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A doktori értekezés elozményei és célkitiizései

Az ovarium carcinoma egyike a nk leggyakoribb daganatos megbetegedéseinek. Evente,
vilagszerte mintegy 239000 1) esetet regisztralnak és mintegy 152000 halalesetet okoz.
El6fordulasi gyakorisagdban jelentés foldrajzi kiilonbségek vannak. Leggyakoribb a
skandinav allamokban, legritkabb egyes afrikai és dél-amerikai orszagokban. Az Amerikai
Egyesiilt Allamokban 2014-ben a nék 5. leggyakoribb daganatos halaloka volt, 2017-ben
22440 ovarium karcindmas beteget regisztraltak és 14080 halalesetet okozott. Az ovarium
rosszindulat daganatainak kb. 90%-a epithelialis eredetii. E daganatok alapvetden rossz
prognodzissal rendelkeznek, az 5 éves tulélés aranya atlagosan 40-50%-0s. Ugyanakkor az
elérehaladott, petefészken tli terjedést mutaté daganatok esetében csak kb. 27%-0s 5 éves

taléléssel szamolhatunk.

Az eldrehaladott petefészek daganatok terapids arzendlja az utobbi években lényegesen
boviilt, de jelenleg is a sebészi tumor redukcid €s a kemoterapia képezik az alapjat a terapias
lehetdségeknek. Az elsé vonalban platina bazist kemoterapia valasztandé, ami a
leggyakrabban alkalmazott kombindcioban taxdn szarmazékkal egyiitt nydjtja a maximalis

elérheto hatast.

A klasszikus prognosztikai jelentdséggel biré markerek mint az életkor, ,,performance score”,
szoveti tipus, FIGO stadium tobbnyire jol jellemzik a petefészek carcinoma korlefolyasat,
mindemellett kevéssé rendelkeznek prediktiv értékkel. Emiatt vitathatatlan igény van olyan 0j
szenzitiv molekularis markerekre, amelyek a klasszikus faktorokkal korrelacioban prediktiv
¢s/vagy prognosztikus értékkel rendelkeznek. Ezen tumor jellemzdk jol hasznosithatok a

beteg kovetésben és korjoslat felallitdsaban egyarant.

A petefészek tumorok jellegzetes terjedési Utja peritonealis szorddas, a hasiiregi folyadék
kozvetitésével. Ezzel 6sszhangban az epithelialis petefészek daganatok FIGO szerinti stadium
meghatarozasanak része az ascites citologiai vizsgalata, illetve ascites hidnyaban a sebészi
beavatkozas koézben torténd, a tumor eltavolitast megeldzden vett hasiiregi moséfolyadék

vizsgalata daganatsejtek kimutatasara.

A primer tumorrdl levalt daganatsejtek taléloképessége nagy, a hasiiregi folyadéktérben
passzivan sodrodva kitapadnak a peritonealis felszinhez és attéteket tudnak képezni. A
folyamat biologiai alapja a daganatsejtek mikrokdrnyezeti valtozasa. A kiilonbozo

szovetekben az extracellularis matrix nemcsak koto- és tamasztd funkcidval rendelkezik,



hanem inter-cellularis jelatviteli folyamatokban szabalyozé szerepet is betolt. E folyamatok
eredményeképpen a daganatsejtek folyadéktér kozvetitett modon tavoli, hasiiregi szervek
felszinét elérik. A hasiiregi szabad terjedés altal megvalosul a peritonealis disszeminacid, a
fali és zsigeri feliileteket érintd karcindzis, amely a petefészek daganatos betegek korai

elhaldlozasanak jelentds oki tényezdje.

A fentiek fényében kliniko-onko-patologiai szempontbol relevans elvaras a prognosztikai
faktorok keresése, melyekkel lehetdéség nyilik a daganatos folyamat kimenetelének
megitélésére korai stadiumi betegek esetében, illetve elérehaladott stadiumu betegek hossza
tava  tulélése megjosolhatd. A kiilonbdzd onkoterapids protokollok hatékonysagat
eredményesen mutatd prediktiv faktorok is vizsgalatok fokuszaban vannak, melyekkel a
kell6en individualizalt és megfeleld ar/érték/hatas ardnnyal rendelkezd terdpias beavatkozasok

biztosithatok.



CELKITUZESEK (megvalaszolandé kérdések formajaban)

> Van-e olyan molekularis (immunhisztokémiailag detektalhato) faktor, ami korrelal a

korai progresszioval vs. hosszl tavu taléléssel?

> Kimutathat6-e immunhisztokémiai expresszios profil valtozas, amellyel a korai

daganatos kitjulas, illetve a hossza tava tulélés prognosztizalhato?

> Kimutathat6-e az intercellularis adhézios molekulak (E-cadherin és B-catenin), a p53
fehérje expresszio, illetve a sejtproliferacio mértékének valtozésa az ovarium carcinoma

peritonealis disszimilaciojaban?

> Kimutathato-e immunhisztokémiai vizsgalattal a high-grade és low-grade tumorok

kozott kiilonbség szovetekben és folyadék mintakban?

> Alkalmazhato-e a citologiai microarray (CMA) technika a tumor progresszid €s a

metasztazis képzddés vizsgalatdban?



Anyagok és modszerek

Figyelembe véve a petefészek eredetii daganatok dontden rossz talélési adatait munkank célja
hosszt tava tulélok és korai progresszidt mutatd daganatos betegek, tovabba a szolid (szoveti)
— primer €s metasztatikus — tumorok €és a malignus ascites molekularis-immunhisztokémiai

vizsgalata volt.
Betegadatok, bevilogatas:

A mintagyljtés soran két klinikai centrum ¢és két varosi kérhaz 16 évnyi anyagéanak
feldolgozasa tortént (DEKK Pathologiai Intézet, SZTE SZAKK Pathologiai Intézet,
Semmelweis Korhaz Kiskunhalas, valamint Csongrad megyei Egészségiigyi Kozpont; 1999—
2015). Alapveté kritérium szovetileg verifikalt epithelialis petefészek daganat volt, mely
Klinikailag, illetve patoldgiai értelemben eldrehaladott fazistinak bizonyult: FIGO Ic, FIGO
IIc, FIGO IIla, FIGO IIIb, FIGO IIlc, FIGO IV. A bevalogatas tovabbi kritériuma a 12
hénapnal rovidebb progresszidmentes (platinamentes) talélés vagy a tobb mint 100 hénapos
teljes talélés volt. 437 beteg kortorténetét attekintve 44 eset felelt meg a bevalogatasi
kritériumoknak. A nagy esetszam csokkenés hatterében a minték részleges vagy teljes hidnya,
hianyos klinikai informacié és betegkovetés allt. A betegek atlagéletkora 63 év volt,
valamennyi esetben eldrehaladott petefészek daganat keriilt diagnosztizalasra, illetve mas

daganatos betegség lehetdsége kizarasra kertilt.

A platina rezisztencia/szenzitivitas/refrakteritas klinikai kritériumai alapjan két betegcsoport
elkiilonitése tortént: korai progresszidt mutatd csoport (EP) és hosszl tava taléldk csoportja
(LTS). Valamennyi beteg platina bazisi kemoterdpidban részesiilt tulnyomoéan Taxol-
Carboplatin kombinacioban 2-6 ciklusban, illetve valamelyik tovabbi platina szdrmazék kertilt
alkalmazasra, kombindcids terdpia formajaban: ,,Cyclophosphamide + cisplatin (CP),
Cyclophosphamide + Doxorubicin + Cisplatin (CAP), Cyclophosphamide + 4-epi-
doxorubicin + Cisplatin (CEP)”. Azok a betegek, aki elsé vonalban nem platina alapt

kemoterapids szert kaptak, kizarasra kertiltek a vizsgalatbol

Vizsgalatunk masik részében tovabbi 27 beteg mintai keriiltek kivalasztasra DEKK
Pathologiai Intézetének anyagabol a 2009-2014 kozotti iddszakbol, akiknél rendelkezésre allt
a primer tumor szovetmintija, vagy az ovarium tumor peritonealis attétének (cseplesz,
kismedencei peritoneum, hasi zsigerek) szovetmintdja, €és az ugyanazon betegbdl szarmazo,

sejtblokk preparatumként feldolgozott daganatos ascites minta egyarant.



A szdveti tumor ¢és ascites mintak: A vizsgalt 27 esetbdl 21 esetben a primer daganat, mig 6
esetben valamely hasiliregi attét (cseplesz, kismedencei peritoneum, hasi zsigerek) miitéti
rezekcids szovetmintaja allt rendelkezésre. A 27 tumorbdl 18 high-grade, mig 9 low-grade
volt. 6 eset tartozott a miitét idején FIGO IA, IB IC stadiumok valamelyikébe, mig 21 esetben
FIGO II-IV stadiumt volt a daganat. Ezeket egy csoportba vontuk, mint peritonealis
disszeminaciot mutatd daganatokat. 22 ascites mintabol késziilt CMA, mig 5 ascites mintabol

egész metszeteken végeztiik az IHC reakciokat.
Szoveti feldolgozds, metodika

Formalin fixalt, paraffin bedgyazott mintdk ismételt szoveti verifikacioja tortént (TL és NB).
A relevans és reprezentativ mintak paraffinos blokkjaibol ,,hematoxyllin-eosin” festés alapjan
kijelolt teriiletekbdl 1 mm vastag mintahenger, tigynevezett ,,core” -mint kiemelése tortént,
(TMA master, 3DHistech Budapest, Hungary) majd recipiens blokkba dgyazas. Az elkésziilt
TMA blokkbol 4 mikron vastag metszeteket készitettiink, hematoxyllin-eosin festéshez és az
IHC reakciokhoz. Valamennyi tumorszovetbdl 3-3 mintahenger keriilt beillesztésre, mely

alapjan 7 recipiens paraffinos blokkba 318 mintahenger bedgyazésa tortént.

A paraffinos multiblokkok kompaktalasahoz lassu termosztatos melegitésre van sziikség, 56
°C-ra emelt anyaghdmérséklettel, majd folyékony paraffin segitségével 70-72° C-on a blokk
Osszeolvasztasa megtorténik. A jobb fizikalis kontakt elérése érdekében enyhe erdével
(kézujjakkal valdé nyomas) a paraffinos blokk lagy tartalma tovabb tomorithetd. A miivelet
hémeérsékleti szabalyozasa mellett id6beni szabalyozasa is sziikséges — elhiz6dd melegités és
paraffinos 0Osszeolvasztds a blokk elfolydsodasat okozza, mely a mintahengerek
elmozduldsdhoz, toréséhez vezet. Nem kell6 ideig tartdé hoé-, €s mechanikai hatéas
mintahengerek rossz rogziilését eredményezi, mely a metszés sordn a mintakorongok
kihullasahoz vezet. A megfeleléen kivitelezett paraffinos multiblokk a rutin 3-5 mikron

vastag rotacids mikrotdémos metszési eljarassal egyszeriien feldolgozhato.
Sejt multiblokk (CMA) osszedllitds

Az ascites mintdkbol sejtblokk preparatum késziilt. Valamennyi esetben 50 ml ,ascitest”
fixaltunk tovabbi 50 ml 10%-os pufferezett neutralis formalinban 12-24 6ran at, 4°C-on. A
mintakat 6vatosan 10 percig centrifugaltuk 1500/perc fordulaton, majd a feliilisz6 ledntése
utan az iiledéket 56°C-ra melegitett 3%-os agar géllel kevertiik, €s szobahOmérsékleten

hagytuk megdermedni. Az ascites sejtes elemeit tartalmaz6 agar gélt, szoveti blokk kazettaba



téve tovabb fixaltuk, 10%-0s pufferezett neutralis formalinban, majd standard szdvettani

viztelenitési és beagyazasi procedura kertilt sorra.

Az ascites mintakbol késziilt sejtblokk prepardtumokat tumor sejt tartalmuk alapjan két
csoportba osztottuk. Amennyiben a citoldégiai mintdban a tumorsejtszam kevesebb volt, mint 6
db/10 nagylatétér (400x nagyitas, 0,5 mm-es latotér &tmérd), igy a mintat ,,alacsony tumorsejt
denzitast” csoportba kategorizaltuk. Ha a minta elérte a kiiszobérték nagy latdterenkénti 6
tumor sejtet, abban az esetben ,,magas tumorsejt denzitasi” csoportba kategorizaltuk. Ezen
mintadkban mintahengerenként 100-ndl tobb tumorsejt volt. A nagy tumorsejt denzitasu
mintakbol (n=22) a reprezentativ terliletekbdl kiemelt 3-3 db 2 mm vastag mintahengerekbdl
CMA blokkot épitettiink, a 3DHistech TMA Master késziiléke segitségével. A kis tumorsejt
denzitdsu mintdkat (n=5) nem tartottuk alkalmasnak CMA ¢épitésre. Ezen mintdkbol az

immunhisztokémiai vizsgalatokat egész metszeteken végeztiik.
Immunhisztokémia (mindkét kisérletben) és immuncitokémiai vizsgalatok

A metszeteket deparaffinaltuk, xilol és 96 %-60%-o0s leszalldo alkohol sor (etil-alkohol)
segitségével rehidraltuk (csak szovetmintak esetében). Endogén peroxiddz blokkolast
végeztiink 0,5%-0s metanolos hidrogén- peroxid oldattal, 30 percen keresztiil, majd desztillalt
vizes Oblités utan a p53, a Ki-67 ¢és az E-cadherin reakciokat Bond™ Max
immunhisztokémiai automataban végeztiik. Az antigén feltaras a Ki-67, E-cadherin esetében,
»Novocastra Bond Epitope Retrieval Solution 2” (Leica, Code: AR9640) feltaroval tortént, a
p53-nal ,,Novocastra Bond Epitope Retrieval Solution” 1 (Leica, Code: AR9961) feltaroval. A
detektalasra a késziilékek a DS9800 Leica detektald rendszert hasznéltuk. B-catenin reakcio
soran xilolos deparaffinalast kovetden rehidralas tortént 96 %-os etil-alkohol segitségével
(csak szovetmintak esetében). Endogén peroxidaz blokkolast végeztiink 0,5%-0s metanolos
hidrogén- peroxid oldattal 30 percen keresztiil, majd desztillalt vizes 6blités utan antigén
feltaras tortént. ,,Novocastra Epitope Retrieval Solutions” pH9 10x (Leica, Code: RE7119) 12
perc, 120-125°C-on. Inkubalds a primer antitesttel, 60 percen tortént szobahdmérsékleten,
nedves kamraban. Szekunder antitest EnVision™ FLEX K8000 detektalo rendszer reagense
(EnVision™/HRP) 30 perc, szobahdémérsékelten, nedves kamraban. El6hivds EnVision™
FLEX DAB+ kromogén reagenssel keriilt elvégzésre (1-5 %-os ,,3,3’-diaminobenzidine
tetrahydrochloride™) 6sszekeverve 1 ml EnVision™ FLEX szubsztrat-pufferrel. Magfestés

tortént ,,haematoxylinnal”, majd dehidralas és fedés.



A TMA illetve CMA blokkokon késziilt THC illetve ICC metszeteket digitalizaltuk,
Pannoramic Midi targylemez ,scanner” segitségével. A reakciok értékelését digitalis
metszeteken végeztik. A kis tumorsejt denzitdsi immuncitokémiai reakcidit nem

digitalizaltuk, kozvetlen mikroszkopos értékelés tortént.

Immunreakciok értékelése:

Tulélést vizsgald eseteinkben a B-catenin reakciot kiilon értékeltiik sejtmembran és nukledris
reakcio tekintetében. (Megjegyezziik, hogy a p-catenin citoplasma fehérje, mely a sejtmembrdn
intracellularis oldalan, az extracellularis E-cadherinnel mutat sszefiiggést. A sejtmembran jelolédés valojaban
egy membran asszocialt citoplasmikus pozitivitas. A rutin patologiai diagnosztikaban a jelolédés lokalizacioja és
jellege miatt sejtmembrdan megnevezést hasznalunk.) E-cadherin esetében a sejtmembranon észlelt

10%-feletti pozitivitds mindsiilt pozitiv reakcionak. 10% feletti nukledris pozitivitast

mindsitettiink pozitivnak p53 és Ki-67 immunhisztokémiai reakciok esetében.

A szdveti tumorok €s ascites tumorsejtek vizsgalata soran, az egyes esetekben, a specifikusan
fest6d6 tumorsejtek szdzalékos aranyat hatdroztuk meg, ,.cut-off” értéket nem hataroztunk

meg.

Statisztikai analizis:

A betegek LTS és EP csoportokba rendezett szdveti mintdin végzett immunhisztokémiai
reakcidok eredményeit hasonlitottuk 6ssze, Kaplan—Meier teszt, illetve logisztikus regresszios
analizis segitségével. A szdveti tumor mintdkon, illetve az ascites mintdkon kapott
eredményeket 0sszevetve, Wilcoxon és MannWhitney tesztet, valamint Spearman korrelaciot
végeztiink. Valamennyi statisztikai vizsgalat IBM SPSS 24 statisztikai szoftver segitségével

tortént.



Eredmények

Hosszutavu tulélok és korai progressziot mutato betegek eredményei

P53 expresszio: ,,Low-grade” tumorok esetében p53 sejtmag pozitivitast észleltiink az esetek
47,8%-ban, mig ,high-grade” tumorokndl ez 66,7%-nak adddott. Optimalis tumorredukciod
esetén 45,4%-ban észleltiik pozitiv p53 reakciot, mig a szuboptimalis esetek 68,1%-ban. A
szerdzus karcindmak 58%-a mutatott pozitivitdst, mig a nem szerézusok 53%-a. A 65 év
feletti populéacid 65%-aban lattuk a p53 reakciot, mig 65 év alattiaknal a nuklearis expresszid

a mintak mintegy felében volt megfigyelhetd.

Ki-67 expresszio: ,,Low-grade” tumorok esetében a Ki-67 proliferacios frakcio 43%-0s volt,
mig ,,high-grade” tumorok tekintetében 66,7%-0s. Optimalis tumorredukci6 esetén a mintak
40,9%-a mutatott Ki-67 sejtmagi expressziot, mig a szuboptimalis tumor redukcios
beavatkozasok 68,1%-a. A serosus daganatok 54,8%-a, a nem serosus daganatok 53,8%-a volt
pozitiv. A 65 év felettiek csoportjaban 43,3%-0s volt a Ki-67 sejtmagi expresszid, mig a 65
évnél fiatalabbaknal 45,8%-0s.

E-cadherin expresszio: ,, Low-grade” tumorokban az esetek 73,9%-ban észleltiink membran
pozitivitast, ami a ,,high-grade” tumorok esetében 80,9% volt. 72,7% mutatott pozitivitast
azon tumorok koziil, melyek esetében optimalis tumorredukcio6 volt és 81,8% ahol inkomplett
tumor eltavolitas tortént. A serosus tumorok esetében 80,6%-0S, a nem serosus tumorok
esetében 69,2%-0S E-cadherin membranfestddést észleltiink. A 65 év feletti populacidban

85,0%-0s volt az E-cadherin membran expresszid, mig a 65 év alattiaknal 70,8%.

B-catenin expresszié, sejtmembranban: ,Low-grade” tumorok esetében sejtmembran
asszocialt B-catenin expressziot az esetek 78,2%-ban észleltiink, mig a ,,high-grade” tumorok
71,4%-aban. Azon esetben, ahol optimdlis tumor redukcid tortént a P-catenin membran
reakcid megfigyelhetd volt a mintak 77,2%-ban, mig szuboptimalis redukcidés mintdk 72,7%-a
mutatott pozitivitdst. A serosus daganatok membran pozitivitdsa 80,6%-o0s volt, mig a nem
szerozusoké 61,5%. A 65 év feletti csoport eseteinek 70%-a mutatott jelolddést, mig a 65 év

alattiak 79.1%-a.

p-catenin expresszid, sejtmagban: A nukleéris B-catenin reakcio mind a ,,low-grade”, mind
a ,,high-grade” tumorok esetében jelen volt 13,0% illetve 14,2%-0s ardnnyal. Optimalis tumor
redukcio mellett 18,2%-ban észleltiink pozitivitast, mig a sejtmagi B-catenin szuboptimalis

tumor redukci6 esetében a mintdk csupan 9,1%-aban volt detektalhat6. A serosus tumorok
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3,2%-a, a nem serosus tumorok 38,4%-a volt pozitiv. A 65 éves kor feletti populacié 20,0%-
os, B-catenin nukledris pozitivitast mutatott, mig a 65 év alattiaké 8,3%-t. Sejtmagi -catenin
expresszid valamennyi esetében a sejtmembranhoz asszocidlva is észleltik a p-catenin

expressziot.

A vizsgalt fehérjék expresszidja és klasszikus prognosztikus markerek eredményeit egy- €s
tobbvaltozos analizissel hasonlitottuk a hossza tava tulélok és a korai progressziot mutatod

betegek csoportjainak fliggvényében.

Hossza tava tulélés: Egyvaltozos analizissel a serosus fenotipus potencialis negativ hatassal
rendelkezik a teljes tGlélésre vonatkozolag (68,03 mo. vs. 117,01 mo.; p = 0,025), mely
mellett az optimalis tumor redukcios eljaras potencidlis pozitiv hatdssal rendelkezik a
szuboptimalis sebészi terapiaval szemben, mind egy- (57,48 mo. vs. 105,36 mo.; p = 0,003),
mind tobbvaltozos (0,325; p = 0,005) analizissel vizsgélva. Vizsgalati anyagunkban OS
tekintetében a kor, tumor gradus illetve stddium nem mutatott szignifikans eltérést. Nuklearis
B-catenin expresszidt csupan a hossza tava tulélok mintaiban lattunk (146,67 mo. vs. 71,84
mo. ; p=0,041), mig a korai progressziot mutatok mintaiban ez a jel6l6dés hidnyzott (0/27). A
két csoport kozott tulélési id6 median értéke 146,67 (LTS) honap, illetve 71,84 (EP) honap
volt. Pozitiv pS3 immunhisztokémiai reakciot mutatd esetek szignifikancia szint kozeli értéket
mutattak teljes tulélést figyelembe véve a p53 negativ esetekhez képest (70,40 mo. vs. 99,80
mo., p = 0,057). A teljes tulélést nézve a tobbi paraméter nem mutatott szignifikans eltérést

(B-catenin membran expresszio, E-cadherin, Ki-67).

Progresszio mentes tlélés: Az optimalis tumor eltavolitds pozitiv prediktiv értékkel
rendelkezik, 6sszehasonlitva a szuboptimalis tumor eltavolitassal, statisztikai analizissel mind
az egyvaltozos (14,00 mo vs. 42,93 mo.; p = 0,001), mind a tébbvaltozos (0,329; p = 0,002)
analizissel kimutathatéan. Vizsgaltunk alapjan a progresszidomentes talélés fiiggvényében a
kor, szoveti tipus, a tumor differencialtsagi foka stadiuma statisztikailag nem mutatkozott
szignifikdnsnak. Emelkedett proliferacios frakcido negativ hatassal birt a progresszidmentes

tulélésre, mely statisztikailag is igazolodott (26 mo. vs. 61,95 mo.; p = 0,039).

Eredményosszegzés: Amennyiben a teljes tulélés fiiggvényében vizsgaljuk eredményeinket,
a klasszikus prognosztikai markerek koziil a serosus fenotipus rendelkezik szignifikdns
negativ prediktiv értékkel, mig az optimalis tumorredukcid szignifikans pozitiv prediktiv
értekli. Az fehérje markerek koziil a B-catenin sejtmagi lokalizacioja szignifikans pozitiv

prediktiv értékkel rendelkezik, a hosszu tavh talélést mutatd betegcsoportunkban mutatott
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pozitivitast. Korai progressziot leginkabb Ki-67 proliferacios frakcid szignifikdns emelkedése

mutatja.

Megjegyezziik, hogy a p53 sejtmagi expresszid, erds negativ tendenciat a hosszu tavu talélési

vizsgalatban. Valtozasa statisztikai szifgnifikancia szintet nem ért el.
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Sejt-multiblokk és szoveti multiblokk mintdik eredményei

P53 expresszio: A szoveti tumorok (primer és attéti tumorok) esetében a p53 fehérje
expresszidja atlagosan 45,56%-0s volt, az ascites mintdk esetében a p53 atlagos expresszid
32,76% volt. A ,Jow-grade” tumoroknal a primer tumorok atlagos p53 festodése 24,89% lett,
mig a ,high-grade” tumorok primer tumorsejtjei atlagosan 58,06%-0S pozitivitdst mutattak.
Az ascitesben mind a ,,low-grade”, mind a ,high-grade” tumorokban valtozatlan arany volt
¢észlelheté — alacsonyabb p53 expresszié mutatkozott (2,43% vs. 44,56%). Primer és attéti
daganatok jelolédési mintazatat vizsgalva attéti tumorokban magasabb p53 expressziot
¢észleltiink 66,33% vs. 41,47%. Az ascites tumorsejtjei esetében itt is kimutathato, hogy a p53
expresszio csOkkent; primer tumorok 41,47% vs. ascites 28,95%, attétek: 66,33% vs. 48,00%.

Ki-67 expresszié: A szoveti tumorok (primer és attéti tumorok) esetében Ki-67 expresszio
vizsgalata sordn atlagosan 19,08%-os festddést kaptunk, mig az ascites esetében a Ki-67
index 25,72%-ban expresszalodott, atlagosan. A ,low-grade” tumoroknal a primer tumorok
atlagos Ki-67 reakcidja 6,22%-0s lett, a ,,high-grade” tumorok primer tumorsejtjei atlagosan
25,11%-0s Ki-67 pozitivitast mutattak. Az ascitesben mind a ,,low-grade”, mind a ,,high-
grade” tumorokban valtozatlan arany volt észlelhet6 — magasabb Ki-67 expresszio
mutatkozott (6.86% vs. 33.06%). A tumorszovetek kozott a primer daganatok proliferatios
aktivitasa kiss¢ magasabb volt az attétkhez képest, (16,00% vs. 19,61%). Az ascites
tumorsejtjeinek Ki-67 expresszidja mind primer, mind metasztatikus tumor mellett

magasabbnak mutatkozott (25,65% és 26,00%).

E-cadherin expresszio: A szolid tumorok (primer és attéti tumorok) E-cadherin expresszidja
atlagosan 31,40% lett, az ascitesben 39,52%-ot mértiink. A ,,low-grade tumoroknal a primer
tumorok atlagos E-cadherin jel6lédése 33,75%-0s lett, a high-grade tumoros esetekben ez az
értek 30,44% volt. Az ascitesben mind a ,low-grade”, mind a ,high-grade” tumorokban
véltozatlan aranyt észleltiink (40,22% és 37,59%) a ,,Jow-grade” tumok javara. Primer és attéti
daganatok jel6l6dési mintazatat vizsgalva E-cadherin expresszido némileg alacsonyabb volt
attétekben, (32,14% vs. 28,60%), mindemellett az ascites mintdkban az E-cadherin expresszio

enyhén fokozodott (42,10% vs. 26,50%).

B-catenin expresszio: A szolid tumorok (primer és attéti tumorok) B-catenin membran
expresszio atlaga 82,19 % volt. Az ascites atlagos B-catenin membran expresszidja 58,77%
lett. Magfestddést egy esetben sem lattunk. A ,low-grade” szdveti tumorok 78,67%-0S a

,high-grade” tumorok 81,89%-0s pozitivitast mutattak. Az ascitesben mind a ,,Jlow-grade”,
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mind a ,high-grade” tumorokban valtozatlan arany volt észlelheté - csokkent [B-catenin
expresszid mutatkozott (54,38% vs. 60,72%). Primer és attéti daganatok jel6l6dési mintazatat
vizsgalva B-catenin expresszido mérsékelten csokkent 82,00% vs. 76,67%. Ez a tendencia
ascites esetében nem volt megfigyelhetd. Az ascites mintdkban a B-catenin csokkent reakciot

mutatott, 55,09% és 73,80%.

Az ascites €s szoveti tumorok kozotti pS3 jelolodési kiillonbség szignifikansnak bizonyult
(45,56% vs. 32,76%, p=0,001). A proliferacios aktivitds az ascites tumorsejtek esetén
magasabb volt ugyan, mint a primer tumorokban, de a kiilonbség nem bizonyult
szignifikansnak (25,72% vs. 19,08%, p=0.101). Az ascites tumorsejtek fokozott E-cadherin
expressziot mutattak, de a kiilonbség nem bizonyult szignifikansnak (39,52% vs. 31,40%,
p=0,294). A B-catenin expresszidja sejtmembranon az ascites tumorsejtekben kisebb mértékii

volt, mint a primer tumorokban, és ez szignifikansnak bizonyult (82,19 v 58,77% p=0,006).

Az egyes reakciokndl a betegcsoporton beliil minta-paronként is megnéztiikk kiilon, hany
esetben emelkedett, illetve csokkent az expresszid az ascitesben a primer tumorhoz képest. A
p53 vizsgalatakor 3 esetben emelkedett, 20 esetben csokkent, 4 alkalommal pedig nem
véltozott. 2 mintdnal nem volt lehetséges az Osszehasonlitas, mert kivitelezési hiba miatt az
ascites minta hianyzott. A Ki-67 reakcid sordn 16 minta expresszidja emelkedett, 8 mintaé

csokkent és 3 esetben nem volt valtozas. Szintén két esetben nem volt lehetséges a vizsgalat.

Az eseteket stadium, grade, illetve a szoveti tumor primer vagy attéti jellege alapjan
csoportositva, tovabbi Osszefiiggések voltak megallapithatok. FElérehaladottabb tumor
stidiumban az E-cadherin expresszido alacsonyabb, mint a korai stddiumokban, de az
Osszefiiggés nem bizonyult szignifikdnsnak, mig a B-catenin esetében nincs érdemi kiilonbség.
Az attéti tumorokban kozel hasonld az E-cadherin és P-catenin expresszid, mint az
elérehaladott stddiumu primer tumorok esetén. Az elérehaladottabb tumorok esetében
mérsékelten magasabb p53 és Ki-67 értéket tapasztaltunk, de ez részben a kis mintaszamnak

és az ezen betegcsoportban dominalé magasabb gradusnak is betudhato.

A folyadékcitologiai mintak és szoveti tumor (primer tumor, attét) mintdk immunhisztokémia

reakciok szazalékos megoszlasi eredményét az alabbi tablazatok mutatjak.
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Szoveti tumor és ascites mintak vizsgalata: A p53 expresszio és a Ki-67 index mind a
szoveti tumorok, mind az ascites esetén korrelalt a tumor gradusaval. A high-grade tumorok
sejtjei fokozott p53 expressziot és magasabb proliferacios indexet mutattak mind a primer
tumoroknal, mind az ascites mintdkban. High-grade tumorokban némileg alacsonyabb E-
cadherin expressziot, ¢s némileg magasabb B-catenin expressziot lattunk, azonban az eltérés
nem szignifikdns. Mind low-grade, mind high-grade esetekben az ascitesekben nétt az E-

cadherin expresszi6 €s csokkent a B-catenin membran expresszid a primer tumorhoz képest.

Az ascites tumorsejtjeiben az E-cadherin expresszio fokozodik, ami az ovarium tumorokra
jellemz6. Ugyanakkor a B-catenin membran expresszioban markans csokkenés figyelhetd
meg. Az attéti tumorok sejtjei €s a mellette 1évé ascites altal hordozott tumorsejtek
ugyanakkor hasonld adhézios molekula expresszids profilt mutattak. Az ascitesben 1évo
tumorsejtek szignifikdnsan alacsonyabb p53 expresszidval jellemezhetok, ugyanakkor

emelkedett a proliferacios aktivitasuk.

Eredmény dsszegzés:

Vizsgalati mintdinkban a petefészek daganatok dontd tobbsége eldrehaladott, FIGO IIIC
stddiumban keriilt felismerésre — 50,7% -, illetve jelentds a serosus tipus talsulya (77,4%). A
mar hasiiregi propagaciot mutatdé daganatok kozott kozel azonos a high-grade és a low-grade
tumorok aranya, a hasiiregi, ascitesben észlelt daganatos terjedés mar fennall. A klasszikus
prognosztikai markerek koziil a serosus fenotipus rendelkezik szignifikans negativ prediktiv
értékkel, mig az optimalis tumorredukciod pozitiv prediktiv értékli. Az immunhisztokémiai
markerek koziil a P-catenin nuklearis expresszid szignifikans pozitiv prediktiv értékkel
rendelkezik, mely a hosszl tavu taléléssel korrelal, az 6nélld B-catenin membran jel6l6dés
nem rendelkezik prognosztikus/prediktiv értékkel az altalunk vizsgalt esetekben. A korai
progressziot leginkabb az aktiv sejtproliferacio jelzi (Ki-67 pozitivitas). A p53 nuklearis

expressziot kozel szignifikansnak talaltuk mint negativ prediktiv értékii valtozot.

P53 expresszid mind a szoveti tumorok, mind az ascites esetén emelkedik a tumor graduséaval.
Ez a jelenség a Ki-67 proliferacios index esetében is kimutathatd volt. Az E-cadherin
expresszid mérsékelten alacsonyabb, a B-catenin enyhén magasabb a high-grade tumorokban,
Osszehasonlitva a low-grade tumorok mintaival. Az E-cadherin expresszio fokozott, a [3-

catenin membran reakcid csokkent a malignus ascitesben a primer tumorokhoz képest.
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Uj megallapitasok

v

v

Nuklearis B-catenin expresszid a hosszu tavu talélés pozitiv prediktiv markere.
A Ki-67 proliferaciés index a korai progresszié negativ prediktiv markere.

Az E-cadherin rovid és hosszh tavu tulélésre gyakorolt hatisat kimutatni nem tudtuk,
az ascites altali tumor terjedésben dontd szerepet jatszik. Folyadéktérben expresszidja

fokozodik.

A PB-catenin fehérje expresszio sejtmembran csOkkenése kimutathaté a malignus

ascites sejtjeiben, foleg korai stadiuma daganatokban.

High-grade petefészek daganatokra jellemz6 a p53 fehérje expresszidja, mind szdveti

tumorban, mind malignus ascitesben.
Az ascites tumorsejtjei fokozottabb proliferacios aktivitast mutatnak (Ki-67 index).

A TMA metodika mellett a CMA metodika kivaldéan alkalmas malignus folyadék

mintak vizsgalatara.
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Koszonetnyilvanitas

Koszonetem témavezetomnek, Prof. Dr. Hernadi Zoltannak, az MTA doktoranak, a PhD
értekezés elkészitéséhez nyujtott segitségét, a kutatashoz sziikséges feltételek biztositasat, a
szakmai iranyitast, a folyamatos szakmai feliigyeletet, a kozlemények elkészitésében valo
részvételt, illetve a kezdeti bizalmat, mely a fizikalis tavolsag ellenére is folyamatosan
fennallt.

Ko6szonom Prof. Dr. Méhes Gébornak az anyagi és szellemi timogatasat, tovabba a kisérletes
munka hatterének biztositasat.

Ko6szonom Dr. Téth Laszlé adjunktus Grnak elvitathatatlan szakmai kozremiikodését,
tdmogatdsat, iranymutatasat. Koszondom tovabba, hogy a patologia hivatasat megszerettette
velem, ¢és palyam sordn tdmogatta a tudoményos utkeresésemet.

K6sz6ndm Dr. Molnér Péter professzor urnak a kdzlemények elkészitésében nytjtott
segitségét, meglatasait, erkolcsi utmutatasait.

Ko6sz6ném Dr. Péka Robert professzor urnak a kdzlemények elkészitésében nyujtott
segitségét, tamogatasat.

Ko6sz6ndm Dr. Thurzo Laszlo (1) professzor Grnak a Szegedi Nogyogyaszati Onkologiai
Tanszék korabbi vezetdjének az anyaggylijtésben nyujtott segitségét.

Ko6széném Prof. Dr. Ivanyi Bélanak a SZTE AOK Pathologiai Intézet és Tanszék korabbi
vezetdjének a tudomanyos munka folytatasahoz nyujtott segitségét, a kisérletes munka anyagi
hatterében val6 jelentds hozzajarulasat, szakmai fejlodésem biztositasat.

Ko6sz6ndm Dr. Hortobagyi Tibornak, hogy lehetdvé tette munkam folyatatasat és befejezését.

Ko6szonom. Dr. Palka Istvan €s Dr. Zombori Janos féorvos trnak, hogy a szovetmintakat
rendelkezésemre bocsajtottak, segitették a kisérletes munka elvégzését.

Ko6szonom Laszld Eszter diplomés analitikusnak a metodikai feladatokban nyujtott kivalod
szakmai segitségét.

Koszonet illeti a debreceni €s szegedi intézetek asszisztenseit, akik nélkiil a szdmtalan
szOvettani metszet, sejtblokk minta €s reakcid nem késziilhetett volna el.

Koszonettel tartozom Hodosi Katalinnak, a munkaban 1év0 statisztikai szamitasokért.

Ko6szondm kollegdimnak, hogy a PhD kurzusokon val6 részvételem alatt, illetve a dolgozat
elkészitése soran helyettesitettek, diagnosztikus és oktatasi feladataim ellatasdban kisegitettek.

Koszondm csaladomnak, elsdsorban feleségemnek, hogy tdmogatott a munka elkészitése
soran, ¢s tiirelemmel viselte tavollétemet a kisérletes munka, kongresszusok, illetve
kozlemények elkészitése alatt.
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