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A DNS-chipek segitségével végezehets - egyszerre akar tobb tizezer génre kiterje-
dé - osszehasonlitd génexpresszios vizsgalatok teljesen Uj tavlatokat nyitottak az
emberi genom felépitésének és mikodésének a kutatasdban. Kérdés, hogy az igy
nyerhet6 - esetenként tobb milliés - adattdmeg mennyiben hasznosithat6 a gya-
korlatban? Alkalmasak-e ezek a génexpresszios adatok olyan kritikus gének azono-
sitasara, amelyek hozzajarulhatnak a lympho-haematologiai eredett tumorok eddi-
gieknél jobb megismeréséhez, pontosabb osztilyozasahoz és eredményesebb gyo-
gyitasahoz? Mivel ma még szinte lehetetlen megjosolni, hogy mennyiben viszi el6-
re a DNS-chipek alkalmazasa a daganatbiologiat, 0sszefoglalonkban néhany konk-
rét példa segitségével szeretnénk bemutatni az 6sszehasonlit6 génexpresszios mod-
szer lényegét és a benne rejlé potencialis lehetéségeket. Magyar Onkologia
45:59-66, 2001

As the Human Genome Project hurtles towards completion, DNA microarray
technology offers the potential to open wide new windows into the study of
genome complexity. DNA chips can be used for many different purposes, most
prominently to measure levels of gene expression (messenger RNA abundance)
for tens of thousands of genes simultaneously. But how much of this data is
useful and is some superfluous? Can array data be used to identify a handful of
critical genes that will lead to a more detailed taxonomy of haematological
malignancies and can this or similar array data be used to predict clinical
outcome? It is still too early to predict what the ultimate impact of DNA chips
will be on our understanding of cancer biology. There are many critically
important questions about this new field that are yet unaddressed. By the
publication of this article, it is hoped that the technology of DNA chips will be
opened up and demystified, and that additional opportunities for creative
exploration will be catalysed. Uher F. Impact of DNA chips on haematological
oncology. Hungarian Oncology 45:59-66, 2001

-~

Még be sem fejez6dott a nemzetkozi dsszefogas-
sal létrejott humdngenom program (HGP =
Human Genom Project vagy HUGO), 6rokité
anyagunk ,ABC"-jének a megfejtése, a molekula-
ris biolégusok jorészét mar az foglalkoztatja,
hogy milyen szavak (gének) rakhatok ossze en-
nek az ,ABC"-nek a betlibdl és az igy kapott sza-
vak hogyan flizhet6k ossze értelmes mondatok-
ké (genetikai programokkd). A cél tehat 6rokité
anyagunk mikodésének - azaz nyelvének és f6-
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ként nyelvtandnak - a megismerése. Ebben
nyujt szinte felmérhetetlen segitséget a DNS-
chip (més néven: DNS array, DNS-sorozat vagy
lajstrom, gén-chip, genom-chip, stb.) technika.
(A GeneChip® elnevezéssel vigydzzunk, ez az
Affymetrix, Inc. tulajdona, markavédjegy.) Ossze-
foglalonkban azt szeretnénk bemutatni, hogy
milyen valtozasokat hozhatnak a DNS-chipek az
oncohaematologidban.

Néhany szo6 a chip-technikarol

A DNS-chipek egy szilard hordoz6 lapocskdhoz
sakktablaszerd elrendezésben kotott, nagysza-
mu, kiilonbozé nukleotidszekvencidji DNS-pro-
babol allnak. A probak lehetnek in situ, azaz ma-
ganak a chipnek (é4ltaldban nylon) a felszinén
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fotolitografikus uton eléallitott oligonukleotidok
(20-25 nukleotid hossziisdguak), vagy nagyobb
méretd (~500-5000 nukleotidbol 4116) DNS-frag-
mentumok. Utdébbiakat a tintasugaras nyomta-
tokhoz hasonlé elven miikodé robotberendezés
segitségével viszik fel a szilard hordoz6 (liveg
vagy szilikon) feliletére. Mivel a jelenlegi tech-
nikai lehetdségek maximum 20-30 ezer, kiilon-
boz6 probat tartalmazé folt vagy pont (spot) ki-
alakitasat teszik lehetévé egy chip 1-2 cm?-es fe-
liletén, egy egyed teljes genetikai allomanyat
reprezental6 - genomialis DNS-probakbél allo -
chip csak prokariotakbol és egyszertbb
eukaridta szervezetekbdl készithets. Kereskedel-
mi forgalomban vannak példaul olyan chipek,
amelyeken az élesztégomba (Saccharomyces

1. dbra. Egy dsszehasonlito hibridizdcios kisérlet vazlata. Elso lépésként az 6ssze-
hasonlitani kivant - ,A” és ,B’ tipusti - sejtekb6l mRNS-t prepardlnak, majd
reverz transzkriptdz enzim segitségével elkészitik az mRNS molekuldk kiegészitd
DNS (cDNS) kdpidit. A kétféle - ,A” és ,B” evedetii - cDNS (target) mintdkat eltérd
szinii (v6rés vs zold) fluoreszcens festékekkel (uin. riporter molekuldkkal) jel6lik,
osszekeverik és hibridizdltatjak a DNS-chip felszinén. A chipeket mosds utdn
lezerfénnyel vildgitiak meg és egy scannerrel leolvassdk a riporter molekuldk dltal
a véros €s a zold hulldimhossztartomdnyban kibocsdtott fény intenzitdsdt. A chip
felszinén vérdsen vildgito pontok (spots) olyan géneket jelolnek, amelyek az ,A”
tipusu sejtekben nagyobb mértékben expresszdlodnak, mint a B’ tipustiakban (Id.
a chip egy részlete: 1). A zolden vilagito pontok ennek a forditottjdra utalnak (Id. a
chip egy részlete: 3). Ha egy gén mind az ,A", mind a B tipusu sejtekben hasonlo
mértékben expresszdalodik, akkor a DNS-chip felszinén taldlhato megfeleld proba-
hoz kézel azonos mennyiségii voros ill. zold festékkel jelzett target cDNS kapcsolo-
dik és igy sdrga szinii fénypont jon létre (Vrés + zold = sdrga, Id. a chip egy
részlete: 2). A génexpresszio relativ mértéke szamszertisithetd is a v6ros és zold
fluoreszcencia-intenzitds hanyadosdnak logaritmusaként (Id. az abrdn beliili
tabldzatot). Szamos ilyen kisérlet eredményeinek hierarchikus csoport- (cluster)
analizisével alakul ki az a kép (image) amelyen minden sor egy gént és minden
oszlop egy kisérletet (vagy mintdt) jelent. Errol a képrdl olvashatok le az adott sejt
eredetére, funkcidjdra és miikddésére jellemzo génexpresszios kézjegyek. (A végso
kép kialakitdsa sordn a szdmitogép a sarga foltokat feketére szinezi, igy a kozle-
ményekben és az interneten ldthato dbrdkon a fokozott vagy csékkent génex-
pressziora utald, voros ill. zéld pontok fekete hattérbol emelkednek ki.) (Buhler |
(7) és Alizadeh AA és mtsai (1, 2, 3) nyomdn.)
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cerevisiae) minden génjét (6sszesen ~ 6100 gént)
két-két, fehérjére szabadon atirhaté, ORF (open
reading frame) szekvencia reprezentalja. Az em-
16s sejtek genomja azonban 60-100 ezer gént tar-
talmaz. Egyetlen chipen tehat csak a genom egy
- a kisérlet céljanak megfeleléen kivalasztott -
részét reprezentald probak helyezhetdk el. Ezek
a probak altaldban reverz transzkriptdz enzim
segitségével in vitro eldallitott komplementer
DNS- (cDNS) lancok. Az ilyen chipeken végezhe-
ték el az 1. dbrdn bemutatott 6sszehasonlit6 gén-
expresszios kisérletek. (A DNS-chip technikdnak
természetesen sok mas alkalmazasi tertilete is
van: DNS-szekvenalds, pontmutaciok kimutata-
sa, gyogyszerérzékenység ill. -rezisztencia meg-
hatérozasa, stb., ezek ismertetése azonban mesz-
sze meghaladna ennek az osszefoglalonak a ke-
reteit) (10, 13, 14, 15, 23).

Az osszehasonlitd génexpresszios kisérletek
talan legkritikusabb 1épése a megfelels szolubilis
nukleinsavmintak (targetek) eldéllitasa. Hacsak
nem sejtvonalakkal dolgozunk, ritkan sikertil egy
mintdbol, példaul egy tumorbiopszidb6l annyi
mRNS-t izolalni, hogy reverz transzkripcié (RT)
utan a tovabbi munkahoz szitkséges mennyiségii
cDNS-hez jussunk. Ilyenkor a target nukleinsavat
polimerdz lancreakci6 (PCR) segitségével kell
megsokszorozni. Ezt koveti a target cDNS-ek jelo-
1ése riporter molekulakkal, amik lehetnek kiilon-
boz6 (voros és zold) szind fluoreszcens festékek
(Cy5 és Cy3) vagy radioaktiv izotdpok (*2P). A hib-
ridizacié, a chipen inszolubilizalt prébak és a
komplementer szolubilis targetek kézti reakcio
majd mosas utan a chipeket mérik és a kapott
eredményeket értékelik.

A mérés a riporter molekulak jellegének meg-
feleléen torténik. Fluoreszcens festékek alkalma-
zasa esetén a chipeket 1ézerrel vilagitjdk meg és a
lapocskak kiillonbozé pontjai &ltal kibocsatott
fény szinét, valamint intenzitdsat mérik
konfokalis mikroszk6pban vagy valamilyen ha-
sonl6 elven mikods leolvasé készulékben
(scannerben). Végil a tdbb chipen végzett sza-
mos kisérlet eredményeit hierarchikus csoport-
(cluster) analizis (&ltalaban a CLUSTER és a
TREEWIEW szamitégépprogramok) segitségével
értékelik. Igy meghatarozhatok a mintaként fel-
dolgozott sejtek eredetére, funkcidjara, miikodé-
sére, stb. jellemzé génexpresszios kézjegyek.
Minden kézjegy olyan gének csoportjat
(clusterét) jelenti, amelyek hasonld vagy inkabb
egymashoz kapcsolodé funkcigju fehérjéket ko-
dolnak. Raadasul minden génexpresszios kézjegy
tartalmaz néhany nevesitett (named) gént, ami-
nek ismerjitk a funkciéjat és ebbdl kovetkeztet-
hetiink a csoportha tartozé tébbi - még ismeret-
len - gén funkcigjara is. Ha példaul olyan
génexpresszios kézjeggyel talalkozunk, amely-
ben eléfordul a Fas (APO-1 vagy CD95) és tobb
kaszpaz enzim génje, biztosak lehetiink abban,
hogy a csoportba tartozd tobbi - fokozot-
tan expresszalodo - gén is olyan fehérjéket ko-
dol, amelyek szerepet jatszanak a Fas (CD95) -
FasL (CD95L) uton indukalt apoptézisban (5, 7,
20, 29).
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Egy haematopoeticus 6ssejt adatbazis

Az elsé Gssejt adatbazist - ,Stem Cell Database
(SCDb)" - Phillips és mtsai (24, 25) hozték létre.
Foetalis (14,5 napos) egérmdjbol izolaltak az
AA4.1%Sca-1"*ckit*Lin”"" lympho-haematopoe-
ticus dssejteket és az AA4.17, a kiillonboz6 vérsejt
fejlédési sorok iranyaba differencialodo, elkotele-
zett elddsejteket valamint érett vérsejteket.
Mindkét - 6s- és elkotelezett/érett - sejtpopulaci-
6b6l mRNS-t szeparaltak, a ribonukleinsav mole-
kulakrol DNS-masolatot készitettek, majd a két
preparatumbol egy szubsztrakcios (6s minusz el-
kotelezett/érett sejtek) cDNS-konyvtarat hoztak
létre. Ugyanezt megismételték fiatal felnétt (2-3
honapos)  éllatok  csontveldjébsl  izolalt
AA4.1*Sca-1*c-kit*Lin”/°“Rhl°¥ (6s) és Lin* (el-
kotelezett/érett) sejtekkel is. (A szubsztrakcios
cDNS-konyvtarak készitésekor nem alkalmaztak
polimeraz lancreakciot (PCR), igy a kényvtarak a
valodi génexpresszios aranyokat (is) tiikrozik.) A
~18 000 probat robotberendezésel vitték fel ny-
lonmembranok (chipek) feliiletére. A hibridizaci-
0t PCR-ral felszaporitott és 3*P izotoppal jelzett
targetekkel végezték. 2119, az Gssejtekben ex-
presszalodo - eddig jorészt ismeretlen - gént ta-
laltak. Szamos nukleinsav- és fehérje-adatbazissal
osszevetve a gének 26%-arol lehetett egyértelmd-
en megallapitani, hogy milyen tipusu fehérjéket
koédolnak, nevesiteni azonban csak kisebb részi-
ket sikertilt. Eszerint 161 gén transzkripcios fak-
torokat (pl. ALL-1, AML-1/CBF), 174 sejtfelszini
ill. membranhoz asszocialt fehérjéket (pl. Flk-
2/1lt-3, CD34, CD27, Notchl), 28 szekretalt fehér-
jéket (pl. IL-12, MIP2, IL-16), és 147 jeltovabbitd
molekuldkat (pl. Dishevelled-1, Manic Fringe,
Ski, DOKL) kddol. A foetalis (m4j) és a felnéttko-
ri (csontveld) lympho-haematopoeticus dssejtek-
ben ugyanazok a gének expresszalédnak, mint
foetalis ssejtekben, de néhany tucat gén eltérd
mértékben.

Az SCDb informatikai hdttere

Az Gssejtekbdl maghatarozott nukleinsav- ill. fe-
hérjeszekvenciakat a BLAST algoritmus segitségé-
vel hasonlitottak ossze a SwissProt, a Genbank nr
fehérje, a Genbank nr nukleotid, a dbEST, vala-
mint az egér és a human DOTS adatbazisokkal. A
potencialis ORF szekvencidkat az ORF finder
(NCBI, Bethesda, MD, USA) programmal azonosi-
tottdk. A fehérjék killonbozé szerkezeti motifjai-
nak a meghatdrozasat a ProDom (INRA, Francia-
orszag), a Pfam (Washington University, St. Louis,
USA), a Prosite (PBIL, Franciaorszag), a SMART
(EMBL, Heidelberg, Németorszag) és az eMatrix
(Stanford University, Stanford, USA) segitségével
végezték. A transzmembran hélixeket a TMPred-
del, a szignalpeptideket a SignalP-vel mutattak ki.
Az egyes fehérjék sejten beluli lokalizacigjat a
PSORT II segitségével hatdroztak meg (24, 25).

Csak szorvanyos adatokkal rendelkeziink az

érett lymphocytak aktivacioja és gatlasa soran be-
kovetkez6 génexpresszios valtozasokrol. Tudjuk
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példaul, hogy a Staphylococcus enterotoxin B -
egy T-sejt szuperantigén - intravénas addsa utan
8 oraval az érintett egér T-sejtekben sokkal tobb
gén fokozott expresszigja figyelheté meg, mint
két nappal késébb, amikor mar megindul az akti-
valt T-sejtek proliferaciéja. Ez arra utal, hogy a
lymphocytak aktivacigja soran igen koran - né-
hany ora alatt - bekovetkeznek a legfontosabb, a
sejtek tovabbi sorsat meghatarozé génexpreszios
valtozasok (35). Ugyanakkor a legjobbnak tartott
immunszuppressziv gyogyszereink is jatékszer-
nek tlinnek. Az FK506-tal gatolt emberi B-sejtek-
ben alig tizedannyi gén expresszidja csokken,
mint a szervezetben fiziologias koriilmények ko-
z0tt anergiassa valo, a szekunder nyirokszervek-
be kikertlt autoreaktiv B-sejtekben (16, 17).

Malignus lympho-haematopoesis

Az Egyesiilt Allamok Nemzeti Rakkutat6 Intézete
(NCI = National Cancer Institute) &ltal szerve-
zett €s iranyitott ,Cancer Genome Anatomy Pro-
ject (CGAP)" keretében 0Osszehasonlité génex-
presszios modszerrel vizsgalt elsé tumor a prosz-
tatarak volt. Ma mar >13 000, a prosztataban ex-
presszalodo gént ismertink. Ebbdl kozel 11 000
DNS-szekvenciat normal prosztatasejtekbél (is)
azonositottak. 2800 a praecancerosus és 4100 a
malignus prosztatasejtekben fokozottan ex-
presszalodo gének szama (8, 32, 33). Részben a
CGAP-hez kapcsolédva indult el a ,Stanford
NCI60 Cancer Microarray Project”, aminek a ke-
retében elsésorban azt szerették volna tisztazni,
hogy alkalmas-e az dsszehesonlité génexpresszos
modszer az egyes daganatok eredetének a meg-
hatarozasara is. Hatvan, in vitro kultiraban fenn-
tartott malignus sejtvonalat vizsgalva egyértel-
mien meg tudtak allapitani, hogy koziliik me-
lyek szdrmaznak a kozponti idegrendszerbdl, a
vesébdl, a petefészekbdl, a vastagbélbdl, a borbol
(melanomék) és a vérképz6 rendszerbdl (leukae-
midk). Igazoltdk tehat, hogy lehetséges olyan
szerv- ill. szovetspecifikus géncsoportok (cluste-
rek) meghatdrozasa, amelyek egyértelmien jel-
zik az adott tumorsejtek eredetét. Raadasul
ugyanez a kisérleti rendszer alkalmasnak bizo-
nyult az egyes sejtvonalak gyogyszerérzékenysé-
gének a vizsgalatara is (26, 27, 28).

Golub és mtsai (18) voltak az elsék, akiknek si-
keriilt akut leukaemias betegek véréhol osszeha-
sonlitd génexpresszios modszerrel kimutatni,
hogy a kérdéses tumor myeloid vagy lymphoid
eredetl-e, azaz a beteg akut myeloid leukaemia-
ban (AML) vagy akut lymphoid leukaemidban
(ALL) szenved-e. Ehhez - marmint a myeloid és
lymphoid eredeti tumorok megkiilonboztetésé-
hez - 50-nél kevesebb gén expresszidjanak az
osszehasonlito vizsgalatara volt sziikség. (A kisér-
letek soran alkalmazott chip eredetileg tébb mint
6000 probabol allt.) Beigazolodott az is, hogy a
HOXA9, egy homeo domén fehérjét kédol6 (ho-
meobox) gén (amirdl mar kordbban gyanitottak,
hogy onkogén) fokozott expresszidja az AML-es
betegek egy kis csoportjdban nagyon rossz prog-
noézist jelent. Ezek azok a betegek, akik altalaban
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1. tdbldzat.

A ,Lymphochip” segitsé-
gével meghatdrozott leg-
fontosabb génexpresszios
kézjegyek

(1,2 és 3 nyoman)

nem vagy csak korlatozottan reagalnak a kemote-
rapiara, tehat akikben szinte soha nem sikeriil
remissziot indukalni.

A HOX gének

A homeotikus szelektor géneket eredetileg az
ecetmuslinca vizsgilata kozben fedezték fel.
Olyan transzkripcios faktorokat kodolnak, ame-
lyek a gyiimolcslégy fejlédése soran kulcsszere-
pet jatszanak az egyes testtdjak meghatarozasa-
ban. (Maga a homeo régi6 az a DNS-motivum,
amely a kb. 60 aminosav hosszisagi homeo
domént kédolja.) A homeo domén fehérjék evo-
lucios konzervaltsaga meglepGen nagy, 1ényegé-
ben minden eukaridta sejtben megtaldlhatok az
éleszt6tol az emberig. A gerincesek homeotikus
szelektor génjeit HOX géneknek nevezziik. Em-
berben a HOX gének négy csoportba: HOXA,
HOXB, HOXC, és HOXD rendezédnek. Ezek
mindegyike mas-mas - a HOXA csoport a hetedik
- szomatikus kromoszéman taldlhat6. Az emberi
HOX gének altal kodolt homeo domén fehérjék
azonban nem csak az egyedfejlédés korai szaka-
szaban nélkilozhetetlenek, fontos szerepet jat-
szanak a normalis és a malignus haematopoesis
szabalyozasaban is. Egyes HOX gének fokozott
expresszigjat mar szamos kulonbozé leukae-
mia/lymphoma sejtben megfigyelték. Raadasul a
HOXA9 gén kozvetleniil érintett az AML-es bete-
gek egy részében (FAB M2-M4) el6fordulo
t(7;11)(p15;p15) kromoszéma-transzlokéciéban,
aminek kovetkeztében egy HOXA9-nukleoporin
(NUP98) fuziés fehérje jon létre (21).

A Lymphochip - 4j lehet6ség a non-
Hodgkin lymphomak diagnosztikajaban
és osztalyozasaban

Az Alizadeh és mtsai (1, 2, 3) altal Stanfordban és
Bethesddban (USA) Kkifejlesztett Lymphochip
17 856 génprobabdl all. Ebbdl 12 069 cDNS a cent-
rum germinativumokbdl izolalt B-sejtek mRNS-
molekuldinak a masolata, 2338 cDNS képviseli a
kilénbdzé non-Hodgkin-lymphomékat és a B-
sejtes kronikus lymphoid leukaemiat (B-CLL), né-
hany szaz préba a normalis T és B lymphocytak
aktivacigja soran indukalodo vagy gatlas ala kerti-
16 géneket, 3186 cDNS pedig a lymphocyték biolo-
gidjaban és/vagy a tumorok fejlédésében fontos
szerepet jatszo ismert (nevesitett) gének azonosi-
tasara szolgdl. A vizsgdland6é mintakbol szarmazo
szolubilis target cDNS-ek minden kisérletben Cy5-
tel (vords), a 9 lymphoid sejtvonal kevert
(poolozott) mRNS-ébdl kiindulva szintetizalt refe-
rencia targetek pedig Cy3-mal (z6ld) vannak jell-
ve. A Lymphochip segitségével - els6 kozelitésben
- hét nagyobb génexpresszios kézjegyet sikeriilt
azonositani a mnormalis és malignus emberi
lymphocytakban (1. tdbldzat). A nevesitett gének-
kel is jellemzett kézjegyek egyértelmten jelzik,
hogy a vizsgalt mintdkban talalhat6 sejtek: (i) T
és/vagy B lymphocytak, (ii) nyirokcsomobol vagy
vérbél szarmaznak, (iii) nyugvo vagy aktivalt alla-
potban vannak, netdn éppen osztédnak. (Megle-
p6, hogy a y-interferonnal aktivalhat6 gének két,
élesen elkiiloniil6 csoportot alkotnak.)

A Lymphochipre épiil6, Lymphoma/Leuke-
mia Molecular Profiling Project (LLMPP) tavolabbi

Génexpresszios kézjegy

A kézjegyeket alkotd géncsoportok néhdny fontosabb, nevesitett eleme*

Nyirokcsomé

Monocyta-differencidlodas:
NK-sejt-differencialddas:
Kemokinek:

Extracellularis matrix:

CD14, c-fms

NK4

IP-10, MIG, PARC, RANTES
Osteonectin, matrix metalloproteinaz-9

Antigénfelismeré receptor-komplex:

T-sejt Differencialodas: CD2
Antigénfelismeré receptor-komplex: TCR kulénbdz8 lancai, CD3 e-lanc
Jeltovabbitd molekulak: LAT, fyn

B-sejt Differencialodas: CD19, CD20, immunglobulin J-lanc

BCR kulonb6z6 lancai, CD79b

Immunaktivacio

NF-kB/Rel fehérjék:
Citokinek:

Kemokinek:
Apoptozisgatld fehérjék:

NF-kB 1, NF-kB 2, RelB, c-Rel

IL-1a, IL-1B3, IL-3, IL-6, IL-10, TNF-a, TNF-B, SCF,
G-CSF, GM-CSF

IL-8, MIP-1a, MIP-183, MIP-2[3, MIP-3a

A1 (a bcl-2 csalad tagja), c-IAP2 (egy IAP homoldg)

Sejtosztddas

Sejtciklus-szabalyozé fehérjék:

DNS-replikaciés faktorok:

Cdk4, cdk2; cyclin A, B1, E, F, p16 és
p18 (cdk-kinaz-gatlok)
C, MCM2, dihidrofolat-reduktaz

Sejtciklust ellendérzé fehérjék: BUB1, CHK1
Interferon 1 Interferonnal indukalhaté transzkripcios faktor: STAT1

MHC antigének: MHC l-es gének

Antigén-bemutatas: TAP1, LMP2

Interferon 2

Interferonnal indukalhato transzkripcids faktorok:
MHC antigének:
Influenzavirus-rezisztencia:

STAT2, IRF-2, ISGF3y
MHC ll-es gének
MxB

*Az itt szerepld roviditések magyarazatat hely hianyaban nem tudjuk megadni.
Javasoljuk, hogy az olvasé az 4ltala ismert génekre koncentréljon.
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célja egy, minden vérképzérendszeri tumor ge-
netikai jellemzgit tartalmazo6, nemzetkézi adatba-
zis megteremtése. Ez kiilonosen a non-Hodgkin-
lymphomaék esetében lenne fontos, hiszen ezek-
nek a tumoroknak még az osztalyozasa is megol-
datlan. A jelenleg talan legelterjedtebb, revidealt
eurépai-amerikai lymphoma osztilyozds (REAL
= Revised European-American Classification of
Lymphoid Neoplasms) egyes kategoriai - a ko-
rabbi Kiel-i és mas osztalyozasokhoz hasonléan -
sokszor kiillonbozé eredetd és prognozisu beteg-
ségeket takarnak. Ilyen heterogén kategoria pél-
daul a difftiz nagy B-sejtes lymphoma (DLBCL =
diffuse large B-cell lymphoma) is. Kemoterapia-
val a betegeknek csak kortlbelul 40%-a vihetd
remisszioba és szamithat hosszabb talélésre,
nincs azonban olyan morfolégiai, klinikai,
immunhisztokémiai vagy genetikai marker, ami-
vel a ,jo" ill. ,rossz” (pontosabban jobb vagy rosz-
szabb) progndzisi DLBCL-es betegek egyértel-
mien megkilonboztethet6k lennének (22, 31).
Alizadeh és mtsai (1, 2, 3) 40 ilyen beteg tumor-
sejtieinek a genetikai analizisét végezték el a
Lymphochip segitségével, és két meghatarozonak
tind génexpresszios kézjegyet talaltak. Az egyik
kézjegy a centrum germinativumokbol (CG) szar-
maz6 B-sejtekre jellemzd, a masik inkdbb az in
vitro aktivalt periférias B-sejtekre. Azok a DLBCL-
es betegek, akiknek a tumorsejtjeiben a ,CG jelle-
g’ génexpresszios kézjegy figyelheté meg, sok-
kal jobban reagalnak a kezelésre és hosszabb ide-
ig élnek, mint az ,aktivdlt B-sejt jellegii’ génex-
presszios kézjegyet hordozok. Az 6téves tulélés
76 vs. 16%, tehat igen kiilonbo6z6 a két betegeso-
portban.

Mindenesetre elméleti és gyakorlati szem-
pontbdl egyarant tanulsagos a két meghatarozo
génexpresszios kézjegy kozelebbi vizsgalata. A
,CG jellegii” génexpresszios kézjegyet elsésorban
olyan gének alkotjak, amelyek a normalis CG B-
sejtekben is expresszalodnak. Ilyen a CD10 és a
CD38, az A-myb nukledris faktor és a 8-
oxoguanin DNS-glikozilaz (egy DNS-javit6 enzim)
génje, s6t a BCL-6 onkogén is. Utébbi fokozott
expresszidja fliggetlen a DLBCL-es betegekben
sokszor megfigyelheté - a BCL-6 gént is érint6 -
kromoszoma-transzlokacioktol. Egészen mas az
Jaktivalt B-sejt jellegi” génexpresszios kézjegy
osszetétele. Ebben f6ként olyan gének dominal-
nak, amelyek biztositjak a sejtek folyamatos akti-
vaciojat és megvédik ket a programozott sejtha-
1altol, az apoptézistol. Az IRF4 (MUMI/LSIRF)
példaul egy, szamos lymphoid tumorban transz-
lokalédo onkogén, amelynek expresszidja nor-
malis esetben csak atmenetileg, a B-sejtek BCR-
en (B-cell receptor = B-sejt antigénfelismerd re-
ceptor) keresztiili aktivacidjakor fokozodik. A
FLIP (FLICE-like inhibitory protein/I-FLICE/
Casper) a kaszpaz 8 enzim mukodését gatolja,
megvédve a sejteket a Fas (CD95) és mas ,halal-
receptorokon” keresztiil indukalt apoptozistol. Fi-
ziologids korilmények kozott a FLIP is csak a
lymphocytak aktivaciéjanak korai szakaszaban
expresszalodik. A daganatsejtekben mindkét gén
folyamatosan és nagy mennyiségben irodik at
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mRNS-re. Végiil az ,aktivdlt B-sejt jellegti” kézjegy
eleme a BCL-2, az egyik legfontosabb apoptézis-
gatl6 gén is. Meglepd modon azonban - legalabb-
is a Lymphochip tanulsaga szerint - a BCL-2 ex-
presszidja nem fligg 6ssze a gént érint6 esetleges
kromoszéma-transzlokaciokkal. (Hozzé kell ten-
niink, hogy fokozott BCL-2-expresszié mutathato
kia ,CG jellegii” génexpresszios kézjegyet hordozo
DLBCL-es betegek 29%-aban is. Ez valdszinileg a
DLBCL tovabbi heterogenitasara utal.) (1, 2, 3).
A DLBCL-hez hasonléan igen heterogén -
részben T-, részben 0-sejtes eredetl - betegség-
csoport a REAL osztalyozas szerinti Gin. anaplas-
ticus nagy sejtes lymphoma (ALCL = anaplas-
tic large-cell lymphoma) is. A betegek 30%-a
hordozza a t(2;5) kromoszéma-transzlokaciot,
amelynek soran egymas mellé keril az 5. kro-
moszoman elhelyezkedé nucleophosmin (NPH)
és a 2. kromoszéman taldlhat6 anaplasticus
lymphoma kinaz-1 enzim (ALK vagy CD30) gén.
Tapasztalatok szerint az ALCL-csoporton belil
az. NPM/ALK-pozitivitas vagy az ALK-expresszio
inkabb a T-sejtes fenotipussal és nodalis eredet-
tel korrelal, kevésbé a 0-sejtes fenotipussal és a
cutan kiinduldsu ALCL-lel (22, 31). Wellman és
mtsai (38) a mar kereskedelmi forgalomban 1év6,
588 human cDNS-probabol &llo Atlas chip
(Clonotech Laboratories, Palo Alto, CA, USA) se-
gitségével el6szor harmincegy, B-, T- és myelo-
monocytoid eredetdi sejtvonalat vizsgaltak és
megallapitottak, hogy ez a chip alkalmas a kii-
16nboz6 lympho-haematopoeticus eredetd (B, T
vagy myeloid) sejtvonalak megkiilénboztetésé-
re. Rdadasul az ALCL-eredetdi sejtvonalakban
(6sszesen 4 ilyen volt a panelben) jelentds
klaszterinexpressziot tudtak kimutatni.

A klaszterin

A Klaszterin egy 75-80 kD molekulatomegt, két,
erésen glikozilalt és diszulfid-hidakkal ésszekap-
csolt polipeptidlanchél (o és B) allé heterodimer
molekula. Gyakorlatilag minden emléssejt ter-
melhet és szekretalhat klaszterint, ami a legku-
lonfélébb stresszhatasoktdl védi a sejteket. Az
antiszenz klaszterin cDNS-sel kezelt sejtek rend-
kival érzékenyek a homérsékleti ugras, az
oxidativ gyokok és a tumor-nekrozis faktor-o altal
kivaltott apoptozisra. A fokozott klaszterinex-
presszi6 mindezen karos hatasok ellen képes -
legalabbis részben - megvédeni a sejteket. A
klaszterin tehat egy, a hdsokk-fehérjékhez hason-
16, de szekretélt (az extracellularis matrixba be-
épild?) sajatos dajkafehérje (chaperone). Nem
zarhat6 azonban ki, hogy (legalabbis egyes sejtek-
ben) intracelluldrisan is aktiv. A klaszterin pon-
tos funkcionalis szerepének és hatdsmechaniz-
musanak a tisztazasat erGsen megneheziti, hogy
nagyon sokféle ligandumot: apoA-1-et, B-amiloid
fehérjét, glutation-S-transzferaz enzimet, komp-
lement komponenseket, megalint, heparint, im-
munglobulinokat, prionokat, Staphylococcus
aureus baktériumokat, és transzformal néveke-
dési faktor-B receptor molekuldkat képes meg-
kotni in vitro (39).
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Ezutan 198 primer, részben T-, részben B-sejt
eredetd non-Hodgkin- valamint Hodgkin-lympho-
mas betegbdl nyert nukleinsavmintat elemeztek
az Atlas chippel. A 36, ALCL-es betegbdl szarmaz6
minta egyértelmtien klaszterin-pozitiv volt, mig a
tobbi 162 lymphomas betegb6l szarmazd mintak
koziil csak kettében expresszalodott ez a gén. A
klaszterin fehérje jelenlétét a biopszidkban min-
den pozitiv esetben sikeriilt Western blot és
immunhisztokémia segitségével is igazolni. (A két
,kilogo” eset koziil az egyik DLBCL-ként, a masik
pedig un. T-sejt-gazdag nagy B-sejtes lymphoma-
ként keriilt besorolasra.) Megallapitottdk tovabba,
hogy a klaszterin gén ill. fehérje expresszigja nem
korrelal az ALK-éval. A klaszterin tehat egy 1j, ér-
tékes tumormarker lehet a non-Hodgkin-lympho-
mék osztalyozaséban (38).

Korlatok és megfontolasok

Az egyes biologiai mintdkbol prepardlhaté mRNS
mennyisége korlatozott és igy gyakran nem elegen-
dé egy hibridizacios kisérlet elvégzéséhez. Nem
elég tehat az mRNS-eket reverz transzkriptaz enzim
segitségével cDNS-re atirni és riporter molekulak-
kal jelolni, a target nukeinsav mennyiségét is no-
velni kell. Az ehhez sziikséges PCR soran azonban a
kiillonboz6 mRNS molekuldk megsokszorozodasa
gyakran eltéré mértékd, ami késébb, a génex-
presszios viszonyok értékelésekor félrevezetd le-
het. Még nagyobb probléma, hogy a biologiai min-
tak altalaban nem homogének. Egy nyirokcsomo-
biopszia vagy egy leukaemias beteg véréhdl izolalt
sejttomeg a daganatsejtek mellett szép szammal
tartalmazhat normalis, pusztul6 és kiilonbozé prae-
cancerosus stadiumban 1évé sejteket is. Igy kony-
nyen el6fordulhat, hogy mRNS preparatumunknak
csak egy kis része szarmazik a tumorsejtekbdl. A
DNS-chipen mérheté génexpresszids valtozasok
ilyenkor természetesen nem a transzformalt sejtek-
ben lezajlo folyamatokat titkrozik. Ez a probléma
egy Uj - igaz, méregdraga - mintavételi modszerrel,
az LCM-mel (LCM = laser capture microdissection)
kiiszobolhet6 ki, amelynek 1ényege, hogy a megfe-
leléen iranyitott 1ézersugar segitségével egyetlen
sejtbdl allo mintat lehet egy folia (pl. nylon) felile-
tére parologtatni és tovabb vizsgélni (5, 29).

Réaadasul a nukleinsavhibridizaciés maodsze-
rekkel (példdaul DNS-chipekkel) mérheté génex-
presszios valtozasok mindig mRNS-szint-valtozast
jelentenek. Az életjelenségek, az anyagcserefo-
lyamatok és szabalyozasuk azonban fehérjeszin-
ten valésulnak meg. Kérdés tehat, hogy az adott -
fokozott vagy csokkent mértékben szintetizalodo
- mRNS-ek egyaltalan atirédnak-e fehérjérékre?
Ezt a problémat - legalabbis részben - gy pro-
baljak meg kikiiszobolni, hogy a mintak feltarasa
utan ultracentrifugaval szétvalaszjak a poliribo-
szomakhoz kotott és a szabad ill. csak egy-két ri-
boszémahoz kot6dé mRNS-eket. Mivel transzlaci-
ora csak a poliriboszomakhoz kétott mRNS-mole-
kulak keriilnek, a hibridizaci6 soran ezeket hasz-
néljék targetként (40).

Ha az emberi genom kozel 100 ezer génbdl 4ll,
akkor ezek a gének a pre-mRNS-molekulak alter-
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nativ hasitasanak (splicing) és a poszttranszlacios
modositasoknak (glikozilaci6, foszforilacio, stb.)
koszonhetéen 1-2 millio kolonbozé fehérjét ko-
dolhatnak. Mindez elkertilhetetlenné teszi a gén-
expresszi6 fehérjeszintli vizsgalatit. A DNS-
chipek utan a fehérje-chipek, sét az azonos min-
takbol nukleinsavat és fehérjét, valamint a kiilon-
boz6 molekulak kozti (fehérje-fehérje, fehérje-
nukleinsav és nukleinsav-nukleinsav) kolcsénha-
tasokat is méré chipek korszaka kovetkezik. Az el-
s6 ilyen chipek mar klinikai kiprébalas alatt all-
nak és egy-két éven beliil kereskedelmi forgalom-
ba keriilnek. Pillanatnyilag talan a prosztata- és a
petefészek-daganatok korai felismerésére kifej-
lesztett ProteinChip™ (Ciphergen Biosystems, Inc.,
Palo Alto, CA, USA) a legigéretesebb (11, 37).

A DNS-chip technika az els6 olyan laboratori-
umi modszer a biologidban, ahol egyetlen kisér-
let vagy kisérletsorozat tébb milli adatot szolgal-
tathat. Ezek az adatok azonban csak akkor érnek
valamit, ha képesek vagyunk feldolgozni, érté-
kelni és attekintheté formaban bemutatni ill. ko-
z0lni 6ket. Ez adott esetben nem kis feladat és ed-
dig nem is sikertlt maradéktalanul megoldani. A
probléma régton a chipek mérése utan kezdddik:
szinte lehetetlen meghatarozni a ,zaj” és a ,jel”
aranyat. (Sajnos - elsdsorban anyagi okokbél - a
legtobb kisérletet csak kétszer, jo esetben harom-
szor ismétlik meg.) Kétséges tehat, hogy milyen
mértékd fluoreszcenciaintenzitas-véltozas (ill.
két mért pont (spot) kozti kiilonbség) tekinthetd
szignifikdnsnak. A dontés - ma még - teljesen
onkényes, fiiggetleniil att6l, hogy az adatok fel-
dolgozasa soran melyik rendelkezésiinkre allo
szamitégépes programot hasznaljuk (4, 20). Ma-
ganak a programnak a kivalasztasa sem egyszerd.
Az Eisen altal kozolt (12) CLUSTER és
TREEWIEW (honlap: http://rana.Stanford EDU/
software/) programokkal végezheté - az LLMPP
project soran is alkalmazott - hierarchikus cso-
port- (cluster) analizis viszonylag egyszerd, nem
igényel killéonésebb matematikai felkészultséget
és eredménye tobbé-kevéshé attekintheté forma-
ban dbrazolhat6. Hatranya viszont a hierarchikus
csoportanalizis - részben kétdimenzids voltabol
ad6do - ,merevsége” és a véletlen inverziok lehe-
tésége. Elméletileg sokkal korrektebb a cluster-
analizis egy masik tipusa, a SOM (self-organizing
maps = Onszervezo térképek) modszere, amely-
nek lényege, hogy ha n gén expresszigjat vizsgal-
juk k mintaban (vagy kisérletben) akkor az ered-
mények n pontként értelmezheték egy k-dimen-
zi6s térben (1d. a GeneCluster programot, honlap:
http: //www.genome.wi.mit. EDU/MPR). Ez a
modszer a hierarchikus csoportanalizisnél rugal-
masabb és kizdrja a véletlen inverziok lehetdsé-
gét (34). Matematikus segitsége nélkiil azonban
nem ajanlatos belevagni és az eredmények ,fel-
hasznal6barat” dbrazolasa is megoldatlan. Kony-
nyen lehet, hogy a jovo végiil az iranyitott tanula-
son alapulé programoké lesz (mint amilyen pél-
daul az SVM = support vector machines). Ezek
rendkivil intelligens programok, amik a ,tanu-
1as” soran megismert példakat - ismert gének és
géncsoportok analizisének az eredményeit - fo-
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lyamatosan beépitik 6nmagukba és a ,tapasztala-
tokat” felhasznaljak a kovetkez6 chip(ek) értéke-
lésekor (6).

Kérdés persze, hogy milyen irdnyba fog fej-
16dni az 6sszehasonlité génexpresszios modszer.
A jelenlegi - préseljiink minél tobb probat egy
chipre és mérjiik a lehet6 legtobb (ismert vagy is-
meretlen) gén expresszidjat - stratégia folytatasa
néhany év mdlva, amikor az SCDb-hez és az
LLMPP-hez hasonlé adatbazisok oridsiva nove-
kednek és tobbszordsen lefedik az egész geno-
mot, értelmét veszti. Valoszintileg egyre inkabb
elétérbe keriil majd a funkcionalis szemponthol
osszetartozo gének, géncsoportok (a mai geneti-
kai kézjegyek) célzott vizsgalata. Mar ma is van-
nak olyan munkdk, amikben a szerzék az egy
funkciohoz (pl. apoptoézis) kotédé gének, ill. az
egy kivalasztott génhez (pl. c-myc) kapcsol6do to-
vabbi, kiillonbozé funkcionalis szerepet betdlts (a
novekedés, a sejtciklus-szabalyozas, a jeltovabbi-
tas és az adhézi6 irdnyitdsaban érintett) gének
expresszidjat vizsgaljak (9). Ugy tiinik, hogy ezek
a célzott vizsgalatok orvosdiagnosztikai, sét leg-
tobbszor alapkutatasi célokra is elegendéek, mi-
vel az egyes génexpresszios kézjegyek a vartnal
sokkal erételjesebbek (markansabbak) és az evo-
lucié soran sokkal jobban konzervalodtak, mint
ezt kordbban barki gondolta volna. (Ember, pon-
tosabban szamitégép legyen a talpan, aki vagy
ami egy apoptozisra jellemzd génexpresszios kéz-
jegyrél eldonti, hogy pusztuld élesztésejt vagy
haldoklé emberi sejt ,alairasat” latja-e.) Az ilyen
kisérletek értékeléséhez pedig béven elegend6 a
viszonylag egyszeri hierarchikus csoportanalizis.
Azaz itt is érvényestl a kevesebb néha tébb tor-
vénye (19).

Osszefoglalasként tehat elmondhatjuk, hogy a
DNS-chipekkel végzett 0Osszehasonlité génex-
presszios vizsgalatok 1j korszakot nyitottak a nor-
malis és a malignus haematopoesis molekularis
szabalyozasanak a megismerésében. Ugyanakkor
azt is latnunk kell, hogy ez a mddszer - jelenlegi
forméjaban - még nem alkalmas rutin diagnoszti-
kai feladatok megolddsdra. Ehhez még szamos
feltételnek kell teljesiilnie:

* Szlikség van olyan, az SCDb-hez és az LLMPP-
hez hasonlo, de joval atfogobb és minden labo-
ratérium szamara folyamatosan hozzaférhet6
nemzetkozi adatbazisokra, amelyek referencia-
ként szolgalhatnak a chipek értékelésekor.

Meg kell hatarozni, hogy mikor van valéban
szitkség Osszehasonlitd génexpresszios vizsga-
latra és mikor célszertbb - DNS-chip vagy mas
hagyomanyos modszer segitségével - egyes ki-
vélasztott gének (pl. a BRCAI vagy p53) mutaci-

nak a kimutatasa.

Altalanosan elfogadhaté mintavételi és adatfel-
dolgozasi eljaras(oka)t kell kidolgozni.
Valészintleg olyan, a mainal joval olcsébb, 0sz-
szetett DNS-chipeket kell késziteni, amelyek
legfeljebb néhany tucat gén expresszidja, muta-
cidja és/vagy transzlokacidja alapjan (mindezt
egyetlen chipen érzékelve) képesek fontos in-
formaciokat szolgaltatni a kérdéses tumor ere-
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szerérzékenységérol is.

Ha a DNS-chip technika is olyan titemben fej-
16dik, mint azt az elektronikus chipek esetében
szinte mar megszoktuk, mindezek a feltételek né-
hany éven beliil teljesiilhetnek. Természetesen a
fenti megszoritasok csak a chip technika ill. az
osszehasonlito génexpresszios modszer kozvetlen
diagnosztikai felhasznalasara és nem a neoplaszti-
kus transzformaci6 genetikai mechanizmusanak
megértését valamint Gj tumormarkerek azonosi-
tasat célzo kutatasokra vonatkoznak.

Koszonetnyilvanitas:
Ezt a munkat az OTKA (T030205) tdmogatta.

Irodalom:

Az irodalomjegyzékben és a cikkben szereplé online kapcso-
latok és internet honlapok mindegyike szabadon hozzaférhe-
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