dc_59 10

MTA Doktora Palyazat

A csont és lagyresz daganatok genetikai és
molekularis szerveddésének feltérkepezése és

alkalmazasa a patologiai diagnosztikaban

Sapi Zoltan

Budapest, 2010.



dc_ 59 1¢-

Tartalomjegyzék
BEVEZEIES ...t 3
AV T0 T <7< U 6
Eredmeények, megbeSzeles..........ooovvvviiieemme e 22
1. A molekularis médszerek alkalmazhatdsaga ésbaspreoperativ (aspiraciés
cytoldgiai) diagnOSZUKADAN.........ccii i 22
2. A molekularis diagnosztika szikségessége, psriikai €s prediktiv értéke a
mindennapi rutin szévettani diagnosztikaban ..............cccooooeiiiiiiiie s 33
3. Az driassejtes csont tumor genetikai eltérégenmsgalata...............oooooeeiiiiiiiiisconan 50
4. A synovidlis sarcoma genetikai eltéréseineleig-yendszereinek vizsgalata............... 68
5. A periférias idegtumorok genetikai instabilitAal vizsgalata............ccccoeeeeeeeein. 80
6. A Gastrointestinalis Stromalis Tumor (GIST) mT(@Rit-rendszerének vizsgalata a
molekuldris eltérések flUggvenyébhen ... 95
Valasz a célkitizésekre, Uj megallapitasok ...............cvvvennn, 106
[rodalomMIEQYZEK ......ovvvniiie e 107
KOSzZONEtNYIIVANITAS ........oeeiiiiiii e 127

Sapi Zoltan kdzlemény jegyzéke (jovahagyott MTMT serint) .128
Tudomanyos kozlemények attekind adatai (jovahagyott MTMT
Sy 4= (111 PP 144



dc_ 59 1C-
Bevezetés

A molekuléris vizsgalati és kutatasi médszerek méaglehedsen régota kulcsfontossaguak
az alapkutatéas teriletén, de Ujabban komalyetpés tortént ezen a terileten a mindennapi
diagnosztikdban illetve az alkalmazott kutatasb®nA molekularis biolégiai mddszerek
alkalmazasa mindennapos lett a patolégian belllsis, egyes specidlis terlleteken —
kilébnésen a paraffinos metszeteken végzett vizegalaesetén — tovabb finomodtak
»-molekularis patolégiai” mdédszerekke (161).

Legkorabban a limfoproliferativ betegségek diagtikaa tertletén valt nélkilozhetetlenné a
molekularis patoldgiai modszerek alkalmazasa, detaméban ugyanez a helyzet a lagyrész
tumorok diagnosztikaja esetén is, valamint a |&yré&s csontdaganatok kutatasa se
képzelhet el molekularis patoldégiai médszerek alkalmazasdkihé Természetesen a
patolégiai diagnosztikdban az alapot ma is a ha@uglm-eosin festés képezi, de ahogy
idével nélkiulozhetetlenné valt az immunhisztokémiagkezié alkalmazasa, ugyanez a
helyzet a molekularis patoldégiai modszerekkel nkisgészié mdodszerekkel is, kilondsen a
lagyrész tumorok és részben a csont tumorok téilet limfoproliferativ daganatok utan).
Az emlitettek jeleritségét hangsulyozza, hogy mind a klasszifikacidinond a terapiahoz
nélkulozhetetlenné valt az adott cytogenetikairéiés az ehhez tartoz6 molekularis torténés
megadasa. (61,108)

A lagyrész és csont tumorok a daganatok minteg%e3att teszik ki, tobb mint 250 entitast
tartanak szamon, szamos malignus entitas fiatabakorelentkezik. A lagyrész és csont
tumorok a molekularis patogenézis tekintetében ragy csoportra oszthatok. Az egyik
csoportot a specifikus genetikai eltérések jellémami sokszor viszonylag egys#er
kariotipussal tarsul, és ezen daganatok esetéis idélve potencidlis esély van specifikus
target-terapiara. A masik csoportban a daganatokpkex kariotipussal rendelkeznek, nincs
specifikus genetikai eltérés és ennek megielelnem lehet target-terapiat alkalmazni. Ma
mar kevés olyan lagyrész és csont daganatot istedminek ne tudnank a genetikai
jellemzit és j6 részik -dleg a malignus daganatok esetén - medfelal kereskedelmi
forgalomban is kaphaté molekularis probak allnakradelkezésiinkre. Az aldbbiakban adjuk
meg a lagyrész és csont tumorok esetén leggyakmaddtfardulé cytogenetikai eltéréseket és

az ehhez tarsulé molekuléris torténéseket.
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Histologiai tipus

Alveolaris lagyrész sarcoma
Aneurysmalis csont ciszta

Angiomatoid fibrézus
histiocytoma

Extrasceletalis myxoid
chondrosarcoma

Clear cell sarcoma

Dezmopasztikus kis kerek
sejtes tumor

Dermatofibrosarcoma protuberans

Ewing sarcoma/PNET

GIST

Infantilis fibrosarcoma

Inflammatorikus myofibroblastos
tumor

Leiomyosarcoma
Liposarcoma
jol-differencialt

myxoid

pleomorph
Low grade fibromyxoid sarcoma
Malignus periférias ideghively tumor
Myxofibrosarcoma
Rhabdoid tumor
Rhabdomyosarcoma

alveolaris

embryondlis

Synovidlis sarcoma
monofazisos
bifazisos

Citogenetikai eltérés

t(X;17)(p11;g25)
t(16;17)(q22;p13)

t(12;16)(q13;p11)
1(12;22)(q13;q12)
1(2;22)(g933;q12)

t(9;22)(g22;912)
t(9;17)(q22;q11)
1(9;15)(g22;921)

t(12;22)(q13;q12)
1(2;22)(g33;q12)

t(11;22)(p13;912)

Ggy17 és 22 chr.-bol
t(17;22)(q21;913)

t(11;22)(q24;922)
t(21;22)(q12;q12)
t(2;22)(933;912)
1(7;22)(p22;q12)
t(17;22)(q12;q12)
inv(22)q12;q12)
1(16;21)(p11;922)

1p,9p,14q és 22q deletio

t(12;15)(p13;926)

8, 11, 17 és 20-as trisomia

1(1;2)(q22;p23)
t(2;19)(p23;p13)
t(2;17)(p23;923)
1(2;2)(p23;q13)

komplex gyakori 1p deletio

gyirii 12 chr.-bol

t(12;16)(q13;p11)
t(12;22)(q13;q12)
komplex

t(7;16)(q33;p11)
komplex
girit 12 chr.-bol
22q deletio
t(2;13)(q35;q14)

t(1;13)(p36;q14)
8, 20 és 2q trisomia

t(X;18)(p11;q11)
t(X;18)(p11;q11)

Molekui torténés

TPE3-ASPILflzi6
CDH11-USP6&Uzio

FUS-ATF1fazi6
EWSR1-ATF1(zi6
EWSR1-CREBfzi6

EWSR1-NR4A8Izi6
TAF2N-NR4A30zi6
TCF12-NR4A3uzi6

EWSR1-ATF10zi6
EWSR1-CREBHfzi6

EWSR1-WT1izi6

COL1A1-PDGFBfuzi6
COL1A1-PDGFBfuzi6

EWSR1-FLI¥Gzi6
EWSR1-ERGzi6
EWSR1-FEMUzi6
EWSR1-ETV1izi6
EWSR1-E1ARizi6
EWSR1-ZS@izio6
FUS-ERGfuzio
cKIT ésPDGFRA
mutéacio
ETV6-NTRKJFzi6

TPM3-ALKfuzié
TPM4-ALKfazié
CLTC-ALKfazié
RANB2- ALKfUzi6

MDM2 ésCDK4
amplifikacio
TLS-DDIT3fazié
EWSR1-DDIT3uzi6

FUS-CREB3LZ0zi6

INI1 inaktivaci6

PAX3-FOXO1Auzi6
PAX7-FOXO1Auzi6

SS18- SSX1,2fdzi6
sleg SS18- SSXMizi6



dc_ 59 10

Amint lathatd, szamos lagyrész sarcoma jellegzefesgenetikai eltéréssel rendelkezik, ezek
kimutatasa molekularis mddszerrel nagy segitséglenthet mind a preoperativ, mind a
végleges szovettani diagnosztikaban. A csontdagkredetében joval szerényebb a paletta,
ugyanakkor egyes daganatok bizonytalan, néha kitzaratlan biologiai viselkedéstkkel
szinte arra ,serkentik” a kutatdkat, hogy feltdavgenetikai eltéréseket 6sszefliggést tudjanak
kimutatni a daganat kékbi viselkedése és a genetikai eltérés kozottndelzek ismeretében

célkitzizéseimetz alabbiakban adom meg:

1, A molekularis modszerek alkalmazhatosaga és hasza preoperativ (aspiracios

cytoldgiai) diagnosztikaban

2, A molekularis diagnosztika szikségessége, pregtikai és prediktiv értéke a

mindennapi rutin szévettani diagnosztikaban

3, Az oriassejtes csont tumor genetikai eltéréskinizsgalata

4, A synovialis sarcoma genetikai eltéréseinekastrrendszereinek vizsgalata
5, A periférids idegtumorok genetikai instabilitdsak vizsgéalata

6, A Gastrointestinalis Stromalis Tumor (GIST) mTORIGt-rendszerének vizsgalata a

molekularis eltérések fliggvenyében
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A modszer fejezetben a szovettani moédszerek mebétisorban olyan molekularis

modszereket részleteztem, melyek tobbnyire toblfélitizésben (fejezetben) szerepelnek,

de kulén jeleztem, ha valamelyik specidlis vizsti@ayaghoz tartozik. Altalanossagban a

beteganyag adatait roviden az egyes fejezetek émghinek elején adtam meg.

Immunhisztokémia

Standard avidin-streptovidin-peroxidase maddszerszhaltunk, a kortlmények standar-

dizalasat pedig Ventana320 illetve Bond Max tipiminunfest automataval teremtettiik

meg. A kdvetkeé primer antitesteket hasznaltuk feltintetve a saaasi helyet és a higitast:

Primer antitest

Vimentin

Keratin AE1-AE3

EMA
H-Caldesmon

Alfa simaizom actin

Desmin
Myf4
CD68
CDla
CD163
CD21
CD23
CD34
CDh31
CD99
CD117
Faktor VIII
S100
Leu7

INI1
TLE1
GFAP
CD10
BCL2
Her-2 (CB11)
Synaptophysin
Chromogranin
p4EBP1
pp70S6K
pS6
EGFR
FGFR
IGFR
PDGFRA
PTEN
RAS
pPACT
RAF
MAPK

Szarmazasi hely

Dako
Dako

Dako

Dako
Dako
Dako

NovoCastra

Dako
Dako
Dako
Dako
NovoCastra
Dako
Dako
Dako
NovoCastra
Dako
Dako
NovoCastra
BD
Santa Crus
Dako
NovoCastra
NovoCastra
NovoCastra
Dako
Dako
Dako
Dako
Dako
Ventana
Lab Vision
Chehicon
Lab Vision
Lab Vision
Lab Vision
Novocastra
Lab Vision
Cell Signaling

Higitas

1:300
1:200
1:200
1:200
1:400
1:100
1:15
1:3000
1:100
1:100
1:50
1:20
1.300
1:300
1:100
1:40
1:20
1:3000
1:10
1:50
1:50
1:300
1:100
1:40
1:1200
1:60
1:60
1:100
1:100
1:100
1:10
1:200
1:400
1:400
1:400
1:200
1:100
1:200
1:100
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WNT Lab Vision 1:50
APC Lab Vision 1:300
beta Katenin NovoCastra 1:200
CYD1 Lab Vision 1:200
P21-SX 118 Dako 1:150
P27 Lab Vision 1:500
CDK2 Lab Vision 1:300
P16 Lab Vision 1:400
NFKB Lab Vision 1:800

Interfazisu citogenetikai vizsgalat, fluorescensiin hibridizaciés (FISH) technika

Az aspiraciés citologiai keneteken és a paraffidggyazott metszeteken standard in situ
hibridizaciét végeztink kétféle mddszerrel: A, agyik estben egy an. painting probat
valamint egy centromerikus probat hasznaltunk sktémyu ahol a painting préba a teljes
kromoszomat festi €s antidigoxigenin-rhodominnahKQ@r) jeldlt (piros szignal), a masik
pedig egy centromerikus proba, mely a kromoszOmatramerikus régidjat festi és
streptavidin-FITc-el jeldlt (sargas-zoldes). B, aasik esetben break-apart probakat
hasznaltunk, ilyenkor a probat agy tervezik, hoggeedéses transzlokacios terilet két szélét
jelolik piros és zold szinekkel, ha nincs transalkdk, akkor a két szignal egyutt marad, mig
transzlokacio esetén az egyik szignal par széktvallindezek mellett specificus deletios
illetve amplifikdciés prébakat is hasznaltunk. A gfestés DAPI-val tortént (kék szin).
Detektalasra Lucia cytogenetikai képanalizalé reads valamint Olympus BX-40
epifluorescens mikroszképot hasznaltunk, az ut@itiiplet (harmas) szével. A nagyitas
mindkét esetben 1000x-es immerzios nagyitas volt.

Az aldbbiakban adjuk meg a kilonlégarobakat:

220912 break apart Vysis Inc. USA (Ewing, Ewiagcama)

18q11.2 break apart Vysis Inc. USA (SS18, syals/sarcoma)
13914 break apart Vysis Inc. USA (FKHR, alveislahabdomyosc)
1213 break apart Vysis Inc. USA (DDIT3, myxtigbsarcoma)
16p11 break apart Vysis Inc. USA (FUS, fibromigiksarcoma)
2p23 break apart Vysis Inc. USA (ALK, infl. miforoblasos tumor)
22q deletios Vysis Inc. USA (INI1, rhabdoid torn
22911.2/9934 Vysis Inc. USA (IN11, BCR/ABL, thdoid tumor)
12cent/12q15 Kreatech, UK (MDM2, j6l diff. liparcoma)
12cent/12q13 Kreatech, UK (CDKA4, jél diff. liparcoma)
17cent/17q12 Qbiogene, France (Her2 ampl. syfisvdarcoma)

X centromerikus Vysis Inc. USA (GCTB)
1 centromerikus Oncor USA (alveolaris lagyréaroma)
3 centromerikus Vysis Inc. USA (GCTB, mal.myitleglioma)
4 centromerikus Vysis Inc. USA (GCTB)
6 centromerikus Vysis Inc. USA (GCTB)
8 centromerikus Oncor USA (alveolaris lagyréaroma)
10 centromerikus Oncor USA (alveolaris lagyrészoma)
11 centromerikus/telomerikus Vysis Inc. USA (GQTB
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12 centromerikus Oncor USA (alveolaris lagyrésmoma)
15 centromerikus Oncor USA (alveolaris lagyrésmoma)
7 centromerikus Vysis Inc. USA (PNST)

17 cenrtomerikus Vysis Inc. USA (PNST)

17925 telomerukus Oncor USA (alveolaris lagysmzoma)
18 centromerikus Vysis Inc. USA (PNST)

3p25 Vysis Inc. USA (mal.myoepithelioma)
15qg22 Vysis Inc. USA (mal.myoepithelioma)
16922 Vysis Inc. USA (mal.myoepithelioma)

13 centromericus
21 centromericus

Qbiogene, France
Qbiogene, France

(mal.myoelpiine)
(mal.myoeiiine)

A FISH szignalok automatikus képanalizise

A periférias idegtumorok interfazisi citogenetikaizsgalatara a Metafer-4-MetaCite
(Metasystem, Germany) hasznaltuk. Réviden, az aatiGos szignal analizis a kdvetkez
eszkozokkel és modon tortént: egy Axioplan-2 matdti mikroszkophoz (Carl Zeiss,
Germany) csatlakozik egy & felbontasi CBD kamera és egy 8 targylemezt bdfbga
motorizalt targylemez asztal, ami dsszekottetéstamnegy Pentium 4 1.8 Gigaherz Windows
2000 operécibs szisztéemaval. Adrel bejeldlt tertleteken a rendszer automatikusizsal
sZirést végez és a Kkijelolt darabszamig (esetliinkbeh Sfjt/targylemez) detektélja a
szignalokat és egyben rogziti is azokat sejtenkémif a végén egy képgaléria formaban

T P

régzit és ilyen modon mind a 300 sejt egyenkédkeéthed, illetve egyben visszakereshet

Magizolacio

A paraffinos blokkokb6l 50 mikrométeres vastagsagietszetet készitettink, amit
konvencionalis rehidracios eljaras kovetett, majanetszetek 2 ml 0.5 %-0s pepszinben
emesztettik, pH1.5-6n, 37 fokon, 60 percig.

Az emésztést mikroszkOposan elemtilk. Az emésztési eljarast hideg foszfat puterr
(PBS) allitottuk le. A magizolaciés szuszpenzidionyanyagon keresztil ledztik, majd az
Uledéket elvalasztottuk. Az Uledéket reszuszpeuklalt.01%-os citrat pufferrel, majd a

maradékot cytocentrifugaltuk, a feltiliszot levaladmk, majd targylemezre szélesztettuk.

DNS tartalom meghatérozéas képanalizatorral

A magi nuclearis DNS tartalmat adszorpcios cytafottrias DNS vizsgalattal hataroztuk
meg. A kenetek 4 %-os formalinban lettek fixalva [@€rcig. A mintakat Feulgen szerint
festettik (stochiometricus mddszer) Schiff reagbastznalva (Merck, Darmstadt, Germany),
az ESAP konszenzusoé@dasa szerint (80). A DNS képanalizist mikroszk&@lkapcsolddo
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DNS mérésre alkalmas software rendszerrel végeZiGNKDOK R, Fa., Hilgers,
Kdnigswinter, Germany) (107).

Ez a rendszer eleget tesz azon modszertani kovatgeknek, melyek a preciz DNS
adszorpcios cytofotometriat lelbge teszik. 40-es objektivet, és interferendiasz
alkalmaztunk (565+-10 nm). Minden keneten legaldbb diagnosztikus sejt DNS tartalmat
hataroztuk meg, (de ez szamos esetben 200-300088jtA Feulgen festés szerinti integralt
optikai denzitds meghatarozdsara referencia sdjieifocytdk, és granulocytdk) DNS
tartalmat hataroztuk meg. Ezen sejtek DNS tartglmant normal, diploid sejtek DNS
tartalmat (2c), standardként hasznaltuk. A refaeesejtek variacioés egyutthatdja 3 és 5 %
kozott volt. A referencia sejtek a keneten taldhaem tumorsejtek voltak. Végul 30
referenciasejt és legalabb 100 tumorsejt DNS tagbhataroztuk meg, és a mérés végén a
szamitogeép a képanalizis alapjan hisztogrammoiteéisAz aneuploiditas definicidjahoz, mi
a ,stem line” interpretaciot hasznaltuk Haroske)(84erint. A DNS index meghatarozasa a
klasszikus aneuploiditds meghatarozasa alapjarenikrt a lemért sejtek modalis DNS
tartalméat elosztjuk a normal sejtek lemért mod&NS tartalmaval. Akkor diploid egy
daganat, ha ezen hanyados 1+/-10%, és akkor amt@gyp daganat, ha ezen hanyados 1+/-

10 %-nal nagyobb vagy kisebb.

Lagyrésztumorok telomeraz aktivitasanak mérése

Szdvetminta preparacio

25 mg szovetmintat homogenizaltunk 500/RI REAGENT-ben (Sigma) manualisan, Potter
homogenizatorral. A homogenizatumot 12000 g-velpéfrig, 4 °C-on centrifugaltuk, hogy
eltavolithassuk a nem oldhaté anyagot. A tisztéldekot Uj Eppendorf ébe tettik at. A
nucleoprotein komplexek teljes disszociaciojanakztdsitasara a mintat 5 percig
szobaldmeérseékleten tartottuk. Ezutan a mintat 100 chloroformban elkeverttik, szorosan
lezartuk és Vortexeltik (és rdzasnak vetettik ald) 30 mp-ig, majd 3-5 peszgbalén
hagytuk allni. A keletkezett keveréket 12000 g-B, dercig, 4 °C-on centrifugaltuk. Ez 3
fazisra szeparalta a keveréket: a voros organi@mis tartalmazta a proteint, az interfazis a
DNS-t és a fels szintelen, vizes fazis az RNS-t.

RNS izolalas

A vizes fazist pipettdval leszivtuk, attettik egy csébe, azonos mennyiség(ml)
isopropanollal kevertuk el, majd szoléahb-10 percig allni hagytuk. A mintat 12000 g-n, 10
percig 4 °C-on centrifugaltuk. Ezaltal az RNS ppéétum a c§ aljan egy pellettet alkotott.

Miutan a feliliszoét leontottik, 5000 75%-0s ethanolba mostuk a mintat, Vortexeltik és
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12000 g-n, 5 percig,°@-on centrifugaltuk. A feliliszét ismét leontottikz RNS pellettet
vakuumban kiszaritottuk, 50 RN-az mentes vizben (DEPC = diethyl pyrocarbousteiz)
oldottuk. Az izolatumot -80 °C-on azonnal lefagyasizk Az RNS koncentraciéjat és
“tisztasagat” spektrofotométerben hataroztuk mexb@ nm/280 nm-en mért elngelessel.
Technikai szempontbdl fontos, hogy az RNS preparéontaminalt DNSé& mentes legyen,
mert az analizaland6 RNS mennyiségét tulbecstlikeatjistandard médsZerDNS/RNS
kvantifikacio soran (260 nm mérés), ezért ez t@&redményekhez vezet a hTERT és a PBGD
atiratok kvantifikalasakor.
A teljes RNS fotometrias kvantifikaciéja soran hadt értékek:
0OD260 = nukleinsavak (RNS, DNS) abszorpcids maxieum
0D280 = fehérjék abszorpcids maximuma
0OD240 v.320 = hattér abszorpcié kontaminacio kéeetiben (pl. fenol, stb.)
0OD260/0D280 hanyados = az RNS preparacicgseage (quality)

(kivedos tartomany: 1,7-2,0)
0D260/0D240/320 = az RNS preparacio tisztasagatypur

RT-PCR és a telomeraz (hnTERT) assay

A hTERT mRNS mennyiségét és az ezzel korreldlo TrAal-time RT-PCR modszerrel,

TeloTAGGG hTERT Kvantifikaciés Kittel, LightCyclesegitségével végeztik, a gyartd cég
(Roche) hasznalati utasitasa szerint.

A tel-kédolt mRNS atirasa utan, az igy keletkeo®NS-nek egy 198 bazispar nagysagu
fragmentjét specifikus primerekkel amplifikaltuk y&péses RT-PCR reakcibban. Az
amplikont fluorescenciaval detektaltuk, specifikiisridizacios proba-parok hasznélataval.

A cDNS fragmentumainak PCR amplifikacioja

A kiloénbosd ciklusok soran a jelintenzitas a minta hTERT mRé&k és a PBGD-nek a
kezdeti koncentraciéjatol fuggn valik detektédlhatova. A standardok és a mintdk
szignaljainak folyamatos monitorizalasaval keletkeaz amplifikaciés gorbék sorozata. A
minden reakciokeverékhez hozzaadando, az <ldgsén alapuldé pontos teljes RNS
mennyiség megallapitasa, kimérése és megfemahoségének biztositasa (pl. mentes legyen
a degradaciotol) nehézségeket okozhat, fenndllrmapgansag lehésége. Ezért 4n. house-
keeping gént kell hasznalni, és ennek transzktipgj&vantifikalni kell, mint endogén RNS
kontrollt, és minden egyes mintat hitelesiteni lelhouse-keeping gén tartalom alapjan. A

stabilan expresszaldédoé un. house-keeping gének tdyeerjeket kddolnak, melyek aktivitasa



dc_59 10*-

a sejtfunkcidk fenntartdsaban alagveEzek a gének hasonld szinten expresszalédnak a
kilénb6s sejttipusokban. A megfetehouse-keeping gén a vizsgalt mintdkban nem mutatha
valtozatossagot. Méréseinkben a PBGD (porphobiénogeaminase, a hem bioszintézisben
részt vew citoszolikus enzim) gént hasznaltuk.
A mintak normalizadlasa a PBGD tartalomhoz viszoryitortént. Egy kulon RT-PCR
reakcioban a PBGD mRNS-t dolgoztuk fel. Ez utOlaaikciotermék szolgélt kontrollként és
referenciaként a reakcioban és a relativ kvantifitdan. A relativ tel expresszids szintek
ennek a génnek az expresszids szintjéhez viszanydnanykent lettek meghatarozva. Az
irodalmi adatok figyelembe vételével - a sztvet@hnB00 PBGD kopianal nagyobb, a
citologiai mintak 150 PBGD koépianal nagyobb értéledetén voltak értékelltetk, azaz
tartalmaztak elegeidnennyiség és mirbsédi RNS-t a tel tartalom meghatarozdsahoz.
A reakcidban a relativ target gén expresszios smpancsak kalibratorhoz (azaz a legkisebb
mérheé mennyiséf hTERT mRNS-t tartalmazé mintahoz) van hitelesitde kalibrator
ezdltal jelzi a target kvantifikacidé assay hat&iést, mely megfelel a 35. hTERT Ct értéknek.
(N hTERT=hTERT minta hTERTkalibrator/PBGDminta PBkalibrator)
A standard gorbe felvétele a kitben talalhatd sej@bol nyert cDNS-ek kilonbéz
higitasaival torténik.
A kalibrator az a minta, melyet a végeredmények normalizicidjdhoz hasznalunk. Minden
minta referencia hanyadosa osztva van a kalibraferencia hanyadosaval. Ez normalizélja a
kulonbo® detekcids szenzitivitdsokat a target és refereecraékekre.
A reakcioelegy tartalma:
- 2ul hTERT reakciokeverék
- 0,1ul reverz transzkriptaz
-2ul hTERT vagy PBGD detekcios keverék
- 13,9ul viz
- 2yl sajat mintankbdl preparalt RNS vagy standard R&§plat.
A reakcio Iépései:
a) Reverz transzkripcié (60 0C,10 min)
b) kezd denaturacio (95 oC, 30 sec)
c) 40 ciklus: - denaturacio (95 oC, 0.5 sec)

- primerek kédése (annealing) (60 oC, 10 sec)

- extenzi6 (72 oC, 10 sec phfikacios ciklusonként).
A kulsé standard gérbe megallapitdsahoz minden, a LigheGhen végbemeéhn ciklus
tartalmazza az 6t standard hTERT mRNS-ének megtzadtsdat, melyek 1.3 x 106, 9.8 x 104,



dc_59 10?-

8.0 x 103, 7.2 x 102 és 1.4 x 102 /2 pl képiatalaraznak; valamint a - pozitiv kontrollkéent
szolgalo - total RNS-t, mely a kitben talalhatdé RITEMRNS-t expresszalé Hela sejtvonalbol

szarmazik.

DNS izolalas paraffinos anyagbdl (szekvenalash®zPBR-hez):

Ehhez az izolaldsi modszerhez a standard patoléljgaés szerint pufferelt formalinban

fixalt és paraffinba agyazott szovetkk. 4-5 darab 1Qum vastagsagu metszete sziikséges,

amit egy 1,5 ml-es Eppendorfatee teszunk.

1. deparaffinalas:

1000 ul xilol hozzdaddsa a mintdhoz, majd 10 perc inkasbal
szobaldmeérseékleten, kdzben néhanyszor meg kell razni,aezd0 percig
13000 g-n centrifugélas végul a feltiliszo ledntése.

1000 pl xilol hozzédadadsa a csapadékhoz, majd 10 perc balks
szobalbmeérsékleten, kdzben néhanyszor meg kell radzni,aezdD percig
13000 g-n centrifugalas vegul a feltliszo lebntése.

1000 ul absz. etanol hozzaadasa a csapadékhoz, majd rtOirpaibalas
szobaldmeérseékleten, kdzben néhanyszor meg kell razni,aezd0 percig
13000 g-n centrifugalas vegul a feltliszo ledntése.

1000 ul absz. etanol hozzaadasa a csapadékhoz, majd rtOirpaibalas
szobalbmeérsékleten, kdzben néhanyszor meg kell radzni,aezdD percig
13000 g-n centrifugélas végul a feltiliszo ledntése.

A minta szaritasa 10 percig Speed Vac késztlékben.

2. emésztés:

az emeésztéshez haszr#dis pufferosszetétele:
1,6 ml 5M NaCl
1,6 ml 0,5M EDTA
0,8 ml 2M TRIS pH=7,9

1ml 20% SDS
35 ml desztillalt viz
40 ml

400 pl lizis puffer hozzaadasa, 200 Proteindz K (10mg/ml) és l (-

merkaptoetanol hozzaadasa a mintahoz, majd ré&g@t&son egy éjszakan at.
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3. enzim inaktivalas:
 Forralas 98C-on 5 percig, majditiés jégen 5 percig

4. Ezutan 10 percig centrifugalas 13000 g-n, majdlalfszéd (melyben a DNS van)
atpipettazasa Eppendoriote. Ez kb. 42Qul.

5. 42 ul Na-acetat puffer (3M, pH 5.0 Sigma) és 8dDabsz. etanol hozzdadasa a
mintahoz, majd 2 percig allni hagyjuk.

6. 5 percig centrifugalas 13000 g-n, ezutén a felidlispbntése és a csapadék mosasa
500l 70%-o0s etanollal, vortexelés, majd Ujbdl 5 perntafugalas 13000 g-n.

7. fellliszo ledntése, majd a minta szaritadsa Speek&szilékben 10 percig

8. a minta olddsa 10@l minimum pufferben 10x TE pH:8.0, 10 mM Tris, 0.1 mM
EDTA)

9. a minta koncentraciojanak mérése NanoDrop spektnaiéterrel.

Az ily moédon izolalt, valamint a gytott DNS mintakbol a PDGFRA gén 10, 12, 14 és §8-a
exonjat illetve a c-kit gén 9, 11, 13, 14 és 1&esnjat PCR-rel felamplifikaltuk.

Polimeraz lancreakcio (PCR):

A PCR-t a DNS-szal egy rovid, jol definialt szakasak felamplifikalasara hasznaljuk. A
kivalasztott templat DNS-szakaszrol két megftelptimer (inicialé oligonukleotid), DNS
polimeraz, nukleotidok és a DNS polimeraz szamaegfeleb kémiai kornyezetet biztositd
puffer segitségével nagyszamu masolatot készitketlin

A PCR-eljaras tobb ciklus egymasutanjabdl all. Miggik ciklus harom |épést tartalmaz:
Denaturalas: a kéisszall DNS-templat szalainak szétvalasztasa magadreékleten (94-96
°C), ekkor a két DNS-szalat 9sszekdtidrogénhidak felbomlanak. Az élsiklus ebtt a
DNS-t gyarkan hosszabb ideig denaturaljuk, hoggnaplat DNS és a primerek kg&dtszalai
is teljesen szeparalddjanaksid.-2 perc.

Annealing vagy kapcsolédasi lépés: a DNS-szalakpaatdsa utan a émérsékletet
csokkentjuk dagy, hogy a primerek hozza tudjanak ckafddni a DNS-szalakhoz. A
homérséklet ebben a fazisbanésen figg a primerek olvadasirmérsékletdll, aminél
altalaban 5°C-kal alacsonyablbrhérsékletet hasznalunk. Ha a kapcsolodasi lépésben
homérséklet nem megfetiel a primerek vagy egyaltalan nem &dnek a templathoz, vagy
véletlenszdien kdtdnek. Id: 1-2 perc.

Elongéacié: a DNS-polimeraz létrehozza a hianyzdaszA munkat a kapcsolodott primernél
kezdi, és végigmegy a DNS-szalon. A szintetizaldsars a szifl nukleinsavszal szolgal
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templatként a leany lanc szintetizalasahoz. A meggabbitas dmérséklete a DNS-
polimeraztdl figg. A l1épés &igénye egyrészt fligg magatdl a DNS-polimeraztolsnészt az
amplifikalandé DNS-szakasz hosszatél.

Ezen harom lépést ismételve az enzim az Gjonnarbléft szalakat is templatként hasznalja,

igy idedlis esetben a primerek altal behatarolt BX&kasz mennyisége exponencialisén n

A PCR soran haszndlt c-kit, PDGFRA és lagyrészosaak primereinek szekvenciai

c-KIT primerek

Exon | Primer Seq 5'-3 A (°C) | Amplikon (bp)

9 KIT9-F GCCACATCCCAAGTGTTTTATG 60 310
KIT9-R GAGCCTAAACATCCCCTTAAATTG

11 KIT11-F | CCAGAGTGCTCTAATGACTG 60 223
KIT11-R | AGCCCCTGTTTCATACTGAC

13 KIT13-F | CTTGACATCAGTTTGCCAGTTGT 60 203
KIT13-R | GACAGACAATAAAAGGCAGCTTG

17 KIT17-F | TGGTTTTCTTTTCTCCTCCAA 60 184
KIT17-R | GCAGGACTGTCAAGCAGAGA

14 KIT14-F | GTCTGATCCACTGAAGCTG 50
KiIT14-R | ACCCCATGAACTGCCTGTC 51

PDGFRA primerek

Exon | Primer Seq 5-3’ T (°C) | Amplikon
(bp)

10 PDGFRA10-F| GGCCCTATACTTAGGCCCTTTT 60 251
PDGFRA1O0-R | TGTCCTGACTGTTGAGGAACT

12 PDGFRA12-F| CTCTGGTGCACTGGGACTTT 60 233
PDGFRA12-R | GCAAGGGAAAAGGGAGTCTT

14 PDGFRA14-F| TCTGAGAACAGGAAGTTGGTAGC 60 208
PDGFRA14-R | CCAGTGAAAATCCTCACTCCA

18 PDGFRA18-F| CTTGCAGGGGTGATGCTATT 60 230
PDGFRA18-R | AGAAGCAACACCTGACTTTAGAGATTA

Synovialis sarcoma

SYT-SSX1 fazié

Forward primer CCACAGCCACCCCAGC

Reverse primer GTGCAGTTGTTTCCCATCGT

TagMan proba AAAATGATTCGAAGGGAGTGTCAGAAGCAT

SYT-SSX2 fazié
Forward primer CCACCACAGCCAcCccC
Reverse primer GCACAGCTCTTTCCCATCAT
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TagMan préba AAGGAAATGATTCGGAGGAAGTGCCAGA

Clear cell sarcoma
EWS-ATFL1 fazio (1-es tipus): EWS exon 8 /ATF1 exon

Forward primer CATGAGCAGAGGTGGGCG
Reverse primer CCCCGTGTATCTTCAGAAGATAAGTC
TagMan proba AGGAGGACGCGGTGGAATGGG

EWS-ATFL1 fazio (2-es tipus): EWS exon 7 /ATF1 eXon

Forward primer GCCAAGCTCCAAGTCAATATAGC
Reverse primer CAACTGTAAGGCTCCATTTGGG
TagMan proba CAGAGCAGCAGCTACGGGCAGCA

Myxoid liposarcoma
FUS-CHOP fuzio

"Klls6é" primer par
Forward primer AGCAAAGCTATAATCCCCCTCAG
Reverse primer GAAGGAGAAAGGCAATGACTCA

"Belss" primer par

Forward primer GACAGCAGAACCAGTACAACAGCAG
Reverse primer GCTTTCAGGTGTGGTGATGTATGAAG
b-aktin primerek szekvenciéi (kontroll)

Forward primer CCTTCCTGGGCATGGAGTCCTG
Reverse primer GGAGCAATGATCTTGATCTTC

A PCR soran hasznalt reakcioelegy dsszetétele

Felhasznélt anyagok koEin?t?g:?éja V (ul) Végkoncentracio
Imr(ré?gf;:](el;ed 2X 10 1x
Forward primer 100uM 0,1 10puM
Reverse primer 100pM 0,1 10puM
H,O 8,8
Templat DNS 1 (20-100 ng/reakcia
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A PCR beallitasai

Folyamat Hoémérséklet (C) Idtartam (sec) ciklusszam
Kezdeti denaturacio 95 10 1
denaturéacié 95 20
Primer 40
hibridizalas/szintézis 60 60
HOLD 10 végtelen 1

Agardz Gélelektroforézis:
A PCR reakci6 utén a termékek 2%-0s agar6z géltezklfuttatva.
Agaroz geél készitése:

1. 100 ml 1X TAE (TRIS, ecetsav, EDTA) pufferbe 2 gy bemérése.

2. Mikrohullamu sigben melegitve (kb. 3 perc) az agaréz feloldasa.

3. 10 pl etidium-bromid hozzdadasa, mely a DNS két sz&aékinterkalalodo
fluoreszcens festék.

Fédi behelyezése, gél megontése

A gélt megszilardulasa utan futtatbkadba helyeztilelyet 1x TAE pufferrel kell
feltdlteni gy, hogy a zsebeket is ellepje. EzusaiPCR cstvekid 8 pl mintat tettlink a
zsebekbe. A mintak mellett 1 kb-os molekulasuly kedr futtattunk, a PCR termékek
ellerndrzése céljabol. A mintak felvitele utan 3 percigvefesziltséget kapcsoltunk, hogy a
mintak belépjenek a gélbe, ezutan 100V-on 27 pdotyy az elektroforézis.

A gél fotdzasakor Stratagene Eagle Eye |l késziilékea hozza tartozdé szamitdogépes
programot hasznaltunk.

A megfeleb denzitdsu PCR amplikonokat kétiranya direkt szakldéssal analizaltuk. A PCR
termékeket megtisztitottuk, majd szekvenald redkoiértiink dssze. A termékeket tisztitottuk
és denaturdltuk, ez utan kovetkezett a kapilldekteforézis és a fluoreszcens detektalas. Az

eredményeket szamitdégeépes program segitségévetlaiteki.
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PCR termék tisztitasa:

Az EXOSAP-IT (Affymetrix) két hidrolitikus enzimetartalmaz: az exonukledz l-et és a
Shrimp alkalikus foszfatazt. Ezekre azért van segksnert eltavolitjak a PCR reakcio soran
fel nem hasznalddott dNTP-ket és primereket, melyakarhatjak a kébbi szekvenald
reakciot. Az exonukleaz | az egyszaliu DNS-t, a $8Big a megmaradt nukleotidokat bontja
le nukleozidokra és foszfatra.

1. A futtatds utani maradék pcr termékekhez ()2 ul ExoSAP-ot adtam.

2. 30 perc inkubalas 3TC-on, ezen admérsékleten optimalis az enzirikddés.

3. 15 perc inkubalas 8tC-on, hogy inaktivalédjanak az enzimek.

Cycle sequencing reakcio:

A klasszikus Sanger-féle szekvenalas alapelve:

A Sanger altal kitalalt modszert lancterminacidstyle didezoxi mdédszernek is nevezik. A
modszer alapelve, hogy a DNS szintézis csak uggdidldhat, hogy a cukor-foszfat lanc
utolsé tagjanak 3'végén OH csoport taldlhato, naepolimerdz enzim csak ehhez tudja a
kovetked nukleotidot kapcsolni. Sanger olyan didezoxi (8 & szénatomon nincs OH)
nukleotidokat hasznalt a dNTP-k mellett, melyekletletvé valt hogy a beépulés barmely
nukleotidnal megszakadjon. Statisztikai alapon mmgontban le tud allni a szintézis, ha
pedig a reakciok szama ki&dn nagy, meghatarozhatjuk a szekvenciat, ehhezZszetesen
valahogyan meg kell jel6Inink a DNS-t.

Nagy lépések a kezdeti elképzeléshez képest haggiaaktiv jeldlést felvaltotta a
fluoreszcens jelélés, az elekroforetikus lépésregjeientek a gélolvaso készulékek, valamint
a kapillaris elektroforézis, a PCR eljaras széldslafterjedésével pedig mar nincs szikség a
vizsgalt gén izolalaséra. Emellett a folyamat awtnalt.

Jelolt Terminatoru Ciklikus Szekvenalas modszere:

A modszer dnye a primer jeldléssel szemben hogy a négy stafeotid négy kulonbzo
fluoreszcens festékkel jelolt, igy egyszerre, egpazreakciéban hasznalhatd és az
elektroforézis egy savban futtathatd, ez pedig kbngsebb leolvasast tesz lehwet

BigDye Terminator ReadyReaction Cycle SequencingAgiplied Biosystemsjartalmazza:

1. az AmpliTag® DNS polimeraz FS enzimet (a Taq potémemaodositott valtozata),
melynek nincs 553 nukledz aktivitasa, pontmutaciokkal csokkentett@
diszkrimin&cidjat a didezoxi-nukleotidokkal szemben

2. dNTP-ok
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3. jeldlt ddNTP-ok
4. puffer

A Cycle Sequencing reakcié utan kapillaris eleldrétissel a szekvencia meghatarozhatd. A
modszer rendkivil j6 felbontdképessgd bazisnyi hosszkilonbség is detektalhatd, akthdées
pedig lézer segitségével torténik, igy a kulorblaoreszcens jelek segitségével a bazissorrend

meghatarozhato.

A cycle sequencing reakcié soran hasznalt reakci@ly 6sszetétele

Felhasznélt anyagok V (ul)
BigDye puffer (10x hig) 1
BigDye MasterMix 1
Primer (forward vagy reverse) 1
Templat DNS 2-4 (20-30 ng/reakcid)

A cycle sequencing reakcio beallitasai

Folyamat Hémérséklet (C) Id 6tartam (sec) ciklusszam
Kezdeti denaturéacio 96 60 1
Denaturacio 96 30
Primer hibridizalas 55 15 30
Szintézis 60 240
HOLD 10 végtelen 1

Tisztitas NucleoSeq kittel:

A BigDye terminator, a primerek és a megmaradt entidlok NucleoSeq kit segitségével

(Macherey Nagel) torténeltavolitdsa utan a mintakat szekvenalthestesszik at.

Denaturdlas:

a terméket 1 percig 96-on tartjukmajd jégre tesszik
A kapillaris elektroforézist ABI PRISM 310 Genefmnalyzer-ben végeztik. Az
elektroferogrammok kiértékeléséhez BioEdit prograhasznéltuk. A vizsgélt DNS

szekvenciakat az NCBI genetikai adatbankjaban négtaé normal

referenciaszekvenciakhoz hasonlitjuk.
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FISH immunfestett keneteken — Relokalizéaitassejtes csont tumorok)

5 kromoszémat valasztottunk méretiket és kereskedeigalomban elérhétszinjeldléstiket
figyelembe véve, mig a 11-es kromoszéma révid kakacentromerikus és szubtelomerikus
régiojat a TAS altal valo gyakori érintettsége rmiatsgaltuk.

A feddlemez eltavolitdsa utan az immunfestett kenetekerdszcens in situ hibridizaciot
végeztink, melyhez a kereskedelmi forgalomban KapKa 3-as, 4-es és 6-0s kromoszdéma
centromerikus alfa szatellit probéit szimultan atkaztuk. A lehetséges telomerikus eltérések
detektalasara a 11p szubtelomerikus és a 1l-esokmirma centromerikus probainak
szimultan hibridizaciéjat végeztik. A CD68-negatds pozitiv sejtek FISH képeinek
elkilonitésére a Bioview Duet Automated Scanningt&@w (Bioview, Tel Aviv, Israel)
rendszert alkalmaztuk, mely relokalizélva a kor&bbaszkennelt CD68 immunfestett sejtek
helyét a keneten, megtaldlta ugyanazon, immar FEgnalokat mutatd sejteket és
parositotta azok FISH képét az immunhisztokémipplké Az egyes probak specificitasanak
meghatarozasara FISH reakciét végeztiink 400 nokwmdirol sejten, ami alapjan cut-off
szinteket allitottunk fel a fals monoszémia éstimia kizarasara (az atlag+2SD-t hasznalva),
melyek 2.93%-nak, illetve 3.54%-nak bizonyultak. 010mononuklearis tumorsejtet
elemeztink lemezenként, melyek 20-50 %-a volt Cpé8tiv az adott minta histiocyta-
tartalmatél fuggen. A vizsgalt kromoszémak egyedi centromerikugrsdijai és az 0ssz-
szignalszam alapjan hataroztuk meg a kromoszomassie illetve a vesztések szamat. Az
egyes kromoszomak szignalszamat kulon elemezve mosmOmiak, triszoOmiak és mas
aneuszomiak jelenlétét tudtuk detektalni. A kapateuszomia-gyakorisagokat az egyes
kromoszémakra és az egyes sejtekre vonatkoztatvakisgamoltuk, mely alapjan
megkulonboztettiink kromoszémalis aneuszémia (C-ANES) individualis sejt-aneuszémia
(IF-ANEU) értekeket. Az I-ANEU érték kombinalt inflaraciot ad mind a négy kromoszémara
(3, 4, 6 és X) vonatkozoan, mig a C-ANEU értéek d0kiioz kromoszomak szambeli
eltéréseire vonatkozo informaciét ad. Ha mindesgétt kromoszomaban megfigyelbelt

a centromerikus szignélok egész szamu tdbbszowse8k), poliszomia gyakorisdgokat
szamoltunk mind az egyes kromoszomakra, mind azeseggejtekre vonatkozéan
kromoszomalis poliszomia (C-POLY), illetve individis sejt-poliszémia (I-POLY) értékek
feldllithsaval. Ha a vizsgalt CD68-negativ sejtélblt mint 20%-a mutatta ugyanazt a

kromoszOma vesztést vagy nyerést, az eltéréstlidoaé tekintettiik (22).
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FISH immunfestett kenetek@rFISH) (Griassejtes csont tumorok)

Kivalasztottuk azokat a kromoszémaékat (az X, 34ss, 6-0s vagy 11-es kromoszomak
kozil), amelyek a legmagasabb szazalékban mutatteuszémiat 6k6 eredményeink
alapjan. FISH reakciot végeztiink 23 pericentrimimfestett keneten, mely lefieé tette a
centroszOma és kromoszoma eltérések egyittes ndeghasat. Mind a centroszémaszamot,
mind a kromoszomalis centromerikus szignélokat i®@ atfed interfadzisos mononuklearis
sejten vizsgaltuk. Az egy vagy két centroszOmankanazé sejteket negativnak, a tébb mint
két centroszomat tartalmazdé (tehat centroszéma itkaplot mutato) sejteket pedig
pozitivnak tekintve a centroszéma amplifikaciot @Gvétkedképpen gradaltuk: negativ (a
sejtek 0-2%-a); gyenge (a sejtek 2-10%-a); kozépesejtek 11-20%-a); és (a sejtek tobb
mint 21%-a). A vizsgélt kromoszomak egyedi centrokus szignaljai alapjan a
monoszomiakat, triszomiakat, valamint az 5x, 6x, kkxomoszomaszerelvényeket
aneuszomianak tekintettilk; a poliszomias sejtekeggyis amelyek a normal
kromoszOmaszerelvény egész szamu tobbszoroséBxdxstb.) mutattak, nem értékeltik.
Minthogy csak egy kromoszomét vizsgéltunk esetenkén aberrans centroszoémaszamot
mutato diszémias sejteket nem vettik bele az dédske, I-FISH vizsgalattal csak a normal
centroszOma-tartalmu aneuszomias sejtek, valamimerdgroszoma amplifikaciot mutatd

aneuszomias sejtek aranyéat tanulmanyoztuk.

RFLP - Restriction fragment length polymorphism

A restrikcidés enzimek olyan endonukleadzok, amelgpkcifikus szekvenciakat ismernek fel
és ezeknél hasitjdk a DNS szalat. A restrikciognerfelismes szekvenciak ugyanugy ki
vannak téve a mutacionak, mint barmely mas DNSaszakHa a felismérhely mutal, az
enzimek nem képesek a DNS-hasitasra.

Az RFLP-technikaval az inszerciot, a deléciot ébaaisvaltozast is ki tudjuk mutatni. A
delécidé és az inszercid6 megvaltoztatja az érifitaggmentumok elektroforetikus mobilitasat.
A fragmentumok szaméanak valtozasa és () fragmerkumegjelenése pedig azt jelzi, hogy
bazis szubsztiticio, inszercidé vagy delécio migt enzim hasitasi helye megist, illetve
egy Uj hely j6tt létre.

A PCR-RFLP vizsgalat soran a paraffinos blokkbaaagyt szovettl metszés utdn DNS-t
izolalunk, majd a célgén vizsgalandé exonjait metakus polimeraz lancreakcioval
felamplifikaljuk. Ezt kbveben mutacio-specifikus restrikciés enzimkezeléstziuély, s az igy
keletkezett DNS fragmenteket nagy felbontasu mi&palaris elektroforézis segitségével

futtatjuk. A mutaciokat a normalis alléltél valdét migraciés mintazat alapjan azonositjuk
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Béta-katenin gén pontmutacidoinak PCR-RFLP modskzeoréns kimutatasahoz hasznalt

primerek és restrikcidés enzimek

Aminosav Primer Amplikon Restrikcios Hasitott
csere szekvenciak hossz enzim termék
mérete
Sense TGGACTCTGGAATCCATTCTG wt -120
T41A - 120bp TspRI (R0582S)
Antis. AAAATCCCTGTTCCCACTCA mut -88+32
Sense TTTGATGGAGTTGGACATGG wt -117+24
S45F - 141bp Ddel (RO175S)
Antis. TCAGGATTGCCTTTACCACTCTG mut -141
Sense TGGTGCCACTACCACAGCTACT wt -101
S45P - 101bp BseRI (R0581S)
Antis. AAAATCCCTGTTCCCACTCA mut -89+12

HR-CGH ( nagy felbontasu komparativ genomikus dibéicio)

A fagyasztott tumor részleibkriosztattal 3x20 um-es fagyasztott metszetelkestzkettiink
DNS kivonas céljabdl. 37°C-on centrifugaltuk a metsket a kovetkézlizaléo oldatban:
dH20, 20%SDS, 0,5M EDTA és 20mg/ml Proteinas-K. dM&M NaCl-t és abs. alkoholt
adtunk hozza DNS precipitacio céljabdl. 80%-o0s lathos mosas utan, a kinyert DNS-t TE
pufferben taroltuk. A DNA koncentracié megbecsitésgptical densitast mértiink a minta
2l oldatabdl a Nanodrop-1000 programot hasznalva.

Elsd lépésként ugyanolyan mennyiségeferencia és tumor DNS-t jeldltink meg
fluorochrommal a CGH Nick Translatios proceduraisite

A translatios enzimek (DN-ase |., DNA polymerasgitették be a zolddel jelolt dUTP-ket a
tumor DNs-be és a pirossal jel6lteket a referemis-be. A fragmentumok hosszat 1%-o0s
agarose gel electroforesissel etientiik. Nagy tobbségben a DNS fragmentumok a 601320
bp. kdz6tti szakaszon voltak

A CGH hybridisatio soran, az 6sszekevert jeldlerefcia és tumor DNS-t rahibridizaltuk a
mar korabban targylemezre szélesztett (normal) famsmkra. A Kijeldlt tertletet lefedtik,
lezartuk és lemezeket inkubaltuk (37°C, 48-72hutkz posthibridizaciés mosas tortént és a
metafazisokat megfestettilk aspecifikus, kéken @szkalo DNS festékkel, hogy azonositani
tudjuk a ,pseudo G striped” kromoszomakat.

Ezek utan képeket készitettiink a metafazisokndinkktilon majd egyiitt is hasznalva a zdld
es a piros filtert. A ket filerrel készult képeken a piros teriletek jed&za deléciokat, mig a
z6ldek az amplifikaciokat. A detektalas Lucia ceogtikai elemé& software-rel tortént. Ezen
technika segitségével 3-5 Mb-nyi eltéréseket maekt@&ni lehet szemben a tradicionalis

CGH-vel mely esetén mintegy 10 Mb-nyi érzékenysgég esupan (109).
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Statisztika
A statisztikai kiértékelésekhez Student t-tesMéli;négyzet probat, Fisher egzakt tesztet és

linearis regresszids analizist végeztink p <0.@n#kanciaszint mellett.

Eredmeények, megbeszélés

1. A molekularis mobdszerek alkalmazhatésaga és hasz na a
preoperativ (aspiracioés cytoldgiai) diagnosztikaban

94 tumor aspiracids citoldgiai vizsgalata soran glax kiegészit vizsgélatokat végeztink,
melyek immuncitokémia, DNS-tartalom meghataroza$1& technika voltak (195). Ezen
eredmények egylttes értekelése alapjan a preopeat@gnosztikdban négys fcsoportot
tudtunk elkléniteni, megfelélterapias javaslattal.

A 94 lagyrésztumor aspiraciés citoldgiai vizsgalataan interfazisu sejteken 16 esetben
tudtunk specifikus transzlokaciot kimutatni, melgreegitségével szévettani ériédtefinitiv
diagnoézis volt adhatdé meég aitét ebtt. A 16 eset a kdvetkézmddon oszlott meg: myxoid
liposarcoma 5 eset, t(12;16) (1. abra); synovidicoma 6 eset, t(X;18) (2,3. abra); clear cell
sarcoma 2 eset, t1(12;22); Ewing/PNET tumor 2 €$#1,;22) (4. abra); desmoplasticus kis
kereksejtes tumor 1 eset, t(11;22). A csoportrévetkedk voltak jellembek:

a) tumorok pontos hisztogenetikai eredettel (széneértéki diagnozis ) — 16 eset

. karakterisztikus citomorfologia

. karakterisztikus citogenetikai eltérés (transalmkk, stb.)

. karakterisztikus immuncitokémia

. Proliferacios Index-nek (PI) és DNS Index-nek)(Edak kiegészitszerepe van.

Javasolt terapia: barmilyen sebészi beavatkozas bésnilyen preoperativ terapia
megengedett.

A részletes eredményeket a kovetk&ablazatban (1. Tablazat) foglaltuk dssze:
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1. Tablazat A tumorok pontos hisztogenetikai ettetiesoport klinikopatolégiai jellendz

Cit. diagnosis

Synovial sc.
Synovial sc.
Synovial sc.
Synovial sc.
Synovial sc.
Synovial sc.
Clear cellsc.
Clear cellsc.
Ewing/PNET
Ewing/PNET
DSRCT

ONDOR®NE

e o )
o Uk WN PO

DSRTC: kis kereksejtes desmoplasztikus tumor, INSOndex, PI: Proliferaciés Index

1. 4bra Myxoid Iiposarcomajellégzetes cologiéqi)

Myxoid liposc.
Myxoid liposc.
Myxoid liposc.
Myxoid liposc.
Myxoid liposc.

Kor,nem

36 F
34 F
38F
54 F
72N
20F
23F
52F
18N
40 F
21N
42 F
47 F
25F
19N
22F

Anatémiai lok. DI

j.comb 1.04
csigolya mellett 1.02
b.térdhajlat 1.02

j.comb 1.10
j. alkar 1.02
jval 1.06
b. talp 1.24
j.comb 1.04
b. sarok 0.98
b. labszar 1.08
b. lagyéki terulet 1.12
b. alkar 1.32
b.lab 1.28
j.vall 1.08
b.comb 1.14
b. mellkas 1.09

Pl

10%
%6
9%
7%
9%
29%
36%
28%
16%
31%
28%
30%
26%
34%
30%
32%

FISH

t(12; 16)
1(12; 16)
1(12; 16)
t(12; 16)
(12)2
t(X; 18)
t(X; 18)
t(X; 18)
t(X; 18)
t(X; 18)
(X;18)
1(12; 22)
t(12; 22)
t(11; 22)
1(11; 22)
1(11; 22)

& monomorph daganatsejtekk

Immunocytoké mia

VIM:+
VIM:+
VIM:+
VIM:+
VIM:+
Wi, Ker: +, EMA:+
im#, Ker: +, EMA+
im#, Ker: +, EMA:+
Vim:+, Ker: +, EMA:+
Vim:+, Ker: +, EMA+
Vim:+, Ker: +, EMA:+

CD-117+,Melan A +, HMB-45 +
CD-117+,Melan A +, HMB-45 +

Vim CD-99:+Ker: -
AMCD-99:+Ker: -
\iinKer: +, Desm: +

0

Histopatolégia

Myxoid liposc. grade I.
Myxoid liposc. grade I.

Myxoid liposc. gradl
Myxoid liposc. grade I.
Myxoid liposc. grade I.
Synovial sc. grade IIl.
Synovial sc. grade Il
Synovial sc. grade Ill.
Synovial sc. grade IIl.
Synovial sc. grade Ill.
Synovial sc. grad.
Clear cell sc. grdde
Clear cell sc. gradie |
Ewing/PNET
Ewing/PNET

DSRCT of pleura

L ¢
el, az inzertben @ésdl)

plexiform capillarissal. A t(12;16) egyértefien igazolhatd FISH vizsgalattal (inzert, bal &IA piros foltok a
12-es paint prébat jelzik, a z6ld dotok pedig ao$Gentromerikus prébat.

2. abra Synovialis sarcoma j

ellegzetes cytologimiekmonomorph daganatsejtekkel. Az inzertben (fbd) a

jellegzetes t(X;18) igazolhaté FISH vizsgalattaiv® férfirdl van szé igy csak 1 piros folt (X péiimg préba) és
1 extra signal lathato juxtapozicOban az egyik zdilttal (18-as centromerikus préba). A bal daldex
vimentin, a bal als6 cytokeratin pozitivitdst mutat
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A
40 Synovial sarcoma

30
20

10
o ] h s
0 1000 2000

GL Mean: 379.88 (cu: 4.90> G1: 88x S: 11¥ G2: 0%

L Number of cells: 107
20 ] Turmour cells
Mean area: 2881

10 |
0 1 Ly | T
1] 1000 2000
Gl Mean: 470.51 (cuv: 2.14) Gl: &6 S: 28 G2: a4
DNA Index: 1.24 Boécking: 2.804 ({104} 2c-DI: 125.02

3. abra Synovialis sarcoma hisztogrammja aneugdékkel. Ebben az esetben transzlokaciot nentualglde
a szintén jellegzetes 18-as triszomia FISH vizst@laazolhato volt. (inzert jobb félya zold dotok a 18-as
centromerikus probanak felelnek meg.

4. dbra Ewing sarcoma cytoldgiai képe monomorgtkkrek daganatsejtekkel (bal f8lsA Ewing sarcomara
jellemz t(11;22) igazolhatd break apart probaval (jobbdlelmig a jellegzetes DC99 immuncytokémiai reakcid
lathat6 a bal als6 képen. A proliferacié viszonyta€rsékelt, mintegy 30% (jobb alsd)
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A magas malignitasu csoport jellebnzkozul kiemelend az aneuploid tdbbnyire két
subpopulaciés DNS tartalom és a magas prolifer&iésy. 22 esetet vizsgaltunk és az alabbi
jellemziket talaltuk:

b) magas malignitasu sarcomak — 22 eset

. DI: anueploid

. P1: tdbb, mint 15%

. anaplasztikus vagy pleomorph citomorfolégiai kép

. nincs karakterisztikus citogenetikai eltérésmmuncitokémiai eredmeény.

Javasolt terapia: ugyanaz, mint az a) csoportbaéyvé, hogy preoperativ génterapia nem
megengedett!

A részletes eredményeket a 2. tablazatban foglékske:

2. Tabldzat A magas malignitasu csoport klinikofiagiai jellemi

Cit. diagnosis Kor, nem Anatomiai lok. DI PI FISH Immunocyt Histopatoldgia

1. HGS 29F j. comb 1.40; 1.65 28% ND Vim:+;Ker:- MFH grade III.

2. HGS 61N b. comb 1.39; 1.61 23% no t(19; 16 Vim:+;Ker:- Myxofibrosc.grade II.
3. HGS 75N j. comb 1.36; 1.70 35% ND Vim:+;Ker:- Myxofibrosc.grade llI.
4. HGS 60 F b. comb 1.37; 1.66 31% ND Vim:+;Ker:- MFH grade IlI..

5. HGS 57F j. labszar 1.41;1.82 41% ND Vim:+;Ker Myxofibrosc.grade III.
6. HGS 39N j. felkar 1.38; 1.70 30% ND Vim:+;Ker Myxofibrosc.grade llI.
7. HGS 41 F medence 1.35; 1.65 38% ND Vim:+;Ker:- MFH grade III.

8. HGS 58 F j. comb 1.49; 1.89 38% ND Vim:+;Ker:- Myxofibrosc.grade llI.
9. HGS 64 F b. felkar 1.34;1.74 40% no t(1e) Vim:+;Ker:- Myxofibrosc.grade 1.
10. HGS 55N j- alkar 1.41;1.73 37% ND Vim:+;Ker: MFH grade III.

11. HGS 30F b. lab 1.34 27% ND Vim:+;Ker:- Abler soft part sarcoma
12. HGS 18F j. alkar 1.39 43% ND Vim:+;Des:+ dRdomyosc.

13. HGS 21N hashéartya mogott 1.43; 1.81 39% ND Pes Rhabdomyosc.

14. HGS 22F j- boka 1.28;1.72 20% ND a-smooth-actin+ Leiomyosc.grade: Il
15. HGS 54 F b. comb 1.28;1.64 18% ND a-smooth-actin+ Leiomyosc.grade: II.
16. HGS 48 N medence 1.37;1.62 40% ND a-smooth-actin+ Leiomyosc.grade: ll.
17. HGS 21N b. comb-med. 1.51 37% ND Vim:+;Ker:+ Epithelioid sc.

18. HGS 24 F j. térdhajlat 1.24 31% no t(X; 18) Vim:+;Ker:-, EMA+ Synovial sc.

19. HGS 18N b. lab 1.35;1.83 41% ND S-100:+ NFAN

20. HGS 58 F hash. mogott 1.39; 1.90 39% ND VimerK Liposarcoma grade: Ill.
21. HGS 71F hash. mogétt  1.35; 1.84 33% ND Vitder;- Liposarcoma grade: lll.
22. HGS 63 F b. l1ab 1.28; 1.70 22% ND Vim:+;Ker:- Myxofibrosc.grade III.

HGS: high-grade sarcoma, MFH:malignant fibrousibistoma, MPNST: malignant periferial nerver shetimor, DI: DNS IndeX, PI: Proliferaciés Index

A képek (5,6. abra) j6l demonstraljak a fentiekégzben a cytologiai atypia, polomorphia
szembdind, részben jol megfigyelhéta két szubpopulacié jelenléte. Az inzert CT kégdige
demonstrélja, hogy az aspiracios cytologia szarkd@nayen elérhétmég a retroperitonealis
tér is, a szuras és mintavétel CT vezérléssel lgmmyvitelezhet. Ugyanerél a teriletél

biopsziat venni mar jéval problémasabb.
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5. abra Pleiomorh daganatsejtek myxifibrosarcométml kép) és rhabdomyosarcomabol (jobb kép). Ponto
diagnoézis annak ellenére nem volt mondhatd, hogyitepozitivitds igazolddott (jobb kép alsé inzehiszen
ez nem elég specifikus. A félinzert kép jelzi a CT vezérelt mintavételt.

b Nunmber of cells: 21

50 4 Myxof ibro-sarcoma, grade III. Lynphocytes
Mean area: 1043

" 1000 00
Gl Mean: 431.50 C(cu: 3.52) Gl: 100% S: Ox G2: Oz

“ Number of cells: 102
i0 4 l Tumnour cells
Mean area: 3491

ol b Bl wrnliag . i L

o 1000 2000
Gl Mean: 641.47 (cv: 3.07) Gl: 41 _S: 53» G2: 4%

DNA Index: 1.49 Bucking: 11.76% (>10X4) 2c-DI: 456.78

7% Nunmber of cells: 21
50 Myxof ibro-sarcoma, grade III. Lunphocytes
Mean area:! 1045
40
30
20
10

a 1000 2000
GL Mean: 431.50 C(cu: 3.52> Gl: 100% S: DX G2: Ox

Nunber of cells: 102
10 l Tunour cells
Mean area: 3491

o L it | I

o 1000 2000
GlL Mean: 814.55 (cv: 3.49) Gl: 57% _S: 32% G2: 10%
DNA_Index: 1.89 Bscking: 11.76% (>10¥) 2c-DI: 417.66

6. abra Myxofibrosarcoma DNS histogrammija. A nyilelzik a két aneuploid subpopuléaciot, DI: 1.49 és
DI: 1.89
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A benignus csoportban 29 esetet vizsgaltunk (3azab), természetesen nem minden esetben

tudtunk pontos diagndzist mondani, csupan abbarunbol biztosak, hogy az alabbi

kritériumok alapjan biztosan joindulatu lagyrésmtural allunk szemben. Viszont azokban

az esetekben amikor a cytologiai jellegzetességeinegvoltak (7,8. abra), torekedtlink a

pontos diagnozisra illetve néha immuncytokémiag&szitést is végeztink.

c) benignus lagyrésztumorok — 29 eset

monomorph citologiai kép, moderalt cellularitas

DI: diploid
Pl: kevesebb, mint 5%

Javasolt terapia: egystiekimetszés, a lokalizaciét figyelembe véve néhak caatumor

.Kigorditése” is megengedett.

Cit. diagnosis

NGO ~WDNE

BSTT

BSTT

Nodular fasciitis
BSTT

Juvenilis xanth.
BSTT

BSTT
Fibromatosis
Fibromatosis

10. Fibromatosi

11. BGTTS

12. BGTTS

13. BGTTS

14. BGTTS

15. BGTTS

16. BSTT

17. Benign Schwannoma
18. Benign Schwannoma
19. Elastofibroma

20. BSTT

21. Angiolipoma

22. Angiolipoma

23. Angiolipoma

24. Granulér cell tu.

25. Granular cell tu.

26. BSTT

. Intramusc. lipoma
. Intramusc. lipoma
. BSTT

3. Tabldzat A benignus csoport klinikopatologeigmai

Kor,nem

31N
48 N

42 F
28 N

8N
52F
47 F
3weeks N
2 weeks N
2 weeks F
45N
48 N
31F
37N
62 N
38F

49 N

70N

44 N
38N
42 F
29N
51N

41 N

62 N
57N

47 N

42 F
35 N

Anatémiai lok. DI

j. vall
b. alkar
b. comb
j. alkar
j.comb
nyak
mellkas
nyak
nyak
nyak
b. kéz
b. kéz
b. csuklé
j-1ab
b. kéz
nyak
b. felkar
b. 1ab
j. lapocka
j. lapocka
b. vese
b. vese
j. vese
hasfal
b. alkar
b. fenék
b. hét
j.comb
j. alkar

1.08
1.03
1.05
1.03
1.07
1.04
1.01
1.04
1.03
1.01
1.02
1.02
1.06
1.04
1.05
1.06
1.06
1.05
ND
ND
ND
ND
ND
1.03
1.05
ND
ND
ND
1.03

Pl

2%
4%
3%
1%
3%
2%
2%
1%
1%
1%
<1%
1%
<1%
4%
1%
1%
1%
<1%
<1%
<1%
<1%
<1%
<1%
3%
1%
1%
>1%
>1%
1%

FISH

ND
ND
@118)
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND

Immunocyt

Vim: +
Vim: +
Vim: +
ND
©8-+, Vim:+
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
S-100:+
8:410
ND
ND
ND
a-smooth-actin:+
ND
1@+
S-100:+
ND
ND
ND
a-smooth-actin:+

DI: DNS Index, PI: Proliferacios Index, ND: nem eziiik, BSTT: benignus lagyrész tumor, BGTTS: bemmariassejtes inhuvely tumor

Histopatoldgia

Noldw fasciitis
Noar fasciitis
Nodular fasciitis
Dermfilbooma
Juvenilis xanth.
Dermatofitora
Derméincdma
Fibromatosis colli
Fibromatosis colli
Fibromatosis colli
BGTTS
BGTTS
BGTTS
BGTTS
BGTTS
Benign Selnwoma
Benign Schwannoma
Benign Schwannoma
lagtofibroma
Elastafina
Anigiloma
Angiolipoma
Angppma
Granular cell tu.
Granular cell tu.
Ancidrgematoma
Intramusc. lipoma
Intramusc. lipoma
Glomangioma

Az alabbi képek8l kiemelend a jellegzetes cytomorphologiai kép, valamint gessn

,Szimpla”

DNS hisztogramm. A jobb fels kép egy cysta synovialisra

jellethz

citomorfolégiai kép ami nagyon jellegzetes, baakldzatban nem szerepel. ( A ganglionokat

csak ugy mint a sima lipomakat kihagytuk a vizstpdh mert torzitottdk volna az

eredményeket pozitiv irdnyba.)
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7. bra Bal fel: oriassejtes inhiivelytunor képe monomorph monaarkd és tobbmagvi osteoclast tipusu
oriassejtekkel. Jobb fdéisbinuclearis synovialis sejt jellegzetes myxoséatdrrel. Bal also: kissé egyten
magnagysagu, de jellegzetes szélassar granulélt, elmosott hatard cytoplazmaval béjtek granularis sejtes
tumorban. Jobb alsé: jellegzetes kihegyezett csaledir magvu sejtek neurofibromabdl.

“ Number of cells: 21
30 | Ben. giant cell tu. of tendon sheath Lynmphocytes
Mean area:! 687
20
10
o T ' T — T ™
0 1000 2000
Gl Mean: 342.94 (cv: 3.08) G1: 94 S: 9 G2: 0¥
“ Number of cells: 102
30 Turmour cells
Mean area: 13537
20 |
10 |
D T llll T LA A A AL A |
(1] 1000 2000
Gl Mean: 3355.16 {(cv: 3.30> Gl: 86« S: 11x G2: 1«
DNA _Index: 1.04 Bocking: 0.00x ({10x)> 2c-DI: 55.58

8. abra Egyérteliden diploid histogramm, mely az egész csoportranetb.
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A kérdéses biologiai viselkedéssoport 6sszesen 20 daganat tartozott, és ahagdva
alapjan varhaté ezekben az esetekben se hisztdgendingndzist nem tudtunk mondani,
valamint azt se tudtuk elddnteni, hogy vajon a dagdenignus vagy malignus (4. tabla).
Kiemelend az, hogy némely esetben bar komoly gyanu volt kén#liagnozisra, de mivel
nem tudtuk igazolni molekularis vagy egyébb moédszezl a feltevésiinket, biztonsagi
okokbdl inkdbb ebbe a csoportba tettiik a medfédéletkezményekkel (9-11. 4bra).

d) lagyrésztumorok kérdéses bioldgiai viselkedéss¥) eset

. monomorph citomorfoldgiai kép, kifejezett cellitas

. DI: diploid vagy peridiploid

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

. nincs jellegzetes citogenetikai vagy immuncitok@iraredmény

Javasolt terapia: széles épben tdrtkimetszés az eldépés és varni kell a végyhisztologiai
diagndzisra. Nem ajanlott az excisionalis biopszipreoperativ kezelés vagy amputacié! Ha
a széles épben tori@kimetszés a lokalizacid miatt nem lehetségesaamterativ fagyasztas

javasolt.

4.Tablazat A kérdéses biologiai viselkeilésoport klinikopatologiai jellentdi

Cit. diagnosis Kor,nem Anatémiai lok. DI PI FIH Immunocyt Histopatoldgia
1. TQN 27N b.comb 1.06 8% ND Vim: +, Ker: - Haemangiopericytoma
2. TQN 61F mellkas 1.10 6% ND Vim: +, Ker: - Haemangiopericytoma
3. TON 32N b. csuklé 1.12 9% no t(X;18) Vim:Ker: - DGTTS
4. TQN 44 N b. térdhajlat kéz 1.08 7% no t(X;18) Vim: +, Ker: - DGTTS
5. TON 57N b. vall 1.08 9% ND Vim: +, Ker: - Extraabdominal fibromat.
6. TON 81F mellkas 1.10 6% ND Vim: +, Ker: - Extraabdominal fibromat.
7. TON 39F j. fenék 1.05 7% ND Vim: +, Ker: Extraabdominal fibromat.
8. TQN 22N j.comb 1.04 8% ND Vim: +, CD-34.: Intramusc.haem. (Masson)
9. TON 37N b. lab 1.08 11% no t(X;18) S-100:+ Sarcomatoid Schwannoma
10. TON 33N b. térdhajlat 1.04 7% no t(12;16) nVi+, Ker: - Spindle cell lipoma
11. TQON 48 F j- csuklo 1.05 9% no t(X;18) Vim:Ker: -, EMA:-  Panniculitis ossificans
12. TON 28N j.comb 1.32 14% ND Vim: +, Ker: - Mal. HPC. grade I.
13. TON 42 F j.vese 1.30 13% ND Vim: e=smooth-actin: + Mal. angiomyolipoma
14, TQN 37F b. comb 1.30 7% no t(12;16) Vimker: - Myxofibrosc. grade I.
15. TON 84 N b. comb 1.18 13% ND Vim: +, CD-68: + MFH giant cell type grade I.
16. TON 72N j. fenék 1.28 8% no t(12;16) Vim:Ker: - Myxofibrosc. grade I.
17. TQN 67F b. &b 1.30 9% no t(12;16) Vimker: - Myxofibrosc. grade I.
18. TQN 28F b. lapocka 1.20 10% ND a-smooth-actin: + Myofibroblastic sc. grade I.
19. TON 49 N b. comb 1.09 6% no t(12;22) Vim: + Myxoid liposc. grade I.

no t(12;16)
20. TON 61F j.1ab 1.27 11% ND Vim: #;smooth-actin:+ Leiomyosc. grade I.

DI: DNS Index, PI: Proliferéciés Index, ND: nem ek, TQN: tumor kérdéses bioldgiai viselkedéddBIC: haemangipericytoma,
DGTTS: difflz éridssejtes inhlvely tumor
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9. abra A bal fels és a jobb fels képen maglehésen hasonlé cytolégiai kép figyellbanheg, mindkét esetben
felmerilt synovidlis sarcoma leléstge (figyelembe véve a lokalizaciét is; csukloha fels kép inzertjén
viszont igazolhatd FISH vizsgélattal a t(X;18), ydiagndzis synovialis sarcoma lett, mig a méasikitben

nem. Ezen utobbi esetben a daganatot a kérdédegibiwiselkedés csoportba tettiik. (Mindkét eset férfi;

piros folt X painting préba, z6ld szignal 18-astemerikus préba). A bal als6 szdvettani képenagadott a

synovialis sarcoma diagn6zisa, mig a masik esbb(@so kép) panniculitis ossificansnak bizonyult.

g Number of cells: 20
1 MFH giant cell Lymphocytes
Mean area: 838

0 1000 2000'
Gl Mean: 457.18 (cv: 4.86) Gl: 100x S: 0O« G2: Ox

Ed Number of cells: 103
20 Tumour cells

Mean area: 2501

Ou m|:n::'HI 3660
Gl Mean: 539.38 (cu: 3.39) Gl: 85x _S: 4x G2: 10«
DNA Index: 1.18 Bscking: 1.94¥ {{10x> 2c-DI: 259.22
10. abra. A cytolégiai kép jellegzetes myxoid lipasomara, 11. 4bra Az erre a csoportra jelledmzeridiploid
s6t plexiform kapillaris hal6zat is lathato, viszdireak apart DNS index:1.18-as értékkel lathaté malignus
prébaval t(12;16) nem volt igazolhatd, igy a daganikérdéses fibrosus histiocytomaban

biologiai viselkedé&$ csoportba kerdilt.
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Megbeszélésa mesenchymalis tumorok aspiracios cytoldgiagesztikaja meglehésen
nagy kihivast jelent a cytopatolégus szamara (ZD1BY). A legtdbb kozlemény
megkozelibleg 95%-0s pontossagrél szamol be (104,243), dgalan benignus és malignus
elvaltozasokat kulonitenek el, és a legproblémasaaportot, az intermedier malignitasu
daganatokat egysZ@mmn kihagyjak. Sajnos tbbbnyire a sebészi megk@ézeliteglehésen
egyforma, flggetlendl a cytologiai eredméityd sebész excisiondlis vagy vastég(d¢ore)
biopsziat vesz, és ami még talan ennél is fontqsabtiologiara épitve nem mer praeoperativ
kezelést (kemo és radioterépia) alkalmazni. Ugylmakgen jol ismert, hogy a primer
sebészi kezelés sorsdérd beteg szamara (53,54). Abbol a célbdl, hogy mdago ezt a
problémat és elkeriilhessik a nyilt biopsziat (188y sokkal inkdbb klinikopatoldgiai
megkdzelitést alkalmaztunk, a kiegészitészben molekularis) vizsgélatokra tAmaszkodva.
Midezek figyelembevételével négy csoportot képdztimegfeleb terapias javaslattal. A
magas malignitasu csoport, valamint a tumorok porisztogenetikai eredettel csoport
esetén (az esetek mintesgy fele), |éb&f) van szinte tetszés szerinti praeoperativ kazelé
és lényegében barmilyen radikalitasiitétre. Mindez természetesen azért lehetséges, mert
lényegében szoévettani értékliagnozist tudunk ezekben az esetekben mondabemignus
csoport esetén (az esetek mintegy negyede) adesgybzeil: a daganat eltavolithatojts
adott kritikus lokalizacioban mintegy kigorditiees nem kell tgyelni feltétlentl az épben
tortérd eltavolitdsra. A negyedik csoport - lagyrészturkdeérdéses bioldgiai viselkedéssel -
megleheisen nagy (szintén mintegy negyede az eseteknel)tdend itt is egyértelni: a
daganatot szélesen az épben kell eltavolitani, kekgarni a pontos szdvettani diagnozist, és
minden tovabbi teerdcsak ez utan lehetséges. Kilondsen fontos ezeg beimara, hiszen
ezen csoportban tébbnyire alacsony malignitasiosadk vannak, melyek esetében a primer
sebészi kezelés perddra beteg tovabbi sorsat iléen.

A kiegészibé technikakat illeien a FISH alkalmazasa forradalmi volt (245), hisignnagy
szamban lehet interfazisu sejteket vizsgalni. Agirdsidés cytologiai anyag idedlis erre a
célra, hiszen friss anyagrél és nem elvagott magdokan szé. Szintén fontos, hogy
aspiraciéval egy nagy tumor esetén tobb ti¢ls konnyedén tudunk anyagot nyerni, ami
elény az intratumordlis heterogenitas miatt (159) ridzen pl. a core vagy excisionalis
biopsziaval). A kiulonbdz specificus break apart probakat ma mar rutin i&rertudjuk
alkalmazni, igy a synovialis sarcoma, Ewing sarcomgxoid liposarcoma, low grade
fiboromyxoid sarcoma, alveolaris lagyrész sarcomaztomisaggal diagnosztizalhato
(39,43,60,75,85,134,155,158,179). Mivel a Ewing ggamos mas lagyrész daganatban is

partner génként szerepel, tovabbi daganatok diatjmakhatok (pl. clear cell sarcoma, kis
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kereksejtes desmoplasticus tumor, extrasceletapsoith chondrosarcoma stb.), figyelembe
véve a citomorphologiat és a tobbi kiegé&sxizsgalatot (30,38). 16 esetben a FISH technika
segitségével definitiv diagnodzist tudtunk adni. yiotdgiai definitiv diagndzis koncepcidja
(molekularis alapon) ma mar széles koérben a nerdzetikodalom alapjan is elfogadott
(104,188). A DNS probak szamanak szaporodasavakEmgnvan arra is, hogy ujabb
daganatokat lehessen diagnosztizalni, pl. atypliposatézus tumor, rhabdoid tumor stb
(33,40,189).

A DNS tartalom meghatarozasanak hasznatéieta szkepticizmus abban van, hogy néhany
esetben fals aneuploiditast talaltak benignus datganal (pl. fasciitis nodularis) (118),
masrés#il viszont ismert, hogy alacsony malignitasi sardorpéridiploid vagy diploid
értéket is mutathatnak. Mindezen eredmények azoriloav cytometrids vizsgalatokkal
szllettek tulnyomodan. A képelethzitofotometrias meérés@tye, hogy konniy kis aneuploid
subpopulaciot detektalni, mig ez flow cytometriactéa gyakorlatilag elvész (201).
Eseteinkben a magas malignitasu csoportban vagmalgyobb jeledisége a ploiditasnak. A
sokszor két aneuploid subpopulacié nagyon jellemgzetre a csoportban, magas proliferaciés
index is megfigyelhét ugyanakkor a cytogenetikai eltérések nem sperséik. Nem ismert
egyetlen olyan benignus lagyrész daganat se, melypdoid lenne, a proliferaciés index tébb
mint 15% és cytomorphologiai megjelenésében pleipmovagy anaplasticus lenne.
Természetesen, ha barmi kétség meril fel, és valikmlritérium nincs meg, akkor a
daganat a bizonytalan malignitasu csoportba k&féalojaban azonban tébbségben vannak
azok a cikkek, melyek a ploiditas meghatarozaséaaknat hangsulyozzak (142,201), és ha a
DNS tartalom meghatarozast kiegészitjik kromoszignsainti vizsgalattal is (FISH) akkor
még tovabbi informéacidkhoz juthatunk és még prdiizéetekintésink lesz a genetikai
eltéréseket illdéten (147).

Az immuncitokémianak doat szerepe van a differencialdiagnosztikaban, kulénéa
tumorok pontos hisztogenetikai eredettel csoportbarabban az esetben ha az a kérdés, hogy
egyaltalan primer lagyrész sarcomardl van-e sz@ybla fontos elkiloniteni a metasztatikus
carcinomakat valamint a lymphomakat a primer laggtémoroktdl, minthogy nem ritkan
utanozhatjak (fleg klinikai megjelenésiikben) ezeket. A Ki-67 ind@eghatarozasanak is
igen fontos szerepe van (26,27,88,92). Az altalaméghatarozott szazalékok az egyes
csoportokat illsien megbizhatonak bizonyultak, és lényegében egikemez irodalmi
adatokkal kulon6sen a magas malignitasu csopoltettten (37,104,148,241). A magas

malignitast, pleiomorph sarcomak esetén nem todeksz pontos hisztogenetikai
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meghatarozasra, hiszen ez immuncytokémiaval megksdre nehézkes lenne, valamint nem
sok jelendsége van a praeoperativ kezelés tervezéséieiid26,128).

Osszefoglalva: a lagyrész tumorok preoperativ disgtikdjaban a molekuléaris modszerek
segitségével olyan diagnosztikai algoritmust sikekidolgozni, mely tampontot ad a

neoadjuvans kezeléshez és nagy segitséget jelégtagmeqgtarto titétek tervezésében.

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

A GIST-ek differencialdiagnosztikaja és predikaiktdrai

A gastrointestinalis traktus leggyakoribb mesencaljgntumora a GIST, mégis szamos
differencialdiagnosztikai probléma mertlhet fekziéen a morfologiai hasonlésag részben az
immunreakcidk atfedése miatt (47,59,91,154,183). 8&£D117 (c-kit) immunhisztokémiai
vizsgalat forradalmat jelentett a GIST-ek diagnigsgaban, de nem elég szenzitiv, valamint a
megleheisen karakterisztikus CD34 pozitivitas pedig nengedpecifikus. Korabbiakban,
még a CD117 vizsgéalat leléstge eitt szamos GIST entitast mas tumorként
diagnosztizaltunk, ennek felmérése, revidealdsaagms szinten is megtortént a maga
tanulsagaival (52, 160, 162, 202 204, 205, 238)yddgzen munkakban tudtuk elemezni
azokat a leggyakoribb tumor féleségeket is melyedbhan differencialdiagnosztikai
problémat jelentenek. A problémakat lényegébencképortra lehet osztani: a, nem tipusos
morfolégia vagy lokalizacié esetén bizonyitani kdibgy valoban GISTét vab sz6 b, a
GIST-et utdnzé és mind morfolégiai mind immunhig&miai atfedést mutaté daganatok
esetén ezen daganatokat el kell kiloniteni a G6ETAL lista meglehegisen hosszu: soliter
fiborosus tumor, inflammatoricus fibroid polyp, folilaris dendriticus reticulum sejtes
sarcoma, sarcomatoid carcinoma attéte, mesensefiéilliomatosis, calcifikalodo fibrosus
prseudotumor, synovialis sarcoma, valamint a ,Ké&ss” gyakoribb differencial
diagnosztikai problémak, mint a benignus €s mabgnyogén illetve neurogén daganatok.
Az alabbiakban (12. abra) illusztraljuk azokat ggigakoribb daganatokat, melyeket el kell
kiuloniteni a GISTHl.
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12. abra Jellegzetes és kevéshé jellegzetes (astramtestinalis GIST) GIST képek mellett demadgik a
fontosabb differencialdiagnosztikai kérképeket. ¢gsizerepe van a CD117 immunreakcionak, a
differencialdiagnosztikaban (alsé kép).
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A fenti abrak igen jol illusztraljak a GIST-ek diffencialdiagnosztikajanak nehézségeit,
problémait. Bar kulcsszerepe van az immunreakcidkraa differenciadldiagnosztikai
megoldasban, mégis a mutaciok vizsgalata nélkitéfba, el§sorban a helyes kezelés
megvalasztasa érdekében, de részben adott esetpent@s diagnosztika miatt is. Rutin
szefien, minden kdzepes €s magas rizikoju csoportbaztaiGIST esetén mutacid analizist
végzlunk, melyet adatbazisban tarolunk (orszagosT Gifsinkacsoport), igy a klinikusok
részére az adatok barmikor hozzafésbkt A metastatikus GIST-ek esetén ez azonnali
lehetiséget jelent, de az esetleg évek mulva bekdvétkeetastasis esetén is az adatok
kénnyen visszakerestiek. A terapia szempontjabdl igen Iényeges, hogy @git immun
pozitiv GIST esetén 11-es vagy 9-es exon mutéalatunk, hiszen az élsesetben standard
400 mg Glivec kezeléssel, mig az utdbbi estén e(@6 mg) dozisu kezeléssel kezdenek.
Tovabba szintén fontos, hogy a c-kit pozitiv tunkoesetén, ha nincs mutacié a 9-es illetve a
11-es exonban akkor a tébbi exonban talalhaté-aleggn mutacio, vagy a daganat un. vad
tipusnak bizonyul. Ezen adatok alamest befolyasolhatjdk a ke&dterapia milyenségét,
illetve a tergpias valtas (Sutent) ledsgigét. Amennyiben a daganat c-kit immun negativ,
akkor un. kit negativ GISTél beszélink, ha igazolni tudjuk egyébként a GISdgdozist.
Ebben segit a morfolégia, a CD34 immunpozitivitdésaePDGFRA mutacié kimutatasa. A
PDGFRA egyik leggyakoribb mutacié félesége a 18aen D82V pontmutécidja, ami
megebsiti ugyan a GIST diagnézisat, de egyben kontraamiét is jelent a Glivec kezelést
illetéen (ugyanakkor mas szerek mint pl. Sutent szobeetp@hk). A disszertaciod
benyujtasanak idejéidl95 esetben készilt mutaciés analizis szekvenalasgalalabbi
megoszlasban:

c-kit immun pozitiv GIST, c-kit gén

exon 11 83
exon 9 12
exonl3 2
exon 17 1
exonl4 0
vad tipus 77

c-kit immun negativ GIST, PDGFRA gén

exon 18 1
exon 10
exon 12
exon 14

o O ool
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Megjegyzend hogy a kulénbdZ exonmutaciok szazalékos megoszlasa Iényegében
megegyezik az irodalomban talaltakkal, kivéve, hagyad tipus a mi anyagunkban kissé
gyakrabban fordul él Ez azonban kdnnyen magyarazhaté azzal a ténryaty
megleheisen sok problémas eset érkezik konziliumi vizsg@laami miatt a vad tipusu
esetek szama mintegy ,feldtsul”. Uj mutaciot isitaink, melyeket publikaltunk, igy egyben
a nemzetkozi adatbazis részévé is valt. Erdemegem@gni, hogy Uj mutacio esetén fontos
az arrél valdé megdizédés, hogy valdban funkcidnyermutaciordl van-e szdé, ami a
kovetkedkeppen torténik: hosszabb deléciok insertiok sthetén nincs szikség kilén
vizsgalatra, annak valostisege, hogy ez egy ugynevezett SNP (normal varggiopulacio

kis egyedszamaban) legyen, gyakorlatilag nulla. dgggkor, ha pontmutaciérdl van szo
minden esetben megszekvendljuk a tumor melleti Absabvetet is, €s ha abban ugyanazt az
eltérést talaljuk, akkor SNRsrvan sz0, mig ha a mutacié csak a tumorszovethéatkozik,
akkor valédi funkcionyedr mutaciot sikerult igazolni.

Az aldbbiakban (13-20. 4bra) egy-egy példaval zliidjuk a kildonb6é mutaciokat.

c-kit exon 11 - 18 nukleotid delécié (CATGTATGAAGTACAGTG) c-kit pontmutacié (TGG / AGG)-kit ex11 W557R (Trp/Arg)

10 120 130 140 150 160 B T I A L

p CATGTATGAAGTACAGT GELY CICHMNCHMey YeTor Nor N V¥ WicTer v Y 120 130 140 150
GAAGG, . .G . .GAGGAGA AAA GGAAA AR AAA A G A GAAG A AGUGGAAGG G IGAGGAGH
A G GAAG A AGGGAAGG G GAGGAG

AT G GT G TCTGATGTG forward

CTCGCA AC A GACAAGC N G A A G GT TGTTOGAGGAGATAGAATG GO

reverse
reverse

13. dbra KIT 11-es exon nagy deléciéval. 14. &mall-es exon, pont mutacio.

c-kit pontmutécié (GCC / ACC) — kit ex9 A502T (Ala / Thr) c-kit pontmutéci6 (AAA / GAA ) — kit ex13 K642E (Lys / Glu )
L
180 190 200 210 220 230 240

RN ERRER AR T e e g
80 9 2

N

forward
AT 6T 6 0BCAAGACTT CT NG ET AT T T TAACT T TG0 A

reverse  p
TGCAAAGTTAAAATAGGNAGAAGTCTTGCCCACA'I

WWWM M .

15. abra Pont mutacié a KIT 9-es exonban. 16 BRoint mutacié a KIT 13-as exonban.
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c-kit pontmutéci6 (GTG / TTG)- kit ex9 V473L (Val/Leu)

c-kit pontmutécié (CAT / TAT) — kit ex17 H802Y (His / Tyr) R
110 120 130 140

GGG A G GGAAAG 'Alg GG, AGAG A A
N EARRARE RN AR RN SR RRR R AR SRR RRRRNRRRE AR ARRNERRRRRRRRR] GGG A G GGAAAG AN GG, AGAG A
30 40 50 60 7 8 0 B [

AAAGA G GA GG forward

forward
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17. &bra Pont mutacié a KIT 17-es exonban. 1& Bbnt mutacié a KIT 9-es exonban.

PDGFR-A pontmutacié (GAC / GTC)- ex18 D842V (Asp / Val)

110 120 o Vet PDGFR-A pontmutacié (TCC / CCC)- ex10 S518P (Ser / Pra)

g-ga --gg .99 agagy a- a.g a-ga-- gaa
G GA GG GG AGA A" A'G A GA GAA

forward
forward
reverse reverse
19. abra A leggyakorib PDGFRA pontmutacio. 202dBDGFRA pontmutacio a 10-es exonban.

A mutacidanalizis eredményei alapset prediktivek, de fontos, hogy ezen leggyakoribb
gastrointestinalis mesenchymalis daganat esetétetés klinikopatologiai 6sszefliggéseket is
feltarjunk, kitérjunk a kezelés hatékonysadganakmetesére, valamint tAmpontot adjunk a
prognozist illeben is. Ezen utdbbi kérdést ikbeth a DNS tartalom mérésnek, valamint a
proliferatioés aktivitds mérésének lehet tobbek kbmdentisége sajat vizsgalataink szerint is.
Azt talaltuk (204,205), hogy a mai osztalyozas isitiealacsony rizikoju csoportba tartozo

GIST-ek diploidok, a magas rizikdcsoportba tartdz@meuploidok (kiléndésen a magas
proliferacios aktivitdssal rendelkéd, mig a kdzepes rizikd csoportba tartozd daganato
lehetnek diploidok vagy anaeuploidok, de az utdbbi@gnozisa rosszabb. Mindez segitséget

jelenthet a Klinikusnak abban, hogy a kezelés spetigbol kritikus kdzepes rizikoju
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csoportot milyen médon kovesse, esetlegesen kezeljmészetesen figyelembe véve a

mutacio analizis eredményeit is.

Esetismertetések

A lagyrész és csont tumorok esetében olyan sokdsnéis egyes entitason belll olyan sok
variacio létezik, hogy csupan a korrekt diagnozidekében szamos kiegészitizsgalatra,
sokszor kiegészit molekularis vizsgalatra vagy éppen DNS tartalongima¢arozasra van
szlikség, az utGbbi esetén a progndzis vagy éppemignitds — malignitas kérdése miatt. A
publikécidink kozal (17,57,66,73,139,163,198,206,200,211,212,226,227,229,237) csupan
néhany érdekesebbet szeretnék roviden ismertetni.

1, A pleura kis kereksejtes desmoplasticus tumdr@sate (213) ramutat a patholégia mai
modern, molekularis szifitdiagnosztikajara. A karakterisztikus immunhisztoie leletek
mellett a diagnézis medisitést nyert RT-PCR reakcioval is, ami kimutattgellegzetes
EWS-WT1 gén faziét (21,22. abra). Mindezek melldttastrukturalis vizsgalattal €lként
irtuk le, hogy a daganat olyan révid microvillusbkartalmaz, amelyek a submesothelialis
sejtekre jelleméek, egyben igazolva a submesothelialis, Un. ,mediothlastos” sejt eredetet
(23. abra).

21. abra Kis kerek anaplasztikus jellatpganatsejtek kifejezetten dezmoplasztikus stramady 22q12
régidban a signalszétvalas igazolja a Ewing génteitségét, de nem igazolja 6nmagaban a specifikus
transzlokaciot.
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22. abra Valos idéjPCR reakcio mely a kontroll géntermék (ABL) mebgyértelnien detektalta a kis kerek
sejtes dezmoplastikus daganatra jelléntz1;22)(p13;q12)-t.
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23. abra Differencialatlan tumorsejtek intracitgfakus neoluminakkal (EM; x6000)

2, A mutéaciéanalizis szikségességét mutatja azbialdika eset is, mely tanulsaga és
erdekessége miatt kozlésre is kerilt (130). Gyokraadssel és hasi fajdalmakkal kertlt egy
45 éves 6 vizsgalatra, gasztroszkopia tortént €s a biopsmiaga szovettani diagnozisa
anaplasztikus carcinoma lett (a daganat anaplasziiéledi volt és citokeratin pozitiv).
Id6kozben csepleszi metasztazis is igazolodott, emoekziliumi anyagéat vizsgaltuk, mely
soran igen ritka keratin pozitiv GIST-et diagnazatunk melyet a mutacidéanalizisssitett
meg (24,25. abra).
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24. abra A, Kifekély&dé gyomorrészletek a bal oldalon a tumor szévettehBaplasztikus epithelioid sejtek

proliferacioja, jél lathatdé osztédassal az inzenth@ és D, His cytoplazmatikusCD117 és keratin AE1/AE3
pozitivitds a daganatsejtekben (immunperoxidazaiéak

G A A G T AC A G T G G AT T G N N G AN N T NAGA T G N A A

A Reference DNA
Case DNA

| /\ wini; b
v A\ | \ | ‘ \/ A - )
B in™ FEEE - I
25. abra Hire (A) és visszafele (B) tértérszekvenogramm, a nyil jelzi a mutacio helyét, nielyanucleotid
deletionak bizonyult (AGGTTG).

3, A lagyrészek malignus myoepithelialis tumoramégaban is ritka és diagnosztikus
kihivast jelend daganat, de esetinkben a molekularis vizsgalatekn ra diagnoézis
megebsitését céloztak, hanem az entitas ,0nallésagarsgdltuk, osszehasonlitva az
irodalomban talalt mas myoepithelialis rosszinduldaganatokkal. A lagyrészek malignus
myoepithelidlis daganataihoz képest relative gybkak a nyalmirigyek és az eénl

rosszindulati myoepithelialis daganatai. Arra wudaktukivancsiak, vajon genetikailag a
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lagyrészek myoepithelialis tumorai kilonbdznek+yalmirigyek és az erdlmyoepithelialis
tumoraitol a megegyézmorfologiai és fenotipusos megjelenés ellenére, vailaszt adhat az
0nallé entitds kérdésére, de egyben egyfajta psmikai faktornak is szamithat (12).
Minthogy rendelkezéslinkre allt ebben az esetbefv ratyag is meg tudtuk vizsgalni a
daganat genetikai jellerit nagy felbontasu komparativ genomikus hibrididael (CGH),

és elemezni tudtuk a teljes tumor genomra vonatkid8 vesztéseket és tobbleteket. A CGH
analizis soran a kovetk@ DNS szakaszokon talaltunk tobbleteket: 1p31~p§2.11q23,
9912~0g33, és16g22; valamint veszteségeket: 1pll~h¥2~qgd4, 3p, 10g1ll1l.1~g22, 13q,
14q13~q24 és 159g. Mindezeket FISH vizsgalattal misigettiik, valamint igazoltuk a 13-as
és 15-0s kromoszémak monoszomiajat (26, 27. dbr@dmeényeink alatdmasztottdk azt a
feltételezést, hogy a lagyrészek malignus myoeliétiee tumora 6nallé entitas, kulonbozik
genetikailag az ertilés a nyalmirigyek malignus myoepithelidlis tumtiaiés feltehdten
ennek megfeléen kildnbdzhet a prognozis is, aminek bizonyitasgmaészetesen nagyobb
esetszamot elemzlinikopatologiai tanulméany szikséges. Az aladimidakal szemléltetjik

ezen ritka esetet:

c‘. ? ;
._;‘qg%.’ e em 9\

26. abra (A) Bséges cytoplasmajl, plasmocytoid jeflelaganatsejtek ,mintazat nélkili mintazata”; elsaor
osteoclast jellefg6ridssejtek szintén lathatok. Inzerts®&EMA pozitivitds (immunoperoxidaz reakcio) B)
Szolid kdtegekbe rendéds orsésejtek (C) Eis pankeratin és (D) S100 pozitivitds (immunoperaziceakcio).
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27. abra Malignus myoepithelioma dsszefoglal6 ichogmja. Mindegyik vonal DNS vesztést vagy tdbbletet
jelez, a veszteségek bal oldalon, mig a tébbletek pldalon lathatdk.

Tanulméanyok

szadmos 0Osszefoglald tanulmanyban irtuk le, melyekeiden, Iényegében kronoldgiai
sorrendben szeretném ismertetni.

Mar az 1980-as években, mikor még a molekularisttsBgek meglehésen korlatozottak
voltak kisérletet tettlink arra, hogy elkilonitstujoaés rosszindulatl lagyrész daganatokat a
DNS tartalom citofotometriAs mérése alapjan. 69yrigg daganat lenyomati és/vagy
aspiracioés cytologiai Feulgen festett keneténekesemlapjan a malignus daganatok esetén
97.7%-0s szenzitivitast talaltunk 2.3%-os fals nigfas mellett, valamint a benignus
eseteknél 75%-0s szenzitivitas mellett nem tal&ltiats negativ esetet (199,201). Mindezen
eredményeket igen jOl tudtuk hasznalnidds mikor aspiracios keneteken a DNS tartalom
meghatarozasa mellett kiegééatiolekularis vizsgalatokat is végeztink (lasd: Alekalaris
modszerek alkalmazhatésaga és haszna a preop@spivacios cytoldgiai) diagnosztikaban
fejezetet). Nem sokkal késb hasonl6 kérdéseket feszegetve vizsgaltuk a éagturmorok
nukleolaris organizacios régioit és itt is biztatédményeket kaptunk. 138 lagyrész daganatot
vizsgalva tovabb finomitottuk a kérdést a gyakos@mpontjabol és azt néztik hogy négy
csoportot képezve (1, benignus; 2, benignus diagikos nehézséggel; 3, intermedier
malignus és 4, malignus) elkulonitbek a kilonb6& csoportok a nukleolaris organizacios
régié analizisével (200). Képanalizalo készilékitségével az egyes magokban meértik a

nukleolaris régiét reprezentald ,dot™-ok (ezust@&mdsfekete pottyok) szamat valamint
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terlletliket és ezek szorzatabol szamitottunk egymatignitasi faktort. Figyelembe véve a
malignitasi faktort a 2-es és 3 csoport nem mutaignifikans kuldnbséget, ugyanakkor
ezen két csoprttdl a masik ketszignifikanssan kulonbozott (T préba). Az annakjéd
hasznalt csupan dot szamolasi technikak melleti@elépést jelentett, hiszen a dotok puszta
szamolasaval a csoportok kozétt egyértelitfedések voltak megfigyellidt Bar a modszer
hasznos volt és segitséget jelentett egy daganamnitésanak megitélésében, megléksen
idéigényesnek és kissé komplikaltnak bizonyult, ign@ekularis modszerek elterjedésével a
nukleolaris organizacios régiok vizsgalata ,elféldptt”.

A késsbbiek soran mar molekularis modszereket hasznahsgaltunk egyes lagyrész tumor
féleségeket és megprobaltuk feltérképezni az eggastikai jelleméket. llyen daganat volt
pl. az alveolaris lagyrész sarcoma (28. abra) ahéfj a mintegy 50%-ban jellegzetes
t(X;17)(p11;925) felfedezéesedtt interfazis citogenetikai vizsgalatokat végeztiangenetikai
eltérések feltérképezéseére (239). Az alveolarigriEgy sarcoma igen ritka lagyrész daganat,
mégis 4 esetben interfazisu FISH vizsgalatot végazi2 centromerikus (1, 3, 4, 6, 7, 8, 10,
12, 15, 17, 18, és X) és 1 telomerikus (17g25-giedpaval. Karakterisztikusnak talaltuk a 7-
es triszomiat valamint a 8-as és 18-as monoszorigkételezve, hogy ezen kromoszoma
eltéréseknek szerepe van a daganat patogenéziesbieges progressziojaban (5. tablazat).
Ilgen érdekes, hogy az egyik esetnél 17925 delégiditunk a sejtek 15%-aban ami részben
jelezte ezen terilet fontossagat (29. abra). Nekkad@zutan jelentek meg cikkek amik pont
ezen regiot érit karakterisztikus transzlokaciot irtak le. Néhargppel és egy tablazattal

mutatjuk be a leirtakat.
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28. abra Alveolaris lagyrész sarcoma jellegzetésetz képe az inzertben (elektronmikroszképos kép)
patognomikus krisztalloiddal.
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5. Tablazat Alveolaris lagyrész sacomak kromosziéreéiérései.
Kontrol+3SD Eset 1 Eset 2 Edeset 4

Chromosoma Eltérés

1 Trisomia 1.4+1.05% 13% 19% 7% 4%

3 Trisomia 3.5+4.05% 13% 9%
Tetrasomia 0.2+0.6% 8% 4%

4 Monosomia 3.3+4.8% 27% 9%
Trisomia 0.8+2.7% 12%

6 Monosomia 3.3+6.6% 11% 11% 12%

7 Monosomia 3.3+0.6% 13%
Trisomia 0.7+1.05% 10% 13% 54% 30%
Tetrasomia 0% 4% 9%

8 Monosomia 2.7+3.45% 18% 12% 22% 23%
Trisomia 0.5+0.6% 8% 7%
Tetrasomia 0% 7%

10 Monosomia 2.9+3.15% 13%

Tetrasomia 0% 8%

12 Monosomia 3.1+2.63% 12% 9%

17925-qtel.  Monosomia 0% 15%

18 Monosomia 4.8+4.8% 18% 11% 19% 18%

29. abra 3 piros szignal (1-es kromoszéma) a 2 alismold szignal (3-as kromoszéma) (a), 3 piragred (7-
es kromoszoma) és két normal szigndl (8-as kronmax¢h), ami 1-es és 7-es triszomiat jelez. 17d25-e
egyértelnti delécié mutatkozik a fefssejtben (c). FISH reakcidk.

Izgalmas és reményteljes kérdésnek igérkezetbmeraz aktivitasneghatarozasa kiulonkz

daganatokban tobbek kozott lagyrész daganatokbar itelomer épségenek igen nagy
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jelentbsége van a genom integritasaban és stabilitasaledybem nagy szerepet jatszik a
telomerdz enzim mind fiziolégias mind kéros dagasatolyamatokban. Az élet soran a
germindlis sejtek kivételével a telomerdz aktivitbepresszalddik, csupan regenerativ
folyamatok soran lehet csokkent telomeraz aktivitéssérni. Ugyanakkor a sejtek
inmortalitasdhoz kifejezett telomeraz aktivitasranvszikség, ami a legtdbb malignus
daganatban meg is taladlhaté. Munkank soran tumétlyindl (-80 fokon tarolva) 86
daganatot vizsgaltunk, vajon taldlunk-e Osszefitggeskiulonbd? daganatok esetén a
benignitas, malignitas az agressziv viselkedésnalaa human reverz transzkriptaz (hTERT)
tartalom és a telomeraz aktivitas (TA) kozott (1124 vesetumor, 17 lagyrésztumor, 28
holyagelvaltozds és 18 pajzsmirigy elvaltozas \afatg soran megéallapitottuk, hogy mig a
hamtumorok/tumorszér elvaltozasok esetén hTERT és TA jél hasznalhatbenignitas
malignitas valamint részben a prognoézis tekinteiébeaddig lagyrész tumorok esetén nincs
0sszefliggés a hisztogenézis, agresszivitas ésgadgaie tekintetében sem. Val6jaban ugy
tinik alig taladlhat6 telomeraz aktivitds a lagyréarcemak esetén, ami azt sugallja, hogy a
malignus lagyrésztumoroknal a telomer hossz fetésgar alternativ telomer hosszabitd
mechanizmusokkal torténhet. Mindezen negativ adatékt is fontosak, mert az egyebként a
terapiaban hasznalatos telomeraz inhibitorok l&gyréarcomak esetén nyilvanvaléan

hatdstalanok lennének. Az alabbi tablazat (6. r@bv)&demonstralja a 17 lagyrésztumor mért

eredmeényét.
6. Tablazat 17 lagyrész tumor hTERT és telomekéizitsa
Minta | Histelogiaiés cytologiai PEGD hTERT TA (%)
Klasszifilacio
1. Synovialis sarcoma ATy ety low z
lewel
2. aynovialis sarcoma 1] 1] -
3. Synovialis sarcoma, gt I 204 25 3
4. Leiomyosarcoma 2717 36 04
5. Recidiv fibrosarcoma, gr. [1 11130 ]
é. Recidiv fibrosarcoma, gt [1 1] 1] -
7. Recidiv MFH, 2043 i le
storifform-pleomorph, gr. 11
a. Mlal mesenchymoma 44 1] Meg
9. hial Haemangiopericytoma 1820 285 16
10. Mryositiz ossificans H2030 Th
11. Myositis ossificans 15808 7.4 04
12. Desmoid ] 1] -
13. Benignus granularsejtes tu. 11450 1]
14, EBetdgnns gramilarsejtes tu, 332 1]
15, FPHET 1580 386 244
lé. Mryxoid tumor, intermedier mal. 290 1] leg.
17, Aynplasticus leionoroma (utenas) 395 4.8 16

PBGD: porphobilinogén deaminaz (house-keeping gén)



dc_59 106-

Tobb cikkben irtunk valamint szdmos hazai és nekizetkongresszuson @&dtunk a
mindennapi rutin sordn hasznalhatdé molekularis thetdk gyakorlati jeleségéél,
hasznarol (114, 196, 197). Az aladbbiakban néhamtofo még ez idaig nem emlitett,
hazankban a lagyrésztumorok terlletén tobbnyirékétg alkalmazott molekularis vizsgalt
jelenbségére mutatunk ra.

Az INI1 szupresszor gén vizsgalata (normal szovetbs a tumorok doéttobbségében
intenziv magpozitivitas mutatkozik) az utobbékdben kiemelten fontos lett, hiszen kiderult,
hogy mig a rhabdoid tumor (30. &4bra) esetén az iMthun negativitashoz biallelikus delécid
és/vagy mutacio tarsul (31. dbra) addig egyes eddgywrész tumorok mint pl. epithelioid
sarcoma esetén bar INI1 magnegativitas mutatkoaég sincs genetikai eltérés. Mindezek
alapjan feltételezhét hogy epigenetikus vagy mas fehérje dzimtechanizmusok jatszanak
szerepet az INI1 fehérje inaktivitasaban. Ezérttastetben fontos annak megéllapitasa, hogy
egy INI1 immunnegativ daganat esetén van-e gemegkérés vagy nincs, ami segit
elklloniteni adott esetben a rhabdoid tumort a ipnéks tipusu epithelioid sarcomatal,
melyek egyébként morfoldgiai és immunfenotipusukteaknem megegyeznek. Mindez#kr
felkért ebadasban a 22. Eurdpiai Patolégus Kongresszusoen@er 2009 szeptember 4-9)
beszéltem esetbemutatéas kapcséan.

30. abra Rhabdoid tumor jellegzetes képe hdlyaglosrfyomott magokkal (nyil), viszonylag széles eophil
cytoplasmaval, melyeket drvénysizéntermedier filamentumkotegek épitenek fel (eleinikroszkdpos
inzert).
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22q11.2 probe

(BCR/ABL) 22q12 probe

(Ewing)

&
P

31. abra A daganatsejtek INI1 mag-negativitast atnak, mig a kdrnyéznormal szdvet és a tumorsejtek
kodzotti reaktiv elemek egyértetimn pozitivak. A bal oldali inzert FISH képen joiHaté az INI1 delécio ( a zold
szignal a BRC gén mely ugyanabban a régiéban hetgiiz el mint az INI1 gén; a piros szignal az ABlelm
normal 2 képiat mutat. Erdekes, hogy a 22q11.Xréwllett kozvetleniil elnelyezké@2q12 régio (Ewing
break apart préba) nem érintett, ami szépen musatj&ll1 régio specifikus deletiojat. A masik atlelPCR-el
mutéciot tudtunk kimutatni.

Mai tudasunk szerint a legmegbizhatébb moddszemp@miak, pleiomorph lipomak és az
atipusos lipomatdzus tumorok/jél differencialt aocomak kozotti kulonbségtételre az
MDM2 és CDK4 amplifik&cié kimutatasa. Bar ez elntiédg) immunhisztokémiai reakcidkkal
is végezhdt, de ennek interpretdlasa annyira szubjektiv ésnodpk a fals pozitiv eredmény,
hogy a gyakorlatban sokkal inkabb a teljesen egiéit FISH reakciot hasznaljuk.
Hazankban ezt &zo6r az Intézetiinkben vezettik be, és azt tapadgtélogy igen sokszor
rendkivll nagy segitséget jelent ezen igen probdéosaport esetén a benignitds malignitas

elkulonitésében (32. abra).
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32. abra Pleiomorph lipoma (bal oldali H&E kép)j@sdifferencidlt liposarcoma (jobb oldali H&E képpelyek
morfolégiailag alig kilonboznek, ugyanakkor az MDE2 CDK4 amplifikacié (piros szignalok) igen latyas.
A z0ld szignalok jelzik a 12-es kromoszémat. Ezekae esetekben is a molekuléris vizsgalat tette
egyértelniivé a diagnozist.

Szintén elsként allitottuk be Intézetiinkben a béta kateninamidtvizsgalatat, melynek igen
nagy jelentsége van a fibromatézisok diagnosztikajaban illetywognozisanak
megitéléseében. Immunhisztokémiai magi pozitivithdsatudjuk mutatni a béta katenin
akkumulaciéjat a magban, de ez a béta katenirrgeisizer szamos pontjan torééniba végé
eredmanye, tobbek kdzo6tt a béta katenin mutaciteghet. llyen moédon fontos meghatarozni
magat a mutaciot, mely a mélyen elhelyezkefioromatdzisokra jellemgz mig a
szuperficialisokra nem, irodalmi adatok szerintagsltalunk vizsgalt 21 fibromatdzis alapjan
is (33. abra).
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33. abra Kissé szokatlan megjeleh@bromatozis H&E képe egy 59 éves bordakdzti tumorabdl. A
morfoldgiai kép alapjan inkabb low grade fibromyaooma lehdéisége merdilt fel, de fibromatdzis lebsége is
szb6ba jott. A low grade fibromyxosarcomara jellegze(7;16)(q33;p11) RT-PCR-el nem volt igazolhanéy
mutacioét talaltunk RFLP metddussal az 1-es exonké8an teriletén.
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3. Az oriassejtes csont tumor genetikai eltéréseine  k vizsgalata

Klinikopatoldgiai hattér

Az osteolitikus, potencialisan agressziv ériassefigont tumor (osteoclastoma, GCTB) az
esetek 80%-aban benignus lefolyasu, de lokaligligk és malignus atalakulasferdulhat
komoly kockazatot jelentve a beteg szamara (240Xda@anatra jellendz hogy valtozé
aranyban osteoclast tipusu oriassejteket tartalmmatyek egyenletes eloszlast mutatnak a
mononuklearis kerek, valamint orso jeliesejtek hatterében. Az orso alaku sejteket tarkhato
a neoplasztikus komponensnek, melynek karaktekiszfienotipusa azonban még nem ismert
(176,177). A kiGjulasok szama ndveli az driassejgmttumor malignus transzformaciojanak
esélyét, bar metasztazist mar as efseegjelenésnél is adhat a daganat a benignus tadivet
kép ellenére is (231). Differencialdiagnosztikaemsgpontbdl tipusos esetben, amennyiben
mind a szOvettani mind a radiologiai kép jelleggeteem nehéz az oridssejtes csonttumor
diagnozisa, de néhany esetben gondot okozhat nendytus mind malignus daganatoktol
vald elkulonités. llyen pl. az osteoclast gazddgasarcoma esete, illetve benignus résaz
aneurysmalis csontcysta esete is.

Osszefoglalva az alabbi kategoriakat kiilonitheglil szovettani vizsgalat soran (Iényegében
a gyakorisag sorrendjében):

Benignus GCTB benignus histologiai kép; szamos viszonylag atptes eloszlasu osteclast
tipusu ériassejt monomorf mononuklearis sejtekenélten.

Metasztatizal6 GCTBaz ebzéekben leirt szdveti kép ellenére tavoli metasztigasolhatd.
Szekunder malignus GCTBecidiva soran sarcoma megjelenése; progressgianabban a
tumorban.

Malignus GCTB/driassejt gazdag MFH (primer malign@€TB): a benignus hisztologiali
terlletek mellett, tdbbnyire éles hatarral, magasignitasu sarcoma detektalhat6 oriassejtek
nélkul.

Mind ez idaig ugyanakkor jelenleg nem ismert olydimikai, radiolégiai, biologiai vagy
szovettani marker, mely @k jelezné a tumor Kklinikai viselkedését (19,46126,133,
135,157,194,221,214).

A 34. abran mutatunk mindezekre egy-egy peldat.
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34. abra A, Tipusos oriassejtes csonttumor képaaz&gyenletes eloszlasu osteoclasttal. B, Primaignus

GCTB képe a felsrészben benignis kép mutatkozik majd viszonylag éatarral 6riassejteket nem tartalmazé

orsosejtes proliferacio képe lathatd. Az inzertekbsztodo forma (fet és kifejezett atipia mutatkozik (also).

C, Tudsbe metasztatizalé benignus morfoldgiai képet mu&Bd B. D, Szekunder malignus GCTB; a recidiva
soran mar csak atypusos orsdsejtes proliferaciatiusgik.

Az driassejtes csonttumor kezelése

Az elsként valasztand6 sebészi terapia a legtdbb lokafiban az intralézionalis kirettazs,
melyet csont graft és/vagy csontcement kitdltésekdt20,123,230). A szélesen az épben
tortérd rezekcio A&ltalaban agressziv stage 3-as tumorokiddhsztandd, amikor a
csontdestrukcié kiterjedt, és izllet-megtartds temetséges. A sebészi kezelést radio- vagy
kemoterapiaval lehet kiegésziteni malignus vagy asmatizalé eseteknél. A kiGjulasi
tendenciat részben a kulonlbdoadjuvans kezelések, illetve részben a tumor In&eidja
befolyasolja. Az oOriassejtes csonttumor kezelésesrahivast jelent, mivel nincs prediktiv
ertéki kliniko-radiolégiai vagy szovettani jelleriza sebész kezében, mely pontosaireel
jelezné a kimenetelt, pedig a sebészi beavatkozézélanak csokkentése érthegény
lehetne.
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A sejtek eredete Griassejtes csonttumorban

Az osteoclastomak alapvein két sejttipusbdl allnak. A mononukleéris strosjta&ldl,
melyek tovabb oszthaték a CD68 és CD163 pozitilgsznisithetien reaktiv, monocyta-
macrophag vonalhoz tartozé histiocyta és a CD6&tivegfeltételezhéen neoplasztikus
sejtpopulaciéra, melyek sejttenyészetben prolifedél és inkabb osteoblastos fenotipust
mutatnak. A csontdestrukcié O6ridssejtes csonttuarorl tbbbmagvu osteoclast tipusu
oriassejtek altal medialt. Ezen osteoclastok cséiteredeti keringd, monocita/makrofag
fenotipust mutatd prekurzorokbdl alakulnak ki, vailat azon makrofag éalakokbol, melyek
magénak a tumornak a mononuklearis komponensépiszik. A RANKL (receptor activator
for nuclear factox B ligand) és a MCSF (macrophage colony stimulafamjor) a két é
kanonikus osteoclast kéfideseért felgls faktor, melyek szubsztitumai (pl. a LIGHT, TNFa,
TGFb, IL-6, IL-8, IL-11 mint a RANKL; és a HGF [hefpcyte growth factor] és VEGF
[vascular endothelial growth factor] mint az MCS#ulssztitutumai) a nem kanonikus Uton
létrejov® osteoclastogenézisért fdélsek (62,110). A mikrokdrnyezeti hipoxia szintén
hozzajarul az osteoclastogenezishez a HIF (hypoxiaeible factor) expresszié indukcioja és
a kovetkezmeényes VEGF szekrécié stimulalasa régépblastokban és osteoclastokban. A
mononuklearis orsé jellégsejtek kulcsszerepet jatszanak a pre-osteocldsiotaxisdban
és az intratumordlis osteoclast kégesben. Képesek mind kerthgmind intratumoralis
mononuklearis osteoclast prekurzor sejtgldsteoclast-képzést indukalni szolubilis RANKL
termeb képességik révén, valamint kulonbozxtracellularis matrix komponensek
bontasdhoz is hozzajarulnak gelatinaz és kollagtrazelésiikkel (110). Mivel ezen CD68-
negativ stroma sejteknek az eredete jelenleg islmereezidaig nem tisztazott, hogy az

oriassejtes csonttumor mely sejtjei jelentik vab@@a a neoplasztikus komponenst.

Cytogenetikai jellemik

Az osteoclastomékra altaldban nem jellémzalamely specidlis kromoszéma eltérés a
telomerikus asszociaciok (TAS) vagy telomerikusidlizkivételével, melyekil az esetek
85%-aban szamolnak be (18,216,218,219). Az eddig TAS altal leggyakrabban érintett
telomerek a 11p, 15p, 19q, 21p, 18p, 13p, és 20mlderfuziok és visszatetelomerikus
eltérések nagy szama oridssejtes csonttumorokhianfaltételezést thmasztja ald, hogy ezen
telomerikus események nem csupan mellékleletemntmbek, hanem koztes lépésként
szolgalnanak vagy prekurzor eltérések lennénekbtav&trukturalis aberraciok felé. A

hTERT expresszoja ugyan valoban tetten érlusteoclastomakban, nem korrelal azonban
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sem a telomer hosszal, sem a TAS gyakorisagavdy, azeebbbi elméletet cafolni latszik
(63). Szintén leirtak a passzaldsok szamaval egyiélked TAS gyakorisdgot oOriassejtes
csonttumorban, mely arra utal, hogy a TAS-pozitjteknek in vitro szelektiv &hyik van
(63). A teljes DNS tartalom meghatarozast diéet részben ellentmondasos adatok jelentek
meg a prognozist illetve a benignitds malignitasd&eéét illeben, hangsulyozva, hogy az

aneuploid jelleg egyérteliien malignus transzformaciéra utal (7,8,152,153,190)

Egyéb patogenetikai faktorok - a receptor tirozimézok (RTK) szerepe

Az IL-6 és az urokinaz-tipusu plazminogén aktivatmilett sejtciklus-szabalyozé fehérjékr
(p53, p27, cyclin D1) és onkogénékic-myc) (58) szintén leirtdk, hogy szerepik lehet
oridssejtes csonttumor patogenezisében (41,67:48@836). A mononuklearis sejtes
komponens szeparalt vizsgalatat lékét tewb DNS kenet-citofotometrianak is lehet
prognosztikus érteke proliferacios aktivitas meghatassal kombinalva. Névekwodalma
van a receptor tirozin kinazok szerepének csomtképbddésben, kilondésen az epidermalis
novekedési faktor receptor (EGFR), thrombocyta-etechdvekedési faktor receptor-alfa
(PDGFRa), hepatocyta névekedési faktor/scatteofaldceptor (c-Met), 1-es tipusu inzulin-
szefi novekedési faktor receptor (IGF-1R), transzformaddrekedési faktor-bétal (TGFb1)
és a VEGF vesz ebben részt (69,95,96,110,119)ivim wizsgalatok kimutattak, hogy az
EGF-szeli ligandok kdzvetve serkentik az osteoclastogenaasntvebi monocytakbol a
csapda receptor osteoprotegerin (OPG) termelésérmikkentésén €s a monocyta
kemoattraktans protein 1 (MCP1) szintjének emeldssnesztll stromalis osteoblastokban
(69).

A kromoszomalis instabilitas lehetséges oka: arosmdbmak szerepe

Egyre tobb tapasztalat utal arra, hogy az aneufsidialakulasat abnormalis centroszoma,
tehat mikrotubulus organizalé centrum konfiguradkozza multipolaris sejtszétvalasok
réevén. A centroszéma amplifikdci6 és az aneuplkaédifoka kozott és korrelaciorol
szamoltak be solid tumorokban, leukaemidkban éspiymakban (36,50,64,65,71). A
centroszéma keir6dés és szambeli integritds fontos sejtciklus-szaizaél fehérjék, mint
ciklin-dependens kinazok, polo-like kindzok, Aurddaazok, p53, BRCAL és cyclin B1 altal
kontrolalt, melyekél kimutattdk, hogy a centroszomahoz lokalizdlodrakapasztalatok azt
mutatjak, hogy a centroszoma eltérés gyakori jélgmsalignus mesenchymalis tumorokban,

mint pl. osteosarcomaban, amelyre nagy aranyu émidiips jellemz. Mindezek ellenére
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eltébek a vélemények a centroszéma aberraciok kozvetkmmepéil a kromoszomalis
instabilitas Iétrehozasaban (48,49,64,173).

Mindezek figyelembevételével céluliztiik ki az oridssejtes csonttumor kialakulasanak
vizsgalatat, s ennek révén olyan hasznalhaté pexgikai faktor kereséseét, melyoed
jelezhetné a Klinikai viselkedést (11,150,151). gtbbb eddig megjelent beszamol6é az
Vizsgalatainkban ezért relokalizacios technikaéiink be, mely lehévé tette a genetikai
instabilitasnak csupan a neoplasztikus sejtekbe@nt tanulmanyozasat. Szeparalt CD68-
negativ sejteket hasznaltunk a 3-as, 4-es, 6-osesl&s X kromoszomak szambeli
eltéréseinek, és a 11p telomerikus régio eltérékeiizsgalatara multikolor fluoreszcens in
situ hibridizacio (FISH) technika alkalmazasavahlamint a lehetséges gén vesztések és
nyerések detektalasara array alapu komparativ g&nemhibirdizacié (array-CGH)
segitségével. A citofotometrias ploiditas-mérésintén a mononuklearis sejtpopulacion
végeztik. A genetikai instabilitas lehetséges ok&meresésekor a TP53, CTNNB1 (béta-
catenin) és BCL2 expresszidjat is vizsgéaltuk afzdaeg FISH analizissel és array-CGH
segitségeével analizalt esetek formalin-fixalt piambf agyazott metszetein. A centroszomalis
eltérések szerepét az aneuszomia kialakulasabagiaiggzinem vizsgaltak oriassejtes
csonttumorban. Hogy betekintést nyerjink a kromos#s instabilitds kialakulasanak
lehetséges mechanizmusdba ebben a tumorban, meghataa centroszOma mintazatot
recidiv és malignus osteoclastomakban és azt aul&sij nem mutatdé esetekéhez
viszonyitottuk. A centroszéma amplifikacio és arkoszomalis aneuszomia kozott talalt
Osszeflggést elemezve arra kerestik a valaszt, hagycentroszomalis eltérések
hozzjarulhatnak-e a kromoszomalis aneuszomialkkiladhoz oridssejtes csonttumorban.
Hipotézisiink szerint az EGF, mint novekedési fakelsegitheti az osteoclastoma
stromasejtjeinek proliferaciéjat. Ennek megfédel tanulmanyoztuk az EGF lehetséges

szerepét a stromasejtek proliferaciojaban és oststols differenciacidjaban.

Eredmények, megbeszélés

A ploiditas és kromoszomalis instabiliths vizsgéltemiz azon 52 fagyasztott szévetmintat
valasztottunk a Semmelweis Egyetem Ortopédiai Kéij@inak (44 eset), valamint az Istituti
Ortopedici Rizzoli Laboratory of Oncologic Resea(8heset) tumorbankjabdl, amelyeknél a
telies, sebészi és radiolégiai adatokat is magdogitalé klinikai utankovetési adatok

elérhebek voltak. A betegek kozil 25 férfit es 2@t wizsgaltunk, az atlagéletkor 28.5 év (15-

67 év), az atlag utankovetésbigedig 48 honap volt.



dc_59 10°-

A centroszoOma abnormalitasok vizsgalatdhoz 10Gsgejées csonttumoros esetet (57 primer
nem recidiv, 35 recidiv, 8 malignus) elemeztink em®elweis Egyetem Oropédiai
Klinikajanak (n=87), az lIstituti Ortopedici Rizzolh=3) és a Nuffield Orthopaedic Centre
Oxford (n=10) archiv anyagabol. A malignus esetékik ket metasztatizalt, 3 primeren
malignus volt (high grade sarcoma keletkezett #séejtes csonttumorban), 3 esetben pedig
sarcoma lépett fel a korabban dokumentalt ostetctes helyén. Immunohisztokémiai
reakciot végeztink 59 dridssejtes csonttumoroeetatalmazd (31 primer nem recidiv, 23
recidiv, 5 malignus) szdoveti microarray metszetelkefennmarado 41 esetet (26 primer nem
recidiv, 12 recidiv, 3 malignus) pedig fluoreszcensiuncitokémiaval vizsgaltuk.

Az dsszes benignus oéridssejtes csonttumor kezelttakezionalis kirettazzsal tértént, mig a
primeren vagy szekunderen malignus tumorok eset@zekciot végeztek.

A ploiditas és klinikai jellendik alapjan felallitott alcsoportok

A talalt DNS index (35. 4bra) értékek és klinik&elkedés alapjan 6t csoportot kuldnitettiink
el kizarolag a CD68-negativ sejtpopulaciot vizsgale diploid nem-recidiv (n=20; DNRC),
tetraploid nem-recidiv (n=6; TNRC), diploid recidiitn=5; DRC), tetraploid és/vagy

aneuploid recidiv (n=14; TRC), valamint malignuste& (n=7) csoportjat.

A
DI: 1.01
"""" DI: 0.96 / 2.05 B

35. abra Jellegzetes DNS hisztogrammok A, diplBidgtraploid; C, aneuploid értékekkel.
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7. Tablazat DNS index, I-POLY, I-ANEU és a 11p egértékei

DNA Palysomy Aneusonmy llp-akeradon || p-alteration
Case Index POLY" (%) mean I-ANEL® (%) mmean %) mean
DMNRC®-1 1.00 0.00 Mean: 1.1352 1149 Mean: 9.4580 10.00 Mean: 13,8148
DMNRC-2 095 0.00 sD% 22147 333 SD: 3.4395 13.64 SD: 4.6958
DMRC-3 1.04 0.00 SEM®: 0.4952 854 SEM: 0.7691 1.1 SEM: 1.0500
DMNRC-4 105 0.00 Range: B.2192 862 Range: 13.4664 [IRR Range: 20.8827
DMRC-5 101 1.52 758 1455
DMNRC-& 100 1.98 1386 1159
DMNRC-7 1.04 0.00 1250 1556
DMNRC-8 1.02 0.00 1087 19.05
DMRC-9 098 116 8.4 2391
DMRC-10 1.00 0.00 431 1222
DMNRC-11 097 0.00 991 14.44
DNRC-12 100 0.00 10.81 833
DMRC-13 1.00 822 1233 2111
DMNRC-14 1.05 6.06 1061 1778
DNRC-15 099 0.00 845 1667
DMRC-18 096 0.00 250 13.33
DMRC-17 109 0.00 £.94 1220
DMRC-18 1.00 1.79 12.50 303
DMRC-19 095 1.98 9.50 10.00
DMRC-20 090 0.00 1597 1667
TNRCI 0.96/1.95 217 Mean: 9.7154 15322 Mean: 14.6373 1848 Mean: 9.3324
TNRC-2 1.0052.02 6.67 SD-: 8.2775 20.00 SD: 8.8658 385 SD: 4.9740
TNRC-3 1.0472.10 6.82 SEM: 3.3793 9.09 SEM: 36195 8% SEM:2.0306
TNRC-4 0992.10 2254 Range: 20,3613 5.63 Range: 23.6765 B85 Range: 14.6321
TNRC-5 0.982.00 17.24 2931 6.25
TNRC-6 0.9602.05 .86 857 962
TRCE-I 1.02/2.08 3.13 Mean: |1.8650 4063 Mean: 39.5564 778 Mean: 14.4713
TRC-2 1.05/2.15 2339 SD: B.7401 50.75 SD: 16.0575 15.66 SD: 5.7371
TRC-3 1.05/2.05 21.88 SEM: 2.335% 1656 SEM: 42915 2128 SEM:1.5333
TRC4 0B7/1.85 14.10 Range: 31.4286 4487 Range: 66.4368 1759 Range: 17.0498
TRC-5 1.00/2.00 15.52 6350 2176
TRC-6 101/2.02 12,35 50.62 1739
TRC-7 1.02—1.06/ 0.00 7333 1344

2.00
TRC-8 21—1.63 3143 4286 1522
TRC-9 101/2.02 8.70 5247 1143
TRC-10 1.05/2.02 357 571 2483
TRC-I 096101/ 632 2211 784
2.00—1.85

TRC-12 1.05/2.05 8.93 4464 959
TRC-13 0982.02 517 3621 9.18
TRC-14 0.99/2.00 1264 2644 860
DRC"-| 106 1.79 Mean: 3.1914 750 Mean: 26.0687 749 Mean: 8.2266
DRC-2 101 .33 SDx: 3.5389 2093 SO 7.3933 10.13 SD: 22011
DRC-3 1.00 9.26 SEM: 1.5827 1963 SEM: 33064 638 SEMO.9844
DRC-4 091 259 Range: 9.2593 2155 Range: |6.7683 6.16 Range: 4.8145
DRC-5 050 0.00 20.73 1058
HMaL-1 106210 27.66 Mear: 11.1586 65.96 Mean: 54.0241 2143 Mear: 16.1527
MAL-2 200 17.24 SO-: B.8685 41 .38 SD: 19.1594 3021 SD: 7.3914
MAL-3 158 6.52 SEM: 3.3520 6739 SEM: 72416 15.12 SEM:2.7937
A L-4 092/1.88 12.82 Range: 25.5319 B462 Range: 50.5728 9.78 Range: 20,4257
MAL-5 16l 522 3478 10.00
MAL-6 0582.00 6.52 50.00 15.38
MAL-7 162 213 3404 1143

“I-POLY, individual polysonmy,

SLANEU, individual aneusomy.

“MNRLC, diploid non recurrent.

“eD, standard deviation.

“SEM, standard error of mean.

TNRC, tetraploid non recurrent.

ETRC, tetraploid recurrent

"DRC, diploid recurrent

MAL, malignant group.

Arrows indicate changes in ploidy-values during dinical course.

A random egyedi-sejtes aneuszomia szignifikAnsaakagybbnak bizonyult (p<0.001) a
recidiv csoportokban (36.01+11.94%) a benignus netitiv esetekhez (10.65+3.66%)
képest. A diploid recidiv csoport szignifikansan etkedett (p<0.001) kiegyensulyozott
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aneuszomiat mutatott a diploid nem-recidiv csomartképest, mig a tetraploid nem-recidiv
csoport euszOmiés poliszomiat mutatott. Az arrayH3$3 FISH vizsgalatok csak a malignus
csoportban mutattak klonélis kromoszoma eltéréggkeéblazat).

FISH vizsgalat, relokalizacios technika (36. abra)

relokalizacio

36. abra Relokalizacios FISH technika. CD68 immuolkgmiai reakcidval jol elkiiloniinek a pozitivitast
mutaté tbbbmagvi és mononuklearis hisztiocyteekdfelss sor). A CD68 pozitiv és negativ elkilonitett

reakci6 utan is.

8. Tablazat Az egyes csoportok relokalizacios Fi&tdgalatanak részletes adatai

sejteket a gép megjegyzi a koordinaték alapjan mdgtblemez eltavolitas és a FISH vizsgalat utan az egyes
sejtek azonosithatok. Az als6 sor képén jol latHadgy ugyanarrél az 5 sdjtrvan szé immunfestés és FISH

aoup | chr? monosomy % tris omy % other aneusomy % polysomy % gain % loss % C-ANEU %
DNRC 3 14 + 03 563|238 + 03 517 02 + om 179|213 + o7 1233|238 : o038 517 | 161 :+ o035 563| 39 = 03 69
DNRC 4 214 + 03 69 | 192 =+ o057 924 000 =+ o000 198 | 161 =+ o646 950 | 192 =+ o057 924 | 224 = 037 69 | 415 = 059 -10,08
DNRC 6 075 + o021 349 | 123 =+ o031 435 ) 007 = o007 37| 1 s+ o092 as07] 13 + o032 43 | o7’ + o2 349 | 205 : 032 536
DNRC X o = o0 0 02 + 018 -152 0o+ 0 0 174 + 118 -1212 | 026 + 018 152 0o £ o0 0 02 + 018 -152
DNRC m X 012 : 012 -116 0 = o0 0 267 + 174 -rg | ol2 + 012 1,16 o £ o0 0 012 + 012 -116
DNRC 1 214 + o045 667 | 123 + 03 556 | 006 = o006 121 ) 272 + o045 636 | 129 + o038 55 | 214 :+ 045 667 | 342 + 065 11,11
TNRC? 3 07 =+ o047 227 | 224 =+ o7m 455 | 197 =+ 138 87 | 1109 + 37 203 | 214 =+ o075 45 | 272 = 167 -1087| 48 = 1,8 -11,6
TNRC 4 14 =+ o8 517 | 494 + 206 1379 o6s + o041 247 | 1126 + 314 18| 550 + 217 1411|114 =+ o8 517 | 673 =+ 297 -1928
TNRC 6 11 o+ 111 667 | 23 + o081 5 020 + 020 72 | 1266 =+ 2,8 -17.28| 235 =+ 081 5 14 = 100 667 | 375 £ 172 -11,67
TNRC X 1,41 E4 0 0 4,23 + 0 0 0 + 0 0 2254 =+ 0 0 423 kS 0 0 141 * 0 0 5,63 + 0 0
TNRC m X 0,98 ES 0,68 -345 0 + 0 0 191 + 2,35 -13,55 098 + 0,68 3,45 0 E4 0 0 0,98 E 0,68 -3,45
TNRC 11 2,44 E4 0,56 -371 2,07 + 0,62 385 0 ES 0 0 9,98 + 4,01 -28,32 207 E4 0,62 3,85 2,44 + 0,56 -371 4,51 + 0,93 5,65
TRC® 3 6,12 E4 177 -25 8,67 + 119 -14,38 1,92 + 0,71 741 17,8 + 3771 -51,16 981 + 13 1438 6,9 ES 2,02 28,13 1671 = 2,31 -28,39
TRC 4 4,81 E4 1,86 -26,67 5,82 E 1,06 -11,26 3.1 + 1,44 16,07 1976 + 4,22 -51,43 778 + 1,86 2469 5,9 + 2,28 26,67 1374 + 2,92 -36,55
TRC 6 1,98 E4 0,55 667 4,43 * 1,08 -13,33 0,64 * 0,32 -385 2397 £ 4,21 -54,02 52 ES 1,15 1333 1,98 + 0,55 667 7,05 + 1,42 20
TRC X 0,88 E4 0,68 667 4,44 * 127 -13,33 1,46 * 0,67 513 28,3 ES 5,33 -49,77 59 + 133 1333 0,88 + 0,68 667 6,78 + 1,81 20
TRC m X 0 + 0 0 0 + 0 0 48 + 3,83 -16,09 0 + 0 0 0 kS 0 0 0 + 0 0
TRC 11 1,63 Ed 0,46 -538 25 * 0,76 -10 1,24 + 0,5 571 1734 = 4,28 -53,47 374 + 1,19 1571 1,63 + 0,46 -538 5,37 + 1,19 -18,57
DRC' 3 3,61 E4 1,49 -844 64 * 1,77 -10,71 1,23 + 0,78 -37 4,38 + 1,85 -11,11 714 E4 2,01 111 4,09 ES 1,47 -844 1123 = 1,07 567
DRC 4 4,66 E4 0,59 -323 4,76 * 2,88 -16,07 22 * 1,08 556 6,09 kS 1,83 9,89 587 E4 2,82 1607 5,75 ES 1,04 621 162 = 3,41 -20,89
DRC 6 377 o+ 111 592 | 2904 + 11 s56 | 073 + o4 g5 | 574 + 188 1] 367 & 153 74 | 3w o+ 111 592 | 744 = 25 -11,9
DRC X 0290 + 020 08| 172 + o046 158 | 123 =+ 123 37 | 547 s+ 38 -1206] 205 + 138 460 | 020 :+ o020 086 | 324 :+ 118 383
DRC m X 08 + 08 179 0 = o0 0 109 16 32 | 089 :+ 08 1,79 o £ o0 0 08 + 08 179
DRC 1 5 + 164 945 | 178 + o043 22 | o35 s+ o2 127 | 368 + 074 424 213 : 053 2.8 5 o+ 164 945 | 713 = 171 1008
g
MAL 3 794 s+ 263 -1787| 1194 + 364 2826 3,94 + 265 -1915| 1823 + 475 3617 | 1552 + 466 -2074 | 8299 =+ 2901 2037| 2382 =+ 501 -35.65
MAL 4 1014 + 378 25 | 2132 + 351 2390 39 &+ 195 1480| 1843 + 358 %6 | 2425 + 414 2761111 + 419 275 | B36 + 4,84 3363
MAL 6 300 + 105 769 | 099 + 3  2347|] 51 =+ 35 -2553)| 3185 =+ 816 -6300] 1600 + 48 -3612| 300 = 105 769 | 191 = 517 38,25
MAL X 145 + 145 435 | 3555 & 355 -1064| 1727 + 14,84 -4681| 2784 + 98 3413 | 2082 + 1837 5745 145 =+ 145 435 | 226 =+ 1759 53,1
MAL m X 043 + 043 172 0 = o0 0 3815 + 136 6637 | 043 : 043 1,72 o £ o0 0 043 + 043 172
MAL 11 414 + 215 1402 7,3 + 673  4767) 265 + 18 -1286) 1177 &+ 375 30 | 998 + 653 -a767 ] 414 + 215 -1402| 1412 + 59  -47,67
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Nem talaltunk szignifikdns kulonbséget a CD68-guzés normal kontrol sejtek C-ANEU
értékei (p= 0.27 — 0.91) kodz6tt, ahogy 11p telomevieltéréseik gyakorisaga kozott sem. Az
I-ANEU érték magasabbnak bizonyult a CD68-negateoptasztikus sejtpopulacioban
(25.76+£2.79%) mind a kontrol, mind a CD68-pozitivejtgopulaciohoz képest.
Osszehasonlitva a C-ANEU értékeket nem tudtunkngiigns kulonbséget kimutatni a
gyakorisdgok kozott, mely random aneuszémia jetérdéutal mind a négy csoportban
(DNRC, DRC, TNRC, TRC) (38 b. abra).

Osszességében a kromoszoma nyeréseket és vesztésakbelll egyertinek talaltuk a
nem-recidiv és recidiv csoportokban, mig a maligasstekben a kromoszéma nyerések
dominaltak. A poliszomia gyakorisagok (I-POLY a#agekek) ndvekd tendenciat mutattak
a kilénbo® csoportokat dsszehasonlitva (DNRC: 1.13%, DRM%,ITNRC: 9.71%, TRC:
11.86%, MAL: 11.16%).

Emelked I-ANEU értékeket talaltunk a kilénb&osteoclastoma-csoportokban, szignifikans
kulénbségeket talalva a DRC (26.06+£3.30%) vs DNR@5+0.77%), TRC (39.5514.29%)
vs DRC és TNRC (14.63+3.62%), valamint a MAL (54024%) vs TRC csoportok kdzott.
A MAL csoportban az aneuszémia gyakorisaga magadmednyult FISH analizissel (I-
ANEU: 54.02+7.24%) (7-8. tablazat és 37,38. abra)).

Osszehasonlitva a diploid nem-recidiv és recidilamint a tetraploid nem-recidiv és recidiv
csoportokat, az egyedi-sejtes aneuszomia gyakralbblntetten érhét a recidivakban a
kigjulast nem mutatéo esetekhez képest. A TNRC asopn. euszoémias poliszOmiaval
jellemezhed, vagyis a sejtmagokban csupan 4x vagy 8x tobbsedrtattuk mind a négy
vizsgalt kromoszomanak, de ezt nagy szazalekbBOUY: 9.71+3.38%). Mind az I-ANEU,
mind pedig a total C-ANEU értékek magasabbnak hjialtak a malignus Oériassejtes
csonttumorokban a nem-recidiv és recidiv tumoroktépest. Nem talaltunk klonalis eltéréest
a DNRC és TNRC csoportokban, csupan néhany reeghv, valamint a malignus tumorok
tobbsége bizonyult klonalisnak.

A TAS-ra esetlegesen utal6 11p deléci6 minden tbarordetektalhatd volt, a ploiditas-
ertéktl és a kidjulasi tendenciatél figgetlendl. Kiss& dem szignifikansan (p=0.15)
gyakoribb volt a malignus esetekben (16.19+2.8%gr@Rignusakhoz (12.80+2.17%) képest.
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37. abra A kiildnbdz csoportok tipusos FISH mintazatai. Centromerikidbak: X(kék), 3(piros), 4(zold) és
6(sarga). (A, B) Disomiés sejt férfi (DNRC-1) 65 (DNRC-19) beteghl a DNRC csoportban. (C, D)
Tetrasomiés sejtek férfib (TNRC-2) (kett X szignal) és ébsl (TNRC-4) (négy X szignal). A TNRC csoportra
a tetraszomiés sejtek voltak jellefkzaneuszomia nélkil (euszémias poliszémia). (B;4%ji (DRC-1) (4-6
kromoszéma disz6mia, X és 3 monoszémia)&ERC-4) (3-4-X diszomia, 6 triszomia) a DRC csdpét. (G,

H) Férfi (TRC-9) (X disz6mia, 3-4-6 trisz0mia) é$ (TRC-8) (3 és X tetraszdémia, 4 pentaszémia és 6
hextaszémia) a TRC csoportbdl. (I, J) Férfi (MALEY B (MAL-1) a malignus csoportbdl sulyos
aneuszémiakkal. (K, L) Disomias sejtek 11p telonesztéssel (DRC-4), és tetraszémias sejt ép teteimer
(TNRC-2). A 11-es kromoszéma centromerikus (pie®) subtelomerikus (z6ld) szignaljai.
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38. abra (A) A kontrol és normédl sejtek valamikigdnb6® GCTB csoportok I-ANEU értékei. A bar a
standard hibat mutatja. A histiocytak nem mutatsegnifikans eltérést a kontrollhoz képest (P 992), mig a
neoplasztikusak igen a hisztiocytdkhoz képest (fR091). Noveks I-ANEU értékek mutatkoztak a GCTB
csoportokban szignifikans (P < 0.001) kilonbségk&d@RC** versus DNRC, TRC*** versus DRC és TNRC,
és MAL**** yersus TRC csoport. (B) C-ANEU értékekdmoszémakként 3 (piros), 4 (zold), 6 (sarga), 11
(narancs), éi X (lila), és férfi X (kék).
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Array komparativ genomikus hibridizacio (CGH)

3 (egy recidiv és két malignus) eset mutatott Kisrgenomikus eltérést az 5Bibamelyek
mindegyike valtozé nagysagu kromoszoma szegmentuarakom nyerése es/vagy vesztése
volt (39. abra).
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39. abra Magnesesen szeparalt CD68 negativ saj@mk CGH profilja. A TRC-2 es esetben a 4-es égsl2
krpmoszémanal magas sZirmplifikacié lathato.

CTNNB1, TP53 és BCL2 expresszio

A 26 nem-recidiv esethh 3 (12%), a 16 recidiv esdibpedig 8 (50%) mutatott gyenge
membran pozitivitast beta-catenin ellenes antégksthig mindkét vizsgalt malignus esetben
kozepes/drs membran pozitivitds volt lathaté. 6 beta-catemi@mbran pozitivitast mutato
eseteknél FISH analizist végezve a fent leirt wmdlnlcidos technikdval nem tudtunk
0sszefliggést kimutatni a beta-catenin pozitivigg2 aneu/poliszémia kdzott (p=0.56) (40.
abra). Nem talaltunk BCL2 expressziot sem a monladuis, sem az oOriassejtekben, és

csupan két malignus eset mutatott gyenge magi p5idiyatast.
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beta-catenin eredmények paraffinon
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40. abra Béta katenin expresszi6 a kuléb@Z TB csoportokban. Bar emelketendencia megfigyelh&ét
(membran) pozitivitasban, az aneuszémiaval valaedssés soran szignifikans kilénbség nem mutatkozot
(p=0.56) (diagramm). Béta katenin membranpozitsvgadvettani metszeten (bal als6 kép) és cytoldgiagten
(jobb alsé kép).

A centroszoma profil és a klinikai viselkedés

Centroszoma amplifik&ciot nem csak a malignus, mabenignus oOriassejtes csonttumoros
esetek mononukleéaris stromasejtjeiben is igazolmtunk (41. abra). A centroszGma
sokszorozédas szignifikdnsan magasabb volt a Eisfuhutatd és malignus esetekben a nem
kiujulo esetekhez képest (42. abra). Hasonlo 6dggést talaltunk I-FISH analizissel, ahol a
centroszéma amplifikacio aranya magasabb volt agmas esetekben (36.5%) a recidiv

(16.6%) és nem-recidiv (5%) esetekkel 6sszehasanlit
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41. dbra Gamma-tubulin expresszi6é egy nem recgbtben, (A, C) normalis centroszOma mintazattamaht
egy recidiv eset (B, D) centroszéma amplifikaciovapericentrin (piros) kolokalizaciot mutat a gauar
tubulinnal (z6ld), mely gyakori jelenség a maligia€TB-ekben (E). 23 (60.87%) I-FISH-el vizsgalttbse
14 eset centroszéma csoportulasokat mutatott fleggeta klinikai viselkedését, esetenként az érték 3-18%
kozétt volt (F).
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42. abra A entrosz6ma amplifikacié (tdbb mint 2toeszdma /sejt) szignifikansan nagyobb volt a riecid
malignus GCTB-ben dsszehasonlitva a nem recidiwotakkal (p<0,001).

Kromoszéma szambeli- és centroszéma abnormalitasok

Statisztikailag szignifikans korrelacid mutatkozattcentroszéma szambeli eltérések és a
kromoszomalis instabilitds kdzott mononuklearieostastoma sejtekben (43. abra). Egyedi-

sejt szinten I-FISH analizissel vizsgalva azonbaonranal centroszoOma-tartalmui aneuszémias



dc_59 103-

sejtek gyakorisagat a centroszéma amplifikacidtat@uaneuszomias sejtekéhez képest, nem
jott ki szignifikans 6sszefliggés a kromoszéma salinetiérések és a centroszoma aberraciok
kozott (p=0.31) (44. abra). A 23 I-FISH analizaftet®l a sejtek 4.69+2.84%-a mutatott
aneuszomiat normal centroszoma tartalommal, migjtaks6.47+5.36%-a volt aneuszomias

amplifikalt centroszOma szammal.
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43. abra A centrosoma amplifikacio szignifikansaagasabb a recidiv és malignus csoportban mint a nem
recidiv GCTB-ben (p<0.001) (A). Egyedil az I-FISKHsgalattal szignifikans kiilonbséget talaltunk apzstok
kozott; a centroszoma amplifikacié a malignus cstigam (36.5%), a recidiv csoportban (16.6%) ésm ne
recidiv csoportban (5%) volt (p<0.001) (B).

A Scatterplot: Centrosome Number / 100 cells vs. Aneusomy
Correlation: r = ,8828
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44. abra Szoros korelacio (p<0.001) mutatkozikagdimmon az aneusomia é€s a centrosoma amplifikacio
kozott (minden sejtet figyelembe véve) , ami agadja, hogy a centrosoma abnormalitasoknak szereaiila
GCTB-k genetikai instabilitAsanak kialakulasabah (Aa azonban kizardlag a 23 eset aneuszémiasisejtj
vizsgdljuk, akkor az aneuszémias sejtek normaligroszomat tartalmazo aranya (ANEU-N) és a centnosz
amplifikaciét tartalmazo aranya (ANEU-A) nem mutagzignifikans kilonbséget (B). PR: primer nemaég
REC: benignus recidiv, MAL: malignus ériassejtesntgumor.
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Funkcionalis vizsgélatok

Az EGF serkenti az ériassejtes csonttumoros strejteksproliferaciojat

A CD45-negativ osteoclastoma stromasejtek emelkgoiediferacios aktivitdst mutattak
EGF proliferaciot serkefithatdsat azonban nem kiséri osteoblastos diffé&eidtiebsegit
hatas a stomasejtek alkalikus foszfataz (ALP) @&ktbanak, mint osteoblastos differenciacios
markernek a jelenlétét vizsgalva. A 4 osteoclaststmama sejt mintabol kéttALP negativ

volt, a pozitiv esetek ALP aktivitAsainak szintjpiedig nem valtoztak emelkéd
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45. dbra Novekyy GCTB stromalis sejtes proliferacio primer sejtesgetekben emelkédkoncentracioju EGF
kezelésre. A kezeletlen kontrollokkal 6sszehasembt sejtszam szignifikans emelkedése (*p<0.0§Yefhed
meg, kiléndsen a 100 ng/ml EGF koncentracié esetén.

Megbeszélés: tanulmanyunkban az ériassejtes csomtblkk DNS tartalmat citofotometriaval
vizsgéalva azt talaltuk, hogy bar a nem-recidiv tuvkotébbsége diploid, mégis mutatkozik
egy tetraploid szubpopulaciot tartalmazo csoporokiiik, ahogy a recidiv, tendencigjukban
tetraploid vagy aneuploid tumorok kozétt issferdulnak normal diploid esetek. igy a
ploidiths 6nmagaban nem elegéndz O&riassejtes csonttumor Klinikai viselkedésének
elérejelzéséhez. Mivel gyanithatd volt ezek alapj@gyhmind az 6t csoport random egyedi-
sejtes aneuszOmiat tartalmaz, vagyis nem lehetnifik@ns kilonbség a kilonbéz
kromoszomak aneuszOmia gyakorisaga kozott, vizegakat kromoszomalis szinten
folytattuk. Szignifikansan magasabb random egyefles aneuszomiat talaltunk a recidiv

tumorokban a nem-recidivekhez képest mind a diploichd a tetraploid csoportban, mig
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klonalis kromoszoma eltéréseket egyedil a maligtwmorokban voltak. Euszomias
poliszOmia mutatkozott néhany tetraploid nem-racidéetben és gyakrabban volt lathaté
kiegyensulyozott aneuszémia (a kromoszoma nyerésekesztések egyémrk) a diploid
recidiv esetekben a diploid nem-recidiv esetekh&gzegt. Ezen eredmények arra utalnak,
hogy a jellem# telomerikus asszociaciokon felil a szambeli kramdoglis eltérések
lehetnek feléisek az oriassejtes csonttumor agressziv klinikaly@saért.

Klonalis kromoszomalis eltéréseket a 7 malignusbés&-ben talaltunk FISH analizissel és
2-ben array komparativ genomikus hibridizaciévgly osszesen 6 malignus eset mutatott
klonalis eltérést a 7db. A malignus viselkedés ezek alapjan nagyon vatiisha eltérések
mutatkoznak array-CGH vizsgélattal, vagy az anemsad@yakorisdg magasabb, mint 20%
FISH-sel. 3 recidiv eset mutatott klonalis eltékésé-ISH-, egy pedig array-CGH vizsgalattal
(a FISH analizissel egybehangz6an). A nem-recidétekben nem volt klonalis eltérés. Az
aneuszoOmia tendencidja és a klonalis eltérésekusaiaak, hogy az oriassejtes csonttumor
genetikai instabilitdsdban bioldgiai kontinuitakde

Osszefoglaloan az alabbi sematikus abraval (46a)é&busztraljuk a genetikai instabilitas

jellegzetességeit a kilonkHrpusu oriassejtes csont tumorokban:

46. abra

Osteoclastok és histiocytak: sziirke maggal jeld
sejtek

Szines sejtek: tumorsejt populacio

A kromoszéma nyerések és vesztések “+" és ‘-
jelzéssel, mig a kuldnbékromoszomak eltér
szinekkel vannak jelélve ( a FISH esetén hasz|
szinekkel egye®n).

A genetikai eltérést tartalmazoé sejtek aranya
megkdzelitleg mutatja az altalunk talalt
eredményeket.

a,Nem recidiv csoport (DNRC, TNRC);
kevés random aneuszémia

b,Recidiv csoport (TRC, DRC); szignifikAnsan
magasabb random aneuszémia

c,Malignus csoport; klonalis eltérések jellgmk

Eredményeink szerint a ploiditds meghatarozas
FISH-analizissel kombinalva ol
elérejelezheti az osteoclastoma recidiv hajlam§
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Az eseteink 30%-a ugyan beta-catenin pozitivitastatott, mely egybehangzé két kordbban
kevesebb osteoclastomés eseten masok altal kéaoliintdnnyal (149,246), de nem
mutatkozott szignifikdns 6sszeflggés sem a betmirapozitivitds és az aneuszémia foka,
sem a CTNNB1 expresszio és a kitjulasi tendenizétk (78). A lehetséges szupresszor gén
karosodas jeleként, magi TP53 expressziot kizardldgany malignus esetben taléltunk
korabbi tanulmanyokkal szintén oOsszhangban (10896]19). Lehetnek azonban fehérje
felhalmozodast nem okozd TP53 eltérések, ezértbtovaizsgalatok szikségesek a TP53
abnormalitasoknak, mint a genetikai instabilitasirekk biztos kizarasahoz. Az apoptozis
jelut-karosodas lehetséges indikatorat, az antpimpikus BCL2 expresszidjat vizsgalva
negativitast talaltunk minden esetben.

A kulonféle eddig vizsgalt molekularis mechanizmuda@zott oéridssejtes csonttumorban
ezidaig még nem tanulmanyoztak az aberrans cedtr@szam szerepét a kromoszomalis
instabilitds kialakulasdban egyedi sejt szintendofndsunk szerint ez az &lbeszamol6 a
szamfeletti centroszOmék direkt szerepének vizsgydlla a kromoszomadlis instabilitas
kialakulasdban nagyobb 6&ridssejtes csonttumorosgamy olyan tumoron, mely valtozé
meértékben mutat agressziv viselkedést és ritkaasnetizalhat is. A centroszoma aberraciok
direkt szerepéit sz0l6 vélemények a kromoszémadlis instabilitddakialasaban eltéek. A
kimutatta, hogy a szamfeletti centroszOmak okozitotikus multipolaritas a felés az
aneuszomia kialakulasaeért epithelialis tumoroklvamt pl. az emirakok vagy kolorektalis
rakok esetén (14,70,72,77,129,220). Hasonlbéan aroab altalunk oriassejtes csonttumorban
taldltakkal, mas malignus epithelialis, valaminbigaus és malignus mesenchymalis tumorok
sem mutattak korrelaciét a centroszOmaszam és ausadmia-frekvencia kozott (4).
Eredményeink szerint a centroszOma amplifikacidetetérhed a benignus o&riassejtes
csonttumoros esetekben, mely arra utal, hogy onb@agaem karakterisztikus a malignus
osteoclastomakra. A tumor viselkedésével talaltekéciod felveti, hogy a centroszOmaszam
meghatarozas hasznos eszkdz lehet a tumor Klingdalyasanak drejelzésében. A
kromoszomalis instabilitds és a centroszoma ek&régyedi sejt szinten talalt fliggetlensége
arra utalhat, hogy a centroszéma amplifikacié egydban nem tehétfeleléssé a mitotikus
abnormalitdsok kialakulasaért oriassejtes csonttham Mivel azonban fontos lenne
kilénosen az efskitjulas alkalmaval a tumor viselkedéséirejelzo megbizhaté markereket
talalni, a centroszOma funkcié szabalyozasabantve&y faktorok részletesebb vizsgalata

lenne szikséges osteoclastomaban.
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Az EGF és az MCSF egyittesen serkenti az osteogsezist periférias vér mononuklearis
sejtekl®l. Nem detektalhatdé azonban csontrezorbedld ak$ivitz igy keletkezett osteoclast
tipusu odriassejtekben. Kimutattuk, hogy az EGFRitjalidleges szerepe az Oridssejtes
csonttumorban a stromasejt-proliferaciéselgitése osteoblastos differencialtatd hatas nélkul
Az altalunk vizsgalt 4 esetb kettdben nem is tudtunk ALP-pozitivitast kimutatni, aad
osteoblastok teljes hianyat jelenti e két esethangyis az osteoclastoma stromasejtek nem
mindig mutatnak osteoblastos fenotipust. Mindezeta aitalnak, hogy az EGF a tumor
novekedéshez, igy a tumor progressziojahoz hoxddgr de ezen hatdsa nem osteoblastos

jellegi differenciaciéval torténik.
Kovetkeztetések

1. Relokalizaciés technika segitségével bizonyitandtuk, hogy a CD68-pozitiv
mononuklearis stromasejtek nem tartalmaznak szigmé kromoszoma szambeli és
telomerikus eltérést, Iényegében az osteoclastokéisanldé normal populacionak tekintblet

2. Eredményeink arra utalnak, hogy a szambelnkiszémalis abnormalitasok a telomerikus
asszociaciokkal egyutt fetedek az agressziv klinikai lefolyasért. A ploidithgghatarozas
FISH vizsgalattal kombinalva segitheti az o6ridagsejcsonttumor kidjulasi hajlamanak
elérejelzését.

3. Pozitiv korrelaciot talaltunk a centroszOma afik@icio gyakorisaga és a klinikai
viselkedés kozo6tt, igy a centroszoOma eltérés imnsatdkémia meghatarozasa FISH
vizsgéalattal kombinalva valamint ploiditds-meghaidssal kiegészitve még szenzitivebb
marker lehet a tumor progresszidjanak&jelzésében.

4. A centroszOma eltéréseket, mint a kromoszomidsigabilitas lehetséges okat vizsgalva
arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy a centroszamplifikacié és kromoszéma szambeli
eltérések kozott egyedi-sejt szinten nincs OsszEfslg igy az osteoclastomak genetikai
instabilitasanak kialakulasaban mas mechanizmsszilaszerepet.

5. Funkcionalis eredményeink arra utalnak, hogy B&F hozzajarulhat a tumor
novekedéséhez, igy a tumor progressziohoz, de eziatast nem az osteoblastos

differenciacion keresztul éri el.
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4. A synovidlis sarcoma genetikai eltéréseinek és |  elat-
rendszereinek vizsgalata

A synovialis sarcoma Klinikailag és morfologiailggl definialt entitas, amelyet igen
kiterjedten ir le az irodalom. Primeren a végtagmtaarticularis régiéjaban forduléel
altalaban az ideghlvellyel, a bursakkal és az fitlekkal ©sszefiiggésben. Nevével
ellentétben ritkan fordul élaz izileti Uregben, és nem jelentkezik egyutt b Vathato
osszefliggésben léwsynovialis struktirakkal. igy éordulhat a parapharyngealis regioban, a
hasfalban, a pleuraban, és a szivben is, de gydikagl barhol. Ma mar tudjuk, hogy eredetét,
pontosabban a differenciaciét ilbein semmi kdze sincs a synovialis sejtekhez, vaddid@yy
tisztazatlan hisztogene#isdaganatrol van sz0, legméltébb neve talan a ,Espek
carcinosarcomdja” lehetne. A synovialis sarcomayagrabban aldolescens korban és fiatal
felnétt korban fordul € 15 és 40 év kdzott. Az atlagéletkor 31.3 év, adpadt 83.6%-a 10 és
50 év kozott van. A tumor jelentkezhet 10 éves iaddkorban, de néhany tanulméany szerint
az irodalomban, Ujszul6tt korban issirdulhat. A tumor kialakulasanak ideje az esetek
legnagyobb részében 2-4 év, de néhany esetbena hetyén kialakulo fajdalom, a tumor
lassu ndvekedése miatt, az operaciot ntageh 20 évvel kordbban is megjelenhet. Nem

ritkan ezen esetekben hibas, fals diagnozist adregk mint példaul arthritis, synovitis, vagy

bursitis.

= 5.2 S ) s

; 47. &bra Tipusos bifazisos synovialis sarcoma k‘sé;ae megnyult 6rsésjtes és gInduIéris kompseideel
(bal oldali kép). Monofazisos synovialis sarcomidtekiekbe rendézs, megnyult monomorph daganatsejtekkel,
valtozo mérték, de tobbnyire sok osztdédassal (jobb oldali kép).

Szovettani megjelenését ilben (47. abra) megkulonbdztetliink 1; bifazisos tiparsielyet jol
kivehet epithelialis sejtek és orso sejtek alkotnak kutimsbaranyban, 2; monofazisos

fibrozus tipust, 3; ritka monofazisos epithelidifust és 4; gyengén differenciélt, kerek sejtes
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tipust. A leggyakoribb a monofazisos fibrozus tipogjd a bifazisos, ritka a gyengén
differencialt tipus, melyet illik molekuléris viz&lattal megsisiteni. Irodalmi ritkasag a
monfazisos epithelialis tipus. A synovialis sarcgeikegzetes, bar egyaltalan nem specificus
immunfenotipust mutat, amennyiben koexpresszidnjkézik vimentin keratin és EMA
reakciokkal. Az esetek egy részében S100 pozisivigajelentkezhet, ami tobbnyire csak
inkabb differencialdiagnosztikai problémakat okbtigyanakkor Ujabban egy meglebstn
specifikus immunreakciot is hasznélunk, a TLEl4eaénsdusin like enhancer of split).
Molekularis szinten viszont igen jellehza specifikus translocatio, leggyakrabban a
kiegyensulyozott reciprok translocatio (X;18) (g§l11.2), mely a synovialis sarcomak tobb
mint 90 %-ara jellemz (165) (48. &bra). Ez a translocatio magaban figlal 18-as
kromoszoman elhelyezk8® YT gént, és az X kromoszoman elhelyezk8&X1, SSX2 igen
ritkan az SSX4 gént (49. abra). Transzlokaciot maumtatd synovialis sarcoma diagnozis csak
akkor fogadhato el, ha egyébként a daganat jeltegzekalizaciéban és relative fiatal korban
jelentkezik és metasztazis lebstge kizarhatd (207). A jellegzetes transzlokaadukatasa
mind PCR mind FISH mddszerrel lehetséges, melyatszetien végzink (196).

18g11.2
break apart

48. abra FISH reakcio 18q11.2 break apart probdvakignalszétvallas szinte minden sejtben joldédh
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49. abra RT-PCR reakcio, mely a felssetben a SYT-SSX1, mig az als6 estben a SYT-$3@K8zlokaciot
igazolja.

A synovialis sarcoma progndzisa jobb mint az egyélgas malignitasu lagyrész daganatoké,
az 5 éves tulélés 50-80%-ra tehemely flgg alapvéen a beteg koratél, a tumor
nagysagatol, a gyengén differencidlat teruletek ny@#l és a rezekabilitastol
(15,125,223,224). Mindezek mellett szamos mas sjikai faktornak is jelefitége lehet,
igy a DNS tartalom (ploiditds) valamint a Her-2tgsamar a korabbiakban is vizsgalt (3,13)
de ellentmondasos eredményeket mutaté prognosziddornak tarthatd. Ez vezetett
bennlnket, hogy 20 synovialis sarcoma esetén DN&dm és Her-2 statusz meghatarozast
veégezzlink az esetleges prognosztiksszefiiggések felderitésére (208). Az 6sszefoglalo

tablazatban (9. tablazat) tintettlk fel a fontoddbtikai adatokat é€s a kapott eredményeket.
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9. Tablazat Klinikai adatok, Her-2 statusz, és Dpldiditas a 20 synovialis sarcoma esetén

10

11

12

13

14

15

16

17

18
19

20

Kor,
nem

M;26

M;58
F;29
F;52
F.,68

M;67

Fi41

M;48

M;42

M;29

F;13

M;41

M;37

M;40

M;33
F;28

F;35

M;41

F;41
F;25

Diagnozis

bifazisos syn. sc.

monofazisos syn.
monofazisos syn.
monofazisos syn.

monofazisos syn.

bifazisos syn. sc.

monofazisos syn.

monofazisos syn.

monofazisos syn.

monofazisos syn.

bifazisos syn. sc.
monofazisos syn.
bifazisos syn. sc.
monofazisos syn.
bifazisos syn. sc.

monofazisos syn.

monofazisos syn.

monofazisos syn.
monofazisos syn.

monofazisos syn.

SC.

SC.

SC.

SC.

SC.

SC.

SC.

SC.

SC.

SC.

SC.

SC.

SC.
SC.

SC.

Lokalizacio

b. labszar

j- comb
j. comb
j. labszar
j- labszar

j- poplitealis régié

b. comb

j. alkar

b. alkar

medence

j. csipd
j- alkar
j- labszar
j- labszar
j. comb

b. comb

j. csipd

retroperitoneum
j- comb

j. labszar

Her-2 képiak

szama

2

>10%; 5,4
amplifikacio

>10%; 4,8
amplifikacio

2

3,chr17
trisz6mia

2

>10%; 5,8
amplifikacio

2

4, chr 17
tetraszomia

2
2

2

Her-2 protein

focal+

focal+

focal+

++

++

focal+

++

DI

1,03

1,03
0,99
0,89
1,01

1,05

0,98

0,96

0,98

0,98

1,23

1,01

1,74

1,06

1,00

1,19

2,12

1,09
1,08

1,16

Recidiva,
metasztazis

lokalis
recidiva,
metasztazis,
meghalt
metasztazis,
tado
metasztazis,
tido
metasztazis,
tidé

lokalis
recidiva
metasztazis
tidé, meghalt
lokalis
recidiva,
metasztazis,
meghalt
lokalis
recidiva

Nincs

lokalis
recidiva,
metasztazis,
meghalt

Nincs

metasztazis
tidé, meghalt

Nincs

lokalis
recidiva
lokalis
recidiva
lokalis
recidiva
lokalis
recidiva,
metasztazis
tadé
Nincs
Nincs
lokalis
recidiva

Her-2 képiak szamat FISH technikaval, a Her-2 proteint immunhisztokémiaval hataroztuk meg, DI: DNA index

HER2 protein expresszidja synovialis sarcomabanunirisztokémiai vizsgalattal

20 esetbl 4 esetben volt gyenge fokalis cytoplasma pozéwi(1+), 20 esetth 3 esetben

figyeltink meg efs pozitivitast mind a plasmamembranban és mindtaptasmaban (2+)

(49. abra). H¥s pozitivitast (3+) nem figyeltink meg. Nem volthaté kulonbség a festés
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minéségét illeben az epitheloid és az orsdsejtes régid kozotisadren véve a 7 pozitiv eset

a synovialis sarcomak 35 %-at representalta.

e vk BT , { Sole ? g .
£ N T=- ’ ! B Sl NAETTS - L ay 4

49. abra 2+ membranosus pozitiviths monofazisos\sgtis sarcomaban CB-11 (Her2) ellenes antitesttel

HER?2 génamplifikacio vizsgalata synovialis sarcoamfluorescens in situ hibridizaciéval.
FISH analizist végezve a HER2 gén amplifikaciojat eS8etben talaltuk (15%). Az
amplifikacios rata 2-3-szoros volt minden esetlkeikjértékelt sejtek tdbb mint 10 %-aban

(50. abra). Massziv amplifikaciét nem figyeltinkgne

50. abra FISH reakcié Her2 és 17-es chromoszonizégkal a, A kenetek lenyomati cytologiai képe b,
Normadlis diploid megjelenés mind a Her2-t mind aek/kromoszomat illéen c-d, Tri- és tetraszémia a 17-es
kromoszomat illeten (z6ld szigndl) és ennek megféleler-2 szignal szam (piros jel) ami jelzi, hogyagn
amplifikacio e-f, 2-3x-os amplifikacié igazolhato
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A HER-2 oncogén amplifikalt esetek ugyanazok vqltakmint amelyeknél
immunhisztokémidval 2+ pozitivitast talaltunk. Az Pozitivitdsu esetekben amplifikacio
nem volt megfigyelhét Egy esetben a 17-es kromoszoma triszomiajat Ifighyaneg, mig
egy masik esetben a 17-es kromoszOma poliszomiajattuk, de ezek a tények nem

befolyasoltak a HER-2 protein expresszidjanak sttt

DNS cytometria

A 20 synovialis sarcoma kozll 6 aneuploid esetilittank (30%), két bifazisos és négy
monofazisos esetet. Az aneuploid esetek kozil gggdiploid volt, ebben az esetben a DNS
index 0.89 volt. Tovabba 11 monofazisos és 3 stézeset volt diploid (51. abra). A 3 HER-
2 gén amplifikaciot mutaté esélbegy aneuploid volt, mig a masik ketdiploidnak
bizonyult.

Synovial sarcoma
DI. 1.03

80
60 -
40

20

PO o v | rloidy
" T g g T g T - T - T T

Synovial sarcoma
DI: 1.74

60
40

20

51. abra Diploid és aneuploid synovialis sarcomésDistogrammija (2-es és 13-as esetek)

Az aneuploid esetek kdzul egy hypodiploid volt, @bkaz esetben a DNS index 0.89 volt.
Tovabba 11 monofézisos és 3 bifazisos eset vdbidipA 3 HER-2 gén amplifikaciot mutatéd

esetldl egy aneuploid volt, mig a masik k&tiploidnak bizonyult.
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Korrelacié a HER-2 status, a DNS ploiditas és agmazis kdzott

A HER-2 oncogén amplifikacioja szignifikAns Osszgfést mutatott az alacsonyabb
metasztazis képzés rizikdjaval (p < 0.05).

A harom amplifikalt eset kdziul egyik sem adott rsetazist, ez szignifikans 6sszefiiggest
jelentett, viszont nem talaltunk szignifikans 6$gggést a recidiva képzés és az amplifikaciot
illetéen. Nem talaltunk tovabba dsszefliggést a HER2 guntifkacios statusa és a ploiditas
kozott. Ugyancsak nem talaltunk 6sszefliggést alipdsii status, a metasztazis képzés vagy a
recidiva kialakulasa kozott.

Megbeszélés

A sajat 20 synovialis sarcomdink esetén a tumoretaés cm-nél nagyobb volt, a betegek
atlag életkora 39.8 év volt, és hianyoztak a gyandjéferencialt tertiletek minden esetben.
Ugy tiinik, hogy ez a csoport ideélis annak teszteléswrgy a Her-2 oncogén amplifikacio
mint prognosztikai faktor hasznalhato-e. Brakos betegeknél a chemotherapiara és endocrin
therapiara adott valaszt, a kezelést, és a betdgetanetelét meghatarozza a Her-2 gén
amplifikacioja, és a protein overexpresszidja, nprdgnosztikai faktor. Sajat eredményeink
lényegében megegyeznek masok eredményevel (3,8)6,28ivel a Her2 oncogén
amplifikacio szignifikans 0sszefliggést mutatott aracsonyabb metasztazis képzeés
rizik6javal, amely 6sszességében jobb prognédmshieMasrészil azonban mi nem talaltunk
Osszefuggést a recidiva képzést det, ellentétben Nuciforo és munkatarsainak
eredményével. (156)

Sajat eredményeink hangsulyozzak és miggek a mar eddig részben megfigyelt
eredmeényeket, hogy egy mérsékelt dzider-2 génamplifikacio valéban megtalalhaté egyes
synovialis sarcomak esetében és ezen génamplifikées protein overexpresszio
prognosztikai faktorként tekinthetMi voltunk az elék, akik FISH technika alkalmazéasaval
igazoltuk a Her2 génamplifikaciot synovialis sar@kmal. Tekintettel arra, hogy a korabbi
vizsgalok nem talaltak Her2 amplifikaciot FISH \gédattal, ezen eredménylnk
mindenképpen magyarazatra szorul. Mindengk&ntos, hogy az amplifikacié mértéke a mi
esetiinkben gyenge volt (2-3-szoros, és egyaltaéin wolt megfigyelhét olyan massziv
amplifikacid mely az endcarcinoma egyes eseteinél karakterisztikus). To&adhbHer-2
amplifikacio csak a tumorsejtek kis aranyaban ftirdel6. Masrészt § kulonbség a
modszertanban van, amely Iényegében megmagyar&idardséget.

Barbashina és munkatarsai (13), illetve Thomas éskatarsai (235) 4 mikrométer vastag
szovetmetszetet hasznaltak a fluorescens és chemikog in situ hibridizaciohoz, mi pedig

kenetet alkalmaztunk. A 4 mikrométer vastag szoe&tretekben a magok metszve, elvagva
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vannak, ellentétben a keneteinkkel, ahol a magdkiak, érintetlenek. Teoretikusan és
praktikusan is, a metszett, vagott magoknal gyakiam hogy nem tartalmazzak az 6sszes
szignalt, igy az eredmény (a Her-2 szignalok kiansz miatt) fals lehet. Tovabba a
fluorescens in situ hibridizaci6 és a chromogenikussitu hibridizacié eredményeinek
kiértékelése a szovetmetszeteken sokkal nehezahbameneteken (kilondsen akkor, ha a
kiértékelés automatikus). Valos#sithet ilyen modon, hogy a szovettani metszeteken
kiértékelt Her-2 és 17-es kromoszoma szignalar&idyyados) nem érte el a 2 vagy annal
nagyobb értéket, €s emiatt nem sikerult az idézettdknek az amplifikaciot igazolni.

Tovabbi érdekesség, hogy az amplifikalt eseteink ZrozitivitAst mutattak
immunhisztokémiéval, mig a nem amplifikalt esteklienpozitivitds volt megfigyelhét Ez
kihangsulyozza azt, hogy azéeebb 2+ pozitivitas jelenthet igazi amplifik&ci@melyet
igazolni lehet fluorescens in situ hibridizaciovedgy mas molekularis modszerrel. Hasonlo a
helyzet, mint az emtarcinomak esetén, mikor is a bizonytalan immurbliszmiai
eredmeényt (ecarcinoma esetén 2+) me@siteni vagy kizarni kell molekularis
modszerekkel, altaldban FISH vizsgalattal. A Heghéfje overexpreszidja &ltalaban
Osszefiugg a kevéssé ked¥eprogndzissal (mint példaul eétlimor, hdélyagtumor,
vastagbéltumor, nasopharyngealis carcinoma es@@2r1)01,102,185). Viszont az is érdekes,
hogy néhany tumor esetén a Her-2 fehérje overespida kapcsolatba hozhat6 a keditdz
prognézissal (mint példaul pajzsmirigytumor vagyeosarcoma esetén) (103,228), és ugy
tinik, hogy ez a synovialis sarcomak esetében is igaz

El-Naggar és munkatarsai (55), azt talaltak, hogpladitasi statusz (az aneuploiditas)
szignifikansan korrelal a synovialis sarcomanal etepek csokkent tulélési esélyével.
Flowcytometrids vizsgalatokat végeztek viszonylagyhanyagon (41 és 45 eset egyenként),
€s a szignifikans negativ 6sszefliggés a révidebjolési idt és a rovidebb 5 éves tulélést
jelentette.

Ugyanakkor Dreinhofer és munkatarsai (42) 93 laggtiémor (ebbl 22 synovialis sarcoma)
esetén a DNS ploiditast nem taléltdk independengnusztikai faktornak. A mi 20 estlinkben
nem volt 6sszefliggés a ploiditasi statusz és asztéias kepddés vagy a recidiva kéfdés
kozott, és nem volt szignifikans dsszefliggés aHgénamplifikacioja és a ploiditas kozott.
A ploiditast illetben feltételezhét hogy sajat eseteink, hasonléan Dreinhofer esstaitem
elég nagy szadmuak ahhoz, hogy szignifikans Ossgéfiigtalaljunk, és valdsZin hogy
szignifikancia esetén is a ploiditasi statusz nesz lvalédi independens prognosztikai faktor.
Mindezen feltételezés igazolasara folyamatosanikeéz Ujabb és Gjabb synovialis sarcomas

esetek DNS tartalméat, és kiath nagy szam elérése soran a kiértekelést Gjrgeduék.
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Két esetben talaltuk a 17-es kromoszOma poliszé@mi@ggyik esetben triszomia, masik
esetben tetraszomia volt) de ezek egyik esetbdarseltak amplifikacidéval, se semmilyen
fokG immunpozitivitassal. Ugyiihik, a 17-es poliszémianak énmagaban nincs kiiltbiibse
jelentbsége, csupan annyi, hogy az értékelés soran a kibesoszémat é€s a Her-2 gént
egyutt kell vizsgalni, hiszen ha csak a Her-2 geanst vizsgaljuk, agy fals pozitivitast
kaphatunk amplifikacio tekintetében.

Osszefoglalva, eredményeink hangsulyozzak és résigjer azt, hogy a HER-2 oncogén
amplifikacioja ritkan fordul €l a synovialis sarcomaknal, de a synovialis sarcoazd kis
csoportjanal, ahol ez megfigyelbiet ott kedvedbb progndzist jelent. Ugyanezen
célcsoportnal a Her2 amplifikacié igazolasa lébéget ad egy Ujabb kezelésre nevezetesen
Herceptinre (Trastuzumab), ami igen nagy jeieét, hiszen altaldban a lagyrész sarcomak

kezelése beleértve a synovialis sarcomat is mefledre szegényes €s problematikus.

Tovabb folytatva ezen munkat Ujabb 52 synovidlic@@a esetén meghataroztuk a DNS
tartalmat valamint 9 esetben magas felbontasu Cigstalatot is végeztiink, megvizsgalva,
hogy a komplex és szimpla cytogenetikai sarcomagekqaz €lbbiek szinte CGH eltérés
nélkil az utdbbiak jelets CGH eltérést mutatva) hogyan korrelalnak a tovéaimitott
DNS tartalom mérés eredményeivel (207). A tovahiorfiitott ploiditds vizsgalat azt
jelentette, hogy figyelembe véve az 5c¢c értéket rakgld daganatsejtek jelenlétét vagy
hianyat, komplex (5c értket meghaladé sejtek j&lenlvagy szimpla (5¢ értéket meghalado
sejtek nincsennek) diploid csoportot képeztiink.5®ztumorbdl 11 volt aneuploid, 26 eset
volt szimpla diploid és 15 eset volt complex diplohz aneuploid tumorok jelefd genetikai
eltérést mutattak CGH-val, és legalabb 6sszegzétt kkomoszémanyi toébblettel voltak
jellemezhetek. A szimpla diploid esetek alig mutattak genetiklérést, mig a komplex
diploid tumorok esetén szamos abberacio volt ideol Mindez ramutat arra, hogy
egyszefibb mérési formakkal (DNS meghatarozas citofotornéfeiis lehet adott esetben
mélyebb genetikai informaciokat szerezni. Tovablisgalatok sziikségesek ugyanakkor,
hogy ezen tovabbi finomitasnak van-e klinikopat@ogelenttsége. Az alabbiakban néhany

képpel illusztraljuk a leirtakat. (52.abra)
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Aneuploid tumor
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3q gain, 5915-35 loss,
-19, -20, -22
52. abra Az aneuploid, komplex és szimpla dipladportra jellemé& CGH eltérések. Mig az aneuploid csoport
szamos, ,durva” eltéréseket mutat, addig a komgipboid csoportra kevesebb eltérés jelléma szimpla
diploid csoport pedig szinte nem is mutat elté(ésgjegyzend, hogy a CGH nem alkalmas transzlokacié
kimutatasara).
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A synovidlis sarcomak jelut rendszereinek vizsgalat

A synovidlis sarcomakra ahogy méar emlitettik itejakd a specifikus t(X;18)(p11.2;q11.2)
transzlokacio. Ennek gyakorisaga az egyes tumorokbaublikacios adatok szerint egyre
novekedett, hiszen kezdetben 70-80% korili gyakgriél beszéltek, de a legujabb WHO
,{0bb mint 90%”-ot mond. Sajat megfigyeléseink $zers ez az arany 80% koérdl mozog,
kuléndsen ha figyelembe vesszik a konzultaciésgolyaiszonylag negy szamat, melyekben
a transzlokacid negativ esetek gyakoribbak. Bzeretnénk azonban hangsulyozni, hogy csak
a koradbban emlitett szigoru kritériumok melletthHdi6 fel a transzlokacié negativ synovialis
sarcoma diagnozisa (207). Viszont vannak egyes edz lagyrész szakéi, akik allitjak,
hogy gyakorlatilag nincs transzlokacié negativ syalis sarcoma, amit szamos esetben
cafolni tudtunk, egy esetben pedig ennek esetleggmnizmusara is magyarazatot talaltunk.
Elképzelhet ugyanis, hogy minden synovidlis sarcoma keletk&lzézs szikséges a
transzlokacio, de a tumor progresszié és/vagy idivédk soran ez el is ,veszhet”. Az alabbi
példa szépen demonstralja mindezt, hiszen az eggétinkben a primer tumorban a
transzlokacido konnyen kimutathaté volt mind PCR+eind FISH vizsgalattal és a
daganatsejtek domttébbségében latszottak a szignal-szétvalasok Kbagart proba). A
recidiv tumorban mar csak PCR-el volt kimutathatGtranszlokacido és csak egy-egy
daganatsejt mutatott szignal szétvallast, mig aidirectumorbdl kialakitott primer
szOvettenyészetben mar egyaltalan nem volt kimatathsemmilyen maodszerrel a

transzlokacio (53. abra).
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53. abra a, Recidiv synovialis sarcoma, mely esei@gn PCR-el a transzlokacié kimutathato (b).; BN&S
index (D) 1.32. Ezen daganatbdl szarmazo szowatsaet (c), melynek Dl-je Iényegében megegyezécaliv
tumoréval, jelezve, hogy valdban daganatsejlets nem fibroblaszt tenyészéitvan sz4. Ugyanakkor se FISH

reakviéval (c inzert) se PCR-el (d) transzlokaadmigazolhatd
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A SYT-SSX chimericus fehérje tartalmazza feltélbat a SYT terlileten a transcripcios
activcios regiot, és a repressios domaint az SSxben. A chimericus fehérje transzkripcios
oncogén szabalyzO szerepe transzkripcios alulspadddban nyilvanul meg. Szamos
tanulmany foglalkozott ezzel az effektussal és taldltak, hogy alul szabalyozza a sejt
proliferaciot szabalyoz6 COM1-t, beta-catenin akkiéniot hoz létre a magbangsegiti a
p53 ubiquitinatiot és lebontast, Ujrarendezi a sibetont az ephrin jeldt rendszeren
kereszill, és stabilizalja a cyclin D1-et. A tanulmanyolbbiyire sejt vonalakat hasznaltak,
de kevés vizsgalat tortént nagyobb paraffinos amya@ chimericus fehérje és a
jelutrendszerek 6sszefiiggéseit vizsgalva. Tanulondkhyan (207) 50 synovialis sarcomét
vizsgaltunk TMA-val (tissue micro array), hogy vanajon olyan kitlintetett jelat rendszer,
mely Iényegében felés lehet a tumor progresszidért. A synovialis sawdo tobbsége a
receptor tyrosin kinazok (EGFR, VEGFR, PDGFR de nam IGFR) overexpressidjat
mutatta, tovabb aktivdlva a RAS-AKT-mTOR jelut remdrt. Mindezekil fliggetlenul, a
WNT-beta-catenin jellt renszer szintén aktiv vakak p-catenin magi pozitivitast vettik
figyelembe). Az apoptozis szabalyozok mint a NFsBMDM?2 szintén aktivak voltak. A p21
kivételével minden vizsgalt sejt ciklus szabalyidiavolt. Ugyanakkor érdekes azébb
emlitett szabalyzék aktivitasa tekintetében nent kidlonbség a tarnszlokacidé negativ és
tarnszlokaciot tartalmazé csoport kozott, kiveve4EBP1-t, a PTEN-t és a beta-catenint.
Eredményeink alapjan valés#sithet, hogy a synovialis sarcomak proliferatiojaban sasm
jelat rendszernek szerepe van, de Ugyk, mégis a legfontosabbak egyike lehet az AKT-
MTOR jelat rendszer. Minthogy a transzlokacié negés pozitiv esetekben igen hasonlé volt
a jelat rendszerek aktivitdsa, ez arra enged k@ézétkni, hogy a transzlokacionak igen fontos
szerepe van maganak a daganatnak a kialakulasdbavaloszifi, hogy a tovabbi tumor
progresszioban mar kevésbé lényegés, ieha el is ,veszhet”. Eredményeink fényesen
igazoltdk és disitették meg a kordbban szovettenyészetekben takdiményt, miszerint a
fuzios fehérje béta katenin magi accumuléciét ekadraz (figgetlendl a kanonikus Wnt jelut
rendszeidl), ami a transzlokacio pozitiv és negativ esetélombsége (az é&téek javara)
alapjan demonstralhato volt.

Az alabbi dbran (54. abra) foglaljuk 6ssze a kitinihelut renszerek szazalékos megoszlasat

a vizsgalt 50 synovialis sarcomaban.
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Positiv Erds Positivitds az Positivitas az

esetek positiv t(X;18) t(X;18)

(%) esetek(%) negativ positiv
esetekben esetekben

(n=12/50) (%) (n=38/50) (%)

Tyrosine Kinase EGFR 86 50 75 90
Receptorok
FGFR 66 6 50 70
IGFR 30 2 25 32
FLT (VEGFR) 100 38 100 100
PDGFR-A 100 62 100 100
RAS RAS (H-, K-, 100 62 100 100
N)
AKT-mTOR-pathway PTEN 88 48 67 95
Pakt 64 0 50 68
P4EBP1 52 4 91 40
PP70S6K 100 76 100 100
PS6 58 0 73 54
MAP kinase RAF 52 20 50 52
MAPK 34 0 33 34
WNT WNT 100 49 100 100
APC 72 0 75 71
B-CAT 74 17 58 80
Apoptosis regulatorok NFKB 92 27 92 92
MDM2 100 18 100 100
Sejt-ciklus regulatorok CYA 74 2 83 71
CYD1 84 37 83 84
P21 62 6 42 68
P27 90 54 83 92
CDK2 96 28 100 95
P16 88 33 90 87

54, abra. Az egyes jelutrendszerek aktivitasaizazaékos megoszlasa transzlokacio pozitiv és ivegat
synovialis sarcomak esetén. Jedsrkiilonbség csak néhany esetben pl. a béta kasetén figyelhétmeg.

5. A periférias idegtumorok genetikai instabilitasa nak vizsgalata

A periférias idegtumorok (PNST) meglet&tn heterogén csoportot képeznek, tébb mint 20
entitdssal. Bar a leggyakoribbak a konvencionatiswinnomak és neurofibromak, melyek
nem okoznak differencialdiagnosztikai problématordman szamos altipust mar joval
nehezebb malignus lagyrésztumoroktdl getsban MPNSTé) elkuloniteni, ilyenek pl. az
anciant, cellularis, neuroblastoma like és a midtipSchwannoma (2,21,45,132). Mindezt
figyelembe véve kerestilk azokat az objektiv kapaddkat, melyek segitenek az
elkilénitésben. llyen objektiv kapaszkodd lehetl@dgas és a kromoszomalis instabilitas
vizsgalata. Mind a mai napig az irodalmi adatokrminondasosak abban a tekintetben, hogy
a benignus Schwannomak vajon euploidak (24,31,6912%7,131,175,195,201) vagy
aneuploid benignus daganatok (178,191,192,198&tezmhek. Meglehésen sok cytogenetikai
adat ismert a PNST-k tekintetében, de ezek tobbergijél ismert 17q és 22q eltérésekre
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koncentralnak (NF1 és NF2), mint a neurofibromalaéschwannomak keédatogenetikai
torténésére (9,141,174,180). Sokkal kevesebb Jesgartént a szambeli kromoszoma
eltérések feltérképezésére (FISH vizsgalat) (17d)londsen nem megfeltel szamu
interfazisos sejtet analizalva. Harom kromoszéndasztottunk ki — 7-es, 17-es, és 18-as —
FISH vizsgalatra, minthogy ezen kromdszomak vesztEstobbletei mar korabbi munkakban
szerepeltek (74,141,217). A 22-es kromoszéma émsdefien szintén szerepelhetne, de a
keresztreakciot ad6 14/22-es centromerikus prébattmezt kihagytuk a vizsgélatbol.
Célkitizésink volt annak vizsgalata, hogy a benignus Sch@raak euploid-poliploid
tulajdonsagot mutatnak-e, illetve finomabb elemeks&ISH analizissel az euszémias-
poliszomias jellemvonas megfigyelliet, tovabba betekintést nyerhessiink ezen tumorok
esetén a malignus transzformacié mechanizmusankdnijébe. Vizsgaltuk azt is, hogy ezen
jellemzok segitséget jelentenek e a helyes diagnozisitélsdlban.

A 44 periférias ideghively tumor a Semmelweis EgyetOncopathologiai Tanszékér
szarmazott, amelynek helye &frosi Onkormanyzat Szent Janos Korhaza volt. 2fghas
Schwannomat valasztottunk ki, amelyek kozott 5 emtci2 cellularis (pseudosarcomatosus),
2 neuroblastoma like, és 1 multiplex varians vb,56. abra). A kivalasztott 9 neurofiboroma
egy atipusos-cellularis szubtipust foglalt magaban8 malignus periférias ideghtuvely
tumorbdl 2 malignus epithelioid tumor volt. A nyoma@vetési id legalabb 5 év volt.

A histologia, a magizolalas, a DNS mérés a Semmsglviegyetem Oncopatholdgiai
Tanszékén tortént, mig a FISH analizis automatikésanalizalé rendszerrel egybekotve

(Metafer 4) Németorszagban a Bonni Pathologiazittéen tortént.

Adszorpcids cytofotometrias DNS vizsgalat

44 periférias ideghively tumor ploiditas vizsgalat@geztik el. Az 6sszes benignus
Schwannoma, beleértve a differencialdiagnosztikeengontbdl problémas eseteket is,
diploid volt. 27-l 25 karakterisztikusan euploid-poliploidizaciot tatott (92.5 %). A 10 %-
nal nagyobb 4c csucsérték 23-b20 esetben volt megfigyelliet (74%). Az 6sszes
neurofioroma (9 eset) magaban foglalva az atipagabtipust is, diploidnak bizonyult, és 2
eset ezek kozul euploid-poliploidizaciét mutat@®.© %), de a 4c csucserték nem volt tdbb
mint 10 % (10. tablazat). A 8 malignus periféridsghiively tumorbdl 3 diploidnak bizonyult,
de az 5 masik aneuploid volt. Ezek a tumorok nertattak euploid — poliploidizaciot.

8 esetbl 1 esetben volt megfigyelhetl0 %-nal nagyobb 4c csucsérték, de ezen sejtek 4c
régiojat valojaban G2 fazisu sejtek alkotjak, mogih ezen sejtek nem valodi tetraploid-

tetraszomias sejtek, amit a FISH analizis is iga#a1,58. abra).
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Tablazat DNS ploiditasi és klinikai adatokifggras ideghivelytumorok esetén.

Diagnozis

Schwannoma
Schwannoma
Schwannoma
Schwannoma
Schwannoma
Schwannoma
Schwannoma
Schwannoma
Schwannoma
Schwannoma
Schwannoma
Schwannoma
Schwannoma
Schwannoma
Schwannoma
Schwannoma
Schwannoma

Ancient schwannoma
Ancient schwannoma
Ancient schwannoma
Ancient schwannoma
Ancient schwannoma
Cellularis schwannoma
Cellularis schwannoma

Neuroblast like schwannoma
Neuroblast like schwannoma

Multiplex schwannoma

Neurofibroma
Pl. neurofibroma
Neurofibroma
Neurofibroma
Neurofibroma
Neurofibroma
Neurofibroma
Neurofibroma

Cell.atipusos neurofibroma
Superficial.mal. Epith. Schwann.
Alacsony mal. Epith.schwann.

MPNST
MPNST
MPNST
MPNST
MPNST
MPNST

Kor,
nem

46F
49F
34M
31M
71F
82M
53F
57F
42M
52F
38M
59M
61F
29M
61F
24F
48M
60F
72F
42M
34F
71F
58F
62M
66F
42M
55F
27M
31F
33F
50M
79F
56M
76M
36M
80F
71IM
65F
45M
51M
25F
19M
18

23

Anatémiai
lokalizacio

b. boka
nyelécsd

b. comb

j- glutedlis régio
b. mellkas
nasopharynx

b. csip6

j- mellkas

j- alkar

j- felkar

nyak

j- inguinalis régio
nyak

j. labszar

b. kar

b. alkar
retroperitoneum
retroperitoneum
b. labszar

b. comb

hét
retroperitoneum
j- mellkas
retroperitoneum
b. inguinalis régio
b. talp

b. kar

fej

b. vall

j- poplitedlis régio
j. labszar

nyak

fej

fej

j- alkar

j- alkar

has, bor
mediastinum
retroperitoneum
j- kar

j- kar
retroperitoneum
b. labszar

j- boka-talp

DI

0,95
1,05
0,95
1,07
0,95
0,92
0,93
0,92
0,98
0,98
0,99
0,97
0,98
0,96
0,95
1,01
0,94
1,04
0,98
0,96
1,01

0,99
0,92
1,02
0,96
1,02
0,98
0,99
0,96
0,98
0,98
0,97
0,98
0,99
1,01

1,27
1,52

1,49
1,21
1,58
0,97

4c
cslicsérté
k tobb,
mint 10 %

igen
igen
nem
nem
nem
nem
nem
nem
igen
igen
igen
igen
igen
igen
igen
igen
igen
igen
igen
igen
igen
igen
igen
nem
igen
igen
igen
nem
nem
nem
nem
nem
nem
nem
nem
nem
nem
nem
nem
nem
nem
nem
nem
igen

Euploid-
polyploidiz
acio

igen
igen
igen
nem
igen
igen
igen
nem
igen
igen
igen
igen
igen
igen
igen
igen
igen
igen
igen
igen
igen
igen
igen
igen
igen
igen
igen
nem
igen
nem
nem
nem
nem
nem
nem
igen
nem
nem
nem
nem
nem
nem
nem
nem



56. abra A 25. eset, neuroblastoma&8ahwannoma szoveti képe kis, kerek daganatsejtekke
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57. abra DNS hisztogramm, a nyilak jelzik az eitpfmliploidizaciét, mely mind a konvencionalis
Scwannomaban, mind a subtipusokban egyforman jedlem
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58. abra A fels két hisztogramm neurofibroma és atypusos neumfiarDNS histogrammja. Mindkét eset
diploid, egyiknél sincs 10%- nal magasabb G2 csiesz atypusos neurofibroma euploid poliploidiafci
mutat. Az alsé két hisztogramm MPNST-k DNS histogrammijandd euploid poliploidizacié. A 4c csucsérték
csupan egy estben haladta meg a 10%-ot (nyil, Es€13, de itt is a sejtek G2 fazisban vannak ésvadodi
tetraploid sejtek. Az inzert a 41-es eset triszf@idutatja (z6ld szignal), mig a 17-es kromosz@iisadmias
(piros szignal).
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Interfazisos cytogenetika, FISH analizis

A megszamolt jeleket, szignalokat két csoportratt@pik, euszomias-poliszémias jelek, a
jelek szama: 2, 4, 8, 16, és az aneuszomias plekek szama: 1, 3, 5, 6, 7.

Azokat a sejteket, amelyekben a jel kiértekeléselakalizacié utan is lehetetlen volt,
kihagytuk az értekelégb A nem megfeldl sejtek atlaga 4.1% volt, az intervallum 1.3-7%
volt. Poliszémiat figyeltink meg a benignus Schwamaknal, az atlag 13.9% volt. Ez az
eredmény harmonizal az adszorpcids cytofotomeldS vizsgalatnal nyert eredményekkel.
A poliszémia szignifikansan nagyobb volt az anci®ohwannoma esetében (30.1 %), amely
0sszhangban van azzal, hogy a tumorsejtek nagylsa@gnagyobbodott, hyperchromatikus,
multilobulalt magokat tartalmaznak, a Schwannomdene tipusanal. A poliszémia
megfigyelhed volt az atipusos neurofiboromanal (4.3%), de netélttank poliszomiat a
malignus periférias ideghltvely tumor esetén. Tetrasat talaltunk a 44-es eset szamu
malignus periférias ideghtvely tumor esetén, da glacsony szamban (0.7%). Ugyanebben
a tumorban a 4c csucseérték tobb mint 10% volt. Astrsértéeket mutatd sejtek valojaban G2
fazisa sejtek, (dupla DNS mennyiséget tartalmaznaknem igazi tetraszomias sejtek. Ezen
G2 fazisu sejtek kromoszéma parjainak centromenkggja 0sszefiigg, mert a mitozis alatt
a kromoszomak nem véalnak szét, és mi centromébiS probakat alkalmaztunk, amelyek
normalisan minden kromoszémara 2 jelet adtak. \iaktdaszomia esetén a kromoszémaék 4
jelet adnanak.

Nagyon érdekes az a medgfigyelés, hogy néhany bemi@chwannoma kis szazalékban
aneuszémiat mutatott, az aneuszomias sejtek azHseitnek a 2.58%-a, az intervallum
1.33-3.44 volt.

Ezzel ellentétben az atipusos neurofiboroma, markaesiszomiat mutatott, (18.44 %), de a
neurofioromak 4.3%-ban poliszémiat is prezentalfééntos, hogy ha a monoszomia és a
triszémia azonos szamu, akkor az aneuszOmiat ,batinkiegyensulyozott aneuszémianak
nevezzik, amely a teljes DNS tartalomra vonatkogik,ebben az esetben a DNS index
diploid. Két diploid MPNST mutatott egyértetraneuszomiat, az egyik a 17-es kromoszoma
volt (89.6%, 44-es eset, triszomia), masik pedifj8aas kromoszéma (91.6%, 40-es eset,
monoszomia) (12. tablazat és 59,60. abra).

Azokat az eseteket, amikor nem tudtunk lemérni elelf 300 sejtet (technikai okok miatt),
kihagytuk az értékelésh (6sszesen 5 benignus eset), bar ezek a tumet@sdn hasonld

eredményt mutattak, mint a masik lemért 6 benigdzlsvannoma.
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Chr. 18

Chr. 17
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Schwannoma No.16
Chr. 18

Chr. 17

Chr. 7
Schwannoma No.24
Chr. 18

Chr. 17

Chr. 7

Ancient schwannoma No.18

Chr. 18
Chr. 17
Chr. 7

Atipusos neurofibroma No.36

Chr. 18

Chr. 17

Chr. 7

MPNST No. 44
Chr. 18

Chr. 17

Chr. 7

MPNST No. 43
Chr. 18

Chr. 17

Chr. 7

MPNST No. 41
Chr. 18

Chr. 17
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MPNST No. 40
Chr. 18

Chr. 17
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12. Tablazat FISH jelek PNST-ben.

EuszOémias-poliszémias

jelek
2 4 8

249 24 2
242 29
251 26 3

N

242 26 1
255 22 1
252 27 0

242 41 2
239 40 2
243 37 3

238 35 4
236 37 3
233 39 5

258 23 2
259 22 2
257 19 3

188 82 8
185 81 8
190 78 9

217 12 1
210 14 1
211 11 0

277 4 0
12
282 1 0

N
o

11 2 0
289 0 0
15 243 0

1 48 0
0 257 0
7 11 0

21 0 0
201
289 0 0

o
o

272 0 0
6
276 0 0

o
o

IA: alkalmatlan a kiértékelésre; Chr: kromoszéma

16

o

N

14
15
26

o

Aneuszoémias jelek

3 5 6
3 0 0
4 0 0
2 0 0
8 3 0
4 0 0
5 0 0
3 0 0
7 0 1
4 1 1
2 3 3
2 4 2
3 2 2
3 3 1
4 2 2
5 1 1
2 2 0
4 2 0
4 2 1
29 4 4
31 5 4
29 1 1
3 0 0
269 2 0
1 0 0
281 0 0
2 0 0
16 18 0
17 205 9
11 19 0
270 0 0
0 0 0
0 0 0
0 0 0
12 0 0
282 0 0
11 0 0

1A

21
21
18

17
17
15

10

12
12
15

11

15
15
13

18
18
21

15
15
16

13
13
12

N

~
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59. abra FISH szignalok ancient Schwannomabarktaisztikus euszomias poliszémiaval. a, Metafer-4
monitorkép 3 diszOmias és egy tetraszémias daggtiatd-c, bizarr és ,normal” daganatsejt tetraséval d,
octaszémias tumorsejt e 6sen megnagyobbodott daganatsejt 16 piros és zigddal a, b, c, e, ket szines
FISH technika, a piros jelek a 18-as, mig a zdkkja 17-es kromoszémanak felelnek meg. D, FISHri&a, a

z6ld jelek a 7-es kromoszomanak felelnek meg.

60. abra FISH szignalok atypusos neurofibromahsa@mias-poliszomias és aneuszdémias sejtekkel @féle
4 monitorkép két diszdmias és egy tetraszomias tseittel. A negyedik sejt kiértékelésre alkalmatn
Diszémias daganatsejt c, TetraszOmias tumors€kthszomias daganatsejt, a nyil &egtiros és egy zdld

szignalt mutat e, TetraszOmia a 17-es kromoszéggmentaszémia a 18-as kromoszémara f, Tetrasaia

es és triszOmia a 18-as kromoszémara g, TetraszfBaas és triszOmia a 17-es kromoszémara h, &ktaa
a 17-es és heptaszomia a 18-as chromoszémaragdmnias tumorsejt.
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Megbeszélés: munkank soran adszorpcids citofotdsetbNS tartalom meghatarozast
alkalmaztunk FISH analizissel kiegészitve. A DNiSroketria attekirit képet ad, mig a FISH
technika még tobb részlet informéciot szolgéltaindkét technika alkalmazasaéséqiti,
hogy megismerjuk és megeértsik a kulorbtiznor tipusok oncogenesise soran bekdvétkez
kromoszomalis valtozasokat. Célunk az volt, hogyefkepezzik a periférias ideghively
tumorok ploiditasat, és a kromoszomalis ploiditéast]yeknek ismerete segitséglinkre lehet a
differencial diagndzis soran, masrészt tisztazzuokat az irodalomban megjelen
ellentmondé adatokat, amelyek a periférids ideglyiveumorok DNS ploditasara
vonatkoznak.

Sajat vizsgélataink eredménye mégdtette, hogy a benignus Schwannomak euploid
tumorok poliploidizaciéval, a szubtipustél figgetlk

Ez a tény nagy segitséget nyujt, hogy ezen tumorakagkilonbbztessik a malignus
lagyrésztumoroktol, aspiracios cytologiai es/vagppdiogiai vizsgalat korilmeényei kdzott.

A Schwannomak esetén a 4c csucsérték tobb mint 10Rp de ezt a karakterisztikus
jellemvonast a neurofiboromék, és a malignus Schemrdk nem mutattak. Ez a
karakterisztikus tulajdonsag segit megkuilénboztatrBchwannomakat a neurofibromaktol,
segit differencialni a Schwannomak specialis esatant példaul a multiplex Schwannoma,
Antoni B Schwannoma, plexiform Schwannoma, orriigghwannoma, amely utébbi nem
rendelkezik tokkal (2,82).

A 4c csucsérték magyarazatot adhat szamos kiégskmloblémara, amelyet korabbi sZdrz
talaltak, hogy a benignus schwannomak aneuplogly wam diploid tumorok.

Agarwal és munkatarsai (1) sejtszuszpenziét hagaridl benignus és 27 malignus orsosejtes
lagyrésztumor ploiditds vizsgalatat végezték elszibén flowcytometridval, részben
adszorpcios cytofotometrias DNS vizsgalattal. 27lignas laesiobdl 10 alacsony, vagy
intermedier malignitasu sarcoma volt, és 17 magagmtasu. A malignus Schwannomaknal
a DNS vizsgalat 6sszefiiggést mutatott a hisztol@gade-del és a klinikai lefolyassal. A 11
benignus tumorbdl hat diploid laesio volt, és 5diptoid tumor volt. Az 6sszes benignus eset
kedved kimenetel volt a ploiditasra tekintet nélkul. A 10 alacsanyermedier malignitasu
tumorbdl 8 diploid volt, mig 2 nondiploid volt, mina két metddus szerint. A 10 diploid
malignus tumor kedvétlen klinikai kimenetdl volt. A 17 malignus laesio nondiploid volt,
belble 5 nem recidivalé tumor volt, 3 beteg eseténdigai jelent meg, mig 8 beteg belehalt a
betegségbe. A fentiek alapjan azt a kovetkeztetésta le, hogy a ploiditas nem tesz
kulonbséget a benignus és malignus orsosejtesdszyimorok esetén. A nondiploid DNS

minta gyakrabban fordul &l a high grade sarcomanal, mint a low- intermedieadg
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sarcomaknal. Mindezek alapjan sarcomak esetérsaihltilag szignifikans osszefliggést
talalt a nondiploiditas és a rosszabb klinikai kireel kozo6tt.

Részletesen megvizsgalva az eseteket, Agarwal ifi en4 Schwannomanal (a 11 benignus
tumorbal) ,non diploid” allapotot talalt, de a kdkezs kritériumot adta meg az értékeléshez:
" az a hisztogramm, amelyik tdbb mint 20 % -osalvid csucsot tartalmaz azt ,non diploid”
daganatnak kell tekinteni”. Minthogy Agarwal ezembroknél nem adott meg preciz DNS
indexet, igy konnly elképzelni, hogy ezek a tumorok valéjaban euppmtploid tumorok
voltak, és a 4c csucsérték (G2 fazis) tobb mint 2@8%, mint ahogy ez eseteinkben is
eléfordult.

Mas a helyzet Salmon és munkatarsai altal medgsieth cikkekben (191,192))k valddi
aneuploiditast talaltak, de ha részletesen anpliza@z 6 adataikat, akkor 2 %-ban talaltak
igazi aneuploiditast (triploid hisztogramm 1.40<[I8), 2%-ban tetraploiditast, €s 15 %-ban
hypertriploiditast (k6zel tetraploiditast) a Schwamak ko6zott, (az esetszam 64 volt). A 15
% magasnakiinik, de 6k se adtak mag preciz DNS indexet, igy nem tudidgy igazi
aneuploid tumorok voltak-e, vagy euploid-polipldiagnorok tetrapolid értékkel.

Ugyanebben a cikkben ko6zolték, hogy 5 neurofibron{@d%) talaltak, amelyek
hyperdiploidok voltak, vagyis aneuploidok, de DN8ex-et itt sem adtak meg.

Hasonldé eredményeket publikdltak Salmon és mundatanég egy masik cikkben, (193)
ahol 75 benignus Schwannomét vizsgaltak, ezek kdzi#traploid és 10 hypertriploid tumor
volt (melyet kozel tetraploid daganatnak lehet iegai!), de itt se adtak egyértdinDNS
indexet, tehat valddi aneuploiditast 1ényegében medtak igazolni. Valojaban Salmon és
munkatarsai hangsulyoztak leginkabb, hogy a besigruiférias ideghively tumorok kozoétt
magas szézalékban aneuploiditds mutatkozik, ésed@ien ezen munkacsoport cikkei
alapoztak meg azt a feltevést, hogy a benignus rokn&6zott (bként a Schwannomak
kozott) lehetnek aneuploidok is. Mindez hosszigrad bizonytalanna tette a ploiditas
hasznalhatésagéat a benignitas-malignitas kérdésddéktésében.

Viszont, flowcytometrias vizsgalatok arrdl adtakaswt, (24,31,79) hogy a benignus
periférias ideghltvely tumorok tobbségének termeésdgtloid, és csak alacsony széazalékban
talaltak kozottik aneuploiditast. Sok mas adszogpaytofotometrias vizsgalat, beleértve a
mi korabbi adatainkat is, azt taléalta, hogy a beuagyperiférias ideghtvely tumorok diploid
természdtek, és ezek a cikkek arrél tesznek emlitést, hagkleen a tumorokban euploid-
poliploidizacié mutathato ki (195,199,233,236).

Részleteiben: Tsuji €s munkatarsai (236) benignsismalignus periférids ideghively

tumorokat vizsgaltak flowcytometriaval, és meghaték a ploiditas és patholdgiai kép
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kozotti kapcsolatot. A benignus periférias ideghiuvaumorok (Schwannomak, és
neurofiboromak) diploid tumoroknak bizonyultak, éem ritkAn euploid- poliploidizaciés
tulajdonsagot mutattak. Ha a polyploid sejtek szarteekedett, akkor a histologiai képen
ugyancsak novekvgyakorisaggal fordultak &lnagy, atipusos sejtek. A malignus Schwanno-
maknal mind polyploid mind aneuploid sejteket igftak, altalaban magas proliferacios (S)
fazissal. A benignus periférias ideghlvely tumoidkalacsony proliferaciés aranyt talaltak,
mely segitséget jelenthet az elkilonitésben a hasiges malignus periférias ideghtvely
tumorok kozott. Erdekes, hogy Takeshita (233) disskidjaban megjegyzi, hogy nehéz
kideriteni, hogy a neurogén tumorok miért mutateagloid- poliploidizacios tulajdonsagot.
Sajat DNS ploiditas vizsgalatunk eredményeire aapptekintetbe véve az irodalmi adatokat
is, ugy tinik, hogy a benignus periférids ideghtively tumonodssze dobttobbsége diploid,
(a benignus Schwannomak euploid-poliploidizacidajtionsagot mutatnak), de nagyon kis
aranyban aneuploid daganatok iéfetdulhatnak, legalabb is régebbi irodalmi adatoérst.
Azok a nagyon kis szamu valddi aneuploid Schwanhkofaelieheben magasabb aranyban
kell, hogy tartalmaznak aneuszomiat, és ezen angusak feltétlentl kiegyensulyozatlannak
kell lennie, hogy valodi aneuploid értéket kapjuBlajat eseteinkben csupan kis szazalékban
taladltunk aneuszomiat és az is kiegyensulyozott. Wikzont az atipusos neurofiboromanal
magas szézalékban talaltunk kiegyensulyozott adeuigt mely felveti a kérdést, hogy a
nagy szazalékban aneuszémias benignus periférigghiidely tumorok valéban igazan
benignus tumorok-e? Természetesen a morfologiai &pjan benignus tumoroknak
tekinthebk, de a genetikai kép alapjan a lagyrész tumorokoko ,dysplasiasnak”
minésithetk. Természetes, hogy ez a dysplasia nem eredméeyexidivat, se metasztazist,
mint ahogy ez ham erededysplasiak esetén se figyeleneg.

A kérdés kulonoésen érdekes, ugyanis azonos probleetdel Menamin és Fletcher (138),
akik leirtak Schwannomakban epitheloid malignudaétdast, és egyben ezt az epitheloid
malignus ideghtvely tumorok precursor laesidjakékintették. Bar ez csupan morfoldgiai
megfigyelés volt, agyiinik, hogy a precursor dysplasias sejtek mind modiali, mind
genetikai szinten kifejéxnek.

A normal széveteknél (vesicula seminalis epithelines a benignus tumorok néhany
tipusanal nem vilagos az euploid-poliploidizaciotydmat kialakulasanak magyarazata. A
neurofiboromin 2 gén modosulasa a kezdetiy édpés a Schwannoma pathogenesisében, és
taldn ez lehet felés az euploid-poliploidizacidés folyamat kialakuldsaéés ennek
eredményekeént az euszomias-poliszomias sejtek rapgpeeért is. Ez alatt a folyamat alatt

tovabbi karosodasok keletkezhetnek, pl. kromoszeesatések és tobbletek alakulhatnak ki,
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amelyek tovabbi euszomias- poliszomias, aneuszosefisk kialakulasahoz vezetnek. Az
aneuszdémia lehet kiegyensulyozott vagy kiegyenzaan, és lehet kis vagy nagy aranyd.
Ugy tiinik, hogy addig ameddig az aneuszémia szazalékaaig és kiegyensulyozott addig
a tumor teljesen benignus, mint az altalunk vizs@g@dhwannomak eseteiben is. Ha a
kiegyensulyozott aneuszOmia aranya emelkedik, atuatipusossa valik, mint ahogy a mi
atipusos neurofibromanknal is ez megfigyalhatlt. Ez azt jelenti, hogy sokkal nagyobb az
esélye igy a malignus transzformacionak, a maligoosor kialakuldasanak. Természetesen
teljesen tudataban vagyunk annak, hogy a maligreugépas ideghtvely tumor malignus
tulajdonsaganak kialakulasa komplex folyamat, (oBloromin 1, p53 karosodas, INK4A gén
delécidja, p27 abnormalitas), de az euszOmia-pliéa megjelenése szerepet jatszhat a
malignitds kialakuldsaban (112,113,124).

Teoriankat alatamasztja az a tény, hogy a maligmerférias ideghtvely tumorok nem
mutatnak karakterisztikus cytogenetikai eltérésekatcsenek specifikus translokaciok és
nincsenek specifikus numericus eltérések, hanemjamn komplex karyotipust mutatnak
szamos strukturalis és szambeli eltéréssel, éammbsdi eltérések véletlensien alakulnak

ki (16). Sajat eseteinkben 17-es kromoszoma trigzoés 18-as kromoszéma monoszomiat
talaltunk, mig masok 7-es triszomiat, és 22-es rmapdimiat mutattak ki, mint egyeduili
szambeli eltérést (141).

Jol ismert az a tény, hogy legalabb harom vagy tomnoszoma tébblet szilkséges mas
kromoszomak vesztése nélkil, hogy az aneuploiditdhed értéket elérjik, és igy a DNS
index nagyobb legyen, mint 1.10, vagy forditva, arggnnyi vesztés szikséges, hogy a DNS
index kisebb legyen, mint 0.90.

A FISH technika, mint kiegés#it analizis fontossaga, |ényege az, hogy meg tudjuk
kulonboztetni, hogy vajon igazan tetraploid-e a dunvagy csak G2 fazisu sejtek magas
aranyarol van sz6. A G2 fazisu sejtek kromoszoméeimketiss DNS tartalommal
rendelkeznek, a FISH technika sordn minden kronmoarza két jelet adnak, mivel a mitozis
folyamata sordn ebben a fazisban a kromoszomakétasa elmarad. Ez a tény teljesen
vilagos a 44-es szamu eset esetében. E tumormdlcaidsértek tobb mint 10 %, (pontosan
12%), ugyanakkor FISH vizsgalattal csupan 0.7%th&itunk kromoszéma tetraszomiat.
Osszefoglalva, a ploiditas vizsgalat kiegészitvBHranalizissel, nagy segitséget nydijthat a
helyes diagnozis felallitasaban, és betekintésteagperiférias ideghtvely tumorok malignus
transzformécids folyamatdba. Lényegébeblelsizott szamoltunk be arrél, hogy a benignus

Schwannomak kis szazalékban kiegyensulyozott angasanutatnak, valamint arrol, hogy
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az atypusos periférias ideghtvely tumorokban mindeal nagyobb szazalékban fordulhat

elé, ami alapjan a daganat ,dysplastikus — precurgaitnak tekinthet.

Tovabbi két MPNST esetében (111,122) taldltunk ploédi DNS tartalmat, mely
megebsitette a malignus diagndzist. Mindkét esetben aBNBIT igen ritka primer
lokaliz&ciGjarol volt sz6: m§j és ovarium. A maj MBT esetén et&ként kdzoltink (111)
egyértelniien igazolt ,de novo” a majban keletkezett MPNSMmEly nem Recklinghausen
betegség részjelensége volt. Az alabbi képekkedztraljuk ezt az igen ritka esetet (61,62.

abra).

61. abra 22 évedresetében, akinek kordbbi betegségei nem voltagleinebsen gyorsan jobb oldali hasi
fajdalmak és kifekjezett vizetiyalakult ki. Post contrastos axialis CT nagy inhgémtumoros masszat mutatott
a maj bal lebenyében.



62. abra a, meglelieten monoton ugyanakkor atypusos tumor sejtek szasmiédassal (H&E, x200). b,ést
diffiz citoplazmatikus S100 pozitivitas(immunopeidéz festés x100). ¢ diffiz, intenziv laminin (26&$
sporadikus S100 (piros) pozitivitas a daganat klegte; néhany sejtben késtpozitivitas is megfigyelhét mely
sarga szinberiinik fel (ketts jeldlési fluoreszcens festés, x200). d, amorf, bazalis mémbzeit anyag (nyil),
és dezmoszoéma s#gunkciondlis komplexusok (nyilhegy) megtalalhat@itak ultrastruktaralisan.
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6. A Gastrointestinadlis Stromalis Tumor (GIST) mTOR jelat-
rendszerének vizsgalata a molekuléris eltérések fig  gvényében

A gastrointestinalis stromalis tumorok az emésmndszer leggyakoribb mesenchymalis
tumorai, ugyanakkor igen valtozatos biologiai \keelést mutatnak (144-146). A daganat
patogenézisében a KIT és PDGFRA tirozin kindz rewefehérjék aktivacios mutacioi
centralis szerepet jatszanak: KIT mutaciéo igazdhaz esetek mintegy 75-80%-aban,
PDGFRA mutécié mintegy 5-8%-ban, és nincs mutaziésetek mintegy 12-15%-aban (vad
tipus) (186). A tirozin kinaz gatlok forradalmi v@tast hoztak szamos tumor kezelésében,
nevezetesen az imatinib szelektiven gatolja a B&R-RAIzids fehérjét CML-ben és a KIT és
PDGFRA kindz aktivitast GIST-ben (83). MetasztasikGIST esetén mintegy 80%-0s
klinikai valasz érhét el. Mindazonaltal mintegy10-20%-ban a betegek primezisztenciat
mutatnak az imatinibbel szemben, és masodlagosztencia pedig joval nagyobb széazlékban
is kifejlédhet azokban a betegekben akik priméren jol reagdt0,14,44). A mutacios
statusz é&ltalaban jol megadja a terapias vélaszék@dr viszont a PDGFRA 18-as exon
leggyakoribb mutéacidja (D842V) gyakorlatilag prinmrezisztenciat jelez (34,225). A kezelés
soran detektalhatd 0j mutaciok pedig gyakorlatdagzekunder rezisztencia kialakulasaert
felelések. A tirozin kindz receptor szignalok a foszfididozitol-3-kindz(P13 K)/Akt/mTOR
jelut rendszeren keresztil futnak (tobbek kozattgly jelut részben a fehérje transzlacion
keresztll fokozott sejtproliferacidbhoz és gatoltopidzishoz vezet (28,93). Az mTOR
foszforilizalja mint kdzvetlen cél molekulakat aBEL és p70S6 kindz foszfo-4ebpl release
iniciaciés faktort, és a poszfo-p70S6K foszforiljagaz S6 riboszémalis fehérjét ami végul is
a transzlacio beinditadsat eredményezi. Azok a gklunelyek szabdlyozzdk az mTOR
aktivitast igen gyakran aktivak a humén rosszindulalaganatokban, és a szovet
tenyészeteken végzett vizsgalatok arra engedneltkeéxtetni, hogy az Akt/mammalian
target of rapamicin (MTOR) jelat rendszer fontosrspet jatszhat a GIST-ekben (51).

Az imatinib rezisztencia probléméajanak megoldasdelében Uj tirozin kindz gatlokat
fejlesztettek ki. A SU11248 (szelektiven gatoljaFad 3-at, KIT-et, PDGFRA-t és a VEGFR-
t) (89) és a ZD6474(VEGFR-2, EGFR és RET gatlo)ae@yt csokkenti az Akt/mTOR
tengely jeleit és gatolja GIST sejtvonalakban sekejovekedését (171,244). Erdekes, hogy a
rapamycin (NTOR gatld) novelni tudta a SU11248 $&ttd90). Minthogy azonban az Uj
gatlok ellenére is kialakulhat rezisztencia, az rRT@atlék potencialis lehé&ségként
szerepelnek a kezelési ,fegyvertarban”. Bar GISjiveealakon torténtek vizsgalatok az

MTOR jelatrendszer szerepét ileh, mindezidaig nincs adat nagyobb szamu klinik&1G
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szoveti elemzését tekintve, pedig nagyon fontosdemegtalalni azt a beteg csoportot akik
szadméra hasznos lehet az mTOR gatlok terdpias &latznMunkankban célul tliztik ki a
GIST-es betegek mTOR jeltutrendszere aktivitasi akavizsgalatat 6sszehasonlitva a KIT és
PDGFRA mutacios statusszal (203).

108 paraffinos blockot vizsgaltunk 108 GIST-es bbi¢ beleértve a konzultacidos anyagokat
is. A 2006 és 2009 kozotti harom éves periddusbdi®& vizsgalt beteg klinikai adatai a
kovetkedk voltak: 63 férfi és 45& Az atlag életkor 60 év volt, a legfiatalabb 22&vmig a
legidésebb 86 éves volt. A daganat elhelyezkedésébeltetd6 gyomor, 33 vékonybél, 12
vastagbél, 4 majattéet, 4 retroperitonealis, 4 miesetis, 2 Meckel diverticulum, 1 ny@si

és két hasi tumort vizsgaltunk. Szovettenilag a@gés GIST 69 esetben, epithelialis 12 és
kevert orsésejtes-epithelialis GIST pedig 23 esetldt, valamint 4 bizonyult anaplasztikus
jelleginek. A rizikd csoportot illéteen 79 magas rizikoja, 17 intermedier és 12 alacsony
rizikdju GIST-et vizsgaltunk. A konzultacios anyagagas szamaval magyarazzuk, hogy
miért volt kicsit magasabb a PDGRFA mutalt és a tipdsu GIST-ek szdma az irodalmi
atlaghoz képest. Minden esetink diagnosztikus esket(beleértve a metasztazisokat is),
ennek megfeléen korabban nem kezelt primer GIST. A rizikd csdpmrsorolast Miettinen
és Lasotta javaslata szerint végeztik (143). Azeggyetodikai tevékenységek leirdsa a
metddus fejezetben megtalélhato, idetartozéan esapdmmmunhisztokémiai kiértékelésre
szeretnék kitérni. Két fuggetlen patologus vizegdlz immunfestett metszeteket (TMA)
pontozasos rendszert hasznalva. A pozitivitas mteidsat (negativ, meérsékelt vagy®), a
pozitiv sejtek mennyiségét (elszort: <5%, fokali%-30%, Kiterjedten fokalis: 30%-70%, és
diffuz: >70%) vettik figyelembe. Ezen kritériumolapjan az egyes antitestek fastsét a
kovetkedképpen értékeltik: 8s pozitivitas (kiterjedten fokalis vagy diffuzésr pozitivitas
vagy diffuz mérsékelt pozitivitas; ++), részben ipiozelszort vagy fokalis és festdés vagy
kiterjedten fokalis mérsékelt féstes; +), és negativ (-). A harom antitest komplex
kiértékelése utan az mTOR jelat aktivitAsdnak nkéttédz aldbbiak szerint hataroztuk meg:
aktiv (mind a harom immunreakcio ésen pozitiv, vagy 2 ésen pozitiv és 1 fokalisan),
inaktiv (mind a 3 festés negativ vagy 2 negativ és egglidn pozitiv) vagyészlegesen
aktiv (minden tovabbi kombinéacio).

A klinikai, patoldgiai jellegzetességeket, a mubasiatuszt, valamint az mTOR aktivitasanak

mértékét az alabbi részletes tdblazatban (13.zab)lé&nutatjuk be.
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13. Tablazat 108 GIST 6sszefoglalo klinikopatodbgidatai, mut

aktivitasa.
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A DNS szekvenalas részben diagnosztikus célb@ntrtobbségben azonban (magas rizikéju
csoport) a terapas kezelés miatt. KIT mutacidtttad& 73 esetben (exon 11, 62; exon 9, 8;
exon 13, 2 és exon 17,1). 12 PDGFRA mutaciot tat&lt melyek ko#l 9 esetben a
leggyakoribb 18-as exont érinD842V mutacidt igazoltuk, tovabba 3 esetben 1&wamn
delétiot mutattunk ki ( 12 bazipar vesztése a 843-amindsav régidban). Osszesen 23 vad
tipusu esetet talaltunk egyértéinCD117 pozitivitas mellett. El#b 21 esetben nem volt
mutacio, mig 2 esetben un. single nukleotide pohpiieam” volt megfigyelhet (SNP) a
PDGFRA 10-es exonjaban mely S478P tranzicOt eregezétt. Ezen mutacié a National
Center for Biotechnology Information SNP adatbazisaerint (SNP rs35597368
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref2rg=35597368 nem bizonyult valodi

funkcionyeh mutacionak.

A TMA metszeteket foszfo-4EBP1, foszfo-p70S6K észfo-S6 ellenes antitestekkel
festettik melyek ,downstream” célfehérjéi az mTORaknak. Mind a 3 antitest szamos, (de
nem mindegyik) GIST esetben mutatott pozitivitkk. egyenként vizsgaljuk az antitesteket a
p4EBP1 esetén (mérsékelt é$seporitivitas) 73 KIT mutaltbdl 27 esetben, 12 PR
mutéltbol 8 esetben és a 23 vad tipusbdl 12 esetdétiunk pozitivitdst (65. 4bra). A
pp70S6K tekintetében 73 KIT mutaltbdl 29 eset, IGIFRA mutaltbdl 10 eset és a 23 vad
tipusbol 13 eset volt pozitiv (66. abra). Pozits6pot talaltunk a 73 KIT mutaltbdl 26, 12
PDGFRA mutaltbol 11 és a 23 vad tipusbol 10 esetfigh abra). Az mTOR jelat
aktivitasanak komplexebb vizsgalatahoz a 3 antiggtittes analizisét végeztilk a kordbban
leirtak szerint. Mindezen igen részletes eredméiapjén azt talaltuk, hogy a 73 KIT
mutaltbdl 45 esetben volt az mTOR jeidaktiv és csupan 28 esetben mutatott funkcionalis
aktivitast (részlegesen aktiv és aktiv). Ezzel ssmama PDGFRA mutalt esetekben
funkcinalisan 10 eset voltktiva 12-l és csak 2 inaktiv valamint a vad tipusu esetelaél
17 aktiv és 6 inaktiv eset mutatkozott a 23 bol. Ha kulontbttuk az aktiv részlegesen, aktiv
és inaktiv eseteket akkor a kovetkezredményt kaptuk: a 73 KIT mutalt esdtd5 volt
inaktiv, 20 részlegesen aktiv és 8 aktiv. A 12 PR&FMutans eseteket ili&n 2 volt
inaktiv, 3 részlegesen volt aktiv és 7 aktiv esdt. VA 23 vad tipusbdl 6 inaktivat, 13
részlegesen aktivat és 4 aktivat talaltunk. Szlgmb kulonbséget taldltunk az egyes
csoportok (KIT mutalt 38.4%, vad tipus 73.9% és FBA mutalt 83.3%) ko6zoOtt az aktivitas
mertéket illeben: P=0.000621 (63. abra).
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Fisher egzakt teszt
pozitiv negativ dsszesen
Ckit 28 45 73
Y ad 17 5] 23 p=0.000621645531
POGFRA 10 2 12
fsszesen a5 a3 108

63. bra Fisher egzakt teszt a mutacios statuaz B8 OR aktivitas kdzotti dsszefuggeégintetében

A statisztikai adatokat kombinalva az altalunk tal@redményekkel és forditott
0sszefuggést tudtunk kimutatni az imatinibre adetépias valasz és az egyes csoportok
MTOR jelat aktivitasai kozott: r = -0.962. Az ex@th mutaltak esetén a terapias valasz 65-
67% mig az mTOR aktivitas 38.4%, a vad tipus esatamrdpias valasz 23-40%, mig mig az
MTOR aktivitds 73.9% és a PDGFRA mutaltak esetéer@pias valasz minimalis (5-8%)
viszont az mTOR aktivitas 83.3% (64. abra).

80
70 exon 11 mutans r=-0,962

60 T~

50 T~

40 T~ vad tipus
30 T~

20 T~

e ~~—_ PDGFRA

mutans
0 T T T T

.
40 50 60 70 80 90
MTOR aktivitas %

terapias valasz %

64. abra Linearis regresszos diagramm, mely szovesz 0sszefiiggést mutat az mTOR aktivitas €sapias
valasz kdzott.

Megbeszélés

Napjainkban az imatinib mesylate kezelés standarddnak szamit azdékhaladott GIST-ek
kezelésében. A magas terapids vélasz ellenéreQ%d-9annak olyan GIST-es alcsoportok
melyek primer rezisztenciat mutatnak, és bar a magos rezisztencia kialakulasanak
mechanizmusa ma mar ismert (126,168,169) axlkedges rezisztencia kérdését meg ezidaig
nem nagyon vizsgaltak. Ugyanakkor szinte mindegygyha rezisztencia primer vagy

szekunder abbdl a szempontbdl, hogy hatékony kezskk akkor képzelhietl, ha ismerjik
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a tirozin kinaz receptorok jelutrendszereit, azokatentralis |épéseket melyekkel hatékony
gatlas képzelhétel. A szignélutak komplexitasa, a részben parélédl és részben egyméasba

kapcsolodo jelutak azonban nem mindig adnak edy@itgalaszt a mechanizmusra, illetve

igy érthed, hogy a tulé, terapia rezisztens sejtek szamara megégegiiienekib” utvonalak

is léteznek (140,167,184).

c-kit mutans (03, eset) FDGFRA mutans (85 eset) Wad tipus (89, eset)

p4EBP1

orrpal o-kit e3xon

i |I"' [ i A LY I il
I."I : ll".' :,_ _|' ': ,| ': |’ '.'1'. .,' |I I | :' | ¥

(LTRSS 1) it T

N ey T — kit e
—_—m f ' i reverse e N )

T LA il I [\ githy R TR LA UV TR T YW [l
41080 1 s
21 nuclectid deletio 12 nucleotid deletio wad tipus

kit ex11 WMYEWVOWI 552-558 del POGFR-A ex18 843-846 del

65. abra KIT mutans, PDGFRA mutans és vad tipustrgjatestinalis stromalis tumor esetek reprezentat
hematoxylin-eosin képe, pAEBP1 immunreakcitja ékvemogrammja. Mérsékeltéer pAEBP1 pozitivitas
27/73 KIT mutans esetben, 8/12 PDGFRA mutans esgé#12/23 vad tipusu esetben volt. A bar 50
mikrométert jelez.

Altalanossagban Zfjelttrendszer ismert a tirozin kindzok esetéRAS-RAF-MEK-ERK,

a PIBK-Akt-mTOR, és a JAK/STAT3 jelut, az utébbindyy gondoljak, hogy a SCHBi
fuggetlen mechanizmussal aktivalddik (166). Korghhidlikaciok szerint a PI3K-Akt-mTOR
jelut fontos lehet a GIST-ben és egy igen fontdéldgi jelit az imatinib rezisztens GIST-ek

esetén. Ugyanakkor ebben a tekintetben ezidaigaosigzdvet tenyészeti adatok alltak
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rendelkezésre (0sszesen 6 KIT mutélt sejtvonahinies vizsgalhaté vad tipust és PDGFRA
mindezidaig nem vizsgaltak és kilondsen nem a 3fdatalt mTOR cél fehérjéit illéten
(pp70S6K, p4EBP1 és pS6). Munkankban 73 KIT mutélt,PDGFRA mutalt és 23 vad
tipusu esetet vizsgaltunk, melyek elégségesekégpjates elemzéshez. Fontos hangsulyozni,
hogy a vad tipusu esetekben a diagndzis a jellegzziiveti képen és a CD117 pozitivitason
alapult, mig az S100 és a desmin negativ volt. Bb&&zen esetekben nem volt mutacié a
PDGFRA 10, 12, 14 és 18-as exonjaiban, kivéve aNP $nhutacios esetet. A 3 antitest
kombinalt kiértékelése egy sokkal szélesebb attékin adott lehéséget a realis mTOR
aktivitast illeben mint a korabbi tanulmanyok, ahol vagy csak a0S86K-t (225), vagy a
pp70S6K és/vagy a p4EBP1-et vizsgaltak (23,164edmBényeink vilAgosan mutatjak, hogy
az mTOR jelut aktivitds nem éltalanosan jellénaz KIT mutalt GIST-ekre, bar kérilbeldl

egyharmadukban megjelenik.

c-kit mutans (35, eset) FDGFRA mutans (76. eset) Vad tipus (93 eset)

ppTOSEK |

[y
oA

:l 19 AR | LaAsld . 1 e 1 LR EYAL R
TR iy e LU AL it e
Al I|" (U7 Uy Mt of o I
'.'r.\,*.'-,_;I'.t'..'j..";hi;"'_\__uh_- LA LA LUV a S
trinucleotid insertio pont mutatio vad tipus
kit ex11 KES58M; PS59 ins FDGFR-A ex18 Da42%

66. abra KIT mutans, PDGFRA mutans és vad tipustrgatestinalis stromalis tumor esetek reprezentat
hematoxylin-eosin képe, pp70S6K immunreakcidjazé&keenogrammja. pp70S6K pozitivitas 29/73 KIT
mutans esetben, 10/12 PDGFRA mutans esetben, Z3% da&d tipusu esetben volt. A bar 50 mikrométdeizje
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Az is nyilvanval6, hogy szignifikans kilénbség vanmTOR aktivitast illéten a kilénboa
csoportokban (P<0.005). Ha figyelembe vesszik, h@glalmi adatok szerint az Akt-mTOR
jelut kritikusan fontos tulélési jelat a GIST-bes félebs lehet a primer rezisztenciaért, akkor
igen érdekes, hogy eredményeink igen csak alatdjalaszzen elképzelést. Ahogy mar az
eredményekben is mutattuk, megléisen szoros negativ korrelaciot (r = -0.96) taldltarn
imatinibre adott terdpias valasz (186) és az mTQRvitas kozott, figyelembe véve a
mutacios statuszokat. Mindezen eredmények alapjégtdlezhetjik, hogy azok a KIT mutalt
esetek amelyekben aktiv az mTOR jellt, nagyobbse#iiiséggel valnak rezistenssé, bar

nyilvanvaléan ez a feltételezés klinikai meggtést igényel.

HE&E

pShE

reverse R FENVEFS

L LA i VW HEHINRLHETE,
LB : AL 118 LR A GEREATE PO DAL LR
43 nucleotid deletio pont mutatio vad tipus _
kit ex11 556-572 del POGFR-A ex18 D842V {SMP: pont mutatio

PODGFR-A ex10 5478F)

67. abra KIT mutans, PDGFRA mutans és vad tipustrgatestinalis stromalis tumor esetek reprezentat
hematoxylin-eosin képe, pS6 immunreakcidja és sasbgrammija. pS6 pozitivitds 21/73 KIT mutans esetbe
11/12 PDGFRA mutans esetben, és 10/23 vad tipeshersvolt. A bar 50 mikrométert jelez.



dc_59 1eP>-

A koradbbi mTOR vizsgalatok j0 dsszhangban vannakienyeinkkel, melyekben tobbek
kozott azt taldltak, hogy az mTOR aktiv GIST-ek emgrzivebben viselkednek
(25,181,182,232). Eredményeink alapjan felmeriisazhogy a PDGFRA mutalt és a vad
tipusu GIST-ek rosszabb prognozisa részben azzagyarazhato, hogy ezekben az esetekben
KIT és PDGFRA fliggetlen regulatorok aktivaljak aZ@R jelutat. Irodalmi adatok utalnak
arra, hogy IGF1R, IGF-1 és IGF-2 expressziéssen emelkedett rossz prognozisu GIST-
eknél (86,170). Feltételezltethogy az dlbbiek abberans expresszidja az aktivalt mTOR
jelatrendszerrel a GIST-ek egy kisebb csoportjmmiogen faktor lehet, ami egyben Ujabb
lehetséget jelent ezen tumorok nyilvanvaléan effektie,ném mindig kurativ kezelésében
(234). A legtdbb cikk eredménye lényegében egyaaziki eredményeinkkel (14,84,106,247),
egy kivételt azonban meg kell emliteni. Subramai(2#b) és munkatérsai azt talaltak, hogy
p70S6K dtektalhatd és jellehzvolt a KIT mutalt GIST-re, de nem talaltak expmés
PGDFRA mutalt eseteknél. Az eltérés a kovetk&el magyarazhaté: Subramanian és
munkatarsai csupan 3 PDGFRA és 8 KIT mutalt esgzspaltak, valamint eseteikben csak a
p70S6K-t és nem ennek foszforilalt formajat néaéknem vizsgaltak a masik 2 célfehérjét.
Mas metodust hasznaltak, western blot analizisheda immunhisztokémiat. Ugyanakkor
erdekes, hogy a 12 PDGFRA eseteink kéziukketh mi sem talaltunk pp70S6K aktivitast.

Az individualis onkoldgiai kezelés nagy kihivas jepkban az onkolégia szamara és ennek
tervezésében nagy segitséget jelent az egyes dakigehitrendszereinek feltérképezése,
megismerése. A molekularis alapokon toétédasszifikacio, a kinaz gatlok rezisztencia
mechanizmusanak és azoknak a jelutrendszerekné&treezete melyek éteqitik a primer
rezisztenciat mind-mind nagyfokban megkdnnyitik Balividudlis kezelés tervezését.
Munkankban feltartuk az mTOR jelatrendszdifeldulasat és gyakorisagat a kulonbdd T

és PDGFRA mutalt GIST-ekben, és tovabbi informacdablszolgaltunk egy esetleges mTOR

gatlé racionalis hasznalatahoz.
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Valasz a célkit Gizésekre, Uj megallapitasok

1, A lagyrész tumorok preoperativ diagnosztikajabamolekularis modszerek segitségével
olyan diagnosztikus algoritmust sikerilt kidolggzmnely tdmpontot ad a neoadjuvans
kezeléshez és nagy segitséget jelent a végtagntegigétek tervezésében.

“ sz

ami |ényegében nélkildzhetetlen a GIST-ek kezetrsé&hd molekularis technikak széles &«or
alkalmazaséaval megteremtettik azt a molekularigo&ian nyugvé diagnosztikus biztonségot,

mely nélkdl6zhetetlen mind a pontos diagnozis nairkezelés érdekében.

3, EIk kozott dolgoztuk ki az éridssejtes csont tumdsimhdgiai viselkedésénekdakjelzési
lehetiségét, feltrva ezen tumorok genetikai instabditék alapjait mind kromoszomalis
mind centroszoémalis szinten. A DNS tartalom mérékgra kromoszoémalis aneuszomia
meértékének, valamint a centroszOma amplifikaciok gimagarozasanak kombinalt
hasznalataval leh&tég van individualis esetekben is a kitjulasi mjlzagy az esetleges
malignus atalakulas megitélésére éridssejtes tsomuroknal.

4, Szintén eldként mutattunk ra a periférias idegtumorok genetikastabilitasanak
mechanizmusara, igazolva, hogy a benignus Schwadkhéim szazalékban kiegyensulyozott
aneusomiat mutatnak, mig az atipusos perifériaghigeely tumorokban mindez joval
nagyobb szazalékban fordulhab,ehmi alapjan a daganat ,dysplastikus — precursaidnak
tekintheb.

5, EIsként mutattunk r4 arra, hogy az aktiv mTOR jelidszer kevésbé jelleraza KIT
mutélt GIST-ekre viszont karakterisztikus a PDGFRWtalt és vad tipustu GIST-ek estén,
bovitve ezzel a vad tipusu és a PDGFRA mutalt GISkeelési lehéségét.

6, Feltartuk a synovialis sarcomék esetén, hoggemikus t(X;18)(p11;q11) transzlokacio
csak inicialis torténés, szamos jelutrendszebl dtiggetlentl aktiv, ramutattunk a Her-2
amplifikacio jelentségére, mindezekkel jelezve a synovialis sarcomabzelksi

lehetiségeinek problematikajat.
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Tudomanyos kozlemények attekint

6 adatai (jévahagyott

MTMT szerint)

k6zlemény| magyar elss utolsé egyetlen

(fuggetlen | nyelvii | szerdként | szerdkent | szerdkent

/
0sszes
idézet)

Osszes tudomanyos 126 56 30 21 3
kozlemény (423/453)
Konyv szerdként 0 (0/0) 0 0 0 0
(monogréfia, szakkdnyv,
lexikon vagy kézikdonyv)
Konyvszerkesztés 1 (0/0) 0 1 0 0
Kodnyvrész, konyvfejezet 5 (0/0) 5 2 0 3
(monografia, szakkdnyv,
lexikon, kézikdnyv vagy
tanulmany)
Folyoéiratcikk (teljes, IF-es 109 49 25 21 0
vagy lektoraltnak jelzett (422/452)
cikk)
Konferenciacikk (min. 4 0 (0/0) 0 0 0 0
oldal)
Absztrakt 0 (0/0 0 0 0 0
Szabadalom 0 (0/Q) 0 0 0 0
Tovabbi tudomanyos 11 (/1) 2 2 0 0

kozlemények

Osszegzett impakt faktor
(IF) /Teljes cikkek /
hianyos cikkek / varhat6
IF

98.362/88.522/5.434/4.406

Osszes idézet tudomanyos 453
k6zleményekre

Flggetlen idézet 423
tudomanyos kdzlemeényekr

Hirsch-index: "klasszikus", 10/10

a fugg idézeteket
beleszamolva / csak
fuggetlen idézeteldd

szamolva




