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Roviditések jegyzéke

AGUS: atypical glandular cells of unknown significance

ALK:  anaplastic lymphoma kinase

AMI:  AuroraB/Mib-1 index

ASCUS: atypical squamosus cells of unknown significance
AuA: Aurora A

AuB: Aurora B

Bcl-2:  B-cell lymphoma 2

BCR: breakpoint cluster region (9932 kromoszéma lékusz)
CGH: comparative genome hybridization

CIN:  cervikalis intraepitélidlis neoplazia

CIN:  chromosomal instability

CML: chronic myeloid leukaemia

CMV: citomegalia virus

CPC: chromosome passenger complex

DAPI: 4’,6-diamidino-2-phenylindole

DLBCL: diffuse large B-cell lymphoma

DNS: dezoxiribonukleinsav

DSB:  double-standed breaks

EBV: Epstein-Barr virus

EGFR: epidermal growth factor receptor (felszini novekedési faktor receptor)
EWS: Ewing sarcoma

FISH: fluorescens in situ hibridisatio

FITC: fluoreszcein-izotiocianat

GCB: germinal centre B-cell-like

GCR: gross chromosomal rearrangement

Her-2: human epidermalis novekedési faktor receptor 2-es tipusa
HPV: human papilloma virus

HR: homoldg rekombinacio



HRS:

HSIL:

IPSS:

K-ras:

LCH:

LOH:

LSC:

LSIL:

MMR:

nCIN:

NHEJ:

PCR:

Plk:

RNS:

sCIN:

SIL:

SKY:

SNP:
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Hodgkin-Reed-Sternberg-sejtek

high-grade squamosus intraepithelialis lesion
international prognostic scoring system
,Kirsten”-ras proto-onkogén

Langerhans-sejtes hisztiocitdzis (Langerhans cell histiocytosis)
loss of heterozygosity

laser scanning cytometry

low-grade squamosus intraepithelial lesion
mismath repair

numerical chromosomal instability
non-homologous end joining

polymerase chain reaction (polimerdz lancreakcio)
polo-like-kinaz

ribonukleinsav

structural chromosomal instability

squamosus intraepithelialis lesion

spectral karyotyping

single nucleotide polymorphism

TAMEE: tissue array management and evaluation environment

TERC:

TMA:

TP53:

telomerase
tissue microarray

p53 tumor szupresszor gén

TUNEL: terminal deoxynucleotidyl transferase mediated uridine nick-end labeling
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1. Bevezetés

1.1. Arak, mint genetikai betegség

1.1.1. Aszomatikus génhibdk és a karcinogenezis

Az elmult évtizedekben folyamatosan gylltek az adatok annak az alatdmasztdsara,
miszerint a kancerogenezis valdjdban szomatikus genetikai eltérések lancolatan keresztil
megy végbe [1]. A kllénféle daganattipusok kialakuldsa lazan asszocialt I6kuszok 6roklott
vagy szerzett, tobb |épésben bekovetkez6 hibainak kdszonhet6 [2]. A génhibdk természetes
korilmények kozott, spontan is megjelennek a normalis sejtekben, nukleotid hibak 10°-107
/sejtosztodas frekvencidval [3], génatrendezddések, torések ennél egy nagysagrenddel
gyakrabban, 1010 /sejtosztédas gyakorisaggal [4]. A génhibdkra vald esetlegesen
fennalld hajlam, vagy az azokat elGidéz6 hatdsok a spontan hibak, a genetikai instabilitas
mértékét tovabb fokozzak és jelentésen hozzajarulnak a malignus transzformacidhoz. A
genetikai hatasok Osszességének eredményeként még igy is évekig tarthat, mire a driver
mutaciok tényleges neopldzidhoz és annak progresszidhoz vezetnek, a koztes allapotokat
prekancerdzus elvaltozdsnak, diszplazianak hivjuk (pl. adenomatdzus polip, Barrett-

6zofagusz, cervix diszplazia/intraepithelialis neoplazia).

1.1.2. Klonalitds és heterogenitds

A rak kialakuldsanak altalanos, tobb lépéses modellje feltételezi, hogy léteznek korai
bioldgiai eltérések, melyek minden sejtre egyarant jellemzGek és késGbbi, a progresszio
soran kialakulé jellemzék, melyek a ,darwini” szelekcid elvét kdvetve maradnak fent. A
bioldgiai paraméterek genetikai, génexpresszidos és fehérje szinten is megkdzelithet6k.
Fontos azonban leszégezni, hogy a folyamatok rendkivil 0sszetettek, igy szdmos genetikai
eltérés génexpressziora gyakorolt hatdsa nem ismert, mig gyakran tapasztalunk olyan
fehérje expresszids eltérést, melynek hatterében genomikai okot egyel6re nem lehet
kimutatni. Részben, modell szinten magyardzattal szolgdlnak minderre a kromatin
szervez6désének bonyolult szabdlyozdsi mechanizmusai és a poszt-transzkripcids
modifikacidk kilénb6z6 mddjai, a mikro-RNS-ek hatdasanak, az mRNS hasitdsi variansok
jelentéségének megismerése.

Mindez el6re vetiti, hogy egy daganatsejt populdcid sejtjei csak bizonyos szempontbdl
hasonlitanak egymashoz, ami a kdzos eredetre vezethet6 vissza (monoklonalitas). Egyes

esetekben, igy bizonyos hematoldgiai malignitasok és ritkabb szolid tumorok egy részében
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erre egyértelm( jelek utalnak. A legkoraibb, mar tulélési el6nnyel jaré eltéréseket
yfounder” mutacidknak nevezziik. A Philadelphia-kromoszéma pozitiv leukémidkban (CML,
ALL) pl. a génflzié a leukémias klén minden sejtjében ugyandgy jelen van, mivel a klonogén
Gssejt szinten jelentkezik az eltérés és jelentGs tulélési el6nyt jelent a sejtklon szamara
[5;6]. Ehhez hasonldan az EWS gén aktivacidval jard transzlokacidi hataroljak koril a Ewing-
szarkdma csaladhoz besorolhaté daganatokat [7]. Ugyanakkor az immunglobulin nehéz- és
konny(lanc gének atrendez6désébbl eredd klonalitds egyértelmlien jelzi a B-sejtes
limfémak monoklondlis eredetét és a klonogén ,8si” sejt jellegére utal, azonban itt a
génatrendez6dés 6nmagaban a klinikai progresszié szempontjdbél nem meghatdrozé [8].
Ilyen esetekben is alkalmas azonban a kimutatott klondlis paraméter, esetlegesen tdbb

paraméter mintdzata a tumoros kldn azonositasara és kovetésére.

1.1.3. A genetikai heterogenitds mint szelekcids tényez6

A daganat progresszidja soran a tumorsejtek viselkedése jelentésen megvaltozik (agressziv
fenotipus), a sejtek miikodése a tulélésre, szaporodasra és a szétterjedésre 6sszpontosit, a
specifikus funkcidk hattérbe szorulnak, elvesznek. Ennek oka a terjedést irdnyitd uj, ,driver”
gének expresszidjanak megjelenése, aktivitdsdnak fokozddasa, mellyel parhuzamosan a
szupresszor gének funkcidja csokken, elvész. Mindez a daganat kialakuldsanak igen korai
fazisatol jelentkezhet. A rakmegel6z6 allapotokban, korai rakokban a monoklonalitds a
valtozatos genetikai hibdk ellenére még csak korlatozottan kimutathatd, mivel az
immortalizalt sejtekben a proliferacids el6ny még nem jelent meg.

A fenotipikus eltérések a progresszio soran egyre agresszivabb format oltenek, azonban ez
nem zdrja ki a kevésbé proliferativ kombinacidk kialakuldsat, jelenlétét sem. A folyamat igy
fokozatosan vegyessé, heterogénné valik, mely egyarant mutatja a leghatasosabb ,driver”
és az ismeretlen jelent6séggel bird , passenger” eltéréseket is. A daganat szempontjabdl
nyilvanvaléan a legagresszivabb szubklén szerepe a mérvadd, de ennek jellege gyakran nem
egyértelm. Létezhetnek lokalisan proliferacidra és inkdbb invazidra hajlamositd, vagy a
terdpids hatdst semlegesit6 eltérések, ezek egyensulyabdl adddik majd a daganatos
betegség tényleges lefolyasa.

Sajnos még egy-egy gén, vagy konkrét kromoszéma hiba esetén sem teljesen vilagos, hogy a
vizsgalt sejtek milyen mértékben tartalmazzak az eltérést, ill., hogy az eltérés ténylegesen
sejtenként, so6t, allélonként mennyire aktiv. A human genom projekt és az azzal
parhuzamosan  folyd technoldgiai fejlesztések  eredményének  koszonhetSen

daganattipusonként tobb ezer genetikai/genomikai vizsgalat adatai allnak rendelkezésre. A
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jelent6sebb adatbazisok (Cancer Genome Atlas, TCGA; International Cancer Genome
Consortium, ICGC) els6sorban az egyes szovettani-klinikai tipusok intertumoralis
heterogenitasara fokuszdlnak. Az ezek segitségével kialakult mutacids és génexpresszids
szignaturdk rengeteget tettek hozzad az egyes tumortipusok jellemzéséhez, vagy az egyes
biolégiai altipusok azonositdasahoz. Ugyanakkor az adatok az adott tumorra vonatkoznak
altaldnossagban. Tobbnyire betegenként egyetlen minta egyben kerilt feldolgozasra, igy a
tumoron belili viszonyok, az egyes tumorrégidk eltérései, a progresszidval, terjedéssel,
metasztazis képzbdéssel kapcsolatos jellemzék egyel6re lényegesen kevésbé ismertek.
Ehhez hozza tartozik, hogy az egyes genetikai eltérések néha kizarjak egymast, maskor
részben egymasra épllnek, s6t, a mutdcidk hatdsa a génkdpia szam fliggvényében is mas
értelmet nyerhet.

Altalanossagban a molekuldris vizsgalatok eredményei és még a molekuldrisan célzott
kezelésekre adott valasz kilonb6zGsége is azt tdmasztja ald, hogy egy adott daganat
genetikailag és funkcionalisan is meglehet&sen heterogén. Ennek a heterogenitasnak és az
agressziv klénok fejlédésének, szelekcidjanak a kérdése a daganatkutatds egyik kozponti
kérdése. Nyilvanvalé, hogy a progresszié hatterében leginkdbb genetikai okokat kell
keresni, de ezek kialakuldsa igen vdltozatos folyamatok révén torténik. A genom eltérései
lényegesen gyakoribbak, mint a bioldgiailag/klinikailag jelent8s ismert mutacidk,
aberrdcidk, ezért a kérdést ebben az Osszefliggésben, globalisan, mint a genomikai

instabilitas problematikdjat is érdemes megkdzeliteni.

1.2. Karcinogenezis és genomikus instabilitas

1.2.1. A DNS eltérések jellege

A genomikus instabilitds kdrnyezeti genotoxikus hatdsnak (sugarzas, DNS-karosité reaktiv
vegyliletek, virusok) illetve az endogén DNS-replikacié, hibajavitds (repair) és
kromoszomalis funkcidk hibdinak egyarant koszonhet6k. A hatas kovetkeztében a genom
kiilonb6z6 pontjai kilonb6z6 mértékben és szervezddési szinteken karosodhat. A rovid

felsorolas jol szemlélteti a daganatokban kialakulé mutaciok spektrumat (1. tablazat).
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Mutadcio tipusa Kimutatas médja
baziscsere (SNP) PCR, DS
rovid inszercié/delécid PCR, DS
szegmentalis LOH FISH, SB, PCR, DS
strukturalis szubkromoszomadlis kopiaszam eltérés
kiegyenstlyozatlan transzlokdcio kariotipus, CGH, FISH, WGA, PCR
(CIN) kiegyensulyozott transzlokdcio
kromoszoma aneuploidia kariotipus, CGH, FISH, WGA, PCR

1. tablazat. A daganatokban kialakuld mutacidk spektrumanak osztalyozdasa az eltérés méretének megfelelGen
és a kimutatds mddszertani platformjanak megadasaval (PCR=polimerdz lancreakcié, DS=direkt szekvenalas,
FISH=fluoreszcens in situ hibridizacid, CGH=komparativ genomhibridizacié, WGA=teljes genom amplifikacio és

szekvenalas)

1.2.2. Nukleotid-szekvencia szintii DNS eltérések

Egyszerld és izolalt szekvencia eltérések egy, vagy néhdny egymds utdni nukleotidot
érinthetnek.  Leggyakrabban egyetlen bazis kicserél6dése (single nucleotide
polymorphism=SNP), kereteltolddassal jaré rovid (néhany bazisos) inszercid, delécio
(in/del), vagy valamelyest hosszabb szegmentumok elvesztése (loss of heterozygosity =
LOH) kovetkezik be. Hatasukra a kddold (és nem-kddold) régidkban a szekvencia sorrend
megvaltozik, ami a kodolt géntermék expresszidjara vagy funkcidjara is hatdssal lesz.
Tobbnyire a spontan, vagy mutagén hatasra (pl. UV-sugdrzas) fellépd hibak kijavitasanak
elmaraddsa révén maradnak fenn, de a sejt szamdara esetlegesen azonnali tulélési,
novekedési el6nnyel jarhatnak. Ide sorolandék a mismatch-repair deficiencia (MMR)
kapcsdn kialakulé mikroszatellita mutéciok, melyek pl. a vastagbélrakok 15%-aban felel6sek

a daganat kialakulasaért.

1.2.3. Kromoszomadlis instabilitds (chromosomal instability, CIN)

Valamennyi malignus daganattipusban gyakori a kromoszémak 6sszetételének (strukturadlis
CIN = sCIN) és koépiaszamanak (numerikus CIN = nCIN) a megvaltozasa. A kromoszéma
abnormitasok végsé soron a gének pozicidjara, aktivacidjara és mennyiségére egyarant
hatassal vannak, mely a tumoros genom Aatprogramozasahoz vezet. Az atprogramozas
legaldbb 5 szinten torténhet: (1) a regulatdrikus szekvencidk athelyezédésével a
génexpresszid megvaltozik; (2) a kdépiaszam vdltozasa kapcsan a gének doézisa eltér; (3)
szerkezeti valtozasok révén aktivacio-inaktivacié jon létre (fuzio, in/del, stb); (4) a kérnyezé
szekvencia megvaltozasaval a gének hozzaférhetGsége modosul; (5) ezzel egyidejlileg a

torésekre, vesztésre vald hajlam is valtozik [9].
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A tobb, vagy kevesebb kromoszémaszam a kromoszémak kialakuldsa (kondenzacid) és

anafazisos elrendezése (szegregdacid) korili zavarra vezethetd vissza [10;11]. A 2n

genomikus DNS-tartalom tényleges eltérése mellett a vesztések, duplikacidk révén egyes
génldkuszokra a heterozigotasag elvesztése (LOH) jellemz8, ami egyes tumor supresszor
gének m(ikodése szempontjabdl donts fontossagu.

A CIN kialakuldsa szamos mechanizmussal, gyakorlatilag a mitdzis folyamatdnak barmely
pontjanak elégtelen m(ikddése miatt bekdvetkezhet. igy pl. a mitotikus orsé checkpointok
szabdlyozasi zavara, a centroszémak duplikacidja, sokszorozdéddsa, a testvérkromatiddk
kohézidjdnak elvesztése, az elégtelen kinetochora-mikrotubulus kapcsolédds egyarant
aranytalan osztéddsokhoz vezet [12].

Nehéz ugyanakkor élesen elvalasztani a szambeli és a szerkezeti kromoszdmaaberracidkat,
mert el6fordulasuk tobbnyire egyidejl és a keletkezés mechanizmusdban is szdmos atfedés
taldlhatd. Mdra nomenklatuirai problémat is jelent a CIN, a kromoszomadlis atrendezédés
(GCR, lasd alabb) és az aneuploidia fogalmanak elkilonitése. A kérdést jél szemlélteti a

daganatos sejtben bekovetkezé adaptiv elvdltozdsok egymadsra épiilését bemutatd séma

komplexitasa (2. abra).

szupresszor
gén vesztés
onkogén _ " genomikus
nyerés — instabilitds
v
heterogenitas
onkogén mitotikus ~7 -
indukélta ellenérzé pont, -
mitotikus centroszoma proliferdcio
stressz duplikdcio,
orsé kapcsolddds 7
hibai »
= szelekcios
\ aneuploidia
cellularis random
stressz aneuploidia
sejthalal

2. abra: A kromoszomadlis instabilitassal 6sszefliggésben jelentkezd, a genom egészére kihatd, részben ciklikus
mechanizmusok sémas abrazolasa (W-CIN=whole genome chromosomal instability, médositva Roschke AZ. és

Rozenblum E. utan).
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1.2.4. Szerkezeti eltérések, ,durva” kromoszémahibdk (GCR - gross chromosomal

rearrangements)

Az egész kromoszémdak nyerése-elvesztése mellett kromoszémakon belili durva
atrendez6dések, torések (GCR) is megjelennek a carcinogenezis ill. progresszié soran
(transzlokacidk, inverzidk, delécidk, amplifikacidk, stb.). A legelsé és leghiresebb strukturalis
eltérés a mar emlitett Philadelphia-kromoszédma, melyet mar 1960-ban, fénymikroszkdpos
kortilmények kozott azonositottak krénikus mieloid leukémiaban (CML) [13]. A ldkusz
amplifikacidk kozul igen fontos klinikai szerepe lett pl. a HER-2/neu gén kdpiaszam
valtozdsdnak emld- és gyomorkarcindmaban, mivel a receptor gatld terdpia ezekben az
amplifikdlt esetekben bizonyul hatékonynak.

A GCR az aktudlis szemlélet szerint a kijavitatlan kettGslancu-DNS térések (double-stranded
breaks - DSB) eredményeként jon létre. A toréseket okozhatja kilsé hatas (ionizald
sugarzas, genotoxikus hatas), azonban tobbségiikben a DNS-replikacié vagy rekombinacié
hibaibdl szarmaznak. A DNS-rekombinacié alapvet6en fizioldgias jelenség, szlikséges pl. az
adaptiv immunrendszer (B- és T-limfocitak) alkalmazkodd képességének fenntartdsdhoz
[14], de igy van biztositva a kell6 foku diverzitas az ivarsejtek esetében is. A DSB a genom
integritasa szempontjabdl igen kritikus, mivel minden esetben potencidlis DNS-vesztéssel is
jar, ezért ellene kiilonféle hatékonysagl mechanizmusok védenek. A torvégek gyors
egyesitésére nemhomoldg-végegyesités (non-homologous end joining - NHEJ) és homoldg
rekombinacié (HR) egyardnt alkalmas, igaz, a mechanizmus sikere a sejtciklus fazisatdl is
fligg [15]. A DSB-k leghatékonyabb, Iényegében hibamentes kijavitdsara a HR alkalmas, ez
azonban a testvérkromatida meglétét feltételezi, amire leginkabb csak S- és G2-fazisban van
mad. Az alternativ, de kevésbé preciz NHEJ javitémechanizmus kisebb delécidk, inszerciok,
duplikaciék bennmaradasaval jar [16;17]. A hibajavitast mindkét esetben zavarhatja a nagy
kdpiaszamu repetitiv szekvencidk (pl. Alu) kozelsége, melyek eleve valdszinUsitik az illegitim
rekombinaciét és igy a strukturalis kromoszdmahibak létrejottét.

A GCR kialakulasanak egyik tovabbi fontos mechnizmusa a DNS-szintézishez kothet6 [18].
Egyes onkogének (pl. a CMYC) igen inteziv sejtproliferaciot és ezzel egylitt DNS-szintézist
indukalnak. Mindez az S-fazis checkpoint zavarat és replikdacids stress-t eredményez, ami pl.
a DNS-replikdcids villa eréltetett el6rehaladdsa és a nukleotidok lokalis kindlata, deplécidja
kozotti aranytalansagba torkollik és torékeny pontok (DSB-k) kialakulasanak kedvez [19].

A GCR a replikaciotol figgetlendl, a McKlintock altal leirt klasszikus toérés-fuzié sorozatok
[20] eredményeképpen is jelentkezhet. A kromoszémavégek (telomérdk) progressziv

rovidilése a kettGslanci DNS torésével ekvivalens modon NHEJ mechanizmussal javitadik
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ki. Ennek kapcsdan a teloméraknal fuziondlt driasi kromoszémak képzédhetnek, melyek
rdaddsul dicentrikusak. A mitotikus anafdzisban az ebbdl szdrmazd térbeli fesziilés csak
Ujabb torés bekovetkezte révén kiszobolheté ki, amely kés6bb a szabad végek
egyeslilésével Ujabb kromoszémafuzidkhoz vezet. A ciklikusan lezajlé torések és fuzidk

nem-kiegyenlitett transzlokaciék sorat, a genom fokozatos atépuilését eredményezik [21].
1.2.5. Chromoanagenesis

A hagyomanyos felfogds szerint a strukturalis (sCIN) és numerikus (nCIN) kromoszéma
eltérések a leggyakrabban ugyan egyitt fordulnak elS, de kialakuldsuk ideje és a
patomechanizmus is kilonbozik [22]. A malignus tumorokbdl teljes genom szekvenalassal
nyert adatok azonban Ujabban arra vilagitanak rd, hogy a nCIN és az sCIN kozott eddig
ismeretlen mechanikus kapcsolat létezik. A szerkezeti kromoszéma eltérések hatterében
ugyanis genomszekvendldssal szdmos igen komplex szekvencia eltérés igazolhatd,
amelyekhez lokalisan tovabbi jelentés kdpiaszam valtozas is tartozik. A kromoszémak
teljeskor( atépulésének jelenségét kromoanaszintézisnek, Ujabban kromoanagenezisnek
nevezték el [23].

HosszU ideig a kromoszoma eltéréseket kizardlag kariotipizaldssal lehetett megkozeliteni.
Az elmult 10 évben megjelent néhany kulcsfontossagl maddszer lehetévé tette a genom
»durva” szerkezeti eltéréseinek egyidejd vizsgalatat. A comparativ genombhibridizacié (CGH)
és annak array rendszerl valtozata (aCGH) elsGsorban a genom relativ mennyiségi
eltéréseit tudja kimutatni egy sejtpopulacid szintjén és a kromoszémadk,
kromoszémaldkuszok nyerését/vesztését mutatja [24;25]. A spektralis karyotipizalds (SKY)
modszere a normalistdl eltéré kromoszémaszerkezet preciz azonositdsat teszi lehetévé
[26;27;28]. Mindkét moddszer a daganatokban el6forduld genetikai eltérések
Osszetettségére hivja fel a figyelmet. Egy korai munkdban kimutattak, hogy sejttenyészetbdl
szarmazd szolid daganatsejtekben atlagosan 16 kromoszdmaszerkezeti eltérés van jelen
[29], de a genom részletes szekvenalasaval a tényleges mutdcidk szama ennek legalabb a
10-szerese [30;31]. Egyes tumorokban klaszterek formdjaban DSB eredet(i kromoszomalis
aberracidk szazai azonosithatok [32]. Az ilyen nagyszamu genetikai eltérés nyilvanvaldan a
sejt homeosztazisanak gyokeres atalakulasat eredményezi. A frekvencia és eloszlas alapjan
a sok eltérés kozos eredetre, egyid6ben bekodvetkez6 mechnizmusra vezethet§ vissza. A
jelenséget ezért Ujabban a ,,chromothripsis” névvel illetik (darabokra hullas, gorog).

Az atépulés soran a kép gyakran teljesen 0j felépitési kromoszomakat mutat, melyek izolalt

formaban bekovetkez6 sokszoros fragmentacid és Ujrarendezddés révén johettek létre
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[33]. A meghatdrozott kromoszémakat érint6 massziv elvaltozasrél (chromothripsis)
Osszefliggésbe, mely mikronukleusz képz6désével jar [34]. Ha a mikronukleusz allapotdban
a soron kovetkez6 S-fazisban a DNS-replikacid lezajlik, a kromoszéma sok darabra torik és
random szegregacidot kovet6en a kovetkezd interfazisban a képzddott izolalt DNS
szakaszokbol djraépil. A mikronukleusz képzédés szolid tumorokban gyakori és elsésorban
az anafazisrél lemaradé kromoszémak alkotjak, amelyek igy fliggetlenedve nem tudnak az
Ujonnan kialakuld sejtmagba belekeriilni. A lemaradas egyik gyakori oka a centroszdma
diszfunkcié miatt jelentkez6 multipolaritas lehet.

A chromothripsis eredménye paradox eltérés, a genomban elsGsorban kiegyensulyozalan
tobblet (plusz kromoszdmak, kromoszéma szegmentumok) alakul ki, ugyanakkor egyenként
kismértékd, de 0sszmennyiségében mégis jelent6s genetikai veszteség (homozigdta
deléciok) is jelentkezik. A mechanizmus konkrét szerepét eml6- és vastagbélkarcindmak
genetikai eltéréseinél is igazoltak és jelenleg is intenziven kutatjak [35;36].

A viszonylag Ujnak nevezhet6 fogalom a ,chromoplexia”, amely szerteagazé numerikus és
strukturalis eltérések genomszintli megjelenését jelenti, mely inter — és intrakromoszomalis
atrendez6dések  lancolata. A  chromoplexia jelenségét el6szor  prosztatarak
genomszekvencia vizsgdlata soran észlelték [37]. A lancreakcidban létrejové aberracidk
szama akar a negyvenet is elérte egyes esetekben, melyek azonban tobb (akar 6)
kromoszémadra terjedtek szét. A megvizsgalt daganatok 60%-daban raadasul tobb
egymasutdni lancreakcié-szerl atrendez6dés jelei is kimutathatdk voltak. A biostatisztikai
szamitdsok alapjan az atrendez6déseknek viszonylag sz(ik id6tartamon belil és egymasra
épllve kellett bekovetkeznilik. Mindezek alapjan a tumorprogresszié lassu, tobblépcsds
alakuldsardl alkotott elképzelést alaposan at kell értelmezni [38]. Az id&szakos
kromoszémakarosodasok a legujabb feltételezések szerint kozvetlenlil kapcsolhatdk
aktualis stresszszituacidkhoz, pl. hipoxidhoz [39;40].

Az egyes génldkuszokat, régidkat, kromoszémakat éré hatdsok mellett az egész genom
szervezGdését érint6 szabalyozasi defektusok is jelentGs szerepet jatszanak, melyek massziv

mennyiségi DNS eltérésekhez, aneuploididhoz vezetnek.
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1.3. Az aneuploidia és a kialakulasaban szerepet jatsz6 mechanizmusok

1.3.1. Az aneuploidia jelensége

A normilistél eltéré kromoszdmaszam és szerkezeti 0sszetétel kdvetkeztében megvaltozo
nukledris DNS-mennyiséget aneuploididnak nevezik. A DNS mennyiségi eltéréseket
hagyomdnyosan kariotipizalassal, DNS citometridval és molekuldris mddszerekkel lehet
kimutatni. Megkilonboztetliink hipodiploid (a normalisnal kevesebb DNS) és hiperdiploid
(tobb DNS) aneuploidiat. A DNS aranyos megtobbszéréz6dése a poliploidizacio, mely — mint
[atni fogjuk — fizioldgidsan és egyes adaptiv, nem neoplasztikus folyamatokban is l1étrejohet.
Az abnormalis kromoszéma 0Osszetétel volt a daganatos sejtek elsé nyilvanvaldan
felismerhetd bioldgiai/morfoldgiai jellegzetessége, amit Leo Hansemann mar 1890-ben
gyonyorl rajzsorozat formajdban is megorokitett. Ezeken az dbrakon rdkos szovetekben
észlelt aszimmetrikus és multipolaris sejtosztodasok lathatdak, melyekrél a szerz6 is kifejti,
hogy eredményeképpen abnormalis kromatintartalmd sejtek képz6dnek [41;42]. A
megfigyelést T. Boveri is magdéva teszi a raksejtek korai jellemzése kapcsan, T. Caspersson
pedig méréseivel is igazolta, hogy a daganatsejtek a normalissal ellentétben jelentésen
kiilonb6z6 és gyakran nem is dllandé mennyiségl nukledris DNS-sel rendelkeznek. A
kés6bbiek folyaman fokozatosan valt csak vildgossa, hogy a mennyiségi eltérések mellett a
strukturalis kromoszéomahibak milyen rendkiviil széles spektruma lehet jelen (3. abra). A
daganatgenetika korai id6szakaban a DNS-tartalom vizsgdlat, a DNS-index citometriai
modszerekkel  torténé  meghatdrozdsa a  technikailag  joval bonyolultabb
kromoszémavizsgdlat hatékony kiegészit6jeként, a genom instabilitds kimutatdasanak realis
alternativajaként indult, az azonban hamar kidertlt, hogy a tumorspecifikus eltérések terén
sokkal mélyrehatébb informacidkra van sziikség. Az 1990-es évektSl folyamatosan
gondozott Mitelman adatbazisban 6sszesitett tobb mint 62.000 tumoros kariotipus a durva
kromoszémahibak valtozatossagat kivaléan dokumentalja [43]

(http://cgap.nci.nih.gov/Chromosomes/Mitelman)
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3. abra. Az aneuploid sejteket jellemzé DNS eltérések kimutatdsa az 0ssz-DNS mérésén alapuld aramlas
citometria is alkalmas. Az 1990-es évek kozepén Partec késziilékkel (Gorlitz, Németorszdg) agressziv
limfémakban végzett vizsgalataink reprezentativ eredményei (sajat anyag). A: normoploid, B: triploid, C: near-
diploid aneuploid sejtpopuldciok. A mennyiségi eltérések hatterében egész kromoszémdk vagy egyes
kromoszoma régidk kdpiaszam eltérése a kariotipus szintjén jél lathato (D: triploid tendenciat mutaté komplex

kariotipus, leginkabb a B gérbének megfelel6 mennyiségi eltérésekkel)

Ujabban az aneuploidia két formajat kilonboztetjik meg a daganatokban: stabil és
dinamikusan valtozé aneuploidia. Stabil esetben a sejtek dont6 tobbségében ugyanazok a
gyakran szerkezetileg is abnormalis kromoszéma eltérések lathatdk, melyek ritka, vagy csak
atmeneti kromoszéma szegregacids zavar eredményei és a hiba valahol az Gssejt szintjén,
yfounder” jelleggel keresendd. Instabil esetben viszont az eltéréseknek csak kis része
egyezik meg és folyamatos jelleggel jelentés mértékld nyerések/vesztések keletkeznek
valtozatos formaban. Az instabilitds a kromatin allanddsult szegregacios zavara és
toréseinek eredménye és maganak a mechanizmusnak a fixalt jellegére utal. Az instabil
aneuploidiat nevezhetjik végs6 soron kromoszomdlis instabilitdsnak (CIN) és sokkal
gyakoribb a szolid tumorokban (carcinomak, szarkémak), mint leukémiakban.

A sejtciklus szabdlyozas lényege, hogy a DNS megkett6z6dése és a sejt osztddasanak fazisai
megfeleléen legyenek Osszehangolva, valamint a hibdk legyenek kijavitva az utddsejtek

integritasanak biztositasa céljabdl. Ennek a ciklikus folyamatnak fontos része a mitdzis
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id6zitése, ezen beliil a kromoszomak kialakulasa és kondenzacidja, valamint a kromoszémak
mozgatdsat (citokinezis) alapvetden befolydsold centroszémak replikacidja és miikodése. Az
aneuploidia okai kozott a gyakori centroszdma diszfunkcié mellett az osztédas
szabalyozasanak elemei (kinetochore-mikrotubulus kapcsolédas, orsoé-ellen6zépont,
kromoszéma kondenzacié/kohézid, citokinezis) jatszhatnak & szerepet. A hibak morfoldgiai

szinten aberrans mitotikus alakok megjelenését eredményezik (4. abra).

4. abra. Aberrans sejtosztddasok morfoldgiai jellegzetességei rosszindulatld, magas gradusu (anaplasztikus)
daganatok sz6vettani preparatumaiban (tripolaris, multipolaris osztédas, fragmentacid, pulverizacid). A normalis
sejtosztédas szokvanyos morfoldgidja (metafazis sikba rendezett kromoszémakkal) balra fent lathaté (HE festés,

100x eredeti nagyitas)

1.3.2. Mitotikus kindzok és sejtosztoddsi defektusok

A sejtosztédds korai szakdban, a genom kromoszémakba valé elrendez6dése utdn a
mitotikus orséhoz valdé kotédés feltételeinek is teljesilni kell. Ez a sejtmag és a kromatin
igen komplex atalakuldsat jelenti, ami szigoru szabalyozast feltételez [44]. A kromatin
kondenzdcidéjat tobb mechanizmus is indukalhatja kiilonféle célokbdl. Normalis
korilmények kozott a sejtciklus G2 fazisdnak végén a kromoszomak a kromatin hiszton
komponensének a modifikacidja révén kezdenek kialakulni, mégpedig ugy, hogy a
kromatinhoz célirdnyosan un. ,passenger” fehérjék (chromosome passenger complex —
CPC) kotédnek. Ezek a komplexek a profazisban elsédlegesen a kromatidak kialakitasaban

Yo

jatszanak szerepet, de késGbb a kinetochora kapcsolddas és a microtubulusok dinamikus
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véltozasaban (polimerizacio/depolimerizacid), az orsé elongéacid, a kromatida kohézié
folyamataiban is jelentds a hatasuk (5. abra).A CPC organizdcidja és az egész sejtosztédas 6

effektorai a mitotikus kinazok.

Profazis Metafazis Citokinezis

Centrosome Condensing Centrosome Centromere Mitotic Midbody Centrosome
Aurora A chromosomes Aurora A Aurora B spindle Aurora B Aurora A
PLK1 Aurora B PLK1 Aurora C Aurora A Aurora C PLK1
PLK3 Aurora C PLK3 PLK1 PLK1 PLK3
Nek2 Nek2 Nek2 Nek2 Nek2 Nek2

Nucleus
Cdk1

5. dabra. A mitotikus kindzok megjelenése és munkamegosztdsa a sejtosztddas kiulonb6zé fazisaiban. A ciklin B1
hatdsara a sejtmagban aktivalédd Cdkl-gyel parhuzamosan beindul a G2 fazis végére felhalmozodd kinazok
aktivitdsa. A kinaz hatas ellensulyozasara a telofazisban fokozott ATPaz aktivitas jelentkezik (C. Lindon,

Cambridge, UK sémds abrdja alapjan)

Az Aurora foszfokindz csaldd A, B és C taghdl all és evolucidés szempontbdl konzervalt
maddon intranukledris peptidlancok szerin/treonin foszforilacidjaért felelések. Az Aurora A
és B szerkezete és szekvencidja igen hasonld és a katalitikus domén is mintegy 70%-ban
egyezik [45;46]. Mindennek ellenére a két rokon kindz kilonb6z6 sajat szubsztratokat
foszforilal, az atfedés csekély (pl. Kif2, MCAK szubsztratok) és id6ben ez is elkilonil. Az AuA
kinaz altalanosan ,poélus-kindz” néven is ismert, mivel a centroszoma ciklus szabalyozasaban
jelent6s a szerepe. EbbdI kifolydlag megjelenése a sejtben citoplazmikus (mitotikus orso,
centroszéma).

Ezzel szemben az Aurora B a CPC egyik prominens tagja, [ényegében az enzimatikus effektor
szerepét tolti be. A kromatin kondenzacié f6 ingere a nukleoszomalis H3 hiszton (Ser10,
Ser28) foszforilacidja. A foszforilaciot az Aurora B kinaz végzi a vele interakciéban lévé
fehérjék (INCENP, survivin, borealin) kiséretében, miutan a G2 fazis soran a sejtmagban
expresszidjuk fokozatosan emelkedik. Mig az INCENP és a borealin a kindz aktivacidjat
fokozza, a survivin-nak a CPC centromerikus lokalizaciéjaban van dont6 szerepe. A

kotédéssel parhuzamosan a H3 foszforildcié is fokozddik, ami a kromatin lokalis

« sz
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iranyba terjed, ami jol beleilleszthet6é abba a nézetbe, miszerint a kromoszémat, mint
funkcionalis egységet valdjaban a centroméra definidlja. A CPC a metafazisig a
centromérdhoz asszocialt, majd attevédik az orsé kozépzdnajaba és onnan a citokinezissel
az Ujonnan képz6d6 sejt kozéppontjaba (midbody) [48]. Az Aurora B ebbdl kovetkezéen a
CPC részeként a bipoldris orsd stabilitasaért is felel6s. A foszforilacié révén részt vesz a
mitotikus orsd kialakitasaban is, legaldbb két ponton ismert a hatasa (mikrotubulus
stabilizalas — stathmin; mikrotubulus depolimeraz gatlas — MCAK) [49]. Ugyanakkor jelentds
a hatasa a kromoszémak orientdcidjdban, mozgatasaban is a mikrotubulus-kinetochora
kapcsolat folyamatos alakitasaval (oldas-kotés) [50]. Az igen szemléletes felfogds szerint
ebben a fazisban az AuroraB egyik f6 feladata a téves kot6dések kovetkeztében létrejové
feszllési és mozgatasi hibak elkerilése, azaz a centromérak kiszabaditdsa a ,veszélyes
z6nabdl”. Az orso fesziilés ugyanis az anafazis inicidcidjanak a legfontosabb ingere (spindle
assembly checkpoint, SAC) és ennek korai bekovetkezte az osztddasi hibak egyik jelentds

forrasa (6. abra).

AuB

VATA
##x
T

6. abra: A normalis (A) és a hibas (B) orsé kapcsolddasa a kromatidahoz, utébbi a citokinezis sulyos zavarahoz és
kromoszémalis aberracidhoz (szambeli eltéréshez) vezet. A CPC effektoraként m(ikodé AuB kinaz hatasara (C) a

hibas kotédés felszabadul és a kromoszoéma mozgatas irdanya helyredll (Schmidt TL, 2007 utén)
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Az Aurora A és B esetében jelentGs expresszios eltérések ismertek, mig az Aurora C
el6forduldsa és szerepe a daganatképzédésben kevéssé vildgos. Az Aurora A
overexpresszidjat eleinte poliploid sejtekben észlelték és Osszefliggést mutatott a p53
fehérjeaktivitas hidnydval [51;52]. Az Aurora A expresszid dereguldcidja a kisérletes
korilmények kozott lelassult mitdzist eredményez, a sejtosztdédast kromoszédma
Osszerendezédési zavar, hibds centroszdma szeparacid, multipolaris orsék kialakuldsa és a
citokinezis defektusai jellemzik.

A fokozott expresszid6 hatterében malignus daganatokban az AURKA gén (20913
kromoszéma lokusz) amplifikacidja allt, melyet eml6rakban kiterjedten tanulmanyoztak, az
AURKA lokusz amplifikdcid és az ezzel parhuzamosan jelentkez6 Aurora A fehérjeexpresszié
kifejezetten rossz progndzissal jart. [53;54]. A génamplifikacidt vastagbél [55;56], hélyag
[57], petefészek [58] és hasnyalmirigy rakban [59] is igazoltdk, minden esetben Aurora A
kindz expresszidjaval volt Osszefliggésbe hozhatd. Bar a kindz expresszid és a sejtciklus
adatok nem keriiltek kbzvetlen 6sszehasonlitasra, a genetikai hattér a hatast egyértelmuen
magyarazhatnd. Nem minden esetben volt azonban kimutathaté kapcsolat a kinaz
expresszid6 és a folyamat bioldgiai jellegzetességei kozott. mRNS szinten magasabb
expresszidt tapasztaltak pl. myelodysplasids szindréma (MDS) kiilonb6z6 csoportjaiban, ez
azonban nem fliggott dssze a klinikai rizikdbesorolassal (IPSS score), a csontvel6i blasztok
aranyaval, de az MDS-re jellemz6 genetikai eltérésekkel, vagy a genetikai instabilitdssal sem
[60;61].

Az Aurora B expresszidja és genetikai hattere ezidadig kevesebb figyelmet kapott. Az
expresszid hianya kromoszéma instabilitdst és aneuploidiat okozott, a kindz gatlasa jelentds
poliploidiat és sejthaldlt eredményez [62;63;64]. Ezzel szemben a tobbszor is leirt
overexpresszié hatterében gén amplifikaciét vagy specifikus mutaciot kimutatni nem
tudtak. A funkcidvesztéshez hasonléan az overexpresszalt esetekben tébbmagvu sejtek,
aneuszémia képz6dott, kiilondsen a p53 funkcid tarsult csokkenése esetén. Erdekes, hogy
az AURKB gén a 17-es kromoszoma rovid karjan ugyanabban a gyakran érintett l6kuszban
helyezkedik el, ahol a TP53 is (17p13.1 kromoszdémaldkusz). Mindez a kromoszdma
szegregacios zavar és a p53 defektus (genetikai) kapcsolatara is utalhat.

eredményezi a H3-tdél, igy megnyitva az utat a kromatin reorganizaciéja el6tt a mitdzisba
Iépéshez. A helyzet megfordul a sejtosztddas befejeztével, amikoris az Aurora B disszocidl a
kromoszémakrdl és a Serl0 ill. Ser28 foszforilacié fokozatosan elvész. Ezzel parhuzamosan a

chromatin dekondenzalddik és az interfazisra jellemz6 allapot visszatér.
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Fokozott Aurora B expresszidét szamos daganat esetében kozoltek [65;66;67;68;69;70],
egyértelmlen csokkent expresszidrdl ugyanakkor nincs informaciénk. Az AuB esetében
génamplifikaciét kimutatni nem tudtak, az overexpressziot egyértelmlen magyarazd
bioldgiai okot egyelSre nem irtak le. Erdekes kérdés, hogy az Aurora B ciklikus megjelenése
a G2 fazisban mennyire fligg az egyebekben intenziven zajlé sejtproliferaciotol agressziv
daganatokban. A fokozott Aurora B expresszié a szakirodalom alapjan rossz prognézissal jar,
ami azonban altaldnosan igaz a magas sejtproliferaciéval rendelkezé tumorokra is. Az ez

irdnyban végzett vizsgdlatainkrdl e dolgozat kés6bbi fejezetében fogunk beszamolni.

1.3.3. Egyéb mitotikus kindzok - Plk, Nek

A polo-like-kindz (Plk) csaldd négy tagbdl (Plk1-4) all, melyek konzervalt C- és N-
terminusbdl, valamint 30 aminosavbdl all6 jellegzetes polo-boksz-okbdl épiilnek fel,
utdbbiak hatdrozzdak meg a mitotikus strukturakhoz valé kot6désiket és a szubsztrat
specificitast [71]. Funkcidjuk szertedgazd és a kromoszoma kondenzacid/szegregacio, az
orsé kialakulds, a centroszoma érés szintjén is leirtak a hatdst. A Plkl overexpresszidja
kisérletes rendszerben onkogén hatdst eredményezett [72], az aktivitds aberrans
centroszdmahoz, mitotikus orséhoz és aneuploididhoz vezet [73]. A Nek-kindz csalad 11
tagbdl all és elsGsorban a G2/M fazis atmenetben és a centroszdma érés soran
tulajdonitanak nekik jelentéséget. Erdemi ismeretek a Nek2 és a Nek8 kinazrél allnak
rendelkezésre. A Nek2 overexpresszid korai centroszéma hasadast, ezzel kapcsolatban
kéros kromoszéma szegregaciot okoz [74;75]. A Nek2 ill. 8 overexpresszidjat ezidaig

emldérakban észlelték [76].

1.3.4. A mitotikus kindzok klinikai jelentdsége

A mitotikus kindzok overexpresszidja a szolid és hematoldgiai malignitdsokban egyarant
gyakori, az irodalom elsGsorban az Aurora A és B szerepével foglalkozik. Az overexpresszid
hatterében egyarant lehet genetikai (génaplifikacid) vagy szabalyozasi ok, és jelentfsége
lehet a lebontasi Utvonalak kdrosoddsanak is. Altaldnossagban elfogadott, hogy a kromatin
ill. centroszoma fehérjék hiperfoszforilacidja szikséges alapfeltétel a neoplasztikus
transzformacié soran, azonban 6nmagdban nem elégséges a progressziohoz. A mitotikus
kindzok expresszidjanak egyensulya érzékenyen szabdlyozott és minden kisiklas a CIN és

ploidia valtozasa irdnydban hat. A mitotikus kindzok szerepének fokozatos megértésével és
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a gyakori overexpresszid igazolasaval el6térbe keriil a szelektiv kindz gatldkkal esetlegesen
elérhetd terapias hatds lehetGsége [77]. Az Aurora kindz gatlék klinikai alkalmazasanal
elényt jelenthet, hogy ezek a nyugvd, vagy lassan proliferald ép sejtekre kevés hatdssal
vannak. A korlatozottan szelektiv VX-680 (Vertex/Merck) nev( kisérleti ATP-k6t6 hely
inhibitor igéretes eredményeit kdvetéen [78] szamos hatdanyaggal végeztek kisérleteket,

s6t, klinikai 1-2 fazisu kiprébalast és az eredmények egyre biztatébbak [79;80].

1.3.5. Centroszéma diszfunkcié és aneuploidia

A centroszébma szeparacid a sejtosztddds profdzisdban, ill. a transzlokacidéja a
prometafazisban kozponti jelent6ségli és alapveté a kromoszomak mozgatdsa, annak
id6zitése szempontjabdl (7. abra). A centroszdmdkat Boveri hozta els6ként 6sszefliggésbe a
kromoszéma instabilitassal karcinogenezis kapcsdn. Azt is feltételezte, hogy a centroszéma
abnormitdsok Osszessége meghatdrozd, de az igazan jelent6s malfunkcié nem lehet

tulsagosan kedvez6 a transzformalt sejt tulélése szempontjabdl [81].
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7. dbra. A centroszoma ciklus alakuldsa a normalis sejtciklus elérehaladtaval (forrds: Trends in Cell Biology). A
centroszdma duplikacié a G2/M &atmenet idejére befejez6dik, ezzel parhuzamosan indul a kromoszomak

kondenzacidja és a bipolaris osztédasi struktura kialakulasa.

Centroszoma aberracidk, amplifikaciok a legtobb daganatban eléfordulnak, csupan a

kronikus leukémiak és indolens limféomak szamitanak talan kivételnek [82]. A centroszoma
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amplifikdcié és a CIN jelensége taldlkozik egyes in situ carcinomdkban is, ami a
mechanizmus korai, primer jellegére enged kovetkeztetni. Az amplifikacid egyértelm(ien
Osszefliggést mutatott a p53 indukdlt CIN-nel [83] és kizarélag aneuploid daganatokkal
kapcsolatban volt kimutathatd colorectdlis rdkokban [84]. Ugyanakkor a centroszdma
defektusok meglehet6sen heterogén formdban vannak jelen daganatonként, ami neheziti
azok keletkezési mddjanak pontos megismerését. A feltételezések szerint a primer
funkcionalis defektusok mellett ugyanis normalis centroszdmak felhalmozddasa
masodlagosan is el6fordulhat, példaul sejtosztddasi zavarok eredményeképpen [85;86].
Normalis viszonyok esetén az egy centroszéma/ diploid kromoszémagarnitira arany
jellemzd. Ennek eltérése esetén fennall a lehet6ség multipolaris mitdzisok kialakuldsara. Az
aneuploidia szempontjabdl fontosabb abnormitdsok kozé a centroszémak szdmanak
felszaporodasa tiinik a legfontosabbnak, amely tehat |étrejohet (1) de novo; (2) meglévé
centroszémak amplifikacidjaval; ill. (3) felhalmozdéddas utjan poliploidizacio, sejtosztddasi

zavar esetén.

8. abra. A centroszémak jelent&ségének sémas bemutatdsa normalis interfazis és bipolaris sejtosztddas soran
(A) valamint tébb centroszoma kialakuldsa (multiplikacio) esetén (B). A centroszémak szamanak ndvekedése a
mitdzisban a bipolaris elrendezédés felborulasaval jar, ami aneuszémiahoz (tobb, vagy kevesebb kromoszéma),
mikronukleusz képz&déshez vagy a sejt pusztulasahoz vezet. A centroszomak piros haromszog formajaban

vannak feltlintetve.

A centroszomdak szamdanak novekedése mellett azonban funkciondlis eltérések is

megjelenhetnek, pl. a centriolumok komplexképzési eltérése, acentriolaris centroszomak
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formajaban [87;88]. Figyelmet érdemel, hogy a human papillomavirus E6 és E7 fehérjéi a
centroszéma duplikdcié folyamatat zavarjak és ez altal mitotikus hibdkat indukalnak [89].

A kivaltéd okotdl fliggetlenil, ha kett6nél tobb centroszéma van jelen a sejtciklus G2
fazisdban, mindenképpen fenndll a lehet6sége annak, hogy az elkdvetkez6 mitdzis soran
vezet (8. dbra). Amennyiben a sejt képes a hibak ellenére a mitotikus orsé ellenérzé pontjan
(mitotic spindle assembly checkpoint) tuljutni és az osztédast befejezni, aneuszdémia,
aneuploidia fog kialakulni [90]. A mitotikus ellen6érzési pont ugyanakkor nem tdlnik direkt
formaban szabdlyozni a sejt polaritasat, mert annak a kinetochora kot6dés és a kialakuld
feszllés a f6 ingere, ami a multipolaritasbél adédéan nem megfeleld, vagy teljesen el is
maradhat az extra pdlus kialakuldasaval. Ennek ellentéte a kdzvetlen intramitotikus okokbdl
kiinduld sejthaldl aktivacid (mitotikus katasztrofa), ami a hibak tovabbadasanak a
kivédésére iranyul [91;92]. Kisérletesen ugyanakkor az is bizonyitast nyert, hogy a
multipolaris mitézisban a metafazis késleltetése lehet6séget ad az extra orsé pdlusnak a

|II

betagozddasra, azaz ,,0sszeolvadassal” a normalis bipolaris szerkezet visszadllhat és egy
orséhoz centroszomak egész klasztere tartozhat [93]. Ezzel magyarazhatd, hogy jelentdsen
emelkedett centroszéma szam mellett is a multipolaris osztdédasok mennyisége viszonylag
ritka [94]. A metafazis idejének rovidiilésével azonban a klaszterképz6dés lehetGsége
csOkken.

A multipolaris sejtek bizonyos esetekben csak az anafazisig jutnak, és nem fejezik be a
mitdzist. Amennyiben itt a sejtpusztulast sikeril kikerilni, tébbmagvu tumoros 6ridssejtek

képzédnek. A daganatos dridssejtek a nagy malignitdsu tumorokra jellemz&ek, de ezek a

sejtek tobbnyire korlatozott proliferaciés kapacitassal rendelkeznek.

1.3.6. Poliploid és aneuploid dridssejtek képzddése

Az onkopatoldgiai gyakorlatban rengeteg példaval taldlkozhatunk, amikor tumoros
Oriassejtek kialakuldsara kerl sor és a legtébb magas gradusu, differencidlatlan szévettani
entitads is megnagyobbodott sejtmaggal, felszaporodott kromatinallomannyal rendelkez6
sejtekbdl all. Ezek a sejtek, akar izoldlt formdban, akar klondlis jelleggel, leginkdbb a
sejtciklus, ill. a sejtosztddas hibdinak kovetkeztében alakultak ki és ha nem is egyértelmden
rendelkeznek tulélési elénnyel, de mindenképpen egy kifejezetten malignus fenotipust
képviselnek. Jelenlétikkel parhuzamosan a mikroszkdpos vizsgdlatok sordn gyakran

észlelhet6ek aberrans mitdzisok, ami a malignitas egyik igen markans citoldgiai/szoveti jele.
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9. dbra. Daganatos odriassejtek citoldgiai és szovettani prepardtumban. A jelentGsen megnagyobbodott és
sulyosan atipusos cervixham sejtek tobbszorosére ndvekedett sejtmagja Papanicolau festéssel jelentds kromatin
aktivaciot is mutat (balra, 100x eredeti nagyitas). ElGrehaladott eml6rak anaplasztikus transzformaciojat

differencialatlan tumoros dridssejtek jelzik (jobbra, 40x eredeti nagyitds)

Ismeriink azonban példdkat, amikor nem neoplasztikus korilmények kozott -
stresszhatdsra, citokin vagy novekedési faktor stimulus hatdsara — egy jol meghatarozott
funkcié érdekében driassejtek alakulnak ki. Ez végbemehet az un. endoreduplikacio
mechanizmusaval, vagy sejtfuziéval egyarant, a sejtmagok az utdbbi esetben tobbnyire
elkilénilten vannak jelen a citoplazmdban (pl. makrofdg eredetl idegentest tipusu
oriassejt, de igy képz6dnek az oszteoklasztok is). A differencidlédds soran folyamatosan
novekvé DNS-mennyiséggel (akar 32-64c) rendelkezik néhany osztédasaban korlatozott
normalis sejttipus, melyek egyidejlileg jelentés citoplazmat is fejlesztenek a funkcid
flggvényében (pl. hipertréfids kardiomiocitak, megakariocitak). Bioldgiailag logikus, hogy a
megakariocitdkban az intenziv trombocita képz&dés érdekében a citoplazmabdl levald
jelentés membran és sejtalkotd ,tomeggydrtasahoz” az atlagosndl lényegesen tobb
normalis gén aktivitdsara van sziikség, ami humordlis faktorok (elsGsorban is a
trombopoetin) hatasara a genom megsokszorozasaval érhetd el. Ezen fizioldgias folyamat
azonban természetesen véges, a megakariocita, mint dridssejt végul kimerdl, a citoplazma
az ismert médon ,elfogy”, és a sejt elpusztul. A terminadlis differencidlédas valahol a 64-
128c kortili, erGsen fokozott DNS-tartalom allapotaban végzédhet, ennél lényegesen tdbb
nuklearis DNS-mennyiségr6l az irodalom nem tesz emlitést. A poliploidizacié valodi
intracelluldris ingerével és mechanizmusaval kapcsolatban azonban egyel6re korlatozottak

az ismereteink.
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A daganatos dridssejtek annyiban mindenképp kiilonbdznek, hogy a kromoszémaszam és
készlet a progresszid sordn a normalistél egyre inkdbb eltér, ami sokszor komoly
egyensulyvesztést is jelent (aneuploidia). Az anaplasztikus tumorok egy részében rdadasul
mindez jelent8s novekedési el6nnyel is jar. Ehhez tarsul természetesen az a tény, hogy a
tumoros sejtekben a kromoszémak nem ardnyosan oszlanak el, kevesebb és tobb
kromoszémaval is fenn tudnak maradni. A fokozott proliferacié és a sejtosztédasok nagy
szdma ugyanakkor a hibdkat nemcsak tovabbitja, hanem koncentrdlhatja is. Mégis minden
jel arra mutat, hogy a tumoros dridssejt képzédésnek is kell legyenek hatarai. Felmeriil
annak a kérdése, hogy a daganatos progresszid soran az aneuploid éridssejtek mikor érik el
a kritikus méretet, vagyis azt a genom, ill. DNS mennyiséget, ami folott a sejtproliferacio, a
sejt fennmaraddsa mar nem effektiv. A sdlyosan anaplasztikus neoplazidk valtozatos
kromoszéma 0Osszetétellel, de hangsulyos, egyez6 (klonadlis) eltérésekkel is rendelkeznek.
Ehhez képest a tumoros dridssejtek ritkdbban fordulnak el6, és bar a folyamat jellegzetes
morfoldgidjahoz hozzajarulnak, feltehet6leg nem 6k képviselik a legagresszivabb
szubkldonokat. Ez lehet a helyzet pl. a klasszikus Hodgkin-limfémaban patognomikus
Hodgkin-Reed-Sternberg-sejtek (HRS-sejtek) esetében is.

A koros poliploidia/aneuploidia kialakulasdban nem elhanyagolhaté szempont az a
citopatids hatds, amely kilonféle virusfert6zések kapcsan jelentkezik. A citomegalia virus
(CMV) példaul a jellegzetes megnagyobboddsrdl, sejtmag eltérésrél kapta a nevét, de
hasonlé mdédon ismert a parvovirus B19 fert6zés a genomra gyakorolt hatasa is. A legtdbb
virus képes a gazdasejtben poliploidizaciét indukalni (pl. HPV, EBV), a virus altal okzott

morfoldgiai atipia jelensége részben erre is vezethet§ vissza.

1.3.7.  Virusok indukdlta genetikai instabilitds/aneuploidia

Az egyes daganattipusok virdlis asszocidcidja mar évtizedek Ota feltételezett.
Legismertebbek az Epstein-Barr virus (EBV) és néhdny prominens limfoproliferativ
betegség, valamint a human papilloma virus (HPV) és egyes laphdm eredet( tumorok, igy a
cervixrdk, valamint az orofaringealis rak kapcsolata. Mivel munkainkban a HPV asszocidlt
cervixfolyamatokkal foglalkoztunk részletesebben, ezért itt roviden a HPV-indukalta
genomikai eltérésekre tériink ki csupan.

A perzisztald magas rizikdju, azaz onkogén potenciallal rendelkezé HPV tipusok hatdsukat
elsésorban a genom 0Osszetételének megvaltoztatdsdval érik el. Ennek feltétele, de egyben

legfontosabb oka, hogy a virus genom a hamsejtek kromoszémadllomanyaba integralddik.
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Ezzel parhuzamosan mar a korai léziékban szambeli kromoszéma eltérések is megjelennek
[95]. Az onkogén virusgenom integrdcidja a fennallé diszpldzia progresszidjaval
parhuzamosan jelentkezik. A virusgenom integracidja bizonyosan zavarja, megvaltoztatja a
hamsejt némely cellularis onkogénjének mikddését, erre utald jellegzetes elvaltozasok a
magas rizikdju cervikalis diszplazidkban is kimutathaték voltak [96]. E mellett jelent8s
kromoszomalis instabilitds, I6kuszok, régidk nyerése és vesztése is jellemzd, melyet részben
a jelentdsebb szamu integracids hely fokozott torékenységére vezetnek vissza. A jellegzetes
és visszatéré rendellenességek kozott a 3926 kromoszoma régidé tobbszorozédését is
leirtak, melyben a human telomerdz (TERC) génje is elhelyezkedik [97]. A kromoszdmak
gyakori numerikus eltéréseit ugyanakkor a virusgenom altal kédolt E6 és E7 onokprotein
fokozott expresszidja és ezek részben eltéré kovetkezményei is magyardzzak. Mig az E6
fehérje centroszéma felszaporodast okoz, az E7 dirket mddon zavarja a centroszéma ciklust
és nagyobb komplexek kialakuldsaval jaré centroszdma overduplikaciohoz vezet [98].
Mindezen folyamatok eredményeképpen az immortalizalt, esetlegesen tulélési el6nnyel
rendelkezé laphamsejtek jelent6s mennyiségl irrelevans genetikai hibaval is rendelkeznek,
esetlegesen kifejezett aneuploidia is fellép, mely akar a diszplasztikus/tumoros oéridssejt
mértékét is eléri (10. abra). Erdekes ugyanakkor, hogy a kifejezett genom instabilitas és
Oriassejt képzbdés a cervixrakok jelentds részében nem prominens, csupdn a legmagasabb

gradusu daganatokban jellemzé.

centroszéma abnormitds
kromoszéma missegregacio \

HPV1e6
E6/E7
early oncoprotein

virusgenom integracio genom instabilitdas
DNS replikacids stressz aneuploidia

fokozott p53 degradacio /

10. abra. Az elhiz6dé human papillomavirus fert6zés hatasai a hdmsejtek genomjanak integritdsara
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1.3.8. Aneuploidia gyakorisdga és okai a kiilénbézo daganatokban

A malignus daganatok mintegy felében észlelhetd az aneuploidia manifesztalddasa, annak
mértéke, az el6fordulds gyakorisaga és a kialakulds mddja azonban rendkivil eltéré lehet. A
ploidia mértéke (alacsony vs. magas aneuploidia) és a DNS-hisztogram jellegzetességei mar
a DNS-citometria korai id6szakdban a daganatok heterogenitdsara hivtak fel a figyelmet.
Ductalis eml6rakokban igen gyakran, az esetek 65-90%-aban tapasztaltak aneuploidiat, és
tumoros oridssejt képz6dés, durva aneuploidia (>5c, >9c DNS-tartalom) is meglepGen
magas hanyadban (50%) volt jelen statikus citometrias mérések alapjan [99]. Az aneuploid
sejtklénok jelenléte kedvezStlen progndzist, rossz tulélést jelentett [100;101]. Az
aneuploididhoz vezet6 mechnizmusok tekintetében azonban mar kevésbé egybehangzdak
az eredmények. Eml6rakban AuroraA overexpressziot 94%-ban észleltek, ehhez azonban
csupan 12%-ban tartozott az AURKA lokusz amplifikacidja. E mellett az emlétumorok 80%-
aban centroszéma amplifikacid jeleit is leirtak [102;103;104]. Ezzel szemben gyomorrakok
esetén az aneuploidia mértéke 50-70%, az AuroraA overexpresszié 50%-ban jellemzé és
csupan 5%-ban van jelen AURKA génamplifikdcid. Itt centroszoma eltérések nem
ismeretesek [105]. Az irodalmi adatok alapjan az eml§, a vese és a hdolyag tumorokban az
atlagosndl gyakrabban észlelhet6 aneuploidia. Az abnormitds mértéke a szovettani gradus
fliggvényében is jelent6sen fokozddhat, pl. hdlyagrakban [106]. A grade 1 hélyagrakokban
egyébként a centroszéma multiplikacido mértéke ugyancsak gyakoribb volt, mint a tényleges
aneuploidia, ami arra utal, hogy a CIN részeként a kdéros osztédasi mechanizmus el6bb
alakul ki és azt kés6bb koveti a klonalis jellegli kromoszomalis eltérés. A spektrum masik
végén a prosztatrak helyezkedik el, melyek dont6 tobbsége diploid és csak a
legagresszivebb esetekben lehet centroszoma amplifikdcidt kimutatni. A mechnizmus
bioldgidja kevésbé ismert, de az aneuploidia a gyermekkor leggyakoribb szolid
daganatdban, a neuroblasztémaban is igen gyakori. Erdekes kivétel, hogy itt a
,hiperdiploid/near-triploid” DNS-tartalom jellemz6en kedvezd klinikai kimenetellel tarsul,
amennyiben egyéb genetikai eltérés (pl. NMYC génamplifikacié) a hatast le nem rontja
[107;108].

Az elmondottak alapjan kijelethet6, hogy az aneuploidia komoly szabalyozasi zavarok
kapcsan képzddik a malignus sejtekben, de a kialakulds mechanizmusa valtozatos.
Kovetkezménye sem teljesen egyértelmd, fligg a tumorképz6dés aktudlis stadiumatdl,
egyarant lehetnek a progressziora, de esetlegesen a tumor szuppressziéra irdanyulé hatasai

is.
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1.3.9. A genetikai eltérések hatdsa a tumoros fenotipusra, genetikai alapt kéros

génexpresszio

Az instabilitds kovetkeztében kialakuld génelvaltozas fajtajatél fliggben a kédold génekben
a fehérje expresszio fokozdddsa vagy annak teljes elmaraddsa is bekoévetkezhet. Kiléndsen
génamplifikacid, transzlokacid esetén varhatéd tomegesen fokozott fehérjeexpresszid
(overexpresszid), mely onkogén hatdssal is rendelkezik. llyen eltérés az emlé- vagy
gyomorkarcinomakban jelentkez6 Her-2 génamplifikacio, melynek hatasa a daganatsejtek
membranjaban elhelyezked6 c-erb2/neu (Her-2) receptorfehérje  tomeges
felszaporodasaval és a fokozott receptorfunkcion keresztil a sejtaktivitas névekedésével jar
[109;110;111]. Hasonldan transzaktivalo jellegl, fehérje overexpresszidval jard eltérést
okoz a CMYC gén transzlokdciéja [112], mely pl. Burkitt-limfémaban jellegzetes és a
sejtciklus és sejtmetabolizmus egyik leghatdsosabb triggere, a daganatsejtek lényegében
100%-at a sejtciklusba hajtja. A nukleotid cserével jaré mutdciok lehetnek aktivalo és
inaktivalo jellegliek. A génexpresszid teljes hidnya bekoévetkezhet egyszerlien egy stop
kodon kialakuldsaval, pl. INI1 mutdcid esetén akut mieloid leukémiaban és rhabdoid
tumorban (ATRT) [113], de folyamatos transzkripcid és transzlacié mellett a mutans fehérje
m(ikddése is lehet csokkent. Specidlis a helyzet a p53 fehérje esetén, amikoris a szdmos
potencialis mutdcids hellyel rendelkezé onkoprotein inaktiv, mutans valtozata a vad tipusu
fehérjével dimerizalddik és bar ennek miikodése Iényegesen csokkent, a komplex lebomlasa
is akadalyozott [114]. Ennek eredményeképpen a mutans fehérje szévettani vizsgdlat soran
fokozott mértékben van jelen a p53 mutdns sejtekben, ami a daganatdiagnosztikdban
szintén fontos és gyakran hasznalt paraméter [115].

Lattuk, hogy a specifikus eltérések jelentds része tobb mdédon megkozelithets és az eltérés
hatdsa esetenként jol lemérhet6. Nem igy van ez a durvabb kromoszémaeltérésekkel és az
aneuploididval, melyek hatasa nagyon szertedgazo lehet és komplexitasanal fogva nehezen
mérhetd. Ugyanakkor a DNS-tartalom (DNS-index) novekedése és a komplex kariotipus
egyes vagy akar az 6sszes kromoszdma megsokszorozddasaval altalanossagban kedvezStlen
jel és természetesen az egyes specifikusabb eltérésekkel egyltt, vagy azokat koveten is
jelentkezhet. Egyes esetekben azonban vildgos, hogy a nagyobb kromoszémaszam is
Osszefliggésben allhat bizonyos fehérjék expresszidjaval. llyen konkrétan a Her-2 fehérje
fokozott (3+) expresszidja kapcsan észlelt 17-es kopiaszam novekedés. Sokaig vitatott volt a
klasszikus génamplifikacionak nem tekinthets, a tetraszomianadl magasabb 17-es
kromoszémaszam elvi jelentGsége emlékarcinomaban, mely 8-30%-os gyakorisaggal

szerepel a szakirodalomban [116;117]. A jelenlegi ajanlasokban azonban a
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poliszdmia/aneuszémia hatasaban ekvivalensnek tekintend6 a génamplifikacidval,
amennyiben a fehérje expresszié is ezt tamogatja [118;119]. Némileg mdas azonban a
helyzet a gyomorkarcindmak esetében, ahol a Her-2 expresszié a tumorsejtekben kifejezett
heterogenitast mutat. Itt a génamplifikdcié mellett az esetek tovabbi 14-18%-aban lehetett
17-es poliszémiadt kimutatni, ezekben az esetekben a Her-2 expresszié igen valtozatos
[120;121], és viszonylag gyakoriak a 17-es kromoszéma poliszomias, heterogén Her-2
expresszald gyomordaganatok, melynek klinikai viselkedését, jelent6ségét még intenziven
kutatjak.

Viszonylag keveset tudunk tehdt a ploidia és kromoszoma szegmentumok kdpiaszam
valtozdsainak kovetkeztében létrejov6é fenotipikus hatdsokrél. A ploiditas és a genom
atrendez6désének, valamint az ezzel kapcsolatban kialakuld heterogenitas jelentGségének
megértéséhez a meglévs, dnmagdban hatékony sejtszintl(i vizsgdlémoddszerekhez olyan
miszeres tamogatdsra, automatizalt rendszerekre is szlikség van, amelyek a kdpiaszam
eltéréseket tagabb Osszefliggéseiben, a kapcsolt genetikai eltérésekkel vagy az esetlegesen

kimutathatd félérendelt mechnizmusokkal parhuzamosan elemzik.

1.4. Szovettani in situ technolégidk és szerepiik a genetikai instabilitas és az

azzal dsszefiiggd szoveti eltérések tanulmanyozasahoz

1.4.1. Morfolégiai és immunhisztokémiai vizsgdlatok

A klasszikus morfolégiai jelek, az atipia, az invaziv hajlam, a szévettani gradus mind a sejtek
molekuldris dsszetételének, génaktivitdsanak, jelatvitelének az Uj egyensulyabdl erednek. A
szoveti elvaltozdsok Iényegében valamennyi biokémiai, bioldgiai tulajdonsaga
tanulmanyozhaté. Viszonylag egyszerl morfoldgiai megkozelitésekkel a sejtek funkcidira is
kovetkeztethetilink, igy pl. a sejtciklus aktivitdsra a mitdzisok gyakorisagdbdl, a genom
instabilitasara a tumoros dridssejtek vagy atipusos sejtosztdédasok megjelenésébdl. Ezek egy
részét a fehérjék szintjén, specifikus antitestek segitségével eredeti kornyezetében (in situ)
l[athatdva lehet tenni. A mddszer - megfelel§ interpretdcidval - igen hatékony és klasszikus
paraffinos metszetekben is széles korben hasznalatos, a szovettani diagnosztika alap
moddszertandhoz évtizedek &ta hozzatartozik. A fehérje alapu megkozelitésre a Her-2
receptor mellett j6 példa a transzlokacié kovetkeztében a follikularis limfémakban
tapasztalhato bcl-2 fehérje overexpresszié a nyiroktisz6kben, vagy a ciklin D1 expresszidja

kopenysejtes limfomaban. A kordbban emlitett mutdns p53 fehérje pl. felhalmozddas révén
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mutathatd ki szovettanilag. A leggyakoribb, aktivaciéval jaré BRAF mutacié (V600E) a
fehérje makroszerkezeti elvdltozasat eredményezi, ami specifikus antitesttel igen
hatékonyan kimutathatd, mint azt kés6bb bemutatandd munkaink is bizonyitottak.

A felsorolt példak is mutatjak, hogy a genetikai eltérések genetikai modszerekkel, mig azok
tényleges hatdsa gyakran a kddolt fehérje biokémiai vagy szovettani vizsgdlataval is
megkozelithet6. Legtdbbszor azonban az immunhisztokémiai pozitivitds nem utal
egyértelmiien a genetikai hattérre. llyenkor gyanu esetén a transzlokacié kimutatdsa in situ
hibridizaciéval vagy PCR mddszerével sziikséges. Egy patoldgias szovet vagy sejtpopulacid
molekuldris vizsgdlata soran a mennyiségi és mindségi mutatdk (génexpresszio, kdpiaszam,
stb.) magat a populaciot jellemzik, az egyes sejtek tulajdonsagait, az esetleges sejtenkénti
eltérések mértékét, eloszlasat sokkal nehezebb izoldlt molekuldk tesztelése soran
kimutatni. A sejtpopulacidokban rejl6 heterogenitds felismerése és vizsgdlata a
daganatokban ugyanakkor bioldgiailag és klinikailag is egyre nagyobb jelent6ségd, hiszen a
progresszid sordn az egyes sajatossagok eltlinése vagy megjelenése, Uj szubklénok
keletkezése a folyamat megvaltozdsat, klinikai viselkedését és a kezelés hatékonysagat

dont6en befolyasolhatja.

1.4.2. Insitu hibridizdcio

A fluoreszcens in situ hibridizdcié a 90-es évek elejétél a sejtekben kimutathato
kromoszomalis eltérések igen hatékony és széles korben elterjedt mddszere [122]. In situ
jellegénél fogva a megcélzott eltérés sejtmagonként kimutathatd és értelmezhetd, sok sejt
elemzése kapcsan pedig egy mintan belll kiilonb6z6 szubpopulacidk hatarozhatok meg. A
hibridizacid lényege, hogy a jel6lt DNS-préba a kimutatni kivant genomikus szekvencidkhoz
kotédik specifikusan, tobb préba alkalmazasa esetén tobbféle fluoreszcens jeldlés
alkalmazhaté. A jelolések kombindcidja sokféle lehet, igy egyszerli koépiaszam
meghatdrozasnal a fluoreszcens jelek mennyisége szamit, a bonyolultabb szerkezeti
eltérések vizsgdlatara a jelek egymashoz valé viszonya, tavolsadga a legfontosabb szempont.
Kllénosen jelent6s szerepet kapott a FISH technika egyes daganatok diagnosztikajaban,
miutdn kiderult, hogy az immunhisztokémidval meghatdrozott fehérje expresszidé mértéke
nehezen reprodukalhato és interpretalhato (l. Her-2 diagnosztika). Ennek oka lehet, hogy a
fehérje expresszidja nem feltétlen ardnyos a génkdpia szdmdanak emelkedésével, de sajnos
nagy zavart okozhat a szovet fixalasanak és feldolgozasanak mikéntje is. igy valt

szlikségessé annak az algoritmusnak a kialakitdasa, mely szerint az emd&karcinomak Her-2
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ellenes terapidjdhoz az immunpozitivitds kérdésessége esetén kotelez6 meghatdrozni a
génkdpia szamot, azaz az esetleges amplifikdcié mértékét. A jelentGsebb patoldgiai
laboratériumok arzenalja ennek megfelel6en immar tébb, mint 10 éve magaban foglalja a
FISH technikat is. A médszer elterjedéséhez az egyre megbizhatdobb FISH protokollok, préba
kit-ek elterjedése is hozzdjarult, mara nagyon ritka, hogy sajat fejlesztés(i FISH-prébdakkal
dolgozzanak. A FISH rutin alkalmazdsa ugyanakkor viszonylag munkaigényes, mely a
labortechnika részérél sok manualis elemet tartalmaz, de a mikroszkdpos kiértékelés is sok

id6t és tapasztalatot igényel.

1.4.3.  Citometria és morfometria alkalamzdsa a genetikai heterogenitds kimutatdsdra

A mikroszképban észlelheté morfoldgiai és biokémiai valtozok jelent6s része a szakember
szdmdra — részben empirikus alapon - viszonylag konnyen értelmezhetd, azonban az egyes
konkrét tulajdonsdgokrél nehéz objektiv és Osszehasonlithaté eredményt mondani. A
szoveti és sejtszintl mérések azt a célt szolgaljak, hogy a targylemezen elvégzett specifikus
jelolések mennyisége és mindsége az illetd strukturdra vonatkozdéan szamokkal is
kifejezhet6 legyen. Tobb szinl jeldlésekkel ezek viszonya is tanulmdnyozhatd, melyre a
fluoreszcens jelolések kilondsen alkalmasak, ugyanis az egyes hulldmhossz csatorndkban
észlelt jelek egymast alig zavarjak. A 1990-es évek masodik felét6l nyilt meg a lehetGség
arra, hogy pasztazé mikroszképok, citométerek segitségével nagy felileten elhelyezked6
sok sejt jel6lGdési sajatsagait tobb csatorndban megmérve megvizsgaljuk. Mara technikailag
tobbféle megkozelités kerillt kidolgozdsra, a legfontosabbak a (1) a lézeres scanning
citometria (LSC), (2) az automatizalt mikroszkdpos képanalizis, ill. (3) a digitalis szkenner
alapu képanalizis.

(1) A lézer scanning citométer (LSC) az aramldscitometria elvét kovetve az adott
fluoreszcencia tartomanyban energidkibocsajtast észlelve a jelolt sejteket, mint
objektumokat regisztrdlja a targylemezen és annak intenzitdsa alapjan a sejteket
grafikusan fel is tlinteti (dot plot), ami sejtpopulacidk azonositasat is lehetvé teszi
[123]. Ugyanakkor tényleges képet a mérés sordn nem rogzit az eseményrél. Ezt
utdlag, a rendszer mikroszképjan keresztil a kivalasztott események automatikus
visszakeresésével lehet megtenni, amely a sejtekhez tartozd koordinatak
segitségével végezhetd, fényképezés, morfoldgiailag osztalyozas tehat interaktivan
lehetséges. Az LSC technika tobbek kozott a diagnosztikus citolégidban keltett nagy

reményeket, ahol az egyes sejtek morfoldgiai megitélésén tul barmely tovabbi
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sejtszintl paraméter nagy segitséget jelenthet. Metszetek vizsgalatdra ugyanakkor
a vazolt mdkodési elv kevésbé bizonyult alkalmasnak.

Az LSC ,real time” elvével ellentétben a mikroszkdpos képanalizis a mikroszkdpos
preparatum digitalisan felvett képének utdlagos elemzését jelenti [124]. Ebben az
esetben az Osszetev6k azonositasa, majd jellemzése képrél képre, elGre
meghatdrozott, a jeldléseknek megfelel6 algoritmus szerint torténik. A tobbszind
immunfluoreszcencia  alkalmazdsa esetén a jeloléseket csatornanként
meghatdrozva és jellemezve végil valamennyi csatorna képének Osszevetésével
tovabbi értelmezési lehetdségek lehetségesek. Egy targylemezrél felvett sok kép
esetén az azon elhelyezked6 azonositott sejtes elemek, strukturdk statisztikai
kiértékelése lehetséges Ugy, hogy az egyes képek tdrolasra kerilnek,
visszakereshetdk, illetve beallitastdl fliggben lehet6ség van csak a meghatarozo,
érdekes objektumok tdaroldsra helytakarékossagi szempontbdl. A képanalizis
automatizacidja természetesen megfelel6 optikai kialakitasu és nagyfelbontasu
kamerdval elldtott motorizalt mikroszképpal lehetséges, a preciz autofékuszalds a
képfelvétel és az analizis szempontjabdl is alapfeltétel.

A képanalizis nyUjtotta lehetGségeket tovabb szélesitette a kb. 10 éve megjelent
digitdlis szkennerek térhéditdsa. A targylemez szkenner kifejlesztése és
elterjesztése terén magyar kutaték uttoré munkat végeztek [125]. Az eleinte csak
fénymikroszképos teriileten, de mara a fluoreszcenciaval is kivald technika szakit a
hagyomanyos mikroszképok felépitésével és a hangsulyt az automatizacié minél
jobb hatasfokdra fekteti [126]. igy az optikai leképezés kizardlag a digitalis rogzités
céljait szolgalja. A gyorsasdg a targylemezek atereszt6képességében s
megnyilvanul. Az 6nm(ikodé rendszer felligyelet nélkil akdr tobb 100 metszetet is
digitalizalni képes, a metszetek el6re kigondolt sorrendben, betdrazva keriilnek a
készllékbe. A digitdlis metszetek meghatarozott pontokra vald fokuszalds utan
felvett apréo képek 0Osszeillesztésébdl alakulnak ki, a file megnyitdsa utan a
képerny6n mozgathatdk, virtudlisan nagyithatok-kicsinyithet6k. A digitdlis
informacid természetesen jé lehetfséget nyuljt egyes képparaméterek
elkilonitésére, mérésére. A virtudlis mikroszképia ezen formaja napjainkban megy
keresztil mindazon validaciés folyamatokon, melyek a jov6beni elfogadottsagot, a

klinikai diagnosztikaban vald alkalmassagot hivatottak aldtamasztani [127;128;129].
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2. Célkitiizések

Kutatasi céljaink k6zott elsGsorban a daganatos és prékancerézus betegmintdkbdl (citoldgiai
preparatum, periférids vér, csontvel§, szOvettani metszet) szarmazd sejtpopulacidok
genetikai, kromoszomalis 0Osszetételének, ezen bellil az aneuploidia, kromoszomilis
kdpiaszdm eltérések minél precizebb jellemzése, valamint a kromoszémalis instabilitas
kialakuldsanak és progresszidjanak mechanizmusa és klinikai Osszefliggéseinek

tanulmanyozasa szerepelt.

- Technoldgiai fejlesztések: a mikroszkdpos képfeldolgozé technikdk megjelenésével
hatékony és érzékeny sejtszintli genomikai vizsgalatok kidolgozdsat tlztik ki célul. A
lézer scanning citometria alkalmazdsdval a daganatsejtek funkciondlis allapotat,
ploiditdsdt és kromoszomalis 0Osszetételét parhuzamosan kimutatéd IlehetGséget
kivantunk kialakitani. Ennek alternativajaként vizsgdltuk, milyen mértékben
alkalmazhaté egy automatizalt képanalizis rendszer a ritkdn el6forduld, disszeminalt
daganatsejtek citogenetikai és funkcionalis elemzésére. A digitalis metszetszkenner
el6ényos tulajdonsagait a szovettani metszetek ,nem destruktiv” vizsgalatara és egyes
komplex molekuldk immunhisztokémiai értékelésére kivantuk hasznositani. A FISH
technika fejl6désével megjelent, fokozott affinitassal rendelkezé ,IQ-FISH” prébak
el6nyeit az eml6 tumorok Her-2 genetikai tesztelésének gyorsitott eljardsaban kivantuk
megtapasztalni. Hasonldoképpen az els6k kozott vizsgaltuk klinikai mintdkon, hogy a
mutans BRAF-fehérje elleni antitest klén milyen mértékben lehet hatékony a PCR-alapu

modszerek kivaltasara.

- A daganatsejtek ploiditdsdnak és kromoszomdlis Osszetételének jelentésége cervix
prekancerdzus  dllapotaiban: a  korai  karcinogenezisben jellemz8  durva
kromoszémahibak kialakuldsat és az aneuploidia klonalis eredetének kérdését kivantuk
tanulmanyozni LSC médszerével és dsszevetni a HPV fert6zés és a Bethesda-osztalyozas
szerinti citoldgiai elvaltozasokkal. Azt kérdeztiik, megtaldlhatdk-e és hasznalhatdk-e a
magasan aneuploid hamsejtek a magas rizikdju cervikalis eltérések jellemzésére. Meg
kivantuk vizsgdlni, hogy az Uj mddszerrel észlelhet6k-e a karcinogenezis ezen korai
szakaszdban a virus transzformald hatasara jelentkez6 specidlis, kromoszomalis szint(

eltérések.
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- A periférids vérben keringd, ill. a csontvel6ben kimutathatd disszemindlt daganatsejtek
detektdldsa és genetikai jellemzése: célul tlztik ki egyes szolid daganatokban
(neuroblasztéma, eml6karcinoma) kimutathaté kering6, disszemindlt tumorsejtek
tovabbi elemzését automatizalt mikroszkdpidval tdmogatott in situ hibridizacidval
disszeminalt neuroblasztomds betegek csontvel6mintdiban. Vizsgalatainkban a primer
daganatra jellemzd kromoszomdlis aberracidk gyakorisdgara és az esetleges
heterogenitdas mértékére voltunk kivancsiak. Hasonlé mddszerrel a vérkeringésben
kimutatott daganatsejtek integritdsara, tulélési potencidljara kerestliink in situ

molekuldris (TUNEL) metodikaval kimutathato jellemzdket.

e ses

emlbékarcinoma és limféma esetekben: Hipotézislink szerint az Aurora B expresszidéjanak
valtozdsa Osszefligg a daganatok ploiditasaval és az agressziv fenotipussal. Vizsgalataink
arra irdnyultak, hogy a kinaz expresszié meghatarozhaté-e objektiv médon a sejtkinetikai
valtozék figyelembe vételével. Osszefiiggéseket kerestiink tovabbd az Aurora B
expresszid és a kromoszomalis instabilitas/ploiditds kozott. Az instabilitds kérdését
egyszer(i lehet6ségként a 17-es kromoszoma szerkezeti és kodpiaszam eltérésein

keresztil kivantunk tanulmanyozni.
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3. Citometriai és molekularis morfoldgiai moédszerek a genetikai és

fehérjeexpresszios sajatossagok in situ vizsgalatara

3.1. Laser scanning citometria a DNS-ploidia és fehérjeexpresszi6é egyiittes

vizsgalatara: DNS-index és receptor statusz meghatarozas
emldkarcinomaban

Munkaink sordn a DNS-tartalom vizsgalatdra az LSC mddszerét alkalamaztuk citoldgiai
preparatumokban és szoveti lenyomati készitményekben, olyan prepardtumokban tehat,
ahol a sejtek javarészben egyesével, elkilonilten vannak jelen. A lenyomatok vizsgalatdnak
nagy elénye, hogy kiiléndsebb elSkészilet nélkiil, minden tipusu nativ szovetbdl a szabvany
targylemezre helyezhetSk a sejtek és hagyomanyos citolégiai kiértékelésre is alkalmasak.
Amennyiben kiegészit6 mérésekre nincs sziikség, a targylemez arhivalhatd, vagy a minta
mas, pl. molekularis vizsgalatokhoz felhasznalhatd. Kisérleteinkben a szbveti lenyomatok
fluoreszcens LSC méréseinek elve és gyakorlati haszna is igazolhato volt [130]. A sejteknek a
tumorszovetb6l a tdrgylemezre torténé atvitelére Ujitdsként egy egyszer hasznalatos
szivacsos mintavevS eszkozt (CerviSoft, Puritane, MN, USA) is igénybe vettlink, mely
el6segiti az egyenletes sejteloszlast és csokkenti a torlddasok, atfedések, nagyobb
sejtcsoportok kialakuldsanak valdszinliségét. Prototipusként az eml6carcinoma nuklearis
szteroid receptor statuszanak mérési protokollja kerilt kidolgozasra, melyet
kiegészithettiink a daganatsejtek ploiditds vizsgalatdval. Az emlérak sejtek magjaban
expresszalt Osztrogén és progeszteron receptor kimutatasa indirekt
immunfluoreszcenciaval tértént (NCL-ER6F11 anti-ER és NCL-PGR anti-PR egér monoklondlis
antitest, Novocastra; masodlagos FITC jelolt kecske anti-egér antitest, Dako) mig a
sejtmagok jelolését a DNS-hez kémiailag sztohiometrikusan kot6d6 propidium-jodid (Pl)
fluoreszcens festék allandd koncentracidja (50ug/ml, 200ug/ml RNase jelenlétében)
biztositotta. Mivel a Pl-fluoreszcencia a DNS mennyiségével ardnyos, lehet8ség nyilt a
sejtmagok DNS-tartalmanak a direkt meghatdrozdsara is. Rendszeriinkben egy
targylemezen harom elkllonitett teriletben 3 immunfluoreszcens reakciot is el tudtunk
végezni a daganatsejtek jellemzésére. Az Gsztrogén és progeszteron receptor kimutatas
mellett kontrollként a fehérvérsejteket feltiinteté CD45 (LCA) antigén vizsgalatara is sor
kerult (anti-CD45 clone T29/33, Dako). Eredményeink azt mutattak, hogy a DNS-tartalom
alapjan az aneuploid emlérak sejtkléonok kalén populaciéként abrazolédnak a mérési
adatokat tartalmazé diagramon, ugyanakkor a sejtmag receptor expresszio ettdl fliggetlen

paraméterként, a maga valtozatos mértékében jol abrazolhaté (11. abra). Aneuploid
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esetben a tumorsejt populdcidk kivaldan azonosithaték voltak és az eltérés a receptor
expresszidban a nem daganatos hattértdl (kotGszoveti és gyulladdsos sejtek) igen jelent6s

volt.

CcD4s

DNA-content (Pl)

11. abra. Receptor expresszio és DNS-tartalom egylttes meghatarozdsa emlSkarcindmaban laser scanning
citometrids mérés eredményeképpen. A szivacsos mintavevd eszkdzzel targylemezre felvitt, egymadstdl
tobbnyire jol elkllonulé tumorsejtek egyenként keriilnek detektalasra a fluoreszcencia paraméterek szerint a
két hasznalt zold és vords fluoreszcencia csatorndban (FITC — 6sztrogén (ER) ill. progeszteron receptor (PR),
propidium jodid (P1)— DNS). A CD45 immunfluoreszcencia a preparatumban talalhaté jelent6s mennyiségli nem
neoplasztikus gyulladasos sejteket mutatja, melyek normal (DI=1,0) DNS tartalommal rendelkeznek. Ezt a
sejtpopulacidt referenciaként hasznalva megdllapithatd, hogy az A esetben a tumorsejtek normal DNS-
ploiditassal rendelkeznek és a receptor statusz ER-/PR-. A B diagrammon a tumorsejtek aneuploidak (DI=1,45,
triploid tartomany) és receptor pozitivak. A C esetben a daganat tetraploid (DI=2,0), ER+/PR- expresszid

jellemzé. A ferde vonal a pozitivitas also hatarat jeloli.

A mérésekb6l megallapithatd, hogy a tumorsejtekben a receptor expresszié jelentGsen
eltérhet, populdcié szintjén azonban egyértelm( valasz adhato a receptor statuszt illetéen.
A standardizalt lenyomati minta készitésére és az immunfluoreszcens jelélésre vonatkozd
maddszerleirast a Current Protocols in Cytometry 2004-es kiadasa részletesen tartalmazza

[131].
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A nativ sebészi mintabdl vett preparatumokhoz hasonléan az LSC késziilékkel sikeres DNS-
tartalom mérések voltak végezhetGk egyéb, targylemezre vitt sejteken is. Az altalunk az
els6k kozott alkalmazott standardizalt, folyadékalapu citolégiai mintakbdl (liquid-based
cytology) kifejezetten eredményesnek bizonyult a ploiditas vizsgéalat. A cervix citologiai
mintakban ezzel a technikdval megfigyelt eredményeinket a 4.1. fejezetben ismertetjik

részletesen.

3.2. Az automatizalt immunfluoreszcencia plusz FISH (AIPF) technoldgia ritka

sejtek Kimutatasara

Az automatizalt képanalizis segitségével a mikroszképos digitdlis képek elemzése akar
azonnal a felvétel utdn megtorténhet a fluoreszcens csatorndkbdl szdrmazd informaciok
alapjan, és igx csupan algoritmus kérdése, hogy a mely képek (vagy képrészletek) keriilnek
tarolasra. A targylemezen kijelolt terilet lefuttatdsat befejezve az egész vizsgdlatra nézve
rendelkezésre dllhatnak statisztikai eredmények, digitdlis felvételek, valamint az egyes —
pozitiv - eseményekhez rendelhetd koordinatak. Ennek a technikdanak az alkalmazasat
Thomas Lorch (MetaSystems GmbH, Altlussheim, Németorszag) és Peter F. Ambros (CCRI,
St. Anna Kinderspital, Bécs) munkacsoportjaval  kozosen  hatdroztuk el
immunfluoreszcenciaval azonositott ritka sejtek kimutatasara és tovabbi vizsgdlatara.
Eljardsunkat ugy alakitottuk ki, hogy a jellegzetes immunprofil alapjan automatikusan
kivalasztott, a targylemezen virtualis azonositéval ellatott és dokumentalt sejtek
gombnyomadsra visszakereshet6k legyenek, ami tovabbi vizsgdlatokat tesz lehet6vé a
mikroszkdpban (11. dbra). A m(iszer motorizalt mikroszkdpbdl (Zeiss Axiolmager, Zeiss,
Oberkochen, Németorszag), motoros targyasztalbdl (Merzhauser, Wetzlar, Németorszag),
érzékeny digitalis kamerabdl és a MetaSystems 4altal kidolgozott szoftverbél (Metafer)
tevédott Ossze. Technikdnk segitségével sziikség esetén az immunfluoreszcencidval
azonositott sejtek FISH vizsgalata és célzott kiértékelése is lehetévé valt (automated
immunofluorescence plus FISH = AIPF). A preparatumban elhelyezked sejtekrdl ugyanis a
kiértékelés utdn a fluoreszcensen jel6lt antitest enzimatikusan (tripszin 200ug/ml)
leemészthetd, ami eleve fontos lépése a FISH mddszerének a probak bejutadsa érdekében. A
sejtmagok igy a DNS-préba szamara hozzaférhetGk és a tobbféleképpen jelolt specifikus
DNS szekvencidk egymashoz képest is lathatova tehet6k. A modszer azért is elegans, mert a
detektdlashoz ugyanazok a fluorokrémok haszndlhatdok, a kiértékelés ugyanazokkal

fluoreszcencia beallitasokkal (gerjesztési hulldmhossz, szlir6kombinacidk, csatorna erGsités)
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torténhet. A FISH preparatumot a mikroszképba helyezve az immunfluoreszcencia alapjan
kivalasztott sejteket Ujra fel lehet keresni és a FISH mintazatot mar csak ezekre a sejtekre

Osszpontositva kell azonositani.

Sejtes . IF események
monolayer IF reakcid 1 automatizalt keresése
IF pozitiv sejtek FISH értékelés
desscsnssunes ¥4 galéridba + célzottan, koordindtak
: koordinatak alapjdan
: ) B
Mikroszképos IF+ F"fH
FISH reakcié 23 ellendrzés eredmény,
interpretdcic

12. dbra. Az automatizalt képanalizissel azonositott immunpozitiv sejtek molekularis citogenetikai vizsgalatanak
algoritmusa (AIPF). A szaggatott vonal a raépitett FISH vizsgalat opciondlis jellegét mutatja, immunpozitivitas

esetén akar egyetlen sejt genetikai tulajdonsagai is megallapithatdok

A vazolt immuncitokémiai/molekularis citogenetikai kombinacié kisérleteink alapjan
vetekszik a PCR-technika adta érzékenységgel. Immunfluoreszcencia koriilményei kozott a
megvizsgalt sejtek mennyisége a sejtmagok fest6dése alapjan megadhatd és eredményeink
szerint egy targylemezre felvitt 1 millié (10°) csontvel8i sejtbSl az immunfluoreszcencia
alapjan 1-3 daganatsejt megbizhatéan megtalalhatd volt. A rendszer sejtek azonositasara a
az egyes fluoreszcencia csatorndakban mérheté feliilet, homogenitas és kontur értékeket
vette figyelembe. A képanalizis algoritmus altal felismert és dokumentalt immunpozitiv
sejtek az automatizalt mikroszképos rendszer (RCDetect, MetaSystems GmbH, Altlussheim,
Németorszag) segitségével visszakereshet6k és analizdlhatdk voltak. A sejtek azonositasat
kovetéen a masodik korben elvégzett (gyakran tobbszords) FISH reakcid az esetek dontd
tobbségében jol értékelhetének bizonyult [132].

Az automatizalt képanalizis és az AIPF mddszer segitségével nagyobb szamban végeztiink
méréseket a csontvelGi és a periférids vérben kimutathatd korai disszeminacié kutatasara
neuroblastomdban és eml6karcinomaban. Eredményeinkrél részletesebben a 4.2.

fejezetben szamolunk be.
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3.3. Uj eljarasok a FISH technika hatékonyabb alkalmazasahoz
3.3.1. Egynapos in situ hibridizdcié (1Q-FISH) a klinikai gyakorlatban

A moddszer kezdeti bevezetése 6ta folyamatosan alakult ki a FISH metodika egyszerdUsitett,
rutin menete. Az elérhet6 prébak szdma és a jelolések terén a kindlat egyre bdéviilt, a
maodszer technikai bonyolitdsa azonban lényegében nem véltozott az utdébbi id6kig [133]. E
szerint a preparacios és feltardsi/denaturalasi fazist kovetéen a DNS-proba éjszakan at
torténd hibridizaciojat a kovetkez6 napi mosasi, differencialasi [épések kovetik (pl. J. Utikal
egyszer(sitett leirdsa, www.methods.info/Methods/Histology/FISH). Hagyomanyosan tehat
a moddszer két napot vesz igénybe, ami a laboratériumi kapacitdst lefoglalja és a sirg6s
esetek gyors kiértékelését is hatraltatja. Munkdink sordn a el6szor volt lehetGséglink a
DAKO cég altal kifejlesztett, Uj 6sszetétell DNS prébaelegy alkalmazasaval, 6sszesen 4 éra
alatt elvégezhetdé FISH moddszert (IQ-FISH pharmDX, DAKO, Glostrup, Ddnia) a klinikai
gyakorlatban alkalmazni. Tanulmanyunkban az eredményeket a hagyomanyos kétnapos
madszerrel (HER2 pharmDX, DAKO) tudomanyos szempontok alapjan statisztikailag is 6ssze
tudtuk vetni eml6karcinoma eseteinkben [134]. A kettGs kiértékeléssel feldolgozott 40
eml6karcindma esetbdl szdrmazd tapasztalataink alapjan a diagnisztikus célbdl végzett
HER2 génamplifikdcié kimutatds az 0j FISH mddszerrel ugyanolyan megbizhatdan, de
Iényegesen gyorsabban elvégezhetd, az el6kezelések és a préba Osszetétele hatdsara a
fluoreszcens jelek mindsége (tisztasag, intenzitds) az esetek egy részében kifejezetten
fokozddott. Tanulmanyunk alapjan az egynapos FISH (IQ-FISH) a rutin diagnosztika szamara
elénybs és ajanlhatd, kevesebb id6 és reagens raforditassal jar. Id6kozben a gyartd az 1Q-
FISH prébakra vald attérésrél dontott és a hagyomanyos HER2 FISH-kit forgalmazasat ki is

vezette a piacrél.

3.3.2.  Automatizdlt képanalizis FISH jelek kiértékelésére

A laboratériumi protokoll meggyorsitdsa mellett a FISH technika f6 problémaja a
fluoreszcens mikroszképban vald kiértékelés, melyhez tapasztalt szakember és sok id6
szlikséges, az eredményt ugyanis az egyes sejtekben észlelt jel6lési mintdzatok statisztikai
eloszlasa hatdrozza meg. Egyszerlibb kérdések megvalaszolasahoz (ilyen pl. a Her-2
génamplifikacid megitélése is) elegendd lehet 20 reprezentativ sejtmag értékelése, de
kiilondsen a kromoszoma transzlokacidk esetén, kis szubkldnok keresése kapcsan tdbb szaz

sejtmag vizsgdlata indokolt. A FISH jelek automatizadlt felismerése és értékelése a
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képanalizis algoritmusok és a nagy felbontasd (monokrém) digitalis kamerdk megjelenése
Ota lehetséges, 6nmagaban a fluoreszcens jelek leképezése nem jelent kihivast. A kérdést
azonban bonyolitja, hogy a jelek tobbnyire eltér6 képsikokban helyezkednek el, igy az élesre
allas csak tobb sikban késziilt felvétel egymdsra vetitésével lehetséges, ami a targylemez
vertikdlis (Z) tengelyét valtoztatni képes motorizalt mikroszkép hasznalataval tarsithatd.
Nagy sejtszam vizsgalatahoz ugyanakkor sok latomezd elemzése sziikséges, ami az X/Y
iranyu targylemez mozgatdst is feltételezi. Automatizalt FISH kiértékelésre vonatkozd
kisérleteinkben tehat a mar ismertetett AIPF eljdrdshoz hasonldan teljeskérd motorizaciéval
és nagyfelbontasd digitdlis kamerdval, valamint az ezek mi(ikodését 0Osszehangold
képanalizis szoftver Gsszedllitasra volt sziikség. Német partneriink (MetaSystems GmbH,
Altlussheim) automatizalt prototipus rendszerével olyan min6ségli képsorozatok készitése
valt lehet6vé, melyek a FISH jelek értelmezését biztositottdk a monitoron. Az
egylttm(ikodés keretében kidolgozott algoritmus a sejtmagok fest6dését (DAPI interkalald
DNS festék) haszndlta a mérendS objektumok azonositdsdra, melyhez sok vizualis
paraméter, igy a legkisebb és legnagyobb sejtmag és fluoreszcens jel méret is beallithaté. A
digitalisan korilhatdrolt és kontrasztositott sejtmagokon belil felismert piros és zold FISH
jelek szdma és egymashoz vald tavolsdga, mint kiilon paraméterek segitetenek egy adott
FISH stratégia kapcsdn a pozitivitas eldontésében. Egy transzlokacid esetén a kromoszdma
hibat két, normalisan tavol l1évé hibridizacids jel egybeesése jelezheti (fuzids stratégia), de a
forditott megkozelités is igen hatékony, amikor a kromoszéma torését a toréspont
szomszédsagdaban elhelyezkedé jelek szétvalasa (split szignal) jelzi (13. abra).

A fluoreszcens jelekb6l szarmazé informacid a feldolgozott valamennyi azonositott sejtmag
esetében rendelkezésre all, igy idedlis esetben néhany perc alatt akar tobb ezer sejt
kiértékelése is megtorténhet, melyekhez kdpiaszam és tavolsag adatok (szétvalas, fuziod,
stb.) egyardnt lekérdezhetdk.

A szamos digitdlis kép paraméter kozil az aktualisan nem szilikségesek egyszerien
kikapcsolhatok, a fontos mérési beallitasok viszont protokollok formajaban mentheték.
Kisérleteink eredményeképpen altalanosan haszndlhaté FISH mérési alkalmazasok
szlilettek, melyek a MetaSystems GmbH képanalizis termékcsaladjaban (MetaCyte) kaptak

helyet (www.metasystems-international.com/metafer) (14. abra).
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13. dbra. Az automatizalt FISH vizsgalat elve két (pitos/zold) szinjel6léses probakombindcio esetén. Az
alkalmazott mérési stratégia a DNS-prébak jellegébdl adddik (hasadasos vagy fuzids probamintazat). A normalis
helyzetben szomszédos régiok kozotti torés (transzlokacid) a jelek széthasadasaval jar, melyet a legnagyobb
piros/zold tavolsag (d;) jellemez (fent). Forditott helyzetben a transzlokacio kévetkeztében kialakuld jel fuziét a

partnerrégiok egymashoz keriilése mutatja, ennek jellemz8 paramétere a legkisebb piros/zold tavolsag (D,).

13. dbra. A FISH jelek azonositdsara és a sejtmagokban el6forduld FISH mintdzatok felismerésére kifejlesztett
MetaCyte program képernyGképe. A DAPI DNS-magfest6dés alapjan egyesével azonositott sejtek teriiletében a
piros és z06ld fluoreszcens tartomanyban is megtérténik a jelek elemzése, melynek sordn a képiaszam és a jelek
egymastol vald tavolsaga is meghatarozasra keril. A vizsgdlt paraméterek statisztikai feldolgozasa a monitoron

torténd validalas utan kovetkezik.
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3.4. Képanalizis digitalisan scannelt immunhisztokémiai preparatumokban

A digitalis képszkennerrel (3DHistech, Budapest) folytatott munkdink soran folyamatosan
specialis mérési igények meriltek fel, melyekhez informatikai megoldds még nem allt
rendelkezésre. Kilondsen érdekesnek bizonyult az egyes tulajdonsdgra nézve heterogénnek
nevezhet§ szovetekben a sejtalkotok Osszetételének vizsgdlata. Ehhez a preparatumban
meglévé teljes sejtmennyiség és a jeloléssel elldtott sejtek tomegének viszonyat kellett
meghatdrozni. A vizsgalni kivant tumoros szovetmintak ugyanakkor jelent8s részben nem
relevans (erek, csont, zsir, kot6szovet) terlileteket is tartalmaznak, melyek azonban a
mérésbdl pixel paraméterek szintjén elkilonithet6k. Miutan a képformdatum felbontasdhoz
szlikséges tdmogatast a gydrto részérél megkaptuk, tobb [épcss, sajat analizald algoritmus
kidolgozdsdba kezdtiink Dr. Fazekas Attila munkacsoportjaval (DE Informatika Kar,
Képfeldolgozé Munkacsoport). A minta (szévetmetszet) leképezése utan elséként a hasznos
teriilet meghatdrozasa torténik (kék szinben), melyet a tényleges pozitiv reakcié (barna)

azonositasa kovet.
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14. abra. Képanalizis digitalis szkennerrel készitett metszeteken. A szbvettani minta Gsszetételét (ROI), a sejtes
komponens (VC) és az immunpozitiv (BC) komponens mértékét (pozitivitds) a beszkennelt digitalis targylemezen
mozaikkockanként (original) kiilén hatarozzuk meg algoritmus segitségével. A pozitiv felllet elemzése (szdm,
méret, dsszefelllet, komplexitas, legjellemz6bb események, stb.) geometriai paraméterek segitségével torténik.
A végeredmény az egész mintara jellemzd valtozd, amely az egyes mintak eredményeinek dsszevetését lehetévé

teszi.

A relativ pozitivitds egyes antigének expressziéjat mar jol jelezheti, de ennek mintazata, a

teljes mintdra vonatkozd eloszlasa tovabbi fontos informaciét hordoz. Ezért szdmos

sz

ki, mely sajat célkitlizéslink - a patoldgidas fehérje expresszid, pl. a csontvel6i stromalis

43



dc_1004_15

reakcié és az ahhoz tarsulé novekedési faktor receptor (PDGFRB) expresszié kimutatdsa

mellett szamos egyéb mérés elvégzésére alkalmas [135].

3.5. Nem-destruktiv autofluoreszcencia paraméterek alkalmazasa szovet- és

egyéb biolégiai preparatumok képanalitikai jellemzésére

A szovetmetszetekben rejl6 morfolégiai informaciot leggyakrabban valamely biokémiai
folyamat révén, szinreakcié vagy jelolés segitségével teszik lathatéva, vizsgalhatéva. A
legegyszerlbb festési eljaras is a mintaban taldlhatd molekuldk reaktivitasan alapul, egy
festékmolekula viszonylag specifikusan bizonyos kémiai strukturakhoz (peptid, szénhidrat
lancok, soék, stb.) kotédik és ennek jellegzetes mintazata épiti fel a szoveti képet. A
szovettani festések eredménye tehat a szovetben fellelhet6 molekuldk kémiai 6sszetételén,
reaktivitasan alapul. A specidlis festékekre azért van sziikség, hogy az altaluk reakcidba vont
molekuldk szinessé, lathatova vdljanak. A szovetekben ugyanakkor gyakoriak az olyan
endogén molekuldk, melyek énmagukban is rendelkeznek optikai sajatsagokkal (fényt
nyelnek el vagy bocsajtanak ki), azaz természetes festékanyagként definialhatdk. Ezeket
pigmenteknek nevezzik. A klasszikus szbvettan az endogén pigmenteket hemoglobin
eredet(i, un. hemoglobinogén és nem-hemoglobinogén (pl. melanin, lipofuscin, karotin)
csoportba sorolja [136]. Régi felismerés, hogy a pigmentek jelentds része nem csak a
l[athaté fény tartomanyaban, hanem fluoreszcencia detektaldsaval is vizualizdlhatok. A
hemosziderin és a melanin mellett szdamos mas, ismert bioldgiai anyag is sajatos mddon
gerjeszthet6 fluorszcencia kibocsajtasara kilonb6z6 excitdcidés fényhullamhosszokon. A
hétkdznapi gyakorlatban ez a szovet sajat fluorszcencidjaként, az autofluoreszcencia
jelenségeként ismert. Az autofluoreszcencia a szovetek mindennapi vizsgalata soran
leginkdbb nemkivanatos tulajdonsag, hiszen a specifikus fluoreszcens jel6lésekkel interferal,
azok kiértékelését zavarja a mikroszkdpban. Ugyanakkor a szévetben taldlhato fluoreszkald
molekuldk jol alkalmazhatok a szoveti strukturak jellemzésére, leképezésére. Erdekes
moddon ennek klinikai hasznat féleg makromorfoldgiai vizsgalatok soran hasznaltak ki
eleinte. Egyes endoszkdpos, oftalmoszkdpos, cisztoszkdpos technikdk UV- vagy kékfény
gerjesztésnél vizsgaljdk az él6 szovet autofluoreszcencidjat, mivel az a szbvet
vérkeringésének (hemoglobin), kotdszoveti alkotdinak (kollagén, lipofuscin) eloszlasat,
jellegzetességeit mutatja. gy a kéros, esetlegesen korai daganatos elvaltozasok a
normalistdl konnyebben megkilonboztetheték. A klinikai gyakorlatban szemészeti

alkalmazas (pl. fundus autofluoreszcencia imaging — FAFI) [137;138] és gasztroenteroldgiai
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vizsgaldomddszerek (autofluoreszcencia endoszkdpia) [139;140] is hatékonynak bizonyultak.
A fluoreszcencia megitélése digitalis technikat, képerdsitést, esetenként spektrélis analizist
igényel, de végsé soron kiméls, hiszen semmilyen reagens, kontrasztanyag, tovabbi
karositd, vagy mellékhatasokat el6idéz6 behatas nem éri a szoveteket.

Hasonld elveket kovetve dolgoztuk ki a szovettani prepardatumokat megkimél§, nem-
destruktiv képelemzésen alapuldé szovettani vizsgalati modszer elvét. A szoveti
autofluoreszcencia a hattér (lires targylemez) fluoreszcencianal mindenképpen nagyobb,
segitségével a vizsgdlt szovetek kiterjedése, Osszetétele minden tovabbi festési eljards
nélkil meghatarozhato, igy a legegyszerlbb kérdések (hol taladlhaté a targylemezen,
mekkora kiterjedés(i, milyen a bels6 felépitése) mar eleve megvalaszolhatdk. A szovet
Osszetételére vonatkozéan az egyes, endogén fluoreszcens molekuldak mennyisége és
eloszlasa adhat tovabbi felvildgositast. A sokféle, fényt kibocsajtd molekula szerepe az
autofluoreszcencia kialakuldsdban és az autofluoreszcens szoveti kép felépitésében
legalabb olyan Osszetett, mint valamely kémiai festékkombinacid alkalmazasakor [141;142].
Megkiilonboztetiink igen tomeges szoveti strukturdkat (els6sorban pl. a kollagén),
makromolekula komplexeket (pl. lipofuszcin, melanin) és fluoreszkalé kismolekuldkat,
metabolitokat (pl. bilirubin, biotin) [143;144]. Egy artéria keresztmetszetének képe példaul
alapvetéen az ures lumen, az abban esetlegesen elhelyezked6 vorosvérsejtek
hemoglobinja, az érfal simaizom rétegeinek myoglobin tartalma és az intersticidlis térben
elhelyezked6 kollagén autofluorszcencidjabdl tevédik 6ssze. A hem és lebomlasi termékei
(bilirubin) pl. a hepatocitak citoplazmajaban okoznak jelentésebb autofluoreszcenciat, de a
porfirin metabolitok eloszlasa daganatokban is jellegzetesen megvaltozik [145]. A lipofuscin
szoveti koncentrdcidja szintén fligg a sejt tipusatdl, de annak funkciondlis allapotatdl is
[146]. Mindehhez szamos olyan kismolekula altal emittalt gerjeszthet6 fény is tarsul: pl. a
biotin minden funkciondlisan aktiv sejt fontos eleme, de a metabolizmus egyik f6 helye a
majban van, igy a biotin a mdjsejtek autofluoreszcencidjahoz jellegzetes mddon fog
hozzaadddni. Az ismert és kevéssé ismert alkotdk a fluoreszcens mikroszkdépban tobb
hullamhosszon gerjesztve viszonylag specifikus fényemissziot mutatnak, ezek egymasra
vetitésével pedig a szoveti kép Osszerakhaté. Gyakorlatunkban a hagyomanyosnak
nevezhetd UV (390 nm), kék (410 nm) és z6ld (515 nm) excitacié mellett, a targylemez
beszkennelése utdn harom autofluoreszcens kép egymdsra vetitésével az egyes
mikroszkdpos preparatumok f6bb sajatsagai, osszetétele jellemezhet6k voltak.

A legujabb szoveti technikak (fehérje és nukleinsav alapu vizsgalatok) azt igénylik, hogy a
sejtek és szovetek Osszetétele minél jobban azonosithatd legyen, ugyanakkor a minta

integritdsa megmaradjon, azaz a szovet feldolgozdsa vagy vizsgdlata ne rontsa le a
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célmolekuldk hozzaférhetGségét. Ennek az igénynek a szoveti autofluoreszcencia vizsgalata
kivaldan megfelel, mivel semmilyen reakciét, el6kezelést nem igényel, a vizsgalathoz
Iényegében kizardlag endogén molekuldkat hasznal. Az elv a gyakorlatban is hatékonyan
alkalmazhaté, festetlen metszetek sorozatvizsgdlataval pl. a molekuldris vizsgalatra
leginkdbb alkalmas mintdk kivalaszthaték, a megvizsgdlt minta pedig eredeti, valtozatlan
formaban kertilhet tovabbi elemzésre (15. dbra). Munkdink Iényegét talalmanyi védelem és
tovabbhasznositds céljabdl az EPO altal 2006-ban, majd a WIPO 4dltal 2007-ben regisztralt

szabadalmi beadvanyban foglaltuk 6ssze [147].
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15. abra. Az autofluoreszcencian alapulé ,nem destruktiv’ mintaelemzés és kivalasztas a fluoreszcens
képanalizis elvét koveti. Egy adott sajatossagu (1), targylemezen elhelyezett (2) minta tobb csatornds
(paraméteres) letapogatdasaval (4, 6, 7) nyert autofluoreszcencia adatokat elemezve a keresett relevans részlet
(region of interest, ROI) azonositasat és kijelolését (8) teszik lehet6vé a nélkil, hogy a minta sérilne, ill.

elhasznalédna.
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Az autofluoreszcencia szévettani vizsgdlat gyakorlatban vald kiterjesztésére egyidejlileg egy
tissue microarray (TMA) elemz6 moédszer is védelem ald kerllt, mely a TMA-ban
elhelyezked6 mintadk minGségi tulajdonsagait képes megvizsgalni [148]. A TMA lényegében
egy sok szovetmintat meghatarozott elrendezésben tartalmazo széveti multiblokk, melybél
szamos (akar 50-100 db) azonos tartalmi metszet készithet6. A microarray mintak
hatékony alkalmazasanal, de kiléndsen automatizdlt kiértékelésénél fontos az egyes
mintak osszetételének ismerete, mely az egyes prepardtumokban, metszetekben a szévet 3
dimenzids kiterjedésébdl addéddan valtozik. Ennek a problémdnak az ellen6rzésére,
elsésorban ipari felhaszndldsra (fehérje expresszids vizsgalatok a gydgyszerfejlesztésben)
kidolgoztuk a microarray preparatumok autofluoreszcencidn alapuld mindségvizsgalati

madszerét, melyhez lényegében az autofluoreszcencia szovettan technikajat vettik alapul.

3.6. Mutans fehérjék kimutatisa mutacié  specifikus antitestek

alkalmazasaval: a BRAF-mutacio szovettani kimutatasa

A genetikai eltérések, beleértve a kisméret(i szekvenciahibak (pontmutacidk, rovid in/del) a
kédolt fehérje mennyiségének valtozdsdn keresztil, indirekt mddon is vizsgdlhatdk a
daganatos sejtekben. A mutdcié rdaddsul az esetek egy részében a kédolt fehérjék
megjelenésével is jar. Ezt haszndlja ki azon megkdzelités, ami a megvaltozott szerkezet(
mutdns fehérjék elleni specifikus antitestek el6allitasaval a mutacié kimutatdsara iranyul. A
maddosult fehérje szbvettani demonstrdldsa a mutdns allél expresszidjanak tényleges
bizonyitéka, egyben hasznos lehet6ség a molekularis genetikai hattér morfoldgiai
relacidinak elemzésére. A mutdcidé szenzitiv antitestek kiilonb6z6 affinitassal és igy eltérd
gyakorlati alkalmazhatésaggal rendelkeznek. Az utdbbi évek egyik leghatékonyabb ilyen
fejlesztése az Ujabban kommercialisan is hozzaférhet6 BRAF fehérje ellen termelt antitest,
mely a V60OE mutdns specifikus kotésével szovettani vizsgdlatokra is alkalmas.

A BRAF gén 15-6s exonjdban a V600E aminosav cserét eredményezé mutdcidja szamos
daganattipusban bizonyult gyakorinak és klinikailag is jelent6snek. A BRAF szerin/treonin
kinaz fehérje az EGFR/RAS/MAPK jelatviteli dtvonal fontos képvisel6je. A mutacié az
Utvonal aktivacidja révén fokozott sejtaktivitast, sejtciklus tevékenységet és
géntranszkripcidt eredményez, ennek hatasara a prognosztikailag kifejezetten el6nytelen. A
V600E mutdcié el6forduldsa valtozatos a szolid tumorokban, leggyakrabban

pajzsmirigyrakban és melanomadban irtak le. A hajas sejtes leukémia klasszikus tipusdban az
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esetek gyakorlatilag mindegyike V600E mutaciot hordoz, igy ebben a betegségben a
mutacid kimutatdsa diagnosztikus értékd. Melanomaban, késébb mds daganattipusban a
mutans BRAF elleni kismolekuldval (vemurafenib) kimagasléan jo kezelési eredményeket
értek el [149], ezért a BRAF-mutacid prediktiv paraméter, ami a BRAF-gatlo kezelések
indikaciojaul szolgal. A V600E kimutatasa tehat sok szempontbdl indokolt és rutin eljaras az
onkoldgiai diagnosztikaban.

A V600E mutdcidra specifikus VE1 egér monoklonalis antitest klon (Ventana Medical
Systems, Tucson, AZ) az irodalmi adatok szerint alkalmazhaté a BRAF-mutdcié szdvettani
kimutatasara [150;151]. A VE1 antitesttel kapott immunhisztokémiai eredményeink kivalo
egyezést mutattak a szovetbdl izolalt DNS-b4I végzett, PCR reakciét kdvetéen kimutatott
szekvenalasi adatokkal melanoma mintdkon. Erdekl&désiink kdzéppontjaba a Langerhans-
sejtes hisztiocitdzis (LCH) azért keriilt, mert a betegség rendkiviil sokféle manifesztaciét
mutat [152;153]. Gyakorlatunkban tébb lokalizalt, kedvezé kimenetell elvaltozas mellett az
utébbi 10 évben néhany gyors lefolyasu, terdpiarezisztens gyermekkori eset is el6fordult.
Vizsgalatainkban ezért a BRAF mutdcid gyakorisagat és jelent6ségét elemeztik gyermekkori
LCH-ban a kimenetel szempontjabdl. Célunk ugyanakkor a VE1 mutacid specifikus antitest

klinikai validacidjanak elvégzése is volt a rendelkezésre allo szévettani mintakon.

16. abra. VE1 immunhisztokémia a mutans (V600E) BRAF kinaz kimutatasara LCH csontvelSi metasztazisaban. A
HE festéssel gdcba tomoriilt neoplasztikus hisztiocitas (balra) szelektiv és homogén intenzitasi mutans fehérje
expressziot mutatnak (jobbra) VE1 reakcidét kovetGen. A kornyez6 reaktiv limocitak és a csontvelSi stroma

negativ. Vad tipusi BRAF fehérje expresszidja esetén jel6l6dés nem volt lathatd (400-szoros eredeti nagyitas).

Az ugyanabbdl a formalinban fixalt, paraffinba dgyazott szovetbdl parhuzamosan elvégzett

DNS-alapui PCR és immunhisztokémiai elemzés 14/15 esetben (93,3%) mutatott egyezést.
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BRAF mutaciét 8/15 esetben (53,3%) tapasztaltunk. A nyolc V600E mutans LCH-bél 4
végz6dott a beteg haldldval, mig a vad tipusu betegség mindegyike meggyodgyult.

A V600E mutacié kimutatasa egy esetben tért el az alkalmazott két mddszer kdzott: a
PCR/szekvenalads negativitdsa mellett immunhisztokémiailag pozitiv jel6l6dést észleltiink az
amugy morfoldgiailag igazolt tumoros sejtgdcokban. Ebben az egy mintdban a tumorsejtek
aranya meglehetésen alacsony volt (5-10%) és a DNS-vizsgalat céljabol készitett
sorozatmetszetekben nyilvanvaldan tovabb csékkent. A molekuldris negativitast elsésorban
tehdt az alulreprezentalt tumorsejt mennyiség okozhatta. A morfoldgiai és specifikus
immunprofil (CD1a+, S100+) alapjan ezeket a sejteket szOvettanilag kdnnyen azonositottuk.
Vizsgalataink kitértek a VE1 specifikus jelol6dés intenzitasara és eloszlasara is.
Tanulmanyunkban az irodalomban is gyakran emlitett haromfokozatu skalat (0, 1, 2)
alkalmaztunk az immunpozitivitds egyszerli mennyiségi megitélésére (150, 151). Az egyes
metszetekben a pozitivitds mértéke jellemz6en konstans volt, eltéréseket az egyes
tumorsejt gocokon belil és a gécok kdzott sem tapasztaltunk egyazon mintdban (16. dbra).
Az intenzitas mértéke ugyanakkor esetenként eltért, ennek azonban az expresszid bioldgiai
hatterén tul szamos technikai oka lehet, ezért tovabbi kovetkeztetéseket nem tudtunk
levonni. Tapasztalatunk szerint a mutdns fehérje citoplazmikus expresszidja egyazon LCH-s
daganatszovetben meglep6en homogén és allandd, a pozitivitds nem kilonbozik a f6bb
tumoros gbécok és a periférids szatellit szigetek, vagy az intersticidlisan a

csontvel6parenchimaban szérédott sejtek kozott.

3.7. Szoveti és sejtszintii vizsgalatok perspektivai a molekularis genetika és

genomszekvenalas koraban

A morfoldgiai alapu tesztek egyik elénye, hogy a mikroszkdépos kép alapjan minden Uj
bioldgiai informdcié a mar ismert szoveti paraméterekhez kdthetd. Kisérletes koriilmények
kozott a sejtekben, modellrendszerekben létrehozott, vizsgalt eltérések tobbnyire
egyformak, homogének. A szbvetek Osszetétele a patoldgiai mintakban ugyanakkor igen
valtozatos, a vizsgalati eredmények a sejtes Osszetételnek megfelel6en értelmezendék,
gyakran a ritka események meghatarozodak. Ezért a szbveti szint(i vizsgalatokra, validaciora
a legprecizebb molekularis eredmények birtokaban is szlikség van. Kilondsen igaz ez abban
az esetben, amikor a vizsgalt minta eleve heterogén bioldgiailag, azaz egyes paraméterekkel
nem, vagy csak nehezen jellemezhetd. llyenkor az elvaltozast felépitd sejteket legfeljebb

szubpopulacidk szintjén lehet jellemezni. A bioldgiai folyamatok alapegysége a sejt, a
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szoveti paramétereket az azt alkotd sejtek molekularis felépitésébdl, mikodésébdl, kéros
viselkedésébdl lehet 6sszerakni. Munkdink az 1990-es évek kdzepétdl arra irdnyulnak, hogy
a daganatokra jellemz6 genetikai és bioldgiai heterogenitdst minél pontosabban, a

szubkldnok, az egyes sejtek szintjén tudjuk megismerni.
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4. A Kkromoszomalis eltérések elofordulasa és jelent6sége a daganat

progresszio és heterogenitas létrejottében

Kutatasaink soran kiilonféle szovetekbdl szarmazd daganattipusokban a kromoszomalis
hibak, szlikebb értelemben a kdpia szdm eltérések eloszlasat és heterogenitdsat, illetSleg
kialakulasanak jellegzetességeit, mechanizmusat és ezek klinikai jelentségét
tanulmdnyoztuk. A kérdés vizsgdlata tobbnyire betegekbdl szarmazé, valds daganatos
mintakon tortént és lehet6ség szerint az észlelt eltérések patoldgiai és klinikai
Osszefliggéseit is elemezni kivantuk. A kivdlasztott terliletek a kromoszomalis és génhibdk
tobb aspektusat is felolelik.

Els6ként a cervixrak el6allapotanak tekinthetd prekancerdzus allapotokban (SIL) human
papillomavirus fert6zéssel kapcsolatban észlelhet6 DNS-ploiditds eltérések és azok
kromoszomalis szintl megfelel6inek preciz vizsgalatat ismertetjik (4.1. fejezet). Kiilondsen
azért érdekes ez a kérdés, mert itt a genetikai zavar hatterében konkrét etioldgiai tényez6
(HPV) ismert, a mérési eredmények, genetikai eltérések, szovettani osszefliggések konnyen
Osszeilleszthetdk.

A tovabbiakban a primer tumorokban mar észlelt kromoszomalis hibakat és funkcionalis
Osszefliggéseket vizsgaltunk szolid daganatok korai tumorsejt disszeminaciéja soran (4.2.
fejezet). A sejtek azonositdsa utan az azokban taldlhaté genetikai eltérés kimutathatdsaga
volt a kérdés, ennek érdekében neuroblasztdma mintakon és csontvel6bdl vagy periférias
vérb6l kinyert disszemindlt neuroblasztoma sejteken végeztiink 6sszehasonlitd
vizsgalatokat. E mellett eml&rakos betegek vérébdl is sikerrel mutattunk ki daganatsejteket,
melyek funkciondlisan is eltéré jellegzetességeket mutattak.

A harmadik targyalt témakor a képiaszam eltérésekhez és az aneuploididhoz potencidlisan
elvezet6 sejtosztddasi zavarok egyes aspektusait elemzi (4.3. fejezet). A mitotikus kinazok
deregulacidja kozevtlen Gsszefliggésben all a daganatos fenotipussal, kromoszémaszam
eltérésekkel, mikronukleusz képzG6déssel vagy a sejt elpusztuldsaval. Munkaink soran
elsGsorban az Aurora kindz csalddba tartozd Aurora B expresszidjat, ill. annak hatdsait

vizsgaltuk emlGrakban és agressziv limfomakban.
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4.1. DNS-ploiditds és kromoszomalis instabilitds onkogén HPV fertézéssel

osszefiiggésben cervix citologiai preparatumokban
4.1.1. Cervikdlis 1ézidk és HPV infekcié

A humadn papillomavirus (HPV) fert6zés és a cervix prekancerdzus allapotainak fennallta
kozott Osszefliggés az utdbbi évtizedek egy legjelentésebb felfedezése a daganatkutatasban
[154;155], melyet nemrég az orvosi Nobel-dij odaitélésével is elismertek [156]. Az onkogén
HPV tipusok felelnek a hamsejtek sejtciklus szabalyozasanak zavaraért, a replikdcids
hibdkért, melyek durva genetikai instabilitdst eredményeznek a fert6zés elhlizédasaval
[157]. A virus asszocidlt bioldgiai eltérések sejtmorfoldgiai szinten is észlelhet6k. A
specifikus és nem is mindig kifejezetten jelentGs. A cervix citoldégiai mintdk egységes
megitélését célzd Bethesda-osztalyozasnak megfelel6en a squamosus intraepithelialis 1ézi6
(SIL) egyértelmlen HPV asszocidlt prémalignus allapot, ami cervixrdk kialakulasanak

lehetGségét jelzi [158] (1. tablazat).

Diagnosis

Normal
Inflarnmation

Alypical squamaus cells of unknown
significance (ASCUS)
ASCUS favor inflammation/reactive
ASCUS favor dysplasia

Alypical glandular cells of unknown
significance (AGUS)
AGUS favor inflammationfreactive
AGUS favor dysplasia

Low-grade squamous Intraepithelial
lesion
Cellular changes consistenl with HPV
Mild squamous dysplasia

High-grade squamous intraepithelial
lesion
Moderate squamous dysplasia
Severe squamous dysplasia
Carcinoma In situ

Squamous cell carcinoma
Adenocarcinoma

Inadequate specimen
Satisfactory bul limited
Unsatistactory
Salisfactory bul limited/negative
Satisfactory bul limited/inflammation
Satistactory bul limited/ASCUS

1. tablazat. A Bethesda —rendszer a cervikdlis citoldgiai eltérések jellemzésére (forrds: Cleveland Clinic Medical

Education honlapja)

A SIL spektruman beltil megkllonboztetiink low-grade (LSIL) és high-grade (HSIL)
eltéréseket, az alacsony rizikéju esetek sokkal gyakrabban fejlédnek vissza spontan. Ezért

kiilonésen a high-grade elvaltozdsok igénylik a folyamatos kovetést és tovabbi
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vizsgalatokat. Ismert, hogy a HPV kilonboz6 tipusai a cervixrdk rizikdjaval szintén
Osszefliggést mutatnak, ezért a virus pontos tipizaldsa a cervixrdk diagnosztikdjanak fontos
része. Ezzel szemben vannak a tumorigenezis szempontjabdl bizonytalanul megitélhetd

kategdridk is (ASCUS és AGUS).

4.1.2. HPVindukdlta genomikus eltérések

A cervix hdmban észlelhetd, HPV indukalta citoldgiai eltérések jelentds mértékben a sejtek
magjaban manifesztalédnak, ahol szinte minden megvaltozik a normdlishoz képest. A
sejtmagok megnagyobbodnak, a kromatin fellazul, de roégossé valhat, esetenként
kifejezetten sotét fest6désl (diszkariozis) [159]. Mindezek a DNS aktivitdsa mellett a
kromatin mennyiségének a novekedésére utalnak. A citometriai lehet6ségek elterjedésével
ismertté valt, hogy a cervix dysplasia kapcsan egyes sejtekben jelentés aneuploidia alakul ki,
mely az atipusos sejtmag megjelenés egyik fontos oka. A DNS citometria a DNS-hez
stochiometrikusan kot6d6 festék emittalt (fluoreszcens DNS-festék, pl. DAPI, Pl) vagy
elnyelt fényébdl (Feulgen festés) a teljes DNS mennyiségét tudja meghatarozni. A DNS
eltérések ugyanakkor prekancerdzus dllapotokban random moddon és viszonylag ritkdn
észlelhet6k, ami megfelel a HPV indukalta, multiklonalis diszplazia talajan végbe mend
soklépcsds kancerogenezis elméletének [160]. Fontos azt is megjegyezni, hogy a HPV
valamennyi tipusdban leirtdk a virus poliploidizdlé hatdsat, azaz olyan sejtek képz6dését,
amelyek endomitosis révén a normadlis genom (2c) egészszdmu tobbszordsét tartalmazzak
[161;162;163]. Ez a folyamat 6nmagdban poliploid ériassejtek kialakulasahoz vezet, melyek
DNS tartalma 4c, 8c, esetenként ennél lényegesen magasabb. A hipotézis szerint ezzel
parhuzamosan a virus indukdlta kromoszomalis instabilitas is fellép (nCIN, sCIN). Ennek
eredményeképpen az abnormdlis, aneuploid sejtek képzG6dése tehat viszonylag
egyértelmiien a magas rizikéju lézidkra jellemzG. A vegyes, diszplasztikus sejtpopulacidkban
az aneuploidia jellemzésére a nem egész szamuU megtobbszér6z6dott DNS-tartalmu
oriassejtek (>5c, ill. >9c) haszndlhaték. A >5c vagy >9c DNS tartalmu sejtek ugyanis
kifejezett atipiadt, driassejt méreteket vesznek fel, jelenlétiik konnyen meg is mérhetd.
Mindezek alapjan akar indikatorként, a virus indukalta aneuploidia surrogate markereként
is alkalmazhatéak hagyomanyos mérések kapcsan, (pl. Feulgen-festés alapu statikus
citometridval). El6forduldsuk azonban ritka, a sejtek nem kezelheték egy
szubpopuldcidként, megtaldldsuk és azonositasuk megfeleld érzékenységl automatizalt

rendszer alkalmazasdaval valik igazan hatékonnya. Az abnormalis DNS-tartalom, az ebben
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szerepet jatszd HPV citopatids hatds, és a kilonféle cervikalis |ézidk kozotti 6sszefliggések
vizsgalatdra DNS-tartalom méréseket végeztiink laser scanning citométer segitségével és az
eredményeinket a virus tipizalds adataival, valamint a klinikai kimenetellel is egybe
vetettlk. Kivancsiak voltunk tovabbad a ritka, de igen magasan aneuploid sejtek
kromoszomalis 0Osszetételére is, ennek érdekében a DNS-méréseket célzott FISH

vizsgalatokkal kombinaltuk.

4.1.3. DNS-tartalom eltérések HPV-asszocidlt cervikdlis 1éziokban: a stlyosan aneuploid

sejtek (>5¢, >9c) kimutatdsa LSC mddszerével

Mivel a fokozddd sejtatipidval az aneuploid sejtek megjelenésének gyakorisdga is egyre
valészinlbb, els6 kérdésiink a DNS-tartalom alapjan meghatdrozott aneuploidia foka és a
HPV-tipusa kozotti részletes 6sszefliggésekre irdnyult a kiilénb6z6 Bethesda kategdridkban.
Ennek érdekében a citoldgiailag definialt lézidk folyadékalapu preparatumait (Cytolyt,
Cytyc, Boston, USA) DNS-festést kovetGen automatizalt rendszerben DNS-tartalom
vizsgalatnak vetettiik alda LSC mddszerrel. A DNS festést propidium jodid (50ug/ml) oldattal
végeztik a megfelel6 koncentracidji RNase (200ug/ml) jelenlétében. Legalabb 10.000 sejt
automatikus scannelése és sejtmag-fluoreszcencia mérése tortént preparatumonként. A
mérési mddszer lehetdséget biztositott a DNS-tartalom és egyés sejtparaméterek (feliilet,
konvexitds, fényelnyelés) diagrammon torténé dbrazoldsara és az egyes értékekhez tartozo
sejtek relokalizacidjara a késziilék mikroszkdpjaban. A sejt kiilleme és a diszplazia mértéke
igy direkt médon meghatarozhaté volt.

Ezzel parhuzamosan a citoldgiara levett folyadékbdl DNS izolalast kovetéen (DNA Mini Kit,
Quiagen, Hilden, Németorszag) a HPV genom kimutatasara kett6s PCR amplifikalast
végeztiink a GP5/GP6 ill. a MY09/MY11 konszenzus primer parokkal [164]. A HPV-specifikus
és a kontroll béta-globin PCR termékeket 2% agardz gélen ethidium-bromid festéssel
ellenériztlik, majd tisztitasi Iépés kovetkezett (High Pure purification kit, Roche Diagnostics,
Mannheim, Németorszag). Az egyirdnyu szekvenalas a GP5 ill. a MY09 primerekkel, a Big
Dye Terminator szekvenald kit alkalmazdasdaval tortént, a szekvencia meghatarozast az ABI
Prism 310 (Applied Biosystems) késziilékkel végeztiik. A virus szekvenciakat a GeneBank
adatbank referencidival 6sszevetve a Blast szoftver (Blast, Pittsboro, USA) segitségével
azonositottuk.

sz

besorolhatd mintakat hasonlitottunk 6ssze, 63 LSIL és 49 HSIL elemzésére kerult sor. A
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preparatumokban az aneuploid sejtek szama viszonylag alacsony volt, >5c sejteket
mintanként 1-100, >9c sejteket pedig 1-19 szdmban tudtunk kimutatni. Pozitivnak egy
mintat akkor tekintettiink, ha legalabb két, a mikroszképban morfoldgiailag is igazolt ilyen
esemény el6fordult. Az aneuploid sejtek megjelenése az alacsony (LSIL) és magas rizikéju

(HSIL) csoportban jelentds eltéréseket mutatott (17. abra).
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17. dbra. A >5c és a>9c aneuploid sejtek gyakorisaganak megoszlasa 63 LSIL és 49 HSIL cervikalis [ézi6 esetén.

A HSIL csoportban a teljesen negativ esetek aranya 3/49 (6,1%), ugyanez a LSIL esetében
18/63 (28,6%) volt (p<0,05). Ezzel parhuzamosan a >9c sejtek el6forduldsa a HSIL esetén
45/49 (91,8%), mig LSIL diagndzis kapcsan csupan 5/63 (7,9%)-nak bizonyult (p<0,05).
Onkogén HPV tipus jelenléte volt igazolhatd az LSIL esetek 76%-aban és a HSIL esetek 96%-
aban. A HPV negativ, vagy nem onkogén besorolasu (low-risk) HPV fert6zés esetén az LSC
vizsgalat nem eredményezett egyértelmlien magasan aneuploid sejteket. A leggyakoribb
onkogén tipus, a HPV 16 esetében az >5c illetve a >9c aneuploid sejtek 56,0% ill. 41,7%
gyakorisaggal jelentkeztek. Az altalunk azonositott, ritkdbban el6forduld, de a szakirodalom
altal egyértelm(ien magas rizikdjunak tartott HPV (HPV 18, 31, 33, 45, 66 és 70) fert6zések
kapcsan szintén gyakori volt a >5c ill. >9c driassejtek jelenléte (80,0%, ill. 31,4%). Az
ismeretlen onkogén potenciallal rendelkez6 virus esetén (6 eset) 50%-ban észleltiink >9c
aneuploid sejteket. Az >5c sejtek mennyisége minden esetben meghaladta a >9c sejtek

szamat, annak akar tobbszorosével is. Mindezek alapjan elmondhatd, hogy igazan markans

55



dc_1004_15

eltérést a >9c sejtek megjelenése és gyakorisaga mutatott a HSIL morfoldgidval
Osszefliggésben.
Kalén tanulmdnyban foglalkoztunk a Bethesda-osztalyozdsban elkilonitett atmeneti

”

citolégiai kategdriaval, amit ,atypical squamous cells of unknown significance ” néven
hataroztak meg (roviditve ASCUS). Ebbe a csoportba a bizonytalan atipusos morfoldgiai
jelekkel rendelkez8, de nem negativ citoldgiai preparatumok keriilnek. Osszesen 44 ASCUS
mintat megvizsgalva 27%-ban észleltlink onkogén HPV genomot, 7,0%-ban pedig durva
aneuploid (>9c) sejteket, valamennyi onkogén HPV pozitiv. A virustipizalds és a DNS-
tartalom mérések egyarant azt mutattak, hogy az ASCUS kategéria bioldgiailag leginkabb a
békésebb LSIL csoporthoz hasonlit, de a kiegészit6 DNS-vizsgalatokkal a progressziv
hajlamot mutatd esetek jol megkozelithet6k.

Egy tovabbi elemzéssel a patoldgids citoldgiai eredmény és az aberrdns ploiditds hatasat
részletesen megvizsgdltuk a szoveti progresszid szempontjabdl. Az el6z6ekben leirt mddon
meghatarozott HPV-tipus és DNS-mérési értékeket a klinikai kovetés soran kapott
szovettani adatokkal hasonlitottuk 6ssze. A kovetés végpontjaként a mitétileg eltavolitott
cervix konizdtumban észlelt eltérések, a cervikdlis intraepithelialis neoplasia (CIN)
szOvettani sulyossaganak, ill. a manifeszt (microinvaziv) cervixrak jelenlétének

megallapitasat tekintettiik (2. tablazat).

ASCUS LSIL HSIL All Bethesda classes
Diagnosis Total HR-HPV 9c¢ Cells Total HR-HPV 9c¢ Cells Total HR-HPV 9c Cells Total HR-HPV 9c¢ Cells
Returned to normal® 41 9 0 34 2 1 1 1 0 76 32 1
No change® 0 0 0 4 2 0 3 3 3 7 5 3
CIN1 1 1 1 5 4 1 4 4 4 10 9 6
CINII 0 0 0 9 9 1 10 9 9 19 18 10
CIN I/ CIS 2 2 2 7 7 2 3l 30 3 40 39 33
Microinvasive carcinoma 0 0 0 0 0 0 2 2 2 2 2 2
Total 44 12 3 59 44 5 51 49 47 14 105 55
ASCUS: atypical sq cells of undetermined signifi LSIL: low-grade sq intraepithelial lesions; HSIL: high-grade intraepithelial lesions; HR-HPV: high-risk human papillomavirus; 9c Cells:

cells with nuclear DNA content > 9c; CIN: cervical intraepithelial neoplasia; CIN IHII: Class IHII CIN: CIS: carcinoma in situ.
* Individual dasses reflect the frequency of high-risk human papillomavirus infection and the occurrence of 9c cells.
b Only cytology and human papillomavirus typing without surgery.

2. tablazat. A >9c aneuploid sejtek el&forduldsa cervikalis 1ézidkban és Osszefliggése a szovettanilag igazolt

neoplasztikus eltérésekkel

Eredményeinkbdl - nem meglepé mddon - kideriil, hogy a citoldgiailag véleményezett SIL
besorolas és a szbvettanilag a késSbbiekben kimutatott neoplasztikus hamelvaltozas
mértéke Osszefligg. Ezzel parhuzamosan azonban a >9c sejtek el6forduldsa is szorosan
kapcsolddik a kdvetés soran észlelt cervikalis intraepitelialis neoplazia (CIN) mértékéhez. A

legtobb >9c aneuploid sejtet a legsulyosabb szévettani elvaltozdsokban lehetett kimutatni,
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a CINIll/carcinoma in situ szOvettani eredménnyel Osszefliggésben a gyakorisag 29/31
(93,5%), a tanulmanyban szereplé két microinvasiv carcinoma mindegyike pozitivnak
bizonyult. Az észleléseket az ellenkezd irdnybdl visszaellenérizve az el6bbieket megerdsitd
tendenciat tapasztaltunk: a progressziét nem mutatd (visszafejlédott vagy valtozatlan)
eltérésekben a >9c aneuploidia egyaltalan nem volt jellemz& (3/83, 3,61%). Statisztikai
elemzéseink azt mutattdk, hogy a szovettani CIN graddusok azonositasdahoz a >9c sejtek
kimutatasa szenzitivitdsban alulmarad a morfoldgiai HSIL ill. az onkogén HPV-tipusok
igazolasdval szemben, a specificitds azonban pontosan megegyezik a citomorfoldgia altal

elérhetbvel és meghaladja a pusztan a HPV eredményre alapozott értékeket (3. tablazat).

No. of patients

Sensltivity (%) Specificity (%)
Parameter CIN+ CIN I+ CIN III/CIS CIN+ CIN I+ CIN TI/CIS
HSIL 47171 (69) 43/61 (70.4) 33/42 (78.6) 79/83 (95) 85/93 (91.3) 94/112 (839)
LSIL+ 68/71 (96) 59/61 (96.7) 40/42 (95.2) 41/83 (49) 42/93 (45.1) 12112 (375)
HR-HPV 68/71 (96) 59/61 (96.7) 41/42 (976) 46/83 (55) 47/93 (50.5) 48/112 (42.8)
9¢ Cells 51/71 (71) 45/61 (73.7) 35/42 (833) 79/83 (95) 83/93 (89.2) 92/112 (82.1)

CIN: positive for cervical intraepithelial neoplasia; CIN I1, CIN III: Class Il and III CIN: CIS: carcinoma in situ; HSIL: high-grade squamous intraepithelial lesions; LSIL+: low-grade or greater squamous intraepithelial
lesions; HR-HPV: high-risk human papillomavirus; 9c Cells: cells with nuclear DNA content > 9c.
* Sensitivity and specificity were calculated for high-grade sq intraepithelial lesions, low-grade or greater sq intraepithelial lesions, high-risk human papillomavirus, and 9c cells.

3. tablazat. A citomorfoldgia, a HPV-tipus és a >9c aneuploid sejtek gyakorisaga a cervicalis intraepithelialis

neoplasia (CIN) ktlonb6z6 fokozataiban kévetéses vizsgalataink soran.

A szOvettanilag azonosithatd neopldzia valamely fokat végpontként tekintve az aneuploid
oridssejtek progresszidra vonatkozd pozitiv prediktiv értéke (PPV) ugyanakkor kifejezetten
jobb, mint amit a citolégiai vélemény, ill. az onkogén HPV tipus kilon-kilon jelez (4.

tablazat).

PPV (%)
CIN class Positive cytology HR-HPV 9¢ Cells
CINI 1.1 64.7 074
CINTI 06 56.1 818
CIN 1I/CIS 272 431 636

CIN: cervical intraepithelial neoplasia; CIN H1I: Class 111 CIN: CIS: carcinoma in situ.

4. tablazat. Cervikalis intraepitelialis neoplazia klinikai fokozatainak predikcidja a cervix citoldgiai prepardtum
elemzésével (n=154). A >9c aneuploid sejtek statisztikailag szamolt pozitiv prediktiv értéke (positive predictive

value, PPV) meghaladja a citoldgiai SIL diagndzis, ill. a magas rizikdju HPV kimutatas kapcsan jellemzét.
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4.1.4. Kromoszdmadlis instabilitds vizsgdlata magas-rizikéju SIL-ben

A gyakori aneuploidia és a magasan aneuploid sejtek jelenléte a cervikalis lézidkban felveti
a HPV virusok okozta kromoszomdlis, ill. mitotikus instabilitds jelent6ségének a kérdését a
cervixrak kialakuldsaban. A korai cervixrakban, ill. el6alakokban erre utalé adatok azonban
[ényegében nem taldlhatdéak az irodalomban. A poliploid ill. aneuploid sejtmagokban a
kromoszémak szama és ardnya a sajat és mas mérési eredményeknek megfelelen a
normalistdl (2 képia) lIényegesen el kell térjen. A korai hamlézidkban az eltérések ritkak és
random jellegliek, azaz relevans kromoszédma hibat nagy tomegben azonositani aligha
lehetséges. A kromoszémaszintl eltérések sejtenkénti vizsgalata diszplasztikus
sejtpopulacidkban korabban technikai korlatokba Gtkozott. A  kérdés részletes
tanulmanyozasara a ritka aneuploid sejtek, minor sejtpopulaciék azonositasa utan az egyes
kromoszémak sejtenkénti meghatdrozasaval a FISH mddszere kivald lehet6séget nydjt. Az
automatikus DNS-tartalom mérés (LSC késziilékkel) ezt a megkozelitést kilénlegesen
hatékonyan tdmogatja, hiszen az egyes kéros hamsejtek — igy a jelent6s aneuploidiat
mutatd sejtek is - tobb ezer nem relevdns sejtféle kozott azonosithatok és a kiszdrt sejtek
visszakereshet6k, morfoldgiailag is megitélhet6k. A koordindtak taroldsdval ugyanazok a
sejtek Ujra értékelhet6k. Mddszeriink segitségével a DNS-index (DI) alapjan kivalasztott
aneuploid cervikdlis hamsejtekben FISH jel6léssel a megcélzott szekvencia koépidkat
sejtmagonként meg tudtuk hatdrozni. A teljes genomra, ill. valamennyi kromoszémara
vonatkozoan természetesen ilyen vizsgdlatok nem torténhettek, de két kivalasztott
kromoszéma (a 3-as és a 17-es) centromerikus FISH jeleinek szama és egymdashoz vald
viszonya alapjan a kromoszomalis instabilitas jelenségét a poliploidizacié soran az elsék
kozott sikerllt bemutatnunk.

Kisérleteinkben magasan poliploid/aneuploid cervikalis sejtekben kerestiink specifikus
kromoszéma kdpiaszdm eltéréseket a HSIL diagndzisu és igazoltan onkogén HPV fert6zott
preparatumokban. A hyperdiploid kéros sejteket a 3-as és a 17-es kromoszémara specifikus
FISH reakcidt kévetGen az LSC mikroszkdpjaban relokalizalva elemeztik Ujra. A FISH reakcio
alfa-satellit DNS prébakkal tortént, amelyek a célkromoszdmdak pericentromerikus
mégpedig sejtmagonként. Vizsgdlatainkban a Vysis cég (Dovers Grove, CA) direkt
fluorokrémmal konjugdlt CEN3 ill. CEN17 DNS-prébait alakalmaztuk. A specifikus jelek
kiértékelése soran az egy sejtmagra jutd centroméra kdpiaszamok keriiltek meghatdrozasra
a kivalasztott abnormis DNS-index-szel (DI) rendelkez6 sejtek visszakeresése utan (18.

abra).
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18. abra. Poliploid sejtek azonositdsa 3-as és 17-es kromoszéma specifikus alfa-szatellit FISH alkalamzdsaval.
A: diszomia (2 piros és 2 zold jel) mellett, az aktualis DI=1,03; B: tetraszomia (4/4 jel) (DI=2,64) és C: oktaszémia

(8/8 jel)(DI=7,40) gyakran mutathato ki cervikalis hamsejtekben.

A piros (3-as kromoszéma) és z6ld (17-es kromoszéma) fluoreszcens jelek leolvasdsa utan a
poliploid/aneuploid tartomanyba esé sejtekben a jelek szama alapjan kalonféle
kombindacidkat kaptunk. Osszességében jelent8s valtozasokat, dontSen nodvekedést
tapasztaltunk a normalis (2n) képiaszdmhoz képest, az eltérések mindkét kromoszéma
esetében nagymértékben 6sszefliggtek a mért DNS-tartalommal. A két itt alkalmazott (3-as
és a 17-es) centroméra jeldlés alapjan meghatarozott kdpiaszam a tapasztalataink szerint
altaldnossagban meglepden jél jellemzi az egyes sejtmagokban fennalld6 mennyiségi DNS
valtozasokat és a DNS-index-szel a kopiaszam jol korreldlt (p<0,05). Ugyanakkor a két
kromoszéma kopiaszdm eltérései sokszor nem parhuzamosan valtoztak és gyakran kaptunk

a normalis tobbszorosétdl eltérd, egyértelm(i aneuszOmiara utald értékeket.

% of cells with 3/17 imbalance
B8 85383388
1

10 S

5¢ 5¢-9¢ 9c
DNA content

19. abra. A tényleges 3-as vagy a 17-es kromoszéma kdpiaszam eltérést mutatd sejtek aranyanak valtozasa a
DNS-tartalom fliggvényében. A CEN3/17 egyensuly felboruldsa (imbalance) a fokozédd genetikai instabilitas
jeleként értelmezheté a poliploid/aneuploid HSIL esetekben. Az egyes preparatumokban észlelt, sszetartozd

értékek vonallal vannak 6sszekotve.
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A DNS-ploidia fokozdédasaval rdaddsul nem csak a kdépiaszdm emelkedett, hanem a két
kromoszéma kiegyensulyozott aranya is egyre inkabb eltolédott, helyette jelent6s
aranytalansagok jelentkeztek, melyeket a kromoszomalis instabilitds (imbalance)
mértékeként interpretaltunk (19. dbra).

Ezzel parhuzamosan a kromoszoémak szamdanak és ardnyanak az eloszldsa a DNS-tartalom
fokozddasaval egyre szélesebb skdldn mozgott, azaz egy mintan belll a 3-as és 17-es jelek
sejtenkénti aranya valtozatos lett, ami megfigyeléseink szerint spontan, egyedi kdpiaszdm
kombinacidkhoz vezetett. A magasan aneuploid cervikdlis hamsejtekben [atszélag
rendezetlen kromoszdma aranyok mellett a részletes FISH vizsgdlat ugyanakkor azt mutatta,
hogy bizonyos fixalt kromoszéma aranyparok (piros/zold imbalance értékek) a véletlen
statisztikai valészinliséget messze meghaladva fordultak elS. A tanulmany keretében FISH-
sel részletesen megvizsgalt 13 HSIL kozil harom esetben (23,1%) a DNS-tartalom alapjan
kisz(rt >9c aneuploid sejtek jelentds részében (>50%) ugyanaz az aberrans 3-as és 17-es
kromoszémaszam volt észlelhetd (20. dbra).

A lényegében fixalt aranyl 3-as és 17-es aneuszOdmiat mutatd sejtek ilyen magas aranya
random képz&dési mechanizmusokkal mar nem magyarazhaté. A jelenség sokkal inkabb
arra utal, hogy a HSIL itt kiszlirt eseteiben a HPV fert6zo6tt patoldgias hamsejtek
kromoszomalis eltérései részben klondlisak, és parhuzamosan vannak jelen a spontan
kialakuléd aberracidokkal. A kromoszomadlis szinten tapasztalhaté klonalitds minden
esetszamu vizsgédlatunkban kisz(irt betegek (3/13) ko6zil kett6 perzisztalé onkogén (magas
rizikéju) HPV-fert6zés mellett a klinikai kovetés soran késGbb CINI ill. CINIII szovettani
eltérést mutatott, ami a transzformacids hajlamot aldtdmasztja. A harmadik, FISH
eredmény alapjan klondlisnak interpretalt esethez viszont sajnos nem allt rendelkezésre

tovabbi adat a betegség kimenetelérdl.
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20. abra. Visszatérd, rogzilt kromoszomalis kdpiaeltérések FISH képe HSIL citoldgiai preparatumokban

azonositott >9c¢ aneuploid sejtekben. A 3-as kromoszdma pericentromerikus régidja piros, a 17-es kromoszéma
z6ld fluoreszcencidval van jeldlve, a sejtmag DNS kék (DAPI) szinben lathatd. Esetenként legaldbb 3 sejt
ugyanazzal a jel-kombinaciéval volt kimutathatd (case 6: 4/5; case 9: 3/4; case 13: 4-14/2). A 13-as esetben
(legalsé sor) feltehet6en a 3-as kromoszdéma pericentromerikus régidjanak tobbszoros torése és amplifikacidja

(chromoanagenesis) vezethetett a jelek szamanak igen massziv felszaporoddsahoz.
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4.2. Disszeminalt daganatsejtek azonositasa és jellemzése genetikai és
immunmarkerek alapjan

4.2.1. Neuroblastoma sejtek csontveldi disszemindcidjdnak vizsgdlata

A neuroblastomdban mar a 80-as években kimutatasra kerilt a csontvel8i disszeminacio
klinikai prognosztikai jelentésége. A betegség stddiummeghatdrozasahoz a nemzetkozileg
elfogadott rendszer (International Neuroblastoma Staging System, INSS) a
csontveldvizsgalatot sziikségesnek itéli, az ajdnlas azonban a hagyomanyos mikroszképos
vizsgalatok (Giemsa-festett csontvel kenet) szintjét praktikus okokbdl nem |épi tul [165].
igy a daganatsejtek nem elhanyagolhatd része elkeriili az azonositast és nem deriil fény
korai disszeminacid, az izoldltan el6fordulé sejtek klinikai jelentGségére sem. Ennek
athidalasara el6térbe kerilt a sejtek immuncitokémiai kimutatdsa [166;167;168], mely
gyorsan elterjedt, de a specificitds tekintetében jelentds kritikak is megfogalmazédtak.
Sajnos a daganatot dltalanossagban jellemzd bioldgiai vagy genetikai eltérésekrél maig sem
tudunk, a folyamat heterogén. A gyakoribb specifikus kromoszémahibdk ugyanakkor
viszonylag egyediek és 6nmagukban nem alkalmasak a célsejtek molekuldris azonositasara
[169;170]. FISH vizsgalattal kimutathatd gyakoribb eltérések kozé neuroblastomdban az
NMYC onkogén kdpiaszam valtozasa (génamplifikacid), az 1p36 kromoszdma régid delécidja
és a 17g kromoszémakar megtobbszoroz6dése (gain) tartozik [171;172;173;174].
Mindhdarom esetben kromoszomidlis szegmentdlis kdpiaszdm eltérésrél van sz6, amely
hagyomanyos FISH mddszerrel, a célrégidra és egy referencia régiéra specifikus DNS-préba
alkalmazasaval megvizsgalhato.

Az immunpozitiv sejtek a csontvel6 vagy vér preparatumaiban megfelel6 apparatussal
(automatizalt mikroszkdppal) célzottan kikereshet6k, sét, a daganatra leginkabb jellemzé
genetikai jellegzetességek és azok Osszetétele is kdvethet. Mindehhez a FISH mddszere
kivald lehet6séget biztosit, a primer tumorban észlelt eltérések az immunpozitivitas
specificitdsat is jelentésen ndvelni tudja. Célkitlizésiink az volt, hogy az AIPF metodikat
alkalmazva a vérbdl vagy a csontvel6 sejtszuszpenziébdl izoldlt mononuklearis frakciébdl
standardizalt koridlmények kozott minél nagyobb szamu (idedlisan 1 millid) sejtet
megvizsgaljunk és a daganatsejtek szamat a lehet6 legmagasabb szenzitivitds és specificitas
mellett meghatarozzunk. A molekularis citogenetikai elemzéssel a tumorsejtek genetikai
heterogenitasat és esetleges szelekcidés dinamikajat is meg kivantuk vizsgdlni. Ehhez a

német MetaSystems vallalkozassal kozosen egy automatizalt képanalizisen alapuld
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sejtazonositd eljarast fejlesztettlink ki, melyhez a sejtek immunfluoreszcens megjelenése
nyujtotta a tdmpontot.

A neuroblasztoma sejtek kimutatasanak kulcsa vizsgdlatainkban is a megfelel
specificitdssal rendelkez6 immunmarker. Neuroblastoma sejtek esetében régdéta ismert és
elismert sejtfelszini marker a gangliozidok csaladjaba tartozé glikolipid GD2 molekula, ami a
tumorsejtek felszinén nagy denzitdssal helyezkedik el [175;176]. A daganat azonositdsa
szempontjabol idedlis antigén és kivaldan detektdlhaté specifikus monoklonalis
antitestekkel [177;178]. Egyetlen hatranya azonban pont az expresszidé viszonylag magas
mértékébdl adddik: a GD2 a lebomld tumorsejtekbél a makrofagokba keriil fagocitdzissal,
ahol a lebontdsa igen lassu. Ennek eredményeként a mononuklearis sejtfrakcidban
esetenként GD2+ makrofagok jelenhetnek meg (transloading), ami a reakcid specificitasat
rontja. Kiulonosen igaz ez kemoterdpia utdn, amikor a daganattomeg pusztuldsaval

parhuzamosan a lebomlas és a fagocitdzis fokozott. A GD2+ makrofdgok ugyanakkor

morfoldgiailag jol felismerhetSk és természetesen genetikai eltérésekkel sem rendelkeznek

(21. abra).

21. abra. GD2 immunfluoreszcencia (balra) és NMYC FISH vizsgélat (jobbra) izoldlt neuroblastoma sejtek
azonositasara. Az erGsen regressziv morfolégiat mutatd sejtcsoport harom tagja (a bal oldali granulocitdt
leszamitva) egyértelmiien, de valtozatos mértékben gangliozid-GD2 pozitiv. A tumorsejtek jellemzésére
elvégzett FISH a két fels6 sejtmagban kifejezett NMYC génamplifikacidt jelez (kb. 50x zold jel/2 piros jel), mig a
csoport masik két tagjanal a FISH jelek aranya normalis (2 z61d/2 piros jel). A csoport legalsé sejtje (nyil) NMYC
amplifikacié hidnydban nem tekinthet6 tumoros neuroblasztnak, a makrofagok esetén gyakrabban tapasztalt

»transloading”jelenségét mutatja.

A csontvel6 aspiratumbdl szarmazé mononuclearis frakciét Ficoll-Hypaque izolalas és
megszamldlds utan targylemezre centrifugdltuk (Hettich 16 citocentrifuga) ugy, hogy
preparatumonként 10° sejt legyen jelen. A sejteket anti-GD2 antitesttel (mab 14.18 kidn,

R.A. Reisfeld, The Scripps Research Institute, La Jolla, CA) reagaltattuk, majd indirekt
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immunfluoreszcencia (anti-egér-FITC) modszerével a kotédést  detektaltuk.
Sejtmagfestésként DAPI/antifade (Vectashield, Vector, CA) oldatot haszndltunk. Az
immunfluoreszcencia kisz(résére automatizalt mikroszkdépos képanalizis rendszert
hasznaltunk (Metafer4/RCDetect, MetaSystems GmbH, Altlussheim, Németorszag),
melynek segitségével az immunpozitiv sejtek el6re kialakitott algoritmus szerint kerultek
kivalasztasra és digitalis rogzitésre. A sejtek koordinatdi alapjan az egyes alakok kés6bb
visszakereshet6k voltak, igy az alkalmazott FISH reakciét célzottan az immunpozitiv sejteken
értékeltik. Az NMYC (08-103-1), az 1p36 (D172/D171) és a 17q (411G7/22G12 ) FISH prdbak
a bécsi CCRI, St. Anna Kinderspital Tumor Citogenetikai Laboratériumdban késziiltek és
keriltek jelolésre, a BAC klénok eredetileg Dr. Mariano Rocchi (Dipartimento di Biologia,
University of Bari, Olaszorszag) laboratériumdabdl szarmaztak.

A kidolgozott AIPF kombindcié segitségével igazoltuk a korabbi felvetéseket, miszerint
lokalizalt neuroblastomaban is az esetek jelent6s részében kimutathaté csontvel6i
daganatsejt disszeminacié. A végeredményt kontrollalt korilmények kozott megvizsgalt 10°
csontvel6bdl izoldlt sejtre vonatkozdan allapitottuk meg. A GD2 immunpozitivitds
morfoldgiai vizsgalata kapcsdn némi korrekcidora volt lehetéség, mert az immunpozitiv
sejtek nem jelentéktelen része lebomld alakot, fagocita alpozitivitast jelentett. Ennek
kizdrdsa utdn a diagndziskor végzett automatizalt mikroszképos csontvel6vizsgdlat
valamennyi stadiumra vonatkozdan igen magas aranyu, 86,3%-os (57/66) neuroblasztémas
disszeminaciét mutatott a hagyomanyos csontvelSkenetek vizsgalatdval tapasztalt 46,9%-
kal szemben (31/66 eset) a neuroblastoma diagndzisa idején (p<0,05). Ennél még
markdansabb kllonbség volt tapasztalhatd a kezelések kontrolljaként végzett kovetéses
vizsgalatok alkalmaval, amikor az automatizalt AIPF keresés 50,0%-os taldlati ratdja mellett
a hagyomanyos citolégia csupan  12,8%-ban  allapitott meg  maradvany
csontvelGérintettséget  (p<0,05). Az  Osszesen 198  neuroblasztomds  beteg
csontvel6mintajara kiterjed6 vizsgalatunkban 94 esetén (47,5%) kevesebb, mint 100/10°
(azaz 0,01%) daganatsejtet azonositottunk, ami a megkozelités igen érzékeny jellegét jol
tukrozi.

Az ismert genetikai eltérések vizsgdlata disszeminalt neuroblasztéma sejtekben Iényegében
minden immunpozitiv esetben lehetséges volt. Az AIPF metodika soran végzett FISH reakcid
mindsége természetesen esetenként valtozatossagot mutatott és hibaként el6fordult, hogy
egyes GD2+ sejtek a targylemezrdl hianyoztak (lesodrédtak vagy letorl6dtek). A
rendszerszer(ien megvizsgalt harom leggyakoribb genetikai eltérés (NMYC, 1p36 és 17q)
szempontjabdl a hibalehet6ségek kizdrasa utdn lényeges heterogenitdst a szorddott

neuroblaszt sejtek kozott egyetlen mintan belll nem taldltunk. NMYC génamplifikacio
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esetén a csontveldi disszeminalt tumorsejtek teljes egésze amplifikaltnak, ennek mértéke
allandénak bizonyult és a kodpiaszam tekintetében megegyezett a primer tumorban
észlelttel. Hasonldképpen stabil eltéréseket észleltlink 17q gain és 1p36 delécidé esetén is.
Egyedil a megvizsgalt kromoszomak szama tekintetében voltak kimutathato kilonbségek, a
tumorban fenndlld aneuszémia (elsG6sorban a gyakran megjelend triszdmia) azonban
tendenciaszerlen jelen volt a disszemindlt daganatsejtekben. Az egyes kromoszoémak
képiaszamanak valtozatossdga azonban az alapvet6 strukturdlis aberracidk jelenlétét nem
befolydsolta. Az AIPF metodikdval kapott eredményeink arra utalnak, hogy a
disszeminacidban részt vevé neuroblasztdmas klénok a manifeszt daganatbdl szarmaznak, a
tumor f6 tomegével lényegében azonos genetikai hattérrel rendelkeznek. A kérdést
megforditva kijelenthets, hogy a megvizsgalt kromoszomalis eltérések az invazid és
tumorsejt szérédas folyamatat megel6zGen, stabil klondlis jellegzetességként jonnek létre a
daganatban. Igy a primer tumorbdl kimutatott egyedi citogenetikai eltérések tehat
megbizhatd markernek is tekinthet6k a tumoros érintettség igazolasara a betegség klinikai

kovetése soran.

4.2.2. Keringd daganatsejtek funkciondlis dllapotdnak vizsgdlata AIPF metodikdval

A keringésbe jutott daganatsejtek disszeminacidja a kisérletes és klinikai tanulmanyok
alapjan nem minden esetben fligg Ossze kozvetlenlil a folyamat progresszidjaval és a
kedvez6tlen kimenetellel. Minél érzékenyebb mddszert alkalmazunk a terjedés
kimutatasara, annal kevésbé nyilvanvald a pozitiv észlelés konkrét hatasa a beteg sorsara.
Elméletileg proliferacidora nem képes, apoptotikus sejtek is hozzajarulhatnak a vizsgalati
mintdban immunoldgiai vagy molekularis médszerekkel észlelt pozitivitashoz, kiilondsen,
mivel a sejthalal részeként ezek a sejtek a kornyezetiikbél kivalnak, megvaltozik az adhézids
kapcsolatrendszeriik. Ennek forditottjaként a matrix-szal valé kapcsolat lazuldsa triggerelhet
apoptotikus dtvonalakat (anoikis), ami az izolalt tumorsejtek pusztuldsat jelenti. A
tumorsejtek pusztuldsdra és a makrofagok altali eltakaritdsara vonatkozd jeleket a
kordbban ismertetett neuroblasztomas tanulmanyainkban ugyanugy észleltiik, mint
eml6karcindmas vizsgdlatainkban is. Megel6z6 vizsgdlataink sordn vildgossa valt, hogy a
daganatsejt disszemindcié és a sejthalal altaldnos 6sszefliggéseinek tisztazasa tovabb segiti
a ritka keringd tumorsejtek jelentéségének és potencidljanak megértését.

Ennek érdekében periférids vérmintdkban a keringd emlérak sejtek automatizalt
immunfluoreszcens azonositdsa utdn a sejthaldlra utald morfoldgiai és biokémiai jeleket

kerestik. Az emlérak sejteket 10 ml EDTA alvadasgatolt vér mononukledris frakcidjaban
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azonositottunk citocentrifugaldas utdn kettds immunfluoreszcenciaval. A jellemzé
immunprofilnak a cytokeratin és MUC1 epitelidlis mucin kett6s expresszidt tekintettik az
MNF116 (DAKO, Glostrup, Dania) és a BM2 (Medac Diagnostika, Vienna, Ausztria)
antitestek és FITC valamint Cy3 konjugalt masodlagos antitestek alkalmazasa utan. A ko-
expressziot mutaté sejteket 10° mononukledris  vérsejtet tartalmazé  citospin
preparatumokban a kordbban mar ismertetett automatizalt mikroszkdpios képanalizis
(RCDetect) segitségével azonositottuk és elemeztiik tovabb.

Moddszeriinkkel az el6rehaladott emlSrakos betegek periférids vérében meglepéen nagy
aranyban, 42,1%-ban (8/19) lehetett keringé CK+/MUC1+ kettds pozitiv daganatsejteket

kimutatni, ezek gyakorisdga preparatumonként 1-128 sejt volt (5. tablazat).

Peripheral blood findings

Cells
analyzed Intact CK*/ Apoptotic
Patient (x109) MUC1+ CK*/MUC1*
1 1.00 0 0
2 1.50 0 0
3 1.75 0 0
4 0.45 0 0
5 0.70 0 0
6 0.65 0 0
7 0.55 0 0
8 240 0 0
9 0.34 0 0
10 253 0 0
11 1.60 0 0
12 1.72 0 1
13 0.86 0 2
14 1.91 0 2
15 250 1 5
16 0.42 1 8
17 0.46 6 32
18 0.66 21 34
19 0.10 102 24

5. tablazat. Keringd daganatsejtek gyakorisaga és funkciondlis allapota eml&karcinomas betegek periférias
vérének automatizalt mikroszkdpos vizsgdlata soran. A betegenként valtozdé mennyiségli mononukledris
sejtfrakciobdl CK/MUCL kett8s immunfluoreszcencia detektalasaval atlagosan 1/10° érzékenységgel lehetett a
pozitiv eseményeket kimutatni. Az apoptotikus fenotipust a citokeratin fragmentdcié és a TUNEL-pozitivitas

jelezte.

A mikroszkép altal kiszlirt pozitiv események morfoldgiai vizsgalata soran egyértelm(ien
latszott, hogy az intakt tumorsejtek mellett , degeneralt” killem( alakok is jelen voltak a
keringé vérben. Ezek a sejtek progressziv jellegli citoplazmikus és sejtmag eltéréseket
mutattak (22. abra). Leginkdabb a fluoreszcensen feltiintetett citokeratin (CK) filament

s s sr_ g

halozat atalakuldsa volt feltlinG, a citoszkeletalis vaz fokozatos lefliz6dései, hdlyagos

<7z

esetekben eltlinésével parhuzamosan egyre nagyobb mértékben volt jellemzé, mig a
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CK*/MUC1* TUNEL

d

22. abra. A periférias vérben azonositott keringd emlékarcinoma sejtek megjelenése kettés (CK -zéld/MUC1 —
piros szin() immunfluoreszcenciaval. A normalis citokeratin mintazat (a) jelent8s valtozasaval parhuzamosan a
sejtmagban kettGslancd DNS-térések mutathatok ki (TUNEL), mely ugyanazon sejtekben automatizalt
relokalizaciét kovetéen megitélheté (b-d). A b és ¢ képen a citokeratin filamentumrendszer fokozatos
fragmentacidjat, lefliz6déseit a sejtmagban észlelhetd TUNEL reakcid intenzitdsanak fokozédasa koveti. A (d)
jelolési felvételeken az apoptosis végallapota lathatd citoplazma és a sejtmembran maradvanyokkal,

jobboldalon a sejtmag lebomlasa és kilokédése utdn sem sejtmag anyag, sem TUNEL reakcid nincs jelen.

sejtfelszini MUC1 expresszio viszonylag valtozatlan maradt. Az észlelt eltérések tokéletesen
megfeleltek az apoptosisban varhaté morfoldgiai jelenségeknek. A sejtpusztulas

folyamatanak biokémiai igazolasara a DNS-nukleoszdma toréseket in situ kimutaté TdT-
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deoxyuridin nick end labeling (TUNEL) reakciot alkalmaztuk az immunfluoreszcencia
detektdldsa utdn ugyanazokon a sejteken A TUNEL mddszert a BioVision (San Francisco,
CA) reagenskitje segitségével végeztiik. A reakcid az apoptotikus folyamat jellegzetes
biokémiai eseményének, a nukleoszomalis hasitasnak a kimutatdsara szolgal, [ényege az
apoptotikus kromatinhasitas kovetkeztében felszabaduld DNS-t6rvégek enzimatikus

jelolése fluoreszcens detektdlas céljabol [179]. A TUNEL a FISH reakcidkkal megegyez6

maédon kivaldan mikodik az immunfluoreszcencidval felismert és kivalasztott sejteken és a

sejtmag kromatin jellegzetes FITC-jel6l6dése az apoptotikus sejteket a kordbbi
immunfluoreszcenciatdl flggetlenil azonositja. Mintainkban a TUNEL reakcié a kettds
immunpozitiv tumorsejtek mikroszkdépban valé repoziciondlasa utan tokéletesen igazolta,
hogy az aberrans, apoptotikus CK mintazattal parhuzamosan DNS-kettdstorések is jelen
vannak a sejtmagban (22. dbra). A viszonylag kisszamU megvizsgalt vérminta alapjan is
megallapithatd volt, hogy az apoptotikus tumorsejtek tobbségben lehetnek az intakthoz
képest s6t, 3/19 (15,8%) esetben kizardlag apoptotikus sejteket azonositottunk atlagosan

10° vérsejt vizsgélata soran (5. tablazat).
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4.3. A sejtosztodas szabalyozasi zavarainak szerepe a Kromoszomalis
instabilitas és a genetikai heterogenitas létrejottében

4.3.1. A mitotikus szabdlyozds és az Aurora kindzok vizsgdlata széveti kériilmények
kozétt

Mig a szegmentalis, szerkezeti eltérések a sejt fennmaradasa esetén a szokvanyos mitotikus
apparatus igénybevételével tovabbadddnak, a szambeli kromoszdéma eltérések
kialakuldsahoz, fennmaraddsdhoz a mitotikus szabalyozasi folyamat hibds miikodése
nagymértékben hozzajarul. Valdjdban alig képzelheté el durva numerikus kromoszéma
eltérés (aneuploidia) a sejtosztddasi program atalakulasa nélkdl. llyen hatdsuk van tébbek
kozott bizonyos virusoknak, igy a munkainkban kordbban mar elemzett perzisztdld HPV
fert6zésnek is (1.3.7. fejezet). A kromoszomaszegregacios, szeparacids hibak mértéke olyan
sulyossd valhat a sejtosztédds sordn, hogy az a sejt fennmaradasaval 6sszeegyeztethetetlen,
ilyenkor , mitotikus katasztrofa” bekovetkeztérdl beszélink [180;181]. Egyes jol ismert
sejtmérgek kisérletes kortilmények kozott kivadltjdk ezt a hatdst, de pl. a
mikrotubulus/kinetochora rendszer bénitasan alapul az antitumor kezelések egy része is (pl.
vincristin, nocodazol, paclitaxel).

Az aneuploidia kialakuldasanak egyik jelent6s mechanizmusa a mitotikus kindzok
mUikodésének dereguldcidja (1.3.2. fejezet). Mig az Aurora A szerepér6l viszonylag egységes
kép alakult ki a szakirodalomban, az Aurora B kinaz deregulacidjanak megitélése maig nem
egyértelml. A jelent6s genetikai eltérések kozott nem tesznek emlitést az AURKB gén
mutacioirdl, vagy egyéb érintettségérdl, a kindz expresszié hatterében amplifikaciot - az
AURKA génnel (20g13 kromoszéma ldkusz) ellentétben - nem mutattak ki. Ugyanakkor az
Aurora A expresszid sem tokéletesen korreldlt az aneuploid allapottal és a kedvezétlen
progndzissal. Mindez az Aurora B fehérje expresszidjanak és az AURKB génldkusz, valamint
kornyezetének részletesebb vizsgalatat, szovettani reldcidinak megismerését indokolta.
Munkaink sordn ezért tobb tumor tipusban az Aurora B kindz expresszié és az AURKB ldokusz
eltéréseire, valamint a ploidia valtozdsdra 0Osszpontositottunk, tovdbbra s
immunhisztokémiai és FISH metodikdkkal. Az AURKB lékusz ugyanakkor érdekes mdédon a
TP53 génhez igen kozel helyezkedik el, igy vizsgalataink soran a két kromoszéma lékusz
genetikai eltéréseit egylittesen is elemeztik eml6karcinoma és agressziv limféoma

esetekben.
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4.3.2. A sejtciklus és a relativ Aurora B kindz expresszié

Az Aurora B a mitotikus kindzokhoz hasonléan a G2 fazisban expresszalédik, a fehérje
immunhisztokémiai vizsgdlata soran tehat nyilvanvaldan a proliferalé tumorsejtek csupan a
sejtciklus vége felé adnak pozitiv reakciét. Abbdl indultunk ki, hogy a sejtciklus egy
meghatdrozott szakaszara jellemz8 expresszid a sejtciklus sebességétdl, tartamatdl és a
sejtciklusban 1évé sejtek szamatdl is fligg. Mindezek alapjan a G2 fazis mértéke és az azt
reprezentdld ciklikusan expresszaldodd fehérjék mennyisége nem lehet fliggetlen a teljes
proliferaciés frakcid mértékétél. A sejtciklusban 1évd sejtek kimutatasdra széles korben
elterjedt modszer a Ki67 fehérje vizsgalata immunhisztokémia mddszerével [182;183]. Erre
leggyakrabban a specifikusan k6t6d6 Mib1 antitest klont hasznaljak (Dako, Glostrup, Dania),
a klén elnevezése ezért a gyakrolatban a Ki67 fehérjeexpresszié szinonim elnevezésévé valt
(Mib1 pozitivitas). A Ki67 sejtmagban vald expresszidja a korai G1 fazis kivételével a teljes
sejtciklusra jellemzé és mértéke Iényegében fliggetlen a sejtciklus fazisaitdl [184]. A fehérje
a sejtosztddas soran kialakuld kompakt kromatinallomanyhoz kétédve kifejezett denzitds
fokozddast mutat, igy a mitotikus alakok morfoldgiailag is felismerhet6k. A Ki67 expresszié
mértékét a teljes sejtpopuldciéhoz viszonyitva, szazalékban szokds megadni (Ki67 index,
Mibl index), ami a gyakorlatban egyszerlen alkalmazhaté és széles korben elterjedt,
kiemelked6en fontos szovettani paraméter.

Az Aurora B kinaz fehérje jelenlétének vizsgalata szoveti korilmények kozott a Ki67-hez
hasonldan specifikus antitest segitségével torténik, ami szovetekben tehdt a G2 és M-
fazisban lévé sejteket jeloli, mértéke szazalékban meghatdrozva logikus médon téredéke a
Ki67 expresszioval jellemzett teljes sejtciklusnak. Vizsgalatainkban az Aurora B
meghatarozdsahoz tébbféle kisérlet utdn legmegfelel6bbnek az Abcam (Cambridge, UK)
altal forgalmazott poliklonalis nyudl anti-humdn primer antitest bizonyult.
Immunhisztokémiai tanulmanyainkban a fentiekben vazolt 6sszehasonlitasban kisérletiik
megvizsgdlni az Aurora B és a Ki67 fehérjék expresszidjat és egymashoz vald viszonyat.
Olyan relativ expresszid meghatarozast alkalmaztunk, amely a tényleges AuB expressziot
(sejtek %-a) a Ki67 (Mib1) markerrel meghatdrozott proliferaciés frakcié mértékéhez (sejtek
%-a) viszonyitja a daganatos szOvet metszeteiben. Az AuB/Mibl (AMI) index tehat egy
relativ mérdszam, ami a sejtciklusban 1évé sejtekhez viszonyitva adja meg az AuB expresszio
mértékét egy adott mintaban. Szokvanyos sejtproliferacio esetén a G2/M-fazis a teljes
sejtciklus  viszonylag kis részét teszi ki. Normadlisan proliferald  sejtvonalak
immunfluoreszcens és szovettani tanulmdnyozdsa, valamint dramldscitometrias mérések

alapjan meghatarozthatd volt, hogy kiegyensilyozott korilmények kozott, intenziven
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proliferdlé sejtpopulacidkban a G2+M frakcié mértéke nem haladja meg a 25%-ot. Nagyobb
értékekkel csak a G2/M fazis blokkolasa, ill. a szabalyozas sulyos deregulacidja kapcsan
lehet szamolni. Ennek megfeleléen az AMI normalis klszobértéket a szovettani
kiértékeléshez 0,3 értéknél hataroztuk meg. E folotti relativ AuB expressziét mindenképpen
emelkedettnek tekinthetjlik, azaz overexpressziérél beszélhetiink.

Tanulmanyunkban 6sszesen 50 invaziv eml6rak vizsgalatat végeztiik el (45 duktalis invaziv,
5 lobularis invaziv karcinéma), a mintakhoz a relevans szovettani és klinikai adatokat is
rendeltiink. A bioldgiai prognosztikai adatok kozll kiemelten kezeltilk a daganat szteroid
receptor és Her-2 statuszat, az utébbi immunhisztokémidval, ill. FISH moddszerrel is
meghatarozasra kerult laboratériumunkban (PathVision Her-2 FISH probe kit, Vysis/Abbott
Laboratories, Dovners Grove, USA). A Her-2 statusz 13/50 esetben (26,0%) bizonyult
pozitivnak (immunpozitivitas és génldkusz amplifikacio).

Az eml6tumoros szovetmintak metszeteit a sejtproliferacié kimutatasara a Ki67 fehérje
elleni antitesttel (clone MIB-1, Dako, Glostrup, Dania), illetve anti-human Aurora B elleni
antitesttel (AbCam, Cambridge, UK) jeloltlk és ezt a rutinszer(ien hasznalt peroxidaz/DAB
alapu el6hivé rendszerrel (Envision ChemMate, Dako) tettik lathatéva (23. abra). Az
immunpozitiv sejteket a teljes tumorsejt tomeg viszonylatdban szemikvantitativ médon,
digitalis metszetszkennelést kdvet6en (Pannoramic, 3DHistech, Budapest) a képernydén
hataroztuk meg.

A kiértékelés utdn a sejtproliferacio mértéke és az AuB expresszidja kozott viszonylag szoros
linedris korrelaciét talaltunk (r=0,77), az egyes szbvetmintakban azonban nagyon eltéré
értékeket kaptunk (1-95% vs 1-35%) (24. abra). A Her-2 statusz fliggvényében tovabb
elemezve, mind a Mib-1, mind az AuB expresszié magasabbnak bizonyult a Her-2 amplifikalt
csoportban (p<0,05), az AuB expresszi6 mértéke szorosan kovette Mibl pozitivitast,
alatamasztva elképzelésiinket, miszerint az AuB expresszid a fokozott sejtproliferacio

velejardja (25. dbra).
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23. abra. Mibl (a; c) és AuB (b; d) immunhisztokémiai kimutatdsa két eltéré bioldgiaja eml6karcinoma
szOvettani metszetein (40x eredeti nagyitds). Az egyik esetben (fels6 sor, a és b panel) az AuB és Mibl
hanyadosa (AMI) az immunpozitiv sejtmagok megszamolasa utan 0,25 (nem emelkedett), a masik esetben (alsé

sor, ¢ és d panel) a két jel6lGdés mértéke kozel azonos (AMI=0,88).
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24. abra. Az Aurora B és a Mib-1 fehérje expresszid osszefliggése emlSkarcinomaban (n=50). A linedris kapcsolat

a sejtfrakcidok szemikvantitativ meghatarozasa ellenére statisztikailag er6snek bizonyult (r=0.77)
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25. abra. Mib-1 és AuB expresszié emlGkarcinomaban a Her-2 statusz fliggvényében. A Her-2 amplifikalt

esetekben a Mib-1 és az AuB expresszié is szignifikdansan magasabbnak bizonyult.

Az AuB relativ expressziéjat az AMI kiszdmolasanak segitségével kozelitettiik meg, mely igen
valtozatos volt, értéke a teljes spektrumot feldlelte (0-0,99; &atlagosan 0,32+0,28SD).
Sejtciklus analizis adatokra tamaszkodva a normalis AMI kiszobértékét 0,3-ndl
meghatdrozva az altalunk megvizsgalt eml6karcinomak koézil 20/50 esetben (40,0%)
lehetett ilyen mddon emelkedett AMI értéket igazolni, azaz ezekben az esetekben
abnormalis (over)expressziordl beszélhetiink. Az AMI értéke és az overexpresszio jelenléte
statisztikailag fiiggetlennek bizonyult a daganatok Her-2 statuszatél (p=0,19).

A tovabbiakban az Aurora B fehérjeexpresszié adatait a 17-es kromoszémdan megvizsgalt
relevans régidok (AURKB, TP53, CEN17) kdépiaszamaval vetettiik 6ssze. A szakirodalomban a
17-es kromoszéma az egyik leggyakrabban érintett (aneusom) kromoszémaként szerepel. A
rendelkezésre allé FISH eredményeket ezért abbdl a szempontbdl is elemeztiik, hogy az AuB
expresszid és a 17-es aneuszdmia mutat-e statisztikai 6sszefliggéseket.

Tovabbi izgalmas szempont, hogy az Aurora B fehérje génje (AURKB) a 17-es kromoszdma
rovidkarjan a 17p13 Iékuszban taldlhato, ami egyben a mintegy 4 MB kozelségre 1évé TP53
gén lokalizacidja is. Ez a lokusz kozismert a gyakori érintettségrél (torések, vesztések). A

17p13-ban elhelyezkedd két, FISH probaval megkilonboztethetd génldkusz (TP53, AURKB)
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in situ vizsgdlatdval a daganatos genotipus jelentGs tényezGi egyitt vizsgalhaték és az
esetleges kdpiaszam Osszefliggések is feltarhatok.

FISH eredményeink alapjan a megvizsgalt eml6rakok 38%-aban (19/50) volt jellemz6 17-es
aneuszémia/poliszémia. E mellett a 17p13 eltérések is gyakran el6fordultak, ez minden
esetben I6kusz vesztésként jelentkezett. 10 esetben észleltliik a TP53 lokusz (20,0%) és 6
esetben az AURKB l6kusz (12,0%) vesztését, az utdbbi hatnal mindkét I6kusz érintett volt
(kodelécid). Képiaszam emelkedést, amplifikaciét nem tapasztaltunk. Erdekes médon a 17-
es kromoszédmaszam és a TP53, ill. AURKB vesztés kozott szignifikans kapcsolat volt
megfigyelhetd, diszdmia esetén a 17p13 ldokusz érintettség sokkal ritkabb volt, a lokusz

vesztése a poliszdmids/aneuszdémias csoportban volt jellemzd (6. tablazat).

Chromosome 17 polysomy (n = 19) Chromosome 17 disomy (n = 31) P

range mean £ SD range mean * SD value
TP53/chromosome 17 0.49-1.11 0.81+0.2 0.74-1.44 0.99£0.13 0.0006
AURKB/chromosome 17 0.48-1.13 0.91+0.2 0.82-1.59 1.08£0.18 0.0036

6. tablazat. Relativ TP53 és AURKB kdpiaszamok a 17-es kromoszoma szémbeli eltéréseinek fuggvényében.

Tényleges relativ vesztés 17-es poliszomiaval 6sszefliggésben volt kimutathaté

A 17-es kromoszéma szamanak emelkedése és 17p13 Idkusz érintettsége (vesztése) kozott
igen hatdrozott volt az 6sszefliggés, intakt 17p13 esetén atlagosan 2,1 centromérikus jel
volt jelen, mig a TP53 és/vagy AURKB vesztés esetén atlagosan 3,14 jel volt megfigyelhetd
sejtenként (p <0,001)(26. abra).
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26. abra. 17p13 vesztés és 17-es kromoszdma aneusomia 6sszefliggése emlGkarcinomaban

Vizsgalataink a kromoszomalis eltérések és a hattérben hiuzdédd esetleges regulacids
zavarok osszefliggéseire is irdnyultak, aminek egyik jele a nem megfeleld, deregulalt Aurora
B kindz fehérje expresszidja lehetne. Mig a szakirodalom els6sorban az overexpresszid
jelent6ségével foglalkozik, az altalunk alkalmazott relativ AuB expresszio (AMI)
meghatdrozasaval esetenként az expresszid csokkenését is tapasztaltunk. Az AURKB ldkusz
vesztése és 17-es aneuszémia esetén az AMI mértéke alacsonyabbnak bizonyult, a
csoportba tartozé eseteknél az expresszid tartomanya beszUkilt (27 . abra). Statisztikailag
azonban egyértelm( Osszefliggés a 17p13 lokusz vesztése és a kindz jelenléte kozott nem
volt jelent8s (p=0.1). K6zvetlen kapcsolat tehat a génkdpiaszam és a gén expresszidja kozott

- az alkalmazott mddszeriinkkel - nem nyert igazolast.
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27. dbra. Az AMI értékek alakuldsa a 17p13 I6kusz érintettség fliggvényében 50 emlSkarcinoma minta vizsgalata
alapjan. Relativ 17p13 vesztés esetén az AMI csokkenése gyakran volt tapasztalhato, statisztikailag azonban a

kiilonbség nem szignifikans (p=0,1).

yas

4.3.3. Az Aurora B kindz és a vele interakciéban 1évd reguldtorok expresszidja agressziv
nagy B-sejtes limfomdkban

Az Aurora B expresszidjat és annak hatdsat a sejtciklusra, ill. a sejtosztdddsra agressziv
limfomakban az emlérakban is alkalmazott médon tanulmdanyoztuk. Elképzelésiink alapjan
a diffuz nagy B-sejtes limféma (diffuse large B-cell lymphoma, DLBCL) és egyes tovabbi
agressziv B-sejtes folyamatok neoplasztikus proliferacidja direkt médon 6sszehasonlithaté
az immunaktivacié kapcsan a nyiroktlisz6kben tomegesen zajld normdlis B-sejtes
proliferacidval. Limfémas eseteinket igy kdzvetlen médon a nyirokcsomd follikulusokban
tapasztalhatd sejtkinetikai folyamatokkal kivantuk 0Osszehasonlitani. A hiperplasztikus
expresszié dinamikajanak érzékeltetésére.

Az Aurora B kindz expresszidjanak és mikodésének megértéséhez hozza tartozik a fehérje
hatdsat szabalyozd, triggereld stimulusok tanulmanyozdsa is. Az Aurora kindz aktivitas
beinditasat a CPC komplex részeként leirt survivin fehérje egyik prominens hatdsanak
tulajdonitjak (l. 1.3.2. fejezet), ezért a mitotikus folyamat korai szakaszara a survivin fehérje
expresszidjanak mértéke is komoly hatdssal lehet. Ugyanakkor az AuB kindz tényleges
hatdsat leginkabb a H3 foszforilacids stdtuszanak vizsgdlata arulhatja el. A survivin fehérje
szovettanilag az eddig ismertetett mddon szintén jol tanulmdnyozhatd, a kromoszéma

kondenzacidhoz sziikséges kromatin foszforilaciét a hiszton H3 foszforilalt (ser10) véltozata
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elleni antitest tiinteti fel specifikusan. igy a teljes sejtproliferaciés frakcié (Ki67) mellett az
aktivaciés folyamat elemei (survivin, Aurora B, foszfo-H3 hiszton) egyenként is lathatéva
tehet6k és 6sszefliggéseik immunhisztokémiai mddszerrel meghatarozhatok.

Limfomakon végzett tanulmanyunkban arra kerestiik a valaszt, hogy az Aurora B relativ
tulexpresszidja milyen mértékben fligg O6ssze a limféma sejtkinetikai aktivitasaval és
agresszivitdsaval, mennyire fligg a survivin expressziétdl, ill. befolyasolja-e a hiszton H3
foszforilaciot, és azon keresztiil a sejtosztodasi ratat. Ezzel parhuzamosan az agressziv
limfomakban is elvégeztiink az AURKB Idkusz (17p13) eltéréseinek megismerésére,
kizdrasdra iranyuld, az emlékarcinoma tanulmdnyban leirt molekuldris citogenetikai
vizsgalatokat.

Osszesen 50, kilénféle morfoldgiai és fenotipikus kategéridkba esé agressziv limféoma
vizsgalatat végeztik el, a kollekciéban 43 diffuz nagy B-sejtes limféma, 3 B-sejtes ALCL, 3
plazmoblasztos limféma és egy nem besorolhaté kapott helyet. Egyidejlleg nem
neoplasztikus aktivalt B-sejtpopuldcidkat is vizsgdltunk nyirokcsomoék reaktiv centrum
germinativumaban (n=10). Immunhisztokémiai elemzéseinket a mar ismertetett maddon,
fénymikroszképosan, kromogén (DAB) detektalds (EnVision Flex detektald rendszer, Dako,
Glostrup, Dania) utan végeztiik. A survivin fehérje kimutatdsa poliklonalis egér anti-human
antitesttel (Dako), a pH3(ser10) megjelenése a foszforilacio-specifikus antitesttel (phospho
$10, AbCam plc, Cambridge, Egyesiilt Kiralysag) tortént. A FISH vizsgalatokat a kordbban
mar ismertetett médon az AURKB, TP53 |dkusz és CEN 17 specifikus prébdakkal végeztiik.
Vizsgalataink soran elséként a limfdmdk kinetikai sajatossagait hataroztuk meg a reaktiv
kontrollhoz képest. Ennek kapcsan észleltiik a reaktiv nyiroktiisz6k igen kifejezett
kapacitasat (Mibl atlag 77,8% vs 63,6%; 7. tablazat). Ezt érdekes mdédon kovette az AuB
expresszid mértéke, mely vdratlanul magasnak bizonyult (30,45 vs 28,2 %). A kiszamitott
relativ  AuB expresszié igy a limfdmdakban csak minimalisan magasabb a reaktiv
csiracentrumhoz viszonyitva (AMI 0,39 vs 0,44), a kiilonbség statisztikailag nem szignifikans

(p=0,65).
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28. abra. Sejtkinetikai paraméterek immunhisztokémiai abrazoldsa agressziv limfémakban. A sejtcikluban
meghatdrozott rendben megjelend fehérjék aranyosan eltéré gyakorisaggal mutathatdk ki. A: Mibl (25%), B:

survivin (15%), C:Aurora B (5%), D: foszfo-H3 hiszton (9/latétér).

MIB-1 Aurora B
(%) (%) e
reactive control mean 77.8 30.45 0.39
(n=10) SD 4.99 5.06 0.03
aggressive B-cell lymphoma mean 63.6 28.2 0.44
(n=50) SD 15.94 15.32 0.04
p value 0.008 0.65 0.65

7. tablazat. A sejtproliferaciéo (MIB-1), az Aurora B és a pH3-hiszton expresszié mértéke reaktiv B-sejtes

proliferacid (follikularis hiperplazia) és agressziv B-sejtes limféma esetén.

A nem neoplasztikus kontroll B-sejtes proliferaciot (centrum germinativum) alapul véve
megallapitottuk, hogy a kifejezett proliferacidéval parhuzamosan az AuB expresszié mértéke
az aktiv nyiroktiisz6kben Iényegesen magasabb lehet, mint az irodalomban barhol szereplé
értékek. Az AuB expresszié limfémakban ugyanakkor rendkiviil valtozatos volt. Fokozddasat
a normal tlsz6kben tapasztaltak alapjan azonban abban az esetben tekintettiik biztosan

e

kérosnak, ha annak mértéke elérte a sejtciklusban [évé sejtek 50%-at (AMI >0,5). llyen
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értéket 13/50 esetben (26,0%) tapasztaltunk. Egyes limfémakban az AMI kifejezetten
emelkedett és meghaladta még a 0,75 értéket (8/50, 16%). A kifejezett deregulacié miatt a
sejtkinetikai paramétereket erre a csoportra nézve kiilon is megvizsgaltuk. A 8. tabldzatbdl
is leolvashatd, hogy az AMI értékének emelkedése ténylegesen az AuB expresszidjatél fligg,

amennyiben a Mib1 % értéke lényegében valtozatlan az egyes csoportokban.

CEP17 MIB-1 % Survivin % H3S10P MI Ml

/nucleus /10 HPF 10 HPF
AMI< 0.5 2.62 62.97 34.11 100.16 4451
(n=37) 0.58 15.49 18.56 62.54 22.31
AMI> 0.5 2.73 63.75 50.94** 137.00 61.44*
(n=13) 0.50 17.37 19.46 101.56 33.95
AMI>0.75 2.74 61.88 56.25* 174.12* 76.00°
(n=8) 0.55 14.56 19.16 126.99 36.16

8. tablazat. Az AuroraB/Mibl index (AMI) mértéke és a megvizsgdlt sejtciklus paraméterek kozotti
Osszefuggések. Az AMI emelkedés kiegyensulyozott Mibl expresszid mellett pozitiv 6sszefliggést mutat az
aktivaciot serkentd upstream survivin jelenlétével. Az AuB kindz expresszidjanak relativ fokozdddasa hatdssal van
a pH3-hiszton expressziora és a mitozisok szamanak mértékére is (* p<0,05; ** p<0,005). Ml=mitdzis index HE-

festés alapjan, H310P MI=mitdzis index foszfo-H3 immunfestés alapjan.

A survivin szertedgazd funkcidi kozott az AuB legfontosabb upstream szabdlyozasi
stimulusaként  ismert. Vizsgalatainkban ezért a survivin  immunhisztokémiai
meghatdrozasara is sor kerilt. Az AuB expresszid hatterében nem meglepé maddon feltlinik
a survivin expresszio dinamikus valtozasa is, a survivin pozitivitas mértéke az AuB jel6l6dést
az esetek dontd tobbségében meghaladta, de statisztikailag a Mib1, az AuB és a survivin
expresszié mértéke erés korrelaciét mutatott. Az AMI abnormis emelkedését limfémaban a
survivin expresszid szazalékos ardnya is kovette, az Osszefliggés statisztikailag szignifikans
(p<0,005). A vérakozasnak megfeleléen a fokozott kindz expresszid/aktivitdis mellett a
mitotikus sejtfrakcio is szignifikdns mértékben névekedett (p<0,05), jelezvén, hogy a kozel
azonos Mib1 jel6l6dés mellett jelent8s sejtkinetikai eltérések alakulnak ki a limfémak egyes
csoportjaiban (8. tablazat).

Megfigyeléseink szerint az AMI emelkedésének hatterében elsGsorban az AuB kinaz
expresszio jelentGsebb indukcidja/aktivacidja all. Ugyanakkor genetikailag fixalt
mechanizmus direkt stimuldlé hatdsat nem tudtuk kimutatni, az AuB expresszié a 17p13
I6kusz és a 17-es kromoszoma FISH mddszerrel meghatarozott kdpiaszama fliggvényében
nem kilonb6zott. A megvizsgalt limfémak jelent6s részben aneuszomiat mutattak a 17-es

kromoszémara nézve. Osszesitve 16/50 esetben (32,0%) észleltiink diszémiat, mig 25/50
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esetben (50,0%) triszomia és 9/50 esetben (18%) tetraszomia kozeli dllapotot észleltiink.
Ugyanakkor a 17-es kromoszdma szambeli eltérései szerint csoportositva az eseteket a
sejtproliferacid, a survivin, az AuB és a foszfo-H3 expresszid tekintetében sem mutatkozott
mérhetd kilonbség. A 17-es kromoszéma eltéréssel reprezentalt genom instabilitds tehat
pusztan a mitotikus kinaz expresszidval ill. a sejtklon agresszivitasdval nem hozhatd direkt
Osszefliggésbe.

Az agressziv limfoma gyljteménylink szévettani osztalyozasa soran megvizsgaltuk a 17p13
régioban elhelyezkedé6 AURKB és a TP53 lokuszok eltéréseit, a f6 kategdridkat kilon is
elemeztiik. Osszesen 11/50 (22,0%) esetben tapasztaltuk a l6kusz érintettségét, minden
esetben vesztésrdl volt sz6, ami kizdrdlag az aneuszémiaval jaré esetekben jelentkezett.
AURKB vesztés 6nmagaban nem, kizarélag a TP53 ldkusszal egyltt volt megfigyelhetd.
Minddssze 4 (8,0%) olyan esetet azonositottunk, ahol a két szomszédos lokusz egylittes
vesztése igazolddott. A régid érintettsége az agressziv limfomak alcsoportjaiban nem tért el
Iényegesen, nem tapasztaltunk jellemzé kdpiaszam kilonbségeket sem. Egyedil a B-ALCL-
ben volt feltling, hogy valamennyi megvizsgalt eset egyontetlien TP53 vesztést mutatott (9.
tablazat).

Vizsgdlatainkban az Aurora B kindz expresszid jellegzetességeit, okait és az esetleges
mitotikus  szabdlyozdsi zavar kovetkezményeit kivantuk feltérképezni agressziv
limfémakban. Eszleléseink alapjan a nem neoplasztikus B-sejtes proliferaciékban eleve igen
magas az AuB expresszid, ami a sejtek funkcionalis (fizioldgids) sejtciklus eloszlasaval (G2
fazis blokadjaval) magyarazhaté. Ehhez képest a limfémas szovetekben véltozatos az AuB

expresszidja, egyes esetekben kifejezetten magas, ami fokozott mitotikus aktivitassal is jar.

DLBCL,  DLBCL,

non-GCB GCB B-ALCL PMBL Intermediate )]

TP53 loss 3 1 3 0 0 7
AURKB and

TP53 loss 2 2 0 0 0 4

Intact 17p13.1 24 11 0 3 1 39

9. tablazat. A 17p13 kromoszoma ldkusz érintettsége a megvizsgalt 50 agressziv B-sejtes limfoma eseteiben
szovettani kategéridk szerint. FISH jelek vesztése 11/50 (22,0%) gyakorisaggal volt kimutathaté, az AURKB

génldkusz 4/50 esetben (8,0%) volt érintett, mely minden esetben egydtt jart a TP53 vesztésével is.
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Az AuB expresszid fokozddasa - varhaté mddon - a survivin expresszid névekedésével
parhuzamosan jelentkezett, ami a két fehérje interakcidja, a szabdlyozds egymasra éplilése
mellett szdl. Az altalunk kimutatott 6sszefliggés tdmogatja a mitdzis kezdetekor a CPC
komplexbe vont survivin kodzvetlen stimuldlé hatasanak lehet8ségét is az AuB effektor
funkciora. Nem tapasztaltunk ugyanakkor kapcsolatot az AURKB génldkusz eltérése és az
AuB expresszid kozott és a megvizsgdlt mintakban az AuB expresszid6 mértéke a

kromoszéma szam eltéréssel, jelentés heterogenitassal sem volt 6sszekapcsolhaté.
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5. Megbeszélés

51. A genom Kképiaszam eltérései és az aneuploidia jelentéségének

Ujraértékelése

Az utdbbi 30 évben altaldnosan elérhetévé valt, folyamatosan Ujuld eljarasok segitségével a
daganatos DNS eltérések vizsgdlata szinte korlatlanul lehetséges, klinikai és kutatasi célbdl
egyarant. A sort a citogenetikai médszertan és a tumorsejtek DNS-tartalmanak mérésére
iranyuld technikak kezdték. A meglehet6sen durva mennyiségi megkdzelitésekben az a
koz6s, hogy az 6ssz nuklearis DNS, ill. a komplett kariotipus meghatdrozasa sejtenként a
teljes genomra vonatkozik, ami az egyes sejtek kozotti eltérésekre, azaz a tumoros
sejtpopulaciok Osszetételére, azok heterogenitdsdra nézve is informativ. A specifikus
kromoszéma eltérések, mutacidk jelentGségének felismerése ugyanakkor a genetikai
vizsgdlatokat dontéen azok molekuldris aspektusai irdnyaba terelte. A FISH mddszertanat
leszdmitva a molekularis szintl eltérések immar a teljes daganat dllomanyara
vonatkoztatva, a szovetbdl izoldlt DNS-bSl hatdrozhatok meg nagy hatékonysaggal. A
diagnosztikai, prognosztikai vagy prediktiv célbdl végzett vizsgdlatok kapcsan a szoveti
heterogenitas kérdése igy madsodlagos jelent6séglvé valt. A specifikus eltérések
ismeretében az aneuploidia esetleges fennallta és az igazolt molekuldris genetikai
eltérésekhez valé viszonya hattérbe szorult, az aneuploid jelleg, annak mértéke 6nmagaban
jelen pillanatban nem nyujt objektiv informdacidt az egyes daganatok jellemzésére.

A human genom megismerésével és az egyes daganatokra jellemz6 genomikus eltérések
rendszerszintl elemzésével azonban a ploidia és a kromoszdmak komplex szambeli és
szerkezeti aberracidi (GCR, CIN) Uj jelent6ségre tettek szert, mert ismeretikben az
atrendez6dések és az egyes gének, génldkuszok eltérései, azok kialakuldsa érthet6bbé
valtak. Mig korabban a tumorigenezist egymastdl fliggetlen génmutdcidk, atrendezédések
tobblépéses sorozatdnak tekintették, egyre vildgosabb, hogy a kromoszémakban, vagy
alrégiokban lokalisan 6sszehangoltan léphetnek fel szerkezeti hibak, amik akdr tumor
inicidtorként is mulkodhetnek. A néhany éve leirasra keriilt chromoanagenesis
mechanizmusa (1.2.5. fejezet) szorosan kothet6 az aneuploidia korabbrdél ismert
jelenségéhez. A chromoanagenesis kllonféle formdiban a tomegesen jelentkezé
génatrendez6déseket lényegében a kromatin szegregdcidés zavardval, mitotikus
aszinkroniaval, mikronukleusz képz6déssel magyarazzak. A kromoszdma malszegregacio
tehat Iényegében kijeldli a genom legérzékenyebb régidit, klasszikus patoldgiai kifejezéssel

élve a ,locus minoris resistentiae-t”. Az aneuploidia ebbdl kovetkez6en az instabilitas és a
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transzformacids, progresszidés hajlam fontos és mérheté jele. A jelenség ugyanakkor
manifeszt daganatokban értelmezheté els6sorban, kimutatasa korai vagy az
alulreprezentdlt szub-klondlis eltérések esetén korlatozott. Kiléndsen Osszetett ezért a
ploiditds jelensége és szerepe a progresszid soran klinikai mintakban. Elképzelésiink szerint
az aneuploidia ill. képiaszam eltérések sejtenkénti kimutatasdval és a fogalmak mogott
meghuzddo bioldgiai folyamatok feltdarasdval a kancerogenezis egy keveset vizsgalt, fontos
eleme keril feltardsra, a daganatok klinikai viselkedése és gydgyhajlama is jobban

megismerhetd.

5.2. In situ molekularis vizsgalatok

Vizsgalataink sordn a malignus transzformdcié soran bekdvetkez6 durva genomikus
eltérések, ezen belil pedig a ploiditds, a kromoszdmaszam, ill. egyes régiok kdpiaszamanak
stabilitasaval, a kialakulds mechanizmusaival és klinikai jelent&ségével foglalkoztunk,
tobbnyire ujszeri megkozelitésbdl, mliszeres szovettani vizsgalatok keretében. A DNS-
tartalom mérése, az egyes kromoszdmak vizsgalata a fehérjeexpresszid és a funkciondlis
allapot meghatarozasdval kombinalva kiilonleges Uj ismereteket eredményez. Metodikai
Ujitdsainkat a digitdlis mikroszképos technikdk és az in situ alkalmazhaté molekularis
bioldgiai mddszerek gyors fejlédése tette lehet6vé. Lényegében valamennyi f6 technikai
iranyvonalat kiprébaltunk és eredményeinket nagyban koszénhetjik a laser scanning
citometria (LSC), az automatizalt mikroszkdpos képanalizis, ill. a digitdlis szkenner technikak
alkalmazasanak. Mddszereink lényeges eleme az analitikai megkozelités (mérhetGség)
mellett a megtartott morfoldgiai informacio, mely 6nmagaban is fontos jellemzé, de az
egymasra épitett molekuldris metodikak kozotti Osszekottetést is biztositja. A
sejtmorfolégia és a szoveti kornyezet alapjan a célsejtek, célrégidk kivalaszthatok,
azonosithatoék, visszakeresheték, igy a sorozatvizsgalatok ugyanarra a sejtre, szovetrégiora
vonatkozhattak. Ennek a relokalizacios feltételnek valamennyi alkalmazott digitdlis rendszer
eleget tett. Sorozat vizsgdlatainkban mdlszeres segitséggel a primeren meghatdrozott
paraméterek (DNS-index, immunfenotipus) alapjan kisz(irt kéros sejtekben osztalyozas utan
in situ specifikus DNS/kromoszéma eltéréseket tudtunk igazolni. Tanulmanyainkban a
sejtszint{ vizsgalatok alapjan a kromoszomalis instabilitds és az aneuploidia alakuldsanak

tobb, altalanos érvényl jellegzetességét is meg tudtuk hatarozni.
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5.3. HPV asszocialt aneuploidia és oriassejt képzddés

A cervikdlis diszplazidk kialakuldsdban mara bizonyitott a HPV szerepe, a virus
genotipusanak meghatdrozdsa az etioldgiai hatteret Iényegében tisztdzza. A HPV fertG6zés
kovetkeztében kialakuld genomikai eltérések és hatasuk a cervix hamsejtjeiben azonban
kevésbé ismertek. Az elhizddo virusfert6zés kapcsan tobbféle mechanizmus érvényesiilhet.
Ezek kozll a legjelentésebb a magas rizikdju tipusok esetén a virusgenom integracidja
valamint a poliploidizacié. Az integracidé soran aktivaléddé viralis E5, E6 és E7 onkogének a
sejtciklus genomikus és epigenetikai dtprogramozasaval fejtik ki hatasukat. Mindez nem
csupan az apoptosis elmaradasaval (p53 és Rb szuppresszor fehérjék fokozott degradacidja)
és a sejtciklus fokozasaval (p16/INK4 expresszid) jar, hanem massziv hatads jelentkezik
kromoszomalis szinten is. A poliploidizacié és a vele jar6 kromoszéma sérilékenység
jellegzetes kromoszéma eltéréseket eredményezhet mar a prekancerdzus szakban. A teljes
kromoszéma eltérések (aneusomia) mellett Ujabban egyes szubkromoszomadlis régidk
gyakori nyerését is kimutattak (3926, 5p15, 20q13 régidk) és a képiaszam eltérések a SIL
illet6leg az intraepitelidlis neopldzia sulyossagaval pdrhuzamosan egyre gyakoribbnak
bizonyultak [185;186]. A H-SIL kromoszomidlis szignatlrdja matrix-CGH mddszerével is
inkabb az invaziv cervixkarcindmaéval egyezett [187]. Ezek a kromoszéma eltérések
azonban a |ézidk korai szakaszdban tobbnyire rejtve maradnak, mivel gyakorisdguk alacsony
és a klonalis jelleg a szdmos random eltérés kozepette nem érvényesiil.

A citoldgiai preparatumok kivalé lehetéséget biztositanak a tumorképz8dés és progresszid
genetikai aspektusainak tovabbi vizsgalatara. Citometriai moddszerekkel, kilondsen a
standardizalt moddon elkészitett (liquid based) mintdkbdl igen hasznos informacidk
nyerhet6k. Vizsgdlataink a 2000-es évek elejétsl elterjedé folyadékalapu citoldgiai
feldolgozas el6nyeit kihasznalva, a HPV fert6zések bioldgiai jelentGségét is integralva
kozelitették meg a sejtmagban észlelhet6 morfoldgiai eltérések és az ennek hatterében
meghuzddod korai karcinogenezis genetikai aspektusat. Eredményeink alatamasztjak, hogy a
citoldgiailag észlelt atipia (SIL) kialakulasdban a sejtmag DNS-tartalmanak és a
kromoszémak Osszetételének nagymérték(, de egyben nagyon valtozatos eltérései is
szerepet jatszanak. A ploiditas megitélését zavarja a sokféle, gyakran nem is a neoplasztikus
folyamathoz tartozd jelenség (levalé hamsejt, gyulladasos sejtek), ezért a legsulyosabb
patoldgias jelek azonositdsara a lényegében a teljes prepardatumot végigszkenneld
automatizalt mikroszkdpos rendszer kifejezetten el6nyosnek bizonyult.

A 4.1. fejezetben bemutatott munkainkban szamos cervikalis diszpldzia esetet vizsgaltunk

meg LSC asszisztdlt DNS citometridval a HPV fert6zéssel Osszefliggésben jelentkezd
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genomikus eltérések kimutatdsdra. Tanulmdnyaink idején a virusfert6zés részletes
bioldgidja és a sejtciklusra gyakorolt hatdsa csak részben volt ismeretes, ezért az Uj
citometriai és citogenetikai lehetGségeket kiakndzva a genom kdpiaszam eltéréseire
koncentrdltunk. Megfigyelésiink szerint a DNS-tartalom alapjan patoldgias cervix citoldgiai
prepardtumokban jelent6s ploiditas eltérések mutathatdk ki, melyek HPV asszocialt
oriassejt képzG6dés formajaban extrém méreteket is Olthetnek (>5c, >9c DNS tartalom).
Mindez a citomorfoldgiai eltérések ismeretében nem varatlan észlelés. A DI legdurvabb
eltérései logikus moédon a magas gradusu SIL eseteiben voltak jellemz6k. Markerként a
legextrémebb DNS-tartomanyt definidltunk (>9c), mely hatarozott jellegénél fogva
mszeresen kénnyen azonosithaté és igény szerint tovabb vizsgalhato volt.

LSC asszisztalt vizsgalatainkban az egyes sejtek Dl-je alapjan az aneuploidia kialakulasanak
progressziv folyamata jol kirajzolédott, melyben - a minden valdszin(iség szerint
végallapotot képvisel6 - >9c sejtek fordultak el6 a legritkdbban. A poliditds spektruma
alapjan a mintdkban normalis diploid, poliploid és aneuploid sejtek egyarant jelen voltak, az
eltérések jellege — azaz a DI mértéke - meglehetdsen randomnak bizonyult. A poliploidizacié
és az ehhez tarsuld képiaszam hibak egylttesen a durva aneuploidia jelenségéhez vezetnek,
a mérési eredményeink a mechanizmus folyamatos jellegét igazoltak. Bar sejtek kialakuldsa
feltehet6en nem egységesen kovetkezik be és szerepet jatszhatnak eddig nem ismert, vagy
logikusan levezethet6 (29. abra).

A random mddon kialakuld eltérések kozott progressziv esetekben ugyanakkor mar
viszonylag kordn varhatdé azon szubpopuldcidk megjelenése is, melyek szelekcids elénnyel
rendelkeznek és genetikailag is klondlis egyezést mutatnak. Specifikus kromoszéma
eltérések a cervixrak karcinogenezisében, a korai formakban ugyanakkor nem ismeretesek.
A fentiekben emlitett régidk (3q, 5p, 20q) gyakoribb kdpiaszam eltéréseit nemrég ugyan
megkisérelték a klonalis novekedés vizsgalatara molekuldris citogenetikai moddszerrel
azonositani [188], az eljaras ezidaig nem kerlt széleskorl diagnosztikai alkalmazasra. Ennél
jéval korabbi FISH vizsgalataink soran a DNS-index alapjan biztosan aneuploid sejtekben
elemeztik a kromoszéma koépiaeltérések el6fordulasat centromérikus FISH prébak
segitségével. A 3-as és 17-es kromoszdmadk szamos eltérése mellett egyes magas gradusu
SIL esetekben olyan kromoszémaszam kombinacidkat is kimutattunk nagyobb aranyban,

melyek a kisz(rt sejtek kdzos, klondlis eredetére utalnak.
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29. abra. A virusfert&zés kapcsan kialakuld poliploid, ill. random aneuploid hamsejtek genomjanak feltételezett
alakuldsa elhizédd HPV fert6zésben. A magasan aneuploid (>9c) sejtek létrejotte alternativ Utvonalakon, akar

hibas és fizioldgias osztédasok valtakozasaval is lehetséges.

A HPV okozta cellularis szabdlyozasi eltérések egyik jelent6s hatdsa a mitotikus zavar,
kovetkezménye a poliploidizaciét kiséré kromoszomdlis instabilitas (n+sCIN), ill. ennek
extrém megnyilvdnuldsa a neoplasztikus éridssejtképzédés (jelen esetben >9c sejtek). A
tumorigenezis ugyanakkor transzformalt, de stabil klonok progresszidjat feltételezi, amely
egy adott fazisban fixalt kromoszémaaberricidkat, kdpiaszamokat jelent. Mint
bemutattunk, a jelenség a nagy rizikdju korai |éziokban mar tettenérhet6. Az aneuszémia
mértéke a tumor szempontjabdl feltehet6en esetleges és teljesen egyedi, de egy lézidn
beliil jol jellemezheti a neoplasztikus sejteket, és igazolhatja azok klondlis eredetét. Bar
kovetéses vizsgdlataink szdma korlatozott, korai eredményeink arra utalnak, hogy a
tomegesen el6forduld random eltérésekbdl kiemelkedd, fixalt ardnyd aneuszomidk a
progressziv cervikalis l1ézidkra jellemzGek.

A magasan aneuploid (>9c) sejtekkel kapcsolatos észleléseink tokéletesen illeszthet6k a
jelenleg elfogadott, ismert virus indukalta karcinogenezis modellekhez. Az ilyen mddon
bioldgiailag is értelmezett atipusos driassejtek ugyanakkor mindennapos markerek lehetnek
a citoldgiai gyakorlatban. A gyakorlat szdmara 6sszefoglalva a magasan aneuploid sejtek a
cervixhdmbdl szarmazd azon patoldgids sejtek, amelyek 1) hyperdiploid oridssejt
morfoldgidval rendelkeznek, 2) virdlis indukcid hatdsara, poliploidizacié soran jonnek létre,

3) instabil, heterogén formaban vannak jelen a HPV asszocidlt folyamatban, 4) felteheten a
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citopdatidas hatas végdllapotanak felelnek meg, 5) a klondlis hamproliferacido részét
képezhetik, 6) objektiv indikatorai a korai cervikalis karcinogenezisnek.

A DNS citometria mddszerét ritkdbban ugyan, de egyes intézményekben a mai napig is
hatékonyan alkalmazzak, leginkdbb a legegyszer(ibb, statikus formdaban, denzitometrias
alapon (Feulgen-festés). Hosszabb tavon a fluoreszcencidval kombinalt, mdszerigényes
mérések tulsagosan 6sszetettnek bizonyultak a klinikai gyakorlat szamara. Az LSC asszisztalt
DNS-ploidia mérések igy a tovabbiakban elsésorban kutatasi célokat szolgalhatnak. A HPV
tipizdlas viszont id6kozben széles korben elterjedt és lassan a mikroszkdpos
citodiagnosztikai vizsgalatokkal egyenértékilivé valik a cervix prekancerdzus allapotainak

prediktiv klinikai kimutatasara.

5.4. A daganatsejt disszeminacio genetikai és funkcionalis jellegzetességei

5.4.1. A hematogén disszemindcio klinikai jelentdsége

A rosszindulatu daganatok egyik legfontosabb tulajdonsdga az invaziv terjedés, melynek
kapcsan a tumorsejtek az erek falan is keresztiilhatolnak. A véraramlasba kerilve adédik a
hematogén szérddas lehetGsége, a sejtek a vérkeringéssel elérhet6 legkdzelebbi, kapillaris
haldzattal rendelkezd szovetig jutva az aramlas lelassuldsa és az érlumenek atméréjének
csokkenése miatt kiszlrédhetnek, kitapadhatnak [189]. A progresszid soran a daganatsejtek
— lényegében fliggetlenil a daganat stddiumatdl - folyamatosan szérédnak a keringésbe,
s6t, a szorddas anatdmiailag nehezen magyarazhatd helyeken is detektalhatd [190]. Nem
teljesen vildgos azonban a szorddd sejtek genetikai hattere, bioldgiai potencidlja. A
klonogén sejtek megfelel6 kornyezetben metasztatikus novekedésnek indulnak, mig
feltehet6leg tovabbi nagy populaciok — mar a keringésben vagy nem sokkal a kitapadds utan
— elpusztulnak [191]. Ismert, hogy a daganat, ill. annak kozvetlen kérnyezete tamogato,
tdmasztd szoveti strukturainak hidnya a tumorsejtekben apoptdzist indukalhat [192]. Az
anoikis lényegében az apoptosis egy specidlis formaja, melyet a hamsejtek kozotti
intercellularis kapcsolat megsziinése valt ki [193]. Harmadik lehetdségként a traszformalt
sejtek az idegen kornyezetben elbujva, nyugvo Adllapotba keriilnek és hosszu ideig
perzisztalhatnak. Ez lehet a magyarazata a némely daganat (pl. emlSkarcinoma, lymphoma)
kapcsan jellegzetesen kialakuld késGi recidivaknak, metasztazisoknak (tlidG, agyhartya, here

attétek).
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A szolid tumorok disszemindcidjanak vizsgalata idealis esetben a periférids vérbdl, egyszer(
analitikai médszerrel végzett biomarkerek kimutatdsaval torténhet [194;195], azonban az
egyes markerek megjelenése, mérhetGsége a vérben egyel6re szamos problémat vet fel
[196]. Tul a daganatra jellemz6 megfelel6 szenzitivitason és specificitdson az egyik ilyen
alapvet6 kérdés az, hogy az illet6 marker kimutatasa milyen mértékben kapcsolhaté élg,
s6t, tulélé daganatsejtekhez, azaz, hogy a teszt eredménye mennyire fligg 6ssze a folyamat
progresszidjaval. A biokémiai (fehérje, nukleinsav izolatum) jellegi metodikak
alkalmazdsanak egyik jellegzetessége, hogy nem tesz kiilonbséget az él6, disszeminalédo és
a tonkrement sejtek, esetleg a daganatbdl magabdl kibocsdjtott molekuldk kozott. A
tumorsejt disszemindcié masik aspektusa azok bioldgiai potencidlja, azaz a kimenetel
szempontjabdl érdekes aberracidk, mutaciok jelenlétének, alakuldsanak a meghatarozasa.

A kérdés alapos vizsgalatdhoz, az alapelvek lefektetéséhez mindenképpen sziikségesnek
latszik a daganatsejtek azonositasa és tovabbi jellemzése a periférids vérben és a csontveld
aspirdtumban. Automatizalt mikroszképos madszeriinkkel a disszemindlt daganatsejtek
morfoldgiai megkozelitését, az azonositdson tul azok genetikai és funkciondlis
heterogenitasanak elemzését tliztik ki célul. A munkacsoportunk altal kifejlesztett AIPF
metodika kontrolldlt formdban, 10° érzékenységl tumorsejt kimutatast tett lehet6vé ugy,
hogy a sejteket tovabbi genetikai vizsgdlatoknak lehetett aldvetni. Az egyik f6 kérdésilink az
volt, hogy a primer tumorokban kimutatott molekuldris citogenetikai eltérések milyen
hatékonysaggal mutathatok ki disszeminalt tumorsejtekben, milyen mértékben
tapasztalhatd az egyes eltérések esetében heterogenitds és igy alkalmasak-e a szolid
tumorban észlelhet6 kromoszédmahibdk a vérbdl azonositott disszemindlt tumorsejtek

markereként.

54.2. A kromoszéma aberrdcidk stabilitdsa progresszié sordn neuroblasztémdban

A korai disszeminacid bioldgiai és klinikai kérdését sokat vizsgaltdak a leggyakoribb
gyermekkori szolid daganat, a meglehet6sen valtozatos megjelenésli és kimeneteld
neuroblasztdéma esetében. Bar a betegségben altaldnosan el6forduld specifikus genetikai
aberrdcié nem ismert, a tumorok jelentés része a kimenetelre is hatassal |év6 kromoszéma
eltérést mutat. A korai, kariotipizaldssal nyert adatok és a késébbi molekuldris vizsgalatok a
ploiditas gyakori, de nem specifikus eltéréseit (triploidia) mutattak. Ezen tul harom
kromoszémarégio kerilt az érdeklédés kozéppontjaba. A citogenetikai eltéréseknek csak kis

részérél ismert a sejtaktivitasra gyakorolt konkrét hatds, de ilyennek tekintheté az NMYC
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gén amplifikaciéja, mely a neuroblasztomak 19-25%-aban mutathatd ki [197;198]. Az NMYC
ennek kapcsan a betegség progndzisaval is igen jol korreldl [199;200]. Kevésbé vilagos a
szerepe ugyanakkor a neuroblasztdmdban szintén gyakori 1p36 vesztésnek (29%) és a 17q
nyerésnek (35%), melyek hatasat intenziven kutatjak [201]. Erdekes, hogy az emlitett harom
citogenetikai eltérés a tumor allomdnydban igen konstans, valamennyi daganatsejtre
jellemzé, igy markerként is szdéba jonnek. A harom eltérés legaldbb egyike az 6sszes eset
legaldabb 52%-aban, a IV-es stadiumu (disszeminalt) betegség 83%-aban eléfordul. A triploid
neuroblasztémak ugyanakkor j6 progndzisuak, akar spontan remisszidt is mutathatnak (1Vs
stadium), az esetek kb. 30%-at teszik ki [202].

Neuroblasztdmdban a szisztémas terjedés vizsgdlata kilonos jelentéséggel bir, hiszen a
diagnodzis idején az esetek mintegy 50%-a mar metasztatikus. A szakirodalom leggyakrabban
a csontvel6 érintettségérdl szamol be, feltehetéen ennek egyszer( vizsgdlhatdsdga miatt
[203]. A disszemindlt neuroblasztéma sejtek kimutatdsa és genetikai/bioldgiai jellemzése
ezért régdta az érdekl6dés kozéppontjaban all [204;205]. A tumorsejtek azonositasara a
GD2 immuncitolégiai kimutatdsa a 90-es évektSl kezdédSen fokozatosan terjedt el
[206;207].

Munkainkban a csontvel6be disszeminalddott neuroblasztdma sejtek preciz mennyiségi
kimutatasan tul azok genetikai jellegzetességeinek vizsgdlatat is célul tlztik ki. Az
alkalmazott automatizdlt képanalizis mddszere ehhez a 2000-es évek elején egyedilallé
segitséget nyuljtott, hiszen a GD2 immunfluoreszcencidval jelolt sejtek a mdszer
segitségével nagy érzékenységgel azonosithatdk voltak. Utdlagos morfoldgiai osztalyozasra
és kivalasztasra is lehetdség nyilt és a sejteket mindezek utdn FISH mddszerrel genetikailag
is jellemezni tudtuk. Kell6 dvatossaggal kezelve a targylemezt akdr a neuroblasztomaban
jellegzetes mindharom kromoszémaaberraciot is meg lehetett vizsgdlni ugyan azokban a
sejtekben egymds utan elvégzett 3 FISH reakcid keretében. Az NMYC, a 1p36 és a 17g23
proba mellett alkalmazott pericentromérikus referencia préba a kromoszéma- ill.
centroméraszam meghatdrozasat is biztositotta. A varakozdsnak megfelelGen
leggyakrabban a triszomia jelenségével taldlkoztunk. Az NMYC amplifikalt tumorokban a 2-
es kromoszéma tobb kdpidja is észlelhetd volt, igy a centromerikus szignalok mennyisége és
egymashoz viszonyitott aranya is a tumorsejtek markerként volt haszndlhatd. Segitséglikkel
a GD2+ immunpozitiv daganatsejtek genetikailag azonosithatdk, validalhatdk voltak.

A csontvel8i prepardtumokban taldlt GD2+ disszeminalt tumorsejtekben a primer tumorban
azonositott genetikai eltérések valamennyi esetben jelen voltak. Heterogenitdst kizardlag a
kromoszémak szdma tekintetében figyeltiink meg, a specifikus lokusz eltérések lényegében

valtozatlan formdban dlltak fenn, beleértve az NMYC amplifikdcio mértékét is.
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Kovetkeztetésiink alapjan a megvizsgalt szerkezeti eltérések a daganatban kordn, mar az
esetleges szisztémas disszeminaciét megel6z6en klondlis jelleggel létrejonnek, és a
progressziohoz a szérédast kovetSen is hozzadjarulnak. A neuroblasztdma korai genetikai
markereinek allanddsaga ugyanakkor nem mond ellent azoknak a megfigyeléseknek,
melyek szerint a disszemindlt daganatsejtek a primer tumortél genetikailag jelentGsen
kiilonbozhetnek. A progresszidhoz esetlegesen sziikséges masodlagos eltérések természete
neuroblasztémdban alig ismert, ezért ilyen jellegli tovdbbi vizsgalatokat nem tudtunk
végezni. Az elméletileg szdba johet ugyanakkor a jellemz6 genetikai eltérést még nem
mutatd korai sejtdisszeminacid, ennek fennalltarél azonban megoszlanak a vélemények. Az
utébbira szolid tumorok esetén kevés konkrét példat taldlunk a szakirodalomban. llyen
megfigyelést tettek évekkel ezel6tt pl. emlSkarcinoma esetén, aholis a primer tumorban
kimutatott p53 mutdcié a disszeminalt ritka tumorsejtekben nem volt észlelhet§ [208].
Magyardzataul a korai szérédast kdvetben kialakuld p53 deficiencia lehet6ségét emlitik a
progresszivan transzformalt tumorban, de a mutans allél kés6bbi elvesztésének
lehet&ségével is szamolnunk kell. Nyilvanvaldan léteznek korai, a tumorigenezissel és késéi,
az agressziv viselkedéssel kapcsolatos genomikus eltérések és ezek id6ben is
meghatdrozzdk a daganat novekedését. A primer neuroblasztémak altalunk megvizsgalt,
klasszikus genetikai eltérései ezen modell szerint a korai keletkezés(i és a stabilan fennallé
aberraciékhoz sorolhatok.

Vizsgalataink sordn rdaddsul azt a megfigyelést is tettiik, hogy a centromérikus kdpiaszam
valtozatossaga (ploidia) nem befolyasolta a specifikusabb aberraciék jelenlétét a
megvizsgalt sejtekben. Ennek egyik magyardzata az lehet, hogy a sejtek tuléléséhez az
aberracié kovetkeztében megvaltozott génfunkcid feltétlenil sziikséges, amennyiben tehat
pl. a kdpiavesztéssel a szerzett funkcid is elvész, a sejt mar nem marad életképes. Egy
tovabbi elmélet szerint a kromoszomak szerkezeti dtrendezédése kovetkeztében a driver
gént tartalmazo régid elvalhat (torés, transzlokdcid, stb.) a centromératdl. Kilénosen
jellemz6 ez pl. az NMYC gén esetében, amikor az amplifikdcié flggetlen
kromatinfragmentumokban, minikromoszémak (double minutes) formdjaban van jelen
[209]. igy a tumorigenitast Iényegesen befolyasold Uj genetikai egyenstly még egy esetleges

allélvesztés kapcsan sem jelentkezik.
5.4.3. Funkciondlis vizsgdlatok disszemindlt (keringd) daganatsejtekben

Erdekes médon a kedvezd kimenetel(i neuroblasztémakban, de egyéb malignitasban is

sokkal gyakrabban észleltek csontvel$ vagy periférias vér pozitivitast kilénésebb tovabbi
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klinikai jelent6ség, 6sszefliggés nélkil. Mindebbél arra kovetkeztethetiink, hogy a keringg,
esetenként a csontvel6ben vagy mashol megjelend tumorsejtek valtozatos
tulajdonsagokkal rendelkeznek, és csupan egy részik tehet6 felelGssé a szisztémas
manifesztacidért. Ennek magyardzata lehet, hogy ezeknek a sejteknek a tobbsége a daganat
kornyezetébdl kikertlve nem képes a tulélésre, elpusztul. Az aktiv sejthaldl (apoptosis)
morfoldgiai jeleit egyes neuroblasztéma sejteken is tapasztaltuk AIPF asszisztalt méréseink
soran. A folyamat mértékét bioldgiailag egyértelmien igazolni ugyanakkor eml&érakos
betegek vérébdl szarmazé mintakban sikeriilt a technika alkalmazasaval. A kett6s jel6léssel
kivalasztott keringé eml6érak sejtek jelent6s része mutatott korai apoptotikus jelleget
(keratin fragmentacid, inklizidk), és az ezen sejtekben célzottan tovdbb vizsgalt TUNEL
reakcid a kett6slanci DNS toréseknek a sejtmagban vald in situ kimutatdsaval igazolta a
kromatin aktiv hasitasanak eredményét. Meglep6en nagy gyakorisaggal tapasztaltuk az
apoptdzis jeleit, s6t, néhany esetben csak ilyen sejtek voltak azonosithatdk.

Automatizalt mikroszkdpunk és az AIPF mddszer segitségével igen nagy szenzitivitds mellett
a kering6 emlérak sejtekben olyan alapvetd funkciondlis kiildnbségek voltak kimutathatok,
melyek egyéb mddon nem megitélhet6k. Az azonositott tumorsejtek jelentGs részére
metasztatikus hajlamot biztosan nem mutatd, sejtpusztulast jelent6 feno- ill. genotipus volt
jellemzé emlGkarcindmds  betegekben. Megfigyeléseink alapjan  természetesen
feltételezhetd, hogy a keringd tumorsejtek ilyen ardnyu pusztuldasa egyéb daganatfélékben
is hasonldéan jelentkezik. A vizsgalataink ota eltelt id6ben sem valt azonban teljesen
vilagossa, hogy a keringésben jelen Iév6 apoptotikus tumorsejtek valéban a disszeminacio
folyamatabdl adéddan pusztulnak, vagy esetleg apoptotikus jellegliknél fogva keriilnek oda.
Az apoptosis teljes spektrumanak jelenléte (fokozatos citoszkeletalis degradacid, sejtmag
pikndzis és kilokédés) és egyidejlileg az intakt tumorsejtek észlelése ugyanakkor amellett
sz6l, hogy a program a periférids vérbe kerlilve indulhat be és zajlik le. A keringé
tumorsejtek klinikai jelentGségét tobbek kozott azért is nehéz megitélni, mert a kiilonb6z6
maodszerek a szorddas mas és mas aspektusait mutatjak. A legérzékenyebb metodikak
valamely jellegzetes sejtmarker molekuldris vizsgalatat célozzak meg, igy sok egyéb tényezd
mellett az nem ismeretes, hogy az apoptotikus sejtek milyen mértékben jarulnak hozza a
periférids vérbdsl végzett PCR-vizsgdlatok eredményéhez. A fokozott szenzitivitdson tul
vizsgalatainkkal el6szor sikerllt a tumorsejt pusztulds jelenségét és mértékét a
disszeminacio sordn érzékletesen bemutatni. Tapasztalataink alapjan az apoptotikus hajlam
a folyamat egy jellemzd bioldgiai tulajdonsdga és ennek bekodvetkeztét a betegség és a
kezelések soran érdekes lenne az intakt tumorsejtektdl elkilonitve vizsgalni, amire az

ismertetett AIPF mddszer egyedi lehetGséget biztosit.
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5.5. Az Aurora B Kkinaz és sejtciklus deregulacié lehetséges szerepe az

aneuploidia kialakulasaban

5.5.1. Sejtkinetika és relativ kindzexpresszio

A jelenlegi felfogas szerint az aneuploidia oka és kovetkezménye egyarant lehet a genom
instabilitdsanak. A hirtelen, egyidejlileg kialakulé komplex kromoszomalis eltérések
magyarazatara a koros kromoszéma szekvesztracid mechanizmusa kilondsen alkalmas.
Ennek hatterében Aaltaldnossagban a cellularis stressz valamely formaja allhat
(szabadgyokok, ionizald sugarzas, hipoxia, sulyos sejtszintl sorvadas, stb.), Iényegében
llyen értelemben a tumorigenezis és progresszid sordn bdarmikor, akdr kilsé tényezék
hidnydban és csak részlegesen is jelenkezhet jelent6s szabdlyozasi defektus. A mitdzist
szabdlyozd kindzok kozil az Aurora A aktivitasa ismert a legjobban, hiszen a 20q régidéban az
AURKA gén amplifikacioja révén emlGrakok egy jelentGsebb részében (21%, domindnsan a
basalis tipusban) expresszidja fokozott [210]. Ennek hatdsaként az AuA overexpresszald
tumorok, beleértve a receptor pozitiv emlérakokat is, progndzisa kedvezétlen, a
metasztatikus hajlam fokozott [211], a kezelésre adott valasz elégtelen [212;213].

Az AuA-val ellentétben a korai vizsgalatok az AuB prognosztikai, bioldgiai szerepét emlé és
mas tumorokban nem tudtdk elég hatarozottan igazolni [214]. Bar a kindz expresszidja és a
tumor kimenetele ko6zott kapcsolatot talaltak, pl. tidérakban [215], ennek hatterében az
AURKB régidban genetikai eltérést nagyobb szamban nem sikerilt kimutatni. Az expresszié
mértékét szamos mechanizmus befolydsolhatja, igy pl. leirtak 6sszefliggést az Gsztrogén
receptor aktivacio és az AuB medialta H3 hiszton foszforilacio kdzott [216].

A kinaz fehérje mennyiségi meghatarozdsa ugyanakkor jelent6s problémakba (itkdzhet, ha
az elemzés pusztan az expresszalo sejtek szamara korlatozodik. Az AuB a G2/M fazis egyéb
fehérjéihez hasonldéan a sejtciklusnak csupdn kis hdnyaddban van jelen kimutathatd
mennyiségben, azaz a sejtciklus kinetikajatdl a fehérje expresszio jelentG6sen fligg. Vilagos,
hogy ha az egyes szévetekben a proliferald sejtek szama eltér, akkor az AuB expresszidjanak
mértéke is koveti az adott sejtpopulacid kinetikajat. Kovetkeztetésiink szerint az AuB
pontos szoveti meghatarozdsahoz az aktudlis sejtproliferacidés kapacitds (teljes sejtciklus)
ismerete szikséges. Szovettani mintdkban a sejtproliferacid6 meghatarozdsa viszonylag
egyszer(i és mindennapos a proliferacids index megaddasaval. Egy funkcidéjdban kevéssé

ismert, de az antigén sajatsagai miatt igen elfogadott sejtciklus fliggé fehérje a Ki67
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[217;218], melynek expresszidja a sejtmagokban aktiv sejtekben csak a G1 fazis legelején
csokken rovid id6re [219]. Az immunhisztokémiai vizsgdlatra diagnosztikus célbdl altaldban
a Ki67 fehérjére specifikus MiB1 antitest kldnt alkalmazzak.

Eredményeink a varakozdsnak megfelel6en az AuB és a sejtciklust jelz6 Mib-1 jelol6dés
linearis Osszefliggését igazoltdak. Az AuB expresszido sejtciklushoz viszonyitott
meghatarozasara altalunk kidolgozott relativ érték, az AuB/Mibl index (AMI) azonban
érdekes Osszefliggéseket mutatott a megvizsgalt szovettipusokban. EmlSrak szévetekben a
normal emlé allomanyhoz képest jelent6sen emelkedett az AMI és egyértelmien
overexpresszaltnak értelmeztiik a 0,3 feletti értékeket. A megvizsgalt eml6karcinomak
jelent6s hanyaddban igazolddott relativ overexpresszid, ez azonban — a sejtproliferaciés
kiilonbségek ellenére - az emlérakok egyéb szbveti-bioldgiai tulajdonsagaival nem fliggott
Ossze. Ugyanakkor az agressziv limfémak tanulmanyozasahoz kontrollként valasztott reaktiv
nyiroktlisz6kben az AMI eleve nagyon magas volt, aminek magyarazatat a fizioldgidsan
magasabb G2 fazis aranyban taldltuk. Ennek oka valdszinlileg a nyiroktlisz6ben zajlo
specialis folyamatokban keresend. A tiisz6 nagy diverzitassal rendelkez6 aktivalt B-sejtjei
ugyanis klonalisan szelektalddnak, a magas affinitdsu kldnok tulélést kdvetben intenziven
proliferalnak, mig a kis affinitassal rendelkez6 sejtek novekedése elakad és elpusztulnak.
Feltételezziik, hogy ezen eliminaciés program a sejtciklus lelassulasaval jar, mely a G2-
fazisban blokddot és ennek kdszonhetéen a fokozott AuB jel6l6dést is eredményez. Ez
utébbi mechanizmus a B-sejtes limfémdakban természetesen mar nem érvényesil, a
neoplasztikus sejtek ezen gatldé szabdlyozds aldl kikeriilnek és igy a limfémas kliénok AuB
expresszidja a , kontrollhoz” képest ténylegesen alacsonyabb. Ezzel ellentétben az agressziv
limfomakban a tényleges sejtproliferacid mértéke fokozott, és ezzel parhuzamosan az AuB
expresszald G2 fazisos sejteknek az aranya a felgyorsult sejtciklusnak készonhet6en
alacsonyabb. Bizonyos limfémas esetekben azonban az AuB relativ expresszidja kimagaslo,
amit tényleges overexpresszioként kell értékelniink. Limfdmds tanulmanyunkban az AuB
fokozott expresszidjat mutatd eseteinek elkllonitésére az AMI kiszobértékét 0,5-nél
allapitottuk meg. Eredményeink szerint az agressziv limfomak jelent6s részében kifejezett
AuB overexpresszio6 mutathaté ki, mely eddig nem ismert regulacidos okokkal allhat
Osszefliggésben.

Altalanossagban elmondhatd, hogy proliferacié mértéke, a sejtciklus sebessége egyes
fehérjék megjelenését, mennyiségét alapvetGen befolyasolja, ezért a meghatarozas sordn
ezt a szempontot hangsulyosan figyelembe kell venni. Meglatasunk szerint az AuB
expresszidéra vonatkozé szakirodalom jelent6s része a kindz fokozott jelenlétének kapcsan

egyszer(ien a hattérben zajlé aktiv proliferacids aktivitas egyik kdvetkezményét méri. Az
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AuB expresszio/overexpresszido  klinikai  jelent6ségének megitélését ezért Ujabb

vizsgalatokkal sziikséges aldtdmasztani.

5.5.2. Az AURKB I6kusz eltérései emlérdkban és limfdmdkban

Molekularis citogenetikai vizsgalatainkkal a korabbi észleléseknek megfelel6en AURKB
génamplifikaciét sem emlékarcinomdban, sem limfémaban nem tudtunk kimutatni, de
izoladlt esetekben a 17p13 l|d6kusz érintettségét — relativ vesztést - tapasztaltuk. FISH
vizsgalataink alapjan az emldérakok 12,0%-dban (6/50 esetben), a limfémak 8,0%-aban
(4/50) a vesztés az AURKB és a TP53 gént egyarant érintette. A 17p13 régidban észlelhetd,
citogenetikai szinten mérhet6 genetikai eltérések ugyanakkor korlatozott, ill. statisztikailag
nem megerdsitheté Osszefliggéseket mutattak az AuB expresszidjaval a sejtkinetikai
szempontok korrigaldsa utan. A lokalizacidjaban igen kozelinek tekinthets, a FISH
vizsgalatokkal igazolt egyidejli AURKB és TP53 génvesztések esetén egyes limfémakban
ugyan csokkent AuB expresszid volt mérhetd, de ennek tényleges mértéke és gyakorisadga
nem volt vizsgélatunkban megitélhetd. Erdekes osszefiiggés volt ugyanakkor mindkét
tumortipusban a 17p13 vesztés és a 17-es kromoszéma poliszomidjat/aneuszomiajat
kozott. AURKB és TP53 kodelécidt kizardlag olyan esetekben észleltlink, ahol egyidejlleg
17-es aneuszémia is fennallt. Ez az észlelés felveti annak a lehet6ségét, hogy a kodelécio
egyben egy esetleges funkcionalis szinergizmust is képvisel a sejtek tulélése szempontjabdl.
Hipotézisilink szerint a p53 deficiencia és az AuB dereguldcié egyiittes el6fordulasa esetén a
mitotikus hibak fennmaraddsa még valdszinlibb, ami a daganat progressziéjanak kedvez.
Elméletiinket tamogatja, hogy az Aurora B és a p53 interakcidja tobb szempontbdl is
bizonyitott a normalis sejtciklus esetében is [220;221]. A legujabb adatok szerint a
koordinalt mdkodés zavardnak kiemelkedd szerepe lehet a célzott kindz gatlas

hatékonysaga szempontjabdl [222;223].

5.5.3. Az Aurora-kindz szdvettani meghatdrozdsdnak jelentdsége

Aktudlis szemléletlink szerint a kindz fehérje expresszié a kindzm(kodés fokozddasaval is
jar. Jelen esetben is fontos tehdat az altalunk szoveti korilmények kozott megvizsgalt
overexpresszid bioldgiai és klinikai jelent6ségének kérdése. Az AuA esetében az expressziot
részben génamplifikacio okozza, mig az AuB esetében ezt nem tudtuk kimutatni,

nyilvanvaléan mdas okokra vezethet6 vissza. A szakirodalombdl ismert, hogy az emlé,
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limfoma és egyéb tumorfajtak jelentds része mutat overexpresszidt, amely minden jel
szerint tulélési elénnyel és a esetenként betegség rossz progndzisaval jar [224;225;226].
Tanulmanyaink alapjan a sejtciklushoz tarsulé ardanyos AuB expressziot és az egyértelmd
szabalyozasi defektusok 3dltal kialakuld overexpressziét szoveti szinten az AMI
meghatdrozasaval el lehet klldniteni. Mig azonban a fokozott sejtproliferacié prognosztikai
szerepe vilagos és altalanosan elfogadott, a valds AuB overexpresszid klinikai hatasaval
kapcsolatban jelenleg nem allnak rendelkezésre adatok.

Latszélag ellentmondasos, hogy a daganatos proliferacidé soran altaldnossagban az AuB
overexpresszidja jellemz8, mig kromoszomalis szinten az AURKB I6kusz relativ vesztésével
taldlkozhatunk. Munkdink sordn azonban éppen azt igazoltuk, hogy a tényleges
overexpresszid gyakorisdga a sejtkinetikai aspektusok figyelembe vétele utan lényegesen
alacsonyabb, mint azt kordbbi tanulmanyok leirtak. Eredményeink arra utalnak, hogy az
AMI altal meghatarozott relativ expresszid mértéke valtozatos, 17p13 vesztés esetén akar
Iényegesen csokkent is lehet. Az Aurora B expressziot feltehetéen parhuzamosan tobb,
kevésbé ismert mechanizmus szabalyozza és korrekt mérését a sajatos sejtciklusbeli
eloszlas is neheziti. A kinaz aktivacids hatdsat ugyanakkor az expresszio mértéke nem
feltétleniil tikrozi, ehhez a szabalyozdsi kornyezet részletes ismerete volna sziikséges.
Immunhisztokémiai vizsgalatainkban az AuB aktivitast indukald survivin és a hatast tiikr6z6
foszfo-H3 jel6l6dés a sejtciklussal és az AuB expresszidval aranyos mértékben valtozott, a
megkozelités azonban a szabdlyozds pontos menetére nem enged tovabbi
kovetkeztetéseket levonni.

A tényleges kindz expresszié a mechanizmustdl fliggetlenil célpontot kinal az Aurora-
gatlokkal végzett kezelések szdmdara. Az Aurora-kinazok is kilonosen azéta allnak az az
érdekl6dés kozéppontjaban, amidta a farmakoldgiai kisérletekben (és Ujabban a korai
klinikai tanulmanyokban) a kinaz ellen kifejlesztett kis molekula jellegli hatéanyagok
igéretes hatékonysagot mutattak [227;228]. Ujabban léteznek az &ltaldnos kindzgatld
molekuldk mellett szelektiv AuA és AuB inhibitorok is [229;230]. Az elképzelések szerint a
mitotikus kindzok gatlasdval a sejtosztédas tobb pontja séril a kordbban leirt
mechanizmusoknak megfeleléen, amely az osztdddé tumorsejtekben mitotikus
katasztrofahoz és sejtpusztulashoz vezet [231]. Ezen tul a genetikailag instabil, p53 deficiens
daganatsejtek elvileg akdr még érzékenyebbek is lehetnek a gatld hatasra.

Pillanatnyilag azonban még tisztdzatlan, hogy mely daganattipusok és -sejtek lesznek az
esetleges Aurora-blokkoldk igazi indikdciéi. Nem vilagos, hogy az Aurora-kindz inhibitor
hatds a fokozott kindz expresszidval rendelkez6 daganatokban jobban érvényesiil-e, vagyis

a kinaz overexpresszid prediktiv bioldgiai/patoldgiai tényez6vé vélhat-e. Mindezek miatt az
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AuB expresszid standardizalt vizsgdlata el6térbe kerilt. Munkadinkban a szoveti szintd
expresszid egyik kényes kérdésének, a relativ fehérjeexpresszi6 meghatarozasnak
vizsgalatdval egy esetleges predikciot szolgdld immunhisztokémiai teszt alapjait is le

kivantuk fektetni.

5.6. Az aneuploidia és az allélikus heterogenitas Osszefiiggése és hatasa a

tumorgenom stabilitasara

A tobbféle mechanizmus eredményeképpen [étrejové aneuploidia a
tumorigenezis/tumorprogresszié soran végbemend genomikus atrendezédés talan
legmarkdnsabb megnyilvanuldsa. Sajat vizsgdlatainkban is gyakran észleltik, hogy a
kdpiaszdm valtozdsok egyéb szegmentalis, strukturdlis eltérésekkel, vagy éppenséggel
génmutdacidkkal egyiitt jelentkeznek. A progresszié soran hirtelen, egylépcsés, és lassu
fokozatos atrendezédések is megfigylhet6k, melyek duplikacidk és a vesztések egész sorat
eredményezhetik. A ploidia és a szubkromoszomalis, szekvencialis eltérések (mutdacidk)
nyilvanvaléan egymasra is nagy hatassal vannak, melyek eredményeképpen kiilonb6z6
genetikaval rendelkez6 szubklédnok jonnek létre. Mint a neuroblasztdma vizsgalatainkban is
tapasztaltuk, a f6 (driver) eltérések jelent8s része stabil és klonalis marad a disszeminacids
folyamat teljes ideje alatt. Ugyanakkor ismert és gyakori jelenség, hogy egy (driver) mutacio
(pl. KRAS) a daganatsejtekben csak alacsony mértékben reprezentalt. Az egyes
daganatokban mennyiségileg meghatarozva (pl. allélspecifikus PCR) a mutdcié aranya
(mutdns/vad allél) valdban ritkan éri el az elméletileg szamitott 50%-ot, amihez a normal
sejtek szikségszer(i kontamindcidja mellett az intratumoralis allélheterogenitas is
hozzajarul. Aneuploid sejtpopulacidkban a kromoszéma/képiaszam flggvényében akar
sejtrél-sejtre is valtozhat a mutans/vad allélarany. Felfogasunk szerint minél inkabb
aneuploid tehat a daganat és minél vdltozatosabb az osztéddasi hibdk sora, annal

valdszin(bb statisztikailag a mutans allélokra vonatkozo heterogenitas (30. abra).
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wt wt wt mut
/ 33% 0% 33%

50%

66% 100% 66%

30. abra. Gén mutacidk allélikus hetergenitasanak modellje aneuploid daganatsejt populdcidkban. Az
allélek/kromoszémak kopiaszamanak emelkedésével a mutans gén (pirossal jelezve) relativ mennyisége
sejtenként kiilonbozévé valik és az allélek Ujraeloszlasa kapcsan sejtciklusonként valtozik. A mutans allél teljes
elvesztése (0%) akar a vad genotipusu sejtek ismételt megjelenéséhez és jelentGsebb tumor heterogenitas

kialakulasahoz is vezethet, amennyiben a szubklén életképes marad.

Az intratumordlis, intercelluldris heterogenitds magyarazatara kézenfekvé az instabil
aneuploidia megjelenése, mely az allélek gyakorisaganak dinamikus alakuldsat és a
mutans/vad arany jelentds sejtenkénti eltéréseit is eredményezheti. Kilon jelent6séget
kaphat mindez a mutacidk klinikai interpretdcidja kapcsan, hiszen ugyanannak a
neoplasztikus folyamatnak a sejtjei a genom Ujrarendezédését kovetben, heterogén

genotipust mutatva, a célzott anti-tumor kezelésre teljesen eltérGen reagalhatnak.

5.7. Perspektivak a genomikai heterogenitas megismerésében

Az aneuploidia és a genetikai heterogenitds tanulmdnyozdsa és a progresszioval 6sszefliggd
esetleges oda/visszahatasok mara a daganatbioldgia egyik legizgalmasabb kérdésévé valtak.
A kopiaszdm és DNS-bazis eltérések parhuzamos és teljeskorl vizsgalata intenziv
technoldgiai fejl6dés utan a legljabb genomikai mdédszerekkel igen nagy precizitdssal, teljes
mélységében lehetséges. A teljes exom amplifikdlasanak és szekvenalasanak rutinna valt
lehet&ségével ezek az eltérések sejtpopuldcid szintjén szépen megadhatdk, az Uj generdcids
szekvenalds (NGS) eredménye azonban a sejtekre jellemzd atlagos szekvencia eltéréseket
tikrozi. Mint munkainkban mi is tobbszordsen felhivtuk ra a figyelmet, a populacidkat igen
jelent6s heterogenitds jellemezheti. Ezért az egyes sejtek, sejtklénok vizsgalatara nagy

reményeket fliznek az egysejt-szekvenalas maddszeréhez (single cell sequencing), amely a
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sejtpopulaciot alkotd izolalt sejtek nagyfelbontasi genomikai vizsgdlatat és a mutdcidk
sejtenkénti kimutatdsat teszi lehet6vé [232]. Ezzel az Uj moddszerrel az egyes sejtek
genomjainak Osszehasonlitisa révén a sejtek/sejtklonok kozotti kapcsolatot és fejlGdési
utakat soha nem latott részletességgel, nukleotid szinten lehet jellemezni, beleértve a
fehérjét kéddold és a nem kddold szekvencidkat is [233]. Mindez azonban még hosszabb
technikai és bioinformatikai fejlesztést és mddszertant is igényel. Jelenleg a hatékonyan
szekvenalhatd 10-100 sejtes populacidk vizsgdlata sordn is hatalmas mennyiségl genomikai
informacid keril kinyerésre. Az alacsonyan reprezentdlt, 5%-nal ritkabban el6forduld
heterogén jellegzetességek ugyanakkor ilyen sejtszam mellett egyel6re nemigen célozhatdk
meg [234].

Az 0j generdaciés DNS-szekvenalds technolégiai igénye a kordbbi évtizedek mddszereire,
eredményeire alapozva fogalmazdédott meg. A genetikai hattér, igy a heterogenitds
kérdésének megismeréséhez rendkivili mértékben hozzajarultak az in situ, szovettani
szint(i genetikai/genomikai vizsgdlomddszerek. Ezek nagy része mara kiforrott, rutin eljaras.
A szoveti mérések, az in situ hibridizacids eljarasok klinikailag fontos markerek
kimutatasaban segitenek, a patoldgiai diagnosztika részévé vdltak. Az egyes sejtek
jellemzésére ezek a mddszerek tovdbbra is hatékonyak és maradnak is a jovében,
kiilonosen, ha az djonnan felmeriil, gyakorlati kérdések hatasdra fejlesztésiik folyamatos

marad.
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6. Osszefoglalas

Az aneuploidia, azaz a daganatos genom mennyiségi elvaltozdsa a malignus transzformacio
egyik legmarkansabb jellegzetessége, hatterében szdmos mechanizmus meghuzédik. A
kromoszémdak szamdanak valtozdsa mellett azonban  kiterjedt szegmentalis
kromoszémahibak és rovid, nukleotid szintl eltérések is megjelennek. Ezek egy része a
jelenlegi ismereteink szerint a kromoszomak szegregacids defektusa, a sejtosztddas hibjja
miatt jon létre, melynek oka lehet eddig ismeretlen eredetli endogén genomikus,
genotoxikus és virus dltal indukalt. A durva genomeltérések eredményeképpen
szOvettanilag, citoldgiailag is észlelhet6 sejt, sejtmag elvdltozdsok jelentkeznek, melyek a
diszplasztikus, neoplasztikus sejtek azonositasara klinikai mintdkban is alkalmasak. A
massziv aneuploidia szoveti megnyilvanuldsaként tumoros 6ridssejtek képzédnek, az
osztodasi defektusok morfoldgiai szinten atipusos, multipolaris mitézisok formajaban
azonosithatok.

A molekularis citogenetika elérhetévé véldsaval és az egyes sejtkomponensek
immunmorfoldgiai kimutathatdsagaval a kromoszéoma hibdk jellege és gyakorisidga, az
aneuploidia kialakuldsdban szerepet jatszd patoldgids mechanizmusok széveti, citoldgiai
kortilmények kozott is vizsgalhatdva valtak. A bioldgiai folyamatok egymasra épiilését tobb
madszer parhuzamos alkalmazasaval kivantuk munkainkban kovetni, melyhez a digitalis
mikroszkdpia kilonb6z6 formai jelent6s tamogatdst nyujtottak. Vizsgalatainkhoz a
kombinalt in situ metodikdk egész sorat kisérleteztik és probaltuk ki, igy sikerrel
alkalmaztuk a lézer scanning citometriat (LSC) a daganatsejtek DNS-tartalmanak,
receptroexpressziéjanak és kromoszomadlis 0Osszetételének jellemzésére. Automatizalt
mikroszképos immunfluoreszcens és FISH (AIPF) vizsgalatainkban az immunfenotipus
alapjan azonositott ritka daganatsejtek genetikajat és funkcionalis allapotat elemeztiik.
Metodikai fejlesztéseket végeztiink a FISH reakcié protokolljanak gyorsitasara (egynapos
FISH) és a FISH jelek digitdlis azonositasanak és kiértékelésének megkonnyitésére. Egyes
mutaciok Osszetett szoveti kdrnyezetben vald kimutatdsa igen hatékonynak bizonyult a
mutans fehérje elleni specifikus antitest immunhisztokémiai alkalmazasaval.

A LSC alkalmazasok segitségével nagyobb szamu klinikai cervix citolégiai mintaban igazoltuk
a nagyrizikéju diszplazia (H-SIL), az onkogén human papillomavirus fert6zés és az
aneuploidia jelensége kozotti Osszefliggést. A megvizsgalt esetekben a virus asszocialt
poliploidizacié és aneuploidia random jeleit észleltiik. A 9c feletti DNS-tartalommal
rendelkez6 ,magasan aneuploid”driassejtek ugyanakkor a progressziv elvaltozasokra voltak

jellemzdéek, prediktiv marker jellegiiket a klinikai kimenetel is aldtdmasztotta. A DNS-index
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alapjan kiszlirt >9¢ aneuploid sejtek egy részében célzott FISH vizsgalatainkkal klonalis
jellegl kromoszomalis eltéréseket igazoltunk, melyeket szokvanyos feldolgozas mellett nem
lehetett kimutatni. A diszplazia nagyfoku heterogenitdsdban méréseinkkel ki tudtuk szlirni a
klonalis neoplasztikus proliferacio jeleit.

A hematogén uton szérodott, a vérben, csontvel6ben el6forduld ritka dagantsejtek
azonositasara az AIPF mddszert alkalmaztuk. Neuroblasztomds betegek csontvel6 vizsgalata
sordn 10° érzékenységgel lehetett tumorsejteket taldlni, melyek genetikai elemzése
sorozatos FISH alkalmazasaval lehetséges volt. A diagndziskor és a kezeléseket kovet6en
vett mintdakban a primer tumor genetikai jellegzetességei (NMYC, dellp36, 17q
sokszorozddas) lényegében egységesen jelen voltak, azaz a disszemindcié soran az alapveté
(driver) eltérésekre nézve heterogenitas nem allt fenn. A pusztuld, klinikailag kérdéses
relevancidju disszemindlt tumorsejteket moddszeriinkkel elkilonitve tudtuk elemezni
neuroblasztémas és eml6rak sejtek szorddasa soran.

Tovabbi vizsgalatainkban az aneuploidia és genom instabilitds hatterében potencialisan
meghuzédd mitotikus hibdk természetét vizsgaltuk részletesen. Ezen belll a kromoszéma
szegregacid és a sejtosztédas egyik f6 effektoranak, az Aurora B kindznak az expresszidjat,
az AURKB lokusz allapotat és a daganatra vald hatdsat tanulmanyoztuk emlérdkban és
agressziv limfémdaban. Eredményeink az AuB és a sejtproliferdcié szoros Osszefliggését
ezért bevezettiik a sejtproliferacidval korrigalt AuB pozitivitas fogalmat, amit az AuB és a
proliferacids frakciét megadd Mibl expressziéo hanyadosa képvisel (AMI). Az AMI alapjan
meghatdrozott AuB overexpresszidé mértéke jelentés, de elmarad a szakirodalomban
megjelentnél. Az overexpresszid hatterében az AURKB lékusz kdpiaeltéréseit nem tudtuk
igazolni. Az AURKB és a TP53 lékusz kodelécidja viszont a 17-es kromoszoma aneuszémia
esetén volt tapasztalhaté, mely az Aurora B, a p53 deficiencia és az aneuploidia kozotti
szorosabb Osszefliggésekre hivja fel a figyelmet.

Eredményeink arra vilagitanak ra, hogy a daganatprogresszié sordan a genom dinamikus
valtozdsa és az ebbdl eredd heterogenitas jelent6s mértékben az aneuploididhoz
kapcsoléddan jon létre. A kezdeti érdeklG6dést kovetGen a genomikus DNS és a
kromoszémdak mennyiségi valtozdsa vesztett klinikai-diagnosztikai jelent6ségébdl, de a
ploiditas egyes elemeinek és a molekuldris mechnizmusok megértésének hatasara teljesen
Uj szemlélet van kibontakozdéban, az kromoszomalis instabilitas jelensége onmagaban
terdpids célpontta valt. A folyamatok részletes vizsgalata sejtszinten automatizalt digitdlis

mikroszkdpos segitséggel hatékony formaban térténhet.
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