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21 fagyasztott neuroblastomas tumorminta, valamint az IMR 32 neuroblastoma sejtvonal n-myc-
génamplifikacigjat vizsgaltuk szemikvantitativ és valos ideji kvantitativ PCR eljarasokkal, a daganatok
varhato biologiai viselkedésének megitélése céljabdl. A szemikvantitativ meghatérozas soran a belsé
konrollként hasznalt B-globin gén 520 bp, valamint az n-myc gén 258 bp hosszi fragmentjeit egy cs6-
ben amplifikaltuk. 30 ciklus utan a termékeket agardz gélen futtattuk, majd géldenzitométerrel egy-
mashoz viszonyitottuk az n-myc és a B-globin géntermék savjanak intenzitasat. A valés ideji kvantita-
tiv vizsgalatot LightCycler késziilékkel végeztiik. Az n-myc génre illeszked6 primerparral 120 bp hosz-
szi fragmentet amplifikaltunk, a termék detektalasahoz LC640-nel fluoreszcensen jelolt probapart
hasznaltunk. A kvantitativ analizis 1, 2, 10, 13, 25-sz6r6s amplifikaciot tartalmazo mintakbol felallitott
kalibracios gorbe segitségével tortént. A szemikvantitativ eljarassal 10-szeresnél kisebb mértéki
amplifikaciot mutaté és a nem amplifikalt tumorokat nem lehetett biztonsaggal elkiiloniteni, mig va-
16s ideji kvantitativ analizissel akar kétszeres amplifikaciot is detektalni tudtunk. Két szovettanilag
differencialt, de n-myc-amplifikaciét mutaté tumor esetében in situ PCR-vizsgalatot végeztiink a
LightCyclernél hasznalt primerparokkal, biotinilalt ATP jeloléssel. Mindkét esetben kimutathato volt a
neuroblastokban az n-myc-génamplifikdci6, mig a differencialt sejtalakok nem mutattak amplifikaciot.
Magyar Onkologia 46:43-48, 2002

We have used semiquantitative and real-time quantitative PCRs to detect n-myc gene-amplification in
21 frozen neuroblastoma biopsies and IMR 32 cell line in order to predict biological behaviour of the
tumors. Two primer pairs were used in the semiquantitative method to co-amplify a 520-bp fragment
of the B-globin gene - used as a single copy reference standard - and a 258-bp fragment of the n-myc
gene. After 30 cycles the PCR products were electrophoresed through an agarose gel and were
compared to each other with use of a gel-densitometer. Real-time quantitative analysis was performed
in a LightCycler instrument. A single primer pair was used to amplify a 120-bp fragment of the n-myc
oncogene and a LC640-labelled fluorescent probe pair to detect the product. Calibration curve, which
was set up from a serial dilution including samples with 1, 2, 10, 13, 25-fold n-myc oncogene
amplification, was employed for quantitative analysis. Semiquantitative method did not show distinct
difference between tumor groups with no amplification and less than 10-fold amplification, while
quantitative LightCycler analysis was able to detect even 2-fold amplification. In situ PCRs were
performed in two cases of differentiated tumor samples which contained n-myc amplification. We
used biotinylated ATP labelling and the same primer pair as for the LightCycler analysis. In both cases
differentiated cell forms did not show n-myc gene amplification, while considerable amplification was
detected in the neuroblasts. Melegh Zs, Bdlint I, Nagy K, Magyarosy E, Galdntai I, Szentirmay Z:
Detection of n-myc gene amplification in neuroblastoma using polymerase chain reaction based methods.
Hungarian Oncology 46:43-48, 2002
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Bevezetés

A neuroblastoma a leggyakrabban el6forduld szo-
lid tumor gyermekkorban, a daganatos halélese-
tek mintegy 15%-aért felelgs. 80-95%-ban 5 éves-
nél fiatalabb életkorban jelentkezik, a daganat
felismerésekor az atlagéletkor 2 év. Az egyéb ok-
bol boncolt magzatok és ujsziilottek 0,5%-aban le-
het mikroszkopikus neuroblastomas sejtcsopor-
tokat talalni, ami arra utal, hogy a daganat néha
spontan visszafejlodik.

A daganat vel6léc-eredetd, igy a szimpatikus
idegrendszer barmely részén kialakulhat, de
75%-uk a hastiregben keletkezik. A hasi tumorok
egyik fele a mellékvesébdl, a masik a paraverteb-
ralis autoném szimpatikus ganglionokbol indul
ki. Tovabbi 20% mellkasi, altalaban hats6 me-
diastinalis elhelyezkedésti. Tobbségiik sporadi-
kus, de el6fordul autoszomalis dominans 6rokl6-
dés is, ilyenkor a daganat mindkét mellékvesét
érinti, vagy egyidében tobb sympathicus gang-
lionban is megjelenik.

A tumor secernalhat neurogén eredett anya-
gokat, igy katekolaminokat, neuronspecifikus
enolazt és ferritint. A katekolamin metabolitok
kozil a vanillinmandulasavat (VMA) és a homo-
vanillinsavat (HVA) hasznaljdk a betegség diag-
nosztikajdban. Ezek meghatarozasa szérumbol és
vizeletbdl torténik. A katekolaminok termelése
ellenére a hypertensio ritka. A diagnozis felallita-
sakor a legtobb betegnek mar disszeminalt attétei
vannak, gyengeség, fogyas alakul ki, a metastasi-
sok miatt csontfdjdalom és ascites jelentkezhet.

A magas rizik6ju neuroblastoma csoportba
azokat az 1 évesnél idGsebb betegeket soroljak,
akik IV stadiumban vannak, valamint azokat a II
illetve III stadiumu betegeket, akiknél n-myc-
amplifikaciot észlelnek. Az n-myc protoonkogén
a 2-es kromoszoma p23-p24 helyén talalhat6 (7).
Neuroblastomds betegek 20%-dban talaltdk a gén
tobb mint 10-szeres, 16%-aban kevesebb mint 10-
18 honapos tulélés az amplifikaciét nem mutatd
betegeknél ebben a tanulmanyban 90% volt, 10
kopia alatt 30%, e felett 5%. A magas rizik6jt cso-
portba tartozé gyermekeknél myeloablativ keze-
1és és autolog csontveld-transzplantacié noveli az
eseménymentes tulélés esélyét (5). Tovabbi le-
het6ség még a 13-cisz-retinsav adasa, ami el6segi-
ti a tumor differencialédasat (6, 10), valamint
monoklonalis anti-GD, ch14.18 ellenanyaggal
végzett immunterapia (11). Az énmagaban kemo-
terapiaval elérheté eseménymentes tulélés eb-
ben a csoportban a legjobb eredményeket figye-
lembe véve is minddssze 29% (1).

A fentiek miatt rendkiviil 1ényeges az n-myc
gén amplifikdcigjanak kimutatdsa neuroblasto-
maés betegeknél. Ez lehetséges Southern blot
modszerrel, PCR-alapu eljarasokkal és hibridiza-
cios technikakkal. A legelterjedtebb gyakorlat az
amplifikaci6 kimutatasara a szemikvantitativ
komparativ PCR eljaras (2).

Ebben a cikkben ismertetiink egy uj, gyors,
pontos és megbizhaté valdés ideji kvantitativ
PCR-alapu eljarast az n-myc-génamplifikacié ki-
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mutatasara. 20 neuroblastomdas beteg mintait
vizsgaltuk LightCycler késziilékkel, és a kapott
eredményeket 0sszevetettiik a kordbbi gyakorlat
szerint hasznalt szemikvantitativ eljarassal. Két
esetben in situ PCR-t is végeztliink a tumor hete-
rogenitasanak vizsgalatara.

Anyagok és modszerek

A DNS-mintdk eldkészitése

20 neuroblastomas beteg tumoraban hataroztuk
meg az n-myc-képiaszamot. Egy betegh6l két alka-
lommal, egy éves id6kozzel kaptunk tumormintat
(10, 18-as minta). A friss, fagyasztott szovetminta-
mel emésztettik, ezt kovetéen a DNS-t standard
fenol:kloroform:izoamil-alkohol (25:24:1) mod-
szerrel izolaltuk, majd 1/10 térfogatti 7,5 M ammo-
nium-acetat hozzdadasa utan izopropil-alkohollal
csaptuk ki. A vakuummal kiszaritott csapadékot
50 ml TE pufferben (pH 8) vettiik fel. Az izolalt
DNS mennyiségét és mindségét spektrofotométer-
rel ellendriztiik. A LightCycler analizis el6tt a min-
takat 15 ng/pl koncentraciora allitottuk be. Az n-
myc-kopiaszam pontos meghatarozésara a készi-
1éket kalibralni kell. A kalibracios sor felallitasara
egészséges mellékvesébdl a fenti modon izolalt
DNS-t, valamint IMR 32 sejtvonalat hasznaltunk
(DMSZ, Németorszag). A sejtvonal 25-sz6rds n-
myc-amplifikaciot tartalmazott.

N-myc-amplifikdcio meghatdrozdsa
szemikvantitativ PCR eljdrdssal

Az n-myc-génamplifikacié vizsgalatara az egyik
modszer a szemikvantitativ komparativ PCR elja-
ras volt. A hasznalt PCR-primerek az 1. tdbldzatban
lathatok (C3F2 és STR n-myc, valamint KM29 és
RS42 B-globin primer 10 pmol koncentraciéban). A
primereket ugy valasztottuk meg, hogy az n-myc
génr6l amplifikalt szakasz hossza (258 bp) megko-
zelitéleg a fele legyen a B-globin génrél amplifikalt-
nak (520 bp). A reakciékhoz PCR Express Thermal
Cycler-t (Hybaid, Anglia) hasznaltunk. A reakcio-
térfogat 25 pl volt, a PCR kondici6i pedig a kovetke-
z0k: kezdeti denaturacié 96°C-on 2 percig, ezutan
30 ciklus, 95°C 55 mp, 58°C 1 perc és 72°C 90 mp
lépésekkel, majd egy végsé extenzié 72° C-on 6 per-
cig. 10 pl mintat 3%-os NuSieve agardz gélen futtat-
tuk (BMA, USA). A géleket etidiumbromiddal fes-
tettlik meg és Bio-Rad GelDoc2000 (BioRad, USA)
géldokumentacios rendszerrel elemeztiik. A rend-
szerrel az n-myc és B-globin sav egymashoz viszo-
nyitott relativ intenzitdsat szazalékban kaptuk
meg. Minden egyes vizsgalatkor templatmentes
negativ, és IMR32 sejtvonalbol, valamint egészsé-
ges mellékvesébdl izolalt DNS pozitiv kontrollt is
hasznaltunk.

N-myc-kopiaszam meghatdrozdsa valos idejii
PCR eljardssal

Az n-myc gén kopiaszamanak meghatarozasara a
Roche (Németorszag) cég LightCycler rendszerét
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hasznaltuk, amely nagyon gyors lefutast, valds
ideji kvantitativ PCR vizsgalatot tesz lehetévé.

A termékmennyiség detektalasara fluoresz-
cens jelolést hasznaltunk. A késztlék harom hul-
lamhosszon képes detektalni: 530 nm, 640 nm és
710 nm. A jelélésre hasznalt fluorofort egy LED
470 nm-es kék fénnyel gerjeszti. A reakcié 20 ml-
es boroszilikat tivegkapillarisban zajlik, a fénysu-
gar a kapillaris csticsan at jut a reakcioelegybe, és
az emittalt fluoreszcens fény ugyanitt jut ki. A
fluoreszcencia értékét a rendszerhez tartozo sza-
mitégép azonnal értékeli és kijelzi. Egyidejileg
32 minta vizsgalatara van lehetdség.

A ciklusonkénti adatgytjtést az a megfigyelés
tette szitkségessé, hogy a PCR-termék végsd
mennyisége nem mindig enged a kiindulasi
templat pontos mennyiségére kovetkeztetni. A
PCR-termék mennyisége csak eleinte emelkedik
logaritmikusan, majd elér egy platét. A minta
mennyiségének meghatarozasara a kezdeti ciklu-
sokat kell figyelembe venni. A valés ideji mérés-
sel pontosan lehet kovetni, hogy a termékmeny-
nyiség novekedése a logaritmikus fazisban van-e.
Ebben a fazisban a jel konnyen elktlonithet6 a
hattért6l, és a kulonbozo intenzitasu jelek kozti
kiillonbség jol meghatarozhato.

Az n-myc gén detektalasara két, szekvencia-
specifikus, kiillonbozo festékkel jelolt hibridizaci-
6s probat hasznaltunk. A probak szekvencidjat
ugy valasztottuk meg, hogy azok a célszekvencia-
hoz hibridizédlva az amplifikdlt DNS-szakaszban
egymas mellett helyezkedjenek el, igy a festék-
molekuldk szorosan egymas kézelébe keriilnek. A
donor festékmolekulat (fluoreszcein) a LED kék
fényével gerjesztve az annal valamivel magasabb
hullamhosszi, zold fényt emittal. Ha a két festék-
molekula elég kozel van egymashoz, az emittalt
energia gerjeszti a masik hibridizaciés prébahoz
kotott akceptor festékmolekulat, amely fluoresz-
cens fényt bocsat ki egy eltéré frekvencian. Ezt a
jelenséget fluoreszcens rezonanciaenergia-transz-
fernek nevezik (FRET) és erdsen fiigg a két fes-
tékmolekula tavolsagatdl. Az energia csak akkor
jut at hatékonyan, ha a két molekula legalabb 5
bazis kozelségben van. A fluoreszcencia mértéke
kozvetlentil osszefiigg a PCR-reakcié soran kelet-
kezett termék mennyiségével. Ha a fluoreszcen-
cia mértéke nagyobb lesz, mint a hattér-fluoresz-
cencia, a detektor érzékeli azt, és azonnal grafiku-
san meg is jeleniti. Azt a ciklusszamot, ahol a fluo-
reszcencia értéke eléri a detektor érzékenységét
és a fényintenzitas emelkedése mar mérhetd, at-
torési pontnak (crossing point) nevezziik.

Az optimalizalas utan a reakcitelegyek vég-
térfogata 20 pl volt. Minden reakcidelegy tartal-
mazott 10 pmolt mindkét primerbdl, a probakbol
egyenként 3 pmolt (1. tdbldzat), 90 ng templat
DNS-t. A Mg?*-koncentraci6 3 mM, minden
dNTP koncentraci6ja 200 pm volt. Sigma Taq po-
limeraz enzimet hasznaltunk, reakcionként 1
egységet Mg?*-mentes gyari Taq pufferral
(Sigma-Aldrich, Németorszag). A primereket tigy
vélasztottuk meg, hogy egy viszonylag révid gén-
szakaszt (120 bp) amplifikalodjon. A reakcid
egyes ciklusait a 2. tabldzatban foglaltuk ossze.

N-MYC-AMPLIFIKACIO NEUROBLASTOMABAN

Az akceptor festékmolekula, jelen esetben N-
hidroxi-szukcinimid-észter, az LC1 probahoz volt
kotve. Az emittalt fényt 640 nm-en detektaltuk,
hattérként az 530 nm-en mért fényintenzitast hasz-
naltuk. A tényleges fluoreszcencia értékét a 640 és
530 nm-en mért fluoreszcencia hanyadosa adta.

A minték kopiaszamat a kalibraciés sorhoz vi-
szonyitva hatdroztuk meg. A kalibraci6s sort 25-
szorosen amplifikdlt IMR 32 sejtvonalbdl és
egészséges mellékvesébdl izolalt DNS, valamint a
kett6 higitasabol kialakitott 2-, 10-, és 13-szoros
amplifikaciot tartalmazo DNS alkotta. A kalibra-
cios sor adatai: lejtés = -1,719, kdzbeavatkozas =
21,84, hiba = 0,0576.

In situ PCR

A 4%-o0s formalinban fixalt mintak standard tech-
nikaval készult blokkjabol 4 pum-es metszeteket
készitettiink. A deparaffindlt anyagokat 2 mg/ml
pepszinnel emésztettilk, kivalasztva a fixalasi
idének megfelel6 optimalis emésztési id6t. Az
emésztés utan helyeztiik a targylemezre a reakcio-
elegyet, amely metszetenként a kovetkezdket tar-
talmazta: Sigma Taq polimeraz 0,5 egység, Sigma
gyari Mg?*-mentes puffer (Sigma-Aldrich, Német-
orszag), 24 UM biotinnal jelslt dATP, 200-200 UM
minden dNTP-b6l, 2,5% formamid, 5 mM MgCl,,
0,07% BSA, 10 pM NMYCSFFm és NYR50G pri-
mer. A reakciokat OmniGene (Hybaid, Anglia) ké-
sziilékkel végeztiik. A reakcio 4 perces 94°C-on
torténd kezdeti denaturalas utan 20 ciklusbol allt.
A ciklus Iépései: 94°C 50 mp, 58°C 55 mp, 72°C 55
mp. Az in situ PCR-reakciok elvégzésekor a ter-
mék lathatéva tételéhez biotinnal jelolt dATP-t
hasznaltunk, amit standard biotin-avidin modszer-
rel hivtunk el6. A daganatok differencialt elemei-
nek azonositasa indirekt immunhisztokémiai re-
akcioval, S100 poliklonalis ellenanyaggal tortént

1. tabldzat.
PCR-primerek és probdk
az n-myc gén 3. exonjdara
(ILightCycler, *szemi-

(DAKO, Dénia). kvantitativ PCR)
Név Primer/préba  Szekvencia(5'-3’)
NMYCSFFm'  Primer GAT GAA GAT GAT GAA GAG GAA GAT
NYR50G! Primer CAT CGT TTG AGG ATC AGC TC
NMYCFL1! Préba CAA CAC CAA GGC TGT CAC CAC ATT
NMYCLC1! Préba ACC ATC ACT GTG TGC GTC CCAAGA A
C3F022 Primer GCG AGC TGATCC TCA AAC GA
STR?2 Primer TGG TCC CTG AGC GTG AGA AA

2. tabldzat. Valos idejii PCR eljdrds lépései (*ciklusszdm:45)

Lépés CélT  HOmérséklet Meredekség Adatgydjtés
(°0Q) tartdsa (sec)  (°C/sec) maddja
Kezdeti denaturaldas 95 30 20 Nincs
Denaturalas* 95 0 20 Nincs
Primer-kapcsolédas* 60 10 20 Egyszeri
Extenzi6* 72 5 20 Nincs
Hités 40 30 20 Nincs
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Eredmények

A valds ideji kvantitativ PCR eljaras érzékenysé-
gét vizsgalva azt talaltuk, hogy az IMR 32
sejtvonalbdl és az egészséges mellékvesébdl izo-
lalt DNS-b6l eléallitott 2 kopias mintat pontosan
el lehetett kiiloniteni az 1 kopiastol (1. dbra). A 21
minta adatait a 3. tdbldzat tartalmazza. A 21 min-

1. dbra. A kétszeres amplifikdciot tartalmazo minta a 21., mig az amplifikdciot
nem mutato minta a 22. ciklusndl érte el az dattorési pontot. A PCR-termék meny-
nyisége, ha minden kériillmény optimdlis, elvileg a Termék = Templdt x 2ciklus-
szam képletbdl adodik. A kapott evedmény megfelel ennek a képletnek, hiszen az
amplifikdciot nem mutato templdtbol egy ciklussal késébb amplifikdlodott ugyan-
annyi termék, mint a kétszeres amplifikdciot tartalmazo mintdbol.
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0.100
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2. dbra. N-myc-amplifikdcio vizsgdalata valos idejii PCR eljdrdssal a 11,12,14-es
minta esetében. Az dttorési pontot vizsgdlva a 14-es minta 3-szoros n-myc-
amplifikdciot tartalmazott, mig a masik két mintaban nem volt amplifikdcio.

A negyedik minta az egészséges mellekvesébol izoldlt kontroll.
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tabol 11 (52%) nem mutatott amplifikaciot, 6
(29%) 10-nél kevesebb, 4 (19%) tobb mint 10-sze-
res n-myc-génamplifikciét tartalmazott (2. db-
ra). Egy beteg tumordb6l két alkalommal, egy
éves id6kozzel kaptunk mintat (10.,18. eset). Az
els6 alkalommal nem tudtunk amplifikaciot ki-
mutatni, mig a masodik vizsgalatnal 4-szeres
amplifikaciot talaltunk. Ez magyarazhatd a tumor
heterogenitasaval, azaz elképzelhetd, hogy csak a
tumorsejtek kis része tartalmaz n-myc-amplifika-
ciot, és a mintavétel fliggvényében eltéré ered-
ményt kaptunk.

A szemikvantitativ eljarassal kapott eredmé-
nyeket szintén a 3. tdbldzat tartalmazza. A B-glo-
bin és az n-myc gén amplifikacigjat k6zos csében
végeztik. A PCR-termékékeket agar6z gélen fut-
tattuk és Osszehasonlitottuk a B-globin és az n-
myc primerekkel amplifikalt termékek mennyi-
ségét. A termék mennyiségére a két sav egymas-
hoz viszonyitott intenzitdsabol kévetkeztettink.
Nyolc, LightCycler-rel amplifikaciot mutat6 min-
ta relativ n-myc savintenzitasa 50 és 55% kozé
esett, két minta esetén azonban ez 59 és 64%
volt. LightCycler-rel 10-szeresnél kisebb mértékd
amplifikaci6t mutaté mintdk ezen értéke 54 és
65% kozé esett, mig a 10-nél magasabb kopiasza-
mu tumoroknal 60-71% volt az n-myc sav relativ
intenzitdsa (3. dbra).

In situ PCR vizsgalatot 2 esetben (4., 15. eset)
végeztiink, ezekben differencialt elemek jelenlé-
te ellenére mind a szemikvantitativ, mind a valds
ideji PCR-rel amplifikaciot talaltunk. Ezekben a
mintakban sem a ganglionsejtek, sem az S100-
pozitiv sejtek nem tartalmaztak génamplifika-
ci6t, mig a neuroblastokban kimutathat6 volt az
n-myc-génamplifikacidja.

Megbeszélés

A neuroblastoma a leggyakoribb gyermekkori
extracranialis szolid tumor. Bar gyakran mutat
spontan differenciaciot vagy regressziot, egyes
betegek prognoézisa igen rossz. A II és III stadi-
umba tartozd betegeknél a magas rizik6ju cso-
portba az n-myc gén amplifikdci6jat tartalmazo
tumorokat soroljuk, ezért rendkiviil fontos az
amplifikaci6 kimutatasa. Az n-myc gén kopiasza-
mat meg lehet hatarozni Southern blottal, FISH-
sel és PCR-alapu komparativ (2) vagy kompetitiv
modszerekkel (3, 4). Ez utébbi ketté alkalmazasa
6nmagdban masodik modszer nélkiil nem ajanl-
hato. Southern blot-alapi mddszerrel csak akkor
mondhatjuk ki az amplifikaciét, ha a termék leg-
alabb négyszeres intenzitasbeli kiilonbséget mu-

3. tdbldzat A szemikvantitativ és a LightCycler vizsgdlatok eredménye (* in situ PCR vizsgdlat a jel6lt esetekbol)

Eset szama 1 2 3 45 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15*16 17 18 19 20 21 IMR 10
32 kopia

Az n-myc sav relativ. 52 50 51 63 55 51 64 60 59 50 51 52 55 54 65 58 56 65 52 71 60 70 55

intenzitasa szemi-

kvantitiv PCR-rel

Kdpiaszam valds 1 1 1 13 1 1 1 3 1 1 1 1 2 3 25 3 3 4 1 55 40025 10

idejli PCR-rel
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tat egy bels6 kontrollhoz képest. Négyszeres
amplifikacio alatt az eredményt FISH-sel kell iga-
zolni. Hatranya még, hogy legaldbb 10 mg
tumorszovetet igényel. A fenti PCR- és Southern
blot-alapti moédszerek a tumor heterogenitdsat
nem képesek kimutatni, és a pontos kimutatas-
hoz szitkséges, hogy a minta legalabb 60%-ban
tumorsejtet tartalmazzon. A FISH az amplifika-
ci6t sejtenként vizsgalja, igy megfeleld szamu sej-
tet hasznalva mindkét fenti probléma kikiiszobol-
het6 (9), ugyanakkor igen munkaigényes és dra-
ga eljaras.

Az n-myc-génamplifikacié kimutatdsdhoz uj,
valoés ideji kvantitativ PCR-alapi eljarast hasz-
naltunk, amely nem igényel tobb mintat vagy
munkat, mint a hagyomanyos PCR eljarasok. A
termék valos ideji detektalasahoz fluoreszcen-
sen jelolt probat hasznal, ez teszi lehet6vé a
kvantitativ analizist is. A termék mennyiségi
meghatarozasa a hagyomanyos PCR eljarasokkal
szemben a logaritmikus fazisban torténik. Az al-
talunk hasznalt LightCycler késziilék tovabbi els-
nye, hogy a reakci6 boroszilikat kapillarisokban
zajlik, amely lehet6vé teszi egy mérés idejének
harmadara-negyedére csokkentését. A mennyi-
ségi meghatarozas ismert kopiaszamd mintakbol
felépiilt kalibracios gorbe alapjan torténik. Az n-
myc-amplifikdcié6 meghatarozasara a kalibracios
sort a 25-sz0r6s n-myc-génamplifikaciot tartalma-
z6 IMR 32 sejtvonalbol izolalt DNS-t, egészséges
mellékvesébdl izolalt DNS-t, valamint a kett6 ele-
gyitésébdl eldallitott 2-, 10-, 13-szoros kopiasza-
mu DNS-t hasznéltunk. A reakcié optimalizalasa
utan az eljaras érzékenységét vizsgalva azt mond-
hatjuk, hogy képes akar kétszeres amplifikaciot
is reprodukalhatéan kimutatni.

Osszehasonlitva a szemikvantitativ és a valos
idejii PCR eredményeit azt tapasztaltuk, hogy a
szemikvantitativ 10-szeresnél kisebb mértéki
amplifikaci6t tartalmazé tumorokat nehéz elki-
loniteni az amplifikaciot nem tartalmazoktol. Mi-
vel a kezelés szempontjabol fontos a minimalis
amplifikaci6 kimutatasa is, annak, aki ezt a mod-
szert hasznalja, tandcsos, hogy az n-myc sav 55%-
os relativ intenzitasa felett az eredményt FISH,
Southern blot vagy valés ideji PCR modszerrel
ellendrizze.

Az in situ PCR alkalmazasa akkor el6nyos, ha
az n-myc-génamplifikacio jelenléte nem all dssz-
hangban a szovettani és egyéb prognosztikai fak-
torokkal. Ennek a modszernek elénye, hogy pa-
raffinba agyazott mintat is hasznalhatunk, vala-
mint az in situ PCR reakcié utdn immunhisztoké-
miai vizsgalat is végezhet6 (4. dbra). Az altalunk
vizsgalt két tumor esetében, bar a fenti PCR ala-
pu eljarasokkal amplifikaciot talaltunk, a diffe-
rencialt sejtalakok n-myc-amplifikaciét nem tar-
talmaztak. A 4-es szamu esetben in situ PCR-rel
jol elkiilontlt a szovettanilag is eltérd két sejtpo-
pulécio, egy rosszul differencialt neuroblasto-
mas, és egy jol differencialt ganglioneuroblasto-
mas komponens. A 15-6s esetnél a beteg a szévet-
tani vizsgélat el6tt kemoterapias kezelést kapott.
Az n-myc-génamplifikaci6 hidnyat a kiérett ala-
kokndl ebben az esetben azzal magyarazhatjuk,

N-MYC-AMPLIFIKACIO NEUROBLASTOMABAN

3. dbra.
Szemikvantitativ PCR
géldenzitometrids kiérté-
kelése. 1: kontroll egész-
séges mellékvesébol.

2: IMR 32 sejtvonal

3: 11-es eset, 4: 12-es
eset. Az utobbi kettoben
amplifikdcio nem volt.
Az 520 bp hossztl sza-
kasz a f3-globin, a 258
bp hosszui az n-myc ter-
mek.

520 bp

258 bp

4. dbra. 4-es mintdn végzett in situ PCR vizsgdlatok. A fels6 képen lathato, hogy az
S100-pozitiv sejtek nem mutatnak amplifikdciot. A lenti képen amplifikdcict tartal-
mazo neuroblastok kozitt egy ganglionsejt helyezkedik el. Az utobbiban amplifikd-
cié nem ldathato.
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hogy a kezelés hatasara a sejtek Schwann-sejt és
ganglionsejt irdnyba differencialodtak, elvesztve
az n-myc-génamplifikaciot.

A valés idejii PCR megbizhato és pontos ered-
ményt ad az n-myc-amplifikaci6 meghatarozasa-
nal. Tapasztalataink alapjan elényben részesitjiik
a fent leirt modszerekkel szemben, egyrészt pon-
tossdga, masrészt a reakciok gyors kivitelezhetd-
sége miatt.
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