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BEVEZETES

A malignus transzformaciéo egyik legmarkansabb feige a fokozott
sejtosztddas és az azzal kapcsolatos hibak folysnétirejotte. A tumorsejtek
repair mechanizmusai sérilnek, a sejtek metabolpaadilja megvaltozik.
Amennyiben ezek a folyamatok a tumorsejteket se#skebnyhdz juttatjak,
az a malignus sejtpopuléciok feldisuldsahoz vezet.

A kromoszomak szétvalasa és eggerranyban tortéh elosztédasa
pontosan szabdlyozott komplex mechanizmus, melyfelkoruldsa az
utdédsejtekben aneuszémidhoz, aneuploidiahoz, a dtimnszerve&désének
megvaltozasdhoz vezet. Ezek az elvaltozdsok megadit génexpressziot,
géntermék-funkciét és  kilonb®z génddzishoz  kotott  eltéréseket
eredményeznek.

A kromoszomalis instabilitAs mar korai stadiumul ateegokban feitnd
jelenség, amely kariotipizalassal, in situ hibr&itval, és az egyes gének
képiaszamanak vizsgalata révén is kimutathatd. émlaszémak szambeli
véltozédsa altaladban ardnyban all az adott tumorgmigdsi potencialjaval, a
mutaciok genetikai eltérések halmozdédasdhoz vezetnekarcinogenezis
soran.

A kromoszomék szétvalasa és egyerdranyban tortéh elosztasa
szempontjdbdl kulcsfontossdgu a centroszoma cikhasamint mitotikus
ellensrzési pont megfelélmikddése.

Ujabb tudomanyos eredmények igazoltak, hogy a fdalyamatok
szabalyozasaban is érintett mitotikus regulatorofairkinaz csalad tagjai
kulcsfontossagu elemei a genetikai stabilitas fetasanak. Az
expresszidjukat ériit valtozasok hozzajarulnak a genetikai instabilitas
kialakulasahoz. Tobb humén daganatban is megfiglyetzen kindzok
(elsssorban Aurora A és B kinaz) overexpressziojat.

Ismeretes az Aurora B kinaz fontos szabalyozé peeaenormal ploiditas
fenntartasaban: korai G2 fazisban a H3 hiszton féokzldsan keresztil
szabalyozza a kromatin kondenzaciét, ezaltal bafdija a mitdzis
inicidlasat. Tovabba a CPC (Chromosome Passengempl€r) tagjaként a
kromoszémak mitotikus ors6hoz valé kapcsolasaabélyozza.
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A H3 hiszton foszforilacidja a mitdzis &dészitésének kulcsfontossagu
lépése. Kisérletesen bizonyitast nyert az AurorazBbalyoz6 szerepe a
mitdzis elinditdsaban: a kinaz G2/M fazisban Sgrdficioban foszforilalja a
H3 hisztont, ezzel elinditva a kromatin kondenzdcigamatét.

Kisérletes korilmények kozoétt a kinaz funkcidjargitlasa a H3 hiszton
foszforilacié szignifikans csokkenését okozza, ¢j&ae instabilitdshoz,
aneuploid sejtpopulaciok megjelenéséhez és apsptizivezet.

HelLa sejtvonalon végzett kisérletek adatai szerat Aurora B
overexpresszidja pedig fokozott H3 hiszton fosthoidt, hibas kromatin
kondenz&ciét és a kromoszomak nem medfelielsztését okozza.

Az Aurora kinaz csalad tagjainak sokoldalu éristage a sejtosztodas
szabalyozasaban, valamint a tumorgenezisben ebgérteA fokozott
sejtproliferacié az agressziv daganatok egyik legjeeébb tulajdonséaga. Az
onkologiai kezelések kozott a sejtosztodasra hadvek jelents szerepet
toltenek be. Ujabban tébb olyan Uj hatéanyag isikdii kiprobalasra kertilt,
melyek a sejtosztédas egyes elemeit, konkrétan wapra kindz B géatlaséat
célozzak. A sejtosztédasra hatd kezelések hatékgaysgyanakkor egyire
nehezen jelezhétklore.

Kisérleteink a sejtosztddas daganatokban megvéitezabalyozasa és az
Aurora B kindz funkcio kozotti viszonyt tisztazasélozzak. Mindez segithet
a megfeled terapia kivalasztasanal, hatékonysaganalrejizésénél, a
betegség besorolasanél és a prognodzis megallagitagé& Aurora kinaz B,
valamint a mitotikus regulacié szempontjabdl fontaskinazzal kdlcsdnhaté
fehérjék expresszidjanak vizsgalataval olyan ptédigrtekkel bird Uj szdveti
markerek azonositasara nyilik lebstg, amelyek alkalmazhatéak a
mindennapos szotvettani diagnosztikaban.

Egyik legfontosabb célunk tehat egy olyan cellgldsiomarker leirasa,
amelyek a sejtosztddasi defektusokat és a mitozengulo célzott kezelések
varhaté hatdsanak predikcidjat lehat teszi.

Kisérleteink soran els sorban az Aurora B kromoszémaszdmra és a
sejtmag kromatin szervédésére gyakorolt hataséat, a kindz expresszidjaban
bekovetkezett zavar és az aneuploid sejtpopulaci@gjelenése kozotti
0sszefliggéseket kivantuk megvizsgalni.



CELKIT UZESEK

Vizsgalataink az agressziv malignus folyamatokbgakgri aneuploidia és
az Aurora B kinaz funkcio kozotti 6sszefliggés meggét céloztak.

Kisérleteinkben az Aurora B és a kindzzal kolcstinhéehérjéek
expresszigjat szoveti szinten, immunhisztokémiaidsaérekkel vizsgaltuk
invaziv embkarcinoma és agressziv limfobma mintakon.

A 17-es kromoszoma, valamint az AURKB és TP53 gékighiaszamat
fluoreszcencia in situ hibridizacioval vizsgéltukk 17-es kromoszoma
aneuszomia mellett meghatarozasra kerilt a mintéidifasa is, aramlasi
citometria médszerrel.

Egyik legfontosabb célunk egy olyan prediktiv ékikbird cellularis
biomarker leirasa volt, amely a sejtosztodasi defekat és a mitdzisra
irAnyuld célzott kezelések varhato hatasanak peegét lehebve teszi.

A kisérletes munka alapjat képgezlkitizések a kbvetkéz

1. Aurora B expresszidjanak vizsgalata invaziv @uarhor és agressziv B-

sejtes limféma mintdkon immunhisztokémiai modszkeék

1.1. Aurora B overexpresszio definidlasa hisztologiaikiények k6zott

1.2. Aurora B expresszio Osszefliggése az adott mintprelferacios

aktivitasaval

1.3. Aurora B kinaz legfontosabb upstream és downstr&éhlosonhato

fehérjék expresszidjanak vizsgélata

2. Invaziv embtumor és limféma mintak FISH analizise AURKB, TR&S

CEP17 specifikus DNS szondéakkal
2.1.Vizsgalataink egyik ¢ céljaként meg kivantuk vizsgalni, hogy az
Aurora B  overexpresszid hatterében talalhaté-e ABRK
génamplifikacio

2.2.Az AURKB génnel 17p13.1 I6kuszban szomszédos TP8&B ¢

statuszanak vizsgélata

2.3.17-es kromoszéma kdpiaszambeli eltéréseinek, vatami mintak

ploiditasanak vizsgalata

3. Aurora B overexpresszio és aneuszomia dsszefluggésesgalata

4.Vizsgélataink soran kapott eredmények 6sszevetédseteyek klinikai

adataival



ANYAG ES MODSZER

Invaziv emfkarcinoma mintak

A DEOEC Pathologiai Intézetében 2009-2010 koz@tgdosztizalt invaziv
emibkarcinoma kozul 50 szovettanilag alkalmasnak itélinta kerdlt
elemzésre. Minden mintabol formalinban fixalt, pénka agyazott (FFPE)
szovettani minta készult.

Emldkarcinoma mintakhoz megfetelkontroll csoport (normal erdibdl
szarmazo szévet) nem Allt rendelkezésre.

A kivélasztott 50 endlkarcinoma minta kdzll szdvettani besorolas alapjan
45 ductalis, 5 lobularis invaziv eéiarcinomanak bizonyult.

Molekularis osztalyozast kéuvin 32 minta luminalis A (ER pozitiv, PR
pozitiv, HER2 génamplifikacié negativ, Ki67 expred® sejtek aranya
kevesebb, mint 20%), 4 minta luminalis B (ER pezitPR pozitiv, HER2
génamplifikacidé pozitiv és/vagy Ki67 expresszio >24), 8 minta HER2
tipusba (ER negativ, PR negativ, HER2 génampliitkpozitiv), tovabbi 6
minta tripla negativ (ER negativ, PR negativ, HEf¢Ramplifikacidé negativ)
altipusba volt sorolhato.

Osztrogén receptor pozitivitast Osszesen 36, proges receptor
pozitivitast 27 szévettani mintaban lattunk. Az shtdbdl 16 mintaban nem
volt detektalhatd c-erb-B2 expresszio. HER2 géndiké@tiot 13 mintaban
figyeltiink meg.

Limfoid eltérések

Kisérleteinkbe a DEOEC Pathologiai Intézetében 26682012 kozott
diagnosztizalt agressziv B-sejtes limfoma esetekik&0 kerllt bevonasra.
Az mintédkbdl formalinban fixalt, paraffinba &agyarzatzovettani mintak
készultek.

A bevélasztott mintdk ko6zul morfolégiai és immurdtikémia
jellegzetességek alapjan 41 diffGz nagy B-sejtegfdlina, masképp nem
specifikalt (DLBCL, NOS) szoévettani diagnézist k#épo3 minta ALK+
anaplasticus B-sejtes limfobmanak bizonyult (B-ALCL3 minta primer
mediastinalis nagy B-sejtes limfomaként, tovablonibta borderline DLBCL
— klasszikus Hodgkin limfémaként kerdlt leirasra.
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A DLBCL, NOS mintdkon belil a Hans-féle kritériumaldapjan két
alcsoportot hoztunk létre: a centrum germinativU@CB) és nem centrum
germinativum (non-GCB) immunhisztokémiai fenotipomsttaté csoportokat.

Az eredmények verifikdlasa és archivalasa céljabomintak szoveti
microarraybe (TMA) is beagyazasra kertiltek.

Kontroll csoportként 10 reactiv follicularis hypédaipiat mutatd
nyirokcsom6é mintat haszndltunk. Kontroll mintaink&rmalinban valé
fixalast koveben szintén paraffinba agyaztuk. TMA blockjainkba 6, két
kontroll mintabdl szarmazo6 szdvethenger kerdilt.

Szdveti microarray

Immunhisztokémiai eredményeink verifikalasara aéndsknalt mintakbol
szdveti microarrayt hoztunk Iétre.

Hematoxylin-eosin (HE) festett metszeteken a repritiv régiok jeldlése
utdn az egyes paraffinos blockokbdél TMA Master kélz (3DHistech Kit,
Magyarorszag) segitségével 3-3db, egyenként 1 mmérgti szévethenger
kerilt elthvolitasra, majd azé&eszitett recipiens blockba val6 beillesztésre. A
multiblockokba  t4jékozodast  megkonnyiténd majbdl  szarmazo
szovethengereket épitettiink. Az egyes szovethdndeverdinatait TMA
Master 1.0 szoftver (3DHistech Kft, Magyarorszéegitségével rogzitettik.

A szbtvethengerek és a recipiens block Uregei kozéletked réseket
olvasztott (56 °C) paraffinnal t6ltottik ki.

Immunhisztokémiai vizsgéalatok (IHC)

Immunhisztokémiai (IHC) modszerrel a FFPE mintdkbs#armazoé
szOvettani metszeteken meghataroztuk a teljesfendlld sejtfrakciot anti-
Ki67 (MIB-1 klén, a tovabbiakban MIB-1) antitestkalmazaséaval, valamint
az Aurora B, survivin és foszforildllt H3 hiszton JBILOP) pozitiv
sejtfrakciokat.

Az immunhisztokémiai jeldléseket 3 um vastag, adiserargylemezre
(SuperFrost Ultra Plus®, Menzel-Glaser, Németorszéigalt szoveti
metszeteken végeztik. A jelbléseket a gyartdk @tadsolt protokoll szerint
végeztik, roviden: a metszetek deparaffinaldsaol(x2x3 perc) utan a
metszeteket rehidréltuk (leszallé alkoholsor, 3eBcp majd magas nyomason
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feltartuk (maximalis nyomason 3 perc). A lemezelsésa (1xTBS, 2x5 perc)
és blokkolasa (1% BSA, 0,1% NP-40 in 1xTBS 1203rutelcseppentettik a
primer antitestet. 2 6Ora inkubalast kdet a nem k@dott antitesteket
1xTBS-sel lemostuk, majd a metszetek szekunderteatiél 40 percig
inkubaltuk. A nem kdtdott szekunder antitesteket 1xTBS oldatban lemostuk
(2x5 perc). Az antigén-antitest Koések vizualizaldsa DAB kromogén
alkalmazésaval tortént (0,02 viv% DAB DAB pufferbeazemkontroll
mellett). A metszeteket csapvizzel oOlitettik, mbhgmatoxylin héattérfestést
végeztink (Gill Il hematoxylin, 5 masodperc, Oldit€sapvizzel, majd
desztillalt vizzel). A metszeteket ezt ke dehidréltuk (acetonos, majd
xilolos Oblités kétszer), majd xilolbazisi médiunirifBurgipath Micromount,
Leica Microsystems, Németorszag) fedtuk.

A jelolések kiértékelését Leica DM 2500 fénymikroSgpal a
Fénymikroszkdpia részben leirtaknak megtadalvégeztik.

Fénymikroszképia

A MIB-1, Aurora B, és survivin pozitiv sejtfrakcicdeazalékos aranyéat az
0sszes tumorsejthez viszonyitva hataroztuk meg.

A H3S10P expresszald mitotikus sejtek szamat 1§ nagyitasu latotérre
(/10 HPF) vonatkoztatva hataroztuk meg.

Kontroll mintdinkban a vizsgalt fehérjék expresgm@k meghatarozasa a
centrum germinativumokban toértént. Mintanként 1@taen germinativumot
értékeltiink.

Az Aurora B jelents sejtproliferaciétdl vald befolyasoltsagat figyalee
véve a fehérje overexpresszidjanak definialdsalggzirelexet hoztunk létre,
amelyet az Aurora B és MIB-1 immunpozitiv sejtek nygdosaként
hataroztunk meg (AMI index).

Limféma mintdk Aurora B overexpressziora vonatkaaé off értékét
kontroll mintdink adatai alapjan, AMI szamtani kpz@€SD képletet
alkalmazva 0,5-nél hataroztuk meg.

Invaziv embkarcinoma mintak - nem lévén megféleh definialhato
kontroll csoport - az Aurora B overexpresszid hatékét irodalmi adatok
alapjan 0,3 feletti értéknél hataroztuk meg.



A mitdzis index meghatarozasa HE festet metszelmbjsm, a mitotikus
formak szaméanak megadasaval tortént, 10 nagy regyidtotérben.

Reactiv follicularis hyperplasia mintak kiértékedés a centrum
germinativumokban végeztik.

Fluoreszcencia in situ hibridizacié (FISH)

A TP53 gén és 17-es kromoszéma képiaszamanak néeghasara LSI
TP53/CEP17 (Abbott Laboratories Inc, USA), ‘Spect@range’ €s
‘SpectrumGreen’ fluoroférokkal direkten jelzett DN8ondat alkalmaztunk.

Az AURKB génstatusz meghatarozasdhoz PoseidonTMed&epreeTM
AURKB/SE17 (Kreatech Diagnostics, Hollandia), ‘RiaimBright550’ illetve
‘PlatinumBright495’ fluoroférokkal konjugalt DNS emdéak segitségével
hatéroztuk meg.

A FISH-t a gyartdk altal javasolt protokollok alapjvégeztik el. Réviden:
az 5 um vastag metszeteket NeoClear-ben deparaffinizal{ierck,
Németorszag, 3x10 perc), majd Abbott DNS szondalmikzasa esetén 0,2
M HCl-lel kezeltik (20 perc). Ezt koven a lemezeket 0,8 M NaSCN (20
perc, 80°C) és 0,4 m/V% pepszin oldattal (10 p&t;C) kezeltuk. A
lemezekre 5-5 yl DNS szondat tartalmazé hibridizacidos elegyet
cseppentettiink. A kodenaturaciot TP53/CEP17 szastaén 75°C-on 10
percig, AURKB/SE17 szonda hasznalatakor 80°C-onefig végeztik. A
hibridizacios 1épés mindkét DNS szonda alkalmazés8K°C-on tortént egy
éjszakan at. A kodenaturaciés és hibridizaciossépé hermoBrite (Abbott
Molecular) félautomata hibridizaciés kamra segi¢sédtorténtek.

A nem ko6dott szondak lemosasara a gyartok altal ajanlottomoffereket
(0.3% Triton X-100/2xSSC és 2xSSC) alkalmaztuk. eftnsagok festésére
DAPI-t (1000 ng/ml, Abbott Molecular ill. Kreatedhiagnostics) hasznéltunk.

Emlétumor mintdk HER2 génamplifikaciés és 17-es kromosz
képiaszam statuszanak meghatarozasa DAKO HER2 PI&timDx (DAKO,
Dania) kittel tortént. A konvenciondlis FISH eredméit DAKO HER2
Instant Quality FISH PharmDx (DAKO, Déania) kit alkwzasaval
megebsitettik.

A HER2 FISH-t a gyarté altal javasoltaknak megf@el végeztik.
Roéviden: az FFPE metszeteket deparaffinalas ésireds utan MES-sel
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elékezeltik (10 perc forrasponton mikrohullamudéhién, majd 15 perciités
szobaldn). Ezt koveben a metszeteket pepszin oldattal kezeltik,
konvenciondlis PharmDx esetén 5 percig sz6bahQFISH kit esetén 20
percig 37°C-on. A denaturaciét 82°C-on 5 percigeztgk konvencionalis-,
66°C-on 10 percig IQ FISH kittel. A hibridizacié$rmérséklet mindkét kit
hasznélatakor 45°C, Pharm Dx kit esetében az irdkdbavernight, IQFISH
esetében pedig 90 percig végeztiuk. A be neddkit DNS szondék lemosasa
mindkét kittel ,stringent wash buffer’-rel, 10 pegctortént 65°C-on-on. A
sejtmagokat DAPI-val festettiik (1000 ng/ml, DAKO).

A kiértékelést a Fluoreszcens mikroszkdpia résibietaknak megfeléen
végeztik.

Fluoreszcens mikroszkopia
A FISH kiértékelését Zeiss Axio Imager Z2 fluoremze mikroszkoppal
(Zeiss, Németorszag), 63x olaj-immerzids objektiiZeiss, NA: 1,4) és Isis
(Metasystems, Németorszag) képalkotd rendszergelziék.
Az embkarcinoma mintak invaziv régiéibol 100-100, limfonmaintak
reprezentativ régidibol 50-50 tumoros sejtmagatkéitiink.
A 17-es kromoszéma statuszéat az aldbbiak szeriatdmuk meg:
a) diszémia: follicularis hyperplasia mintdkon megkdfy atlagos
sejtenkénti kromoszdémaszam alapjan hataroztuk meg:
atlagos kromoszéma kopiaszam+2SD=1,814+2x0,081=1,98
b) hiperdiszémia: 1,98 és 2,3 atlagos sejtenkénti ksmbmaszam
kozott
c) triszomia: 2,3-3,3 atlagos sejtenkénti kromoszo@duaskozott
d) tetraszémia: 3,3-4,3 atlagos sejtenkénti kromoszaara kozott
AURKB és TP53 géneket deletaltnak tekintettiik, amydren a 17-es
kromoszdéma kbpiaszaméhoz viszonyitott szamuk kébegelt, mint 0,8.
A HER2 g¢gént amplifikdltnak tekintettik, amennyibea 17-es
kromoszomaszamhoz viszonyitott relativ kopiaszagyolab volt, mint 2,3.
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Sejtek DNS tartalmanak meghatarozasa aramlasi etoaval

A B-sejtes limfébma és reaktiv nyirokcsom6 mintak ®Nartalmanak
meghatarozasat a DEOEC Biofizikai és Sejtbiolddistiézetében, FFPE
mintakbdl izolalt sejtmag szuszpenzidkon végeztik e

A sejtmag szuszpenziokat a Hedley altal leirt groltoak megfeleden
preparaltuk, apré6 médositasokkal. A paraffinos stithlockokbél 1-1 darab
50 um vastag metszetet készitettiink, melyeket Eppendsdvekbe
helyeztiink. Deparaffinalas utan (NeoClear, 3x1C)ar mintakat gyakori,
erteljes vortexelés mellett 0,8 mM/V% pepszin oldakakeltik (120 perc,
37°C). A szuszpenzidkat 50n porusatméijii nylonmembranon atuk. A
sejtmagok lecentrifugalasa utan (3000 g, 8 min) dlefet 1 pg/ml
DAPI/1xPBS oldatban reszuszpendaltuk.

Emlokarcinoma mintak esetén a sejtmag-szuszpenzidkapiksa nem
volt sikeres.

A mintdk DNS tartalmanak mérését FACSAria |l késékukl és
FACSDiva v6.1.3. szoftver hasznalatdval végeztukintdhként 100000
eseményt rogzitettink.

Az elemzett mintak DNS indexét FCS Express 4 v7 0005 (DeNovo
Software, USA) szoftverrel hataroztuk meg.

Kontrollként FFPE  reaktiv  nyirokcsomOkbdl izolalt ejsnag
szuszpenzidkat hasznaltunk.

Statisztikai analizis

Az adatok statisztikai analizisét SPSS (v20.0, IBMEA) és MS Excel
XLStat (v7.5.2, Addinsoft, USA) és MedCalc (v12.6.1 Medcalc Software,
Belgium) szoftverek segitségével végeztik. A komégék és szorasok
kiszamitdsara és 0sszehasonlitasara Student dttesaltkalmaztunk.
Statisztikailag szignifikansnak &@,05 értékeket tekintettik.

Az adatsorok kozotti korrelaci6 meghatarozasahoealiis regressziét
alkalmaztunk. Lineéris korrelacionak az R=0.7 tekatéket tekintettik.

A teljes tulélési valdsziiség meghatarozasara Kaplan-Meier-analizist
alkalmaztunk. A betegcsoportok talélési ratai  ktzokulonbségek
szignifikanciajdnak meghatarozasat log-rank telsatiesgaltuk. Ebben az
esetben is ag®,05 értéket tekintettiik szignifikansnak.
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EREDMENYEK

Aurora B kindz expresszi6 vizsgélata invaziva&arcinoma mintédkban
Invaziv emikarcinoma minték klinikai és biolégiai paraméterei

Vizsgalataink soran 6sszesen 50 @&mtcinoma mintat vizsgaltunk. 45
minta morfologiailag invaziv ductalis edidarcinomanak, 5 minta invaziv
lobularis karcinomanak bizonyult.

Aurora B expresszio

A szovettani mintak Aurora B pozitiv sejtjeiben tegg pozitivitast
észleltink. Aurora B pozitivitas G2 fazistdl az &ris végéig detektalhatd, az
antitest a vartnak megfeten az interfazisos sejtmagok egy részét, valamint a
mitotikus alakokat jeldlte.

Adataink alapjan emikarcinoma mintdkban az Aurora B kinazt
expresszalo sejtek aranya 1 és 35 % kozott vatt¢atag: 6,15 %, SD: 8,8).
A mintak sejtproliferaciés aktivitasat MIB-1 markalkalmazasaval 1 - 95 %
tartomanyban figyeltiik meg (atlag:19,2 %, SD: 20,7)

A HER2 génamplifikdciét mutatdé mintakban szignifiséin magasabb
Aurora B kindz expressziot figyeltink meg (p=0,018s eredményeink
szerint ez fokozott sejtproliferacioval tarsult (p818).

Adataink alapjan tripla negativ (HER2-, PR-, ER-)ntdk Aurora B
expresszidja szintén szignifikAns emelkedést n{pta®,001), ugyanakkor az
el6z6 mintdkhoz hasonldéan a jelenség fokozott sejtpditioval tarsult
(p=0,0003).

Erés korrelaciét taldltunk az Aurora B-t és a MIB-1l-egyittesen
expresszald széveti mintdkban (R:0,77).

Az Aurora B és MIB-1 expressziok kdzotti lineérisrkelacid miatt a kindz
overexpresszid meghatarozasara bevezettik az ABHOrMIB-1 indexet
(AMI index). Az AMI index értékét a mintakban 0 #k6zott figyeltik meg
(atlag: 0,32, SD: 0,28).

Intenziven proliferald mintakon végzett parhuzamoggfigyeléseink,
valamint irodalmi adatok alapjan a kindz overexszggat AMI>0,3 értéknél
allapitottuk meg. Ez alapjan az 50 éhkadrcinoma mintdbdl 20-ban volt
medgfigyelhed az Aurora B relativ overexpresszidja.
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A relativ Aurora B expresszid statisztikailag futigenek bizonyult a
HER2 gén- és ER-, PR receptor statuszoktol.

HER2 és 17-es kromoszéma statusz vizsgalata HEREmBkx és HER2
IQFISH PharmDx alkalmazasaval

Eredményeink alapjan a hagyomanyos és IQFISH ldaetktalhatd 17-es
kromoszéma és HER2 génaplifikacidés statuszok kibziyezés mérteke
100%.

A HER2 képiaszam detektdlasa hagyomanyos kittel Bitaiman
morfoldgiai karosodas és magas hattér fluoreszaemtatt nehézkes volt,
ugyanezek a mintdk IQFISH kittel I1ényegesen megtiattb morfologiat
mutattak, kevés hattérfluoreszcencia mellett.

17p13.1 I6kusz és 17-es kbpiaszam valtozasok

Az Aurora B kindz overexpresszio citogenetikai éxdhek vizsgéalatat
FISH modszerrel végeztink.

A mintak invaziv régiokbdél 100-100 sejtmag keriite&elésre. AURKB és
TP53 géneket deletaltnak tekintettiik, amennyiberl7aes kromoszéma
képiaszamahoz viszonyitott szamuk kevesebb volft ni,8, emelkedett
kopiaszamot 2 kdpia/17-es kromoszéma érték fellegpiéottunk meg.

17-es kromoszéma poliszomiat 2,3 CEPL17 szignaiisejt felett
hataroztuk meg.

Az Aurora B overexpressziot mutatdé mintdk egyikébsem Iattunk
AURKB génamplifikaciot.

A mintak egy csoportjaban (6 minta) azonban meglifik az AURKB
delécigjat, amely mindegyik mintaban TP53 delédid&esult.

Eredményeink szerint & korrelacio van az AURKB és TP53 gének
kopiaszdma kozott (R:0,73).

A mintdk HER2 és AURKB és/vagy TP53 génképia szakdaott
Osszefliggést nem figyeltiink meg. A 13 HER2 géndikgdidét mutatdé minta
kozul 4-ben lattuk a TP53 és/vagy AURKB gének adiéktését.

A 17-es kromoszOma sejtenkénti szamat 1,5 és F6tkéigyeltik meg,
aneuszomiat — tobb mint 2,3 CEP17 szignalt sejtmiagat - 19 mintaban
lattunk (38%).
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Az AURKB és TP53 egyuttes allélvesztésével jaro takiban a 17-es
kromoszdéma képiaszamét 2,44 és 3,9 kozott latttiagia3,18, SD: 0,18), a
mintak mindegyike 17-es kromoszéma aneuszémiattottita

Az intakt 17p13.1 I6kusszal biré mintdk kromoszdsal stabilabbaknak
bizonyultak, a 17-es kromoszoma koépiaszama 1,6,88 I8z06tt valtozott
(atlag: 2,1, SD: 0,05). A kiulénbség statisztikadaggnifikans (p<0,0001).

Emlokarcinoma mintédk DNS tartalméanak flow citometridzsgalata nem
volt kivitelezhet, FFPE mintadkbdl a sejtmagok izolalasa nem jaersé.

Aurora B expresszio és 17-es kromoszoma kopiaszsaefiiggései

Az Aurora B kinaz expresszio és numerikus kromoszoéemdellenességek
Osszefliggéseinek tisztazasdra a kindz expressggvéilyében a 17-es
kromoszéma és a 17p13.1 lI6kusz sejtenkénti kopiadiza

Sem a Ki67, sem az Aurora B expresszio nem mutassitefliggést a 17-
es kromoszoma statusszal.

Az Aurora B expresszald sejtfrakciok aranya és &RKB kopiaszama
kozo6tt gyenge pozitiv korrelaciot talaltunk (R=0),26

Azokban az mintakban, amelyekben normal AURKB g@idszam volt
megfigyelhed, az Aurora B kindzt expresszald tumorsejtek arafyé&s 35 %
kozott lattuk (atlag: 6,47, SD: 9,26). Az AURKB gkhécioval tarsulo
mintakban ugyanez az érték 0 és 10% kozottineknyizo (atlag: 3,83, SD:
3,44), a kiloénbség statisztikailag nem szignifikgre0,5).

Adataink alapjan statisztikailag nincs jelénkulonbség a relativ Aurora B
expresszidban a 17p13.1 l6kusz kdpiaszam fuggvemy€is=0,1).

Az AMI indexet az AURKB és TP53 egylittes vesztés@g@m® mintdkban
0 és 0,25 kozott figyeltik meg (atlag: 0,15, SOX)Omig az intakt 17p13.1
régioval bird6 mintakban ugyanez az érték 0 és Dtkdmlt mérhet (atlag:
0,36, SD: 0,3).

Az embkarcinoma mintak egy csoportjdban extrémen magas éhtédket
(AMI>0,8) figyeltink meg. Ezekben a mintdkban az AURIERtiv génkopia
szdmaban is emelkedést lattunk (atlag:1,1 SD: Oy a normal relativ
Aurora B expressziot mutatd mintaknal (Af0L3) ugyanez az érték 1 alatt
maradt (atlag: 0,9, SD: 0,2). A kulonbség statisathg szignifikdns
(p=0,004).
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Aurora B kindz expresszi6 vizsgélata agresszijtBsskmfoméakban

Kisérleteinkbe 0Osszesen 50 agressziv B-sejtes riafdninta kerdlt
bevonasra.

A mintdk k6zul immunhisztokémiai fenotipusuk alapfl DLBCL, NOS-
ként volt definialhaté. Ezeket az mintakat Hanstéiimok alapjan két
alcsoportba soroltuk: 29 minta nem centrum gernvoat (non-GCB), 14
centrum germinativum (GCB) alcsoportba volt sortdha

3 minta primer mediastinalis nagy B-sejtes limféadaiPMBL), 3 minta
ALK+ nagy B-sejtes limfémanak (B-ALCL) bizonyult,otdbbi 1 minta
atmeneti DLBCL-klasszikus Hodgkin-like limféma besiast kapott.

Aurora B overexpresszi6

Az invaziv embkarcinoma mintakhoz hasonléan anti-Ki67 (MIB-1)tian
survivin és anti-Aurora B antitestek alkalmazésaioisejtmag pozitivitast
lattunk kontoll és agressziv B-sejtes limfoma nibtn is. A foszforilalt H3
hisztont (H3S10P) jelél antitest a mitézisokat szelektiven, intenziv DAB
szignallal emeli ki a szdveti kdrnyezétb

Follicularis hyperplasia mintdkban az immunhisztoia@ reakciok
értékelése a centrum germinativumokban tortént.

A kontrollként haszndlt follicularis hyperplasia ntdk centrum
germinativumaiban az Aurora B pozitiv sejtfrakcitiz8 és 36,5% kozott
lattuk. (atlag+SD: 30,4545,06). Ugyanez az értétessgiv B-sejtes limféma
mintakban 5 és 70% koz6tt volt detektalhato (285232).

A kontroll csoporthoz viszonyitva az 50 agresszisdges limféma minta
a sejtproliferaciés aktivitdsat szignifikdnsan atawyabbnak talaltuk
(p=0,008). A MIB-1 pozitiv sejtfrakciok aranyéat liémaban 20 és 95%
kozott (atlagtSD: 63,6+15,94), a mitotikus sejtetareat 13-133/10 HPF
kdzott (50,04+27,53, p=2,27x19) lattuk. Ugyanezek az expressziés aranyok
follicularis hyperplasia mintakban 75 és 87% ko4@it,8+4,99) illetve 92 és
175/10 HPF (134,1+23,72) értékek kozott voltak kigtdatdak.

Invaziv embkarcinoma mintainkhoz hasonléan agressziv B-séjtdéma
és follicularis hyperplasia mintakban is lattuk &gurora B kinaz
sejtproliferacios aktivitastol valé fuggését (R5 dletve 0,7).
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A kindz overexpresszio definialasahoz meghataroatukMI indexet, ami
follicularis hyperplasia mintakon 0,31 és 0,48 kbZatlag+SD: 0,39+0,06),
B-sejtes limféma mintdkon 0,17 és 0,85 kozott (8012) volt megfigyelhet.

Az Aurora B overexpresszi6 cut off értéket a kolhtrsoportban detektalt
atlag AMI+2SD képlet alapjan 0,5-nél éllapitottukegn Ez alapjan 13
mintaban figyeltik meg az Aurora B kindz overexpr#gat.

Az AMI érték alapjan Aurora B overexpressziét matamintdkban
szignifikAnsan emelkedett mitotikus aktivitast #dfyjink meg a normal, 0,5-
nél alacsonyabb AMI értéket mutaté mintakhoz vigiva.

8 mintaban extrém magas, 0,75 feletti értéket figypl meg, ezekben a
mintakban a mitotikus aktivitds is magasabbnak rjmntt (p=0,012),
véltozatlan altalanos sejtproliferacios aktivitdglg-1 pozitivitds) mellett a
0,75-nél alacsonyabb AMI indexszel jar6 mintakhiszenyitva.

Relativ Aurora B expresszidt tekintve az agressigejtes limfoma
alcsoportok kozott szignifikans eltérés nem vahadd.

Az AMI legmagasabb &atlagértéke B-ALCL mintdk vdéthato, de
megemlitend, hogy ebbe az alcsoportba mindésszesen 3 mintaamlhato.

Aurora B és survivin expresszi6 6sszefliggése

Follicularis hyperplasia mintakban a survivint eegszalo sejtek aranyat
28,5 és 61% kozott (atlag+SD: 45,5+11,22) detakalt

Ugyanez az érték limfoma mintdkban 10 és 85% kiiehtt(39,54+20,69)
bizonyult. A killdnbség statisztikailag nem szigkafis.

Adataink szerint az Aurora B kinazt expresszaléamaht a survivin
pozitiv sejtek aranya kozottéar pozitiv korrelaciéo van mind kontroll, mind
limfbma mintdkban (R érték kontroll mintakban 0,8Bnféma mintakban
0,71 volt).

Mitotikus aktivitds vizsgélata foszfo-H3 hisztoner(®) mitdzis marker
alkalmazéaséaval

A mitotikus aktivitdst HE festett metszetek mellettti-foszfo-H3 hiszton
antitest alkalmazaséaval is meghataroztuk. Az asttite mitotikus alakokat
szelektiven, éis DAB szignallal kiemeli a széveti kbrnyezéth
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Follicularis hyperplasia mintdkhoz hasonlitva limi@ mintakban a
H3S10P pozitiv mitotikus sejtek jelésen kevesebb mennyiségben voltak
detektalhatéak (p=3,77x1

Agressziv B-sejtes limfdma alcsoportok kozétt H3IS1@xpresszio
tekintetében jeletis kilonbségeket nem tapasztaltunk.

Az Aurora B kindzt expresszald és foszfo-H3 hisz(bi3S10P) pozitiv
mitotikus sejtek mennyisége kdzott gyenge pozitirddaciot figyeltink meg,
az R érték kontroll mintainkban 0,26; B-sejtes tmf mintakban 0,41 volt.

A kilonbozd AMI értékek alapjan létrehozott limféma mintacsdpk
H3S10P expresszidjdban szignifikans kilonbségelatkogtak. Az Aurora B
kinz relativ overexpresszioja magasabb mitotilktivitassal jart egyuitt.

AURKB, TP53 és 17-es kromoszomat érkidpiaszam valtozdsok, mintdk
ploiditasa

Invaziv embtumor mintainkhoz hasonléan direkt 6sszefliggée#tBRKB
képiaszam és az Aurora B kindzt expresszalé skijiftk aranya kozott
agressziv B-sejtes limfoma mintakban sem tudtuniukatni.

Azokban a mintakban, melyekben az Aurora kinaztirelaxpresszitja
magas volt nem figyeltik meg az AURKB gén amplifiiat.

4 mintdban lattuk az AURKB és TP53 gének egyutedéaildjat, ezekben a
mintakban sem lattunk a relativ Aurora B expredsaid bekovetkezett
valtozasokat.

Az AMI index AURKB és TP53 delécidval tarsulé mikkéan 0,16 és 0,86
kozoétt valtozott (atlagtSD: 0,52+0,25). Ugyanez éték intakt 17pl13.1
régiéval rendelkez mintakban 0,19 - 0,83 (0.43%£0.2), reaktiv
nyirokcsomékban 0,31 és 0,48 (atlagtSD: 0,39+0,06)z6tt  volt.
Statisztikailag jelerits kulonbségeket nem lattunk (p értékek 0,39 és 0,15
voltak).

Tovabbi 7 mintaban lattuk a TP53 gén deléciojatAlEEL mintaink
mindegyikében kimutathat6 volt TP53 delécio.

AURKB és TP53 allélvesztéssel tarsulé B-sejtes dmmd mintdkban az
Aurora B pozitiv sejtek aranyat 10 és 60 % kozéttag+SD: 33,75+18,5),
intakt 17p13.1 régioval rendelkékdben 5 és 70 % kozott (27,18+14,75),
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kontroll mintdkban 23 és 36,5 % kozo6tt (31,27+4,88)uk. A kuldnbségek
statisztikailag nem szignifikansak.

A 17-es kromoszOma aneuszOmidja gyakori jelenséghionyult.
Diszomiat minddsszesen 4 mintdban észleltiink, adeuia 46 mintaban, az
dsszes minta 92 %-aban volt megfigyethet2 mintaban hiperdiszomia, 25-
ben triszdmia, 9 mintaban tetraszémia volt kimwtdhA legmagasabb 17-es
kromoszéma kopiaszdmokat a TP53 deléciét mutatoLBtA mintakban
lattuk.

Az Aurora kindz B relativ expresszidja és a 17+srioszéma sejtenkeénti
kopiaszdma kozott Osszefuggést nem tudtunk kimutglorrelacios
koefficiens (R)=0,01).

AMI értékek alapjan alacsony, normél és fokozotragka B kinaz relativ
expressziot mutatd limfobma mintak kozott szignifikdeltérések a 17-es
kromoszdma kopiaszamat ilbetn nem mutatkoztak.

Aramlasi citometridas mérésekhez 34 agressziv Bsejimfoma és 8
kontroll minta bizonyult alkalmasnak. A FISH-sel -&§ kromoszéma
aneuszomiat mutaté mintak mindegyikében a kiszdmifdNS index
aneuploid sejtpopulaciok jelenlétét igazolta.

Aurora B kindzt overexpresszald mintakban 17-egnkiszOma statusz
tekintetében nem talaltunk killénbséget a normabruB expresszidt mutatd
mintakhoz viszonyitva.

Az Aurora B expresszio hatasa a betegek tulélégiiid

Az 50 agressziv B-sejtes limfémas beteg atlagoskotéetési ideje 34,44
hénap volt (tartoméany: 0,97-127,1).

Eredményeink szerint a megvizsgalt fehérjék expgiéms és a betegek
mutathato ki.

Az Aurora B relativ expresszidja és a vizsgalatbaoht betegek teljes
meg.

A 17-es kromoszOma statusz alapjan a hiperdiszomidgatdé mintakhoz

,,,,,

bizonyult szignifikAnsnak (p=0,27).
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MEGBESZELES

Az Aurora B és a hozza hasonldé mitotikus kindzolpregszidja a
kromoszomadlis  instabilitds és  mitotikus  szabdlypzasavarok
kovetkezményekeént kialakuld aneuploidia/aneuszéésaagressziv tumor-
fenotipus lehetséges biomarkerei.

Ahogyan azt mas munkacsoportok is leirtdk az AuBkinaz expresszié
hagyomanyos, mindennapi  szovettani diagnosztikabatkalmazott
moddszerekkel vizsgalhato.

Az Aurora B expresszi6 detektalhatésdga normal oseibdasi
korilmények kozott a korai G2 fazistdl az M faziégeig tartd szakaszra
korlatozddik. A kindzt expresszald tumorsejt frakcionallé valtozdként
vizsgalva az Aurora B pozitiv sejtek megndvekedatényat gyakran
overexpresszioként irjak le, ezt egyéb bioldgilefezok, mint a hattérben
allo AURKB génamplifikacié vagy egyéb, a kinaz gé&ngrint genetikai
rendellenességek nentsitik meg.

Az Aurora B kinaz expresszibja ékdrcinomaban és agressziv B-sejtes
limfébmaban

Eredményeink alapjan az Aurora B kindz expressndipgmkran lathatd
névekedés mind invaziv eéiarcinoma, mind agressziv B-sejtes limfoma
esetében jeletis korrelaciot figyeltink meg a teljes proliferaléjtakcio
(MIB-1 pozitiv) és Aurora B kinazt expresszald fajciok kozott. A
korrelacios koefficiens (R) etumor mintakban 0,77, limféma mintdkban
0,5, kontroll mintainkban 0,7 volt. A kindz expreigga eredményeink alapjan
jelentts mértékben figg az adott minta sejtproliferaciktvisasatodl, tehat a
fokozott sejtproliferacio kiséjelenségeként a G2 és M fazisbandl&ejtek
aranya is novekszik.

Az Aurora B overexpresszid hatarértekének meghzédeo az adott
szovetre jellemi sejtproliferacios aktivitas figyelembe vételévalllk hogy
torténjen. Ezért az Aurora B overexpresszio defisifra bevezettik az
Aurora B/MIB-1 hanyadost (AMI index), amely figyetbe veszi az adott
tumorra jellemé sejtproliferacios aktivitast.
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Intenziven oszt6do6 follicularis hyperplasia mintdkbaz AMI értékét
atlagosan 0,39 (+ 0.05) értéken tapasztaltuk, azeopresszio hatarértékét B-
sejtes limfébma mintdkban az AMI atlag+2SD képleapgdn 0,5 értéknél
hataroztuk meg. Ez a magas ardny a G2 és M fazikvénsejtek relativ
feldusuldsaval magyaradzhat6. Ez a jelenségaeglanatban ritkan lathat6. Az
emistumor és limfbma mintdkban tapasztalt fokozott Aar® expresszio
gyakran az adott mintaban érvényésigjtosztodasi stimulus kisgelensége.

Agressziv, HER2 génamplifikdcié pozitiv, szteroiéceptor negativ
emistumor mintadkban az Aurora B szignifikAnsan emelked&pressziojat
lattuk, ugyanakkor a sejtosztédasi aktivitassalrddérioban az AMI index
alapjan a relativ kindz expresszié nem mutatottisgtiailag szignifikans
eltérést a tobbi mintdhoz viszonyitva. Eredményeahdmzését kovéen
egyértelni korrelaciot az Aurora B overexpresszio és masgemorokban
altalanosan vizsgalt immunhisztokémiai paramétkgitt nem talaltunk.

Aurora B overexpresszio citogenetikai hattere

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

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

Irodalmi adatok alapjan a TP53 gén deléciéja Onmaga szolid
tumorokban és leukémidban is gyakori jelenség. Té&&ciét 10 invaziv
emibtumor mintaban figyeltink meg, ez 6 mintaban téarsAlURKB
delécidval. 11 B-sejtes limféma mintaban lattuni&3Rieléciot, ezek kdzul 4
jart AURKB vesztéssel.

Citogenetikai eredményeink alapjarb®rkapcsolatot talaltunk a TP53 és
AURKB lokuszok k6zétt enfidaganatos (R: 0,73) mintakban. Ez a kapcsolat
agressziv B-sejtes limfoma mintéknal is hasonlé (R10,54).

Emlskarcinoma és aggressziv B-sejtes limfbma mintakipsa

A 17-es kopiaszam rendellenességedsaumhoros és limfoma mintédkban
gyakran megfigyelhétjelenség.

Eredményeink alapjan a 17-es kromoszoma aneuszZgyakori agressziv
B-sejtes limfémaban: 50 mintabol 46-ban lattunkngzdli rendellenességet. A
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legmagasabb kromoszémaszamokat B-ALCL lattuk, ataki mindegyike
TP53 deléciot mutatott.

Emlédaganatos mintdink citogenetikai eredményei alapjarl7pl3.1
vesztés és a 17-es kromoszOma poliszOmia kozéd korrelacié van:
azokban a mintakban, amelyekben jelen volt 17pli@Kusz vesztés,
szignifikhnsan magasabb volt az aneuszémia ar&@#raa 17p13.1 vesztéssel
jaré mintdk szdma megleldsen alacsony volt, az adatok alapjan a l6kusz
vesztése és a malignus sejtklonok keletkezéséndmive talélésének
Osszefliggésének egy lehetséges magyarazataraddatestietiink.

Dar és munkacsoportja adatai alapjan az aneuploidiédamint a
tobbbmagvlu sejtek megjelenése a p53 deficiencid&eduld mintakban a
leggyakoribb. Osszefiiggést talaltak a 17-es krodmszaneuszémidja és a
tumor agresszivitas kdzott, tovabba ismeretes, lodISH-sel detektalhatd
kromoszdéma aneuszémia jOl korreldl a mintak pléashinak valtozasaval.

Az AURKB gén érintettségével a kinaz, és rajta &etied a CPC komplex
funkciéja is karosodhat, ami mitotikus szabdalyozaavarhoz, aneuszém
sejtpopulaciék megjelenéséhez vezet. A TP53 delébiétkeztében kialakuld
p53 deficiencia pedig egy fontos apoptotikus Utvaéallésével a sejtklonok
tulélésének kedvez. A két hatds egylttes érvéendesilaneuszom
sejtpopuléciok keletkezéséhez és fennmaradasaber ve

Aurora B, mint mitotikus regulator

Ujabb sejtvonal-kisérletes eredmények szerint am@uB kinazfunkcio
gatldsa kapcsan a foszforilalt (Serl0) H3 hisztd810P) mennyiségének
dramai csOkkenését irtdk le. Aurora B fokozott espridjanak
kovetkezményeként pedig a H3S10P detektalhaté nstgBben is
novekedést lattak HeLa sejtvonalon végzett kisedhatn.

Agressziv B-sejtes limféma mintadinkon a H3S10P fpatas csokkenését
lattuk a kontroll follicularis hyperplasia mintdkhaiszonyitva, az Aurora B
expresszio mértékében statisztikailag jelenkilonbségeket nem talaltunk.
Ugyanakkor az Aurora B kinazt overexpresszalé riivaa a H3S10P pozitiv
sejtek szamat tekintve szignifikdns emelkedés aqgéllemz a kinaz normal
relativ expresszidjat mutatd B-sejtes limfoma nikhti& viszonyitva.
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A jelenség lehetséges magyarazata az Aurora B xuw&®szid
kdvetkeztében felgyorsulé G2/M atmenet. Ennek Keanhényeként a G2/M
ellensrzési pont funkcidja séril, a mitotikus vagy gekadtirendellenességek
javitdsa elmaradhat.

Vizsgaltuk az Aurora B és a kinaz aktivitdsat upetn regulald survivin
expresszid Osszefliggéseit. Immunhisztokémiai eragendk alapjan a
survivin expresszioja a sejtciklusban az AuroraXpresszidjanal koradbban
detektalhatd, a survivin pozitiv sejtek aranya karrelal az Aurora B
pozitivitassal. Az esetleges dereguléacid, a sumvidiurora B expressziot
befolyasold hatasa az altalunk alkalmazott eszKeddhkem allapithaté meg.

Klinikopathologiai eredmények értékelése

Az agressziv B-sejtes limféma mintdk kozil immuatokémiali
fenotipusuk alapjan 41 minta DLBCL, NOS-ként vodffidialhatd. Ezeket a
mintakat Hans kritériumok alapjan két alcsoportbeokuk: 29 minta nem
centrum germinativum (non-GCB), 14 centrum gernivuah (GCB) tipusba
tartozott.

3 minta primer mediastinalis nagy B-sejtes limféaiaiPMBL), 3 minta
ALK+ nagy B-sejtes limfémanak (B-ALCL), tovabbi 1 ima &tmeneti
DLBCL-klasszikus Hodgkin-like limfdbménak bizonyult.

Az alcsoportok kozoétt szignifikans  kildnbségeket raegvizsgalt
immunhisztokémiai és FISH paraméterekben nem ésalel

A legfokozottabb relativ Aurora B expresszios éeték B-ALCL
mintakban lattunk, e mintdk 17-es kromoszoma statués mitotikus
aktivitasa is a legmagasabbnak bizonyult.

,,,,,

kozott egyértelrn 6sszefliggés nem volt kimutathato.

Eredményeink alapjan az Aurora B 0nalld biomarketrkénem
alkalmazhat6 a genetikai instabilitas indikatorakgelents sejtosztdédastol
val6 fuggése miatt. A seérult kindzfunkci6 demoriésara a H3S10P

.....

maodon a genetikai instabilitas jéje is lehet.
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OSSZEFOGLALAS

Kisérleteink soran elemeztik, hogy éddganatok (N=50) és B-sejtes
limfbmak (N=50) szdveti mintaiban az Aurora B ex®z#d hogyan
befolydsolja a szolid daganatokban medfigyelt gyakwomoszémaszam
eltérések megjelenését.

Eredményeink alapjan a legfontosabb kévetkeztetksei

1.

Az Aurora B, valamint a kindzzal kdlcsénhatd febkrexpresszidja
szovettani korilmények kozott jol vizsgélhato.

Az immunhisztokémiai és FISH eredmények széveti roaicay
hasznalataval reprodukalhat6ak.

Az Aurora B overexpresszidja onalléan, csak a Kinégpresszald
tumorsejtek aranyanak figyelembe vételével nemiréezhet. Az
overexpresszié szovettani kortlmények kozotti défasara egy U
indexet (AMI index) vezettink be, mely figyelembeszi az adott
mintara  jellemé sejtproliferacios (mitotikus) aktivitast.
Medfigyelésiink szerint az analizalt limfoma mintakbaz Aurora B
relativ overexpresszioja magasabb mitotikus akthgal tarsul.

Az overexpresszié hatterében génamplifikaciot neggeftiink meg.
Invaziv embtumorok és limféma mintdknal is a kinazt kédol6 gén
deléciodja volt jellem& mely minden esetben TP53 delécioval tarsult.
Erés kapcsolatot taldltunk a TP53 és az AURKB génlggdimok
kozétt. Embtumor mintdkban a két gén egylttes vesztésss er
korrelaciot mutatott az aneuszom sejtpopulaciokjetegesével.

A 17-es kromoszéma aneuszOmiaja a vizsgalt betpgcok szdoveti
mintdiban gyakori jelenségnek bizonyult. A mintakiISH-sel
kimutathaté aneuszomiaja jol reprezentalja az egyiegdk aramlasi
citometriaval meghatarozott ploiditasat.

Az Aurora B fehérje expresszid és a daganatsejteiklifisa kdzott
direkt 6sszefliggést nem talaltunk.

A vizsgalt daganatok kozil a B-ALCL-ben figyeltik egn a
legmagasabb AMI értékeket, ez magas 17-es kromaszzammal és
fokozott mitotikus aktivitassal tarsult.
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Medfigyeléseink szerint az Aurora B és a malignusjtkknok
keletkezésének és fennmaradaséanak egy lehetséggaramata az alabbi: a
kindzfunkcié sérulése a CPC komplex nem medfetaiikodésén keresztil
mitotikus szabdalyozasi zavart eredményez. A kindkoZott aktivitasa egy
fontos mitotikus elleérzési pont kiesését okozhatja, ezéltal aneuszémias
sejtpopulacidk megjelenését eredményezheti. A TBelgcidja pedig egy
fontos apoptotikus Utvonal sérilésének kovetkenébddsziileg a malignus
sejtpopuléciok tulélésének kedvez.
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AZ ERTEKEZES ALAPJAUL SZOLGALO ES EGYEB KOZLEMENY

Hegyi K, Bedekovics J, Décs O, Irsai G, GergelyBeke L, Méhes G:

Mitotic kinase Aurora B is frequently overexpressedin aggressive B-cell
lymphoma (Pathology International, biralat alatt)
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