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ROVIDITESEK JEGYZEKE

Roviditések jegyzéke

AURKA Aurora kinase A gene

AURKB Aurora kinase B gene

AURKC Aurora kinase C gene
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CDC25B Cell Division Cycle 25B

CEP17 Chromosome 17 centromere region

c-erbB2 Human Epidermal Growth Factor Receptoraeim

CPC Chromosome Passenger Complex

DAPI 4'.6-diamidino-2-phenylindole

DLBCL, NOS Diffuse large cell lymphoma, not otheswispecified

ER Estrogen receptor

FFPE Formalin fixed paraffin embedded

FISH Fluorescence in situ hybridization

H3S10P Phospho-histone H3 (Serl10)

HE Hematoxylin and eosin staining

HER2 Human Epidermal Growth Factor Receptor 2 gene

IHC Immunohistochemstry

INCENP Inner Centromere Protein

Ki67 Antigen identified by monoclonal antibody Ki67, Icel
proliferation marker

NaSCN Sodium thiocyanate

NP40 Nonidet P-40, detergens

MES 2-(N-morpholino)ethanesulfonic acid

PP1 Protein Phosphatase 1

PP2A Protein Phosphatase 2A

PR Progesterone receptor

SD Standard Deviation

SSC Saline-sodium citrate

TBS Tris-buffered saline

TP53 Tumor protein p53

TPX2 Targeting Protein for Xklp2



BEVEZETES

1. Bevezetés

A malignus transzformacio egyik legmarkansabb migre a fokozott sejtosztdédas és az
azzal kapcsolatos hibak folyamatos Iétrejotte. radtsejtek repair mechanizmusai sértilnek, a
sejtek metabolikus profilja megvaltozik. Amennyiberek a folyamatok a tumorsejteket
szelekcios éinyhoz juttatjak, az a malignus sejtpopulaciok feldasahoz vezet.

A kromoszomak szétvalasa és egyemianyban tort&helosztédasa pontosan szabalyozott
komplex mechanizmus, melynek felborulasa az utéeldegn aneuszomiahoz,
aneuploididhoz, a kromatin szerddésének megvaltozdsdhoz vezet. Ezek az elvéltozasok
megvaltozott génexpressziot, géntermék-funkcidigdnbod génddzishoz kotott eltéréseket
eredményeznek [1].

A kromoszomadlis instabilitas mar korai stadiumu ategokban feliné jelenség [2], amely
kariotipizalassal, in situ hibridizacioval, és ages gének kopiaszamanak vizsgalata réveén is
kimutathat6. A kromoszéméak szambeli valtozasa &@mh aranyban all az adott tumor
malignitdsi potencialjaval, a mutciok genetikatéslsek halmozédasdhoz vezetnek a
karcinogenezis soran [3].

A genomi DNS jeleritsebb mennyiségi valtozasa citologiai és szovetntsai is
megnyilvanul, az ilyen daganatos folyamatokban jeelsees a sejtmagok interfazisban is
durva, sokszor bizarr morfologiai jegyeket horddzna
A kromoszoméak szétvalasa és egyendranyban tortéh elosztasa szempontjabdl
kulcsfontossagu a centroszoma ciklus, valamint tikiie ellerbrzési pont megfelél
mikodeése.

Ujabb tudoméanyos eredmények igazoltak, hogy a flalyiamatok szabéalyozasaban is

érintett mitotikus regulator Aurora kinaz csaladjsa kulcsfontossagu elemei a genetikai
stabilitas fenntartasanak [4]. Az expressziojukaité valtozasok hozzajarulnak a genetikai
instabilitas kialakulasahoZobb human daganatban is megfigyelték ezen kinéalsisorban
Aurora A és B kindz) overexpresszidjat.
Ismeretes az Aurora B kindz fontos szabalyozo peeee normal ploiditas fenntartasaban:
korai G2 fazisban a H3 hiszton foszforildlasan geti@ szabalyozza a kromatin
kondenzaciot, ezaltal befolydsolja a mitozis id&sat. Tovabbd a CPC (Chromosome
Passenger Complex) tagjaként a kromoszémak mitiktsbhoz vald kapcsolasat is
szabalyozza [5].

A H3 hiszton foszforilacidja a mitdzis @dészitésének kulcsfontossagu lépése [6].

Kisérletesen bizonyitast nyert az Aurora B szalz\grerepe a mitozis elinditdsaban: a kinaz
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BEVEZETES

G2/M fazisbhan Serl0 poziciéban foszforilalla a H3ztont, ezzel elinditva a kromatin
kondenzacio folyamatat [7].

Kisérletes korulmeények kozott a kinaz funkciojarg@tlasa a H3 hiszton foszforilacio
szignifikans csokkenését okozza, genetikai indtabHoz, aneuploid sejtpopulaciok
megjelenéséhez és apoptdzishoz vezet [8].

HelLa sejtvonalon végzett kisérletek adatai szeamtAurora B overexpresszidja pedig
fokozott H3 hiszton foszforilaciot, hibas kromatkondenzaciot és a kromoszomak nem
megfeleb illesztését okozza [9].

Az Aurora kinaz csalad tagjainak sokoldall éristege a sejtosztédas szabalyozasaban,
valamint a tumorgenezisben egyértélnh fokozott sejtproliferacid az agressziv dagakato
egyik legjellem#bb tulajdonsaga. Az onkologiai kezelések kozottegosztodasra hatod
szerek jelertis szerepet toltenek be. Ujabban tobb olyan Uj mgaigis klinikai kiprobalasra
kerilt, melyek a sejtosztédas egyes elemeit, kaakréz Aurora kinaz B gatlasat célozzak. A
sejtosztddasra hato kezelések hatékonysaga ugyanedikebre nehezen jelezheelére.

Kisérleteink a sejtosztodas daganatokban megvditezabalyozasa és az Aurora B kinaz
funkcio kozotti viszonyt tisztazdsat célozzak. Mimd segithet a megfetel terapia
kivalasztasanal, hatékonysaganakrajelzésénél, a betegség besorolasanal és a pisgnoz
megallapitasanal. Az Aurora kinaz B, valamint aotikus regulacié szempontjabdl fontos, a
kindzzal kolcsbnhatd fehérjék expresszidjanak ‘éledgval olyan prediktiv értékkel bird (;
szoveti markerek azonositasara nyilik Iéség, amelyek alkalmazhat6ak a mindennapos
szovettani diagnosztikaban.

Egyik legfontosabb célunk tehat egy olyan cellglabiomarker leirasa, amelyek a
sejtosztodasi defektusokat és a mitdzisra iranyeddzott kezelések varhaté hatasanak
predikcigjat lehetvé teszi.

Kisérleteink soran efssorban az Aurora B kromoszOmaszamra €s a sejtmagakin
szerveddésére gyakorolt hatasat, a kindz expresszidjabaivbtkezett zavar és az aneuploid
sejtpopulaciok  megjelenése  kozoétti  Osszefiiggésekéivantuk  megvizsgalni.
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2. Irodalmi attekintés

2.1.Aurora kinazok

Az Aurora kinaz csalad tagjaierin/treonin kinazok. Funkciojukat tekint a sejtosztédas,
a kromatidak utodsejtek kozotti elosztasanak syabkababanalapved fontossague.
Deregulaciéjukgenetikai instabilitAshoz, kromoszéma szamlvaltozasok megjelenéséh
vezet [10].

A kinaz csaladon belll human sejtekbe-, B- és Ctipusu kindzokat kilonitettek el.
kindzok jelenés szekvencia homoldgiat mutatnak, cellularis lizaciojuk és funkcidjul
eltén [11].

A sejtosztédas szabdlyozdsaban bott fontos szabdlyozési szerepik okan az Al
kindzokat szamos tumortipusban tanulmanyoztak néltaanyok el§sorban az Aurora A ¢
B kindzokra fokuszalnak, a C tipusu kinazroél jedgnis csekély mennyiségnformacé all
rendelkezésre. Az AurorA tumorprogresszidban betoltott és prediktiv szer@pszamos
eredmény kh rendelkezésre, mig az AuroB kindz malignus transzformaciéban betol

funkcidja kevésbé ismert.

2.1.1.Aurora A

Az A tipusu Aurora kinét gyakran emlegetik ‘polaris kinaz’-kéntaentroszéma ciklus
szabalyozéaban betoltott szerepére uti [12-14]. A kinaz masodlagosszerkezetét ai.

Abra szemlélteti.

1. Abra Az Aurora A masodlagos szerkezeté
szalagdiagramja

Az &bran azo hélixek lila, ap recdk narancsséarga,
aktivaciés hurok (Aeop) zold szinnel van feltiinte1[15].
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A kinaz aktividsat az aktivacios hurok -loop) T288foszforilacios statusza hirozza
meg. Az aktivacids hurogrotein bszfatdz 1 (PP1) vagy 2A (PP2A) éaltali defoszfaidé a
kindz inaktivaci6jat okozza. A kinazktivaciéjahoz Ran-GTPazs TPX2 kofaktorol
szukségesek. A TPX2 a miikus orsok kialakula: elétt disszocial az importia-rol ésp-rol,
majd az Aurora A kinzhoz koddik [16-18].

A kotodést koveten az AuroreA a centroszémak és proximalis mikrotubulusok kéken
lokalizalodik [11, 18, 19].

A kinazt a G2/M fazisahenetben a CDC25B foszforilé [20].

Ezt az expresszids mintdzata sejtosztdodas késbi szakaszaibawliffiz citoglazmikus
lokaliz&cio valtja fel [21]. A kindz expresszidja a kés S fazistol a prometafazg
detektalhatolM fazisban teizik [5] (2. Abra)

2. Abra Az Aurora A (piros szinnel) cellularis lokalizacia sejtosztodas kilonkbiazisaibar

A kindz mitozisban betoltdiszabalyoz6 szeremz aldbbiakban foglalhato 6s [22]:
a) CentroszOma éres és szeparacio szabala
b) M fazisba val6 belépés szabalyo:
c) Metafazis komoszomak illesztésének balyozasa

d) Citokinezis szabalyoza

Az Aurora A funkciéjanak kiesé: elsisorban a mitozisba valé belépés késését ok
[23]. A kinazfunkcidjanak kisérletegatlasa kapcsavaltozatos mitotikus rendellenessége
figyeltek meg: a centroszOma érés €s szeparaciaraavmultipolaris mitotikus ors¢

megjelenését éstokinezisberészlelt szabalytalansagokat [14].
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A kinaz overexpresszibjat tobb tumortipusban Ikirfd6]. A jelenséget a mitdzis
citokinezis nélkili terminaciojaval hoztdk Osszeafégbe, igy aneuploidia kialakulasaban
fontos tényeé lehet [24].

Az overexpresszi0 és a kinazt kédold, 20913 I6kaszlialdlhatd AURKA gén
amplifikacioja kozott szoros Osszefuggést irtak AJRKA génamplifikacidt eléként
emlstumorokban irtak le [3], majd a jelenséget tobhkbegialis tumorban — colon-, ovarium-

és hasnyalmirigy karcinoma - is megfigyelték [13].

2.1.2.Aurora C

A C és B tipusu kindzok nagyfoku hasonlésagot matgtaminosav-szekvenciajuk 83%-
ban megegyezik [9].

Az Aurora C-bl jelenleg kevés informéacié all rendelkezésre amatomban. Néhany
tanulmany a spermatogenezisben [25], az oogenezj@86§ a cirkadian ritmus és a cellularis
morfologia szabalyozasaban betoltott szerepétefjar].

Az Aurora A-tél és B-il eltérsen az Aurora C ésen szovet specifikus expressziét mutat.
Huméan szovetek a kinaz alacsony fokU expresszildjtibk prosztataban, lépben és
fibroblasztokban [10], magasabb foku expressziottekénormal placentaban, vastagbélben
és embben.

A kinaz expresszioja G2/M atmenetben a legmagasabbexpresszié anafazistol a
citokinezisig a centroszOmak kozelében detektalf28029].

Az Aurora C és B kinadzokkal kolcsdnhato fehérjehGENP, survivin, borealin) és
szubsztratok (H3 hiszton, CENP-A, INCENP és Borgakitzott nagy atfedés lathatd [30],
ami alapjan a két kinaz kompetitiv funkciojat feddézik [27].

A kinazt kdédol6 AURKC gén a 19q13.43 lokuszban bekedik el, delécigja és
atrende#dése szamos tumorban ismert jelenség [28], tovabipén 4 missense mutaciojat
figyelték meg tud adenokarcinomaban [31, 32].

A kinaz overexpressziojat hepatocellularis karciapmtid adenokarcinoma és

pajzsmirigy karcinoma sejtvonalakon figyelték mag,[33, 34].
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2.1.3.Aurora B

A kindz csalad jelenleg legintenzivebbtanulmanyozott tagja az Aurora. Human
sejtekben dchromosome passenger’ (CPfehérjekomplexenzimatikus alegységeként v
jelen [5, 11, 35]Masodlagoszerkezetét 8. Abraszemlélteti.

3. Abra Az Aurora B kinaz masodlagos szerke: [36]

activation
loop

A kindz expresszidja korai G2 fazistdl citokinezis végéig detektalha®dofazisban
kromoszomak mentén figyellfetmeg, metafazisban a bé&lscentromerikus régiokba

koncentralodik. Anafézisban a kézéplemezben, tzisban a kdzéptestben talalt [37] (4.
Abra).

4. Abra Az Aurora B (pirossal jelélve) cellularis lokalizaga a sejtosztodas sol [38].

10
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Legfontosabb szubsztratjai k6zé a kromatin kondabz&itokinezis és a mikrotubulus-
kinetochor kapcsol6 effektor molekulak tartozriakTablazat)

1. TablazatAz Aurora B kinaz szubsztratjai

Szubsztrat Funkcio Foszforilacios hely Referencia

Autofoszforilacio Thr232 [39]

CENP-A Auro.ra,B, bel§ centromerikus régidkba Ser7 [40]
lokalizalasa

Kromoszémak mozgatasa, mitotikus ors6

CENP-E s
elongacié

Thr422 [41]

EB2 MltOtlI(_u?_(,)rsok, m|kr,0tublflusok nem ismert [42]
dinamik4janak szabélyozasa

EB3 M|t0t|l<_u§_(?rsok, m|kr,otubL,|Iusok Serl76 [42]
dinamik4janak szabélyozasa

Serb, Serl5, Thr49,

Hecl Kinetochor protein Serss, Ser69. Serdd [43]
H3 hiszton Mitotikus kromatin kondenzacio Serl(n2Be [7, 44]
INCENP Aurora B targeting szabalyozasa Ser894,%5er8 [45]
MCAK Mikrotubulus depolimerizacio Thr95, Ser110, Serl19gi6]
MgcRacGAP 1 Mitotikus orsok kinetochorhoz kapcsolasa Ser38748 [47]
MKLP1 Plusz-vég orientalt motorfehérje Ser812, Ser814 ] [48
NSUN2 RNS metiltranszferaz Serl39 [49]
Shugoshin-2 Kromatidak kdzotti kohézid szabalyozasa Thr537 6Rbr [50]
Survivin Kinetochor fehérje, Aurora B aktivalasa rTh7 [51]
Ser6, Ser24, Ser38,
Vimentin [1l. tipusu intermedier filamentum Ser46, Ser64, Ser65, [52]

Ser72, Ser86

Forras: Kinasource UniProt adatbazis

Az Aurora B kinz legfontosabb funkcioi:
a) Kromoszdémakondenzacio elinditasa G2 fazisban Hadnsfoszforilalasaval
b) Erett centroméra struktira kialakitasa
¢) Kromoszémak mitotikus orsdkhoz val6 kapcsolasa
d) Citokinezis ebkészitése

A kinaz funkciéjanak kiesését kozvetlen 6sszefliggésoztak az aneuploidia, genetikai
instabilitas és tumorgenezis megjelenésével [8kimazfunkcié kisérletes gatlasa kapcsan
intenziv poliploidiz&ciot és apoptozist figyelteleg[37].

11
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Aurora B overexpressziot mRNS és fehérjeszinteméagfigyeltek ent-, colorectalis-,
vese- és prosztata daganatokban [13].

Az Aurora B-t kddolo AURKB gén a TP53 gén szomsagdban, a 17p13.1 lokuszban
helyezkedik el. A gén amplifikaciéjat vagy mutaéitmég nem irtak le [32].

Aurora B overexpresszid aneuploidia és a tobbmagjiek megjelenése kiléndsen p53
inszuffiencidval tarsulva gyakori [53], tehat az réwa B kindz deregulacio okozta
kromoszOma késés, valamint kromoszoma szegreghifidk p53 inszuffienciaval tarsulva

fokozott kockazatot jelentenek genetikai instahdlikialakulasa szempontjabol [54].

2.1.3.1.A CPC komplex

A sejtosztédas soran a normal, fajra jellénmoiditds megtartasa alapgetontossagu.
Daganatsejtekben gyakran taldlkozunk a kromoszéegasgacio hib4jabol fakadd
kromoszoma rendellenességekkel. Ezek lehetneks tkiegmoszomat érik, mint a teljes
kromoszOma nyerés és vesztes, vagy a kromoszomkkiusajat érind aberraciok [55].

A normal kromoszomaszam fenntartasaban fontos mmdspOmak megfelélkapcsolasa a
mitotikus ors6khoz, tovabba, hogy a testvér krodd@tiszétvalasztasa ne torténjen meg hibas
kapcsolas esetén, valamint hogy a citoplazma kitiéa ne kovetkezzen be a kromatidak
kozéplemezdl vald eltavolitasa étt. Ezeket a mitotikus szabalyozasi eseményekeP@ C
komplex szabalyozza [56].

Jelenlegi kutatasi eredmények alapjan a sejtekbgaidbb kétféle CPC komplex létezik:
az Aurora B-t és INCENP-t tartalmaz6 szubkomplexlamint az Aurora B-t, INCENP-t,
survivin-t és a borealin-t magaban foglalo holokéerp A komplex enzimatikusan aktiv
alegységét az Aurora B képezi, a masik harom fef@komplex targetingjének, valamint az
Aurora B enzimaktivitasanak a szabalyozasaértdel@?].

A CPC szerkezetét & Abraszemlélteti.

12
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5. Abra A CPC komplex sematikus szerke:

A survivin és a borealin az INCENP N termin

e

2 INCENP

. sz

A borealin és a survivin kdz6tt isés kapcsolodz
jon létre, a borealin N terminalis régio
keresztil. A  komplexen bellli fehé-
interakciokat fehér nyilhegyek jel6[58].

Survivin

A komplex © funkciéja a kromoszomak mitotikus orséhoz valo dsgpasa,és a
kapcsolasi hibak kijavitasa. /komplex fontos szerepet tolt ba kinetochor struktira

kialakitdsaban is [59].

A CPC az alabbiehérjecsoportok szabalyozasaban érir
a) SAC utvonal fehérjé Madl, Mad2, Bubl, BubR1, Mps1, Ce«E [60, 61]
b) mikrotubuluskinetochor interakciot szabalyozé fehér Ceny-E, Ndc80, Knl1,
Mis12, Zwilch, p15°"°® MCAK, Dam1, PIk1 [46, 62, 63]
c¢) Shugoshin fehérjecsalé Sgol, Sgo2 [64, 65]

Nem daganatos sejtekbé&n gyakranbekodvetkezik a kromoszémak és a mitotikus ol
nem negfeleb kapcsolédasaA kéros kapcsolédasok javitdsat, valar a javitashoz
szlukseéges iit biztositand6 anitotikus progresszid késlelteté, a kinetochor ellefrzési poit

aktivalasatbz Aurora B facilitalj (6. Abra)
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. . Sensed by Mis-segregation
ri ion : .
Orientatio checkpoint error if uncorrected
Amphitelic lEEIIEE:! NO None
Spindle
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v
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(ERROR) == YES % O
Merotelic
(ERROR) e N

Kinetochore checkpoint activity . High O Medium O Off

6. Abra A kinetochor ellefirzési pont aktivalasa kromoszomak nem megfetapcsolddasa [66]

Az ellerbrzési pont monotelikusr{onotelic- a két kromatida koziil csak az egyik kapcsoldditotikus orséhoz) és
szintelikus gyntelic— a két kromatida azonos centroszéma felé kapciglkapcsolodasi hiba esetén aktivalodik.
Merotelikus kapcsolédaskomgrotelic— az egyik kromatida mindkét centroszoma felé kalddlik), az elleérzési pont nem
aktivalodik.

Az ellersrzési pont aktivalédasanak leirdsara tébbféle nhaglakeretes [59]:

1. Modell: az Aurora B kinetochor szubsztratrél toidéenzio-fugd levalasa

Amennyiben a testvér kromatidak bipoléris elreddézsnek megfeléen kapcsolddnak, a
két kromatida kinetochor régidja kozotti tavolsaggyobb, az Aurora B kinetochor
szubsztatjaival nem kolokalizal, a kromatidak kdizé&nzié viszonylag alland6. Koros
kapcsolddaskor a feszulés cstkken vagy magkz az Aurora B és szubsztratjai ismét

egymashoz kozel helyédnek, ami destabilizacibhoz vezet [67].

14



IRODALMI ATTEKINTES

2. Modell: az Aurora B mikrotubulus-fliggzabalyozasa

Hasado élesékon végzett kisérletek eredményei alapjan bizosyitdgert, hogy a CPC
komplex hidat képez a mikrotubulusok és a kromos#onentromerikus régioi kozott [68].
Ebben a modellben alacsony tenzié az Aurora B i&signak kdszonh&n a mikrotubulus-
centroméra 6sszekottetés meggyengil. Helyes, biétikapcsolas esetén a tenzié ismét n
amely a komplex konformacié valtozaséat idézb,ebmi az Aurora B kindz gatlasat
eredményezi. A modell alkalmazasa human vonatkerasiem egyértelth hiszen a CPC
komplex ebben az esetben a Belsentromerikus régiokban talalhato, igy koézvetlen

o0sszekottetése a mikrotubulusokkal nincs.

3.Modell: az Aurora B aktivitAsanak valtozasa a centerikus heterokromatin

strukturalis valtozasanak figgveényében

A modell szerint a mikrotubulusok okozta tenzidgeled erét biztosithat a nukleoszémak
kitekeréséhez a centromerikus régidkban [69]. Bkamegvaltozik a CPC komplexek
eloszlasa a kromoszomak mentén, az Aurora B kikdiwitas csokken. Nem megfetel
kapcsolddaskor a tenzié cstkken, a CPC komplexieiitokoncentracioja megn annak a
valbszirisége, hogy egyik CPC komplex foszforildl egy mé&sielentsen megé, igy
fokozva az Aurora B kinaz aktivitasat.

2.1.3.2.Aurora B szerepe a mitotikus kromoszoma kondenzaciinicialasaban

A G2 fazisban sejtosztédasi stimulus hatasara wéghie kromoszoma kondenzéacié a
metafazisos kromoszoma-struktira kialakulasanak, d@gsejtosztédasnak elengedhetetlen
eléfeltétele. A folyamat evolucionalisan ésen konzervalt, a H3 hiszton Aurora B altali
foszforilalasaval indul [6]. Az Aurora B H3 hisztoal Serl0 pozicidban vald interakciojat
tobb munkacsoport is leirta [7, 70-72].

A foszforilaci6 immunfluoreszcencia és elektronro#zkopos vizsgalatok alapjan a
pericentromerikus heterokromatin régidkban Keiikl a G2 fazis korai szakaszaban,

szétterjed a teljes kromoszémakarok mentén, majthaisban eiinik [6] (7. Abra).
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Phosphorylated H3

7. Abra A foszforilalt H3 hiszton (H3S10P) cellularis ldizcioja a sejtosztodas sorge]

A foszforilacio a pericentromerikus régidkban kéditk, majd a foszforilacio végigterjed a
kromoszdmakarok mentén. A H3S10P a sejtosztédéskak fazisaiban jellegzetes mintazatot mutat
citologiai preparatumokon. Immunfluoreszcens jedpkealebar: 10um

A folyamat hisztoldgiai korilmények kdzott, immuskiokémiai modszerekkel is jol
kovetheb (8. Abra).

3 38 a d

8. Abra H3S10P cellularis lokalizacioja szovettani koriipek kozott

Immunhisztokémiai jel6lés, DAB reakcié hematoxytiattérfestéssel, 1000x nagyitas, sajat felvétel

Az Aurora B kisérletes gatlasa jelémtH3 hiszton foszforilacio (Serl0) cstkkenést
eredményez [73, 74], valamint ellenkeesetben, a kinaz overexpresszidoja kapcsan a
foszforilacid nagymeérték fokozédasat figyelték meg. Utdbbi jelenség nem felet)
kromatin kondenzéacibéval, kéros kromoszomakapcsalass szabalytalan mitotikus formak
megjelenésével tarsult HelLa sejtvonalon végzeérkitekben [9].

A kisérletes adatok alapjan az Aurora B kinazfualggrilése, up- és downregulacidja is a
mitotikus ellerdrzési pont gyengulését okozza. A kindzfunkcido gykége elégtelen
kromoszOma-kondenzacion, kromoszoma-késésen karesaheuploid sejtpopulaciok

megjelenéséhez vezet (lasd Kds).
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2.1.3.3.Az Aurora B kinaz expresszié malignus folyamatokban

Az Aurora B overexpressziojat toébb tumortipusbanirtde (2. Tablazat). A
munkacsoportok kozo6tt azonban nincs konszenzus:inaz kexpresszidjanak mertéke
kilonb6d modszerekkel kerilt meghatérozédsra, a kindz espigat a tanulmanyok
tobbsége 6nall6 markerként vizsgalja, az adott teenellemz sejtproliferacios aktivitassal
valé viszonyat nem veszi figyelembe. Az overexmiEsa vonatkozO hatarérték

meghatarozasa@en szubjektiv.

2. TablazatFokozott Aurora B expressziéval tarsulo tumorok

Tumor tipus Referencia
Hepatocellularis karcinoma [75]
Fej-nyaki laphamrak [76, 77]
Prosztata daganat [78, 79]
Heredaganatok [80, 81]
Colorectalis daganatok [82]
Emlékarcinoma [83]
Astrocitoma [84]
Vilagossejtes vesekarcinoma [85]
Akut myeloid leukemia (AML) [86]
Non-Hodgkin limféma [87]
Nem-kissejtes tiittak [88, 89]
Pajzsmirigy karcinoma [90]
Endometrialis karcinoma [91]

Sorrentino és munkatarsgP0] pajzsmirigy karcinoma mintdak Aurora B exprass
szintjét vizsgaltak a sejtproliferacios aktivitdsggarhuzamosan immunhisztokémiai és
Western-blot modszerekkel. Az immunpozitiv sejtekdzalékos aranyat az 0sszes
tumorsejthez viszonyitva hataroztak meg.

Eredményeik szerint normal pajzsmirigy szovet éa neoplasztikus elvaltozasokban a kinadz
expresszioja nem detektalhatd, mig a tumorsejtintiss kinaz-expressziot mutattak. Az
Aurora B pozitiv sejtek ardnya immunhisztokémiai dseerrel 10 papillaris pajzsmirigy
karcinoma (PTC) mintaban (ateg§D) 2,3:0,4 %, 10 follicularis pajzsmirigy karcinoma
mintaban 2,80,4 %, 15 anaplasticus pajzsmirigy karcinoma miataB9.&3.4 % aranyban
volt detektalhat6. A sejtproliferaciés aktivitagllgmz Ki67 expressziot ugyanezekben a
mintakban (atlagSD) 3,20,5 %, 3,&0,6 %, és 43;86,6 % aranyban figyelték meg.
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A szerdk eredményeik alapjan az Aurora B kindznak progiikisz jelentséget
tulajdonitanak. Sejtvonal kisérleteikben a kindzéKetes blokkoldsa jelérst mértékben
redukalta az anaplasticus sejtek noévekedését, azérurora B kinazt igéretes terapias

targetként irjak le.

Qi és munkatarsdi77] 40 formalin-fixalt paraffinba agyazott sz&gi laphadmrak mintan
immunhisztokémiai modszerrel tanulmanyoztak az At és a Ki67 fehérjét expresszalod

sejtek aranyat. Kontrollként 6 normal mucosa mihtgznaltak.

Az Aurora B és Ki67 proteinek emelkedett expregazi@laltak normal epithelialis szévethez
viszonyitva (Aurora B: atlagSD: 16.38.5 % laphamrak mintakban és #149 % normal
epithelialis szbévetben; Ki67: laphamrakban 498.1 % és 134#2.9 % normal epithelialis
szOvetekben). A két paraméter kozotisekorrelaciot talaltak (R:0,69).

A legintenzivebb Aurora B expressziot rosszul défeialt tumorokban figyelték meg.
Adataik szerint jelerds kinaz expresszido mutathaté ki a nyirokcsomoé ekt szarmazo

mintakban is.

Kurai €s munkatarsg91] tanulmanyukban 40 normal, 30 hyperplasticug &snalignus
endometrium minta Aurora B expresszidjat hasonéikobssze immunhisztokémiai, western-
blot és RT-PCR mddszerekkel.

Az Aurora B kinazt expresszaldé sejtek aranyat potas indexkéent (PI) adtak meg, a
kovetked formula szerint: intenziv jelolést mutato sejteliregyaxl + gyengén pozitiv sejtek
aranyax0,5. Az overexpressziora vonatkozo hat&etrtél=20 értéknél allapitottdak meg. Az
rataval.

Az Aurora kindz B endometrium ciklustdl valo fliggésallapitottak meg. A kinaz
expresszidjat a proliferacios fazisban talaltdlegmagasabbnak, mig a szekrécids fazisban a
kinaz expresszi6 szignifikans cstkkenését lattakloEhetrium karcinoma mintakban a kinaz
expresszioja alacsony volt. Az Aurora B fokozotpeesszidjat rossz progndézissal tarsitottak

szemben az Aurora B negativ karcinoma mintakkal.

Garcia-Fernandez és munkacsopor{jg6] az Aurora B kindz és a Ki67 expresszioja
mellett mas, a sejtciklus szabélyozasban érinéderiék, mint az Aurora A, p53 és survivin
expresszidjat vizsgaltak 259 laryngealis laphammdiktaban. Kisérleteikhez formalinban
fixalt paraffinba agyazott mintakat hasznaltak,edérjék expresszidjat immunhisztokémiai

modszerrel vizsgaltak. A fehérjeexpresszié kvaddlasara multiplikativ expresszios indexet
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(MEI) hasznéltak, melyet a kovetkeZormula szerint hatdroztak meg: intenzit{gsore”
(negativ: 0; gyengén pozitiv: 1; kbzepesen pozifivelsen pozitiv: 3) + pozitiv sejtek
aranya (negativ: 0; 1-33 %: 1; 34-66 %: 2, 67%-108% Az Aurora B overexpresszidjat
MEI>4 érteknél hataroztak meg.

Korrelaciot talaltak a fokozott Aurora B expresszés a tumor rekurrencia kozott.
Eredményeik alapjan az Aurora B overexpresszio&eduld mintakban a betegek tulélési

ideje szignifikdnsan kevesebbnek bizonyult.

Lin és munkatarsaj75] 160 hepatocellularis karcinoma mintan vizsgélaz Aurora B
expressziot RT-PCR-rel és Western-blottal. Az Aar®& mellett vizsgaltdk az Aurora B
MRNS szinteket, tovabbéa a p53pekatenin génjeinek mutécids analizisét is elvédezté
A mintak 61 %-aban lattak az Aurora B overexpriggdiz A kindz expresszio fokozédasat
agressziv tumor fenotipusok megjelenésével hozakebiiggesbe. Az emelkedett Aurora B
expresszio ésébb klinikopatoldgiai paraméterek kdzottosrkorrelaciot lattak: emelkedett
szérum AFP szint (p<0,0001), tumor méret (p=0,0Rinor gradus (p=0,0007). Az Aurora
A-hoz hasonléan az Aurora B overexpresszo és artowdzio €s az intrahepaticus metastasis
képzés kozott is 6sszeflggest talaltak. Pozitivetaciot talaltak az Aurora B overexpresszio

és a p53 valamint grkatenin mutaciok megjelenése kdzott.

Ikezoe és munkacsoportj@2] kisérleteikben az Aurora B kindz expresszidjasgalta

immunhisztokémiai moddszerekkel. Tanulmanyukba 2ffazi nagy B-sejtes limféma
(DLBCL), 7 Burkitt-limfoma (BL), 13 follicularis Imfoma (FL), 4 kbpenysejtes limfoma
(MCL), 3 mucosa asszocialt limféoma (MALT), 11 féttkori T-sejtes limfobma (ATL), 9
periférias T-sejtes limféma (PTCL) és 3 Hodgkinftima (HL) mintat vontak be.
A legintenzivebb és legnagyobb foku Aurora B peitdst DLBCL (10/21 minta) és BL
mintakban (6/7 minta) detektaltak. FL (12/13 mintdCL (1/3 minta) és MALT (1/3 minta)
mintakban a kinaz kdzepes expressziojat detektahdd. mintak koézil 8-ban nem volt
detektalhatd kindz expresszid, tovabbi 3 minta ggepozitivitdst mutatott. PTCL mintak
kozul 3 bizonyult Aurora B negativnak, 5 mintdbaedig gyenge pozitivitast lattak. Az
Aurora B expresszi6 és a klinikai statusz kozdis deorrelaciot figyeltek meg.

Az Aurora A kinaz mRNS overexpressziojat mar 198n-negfigyelték és dsszefliggésbe
hoztak az endidaganatok kialakulasaval [93]. Az Aurora B expré§ar embtumorokban
kevés munkacsoport vizsgdalta, a tudomanyos figyelekabb az Aurora A kinazra

dsszpontosul.
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Nadler és munkacsoportj4] 638 primer enditumor mintaban valamint 9 sejtvonalon
vizsgéltak az Aurora A és B kindz expresszidjat imhisztokémiaval és Western blottal.
Az Aurora B expresszidjaban a sztkzrendkivili variabilitast figyeltek meg. A fokoZot
Aurora B expresszids értekek és a tumor korai étbtn vald megjelenésével, a magas
nuclearis gradussal, alacsony 0sztrogén-recepfmesszioval és nyirokcsomé érintettséggel
korrelaltak. A kinaz expresszidja a betegek tuléiéejét szignifikans meértékben nem

befolyasolta.

Az Aurora kindzok aberrans expresszioja szamosnkidl#® tumortipusban leirasra kerdilt.
A jelenséget Osszefliggésbe hoztak az agresszivrtdemmtipus megjelenésével. A
megfigyelések alapjan a kinaz csalad Uj-generécaidmrellenes szerek fejlesztésének fontos

célpontjava valt.

2.1.3.4.Aurora kinaz inhibitorok (AKI)

A kindzok leirasat kovét 10 éven belil mar tobb mint 10 kinadz ellenes damnilt
Kiprobalasra.

Az Aurora kinaz inhibitorok ATP kompetitiv moédonthak. Bar az Aurora kindzok ATP
koté helyei nagyfoku hasonlésagot mutatnak, adkély térszerkezetének kulonlészge
meégis lehdiséget nyujt szelektiv gatloszerek alkalmazasarp [95
A dolgozat megirasakor tébb mint 30 kulénbo&urora kindz inhibitor van kulonbéz
fazisban 166 preklinikai és klinikai tanulmanyokban.

A jelenleg kulonboé preklinikai és Kklinikai vizsgalatok kilonbdZazisaiban let Aurora

kinaz inhibitorokat 8. €és4. Tablazafoglalja 6ssze.

3. TablazatSzelektiv Aurora kinaz inhibitorok

Inhibitor Fejleszté Target Alkalmazés Fejlesztési fazis

MLN8237 Milliennium Aurora A solid tumorok  Fazis Il
leukemia

ENMD-2076 EntreMed Aurora A solid tumorok Fazis Il
myeloma

MK-5108 Vertex Aurora A solid tumorok Fazis |

AZD1152 AstraZeneca Aurora B solid tumorok Fazis I
AML

Hesperadin Boehringer  Aurora B Fazis |

Ingelheim

Forras: Kollareddy et al, 2012 [96]
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Inhibitor Fejleszté Target Alkalmazéas Fejlesztési fazis

PHA-739358 Nerviano Aurora A solid tumorok Fazis Il
Aurora B CML
Aurora C

CYC116 Cyclacel Aurora A solid tumorok, Fazis |
Aurora B
Aurora C

SNS-314 Sunesis Aurora A solid tumorok Fazis |
Aurora B leukemia
Aurora C

VX-680 Vertex Aurora A solid tumorok Toxicitas miatt
Aurora B felfiggesztve
Aurora C

AT9283 Astex Aurora A solid tumorok Fazis Il
Aurora B CML

AML

R763 Rigel Aurora A solid tumorok Fazis |
Aurora B
Aurora C

PF-03814375 Pfizer Aurora A solid tumorok Fazis |
Aurora B

GSK1070916 GlaxoSmithKline Aurora B solid tumorok Fazis |
Aurora C

AMG-900 Amgen Aurora A solid tumorok Fazis |
Aurora B
Aurora C

PHA-680632 Nerviano Aurora A solid tumorok Preklinikai
Aurora B leukemia
Aurora C

VE-465 Merck Aurora A hepatocellularis Preklinikai
Aurora B karcinoma
Aurora C

JNJ-7706621 Johnson Aurora A solid tumorok Preklinikai
Aurora B melanoma

CCT129202 Chroma Aurora A solid tumorok Preklinikai
Aurora B

Telik's dual AKI Telik Aurora A solid tumorok Preklinikai
Aurora B

AKI-001 Roche Aurora A  solid tumorok Preklinikai
Aurora B

ZM447439 Astra Zeneca Aurora A Preklinikai
Aurora B

Forras: Kollareddy et al, 2012 [96]
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ZM447439 pén-Aurora kinaz gatloval végzett kiséhef61] bizonyitjdk, hogy a nem
szelektiv Aurora kindz géatlok alkalmazédsa Aurorad@&fektiv fenotipust eredményez. A
szerdk eredményeik alapjan az Aurora B kinazt tartjadrégesebb terapias célpontnak.

Az elvégzett és jelenleg is folyamatbandéisérletek tanulsaga alapjan ez idaig egyik
AKI sem felelt meg maximalisan a klinikai alkalmatfisag kbvetelményeinek.

Problémat jelent a tumorsejtekben kialakul6 AKlisetencia. A rezisztencia kialakulasdnak
pontos biolégiai hattere jelenleg nem ismert. Fetien a target kindz mutéciéja vagy
overexpresszidja kovetkeztében megvaltozott kinakdio allhat a jelenség hatterében.

A kindz inhibitorok hatdsossdganakéjelzése szempontjabol fontos lehet a kinaz
overexpresszié pontos definidlasa. Jelenleg a kométirodalmi adatok nem egységesek, az
Aurora B overexpressziot kulonbdmodszerekkel (western blot, ELISA, PCR) hatarozzak

meg, egyéb sejtkinetikai paraméterek figyelembeleatelkil.

2.1.3.5.Aurora B mint prognosztikai és prediktiv marker

Az Aurora B expresszio prognosztikai és prediktherspéél az irodalomban kevés
informacio all rendelkezésre.

A megjelent tanulmanyok kedwvéien prognosztikai jelnek tekintik az Aurora B
overexpresszid megjelenését hepatocellularis kamtéban, fej-nyaki daganatokban,
endometrium karcinomaban, &ikadrcinomaban, chondrosarcomaban és non-Hodgkin
limfémaban [75-77, 91, 92, 94, 97, 98].

Az Aurora B prediktiv szerepét ovarium karcinomalésnhepatocellularis karcinomaban
vizsgaltak.

Beussel és munkatard&@9] elbrehaladott (FIGO Il stadium) serosus ovarium kaoonas
recidivamentes (RFS) és teljes tuléléssel (OS) miala az Aurora B expresszidval
osszefiiggésben. Osszesen 18 nem neoplasztikusimavas 80 ovarium karcinoma minta

Aurora B expresszidjat hataroztdk meg immunhisztogemaodszerrel.

A nem neoplasztikus mintak egyikében sem volt kathdtd Aurora B expresszid, mig az
ovarium karcinoma mintak tulnyomo toébbsége (79/80ta) Aurora B expressziot mutatott.
Eredményeik alapjan az Aurora B pozitiv betegekidigamentes tulélése szignifikdnsan
kedvedbbnek bizonyult taxan-bazisu terapia mellett, magipa-bazisu terapia és az Aurora

B expresszioja kozott 6sszefliggést nem mutattak ki.
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Hetland és munkacsoport[d00] szintén drehaladott (FIGO llic, IV stadium) primer és
metasztatikus serosus ovarium karcinoma mintdk raur® expresszidjat vizsgalta,
kemorezisztencia kialakulasaval és tuléléssel disggésben. 38 primer tumorbdl, 44 solid
metasztazisbodl és 88 effuziobdl szarmazd tumoraniirora B mRNS szintjét hataroztak
meg gRT-PCR modszerrel. Az Aurora B kindz exprégdzi fehérje szinten,
immunhisztokémiai mddszerrel is meghataroztak. Aakifokozottabb expresszibjat lattak
kemoterapia ékt (platina-bazisu és paclitaxel), az expressziterapia hatasara csokkent.
Eredményeik alapjan azokban a tumorokban, amelyaks@ny Aurora B expressziot

mutatnak, gyakrabban alakult ki rezisztencia aalallazott kemoterapias szerekkel szemben.

Tanaka és munkatarsgl01] hepatocellularis karcinoma mintdk Aurora Bpeesszios
adatait elemezték. 107 beteg primer hepatoceltulkarcinoma mintajat vizsgaltdk meg

immunhisztokémiai modszerrel.

Adataik szerint normal majszévetben nem volt deétbleté Aurora B kindz expresszid, mig
tumoros szovetekben ez gyakori jelenségnek bizonfaredményeik alapjan az Aurora B

expresszio szintje ésen 6sszefligg a tumor varhaté rekurrenciajaval.

Az Aurora B sokrét mitotikus regulator szerepe, valamint upregulaitdk funkcidja
kilénb6d tumoros folyamatokban is ismert, ezért a tumoersgs szerek fejlesztésének
igéretes célpontja. Az AKI inhibitorok célcsoponigk meghatarozasa azonban nem
egyertelnii: a legbbb indok azon a megfigyelésen alapszik, ami szeaimtAurora B
overexpresszidja sok tumor kozos jelldipez Az overexpresszid definialasaban azonban
jelenleg nincs konszenzus, a kindz expresszid ébhinddszerrel keril meghatarozasra
MRNS vagy fehérjeszinten. A kinaz expressziojatliénbiomarkerként vizsgaljadk, mas

tényedket nem vesznek figyelembe.
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3. Célkitiizések

Vizsgélataink az agressziv malignus folyamatokbgakgri aneuploidia és az Aurora B
kindz funkcid kozotti 6sszefliggés megértését calozt

Kisérleteinkben az Aurora B és a kinazzal kolcstinHahérjék expressziojat szoéveti
szinten, immunhisztokémiai modszerekkel vizsgalinkaziv embkarcinoma é€s agressziv
limfébma mintakon.

A 17-es kromoszdéma, valamint az AURKB és TP53 géagkaszamat fluoreszcencia in
situ hibridizaciéval vizsgéltuk. A 17-es kromoszOmm@euszomiaja és az aneuploidia kdzott
erds Osszefuggest irtak le [102]. A 17-es kromoszomeuszOmia mellett meghatarozasra
kerilt a mintak ploiditasa is, aramlasi citometriadszerrel.

Egyik legfontosabb célunk egy olyan prediktiv ékikbiré cellularis biomarker leirdsa

T

hatasanak predikcidjat leléet teszi.

A kisérletes munka alapjat képezélkitizések a kovetkéxk:
1. Aurora B expresszidjanak vizsgélata invaziv duamhor €s agressziv B-sejtes
limféma mintakon immunhisztokémiai médszerekkel
1.1. Aurora B overexpresszi6 definiadlasa hisztologiaikdények kozott
1.2.Aurora B expresszid6 0Osszefliggése az adott mintdprekderacios
aktivitasaval
1.3.Aurora B kinaz legfontosabb upstream és downstrk@dizsdnhato fehérjék
expresszidjanak vizsgalata
2. Invaziv emitumor és limfobma mintdk FISH analizise AURKB, TEBS3CEP17
specifikus DNS szondakkal
2.1.Vizsgalataink egyik d céljaként meg kivantuk vizsgalni, hogy az Aurora B
overexpresszio hatterében talalhato-e AURKB génidikdatio
2.2.Az AURKB génnel 17p13.1 I6kuszban szomszédos TR&3 gatuszanak
vizsgélata
2.3.17-es kromoszoma koépiaszambeli eltéréseinek, vatama mintak
ploiditasanak vizsgalata
3. Aurora B overexpresszié és aneuszémia osszefligdegesgalata
4.Vizsgalataink soran kapott eredmények O0sszevetdsdegek klinikai adataival
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4. Anyag és Modszer

4.1.Vizsgalatba bevont betegcsoportok

4.1.1.Invaziv emlékarcinoma mintak

A DEOEC Pathologiai Intézetében 2009-2010 ko6zottagdosztizalt invaziv
emlokarcinoma kozil 50 szovettanilag alkalmasnak imgibta kertlt elemzésre. Minden
mintabol formalinban fixalt, paraffinba dgyazotHFE) szdvettani minta készult.

Emlékarcinoma mintakhoz megfetekontroll csoport (normal eribsl szarmazé szévet)
nem allt rendelkezésre.

A mintak klinikopatologiai adatait & Tablazafoglalja 6ssze.

5. TablazatA vizsgalatba bevont editarcinoma mintak klinikopatoldgiai adatai

Mintak szama

Szovettani tipus IDC ILC
Molekularis altipus
Luminalis A 27 5
Luminalis B 4 0
HER2 tipusu 8 0
Tripla negativ 6 0
ER statusz
negativ 14 0
pozitiv 31 5
PR statusz
negativ 21 2
pozitiv 24 3
c-erb-B2 ,score”
- 14 2
+ 10 1
++ 12 2
+++ 9 0
HER2 amplifikacio
negativ 32 5
pozitiv 13 0
Osszes minta 45 5
Kor (atlagtSD)
Nem NG6: 49  Férfi: 1

IDC: invaziv ductalis karcinoma; ILC: invaziv lolauis karcinoma; ER: &sztrogén receptor; PR: pragesz
receptor
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A kivalasztott 50 enflkarcinoma minta kozil szovettani besorolas alagfarductalis, 5
lobularis invaziv emikarcinomanak bizonyult.

Molekularis osztalyozast kovien 32 minta luminalis A (ER pozitiv, PR pozitiv, RE
génamplifikacio negativ, Ki67 expresszald sejteknga kevesebb, mint 20%), 4 minta
luminalis B (ER pozitiv, PR pozitiv, HER2 génamibifcié pozitiv és/vagy Ki67 expresszio
>20 %), 8 minta HER?2 tipusba (ER negativ, PR neghtER2 génamplifikcié pozitiv),
tovabbi 6 minta tripla negativ (ER negativ, PR tiegaHER2 génamplifikacié negativ)
altipusba volt sorolhato.

Osztrogén receptor pozitivitdst ©sszesen 36, peoges receptor pozitivitdst 27
szovettani mintdban lattunk. Az 50 mintabdl 16 m@id@n nem volt detektalhaté c-erb-B2

expresszio. HER2 génamplifikaciot 13 mintaban fitiygk meg.

4.1.2.Limfoid eltérések

Kisérleteinkbe a DEOEC Pathologiai Intézetében 28682012 kozott diagnosztizalt
agressziv B-sejtes limfdma esetek koziul 50 kerékobasra. Az mintakbdl formalinban
fixalt, paraffinba agyazott szévettani mintak kétei

A bevalasztott mintdk kézul morfoldgiai €és immurdtekkémia jellegzetességek alapjan 41
diffiz nagy B-sejtes limfoma, masképp nem spedifi@@LBCL, NOS) szdvettani diagnozist
kapott, 3 minta ALK+ anaplasticus B-sejtes limféra&émizonyult (B-ALCL), 3 minta primer
mediastinalis nagy B-sejtes limfémaként, tovabhinihta borderline DLBCL — klasszikus
Hodgkin limfémaként kertilt leirasra.

A DLBCL, NOS mintakon belill a Hans-féle kritériumdRk03] (9. Abra) alapjan két
alcsoportot hoztunk létre: a centrum germinativUBCB) €s nem centrum germinativum

(non-GCB) immunhisztokémiai fenotipust mutaté cstgat (6. Tablazat).

GCB non-GCB

CD10 MUM-1

BCL-6 GCB

non-GCB

9. Abra Hans algoritmus
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6. TablazatAgressziv B-sejtes limfoma mintak klinikopatolGgparaméterei

s . Stadium
Mintak szama | " " v NA
Szovettani tipus
DLBCL, NOS, non-GCB 29 1 6 3 13 6
DLBCL, NOS, GCB 14 1 2 3 5 3
PMBL 3 0 1 0 1 1
B-ALCL 3 0 1 1 0 1
Borderline DLBCL-CHD 1 0 0 1 0 0
Osszes minta 50
Kor (atlagtSD) 55,316,1
Nem
NG 22
Férfi 28

DLBCL: diffaz nagy B-sejtes limfoma; NOS: not otlése specified; non-GCB: nem centrum
germinativum eredet; GCB: centrum germinativum g{pBMBL: primer mediastinalis nagy B-
sejtes limfoma; B-ALCL: ALK+ nagy B-sejtes limfomaHD: klasszikus Hodgkin limféma;

NA:nincs adat

Az eredmények verifikalasa és archivalasa céljabdlintak szoveti microarraybe (TMA)
is beadgyazasra kerultek.

Kontroll csoportként 10 reactiv follicularis hypéapiat mutaté nyirokcsomd mintat
hasznaltunk. Kontroll mintdinkat formalinban valé&last koveben szintén paraffinba

agyaztuk. TMA blockjainkba 6 - 6, két kontroll méidl szarmazé szévethenger kerult.

4.2.Sz0Oveti microarray

Immunhisztokémiai eredményeink verifikdlasara ahdsknalt mintakbdl szoveti
microarrayt hoztunk létre.

Hematoxylin-eosin (HE) festett metszeteken a repregtiv régiok jeldlése utan az egyes
paraffinos blockokbdl TMA Master készuléek (3DHidtelkft, Magyarorszag) segitségével 3-
3db, egyenként 1 mm atnd¢ii szovethenger kerult eltavolitasra, majd aéké&sbzitett
recipiens blockba val6 beillesztésre. A multiblodia tajékozdédast megkdnnyiténchajbol
szarmazd szOvethengereket épitettiink. Az egyesemigerek koordinatait TMA Master
1.0 szoftver (3DHistech Kft, Magyarorszag) segiéséq rogzitettik.

A szovethengerek és a recipiens block Uregei kdadtkes réseket olvasztott (56 °C)

paraffinnal toltottuk ki.
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4.3.Immunhisztokémiai vizsgalatok (IHC)

Immunhisztokémiai (IHC) modszerrel a FFPE mintakddrmazo szévettani metszeteken
meghataroztuk a teljes proliferal6 sejtfrakciéti-4¢i67 (MIB-1 klon, a tovabbiakban MIB-1)
antitest alkalmazasaval, valamint az Aurora B, isimvés foszforilalt H3 hiszton (H3S10P)
pozitiv sejtfrakciokat.

Az immunhisztokémiai jeldléseket 3 um vastag, adigtargylemezre (SuperFrost Ultra
Plus®, Menzel-Glaser, Németorszag) fixalt szovetitsmeteken végeztik. A jeldléseket a
gyartok altal javasolt protokoll szerint végeztiikviden: a metszetek deparaffindlasa (xilol,
2x3 perc) utan a metszeteket rehidraltuk (leszallkoholsor, 3-3 perc) majd magas
nyomason feltartuk (maximalis nyomason 3 perc)efézek mosasa (1xTBS, 2x5 perc) és
blokkolasa (1% BSA, 0,1% NP-40 in 1xTBS 120") ufaltseppentettik a primer antitestet.
Az alkalmazott antitesteket és higitasokat Tablazatfoglalja 6ssze. 2 6ra inkubalast
kovetben a nem k@dott antitesteket 1xTBS-sel lemostuk, majd a meéskzeszekunder
antitesttel 40 percig inkubaltuk. A nem &d6tt szekunder antitesteket 1xTBS oldatban
lemostuk (2x5 perc). Az antigén-antitest ddi#sek vizualizalasa DAB kromogén
alkalmazasaval tortént (0,02 viv% DAB DAB pufferbeszemkontroll mellett). A
metszeteket csapvizzel olitettiik, majd hematoxytiattérfestést veégeztink (Gill |l
hematoxylin, 5 masodperc, 6blités csapvizzel, nuggztillalt vizzel). A metszeteket ezt
kovetben dehidraltuk (acetonos, majd xilolos 6blités x&ts majd xilolbazisi médiummal

(Surgipath Micromount, Leica Microsystems, Némezagy fedtik.

7. TablazatIHC vizsgalatokhoz hasznalt antitestek és epitdad kitek

Primer antitest Higitas Epitép feltaras Szekunder atitest Kromogén
egér anti-Ki67
(MIB-1 klén) 1:600
DAKO*! Envision FLEX
detection system, DAKO
egér anti-survivin 1:300 EnVision™ .FLEX
AbCanf ' Target Retrieval

Solution, pH6, DAKO
Super Sensitive™ One- DAB

nyul anti-Aurora B Step Polymer-HRP IHC

AbCam 1:300 Detection System,
BioGenex

nyul anti-H3 EnVision™ FLEX -

hiszton (foszfo- 1:1000 Target Retrieval Egtvel ilt(i)onnFsLEém DAKO

Ser10) AbCam Solution, pH6, DAKO y '

1 DAKO, Dania
2 AbCam Plc, UK
% BioGenex, USA
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A jelblések kiértékelését Leica DM 2500 fénymikrodapal aFénymikroszkopiaészben
leirtaknak megfeléen végeztik.

4.4.Fénymikroszkopia

A MiIB-1, Aurora B, és survivin pozitiv sejtfrakciolszazalékos aranyat az 6sszes
tumorsejthez viszonyitva hataroztuk meg.

A H3S10P expresszalé mitotikus sejtek szamat 10/ magyitasa latétérre (/10 HPF)
vonatkoztatva hataroztuk meg.

Kontroll mintadinkban a vizsgalt fehérjék expresgm@k meghatarozasa a centrum
germinativumokban toértént. Mintanként 10 centrummgeativumot értékeltiink.

Az Aurora B jelents sejtproliferaciotol valé befolyasoltsagat figyalee véve a fehérje
overexpresszidjanak definidlasahoz egy indexetumbziétre, amelyet az Aurora B és MIB-1
immunpozitiv sejtek hanyadosaként hataroztunk mdgi (ndex).

Limfobma mintak Aurora B overexpressziora vonatkazd off értékét kontroll mintaink
adatai alapjan, AMI szamtani k6zép+2SD képletedlaliazva 0,5-nél hataroztuk meg.

Invaziv embkarcinoma mintdkban - nem lévén megfédel definialhaté kontroll csoport
- az Aurora B overexpresszio hatarértékét irodaldatok alapjan [104] 0,3 feletti értékeknél
hataroztuk meg.

A mitdzis index meghatarozasa HE festet metszdaglam, a mitotikus formak szamanak
megadasaval tortént, 10 nagy nagyitasu latétérben.

Reactiv follicularis hyperplasia mintdkban a ki&ekst a centrum germinativumokban

végeztuk.

4.5. Fluoreszcencia in situ hibridizacié (FISH)

A TP53 gén és 17-es kromoszéma kopiaszamanak néeghasara LS| TP53/CEP17
(Abbott Laboratories Inc, USA), ‘SpectrumOrange’ &pectrumGreen’ fluoroférokkal
direkten jelzett DNS szondat alkalmaztunk.

Az AURKB génstatusz meghatarozasahoz PoséitidRepeat Fre®' AURKB/SE17
(Kreatech Diagnostics, Hollandia), ‘PlatinumBrigh@ illetve ‘PlatinumBright495’
fluoroférokkal konjugalt DNS szondak segitségéwahinoztuk meg.
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A FISH-t a gyartdk altal javasolt protokollok aldpjvégeztik el. Roviden: azitn vastag
metszeteket NeoClear-ben deparaffinizaltuk (MeN&metorszag, 3x10 perc), majd Abbott
DNS szonda alkalmazasa esetén 0,2 M HCl-lel kez€RQ perc). Ezt kovéen a lemezeket
0,8 M NaSCN (20 perc, 80°C) és 0,4 m/V% pepszirattdd (10 perc, 37°C) kezeltik. A
lemezekre 5-5ul DNS szondét tartalmazé hibridizacios elegyet pseapettink. A
kodenaturaciot TP53/CEP17 szonda esetén 75°C-orpetfig, AURKB/SE17 szonda
hasznalatakor 80°C-on 5 percig vegeztik. A hibédias 1épés mindkét DNS szonda
alkalmazasakor 37°C-on tortént egy €jszakan atodekaturacios és hibridizaciés lépések
ThermoBrite (Abbott Molecular) félautomata hibridczés kamra segitségével torténtek.

A nem ko6dott szondak lemoséasara a gyartok altal ajanlogampoffereket (0.3% Triton
X-100/2xSSC és 2xSSC) alkalmaztuk. A sejtmagokéfgst DAPI-t (1000 ng/ml, Abbott
Molecular ill. Kreatech Diagnostics) hasznaltunk.

Emiétumor mintak HER2 génamplifikacios és 17-es kromasa kdpiaszam statuszanak
meghatarozasa DAKO HER2 FISH PharmDx (DAKO, Dakitigl tortént. A konvencionalis
FISH eredményeit DAKO HER2 Instant Quality FISH BhBx (DAKO, Dénia) kit
alkalmazasaval meg#sitettik.

A HER2 FISH-t a gyarté altal javasoltaknak megi@del végeztik. Roviden: az FFPE
metszeteket deparaffinadlas és rehidralas utan MIESRkezeltik (10 perc forrasponton
mikrohullamu sitben, majd 15 perciités szobatn). Ezt kdveben a metszeteket pepszin
oldattal kezeltik, konvencionalis PharmDx esetémefetig szobatn, IQFISH kit esetén 20
percig 37°C-on. A denaturaciot 82°C-on 5 percig eatgk konvencionalis-, 66°C-on 10
percig IQ FISH kittel. A hibridizaciosdmérseklet mindkét kit hasznalatakor 45°C, Pharm Dx
kit esetében az inkubaciot overnight, IQFISH esatébedig 90 percig végeztik. A be nem
kotodott DNS szondak lemosasa mindkét kitteringent wash buffertel, 10 percig tortént
65°C-on-on. A sejtmagokat DAPI-val festettik (10@3ml, DAKO).

A beko6dott DNS szondakat Zeiss Axio Imager Z2 fluoreszcemikroszképpal

detektaltuk, &luoreszcens mikroszkopiészben leirtaknak megfeleh.

4.6.Fluoreszcens mikroszképia

A FISH kiértékelését Zeiss Axio Imager Z2 fluoremas mikroszkdppal (Zeiss,
Németorszag), 63x olaj-immerzidos objektivvel (Zeid$A: 1,4) és lIsis (Metasystems,

Németorszag) képalkotd rendszerrel végeztik.
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Az embkarcinoma mintdk invaziv régioibol 100-100, limférmaintak reprezentativ

régidibol 50-50 tumoros sejtmagot értékeltiink.

A 17-es kromoszOma statuszat az alabbiak szeratdmuk meg:
a) diszémia: follicularis hyperplasia mintdkon megfigyelt attey sejtenkénti
kromoszOmaszam alapjan hataroztuk meg:
atlagos kromoszéma kopiaszam+2SD=1,814+2x0,081=1,98
b) hiperdiszémial,98 és 2,3 atlagos sejtenkénti kromoszdémaszafittktz
c) trisz0mia: 2,3-3,3 atlagos sejtenkénti kromoszdémaszam kozott
d) tetraszémia3,3-4,3 atlagos sejtenkénti kromoszémaszam kdzott

AURKB és TP53 géneket deletaltnak tekintettilk, amyédoen a 17-es kromoszoma
képiaszamahoz viszonyitott szamuk kevesebb voitt B.
A HER2 gént amplifikdltnak tekintettik, amennyiben 17-es kromoszdémaszamhoz

viszonyitott relativ kopiaszam nagyobb volt, mirg.2

4.7.Sejtek DNS tartalmanak meghatarozasa aramlési citostriaval (ploiditas

vizsgalatok)

A B-sejtes limfoma és reaktiv nyirokcsomé mintak ®rartalmanak meghatarozasat a
DEOEC Biofizikai és Sejtbiologiai Intézetében, FFPmintakbdl izolalt sejtmag
szuszpenzidkon végeztik el.

A sejtmag szuszpenziokat a Hedley altal leirt geoloak [105] megfelélen preparaltuk,
apré6 modositasokkal. A paraffinos széveti blockdkbd darab 50um vastag metszetet
készitettiink, melyeket Eppendorf csdvekbe helydztDeparaffinalas utan (NeoClear, 3x10
perc) a mintakat gyakori, &eljes vortexelés mellett 0,8 m/V% pepszin oldatedeltik (120
perc, 37°C). A szuszpenziOkat 50m porusatméijiic nylonmembranon at8mtik. A
sejtmagok lecentrifugalasa utan (3000 g, 8 minkketet 1ug/ml DAPI/1xXPBS oldatban
reszuszpendaltuk.

Emlékarcinoma mintak esetén a sejtmag-szuszpenziolagi&sa nem volt sikeres jisés
utédn a szuszpenzidk elegéndennyiséd sejtmagot nem tartalmaztak.

A mintak DNS tartalmanak mérését FACSAria Il késkikl és FACSDiva v6.1.3.

szoftver hasznalataval végeztik. Mintanként 100&@0nényt rogzitettiink.
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Az elemzett mintak DNS indexét FCS Express 4 v7 0005 (DeNovo Software, USA)
szoftverrel hataroztuk meg.

Kontrollként FFPE reaktiv nyirokcsomokbdl izoladjtsnag szuszpenziokat hasznaltunk.

4.8. Statisztikai analizis

Az adatok statisztikai analizisét SPSS (v20.0, IBMBA) és MS Excel XLStat (v7.5.2,
Addinsoft, USA) és MedCalc (v12.6.1.0.,, Medcalc t@afe, Belgium) szoftverek
segitségével végeztik. A kozépértékek és szorasspdrkitasara és Osszehasonlitasara
Student t-tesztet alkalmaztunk. Statisztikailagsifikansnak a £0,05 értékeket tekintetttk.

Az adatsorok kozotti korrelacid6 meghatarozasahoealis regresszidt alkalmaztunk.
Lineéris korreladcionak az R=0.7 feletti ertéketimédttik.

A teljes tulélési valdsziiség meghatérozasara Kaplan-Meier-analizist alkalmkz

A betegcsoportok tulélési ratai kozotti kiulonbségalignifikanciajanak meghatarozasat

log-rank teszttel vizsgaltuk. Ebben az esetbernpis0s05 értéket tekintettiik szignifikansnak.
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5. Eredmények

5.1.Aurora B kinaz expresszi6 vizsgalata invaziv enikarcinoma mintakban

5.1.1.Invaziv emlékarcinoma mintak klinikai és biologiai paraméterei

Vizsgalataink soran 0sszesen 50 @&karcinoma mintd vizsgaltunk. 45 minta
morfadgiailag invaziv ductalis erdkarcinomanak, 5 mintavaziv lobulariskarcinomanak
bizonyult.

A mintak klinikopatoldgiai adatait ¢&5. Tablazaffoglalja 6ssze.
5.1.2.Aurora B expresszio
Az Aurora B pozitiv sejtekbeisejtmagpozitivitdst észleltlink. Aurora B pozitivitas (

fazistol az M fazis végeig detektalhatd, az aritia vartnak megfeléen az interfazisos

sejtmagok egy részét, valarha mitotikus alakokat jelte (10. Abra).
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10. AbraAurora B kinazt expresszalo sejtek jelélése immsatiokémiai reakciov

M: mitdzis DAB reakcio, hematoxylin hattérfestés, 400x nagyité

Adataink alapjan mlékarcinomamintakban az Aurora B kinazt expresszsejtek aranya 1
és 35 % kozott valtozotatlag: 6,1' %, SD:8,8). A minték sejtproliferacios aktivitdsMIB-1
marker alkalmazéasaval 1 - 9btartomanyban figyeltik meg (atlag:194 SD: 20,7

A HER2 génamplifikaciét muta mintdkban szignifikansan magasaAurora B kinaz
expressziofigyeltiink meg (p=0,01!, és eredményeink szerint ez fokozott sejtproliferéai
tarsult (p=0,018)X1. Abrg.
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MIB1 Aurora B

p=0.02

Fehérjét expresszalo sejtek aranya (%)

o 4
T
r
T T T T T T
Osszes minta Nincs HER2 HER2 Osszes minta Nines HER2 HER2
N=50 amplifikicié  amplifikacié N=50 amplifikicié amplifikicié
N=37 N=13 N=37 N=13

11. Abra HERZ2 genkopiaszam kapcsoliMIB-1 és Aurora B feherjeket expresszalo se
aranyaval endlkarcinoma mintakban
A box plotokon atlag és szo6réas van feltlinte

Adataink alapjanripla negativ (HER-, PR-, ER} mintdk Aurora B expressza szintén
szignifikans emelkedésmuta (p=0,001), ugyanakkor az éetb mintakho. hasonl6éan a
jelenség fokozott sejtproliferacioval tarsul=0,0003).

Erés korrelaciot taldltunk az Aurora-t és a MIB-1-et egylttesn expresszald szovi
mintakban (R:0,77)1Q. Abrg.
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12. Abra Aurora B expresszi6 a sejtproliferacio fiiggyébe

34



EREDMENYEK

Az Aurora B és MIB-1 expressziok kozotti linedrisrkelacio miatt a kinaz overexpresszio
meghatarozaséara bevezettilk az Aurora B/ MIB-1 iatlékMI index). Az AMI index értékét
a mintakban 0 és 1 kozatt figyeltik meg (atlag203D: 0,28).

Intenziven proliferalé mintakon végzett parhuzamuosgfigyeléseink, valamint irodalmi
adatok [104] alapjan a kinaz overexpressziojat AMB>€ertéknél allapitottuk meg. Ez alapjan
az 50 emdkarcinoma mintdbdl 20-ban volt megfigyelbetaz Aurora B relativ

overexpressziojal@-14. Abra.
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Emldkarcinoma mintak

13. Abra Emidkarcinoma mintak relativ Aurora B expresszidja (AMI
Overexpresszionak a 0,3 feletti AMI értékeket teddtiik.
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14. Abra EmbBkarcinoma széveti mintak MIB-1 (a,c) és Aurora Bdjexpresszidja

Az a és b képek egy AMI=0,25 relativ Aurora B exgsmdt mutatd szdvettani mintat, a b és d mikrdf@gy
Aurora B overexpressziéval (AMI=0,88) jar6 mintéprezentalnak.
DAB reakci6, hematoxylin hattérfestés, 400x nagyita

A relativ Aurora B expresszio statisztikailag futigenek bizonyult a HER2 gén- és ER-,
PR receptor statuszoktol.

5.1.3.HER2 és 17-es kromoszOma statusz vizsgalata HER2&mDx és HER2 IQFISH

PharmDx alkalmazaséaval

Eredményeink alapjan a hagyomanyos és IQFISH kittdktalhatd 17-es kromoszdéma és
HER?2 génaplifikacios statuszok kozotti egyezés ékértl00 % 15. Abrg.
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15. Abra A HER2 gén kopiaszama konvencionalis (PharmDAY¥8SH kittel

A HER2 amplifikacios statusza mindkét kit alkalmsaéal megegyeztek, a HER2/CEN17 aranyok
korrelacidja 96% volt.

A HER2 kopiaszam detektaladsa hagyomanyos kitteirBaiman morfolégiai karosodas és
magas hattér fluoreszcencia miatt nehézkes voljjanegek a mintak IQFISH kittel

lényegesen megtartottabb morfolégiat mutattak, &éédtérfluoreszcencia melletid, Abrg.

16. Abra In situ hibridizacié eredménye inva
emibtumor mintakon konvencionalis (A1-Bd1)
és IQFISH (A2-B2-C2) kiteket alkalmazva

A HER2 és a 1&s kromoszoma kopiaszan
tekintetében nem volt kilénbség. IQFI!
haszndlva az eredmény az alacson
hattérfluorgcencia miatt kénnyebb
interpretalhatd, a szoveti morfolégia kevé
karosodott.

630x nagyitas, DAPI sejtmag festés
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5.1.4.17p13.1 I6kusz és 17-es kdpiaszdm véaltozasok

Az Aurora B kindz overexpresszi6 citogenetikai éd@hek vizsgalatat FISH modszerrel
végeztunk. A FISH reakciok mikroszkopos képéRaAbramutatja be.

A mintak invaziv régiokbol 100-100 sejtmag ker(ite&elésre. AURKB és TP53 géneket
deletaltnak tekintettiik, amennyiben a 17-es kromwszkdpiaszdmahoz viszonyitott szamuk
kevesebb volt, mint 0,8, emelkedett kdpiaszamotopidl17-es kromoszoéma értek felett
allapitottunk meg.

17-es kromoszoma poliszomiat 2,3 CEP17 szignatisgjtfelett hataroztuk meg.

Az Aurora B overexpressziot mutatd mintdk egyikébeem lattunk AURKB
génamplifikaciot.

A mintak egy csoportjaban (6 minta) azonban megliik az AURKB delécidjat, amely

mindegyik mintaban TP53 delécidval tars(ii7-18. Abra)}4 tovabbi mintaban csak TP53.

TPS53/CEP17 AURKB/CEP17

17. Abra TP53 és AURKB vesztés 17-es kromoszoma poliszéreiseth

Aurora B és a TP53 gének az abran piros szinb&fses kromoszéma centroméra régidja (CEP17) zdtchek
van jel6lve. Scalebar: 4um
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2,4 |- AMPLIFIKACIO

gl +— AURKB/CEP17
g o—s TP53/CEP17
20—

18—

Génkopia/CEP17

CEP17/sejtmag

18. Abra AURKB és TP53 relativ génképiaszamok a 17 kromosz(@EP17) sejtmagonkénti szamanak
fliggvényében

Allélvesztést 0,8 kopia / CEP17 értéknél kisebbkg@mszamnal allaptottunk meg. 6 mintaban volt
megfigyelheb az AURKB és TP53 gének egylttes vesztése. Géngapld (>2,3 génkdpia / CEP17) egy
mintaban sem volt megfigyelltet

Eredményeink szerint & korrelacio van az AURKB és TP53 gének kopiaszkartt
(R:0,73) (9. Abra.

R=0.73
1,50

125=

1,00

TP53/CEP17

0,75+

0,50

T
0,50 0,75 1,00 125 1,50
AURKB/CEP17

19. Abra AURKB és TP53 kdpiaszamok kdzéttiserkorrelacio
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A mintak HER2 és AURKB és/vagy TP53 génkopia szdmaldtt dsszefliggést nem
figyeltink meg. A 13 HER2 génamplifikdciét mutatdnta kozul 4-ben lattuk a TP53
és/vagy AURKB gének allélvesztését.

A 17-es kromoszOma sejtenkénti szamat 1,5 és 8tkdigyeltik meg 8. Tablazay,
aneuszomiat — tébb mint 2,3 CEP17 szignalt sejtmiagyat - 19 mintaban lattunk (38%).

8. TablazatA fehérjék expresszioja 17-es kromoszoma aneusgdmitatd, és normal, diszomias mintdkban

aneuszémia (n=19) diszomia (n=31)
tartomany  atlagtSD tartomany  atlagtSD P
Aurora B pozitivitas (%) 0-35 7.42£8.67 0-35 5.348.8 0.43
Mitdzis index 5-54 21.26:10.25 2-68 13.6:15.04 0.06
Ki67 pozitivitas (%) 5-70  21.3%15.48 1-95 17.58:23.22 0.54
AMI index 0-1 0.31+0.26 0-2 0.44+0.5 0.31
Aurora B relativ N=6 N=14

overexpresszio
p: p-érték, valésziiség értéke

Az AURKB és TP53 egyittes allélvesztésével jaro tékbhan a 17-es kromoszoma
kOpiaszamat 2,44 és 3,9 kozott lattuk (atlag: 33B; 0,18), a mintdk mindegyike 17-es
kromoszOma aneuszomiat mutatott.

Az intakt 17p13.1 |I6kusszal bird6 mintak kromoszasaal stabilabbaknak bizonyultak, a
17-es kromoszoma képiaszama 1,6 és 3,19 kozotozedlt (atlag: 2,1, SD: 0,05). A
killbnbség statisztikailag szignifikans (p<0,00029.(Abr3.

ok
402 P = 0.0001
35
¥ 504 b
g
=
Y
-
[
—
= o2sd
3 °
20
15=
T T L] L)
Osszes minta Intakt 17p13 17p13 deléeid
n=50( n=40 n=6

20. Abra A 17p13.1 I6kusz vesztés és 17-es kromoszoma kifpianak 6sszefliggése
A box plotokon atlag és SD értékek vannak feltiveet
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Emlékarcinoma mintdk DNS tartalmanak flow citometrias vizsgalateem volt

kivitelezhet, FFPE mintakbdl a sejtmagok izolalasa nem jaerset
5.1.5.Aurora B expresszi6 és 1-es kromoszéma képiaszam osszefliggeé

Az Aurora B kinaz expresszio6 és numerikus kromoss-rendellenességek
0sszefliggéseinelisztazasal a kinaz expresszié fuggvényében aek7kromoszoma és
17p13.1l6kusz sejtenkénti kdpiaszan

Sem aKi67, sem az Aurora B expresszié nem mutatott dagpest a 1-es kromoszéma
statusszal.

Az Aurora B expresszalsejtfrakciok aranya és az AURKB koépiaszama kogytnge
pozitiv korrelaciot taldunk (R=0,26).

Azokban az mintakbaramelyekben normal AURKB génkdpiaszam ymegfigyelheb, az
Aurora B kinazt expresszatumorsejtek aranyat 0 és 35 % kozottdit(atlag: 6,47, SC
9,26). Az AURKB géndelécioval tarsul6 mintbanugyanez az érték 0 és 10% kozotti
bizonyult (atlag: 3,83, SD: 3,44), a kulbénbségistdikailag nem szignifikans p=0,5) @1.
Abra).
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21. Abra AURKB gén kopiaszam és a kinaz expresszidja kokottielacic

A box plotokon atlag és SD értékek vannak feltiug

Adataink alapjan steiztikailag nincs jelerds kilonbsé a relativ Aurora B express:ban
a 17p13.16kusz képiaszam fuggvényét (p=0,1).
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vr s

Az AMI indexet az AURKB és TP53 egyittes vesztés@m mintdkbal 0 és 0,25 kozott

figyeltik meg(atlag: 0,15, SD: 0,1), mig az inte17p13.1 régidval birtintakbal ugyanez
az érték 0 és 1 kozott volt mérbgatlag: 0,36, SD: 0, (22. Abra).

1,0

0,8

0,6 4

AMI

0,4

0,0

p=0,1

|

T T
Intakt 17p13 17p13 vesztés

22. Abra A relativ Aurora B expresszio (AMI) és17p13.116kusz képiaszamanak dsszefiige

17p13 deléci6é az Aurora B relativ expresszidjabémsékelt csokkenést okozott az intakt 17p13 régi
rendelke?d mintdkhozviszonyitva. A kilénbség statisztikailag nem sZigans
A box plotokon atlag és SD értékek vannak feltiug:

Az embkarcinomamintdk egy csoportjaban extrémen magas AMI ért(AMI>0,8)

figyeltink meg. Ezekben mintakbal az AURKB relativ génkopia szamaban is emelke

lattunk (atlag:1,1 SD: 0,2), mig a normrelativ Aurora B expressziét muti mintaknal

(AMI<0,3) ugyanez az érték 1 alatt maradt (atlag: 0,9, @B}. A kilonbség statisztikag
szignifikans (p=0,004(23. Abra).

2,50+

1,50+

AURKB/CEP17

1,00=

0,50

*k

23. Abra AURKB relativ génkdpiaszam
Aurora B kinaz normi- és overexpresszidja
Osszefliggésben

Az Aurora B overexpresszidja az AURI
génkodpiaszam emelkedését okozza,
adataink alapjan  génamplifikacié n
figyelheth meg a fokozott kindz express
héatterében.

A box plotokon atlag és SD értékek van
feltiintetve.

p=0.004
[+]
T T
AMI<0.3 AMI>0,3
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5.2.Aurora B kinaz expresszi6 vizsgélata agressziv Bjses limfémakban

Kisérleteinkbe 6sszesen 50 agressziv B-sejtes afninta kerllt bevonasra. A mintak
klinikopathologiai paramétereit@ Tablazafoglalja 6ssze.

A mintak koézal immunhisztokémiai fenotipusuk alapjdl DLBCL, NOS-ként volt
definidlhat6. Ezeket a mintdkat Hans kritériumokpgn két alcsoportba soroltuk: 29 minta
nem centrum germinativum (non-GCB), 14 centrum gestivum (GCB) alcsoportba volt
sorolhato.

3 minta primer mediastinalis nagy B-sejtes limfoaiédtPMBL), 3 minta ALK+ nagy B-
sejtes limfémanak (B-ALCL) bizonyult, tovabbi 1 nan atmeneti DLBCL-klasszikus

Hodgkin-like limféma besorolast kapott.

5.2.1. Aurora B overexpresszio

Az invaziv embkarcinoma mintakhoz hasonléan anti-Ki67 (MIB-1)tiegurvivin és anti-
Aurora B antitestek alkalmazasakor is sejtmag pat#st lattunk kontoll és agressziv B-
sejtes limfobma mintakban is. A foszforilalt H3 Hisat (H3S10P) jeld@ antitest a mitdzisokat
szelektiven, intenziv DAB szignallal emeli ki a seth kornyezetbl (24. Abra).

R e SR A
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? 4 b s
b5 ! g«%
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24. Abra MIB-1 (A), survivin (B), Aurora B (C) és H3S10P (BXpressziot mutaté sejtek

Anti-MIB-1 antitesttel a teljes proliferalo sejtkeio jeldlhet, a survivin és Aurora B expresszio a korai G2 tarisz
M fazis végéig detektalhato, a H3S10P antitesttatikiis forméakat tlinteti fel szelektiven.
400x nagyitas. A nyilhegyek mitotikus sejteket ljed, DAB kromogén, hematoxylin hattérfestés
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Follicularis hyperplasia mintakban az immunhisztoke reakciok értékelése a centr
germinativumokban tortéri25.Abra).

25. Abra MIB-1, survivin, Aurora B és H3S10P expre6t mutatdsejtek reactiv folliculari:
hyperplasia mintaban.

200x nagyitas, DAB kromogén, hematoxylin hattéét

A kontrollként hasznalt fllicularis hyperplasia mintak centrum germinativubza az
Aurora B pozitiv sejtfrakciokat 23 és 36,5% kozattuk. (atlagSD: 30,4:5,06). Ugyanez
az érték agressziv B-sejt@nfoma mintakban 5 és 70% kdzott volt deté@katd 28,2+15,32)
(26. Abra).
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26. Abra Aurora B expresszio kontroll és B-sejtes limfomiatdkban

A dot plotokon a vizszintes vonalak atlag és SBlé&ttet reprezentalnak.

A kontroll csoporthoz viszonyitva az 50 agresszisees limfoma minta sejtproliferaciés
aktivitasat szignifikansan alacsonyabbnak talalfp0,008). A MIB-1 pozitiv sejtfrakciok
aranyat limfomaban 20 és 95% kozo6tt (&HaD: 63,68:15,94), a mitotikus sejtek szamat 13-
133/10 HPF kozott (50,827,53, p=2,27x16) lattuk. Ugyanezek az expresszids aranyok
follicularis hyperplasia mintakban 75 és 87% ko4@f,8:4,99) illetve 92 és 175/10 HPF
(134,123,72) értékek kozott voltak detektalhatoak.

Invaziv embkarcinoma mintainkhoz hasonl6an agressziv B-séijig®ma és follicularis
hyperplasia mintakban is lattuk az Aurora B kinagpsoliferacios aktivitastél vald fliggését
(R: 0,5 illetve 0,7).

A kinadz overexpresszio definidlasdahoz meghatarozkAMI indexet, ami follicularis
hyperplasia mintakon 0,31 és 0,48 kozott (at8: 0,320,06), B-sejtes limfoma mintakon
0,17 és 0,85 kozott (0,40,2) volt megfigyelhét.

Az Aurora B overexpresszio cut off értéket a kolhiteoportban detektalt atlag AMI+2SD
képlet alapjan 0,5-nél allapitottuk meg. Ez alagi8mintaban figyeltik meg az Aurora B
kindz overexpresszioja21. Abra.
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27. Abra Relativ Aurora B expresszio kontroll és agres&aejtes limfoma mintakban

A dot plotokon a vizszintes vonalak atlag és SBké&ttet reprezentalnak.

Az AMI érték alapjan Aurora B overexpressziot matamnintakban szignifikansan
emelkedett mitotikus aktivitast figyeltink meg armadl, 0,5-nél alacsonyabb AMI értéket
mutaté mintdkhoz viszonyitva.

8 mintaban extrém magas, 0,75 feletti értéket figpk meg, ezekben a mintakban a
mitotikus aktivitas is magasabbnak bizonyult (p4@)) valtozatlan altalanos sejtproliferaciés
aktivitas (MIB-1 pozitivitas) mellett a 0,75-nélagsonyabb AMI indexszel jaré mintakhoz

viszonyitva(9.Tabl4zat).
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9. TablazatAurora B kinazt overexpresszaldé mintak immunhikétoiai paraméterei és atlagos 17-es
kromoszoma képiaszamai
H3S10P

/S(E;]l; MIB-1 % Survivin % MI /10M|—||PF
jtmag — p p p /10 HPF p p
atlag#SD atlag#SD atlag#SD atlagtSD atlagtSD
AMI<0.5 2.62 62.97 34.11 100.16 4451
N=37 +0.58 *15.49 +18.56 +62.54 2231
AMI>0.5 2.73 63.75 **50.94 137.00 *61.44
N=13 +0.50 0.65 +17.37 0.65 +19.46 0.001 +101.56 0.062 +33.95 0.016
AMI>0.75 2.74 61.88 *56.25 *174.125 **76.00
N=8 +0.55 0.61 *+14.56 0.74 +19.16 0.012 +126.99 0.016 +36.16 0.003

p: p-érték, valosziiség értéke

Relativ Aurora B expressziét tekintve az agres®&sejtes limfoma alcsoportok kdzott
szignifikans eltérés nem volt latha@8( Abrg.
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28. Abra A relativ Aurora B expresszio kontroll és agres&isejtes limfoma mintakban

NON-GCB: DLBCL, NOS, nem centrum germinativum ee@CB: DLBCL, NOS, centrum germinativum
tipus; B-ALCL: ALK+ nagy B-sejtes limféma; PMBL.: pner mediastinalis nagy B-sejtes limféma
A dot plotokon a vizszintes vonalak atlag és SBkétket reprezentalnak.

Az AMI legmagasabb atlagértéke B-ALCL mintak vidthatd, de megemliteddhogy
ebbe az alcsoportba mindésszesen 3 minta voltredtf[LO. Tablazat).
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10. TablazatAMI értéke kontroll és gressziv B-sejtes limfonmintakbai

Kontroll Osszes min  non-GCB  GCB B-ALCL PMBL Borderline

N=10 N=50 N=29 N=14 N=3 N=3 N=1
AMI Atlag 0,39 0,4¢ 0,42 0,45 0,61 0,4¢ 0,33
SD 0,06 0,2C 0,22 0,18 0,20 0,24

5.2.2.Aurora B és survivin expresszio 0sszefligge

Follicularis hyperplasiamintdkbal a survivint expresszalé set aranyat28,5 és 61%
kozott (atlagSD: 45,511 22) detektaltuk.

Ugyanez az értekmfoma mintdkban 10 és 85% kozottinek (3%280,69) bizonyult. A
kilbnbség statisztikailag nem szignifiké

Adataink szerint a Aurora B kinazt expresszalé valamint a survivazifiv sejtek aranya

kozott eBs pozitiv korrelaciovan mind kontroll, mind limféma mintdar (R érték kontroll
mintakban 0,85limféma mintakbar0,71 volt.)(29. Abra).

Aurora B pozitiv sejtek (%) >

B

70 SE: )
60 R=0,85 & i) 70
50 § T 60
40 . g 0
N 40
30 ] E_ 20
20 © 20
10 S 10

35S
0 < o0

0 10 20 30 40 50 60 0 20 40 60 80 100

Survivin pozitiv sejtek (% Surivivin pozitiv sejtek (%

29. Abra Survivin és Aurora B fehérje expresszio dsszefigdéstroll (A) és agressziv-sejtes limfoma
(B) mintakban

Eredményeink szerint a survivint és az Auro-t expresszalo6 sejtek aranya kozésgkorrelacio vai
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5.2.3.Mitotikus aktivitas vizsgalata foszfo-H3 hiszton (8rl10) mitdzis marker
alkalmazasaval

A mitotikus aktivitast HE festett metszetek mellethti-foszfo-H3 hiszton antitest
alkalmazasaval is meghataroztuk. Az antitest a tikite alakokat szelektiven, éx DAB
szignallal kiemeli a szoveti kornyezéti{30. Abra).
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30. Abra H3S10P fehérjét expresszalo sejtek

A nyilhegyek mitotikus sejteket jelélnek, melyekatanti-H3S10P antitestéar DAB szignallal emel ki a
szoveti kérnyezeth.
Hattérfestés: hematoxylin, 400x nagyitas

Follicularis hyperplasia mintdakhoz hasonlitva limf® mintdkban a H3S10P pozitiv
mitotikus sejtek jelerisen kevesebb mennyiségben voltak detektalhat6&k {p=10").

Agressziv B-sejtes limfoma alcsoportok kozott H3Sxpresszio tekintetében jelémt
killonbségeket nem tapasztaltuBi. Abra).
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31. Abra Foszfo-H3 hiszton (H3S10P) pozitiv mitotikus sejggama kontroll és limféma mintakban

Follicularis hyperplasia mintdkhoz viszonyitva s&tes limfoma mintak jeletisen alacsonyabb mitotikus
aktivitast mutattak. A limfoma alcsoportok kodzéttgnifikans kilonbségek nem voltak.
non-GCB: DLBCL, NOS, nem centrum germinativum ete@CB: DLBCL, NOS, centrum germinativum
tipus; B-ALCL: ALK+ nagy B-sejtes limféma; PMBL: pner mediastinalis nagy B-sejtes limfoma
A dot plotokon a vizszintes vonalak atlag és SBké&ttet reprezentalnak.

Az Aurora B kinazt expresszald és foszfo-H3 hiszfdB8S10P) pozitiv mitotikus sejtek
mennyisége kozott gyenge pozitiv korrelaciot figyek meg, az R érték kontroll
mintainkban 0,26; B-sejtes limféma mintakban 0,41t.v

A kulénb6zs AMI értékek alapjan létrehozott limfoma mintacsdpk H3S10P
expressziojaban szignifikans kilonbségek mutatkoztAz Aurora B kinadz relativ
overexpresszidja magasabb mitotikus aktivitassakgyutt, HE festett metszetek és H3S10P

expresszio alapjan egyardB2. Abra)
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32. Abra Mitotikus sejtek szamanak megoszlasa relativ AuBexpresszio alapjan kontroll és B-sejtes
limfdma mintakban H3S10P immunhisztokémiai jeldl&s és HE festés alapjan (B)

Az Aurora B expresszié emelkedésével a mitotikus/ads is fokozodik.
A dot plotokon a vizszintes vonalak atlag és SBk&itet reprezentalnak.
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AURKB, TP53 és 17-es kromoszOmat éritkdpiaszam valtozasok, mintak ploiditasa

Invaziv embtumor mintadinkhoz hasonléan direkt dsszefliggéshEdRKB kdpiaszam és
az Aurora B kinazt expresszalo sejtfrakciok aramgeottt agressziv B-sejtes limfoma
mintakban sem tudtunk kimutatni.

Azokban a mintakban, melyekben az Aurora kinaztikelexpressziéja magas volt nem
figyeltik meg az AURKB gén amplifikicidjat.

lattunk a relativ Aurora B expresszioban bekovetkieziltozasokat.

Az AMI index AURKB és TP53 delécidval tarsuld mikbéan 0,16 és 0,86 kdzott valtozott
(atlagtSD: 0,520,25). Ugyanez az érték intakt 17p13.1 regiévatieded mintakban 0,19 -
0,83 (0.430.2), reaktiv nyirokcsomokban 0,31 és 0,48 (&&ig: 0,3%0,06) kdzott volt.
Statisztikailag jelerdts kiilonbségeket nem lattunk (p értékek 0,39 és\pitk).

Tovabbi 7 mintaban lattuk a TP53 gén deléciojatAlEEL mintaink mindegyikében
kimutathato volt TP53 delécio.

AURKB és TP53 allélvesztéssel tarsuld B-sejtesdimd mintakban az Aurora B pozitiv
sejtek aranyat 10 és 60 % kozott (addp: 33,7%18,5), intakt 17pl3.1 régidval
rendelkedkben 5 és 70 % kozott (27A4B4,75), kontroll mintakban 23 és 36,5 % kozott
(31,2°#4,65) lattuk. A kilonbségek statisztikailag nenga#ikansak.

A 17p13.1 vesztést mutatd mintak B-sejtes limforttsaportok kozotti eloszlasat Hl.
Tablazatszemlélteti.

11. Tabldzat17p13.1 statusz agressziv B-sejtes limfoma alasoidzan

non-GCB GCB B-ALCL PMBL Atmeneti Minta
N N N N N x

TP53 delécié 3 1 3 0 0 7
AURKB és
TP53 delécio 2 0 0 0 4
Intakt
17p13.1 24 11 0 3 1 39
> Minta 29 14 3 3 1 50

A B-ALCL mintak mindegyike TP53 deléciot mutatott, 29 NON-GCB minta kdzil 2 bizonyult TP53
deletaltnak, 2 mutatott a TP53 delécié mellett AUBRKesztést. A 12 GCB mintabdl egyben volt TP53 ciélé
2-ben AURKB és TP53 delécio kimutathat6. PMBL mintaindegyike, és az atmeneti DLBCL-CHD minta

intakt 17p13.1 régidval birt.

N: mintak szdma; non-GCB: DLBCL, NOS, nem centruennginativum eredet; GCB: DLBCL, NOS, centrum
germinativum tipus; B-ALCL: ALK+ nagy B-sejtes ligriha; PMBL: primer mediastinalis nagy B-sejtes

limféma
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A 17-es kromoszéma aneuszOmiaja gyakori jelenségiekonyult. Diszomiat
minddsszesen 4 mintdban észleltink, aneuszémiaidiban, az 6sszes minta 92 %-aban
volt megfigyelhed. 12 mintaban hiperdiszémia, 25-ben triszémia, @téan tetraszomia
volt kimutathatd. A legmagasabb 17-es kromoszonmasaamokat a TP53 deléciot mutato
B-ALCL mintakban lattuk33. Abra).
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33. Abra A 17-es kromosz6oma kopiaszama kontroll és agre&szejtes limfoma mintakban

Diszémiat mindossze 4 limféma mintaban volt dethietd, a legmagasabb atlagos 17-es kromoszoma
kopiaszam B-ALCL mintakban volt jelen.

non-GCB: DLBCL, NOS, nem centrum germiivam eredet; GCB: DLBCL, NOS, centrum germinativ
tipus; B-ALCL: ALK+ nagy B-sejtes limféma; PMBL.: pner mediastinalis nagy B-sejtes limféma
A dot plotokon a vizszintes vonalak atlag és SBké&ttet reprezentalnak.

Az Aurora kinaz B relativ expresszioja és a 17-gsrmloszoOma sejtenkénti kdpiaszama
kozott 6sszefliggést nem tudtunk kimutatni (koriékkoefficiens (R)=0,01).

AMI értékek alapjan alacsony, normal és fokozottrégka B kindz relativ expressziot
mutato limfobma mintak kozoétt szignifikans eltérésak17-es kromoszoma kopiaszamat

illetéen nem mutatkoztaf@4. Abra)

53



EREDMENYEK

4.0}
o]
(o]
on
& 35k 2 9 2
8
_"—'
by — o —5—
@
~—
o o
o, 30} 9
o)
-4
cc — —
£
el
>
8 25
g
i Sl
o o
Gi) 2.0 o
o 201
— s o o o
%% o]
(=]
O
1.5
| l ] | l
Kontroll Limfoma Limtéma Limf{éma Limfoma
AMI:0.39+£0.56 alacsony AMI normal AMI magas AMI extrém magas AMI
N=10 AMI=0.28 0.28<AMI>0.5 AMI =0.5 AMI =0.75
N=13 N=24 N=13 N=9

34. Abra 17-es kromoszomaszam sejtenkénti megoszlasa KargrB-sejtes limfoma mintakban a relativ
Aurora B expresszié alapjan

Az Aurora B expresszié fokozédasa nem befolyasdignifikansan a 17-es kromoszéma kdpiaszamat.
A dot plotokon a vizszintes vonalak atlag és SBkéket reprezentalnak.

Aramlasi citometrias mérésekhez 34 agressziv BRsdjimfoma és 8 kontroll minta
bizonyult alkalmasnak. A FISH-sel 17-es kromoszOmaeuszOmiat mutaté mintak
mindegyikében a kiszamitott DNS index aneuploidpsgulaciok jelenlétét igazolté3s.
Abra).
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35. Abra Agressziv B-sejtes limfoma mintak ploiditasa

A 17-es kromosz6ma FISH vizsgélataval 17-es krodmszaneuszomiat mutaté mintak flow citometriaetel]
DNS tartalom meghatarozésa aneuploid sejtpopuleléklétét igazolta

A: follicularis hyperplasia, 18s kromoszéma normoszOmia (két zéld CEP17 szigjtthagonként), aneuplc
sejtpopulaciék a gorbe alapjan nincsenek jelen

B: DLBCL, NOS, non-GCB, FISH-sel 17-es kromoszoénipetdiszomia (23 CEP17 szignal sejtmagonké
flow citometriaval hiperdiploid sejtpopulacié jeléte igazol6dott

C: DLBCL, NOS, non-GCB, 1eés kromoszéma triszémia (3, esetenként 4 CEP1h&zigejtmagonkén
hiperdiploid és tetraploid sejtpopulacié megléficitometriaval is igazolédott

Mikrofotdk: Zeiss Axiolmager, 630x nagyitas, CEP3ectrumGreen-nel jelolve, DAPI magfestés

Aurora B kinazt overexpresszaldé mintakban 17-esnkiszdma statusz tekintetében nem
taldltunk kilonbséget a normal Aurora B expressziotatdé mintdkhoz viszonyitva.

A kulonbtd 17-es kromoszéma statuszu csoportok sejtprolil@saés mas, fehérje
expresszidra vonatkozé adataitza Tablazatbarfoglaltuk dssze.
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12. T4blazatKilonb6d 17-es kromoszoma statuszt mutatd B-sejtes limfimnédkfehérje expresszids és
17p13.1 FISH adatai

Kontroll Diszomia Hiperdiszomia TriszoOmia TetraszOmia
N=10 N=4 N=12 N=25 N=9
Atlag+SD  Atlag+SD p AtlagtSD p Atlag+SD p AtlagsSD  p
TP53/CEP1  1,0%0,06 0,930,11 0,029 1,080,221 0,69 0,950,2 0,15 0,820,21 0,034
AURKB/
CEP17 1,1+0,06 1,18:0,19 026 1,350,227 0,012 1,13:0,64 0,24 1,0%0,21 0,23
MIB-1 % 77,8108 6251479 0,02 66,6%13,12 0,025 64,6(£16,45 0,019  57,2218,56 **0,004
AuroraB % 30,45%9,25 28,7%16,72 0,79 28,7%1583 0,76 2015 0,77 25+16,2 0,33

Survivin %  45,%16,1  33,7%24,33 0,28 34,1%1835 0,12  39,8822,55 0,46  48,3%14,14 0,64
H3S10P
MI/10 HPF
AMI 0,3%:0,09 0,45+0,52 0,25  0,44t0,23 0,54 0,440,18 0,53 0,440,223 0,53
MI/10 HPF  134,#23,72 65,7%27,23 0,001 50,7520,555,25x10° 44,4@27,91 3,32x10° 57,7833,23 2,63x10°
A sejtproliferacidés aktivitasban szignifikans eétéek mutatkoztak a kontroll mintakhoz viszonyitva.

legalacsonyabb sejtproliferaciot a 17-es kromoszttmaszomias mintédkban figyeltiik meg.
p: p-érték, valésziiség értéke

403,1#351,03  134+49,61 0,009 155+114,7 0,0097 96,4:60,02  2,17x10° 91,6%56,56 3,38x10°

5.2.5.Az Aurora B expresszié hatasa a betegek tulélésiagere

Az 50 agressziv B-sejtes limfdbmas beteg atlagoskitéetési ideje 34,44 hdénap volt
(tartomany: 0,97-127,1).

Eredményeink szerint a megvizsgalt fehérjék expiégsés a betegek teljes tulélési ideje,
valamint a limfoma stadiuma kozott 6sszefliiggés nmertathato ki.

Az Aurora B relativ expresszibja és a vizsgalatbeolt betegek teljes tulélési ideje kozott
statisztikailag szignifikans killonbségeket nemditiynk meg(36. Abra).
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36. Abra Az Aurora B overexpresszioval tarsul6 agressziepes limfomas betegek tulélési ideje
AMI: Aurora B / MIB-1 index, relativ Aurora B expresé
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A 17-es kromoszéma statusz alapjan a hiperdiszémmétatd mintdkhoz tarsult a
legkedvedtlenebb teljes tulélési & a kilonbség statisztikailag nem bizonyult
szignifikansnak (p=0,2737. Abr3.
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37. AbraKulonb6a 17-es kromoszdéma statuszt mutatd betegek teli@ésiiideje

57



MEGBESZELES

6. Megbeszélés
Az Aurora B és a hozza hasonlé mitotikus kinazolpresszidja a kromoszomalis

instabilitas és  mitotikus  szabalyozasi zavarok kKemményeként kialakuld
aneuploidia/aneuszomia és agressziv tumor-fenokdességes biomarkerei.

Ahogyan azt mas munkacsoportok is leirtdk [79, dIB] az Aurora B kindz expresszio
hagyomanyos, mindennapi szdvettani diagnosztikabkeaimazott modszerekkel vizsgalhaté.

Az Aurora B expresszi6 detektalhatosaga normabsejbdasi korilmeények kdzott a korai
G2 fazistél az M fazis végeig tartdo szakaszra korddik. A kinazt expresszalé tumorsejt
frakciot Ondll6 valtozoként vizsgélva az Aurora Bzjiv sejtek megndvekedett aranyét
gyakran overexpresszidként irjak le, ezt egyébdigial jellemzk, mint a hattérben allé
AURKB génamplifik&cié vagy egyeéb, a kinaz génjéntr genetikai rendellenességek nem

erositik meg.

Az Aurora B kindz expresszidja ékdrcinomaban és agressziv B-sejtes limfomaban

Eredményeink alapjan az Aurora B kindz expressrid@yakran lathatdé névekedés: mind
invaziv embkarcinoma, mind agressziv B-sejtes limfoma minthak jelenés korrelaciot
figyeltiink meg a teljes proliferal sejtfrakcio (BHL pozitiv) és Aurora B kinazt expresszalo
sejtfrakciok kozott. A korrelacios koefficiens (Rmistumor mintdkban 0,77, limfoma
mintakban 0,5, kontroll mintadinkban 0,7 volt. A &mn expresszidja eredményeink alapjan
jelentbs mertékben fligg az adott minta sejtproliferacidsivaasatol, tehat a fokozott
sejtproliferacié kiséijelenségeként a G2 és M fazisbarvléejtek aranya is névekszik.

Az Aurora B overexpresszidé hatarértékének meghadédeo az adott szdvetre jelleinz
sejtproliferacids aktivitas figyelembe vételévelllkdogy torténjen. Ezért az Aurora B
overexpresszid definidlasara bevezettik az AurdMB-1 hanyadost (AMI index), amely
figyelembe veszi az adott tumorra jellefrsejtproliferacios aktivitast.

Intenziven oszt6do follicularis hyperplasia mintak AMI értékeét atlagosan 0,32 .05)
értéken lattuk, az overexpresszié hatérértékétjiesstmfoma mintakban az AMI atlag+2SD
képlet alapjan 0,5 értéknél hatdroztuk meg. Ez ganarany a G2 és M fazisbandéejtek
relativ feldisulasaval magyarazhaté. Ez a jelenspgdaganatban ritkan lathato. Az
emltumor és limfoma mintdk a fokozott Aurora B expmdsgyakran az adott mintaban
érvényesill sejtosztodasi stimulus kisgelensége.

Agressziv, HER2 génamplifikacié pozitiv, szteroédteptor negativ etumor mintdkban
az Aurora B szignifikansan emelkedett expresszitgftiuk, ugyanakkor a sejtosztédasi
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aktivitassal korrelacioban az AMI index alapjan edativ kinaz expresszi6 nem mutatott
statisztikailag szignifikans eltérést a toébbi mida viszonyitva. Eredményeink elemzését
kovetben egyértelti korrelaciot az Aurora B overexpresszid és mas,éemorokban

altalanosan vizsgalt immunhisztokémiai paramétkidtt nem talaltunk.

Aurora B overexpresszi6 citogenetikai hattere

FISH vizsgalattal az Aurora B overexpresszié hatien génamplifikaciét nem tudtunk
kimutatni.

6 embdaganat és 4 limfbma mintaban lattuk az AURKB déjat, mely minden esetben
TP53 delécidval tarsult.

Irodalmi adatok alapjan a TP53 gén delécidja Onimmagaszolid tumorokban és
leukémiaban is gyakori jelenség [107, 108]. TP5@&aét 10 invaziv enditumor mintaban
figyeltink meg, ez 6 mintaban tarsult AURKB deléeib 11 B-sejtes limfébma mintaban
lattunk TP53 delécidt, ezek kozil 4 jart AURKB viessel.

Citogenetikai eredményeink alapjané®rkapcsolatot talaltunk a TP53 és AURKB
l6kuszok kozoétt endidaganatos (R: 0,73) mintdkban. Ez a kapcsolat sjredB-sejtes
limféma mintédknal is hasonlé volt (R:0,54).

Embskarcinoma és aggressziv B-sejtes limféma mintaklipdsa

A 17-es koépiaszdm rendellenessége sammhoros és limfébma mintdkban gyakran
megfigyelheb jelenség.

Eredményeink alapjan a 17-es kromoszéma aneusz@yea#ori agressziv B-sejtes
limfobmaban: 50 mintabdl 46-ban lattunk szambeli dedlenességet. A legmagasabb
kromoszomaszamokat B-ALCL-ben lattuk, a mintédk regylke TP53 deléciot mutatott.

Emlédaganatos mintéink citogenetikai eredményei alapjétvpl3.1 vesztés és a 17-es
kromoszoma poliszomia kdzo6ttésrkorrelacié van: azokban a mintdkban, amelyekblm |
volt 17p13.1 lokusz vesztés, szignifikdnsan madasatit az aneuszomia aranya. Bar a
17p13.1 vesztéssel jard6 mintak szama meglskatalacsony volt, az adatok alapjan a l6kusz
vesztése és a malignus sejtklonok keletkezésénaknird tulélésének 6sszefliggésének egy
lehetséges magyarazatara kovetkeztethetink.

Dar és munkacsoportja adatai alapjan az aneupjoigilamint a tobbmagvu sejtek
megjelenése a p53 deficiencidval tarsuld mintakbateggyakoribb [53]. Osszefiiggést
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talaltak a 17-es kromoszéma aneuszomidja €s a tagnesszivitas kozott [109, 110], tovabba
ismeretes, hogy a FISH-sel detektalhatd kromoszéameuszomia jo0l korrelal a mintak
ploiditasanak valtozasaval [102, 111].

Az AURKB gén érintettségével a kinaz, és rajta ket a CPC komplex funkcidja is
karosodhat, ami mitotikus szabdalyozasi zavarhoeusaom sejtpopulaciok megjelenéséhez
vezet. A TP53 delécidé kdvetkeztében kialakuld pBficiencia pedig egy fontos apoptotikus
atvonal seérilésével a sejtklonok talélésének kedvezeét hatads egylttes érvényesilése

aneuszom sejtpopulaciok keletkezéséhez és fennéasataoz vezet.

Aurora B, mint mitotikus regulator

Ujabb sejtvonal-kisérletes eredmények szerint aoauB kinazfunkcié gatlasa kapcsan a
foszforilalt (Serl0) H3 hiszton (H3S10P) mennyiségé dramai cstkkenését irtdk le [73,
74]. Aurora B fokozott expresszidjanak kovetkezneként pedig a H3S10P detektélhato
mennyiségében is ndvekedést lattak HelLa sejtvonadgnrett kisérletekben [9].

Agressziv B-sejtes limféma mintainkon a H3S10P fpaias csokkenését lattuk a kontroll
follicularis hyperplasia mintakhoz viszonyitva, a&urora B expresszi6 mértékében
statisztikailag jelerits kulonbségeket nem talaltunk. Ugyanakkor az AurBrakinazt
overexpresszalé mintakban a H3S10P pozitiv segaknat tekintve szignifikans emelkedés
volt a jellem® a kinaz normal relativ expresszidjat mutatd Besejimfoma mintakhoz
viszonyitva.

A jelenség lehetséges magyarazata az Aurora B xquereszio kovetkeztében felgyorsulo
G2/M éatmenet. Ennek kovetkezményeként a G2/M éfla¥si pont funkcidja séril, a
mitotikus vagy genetikai rendellenességek javigdsamradhat.

Vizsgaltuk az Aurora B és a kinaz aktivitdsat ugestn regulald survivin expresszio
Osszefliggéseit. Immunhisztokémiai eredményeink jalapa survivin expresszidja a
sejtciklusban az Aurora B expresszidjanal koradbBarektalhatd, a survivin pozitiv sejtek
aranya jol korrelal az Aurora B pozitivitassal. Agetleges deregulacio, a survivin Aurora B

expressziot befolyasold hatasa az altalunk alkabtmh@&zszkdzokkel nem allapithatdé meg.
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Klinikopathologiai eredmények értékelése

Az agressziv B-sejtes limfoma mintak kozal immuatogémiai fenotipusuk alapjan 41
minta DLBCL, NOS-ként volt definialhatd. Ezeket antakat Hans kritériumok alapjan két
alcsoportba soroltuk: 29 minta nem centrum germinat (non-GCB), 14 centrum
germinativum (GCB) tipusba tartozott.

3 minta primer mediastinalis nagy B-sejtes limfoaaiiPMBL), 3 minta ALK+ nagy B-
sejtes limfébmanak (B-ALCL), tovabbi 1 minta atmenBLBCL-klasszikus Hodgkin-like
limfémanak bizonyult.

Az alcsoportok kozoétt szignifikdns kulonbségekemagvizsgalt immunhisztokémiai és
FISH paraméterekben nem észleltink.

A legfokozottabb relativ Aurora B expresszios éstet B-ALCL mintakban lattunk, e
mintak 17-es kromoszdma statusza és mitotikus ithde is a legmagasabbnak bizonyult.

-----

0sszefliggés nem volt kimutathato.

Eredményeink alapjan az Aurora B 6nall6 biomarketkéem alkalmazhatdé a genetikai
instabilitas indikatoraként, jelefg sejtosztodastol valo fliggése miatt. A sérilt Kmdkcio
demonstralasara a H3S10P expresszid vizsgalatdmalklbatdo szovettani kortlmeények

kozott, indirekt moédon a genetikai instabilitazige is lehet.
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7. Osszefoglalas

Kisérleteink soran elemeztilk, hogy éddganatok (N=50) és B-sejtes limfémak (N=50)
szoveti mintaiban az Aurora B expresszio hogyawlié$olja a szolid daganatokban megfigyelt
gyakori kromoszémaszam eltérések megjelenését.

Eredményeink alapjan a legfontosabb kovetkeztetksei

1. Az Aurora B, valamint a kindzzal kdlcsdnhat6 feBkrgxpresszidja szovettani korilmények
kozott jol vizsgéalhato.

2.Az immunhisztokémiai és FISH eredmények szoveti roasicay hasznalataval
reprodukalhatéak.

3. Az Aurora B overexpresszi6ja 6nalléan, csak a Kirgdpresszalo tumorsejtek aranyanak
figyelembe vételével nem értelmezhiedz overexpresszid szovettani kdrilmények kdzotti
definialdsara egy Uj indexet (AMI index) vezettibk&, mely figyelembe veszi az adott
mintara jellem# sejtproliferacios (mitotikus) aktivitast. Megfiggsink szerint az analizalt
limféma mintdkban az Aurora B relativ overexpre§gzimagasabb mitotikus aktivitassal
tarsul.

4. Az overexpresszid hatterében génamplifikaciot nigyeftink meg. Invaziv eritumorok
és limfoma mintakndl is a kindzt kddolé gén delgcilt jellem®, mely minden esetben
TP53 delécidval tarsult. Bs kapcsolatot talaltunk a TP53 és az AURKB génlggdimok
kozott. Embtumor mintdkban a két gén egylttes vesztégs &orrelaciot mutatott az
aneuszom sejtpopuléaciok megjelenésével.

5.A 17-es kromoszOma aneuszOmidja a vizsgalt betpgasik széveti mintaiban gyakori
jelenségnek bizonyult. A mintak FISH-sel kimutath@neuszomidja jol reprezentélja az
egyes mintak aramlasi citometriaval meghatarodottpasat.

6. Az Aurora B fehérje expresszid és a daganatse|m#ifasa kozott direkt 6sszefliggést nem
talaltunk.

7. A vizsgalt daganatok kozil a B-ALCL-ben figyeltilema legmagasabb AMI értékeket, ez

magas 17-es kromoszémaszammal és fokozott mitodikiigtassal tarsult.

Megfigyeléseink szerint az Aurora B és a malignustkknok keletkezésének és
fennmaradasénak egy lehetséges magyarazata ar al&médzfunkcié sérilése a CPC komplex
nem megfelél mikoddésén keresztil mitotikus szabalyozasi zavadmeéayez. A kinaz fokozott
aktivitasa egy fontos mitotikus ellérzési pont kiesését okozhatja, ezaltal aneuszomias
sejtpopulacidk megjelenését eredményezheti. A T@&&cioja pedig egy fontos apoptotikus

atvonal sérilésének kdvetkeztében valddema malignus sejtpopulaciok talélésének kedvez.
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8. Summary

The main goal of this work was to study the effeicAurora kinase expression on cell ploidy
and tumourigenesis. 50 invasive breast cancerjfa®e large B-cell lymphoma and 10 reactive
lymph node sample were recruited in the study.

Our main findings:

1. The expression of Aurora B and its binding partreas be studied between histological

conditions.

2. Immunohistochemistry and FISH are reproducible mdsion tissue microarrays.

3.Because of the significant correlation with the ralle cell proliferation rate, the
overexpression of Aurora B could not be statedhenbiasis of kinase expressing tumor cell
fractions alone. The relative expression of theochaiB kinase is better reflected by the AMI
index which represents the Aurora B expressiondiation to the whole proliferative
fraction of the tumor. The higher relative Aurora®ression associated with higher mitotic
activity in B-cell lymphoma.

4. FISH analysis of the AURKB locus did not show amyng or amplifications in the samples
analyzed. On the other hand, we have observed$seof the gene is breast carcinoma and
lymphoma samples as well. A strong correlation slagwn between AURKB and TP53
copy numbers: AURKB loss was associated with TR&8twn in all samples. According to
our results on breast carcinoma, losses at 17paBd chromosome 17 aneusomy
determined by FISH showed a statistically signiiitceorrelation.

5.0ur study presents the frequent occurrence of ameyschromosome 17 in breast
carcinoma and B-cell lymphoma samples. Chromosomantusomy evaluated by FISH is
correlated with aneuploidy studying by flow cytomyet

6. Direct correlation between kinase expression aaiipicould not be shown.

7. The highest Ami values was seen in B-ALCL sampigéswas associated with high

chromosome 17 copy humbers and mitotic activity.

The damaged Aurora B kinase function serve for legguy deficiencies in the CPC complex
leading to mitotic errors, while p53 deficiency peimalignant cells to survive due to insufficient
activation of the intrinsic apoptotic pathways. Theregulation of Aurora kinase B function
results an error in an important mitotic checkpothtis resulting in induction of aneuploid cell
populations.

These parallel effects finally increase the comipfeaf mitotic abnormalities and generate

aneuploid cell populations.
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