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1 BEVEZETES ES IRODALMI ATTEKINTES

A csontvebi homeosztdzis fenntartdsaért fékel stromalis
mikrokornyezet a ndvekedési faktorok, citokinekiragellularis matrix,
ionok olyan ¢sszetételét és gradiensét alakitjarkiely szabalyozza a
hemopoeticugssejtek osztddasi aktivitasat, differencialodasizkégét.

A myelofibrosis soran a csontéelstroma aktivacio jon létre,
melynek soran rostszaporulat jelenik meg. A rogismdat 6sszetétele
alapjan beszélhetiink reticulin fibrosisrol és kgda fibrosisrol.

A rutin diagnosztikaban a neoplasiakhoz tarsul&roBlissal
taldlkozunk a leggyakrabban. A malignus folyamaletketnek primer
vérképd rendszeri kiindulast neoplasidk agy, mint akutetvée
kronikus myeloid leukemia, akut illetve kronikusriphoid leukemia,
myelodysplasias szindroma, egyéb myeloproliferatkorképek,
plasmasejtes, histiocytas illetve hizésejtes folytani.
Rostszaporulattal szamolhatunk azonban akkor iskaana csontvel
masodlagosan infiltralt a neoplasticus sejtek altal

A rostszaporulat jelenléte eléémegitélés alatt all a kilénbdz
korképekben. Egyes folyamatokban a rostszaporolatirtflja a képet,
€és prognosztikai szereppel rendelkezik. Primer ofj@bsisban a
reticulin és kollagén fibrosis fontos eleme a kgwkek, és flggetlen
prognosztikai faktora az altalanos tulélésnek. Kad®m myeloid
leukemiaban a fibrosis jelenléte a diagnézi$pamhtjaban szintén
negativ prognosztikai szereppel bir, megjosolveelggtelen terapias
valaszt. Primer myelodysplasias szindromaban szintgyakori
elvaltozas a rostszaporulat, amely amennyiben daédf, egy 6nallé
klinikopathologiai  entitast jelél (MDS-F), amely m@gsziv
korlefolydssal jar. Myelodysplasids szindromabafibeosis jelenléte
negativ prognosztikai faktora az altaldnos tulé@&snA csontveit
érintd betegségek egy masik — nagyobb — csoportjaban
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mesenchymalis sejtek expanzidja és a kovetkezmémyesdofibrosis
hatasa a prognézisra nem vilagos.

A rostszaporulat kimutatasa dekalcindlt, fixalt, rgfinba
agyazott biopszidas mintakbdl torténik, melyek jelen a crista
iliacabol szarmaznak. Ahhoz, hogy a Klinikai tanahimokban a fibrosis
mértéke 0Osszehasonlithatd legyen, régota kialaaulibrekvés egy
egységes szemi-kvantitativ értékelési rendszeldgadasara. A jelenleg
legelterjedtebb eljaras a Gomori-féle ezist impaegn amely a
rostokat Ove& glycoprotein matrixot tunteti fel. Ezen festéssel
reticulin rostozat fekete vékony szalcsak formajakimik fel, mig a
kollagén rostok vilagosbarna illetve sargasbarntedek formajaban
jelennek meg. A csontuweben az erek adventitialis rétegében, a
zsirsejtek korul normdl esetben is lathatunk réticuostokat, mig
kollagén rostokbol allé kotegek illetve csontljdépksdés normal
esetben nem figyelhgk meg. Osszesen tiz szemi-kvantitativ rendszer
ismert, amelyek kozul a legelterjedtebb a Bauenmeiscale (1971),
illetve az Eurdpai Konszenzus rendszere (2005).nEmndszerek
kidolgozasa primer myelofibrosisban szenvetetegek csontvéi
biopszias mintainak vizsgalataval valdsultak meg.

Szadmos fibrosissal jar6 korképben igazoltak, hagyrost
termeléséért felés stroma sejtek proliferacidja és maga a rost
termelése kulénb@znovekedési faktorok kontrollja alatt &linak. Ezek
kozil kiemelend a vérlemezke eredetndvekedési faktor (PDGF,
platelet derived growth factor), amely a fibrobtasproliferacidjdban
jatszik szerepet.

A vérlemezke eredéindvekedési faktor receptor a tirozin kinaz
receptorok kozé tartozik. A PDGFR-nek két altipisaert, melyek a
PDGFRx és a PDGFR, ezek szintén homo-és heterodimer
kialakitasara képesek. A kulonlioreceptor dimerek atfédjelatviteli
utvonalak beinditasara kepesek, melyek kézll kieenelitogén szerep,



az aktin reorganizacio, és a kemotaxis, tovabbB@HR aktivacioja az
embriogenesisben és az organogenesisben is szghispid.

A fibroticus korképeksl altalanossagban elmondhatd, hogy
fibroblastok proliferacidja és extracellularis nvattermelése jelenik
meg. A PDGFR utvonal aktivacidja leginkdbb azdépésben jatszik
szerepet. A fibroticus folyamatok esetében a PDgbiR¢lése leginkabb
a gyulladasos sejtekhez, macrophagokhoz kéthanelyek egyduttal
olyan citokineket is termelnek, amely a PDGFR fakoz
expresszidjahoz vezet.

A PDGFR-hoz kothét jelatviteli utvonal gatlasara tobb
modszert is kidolgoztak, melyek kozul a legoptimsaitibnak a tirozin
kindz aktivitds gatlasa bizonyult. Jelenleg az inmlatmezilat (imatinib,
ST1571, Gleevec) a legelterjedtebb tirozin kinatdgamely egyarant
blokkolja a PDGFR, a PDGFR, a bcr-abl fuzids fehérje, a c-kit és az
FIt3 aktivitasat. Az imatinib a klinikumban is hastatos Philadelphia-
kromoszoma pozitiv kronikus myeloid leukémia, gaistestinalis
stroma tumor esetében, valamint PDGFR gén trandziok hordozo
korképekben.

A stroma sejtek vizsgalata a rostszaporulat ménék
meghatarozasaval szemben tobb lehetségésaytelrejt, melyek
vizsgalatara eddig nem kerilt sor. A PDGFR kima@ta szolgalo
immunhisztokémiai eljards standard jéligst mutat, a kémiai reakcion
alapulé ezlst-impregnéaciéval szemben. A normal tesdiii stroma
PDGFR expresszidjanak vizsgalatdval negativ és tipozbels
kontrollok hatarozhatok meg, melyek novelik a lé&dlés
megbizhatésagat. A mar megtermelt rostozattal télleen a
rosttermed stroma sejtek szama egy dinamikusabb, a kothyez
faktorokra gyorsabb valtozast mutaté paramétertleheostszaporulat
pathogenesisének ismeraiéb arra kovetkeztethetink, hogy a
stromasejtek proliferacioja a myelofibrosis megjsiének prediktiv
mutatdja lehet azokban a kérképekben, amelyekberodalmi adatok
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alapjan a rostszaporulat prognosztikai szereppelr. bAz
immunhisztokémia modszerrel jar6 f&besi sajatossagok lelbge
teszik a pozitiv €s negativ jetdlést mutato teriletek éles elkilonitéset,
amely digitalis képanalizisen alapul6 objektiv gal®modszerhez ad
lehetiséget. A szubjektiv sajatsagokkal is rendelkszemi-kvantitativ
gradus rendszerrel szemben a digitalis képanali@sznélatival
megadott numerikus paraméterek  kovetéses esetekcizpre
0sszehasonlitasara adnak l|ékéget, amely efsorban az anti-
fibrotikus terapias eljarasok hatasanak meéréséretrie alkalmas. A
PDGFR expresszié kimutatasa egyben terapias cépmmrtositasat is
jeldli a tirozin-kinaz gatlé szerek érajaban.
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CELKITUZESEK

A PDGFRy és PDGFR expresszidjanak meghatarozasa norméal,
human csontvéi biopszias mintakon.

A PDGFR expresszio vizsgalata kulonfkozanyelofibrosissal
tarsulé onkohematologiai korképben.

A PDGFR3 expressziot mutatd stroma sejtek és a rostszaporul
mértéke kozotti  kapcsolat  kvantitativ - vizsgalata, elym
megvallsitasahoz egy, a stroma sejtek szamat dilksizemi-
kvantitativ score rendszer kidolgozasara volt siiks

A PDGFR3 expresszid myelofibrosis progressziora vonatkozo
prediktiv ertékének meghatarozasa myeloproliferativ
neoplasiakban, ahol a rostszaporulat megjelenésen@odalmi
adatok alapjan prognosztikai szerepe van.

Digitalis képanalizisen alapulé vizsgalomodszerejlkiztése,
amely lehetve teszi a PDGHRexpressziot mutato, immunpozitiv
areak automatizalt azonositasat, az immunnegat&toarvalo
elkulonitesét, és méretének elemzéseét.

A digitdlis képanalizis hasznélataval meghataroZeBDGFH
pozitiv sejtek szamat és eloszlasat tikrobjektiv, numerikus
paraméterek és a myelofibrosis gradusa kozotti skigic
vizsgalata.



3 METODIKAK

3.1 Betegcsoport

3.1.1 A PDGFR mintdzat meghatarozasa és az MF gradussatatt
kapcsolat vizsgalata

A PDGFRy és PDGFR expresszido meghatarozasahoz a
Debreceni Egyetem Klinikai Ko6zpont Belgydgyaszatilinika
Hematoldgiai Osztalyan illetve a Gyermekgydgyaszatiinika
Gyermekonkoldgiai és Hematologiai nem o6nalld Takemékezelt
betegek crista biopszids mintainak feldolgozasamllk sor. A
vizsgalatok 60 csontv&@l mintan torténtek retrospektiv. médon, az
életkor 2-90 év kozott valtozott (3% rés 25 férfi). A 60 mintabol 47
pathologias csoportba tartozott, ahol olyan alasguselg volt
azonosithatd, amely potencialisan csordivebstszaporulathoz vezet.
A vizsgélatba bevontunk tovabbi 13 esetet, melyekbrosis
kizarhato volt.

3.1.2 A PDGFR expresszid myelofibrosis progressziora gyakorolt
prediktiv értéke

A PDGFR3 expresszid myelofibrosis progressziora gyakorolt
prediktiv értékének meghatarozasahoz a Europeane Bdarrow
Working Group (EBMWG) bevonasaval, 0sszesen ot maird
hematopathologiai centrum kozrékddésével, 84 myeloproliferativ
neoplasidban szenwed beteg, 193 crista biopszids mintajanak
retrospektiv feldolgozasara kerult sor. Az egyededddl altalaban két
minta allt rendelkezésre, azonban néhol tobb mét&dvs tortént. Az
MPN alcsoporton belll az 55 primer myelofibrosisdagnosztizalt
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eset képezte a legnagyobb csoportot, igy ezendsetegrt értékeléseére
kalon is sor kertlt. A tanulmany soran 84 eéktd93 minta

kiértékelésére kerilt sor, az atlagos kovetési3dd,43 honap (2-151
honap) volt. A PMF alcsoportba tartozé 55 e8keth26 minta allt

rendelkezésre, itt az atlagos kovetésh 80,17 hénap volt (2-143
honap).

3.1.3 PDGFR expresszié objektiv megitélése digitalis képamaliz
segitsegével

A PDGFR3 expresszio objektiv megitélésére szolgald
algoritmus kifejlesztéséhez és teszteléséhez ssz&scrista biopszias
minta retrospektiv vizsgalatara kerilt sor, melgdBebreceni Egyetem,
Belgyogyészati Klinika, Hematologiai Osztalyan Kezbetegekdl
szarmaztak. A vizsgalat két résrlallt. Az el részben az algoritmus
kifejlesztéseéhez 10 kontroll és 32 kéros mintatkiglése tortént meg,
mig a vizsgalat masodik részében az algoritmuseiése soran tovabbi
37 kéros minta vizsgalatara kerdlt sor.

3.2 A crista biopszias mintak feldolgozéasa

A Debreceni Egyetemen vételezett és a Patholdgtazetbe
eljuttatott crista biopszias mintak feldolgozasanelsd Iépései a
formalin fixalas, dekalcinalas, melyet paraffinlgyazas kévet.

3.3 Az MF graddus meghatarozasara hasznalt eljaras



A disszertacibban részletezett valamennyi vizsbalat sor
kerdlt racsrost festésre, és ez alapjan az MF grathghatarozasara. A
reticulin  rostozat kimutatdsa GOmOri-ezlistozéssdirtént, a
myelofibrosis gradus meghatarozdsahoz az Eurépaseémzus (2005)
irAnyelvei szolgaltak alapul. A széles korben edidoft szemi-
kvantitativ rendszer négy fokozatot kulonit el (M1, -2, -3).

Gomori-féle ezust impregnacio

A Gomori-festés standard protokoll alapjan készAiit eljaras
soran a metszetek 0,5%-0s kalium-permanganat (68&pBa-Aldrich)
oldatba kerlilnek 5 percre, melyet 3 desztillaltegizoblités kovet.
Ezutan a metszeteket 1 percre 1%-o0s kalium-metabits31268
Sigma-Aldrich) oldatba tesszilk, melyet 3 csapvizesesas és 4
desztillalt vizes oblités kovet. Ezt koeh a metszetek 2%-o0s
vas-ammonium-szulfat (221260 Sigma-Aldrich) oldatkertinek 3
percre, amit ismét 3 desztillalt vizes 6blités kovez impregnaciohoz
frissen készitett 2% kalium-hidroxidot (P5958 Sighidrich)
tartalmazo 10%-o0s ezist-nitrat (21572.188 VWR ARaMormapur)
hasznalatos 1 percig, melyet 1 desztillalt vizeditédb és 5 perces
csapvizben higitott 10%-o0s formalinfixalas (033B6rmaldehid Molar
Chemicals) kovet. Mosas utdn a metszeteket 0,2%rfagsy-klorid
(520918, Sigma-Aldrich) oldatba helyezzik 30 masodg, melyet
desztilldlt vizes mosas kovet. Végul a metszetek -05%
natrium-tioszufat (S7026 Sigma-Aldrich) oldatba ikeek, melyet 2
kor desztillalt vizes Oblités, dehidralas és a metek fedése kovet.

3.4 Immunhisztokémiai vizsgalatok
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A disszertacibban részletezett valamennyi vizsbalat sor
kerllt PDGFR immunhisztokémiai festésre, €s ez alapjan a POIGFR
score meghatarozasara. Az altalunk bevezetett daeantitativ score
rendszer — az MF gradushoz hasonléan — négy fakokatonit el
(PDGFRB-0, -1, -2, -3).

A PDGFR csontvél expresszios mintazatdnak meghatarozasa
sordn a PDGFR immunhisztokémiai vizsgalat mellett PDG&R
immunhisztokémiai vizsgalat, valamint nestin, CD8lktve SMA
jeloléseket is tartalmazo ké#t immunhisztokémiai vizsgéalatok is
késziltek.

PDGFR és ketis immunhisztokémiai festések menete

Az immunhisztokémiai vizsgalatok soran a mintakatogidaz-
gatld reagensben inkubaltuk. Az antigén feltarasiveen a
metszeteket az anti-PDGBR illetve az anti-PDGF&R primer
monoklonalis antitestekkel inkubaltuk. Az antitestigén koddes
detektdlasdhoz DAB oldatot hasznaltunk, melyet hexyén
magfestés kovetett.

Az immunhisztokémiai festések intenzitasanak észédsdnak
értékelése, valamint a dokumentacidhoz felvételelészikése
fénymikroszkoppal és a hozzéa csatlakoz6 digitaiméraval tortént.

Kettés immunhisztokémiai festéseket az En Vision FLEX/HR
rendszerrel végeztik szekvencialisan. Miutan a# ptémer antitest
kotédését az EnVision™ FLEX/HRP oldattal megallitottakmasodik
elsbdleges antitestet is hozzaadtuk a mintdhoz. A o6&ett
immunhisztokémiai  vizsgalatok az alabbi primer tastek
kombinacioival keésziltek: Anti-PDGFR anti-PDGFR, anti-SMA,
anti-CD34 és anti-nestin. A DAB chromogén mellett neasodik
szinreakci6hoz VIP chromogén volt hasznalatos. Attéke
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immunhisztokémiai  vizsgalatok soran  metil-zold  nemgést
alkalmaztunk.

3.5 Képalkotas és digitalis képfeldolgozds a PDBFR
expresszio mértéekének objektiv megitéléséhez

A PDGFR3 IHC festett metszetek digitalizalasara a Pannarami
metszet szkenner (3DHistech, Budapest, Magyaroydzaggnalataval
kerllt sor, melyhez egy multicolor digitalis kameeatozik (Stingray
F146C IRF Medical, Allied Vision Technologies, Stadla, Germany).
A digitalizalt metszeteket 768x768 nagysagu csemgpébsztottuk,
melyeket a tovabbi elemzéshez hasznaltunk. A POBGERpresszid
meértékenek objektiv megitélését szolgalo algoritkiigglesztéséhez 42
digitalizalt crista biopszias mintabol 6sszesen 714digitalis keép
részletet, azaz csempét nyertiink.

3.6  Statisztikai feldolgozas

A statisztikai feldolgozas és a diagramok elkéseite GraphPad
Prism 5.03 és a Microsoft Excel 2007 szoftver hak#éval torténtek.
A szemi-kvantitativ értékelé8bszarmazé diszkontinous eredményeket
tartalmazo6 vizsgalatok esetén nem-paraméteressAiiti probakat
hasznaltunk Ggy, mint Spearman korrelaciés és \Kinoparositott
prébak. Az eredményeket szignifikansnak tartottakennyiben a p
erték <0,05 volt.
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4 EREDMENYEK

4.1 A PDGFR expresszios mintazat normal csonivel
mintakon

A PDGFRy és B receptorok expresszios mintazatanak
meghatarozasa reticulin szaporulatot nem mutat8tacrbiopszias
mintakon tortént. A két tirozin kinaz receptor edtémintdzatot
mutatott.

A stroma sejteken belll PDGERxpresszié volt megfigyelhit
az endothel sejteken illetve a csont trabeculaketzi endostealis
sejtrétegen. PDGHRexpresszid volt megfigyelhitperisinusoidalisan
valamint pericapillarisan, azaz a pericytaknak rakgfen, illetve
PDGFRB pozitivnak bizonyultak az erek adventitialis réegépesd
sejtek. A zsirsejteken nem lehetett PDGFR exprésazonositani.

A kettss immunhisztokémiai vizsgalatokkal az endostealis
rétegben PDGF ko-expresszio volt jelen. A nagyobb erek esetében
a PDGFR pozitiv adventitialis réteg negativ volt PDGERSMA,
CD34 reakciokkal. Ugyanakkor a perisinusoidalisifaillaris pericyta
sejtek a PDGFR expresszio mellett SMA pozitivitast is mutattakigm
a PDGFR és a CD34 reakciokkal az altaluk ovezett endotbtdg
mutatott pozitivitast.
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Az endostealis és perivascularis stroma sejtekén az
interstitialis allomanyban nem vagy minimalis meisggben lehetett
PDGFRB pozitiv reticularis sejteket azonositani.

4.2 A PDGFR expresszio mintazata myelofibrosisban

Rostszaporulatot mutato crista biopszias mintalkdo&@DGFR
expresszid fokozodasa volt medfigyethetazonban a PDGFR
expresszid valtozasa ezt nem kovette. Fokozott HRPGIXpresszio, a
myelofibrosishoz  hasonléan, szamos  kérképben  negjel
Tanulmanyaink soran leginkabb myeloproliferativ plegiakra, illetve
myelodysplasias szindromara fokuszaltunk, azonkeyma aktivacio
volt megfigyelhet egyéb lymphoid és myeloid neoplasidkban, szolid
tumor metasztazisban is.

4.3 A PDGFR score és az MF gradus kozotti kapcsolat

A PDGFR3 expressziot mutatd sejtek mennyisége valamint a
myelofibrosis gradus kozotti dsszefliggés meghaédaxeljabol egy
szemi-kvantitativ score rendszert dolgoztunk kilyn@& MF gradushoz
hasonloan négy fokozattal rendelkezik (PDGRR3).

A PDGFR3 score és az MF gradus kozotésikorrelacio volt
megfigyelhed 60 eset vizsgalata alapjan (Spearman r =0,83)ey n
fibrotikus kontroll csoportban nem volt szignifikdrkilonbség a két
erték kozott (MF gradus atlaga 0,0 (SD=0,0) vs. FB&Gscore atlaga
0,15 (SD=0,38); p=0,35; n=13). Az MF gradus a kolhtcsoportban
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definicié6 szerint MF-0 volt, a PDGHRscore ebben a csoportban
PDGFR3-0 vagy PDGFR-1 volt. A kontroll csoportban ennél nagyobb
stroma sejt proliferacié nem volt megfigyeliet

A pathologiés eseteket tartalmazé csoportban (n28&setben
megegyezett az MF gradus és a PD@GRBRore, azonban 21 esetben a
PDGFR3 score magasabbnak bizonyult. A pathologias mirgtakb
(n=47) a PDGFR score szignifikhnsan magasabb volt, mint az MF
gradus (atlag 1,21 (SD=0,98) vs. atlag 1,66 SD30840,0001).

A pre-fibroticus, azonban sejtes aktivaciot mutatgeteknél
felmertl a fokozott PDGHR expresszid prediktiv szerepe, azonban
ezen esetekdb kovetéses mintdk nem alltak rendelkezésre.

4.4 A PDGFIB expresszio myelofibrosis progressziora
gyakorolt prediktiv értéke

4.4.1 A PDGFR expresszio és az MF gradus kozotti kapcsolat

Az aktivalt stromasejteket reprezentaldé PD@FBxpresszid
valamint a rostszaporulatot jellethzMF graddus kozott szoros
korrelacié volt azonosithaté a 193, kdvetéses éksttArmazo crista
biopszias minta kiértékelése soran, Spearman r=(86,0001 (13.
Abra). A PMF alcsoporthoz tartozé 126 mintat kildregvizsgalva
hasonlo dsszefuggés volt megfigyetheSpearman r=0,86; p<0,0001.
A diagndzis idpontjaban a 84 esdtb14 volt pre-fibroticus MF-0
gradust mutatva, mig 30 eset MF-1, 21 eset MF-2%®®set MF-3
gradust mutatott.

Az MF gradus tekintetében az eseteket két csoposz#ottuk.
A progressziv csoportba kerlltek azok az esetetd, ah MF gradus
emelkedett a kiindulasi értékhez képest (n=34), ean-progressziv
csoportba pedig azok az esetek kerlltek, amelyak meutattak
valtozast, vagy regressziét mutattak (n=50). A peegzid
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valosziriségét vizsgaltuk azokban az esetekben ahol a PPGFR
expresszid magasabb volt az MF gradushoz viszanyitv28), ahol
egyenb volt azzal (n=52), valamint ahol alacsonyabb apihal (n=4).
Log-rank analizis elvégzésével a kulonbdacsoportok kozoétt nem
volt szignifikans eltérés az MF progresszio tekiglben (p=0,3028).
Azoknal az eseteknél, ahol az MF gradus a diagndéontjaban a
legsulyosabb mértéket mutatta (MF-3, n=19), tovglybgresszié nem
volt varhato. Igy a statisztikai elemzést ezek #isat koveien
megismételtiik, amely hasonlé eredményt mutato®,§547).

Feltételezhét, hogy a rosttermél sejtek aktivacidja és a
rostszaporulat megjelenése gyorsan kovetik egymemdit a fenti
vizsgalatokat azokban az esetekben is elvégeztakjein rovid € 12
honap) kovetési itlel rendelkeztek (n=37). Log-rank analizis
elvégzésével a kiulonbdzalcsoportok kdzott nem volt szignifikans
eltérés az MF progresszio tekintetében (p=0,2084)MF-3 gradussal
rendelked esetek kizarasa utan készilt elemzés hasonldé érgdm
mutatott (p=0,7398).

Feltételezhét, hogy a PDGFR expresszié megjelenése a pre-
fibroticus esetekben &le jelzi a fibrosis megjelenését, viszont ez a
prediktiv szerep éftehaladott folyamatokban éttik. A vizsgalt
csoportban 14 olyan eset szerepelt, ahol a diagndiontjaban nem
volt jelen rostszaporulat (MF-0). Azonban a Logkamalizis ezen
alcsoportban sem mutatott szignifikans kilonbségetMF progresszio
valbsziriiségében, p=0,1982.

Az Osszes esetre vonatkoztatva MF-0 és MF-2 gr&dasétt
(n=65) az MF gradusnal magasabb PD@GF&presszid minddssze
43%-0s szenzitivitassal és 46%-0s specificitasedbzie abre a
myelofibrosis progresszié megjelenését. Rovid késietbt vizsgalva
(< 12 hénap) ugyanezen MF gradusokban (n=26) a drétd® 82%
volt, mig a specificitas 53%-nak bizonyult. A prbrbtikus eseteket
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vizsgalva (n=14) a szenzitivitas elérte a 90%-dg enspecificitas 75%
volt.

4.4.2 A fokozott PDGFR expresszio és az MF progresszio kapcsolata
a PMF alcsoportban

Mivel az 55 esetlil all6 PMF alcsoport bizonyult a legnagyobb
betegcsoportnak a vizsgalatokat ezen beteganyagiausZalva
megismételtuk.

A progresszio valosziiségét vizsgaltuk azokban az esetekben
ahol a PDGFR expresszi0 magasabb volt az MF gradushoz
viszonyitva (n=14), ahol egyéhlvolt azzal (n=39), valamint ahol
alacsonyabb volt annal (n=2). A kulonkétalcsoportok koz6tt nem volt
szignifikans eltérés az MF progresszié tekintetélyern0,3905). A
rovid kovetési idvel rendelkeé eseteket vizsgalva a magasabb (n=7),
valamint egyerd (n=13) PDGFR expressziét mutatd alcsoportok
kozott sem volt szignifikans kilonbség az MF pregmeo tekintetében
(p=0,7002).

A PMF alcsoportban az MF gradusnal magasabb PIP&EBre
az MF progressziét 40%-0s szenzitivitdssal és 583%gecificitassal
jelezte az MF-3 gradust mutaté esetek kizarast tkéwve (n=37). A
rovid kovetési idvel rendelke# eseteket vizsgalva (<12 hdénap) a
szenzitivitds 83% volt, azonban a specificitas Ibiwa is alacsony
maradt, 44% volt (n=15).

4.5 PDGFR expresszio mértékének objektiv
meghatarozasa digitalis képanalizis segitségével
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A képfeldolgozas soran az un. hue érték és szabuedapjan
két réteg elkulonitésére kerll sor. A barna réegimmunpozitiv
aredkat foglalia magaban, mig valamennyi immuniegate
hematoxilin fesidést mutaté teriilet a lila rétegbe kerll. A hattér
korrekciot koveben nyert letisztitott barna rétefb nyert
immunpozitiv, barna objektumok 6sszességét barmapkaensnek
neveztik (Bc), mig a tisztitott immunnegativ, liléteg a lila
komponens (Vc) elnevezést kapta. Az intertrabesularerképd
allomany tehat a korrekciok elvégzése utan az immagativ (Vc) és az
immunpozitiv (Bc) komponenseket tartalmazta, melyékszegét
hasznos tertletnek neveztik el (ROI: region ofredt).

A hasznos tertleth (ROI) és barna komponensb(Bc) az
alabbi paraméterek keriltek leirdsra. A barna dbjpkk szédma
(number of objects): az intertrabecularis barna n{impozitiv)
objektumok szaméanak 6sszege, amely megfelel a PRQHRItiv
sejtek és sejtcsoportok szamanak. Az OsszesitétetgSumArea): a
barna objektumok tertileteinek 6sszege (pixelek azake Osszesitett
kerllet (SumPerimeter): a barna objektumok keriilete 6sszege. Az
0sszesitett vazhossz (SumSkeleton): a barna objekiwvazhosszainak
0sszege. Tovabbi paraméter a sulyozott kerllet riwieeer): ahol a
sulyozas az objektum véazahoz tartoz6 kereédtesek és végpontok
szaméaval torténik. Minden csempén, illetve az egyetszeteken is
meghataroztuk a Top50 paramétereket uUgy, mint TApE)
Top50Perimeter, Top50Skeleton. Ahhoz, hogy a barvbgektumok
meéretének és komplexitasanak értékelésekor a nogltalaritasat is
figyelembe vegylk, a paramétereket normalizaltdiasznos terilettel
(/ROI).

Osszességében 13 paramétert definialtunk, meljéketkesk
voltak: SumArea, SumPerimeter, SumSkeleton, Number of t®hjec
SumArea/ROI, SumPerimeter/ROIl, SumSkeleton/ROI, bkem of
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objects/ROI, Top50Area, Top50Perimeter, Top50SkaleNumber of
objects/Bc, wPerimeter/ROI.

4.6 A PDGFE expresszié mértékéet tukréznumerikus
paraméterek és az MF gradus kapcsolata

4.6.1 A PDGFR expresszio azonositadsanak validalasa

A 13 paramétef® nyolc es korrelaciot mutatott mind az MF
gradussal, mind pedig a PDGFRcore-ral (>0,75). A tovabbiakban
ezen nyolc paraméter részletes vizsgalatara ket A moddszer
kidolgozasahoz haszndlt 42 crista biopszias minfiraz elfogadott
beallitasokkal méréseinket és szamitasainkat 3btw\crista biopszias
mintdn ismételttk meg validalas céljabol. A kivakast nyolc
paraméter tovabbra is szignifikdns korrelaciot rmaitamind az MF
gradussal (Spearman r: 0,72-0,81), mind pedig a FHEpGscore-ral
(Spearman r: 0,70-0,85).

4.6.2 A digitalis képfeldolgozason alapuldé, PD@GFBxpressziohoz
kapcsolodo paraméterek és az MF gradus kapcsolata

Nem volt szignifikans kilonbség egyetlen paraméter
tekintetében sem az MF-0 kontroll és az MF-0 pathids esetek
kozott. Ugyanakkor MF-0 és MF-3 kozo6tt fokozatosedtadés volt
lathatd az értékekben. Az MF-0 és MF-1 esetek kéminnd a nyolc
kivalasztott paraméter szignifikans kalonbséget atoit (a p-érték
0,012 és 0,047 kozott valtozott). Az MF-0 és Mika2amint az MF-0
és MF-3 alcsoportok kozoétt szintén szignifikans Okilség volt
azonosithatd, a p-érték <0,0001 volt. Szintén nanalyolc paraméter
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szignifikans kulonbséget jelzett az enyhe (MF-1k&sepes foku (MF-
2) fibrosis kozott. A kozepes (MF-2) és a sulyosF(B) foku
rostszaporulat k6zott ugyanakkor egyik paramétetébgen sem volt
lathatd szignifikdns kilonbség, a p-érték 0,2914 063957 kozott
mozgott. ROC-analizis hasonldé eredményt mutatdtiilénb6d MF
gradussal jar6 esetek elkulonitésében.

4.6.3 A digitalis képanalizis hasznalata kovetésesek vizsgalataban

A mikroszkoppal meghatarozott MF gradus egy szemi-
kvantitativ érték, amely az egész crista biopszidsta attekintéset
koveben egyetlen diszkontinous szdmértékben fejezi kelaaltozas
mértékét. A mintan belll azonban igen nagy heterib@e figyelhed
meg. A rostszaporulat, azaz az MF gradus melletrama sejt
szaporulat, azaz a PDGBRcore is hasonld heterogenitast mutat. Ez a
heterogenitas jol érzékelldea PDGFR immunhisztokémiai vizsgalat
digitalis képanalizise soran.

A mikroszképos értékelés soran nem lehetséges ezen
heterogenitas érzékeltetése, finomabb kulonbségmkititasa, igy a
szemi-kvantitativ grddus rendszer a kovetéses &lasik elemzése
soran korlatokkal rendelkezik. A tanulmany sorarvetéses esetek
objektiv tanulményozaséara kerllt sor, ahol valogafmraméterek
hasznlataval szignifikans kulonbség volt detektdlha heterogén
stroma aktivaciot mutatd mintak kozott.

20



5 MEGBESZELES

Myelofibrosis soran stroma aktivacié figyelbetmeg a
csontvebben, amely reticulin és kollagén rostszaporulativezet.
PMF-ben a rostszaporulat negativ prognosztikaig#nya jelenleg is
folyd klinikai tanulmanyokban mar szerepel a rospsrulat
meértékének meghatarozasa a diagnozipadtjaban, illetve a kezelés
eredményességének tesztelésekor. MDS-ben szinmyftiottak a
sulyos rostszaporulat negativ prognosztikai szérepeonban a
rostszaporulat mértékének szemi-kvantitativ megbaésa jelenleg
nem része a prognézisbedcgrotokolloknak.

A myelofibrosis kimutatasara hasznalt ,gold stadtieljaras
jelenleg a Gémori-féle ezlst impregnacio, amelydrarreticulin, mind
pedig a kollagén szaporulat feltiintetésére alkalmAs rostozat
mennyiségi meghatarozasa pedig egy szemi-kvantitagigy fokozatu
(0-3) gradus rendszer segitségével torténik.

Az MF-gradus jol jelzi a csontu@ben talalhaté rostozat
mennyiségét, azonban nem adnak informaciot a staktieacio sejtes
komponenséil. Szamos fibrotikus korképben bizonyitottak méar a
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“ sz

bizonyos névekedési faktorok szerepét is. Ezen keiléesi faktorok

koézil kiemelend a TGFg, valamint a PDGF AA és PDGF BB
novekedési faktorok. A PDGF ligandok receptorjalelGFR, melynek

két altipusa ismert, a PDGERes PDGFR. A PDGF receptorok a
tirozin-kinaz receptor csaladba tartoznak, igy\dtésuk tirozin kinaz

gatlékkal blokkolhato.

A PDGFR-ok fibrotikus korképekben betoltott szenegk
ismerete a tirozin kindz gatlok fibrotikus korképek valo
teszteléséhez vezetett. Szamositro kisérlet alatdmasztotta, a tirozin
kindz  gatlok  proliferaciot gatlo  hatasat  fibrobtddian.
Allatmodelleken a tirozin kindz géatlok korlefolyasgyakorolt pozitiv
hatasat irtdk le tidfibrosisban, maj cirrhosisban, nephrosclerosisban,
azonban klinikai tanulmanyok egye¢ ellentmondéasosak, vagy még
nem késziiltek el.

Myelofibrosisban is ismeretes a novekedési faktoro
termelésének fokozédasa, azonban a stroma sejtporsdatanak
kimutatasara ezidaig nem kertlt sor. A tirozin-kimaceptorok gatlasa
myelofibrosis kezelésében is egy potencialis téspeélpont, azonban
ezt csupan kozvetett eredmények tamogatjak.

A doktori munka egyik célkiizése az volt, hogy megvizsgaljuk
a normal és fibrotikus csont¥glstroma sejtek PDGRRés PDGFR
expresszigjat, illetve meghatarozzuk a PDGFR s&ggtsel kimutathato
stroma sejtek szama és a rostszaporulat mértékdtkkarrelaciot.

A normal csontvél mintdkban PDGFR expresszié az endothel
sejteken, az endostealis rétegben, illetve azstitiatis fibroblastokon
elszértan volt megfigyelhét PDGFRB expresszio a pericapillaris és
perisinusoidalis pericytakon, a nagyobb erek adirald rétegében, az
endostealis rétegben illetve az interstitialis didastokon volt
megfigyelhed.
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A fibrosissal jaré mintak vizsgalata soran a PD@BERpresszio
fokozodasa volt megfigyelhiet

Ahhoz, hogy a rosttermelfibroblastok mennyiségét tikréz
PDGFR3 expresszio, és a felszaporodott rostozat menrgtigégrosd
MF gradus koOzotti Osszefliggést pontosabban meg@ljnkg
létrehoztunk egy, az MF gradus mintajat kdyetégy-fokozatu, szemi-
kvantitativ gradus rendszert. 60 eset alapjas ekorrelacié volt
megfigyelheb az MF gradus és a PDGERcore kozott (Spearman r =
0,83). Vizsgalatunkban nem volt olyan eset, amelybeostszaporulat
a stroma sejtek szamanak emelkedése nélkul jelelmavmeg. A
pathologias eseteket tartalmaz6 csoportban (n=417) eBetben a
PDGFR3 score magasabbnak bizonyult az MF gradusnal.

Mivel a stroma sejtes proliferacio hypothesistinkapgn
megebzi a rosttermelés beindulasat, a doktori munka rsora
megvizsgaltuk a PDGHR expresszié myelofibrosis progressziora
vonatkozO prediktiv értékét myeloproliferativ nesgiikban, ahol a
rostszaporulat megjelenése bizonyitottan prograszszereppel bir,
igy annak korai kimutatasa terapias szempontdohitos lehet.

Vizsgalataink soran 84 myeloproliferativ neoplasia szenveil
betegél 6sszesen 193 kbvetéses csoritN®Bbpszias minta retrospektiv
kiértékelésére kertlt sor. A PDGBRscore az MF gradushoz
viszonyitva magasabb, alacsonyabb, vagy azzal rgegegertéket
mutathatott. A fibrosis alakulasa alapjan progresseés nem-
progressziv eseteket kildnitettink el.

Az MF gradusnal magasabb PDQFBcore-t mutato esetekben
a myelofibrosis progresszio valosigege nem tért el szignifikdnsan az
egyéb alcsoportoktol. A rovid kovetésiicel rendelked, illetve a pre-
fibroticus esetek vizsgalata hasonlé eredményt totitaAz MF
gradusndl magasabb PDGFRscore a myelofibrosis progressziojat
alacsony szenzitivitassal és specificitdssal hataraneg az 0sszes
esetet vizsgalva. A szenzitiviths mar magasabbriaanpult (82%)
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akkor, amikor a rovid kovetésideel rendelked esetekre fokuszaltunk.
A legmagasabb szenzitivitas (90%) és specificitdS%) a pre-
fibroticus esetekkel jar6 alcsoportban volt megtidgnet.

Osszességében elmondhatd, a pre-fibroticus, enghst§os
fibrosist mutatd esetek egyuttes vizsgalatakor raelieedett PDGFR
expresszio prediktiv értéke nem volt mégithet. A betegség kezdeti
szakaszat képéz pre-fibroticus esetekben ugyanakkor az emlitett
prediktiv szerep lehé&sége tovabbra is fennall, igy a tovabbiakban ezen
betegcsoport részletes vizsgalata valik szikségesse

Mind a rostszaporulatot tikr6zMF gradus, mind pedig a
stroma aktivacié sejtes komponensét geRDGFRB score, szubjektiv
vizsgalaton alapuldé, szemi-kvantitativ = rendszeredsmeretes
ugyanakkor, hogy a stroma aktivaci6 a csortveh heterogén
megjelenést  mutat. Az Gjabb, anti-fibrotikus  teépi
eredmeényességenek megitéléséhez szilkség lehetigbgskpontosabb
vizsgalomodszerekre. A doktori munka soran kidofgoa kerilt egy
digitalis képfeldolgozason alapul6 algoritmus, ayreekstroma aktivacio
objektiv megitélését, és igy kulonlbomintak finom 0sszevetését teszi
lehetve.

A digitalis képfeldolgozéson alapulé algoritmus DAEBMogén
reakciot hasznalé immunhisztokémiai modszerreltjelista biopszias
mintadk automatizalt feldolgozasara alkalmas. Az impozitiv (Bc) és
immunnegativ (Vc), valamint a hasznos terilet (R@tpnositasat
kovetben Osszesen 13 paramétert definidltunk, néglylyolc erds
korrelaciot (r>0,75) mutatott mind az MF gradussaind pedig a
PDGFR3 score-ral. Az dis korrelacio alapjan tovabb vizsgalt nyolc
paraméter a kovetkéz volt: SumArea/ROI, SumPerimeter/ROlI,
SumSkeleton/ROI, Top50Area, Top50Perimeter, TopBGHdn,
Number of objects/Bc, wPerimeter/ROI.

A jelzett paraméterek kozil valamennyi szignifikdns
kuldnbséget jelzett a nem-fibrotikus (MF-0) valatraz enyhe (MF-1),
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kozepes (MF-2) és sulyos (MF-3) fibrosist mutatéetels kozott.
Szintén szignifikans kalonbség volt lathatd az enyds kozepes
fibrosist mutatd esetek kozott. A felsorolt paraenék kozil a skeleton
és a kerulet hasonl6an valtoznak a kilodbdertéki stroma aktivacio
soran, koztik statisztikailag nincs kilénbség. Elgypnbe véve ezt az
eredmeényt, a PDGHRexpresszio, illetve a hasonldé mintdzatot mutato
immunfestések (pl. tenascin) digitalis képfeldolman alapuld
kiértékelésére 5 paraméter kombinaciéjanak haszngkvasolhato,
melyek a kovetkeik: SumArea/ROI, SumPerimeter/ROIl, Top50Area,
Top50Perimeter, Number of objects/Bc.

A PDGFR3 expressziot tukrdzobjektiv paraméterek jol jelzik a
crista biopszids mintdkban megfigyelieheterogenitast, melyre a
szemi-kvantitativ. médszerek nem adnak Iébéget. A modszer
idéigényes, azonban hasznalataval léhetvalik a kdvetéses crista
biopszias minték objektiv dsszehasonlitdsa olydat&sokban, melyek
példaul az anti-fibrotikus terapiak hatékonysagasgalja.

Osszefoglalasképpen a doktori munka eredményelkzéatabbi
0j megallapitasok voltak megfogalmazhatok:

1. A csontvebi stroma sejtek normal kérilmények kozott
eltés mintdzattal mutatnak PDGlRes PDGFR expressziot, melyek
elsbsorbanaz erekhez és a csontgerenddkhoz asszogédiamek meg.

2. Csontvali rostszaporulattal jaré korképekben fokozott
PDGFR3 expresszio figyelhétmeg.

3. Az aktivalt stromasejtek szamat tukt(RDGFR3 score
rendszer szoros korrelacot mutat a rostszaporudatéket tikroz MF
gradussal.

4. A fokozott PDGFR expresszi0 MF progressziora
gyakorolt potencialis prediktiv szerepe volt meggithaté pre-
fibrotikus, myeloproliferativ neoplasiak eseténnek bizonyitasdhoz
tovabbi mintak vizsgalata szikséges.
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5. Az altalunk kifejlesztett, digitalis képfeldolg@son
alapulo algoritmus nagy specificitassal képes &ép allomany és az
immunpozitiv areak automatizalt azonositasara.

6. A digitalis képfeldolgozason alapulo, a PDGFR
expressziot mutatd stromasejtek altal alkotott retldméretét és
komplexitasat tukroz6 paraméterek 6%r korrelaciét mutatnak a
mikroszk6pos modszerrel meghatarozott gradus édtéke és
megbizhatéan  alkalmazhatokkdvetéses  mintak  Osszalitas
elemzeésére.

6 OSSZEFOGLALAS

A csontvebi stroma aktivaciogjat jelk reticulin- illetve kollagén
szaporulat, azaz myelofibrosis szamos onkohematoldgrképben
eléfordulhat, valamint megjelenhet szolid tumor csefivinfiltracioja
soran is. A myelofibrosis jelenlétének myeloprokfiev neoplasiak —
ezen belll is primer myelofibrosis — illetve myeysglasias szindroma
esetén prognosztikai szerepe van. Korabbi tanujoidodl ismeretes,
hogy a rostszaporulatért fedel stroma sejtek proliferaciojaban jelént
szerepe van a verlemezke erédetvekedési faktornak (PDGF). A
PDGF receptor fokozott expressziojat tobb fibragikdrképben leirtak,
eés ezen korképekben a tirozin-kindz gatld terapidkapcsolatos
kisérletek is elkezitlitek. Myelofibrosis esetében a PDGFR expresszid
megjelenése nem tisztazott.

A doktori munka célja volt a PDGFR expressziosfijjamak
meghatarozasa normél csontiebllomanyban, valamint a PDGFR
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expresszio és a myelofibrosis (MF) gradus kozé@ttidsolat vizsgalata.
Tovabbi cél volt a fokozott PDGFR expresszid pradilertékének
meghatarozasa MF progresszié szempontjabol. A raamy utolso
|épésében egy, a stroma aktivacié mértékét és rmégas objektiven
jelz6 modszer kidolgozasara kerllt sor.

A doktori munka sordn a PDGERés  alegység eltér
expresszids profiljat hataroztuk meg, és szorozebggést talaltunk a
PDGFRB expresszio és az MF gradus kozott. Vizsgalatalakj@an a
pre-fibrotikus esetekben prediktiv értéke leheeamlkedett PDGFR
expresszionak myeloproliferativ.  kérképekben, azonbannek
alatdmasztasara tovabbi vizsgalatok szikségesek. PBGFR3
immunhisztokémiai vizsgalattal feldolgozott cristéopszids mintak
digitalizalasat koveéten egy olyan képanalizisen alapul6 modszer
kifejlesztésére kerilt sor, amely képes automatikoddon, nagy
specificitassal a vérkéfizallomany, illetve az immunpozitiv tertletek
felismerésére illetve objektiv elemzésére.

Osszefoglalasként elmondhatjuk, hogy a PD@GFRpresszio
immunhisztokémiai vizsgalata a csontiielstroma aktivacié sejtes
komponensének megbizhaté markere.

7 TAMOGATASOK

A kutatads a TAMOP 4.2.4.A/2-11-1-2012-0001 azormos#amu
Nemzeti Kivalosag Program — Hazai hallgatéi, ileekutatoi személyi
tamogatast biztositd rendszer kidolgozasa ddkodtetése orszagos
program cini kiemelt projekt altal nyujtott személyi tamogatidss
valésul meg. A projekt az Eurdpai Unié tdmogatakdasa Eurdpai
Szocialis Alap téarsfinanszirozasaval valosul meg. lAitatas
infrastruktardja a  TAMOP-4.2.2.A-11/1/KONV-2012-@D4 sz.
.vaszkularis és kardialis kutatohal6zat: Az ér-a&ardiovaszkularis
betegségek  patomechanizmusai, diagnosztikai, faolbgiai
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befolyasolhatosaguk az alapkutatds szintjén” icipélyazat altal
biztositott forrasbdl valosul meg.
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