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Roviditések jegyzéke

a/B/y-catenin: CTNNBL1 gén altal kédolt protein
AEOC: advanced epithelial ovarian cancer

APC: adenomatosus polyposis coli

ARID1A: AT-rich interactive domain-containing protein 1A
ATM: ataxia teleangiectasia mutated

ATR: ATM and RAD3-related

AXIN: AXIN-1 gén altal kodolt fehérje

BRAF: v-raf (rapid accelerated fibrosarcoma) human homoldgja
BRCA 1/2: breast cancer type 1/2 gene

CA-125: cancer antigen 125

CCNE1: cyclin-E 1 gén

CDHZ1: Cadherin-1 (CAM 120/80 v. E-cadherin
CDK: ciklin dependens kinadz

CDKN1A: ciklin dependens kinaz 1A

CDKNZ2A: ciklin dependens kindz 2A

CDX-2: caudal type homeobox transcription factor 2
CIMP: CpG island methylator phenotype

CK: cytokeratin

CMA: cytologiai microarray

COX: ciklooxigenaz

CTNNB1: B-catenin gén

DO-7: p53 kl6n

E2F: E2 factor family of transcription factors

ECM: Extracellularis matrix

EGF: epidermal growth factor

EGFR: epidermal growth factor receptor

EMA: epithelial membrane antigen

EMT: emithelialis-mesenchymalis transitio
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EOC.: epithelial ovarian cancer

EP: early progression (korai progresszid)

ERB-B2: v-erb-b2 erythroblastic leukemia viral oncogene homolog 2

FAP: familial adenomatosus polyposis coli

FIGO stage: International Federation of Gynecology and Obstetrics stadium

GSK3/CKI: Glycogen synthase kinase 3/ cycline kinaz inhibitor (szerin/threonine
protein kinaz)

HER: human epidermélis ndvekedési faktor csalad

HGSC: high-grade serosus carcinoma

HRR: homologous recombinational repair

IHC: immunhisztokémia

INK: inhibit CDK

Ki-67: proliferacios marker

KRAS: onkogén csalad (Kirsten RAt Sarcoma virus utan elnevezve)
KSH: Kbzponti Statisztikai Hivatal

LCA: leukocyta common antigen

LEF: lymphocyte enhancer binding factor 1

LTS: long term survival

MEK: Ras-Raf-MEK-ERK jelatviteli itvonal molekula

MET: HGF tirozin-kindz receptor (EMT-MET kontextusaban: mesenchymalis-epithelidlis transitio)
MIB-I: Ki-67 ellenes monoklonalis antitest klon jelzése

MMP-9: Matrix metallopeptidase-9 / Matrix Metalloproteinase-9
MMT: mesenchymal-mesenchymal transition

niLGSC: non-invasive low-grade serosus carcinoma

OS: overall survival

PFS: progressio free survival

PI3K/ PIK3C: foszfatidil inozitol-3 kindz

PMS: peritonealis mesothelsejt

PTEN: phosphatase and tensin homolog deleted in chromosome 10; tumor
Szuppresszor gén



PTH: papillaris tubalis hyperplasia

RAS: onkogén csalad (rat sarcoma utan elnevezve)

RB: retinoblastoma

RNF43: Ring Finger Protein 43; Wnt jelatvitel regulalé fehérje

Sipl: Smad interacting protein 1; TGF- B intracellularis mediator fehérje
TCF/LEF: T-cell factor/lymphoid enhancer factor

TCF4: Transcription factor 4

TGF: transforming growth factor

TGF-B1: Transforming growth factor beta 1; cytokine csalad terméke
TIL: tumort infiltralé lymphocytak

TMA: tissue microarray

TP53: Tumor protein 53

VEGF: Vascular endothelial growth factor

WHO: World Health Organisation

Wnt: wingless and a related gene termed int 1

ZNF217: Zinc Finger Protein 217



Bevezetés

Az ovarium carcinoma egyike a nék leggyakoribb daganatos megbetegedéseinek.
Evente, vilagszerte mintegy 239000 Uj esetet regisztralnak és mintegy 152000
halalesetet okoz (1). Eléfordulasi gyakorisagaban jelentés foldrajzi kuldnbségek
vannak. Leggyakoribb a skandindv é&llamokban, legritkabb egyes afrikai és dél-
amerikai orszagokban. Az Amerikai Egyesiilt Allamokban 2014-ben a nék 5.
leggyakoribb daganatos halaloka volt (2, 3), 2017-ben 22440 ovarium karcinbmas
beteget regisztraltak és 14080 halalesetet okozott. Az ovarium rosszindulatl
daganatainak kb. 90%-a epithelialis eredeti. E daganatok alapvetéen rossz
prognozissal rendelkeznek, az 5 éves tulélés aranya atlagosan 40-50%-0s.
Ugyanakkor az el6rehaladott, petefészken tuli terjedést mutaté daganatok esetében

csak kb. 27%-0s 5 éves tuléléssel szamolhatunk (4).

Az el6rehaladott petefészek daganatok terapias arzenalja az utdbbi években
lényegesen bovllt, de jelenleg is a sebészi tumor redukcid és a kemoterapia képezik
az alapjat a terapias lehetdségeknek (5-7). Az els6 vonalban platina bazisu
kemoterdpia valasztandd, ami a leggyakrabban alkalmazott kombinacioban taxan

szarmazeékkal egyutt nyujtjia a maximalis elérhet6 hatast (8, 9).

A klasszikus prognosztikai jelentdséggel bir6 markerek mint az életkor, ,performance
score”, szoveti tipus, FIGO stadium tébbnyire 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 és/vagy prognosztikus értékkel rendelkeznek. Ezen
tumor jellemzék jol hasznosithatok a beteg kovetésben és korjoslat felallitasaban

egyarant.

A petefészek tumorok jellegzetes terjedési Utja peritonealis sz6rddas, a hasuregi
folyadék kozvetitésével. Ezzel 6sszhangban az epithelialis petefészek daganatok
FIGO szerinti stadium meghatarozasanak része az ascites citoldgiai vizsgalata, illetve
ascites hianyaban a sebészi beavatkozas kozben torténd, a tumor eltavolitast

megel6zben vett hasuregi mosofolyadék vizsgalata daganatsejtek kimutatasara.

A primer tumorrdl levalt daganatsejtek tuléléképessége nagy, a hastregi

folyadéktérben passzivan sodrédva kitapadnak a peritonealis felszinhez és attéteket
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tudnak képezni (10). A folyamat biolégiai alapja a daganatsejtek mikrokornyezeti
valtozasa. A kilénbdzd szdvetekben az extracellularis matrix nemcsak koté- és
tamasztd funkcidéval rendelkezik, hanem inter-celluléris jelatviteli folyamatokban
szabalyozé szerepet is betdlt. E folyamatok eredményeképpen a daganatsejtek
folyadéktér kozvetitett mdédon tavoli, hasiregi szervek felszinét elérik. A hasuregi
szabad terjedés altal megvalésul a peritonealis disszeminaci6, a fali és zsigeri
fellleteket érint6 karcindzis, amely a petefészek daganatos betegek korai

elhalalozasanak jelentés oki tényezdje.

A fentiek fényében kliniko-onko-patolégiai szempontbdl relevans elvards a
prognosztikai faktorok keresése, melyekkel lehet6ség nyilik a daganatos folyamat
kimenetelének megitélésére korai stadiumu betegek esetében, illetve elérehaladott
stadiumu betegek hosszu tavu tulélése megjosolhatd. A kulonb6zé onkoterapias
protokollok hatékonysagat eredményesen mutatd prediktiv faktorok is vizsgalatok
fokuszaban vannak, melyekkel a kell6en individualizalt és megfelel6 ar/érték/hatas

arannyal rendelkezé terapias beavatkozasok biztosithatok.



Irodalmi attekintés

Epidemioldgiai adatok

A rosszindulatd daganatos megbetegedések k6zott a petefészek daganat mind
Magyarorszagon, mind a nyugati orszagokban az 5. helyen all mint daganatos halalok
(a bérdaganatokat nem szamitva) (11). Figyelembe véve, hogy morbiditdsa alapjan
csupan a 10. helyen all, az adat lesujté. Valamennyi nbégydgyaszati daganatos
megbetegedés (vulva, vagina, cervix és corpus uteri, petevezeték, petefészek) kozil
a petefészek karcindbmak progndzisa a legrosszabb. A WHO adatai alapjan 2017-es
adatok szerint az USA-ban a nék élettartam rizikdja kb. 1,4%-andal. 2017-ben
megkozelitbleg 22 440 nénél diagnosztizaltak petefészek daganatot, és 14080
halalesetet okozott (12). A betegség incidencidja széles variabilitast mutat kilonb6z6
etnikai csoportok kozott, pl. mig a japan ndk esetében a riziké csupan 0.45%, a sved
nék esetében 1.7%. A betegség incidenciaja egyes orszagokban (pl. Gambia, Brazilia,
Thaiféld, Algéria) csupan 5/100 000 f6, addig Nagy-Britannia, Németorszag esetében
13/100000 f6. Legmagasabb a skandinav allamokban 16/100000 f6 (11, 13-14).

A KSH legutobbi elérhet6 adatai szerint hazankban 2016-ban 13374 n6 halt meg
daganatos betegségben. A petefészek daganat miatti megbetegedések szama 1100
f6 koral alakult. A petefészek daganatos betegségei miatti halalozasok hatterében
90%-ban epithelialis daganatok &llnak. A daganatok mortalitAsa és morbiditasa
jellegzetes eltérést nem mutat Magyarorszag kulonboz6é teruleteit 0sszevetve, illetve
nem fedezhetd fel a pl. vastagbél rosszindulatiu daganatainal megfigyelt javulo

tendenciat mutato teljes tulélési mutato az 5 éves tulélést figyelembe véve (15).

Erdekes irodalmi adat a petefészek daganatos megbetegedéseinek enyhe
csOokkenése mellett mutatkozé peritonealis és petevezetd eredetli daganatos

betegségek enyhe ndvekedése (16).
Etioldgia és rizikofaktorok

A petefészek daganatos megbetegedéseinek eléfordulasi gyakorisaga az életkor
elérehaladtaval nd. Az USA adatai alapjan az incidencia 30 éves kor alatt 3/100 000
f6 és 54/100 000 f6 a 75-79 éves korosztalyban (17). Az ovarium carcinoma atlagosan
63 éves korban kerul diagnosztizalasra, mig az emiatti haladlozas atlagosan 71 éves

korban kovetkezi be. Az amerikai n6k esetében (USA) 40-59 éves és 60-79 éves
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korosztalyokban a petefészek daganat a 4. és 5. leggyakoribb daganatos halalozasi
ok (18, 19). Ezek alapjan a novekvé életkor fuggetlen rossz prognosztikai faktor,
melyet tobb tanulmény is igazolt, mégsem egyértelml ennek megitélése a betegség

hatterében all6 6sszetett és valtozatos molekularis eltérés miatt (20).

A haldlozasi rizik6 egyéb komorbitidssal szévdédve — korabbi szivizom infarktus,
pangasos szivelégtelenség, periférias érbetegség, cerebrovascularis betegségek,
idUlt obstruktiv tidébetegség - jelentdsen emelkedett, akar a 30-40%-kal magasabb
lehet (21, 22). Az 50 év feletti n6knél a postoperativ halalozas kétszeres a fiatalabb
populacioval 6sszehasonlitva (2.6% vs. 1.2%). Fiatalabb korban a stddium megoszlas
atlagosan alacsonyabb, kedvez&bb kimenetel varhato (23).

A reproduktiv faktorok a petefészek daganatok kdzott kulcsfontossaguak, a terhesség
az oralis fogamzasgatldk mellett az egyik legfontosabb protektiv hatast kifejtdé allapot
— kulénos tekintettel az endometrioid és vilagossejtes daganatok esetében - mig a
korai menarche és a kés6 menopauza jelentés rizikoval bir (24, 25). A sebészi
protektiv, preventiv beavatkozasok kozé sorolhaté a salpingectomia, bilateralis
salpingo-oophorectomia (BSO). A petevezet6 ligatura és ,hysterectomia” preventiv
szerepe nem kelléen ismert, mindemellett a petevezetd és petefészek endometridzis
megel&zésében lehet szerepe, mely az endometrioid és ,clear cell” tipusu petefészek

daganatok egyfajta prekurzora (26).

Korabbi elképzelés alapjan az egyik leginkabb fenyegetd prognosztikus faktornak
tartott mechanizmus a fokozott ovulacidés habitus volt. A petefészek felszinének
ovulacios sérulései altal egy sajatos mikro milié alakul ki, mely a szimultan proliferacios
aktivitasa kovetkeztében malignusan transzformalddik; ezt a hipotézist epidemiolégiai
adatok is alatamasztottak, miszerint a sziulés nélklli reproduktiv idészak hossza,
valamint az oralis fogamzasgatlé szerek hasznalata preventiv hatasu a petefészek
daganatokkal szemben. E mellett az emelkedett szérum gonadothropin hormonok
(FSH, LH) szinte az 0sztrogén szintjének szabdlyozasaval/valtoztatasaval a
petefészek daganatok kialakulasanak kedvez. Ennek némileg ellentmondanak egyes
szerzOk adatai, ahol refrakter petefészek daganatok esetében GnRH anal6g adasaval

ertek el terapias hatast (27).

Az ovulaciohoz koéthetd petefészek felszinét érinté gyulladasos reakcid, a retrograd,

menstruacios eredetl ,salpingitis”, illetve hivelyi idegen — fizikai/kémiai/biologiai —
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anyag jelenléte is, mint potencialis rizik6faktor ismert az irodalomban (28). Ugyanakkor
az endometridzis asszocialt petefészekben kialakulé pro-inflammatoérikus hatés
jelentésége vitathatatlan.

Napjainkban az ovarium carcinoma hosszu tava kemoterapias kezelésének alapjat a

platina-rezisztenciara vonatkozé ismereteink képzik (l. abra).

* primer, radikalis
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I. abra: A petefészek karcinémak terapiajanak hosszu tavu stratégiaja
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L ]
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Platina alapu kemoterapias kezeléssel az esetek j6 részében az elsé vonalban
remisszio érhet6 el, majd kés6bb ismételt remisszi6 - platina reindukcioval — ami a
recidivalo epithelialis petefészek daganatokban ismételt platinakezelés alkalmazasat
jelenti. A tartés remisszié esélye, a reindukcié eredményessége az els6é vonalbeli
remisszio mertékeétdl és tartamatdl fugg. Ha az els6 vonalbeli platina szarmazékkal
telies, vagy részleges tumor remisszio érhet6 el legalabb 6 honapot meghaladd
id6tartamban, akkor platina szenzitivitasrol beszélliink és relapszus esetén a betegek
mintegy 30-50%-aban varhaté a platina reindukcié sikeressége. Minél hosszabb az
els6 kezelés befejezésétél a progresszio észleléseig eltelt idészak, annal magasabb
ardnyban varhat6 remisszio. Ha a remisszi6 ideje kevesebb, mint 6 honap, platina-
rezisztenciarol beszélink. Ha mar a platina alapu kemoterapias kezelés alatt is
kialakult daganat progresszidja, akkor a daganatot platina-refrakter kategoriaba
soroljuk. Ezen esetekben, a platina alapu, de nagy valdsziniséggel egyeb
kemoterdpias szer terapids hatasa is varhatéan elmarad (29, 30). A sikeres platina
reindukcié a legjelentésebb prediktiv faktora az elsé és masodik platinabazisu

kemoterapias kezelés kozott eltelt idészak hossza. A masodik vonalbeli kezelés
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els6dleges feladata a platinamentes intervallum prolongalasa, fenntarthaté

életmin6ség és alacsony toxicitas mellett (31-33).

Platina szenzitivitas alapjan j0 és rossz terapias valaszt add betegcsoportok
kilonithetbk el. Platina szenzitivitas hianyaban a betegség korai progressziéja varhato,
mig platina szenzitivitas mellett a progresszid mentes tulélés jellemzben hosszabb,

illetve hosszabb tavu teljes tulélés lehetséges.

Optimalis tumor redukcié

Az el6rehaladott petefészek daganatos betegekben kiterjedt hastregi tumoros

disszemin&cié alakul ki, mely a reproduktiv szerveket valamint a vastagbél adott
szakaszat is érintheti. E mellett a cseplesz, mint kb. 20x15x2 cm-es zsirparna az
esetek dontd tobbségében ugyancsak infiltralt, mely fajdalmas, obstrukciés tlineteket
okoz. Napjaink petefészek daganat kezelési stratégidja agressziv sebészi
beavatkozas altal elért citoredukciobodl és a fent emlitett kemoterapiabdl all. Az an.
~Ltumor debulking”", vagyis tumorszdvet eltavolitas/redukcié az intraperitonealis
daganatszoévetet hivatott minél nagyobb mértékben eltavolitani, mely sokszor vezet a
reproduktiv szervek és a sigmoid colon egyittes eltavolitasahoz — posterior
exenteratio. Az optimalis tumor redukcié definicidja nem egységes, de talan a
legszélesebb korben elfogadott, hogy nem marad vissza 1cm-nél nagyobb atméréji
malignitast mutatd szévet sem intra- sem pedig extra-peritonealisan. A sebészi
kezelés célja, hogy a lehet6 legnagyobb mennyiségl tumorszovetet tavolitsa el. Ennek
igazolt, meggy6z8 bizonyitéka a progresszio mentes tulélés atlag 5 hénapos, a teljes
tulélés atlag 15 honapos ndvekedése sikeres tumor redukcio (debulking) esetén (6,
34).
Optiméalis tumor redukcié alkalmaval intraperitonedlisan 1cm-nél nem marad vissza
nagyobb tumorszovet. A citoredukcio ilyen dramai jellegl hatasa alapvetd biologiai
viselkedési kulonbség dsszehasonlitva mas, hasuregi terjedés mutaté rosszindulatu
megbetegedésekkel. Mas, gyakori peritonealis attétképz6é daganatos betegségekben
(gyomor, vastagbél, hasnyalmirigy) az attétek sebészi eltavolitdsanak nincs érdemi
tulélésre gyakorolt hatasa.

Molekularis biologia
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A petefészek daganatok heterogén csoportot képeznek. A rosszindulatu
petefészek daganatok legnagyobb csoportjat az epithelialis daganatok alkotjak (90%),
melyek alapvet6en kulonboznek mind Dbiologiai viselkedésukben, szoveti
megjelenésikben, terapidjukban a petefészek stromalis/sex-cord és csirasejtes
daganataitol. Az epithelialis daganatok szdvetileg tobb fenotipusra oszthatok: serosus,
endometrioid, mucinosus, ,clear cell”, transitionalis’/Brenner, differencialatlan és

kevert variansok.

A szamos egyéb daganatos betegségben megfigyelt karcinogenezis szekvencia
jelenséggel ellentétben, a petefészek epithelialis daganatanal nem jellemz6 a
klasszikus malignizalédasi tendencia - a benignus-,borderline”-malignus szekvencia
ugyanakkor ismert jelenség, am szoveti szubtipus jellemzéit és molekularis sajatsagait
figyelmen kivil hagyja (35). Klasszikus nézet alapjan a petefészek epithelialis
daganatai a felszini Un. germinalis epitélb6l szarmaztathatok, melyek stromalis
invaginacidja — inkllaziés cisztadk forméjaban — képezi a daganatos elvaltozasok alapjat
(klasszikus koncepcid). Ennek ellentmond az az altalanos karcinogenezis elmélet,
hogy az adott monoklonalis proliferacio legyen az kontrollalt, illetve részben kontrollalt
novekedeésu, valamilyen mértékl hasonlosagot mutat azzal a szovettel, melybdl ered.
A petefészek epithelialis daganatai még csak kdzvetetten sem mutatnak semmilyen
morfolégiai hasonlésagot a petefészek sejtjeivel. Ez alapjan kijelenthet6, hogy a

klasszikus elmélet idejétmalt — Uj megkdzelitési iranyt kell alkalmazni.

A petefészek daganatok karcinogenezise két f6 szakaszra: a malignus
transzformaciora és a peritonealis disszeminaciora bonthatd, melynek hatterében
heterogén folyamatok zajlanak. Kliniko-patologiai €s molekularis jellemzék alapjan az
epithelialis petefészek daganatok ,low-grade” és ,high-grade” csoportba sorolhatok
(36). A két csoport kdzotti morfoldgiai és bioldgiai- klinikai eltérések hatterében sajatos

mutacios eltérések allnak, melyek a két csoportot még jobban elvalasztja egymastol.

Low-grade” tumorok

Az l-es tipusba sorolhatok az un. ,low-grade” epithelialis daganatok, melyek
fenotipusosan endometrioid, szeromucinozus, ,low-grade” szerozus, ,clear-cell’
daganatok. Az elvaltozasok hatterében az esetek egy részében szovetileg is

felismerhetd ,precancerosus” folyamat, mely lehet endometriézis illetve a ,papillaris
13



tubaris hyperplasia” (PTH). Az elvaltozasok hatterében a petevezeté hamjabdl, illetve
a fimbriakrol levalo epithelialis sejtek malignus transzformacioja all. A ,low-grade”
tumorok gyakran kétoldali, nagy, tobb cm atmeéréjl, cisztikus daganatok, melyek
lassan ndének, gyakran a haslreget is kitoltd, kompressziés tlneteket okoznak,
minimalis haslregi folyadékképzddéssel jarhatnak. Bioldgiai viselkedésikre az
alacsony malignus potencial, a j6 prognoézis és a lassu progresszié jellemzd. Mégis,

az esetek mintegy 10 %-ban a betegek halalat okozza.
Szer6zus daganatok

A ,low-grade” szerdzus karcinomak (LGSC) lehetnek non-invazivak, illetve invazivak.
A 2014-es WHO klasszifikacié a serosus ,borderline” tumort és az atipusos proliferativ
szerdzus tumort szinonimaként kezelte. Azéta tobb munkacsoport foglalkozott a ,low-
grade” tumorok hatterében all6 biolégiai folyamatok feltérképezésével. Mara elfogadott
az atipusos proliferativ szer6zus tumor (APST), a szerOzus ,borderline” tumor
elnevezés. Ezek mellett a non-invaziv ,low-grade” szerézus karcinoma (niLGSC)
emlitend6é meg, mint korai, nem invaziv daganat tipus eltéré morfologiai sajatsagokkal.
A niLGSC gyakran kétoldali és petefészken tuli terjedést mutat az esetek mintegy 30%-
aban (37). A jelzett morfolégiai kilénbség ellenére a hatterében allo folyamatok -
invaziv és nem invaziv hashartya implantacié - alapjaul ugyanazon mutaciok
szolgalnak (BRAF és KRAS) (38). Ezek alapjan az ,invaziv implant” egyfajta LGSC
attétkét értelmezhetd, melyet magyaraz, hogy APST és niLGSC sebészi eltavolitasat
kovetben, az esetek mintegy 10%-aban a daganatos kiujulds eredményeként LGSC

ismerhetd fel (39, 40). Molekuléaris vizsgalattal igazolt, hogy a LGSC sejtek széles

“ sz

sz

peritonealis implantdtumokban, valamint nyirokcsomé attétekben. Tovabbi molekularis
jellemzd a csodkkent Osztrogén, progeszteron és WT-1 expresszio, illetve az
emelkedett p16 jelolédés. Ezen széles eozinofil sejtek egyfajta sajatos fenotipussal
rendelkez6 sejtek, melyek a petevezetd ,papillaris tubaris hyperplasidjaban” is
ismertek (41, 42).

Endometrioid és vilagos sejtes daganatok
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Az endometrioid daganatok dontéen jol differencialtak, esetenként kozepesen és
rosszul differencialt formak is megfigyelhetok, sok esetben valamennyi forma egydtt,
mely a daganatképz8dés dedifferenciacios mechanizmusara utal. A vilagos-sejtes
daganatoknak hisztopathologiai gradalasuk nincs — hattér molekularis folyamataik és
prognozisuk ellenére ,high-grade” daganatok, gyakran észlelheték egyutt
endometrioid daganatokkal. Mindkét tipusara jellemz6 az ARID1A és PTEN gének
mutécidja, illetve a catenin bl gén - B-catenin — (CTNNBL1), illetve PIK3CA gének
aktivalo mutacidja (43-45). Az esetek kevesebb, mint 10%-aban TP53, KRAS és BRAF
mutacio is kimutathat6 (43, 46). A hasonlé molekularis hattér hasonl6 prekurzor léziot
feltételez. Ezzel ellentétben betegség lefolyasa tobbszor kulonbozé. Mig az
endometrioid karcinomékban Wnt- B-catenin Gtvonal defektusa, alternativ aktivalodasa

ismert, addig az a vilagos-sejtes daganatok esetében nem jellemzé (47).
~Szeromucinozus” karcinomak

A szeromucinOzus karcinomak dontéen nem invaziv daganatok, makroszképosan
papillarizaltak, leginkabb niLGSC szeri morfologiaval rendelkeznek; a sejtes
morfolégia egy kevert tipust mutat, melyre az endometrioid, lapham, ,endocervicalis”
tipusu glandularis sejtek jellemzdk. Immunfenotipusok jellegzetes ,Mullerian” tipusu:
O0sztrogén és progeszteron receptor, €s CA-125 pozitiv, CK20, CDX2 negativ.
Jellegzetes az ARID1A gén mutéacidja, mely az endometriotikus eredettel konzisztens
(48).

,Mucindzus” karcindbmak

A mucindzus daganatok donté tdbbsége jol differencialt, a rosszul differencialt forma
ritkasag. Morfolégiailag heterogén tumorrdl van sz6, melyben mind az invaziv, az
atipusos proliferativ. mucin6bzus komponens kimutathatdé. Immunhisztokémiai
vizsgélattal az 6sztrogén és progeszteron receptor expresszié nem mutathatd ki — a
fenotipus a ,nem-Mullercs6” eredetet tamogatja. Hattér molekularis eltérésként
leggyakrabban KRAS aktivalé mutacio detektalhatd, az esetek kis szazalékaban
tarsuldo génhiba nélkil. Szamos esetben RNF43 gén inaktivalo mutacioja, KRAS,
BRAF mutécié és/vagy ERRB2 amplifikacio é&ll fenn, mely a RAS/MEK utvonal
aktivacigjat tdmogatja (49). A mucindézus carcinoma gyakran észlelhet6 egyutt

Brenner-tumorral, mely a kdzos eredetet tamogatja - prekurzor lézi6 a Brenner-
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tumorhoz hasonléan a tubo-peritdnealis junkcio hamjabdl kialakult ,transitionalis”
sejtfészek (50, 51).

Brenner tumor

A Brenner-tumorok specialis fibromatézus stromaval o6vezett, fészkes jellegi
transitionalis-tipusu hamtumorok, melyek dontéen benignusak. Az atipusos proliferativ
forma és a malignizalodas is ritka (transitionalis carcinoma). A Brenner- tumorok
molekularis hattere nem kelléen tisztazott. Ismeretes a CDKN2A gén delécidja, illetve
egyes esetekben a KRAS és PIK3CA mutacio is kimutathato (52).

,High-grade” tumorok

A 2-es tipusba a high-grade tumorok sorolhatdk, melyek leggyakoribb és
legmeghatarozobb tipusa a ,high-grade” szerbézus carcinoma. lde tartozik a
Jransitionalis” karcinoma, karcinoszakroma, illetve differencialatlan karcinoma is.
Prekurzor |ézi6 a petevezetd STIC (,serosus tubaris intraepithelialis carcinoma”). A II-
es csoport daganatai kozil a high-grade serosus carcinoma a leggyakoribb varians,
gyors progresszidval, hasuregi folyadékképzddéssel, korai hasuregi disszeminacidval,

altalaban aszimmetrikus, valtozatos hasuregi megjelenéssel (42, 53).
High-grade szerdzus carcinoma

A high-grade szer6zus carcinoma egy viszonylag homogén csoport melynek
HGSC szolid sejtfészkeket alkotd, réseket képzd, néhol papillaris, glanduléris
strukturakat alkoté tumorszdvet, melyre jellemzd a nekrézis. Immunhisztokémiailag
diffaz p53, PTEN és WT-1 pozitivitas észlelhet6. A SET tipus sejtes 0sszetételében
hasonld, am szoéveti kontextusaban eltér, szolid terileteket alkotd tumorszévet
azonosithatd, mely tdbb mas fenotipus kevert morfoldgiai jegyeit jeleniti meg -
endometrioid, transitionalis. E tipusra jellemz6 a nagyszamu mitozis, kifejezett TIL és
nekrozis (54). A p53 immunhisztokémiai reakcio ez esetekben is diffizan pozitiv. A
SET tipus gyakran tarsul a BRCA1 mutaciojaval, am STIC ritkabban fordul el6. Ez a
szubtipus gyakran kialakul fiatal korban, és rosszabb prognozissal jar. Az Ggynevezett
Lusual-type” HGSC ezzel szemben idésebbekben alakul ki, illetve altaldnosan rossz
prognozisa mellett mégis egy fokkal enyhébb lefolyassal jar. A betegség lefolyasaban
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észlelt kuldbnbség hatterében e daganatok kemoszenzitivitasa allhat, mely
mechanizmus a HRR defektusara vezethet6 vissza (55). A high-grade tumorokban
észlelt TP53 gén mutacio mellett kialakuld6 egyéb mutaciok kevesebb, mint 5%-ban
vannak jelen. E kis szazalékos aranyu, am valtozatos molekularis eltérések leginkabb
a TP53 gén mutacid késbi kovetkezményeként foghatok fel (55). A TP53 gén mutacioja
2ubiquiter”, jelentds genetikai instabilitdst hordozva okozhat CCNE1 gén amplifikaciot,
a BRCA 1/2 gének csirasejtes és szomatikus mutaciojat, a HRR jelatviteli utvonal

karosodasat (55).
Differencialatlan karcinoma és karcinoszarkdbma

Sem a differencialatlan karcindbma sem karcinoszarkbma nem mutat morfoldgiai
hasonl6sagot a HGSC-val, sem a HG endometrioid carcinomaval. A hattérben allé
genetikai jelenségek inkabb jellegzetesek ,mesenchymalis” daganatokra, mintsem
epithelialis eredetliekre. A TP53 génmutacié mindkét formaban kimutathaté. Jellemzé
mindkét formara a ,bizarr” hisztomorfolégiai megjelenés és a rapidan progressziv
betegség lefolyas. A karcinoszarkbma malignus ,mesenchymalis” komponenst
tartalmaz — a molekularis jellemz&k egyel6re kevéssé ismertek. A p53 fehérje mellett
fokozott CDKN2A expresszio esetenként kimutathatd. A bifazisos jelleg az epithelialis
komponens malignus ,mesenchymalis” transzformacioja altali, mely folyamat

molekularis hattere egyel6re nem tisztazott (56, 57).
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Molekularis hattér

A B-catenin és az E-cadherin intercellularis adhézids szerepe ismert, fizioldgias
jelenség. Az immunglobulin csaladhoz tartoz6 CAM-molekuldk, szelektinek és
integrinek mellett homotipias kotéssel rogzulé transzmembran peptidek,
ektodomének, melyek stabilitasa kélcium-figgd (58). A cadherin ,szupercsalad”
mintegy 180 hasonlé molekulat tartalmaz kilonbozé fejlettségl bioldgiai szinteknek
human szdévetekben (59). A klasszikus cadherinek k6zé az alabbiak tartoznak: E-
cadherin (epithelialis sejtek, ham- és embrionalis morula sejtek), P-cadherin (placenta
sejtjei, szivizomsejtek, tud6 és  tapcsatorna  sejtjei), N-cadherinek
(,synaptogenesisben” és kodzponti idegrendszeri intercellularis kapcsolatok), M-
cadherin (izomsejtek), R-cadherin (retindlis és agy szegmentacid), VE-cadherin
(endotél sejtek), K-cadherin (vese sejtjei) (60, 61). A cadherinek (E-cadherin) [3-
cateninen keresztll kapcsolatban allnak az a-catenin monomerrel és a-catenin
dimerrel, melyek a citoplazma aktin asszocialt mikrotubularis rendszeréhez. Ezt a
kapcsolati er6sséget a B-catenin és a B-catenint szabalyozd kinazok (pl.: GSK3p)
kontrollaljak (62).

A metasztatizacio egyik elsé fontos |épése a sejt elszakadasa a kdrnyezb sejtektdl és
az extracellularis matrix-szal val6 intenziv interakcio. Az interakciéban szerepld sejtek
intercellularis kapcsol6 strukturaiban a résztvevé molekulak atrendezédése zajlik, mely
folyamat tengelye a -catenin és az E-cadherin interakcidjaban bekdvetkezd valtozas.
A szomatikus sejtek szintetizaljak a B-catenint, melynek folyamatos lebontasi
mechanizmusa is aktiv, amennyiben a Wnt jelatviteli Gt inaktiv. Regularis Wnt jelatvitel
esetében, receptor-ligand koétédés hianyaban az APC/GSK3b axin destrukcios
komplex megkoti a B-catenint, mely foszforillalodik és igy lehetéveé valik a degradacioja
(63-66). A B-catenin degradacié APC fliggd ,ubiquitin-proteasoma” révén tortenik. A
receptor- ligand kapcsolddas esetén a GSK3 gatlasa utan a B- catenin kiszabadul a
destrukcios komplexbdl és a szabad B-catenin bejut a magba. A B-catenin regulator
fehérje a Wnt jelatviteli rendszer kulcsmolekulaja, mely folyamat soran a sejtmembran
citoplazmikus oldaldhoz asszocialt molekula a sejtmembrantél elvalik, majd a
sejtmagba kerul, ahol aktivator fehérjeként mikodik. Ez altal 1étrejon a TCF/LEF
aktivacidja, ami tovabbi valtozasokat kelt az intercellularis adhézidkban, valamint
potencirozza a sejtes/szoveti morfogenezist és tumorfejlédés programjat (67, 68). APC
receptor-ligand kotédés hidnyaban torténd aktivacid is kialakulhat bazalis
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.,mesenchymalis” &ssejtek nem APC ligand protein kapcsoldédasa altal, ekkor a -
catenin inadekvat intercellularis felhalmozodasa jon létre, mely jelenség mellett proto-
onkogének transzkripcios ko-regulator fehérjék (c-myc, cyclin D1) gének konstitutiv
expresszioja jon létre. A differencialédo sejtben bekapcsolddik az apoptdzis €s a Wnt
ut gatlédik, amig az APC vesztés vagy a B-catenin tultermelés inaktiv allapotban tartja

a differencialodas és apoptozis programjat (69).

A p53 fehérje, a TP53 gén terméke, transzkripcids aktivator doménnel rendelkezd, 53
kDa fehérje, mely transzkripcios aktivator domeént, tetramerizaciés domeént és két DNS
kot6 domént tartalmaz. A TP53 gént, mint elsd, felismert tumor szuppresszor geént
ismerjuk. A genomikus stabilitas kulcsgénje. A human daganatok jelentés részében a
genom kéarosodasanak hatterében aberrans TP53 génkopia é€s kovetkezményes
aberrans p53 fehérje kimutathat6 (70-72). A TP53 és p53 fehérje tumor szuppresszor
hatasa révén a ,genom 6reként” is ismeretes. ,Rakellenes” hatasa szamos funkcidja
altal valésul meg: apoptézis indukdl, a genomot ért tobbnyire oxidativ stressz ellenes
véddmechanizmusokat serkenti, gatolja az érujdonképz6dést, aktivalja a DNS javitd
enzimeket, szerepet jatszik az 6éregedésben. Nem daganatos szomatikus sejtekben
mdm2 koétédés altali regulacidja révén inaktiv. A DNS-t ért karosodas, illetve stressz
hatas kovetkeztében az mdm2 komplex felbomlik és a TP53 gén aktivalodik. Ennek
hatasa, hogy a sejtek a sejtciklusbdl kilépve, G1 fazis stop altal (CDKN1A
transzkripcidja megindul), nyugvo fazisban varjak a DNS javité enzimeket, illetve nem
javithatd DNS hiba kdvetkeztében a sejt programozott sejthalal utvonala aktivalodik.
Ezen hatas pontos mechanizmusa nem Kkielégitéen felderitett (73). A DNS-hez
kotédott p53 tovabbi gének és fehérjek aktivaciojat valtja ki (miRNS miR-34a,
WAF1/CIP1, p21), melyek a sejtciklus szabalyozasaban, a tumor szuppressziéban
DNS javitasban jatszanak szerepet. A CDKN1A gén terméke, a p21, egy ,cyclin
dependens kinaz inhibitor”, mely a RB gén produktum RB fehérje foszforillaciojat
gatolja (74). Az RB protein a sejtciklus szabalyozasaban kulcsszerepet tolt be. Mitogén
jel kovetkeztében ,cyclin dependens kinadzok” aktivacioja indul, a RB fehérje
hiperfoszforillacié hatasara inaktivalodik és az E2F transzkripcidos faktor
felszabadulasa mellett a sejt végigmegy a sejtcikluson, a DNS replikalodik. A sejtciklus
M fazisban az RB protein defoszforillacioja altal a sejtciklus terminalodasa megy
végbe. DNS karosodas esetében ATM és ATR protein kinazok foszforillaljak a p53

fehérjét, és DNS hibajavitd fehérjéket, ezzel aktivalva 6ket. Mutans biallélikus TP53
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geén, illetve aberrans p53 fehérje esetében a fenti sejtciklust megallitd, DNS replikaciot

szabdlyozé hatés kiesik; ennek eredménye kontrollalatlan sejtproliferacié (75).

A 17-es kromoszéma pl3.1 ,locusan” elhelyezked6 TP53 gén mutacidja a
leggyakoribb szoliter génmodosulas az petefészek karcindmak kdzott, melynek hatasa
a transzkripcios aktivator domeén, tetramerizacios domén és DNS kété domének hibas
funkcioja (76, 77). UV sugéarzas indukalta DNS karosodas, nem megfelelé proto-
onogene aktivacié, mitogén jelatviteli ttvonal aktivalodasa, hypoxia hatasara a TP53
aktivalodik, transzkripcids faktor hatasa altal regulacios ,TP53-célgén” kapcsolat alakul
ki (78). Habar a TP53 gén mutacidé valamennyi petefészek karcindbma morfoldgiai
szubtipusban kimutatott, legszorosabb a serosus karcinébmakkal val6 dsszefliggése,
olyannyira, hogy a ,high-grade serosus carcinoma, mara, definicionak megfeleléen
TP53 mutans (79).

A Ki-67 sejtmag antigén, mint proliferacios marker, immunhisztokémiai vizsgalattal
kimutathaté a sejtciklus G1, S, G2, és M fazisaiban és nem expresszalodik GO
fazisban. 1983 6ta ismert ,non-histon protein”, mely expresszi6ja soran a mag
belsejébdl a heterokromatinba keril, a perikromoszémélis régiéba. Habar
széleskorlien vizsgalat molekula, melynek kimutatdsa egyes daganatok esetében
kiemelt jelent6séggel bir, pontos cellularis funkcidja a mai napig nem kelléen tisztazott.
Prognosztikai jelentésége az un. ,Ki-67 overexpresszio” esetében van, amely
altalanosan kedvezétlenebb koérlefolyast jelez. A Ki-67 proliferacidos index mellett
megemlitendd a rutin szoveti diagnosztikaban hasznalt mitdzis index is, amely egy
morfoldgiailag is felismerheté metafazis allapot. Figyelembe véve a mitdzis allapota
(M-fazis) és a Ki-67 expresszio kifejez6dési allapotait (G1, S, G2, M), 10x-es
kilénbséget detektdlhatunk a Ki-67 javara. A Ki-67 mara gyakorlatilag o6nallo
prognosztikus markerként hasznalhaté (pl. emlé daganatai, petefészek daganatai),
megis szamos daganat esetében a mitdzis szam meghatarozasa rendelkezik
diagnosztikus jelentéséggel (agy daganatai, ,mesenchymalis” daganatok). A
mindennapi szoveti diagnosztikdban a Ki-67 antigén kimutatdsara sok esetben a MIB-
1 monoklonalis antitestet alkalmazzuk (80).
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A malignus ascites és peritonealis metasztatizalas

A hasureg hatalmas fellletd belsé testfelszin, mely kétrétegli hashartya
felszinnel rendelkezik, az Uregben fizioloégias korilmények kozoétt 10-20 ml, mozgas
hatdsara szabadon &raml¢ folyadék van. A hashartya két f6 alkotobal all. Az egyrétegi
epitél-szer(i sejtek alkotta mezotél (,mesothel”) és tdmasztészovetként jelen levd
kotészovetes stroma, mely szamos 0sszetevét is tartalmaz: fibroblasztok, makrofagok,
~glycoproteinek” és ,proteoglycanok”. A peritonealis Uregben fellelhetd tovabba érett

zsirszovet és a cseplesz specialis limforetikularis testjei (81).

A leggyakrabban petefészek, gyomor, vastagbél, hasnyalmirigy daganatok mutatnak
peritoneum felszinén terjedést. E mellett gyakran lathaté emld, tidé és melanoma
infiltracioja is (82). A peritonealis Ureg olyan daganatsejt predilekcios hely, amely
hatalmas fellletérdl, illetve hastregi folyadék altal gy(jti és terjeszti a daganatsejteket.
A cseplesz sajat nyirokrendszerének limforetikularis testjei maguk is karcinogenezist
tamogatd hatassal rendelkeznek (83, 84). A daganatsejtek a peritbneum Uregét
haromféle mddon érhetik el: intraperitonealis szérodassal (petefészek, hasnyalmirigy,
.colorectalis” daganatok esetében); direkt, ,transperitonealis” jaratok mentén
(hasnyalmirigy €s gyomor daganatai); hematogén terjedéssel (tudd, emld, melanéma)
(85). A petefészek daganatok legfontosabb és leggyakoribb terjedési formaja a
peritonealis terjedés, mely az el6rehaladott petefészek daganatos betegek legalabb
70%-4aban jelen van. A levalt, leszakadt daganatsejtek a peritobneum felszinét elérve,
a peritonealis folyadék altal sodortatva, passzivan mozognak, nagy mennyiségi
hastregi folyadékot létrehozva. A peritonealis metasztatizalas soran a daganatsejtek
adhézidja figyelhetd meg, a peritonealis felszineken (86, 87). A migracios tumor-
progresszidbban mezotél-sejtek, fibroblasztok, zsirsejtek altal termelt szolubilis faktorok
kemotaktikus hatasa jatszik f6 szerepet, mely altal stromalis proliferacié indul meg.
Ezen kolcsdnhatas kovetkeztében a peritonealis felszinen, illetve peritbneumban a
daganatsejtek egy 0j generacioja, szelektalt migraciés csoportja jon létre (86). A
peritonealis szolid (szoveti) tumorképzés valamennyi terjed6 daganat esetében
megfigyelhetd. A tdpcsatornai daganatsejtek vagy direkt sejtlevalas atjan érhetik el a
peritonealis teret vagy a veéerér és nyirokér mikrosérilései altal bekdvetkezb

intraluminaris terjedéssel.
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A peritonealis ,mesechymalis” sejtek (PMS) egyediek, ,mesenchymalis” és epitelialis
jellemzékkel is rendelkeznek, mind mezodermalis jellegli, mind epithelialis jellegi
sejtfelszini molekulékat expresszalnak (88, 89). A nagyszamu PMS szamos valtozatos
funkcioval rendelkezik. Egyrészt felllet aktiv ,proteoglycanokat” és foszfolipideket
termelnek, melyek a peritonealis tér ,sikositasaban” jatszanak szerepet. Masrészt
felel6sek a haslregi folyadék és ion haztartasért, annak antitrombotikus, nonadheziv,
allapotaért, a fibrozis és adhézié gatlasaért (90). A PMS kézrem(ikddd szerepe ismert

tovabba a hasiregi és szisztémas gyulladasos folyamatokban.

A PMS oszt6do képessége alacsony, és ismert gyors ,elidésulésuk”, mely altal inkabb
hasonlatosak az epitél sejtekhez, am az ,idésult” PMS sejtek tovabbra is életképesek,
metabolikusan aktivak. E jelenségek leginkabb az antiapoptoétikus készségiknek
készonhetbk (89, 91). Az ,elidésult” PMS-ek nagyobbak, ellapultak, p-galaktozidazt
expresszalnak, ,lipofuscint” tartalmazhatnak. A telomerdz hosszanak folyamatos
rovidulése ismert jelenség a sejtek ,0regedése” és mitotikus aktivitdsuk csokkenése
hatterében. A PMS-ek genetikailag igen valtozatos telomeraz hosszal rendelkeznek, a
DNS karosodasa dontéen nem a telomeraz terlletet érinti; e sejtek genetikailag
telomeraz fuggetlenek (92). A PMS korai ,elidésilés”, in vitro is megfigyelhetd, mar
fiatal sejtkultirdkban is (91). A folyamat TGF-B1 fehérje termelés ndvekedés altal
id6zitett stressz-hatas indukalt folyamat, melynek kovetkezménye a meég nem

,elidésult” sejtek gyorsult érése.

Ezzel Osszefuggd tovabbi jellegzetesség az ,elid6silés” kovetkeztében fellépd
biokémiai jelek progressziv kumulacidja, mely a sejteket, a sejteket ért cellularis

stressz kdvetkeztében eltéré valaszkészséggel ruhazza fel (93).

A mezotélsejtek aktiv szerepe a peritonealis disszeminaciéban maig vitatott. Egyrészt,
az ovarium tumoros biopszias mintak nem tartalmaztak PMS-ket az o0szt6dé
tumorsejtek mellett. Masrészt, kisérletes esetekben azon daganatok mutattak kevésbé
effektiv hasiuregi terjedést, melyekkel PMS-et adtak a peritbneumba. Nem szabad
viszont azt sem elfelejteni, hogy a PMS felszini nagyszamu ligand és receptor komplex
interakcidra képes, mely jelenség a petefészek daganatok terjedésének adhéziés
fazisdban beindul. PMS-asszocialt ,fibronectin” és tumorsejt-asszocialt a5B1 integrin
kozotti és hialuronsav és CD44 receptor kozotti interakcid zajlik le (94, 95). A
kisérletesen blokkolt ,fibronectin” termelés hatasara a daganatsejtek PMS-hez valo
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asszociacidés készsége jelentés mértékben csdkken, mozgasi képességuk
meérséklédik (96).

Fontos tovabbi momentum és a folyamat komplexitasat igazol6 mechanizmus az
~epithelialis-mesenchmyalis-tranzici6” (MMT), melynek részjelensége a PMS Altal
létrejové ,mesenchymalis-mesenchymalis” atmenet. E folyamat sordn az
intraperitonedlis progressziot mutatd daganatsejtek a PMS-kel interakcioba kerulve
azokat aktivaljak, és tumor asszocialt fibroblasztos megjelenést/funkciot stimulalnak —
az osszefiggd PMS felszin megszakad. A folyamat eredménye a mezotél barrier

apoptétikus karosodasa (97, 98).

A daganatos sejtek egyetlen sejtként vagy klaszterként levalva, passziv mechanizmus
altal terjednek, helyvaltoztatdsukat maga a fiziologiai mozgas adja a peritonealis
folyadékban. Klinikai megfigyelések és retrospektiv klinikai vizsgalatok azt sugalljak,
hogy az elérehaladott ovarium daganatok hatékonyan nének a peritonealis Uregen
belll, de ritkan adnak attétet tavoli szervekbe (kivéve nyirokcsomo attétkepzés utjan).
Ezt a hipotézist erfsiti az a medfigyelés, hogy a ,ventriculo-peritonealis shunt”
belltetésen atesett betegekben nem sz6rodik a tumor a shunt kozvetitésével.
Kisérletesen, a ,shunt” beultetést kdvetd két évben sem igazoldodott vénas jellegl
attétképz6dés, holott sem fizikai, sem biologiai barrier nem volt. Ez a szokatlan
eredmeény Paget klasszikus ,seed and soil” elméletét tAmasztja ala. A petefészek
tumorsejtek szamara a megfeleld taptalajt a mezotélium adja, mely a hasuregi
szerveket fedi. Az implantédlodd daganatsejtek a mezotélt felszinesen kolonizaljak, de
melyebb infiltralo kialakitdsara nem, vagy csak ritkan képesek. Miel6tt a petefészek
daganatsejtek levalnak és elkezd6dik metasztatikus utazasuk, a daganatsejtek
strukturdlis  atalakulasara van szikség, melynek kovetkeztében mind
helyvaltoztatasra, mind helyzet valtoztatasa képessé vélnak. E folyamat az
~epithelialis-mesenchymalis transitio” (EMT), mely sordn a hamsejtek kozotti
intercellularis adhézidk fellazulnak, a citoszkeleton alapvetéen atalakul és a
daganatsejt a bazélis membrantol elvalik (99). Az intercellularis adhéziés molekulak
kozul az E-cadherin jatszik f6 szerepet, az intercellularis integritds tengelyét adja; a
csokkend E-cadherin expressziot N-cadherin és P-cadherin expresszié emelkedés

kiséri — ez a folyamat a ,cadherin switch” (100).
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Az E-cadherin molekula a- és B-cateninen keresztil kapcsolodik a citoplazmikus
mikrofilament rendszerhez, mely az epithelialis sejteket egymas mellett tartja.
Epithelialis daganatokban az EMT kivaltotta E-cadherin vesztés egyenlé a fokozott
invazivitassal (101). A hasuregi folyadékban lebegé petefészek daganatos sejtek E-
cadherin expresszidja alacsonyabb, csak ugy, mint az éattétekben (102). EMT
kovetkeztében a sejtek képessé valnak a ,mesenchymalis” jelatviteli Gtvonalak
hasznalatara, illetve stromalis sejtekkel valé interakciora. A hattérben integrinek (a2p1,
a3p1) és matrix metalloprotedzok (MMP-9) aktivalédnak, ami az E-cadherin ektodomén
elvalasat eredményezik; ez a mechanizmus az intercellularis adhézidk fellazulasat
okozza, és lehetbveé teszi a sejtek szamara az egyesével valo, illetve csoportos levalast
— a sejtek folyadéktérhez szabott, an. ,spheroid” alakot Oltenek. A levalt sejtek a
hastregi folyadékban haladnak tovabb (103, 104). Helyvaltoztatasukhoz
elengedhetetlen a ,spheroid” alak, melyet integrinek tartanak fenn, ugyanezen
molekulak biztositjak, hogy a daganatsejtek a kulonosen erésen tapadnak meg a
folyadéktérbdl kikerllve a mezotelialis felszinen (105, 106). A fentiek mellett a
sejtmembran asszocialt matrix metalloproteazok termelése is fokozodik, mely gatolja
a nem kivant, tul korai megtapadast, illetve el6segiti a kivant tumorsejt-mezotél
adhéziét. Ezt egy bonyolult B1-integrin heterodimerizalodasi folyamat, CD44
expresszid, matrix metalloproteaz aktivalédas el6zi meg. Ezt a mezotél sejtek,
daganatos sejtek altal a Fas ligand utvonalon (CD95) kivaltott apoptozisa eléz meg,
meggatolva a mezotélsejtek meglevé megtapadasi és invazivitasi képességét (107,
108).

Az ovarium daganat levalt sejtcsoportjai, sejtjei immar bizonyos foku ,mesenchymalis”
morfoldgiaval is jellemezheték, valamint E-cadherin szabalyoz6 Sipl regulator hatas
altal elveszitik az E-cadherin fol6tti iranyitast. Ez a diszregulaciés allapot a fibronectin
receptor fokozott sejtfelszini megjelenését valtja ki, mely a daganatsejtet egyfajta
készlltségi allapotba hozza, hogy a megfelelé kdrnyezetben kitapadhasson. Ha egy
metasztatikus koldnia kialakult a sejtek reverzibilis re-epitelizacioja megy végbe
(,mesenchymalis-epihelialis transitio”, MET) és készen &llnak a kdrnyezeti parakrin
novekedési faktorok hatasara gyors dtemben ndvekedni. A metasztatikus
tumorndvekedés Ol koordinalt, szabalyozott mechanizmus, melynek héatterében
klldnbdz6, egymas hatasat potencirozé névekedési faktorok (VEGF, PGF) kivaltotta
erujdonképzédés all (109, 110).
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Szoveti multiblokk— ,tissue microarray” (TMA) modszer

A szoveti multiblokk, vagy tissue microarray metodika magas ,throughput” értékkel
rendelkezb, leginkabb a tumorbiolégiai kutatasokban hasznalt eljaras, mely a
szakirodalomban ismert és széleskorlen hasznalt (111). Egyeértelmi elénye a
koltséghatékonysag, mindemellett nem elhanyagolhato értéke a szévetmintara kifejtett
minimalis karositdé hatasa. Elényként emlitendé még a fajlagosan kedvez6 reagens
koltsége, ami a mintakon elvégzett reakciokat illeti. Elvitathatatlan érdeme az egy
paraffinos blokkon elvégzett szamos kulonb6zd reprezentalt tumorszévet
0sszehasonlithatésdga, melynek hétterét az egy metszeten végzett standardizalt
eljaras lehet6sége adja (112).

Az eljaras alapja H. Battifora és munkacsoportja altal kifejlesztett, 1986-ban elséként
publikalt eljards, melyet J. Kononen és munkatarsai tokéletesitettek (113-115).
Elsédleges cél a proteomikai kutatdsokban valé alkalmazhatdésag volt. A vizsgalati
modszer tokéletesitésével az eljaras azota DNS szintl vizsgalatokhoz is alkalmassa
Valt (in situ hibridiz4cid) (116). Az6ta szamos kutatasban hasznaltédk ezt az eljarast a
legkulonb6zdbb témakorokben, dontéen immunhisztokémiai reakciok

0sszehasonlitasara (117, 118).

A metodika els6dlegesen formalinban fixalt, paraffinba agyazott mintakon végzendd,
dontéen immunhisztokémiai reakciok vizsgalatara szolgal. A szdveti multiblokk eljaras
a hétkdznapi kérszovettani rutin diagnosztikaban hasznalt paraffinos blokk kiontésével
kezdddik, ez az ugynevezett ,donor-blokk”, melyen egy elére megtervezett mintazatot
alakitunk ki, "térkép” segitségével. A rutin diagnosztikai eljarassal ellentétben nem egy
szovetminta paraffinos blokkba épitése torténik, hanem a mintazatnak megfelel6en
szamos szovetminta beagyazasara keril sor, az ugynevezett ,recipiens blokkokbadl”.
Ehhez el6szor elére meghatarozott szamu és méretl Ilyukat kell furni a recipiens
blokkba, ezek a recipiens fiolak, melyekbe a kulonboz6, mas szdvetekbdl — donor
blokkokbdl - szarmazé mintakat befogadjak. A recipiens fiolak befogadd atmérdje,
szama, a szovethengerek egymashoz val6 viszonya az alapja a megfelelé multiblokk
kialakitasnak, a  koltséghatékonysagnak, kell6 reprezentativitasnak és

standardizalasnak (119).

A megfeleld kialakitas a kelléen nagy és lehetd legkisebb érdemes mintaszamot

jelenti. EQy hagyomanyos paraffinos blokkba 10-100 recipiens paraffin fiola alakithato
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ki — mintahenger atméré és mintatavolsag fuggvényében. A nagyobb darabszam
jellemzéen kisebb mintaatmeérét takar, emiatt, altaldban tobb reprezentativ
mintahenger belltetésére van szikség egy recipiens blokkba. A kisebb recipiens
fiolaszam A&ltaldban nagyobb bedlltetett mintaatmérével rendelkezik, ez esetben,

fuggbéen a végleges esetszamtdl, tobb multiblokk kialakitasat teszi sztuikségessé (120).

Koltséghatékonysag tekintetében a kevesebb multiblokk kialakitasa id6, anyagi és
kényelmi szempontbdl is kedvezd, am az egy paraffinos blokkba épitett mintahengerek
szama nem nodvelheté korlatlanul. Az alsé vizsgalhatosagi hatar irodalmi adatok
alapjan 0.2 mm atmeérdji hengert jelent, melynél kisebb atméré hasznalata, még toébb
ugyanazon szovetbdl szarmazo mintahenger beultetése mellett sem rendelkezik kell6
reprezentativitassal (121). A nagyobb mintahenger atmérék (irodalmi adatok alapjan 5
mm) vizsgalhatésaga és 0sszehasonlithatosaga konnyebb a vizsgalé szamara, am
nagy kutatési esetszamoknal tobb blokk kialakitaséat teszi sziikségessé. ldealis, a 1-3
mme-es mintahenger atmeérd lehet (122).

Valamennyi vizsgalat alapja a kell6 reprezentativitas. A multiblokk kialakitasanal a
recipiens blokkokbdl szarmazd szovetmintdk tbbbnyire redundansan vannak jelen
annak érdekében, hogy az elvégzett, tobbnyire immunhisztokémai reakciok
kiértékelheték legyenek. A tervezés és megfelel6 ,donor-blokk-donor-terilet”
kivalasztdas és mintavételezés mellett a reprezentatitivtas megtartott, vagyis az
esetleges minta karosodas kovetkezésben is jelen van kell6 mennyiségl és minésegi

minta, melyen az adott reakcio kiértékelhetd (115).

Standardialt feltételek elengedhetetlenek mintak Osszehasonlitdsa alkalmaval. A
multiblokk erre kivaldan alkalmas, hiszen egy miveletsoron esik at valamennyi minta
ugyanazon idében. A pH, ionmili6, antigén feltaras automatizalt korulményei, a
reagens koncentracioja, inkubacios ideje, illetve adott esetben a kromogén szubsztrat

valamennyi mintahengeren egyszerre érvényes illetve van jelen (123).

(Munkacsoportunk korabbi és jelenlegi vizsgalatai szovetblokkokbol 1 mm—es, a
sejtblokkokbdl 2 mm-es mintahengert hasznalt. Irodalmi adatok alapjan ez egy kell6

és véllalhatd kompromisszum.)

Az eljaras hatranyaként emlitend® hogy egy-egy vizsgalandé szovetbél igen minimalis,
dontbéen tobb darab, 1-5 mm-es mintahenger kerul kivalasztasra és beépitésre. Sok

esetben, megfelel6 redundancia mellett sem reprezentativ a donor szévetminta. Ennek
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hatterében allhat a tdobb cm atméréji daganatok ismert ,tumor-heterogenitasa”,
tumorszovet mentes nekrotikus terlletek jelenléte. Emellett a rutin diagnosztikai,
paraffinos blokk mintakat altalanosan érinté metodikai hibak (viztelenitési, fixalasi,
beagyazasi), tovabba az immunhisztokémai reakcidk technikai problémai. Az elkésziilt
paraffinos multiblokkokbdl készitett 3-5 um vastag metszetekr6l mintahengerek
lesodrodhatnak, mechanikusan karosodhatnak. Irodalmi adatok alapjan ez 2-12%
kozotti veszteséget jelent. Adott esetben a kész metszeteken valo tdjékozédas
problémat jelenthet, féleg szimmetrikus multiblokkok kialakitasanal, emiatt jelz6anyag
A metszeteket digitalizalva viszonylag gyors, jol kovethetd kiértekelés alkalmazhatd
(124).

Alapvetden kijelenthet6, hogy a szoveti multiblokk vizsgalat minta-, munka- és
koltséghatékony, azonos reakciokorilményeket teremt, jol standardizalhatd. Emiatt
kifejezetten alkalmas kutatasi célra. A kis mintaatmérék és tumor heterogenitas

jelensége miatt rutin diagnosztikai alkalmazhatésaga erésen korlatozott.
Sejt multiblokk —,, Cytology-microarray”

A TMA metodika egy moédositott valtozata az ugynevezett CM, vagyis citologiai
microarray, melynek alapja a citodiagnosztikai mintavételbél szarmazo, részben
folyadék tartalmu mintabdl kinyerheté tumorsejtek vizsgalata (125, 126). E megoldas
kulondsképpen elbnyds azokban az esetekben, ahol a szdveti mintavétel korlatozottan
lehetséges, korlatozott értékd, illetve nem megvalésithatd, és csupan folyadék all
rendelkezésre a diagnosztika szamara (testireg, eml6 cisztézus elvaltozésai).
Bubendorf 2006-ban szerkeszt6ségi kozleményben hivta fel a figyelmet a technika
széles korl alkalmazhatdsagara. Ezidaig igen csekeély irodalmi adat all rendelkezésre

testlregi folyadék mintak altal tartalmazott sejtek vizsgalatara vonatkozéan (127).
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CELKITUZESEK (megvalaszolandé kérdések formajaban)

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

korrelal a korai progressziéval vs. hosszu tava tuléléssel?

> Kimutathato-e immunhisztokémiai expresszids profil valtozas, amellyel a korai

daganatos kidjulas, illetve a hosszu tavu tulélés prognosztizalhat6?
> Kimutathato-e az intercellularis adhézios molekulak (E-cadherin és B-catenin),
a p53 fehérje expresszio, illetve a sejtproliferacio mértekének valtozasa az ovarium

carcinoma peritonealis disszimilaci6jadban?

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

tumorok kozott kulonbség szévetekben és folyadék mintakban?

> Alkalmazhat6-e a citologiai microarray (CMA) technika a tumor progresszio és

a metasztazis képzddés vizsgalataban?
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Anyagok és modszerek

Figyelembe véve a petefészek eredetli daganatok dontéen rossz tulélési adatait
munkank célja hosszu tavu tulélok és korai progresszidt mutaté daganatos betegek,
tovabba a szolid (szbveti) — primer és metasztatikus — tumorok és a malignus ascites

molekularis-immunhisztokémiai vizsgalata volt.
Betegadatok, bevéalogatas:

A mintagyUjtés soran két klinikai centrum és két varosi korhaz 16 évnyi anyaganak
feldolgozasa tortént (DEKK Pathologiai Intézet, SZTE SZAKK Pathologiai Intézet,
Semmelweis Kérhaz Kiskunhalas, valamint Csongrad megyei Egészségugyi Kézpont;
1999-2015). Alapvet6 kritérium szovetileg verifikalt epithelialis petefészek daganat
volt, mely klinikailag, illetve patoldgiai értelemben elérehaladott fazisunak bizonyult:
FIGO Ic, FIGO llc, FIGO llla, FIGO llib, FIGO llic, FIGO IV. A bevélogatas tovabbi
kritériuma a 12 hénapnal révidebb progresszibmentes (platinamentes) tulélés vagy a
tobb mint 100 hénapos teljes tulélés volt. 437 beteg kértorténetét attekintve 44 eset
felelt meg a bevalogatasi kritériumoknak. A nagy esetszam csokkenés hatterében a
mintak részleges vagy teljes hianya, hianyos klinikai informacio és betegkévetés allt.
A betegek atlagéletkora 63 év volt, valamennyi esetben el6rehaladott petefészek
daganat kerilt diagnosztizdlasra, illetve més daganatos betegség lehetésége

kizarasra kertilt.

A platina rezisztencia/szenzitivitas/refrakteritas klinikai kritériumai alapjan két
betegcsoport elkulonitése tortént: korai progressziot mutatd csoport (,EP” — early
progression) €s hosszu tavu tulélék csoportja (,LTS” — long term survival). Valamennyi
beteg platina bazisi kemoterapiaban részesult tdlnyomoéan Taxol-Carboplatin
kombinacidban 2-6 ciklusban, illetve valamelyik tovabbi platina szarmazék kerult
alkalmazasra, kombinacios terapia formajaban: ,,Cyclophosphamide + cisplatin (CP),
Cyclophosphamide + Doxorubicin + Cisplatin (CAP), Cyclophosphamide + 4-epi-
doxorubicin + Cisplatin (CEP)”. Azok a betegek, aki elsé vonalban nem platina alapu

kemoterépias szert kaptak, kizarasra kerultek a vizsgalatbadl (l. tdblazat).
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. tablazat: Tulélési betegadatok — prognosztikai vizsgalat adatai

Betegadatok I.
N N (%)
Kor (évek)
Median 95% CI (évek) 63 (95% CI; 52,1-57,4)
FIGO stadium a diagndzis idején
IC 8 18,2
Inc 2 4,5
A 1 2,3
B 4 9,1
nc 27 61,4
v 2 4,5
Szoveti tipus
Szerozus 31 70,5
Endometrioid 3 6,8
Mucin6zus 4 9,1
Differencialatlan 6 13,6
Differencialtsagi fok (grade)
G1 és G2 (low-grade) 23 52,3
G3 (high-grade) 21 47,7
Primer miitét (intervallum laparotémiaval)
Optimalis tumor redukcié 22 50
Szuboptimalis tumor redukcio 22 50
Korai progresszi6
>12 honap 14 31,8
<12 hénap 30 68,2
Teljes tulélés
> 100 hénap 17 38,6
<100 hénap 27 61,4
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Vizsgalatunk masik részében tovabbi 27 beteg mintai keriltek kivalasztasra DEKK
Pathologiai Intézetének anyagabol a 2009-2014 kozotti idészakbol, akiknél
rendelkezésre allt a primer tumor szdévetmintdja, vagy az ovarium tumor peritonealis
attétének (cseplesz, kismedencei peritobneum, hasi zsigerek) szovetmintaja, €és az
ugyanazon betegbél szarmazo, sejtblokk preparatumként feldolgozott daganatos

ascites minta egyarant.

A szoveti tumor és ascites mintak: A vizsgalt 27 esetbdl 21 esetben a primer daganat,
mig 6 esetben valamely hasiregi attét (cseplesz, kismedencei peritbneum, hasi
zsigerek) matéti rezekcios szovetmintaja allt rendelkezésre. A 27 tumorbdl 18 high-
grade, mig 9 low-grade volt. 6 eset tartozott a matét idején FIGO IA, IB IC stadiumok
valamelyikébe, mig 21 esetben FIGO II-IV stadiumu volt a daganat. Ezeket egy
csoportba vontuk, mint peritonealis disszeminaciét mutaté daganatokat. 22 ascites
mintabdl készilt CMA, mig 5 ascites mintabol egész metszeteken végeztik az IHC

reakciokat (ll. tAblazat).

Il. tAblazat: Betegadatok: Tumorszévetek és ascites tumorsejtek vizsgalata

Betegadatok II.

N | N (%)
n=27
FIGO stadium
A 1 | 3,70%
B 1 | 3,70%
IC 4 (14,80%
A 3 [11,10%
1B 3 [11,10%
A 4 (14,80%
1B 2 | 7,40%
lnc 8 [29,60%
v 1 | 3,70%
Szoveti tipus
Szerdzus 24 188,90%
Mucinézus 1 3,70%
Endometrioid 2 | 7,40%
Differenciéltségi fok (grade)

low-grade 9 [33,30%
high-grade 18 [66,70%
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Szoveti feldolgozés, metodika

Formalin fixalt, paraffin beagyazott mintédk ismételt szdveti verifikacidja tortént

(TL és NB). A relevans és reprezentativ mintak paraffinos blokkjaibol ,hematoxyllin-

eosin” festés alapjan kijelolt teriiletekb8l 1 mm vastag mintahenger, agynevezett ,core”

-mint kiemelése tortént, (TMA master, 3DHistech Budapest, Hungary) majd recipiens

blokkba &agyazas. Az elkészilt TMA blokkb6l 4 mikron vastag metszeteket

készitettiink, hematoxyllin-eosin festéshez és az IHC reakciokhoz. Valamennyi

tumorszovetbdl 3-3 mintahenger kerult beillesztésre, mely alapjan 7 recipiens

paraffinos blokkba 318 mintahenger beagyazésa tortént (Il. abra, Ill. tablazat IlI-1V.

abra).

Szamitogépes
blokktervezes
optimalis
mintamennyiséghez

Hagyomanyos4
micron vastag
metszetek készitése

Festési eljarasok
elvégzése

Il. abra: A szoveti multiblokk 6sszeallitasanak Iépései

Recipiens paraffinos
blokk el6készitése, a
jelzéanyagok
poziciojanak
rogzitése

A recipiens blokk
kompaktalasa

Immunhisztokémiai
reakciok elvégzése

Daganatszovet
azonositasa a forras
targylemezen

Core szovethengerek
recipiens blokkba
lltetése
meghatarozott

mintazat alapja

Avizsgalandoteriilet
jeldlése a paraffinos
blokkon

Core szovethenger

kiemelése a donor

blokk allomanyabal
&
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lll. tablazat: Térkép a szoveti multiblokk ,donor tumor” mintainak pontos azonositasahoz. A

mintahengerek redundansan vannak jelek (,donor” daganat-szévetenként 3-3 mintahenger azonositdja

lathat6”)
2011.04279 | 2011.04279 | 2011.04279 | 2011.06705 | 2011.06705
2011.06705 | 2011.13112 | 2011.13112 | 2011.13112 1999.04726
1999.04726 | 1999.04726 | 2000.15876 2000.15876 | 2000.15876
2001.11375 | 2001.11375 2001.11375 | 2001.11160 | 2001.11160
2001.11160 2002.09556 | 2002.09556 | 2002.09556 | 2002.17554

2002.17554 | 2002.17554 | 2002.18567 | 2002.18567 | 2002.18567
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lll. abra: Szoveti multiblokk térkép
4 um vastag metszete (2x)

IV. &bra: Pontosan azonositott mintahenger 4 um
vastag metszet és a rajta végzett B-catenin
immunhisztokémiai reakcié (10x)
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A paraffinos multiblokkok kompaktalasahoz lassu termosztatos melegitésre van
sziikség, 56 °C-ra emelt anyaghémérséklettel, majd folyékony paraffin segitségével
70-72° C-on a blokk 6sszeolvasztasa megtorténik. A jobb fizikalis kontakt elérése
érdekében enyhe erbvel (kézujjakkal valé nyomas) a paraffinos blokk lagy tartalma
tovabb tomdrithetd. A milvelet hdémérsékleti szabalyozasa mellett id6beni
szabdalyozasa is szikséges — elhuz6dd melegités és paraffinos 6sszeolvasztas a blokk
elfolydsodaséat okozza, mely a mintahengerek elmozdulasdhoz, téréséhez vezet. Nem
kell6 ideig tarté h6é-, és mechanikai hatas mintahengerek rossz rdgzilését
eredményezi, mely a metszés soran a mintakorongok kihullasdhoz vezet. A
megfeleléen kivitelezett paraffinos multiblokk a rutin 3-5 mikron vastag rotacios

mikrotdbmos metszési eljarassal egyszerien feldolgozhato.
Sejt multiblokk (CMA) 6sszedllitas

Az ascites mintakbol sejtblokk preparatum késziilt. Valamennyi esetben 50 ml
»ascitest” fixaltunk tovabbi 50 ml 10%-os pufferezett neutrdlis formalinban 12-24 éran
at, 4°C-on. A mintakat 6vatosan 10 percig centrifugaltuk 1500/perc fordulaton, majd a
felliliszé ledntése utan az tledéket 56°C-ra melegitett 3%-0s agar géllel kevertik, és
szobahémérsékleten hagytuk megdermedni. Az ascites sejtes elemeit tartalmazé6 agar
gélt, szoveti blokk kazettdba téve tovabb fixaltuk, 10%-o0s pufferezett neutralis
formalinban, majd standard szévettani viztelenitési és beagyazasi procedura kerult
sorra (V. abra).

Folyadékminta Formalinos

levétele fixalas
_, g _ LAY
¥ 4

Centrifugalas
—

Melegitett
agar gél
hozzaadasa

El6készitett
blokkba ontés

CMA készités a TMA készités tovabbi
[épéseivel »

V. &bra: A sejtmultiblokk 6sszeallitAsanak sematizalt Iépései lathatdk
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Az ascites mintakbol készult sejtblokk preparatumokat tumor sejt tartalmuk alapjan két
csoportba osztottuk. Amennyiben a citolégiai mintdban a tumorsejtszam kevesebb
volt, mint 6 db/10 nagylatotér (400x nagyitas, 0,5 mm-es latétér atmérd), ugy a mintat
.=alacsony tumorsejt denzitdsu” csoportba kategorizaltuk. Ha a minta elérte a
kiszobértek nagy latoterenkénti 6 tumor sejtet, abban az esetben ,magas tumorsejt
denzitdsu” csoportba kategorizaltuk. Ezen mintakban mintahengerenként 100-nél tébb
tumorsejt volt. A nagy tumorsejt denzitdsu mintakbdl (n=22) a reprezentativ
terlletekbdl kiemelt 3-3 db 2 mm vastag mintahengerekbdl CMA blokkot épitettiink, a
3DHistech TMA Master késziléke segitségével. A kis tumorsejt denzitasu mintakat
(n=5) nem tartottuk alkalmasnak CMA épitésre. Ezen mintdkbol az immunhisztokémiai
vizsgélatokat egész metszeteken végeztik.

Immunhisztokémia (mindkét kisérletben) és immuncitokémiai vizsgalatok

A metszeteket deparaffinaltuk, xilol és 96 %-60%-o0s leszallé alkohol sor (etil-alkohol)
segitségével rehidraltuk (csak szdvetmintak esetében). Endogén peroxidaz blokkolast
végeztink 0,5%-0s metanolos hidrogén- peroxid oldattal, 30 percen keresztil, majd
desztillalt vizes Oblités utan a p53, a Ki-67 és az E-cadherin reakciokat Bond™ Max
immunhisztokémiai automataban veégeztik. Az antigén feltaras a Ki-67, E-cadherin
esetében, ,Novocastra Bond Epitope Retrieval Solution 2” (Leica, Code: AR9640)
feltaréval tortént, a p53-nal ,Novocastra Bond Epitope Retrieval Solution” 1 (Leica,
Code: AR9961) feltaréval. A detektalasra a készilékek a DS9800 Leica detektald
rendszert hasznaltuk. B-catenin reakciéo soran xilolos deparaffinalast koévetden
rehidralas tortént 96 %-os etil-alkohol segitségével (csak szdvetmintak esetében).
Endogén peroxidaz blokkolast végeztink 0,5%-0s metanolos hidrogén- peroxid
oldattal 30 percen keresztil, majd desztillalt vizes 6blités utan antigén feltaras tortént.
.,Novocastra Epitope Retrieval Solutions” pH9 10x (Leica, Code: RE7119) 12 perc,
120-125°C-on. Inkubalas a primer antitesttel, 60 percen tortént szobahémeérsékleten,
nedves kamraban. Szekunder antitest EnVision™ FLEX K8000 detektald rendszer
reagense (EnVision™/HRP) 30 perc, szobah&mérsékelten, nedves kamraban.
El6hivas EnVision™ FLEX DAB+ kromogén reagenssel kerult elvégzésre (1-5 %-o0s
»3,3-diaminobenzidine tetrahydrochloride™) 6sszekeverve 1 ml EnVision™ FLEX
szubsztrat-pufferrel. Magfestés toértént ,haematoxylinnal’, majd dehidralas és fedés
(IV. Tablazat).
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IV. tablazat: A szoveti multiblokk és sejt-multiblokk mintain végzett immunhisztokémiai

reakciok jellemzéi.

Primer antitestek, higitasok és antigén feltaras

antitest Klén gyartdo | higitas antigén feltaréas eszkodz
E-cadherin NB%H Dako 1:100 *) Bond™ Max autostainer
B-catenin 14 II?/ilgdCiira? 1:200 citgitrggfzezrorﬂZGS.?ClZ kézi feltaras
Ki-67 MIB-I Dako 1:200 ™ Bond™ Max autostainer
p53 DO-7 Dako 1:200 **) Bond™ Max autostainer

*: Novocastra Bond Epitope Retrieval Solution 2, Leica, Code: AR9640

** Novocastra Bond Epitope Retrieval Solution 1, Leica, Code: AR9961

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

digitalizaltuk, kozvetlen mikroszkdpos értékelés tortént.

Immunreakciok értékelése:

Tulélést vizsgald eseteinkben a B-catenin reakciét kulon értékeltik sejtmembran és

nuklearis reakcid tekintetében. (Megjegyezziik, hogy a B-catenin citoplasma fehérje, mely a
sejtmembran intracellularis oldalan, az extracellularis E-cadherinnel mutat Osszefliggést. A

sejtmembran jel6l6dés valdjaban egy membran asszocidlt citoplasmikus pozitivitas. A rutin patoldgiai
diagnosztikaban a jelél6dés lokalizacioja és jellege miatt sejtmembran megnevezést hasznalunk.) E-
cadherin esetében a sejtmembranon észlelt 10%-feletti pozitivitas minésult pozitiv
reakcionak. 10% feletti nuklearis pozitivitast mindsitettiink pozitivnak p53 és Ki-67

immunhisztokémiai reakciok esetében.

A szoveti tumorok és ascites tumorsejtek vizsgélata soran, az egyes esetekben, a
specifikusan fest6dd tumorsejtek szazalékos aranyat hataroztuk meg, ,cut-off” ertéket

nem hataroztunk meg.
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Statisztikai analizis:

A Dbetegek LTS és EP csoportokba rendezett szoveti mintain végzett
immunhisztokémiai reakciok eredmeényeit hasonlitottuk 6ssze, Kaplan—Meier teszt,
illetve logisztikus regresszios analizis segitségével. A szdveti tumor mintadkon, illetve
az ascites mintakon kapott eredményeket dsszevetve, Wilcoxon és MannWhitney
tesztet, valamint Spearman korrelaciot végeztink. Valamennyi statisztikai vizsgalat

IBM SPSS 24 statisztikai szoftver segitségével tortént.
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Eredmények
Hosszutavu tulélbk és korai progressziot mutato betegek eredméenyei

P53 expresszio: ,Low-grade” tumorok esetében p53 sejtmag pozitivitast észleltiink az
esetek 47,8%-ban, mig ,high-grade” tumoroknal ez 66,7%-nak adodott. Optimalis
tumorredukcid esetén 45,4%-ban észleltik pozitiv p53 reakciot, mig a szuboptimalis
esetek 68,1%-ban. A szerdzus karcindmék 58%-a mutatott pozitivitast, mig a nem
szerbzusok 53%-a. A 65 év feletti populacié 65%-aban lattuk a p53 reakciét, mig 65

ev alattiaknal a nuklearis expresszié a mintak mintegy felében volt megfigyelhetd.

Ki-67 expresszio: ,Low-grade” tumorok esetében a Ki-67 proliferacios frakcio 43%-o0s
volt, mig ,high-grade” tumorok tekintetében 66,7%-0s. Optimalis tumorredukcio esetén
a mintak 40,9%-a mutatott Ki-67 sejtmagi expressziot, mig a szuboptimalis tumor
redukcids 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%-o0s.

E-cadherin expresszid: ,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 kozul, melyek esetében optimalis tumorredukcio volt és
81,8% ahol inkomplett tumor eltavolitas tértént. A serosus tumorok esetében 80,6%-
0S, a nem serosus tumorok esetében 69,2%-0s E-cadherin membranfestédést
észleltink. A 65 év feletti populacioban 85,0%-0s volt az E-cadherin membran

expresszio, mig a 65 év alattiaknal 70,8%.

B-catenin expresszi6, 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 optimalis tumor redukcio tortént
a [B-catenin membran reakcid6 medfigyelheté volt a mintak 77,2%-ban, mig
szuboptimalis redukciés mintak 72,7%-a mutatott pozitivitast. A serosus daganatok
membran pozitivitasa 80,6%-0s volt, mig a nem szerézusoké 61,5%. A 65 év feletti

csoport eseteinek 70%-a mutatott jel6l6dést, mig a 65 év alattiak 79.1%-a.

B-catenin expresszi6, sejtmagban: A nukleéris B-catenin reakcié mind a ,low-grade”,
mind a ,high-grade” tumorok esetében jelen volt 13,0% illetve 14,2%-0s arannyal.

Optimalis tumor redukcié mellett 18,2%-ban észleltiink pozitivitast, mig a sejtmagi -
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catenin szuboptimalis tumor redukcié esetében a mintak csupan 9,1%-aban volt
detektalhatd. A serosus tumorok 3,2%-a, a nem serosus tumorok 38,4%-a volt pozitiv.
A 65 éves kor feletti populacio 20,0%-os, B-catenin nuklearis pozitivitdst mutatott, mig
a 65 év alattiaké 8,3%-t. Sejtmagi B-catenin expresszié valamennyi esetében a

sejtmembranhoz asszocialva is észleltiik a B-catenin expressziét (VI. abra).

200um

C

VI. dbra: Fehérék expresszidja és a tulélés kdzotti kapcsolat vizsgalata: (A: B-catenin expresszio; B:
p53 expresszid; C: E-cadherin expresszid; D: KI-67 expresszid; 100x-0s nagyitas) A kiértékelés
soran p53 és Ki-67 esetében sejtmagi, E-cadherin esetében sejtmembran reakcidt értékeltink. -
catenin esetében sejtmembran és sejtmagi pozitivitast is értékeltiink.

39



A vizsgalt fehérjék expresszidja és klasszikus prognosztikus markerek eredmeényeit
egy- és tobbvaltozés analizissel hasonlitottuk a hosszu tavu tulélék és a Kkorai
progressziot mutatd betegek csoportjainak fliggvényében.

Hosszu tavu tulélés: Egyvaltozds analizissel a serosus fenotipus potenciélis negativ
hatassal rendelkezik a teljes tulélésre vonatkozdlag (68,03 mo. vs. 117,01 mo.; p =
0,025), mely mellett az optimalis tumor redukcios eljaras potencialis pozitiv hatassal
rendelkezik a szuboptimalis sebészi terapiaval szemben, mind egy- (57,48 mo. vs.
105,36 mo.; p = 0,003), mind tébbvaltozos (0,325; p = 0,005) analizissel vizsgéalva.
Vizsgalati anyagunkban OS tekintetében a kor, tumor gradus illetve stadium nem
mutatott szignifikans eltérést. Nuklearis B-catenin expressziét csupan a hosszu tava
tulélék mintaiban lattunk (146,67 mo. vs. 71,84 mo. ; p=0,041), mig a korai
progressziot mutaték mintaiban ez a jel6lédés hianyzott (0/27). A két csoport kdzott
tulélési id6 median értéke 146,67 (LTS) honap, illetve 71,84 (EP) hénap volt. Pozitiv
p53 immunhisztokémiai reakciét mutaté 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 talélést nézve a tobbi paraméter nem mutatott
szignifikans eltérést (B-catenin membran expresszio, E-cadherin, Ki-67) V. tablazat,
VII-XI. 4bra.
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V. tablazat: Prognosztikai vizsgalat eredményeit 6sszefoglalé tablazat. Egy- és tébbvaltozds, hosszl

tava talélés kimutatasara iranyul6 analizis.

Egy- és tobbvéltozds analizis a teljes tulélés figgvényében

Valtozok Kaplan-Meier (Log-Rank teszt) Cox regresszio
| n=44 | Mean (95% CI) (months) HR (95% CI)
Kor (évek) p p
20
65 < (45) 90,68 (63,43-117,92) 0,535
24
<65 (55) 76,94 (53,70-100,18)
Szoveti tipus
szerozus (%) 68,03 (48,98-87,08) | 0,025
. 13
egyéb (30) 117,01 (85,07-148,96)
Rezidualis tumorméret
o 22 0,325 (0,147-
szuboptimalis (50) 57,48 (39,37-75,60) 0,003 0,718) 0,005
optimalis 22 | 105,36 (78,83-131,89)
(50)
Tumor grade
high-grade (ié) 67,61 (41,91-93,31) | 0,279
23
low-grade (52) 96,31 (73,4-119,59)
B-catenin sejtmembran reakcié
pozZitiv (gg) 84,87 (63,63-106,11) | 0,783
. 11
negativ (25) 77,89 (45,81-109,98)
B-catenin sejtmag
reakcio
pozitiv 6 (14) | 146,67 (123,62-169,73) | 0,025 | 3,54 (1,06-11,89) | 0,041
. 38
negativ (86) 71,84 (54,05-89,63)
E-cadherin membran reakcio
pozZitiv (3‘7‘) 78,94 (59,07-98,82) | 0,491
. 10
negativ (33) 97,56 (59,23-135,89)
P53
- 25
pozitiv (57) 70,40 (49,64-91,16) 0,057
. 19
negativ (43) 99,80 (71,10-128,50)
Ki-67
- 24
pozitiv (55) 69,74 (46,11-93,37) 0,165
. 20
negativ (45) 96,70 (70,75-122,65)
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VII. dbra: Kaplan-Meier analizis diagram: A teljes tulélés kumulativ megoszlasa a tumorszdvet optimalis
eltavolitdsanak fliggvényében. Az optimalis tumor redukcié tulélésre gyakorolt hatdsa pozitiv prediktiv
értéka.
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VIII. dbra: Kaplan-Meier analizis diagram: A teljes talélés kumulativ megoszlasa a serosus szoveti tipus

fliggvényében. A szer6zus fenotipus hosszu tavu tulélésre gyakorolt hatasa negativ prediktiv érték.
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IX. dbra: Kaplan-Meier analizis diagram: a teljes tilélés kumulativ megoszlasa a tumorszdvet nuklearis
B-catenin expresszié fliggvényében. A nuklearis B-catenin a hosszu tavu tualélés prediktiv markere.
Egyedll a hosszu tavu tulélék mintaiban észlelt jelenség, korai progressziét mutaté estekben nem
expresszalodott.

Progresszié mentes tulélés: Az optimalis tumor eltavolitas pozitiv prediktiv értékkel
rendelkezik, 0sszehasonlitva a szuboptimalis tumor eltavolitassal, statisztikai
analizissel mind az egyvaltozés (14,00 mo vs. 42,93 mo.; p = 0,001), mind a
tobbvaltozés (0,329; p = 0,002) analizissel kimutathatéan. Vizsgaltunk alapjan a
progressziomentes tulélés fliggvényeben a kor, szdveti tipus, a tumor differencialtsagi
foka staddiuma statisztikailag nem mutatkozott szignifikhnsnak. Emelkedett
proliferacids frakcié negativ hatdssal birt a progressziomentes tulélésre, mely

statisztikailag is igazolédott (26 mo. vs. 61,95 mo.; p = 0,039) (VI. tablazat).

43



VI. tdblazat: Prognosztikai vizsgalat eredményeit dsszefoglald tablazat. Egy- és tdbbvaltozds, korai

progresszio kimutatasara iranyulé analizis.

Egy- és tobbvaltozds analizis a progresszié mentes tulélés fliggvényében
Valtozok Kaplan-Meier (Log-Rank teszt) Cox regresszio
n=44 Mean (95% CI) (h6napok) HR (95% CI)
Kor (évek) p p
65 < 20 (45) 39,75 (16,92-62,57) 0,999
<65 24 (55) 43,96 (18,80-69,12)
Szoveti tipus
szerdzus 31 (70) 33,55 (15,20-51,90) 0,232
egyéb 13 (30) 64,69 (26,75-102,64)
Rezidualis tumormeéret
szuboptimélis | 22 (50) 14,00 (4,01-23,99) 0,001 0'3%?7({)547' 0,002
optimalis 22 (50) 42,93 (25,20-60,66)
Differencialtsagi fok (grade)
G3 21 (48) 27,52 (8,75-46,30) 0,065
G1, G2 23 (52) 55,87(28,51-83,23)
B-catenin sejtmembran reakcio
pozitiv 33 (75) 47,03 (25,40-68,66) 0,55
negativ 11 (25) 27,18 (5,60-48,76)
B-catenin sejtmag reakcio
pozitiv 6 (14) 93,33 (34,27-152,40) 0,102 3,54 (1,06-11,89)
negativ 38 (86) 34,71 (17,96-51,46)
E-cadherin sejtmembran reakcio
pozitiv 34 (77) 41,76 (22,11-61,42) 0,967
negativ 10 (33) 45,70 (6,92-84,48)
P53
pozitiv 25 (57) 32 (13,22-50,78) 0,248
negativ 19 (43) 55,26 (24,99-85,54)
Ki-67
pozitiv 24 (55) 26 (9,35-42,65) 0,039
negativ 20 (45) 61,95 (31,47-92,43)
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X. abra: Kaplan-Meier analizis diagram: A korai progresszid6 kumulativ megoszldsa az optimalis,
sebészi tumor eltavolitas fliggvényében. Optimalis tumor redukcié mellett a korai daganatos kidjulas
kevésbé gyakori.
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XI. abra: Kaplan-Meier analizis diagram: a korai progresszié kumulativ megoszlasa a Ki-67 expresszio
figgvényében. A pozitiv Ki-67 immunhisztokémiai reakcid esetén varhat6 a korai tumor progresszio.
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A B-catenin nuklearis expressziot mutatoé 6 esetbdl 3 esetben, 12 hénapon tali tumor
relapszust regisztraltunk, melyek kézil egyben a sebészi tumor redukcio szuboptimalis
volt. A platina reindukcids terapia ez esetben is sikeresnek bizonyult, a beteg 100

honapot meghalado teljes tulélést mutatott.

Eredményosszegzés: Amennyiben a teljes tulélés flggvényében vizsgaljuk
eredményeinket, a klasszikus prognosztikai markerek kdzul a serosus fenotipus
rendelkezik szignifikans negativ prediktiv értékkel, mig az optimalis tumorredukcio
szignifikans pozitiv prediktiv értékl. Az fehérje markerek kdzll a B-catenin sejtmagi
lokalizacidja szignifikans pozitiv prediktiv értékkel rendelkezik, a hosszu tavu tulélést
mutatd betegcsoportunkban mutatott pozitivitast. Korai progressziot leginkabb Ki-67

proliferacios frakcio szignifikans emelkedése mutatja.

Megjegyezziik, hogy a p53 sejtmagi expresszid, erés negativ tendenciat a hosszu tavu

tulélési vizsgalatban. Valtozasa statisztikai szifgnifikancia szintet nem ért el.
Sejt-multiblokk és szdveti multiblokk mintak eredményei

P53 expresszio: A széveti tumorok (primer és attéti tumorok) esetében a p53 fehérje
expresszioja atlagosan 45,56%-0s volt, az ascites mintdk esetében a p53 éatlagos
expresszio 32,76% volt. A ,low-grade” tumoroknal a primer tumorok atlagos p53
festbdése 24,89% lett, mig a ,high-grade” tumorok primer tumorsejtjei atlagosan
58,06%-0s pozitivitast mutattak. Az ascitesben mind a ,low-grade”, mind a ,high-
grade” tumorokban valtozatlan arany volt észlelheté — alacsonyabb p53 expresszio
mutatkozott (2,43% vs. 44,56%). Primer és attéti daganatok jelol6dési mintazatat
vizsgalva attéti tumorokban magasabb p53 expressziot észleltiink 66,33% vs. 41,47%.
Az ascites tumorsejtjei esetében itt is kimutathatd, hogy a p53 expresszio csokkent;
primer tumorok 41,47% vs. ascites 28,95%, attétek: 66,33% vs. 48,00%.

Ki-67 expresszio: A szoveti tumorok (primer és attéti tumorok) esetében Ki-67
expresszio vizsgalata soran atlagosan 19,08%-os festédést kaptunk, mig az ascites
esetében a Ki-67 index 25,72%-ban expresszalédott, atlagosan. A ,low-grade”
tumoroknal a primer tumorok atlagos Ki-67 reakcidja 6,22%-os lett, a ,high-grade”
tumorok primer tumorsejtjei atlagosan 25,11%-0s Ki-67 pozitivitast mutattak. Az
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ascitesben mind a ,low-grade”, mind a ,high-grade” tumorokban valtozatlan arany volt
észlelheté — magasabb Ki-67 expresszi6 mutatkozott (6.86% vs. 33.06%). A
tumorszovetek kdzott a primer daganatok proliferatios aktivitasa kissé magasabb volt
az attétkhez képest, (16,00% vs. 19,61%). Az ascites tumorsejtjeinek Ki-67
expresszioja 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
expresszioja atlagosan 31,40% lett, az ascitesben 39,52%-ot mértiink. A ,low-grade
tumoroknal a primer tumorok atlagos E-cadherin jeldl6dése 33,75%-0s lett, a high-
grade tumoros esetekben ez az érték 30,44% volt. Az ascitesben mind a ,low-grade”,
mind a ,high-grade” tumorokban valtozatlan aranyt észleltiink (40,22% és 37,59%) a
.low-grade” tumok javara. Primer és attéti daganatok jeldl6dési mintazatat vizsgalva
E-cadherin expresszié némileg alacsonyabb volt attétekben, (32,14% vs. 28,60%),
mindemellett az ascites mintakban az E-cadherin expresszid enyhén fokozdodott
(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 expresszioja
58,77% lett. Magfestédést egy esetben sem lattunk. A ,low-grade” széveti tumorok
78,67%-0s a ,high-grade” tumorok 81,89%-0s pozitivitast mutattak. Az ascitesben
mind a ,low-grade”, mind a ,high-grade” tumorokban véaltozatlan arany volt észlelhetd
- csokkent B-catenin expresszido mutatkozott (54,38% vs. 60,72%). Primer és attéti
daganatok jel6l6dési mintazatat vizsgalva B-catenin expresszio meérsekelten csékkent
82,00% vs. 76,67%. Ez a tendencia ascites esetében nem volt megfigyelhetf. Az

ascites mintakban a B-catenin cstkkent reakcioét mutatott, 55,09% és 73,80%.

Az ascites és szoveti tumorok kodzotti p53 jelolédési kuldnbség szignifikdnsnak
bizonyult (45,56% vs. 32,76%, p=0,001). A proliferaciés aktivitas az ascites
tumorsejtek esetén magasabb volt ugyan, mint a primer tumorokban, de a kilonbség
nem bizonyult szignifikAnsnak (25,72% vs. 19,08%, p=0.101). Az ascites tumorsejtek
fokozott E-cadherin expressziét mutattak, de a kilénbség nem bizonyult

szignifikansnak (39,52% vs. 31,40%, p=0,294). A [B-catenin expresszioja
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sejtmembranon az ascites tumorsejtekben kisebb mértéki volt, mint a primer

tumorokban, és ez szignifikAnsnak bizonyult (82,19 v 58,77% p=0,006).

Az egyes reakcioknal a betegcsoporton belll minta-paronként is megnéztik kulon,
hany esetben emelkedett, illetve csdkkent az expresszid az ascitesben a primer
tumorhoz képest. A p53 vizsgalatakor 3 esetben emelkedett, 20 esetben csdkkent, 4
alkalommal pedig nem valtozott. 2 mintanal nem volt lehetséges az dsszehasonlitas,
mert Kivitelezési hiba miatt az ascites minta hianyzott. A Ki-67 reakcié soran 16 minta
expresszioja emelkedett, 8 mintaé csokkent és 3 esetben nem volt valtozas. Szintén

két esetben nem volt lehetséges a vizsgalat.

Az eseteket stadium, grade, illetve a sz6veti tumor primer vagy attéti jellege alapjan
csoportositva, tovabbi 6sszefliggések voltak megallapithatok. Elérehaladottabb tumor
stadiumban az E-cadherin expresszio alacsonyabb, mint a korai stadiumokban, de az
Osszefliggés nem bizonyult szignifikansnak, mig a B-catenin esetében nincs érdemi
kuldnbség. Az attéti tumorokban kézel hasonl6 az E-cadherin és 3-catenin expresszio,
mint az elérehaladott stadiumu 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
betudhaté.

A folyadékcitologiai mintak és szOveti tumor (primer tumor, attét) mintak
immunhisztokémia reakciok szazalékos megoszlasi eredményét az alabbi tablazatok
mutatjak (VII-X. tablazat).

VII. tablazat: Primer tumor, metasztazis és ascites tumorsejtek 0Osszehasonlité tdblazata. Az
immunhisztokémiai és immuncitokémiai reakciok a vizsgalt szévetmintak és folyadékcitoldégiai mintak

atlagos expressziéjat mutatjak.
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Immunhisztokémiai és immuncitokémiai expresszios profil 1.

Tumorszovet Ascites
primer tumor | metasztazis primer tumor metasztazis
n=21 n=6 p n=21 n=6 p
p53 41,48+34,90 | 66,33+41,38 | 0,151 | 28,95+35,70 48,00+44,77 |0,319
Ki-67 19,62+20,72 | 16,00+17,80 | 0,702 | 25,65+19,86 | 26,00+33,67 |0,976
E-cadherin | 32,14+27,41 | 28,60+36,28 | 0,809 | 42,10+29,94 | 26,50+33,71 |0,287
B-catenin | 82,00+16,84 | 76,67+17,80 | 0,505 | 55,09+33,35 | 73,80+26,42 |0,258

VIII. tablazat: A tumorszovetek és ascites tumorsejtek atlagos expressziéjat sszehasonlito tablazata.

Az immunhisztokémiai és immuncitokémiai reakciok a vizsgalt szovetmintak és folyadékcitoldgiai mintak

atlagos expresszidjat mutatjak.

Immunhisztokémiai és immuncitokémiai expresszids profil 2.

n= Tumorszovet Ascites p
p53 25 45,56+38,00 32,76+37,47 0,001
Ki-67 25 19,08+20,56 25,72+22,38 0,101
E-cadherin 25 31,40+29,11 39,52+31,07 0,294
B-catenin 26 82,19+15,57 58,77+32,52 0,006
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IX. tablazat:

Immunhisztokémiai

expresszios  profil,

a daganatok differencialtsagi

fokanak

fliggvényében. Az immunhisztokémiai és immuncitokémiai reakciok a vizsgalt szdvetmintdk és

folyadékcitologiai mintak atlagos expressziéjat mutatjak.

Immunhisztokémiai és immuncitokémiai expressziés profil 3.

Primer tumor Ascites
low-grade high-grade low-grade high-grade
n=9 n=18 p n=9 n=18 p
p53 24,89+25,68 | 58,06+37,52 | 0,039 2,43+1,99 44,56+38,14 | 0,067
Ki-67 6,22+6,87 | 25,11+21,30 | 0,004 6,86+6,39 33,06+£22,12 | 0,002
E-cadherin |33,75+32,71| 30,44+27,42 | 1,000 | 40,22+29,12 | 37,59+32,61 | 0,571
B-catenin |78,67+18,01| 81,89+16,69 | 0,660 | 54,38+33,85 | 60,72+32,71 | 0,559

X. tablazat: Expresszidés profil a tumor stadiumanak fliggvényében. Az immunhisztokémiai és

immuncitokémai reakcidk a vizsgalt szovetmintadk és folyadékcitoldgiai mintdk atlagos expresszidjat

mutatjak.

stadiumanak fliggvényeben

Immunhisztokémiai és immuncitokémiai expressziés profil a tumor

Primer tumor Ascites
I-es stadium [I-1V-es stadium I-es stadium [I-1V-es stadium
n=6 n=21 p n=6 n=21 p
p53 44,17+34,71 | 47,81+38,55 {0,837 | 19,20+27,09 | 36,15+39,48 0,377
Ki-67 11,67+10,84 | 20,86+21,50 (0,326 | 14,40+9,58 | 28,55+23,90 0,054
E-cadherin | 44,83+29,07 | 27,45+27,83 | 0,196 | 40,00+37,58 | 38,14+30,15 0,907
B-catenin | 86,00+17,03 | 79,33+16,93 [ 0,404 | 21,83+17,90 | 69,85+27,33 <0,001
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A tumorszévetek immunhisztokémiai reakcioit €s a malignus ascites immuncitokémiai

jelolédését az alabbi abra parok szemléltetik (XII-X1X. abra).

Szdveti multiblokk mintahenger Sejt-multiblokk mintahenger

&
&~ "'.;' &
s
=
2 PR AT 2 :
Xll. abra: p53 immunhisztokémiai reakcid XIll. &bra: p53 immuncitokémiai jeldlédése
sejtmagi jel6lédése szolid tumorban (100x) malignus ascites sejtblokk mintajaban (100x)

2C

XIV. &bra: Ki-67 immunhisztokémiai reakcio XV. abra: Ki-67 immuncitokémiai reakcio sejtmagi
sejtmagi jeldlédése szolid tumorban (100x) jelélédése malignus ascites sejteken (100x)
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XVI. bra: E-cadherin immun-hisztokémiai XVII. 4bra: E-cadherin immun-hisztokémiai
reakci6 szolid tumorban (100x) reakcié malignus ascites sejtblokk mintajaban
(100x)
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XVII. abra: pB-catenin immunhisztokémiai XIX. abra: B-catenin immuncitokémiai reakcio
reakci6 szolid tumorban (100x) malignus ascites sejtblokk mintajaban (100x)

Tumorszovetek 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 tumorokndl, mind az ascites mintdkban. High-grade
tumorokban némileg alacsonyabb E-cadherin expressziot, és némileg magasabb [3-
catenin expressziot lattunk, azonban az eltérés nem szignifikans. Mind low-grade,
mind high-grade esetekben az ascitesekben nétt az E-cadherin expresszié és

csoOkkent a B-catenin membran expresszié a primer tumorhoz képest.
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Az ascites tumorsejtjieiben az E-cadherin expresszié fokozédik, ami az ovarium
tumorokra jellemz6. Ugyanakkor a B-catenin membrdn expresszioban markans
csOkkenés figyelhetd meg. Az attéti tumorok sejtjei és a mellette 1évd ascites altal
hordozott tumorsejtek ugyanakkor hasonlé adhéziés molekula expresszids profilt
mutattak. Az ascitesben [évd tumorsejtek szignifikdnsan alacsonyabb p53

expresszioval jellemezhetdk, ugyanakkor emelkedett a proliferaciés aktivitasuk.

Eredmény 6sszegzes:

Vizsgalati mintainkban a petefészek daganatok donté tobbsége elérehaladott, FIGO
lIIC stddiumban kertilt felismerésre — 50,7% -, illetve jelentés a serosus tipus tulsulya
(77,4%). A mar haslregi propagaciot mutatdé daganatok k6zott kézel azonos a high-
grade és a low-grade tumorok aranya, a hasiregi, ascitesben észlelt daganatos
terjedés mar fennall. A klasszikus prognosztikai markerek kdzll a serosus fenotipus
rendelkezik szignifikans negativ prediktiv értékkel, mig az optimalis tumorredukcio
pozitiv prediktiv érték(. Az immunhisztokémiai markerek kozul a B-catenin nuklearis
expresszio szignifikans pozitiv prediktiv értékkel rendelkezik, mely a hosszu tavu
tuléléssel korrelal, az 0Onall6 B-catenin membran jelol6dés 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 értékd valtozét.

P53 expresszidé mind a széveti tumorok, mind az ascites esetén emelkedik a tumor
gradusaval. Ez a jelenség a Ki-67 proliferacios index esetében is kimutathat6 volt. Az
E-cadherin expresszidé mérsékelten alacsonyabb, a (B-catenin enyhén magasabb a
high-grade tumorokban, dsszehasonlitva a low-grade tumorok mintéival. Az E-
cadherin expresszid fokozott, a B-catenin membran reakcié csdkkent a malignus

ascitesben a primer tumorokhoz képest.
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Megbeszélés

Olyan kifejezetten magas mortalitasi megbetegedés esetében, mint a malignus
petefészek daganat kilondsen, fontos a Kkliniko-patoldgiai korrelacio elemzés. A
petefészek daganatok esetén ez nem konnyi feladat, mivel a petefészek epithelialis
daganatai heterogén csoportot alkotnak, és ez egyitt jar a valtozatos molekularis
hattérrel. Az epithelialis petefészek daganatok molekularis patogenezis szerint
alapvetéen két f6 csoportba, high-grade és low-grade; a besorolas alapjat a hattér

molekularis mechanizmusok adjak.

A low-grade daganatok BRAF, KRAS, ARID1A, PTEN, CTNNB1, PIK3CA, ERRB2 és
esetleges jarulékos TP53 gén mutaciéval rendelkeznek, mind morfolégiailag, mind
genetikailag kulonboznek. Egyedili hasonlésag a tdbbnyire kevésbé progressziv,
alkalmanként indolens lefolyas. Habar e tumoroknal is az esetek kb. 30%-aban

el6rehaladott stadium észlelhetd, a kimenetel kedvez6bb.

A high-grade tumorok esetében viszonylag homogén genetikai mutécios profil all a
hattérben, melyek alapja a TP53 génmutacio. E mellett szamos tovabbi, leginkabb
csak addicionalis, a TP53 génmutacio altal kivaltott tovabbi mutacidk alakulnak ki. A
TP53 gén mutécibja szoros dsszefliggést mutat a BRCA gének mutécidival, tdbb mas
daganatos betegség egyidejld fennallasat is eredményezhetik. A TP53 gén jelentds
tumor szuppresszor gén, mutacidja tobb egyéb daganatban (pl. ,colorectalis”
daganatok) is kimutathaté (128). A TP53 gén és fehérje termékének sejtproliferacio
gatlasa és apoptdzis indukcidja a sejtmagban valtja ki hatasat, megakadalyozva a
kontrollalatlan DNS transzkripciot; hatdsara a hibas szakaszok tovabb orokitése nem
megy végbe, a ,forras-genom” konzervalasa megtartott. A p53-p21 szoros interakcidja
altal a sejtciklus G1 fazisaban kivaltott stop hatasara a sejt kilép a sejtciklusbél, a DNS
javitasa elkezd6dhet. Amennyiben a szomatikus sejtek genetikai allomany karosodésa
olyan mérték, hogy a javitas varhaté sikerrel nem jar, a p53 fehérje apoptozis indukalo
hatasa ervényesul (129). A TP53 gén mutacidja valamennyi malignus tumor kozétt a
legmagasabb aranyd, sporadikus tumorok mintegy 50%-aban p53 diszfunkcié miatt a
.Ciklus-kontroll” elvész, ami emelkedett proliferacios aktivitast eredményez. Ez

altaldnosan rossz prognoézissal jar.

A TP53 gén mutécidja direkt kimutathatdé DNS szekvenalassal, illetve a p53 fehérje
immunhisztokémiai modszerrel azonosithatd sejtmagra lokalizalodo pozitivitassal

54



jellemezheté (130). A TP53 gén mutacio fokozott proliferaciét eredmeényez és az
apoptoézis funkcid gatlasdhoz, valamint kromoszomalis instabilitAshoz vezet (130).
Tobb szerz6 is ramutatott a high-grade petefészek daganatok kialakulasdban
meghatarozé jelentéségli TP53 gén mutaciora, mely kifejezetten rossz prognodzissal,
progressziv allapotromlassal jar; a betegek a diagnozis pillanatdban mar elérehaladott
stadiumban vannak. (131). Eredményeink is ugyanezt mutatjak - a high-grade
daganatok szignifikansan magasabb p53 fehérje expressziét mutattak. Vizsgalati
anyagunkban a high-grade daganatok és tarsulé ascites p53 fehérje expresszidja a
low-grade, daganatokhoz és tarsuld asciteshez képest magasabb volt. Mindemellett
megemlitendd, hogy az ascitesben 1évd tumorsejtek p53 fehérje expresszidja
szignifikAnsan csokkent a primer tumorhoz képest. Figyelembe véve a szomatikus
TP53 gén mutaciét, mint korai esemény az ovarialis karcinogenezisben, nagy
valészinliséggel ennek hatdsa a metasztazis képzésre inkdbb kovetkezmény. A
metasztatikus fenotipus indukciés hatasu faktora, am a daganatos terjedés
fenntartdsaban, illetve a metasztatizaldsban szerepe korlatozott lehet (132, 133).

A fenti gondolatmenetek értelmében némi magyarazatra szorul az, hogy prognosztikai
vizsgélatunkban az el6rehaladott petefészek daganatok kozétt a p53 fehérje
expresszid  pozitiv, ,high-grade” daganatok nem képviseltek irodalmi értékeket
képvisel6 szazalékos aranyt. Adatainkat tobb tényezé magyarazza. Egyrészt tulélési
vizsgalatunk beteg/minta populacidja er6sen szelektalt, mivel egy hatarozottan
kedvezétlen és kedvezd korlefolyast mutatdé beteg csoportot kivantunk
0sszehasonlitani. A DEOEC (kés6bb DEKK) Szllészeti és N6gyogyaszati Klinikdjanak
csaknem egyedulallé évtizedes beteg kovetési és utégondozasi profilja lehetéséget
teremtett a hosszu tavu tulélés vizsgalatara pontosan dokumentalt betegmintakon. A
széls6 vizsgalati ,end-point”- ok (12 hdénapon bellli recidiva, 100 honapon tuli teljes
tulélés) szelekcios alapon zartdk kis azon betegek nem kisszdmua csoportjat, akik
esetben biztaté eredményi primer tumor redukcid, illetve platina szenzitivitas ellenére
egy évet meghaladdan progredialtak vagy nagy szamban az altalunk definialt hosszu
tavua tulélés el6tt elhalaloztak. Ez a populacié irodalmi adatok szerint is igen jelentés
méretl (134). Masrészt, mint ahogy vizsgalatunk rAmutatott és ezt a patogenezis is
megerdsiti a p-catenin expresszid és a hatterében all6 CTNNB1 génmutacio
elé6fordulhat, de nem jellemzd a serosus fenotipusu daganatokra - kilonésképp nem a

high-grade tipusra (36). Ezek alapjan az altalunk észlelt B-catenin expresszio, mely
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egyszerre mutatkozik a sejtmembranon (valéjaban a citoplazmaban a sejtmembran
bels6 oldalahoz kétédve) és a sejtmagban, olyan jelenség, mely leginkdbb a ,nem-
serosus” és ,nem- vilagos-sejtes” fenotipusra jellemzd. Felmertlhet tovabbi kérdés,
hogy a patogenezis ismeretében miért tulajdonitunk jelentéséget a nem serosus
daganatok jellemzé B-catenin expressziojanak (135, 136). Erre a molekularis hattér
komplexitasa ad vélaszt. Wnt - B-catenin tengely nem csupan egy egyiranyd,
kizarolagos jellegl aktivalodasi utvonal. Ismeretes a (-catenin nem kanonikus
utvonalanak aktivacidja kuldonb6zé ligandok altali is megvalosulhat. Adott esetben a
Wnt jelatviteli utvonal és célzott sejtmagi hatasok sejtfelszini ligand kapcsolédasa
nélkudl is l1étrejohetnek (137, 138). Ennek alapjan a daganatsejtek egy belsd, genetikai,
epigenetikai szabdalyozé rendszer Aaltal alternativ aktivalodasa kovetkeztében
indukalhatnak tovabbi folyamatokat - kulsé befolyas nélkul, mas aktivaciés utvonal
erintésével. Az E-cadherin és B-catenin sejtmembran asszocialt intercellularis
kapcsolatot fenntartd és jelatvitelboen szerepet jatsz6é folyamatok szoros egységét
képezi, mely a két molekula és velik Osszefiiggésben levé jelatviteli utvonalak és
hatasfolyamok parhuzamos vizsgéalata indokolt. A két molekula egymasra hatasa

legaldbb annyira szoros, mint az egymastol fliggetlen szerepe.

Az irodalomban szdmos tanulméany foglalkozott az E-cadherin és -catenin expresszié
petefészek karcinogenezisben betdltétt szerepével. Szamos kutatécsoport mas-mas
aspektusbol vizsgalta a molekularis €s immunfenotipusos jellegzetességeket (136).
Egyes kdzlemények szerint a 3-catenin membran pozitivitasa, illetve annak eréssége
prognosztikus jelentdséggel rendelkezik (139). A folyamat hatterében a Wnt jelatviteli
utvonal aktivacidja tehet6 feleléssé, ami adott koriimények kozott alternativ modon is
aktivalodhat, ezzel a daganatsejt a tulélés, apoptdzis gatlas, proliferacié determinalt
Gtjara 1ép (135). Az irodalmi adatokat is figyelembe véve munkank soran kénnyen
reprodukalhatd kategoriakat allitottunk fel a reakciok kiértékeléséhez. Ellentétben
egyes irodalmi adatokkal, egyezve mas szerz6k munkaival a jeldl6dés er6sségének
bonyolult, nehezen reprodukéalhaté és meglehetésen szubjektiv vizsgalata helyett ,cut-
off” értéket hatarozunk meg, illetve atlagos reakciépozitivitast, szdzalékosmegoszlast
vizsgaltunk. Eredményeinket szamos korabbi tanulmany tamogatja (140). Habar
irodalmi adatok szerint ismert az E-cadherin ovaridlis karcinogenezisben bet6ltott
szerepe (vizsgalati anyagunkban korai progresszidra és hosszu tavu tulélésre nem volt

hatassal), nem szabad elfelejteni, hogy ez, az altalunk is alaposan vizsgalt molekula
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szamos mas peritonealis disszeminaciot okozé daganatban eléfordul (86). Mi tobb,
epithelialis daganatok esetében az E-cadherin expresszio, mas daganatoknal az E-
cadherin vesztés egyfajta metasztatikus fenotipusra jellemz6 (104). Ezen a ponton
valik érdekessé a cellularis kapcsol6 strukturak és tarsuld jelatviteli utak vizsgalata,
kulonoésen a hasiregi daganatos disszeminaciéban betdltétt szerepe. A malignus
epitélsejtek kilépve a szdveti kdrnyezetikbdl folyadéktérbe jutnak, ahol szamos, eddig
vélhetéen nem ismert (vagy nem tudunk réla) sejtfelszini etiéppal, ,proteoglycanokkal”,
fehérjékkel talalkoznak. Ezek dont6 része peritonealis mezotélsejtek felszinén van,
illetve a peritonealis folyadékban sodrédik. A levalt daganatsejtek ebben a milidben e
felszini molekuldkkal és ez altal a jelen levd sejtekkel intim viszonyba kertlnek -
daganatos terjedése megvalésul (141). Egy sor molekularis, morfologiailag is
megjelend (,spheroid”, PMS, fibronektin kapcsoldédas) valtozas all fenn, mely az

ovarialis daganatsejt és a peritonealis sejtek kdz6tti aktiv interakcié alapja (86).

A disszeminaciot kovetéen a mar klinikai jeleket mutatd, elérehaladott stadiumot okozé
hastregi kiterjedés mogott egy masik érdekes kliniko-patologiai jelenség mutatkozik.
Egyedil a petefészek karcindbmak és petefészek asszocialt (petevezetd, primer
peritonealis daganat) daganatok kapcsan része a terapianak a radikalis, optimalis
tumor redukcid, mely adott esetben akér kiGjulds esetén is elvégezhetb (6).
Amennyiben mas daganatok - hasnyalmirigy, gyomor, vastagbél - hasuregi
disszeminaciét mutatnak, a stadium elérehaladottsaga miatt tumorvolumen csoékkenté
célu sebészi beavatkozds mar nem torténik, szisztémas/palliativ terapia kezdédik
(142). Ezzel ellentétben haslregi disszeminéciot mutaté petefészek terdpia szerves
része az optimalis tumor redukcio (143, 144). A sebészi beavatkozas akar a
kemoterapia el6tt, illetve kozben elvégezhetd fliggben a beteg aktualis allapotatdl, a
daganatos kiterjedéstdl (145, 146). Az onkosebészeti beavatkozas lehet6ségét és
jelentéségét az ovariadlis daganatsejtek és peritbneum kozotti interakcio teremtheti
meg. A peritbneum és a peritonealis Ureg, amellett, hogy teret és lehetésége biztosit
a daganatsejtek szabad vandorlasanak, egyfajta barriert is jelent (147). Az
implantalédott és valodi metasztazisként funkciondld, ,desmoplasticus” stromaval
rendelkezé ovarialis tumorszévet gocok valodi, mély - mas tumorokban jol ismert -
penetracios képességgel nem rendelkeznek, illetve ez a hatasi itt kevéssé érvényesiil
(148). A hasuregi daganatszdvet nodulusokat képezve szlri at a hasureget, egyre

komplexebb adhézidékat okozva, de még mindig viszonylag felszinesen - kiterjedt
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destrukcio nélkil (85). Ez az eltér6 morfoldgiai jelenség teremti meg a lehetbségét a
szolid tumorok korében kivételes radikdlis sebészi-onkoldgiai beavatkozasoknak,
amelyeknek a tumor témeg redukciéo mértéke szerinti fokozata, a vizsgalt id6szakhoz
képest jelentésen emelkedett, a klinikai és patoldgiai tapasztalatok és miiszerpark
fejlédése kovetkezményeként. Napjainkra a beteget akar tumor mentessé tevd
radikdlis sebészeti tumorredukcié az elérehaladott stadiumu petefészekrak

V4

korlefolyas soran, sziikség esetén akar tobbszor is alkalmazva.

Az epithelialis petefészek daganatokat hatterében all6 molekuléris eltérések klinikailag
nem mindig azonosithaték. Annak ellenére, hogy a sokréti molekularis hattér
tipizalhatd, a klinikai gyakorlat és adatbazisunk eredménye azt mutatja, hogy a
petefészek daganatok az esetek felében mar jelentés hasiregi terjedést mutatnak a
diagndzis pillanatdban. E két faktor - molekularis fenotipus és malignus ascites -
komplex vizsgélata és klinikai koérnyezetben valé értelmezésére van szikség,

amennyiben hatékony, sikeres terapia alkalmazasa a cél.

A klasszikus prognosztikai faktorok tovabbra is meghatarozéak, melyet vizsgalatunk is
alatdmasztott — az optimalis tumor redukcio, a serosus fenotipus 6nallé prognosztikus
ertékkel rendelkezik. Jelen tanulmanyban szelektalt, homogén betegcsoportjainkon
végzett kisérleteink soran is ezt vizsgaltuk adhézids jelatviteli molekula - E-cadherin,
B-catenin, Ki-67 proliferacios marker és p53 tumor szuppresszor gén — fehérje
expresszios elemzésével. Irodalmi adatoknak megfeleléen, sajat anyagunkon is
bebizonyosodott, hogy a ,high-grade” ovarium tumorok magasabb proliferacios
aktivitassal rendelkeznek, mint a ,low-grade” tumorok (139, 149). Megerdsitettik, hogy
a p53 expresszio a ,high-grade” daganatokban gyakrabban fordul el6. Mindemellett U
eredmény, hogy el6rehaladottabb tumorstadiumban az E-cadherin expresszio
alacsonyabb, mint a korai stadiumokban. A B-catenin immunhisztokémiai jel6l6dés
némileg alacsonyabb elérehaladottabb stadiumban. Az attéti tumorok E-cadherin és
B-catenin expresszidja hasonlé az el6rehaladott primer tumorokéhoz, mikozben az
ascites tumorsejtjeiben az E-cadherin expresszié fokozédik, a B-catenin membran
expressziojaban markans csokkenés figyelheté meg. Mindemellett a sejtmagban
észlelt B-catenin pozitivitds ugyancsak elérehaladott daganatok esetében a hosszu

tava taléléssel mutat 6sszefliggést.
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Kijelenthetd, hogy a primer és attéti tumorok eltéré fehérje expresszios profilt mutatnak
a vizsgalt markerekkel — a szoveti tumorok jobban elkilénilnek a malignus ascitestél
— vagyis az altalunk vizsgélt mintakban, az &ltalunk vizsgélt markerekkel a szoveti
daganatok tobb hasonlésagot mutatnak egymassal, legyenek akar primer, akar
metasztatikus tumorok, mint az ascitessel. A daganatos hasuregi folyadékban lathato
sejtek immun profil er6ssége eltér a szdveti tumorokétdl. Az E-cadherin - B-catenin
komplexet érint6 expresszids aszinkronia és a komplexszel 6sszefugg6 jelatviteli utak
kivaltotta immunfenotipus valtozasok alapjat képezik a petefészek karcindbmak

hastregi folyadéktérben valo terjedésnek.

E folyamatok 6sszessége bizonyos mértékig morfoldgiai értelemben vett fenotipusos
valtozast is magaban hordoz, mellyel a sejtek részben elveszitve epithelialis jellegiket,
.,mesenchymalisalodnak”, aktiv mozgasi képességre tesznek szert, melyhez a

folyadéktér és peritonealis mezotél biztositja a megfelel6 kozeget (EMT-MET).

Eszleléseinket alatamaszté lehetséges magyarazat hatterében olyan mechanizmusok
allnak, melyek 6sszetett rendszerének feladata a daganatsejt valtozatos kérnyezetben
valo életben tartdsa, tovabbi kilatasainak biztositasa, a proliferacio lehetdvé tétele. Az
epitélsejtek helyhez kotottek, alapvetben stabil, illetve permanens allapotban vannak,
onallé helyvaltoztatasra ,mar’ nem képesek. Ezzel ellentétben a daganatok nének,
terjednek, helyet valtoztatnak, vérerekbe, nyirokerekbe terjedhetnek, testiiregekbe
infiltrdlhatnak. Ehhez az energiaigényes folyamatsorozathoz sziikséges az epitélsejtek
intrauterin fejlédésének egy bizonytalan, de korai szakaszaban elveszitett funkcio
.visszanyerése” - a daganatsejtek ismét mozgasképessé valhatnak. A funkcid
.isszanyeréséhez” az intercellularis kapcsolostrukturak felbomlasahoz, a sejtvaz
atrendez6déséhez van szikség. A daganatsejtek az ascites folyadéktérben sajatos
alakot 6ltenek (,spheroid”), korabbitdl eltéré integrin expresszios profilt valtanak, illetve
matrix metalloprotedzokat termelnek, alkalmassa téve 6ket a helyvaltoztatasra, illetve
képessé az iddzitett megtapadasra. Az egyik legjelentésebb sejtmembran asszocialt
kapcsol6 struktura az E-cadherin, mely széles korben vizsgélt, és jél ismert

intracellularis doménjének a B-cateninnel valo dsszefliggése.

A hasiregi disszeminacido folyaman egy igen komplex és aktiv folyamat,
folyamatsorozat  zajlik le. Ennek elengedhetetlen részese a levalo,
.-mesenchymalizalédd”, morfoldgiailag megvaltozd epitélsejt, melynek sejtfelszini
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epitopjai és citoszkeletalis strukturai atrendezédnek a leheté legjobb ,utazasi
feltételeket” biztositva. Tovabbi sarkalatos pont a keringd, levalt, megtapadasra
készen &ll6 ,mesenchymalizdlodott” epitél sejt fogadasara alkalmas peritonealis
felilet. A PMS-ek sajatos ,elidésulé”, de aktivan funkcionald kilonleges fellletet
alkotnak, melyek egyszerre valnak alkalmas fellletévé és akadalyava a
megtapadasnak. Amint a megtapadas Ilétrejott, a szokvanyos metasztazis
kialakuldssal ellentétben a peritbneum stromalis kompartmentje altal barrierizalt
novekedeés indulhat meg. Emiatt a penetracios készség és a ,mass forming” jelenség
reciprok modon van jelen - ami a petefészek daganatok terapias lehetéségét részben
adja. Ez a térben és id6ben egységesitett folyamat, melyhez elengedhetetlen egy
olyan korai daganatsejteket érint6 intracellularis véltozas, mint az EMT, majd reverz
MET - amit a peritoneum fel6l MMT kisér. Az atmenet soran a daganatsejtek kozotti
adhézio felbomlik, a citoskeleton reorganizalodik, az adhéziés molekulaprofil
megvaltozik. Altalanosan jellemzd az E-cadherin expresszi6 csokkenése, mig a
.-mesenchymalis” sejtekre jellemz&é N-cadherin expresszié megjelenik (,cadherin-
switch”), a B-catenin intracellularisan rekompartmentalizaciédik. A tumorsejtek
megtelepedését kdvetben, a kitapadas lokalis befejez6dése utan ,mesenchymalis-
epithelidlis transitio” indul meg. A tumorsejtek ismét jelentésebb mértékben
expresszaljdk az E-cadherin sejtfelszini adhéziés molekulat, az N-cadherin

regresszioja figyelheté meg.

Jelen tanulményunk eredményei is ezt az elgondolast tamasztjak ala. Az adhézios
molekula expresszids profilban észlelt valtozasok arra utalnak, hogy a primer szoveti
epithelialis petefészek karcinomak és peritonealis attéteik immunmorfoldgiai eltéréseik
ellenére jobban hasonlitanak egymasra, mint az ascites sejtjei. A petefészek
daganatok tarsuld6 malignus asciteseinek immunprofila merében mas
jellegzetességeket mutat vizsgalati anyagunkban. A hattérben, feltételezhetéen, azon
adaptacios készség allhat, amely a daganatsejtek fokozott tulélési képességét erdsiti.
Egyfajta EMT - MET kozotti atmeneti allapotot vehetnek fel, mely egyszerre teszi 6ket
képessé a levalashan, mozgasban, megtapadasban. Ennek az atalakulasnak a
levezénylésében szamos szignalutvonal idézitett bekapcsolasa szikséges, melyek
indukalasaban a malignus ascites specialis mikrokdrnyezete, azt itt 1év tovabbi sejtek
- tumor asszocialt makrofagok, T-sejtek, illetve szamos citokin, névekedési faktorok

jatszanak szerepet (150). Nagy valdszinliséggel ez a disszocialt, altalunk ,epithelial-
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mesenchymal uncertanity” allapotként jelzett forma az, amely nem mellesleg alapjat

képezheti az platina terapia hozzaférhet6ségnek.

A Ki-67 proliferaciés markert az aktiv sejtciklusban G1, S, G2 és M fazisban lévé sejtek
expresszaljadk. Magasabb tumor stadium esetén magasabb proliferaciés aktivitast
lattunk, ugyanakkor a metasztdzisokban némileg alacsonyabb indexet észleltiink, mig
az ascitesben levd tumorsejtek fokozott proliferacios aktivitast mutatnak. Az
ascitesben észlelt magasabb proliferacios aktivitas hatterében a tumorsejtek optimalis
szamban tartasa allhat mint cél, a mihamarabbi és legteljesebb kolonizacio érdekében
(151).

Vizsgalatainkat ,miroarray” technikara alapoztuk a TMA és CMA metodikat
alkalmazva. A szoOveti microarray metodika kifejlesztésében az els6 meérfoldko
Battifora nevéhez flizddik-,multitumor tissue block” (113). Kés6bb a metodikat mai
formajdban Kononen, Kallioniemi és tarsai tokéletesitették (114, 115). Az elmult
evekben szamos nagy tanulmany vizsgalta és igazolta a médszer hasznalhatésagat,
bizonyitva, hogy az irodalomban elismert ,high-troughput’-tal rendelkezik (152). TMA
és CMA metodika segitségével nagyobb szamban, koéltséghatékonyan, homogén
kisérletes korulmeények kozott figyelhettik meg az expresszids profilokat. A TMA
metodika hibajaként felrohaté a forras tumorszovet kis részletének vizsgalata, a teljes
metszethez viszonyitva — ez az esetleges intratumoralis tumor heterogenitas miatti
hibakat eredményezhet. Szamos mas munkacsoporthoz hasonléan, tdbb mintahenger
belltetése tortént, mellyel a mintdk alulreprezentaltsagat igyekeztiink kivédeni. Tobb
mintahenger TMA blokkba valo beépitése nagyobb reakcio- és éertékelési biztossagot
€s reprezentativitast adott. Az intratumoralis heterogenitas miatt a szoveti metszeteken
és ,donor blokkokon” valo el6zetes tajekozddas elengedhetetlen, tervezett, célzott
feladat. A randomszeri mintavétel kovetkezményesen rontja a reprezentativitast.
Minél toébb mintahenger bedlltetése torténik, minél nagyobb keresztmetszeti
mintahengerekkel, egy bizonyos hatarig, varhatéan annal nagyobb lesz a
reprezentativitas. Mindemellett, a nem értékelhetd esetek aranya is csokken.
Vitathatatlan el6ny az idében és térben kiulénésen magas szintli standardizalt
reakciokorulmények megteremtése, mely a rutin szovetmetszeteken végzett

vizsgalatok értékét is meghaladja.
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A TMA metodikat mar 2002-ben megprébaltak adaptalni a citologiai mintak
vizsgélatara. Moskaluk, majd Waterworth mutatta be a citologiai microarray metodikét
(125, 126). 2006-ban Bubendorf szerkeszt6segi kozleményében hivta fel a figyelmet
a TMA citolégiai alkalmazasanak lehetéségeire. Kiemelte, hogy a citolégiai TMA
alkalmas lehet azon esetekben, ahol nem all rendelkezésre szdvetminta, csupan a
malignus effuziokbdl, cisztikus tumorokbdl vagy metasztazisokbol nyert citologiai
mintak. Kival6an alkalmas lehet a metasztazis képzés mechanizmusanak vizsgalatara.
Ugyanakkor meglepének tartotta, hogy eziranyban még nem jelentek meg
kézlemények. Bar a CMA metodika validacigjat Pu és munkatarsaik elvégezték, és
azota a TMA alkalmazasaval szdmos vizsgélat eredményét publikaltdk, mégis, az eltelt
egy évtizedben csak szOrvanyosan, néhany munkacsoport alkalmazta a CMA
metodikat (153, 154). A Bubendorf altal felvetett lehetéség- a metasztazis képzédés
patomechanizmusanak vizsgalata- legjobb tudomasunk szerint ezidaig még egy
kozleményben sem szerepelt. Mindazondltal, az eddigi probalkozasok nyoman
haladva, magunk is megprobaltuk a CMA moddszert alkalmazni, a TMA-val elért
korabbi tapasztalatainkbdl kiindulva. Magunk vastagabb mintahenger atmérét (2mm)
valasztottunk, a reprezentativitas €s a nagyobb sejtszam elérése céljabol. Korabbi
szerz6k adatai alapjan mi is a 3 mintahenger / minta szamot tartjuk idealisnak, melyrél
mar bebizonyosodott, hogy magas konkordanciat mutat az egész metszeten végzett

vizsgalatok eredményével (155).

Figyelembe véve a jelenlegi irodalom és jelenlegi kutatdsi trendek iranyait, azon
vizsgélatok, amelyekben kevésbé a tumor/stroma arany, mintsem inkdbb a tumor,
gyulladasos infiltratum viszonyanak felderitése a cél javasolhatdé a folydék alapu
mintahenger alapu metodika hasznalata. Kivaloan alkalmas lehet a TMA/CMA
technika T-sejtek és tumorsejtek szazalékos expresszids aranyanak kimutatdsara. A
tumorsejtek vizsgélata melletti malignus effuziokban Iévé sejtes elem vizsgalatara, igy
a metasztazis képzés tovabbi eseményeinek vizsgalatara is alkalmas a metodika,
példaul a melluregi folyadékban és a mar fennallé pl. tidékarcinbma immunblokad

irAnyud vizsgalatéra is.

62



Uj megallapitasok

v

v

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

Az E-cadherin rovid és hosszu tavu talélésre gyakorolt hatasat kimutatni nem
tudtuk, az ascites altali tumor terjedésben dontd szerepet jatszik.

Folyadéktéerben expresszioja fokozodik.

A B-catenin fehérje expresszié sejtmembran csokkenése kimutathatdé a

malignus ascites sejtjeiben, féleg korai stadiumu daganatokban.

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

szoveti tumorban, mind malignus ascitesben.

Az ascites tumorsejtjei fokozottabb proliferacios aktivitast mutatnak (Ki-67

index).

A TMA metodika mellett a CMA metodika kivaléan alkalmas malignus folyadék

mintak vizsgalatara.
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Osszefoglalas

El6rehaladott epithelialis eredetli petefészek daganatok esetében szamitani lehet a
korai relapszusra, illetve a kedvezébtlen teljes tulélésre; a FIGO stadium, tumor gradus,
szoveti tipus és rezidudlis tumorszovet jelenléte a legfontosabb kliniko-patolégiai
prognosztikus jellemzd. Mindezek ellenére az irodalomban nem ismeretlen a hosszu
tavu tulélées. Az epithelialis eredetl petefészek daganatok tovabbi jellegzetessége a
malignus ascites képzés és peritonealis terjedés, metasztazis képzés, melyben a
sejtadhéziés molekulak alapvetd szerepet jatszanak - e folyamat héatterében un.
~epithelialis-mesenchymalis” atalakulas all.

Tanulmanyunk célja a B-catenin, E-cadherin, p53, és Ki-67 molekularis /
immunhisztokémiai faktorok vizsgalata a kdvetkez6 kérdésekben: Megjésolhato-e a
korai progresszio, illetve a hosszu tavu tulélés, a klasszikus prognosztikai faktorok
mellett immunhisztokémiai reakcioval? Igazolhaté-e a fenti molekulak interakcioja,
expresszios profiljuk valtozasa a petefészek daganatok attétképz6désében?
Alkalmas-e a citologiai microarray (CMA) technika attét, illetve malignus ascites
sejtblokk alapu vizsgalatara?

Moédszerek: B-catenin, E-cadherin, Ki-67, and p53 immunohisztokémiai reakcidk
vizsgalatat végeztik el6rehaladott petefészek daganatok esetében, 6sszehasonlitva a
klasszikus prognosztikai faktorokkal — az eredményt statisztika analizissel igazoltuk. A
petefészek daganatok szdveti tumoros és ascites immunhisztokémiai mintait szoveti
és citologiai microarray modszerrel hasonlitottuk 6ssze.

Eredmények: A rezidualis tumorszovet a legjelent6sebb kedvezétlen fuggetlen
prognosztikus faktor a teljes tulélés tekintetében (p = 0.003, p = 0.005) — mely az
irodalomban széleskorlen igazolt. A B-catenin sejtmagi jelol6dése kedvezd fuggetlen
prognosztikus faktora az elérehaladott petefészek daganatoknak a hosszu tavu tulélées
elérejelzésében, szerepe lehet a platina szenzitivitas és reindukcid elbre jelzésében.
Az E-cadherin expresszid az ascites tumorsejtjeiben magasabbnak mutatkozott, a
primer tumorokéhoz képest, (p=0.294), ellentétben a B-cateninnel, amely jelolédése
szignifikans csokkenést mutatott az ascites sejtjeiben, a primer tumorokéval
O0sszevetve (p=0.006). A Ki-67 alacsonyabb, a p53 magasabb expressziét mutatott a
primer tumorokban, mint az ascitesben — p53 esetében az eredmény szignifikansnak
mutatkozott (p=0.001). Mindkét prognosztikus marker szignifikAnsan emelkedett volt a
high-grade primer tumorokban és az ascitesben is (p=0.039, p=0.004).

Megbeszélés: A klasszikus prognosztikai faktorok mellett a sejtmagi jel6l6dést mutatod
B-catenin reakcidé a hosszu tavu tulélés prognosztikus markere, szerepet jatszhat a
platina-érzékenység kimutatasaban. Az altalunk vizsgalt immunhisztokémiai markerek
szoveti tumor sejtjei €s ascites tumorsejtek expresszios profil valtozasainak hatterében
az ,epithelialis-mesenchymalis” atalakulas allhat; a megfigyelések alapjaul szolgald
CMA modszer adekvat és ésszeri, hasznalata alkalmazhat6 és javasolhatd ascites
mintak disszeminalt petefészek eredetl tumorsejtek analiziséhez.
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Summary

Classical clinical parameters as histomorphology, grade, FIGO stage, and residual
tumour mass have strong prognostic value in advanced epithelial ovarian carcinomas
(AEOC). Most AEOCs are associated with early recurrence and poor overall survival
(OS). Despite of early recurrence, general poor outcome, both high grade tumours or
tumours with advanced FIGO stage at the time of diagnosis, in some of such cases,
long-term survival (LTS) has been recorded . Moreover, peritoneal dissemination
accompanied by ascites formation is also common in epithelial ovarian cancer (EOC).
Adhesion molecules are crucial in metastatic spread and the latter involves epithelial-
mesenchymal transition (EMT).

The aim of this study was to compare the utility of “classical” prognostic factors to
molecular factors such as B-catenin, E-cadherin, p53, and Ki-67 labelling index
determination in predicting long-term survival and to clarifying whether these
molecules are inter-related in metastatic ovarian cancer, whether there are any
possible correlation between cell adhesion molecular expression profiles, the
proliferative activity and p53 expression of tumor cells and tumor grade and stage. We
tested the cytology microarray (CMA) technique in analyzing metastasis formation.

Methods: The expression of B-catenin, E-cadherin, Ki-67, and p53 was determined by
immunohistochemistry (IHC) in AEOC. Correlation was sought for between expression
of these proteins and the status of classical features related with overall survival of
patients -statistical evaluation was made. Both tumorous and ascitic samples from
EOC patients were examined by using tissue microarray (TMA) and cytology
microarray (CMA), respectively. CMA blocks were constructed using cores from each
cell block of the ascitic specimens. Expression of E-cadherin, B-catenin, Ki-67 and p53
was immunohistochemically detected both in TMA and CMA blocks.

Results: As expected, residual tumour size was an independent adverse prognostic
factor for OS (p = 0.003, and p = 0.005). Nuclear expression of 3-catenin in advanced
ovarian cancer of LTS patients proved to be not only an independent favourable
predictor of OS (p = 0.025, p = 0.041) but also showed strong correlation with platinum
sensitivity and platinum re-induction. E-cadherin expression was higher in ascitic cells
than in primary tumor cells (p=0.294). 3-catenin expression was significantly lower in
ascitic cells than in primary tumor cells (p=0.006). Expression of Ki-67 was lower and
expression of p53 was higher in primary tumors than in ascitic cells, for p53 the
difference was significant (p=0.001). Both Ki-67 and p53 expression elevated
significantly in high-grade primary tumor cells and in ascites cells (p=0.039, and
p=0.004).

Conclusions: Translocation of stabilized 3-catenin from cytoplasm to the nucleus plays
an important role in predicting platinum sensitivity. Epithelial-mesenchymal transition-
mesenchymal-epithelial transition is suggested as the best descriptive term for our IHC
observations which accompany increased proliferative activity of ascitic cells. The
CMA method is an adequate and reliable method for the analysis of ascitic tumor cells
disseminating from ovarian malignancies.
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Targyszavak

B-catenin B-catenin
E-cadherin E-cadherin
p53 p53
Ki-67 Ki-67
hosszu tavu tulélés long term survival
progresszié mentes tulélés progression free survival
kemoterapia chemotherapy
sebészi tumor redukcio surgical tumor reduction
ascites ascites
sejtblokk cell multiblock
multiblokk multiblock
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