
vizsgélva azt talaltuk, hogy bar a nem-recidiv tuskotébbsége diploid, mégis
mutatkozik egy tetraploid szubpopulaciét tartalmasoport kdzottiik, ahogy a
recidiv, tendencidjukban tetraploid vagy aneuploidmorok kozoétt is
elsfordulnak normal diploid esetek. igy a ploiditastiagaban nem elegeh@z
oriassejtes csonttumor klinikai viselkedésénekeglzéséhez. Mivel gyanithatd
volt ezek alapjan, hogy mind az 6t csoport randayedi-sejtes aneuszémiat

tartalmaz, vagyis nem lehet szignifikans kilonbadgilonbds kromoszémak
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aneuszémia gyakorisaga kozoOtt, vizsgalatainkat ksmdmalis szinten

folytattuk. SzignifikAnsan magasabb random egyefles aneuszomiat talaltunk
a recidiv tumorokban a nem-recidivekhez képest mandliploid, mind a
tetraploid csoportban, mig klonalis kromoszémaré#éket egyedil a malignus
tumorokban voltak. Euszémias poliszémia mutatkondthany tetraploid nem-
recidiv esetben és gyakrabban volt lathaté kiegylgnzott aneuszémia (a
kromoszoma nyerések és vesztések edgéhla diploid recidiv esetekben a
diploid nem-recidiv esetekhez képest. Ezen eredelémyra utalnak, hogy a
jellemz telomerikus asszociaciokon felil a szambeli kramoglis eltérések
lehetnek feleisek az Oriassejtes csonttumor agressziv klinikéolyiasaért.
Klonalis kromoszdmadlis eltéréseket a 7 malignugbésé-ben talaltunk FISH
analizissel és 2-ben array komparativ genomikusdmtacioval, igy 6sszesen 6
malignus eset mutatott klonalis eltérést adl-tA malignus viselkedés ezek
alapjan nagyon valésZinha eltérések mutatkoznak array-CGH vizsgalatedy
az aneuszomia gyakorisag magasabb, mint 20% FISR3-secidiv eset mutatott
klondlis eltéréseket FISH-, egy pedig array-CGHsgiattal (a FISH analizissel
egybehangzéan). A nem-recidiv esetekben nem vaindkks eltérés. Az
aneuszoémia tendencidja és a klonalis eltérésekusminak, hogy az odriassejtes
csonttumor genetikai instabilitAsdban biologiai tkauntas lehet. A kilonféle
eddig vizsgalt molekularis mechanizmusok kdzotéssejtes csont tumorban
eziddig még nem tanulmanyoztak az aberrans cedbmr@szam szerepét a
kromoszomadlis instabilitds kialakulasaban egyedt seinten. Tudomasunk
szerint ez az efs beszadmolé a szamfeletti centroszOmak direkt sieaedp
vizsgalatarél a kromoszémalis instabilitas kiald@sdlban nagyobb driassejtes
csonttumoros anyagon, olyan tumoron, mely valtoZAftékben mutat agressziv
viselkedést és ritkdn metasztatizalhat is. A ceatima aberraciok direkt
szerepéil sz6l6 vélemények a kromoszomalis instabilitas ldkialasaban
eltérsek. A centroszOmaszam és aneuszémia-arany stegisktbrrelacidjarol

sz0l6 néhany tanulmany kimutatta, hogy a szamfeletttroszémak okozta
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mitotikus multipolariths a felék az aneuszomia kialakulasaért epithelialis

tumorokban, mint pl. az eilakok vagy kolorektalis rakok esetén. Hasonl6an
azonban az altalunk driassejtes csonttumorban takkal, mas malignus
epithelidlis, valamint benignus és malignus mesgmétis tumorok sem
mutattak korrelaciot a centroszomaszam és az admisArekvencia kozott.
Eredményeink szerint a centroszOma amplifikaciGetetérhet a benignus
Oriassejtes csonttumoros esetekben, mely arra bty 6nmagaban nem
karakterisztikus a malignus osteoclastomakra. A otumiselkedésével talalt
korrelacio felveti, hogy a centroszomaszam megbaés hasznos eszkdz lehet a
tumor klinikai lefolyasanak étejelzésében. A kromoszémadlis instabilitds és a
centroszéma eltérések egyedi sejt szinten talglidtiensége arra utalhat, hogy a
centroszéma amplifikaci6 egymagaban nem teh&glelsssé a mitotikus

abnormalitasok kialakulasaért driassejtes csonttbam

4. A synovidlis sarcoma genetikai eltéréseinek ésj  elat-rendszereinek
vizsgéalata

A synovialis sarcoma a harmadik leggyakoribb d&tkori malignus lagyrész
tumor féleség. Leggyakrabban aldolescens korbdiats felnstt korban fordul
el6 15 és 40 év kozott. A tumor kialakulasanak idegeesetek legnagyobb
részében 2-4 év, de néhany esetben a tumor heigkakl6 fajdalom, a tumor
lassi novekedése miatt, az operaciot niéegeh 20 évvel kordbban is
megjelenhet. A synovidlis sarcoma jellegzetes, dgyaltalan nem specificus
immunfenotipust mutat, amennyiben koexpresszidikézik vimentin keratin és
EMA reakciokkal. Az esetek egy részében S100 pat#s is jelentkezhet, ami
tébbnyire csak inkabb differencialdiagnosztikai iganakat okoz. Molekuléris
szinten viszont igen jellemdz a specifikus translocatio, leggyakrabban a
kiegyensulyozott reciprok translocatio (X;18) (@;411.2), mely a synovialis

sarcomak tobb mint 90 %-aban jelentkezik. A synis/garcoma prognézisa
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jobb mint az egyéb magas malignitasi lagyrész deghé, az 5 éves tulélés 50-
80%-ra tehdt, mely fiigg alapvéen a beteg koratdl, a tumor nagysagatol, a
gyengén differencidlat terliletek aranyatol és akahilitastol. Mindezek mellett
szamos mas prognosztikai faktornak is jeleége lehet, igy a DNS tartalom
(ploiditas) valamint a Her-2 status mar a korabb#éak is vizsgalt de
ellentmondasos eredményeket mutaté prognosztikktorfzak tarthatdé. Ez
vezetett benniinket, hogy 20 synovialis sarcomaépsBNS tartalom és Her-2
statusz meghatarozast végezziink az esetleges pmiiiad ésszefliggések

felderitésére.

HER2 protein expresszidja synovialis sarcomaban unfisztokémiai
vizsgalattal

20 esetbl 4 esetben volt gyenge fokalis cytoplasma pozéwi(1+), 20 esetih 3
esetben figyeltiink meg & pozitivitdst mind a plasmamembranban és mind a
cytoplasmaban (2+) (49. abra).6Erpozitivitast (3+) nem figyeltink meg. Nem
volt lathat6 kiilonbség a festés wmegét illeben az epitheloid és az orsésejtes
régio kozott. Egészében véve a 7 pozitiv eset naviglis sarcomak 35 %-at
representalta.

HER2 génamplifikacid vizsgalata synovialis sarcoamalfluorescens in situ
hibridizacioval.

FISH analizist végezve a HER2 gén amplifikaciéj&s8tben talaltuk (15%). Az
amplifikaciés rata 2-3-szoros volt minden esetl@ekjértékelt sejtek tobb mint
10 %-aban. Massziv amplifikaciot nem figyeltink mely HER-2 oncogén
amplifikalt esetek ugyanazok voltak, mint amelydknémunhisztokémiaval 2+
pozitivitast talaltunk. Az 1+ pozitivitasi esetekbemplifikacid6 nem volt
medgfigyelhed. Egy esetben a 17-es kromoszoma triszémiajat Ifiglyeneg, mig

egy masik esetben a 17-es kromoszoma poliszom@gtuk, de ezek a tények
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DNS cytometria

A 20 synovialis sarcoma kozil 6 aneuploid esetétttak (30%), két bifazisos
és négy monofazisos esetet. Az aneuploid esetedl lgiyy hypodiploid volt,
ebben az esetben a DNS index 0.89 volt. Tovabbadriofazisos és 3 bifazisos
eset volt diploid. A 3 HER-2 gén amplifikaciét mtdaesetbl egy aneuploid
volt, mig a masik kedt diploidnak bizonyult. Az aneuploid esetek kéziilyeg
hypodiploid volt, ebben az esetben a DNS index Ov®%. Tovabba 11
monofazisos és 3 bifazisos eset volt diploid. ABRH2 gén amplifikaciét mutato

esetldl egy aneuploid volt, mig a méasik k&tiploidnak bizonyult.

Korrelacio a HER-2 status, a DNS ploiditas és agmozis kdzott

A HER-2 oncogén amplifikacidja szignifikans oOsszgfést mutatott az
alacsonyabb metasztazis képzés rizikojaval (p §)0A harom amplifikalt eset
kézul egyik sem adott metasztazist, ez szignifikdsezefliggést jelentett, viszont
nem talaltunk szignifikdns dsszefliggést a recidiegpzés és az amplifikaciot
illetéen. Nem talaltunk tovabba 6sszefliggést a HER2 gd#plifikacios statusa
és a ploiditas kdzott. Ugyancsak nem talaltunk éféggést a ploiditasi status, a

metasztazis képzés vagy a recidiva kialakulasatk6z6

Megbeszélés

A sajat 20 synovialis sarcomaink esetén a tumoetaé& cm-nél nagyobb volt, a
betegek atlag életkora 39.8 év volt, és hianyozalgyengén differencialt
teriiletek minden esetben. Udinik, hogy ez a csoport idedlis annak tesztelésére,
hogy a Her-2 oncogén amplifikaci6 mint prognositikaktor hasznalhato-e.
Emlérakos betegeknél a chemotherapiara és endocriapidea adott valaszt, a
kezelést, és a betegség kimenetelét meghatarddea2 gén amplifikacidja, és a
protein overexpresszidja, mint prognosztikai faktoBajat eredményeink

Iényegében megegyeznek masok eredményével, mivetzoncogén
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amplifikacié szignifikdns 0Osszefliggést mutatott alacsonyabb metasztazis

képzés rizikojaval, amely Osszességében jobb pmgmdelent. Méasrésat
azonban mi nem talaltunk Osszefliiggést a recidivpzdst illeen. Sajat
eredményeink hangsulyozzak és mégaik a mar eddig részben megfigyelt
eredményeket, hogy egy mérsékelt dkirtler-2 génamplifikacié valéban
megtalalhaté egyes synovialis sarcomak esetébeezéis génamplifikacidé és
protein overexpresszid prognosztikai faktorkénirtdle®. Mi voltunk az elsk,
akik FISH technika alkalmazaséaval igazoltuk a HggRamplifikciot synovialis
sarcomaknal. Eseteinkben nem volt dsszefliggés aitpk statusz és a
metasztazis képrés vagy a recidiva képdés kdzott, és nem volt szignifikans
Osszefuggés a Her-2 génamplifikacidja és a pladitizott. A ploiditast illeten
feltételezhet, hogy sajat eseteink, nem elég nagy szamuak ahhogy
szignifikans 0sszefiiggést talaljunk, és vald$zhogy szignifikancia esetén is a
ploiditdsi statusz nem lesz valddi independens msztikai faktor.
Osszefoglalva, eredményeink hangsulyozzak és résigigrazt, hogy a HER-2
oncogén amplifikacidja ritkan fordul &la synovialis sarcomaknél, de a
synovialis sarcomak azon kis csoportjanél, ahahegfigyelhes, ott kedve#bb
prognozist jelent. Ugyanezen célcsoportnal a Hendplifikacid igazolasa
lehetiséget ad egy Ujabb kezelésre nevezetesen Hereefiirastuzumab), ami
igen nagy jelerdtsédi, hiszen altalaban a lagyrész sarcomak kezelésérhead a

synovialis sarcomat is megletisén szegényes és problematikus.

A synovialis sarcomak jelut rendszereinek vizsgalat

A synovialis sarcomékra ahogy mar emlitettik islejals a specifikus
t(X;18)(p11.2;q11.2) transzlokacié. Ennek gyakaysé&éz egyes tumorokban a
publikacids adatok szerint egyre novekedett, hisgerdetben 70-80% korili
gyakorisagrol beszéltek, de a legujabb WHO ,t6bimtn8i0%"-ot mond. Sajat
megfigyeléseink szerint is ez az arany 80% korilzoge kulénésen ha

figyelembe vessziik a konzultaciés anyagok viszangkgy szamat, melyekben
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a transzlokacié negativ esetek gyakoribbak. A SBKkSchimericus fehérje

tartalmazza feltehéen a SYT terlleten a transcripciés activcios réegést a
repressios domaint az SSX részben. A chimericusrjietranszkripciés oncogén
szabalyzd szerepe transzkripcidés alulszabdlyozastydmanul meg. Szamos
tanulmany foglalkozott ezzel az effektussal éstazitak, hogy alul szabalyozza
a sejt proliferaciét szabalyoz6 COM1-t, beta-cateakkumulaciét hoz létre a
magban, disegiti a p53 ubiquitinatiot és lebontast, Ujrarandecytoskeletont az
ephrin jeldt rendszeren kere§lztés stabilizalja a cyclin D1-et. A tanulmanyok
tobbnyire sejt vonalakat hasznaltak, de kevés giasgortént nagyobb paraffinos
anyagon a chimericus fehérje és a jelUtrendszessizefliggéseit vizsgalva.
Tanulmanyunkban 50 synovialis sarcomat vizsgaltlihkA-val (tissue micro
array), hogy van-e vajon olyan kitlintetett jelindezer, mely Iényegében feisl
lehet a tumor progresszidért. A synovialis sardomidbsége a receptor tyrosin
kinazok (EGFR, VEGFR, PDGFR de nem az IGFR) ovamsgidjat mutatta,
tovabb aktivalva a RAS-AKT-mTOR jelat rendszert.ndezekdl figgetlendl, a
WNT-beta-catenin jelt renszer szintén aktiv voltsak p-catenin magi
pozitivitast vettik figyelembe). Az apoptézis szgbadk mint a NFkB és
MDM2 szintén aktivak voltak. A p21 kivételével mard vizsgalt sejt ciklus
szabdlyz6 aktiv volt. Ugyanakkor érdekes dibklemlitett szabalyzok aktivitasa
tekintetében nem volt kilénbség a tarnszlokacibéatiegés tarnszlokaciot
tartalmaz6 csoport kozétt, kivéve a p4EBP1-t, a RTEs a beta-catenint.
Eredményeink alapjan val6s#Bithety, hogy a synovialis sarcomak
proliferatiojaban szamos jellt rendszernek szergpe de gy itnik, mégis a
legfontosabbak egyike lehet az AKT-mTOR jellut remmds Minthogy a
transzlokacio negativ és pozitiv esetekben igeriasvolt a jelit rendszerek
aktivitdsa, ez arra enged kovetkeztetni, hogy asui@kacionak igen fontos
szerepe van maganak a daganatnak a kialakuldsdleawaloszifi, hogy a
tovabbi tumor progressziéban mar kevésbé lényesesiéha el is ,veszhet”.

Eredményeink fényesen igazoltadk éss@tették meg a korabban
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szovettenyészetekben talalt eredményt, miszerifitzeds fehérje béta katenin

magi accumulaciét eredményez (fliggetlenll a kaneniWnt jelat rendszeit),
ami a transzlokacié pozitiv és negativ esetek Kigége (az ékéek javara)

alapjan demonstralhaté volt.

5. A periférias idegtumorok genetikai instabilitasa nak vizsgalata

A periférias idegtumorok (PNST) meglets¢n heterogén csoportot képeznek,
tobb mint 20 entitassal. Bar a leggyakoribbak avkemeiondlis Schwannomak és
neurofibromak, melyek nem okoznak differencialdiaggtikai problémat,
azonban szamos altipust mar joval nehezebb malidaggrésztumoroktol
(elsssorban MPNSTd) elkiloniteni, ilyenek pl. az anciant, cellulgris
neuroblastoma like és a multiplex Schwannoma. Mihdiggyelembe véve
kerestilk azokat az objektiv kapaszkodokat, melygjtsnek az elkilénitésben.
llyen objektiv kapaszkodd lehet a ploiditas és anmaszomalis instabilitas
vizsgalata. Mind a mai napig az irodalmi adatoleminondasosak abban a
tekintetben, hogy a benignus Schwannomak vajono@lgk vagy aneuploid
benignus daganatok is Iéteznek. Meglébeh sok cytogenetikai adat ismert a
PNST-k tekintetében, de ezek tébbnyire a jol isnieft) és 22q eltérésekre
koncentralnak (NF1 és NF2), mint a neurofiboromakaéSchwannomak keéd
patogenetikai torténésére. Sokkal kevesebb vizsg&atént a szambeli
kromoszoma eltérések feltérképezésére (FISH viaggalkilondésen nem
megfeleb szadmi interfazisos sejtet analizalva. Harom krabosit
valasztottunk ki — 7-es, 17-es, és 18-as — FISksgdlatra, minthogy ezen
krombszomak vesztései és tébbletei mar korabbi dklrdn szerepeltek. A 22-es
kromoszoma értelemsZmn szintén szerepelhetne, de a keresztreakciét ado
14/22-es centromerikus préba miatt ezt kihagytukzagalatbél. Célkitzésiink
volt annak vizsgalata, hogy a benignus Schwannoreékloid-poliploid

tulajdonsagot mutatnak-e, illetve finomabb elemekd4dSH analizissel az
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euszomias-poliszomids jellemvonas medfigyéliest tovabba betekintést
nyerhesslink ezen tumorok esetén a malignus transzétd mechanizmusanak
mikéntjébe. Vizsgaltuk azt is, hogy ezen jellélzegitséget jelentenek e a
helyes diagndzis felallitasaban.
A 44 periférias ideghlvely tumort, ezen bellil 27nigaus Schwannomat
valasztottunk ki, amelyek kdzétt 5 ancient, 2 daliis (pseudosarcomatosus), 2
neuroblastoma like, és 1 multiplex varians volt, 886 abra). A kivalasztott 9
neurofibroma egy atipusos-cellularis szubtipustalbgnagaban. A 8 malignus
periférids ideghiively tumorb6l 2 malignus epitheliotumor volt. A

nyomonkovetési idl legalabb 5 év volt.

Adszorpcids cytofotometrias DNS vizsgalat

44 periférias ideghively tumor ploiditas vizsgalatégeztik el. Az 6sszes
benignus Schwannoma, beleértve a differencialdisgii@i szempontbol
problémas eseteket is, diploid volt. 2§+-b25 karakterisztikusan euploid-
poliploidizaciét mutatott (92.5 %). A 10 %-nal nadpp 4c csucseérték 26b20
esetben volt megfigyelhit (74%). Az 6sszes neurofibroma (9 eset) magaban
foglalva az atipusos szubtipust is, diploidnak byzdt, és 2 eset ezek kozl
euploid-poliploidizaciot mutatott (22.9 %), de aekticsérték nem volt tobb mint
10 % (10. tablazat). A 8 malignus periférias ideghii tumorbdl 3 diploidnak
bizonyult, de az 5 masik aneuploid volt. Ezek adtwk nem mutattak euploid —
poliploidizaciét.

8 esetbl 1 esetben volt megfigyelhietl0 %-nal nagyobb 4c cslcsérték, de ezen

e

valodi tetraploid- tetraszomias sejtek, amit a FEStdlizis is igazolt.
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Interfazisos cytogenetika, FISH analizis

A megszamolt jeleket, szignalokat két csoportra tradpik, euszomias-
poliszémias jelek, a jelek szama: 2, 4, 8, 16, 2am@euszomias jelek, a jelek
szama: 1, 3,5, 6, 7.

Azokat a sejteket, amelyekben a jel kiértékeléslakalizacio utan is lehetetlen
volt, kihagytuk az értékelééb A nem megfeldl sejtek atlaga 4.1% volt, az
intervallum 1.3-7% volt. Poliszémiat figyeltink mega benignus
Schwannoméakndl, az atlag 13.9% volt. Ez az eredmBagymonizal az
adszorpcios cytofotometrias DNS vizsgalatnal ngegtiményekkel.

A poliszomia szignifikansan nagyobb volt az anci@ahwannoma esetében (30.1
%), amely 0Osszhangban van azzal, hogy a tumorsejiagy szamu
megnagyobbodott, hyperchromatikus, multilobulalt goleat tartalmaznak, a
Schwannomék ezen tipusanal. A poliszdmia megfigi@lvolt az atipusos
neurofibromanal (4.3%), de nem talaltunk poliszdmaa malignus periférias
ideghiively tumor esetén. Tetraszémiat talaltunkdeed eset szamu malignus
periférids ideghiively tumor esetén, de igen alacsezamban (0.7%).
Ugyanebben a tumorban a 4c cslcsérték tobb mint idlesA 4c csucsértéket
mutaté sejtek valojaban G2 fazisu sejtek, (dupleBDhennyiséget tartalmaznak),
€s nem igazi tetraszomias sejtek. Ezen G2 fazigékskromoszdéma pérjainak
centromerikus regidéja 0sszefiigg, mert a mitézigt alkromoszémak nem valnak
szét, és mi centromérikus DNS probakat alkalmaztiarkelyek normalisan
minden kromoszomara 2 jelet adtak. Val4di tetrasadsetén a kromoszémak 4
jelet adnanak. Nagyon érdekes az a medfigyelésy hughany benignus
Schwannoma kis szazalékban aneuszémiat mutatotineaszomias sejtek az
Osszes sejtnek a 2.58%-a, az intervallum 1.33-8alt Ezzel ellentétben az
atipusos neurofiboroma, markans aneuszémiat muta{@®.44 %), de a
neurofiboromak 4.3%-ban poliszomiat is prezentaltdontos, hogy ha a
monoszomia és a triszomia azonos szamu, akkor easadmiat ,balanced”,

kiegyensulyozott aneuszémianak nevezzik, amelljes BNS tartalomra
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vonatkozik, és ebben az esetben a DNS index dipkiét diploid MPNST

mutatott egyértelthaneuszémiat, az egyik a 17-es kromoszéma vol68944-
es eset, triszémia), masik pedig a 18-as kromosz@@ia6%, 40-es eset,
monoszomia). Azokat az eseteket, amikor nem tudtamérni megfelél 300
sejtet (technikai okok miatt), kihagytuk az ért@elbl, (6sszesen 5 benignus
eset), bar ezek a tumorok teljesen hasonl6 eredméntattak, mint a masik

lemért 6 benignus Schwannoma.

Megbeszélés

Munkénk soran adszorpcios citofotometrids DNS kamta meghatérozast
alkalmaztunk FISH analizissel kiegészitve. A DNi®roetria attekirit képet ad,
mig a FISH technika még t6bb részlet informacidagatat. Mindkét technika
alkalmazasa @begiti, hogy megismerjik és megértsik a kulodbtizmor
tipusok oncogenesise soran bekdveikdaomoszomalis valtozasokat. Célunk az
volt, hogy feltérképezzik a periférids ideghiivebmorok ploiditasat, és a
kromoszomalis ploiditast, melyeknek ismerete ségiiskre lehet a differencial
diagnézis soran, masrészt tisztdzzuk azokat azalwotban megjelen
ellentmond6 adatokat, amelyek a periférias ideglyltuenorok DNS ploditasara
vonatkoznak. Sajat vizsgalataink eredménye niéaffette, hogy a benignus
Schwannomék euploid tumorok poliploidi-zaciévalszubtipustél fliggetlendil.
Ez a tény nagy segitséget nyuljt, hogy ezen tumorotlegkilonbdztessik a
malignus lagyrésztumoroktél, aspiracios cytologialvagy histoldgiai vizsgalat
korilményei kézott. A Schwannomak esetén a 4c¢ éstéstobb mint 10 % volt,
de ezt a karakterisztikus jellemvonast a neurofi@k, és a malignus
Schwannomak nem mutattdk. Ez a karakterisztikusajdohsag segit
megkilonbdztetni a Schwannomakat a neurofiboromalgggit differencialni a
Schwannomak specidlis eseteit, mint példaul a plekiSchwannoma, Antoni B
Schwannoma, plexiform Schwannoma, orriregi Schwara@mely utébbi nem
rendelkezik tokkal.
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Sajat DNS ploiditas vizsgalatunk eredményeire aapp tekintetbe véve az

irodalmi adatokat is, ugyihik, hogy a benignus periférias ideghiively tumorok
messze donit tobbsége diploid, (a benignus Schwannoméak euploid-
poliploidizacios tulajdonsagot mutatnak), de nagyas aranyban aneuploid
daganatok is éfordulhatnak, legalabb is régebbi irodalmi adatoérmt. Azok a
nagyon kis szamu valédi aneuploid Schwannoméak Hetien magasabb
aranyban kell, hogy tartalmaznak aneuszdémiat, éa aneusomanak feltétlendl
kiegyensulyozatlannak kell lennie, hogy valodi apleid értéket kapjunk. Sajat
eseteinkben csupan kis szazalékban talaltunk afeusz és az is
kiegyensulyozott volt. Viszont az atipusos neumfibandl magas szazalékban
talaltunk kiegyensullyozott aneuszémiat mely felvatikérdést, hogy a nagy
szazalékban aneuszomias benignus periférias ideghtiimorok valéban igazan
benignus tumorok-e? Természetesen a morfolégiai kégpjan benignus
tumoroknak tekinthék, de a genetikai kép alapjan a lagyrész tumorcaoHo
~<dysplasiasnak” miésithetk. Természetes, hogy ez a dysplasia nem eredményez
se recidivat, se metasztazist, mint ahogy ez h&deér dysplasidk esetén se
figyelheth meg.

A kérdés kulondsen érdekes, ugyanis azonos probhésidek fel masok is, akik
leirtak Schwannomakban epitheloid malignus atakeul és egyben ezt az
epitheloid malignus ideghtvely tumorok precursasléjaként tekintették. Bar
ez csupan morfolégiai megfigyelés volt, Udyik, hogy a precursor dysplasias
sejtek mind morfolégiai, mind genetikai szintengf@dnek.

A neurofibromin 2 gén médosuldsa a kezdeti6 elépés a Schwannoma
pathogenesisében, és talan ez lehetd®lak euploid-poliploidizacios folyamat
kialakulasaért, és ennek eredményeként az eusz@oidzomias sejtek
megjelenéséért is. Ez alatt a folyamat alatt tov&ibosodasok keletkezhetnek,
pl. kromoszéma vesztések és toébbletek alakulhatkiakamelyek tovabbi
euszémids- poliszomias, aneuszOmias sejtek kidlakhbz vezetnek. Az

aneuszoOmia lehet kiegyensulyozott vagy kiegyengalijan, és lehet kis vagy
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nagy aranyl. Ugyiinik, hogy addig ameddig az aneuszomia szazalékaaig

és kiegyensulyozott addig a tumor teljesen benigmist az altalunk vizsgalt
Schwannomak eseteiben is. Ha a kiegyensulyozotisadenia aranya emelkedik,
a tumor atipusosséa valik, mint ahogy a mi atipusesrofioromanknal is ez
megfigyelheb volt. Ez azt jelenti, hogy sokkal nagyobb az esétyy a malignus
transzformacionak, a malignus tumor kialakulasanb&rmészetesen teljesen
tudataban vagyunk annak, hogy a malignus perifédiéghtvely tumor malignus
tulajdonsaganak kialakulasa komplex folyamat, (aloromin 1, p53 karosodas,
INK4A gén delécioja, p27 abnormalitds), de az emsaépoliszémia megjelenése
szerepet jatszhat a malignitas kialakulasaban.id@d@t alatamasztja az a tény,
hogy a malignus periférids ideghiively tumorok nemtatnak karakterisztikus
cytogenetikai eltéréseket, nincsenek specifikusistokaciok és nincsenek
specifikus numericus eltérések, hanem val6jabanpkexrkaryotipust mutatnak
szamos strukturalis és szambeli eltéréssel, édratsdi eltérések véletlensden
alakulnak ki. Sajat eseteinkben 17-es kromoszomazémiat és 18-as
kromoszoma monoszomiat talaltunk, mig masok 7-észdmiat, és 22-es
monoszomiat mutattak ki, mint egyedili szambeérgist.

Osszefoglalva, a ploiditas vizsgalat kiegészitv@Hranalizissel, nagy segitséget
nyUjthat a helyes diagnozis felallitasaban, és kittsst enged a periférias
ideghiively tumorok malignus transzformacios folyédha. Lényegében éls
k6zo6tt szamoltunk be arrél, hogy a benignus Schwaréik kis széazalékban
kiegyensulyozott aneusomiat mutatnak, valamint lariiogy az atypusos
periférias ideghtvely tumorokban mindez joval nadyszazalékban fordulhat

elé, ami alapjan a daganat ,dysplastikus — precurg@mitdnak tekinthet.
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6. A Gastrointestinalis Stromdlis Tumor (GIST) mTOR jelat-
rendszerének vizsgalata a molekularis eltérések flig  gvényében

A gastrointestinalis stromalis tumorok az emé&szendszer leggyakoribb
mesenchymalis tumorai, ugyanakkor igen véltozataslotiai viselkedést
mutatnak. A daganat patogenézisében a KIT és PDGHBAN kinaz receptor
fehérjék aktivacios mutacioi centralis szerepetzanak: KIT mutacié igazolhat6é
az esetek mintegy 75-80%-aban, PDGFRA mutéacioé mynte8%-ban, és nincs
mutacié az esetek mintegy 12-15%-aban (vad tipAisjirozin kindz gatlok
forradalmi valtozast hoztak szamos tumor kezelésébevezetesen az imatinib
szelektiven gatolja a BCR-ABL flzids fehérjét CMerbés a KIT és PDGFRA
kindz aktivitast GIST-ben. Metasztatikus GIST esatdintegy 80%-os klinikai
valasz érhé el. Mindazonaltal mintegyl0-20%-ban a betegek erim
rezisztenciat mutatnak az imatinibbel szemben, &soalagos rezisztencia pedig
jéval nagyobb szazlékban is kiféflhet azokban a betegekben akik priméren jél
reagaltak . A mutaciés statusz altalaban j6l megadierapias valasz mértékét,
viszont a PDGFRA 18-as exon leggyakoribb mutac{®842V) gyakorlatilag
primer rezisztenciat jelez. A kezelés sordn dele#ttd U] mutaciok pedig
gyakorlatilag a szekunder rezisztencia kialakuléds&élelssek Az imatinib
rezisztencia problémajanak megoldasa érdekébeniragint kinaz gatlokat
fejlesztettek ki. A SU11248 (szelektiven gatoljaFdd 3-at, KIT-et, PDGFRA-t
és a VEGFR-t) és a ZD6474(VEGFR-2, EGFR és RETopétiyarant csokkenti
az Akt/mTOR tengely jeleit és gatolja GIST sejtviaiban a sejtek ndvekedését.
Erdekes, hogy a rapamycin (mTOR géatl6) novelni dudt SU11248 hatasat.

Minthogy azonban az U] gatlok ellenére is kialaktilhezisztencia, az mTOR

géatlok potencialis lehéségként szerepelnek a kezelési fegyvertarban”. Béar

GIST sejtvonalakon torténtek vizsgalatok az mTORItjendszer szerepét

illetéen, mindezidaig nincs adat nagyobb szamu klinik&TCszoveti elemzését
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tekintve, pedig nagyon fontos lenne megtalalnisazeteg csoportot akik szamara

hasznos lehet az mTOR gétlok terapias hasznalatakéhkban célul tuztik ki a
GIST-es betegek mMTOR jelUtrendszere aktivitdsi fiakd vizsgéalatat
0sszehasonlitva a KIT és PDGFRA mutacios statusszal

108 paraffinos blockot vizsgaltunk 108 GIST-es gbié beleértve a
konzultaciés anyagokat is. A 2006 és 2009 koz@ttom éves periddusban a 108
vizsgalt beteg klinikai adatai a kovetkézvoltak: 63 férfi és 45 & Az atlag
életkor 60 év volt, a legfiatalabb 27 éves, migegidisebb 86 éves volt. A
daganat elhelyezkedését ileh 46 gyomor, 33 vékonybél, 12 vastagbél, 4
majattét, 4 retroperitonealis, 4 mesenteridlis, &kél diverticulum, 1 nyétsi

és két hasi tumort vizsgédltunk. SzoOvettenilag @gés GIST 69 esetben,
epithelialis 12 és kevert orsdsejtes-epithelialilSTs pedig 23 esetben volt,
valamint 4 bizonyult anaplasztikus jelleek. A rizikd csoportot illéien 79
magas rizikéja, 17 intermedier és 12 alacsony oikGIST-et vizsgaltunk. Két
flggetlen patolégus vizsgalta az immunfestett nedéket (TMA) pontozasos
rendszert hasznalva. A pozitivitas intenzivitaségativ, mérsékelt vagyés), a
pozitiv sejtek mennyiségét (elszort: <5%, fokah8s-30%, kiterjedten fokalis:
30%-70%, és diffiz: >70%) vettik figyelembe. Ezentékiumok alapjan az
egyes antitestek featését a kovetkéképpen értékeltik: &s pozitivits
(kiterjedten fokalis vagy diffaz és pozitivitas vagy diffiz mérsékelt pozitivitas;
++), részben pozitiv (elszért vagy fokaligerfesbdés vagy kiterjedten fokalis
mérsékelt fedidés; +), és negativ (-). A harom antitest kompliéxtékelése utan
az mTOR jelat aktivitasdnak mértékét az alabbiaisz hataroztuk megaktiv
(mind a harom immunreakcié d&sen pozitiv, vagy 2 ésen pozitiv és 1
fokalisan), inaktiv (mind a 3 festés negativ vagy 2 negativ és egylifsdn
pozitiv) vagyrészlegesen aktiyminden tovabbi kombinacio).

A DNS szekvendlas részben diagnosztikus célbééntirtobbségben azonban
(magas rizik6ju csoport) a terapas kezelés mialf Kutaciét talaltunk 73
esetben (exon 11, 62; exon 9, 8; exon 13, 2 és £xdn. 12 PDGFRA mutaciét
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talaltunk, melyek k6zil 9 esetben a leggyakoribbag8exont éririt D842V

mutéciot igazoltuk, tovabba 3 esetben 18-as exdétide mutattunk ki ( 12
bazipar vesztése a 843-846 amindsav régidbanye®mss 23 vad tipusu esetet
talaltunk egyértelitn CD117 pozitivitas mellett. Eliib 21 esetben nem volt
mutéacio, mig 2 esetben un. single nukleotide pohpiism” volt megfigyelhdt
(SNP) a PDGFRA 10-es exonjaban mely S478P traneme@iményezett. A TMA
metszeteket foszfo-4EBP1, foszfo-p70S6K és fos#foeenes antitestekkel
festettik melyek ,downstream” célfehérjéi az mTORaznak. Mind a 3 antitest
szamos, (de nem mindegyik) GIST esetben mutatditipibast. Ha egyenként
vizsgéljuk az antitesteket a p4AEBP1 esetén (méltsékebs poritivitas) 73 KIT
mutaltbol 27 esetben, 12 PDGFRA mutaltbol 8 esetisema 23 vad tipusbol 12
esetben talaltunk pozitivitast (65. abra). A pp7Stkintetében 73 KIT
mutaltbél 29 eset, 12 PDGFRA mutéltbél 10 eset 23 wad tiplusbdl 13 eset volt
pozitiv (66. 4bra). Pozitiv pS6-ot talaltunk a 7B Knutaltbdl 26, 12 PDGFRA
mutéltbél 11 és a 23 vad tiplsbdl 10 esetben (Bra)a Az mTOR jellt
aktivitAsanak komplexebb vizsgalatahoz a 3 antiggtittes analizisét végeztik
a korabban leirtak szerint. Mindezen igen részletedmény alapjan azt talaltuk,
hogy a 73 KIT mutaltbdl 45 esetben volt az mTORItj@haktiv és csupan 28
esetben mutatott funkciondlis aktivitast (részlegesktiv és aktiv). Ezzel
szemben a PDGFRA mutélt esetekben funkcindlisaesg0voltaktiva 12-tl és
csak 2 inaktiv valamint a vad tipusu eseteknél 7isalttiv és 6 inaktiv eset
mutatkozott a 23 bél. Szignifikans kilénbségetltalk az egyes csoportok (KIT
mutalt 38.4%, vad tipus 73.9% és PDGFRA mutalt &3.86z6tt az aktivitas
mértékét illeben: P=0.000621. A statisztikai adatokat kombin&hzaaltalunk
talalt eredményekkel és forditott 6sszefiiggést tudtunk kimutatni az imatie
adott terapias valasz és az egyes csoportok mTMRgktivitasai kozott: r = -
0.962. Az exon 11 mutaltak esetén a terapias vé#&sé&7% mig az mTOR

aktivitas 38.4%, a vad tipus esetén a terapiasx@a-40%, mig mig az mTOR
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aktivitds 73.9% és a PDGFRA mutéltak esetén a itesayphlasz minimalis (5-

8%) viszont az mTOR aktivitas 83.3%.

Megbeszélés

Napjainkban az imatinib mesylate kezelés standatmdnak szamit az
elérehaladott GIST-ek kezelésében. A magas terapisa/&llenére (75-90%)
vannak olyan GIST-es alcsoportok melyek primersaeinciat mutatnak, és bar a
masodlagos rezisztencia kialakulasanak mechaniznmaa mar ismert, az
elsidleges rezisztencia kérdését még ezidaig nem naggsgaltak. Ugyanakkor
szinte mindegy, hogy a rezisztencia primer vagkuader abbol a szempontbdl,
hogy hatékony kezelés csak akkor képzélhat ha ismerjik a tirozin kinaz
receptorok jeldtrendszereit, azokat a centrdlistdéget melyekkel hatékony
gatlas képzelhétel. A szignalutak komplexitasa, a részben pardlgid és
részben egymasha kapcsol6do jelutak azonban nemlignaminak egyértelin
valaszt a mechanizmusra, illetve igy érdhdtogy a tuléd, terapia rezisztens
sejtek szadméra megkebill ,menekib” Utvonalak is léteznek. Korabbi
publikaciok szerint a PI3K-Akt-mTOR jellt fontoshiet a GIST-ben és egy igen
tekintetben ezidaig csupan szovet tenyészeti adaililak rendelkezésre
(6sszesen 6 KIT mutalt sejtvonal, de nincs vizsaféllvad tipusi és PDGFRA
mutalt sejtvonal) (164,166). Nagyobb szériaju kiaimintakat illetve paraffinos
anyagot mindezidaig nem vizsgaltak és kilonésen aénfioszforilalt mMTOR cél
fehérjéit illeben (pp70S6K, p4dEBP1 és pS6). Munkankban 73 KIT ui2
PDGFRA mutalt és 23 vad tipusu esetet vizsgaltumilyek elégségesek egy
részletes elemzéshez.

A 3 antitest kombindlt kiértékelése egy sokkal ezébb attekintésre adott
lehetiséget a redlis mTOR aktivitast ilbetn mint a korabbi tanulmanyok, ahol
vagy csak a p70S6K-t (225), vagy a pp70S6K éshaagdEBP1-et vizsgaltak.

Eredményeink vildgosan mutatjak, hogy az mTOR jekdivitds nem altalanosan
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jellemz’ a KIT mutélt GIST-ekre, bar korulbelll egyharmabak megjelenik.
Az is nyilvanvald, hogy szignifikans kilénbség \enmTOR aktivitast illéten a
kilénb6® csoportokban (P<0.005). Ha figyelembe vesszik,yhwgdalmi
adatok szerint az Akt-mTOR jellt kritikusan fontddélési jelit a GIST-ben és
felelés lehet a primer rezisztencidért, akkor igen érdekegy eredményeink
igen csak alatdmasztjdk ezen elképzelést. Ahogy amaeredményekben is
mutattuk, meglehésen szoros negativ korrelaciét (r = -0.96) taldtuae
imatinibre adott terapias valasz és az mTOR aksviozott, figyelembe véve a
mutécids statuszokat. Mindezen eredmények alapjétdlezhetjiik, hogy azok a
KIT mutalt esetek amelyekben aktiv az mTOR jeli@#gyobb val6sziiséggel
vélnak rezistenssé, bar nyilvanvaléan ez a fetgésd klinikai megésitést
igényel. Az individualis onkolégiai kezelés nagyhikids napjainkban az
onkolégia szamara és ennek tervezésében nagy éggitgelent az egyes
daganatok jelUtrendszereinek feltérképezése, megésm. A molekularis
alapokon tortéh klasszifikacid, a kinaz gatlok rezisztencia medhamisanak és
azoknak a jelttrendszereknek az ismerete melysegitik a primer rezisztenciat
mind-mind nagyfokban megkénnyitik az individualisezklés tervezését.
Munkénkban feltartuk az mTOR jelttrendszedfeldulasat és gyakorisagat a
kilonb6d KIT és PDGFRA mutalt GIST-ekben, és tovabbi infaoidkkal

szolgaltunk egy esetleges mTOR gatlé racionaligrédatahoz.

Vélasz a célkit Gzésekre, Uj megéllapitasok

1, A lagyrész tumorok preoperativ diagnosztikdjabamolekularis moédszerek
segitségével olyan diagnosztikus algoritmust sikéidolgozni, mely tAmpontot
ad a neoadjuvans kezeléshez és nagy segitségeatgelegtagmegtarté itétek

tervezésében.
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analizisét, ami lényegében nélkilozhetetlen a GiETkezelésében. A
molekularis technikdk széles Kkoralkalmazasaval megteremtettik azt a
molekularis alapokon nyugvé diagnosztikus biztonsagely nélkdlozhetetlen
mind a pontos diagndzis mind a kezelés érdekében.

3, EIfk kozott dolgoztuk ki az Oriassejtes csont tumordkologiai
viselkedésének é&flejelzési lehdiségét, feltirva ezen tumorok genetikai
instabilitasanak alapjait mind kromoszomalis mirehtcoszémalis szinten. A
DNS tartalom mérésének, a kromoszémalis aneuszomaitekének, valamint a
centroszéma amplifikaciok meghatarozasanak kombhedznalataval lehgtég
van individudlis esetekben is a kiGjulasi hajlangwaaz esetleges malignus

atalakulas megitélésére driassejtes csont tumolrokna

4, Szintén ekként mutattunk ra a periférids idegtumorok genetika
instabilitasanak mechanizmusara, igazolva, hogergnus Schwannomak kis

szazalékban kiegyensulyozott aneusomiat mutatnady, an atipusos periférias

ideghtively tumorokban mindez jéval nagyobb szaimékfordulhat €, ami

alapjan a daganat ,dysplastikus — precursor” lé&ddekinthes.

5, Elsként mutattunk rd arra, hogy az aktiv mTOR jelldszer kevésbé
jellemz a KIT mutélt GIST-ekre viszont karakterisztikuPBGFRA mutélt és
vad tipusu GIST-ek esténjdtve ezzel a vad tipusu és a PDGFRA mutalt GIST-

ek kezelési lehéségét.
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6, Feltartuk a synovialis sarcomak esetén, hogpexifikus t(X;18)(p11;911)
transzlokacio csak inicialis torténés, szamos jehdszer et fliggetlentl aktiv,
ramutattunk a Her-2 amplifikacio jelésegére, mindezekkel jelezve a synovialis

sarcomdk kezelési lelistegeinek problematikajat.
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Kdszonetnyilvanitas

Kdszoném Prof. Dr. Matolcsy Andrasnak egyetemi tarm@nak, intézeti
vezetmnek, hogy maximalis kutatasi hattérrel és meg rseiimé biztatassal
segitette munkdmat. Tanacsai, észrevételei mindiyast, lenduletet adtak,

emberi hozzaallasa idedlis feltételt teremtett tas@m szamara.

Kdszénom Prof. Dr. Kopper Laszl6 egyetemi tanarakirminden segitségét,
épit-kritikai tanacsait, és hogy altala kerllhettem Jazszamu Patol6giai és

Kisérleti Rakkutatd Intézetbe.

Kdszoném Prof. Dr. Bodé Miklds egyetemi tanar Grnadolt munkahelyi
vezetmnek, hogy mind az Orszagos Onkoldgiai Intézetbaind a Szent Janos
Koérhazban megteremtette és biztositotta a kutatdshiokséges korilményeket,

feltételeket, valamint hogy mindvégig biztatottg#ett.

Kdszonettel tartozom tovabba Prof. Dr. SzéndWiklos egyetemi tanar drnak,
aki az Orszagos Lagyrész Munkacsoport létrehozés@vankdmnak és

kutatasaimnak igazi gyakorlati értéket adott.

Kulén szeretném megkdszonni Prof. Dr. Eckhardt 8ad Prof. Dr. Besznyak
Istvan akadémikus uraknak, valamint Prof. Dr. Suganost egyetemi tanar
urnak, hogy az Orszagos Onkoldgiai Intézetben nmbhde tamogattak,

segitettek.

49
Kdszoném az 1. szamu Patolégiai és Kisérleti Ratkutintézet minden

munkatarsanak azt a sok-sok segitséget mellyel miaptamogattak a rutin

feladatok elvégzésében és kutatasi korilményeintaregtésében.

Végil, de nem utols6 sorban, héalas kdszbnettelozam feleségemnek,
szlleimnek, csaladomnak, akik &ldozatvallalasukkaugodt hatteret

biztositottak kutatasaimhoz, munkamhoz.



