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A. Morfolégiai jellegzetességek és a molekularis bioldogiai markerek osszefiiggése a
lymphomak kialakulasa soran.

B. A HPV daganatkeltoé hatasanak vizsgalata.

C.. Lagyrész daganatok molekularis pathologiai diagnosztikaja, hisztogenezise és prognosztikaja.
D./ Tiidérakok molekularis patholégiaja

D./ Sentinel nyirokcsomok szerepe a noi genitaliak tumorainak staidium-meghatarozasaban

A. Lymphoma diagnosztika
1. Molekularis markerek meghatarozasa

A lymphomak jelenlegi osztidlyozasa az immunfenotipuson illetve a jellegzetes génelvaltozasok
kimutatasan alapul. A betegek a lymphomdak szovettani tipustdl fliggd specifikus terapiaban
részesiilnek. Igy a pontos és megbizhatd szovettani diagnézis elengedhetetlen, mivel e betegek
talélési esélyeit alapvetden az elsd, megfeleld kezelés hatarozza meg. A retrospektiv vizsgalat soran
szerzett tapasztalataink hozzéjarulnak az ijabb esetek minél megbizhatdbb diagnosztizalasdhoz.

Betegek mintdi és modszerek

Jelenleg 1980-95 kozott follicularis vagy centrocytds, centroblastos lymphomaként
diagnosztizalt 52 esetet szovettani szempontbol ujraértékeltiik. A stilyossagi fokozat meghatarozasa
az 1) WHO ajanlas szerint és a daganatsejtek proliferacios aktivitdsanak figyelembe vételével
tortént.

Immunhisztokémia
Minden esetben elvégeztiikk a CD10, CDS5, CD35, cyclin D1, bel-2, bel-6, Ki-67, p53, illetve
a szovettani képtdl fiiggden CD23, kappa, lambda konnytilanc immunhisztokémiai reakciokat.

Génatrendezodeés vizsgalatok
A daganatok paraffinba agyazott szovettani anyagdbol DNS izoldlas tortént. PCR mddszerrel
vizsgaltuk a bcl-2 és az immunglobulin nehézlanc (IgH) génatrendezddését (lasd el6zo fejezetet is).

Eredmények és kovetkeztetések
Az 52 eset szOvettani revizidja utan a vizsgalatok eredményét az 1. tabldzatban foglaltuk

0ssze.
Szovettani tipus Bcl-2 CD10 Bcl-6 P53
FL grade 1 (14) 12 (85%) 13 (93%) 10 (71%) 0
FL grade 2 (10) 9 (90%) 10 (100%) 7 (70%) 0
FL grade 3a (9) 8 (88%) 7 (77%) 7 (77%) 1 (11%)
FL grade 3b (4) 2 (50%) 1 (25%) 3 (75%) 1 (25%)
Osszes FL  (37) 31 (84%) 31 (84%9 27 (73%) 2 (5%)
DLBCL (11) 9 (81%) 2 (18%) 7 (63%) 4 (36%)

1. tabldzat: Az immunhisztokémiai reakciok eredménye. A szadmok a pozitiv eseteket, illetve ezek
szazalékos ardnyat mutatjdk. (FL= follicularis lymphoma; DLBCL= diffuiz nagy B-sejtes
lymphoma).

A bcl-2 fehérje expresszidjat az esetek dontd tobbségében, 80-90%-ban megfigyeltik. A
CD10 a grade 1-2 esetekben altalaban kimutathato volt, de a grade 3 follicularis lymphomakban
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csokkent az expresszidja. A bcl-6 antigén az 0sszes tipusban 60-70%-ban volt kimutathat6. A koéros
p53 fehérje csak a grade 3 FL-akban ¢és néhany diffuz nagy B-sejtes lymphomaéban jelent meg.

A grade I-II follicularis lymphomak 70%-aban, a grade III lymphomdk 30%-&ban tudtunk
bcl-2 génatrendezddést kimutatni. Az 6sszes grade III bel-2 génatrendezddést mutatd FL grade Illa
tipusu volt. Ezek a vizsgalatok egy része még nem az eldz6 fejezetben targyalt ijonnan kidolgozott
nagyon szenzitiv valdsidejii PCR modszerrel, hanem hagyomanyos PCR eljarassal tortént. A
follicularis lymphomdak 48%-a monoklonalis jellegli IgH génatrendezddést mutatott. Ez 44-53%-0s
aranyban oszlott meg a grade I-II illetve grade III esetek kozott.

Konkluziok

1) A szdvettani revizid soran a lymphomak szinte a teljes differencidl diagnosztikai problémédja
megjelent. A differencial diagnosztikat a reaktiv follicularis hyperplasia, a follicularis kolonizaciot
mutat6 alacsony malignitasti B-sejtes lymphomék (CLL, kdpenysejtes, marginalis zona lymphoma),
a paragranuloma ¢és bizonyos esetekben a diffuz nagy B-sejtes lymphomak képezik.

2) A bcl-2 expresszio a ,,reaktiv vagy daganatos” kérdés megvalaszolasaban segithet.

3) A proliferacios aktivitds vizsgalata, példaul a Ki-67 pozitiv sejtek ardnya jol korrelal a
centroblastok szamaval. 10% alatti aktivitas jellemzd a grade I, 10-30% kozotti a grade 11 és 30%
folotti a grade 111 elvaltozasokra.

3) A bcl-2 génatrendezddést rutin szdvettani anyagbol nem mindig lehet kimutatni, mert a fixalas
soran a DNS degradalodik. A pozitiv esetek 80%-dban a ,,major breakpoint regio”-ra esik a
génatrendezddés.

4) Az 52 eset attekintése utdn azt mondhatjuk, hogy az esetek kozel 90%-aban a morfologia €s az
immunfenotipus vizsgalata elegendd volt a diagnozishoz, a maradék 10%-ban a bcl-2 vagy az
immunoglobulin nehézlanc génatrendezddés vizsgalata viszont dontd jelentdseégii.

2) Minimalis residualis betegség és a relapsus molekularis patoldogiai elorejelzése follicularis
lymphomakban

Sajat adataink szerint Magyarorszdgon a follicularis lymphomak el6forduldsa — a
vilagstatisztikakhoz hasonldéan — nalunk is emelkedd tendenciat mutat. A follicularis lymphomak
80%-aban a daganatos klon hordozza a (14;18) transzlokaciot, mikor is a 18-as kromoszéman 1évo
bcl-2 proto-onkogén transzlokalddik a 14-es kromoszoman 1évé immunglobulin nehéz lanc (IgH)
szovettani diagnosztikat segiti, de alkalmas a minimadlis rezidudlis betegség illetve az esetleges
relapsus és ezen keresztiil a terapids szenzitivitds meghatarozasara.

Vizsgalati anyag és modszerek
Betegek mintdi:

Osszesen 44 tiisz6 eredetii illetve egyéb Non-Hodgkin lymphomads nyirokcsomét, e mellet
kezelt follicularis lymphomads betegekbdl szdrmazd 135 vérmintat és 4 csontveld aspirdtumot
dolgoztunk fel. A modszer beallitdishoz DoHH2 sejtvonalat hasznaltunk ((DSMZ, Germany), ami a
bcl-2-MBR/JH transzlokaciodt tartalmazta.

Modszerek
DNS izoldlds

Lymphomas betegek fixalatlan vagy paraffinba &4gyazott nyirokcsomoibol, illetve
vérmintaibol DNS-t izolaltunk ,,High pure PCR template Preparation Kit” (Roche) segitségével. A
DNS minta koncentraciojat és tisztasagat spekrofotométerrel ellendriztiik.

Valosidejii kvantitativ PCR

A PCR reakciohoz az alabbi sajat tervezésl primereket és probakat hasznaltuk:
IGJH2: ACC TGA GGA GAC GGT GAC
MBR2L: TTT GAC CTT TAG AGA GTxT GC (x=LC705 fluorescens festék)



MRP: TGT GTT GAA ACA GGC CAC GTA AF (F= fluorescein)

Egyenként 10 pl reakcid elegyet hasznaltunk, ami LightCycler Fast Start DNA Master Mix-
et tartalmazott. Az DNS amplifikacido LightCycler (Roche Diagnostics, Mannheim, Germany)
késziilékkel tortént és 45 ciklusbol allt. A fluorescens jelet az F3-as csatornan, 60°C-on detektaltuk.

Kvantitativ analizis

A DoHH2 sejtvonalbol izolalt DNS minta kiinduldsi koncentracidja 300 ng/ul volt, ami
megfelel 30000 tumor sejtnek. EbbOl az alabbi higitasi sort készitettiik: 1:10, 1:100, 1:1000,
1:10000. A higitasi sorbdl olyan standard referencia gorbét allitottunk Gssze, amelynek segitségével
az ismeretlen mintaban 1évé daganatsejtek szama meghatarozhato.
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1. dbra: A DoHH? sejtvonal higitasi soranak amplifikacios profilja a detekcios kiiszob és a standard
referencia gorbe meghatarozasa céljabol. A gorbék emelkedésének kezdete az attorési pontnak felel
meg.
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2. &bra: A higitasi sor alapjan meghatarozott standard referencia gorbe. A vizsgalando minta
attoreési pontjanak ismeretében (az a ciklusszam, ahol a fluorescens szignal magasabb lesz mint az
alap-fluorescencia szint) a referencia gorbe segitsegével a mintaban lévo daganatsejtek szama
meghatarozhato.

Olvadaspont analizis

A kvantitativ PCR analizis utdn minden mintdhoz SYBR Green-1 (BioWittaker, USA)
festéket adtunk és elvégeztiik az olvadaspont analizist a DNS fragmentumok azonositasa céljabol.
Minden tiisz0 eredetli lymphomaban a bcl-2 génatrendezO0dés egyedi sajatsagokat mutat, ami a
transzlokacid helyének kisfoku variabilitdsdban mutatkozik meg. Ez az egyedi kiilonbség a
transzlokacio régidjanak PCR amplifikaciot kovetd olvadaspont analizis segitségével kimutathatod,
mert minden egyes mintdnak jellemzé olvadaspont értéke van. Ez a daganat monoklonalis
eredetébdl kovetkezik és az adott PCR termék egyedi hosszatodl és nucleotid osszetételétdl fiigg. Igy
a kiilonbozo bel-2 klonok elkiilonithetdk egymastol (3. dbra).
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3. abra: PCR termékek azonositasa olvadaspont analizissel négy beteg follicularis lymphomajaban.
Az egyes mintak olvadaspont értéke egymastol jol elkiilonitheto (lasd a fiiggoleges vonalakat,
amelyek a gorbék csucspontjat jelzik). Mindez azt jelenti, hogy a négy szévettanilag azonos daganat
entitasban a bcl-2 géndatrendezodés régioja finom egyedi kiilonbségeket mutat.

Eredmények és kovetkeztetések

A fent részletezett technikaval a modellkisérlet kiinduldsi DNS mennyiségéhez képest 10
DNS mennyiségnyi detekcidos kiiszob érhetd el, ami lehetévé teszi minddssze 3 daganatsejt
kimutatasat egy mintaban. Ugyanannal a betegnél a nyirokcsomo6 tumorban észlelet és a periférian
keringd daganatsejtek olvadaspont értékét mindig azonosnak taldltuk, vagyis egy lymphomaban
tobbféle bel-2 pozitiv daganatsejt csoport nem, hanem csak azonos daganatos klonhoz tartozo sejtek
fordultak el (4. abra). Ez lehetévé teszi, hogy kezelés utdn visszamaradt daganatsejteket, vagy a
vérben Ujra megjelend daganatsejteket azonositsuk, illetve mas eredetli bcl-2 génatrendezddéstol
elkiilonitsiik. Ez a betegkovetés és a tovabbi megfeleld kezelés meghatarozasa szempontjabol
alapvetd fontossagu.
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4. dbra: Ugyanannak a betegnek a lymphomas nyirokcsomojaban (felsé gorbe) és a vérében keringo
daganatsejtekben (also gorbe) ugyanolyan tipusu bcl-2 géndtrendezodés (azonos olvaddaspontu
PCR termék) talalhato, vagyis ugyanolyan daganatos klonhoz tartozo sejt van a periférian és a
nyirokcsomoban. Ez lehetoveé teszi a kezelés utan esetleg ujra kiujulo daganat még klinikai tiineteket
nem okozo korai felismerését.

A vizsgalt 135 vérmintabdl 6 esetben (4.4%) tudtunk daganatsejteket kimutatni, ami klinikai
tiineteket még nem okozo6 molekularis relapsus korai jelének felelt meg. Az atlagos relapus id6 14
honap volt. Tovabbi 4 csontveld mintabol 1 esetben minimalis rezidualis betegséget mutattunk ki,
ami a tovabbi betegkdvetést és kezelést megszabta. A tobbi esetben a vérvizsgalat alapjan
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meghatarozott molekuldris relapsus mentes talélés 23.8£13.2 honap volt. Eredményeink azt
mutatjdk, hogy az altalunk kidolgozott eljaras olcso, gyors ¢és alkalmas modszer a bcl-2
génatrendezddés mennyiségi és mindségi analizisére, valamint a molekularis relapsus eldrejelzésére
¢s a minimalis rezidualis betegség kimutatasara csontveldben és nyirokcsomdban.

Human papillomavirus (HPV) PCR vizsgalatok
Vizsgalati anyag és modszerek

Betegek mintdi:
Osszes PCR-rel vizsgélt cervix cytologiai minta: 740

HPV+ ndk férfi partnerei (penis): 42

Szajiireg, laphamrak: 66

Gége, laphamrak: 70

Nyeldcsd, laphamrak: 89

Cardia Barrett carcinoma: 27

Tiid6 laphdmrak: 50

Osszesen: 1084 PCR vizsgalat
Modszerek:

A szokasos modon cervix cytologiai kenet és egyidejlileg az anyagvételi eszk6zon maradt,
esetleg még egyszer levett sejtekbdl PBS-ben sejtszuszpenzid késziilt, amit PCR vizsgéalatokhoz
hasznaltunk fel. Mindegyik cytologiai kenetet a szokasos Papanicolaou eljarassal festettiik és
Bethesda leletezd rendszer szerint értékeltiik.

A fixalatlan és fixalt szovetmintabdl valamint a sejtszuszpenzidban 1évo cytologiai anyagbol
DNS izolalas, majd a virusok egyedi azonositasa folyadék-alapt PCR moddszerrel torténik. A
nyalkahdrtyat megbetegité 48 kiillonb6zé HPV tipus azonositdsara 31 nagyobbrészt sajat tervezésii
consensus primer par allt rendelkezésre. Az amplifikacid primer paronként kiilon reakcié tubusban
tortént. Mindegyik kimutatott olyan virusokat, amelyeket mas consensus primer par is felismer és
olyanokat is, amelyeket mas PCR primerekkel nem lehetett kimutatni. Az L1 gén DNS szekvenciaja
ugyanis a filogenetikailag rokon HPV torzsekben egymashoz nagyon hasonld, ezért olyan gén
szakaszokat lehet taldlni, amelyek egymastol legfeljebb 1-2 bazisban kiilonbéznek. Ha a PCR
primerek ezekhez a szakaszokhoz kotddnek, akkor egy primer parral egyszerre tobbféle HPV
jelenléte is igazolgatd a mintdban. Egy vizsgadlathoz 10 primer part hasznalva az egyedi HPV
tipusok és a kettds virusfertézések is kimutathatok. A tipizalas végsé megerdsitésére tovabbi 15-féle
E6 gén-specifikus primer illetve DNS szekvencia analizis szolgalt. A HPV16 fizikai statusanak
(episomalis vagy a genomba integralt forma) meghatirozasara E1 és E2- specifikus primereket
végeztlink.

A betegek ¢letkorat, az elvaltozasok lokalizaciojat és szovettani tipusait, a HPV pozitivitast
vagy negativitast, illetve a kimutatott HPV tipusokat adatbdzisban kodolva taroltuk. BMDP90
statisztikai software segitségével, a tarolt adatok egymdaskozti Osszefiiggését &s ezek
szignifikancigjat a kovetkez6 modszerekkel vizsgaltuk: az adatok gyakorisagi eloszlasa (BMDP
2D), ,two-way” ¢és ,multiway” gyakorisadgi tdblazatok (BMDP 4F), diszkriminancia analizis
(BMDP 7M).



Eredmények és kovetkeztetések

A kiilonboz6 HPV tipusok genetikai tulajdonsagaik alapjan harom nagy csoportba oszthatok
amelyek koziil a genitalis vagy mucosa tipust virusok az ,,A” szupercsoportba tartoznak. Az ,,A”
szupercsoporton beliil a virusok tovabbi genetikai és bioldgiai hasonlosaga alapjan tovabbi 11
csoportot (A1-Al1) kiilonitettek el. Sajat adatok és HPV-DNS adatbazis felhasznaldsaval mi
tovabbi 4 csoportot (I-IV) tudtunk elkiiloniteni (5. 4&bra), amelyekhez tartozd virusok
Magyarorszagon is megtalalhatdak voltak

Human mucosa
tipusa HPV-k
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5. &bra: Az ,,A” szupercsoportba tartozo HPV-tipusok filogenetikai csoportositasa. A HPV tipusok
nevei az egyes vonalak végén lathatok. A gaph szamértékei az evolucios tavolsagot jelzik. A vonalak
hossza aranyos ezzel a tavolsaggal. A bekarikazott részek tartalmazzak a kiilonbozo csoportokhoz
tartozo, egymdshoz nagyon hasonlo szerkezetii virusokat.

A HPV fert6zés eléfordulasi gyakorisdga 1084 PCR-rel vizsgalt mintdban lokalizacionként (2.
tablazat). A cervix cytologiai mintdkban ép ham, LSIL vagy HSIL, a penisrél szarmazd anyagban
csak ép ham volt. A szdjiiregbdl, gégébdl, nyeldcsobdl és tiidobdl szarmazd mintdk lapham
papillomanak ¢és raknak, a cardiabol szarmazo szovetmintak adenocarcinomanak feleltek meg.

Lokalizaci¢ | HPV eldfordulasi
gyakorisag (%)
M¢éhnyak 64.5
Penis 52.4
Szajiireg 48.5
Gége 35.7
Nyeldcsd 33.3
Cardia 37.0
Tido 16.0

2. tdblazat: A HPV fertozes elofordulasi gyakorisaga 1084cytologiai vagy szovettani mintaban.
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A méhnyak hamjanak HPV-fertézottsége
A cervix cytologiai anyagban kimutathato HPV-tipusok el6fordulasi gyakorisagat a 6. dbra mutatja.
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6. abra: HPV tipusok magyarorszagi elofordulasa méhnyak cytologiai mintdikban, filogenetikai
hasonlosag alapjan csoportositva. 450 beteg, 497 virus. A HPV 6-11, HPV 16 és HPV 18
tipusokazert vannak kiilon kiemelve, mert a bevezetendd preventiv védooltas ezek ellen a virusok
ellenkésziilt.

A magyar HPV epidemiologiai adatok legjobban az eurdpai adatokhoz hasonlitanak, de
bizonyos eltérések megfigyelheték, mert 5 virus el6forduldsa jelentds geografiai kiilonbségeket
mutat. A HPV 18 nalunk ritkdbban fordul eld, hasonloan alacsony el6fordulasi aranyt csak Japanban
talaltak. A HPV58 magyarorszagi kozel 10 %-os eléfordulési aranya sokkal magasabb, mint amit az
europai €s amerikai 0sszehasonlité adatokban latni, Nagano varosban viszont ezt a virust hasonloan
magas aranyban mutattak ki. A HPV59 eldfordulasi gyakorisdga nalunk relative szintén magas,
hasonld arany Kozép- €s Dél-Amerikaban taladlhato. A HPV33 ¢és a HPV66 eléforduldasa nalunk
szignifikdnsan gyakoribb, a kettds virusfertézés azonos gyakorisdgu, mint az dsszehasonlitasnal
figyelembe vett mas orszagokban. Az 6sszes HPV 85.5 %-a magas, 11,1 %-a atmeneti, 3.4 %-a
alacsony rizik6 csoportba tartozo virus volt. A HPV pozitiv betegek életkora 16 és 74 év kozott
valtozott, a legtobb fertdézést 25 éves korban talaltuk, ami aldtdmasztja azt a tapasztalatot, hogy a
HPV fert6z¢s és a kdvetkezményes cervikalis hamelvaltozasok egyre fiatalabb korban jelentkeznek.

A HPV negativ mintékra adott a kiilonb6z6 cytologiai diagnozisok kozott csak néhany esetben
fordult eld enyhe cytologiai atypia. A betegkdvetés sordn ezeknél az eseteknél a kontroll vizsgélat
nem igazolta a valodi ham dysplasiat, vagyis az elvaltozasok atypusos hamgyogyulasi és nem
neoplasticus folyamatnak feleltek meg. A HPV pozitiv egyéneknél viszont 68%-ban talalunk
mikroszkoposan is lathatd hamelvaltozasokat.

Az 0sszes HPV-re jellemzonek tartott cytomorfoldgiai jelnek a fertdzés felismerésében vald
egyiittes diagnosztikus értékét diszkriminancia analizis segitségével hatdroztuk meg. A
virusfertézésre vonatkozd korrekt cytologiai diagnézis felallitasanak lehetéségét HPV negativ és
pozitiv esetekben egyarant 86 %-nak talaltuk. A koros hamelvaltozadsok miatt végzett conisatio utdn
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vett 114 cytologiai minta 67 %-a tovabbra is HPV pozitivnak bizonyult. A cytodiagnosztika talélati
pontossaga ilyen esetekben rosszabb volt, a miitét utan a visszamaradt virusfert6zést mintegy 30 %-
ban a cytomorfoldgiai képbdl nem lehetett felismerni. A conisation atesett betegek utdnkovetése az
mutatta, hogy a hamelvaltozasok nélkiil visszamaradt HPV fert6zés nagy valdszintiséggel ujra ham
dysplasiat okoz, ami azonban legtobbszor csak tobb év utan jelentkezik (7. dbra).
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7. ébra. A conisation dtesett betegeknél a hamelvaltozasok nélkiil visszamaradt HPV fertozés
altal kivaltott ujabb ham dysplasia kialakulasanak valosziniisége. Az atypia itt a dyskeratosis,
eretlen atypusos metaplasia és a macrocyta dysplasiaval fogalmakat jeloli.

A HPV fertdzés korlefolyasa az ¢letkortol is fiigg. Ha a HPV fert6zés 30 éves kor alatt jon
létre — ez az esetek nagyobbik hanyada — a betegek jelentds részében lényegében tipustol
fliggetleniil spontan virusmentességre lehet szamitani, a virusmentessé nem valo esetekben viszont
dysplasia alakul ki. Azt is megfigyeltiik, hogy a filogenetikailag atmeneti rizikd csoportba sorolt
virusok (HPV 54, 61, 62, 64, 72, 73, 87) féleg LSIL-ben, a magas rizikd csoport virusai (HPV 16,
18, 31, 33, 35, 39, 45, 52, 58, 59, 66, 68, 70) nem kizarolag de gyakrabban HSIL-ben talalhatok
meg. Lehet tehat arra gondolni, hogy bizonyos hasonld szekvencidju virusok egyes kliniko-
patologiai elvaltozasokkal korrelalnak.

Erdekes megjegyezni, hogy a HPV-pozitiv ndk férfi partnereinél a tiinetmentes glans penis
hamjaban 52.4%-ban volt HPV fertdzés kimutathatd olyan tipus-megoszlasban, mint amit a
méhnyak hamjaban is megfigyeltiink.

Ha a HPV fertézéssel kapcsolatos fent elmondott tényeket Osszegezziik, az alabbi
kovetkeztetések vonhatok le:

1) A méhnyakrak szlirését nem a PCR-re alapozott HPV tipizalasra kell alapitani. HPV DNS teszt
elvégzése az alabbi esetekben javasolt, (a) HPV fert6zés cytologiai gyanuja. (b) HPV-vel
Osszefliggd jelentds cervicalis elvaltozdsok fenndllta. (c) Partnerkapcsolattal Osszefiiggd
kérdések miatt, (d) ,,loop” conisatio utan a tovabbi daganatos riziké felmérése céljabol.

2) Ha a cytologiai vizsgélat ¢s a HPV-DNS teszt is negativ (kettds negativitas) nincs rak kockazat
még akkor sem, ha el6zdleg HSIL-t vagy mikroinvaziv carcinomat tavolitottak el. A jelenlegi
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szlirési stratégia szerint Gjabb sziirdvizsgalatot elég 4-5 év mulva végezni. Irodalmi adatok azt
tamasztjak ala, hogy ilyen esetekben 5-8 év alatt sem nd az intervallum carcinomak szama.

3) Ha conisatio utan a HPV teszt pozitiv és a cytologiai kenet negativ tovabba nincs klinikailag
kimutathat6 elvaltozas, akkor is legalabb 75% a dysplasia kialakulasanak veszélye, ami tobb év
mulva is jelentkezhet. Ilyen esetekben betegkovetés sziikséges.

Oki osszefiiggés a humdn papillomavirus fertézés és a fej-nyaki régio, nyeldcsé és tido
laphamrakjainak egyes tipusai valamint az oesophago-gastricus junctio adnenocarninomdi
kozon.

A betegek verrucosus hyperplasia vagy papilloma, illetve carcinoma gyantja miatt kertiltek
miitétre. Az elvaltozasokat az aldbbi csoportokba osztottuk be: (a) lapham papilloma €s verrucosus
hyperplasia, (b) tipusos lapham carcinoma, (c) basaloid laphdm carcinoma, (d) verrucosus
carcinoma, (¢) adenocarcinoma.

Alacsony rizikoji HPV fert6zést csak a szajiiregben és gégében taldltunk. Az atmeneti
rizik6ja virusok minden régioban, de leggyakrabban a szdjiiregben fordultak eld. A magas rizikoju
virusok viszont a gégében, nyeldcsOben €s a nyeldcsé-gyomor junctioban dominaltak. A tiido
laphamrakban csak alacsony rizik6ju HPV jelenlétét tudtuk kimutatni.

Az Osszes laphamrak 80%-ban a férfiakban, 20%-ban a nékben alakult ki. A férfiakban az
Osszes tumor 71%-a HPV negativ elszarusod6 vagy el nem szarusod6 laphdmraknak bizonyult és
ezek koros p53 fehérjét expresszaltak. Az ilyen daganatok rendszerint kornyezeti carcinogén
(dohanyzas, alkohol) hatisara alakulnak ki. Nékben a HPV pozitiv tumorok szignifikdnsan
gyakoribbak mint férfiakban (P=0.0346), ezek inkdbb verrucosus vagy basaloid laphdmrakok, de
gyakoribb a lapham papilloma is. Erdemes tovabbi két megfigyelést kiemelni: (a) Altalanos
vélemény, hogy barmilyen lokalizaciéju papilloma HPV eredetii, és alacsony riziko6ju virusok, mint
a pl. HPV 6, 11, stb. okozzak. Mi azt talaltuk, hogy a papillomék tobb mint felében HPV nem volt
kimutathaté, a HPV pozitiv papillomak haromnegyed részében pedig magas rizikoju virusok,
elsdsorban HPV 16, tovabba HPV 35 és 58 volt megtalalhato.

Szignifikdns 0Osszefiiggés mutatkozott a szajiireg, gége, nyelocsé ¢€s cardia daganatok
szovettani tipusa és a HPV jelenléte kozott. Emlitettiik, hogy a tipusos laphamrakok dontd tobbsége
HPV negativ, a basaloid laphamrakok 80 %-a HPV pozitiv és benniik leggyakrabban HPV 16
mutathatd ki. A verrucosus carcinomak 100%-ban HPV pozitivak ¢és benniik kiilonféle HPV-
féleségek, de tobbszor HPV 70, 72 vagy 73 fordult el6. A HPV 73 kifejezett filogenetikai
rokonsagot mutat az alacsony rizik6ja HPV 34-gyel és HPV 64-gyel, mégis jelenlétét nyeldcsé in
situ laphamrakban masok is megtalaltak.

A HPYV negativ ¢és pozitiv fej-nyaki laphdmrakok elkiilonitése prognosztikai jelentdségi. A
HPYV pozitiv verrucosus és basaloid laphamrakok kedvezobb tulélési aranyt mutatnak, mint a HPV
negativ tipusos laphdm carcinomak (8. dbra).

Az oesophagus-gyomor atmenetbdl kiinduld cardia adenocarcinomak HPV fertézéssel vald
Osszefiiggése nem ismert. Mi az ilyen tumoroknal 27-bél 10-ben PCR-rel HPV jelenlétét mutattuk
ki és ezek kozott 5 esetben HPV 16 fordult eld. Azt hogy a HPV genom valoban a mirigyrak
komponensben talalhato in situ PCR-rel igazoltuk.

Osszefoglalva: A HPV pozitiv tumorok gyakoribbak nékben, nemdohanyzdokban és alkoholt
nem fogyasztokban, 54 éves kor alatt. Az alacsony és atmeneti rizikoju virusok gyakoribbak a
szajiiregben és a tlidoben, a magas rizikojak a gégében, nyeldcsOben €s a cardialis régioban. A
verrucosus rakok mindig HPV pozitivak és benniik nagyon gyakran HPV 73 mutathato ki.
Laphédmrakok koziil a basaloid altipus mutat szignifikdns Osszefiiggést a HPV fertdzéssel. Az
elszarusod6 laphamrakok legtobbszor HPV negativak és p53 pozitivak, ami kdrnyezeti carcinogen
eredetre utal. A szajiireg, gége €s nyeldcsd elvaltozasokbol torténd HPV kimutatas és tipizalas
segitheti a patoldgiai diagndzist, a masodik primer tumor megkiilonboztetését az attéttol, segit
megérteni a daganatok egy jol meghatarozott csoportjanak kialakuldsat és eldsegiti terapidjuk
legkedvezdbb megvalasztasat, végiil prognosztikai jelentdséggel bir.
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8. abra: Kaplan-Meier tulélési modell HPV pozitiv és negativ fej-nyaki laphamrakokra.

Human tumorok molekularis diagnosztikaja
1) Neuroblastomak molekularis diagnosztikaja és prognosztikaja

Vizsgalati anyag és modszerek
Osszesen 95 daganatszdvet mintat kaptuk meg az aldbbi intézetekbdl és a betegkovetési
adatok is rendelkezésre alltak:
a) Borsod-Abauj-Zemplén Megyei Korhdz 1. Gyermekhaematologiai- ¢és Csontveld-
tanszpantacios Osztaly, Miskolc, Dr. Nagy Kalman;

b) Févarosi Heim Pal Gyermekkorhaz — Rendeldintézet Haematologiai €s Onkologiai Osztaly,
Budapest, Dr. Magyarossy Edina;
C) Madarasz Utcai Gyermekkdorhaz — Rendeldintézet Belosztalya, Budapest, Dr. Galantai [lona.

d) SOTE L és II. szam Gyermekklinika, Budapest, Dr. Benyd Géabor és Dr. Garami Miklo6s.

N-myc amplifikacio meghatarozdsa neuroblastomakban valosidejii kvantitativ PCR eljardssal.

A tumor szdvet egy részEét szovettani vizsgalatra bedgyaztuk. Az N-myc génamplifikacid
kimutatasara uj, gyors, pontos ¢s megbizhatd valos idejli kvantitativ PCR alapti eljarast dolgoztunk
ki. A valos idejli kvantitativ PCR vizsgalatot LightCycler késziilékkel végeztiilk. Az N-myc génre
illeszkedd primer parral 120 bp hosszu fragmentet amplifikaltunk, a termék detektalasdhoz LC640-
nel fluoreszcensen jeldlt probapart hasznaltunk. Az N-myc kopiaszadm pontos meghataroz sziikséges
kalibracios sor felallitasara egészséges mellékvesébdl izolalt DNS-t, valamint 25-sz6rés N-myc
amplifikéciot tartalmazo IMR32 sejtvonalbol (DMSZ, Németorszag) szdrmaz6é DNS mintat, végiil
ezek higitasait hasznaltunk.

A sejtenkeénti DNS tartalom és az N-myc kopiaszam FISH képeken torténé meghatarozasa digitalis
képanalizissel.

A friss tumorszdvet mintabol lenyomati kenetet készitettiink és a sejtmagok DNS tartalmat
Feulgen reakcioval tiintettiik fel. Dual-color FISH vizsgalatot 23 tumor lenyomati kenetén
végeztiink N-myc kopiaszam meghatarozas céljabol. (Ugyanezekben a tumorokban az N-myc
kopiaszamot kvantitativ valos idejii PCR-rel is meghataroztuk.) A kvantitativ kiértékelés digitalis
képanalizissel tortént.

Statisztikai analizis
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A szovettani grading, a DNS hisztogram paraméterek és az N-myc kdpiaszam Osszefliggését
a betegkovetési adatokkal Kaplan-Meier talélési fliggvény, Cox proportional hazard regressios
model és BMDP statisztikai software programcsomag segitségével végeztiik.

Eredmények és kovetkeztetések

Valoés idejii kvantitativ PCR eljarassal 23 neuroblastoma kevesebb mint négyszeres, 10
neuroblastoma tobb mint nényszeres N-myc amplifikdciot mutat (30%). Ezen beliil 4.8%-ban a
kopiaszam tobb mint 300 volt. Minden egyes tumornal az N-myc kopiaszdm meghatarozasa mellett
megadtuk a tumor gradinget és DNS cytometria segitségével a DNS indexel kifejezet ploidiat és az
S-fazis aranyt. A FISH vizsgalatok eredményét Osszevetettiik a DNS-cytometrias és kvantitativ
PCR adatokkal. Szoros linearis korrelaciot taldltunk a kvantitativ PCR és kvantitativ FISH
eredmények kozott, ha az adott tumor 25 vagy kevesebb N-myc kopiaszamot tartalmazott (9. abra).
Ha az N-myc amplifikdcid6 mértéke meghaladta a sejtenkénti 25 kopiat, kvantitativ FISH
vizsgalattal a valds kopiaszamot mar nem lehetett meghatarozni.

0,0 T T T T T
0,0 5,0 10,0 15,0 20,0 25,0 30,0

LightCycler

9. abra: Kvantitativ FISH és kvantitativ valosidejii PCR (LightCycler) vizsgalattal ugyanabban a
tumorban meghatarozott N-myc kopiaszam dsszehasonlitasa. Az abran lathato minden egyes sotét
kis kocka egy-egy neuroblastoma mintanak felel meg.

A sejtenkénti DNS tartalom ¢és FISH - N-myc koépiaszdm meghatarozas tovéabbi
informaciokkal szolgdl az adott daganat heterogén sejt-0sszetételérdl, a sejtosztodas feltételezhetd
hib4jarol, a globalis kromoszdmalis instabilitasrol, illetve a varhato korlefolyasrol (10. abra).
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10. abra: A: Fél éves ldny, neuroblastoma, 4S stadium. Atlagos N-myc képiaszam FISH=2.3 (vorés
szignal), PCR=2. Kettes kromoszoma szam = 2 (zold szignal). A DNS hisztogram egy diploid és egy
kozel triploid daganatsejt szubpopuldciot mutat. Ez a jelenség a mitotikus rekombinacio zavarara
es teljes kromoszoma-nyerésre utal, ami a 2. kromoszomat nem érinti. Jo prognozis, a gyermek 2
éve él, tumormentes. B: 2 éves fiil, neuroblastoma, 3. stadium. Atlagos N-myc képiaszam
FISH=t6bb, mint 25, nem meghatarozhato (voros szignal), PCR=300. Kettes kromoszoma szam =
3, 4 és 8 kopia (z6ld szignal). A DNS hisztogram két aneuploid sejtpopulacio meglétét jelzi. A
felsorolt jelenségek generalizalt genomialis instabilitasra és strukturdlis  kromoszomalis
elvaltozasokra utalnak. Rossz varhato korlefolyas a diagnozis idopontjaban agressziv kemoterapias
kezelés ellenére is. A kisfiu a diagnozist koveté masfél év mulva meghalt daganatos betegség
kovetkeztében.

Ha az egyes genetikai eltérések prognosztikai értékét egyvaltozds statisztikai analizissel
kiilon vizsgaljuk, az N-myc génamplifikaciét mutatd tumoros betegek tulélése valamivel
kedvezOtlenebb volt mint azoké a betegeké, amelyek tumordban az N-myc nem volt amplifikalt, de
a kiilonbség nem volt szignifikans (11. dbra). Mindez azzal magyarazhatd, hogy Magyarorszagon
jelenleg a neuroblastoma valasztandd kezelése mar molekuléris patoldgiai diagnozison és a varhato
korlefolyas predikcidjan alapul. A tumor ellenes kezelés megvalasztasakor az N-myc kdpiaszam
adatot mindig figyelembe veszik és az agresszivebb tumorokat is hatdsosan kezelik.
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11. abra: Az N-myc amplifikacio és a tulélés osszefiiggése (P=0.1)
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Az N-myc amplifikacié altalaban a két vagy tobb sejtpopulaciobol felépiild tumorokban
fordult el (P=0.001), de nem mutatott 0sszefiiggést az ¢letkorral és a stddiummal. Szoros pozitiv
Osszefiiggés mutatkozott a sejtenkénti DNS tartalom (kozvetve a genomidlis instabilitas) és a
korlefolyas kozott (P=0.001). Azoknak a betegnek a tulélése sokkal kedvezdbb volt, amelyek
tumora egy sejtpopulaciobol épiilt fel mint azoké a betegeké, amelyeknek tumora két vagy tobb
aneuploid sejtpopulaciot tartalmazott, vagyis globalis genomialis instabilitas allott fenn (12. dbra).
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12. 4bra: Osszefiiggés a heterogenitdsa és a tlélés kozott. A homogén jelzésii tumorok egy, a
heterogén jelzésii tumorok kettd vagy tobb sejtpopulaciobdl épiiltek fel.

A neuroblastoma gyermekkorban a leggyakrabban el6forduld szolid tumor, a daganatos
halalesetek mintegy 15%-4ért felelos. 80-95%-ban 5 évesnél fiatalabb életkorban jelentkezik. A
magas rizikoju neuroblastoma csoportba azokat az 1 évesnél idésebb betegeket soroljak, akik IV
stadiumban vannak, valamint azokat a II. illetve III. stddiumu betegeket, akiknél N-myc
amplifikaciot észlelnek. Az adott tumorra legmegfelelébb daganatellenes terapia megvalasztasa az
N-myc amplifikdcio mértékétdl fligg. Itt mi adatokat szolgaltattunk arra, hogy a DNS cytometria €s
a kvantitativ FISH is nagyon erds prognosztikai prediktor és a daganatok heterogén sejtpopulacidja
mindig N-myc amplifikdcioval jar egyiitt.

2) Fuzios gének kimutatasa lagyrész tumorokban

Vizsgalati anyag és modszerek

Osszesen 30 lagyrész tumort vizsgaltunk. Kozvetlenil a miitét utdn a kioperalt
daganatszdvetet a patologiai feldolgozas protokolljat betartva felvagtuk, kis szovetmintat -70°C-on
taroltuk. A Szovetekbdl standard eljarassal RNS-t izolaltunk és az mRNS frakciot RT-PCR-rel
cDNSre atirtuk és 36 PCR primer segitségével az alabbi tumor-specifikus fizios géneket vizsgaltuk
diagnosztikus célbol (3. tablazat). A PCR primereket részben az irodalombdl valasztottuk ki,
részben magunk terveztiik.

Tuhl;lg:iflpgeéc;i;lll:us Tumor tipusok

FUS — CHOP Jol differencialt és myxoid liposarcoma

EWS — Flil Ewing sc./ PNET / Askin tu. / Esthesioneuroblastoma
EWS — AFT1 Vilagossejtes sarcoma

EWS - WTI Desmoplasticus kis kereksejtes tumor

EWS — CHN Extraseletalis myxoid chondrosarcoma

SYT —SSXT Synovidlis sarcoma

FKHR - PAX3 Alveolaris rhabdomyosarcoma

NTRK3 —-ETV6 Congenitalis fibrosarcoma

COL1A1 — PDGFB | Dermatofibrosarcoma protuberans

3. tablazat: Daganat-specifikus fuzios gének lagyrész tumorokban.
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Eredmények és kovetkeztetések

Ot retroperitonealis elhelyezkedésii kis kereksejtes differencialatlan tumor szovetben EWS-
Flil fazios gén jelenlétét mutattuk ki, ami primitiv neuroectodermalis tumorra (PNET) jellemzd.
Tovéabbi 25 tumort is vizsgaltunk, kozottilk synovialis sarcomédkat myxoid liposarcomakat,
desmoplasticus kis kereksejtes tumort, extraskeletalis myxoid chondrosarcomat, myxoid/kereksejtes
liposarcomat. Harom diagnosztikus problémat okozo orsésejtes daganat immunhisztokémiai
vizsgalattal ham ¢€s simaizom fenotipust mutatott (cytokeratin, desmin €s a-simaizom-akin fehérjét
expresszalt) egyik daganatban pedig fokozott c-erb-B2 onkoprotein kifejezddés is kimutathato volt.
Ezek koziil kettében (az egyik c-erb-B2 pozitiv volt) SYT-SSX1 fuzids gént talaltunk, ami magas
malignitdsu synovialis sarcomdra jellemz6. A harmadik tumor igen ritka alacsony malignitasu
metaplasticus carcinomanak bizonyult (13. dbra).

Synovialis sarcoma

Transzlokacio Fuazios Gén

t(x:18)(p10:q11) | A

SYT-S8X2

A = Synovialis sc.
B = Synovialis sc.
C = Metaplasticus ea.

13. abra: Harom szovettanilag hasonlo daganat. A tumorok immun-hisztokémiaval pan-cytokeratin,
desmin és a-simaizom-akin pozitivak voltak. Az ,,A” jelzésii daganat c-erb-B2 pozitiv is volt. Az
LA és ,,B” tumorban SYT-SSXI fuzios gént mutattunk ki, ennek alapjan a daganatok synovialis
sarcomanak feleltek meg.

EWS-Flil  faziés gént taldltunk egy tipusos extrasceletalis mesenchymalis
chondrosarcomaban, illetve myxoid liposarcomara jellemzé FUS-CHOP fuzids gén mutattunk ki
lipoma-szerti lipsarcomaban. Az emlitett génelvaltozasok az adott tumorokban nem voltak ismertek.
(Az esetek kozlésre eld vannak készitve.)

A szdvettani diagnosztika az egyes elvaltozadsokban meglévd szoveti mintazaton, jellegzetes
sejttipuson, a stroma eltérésein €és az immunhisztokémiai fenotipuson alapszik. Lagyrész
tumorokban diagnosztikus nehézséget okoznak a kovetkezok: (a) Egy-egy jellegzetes novekedési
mintdzat vagy sejttipus megjelenik tobbféle eredetli daganatszovetben is. Az is el6fordul, hogy a
daganat szOvettanilag joindulatunak latszik, de rosszindulatuként viselkedik vagy éppen forditva,
rosszindulatunak latszik bioldgiailag mégis benignus. (b) A szoveti antigének ép differencialt
sejtekben rendszerint nagyobb mennyiségben fordulnak eld, mint tumorsejtekben. (c) Lagyrész
tumorokban a szoveti antigének aberrans expressioja gyakori. (d) A diagnosztikus problémak
rendszerint a szovettani vizsgalat soran meriilnek fel, amikor mar csak formalin-fixalt és paraffinba
agyazott szovet all rendelkezésre ¢€s ilyen anyagon sokkal nehezebb molekuléaris biologiai
vizsgalatokat végezni. A felsorolt nehézségek az egyébként sem gyakori lagyrész tumor
diagnosztikaban altalanosak, ezért egy-egy ritka eset kozlése mindig nagyon értékes.
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3) Familiaris nem-polyposis vastaghélrak (Lynch szindroma) genetikai vizsgalata.
Herediter rak szindromas csalad és vizsgalati modszerek

Elészor 1992-ben kaptunk szovettani feldolgozasra egy olyan beteg mtéti anyagat, aki
tobbszoros vastagbélrakban szenvedett. Vitéz Agnes foorvos (Jaszberényi Erzsébet Korhaz) ismerte
fel a vastagbélrak csaladi halmozddasat, oOsszedllitotta a csalddfat, ami az Amsterdam
kritériumoknak megfelelt és ezen az alapon a kérképet Herediter Nem-Polyposis Colorectalis
Carcinoma (HNPCC) szindromanak (Lynch II szindromanak) diagnosztizaltuk. Jelenleg a
csalddnak tobb mint 100 €16 tagjat ismerjik. A vizsgalat célja annak elorejelzése, hogy melyik
csaladtag keriili el, és melyik fogja megkapni a vastagbélrakot.

Evek alatt a kiilonboz6 csalddtagokban megjelend vastagbélrakok miitéti preparatumat
Osszegyljtottiik és a tumor szdvet kis darabjait és a szomszédos ép nyalkahartya részleteket -70°C-
on taroltuk. A csaldd felmend tagjainal végzett korabbi mutéti anyagok szdvettani preparatumainak
egy részét szintén beszereztiik. Legujabban az egyes csaladtagok vér mintait is megkaptuk.

A szdvet és vérmintakbol DNS és RNS izolalas tortént. Ezekbdl a tovabbiakban a kdvetkezd
vizsgalatok torténtek:

a) Hagyomanyos PCR és RT-PCR,

b) DNS és cDNS (mRNS) szekvencia analizis,

¢) Microsatellita instabilitas meghatarozas valésidejii PCR ¢és olvadaspont analizismodszerrel,

e) Komparativ genomialis hybridizacio. (A CGH vizsgalatot Baldzs Margit tanarnd, a Debreceni
Egyetem Megel6z6 Orvostani Intézetében végezte.)

A hMLH]1 gén exonjainak szekvencia analizisé¢hez 19, a mRNS szekvencia analiziséhez 18,
a microsatellita vizsgalatokhoz 4 PCR primert, végiil 4 fluorescens-jelzett LightCycler probat
készitettiink.

Eredmények

A vastagb¢l daganatok egyes betegekben soliter, mas betegekben tobbgdcu megjelenést
mutattak, néha a jobb colonfélben, maskor a vastagbél teljes hosszdban jelentkeztek és rosszul
differencialt vagy nyaktermeld adenocarcinomanak feleltek meg. A daganatok diploid DNS
tartalommal rendelkeztek, komparativ genomidlis hybridizacioval durva kromoszomalis eltérés nem
volt kimutathat6. A tumorokban az MLHI1 14. intronjaban un. ,,branch point” mutaciét talaltunk,
ami a normalis génmiikiidést meggatolta. (14. dbra).

Intron 14 (branch point)
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14. ébra: A 14. intronban lévo branch point mutacio elektroferogram képe. A baloldali felso kép
homozigota mutans, a jobboldali felsé kép homozigota wild type, mindkét also kép heterozigota
mutans szekvencianak felel meg.
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Osszesen 14 daganatos és nem daganatos csalddtag vérmintdiban vizsgaltuk a hMLHI gén

crer

mutacidt, a nem daganatos csaladtagok koziil haromban a hMLH1 gén teljesen ép volt. Ebbdl a
leletbdl arra kovetkeztethetlink, hogy ezek a csaladtagok kizarhatok a fokozottan veszélyeztetettek
korébdol.
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