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A sejtosztodas rendellenességeivel
e€s a kromoszémaszam valtozasaval
kapcsolatos biologiai mechanizmusok
vizsgalata malignus daganatokban
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Kisérleteink sordn emlédaganatos (N=50) és agressziv B-sejtes limfoma (N=50) széveti mintdkban elemeztiik az Aurora B
kindz overexpressziojdnak a kromoszoma-rendellenességek kialakuldsdra gyakorolt hatdsdt. Eredményeink szerint az Au-
rora B overexpresszija 6ndlldan, csak a kindzt expresszdlo tumorsejtek ardnydnak figyelembevételével nem értelmezhetd. Az
overexpresszio szévettani koriilmények kozotti definialdsara eqy uj indexet (AMI index) vezettiink be, mely figyelembe veszi az adott
mintdra jellemzé sejtproliferdcids (mitotikus) aktivitdst. Megfigyelésiink szerint az analizdlt limfomamintakban az Aurora B relativ
overexpressziéja magasabb mitotikus aktivitdssal tdrsul. Az overexpresszié hdtterében génamplifikdciot nem figyeltiink meg. Invaziv
eml6tumorokndl és limfdmamintdkndl is a kindzt kodold gén delécidja volt jellemzé, mely minden esetben TP53-delécioval tdrsult.
Erés kapcsolatot taldltunk a TP53 és az AURKB génkdpiaszdmok kozétt. EmlGtumormintakban a két gén egyiittes vesztése erds kor-
reldciot mutatott az aneuszom sejtpopuldciok megjelenésével. A 17-es kromoszéma aneuszomidja a vizsgalt betegcsoportok széveti
mintdiban gyakori jelenségnek bizonyult. A mintdk FISH-sel kimutathaté aneuszémidja jol reprezentdita az egyes mintdk dramidsi
citometridval meghatdrozott ploiditdsat. Az Aurora B fehérje expresszidja €s a daganatsejtek ploiditdsa kozétt direkt dsszefiiggést
nem taldltunk. A vizsqdlt daganatok kéziil a B-ALCL-ben figyeltik meg a legmagasabb AMI-értékeket, ez magas 17-es kromoszo-
maszdmmal és fokozott mitotikus aktivitdssal tarsult. Megfigyeléseink szerint az Aurora B és a malignus sejtklonok keletkezésének
és fennmaraddsdnak eqy lehetséges magyardzata az aldbbi: a kindzfunkcio sériilése a CPC komplex nem megfelelé miikédésén
keresztiil mitotikus szabdlyozdsi zavart eredményez. A kindz fokozott aktivitdsa egy fontos mitotikus ellendrzési pont kiesését okoz-
hatja, ezdltal aneuszomids sejtpopuldciok megjelenését eredményezheti. A TP53 delécidja pedig egy fontos apoptotikus ttvonal
sériilésének kovetkeztében valoszinileg a malignus sejtpopuldciok tilélésének kedvez. Magyar Onkoldgia 59:365-371, 2015
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The main goal of this work was to study the effect of Aurora kinase expression on cell ploidy and tumorigenesis. Fifty invasive breast
cancer, 50 diffuse large B-cell ymphoma and 10 reactive lymph node samples were recruited in the study. Because of the significant
correlation with the overall cell proliferation rate, the overexpression of Aurora B could not be stated on the basis of kinase expressing
tumor cell fractions alone. The relative expression of Aurora B kinase is better reflected by the AMI index which represents the Au-
rora B expression in relation to the whole proliferative fraction of the tumor. A higher relative Aurora B expression was associated
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with higher mitotic activity in B-cell lymphoma. FISH analysis of the AURKB locus did not show any gains or amplifications in the
samples analyzed. On the other hand, we have observed the loss of the gene in breast carcinoma and lymphoma samples as
well. A strong correlation was shown between AURKB and TP53 copy numbers: AURKB loss was associated with TP53 deletion
in all samples. According to our results on breast carcinoma, losses at 17p13.1 and chromosome 17 aneusomy determined by FISH
showed a statistically significant correlation. Our study presents the frequent occurrence of chromosome 17 aneusomy in breast
carcinoma and B-cell lymphoma samples. Chromosome 17 aneusomy evaluated by FISH correlated with aneuploidy determined by
flow cytometry. Direct correlation between kinase expression and ploidy could not be shown. The highest AMI values were seen in
B-ALCL samples, and it was associated with high chromosome 17 copy numbers and mitotic activity. The damaged Aurora B kinase
function results in requlatory deficiencies in the CPC complex leading to mitotic errors, while p53 deficiency helps malignant cells
to survive due to insufficient activation of the intrinsic apoptotic pathways. The uprequlation of Aurora kinase B function may cause
error in an important mitotic checkpoint, thus resulting in induction of aneuploid cell populations. These parallel effects finally
increase the complexity of mitotic abnormalities and generate aneuploid cell populations.

Hegyi K. Biologic mechanisms of mitotic abnormalities and chromosome number changes in malignant tumors. Hungarian Oncology
59:365-371, 2015

Keywords: mitotic failures, malignant transformation, Aurora kinase B, kinase overexpression, invasive breast cancer, lymphoma

BEVEZETES

A malignus transzformdcié egyik legmarkansabb jelen-
sége a fokozott sejtosztddas és az azzal kapcsolatos hibak
folyamatos létrejotte. A tumorsejtek repair mechanizmu-
sai sériilnek, a sejtek metabolikus profilja megvaltozik.
Amennyiben ezek a folyamatok a tumorsejteket szelekcids
elényhoz juttatjdk, az a malignus sejtpopulaciok feldusula-
sdhoz vezet.

A kromoszomak szétvalasa és egyenlé aranyban torté-
né elosztéddsa pontosan szabalyozott komplex mechaniz-
mus, melynek felboruldsa az utédsejtekben aneuszémiahoz,
aneuploididhoz, a kromatin szervez6désének megvaltozasa-
hoz vezet. Ezek az elvaltozdsok megvaltozott génexpressziot,
géntermékfunkciot és kiillonb6z6 géndozishoz kotott eltéré-
seket eredményeznek.

A kromoszomak szétvalasa és egyenld aranyban torténd
elosztasa szempontjabol kulcsfontossagii a centroszéma-
ciklus, valamint a mitotikus ellendrzési pont megfeleld
miikddése. Ujabb tudomanyos eredmények igazoltdk, hogy
a fenti folyamatok szabalyozasaban is érintett mitotikus re-
gulator Aurora kinaz csaldd tagjai kulcsfontossdgt elemei
a genetikai stabilitds fenntartdsanak. Az expresszidjukat
érinté valtozasok hozzajarulnak a genetikai instabilitas ki-
alakulasahoz. Tobb humdn daganatban is megfigyelték e
kinazok (elsésorban Aurora A és B kindz) overexpresszidjat.
Ismeretes az Aurora B kindz fontos szabalyozo szere-
pe a normalis ploiditas fenntartdsdban: korai G2 fazis-
ban a H3 hiszton foszforilaldsan keresztil szabalyozza
a kromatinkondenzaciot, ezaltal befolyasolja a mitdzis ini-
cialasat. Tovabba a CPC (chromosome passenger complex)

tagjaként a kromoszomak mitotikus ors6hoz valé kapcsola-
sat is szabalyozza.

Kisérletes kortilmények kozott a kindz funkcidjanak gat-
lasa a H3 hiszton foszforilaciéjanak szignifikans csokkené-
sét okozza, genetikai instabilitashoz, aneuploid sejtpopula-
ciok megjelenéséhez és apoptdzishoz vezet.

Kisérleteink a sejtosztodds daganatokban megvéltozott
szabalyozasa és az Aurora B kinaz funkcidja kozotti viszony
tisztdzasat céloztak. Mindez segithet a megfeleld terdpia ki-
valasztasanal, hatékonysdganak eldrejelzésénél, a betegség
besoroldsanal és a progndzis megallapitasanal. Az Aurora B
kinaz, valamint a mitotikus regulacié szempontjabdl fontos,
a kinazzal kolcsonhato fehérjék expresszidjanak vizsgalataval
olyan prediktiv értékkel bird Gj szoveti markerek azonosita-
sara nyilik lehet6ség, amelyek alkalmazhatéak a mindenna-
pos szovettani diagnosztikaban. Egyik legfontosabb célunk
tehat egy olyan cellularis biomarker leirasa, amelyek a sejt-
osztddasi defektusokat és a mitdzisra irdnyuld célzott kezelé-
sek varhato hatdsanak predikcidjat lehet6vé teszik.

Kisérleteink soran elsésorban az Aurora B kromoszé-
maszamra és a sejtmag kromatinszervezédésére gyakorolt
hatdsat, a kinaz expresszidjaban bekovetkezett zavar és az
aneuploid sejtpopulaciok megjelenése kozotti osszefiiggése-
ket kivantuk megvizsgalni.

CELKITUZESEK

Vizsgalataink az agressziv malignus folyamatokban gyakori
aneuploidia és az Aurora B kinaz funkcidja kozotti ossze-
fuggés megértését céloztak. Kisérleteinkben az Aurora B és
a kinazzal kolcsonhato fehérjék expresszidjat szoveti szin-
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ten, immunhisztokémiai moddszerekkel vizsgaltuk invaziv
eml6karcinéma és agressziv limféma mintakon. A 17-es
kromoszoma, valamint az AURKB és TP53 gének kopiasza-
mat fluoreszcencia in situ hibridizaciéval vizsgaltuk. A 17-
es kromoszoma aneuszomidja mellett meghatarozasra ke-
ritlt a mintak ploiditasa is, aramlasi citometria modszerrel.
Egyik legfontosabb célunk egy olyan prediktiv értékkel bird
cellularis biomarker leirasa volt, amely a sejtosztodasi de-
fektusokat és a mitdzisra iranyuld célzott kezelések varhatod
hatdsanak predikcidjat lehetévé teszi.

A kisérletes munka alapjdt képezé célkitiizések
a kovetkezok:

1. Aurora B expresszidjanak vizsgalata invaziv eml6-
tumor és agressziv B-sejtes limféma mintdkon immun-
hisztokémiai médszerekkel.

1.1. Az Aurora B overexpresszidjanak definialdsa hiszto-
légiai kortilmények kozott.

1.2. Az Aurora B expresszidjanak 9sszefiiggése az adott
minta sejtproliferacios aktivitasaval.

1.3. Az Aurora B kindzzal upstream és downstream kol-
csonhato legfontosabb fehérjék expresszidjanak vizsgélata.

2. Invaziveml8tumor- és limfémamintak FISH-analizise
AURKB-, TP53- és CEP17-specifikus DNS-szondakkal.

2.1. Vizsgalataink egyik {6 céljaként meg kivantuk vizs-
galni, hogy az Aurora B overexpresszidjanak hatterében ta-
lalhato-e AURKB-génamplifikdcio.

2.2. Az AURKB génnel 17p13.1 16kuszban szomszédos
TP53 gén statuszanak vizsgalata.

2.3. 17-es kromoszoma képiaszambeli eltéréseinek, vala-
mint a mintak ploiditdsanak vizsgalata.

3. Az Aurora B-overexpresszid és az aneuszdmia 0ssze-
fliggésének vizsgalata.

4. A vizsgalataink soran kapott eredmények dsszevetése
a betegek klinikai adataival.

MODSZEREK

Invaziv emlbkarcinéma mintdk

A DEOEC Pathologiai Intézetében 2009 és 2010 kozott diag-
nosztizalt invaziv eml6karcindmak koziil 50 szovettanilag
alkalmasnak itélt minta keriilt elemzésre. Minden mintabdl
formalinban fixdlt, paraffinba agyazott (FFPE) szovettani
preparatum késziilt. Az eml6karcindéma-mintakhoz meg-
felel kontrollcsoport (normalis eml6bdl szarmazo szovet)
nem allt rendelkezésre.

Limfoid eltérések

Kisérleteinkbe a DEOEC Pathologiai Intézetében 2008
és 2012 kozott diagnosztizalt agressziv B-sejtes limféma
esetek kozil 50 keriilt bevondsra. A mintakbdl forma-

linban fixalt, paraffinba agyazott szévettani mintak ké-
sziiltek.

Az eredmények verifikalasa és archivalasa céljabol a min-
tak széveti microarray-be (TMA) is bedgyazasra keriiltek.

Szoveti microarray

Immunhisztokémiai eredményeink verifikaldsara a fel-
hasznalt mintakbdl széveti microarray-t hoztunk létre.
Hematoxilin-eozin (HE) festett metszeteken a reprezentativ
régiok jelolése utdn az egyes paraffinos blokkokbol TMA
Master késziilék (3DHistech Kft., Magyarorszag) segitségé-
vel 3-3 db, egyenként 1 mm atmérdji szovethenger keriilt
eltavolitasra, majd az elGkészitett recipiens blokkba valo
beillesztésre. A multiblokkokba a tajékozdédast megkony-
nyitendé majbol szarmazo szévethengereket épitettiink. Az
egyes szovethengerek koordinatait TMA Master 1.0 szoft-
ver (3DHistech Kft., Magyarorszag) segitségével rogzitet-
tikk. A szovethengerek és a recipiens blokk tiregei kozott
keletkezé réseket olvasztott (56 °C) paraffinnal toltottiik ki.

Immunhisztokémiai vizsgalatok (IHC)

Immunhisztokémiai médszerrel a FFPE mintdkbol szarma-
24 szovettani metszeteken meghatdroztuk a teljes proliferald
sejtfrakciot anti-Ki67 (MIB-1 klén, a tovabbiakban MIB-1)
antitest alkalmazdsaval, valamint az Aurora B-, survivin- és
foszforilalt H3 hiszton- (H3S10P) pozitiv sejtfrakciokat.

Az immunhisztokémiai jeloléseket 3 um vastag, adhé-
zi6s targylemezre (SuperFrost Ultra Plus®, Menzel-Glaser,
Németorszag) fixalt szoveti metszeteken végeztilk. A jelo-
léseket a gyartok altal javasolt protokoll szerint végeztiik.

A MIB-1-, Aurora B-, illetve survivinpozitiv sejtfrakciok
szazalékos ardnyat az Osszes tumorsejthez viszonyitva hata-
roztuk meg. A H3S10P-expresszalé mitotikus sejtek szamat 10
nagy nagyitasu latotérre (/10 HPF) vonatkoztatva hataroztuk
meg. Kontrollmintainkban a vizsgalt fehérjék expresszidjanak
meghatarozasa a centrum germinativumokban tortént. Min-
tanként 10 centrum germinativumot értékeltiink.

Az Aurora B jelentds sejtproliferdciotol valé befolyd-
soltsagat figyelembe véve a fehérje overexpresszidjanak
definialasahoz egy indexet hoztunk létre, amelyet az Au-
rora B- és MIB-1-immunpozitiv sejtek hanyadosaként ha-
taroztunk meg (AMI index). A limfémamintdk Aurora
B-overexpresszidra vonatkozé cut off értékét kontrollmin-
taink adatai alapjan, az AMI szamtani kozép+2 SD képletet
alkalmazva 0,5-nél hataroztuk meg. Invazivemlékarcinéma
mintdk esetén - nem lévén megfelel6en definidlhaté kont-
rollcsoport — az Aurora B-overexpresszié hatarértékét iro-
dalmi adatok alapjan 0,3 feletti értéknél hataroztuk meg.

A mitézisindex meghatarozasa HE-festett metszetek
alapjan, a mitotikus formék szaméanak megadasaval tortént,
10 nagy nagyitdsu latotérben.

Magyar Onkolégia 59:365-371
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Fluoreszcencia in situ hibridizdcié (FISH)

A TP53 gén és 17-es kromoszoma kopiaszamanak meghata-
rozasara LSI TP53/CEP17 (Abbott Laboratories Inc, USA),
‘SpectrumOrange’ és ‘SpectrumGreen’ fluoroférokkal di-
rekten jelzett DNS-szondat alkalmaztunk. Az AURKB
génstatuszt PoseidonTM Repeat FreeTM AURKB/SE17
(Kreatech Diagnostics, Hollandia), ‘PlatinumBright550°
illetve ‘PlatinumBright495’ fluoroférokkal konjugalt DNS-
szondak segitségével hataroztuk meg.

A FISH-ta gydrtok altal javasolt protokollok alapjan végez-
titkel. A FISH kiértékelését Zeiss Axio Imager Z2 fluoreszcens
mikroszkoppal (Zeiss, Németorszag), 63x olajimmerzios ob-
jektivvel (Zeiss, NA: 1,4) és Isis (Metasystems, Németorszag)
képalkot6 rendszerrel végeztiik. Az emlékarcindma-mintak
invaziv régiéibol 100-100, a limfémamintak reprezentativ ré-
gi6ibol 50-50 tumoros sejtmagot értékeltiink.

A 17-es kromoszéma statuszat az alabbiak szerint hata-
roztuk meg:

a) diszomia: follikularis hiperplazia mintakon megfi-
gyelt atlagos sejtenkénti kromoszomaszam alapjan hataroz-
tuk meg:

atlagos kromoszoma-kopiaszam+2 SD=1,814+2x0,081=1,98

b) hiperdiszémia: 1,98 és 2,3 atlagos sejtenkénti kromo-
szomaszam kozott

¢) triszémia: 2,3 és 3,3 atlagos sejtenkénti kromoszéma-
szam kozott

d) tetraszomia: 3,3 és 4,3 atlagos sejtenkénti kromoszé-
maszam kozott

Az AURKB és TP53 géneket deletaltnak tekintettiik,
amennyiben a 17-es kromoszoma képiaszamahoz viszonyi-
tott szamuk kevesebb volt, mint 0,8. A HER2 gént amplifi-
kaltnak tekintettiik, amennyiben a 17-es kromoszémaszam-
hoz viszonyitott relativ kopiaszam nagyobb volt, mint 2,3.

Sejtek DNS-tartalmanak meghatdrozdsa
dramldsi citometridval

A B-sejtes limfoma és reaktiv nyirokcsomé mintak DNS-tar-
talmanak meghatarozasata DEOEC Biofizikai és Sejtbiologiai
Intézetében, FFPE mintakbdl izolalt sejtmagszuszpenzidkon
végeztiik el. A sejtmagszuszpenziokat a Hedley altal leirt pro-
tokollnak megfelelden preparaltuk.

Eml6karcindma-mintak esetén a sejtmagszuszpenziok
preparaldsa nem volt sikeres.

A mintak DNS-tartalmanak mérését FACSAria IT készii-
lékkel és FACSDiva v6.1.3. szoftver hasznalataval végeztiik.
Mintdnként 100000 eseményt rogzitettiink. Az elemzett
mintak DNS-indexét FCS Express 4 v. 4.07.0005 (DeNovo
Software, USA) szoftverrel hataroztuk meg. Kontrollként
FFPE reaktiv nyirokcsomdkbdl izolalt sejtmagszuszpenzi6-
kat hasznaltunk.

Statisztikai analizis

Az adatok statisztikai analizisét SPSS (v20.0, IBM, USA),
MS Excel XLStat (v7.5.2, Addinsoft, USA) és MedCalc
(v12.6.1.0., Medcalc Software, Belgium) szoftverek segitsé-
gével végeztitk. A kozépértékek és szorasok kiszamitédsara
és Osszehasonlitdsara Student t-tesztet alkalmaztunk. Sta-
tisztikailag szignifikansnak a p<0,05 értékeket tekintettiik.

Az adatsorok kozotti korrelacié meghatarozasahoz li-
nedris regressziot alkalmaztunk. Linedris korrelacionak az
R=0,7 feletti értéket tekintettiik.

A teljes tulélési valdszinliség meghatarozasara Kaplan—
Meier-analizist alkalmaztunk. A betegcsoportok tulélési ra-
tai kozotti kiilonbségek szignifikancidjanak meghataroza-
sat log-rank teszttel vizsgéltuk. Ebben az esetben is a p<0,05
értéket tekintettiik szignifikdnsnak.

EREDMENYEK

Aurora B kindz expresszidjanak vizsgdlata invaziv
emldékarcinomdkban

Az invaziv emlékarcindmdk klinikai és biologiai
paraméterei

Vizsgélataink sordan Osszesen 50 eml6karcindma-mintat
vizsgaltunk. 45 minta morfoldgiailag invaziv ductalis em-
l6karcinémanak, 5 minta invaziv lobularis karcindémanak
bizonyult.

Aurora B-expresszio

A szovettani mintdk Aurora B-pozitiv sejtjeiben sejtma-
gi pozitivitast észleltiink. Aurora B-pozitivitas G2 fazistdl
az M fazis végéig detektalhato, az antitest a vartnak meg-
feleléen az interfazisos sejtmagok egy részét, valamint
a mitotikus alakokat jellte.

Adataink alapjan eml6karcindma-mintdkban az Aurora
B kinazt expresszalo sejtek aranya 1% és 35% kozott vélto-
zott (atlag: 6,15%, SD: 8,8%). A mintak sejtproliferacids ak-
tivitasat MIB-1 marker alkalmazdsaval 1-95% tartomany-
ban figyeltiitk meg (atlag: 19,2%, SD: 20,7%).

A HER2-génamplifikaciéot mutaté mintakban szigni-
fikdnsan magasabb Aurora B kindz-expresszidt figyel-
tink meg (p=0,015), és eredményeink szerint ez fokozott
sejtproliferacidval tarsult (p=0,018).

Adataink alapjan a tripla-negativ (HER2-, PR-, ER-) min-
tak Aurora B-expresszidja szintén szignifikians emelkedést
mutat (p=0,001), ugyanakkor az el6z6 mintakhoz hasonld-
an a jelenség fokozott sejtproliferacidval tarsult (p=0,0003).

Erés korrelaciot talaltunk az Aurora B-t és a MIB-1-et
egylittesen expresszald szoveti mintdkban (R: 0,77). Az
Aurora B és MIB-1 expresszidja kozotti linedris korrelacio
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miatt a kindzoverexpresszid meghatarozasara bevezettiik
az Aurora B/MIB-1 indexet (AMI index). Az AMI index ér-
tékét a mintdkban 0 és 1 kozott figyeltiik meg (atlag: 0,32,
SD: 0,28).

Intenziven proliferdld mintdkon végzett parhuzamos
megfigyeléseink, valamint irodalmi adatok alapjan a kinaz
overexpressziéjat AMI>0,3 értéknél allapitottuk meg. Ez
alapjan az 50 emlékarcindma-mintabdl 20-ban volt meg-
figyelhet6 az Aurora B relativ overexpresszidja. A relativ
Aurora B-expresszio statisztikailag fliggetlennek bizonyult
a HER2-gén- és ER-, PR-statuszoktdl.

A 17p13.1 Iokusz és 17-es képiaszdam valtozdsai

Az Aurora B kindz overexpresszidja citogenetikai hatte-
rének vizsgalatat FISH modszerrel végeztiik. A mintdk
invaziv régiéibol 100-100 sejtmag keriilt értékelésre. Az
AURKB és TP53 géneket deletdltnak tekintettiik, ameny-
nyiben a 17-es kromoszéma képiaszaméhoz viszonyitott
szamuk kevesebb volt, mint 0,8, emelkedett képiaszamot
2 koépia/17-es kromoszéma érték felett allapitottunk meg.
17-es kromoszéma-poliszémiat 2,3 CEP17 szignal/sejtmag
felett hataroztunk meg.

Az Aurora B-overexpressziét mutaté mintdk egyiké-
ben sem lattunk AURKB-génamplifikaciot. A mintdk egy
csoportjaban (6 minta) azonban megfigyeltilk az AURKB
delécidjat, amely mindegyik mintaban TP53-deléciéval tar-
sult. Eredményeink szerint erds korrelacié van az AURKB
és TP53 gének kopiaszama kozott (R: 0,73).

A mintak HER2- és AURKB- és/vagy TP53-génkopia-
szama kozott Osszefiiggést nem figyeltink meg. A 13,
HER2-génamplifikdciét mutaté minta koziil 4-ben lattuk
a TP53 és/vagy AURKB gének allélvesztését.

A 17-es kromoszoma sejtenkénti szamat 1,5 és 3,9 kozott fi-
gyeltitk meg, aneuszémiat - tobb mint 2,3 CEP17-szignalt sejt-
magonként — 19 mintaban lattunk (38%). Az AURKB és TP53
egyiittes allélvesztésével jaré mintdkban a 17-es kromoszéma
koépiaszamat 2,44 és 3,9 kozott lattuk (atlag: 3,18, SD: 0,18),
a mintak mindegyike 17-es kromoszéma-aneuszémiat muta-
tott. Az intakt 17p13.1 16kusszal biré mintak kromoszomalisan
stabilabbaknak bizonyultak, a 17-es kromoszéma kdpiaszama
1,6 és 3,19 kozott valtozott (atlag: 2,1, SD: 0,05). A kiilonbség
statisztikailag szignifikans (p<0,0001).

Az emlékarcindma-mintak DNS-tartalmanak flow cito-
metrias vizsgalata nem volt kivitelezhet6, FFPE mintakbol
a sejtmagok izoldlasa nem jart sikerrel.

Aurora B-expresszio és 17-es kromoszéma-kopiaszdam
Osszefliggései

Az Aurora B kinaz expresszidja és a numerikus kromoszé-
ma-rendellenességek Osszefiiggéseinek tisztazasara megha-
taroztuk a kinazexpresszio fiiggvényében a 17-es kromoszo-

ma és a 17p13.1 16kusz sejtenkénti kdpiaszamat. Sem a Ki67,
sem az Aurora B expresszidja nem mutatott Osszefiiggést
a 17-es kromoszomastatusszal. Az Aurora B-t expresszald
sejtfrakciok aranya és az AURKB kopiaszama kozott gyen-
ge pozitiv korrelaciot talaltunk (R=0,26). Azokban a min-
takban, amelyekben normaélis AURKB-génkdpiaszam volt
megfigyelhetd, az Aurora B kindzt expresszalé tumorsejtek
aranyat 0 és 35% kozott lattuk (atlag: 6,47, SD: 9,26). Az
AURKB-géndeléciéval tarsulé mintdkban ugyanez az érték
0 és 10% kozottinek bizonyult (atlag: 3,83, SD: 3,44), a kii-
16nbség statisztikailag nem szignifikans (p=0,5).

Adataink alapjan statisztikailag nincs jelentds kiilonbség
arelativ Aurora B-expresszioban a 17p13.1 lokusz kdpiasza-
manak fiiggvényében (p=0,1).

Az AMI indexet az AURKB és TP53 egyiittes vesztésé-
vel jaré mintakban 0 és 0,25 kozott figyeltiik meg (atlag:
0,15, SD: 0,1), mig az intakt 17p13.1 régioval biré mintakban
ugyanez az érték 0 és 1 kozott volt mérhetd (atlag: 0,36, SD:
0,3). Az eml6karcindma-mintak egy csoportjiban extrémen
magas AMI-értéket (AMI=0,8) figyeltiink meg. Ezekben
a mintakban az AURKB relativ génkopiaszamaban is emel-
kedést lattunk (atlag: 1,1, SD: 0,2), mig a normadlis relativ
Aurora B-expressziét mutaté mintaknal (AMI<0,3) ugyan-
ez az érték 1 alatt maradt (atlag: 0,9, SD: 0,2). A kiilonbség
statisztikailag szignifikdns (p=0,004).

Aurora B kindz expresszidjanak vizsgdlata agressziv
B-sejtes limfomdkban

Kisérleteinkbe 0sszesen 50 agressziv B-sejtes limfoma ke-
ritlt bevonasra. A mintédk koziil immunhisztokémiai feno-
tipusuk alapjan 41 DLBCL, NOS-ként volt definidlhato.
Ezeket a mintdkat a Hans-kritériumok alapjan két alcso-
portba soroltuk: 29 minta nem centrum germinativum
(non-GCB), 14 centrum germinativum (GCB) alcsoport-
ba volt sorolhaté. 3 minta primer mediastinalis nagy
B-sejtes limfémanak (PMBL), 3 minta ALK+ nagy B-sejtes
limfémanak (B-ALCL) bizonyult, tovabbi 1 minta atme-
neti DLBCL-klasszikus Hodgkin-like limféma besorolast
kapott.

Aurora B-overexpresszio

Az invaziv eml6karcindmakhoz hasonléan anti-Ki67 (MIB-
1), anti-survivin és anti-Aurora B antitestek alkalmazasa-
kor is sejtmagi pozitivitast lattunk kontroll- és agressziv
B-sejtes limfoma mintakban is. A foszforilalt H3 hisztont
(H3S10P) jelol6 antitest a mitozisokat szelektiven, intenziv
DAB-szignéllal emeli ki a szoveti kornyezetb6l.

Follikularis hiperplaziaban az immunhisztokémiai re-
akciok értékelése a centrum germinativumokban tortént,
melyekben az Aurora B-pozitiv sejtfrakciokat 23% és 36,5%
kozott lattuk (atlag+SD: 30,45+5,06). Ugyanez az érték ag-
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ressziv B-sejtes limfémakban 5% és 70% kozott volt detek-
talhat6 (28,2+15,32).

A kontrollcsoporthoz viszonyitva az 50 agressziv B-sejtes
limféma sejtproliferacids aktivitasat szignifikansan alacso-
nyabbnak talaltuk (p=0,008). A MIB-1-pozitiv sejtfrak-
ciok ardnyat limfomaban 20% és 95% kozott (atlag+SD:
63,6+15,94), a mitotikus sejtek szamat 13 és 133/10 HPF
kozott (50,04+27,53, p=2,27x107"?) lattuk. Ugyanezek az
expresszids aranyok follikularis hiperplézidban 75% és 87%
kozott (77,8+4,99), illetve 92 és 175/10 HPF (134,1+23,72)
értékek kozott voltak detektalhatdak.

Invaziv emlékarcindma mintdinkhoz hasonléan agresz-
sziv B-sejtes limfoma és follikularis hiperplazia mintakban
is lattuk az Aurora B kindz sejtproliferacios aktivitastol valo
fiiggését (R: 0,5, illetve 0,7). A kindzoverexpresszi6 defini-
alasahoz meghataroztuk az AMI indexet, ami follikularis
hiperplazis esetén 0,31 és 0,48 kozott (atlag+SD: 0,39+0,06),
B-sejtes limfémakban 0,17 és 0,85 kozott (0,44+0,2) volt
megfigyelhet6.

Az Aurora B-overexpresszid cut off értékét a kontroll-
csoportban detektalt atlagos AMI+2 SD képlet alapjan
0,5-nél allapitottuk meg. Ez alapjan 13 mintdban figyeltiik
meg az Aurora B kindz overexpresszidjat. Az AMI-érték
alapjan Aurora B-overexpresszidt mutaté mintakban szig-
nifikdnsan emelkedett mitotikus aktivitast figyeltiink
meg a normalis, 0,5-nél alacsonyabb AMI-értéket mu-
taté mintakhoz viszonyitva. 8 mintdban extrém magas,
0,75 feletti értéket figyeltiink meg, ezekben a mintdkban
a mitotikus aktivitas is magasabbnak bizonyult (p=0,012),
valtozatlan 4ltalanos sejtproliferacids aktivitds (MIB-1-
pozitivitds) mellett a 0,75-nél alacsonyabb AMI indexszel
jaré mintakhoz viszonyitva.

Relativ Aurora B-expressziot tekintve az agressziv
B-sejtes limféma alcsoportok kozott szignifikdns eltérés
nem volt lathat6. Az AMIlegmagasabb atlagértéke B-ALCL-
mintdknal volt lathat6, de megemlitendd, hogy ebbe az al-
csoportba mindésszesen 3 minta volt sorolhaté.

Mitotikus aktivitds vizsgalata foszfo-H3 hiszton (Serl0)
mitozismarker alkalmazdsdval

A mitotikus aktivitast HE-festett metszetek mellett anti-
foszfo-H3 hiszton antitest alkalmazasaval is meghataroz-
tuk. Az antitest a mitotikus alakokat szelektiven, eré6s DAB-
szignallal kiemeli a szoveti kornyezetbdl.

Follikuléris hiperplazidkhoz hasonlitva limfémakban
a H3S10P-pozitiv mitotikus sejtek jelentésen kisebb mennyi-
ségben voltak detektalhatdak (p=3,77x107). Agressziv B-sejtes
limféma alcsoportok kozott a H3S10P-expresszio tekintetében
jelentds kiillonbségeket nem tapasztaltunk.

Az Aurora B kinazt expresszald és foszfo-H3 hiszton-
(H3S10P) pozitiv mitotikus sejtek mennyisége kozott gyen-

ge pozitiv korrelaciot figyeltiink meg, az R érték kontroll-
mintdinkban 0,26, B-sejtes limfémakban 0,41 volt.

A kiilonb6zé AMI-értékek alapjan létrehozott lim-
féoma-mintacsoportok H3S10P-expressziéjaban szignifi-
kéns kiilonbségek mutatkoztak. Az Aurora B kinaz rela-
tiv overexpresszioja magasabb mitotikus aktivitassal jart
egyutt.

AURKB, TP53 és 17-es kromoszémdt érintd
kopiaszam-viltozdsok, mintdk ploiditdsa

Invaziv emlétumor mintdinkhoz hasonléan direkt Osz-
szefiiggést az AURKB-kdpiaszam és az Aurora B kinazt
expresszalo sejtfrakciok ardnya kozott agressziv B-sejtes
limféomdkban sem tudtunk kimutatni. Azokban a min-
takban, melyekben az Aurora kinaz relativ expresszidja ma-
gas volt, nem figyeltitk meg az AURKB gén amplifikdcidjat.
4 mintaban lattuk az AURKB és TP53 gének egyiittes delé-
cigjat, ezekben a mintdkban sem lattunk a relativ Aurora
B-expresszioban bekovetkezett valtozasokat.

Az AMI index AURKB- és TP53-deléciéval tarsulé min-
takban 0,16 és 0,86 kozott valtozott (atlag+SD: 0,52+0,25).
Ugyanez az érték intakt 17p13.1 régiéval rendelkez6é min-
takban 0,19 és 0,83 (0,43+0,2), reaktiv nyirokcsomokban
0,31 és 0,48 (atlag+SD: 0,39+0,06) kozott volt. Statisztika-
ilag jelentds kiillonbségeket nem lattunk (p-értékek 0,39 és
0,15 voltak).

Tovabbi 7 mintabanlattuka TP53 gén delécidjat. B-ALCL-
mintaink mindegyikében kimutathat6 volt TP53-delécio.

AURKB- és TP53-allélvesztéssel tarsuld B-sejtes lim-
fomakban az Aurora B-pozitiv sejtek aranyat 10% és 60%
kozott (atlag+SD: 33,75£18,5), intakt 17pl13.1 régidval ren-
delkez6kben 5% és 70% kozott (27,18+14,75), kontrollmin-
takban 23% és 36,5% kozott (31,27+4,65) lattuk. A kiilonb-
ségek statisztikailag nem szignifikansak.

A 17-es kromoszéma aneuszomiaja gyakori jelenségnek
bizonyult. Diszémiat minddsszesen 4 mintdban észlel-
tiink, aneuszémia 46 mintaban, az 6sszes minta 92%-aban
volt megfigyelhet6. 12 mintaban hiperdiszéomia, 25-ben
triszdmia, 9 mintaban tetraszémia volt kimutathato. A leg-
magasabb 17-es kromoszéma-koépiaszamokat a TP53-
deléciét mutatéd B-ALCL-mintakban lattuk.

Az Aurora kindz B relativ expresszidja és a 17-es kro-
moszoéma sejtenkénti kopiaszama kozott osszefiiggést nem
tudtunk kimutatni (korrelacids koefficiens (R)=0,01). Az
AMI értékek alapjan az Aurora B kindz alacsony, norma-
lis és fokozott relativ expresszidjat mutatd limfémamintdk
kozott szignifikans eltérések a 17-es kromoszoma kdpiasza-
mat illetéen nem mutatkoztak.

Aramlési citometrids mérésekhez 34 agressziv B-sejtes
limféma és 8 kontrollminta bizonyult alkalmasnak.
A FISH-sel a 17-es kromoszoma aneuszomidjat mutatd
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mintdk mindegyikében a kiszamitott DNS-index aneuploid
sejtpopulaciok jelenlétét igazolta.

Aurora B kindzt overexpresszalé mintakban 17-es kro-
moszéma statusz tekintetében nem talaltunk kiilonbséget
a normalis Aurora B-expressziot mutaté mintakhoz viszo-
nyitva.

Az Aurora B-expresszio hatdsa a betegek tulélési idejére

Az 50 agressziv B-sejtes limfomads beteg atlagos utankovetési
ideje 34,44 honap volt (tartomany: 0,97-127,1). Eredménye-
ink szerint a megvizsgalt fehérjék expresszidja és a bete-
gek teljes tulélési ideje, valamint a limféma stadiuma ko-
z0tt Osszefiiggés nem mutathaté ki. Az Aurora B relativ
expresszidja és a vizsgalatba bevont betegek teljes tulélé-
si ideje kozott statisztikailag szignifikdns kiillonbségeket
nem figyeltiink meg. A 17-es kromoszéma statusz alapjan
a hiperdiszomiat mutaté mintdkhoz tarsult a legkedvez6t-
lenebb teljes talélési id6, a kiilonbség statisztikailag nem
bizonyult szignifikdnsnak (p=0,27).

KOVETKEZTETESEK

1. Az Aurora B, valamint a kindzzal kélcsonhato fehérjék
expresszidja szovettani korillmények kozott jol vizsgalhato.

2. Az immunbhisztokémiai és FISH-eredmények szoveti
microarray hasznalatédval reprodukalhatdak.

3. Az Aurora B overexpresszidja 6nalldan, csak a kindzt
expresszald tumorsejtek aranyanak figyelembevételével
nem értelmezhet. Az overexpresszio szovettani koriil-
mények kozotti definidlasara egy 4j indexet (AMI index)
vezettiink be, mely figyelembe veszi az adott mintara jel-
lemzd sejtproliferacids (mitotikus) aktivitast. Megfigyelé-
stink szerint az analizalt limfémamintakban az Aurora B
relativ overexpresszidja magasabb mitotikus aktivitdssal
tarsul.

4. Az overexpresszio hatterében génamplifikaciot nem
figyeltiink meg. Invaziv eml6tumoroknal és limfémaknal
is a kinazt kddold gén delécidja volt jellemz6, mely minden
esetben TP53-delécidval tarsult. Erés kapcsolatot talaltunk
a TP53- és az AURKB-génkdpiaszamok kozott. Emlétumor-
mintakban a két gén egyiittes vesztése erés korrelaciot muta-
tott az aneuszom sejtpopuldciok megjelenésével.

5. A 17-es kromoszéma aneuszémidja a vizsgalt beteg-
csoportok szoveti mintdiban gyakori jelenségnek bizonyult.
A mintak FISH-sel kimutathaté aneuszémiaja jol reprezen-
talja az egyes mintak aramldsi citometriaval meghatarozott
ploiditasat.

6. Az Aurora B fehérje expresszidja és a daganatsejtek
ploiditasa kozott direkt osszefiiggést nem taldltunk.

7. A vizsgalt daganatok kozil a B-ALCL-ben figyel-
tik meg a legmagasabb AMI-értékeket, ez magas 17-es

kromoszémaszammal és fokozott mitotikus aktivitassal
tarsult.

Megfigyeléseink szerint az Aurora B és a malignus sejt-
klonok keletkezésének és fennmaradasanak egy lehetsé-
ges magyarazata az alabbi: a kindzfunkcid sériilése a CPC
komplex nem megfelel6 mtikodésén keresztiil mitotikus
szabalyozasi zavart eredményez. A kinaz fokozott aktivita-
sa egy fontos mitotikus ellenérzési pont kiesését okozhatja,
ezaltal aneuszomias sejtpopulaciok megjelenését eredmé-
nyezheti. A TP53 delécidja pedig egy fontos apoptotikus
utvonal sériilésének kovetkeztében valoszintileg a malignus
sejtpopulaciok tulélésének kedvez.
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