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1 ROVIDITESEK JEGYZEKE

Ang-1: angiopoietin-1

ARC: adventitialis reticularis sejt (adventitiaticallar cell)
AUC: area under the curve

CAR: CXCL12 gazdag reticularis sejt (CXCL12 abundaicular cell)
CML: kronikus myeloid leukemia

CXCR4: chemokin type receptor 4

CXCL12: chemokin c-x-c motif ligand 12 (SDF-1)
DAB: diaminobenzidin

ET: essentialis thrombocythemia

FGF: fibroblast growth factor

FN: fals negativ

FP: fals pozitiv

HSC: hemopoeticusssejt (hemopoetic stem cell)
IPSS: international prognostic scoring system
JAK: Janus kinase

MDS: myelodysplasias szindroma

MF: myelofibrosis

MPN: myeloproliferativ neoplasia

OPN: osteopontin

PDGF: platelet derived growth factor

PDGFR: plateler derived growth factor receptor
PMF: primer myelofibrosis

PV: polycythemia vera

ROI: region of interest



SCF: stem cell factor

SDF-1: stromal-derived factor 1 alpha (CXCL12)
SMA: smooth muscle actin

TGRF: transforming growth factor beta

VCAM: vascular cell adhesion molecule

VEGF: vascular endothelial growth factor
VLA-4: very late antigen-4

VN: valddi negativ

VP: valadi pozitiv



2 BEVEZETES

A csontvebben talalhatd mesenchymalis sejtek aktiv elemeiéeképzésnek, és
dinamikusan reagalnak a csonttel érintd primer vagy masodlagos neoplasticus
folyamatokra. A mesenchymalis sejtek expanzidjaakésvacidja sokszor myelofibrosissal
jar'. A myelofibrosis tehat a csontéélstroma aktivacidja killonbézreaktiv illetve malignus
kérképekben, melynek sorén rostszaporulat jelergkfmHabar a primer alapbetegség lehet
monoklonalis, a rosttermelésért félelmesenchymalis sejtek jelenlegi ismereteink sterin
poliklonalis expanziét mutatnak. A rostszaporulasZietétele alapjan beszélhetlnk reticulin
fibrosisrél és kollagén fibrosisrol. Az &dbi 6nélléan is élfordulhat, azonban kollagén
fibrosis jellemzen reticulin szaporulat talajan jon létre, és itatdnem fordul &*. Kiilon
megemliten az extracellularis matrix szaporulat egy specidli®rmaa a
csontujdonképiés, mely jellemen sulyos rostszaporulat mellett jelenik meg, ik@naz
osteomyelofibrosis elnevezés hasznathaté

Megfigyelések szerint a klinikai relevancia szemphol is el kell kilénitenink a
reticulin illetve kollagén szaporulatot. A retiqulszaporulat elméletileg reverzibilis elvaltozas
azonban az, hogy a folyamat visszdf@ijk vagy progressziét mutat éorban a
rostszaporulatot éldézs alapbetegség jelleditfigg. A kollagén szaporulat illetve az osteoid
képzdés ugyanakkor irreverzibilis elvaltozasok, melygekivaltdo alapbetegség szanalédasa
utan is fennmaradnak

A rostszaporulat lehet diffaz illetve fokalis. Aldalis rostszaporulat gyakran olyan
folyamatokhoz tarsul, amelyek egyszeri, lokalisdséwdas kapcsan jonnek létre példaul
osteomyelitis, irradiacié talajan kialakuld nekhzEzek az eltérések a verképaktivitas
egészet nem befolyasoljak jelésen. Difflz rostszaporulat kialakulhat gyulladasos

megbetegedésekben, mint szisztémaédzilveti megbetegedések, autoimmun myelofibrosis



vagy mycobacterium fefzés. Szintén diffuz eltérés formdjaban jelennek neggyes
metabolikus eltérések, mint példaul az osteopetrosagy az osteomalatih A rutin
diagnosztikdban leggyakrabban malignus eltérés (ggammiatt kerll sor csontwal
mintavételre, igy a neoplasiakhoz tarsulo fibradisaslalkozunk a leggyakrabban. A malignus
folyamatok lehetnek primer vérképzendszeri kiinduldsu neoplasiak ugy, mint akugtvé
kronikus myeloid leukemia, akut illetve kronikusmphoid leukemia, myelodysplasias
szindroma, egyéb myeloproliferativ kérképek, plaseji@s, histiocytas illetve hizésejtes
folyamatok. Rostszaporulattal szédmolhatunk azontzkkor is, amikor a csontuel
méasodlagosan infiltralt a neoplasticus sejtek gl 1étrejohet fibrosis szolid tumorok illetve
lymphomaék csontvél infiltraci6ja esetén is

A rostszaporulat jelenléte sokszor eténegitélés alatt all a kilonb®xorképekben.
Egyes folyamatokban a rostszaporulat dominalja pekéés prognosztikai szereppel
rendelkezik. Primer myelofibrosisban a reticulin ksllagén fibrosis fontos eleme a
kérképnek, és fiiggetlen prognosztikai faktora aaldos talélésnék Kronikus myeloid
leukemidban a fibrosis jelenléte a diagnézi$pwmhtjaban szintén negativ prognosztikai
szereppel bir, megjosolva az elégtelen terapiasasr@l Primer myelodysplasias
szindrbmaban szintén gyakori elvaltozas a rostsutato amely amennyiben kifejezett, egy
onallé klinikopathologiai entitast jelél (MDS-F), mely agressziv koérlefolyassal ar
Myelodysplasias szindrémaban a fibrosis jelenlé&gativ prognosztikai faktora az altalanos
tulélésnek. A csontvét érintd betegségek egy masik — nagyobb - csoportjdban a
mesenchymalis sejtek expanzidja és a kdvetkezmémyetofibrosis hatasa a progndzisra
nem vilago$’. Egyes esetekben a koéros rostszaporulat seglkigbmiteni a neoplasticus és
reaktiv eltéréseket, uGgy, mint példaul lymphopeshtiv korképekben. Maskor a

mesenchymalis sejtek aktivacidja és a rosttermmakigilyen diagnosztikus szereppel sem bir,



csupan a stroma sejtek és a neoplasticus sejteks k&blcsbnhatasara hivja fel a
figyelmiinkef.

A myelofibrosis diagno6zisa a rutin munkdban crigi@acabdl szdrmazd csontweél
biopszias anyagon, reticulin citokémiai reakcidpgla torténik, melyhez egy négy-fokozatu,
szemi-kvantitativ gradus rendszer hasznalatos (B)EOAz ezist-impregnacion alapul6
festés kivaldan alkalmas a reticulin illetve a &gkn rostozat fdlhtetésére, azonban nem ad
informaciot a rosttermélstroma sejtek szamarél és aktivitasatol

Szamos fibrosissal jard kérképben igazoltak, hagyst termeléséért feta stroma
sejtek proliferacidja és maga a rost termelésentiili® ndvekedési faktorok kontrollja alatt
allnak’. Ezek kozil kiemelerida vérlemezke eredetndvekedési faktor (PDGF, platelet
derived growth factor), valamint a transforming wtio factor3 (TGFf). Ezen ndvekedési
faktorok kozil a PDGF a fibroblastok proliferaciogn, mig a TGH- a rosttermelés
szabalyozasaban jatszik szerépét

A vérlemezke eredétndvekedési faktor receptor (PDGFR) a transzmemtirdzin-
kindz receptorok csaladjaba tartozik, és két atipkiilonithet el (PDGFR és PDGFR),
melyek homo- vagy heterodimerek képzésére képesekEgyéb fibrotikus kérképekben
tortént vizsgalatok alapjan a tirozin-kinaz gatherek alkalmazasa a fibroblast proliferacié
gatlasan keresztiil csokkentik a rostszaporulatékétt'>

A doktori munka célja volt a PDGFR expresszios ifjsfak meghatarozasa normal
csontvebi allomanyban, valamint a PDGFR expresszid és alofigeosis (MF) gradus
kozotti kapcsolat vizsgalata. Tovabbi cél volt &kdpott PDGFR expresszié prediktiv
értékének meghatarozasa MF progresszié szempohtfabanulmany utolsé |épésében egy,

a stroma aktivacio mértékét és megoszlasat obgkislz) modszer kidolgozasara kerllt sor.



3 IRODALMI ATTEKINTES

3.1 A normal csontvéi stroma felépitése

A vérképs (voros) csontvéli allomany felbttkorban a koponyacsontokban, a
csigolydkban, a bordakban, a sternumban és a meckortokban taldlhaté. Az egyik
legnagyobb  szerviinknek szdmité csordivel allomany gazdag mesenchymalis
komponensekben, melyek nem csupan mechanikus ésiondlis tamogatast nyujtanak a
vérképs elemek szamara, hanem részt vesznek a hemopfinesisszabalyozasaban'is A
hemopoeticugssejtek (HSC) reciprok kélcsdnhatasban allnak atesti stroma kilonbd&
komponenseivel. A csontviglhomeosztazis fenntartasaért fétektromalis mikrokornyezet,
vagy mas néven niche, a ndvekedési faktorok, citeki extracellularis matrix, ionok olyan
Osszetételét és gradiensét alakitja ki, amely $pada a hemopoeticusssejtek osztddasi
aktivitaséat, differencidlodasi készségét, mobiliggd. Egyes tanulményok szerint a nyugvé
6ssejtek az osteoblastos (endostealis) nichbenh#aéM, mig a proliferdloéssejtek a

vascularis nichben foglalnak helyet (1. ABf&Y.

3.1.1 Endostealis és vascularis niche

A csontvebben kiterjedt medullaris sinus halézat taldlhatthely az endosteumnél lév
corticalis kapillarisoktél ered és a szisztémasaséheringésben végdik’®. A sinusok
felépitésében endothel sejtek, illetve un. advalfisitreticularis sejtek (ARC) vesznek részt,
melyeket a basalis membran valaszt el egymastolretisularis sejtek reticulin rostokat

termelnek, amelyek a reticularis sejtek nyulvany@gytt az intersinusoidalis térbe nyulnak,



emellett ezek a sejtek kis mennyiségben az inwssidalis térben o©Onalléban is
elsfordulhatnak’™*®. A reticularis sejtek egy része CXCL12 (stromalicied factor 1 alpha;
SDF-lo) expressziot mutat, melyeket CAR (CXCL12 abundaticular cells) sejteknek is
neveznek. A CXCL12 receptoraul szolgaldé CXCR4 a t@meticus 6ssejtek felszinén
azonosithatd, és a CXCR4/CXCL12 tengelyazejt homing egyik legfontosabb szabalyozé
elemé™® Az emlitett sinushal6zatot alkoté endothel sejeekgyedi, specializalt elemei a
vasculaturanak. A sinus haldzatot alkotd reticala$ endothel sejtek egyittesen vesznek
részt a mikrokdrnyezet kialakitdsaban. Ez az eggzédn. vascularis niche, amelyre magas
oxigén és alacsony kalcium koncentracio jellémt#t megy végbe a HSC-k proliferacidja és
differenciacioja’.

A csontvebi stroma masik fontos alkotéeleme a trabecularenigerendak bélését
képz endostealis réteg. Az endosteum tartalmaz oststolddat, endostealis fibroblastokat, és
helyenként osteoclastok is figlihetnek®. Az endostealis régiéban lathatéssejt pool
topografiai vizsgalatokkal igazolhat6. Az endosteaéjtek és a HSC-ek szama kdz6tt pozitiv
korrelacio figyelhei meg. Az endostealis sejtek &ltal termelt legfoabis faktorok az
osteopontin (OPN), angiopoietin-1 (Ang-1), membkétott stem cell factor (SCF) melyek a
HSC sejtek nyugvé allapotban tartasanak iranyalsamak " °. Fontos megjegyezni, hogy az
endostealis rétegben is kimutathaték CXCL12 teénsejtek, valamint kisebb mennyiségben
az csontgerendak kozelében is lathatok sinus éBakapatmetszetek. Az endosteumban és
kozvetlen kornyezetében lathaté egység az an. lostgtos niche, amely kisebb oxigén és
nagyobb kalcium koncentraciét mutat. Az ittd&dSC sejtek nyugvé (GO) fazisban vantiak

A két niche tehét részben eliéfelépitéssel rendelkezik, masrészt azonban a C2CL1
termelés mindkét lokalizacioban kimutathat6. Atfdgelent még a vascularis és az
osteoblastos mikrokdrnyezet kdzott a nestin expréssnutatd sejtek jelenléte, melyek

szintén képesek CXCL12 termelésre. A nestin poztjtek perivascularis lokalizaciéban



helyezkednek el, és funkcionalis valamint morfoddgizempontbol atfedést mutatnak a CAR
sejtekkel. Ugy vélik, a nestin pozitiv mesenchymakjtek a CAR sejtek primitivebb altipusat

képviselik, a nestin expresszié a mesenchynéabgjtekben megfigyelhet
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1. dbra. Hemopoeticuséssejt (HSC) niche lokalizaciéja a csontvében (Enhinger A. és
mtsai, 2011 A hemopoieticusissejtek az osteoblastos és vascularis mikrokornyezehe)
szomszédsagaban mutathatok ki. Az osteoblastose-hieh osteoblastok, osteoclastok,
mesenchymalisissejtek (MSC) és kis szamban sinusok lathatok. Acwaris niche a
csontgerendaktol tavolabb helyezkedik el, és naggnyiségben tartalmaz CXCL12 terihel
reticularis sejteket (CAR), itt is megfigyellbktnestin pozitiv mesenchymabssejtek.

Bar az osteoblastos és vascularis niche fogalméessaérben ismert, jelenleg nem
teliesen elfogadott elmélet. Felmerll annak a ldége, hogy a két kompartment nem
kulondl el élesen egymastdl, illetve egyes kutapérint az osteoblastos mikrokdrnyezetben

is az ott jelen lé& erek jatsszak &fszerepet.
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3.1.2 A zsirsejtek szerepe a csonivielépitésében

Emlitést kell tenni a zsirsejtéy amelyek életkortdl fugten a voros csontwglallomany 30-
70%-at képzik, valamint mennyiséguk a legtobb esetbrditott arAnyban &ll a hemopoeticus
allomany méretévef® A zsirsejtek szintén aktiv résztéeéva hematopoiesis finom
szabalyoz6 rendszerének, adiponectin és tumor niskféktor termelésével negativ hatast

gyakorolnak a HSC-poolfa

3.1.3 A csontveéli matrix

A csontvebi mesenchymalis sejtek gazdag extracellularis wwtriermelnek, amely
tartalmaz proteoglykanokat, glycosaminoglykanokéironectint, tenascint, reticulint,
kollagént, laminint, thrombospondint. Az extrackdhis matrixnoz szdmos citokin kfithet,
igy az részt vesz egy citokin gradiens kialakitasabamely a kulonb&z régiok eltéd
sajatsagait magyarazza. A rostok tovabba kulohlaidhézios molekuldkhoz kapcsol6dva
aktivalhatnak, vagy éppen gatolhatnak sejtfunkdioiéa

Korabbi vizsgalatok felmérték az egészséges edpdhezarmazéd csontvélbiopszias
mintak reticulin és kollagén rost tartalmat. A \gaktba bevont személyeknél kizarhato volt
olyan alapbetegség jelenléte, amely rostszapotulatedményez. Két ilyen tanulmany
eredménye érhétel, melyek a kiértékelés soran a Bauermeisteragkahasznaltak (1.
tablazat). Az eredmények alapjan elmondhatd, hagggeszséges populacidé 20-27%-anak
lathaté a csontvélbiopszids mintaiban igen finom rostozat (Bauerteei). Ez azt jelenti,
hogy a mintdban azonosithaté elszértan néhany @tald reticulin rost, mely mellett

elszortan kisebb gocokban reticulin rostokbol &hdm halézat is megjelenik. Ez az Eurdpai
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Konszenzus rendszerében MF-1 gradusnak felel maghthzat). A populacié minddssze 4-

5%-aban lehetett ennél kifejezettebb rostszapaiukstonositani, azonban egyetlen esetben

Mdédositott Bauermeister gradalasi rendszer (Bauermister, 1971; Bain et al, 2001)

0 Nincs kimutathato reticularis rostozat

Elszortan lathatok izolélt rost fragmentumokwiisebb gécokban finom rost hal6zat

1
2 Finom rosthalézat lathat6 diffGzan az egészdbian, nincs durva rostozat
3

Finom rosthaldzat lathato diffzan az egészéabian, kisebb gocokban durva
kotegekkel, kollagén szaporulat nem mutatka(drichrome festés negativ)

4 Diffaz, gyakran durva rostozat kdtegekkel, agin szaporulat kimutathat6 (Trichrome
festés pozitiv)

Az Eurdpai Konszenzus ajanlasa (Thiele et al, 2005)

0 Elszort reticulin rostozat kereszidések nélkul, ekvivalens a normal csonivel

1 Laza rosthaldzat szamos keresiiéssel, killdndsen a perivascularis régidkban

2 Diffaz és denz rosthalézat szamos kereédiessel, kisebb gdcokban rostkétegekkel
és/vagy osteosclerosis jeleivel

3 Diffuz és denz rosthél6zat szamos kereédtessel, durva rostkdtegekkel, kollagén
szaporulattal, a folyamatot gyakran szigidifik osteomyelofibrosis kiséri

sem jelent meg kollagén szaporulat

1. tablazat. A csontvedi rostszaporulat megitélésére hasznalt leggyakoribtszemi-
kvantitativ gradalasi rendszerek.

3.2 A rostszaporulat kimutatasa a csontéeén

A rostszaporulat kimutatdsa minden esetben deldicifixalt, paraffinba agyazott
biopszias mintakbdl torténik, melyek jelleéen a crista iliacdbél szarmaznak. A csortvel
aspiratum nem alkalmas a rostszaporulat kimutaasaivel a rostozat rogzul a kdrnyez
nagyobb erekhez, csontgerendakhoz, igy az aspibaumrsak kisebb mennyiségben jelenhet
meg. Fibroticus csontw&lesetén az aspiratum egyéb betegség kimutatasatkalsnatlan
lehet, amennyiben a kinyert minta hypocellularigwacellularis (punctio sicca).

A myelofibrosis reprezentativ értékeléshez sziksgidedlis minta jellendz az Eurdpai

Konszenzus alapjan: A biopszids minta minimum 1rd lbosszusagu, és legalabb 10
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intertrabecularis, reprezentativ latoteret tartaimA reticulin mennyiségének megitélése
csakis a verkeérz allomany tertletén lehetséges. A csortveiopszias minta gyakran
tartalmaz periosteum részletet illetve egyéb lasgeket, melyek rostban gazdagok. Ezen
részletek természetesen nem tartoznak a véské&llomanyho? A biopszids minta
mechanikus stressittvalé védelme a pre-analitikai fazisban szinténtdés szempont, hiszen
a kul$ behatas kovetkeztében 0Osszenyomddott &allomanybakisebb ereket illetve
zsirsejteket korulvey valamint az egyesével elhelyezkefinom reticulin rostok kdzel
kertilnek egyméashoz, és azt a benyomast keltheigy b mintaban fokalis rostszaporulat van
jelen.

Ahhoz, hogy a klinikai tanulmanyokban a fibrosisrtéke 6sszehasonlithaté legyen, régoéta
kialakult a torekvés egy egységes szemi-kvantitatigkelési rendszer kidolgozdséara. Ezen
score rendszerek alapja a rostszaporulat kimutaté&zdlgald specialis festések kidolgozasa
volt. Az egyik ilyen — napjainkban is hasznalt stés a Gomori-féle ezist impregnécio,
amely a rostokat 6vézglycoprotein matrixot tiinteti fél Ezen festéssel a reticulin rostozat
fekete vékony szélcsdk formajabaimik fel, mig a kollagén rostok vilagosbarna illetve
sargasbarna kotegek formajaban jelennek meg. Akntdgikran hasznalt festési eljaras a
trichrome festés, amely kék szinben rajzolja kiolalgén rostokat’. Bizonyos esetekben a
legmagasabb gradusu rostszaporulathoz csontUjdeddkép is tarsulhat, ennek kimutatasa
HE festéssel is lehetséges, nem igényel speciffigagt. llyenkor a csont trabeculakhoz
kisebb csipkék, tévisek formajaban osteoid kapatik)@mely szinben eltér a mar calcifikalt
csontallomanytéf. A csontvetben az erek adventitialis rétegében, a zsirsejbelil khormal
esetben is lathatunk reticulin rostokat, igy ezékséesek mibiségének megitélése soran bels
kontrolként szolgalnak. Kollagén rostokbdl allé égek illetve csontijdonképdés normal

esetben nem figyelhg med.
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Osszesen tiz szemi-kvantitativ rendszer ismert,lya@kekozil a legelterjedtebb a

Bauermeister scale (1971) illetve az Eurépai Konszenzus rendszere (200&zen

rendszerek kidolgozasa primer myelofibrosisban \szdh betegek csontvél biopszias

mintainak vizsgalataval valosultak meg (1. tablazat

3.3

Rostszaporulat szamos korképben megjelenhet,

Rostszaporulat megitélése kulond@sontvedt érinté korképekben

knek@z il

a neoplasticus

folyamatoknak van kiemelt jelafgége (2. tablazat). A kilénbgiza csontvéit infiltrald

Diffuz rostszaporulattal jaré korképek

Primer csontvali neoplasiak

Primer myelofibrosis (PMF)

Szekunder myelofibrosis egyéb myeloproliferativképekben
PV, ET, CML

Primer- és szekunder myelodysplasias szindroma
MDS-F

Akut myeloid leukemiak

Akut lymphoid leukemiak

Erett B- és T-sejtes neoplasiak

Szisztémas mastocytosis

Szisztémas histiocytosis

A csontvedt mésodlagosan infiltralé betegségek
Szolid tumormetasztazis

Hodgkin- és non-Hodgkin-lymphoma

Nem

betegségek

Primer autoimmun MF

Egyéb kdbszoveti betegségek

Osteopetrosis

Primer és szekunder
hyperparathyroidismus

D-vitamin defficiencia

Primer hypertrophias
osteoarthropathia

Toxikus hatas

neoplasticus szisztéma

primer- illetve secunder neoplasticus folyamatoksmes meértékben aktivaljak a csonével

stromat, és a stroma aktivacio alt&tinikai relevanciaval bir.
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2. tablazat. Difflz rostszaporulattal jar6 kérképek (Kuter DJ. és mtsai, 2007)
3.3.1 Rostszaporulat myeloproliferativ neoplasidkba

A myeloproliferativ neoplasia hemopoeticdéssejteket érit klonalis elvaltozas,
amely egy vagy tobb sejtvonal szaporulataval ja2088-as WHO klasszifikacié alapjan a
myeloproliferativ neoplasidk kétsfcsoportra oszthaték, ezek a Philadelphia- kromoszé
pozitiv és negativ formak. Philadelphia-kromoszdB&R-ABL) pozitiv eltérés a kronikus
myeloid leukemia. A Philadelphia-kromoszéma nega$oportba tartoznak az essentialis
thrombocythemia, polycythemia vera, primer myelaffis’. A BCR/ABL negativ
myeloproliferativ kérképek nagy atfedést mutatndikikailag, histopathologiailag illetve a
JAK2 mutacié felismerése 6ta kijelenthetjiik, hogplekularis szinten &2 Ugyanakkor
meg kell jegyezni azt, hogy a harom 6l ismert palsi eltéé gyakorisaggal mutat
transzformaciot stlyos myelofibrosis illetve aketikemia iranyaba

Polycythemia vera esetében a csordiveizsgalat soran trilinearis hyperplasia lathat6
a hypercellularis mintdban (3. tablazat). A meggbeytdk szama emelkedett, méretik
véltozatos, a myeloid és az erythroid vonal bati"f2. Az esetek 30%-aban fédik ki
késsbb sulyos myelofibrosis, amelyet post-PV fibroslsnaveziink, valamint az esetek 10%-
a mutathat AML transzformacibt A post-PV-ben lathaté &lehaladott fibrosis étt, a
cellularis fazisban is éfordulhat reticulin szaporulat, amely igen enyhkUfdMF-1). Ha a
cellularis fazisban mar jelen volt ilyen rostszapat, nagyobb a kébbi fibroticus
transzformacié esélye. A kezdtfibrosist mutatdé eseteknél nagyobb tovabba antépete,
illetve érdekes modon alacsonyabbnak mutatkozikramibotikus események szama, mely
két megfigyelés kozott dsszefliggést feltételezekeukemias transzformécidoban azonban

nincs kiildnbség a kezdetben enyhe fibrosist métsig rostszaporulat nélkiili esetek kiZott

15



Polycythemia vera (PV) diagn6zisa
/6sszes major €s egy minor vagybatsajor €s két minor kritérium/

major kritériumok:

hemoglobin >18,5g/dI férfiakban, >16,5g/dlkben; illetve egyéb bizonyiték megléte az emelkedet
vorosvértest térfogatra

JAK2V617F mutacio vagy mas funkcionélisan hasonldacio, pl. JAK2 exon 2 mutacio

minor kritériumok:

csontved biopszids mintdban korhoz képest hypercellulaégsilinearis myeloproliferatio

a serum erythropoetin szint a normaltartomany akait

endogén erythroid kolonia formacié in vitro

3. tAblazat. WHO 2008-as kritériumrendszere a polyghemia vera (PV) diagndzisdhoz.

Az essentialis thrombocythemia és a primer myetofils esetében is &brdulhat
areaktiv thrombocytosi$ Essentialis thrombocythemidban a normocellulasiagy
meérseékelten hypercellularis csontedn a megakaryocytak aranya emelkedett, azok laza
csoportokat alkotnak. A sejtek altalaban a szokeanyl nagyobbak, érettek, ebben a
korképben jellemz az an. staghorn-like megakaryocyta. A myeloid égheoid vonal
tdbbnyire nem érintett (4. tablaztj** Az essentialis thrombocythemia jellefen nem
tarsul fibrosissal (ez az esetek kevesebb, mint-ab&h mutathaté csak ki), és a Philadelphia-
negativ MPN csoporton beliil a legkedéielz kérlefolyassal rendelkeZikA betegek atlagos
tilélése nem tér el jelgigen a normal populacitjaétdl Amennyiben essentialis
thrombocythemidban kifejezett myelofibrosis jelenikeg a kovetés soran, az eredeti
diagnodzis revizidja szukséges. Ebben az esetbeezdek elterés a kialakult morfolégiai
képol flggéen polycythemia vera vagy primer myelofibrosis kofarmaja lehetett. A
jelenleg legszélesebb korben elfogadott prognéesbelletve terapias protokollok nem

tartalmazzak a myelofibrosis megitélését ET2H&h
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Essentialis thrombocythemia (ET) diagno6zisa
/mind a 4 kritériumnak teljesulinie kell/

thrombocyta szam tartésan >/ = 450 X/1L.0

a csontvdl biopszids mintabarbként a megakaryocyta sejtvonalat éiptoliferatio, emelkedett
szamu, nagymérit érett megakaryocytak, nem jelénneutrophil granulopoesis és erythropoesis

JAK2V617F vagy mas klonalis marker kimutathaté

vagy

JAK2V617F hidanyaban a reaktiv thrombocythosis kiaéb

4. tabldzat. WHO 2008-as kritériumrendszere az essgalis thrombocythemia (ET)
diagnozisahoz.

Primer myelofibrosis (PMF) esetében a diagnozis ikegyajor kritériuma a
rostszaporulat. Szinte mindig lathatunk megakariocgzaporulatot, és a sejtek alakja
valtozatos, megakaryocyta atypia is megjelenhetlemh hypercellularis allomany, balra tolt
granulocyta vonal, esetleg erythroid depletio dbbf jellemzk. Minor kritériumok a
splenomegalia, anemia, magas LDH szint illetveteoplastosis (5. tablazaff. A PV-hez
hasonléan itt is elkulonith@tegy un. pre-fibroticus stadium. Ennek a kezdetisfdak tobb
elnevezése is ismert Ugy, mint kronikus megakarngegyanulocyta myelosis, cellularis
idiopathids myelofibrosis, cellularis primer myelobsis. Ké$bb, a kérlefolyas soran
azonban sulyos reticulin szaporulat jelenik meg,lymkollagén fibrosissal valamint
ostesclerosissal tarsulhat. Leukemias transzfodmaaitegy 8%-ban fordul &f.

Az International Working Group for Myelofibrosis &sarch and Treatment ajanlasa
alapjan a primer myelofibrosis prognozisbecslésé&dretes kdrben elfogadott klinikai score
rendszer az International Prognostic Scoring SysttsS) amely 6t klinikai paramétert
vizsgal, és ez alapjan négy prognosztikai csopéiitinit ef’. A Kklinikai vizsgalatok alapjan
ezen prognosztikai score rendszer j6 Osszefugga#atmaz altalanos tuléléssel. A
vizsgalatokbdl kideril, hogy a primer myelofibrosigy prognosztikailag heterogén csoport, a
betegek tulélése tag hatarok kozott valtozik. Addisnak a progndzisra gyakorolt hatasat

legrészletesebben ebben a koérképben vizsgaltakn Eizsgalatok szerint az Eurdpai
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Konszenzus gradusa fliggetlen prognosztikai fakkortekinthed az altalanos tulélés
tekintetébefi?® Ez alapjan a myelofibrosis gradus rendszerénekais létjogosultsaga az
IPSS mellett, és a kéttegylttes hasznalatainik a legoptimalisabbnak. A primer
myelofibrosis kezelésében megjalalj lehetségek, mint az allogéfssejt transzplantacio és

a JAK-2 gétlé kezelések teszik fontossa ebben porman a progndzis pontos megitél&sét

Primer myelofibrosis (PMF) diagnézisa
/mindharom major és két minor kritériumnak teljeséilkell/

major kritériumok:

megakaryocyta proliferatio és atypia, melyhez diticvagy kollagén fibrosis tarsul

vagy

jelents reticulin-fibrosis hianyaban a megakaryocytakaité& elvaltozast csontvéi hypercellularitas
kiséri, melyetdleg a granulocyta proliferatio okoz és gyakranutesokkent erythropoesissel
(prefibroticus cellularis fazis)

PV, CML, MDS vagy mas myeloid kérképek WHO kritériainak nem felel meg

JAK2V617F vagy mas klonalis markerek (MPLWS515K/linkitathatdk

vagy

a fent emlitett klonalis markerek hidnyaban szekuffithrosisra nincs bizonyitéek

minor kritériumok:

leuko-erythroblastosis

emelkedett serum laktat-dehidrogenaz szint

anemia

splenomegalia

5. tablazat. WHO 2008-as kritériumrendszere a prime myelofibrosis (PMF)
diagndzisahoz.

A primer myelofibrosis illetve polycythemia veraegdben tehat sulyos fibrosis és akar
osteomyelofibrosis is élordulhat a betegség terminalis allapotaban. Adéreblaladott
myelofibrosis (MF-2 ill. -3) klinikai jelei az aneil splenomegalia, leuko-erythroblastosis,
tear-drop vorosvérsejtek, melyek a myeloid metaplameteinek felelnek mé&y™ Ilyenkor
a csontvdlben elszértan maradvany hemopoeticus gécolforelulhatnak, amelyek

hypocellularis, fibroticus zonakkal keverednek. @sgonképadés gyakran lathato.
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A primer myelofibrosis komplex pathomechanismussahdelkezik. Egyrészt a
neoplasticus myeloid sejtek ndvekedési faktorosanelnek (pl. PDGF, FGF, TGFVEGF),
melyek a stroma sejteket aktivaljak, ezek pedigntén képesek ndvekedési faktorok
termelésre. A folyamat soran az adventitialis tetids sejtek, valamint a mesenchymalis
8ssejt markerekkel azonosithatd sejtek szama enikfikéd® Primer myelofibrosisban
deprimdlt tovdbb4d a CXCL-12/CXCR4 tengely. Ennelpdséin egyrészt a HSC sejtek
CXCR4 expresszidja csokkent, masrészt a funkcis@CL-12 mennyisége is alacsonyabb.
Mindez egyuttesen a HSC sejtek homingjanak csoldérez vezethet, amely kdvetkeztében
azok a keringésbe juthatnak, ez pedig hozzajarathaxtramedullaris vérképzéshéz

A myelofibrosis pathogenesisében fontos szeregaejdtinitanak bizonyos ndvekedési
faktoroknak, igy a vérlemezke erele®vekedési faktornak (platelet derived growthdact
PDGF) is, amely a tirozin-kindz receptor csaladbtorzd PDGF receptort aktivalja. A tirozin
kindz gatlo kezelések bevezetése Ota a myelofitbranegitélése kronikus myeloid
leukemidban eltér a tébbi myeloproliferativ neoplasiahoz képest. imtinib kezelés a
BCR/ABL aktivitas géatlasan tal, blokkolja a PDGéFRs PDGFR utvonalat, valamint a
TGFp altali c-abl stimulaciot iS. Ez egy fontos szempont, hiszen a myelofibrosisreinib
kezelés ditt a CML gyakori szogdménye volt, mely oOsszefliggést mutatott a CML
stadiumaval valamint a tuléléssel. Az imatinib Kézebevezetése kapcsan azonban ezeket az
O0sszefluiggéseket Ujra kell elemezni, mely jelerdefglyamatban van. Az azonban mar ismert,
hogy az imatinib kezelés a betegek jedenthanyadaban csokkenti a csonibein a
rosttartalom mértékét, és egyes esetekben a takirar a normal szintre all visszd
Ugyanakkor meg kell jegyezni, hogy az imatinib Kézenem jelent biztos védelmet a
rostszaporulat megjelenése ellen.

Megallapithat6, hogy a diagnoézisémbntjaban kimutatott rostszaporulat az imatinib

kezelés érdjaban is hatassal van a prognOzisra. &Méleralt fazisa gyakrabban forduti al
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diagnéziskor fibrotikus esetekben, illetve a fibsosélkili esetekben nagyobb gyakorisaggal
értek el major molekularis és komplett citogenetikdaszt. Tehat igaz, hogy egyes esetekben
az imatinib visszaforditja a fibrosist, a kezdetldennall6 fibrosis negativ prognosztikai
hatasat nem torli &f°.

Megemlitend ugyanakkor, hogy a myeloproliferativ neoplasiakhpgenesisében fontos
szerepet tulajdonitanak bizonyos mutacidk jelenkté melyek kimutatdsa része ezen
kérképek diagnosztikajanak. A 2008-a WHO klaskaifié is emlitést tesz a JAK2 (V617F)
illetve az MPL (W515) mutaciokrél, melyek a myelofiierativ korképek klonalis
elvéltozasainak tekinth&t. A 2013-ban leirt CALR (calreticulin mutacié) sin klonalis
eltérésnek bizonyult MPN-ben. A fentieken tll szamnsaubklonalis eltérés is leirasra kertlt
(ASXL1, SRSF2, EZH2, IDH1 és IDH2), melyek szint@sszefliggést mutatnak a betegség
progressziéjaval és egyes klinikai paraméteréRkel

Az eddigi vizsgélatok alapjan elmondhatd, hogy alLBAmutéaciot hordozé beteg
korlefolydsa kedvesbb, mint a JAK2 illetve MPL mutaciét hordoz6 betk@e valamint
megallapithat6, hogy a tripla-negativ alcsoporegkédvedtlenebb kimenetellel tarsul. Az
eddigi eredmények alapjan felmerll, hogy a haroondlis mutaci6 meghatarozasa része
lehetne a progndzis meghatarozasanak az IPSS-bendtiaklinikai paraméterek mellett. Ezt
a megkozelitést kliniko-molekularis prognézisbesstk nevezi¥.

A kilénb6z mutaciok meghatarozasanak azonban nem csak paiig@dszerepe van,
hanem azok terapias célpontként is szolgalhatngi. déldaul méar a klinikumban is
hasznalatos JAK-2 inhibitorok, mint példaul a rutiwib - nemrégiben keriltek bevezetésre,
indikacidjuk a kozepes illetve magas kockazatu ofjiosis, illetve poszt-polycythemia

vera és poszt-essentialis thrombocythemia myelusikY.
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3.3.2 Rostszaporulat myelodysplasias szindromaban

Myelodysplasias szindromakban a fibrosis gyakoasd2-50% ko6zott mozog és
elsfordulhat enyhe (MF-1) illetve étehaladott (MF2-3) rostszaporulat®®is Bar enyhe
rostszaporulat barmely WHO alcsoportbadfaidulhat, az Eurépai Konszenzus ajanlasa
alapjan a myelodysplasias szindromakon belil eliith&t az a klinikopathologiai alcsoport,
amely legalabb MF-2 gradusu fibrosissal tarsul. MBS-F (MDS fibrosissal) alcsoportot
tobb sejtvonalat éritit dysplasia jellemzi, valamint gyakoribb dysmegakaoiesis, és a
blasztszaporuldt Az altalaban agressziv lefolyast betegségben admgtegek transzflziés
igénye.

Osszességében megallapithatd, hogy drelehladott fibrosis az IPSSH fiiggetlen
prognosztikai faktornak tekinthietaz Altalanos tGlélésre vonatkoztatva MDSSH&A: A
fibrosis kedve#dtlen hatdsa valésziteg nem a vérkégz allomany csokkenésével
magyarazhaté, hanem a fibrosis a csoldtvehomeosztizis zavarat, a csondvel
mikrokdrnyezet diszfunkcidjat jelzi. igy a fibrosisem a kdzvetlen magyarazata lehet a
kedveztlen kérlefolyasnak, hanem egyfajta indikatora &findelenleg az MDS-ben hasznalt
két klinikai prognozisbecslrendszer kozul sem az IPSS, sem pedig a WHO Kiksszdn

alapul6 score rendszer sem tartalmazza a fibrosigtéiését.

3.3.3 Rostszaporulat akut leukemiakban

Az akut myeloid leukemiaknak két alcsoportja ismarnely kifejezett rostszaporulattal
jarhat: az akut panmyelosis myelofibrosissal, viketaz akut megakaryoblastos leukemia.
Mindkét betegség igen ritka, és jelleénzajuk a dysplasticus ,dwarf” megakaryocytak

jelenléte hypolobulalt sejtmaggal. Egyes elképadészerint a kros megakaryocytak citokin

21



termelésének hatasara jelenik meg rostszaporutsbatvebberi?>. Rostszaporulat azonban
egyéb leukemia tipusokban iséf@rdulhat enyhébb formaban, és az a mikrokdrnyezet
zavarara utal. Akut leukemidkban a neoplasticutelseq hemopoeticus progenitor sejtek
szadméra fizioloégids mikrokornyezetet modulaljak, hesznaljdk fel progresszidjuk soran.
Ennek alapjan egyes Ujabb terapias beavatkoza€Ci12/CXCR4 tengelyt, integrineket

és az angiogenesist célozzak

3.3.4 Rostszaporulat hajas sejtes leukemiabany&b égmphoproliferativ korképekben

Bar szamos lymphoproliferativ korkép tarsul stromemkcioval és igy fibrosissal, a
rostszaporulat szempontjabdl kiemelt jetesdiggel bir a hajas sejtes leukemia klasszikus
formdja. Ez a kronikus lymphoproliferativ kérkép,ono- vagy pancythopeniaval illetve
splenomegaliaval jelentkezik és jellednA a szignifikans rostszaporulat jelenléte, vatdrai
kovetkezményes punctio si€daE miatt a jellegzetesség miatt a hajas sejtekelia
neoplasticus sejtjei és a csontielmesenchymalis sejtek kapcsolata részletesen
tanulmanyozott. A CXCR4 illetve VLA-4 molekulak fos szerepet jatszanak a
hemopoeticu$ssejtek migracidjaban, adhesidjaban és retentinjddaneoplasticus B-sejtek
ezen kapukat hasznaljak arra, hogy elfoglaljak af&mzkeket vagy mikrokérnyezeteket,
amelyek normal korilmények kdzott a hemopoetiéasejtek védelmét és szabalyozasat
szolgdljak. Mindez ugy lehetséges, hogy a neoplastigssejtek” is rendelkeznek ezen
receptorokkal (CXCR4, VLA-4), melyek ligandjait eesenchymalis sejtek termelik (CXCL-
12 valamint VCAM-1 és fibronectin). Ezt a kapcsotatszben feléksé teszik a kéros sejtek

A hajas sejtes leukemia mellett egyéb lymphoprdaife korképekre is jellentzaz, hogy

csontvedi infiltraciot okoznak. Erdekes jelenség az, hogyes korképek interstitialis, masok
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nodularis mig ismét masok paratrabecularis megsisziautatnak. Ez a kilénbéz
neoplasticus sejtek szelektiv homing mechanizmuisénagyarazhaté. A homing utan a
neoplasticus sejtek kérosan befolyasoljak a strismalikrokdrnyezet oOsszetételét, igy
molekuldk expressziés profiljanak valtozasaval Egyes esetekben a folyamathoz fibroblast
szaporulat és reticulin fibrosis is tarsul. A rasjgorulat a kivételes esetékeltekintve —
mint hajas sejtes leukemia — altalaban nem jéferdzonban jelenléte segithet a reaktiv és

neoplasticus lymphoid infiltratum elkiilonitésébéh

3.3.5 Rostszaporulat szolid tumor metastasisban

Szamos szolid tumor érintheti a csonttelamelyet a csont metastasigfetaranak is
tartanak. Elsfordulhatnak disszeminalt tumor sejtek egyesévelyvkisebb csoportokban a
csontvebi mikrokdrnyezetben, illetve megjelenhet klinikglaelevans metastasis is. A
lymphoproliferativ neoplasiakhoz hasonl6 moddon, zolid daganatok tumor sejtjei a
hemopoieticugissejtek belépési pontjait és specidlis szuppodimyezetét hasznaljak ki a
csontvebbe val6 bejutdshoz és a tovabbi invazidhoz, ammagilsmusnak is nevezhetiink. A
koros citokin expresszids profil itt is egy neopiass niche kialakulasdhoz vezet, amely
azonban altaldban jeléisebb ér- és fibroblast proliferacioval tarsul, aymelents reticulin

fibrosist vonhat maga utéh

3.4 A vérlemezke eredenhtvekedési faktor receptor (PDGFR) funkcidja és
aktivacioja

A vérlemezke eredétnovekedési faktornak kéb falegysége ismert, a PDGF A és a

PDGF B, melyek diszulfid-hiddal 6sszekapcsolt haradieterodimer alkotasara képesek, és
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a PDGF/VEGF csalad tagjat képezik. Osszességébmmmehato, hogy két gén altal kddolt
harom funkciondlisan aktiv fehérjét kilonithetink“e A névekedési faktort &bzor
thrombocytaka-granulumjaibdl izolaltak, azonban Kédb ismeretessé valt, hogy szamos

sejttipus képes ezek szintézisére (6. tablazat).

Sejttipus PDGF-A PDGF-B
Fibroblast + +
Keratinocyta + +
Cytotrophoblast =5 i+
Leydig-sejt + +
Glomerularis mesangialis sejt + +
Skeletalis myoblast +

Vascularis simaizomsejt + +
Astrocytak +

Neuronok + +
Schwann-sejtek + +
Oocyték, blastocysta sejtek =5
Endometrialis/myometrialis sejtek + +
Epithelialis sejtek + +
Retina pigment epithel sejtek + +
Macrophagok =5 i+
Thrombocytak/megakaryocytak + +

6. tablazat. Vérlemezke ereddt ndvekedési faktor (PDGF) A- és B- alegység termskére
képes sejttipusok (Heldin CH és mtsai., 199%)

A legtobb sejt mind a kétfalegység termelésére képes. Ujabb kutatasok al&gja
tovabbi alegység is leirasra keriilt, melyek a POIS&s a PDGF D elnevezést kaptdk A
PDGF expresszid spatio-temporalis szabalyozas alhttszintje bizonyos fiziol6gias és
patoldgias stimulusok hatasara valtdZikA novekedési faktor poszt-transzlaciés médositasa
soran a C-termindlis vég lehasitdsara keril soelyamfehérje matrix-komponensekhez valo
kotodésenek affinitdsat csokkenti, igy az tdvolabbven@észletekbe jutva fejtheti ki hatasat.
A matrix és novekedési faktorok kdzotti kapcsolgyanetlen térbeli elrendédés, gradiens
kialakitasat teszi leh&té, amely befolyasolja a novekedési faktor hatasatBar normal
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korilmeények kozott a PDGF parakrin hatassal reredtk bizonyos tumoros folyamatokban
ismert autokrin szabalyozé korok kialakulasd. is

A vérlemezke erediet novekedési faktor receptor az enzimaktivitashoz
kapcsolt receptorok, azon belll a tirozin kinazepgorok kozé tartozik. A PDGFR-nek két
altipusa ismert, melyek a PDG&Rés a PDGFR, ezek szintén homo-és heterodimer
kialakithsara képesek. A dimerként funkcionalé PDfeRrériek két receptor alegységet
kétnek meg egy isben, melyek igy hozzak lére a fentebb emlitettperedimerekef™ In
vitro a PDGFR mind a PDGF A, mind pedig a PDGF B fehérjéket nafjinitassal koti
meg, mig a PDGHRreceptor csak a PDGF B irant mutat nagy affinitéstvivoa PDGF A
homodimer a PDGHR mig a PDGF B homodimer a PDGFReceptorhoz kédik, mig a
PDGF AB illetve PDGFRp heterodimer szerepe és affinitdsa nem tiszta2oéhraj”.

A kulénbod receptor dimerek atfédjelatviteli atvonalak beinditasara képesek,
melyek kozul kiemelt a mitogén szerep, az aktirrganizacio, és a kemotaxis. Mind az
mind a p homodimerek mitogén hatassal rendelkeznek, illatszt vesznek az aktin
reorganizacioban. A-homodimerek aktivacidja kemotaktikus hatassal eterik, azonban
az a- homodimerek esetében ez sejttipus &idgnkcio. Fibroblastokon és a simaizom
sejteken a kemotaxis gatlasa figyetheted®™

Mivel az a-ésp homodimerek valamelyest eléefunkcioval rendelkeznek, egy adott
sejt PDGF ligandra adott valasza fiigg a sejt PDGRressziés profiljatéf. Eddigi
megfigyelések alapjan elmondhato, hogy a PDGFRntidi# tipusi mesenchymalis sejteken
figyelhet meg. PDGFR expresszidt irtak le pulmonalis, dermalis, intesdis lokalizacioju
mesenchymalis progenitor sejteken és oligodendrogipgenitor sejteken, mig PDGFR
expresszié jellemzi a vascularis simaizom sejtef@MC), illetve a pericytakdt A
szabalyozasi rendszerhez hozzatartozik az a meddigyis, miszerint egy adott sejttipus

kilénboa interleukinek, citokinek hatasara képesek megrtdtai PDGFR profiljukdt”
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PDGF-PDGFR interakcid in vitro
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2. 4bra. PDGFPDGFR interakcié in vitro ésin vivo (Andrae J. és mtsai., 2006 Az &bra
felsd része a sejtkultirdkon igazolt ligereceptor interakciét jelzi, a szaggatott vone
gyenge kapcsolatot mutatja. Az alsé panel adstikben main vivois igazolt kapcsolatok:
irja le.

A PDGFR tehaenzimaktivitashoz kapcsolt recepto csaladjaba tartok, melyek két
f6 doménldl allé transzmembran fehérjc Ligandkdt résziika sejtmembran kidsfelszinér
helyezkedik el, migcitoplazmatikus alegysiik enzimekkelalkot komplexet.A ligand
kotodésére adott valasz altalaban lassan alakul kiymaklaz a magyarazata, hogy ol
intracellularis jelatviteli Gtvonalak aktivalodnakelyek a génexpresszios mirat valtozasat

eredményezik.
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A tirozin kinaz receptor alegységek a ligand okidsét koveten dimerizaciot
mutatnak, amelyet autofoszforilacié kovet. Az aasafforilacié soran a foszforilalt tirozin
oldallancok intracellularis jelatviteli utvonalalohelyélil szolgalnak. A PDGFR aktivacid
ily médon képes aktivalni a mitogén-aktivalt prot&inaz (MAPK) kaszkadot, amely a c-jun,
c-fos és c-myc aktivalasan keresztll sejtosztotdedzlos fehérjék atirasat idézidel A
PDGFR aktivaciojanak hatasara szintén aktivalodibszfolipdz-c (PLC), amely jelatviteli
atvonal végén a BAD fehérje inaktivaldsan kereszailbcl-2 antiapoptotikus faktor
felszabadul a gatlas alél, amely a sejtek tuléléséiti eb. Megemlitend tovabba a PI3K
Utvonal aktivalasa, amely eredményeként aktin rtimghcio megy végbe (3. Abta}3474?
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3. abra. Vérlemezke ereddt novekedési faktor receptor (PDGFR) aktivacidjdhoz
kéthetd jelatviteli Gtvonalak (Schermuly R.T. és mtsai., 211f". A PDGFR aktivacié
hatdséara elindul a MAPK kaszkad, aktivalodik a PE¥a PLC atvonal, melyek ergeként
proliferacio, apoptézis gatlas, aktin reorganiza&sdgy migracio jon létre.
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A PDGFR-hoz kothét jelatviteli atvonal gatldsara tobb modszert is okigbztak,
melyek kozil a legoptimalisabbnak a tirozin kin&iatas gatlasa bizonyult. A tirozin-kinaz
gatlék a kindz domén ATP-kihielyéhez kapcsolddva fejtik ki hatasukat. Jelealegmatinib
mezilat (imatinib, ST1571, Gleevec) a legelterjbbtdirozin kindz gatlé, amely egyarant
blokkolja a PDGFR, a PDGFR, a bcr-abl fuziés fehérje, a c-kit és az Flt3tdsat* > Az
imatinib a klinikkumban is hasznalatos Philadelpkiemoszoma pozitiv kronikus myeloid
leukémia, gastrointestinalis stroma tumor esetébatamint PDGFR gén transzlok&ciot
hordozé korképekben.

A PDGFR aktivacidja az embriogenesisben és az oggaresisben is szerepet jatszik.
A PDGFRu szerepét leirtak a gastrulatioban illetve &esi kialakulasaban, valamingként
az oligodendroglia sejtek migraciojaban. A PD@HRKk pedig 6ként a cardiovascularis
organogenesishen is megoszlik a két receptor tipaerepe. A PDGRHR az
oligodendrogenesis mellett szerepet jatszik a 6 tludlveolus hal6zatanak, a bél
boholyrendszerének féfléseében, illetve a haj morfogenesisében. A PDGsARrepét pedig
az angiogenesisében és a glomerulogenesishen hamysik. Az angiogenesis soran az
endothelsejtek altal termelt és az Ujdonkélézerek lefizédéseiben nagy koncentracidéban
jelen 16w PDGF BB hatasara a pericytak és egyéb érfal prmgesejtek proliferalnak és
migralnak a megfeléllokalizaciéba**"

Bar a PDGF a VEGF csaladba tartoz6 ndvekedésorfaks a VEGF szerepét mar
leirtak a hematopoiesisben, a PDGF szerepe @gyalem tisztazott. A PDGF BB és
PDGFR3 knock-out egerek esetében megfigyalheolt a hematopoiesis zavara, azonban
ezen egerelsssejtjei letalis irradiacion atesett egerekbe itdkla képesek voltak normal

vérképd aktivitasra, amely arra utal, hogy a PD@FRelatviteli atvonal zavara
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masodlagosan, a vascularis defektusok, illetve aGIFR} expressziot mutatd

hemangioprekurzor sejtek zavaran keresztiil képledysolni a vérképzékt

3.5 A vérlemezke eredenhtvekedési faktor receptor (PDGFR) szerepe
fibrotikus kérképekben

Tobb olyan betegség is ismeretes, amely dsszefligdaszhatdo a PDGFR jelatviteli
utvonallal. Olykor a PDGFR-t érifitgenetikai defektus minden esetben azonosithahdleit
korképben, mig mas esetekben ilyen genetikai sltéegn azonosithatd, azonban a jelatviteli
atvonal és a kérkép kozotti kapcsolat farmakolégtan bizonyithat®

A fibroticus kérképekil altalanossagban elmondhato, hogy fibroblastokfpréacioja
és extracellularis matrix termelése jelenik megPBGFR utvonal aktivacidja leginkabb az
elss 1épésben jatszik szerepet, mig a rost termelésardelszaporodott fibroblastokon TGF-
B hatasara jon léetre. Az igy kiféd6 stroma sejt szaporulat €s matrix depositio hadasar
progressziv hegesedés jon létre, amely az adatt fimekcidjanak karosodasahoz vezet. A
fibroticus folyamatok esetében a PDGF termelésenképb a gyulladasos sejtekhez,
macrophagokhoz kothigtamelyek egyuttal olyan citokineket is termelnakiely a PDGFR
fokozott expresszidjahoz ve2ét

Tudsfibrosis esetében az alveolaris falban, az erekvél a bronchusok falaban &v
myofibroblastok proliferaciojat irtak le. Ebben a@rképben az emelkedett PDGF szint
meérheb a bronchoalveolaris lavage-ban, amely forrasagnacrophagok jeldlh&t meg. A
gyulladasos mediatorok hatasara fokozodik PD&GFREpresszio, azonban a PDGFR
expresszi6 nem valtoZkk Allatmodellekben a tirozin kindz inhibitorok alkeazasa
csokkentette a fibrosis mértékét, és novelte alésté®? Az idiopathias tudfibrosisban
végzett nemzetkdzi tanulmany soran a tirozin kigaddk alkalmazasaval csokkent a FVC

romlasa és a progresszié mérféke
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M4jfibrosis esetén a perisinusoidalis stellatetegejproliferacidja figyelhét meg,
melyek PDGFR expresszidja csupan fibrosis esetén mutathat6Akiatmodellekben a
perisinusoidalis, periportalis térben emelkedettGFDDD szint volt kimutathatd, melynek
forrasaként a Kuppfer sejteket tarjk>> Allatmodellen az imatinibe-mesylate csokkentette
a fibrosis kialakulasanak eséRfétazonban a szer hatas#rehaladott esetben kérdé¥es
Human alkalmazasban 6sszefoglalé tanulmany meégkeésaiilt.

Scleroderma esetében mind a PDGF, mind pedig aHRDfBkozott expresszidja
kimutathato volt a trben. A PDGFR pozitiv rosttermé sejtek scleroderma és hegkéges
esetén is valoszileg a perivascularis sejteldberednek. A sclerodermdban megfigyethet
fibroblastok fokozott PDGF& expressziot is mutatnak és autokrin PDGF aktivacié
képesek. A fokozott PDGFRexpressziét a TGB-hatasnak tulajdonitjdk®>° Scleroderma
esetében PDGFR foszforilaciétomlézs PDGFR-autoantitestek voltak azonosithaték. Béar
kisebb tanulmanyok, és esetismertetések felvetattébzin kindz gatlé kezelés szerefféia
elérehaladott esetekb&n

Nephrosclerosis szamos kérkép talajan létrejohet lehet glomerularis illetve
tubulointerstitialis eredét Glomerularis fibrosis esetében fokozott PD@BFXpresszio volt
kimutathato. Allatmodellek esetében a PDGFR jeféliviitvonal gatlasa a mesangialis sejtek
emelkedett a glomerularis fibrosisban, azonban eekedési faktor forrasa jelenleg nem
tisztazotl. Allatmodellekben a tirozin kinaz inhibitorok kesh hatassal voltak a krénikus
glomerularis betegségeRfeazonban human vonatkozasban jelenleg neméeh&nulmany
a témaban.

Myelofibrosisban emelkedett szérum PDGF szint valtonosithatd, valamint

emelkedett novekedési faktor mMRNS szintet igazdftak®® A  csontveb
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immunhisztokémiai vizsgalatara, a rostteringéjtek azonositasara ugyanakkor ezidaig nem

kertlt sor. A tirozin kindz géatlo kezelés alkalmséa®| fibrosissal tarsulo6 CML-es esetékb

allnak rendelkezésre eredménsek

3.6 A PDGFR expresszio vizsgalatanak lehetségésyeli myelofibrosisban

A stroma sejtek vizsgalata a rostszaporulat ménekéneghatarozasaval szemben
tobb lehetséges @iyt rejt, melyek vizsgalatara eddig nem kerult 0PDGFR kimutatasara
szolgalé immunhisztokémiai eljaras standard {glést mutat, a kémiai reakcion alapuld
ezust-impregnacioval szemben. A normal csofitvedtroma PDGFR expressziojanak
vizsgalataval negativ és pozitiv hiel&ontrollok hatarozhatok meg, melyek novelik a
kiértékelés megbizhatésagat. A mar megtermelt zattfal ellentétben a rostterMiedtroma
sejtek szama egy dinamikusabb, a kordykktorokra gyorsabb valtozast mutaté paraméter
lehet. A rostszaporulat pathogenesisének ismeietébra kovetkeztethetliink, hogy a
stromasejtek proliferacioja a myelofibrosis megjéleének prediktiv mutatdja lehet azokban
a koérképekben, amelyekben az irodalmi adatok atagérostszaporulat prognosztikai
szereppel bir. Az immunhisztokémia modszerrel fésbdési sajatossagok leldge teszik a
pozitiv és negativ jelétiést mutato terlletek éles elkilonitését, amelitalig képanalizisen
alapul6 objektiv vizsgadlomdbdszerhez ad I6béget. A szubjektiv sajatsagokkal is rendelkez
szemi-kvantitativ gradus rendszerrel szemben dafigiképanalizis hasznéalataval megadott
numerikus paraméterek kovetéses esetek precizhassnditasara adnak leiséget, amely
elsssorban az anti-fibrotikus terapias eljarasok hatakamérésére lehetne alkalmas. A
PDGFR expresszié kimutatasa egyben terapias cépmmmtositasat is jeldli a tirozin-kinaz

gatlo szerek érajaban.

31



CELKITUZESEK

A doktori munka célkiizései az aldbbiak voltak:

. A PDGFRy és PDGFR expressziojanak meghatarozasa normal, human edéintv
biopszias mintakon.

. A PDGFR expresszi0 vizsgalata kulonbpz myelofibrosissal tarsulo
onkohematoldgiai korképben.

. A PDGFR3 expressziot mutatd stroma sejtek és a rostszagtonuerieke kozotti
kapcsolat kvantitativ vizsgalata, mely megvalésit@z egy, a stroma sejtek szamat

tukroz6, szemi-kvantitativ score rendszer kidolgozasatasaziikség.

. A PDGFR3 expresszid myelofibrosis progressziéra vonatkorédigtiv értékének
meghatarozasa myeloproliferativ neoplasiakban, alroktszaporulat megjelenésének
az irodalmi adatok alapjan prognosztikai szerepe va

. Digitalis képanalizisen alapul6 vizsgalomodszeejlesztése, amely leliete teszi a
PDGFR3 expressziét mutatd, immunpozitiv areak automdtizdonositasat, az
immunnegativ areatdl valo elkilonitését, és méed@emzését.

. A digitélis képanalizis hasznélatdval meghataroRIMGFR pozitiv sejtek szamat és
eloszlasét tukrdz objektiv, numerikus paraméterek és a myelofibrgedslusa kozotti

kapcsolat vizsgalata.
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5 METODIKAK

5.1 Betegcsoport

51.1 A PDGFR mintdzat meghatarozasa és az MF gsatlunutatott kapcsolat

vizsgéalata

A PDGFR1 és PDGFR expresszio meghatdrozdsdhoz a Debreceni Egyetem
Klinikai Kozpont Belgyogyaszati Intézet HematolGgiaTanszékén illetve a
Gyermekgydgyaszati Klinika Gyermekonkologiai és H#mogiai nem 6nallé Tanszéken
kezelt betegek crista biopszias mintainak feldodgdza kerilt sor. A PDGFR mintazat
meghatarozasa és az MF gradussal térk&pcsolat vizsgalat 60 csontéiemintan torténtek
retrospektiv modon, az életkor 2-90 év kozo6tt \zto (35 B és 25 férfi). A 60 mintdbdl 47
pathologias csoportba tartozott, ahol olyan alasggsetg volt azonosithatd, amely az irodalmi
attekintés alapjan potencialisan csonivebstszaporulathoz vezet. A vizsgalatba bevontunk
tovabbi 13 esetet, melyekben fibrosis, illetve antgebt érints primer vagy secunder
neoplasticus folyamat kizarhato6 volt. A kontrolbpsrtba el§sorban lymphomas betegékt
stadium meghatarozas céljabol vett mintak tartq#&aktt az MF gradus definicié szerint MF-
0 volt. A pathologids csoportban 13 esetben myalpldgias szindréma, 17 esetben
myeloproliferativ neoplasia, mig tovabbi 17 esetlegyéb rostszaporulatot mutatd folyamat
volt azonosithatd. A pathologias alcsoportban azgviielus barmely értéket felvehette (MF-
0-3). Az MDS alcsoportban a 2008. évi WHO klaskaifié alapjan 9 eset mutatott tobb
sejtvonalat érirét dysplasiat (RCMD), 2 eset refrakter anemiat (RAjg 2 esetben blaszt
szaporulattal kisért dysplasia volt megfigyethRAEB). Az MPN alcsoportban a 2008. évi
WHO klasszifikacié alapjan 4 esetben essentialisontfbocytosis (ET), 6 esetben

polycythemia vera (PV), 7 esetben primer myelofisovolt igazolhaté (PMF). Az MPN
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alcsoportban a JAK-2 statusz alakulasa a kovétke#t: JAK-2 V617F mutacio 13 esetben
pozitiv volt, 3 esetben negativ volt, 1 esetben r@ih rendelkezésre adat. Az egyéb
alcsoportban 7 esetben akut myeloid leukemia (AMLgsetben hajas sejtes leukemia (HCL),
1 esetben Langerhans sejtes histiocytosis (LCH) mgalzolhatd, mig tovabbi 8 esetben
definitiv neoplasticus folyamat nem volt azonogithazonban a vizsgéalat soran olyan reaktiv

folyamat volt jelen, mely mellett rostszaporulattvoegfigyelheb.

5.1.2 A PDGFR expresszié myelofibrosis progressziora gyakonatktiv értéke

A PDGFR3 expresszi6 myelofibrosis progressziora gyakorokdiktiv értékének
meghatarozasdhoz a European Bone Marrow Workingugsri@aBMWG) bevonasaval,
O0sszesen 0Ot eurOpai hematopathologiai centrum kiikidésével, 84 myeloproliferativ
neoplasiaban szenwetheteg (42 & és 42 férfi), 193 crista biopszias mintdjanakasektiv
feldolgozasara kerllt sor. A vizsgalatban résztteketaz alabbi intézetek: Institute of
Pathology, University Hospital Basel, Switzerlaftdboud University Nijmegen Medical
Center, Hollandia; Charité - University Medicinerlde Németorsz4ag; Bay Zoltan Intézet,
Szeged, Magyarorszag; Pathologiai Intézet, Debrdogyetem, Klinikai Kézpont, Debrecen,
Magyarorszag. A partnerek a kovetkéz informéacidkat biztositottdk: életkor, nem,
histopathologiai diagndzis, a mintavétebpdntja. Az egyes esetaekbaltalaban két minta allt
rendelkezésre, azonban néhol harom vagy tobb nétehis tortént a kovetés soran.

Az MPN alcsoporton bellll az esetek a kovetkergoszlast mutattak a 2008. évi
WHO klasszifikacié alapjan: 55 PMF, 8 essentidtisombocythaemia (ET), 5 polycythemia
vera (PV), 3 kronikus myeloid leukemia (CML), 3 rkédgpen nem osztalyozhaté (MPN-U), 4

myeloproliferativ megbetegedés/myelodysplasiasdspima atfed elvaltozasa (MPN/MDS).
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Tovabbi hat esetben az MPN alapbetegséghez egyéhoehs, példaul lymphoproliferativ
koérkép tarsult.

A tanulmany soran 84 eséttl93 minta kiértekelésére kerllt sor, az atlagheckési
id6 34,43 hénap (2-151 hénap) volt. A PMF alcsopottrtozé 55 esetth 126 minta allt
rendelkezésre, itt az atlagos kdvetési3d,17 honap volt (2-143 honap).

A Gomori-féle ezist impregnacio, a PDGFRimunhisztokémiai festés, valamint a

mintak kiértékelése a Debreceni Egyetem Klinikazgdnt Pathologiai Intézetében tortént.

5.1.3 PDGFR expresszio objektiv megitélése digitalis képamaiegitségével

A PDGFR3 expresszio objektiv megitélésére szolgalé algostkifejlesztéséhez
és teszteléséhez dsszesen 79 crista biopsziasnetirtspektiv vizsgalatara kerilt sor, melyek
a Debreceni Egyetem Klinikai Kdézpont, Belgydégyasaatézet, Hematoldgiai Tanszékén
kezelt betegekt szarmaztak. A vizsgalat két réstlallt. Az el részben az algoritmus
kifejlesztéséhez 10 kontroll és 32 koros minta tkiéelése tortént meg, mig a vizsgélat
méasodik részében az algoritmus tesztelése sordbliod7 kéros minta vizsgalatara kerult
sor. A vizsgalat elsrészében a pathologias csoportban a 32 mintabékétben MPN, mig
18 esetben MDS volt a diagndzis. A vizsgalat mdsaodszében mind a 37 eset az MPN

alcsoportba tartozott, melyek kdzo6tt kovetésesedstjelen voltak.

5.2 A crista biopszias mintak feldolgozésa

A Debreceni Egyetem Klinikai K&zpontban vételezéft a Pathologiai Intézetbe
eljuttatott crista biopszias mintak feldolgozasarel® |épése a fixalas, amely 3,6%-0s

pufferelt formaldehid oldatban torténik 24 érandeatil. A fixalast 48 Or4s dekalcinalas
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koveti, melyhez 0,1 g/ml EDTA-Tris oldat hasznataté\ dekalcinalt mintakat paraffinba

agyazzak, melyet kov&tn 4um-es metszetek késztlnek.

5.3 Az MF gradus meghatéarozaséara hasznalt eljaras

A disszertacioban részletezett valamennyi vizshatatsor kerilt racsrost festésre, és
ez alapjan az MF grddus meghatarozaséra. A retictdstozat kimutatasa GOmori-
ezlstozéssel tortént (4. abra), a myelofibrosisdgga meghatdrozasdhoz az Eurdpai
Konszenzus (2005) iranyelvei szolgéltak alapul.zAles kdrben elfogadott szemi-kvantitativ

rendszer négy fokozatot kulonit el (MF-0, -1, -3, (Thiele és mtsai. 2005).

Elszort reticulin rostozat
keresztezddések nélkiul .

Laza rosthalozat szamos
keresztezddéssel,
lilonosen a perivascularis
regiokban.

Diffuz és denz rosthalézat
szamos keresztezddéssel,
kisebb gocokban
rostkotegekkel.
Osteosclerosis kisérheti.

Diffuz és denz rosthalézat
szamos keresztezd déssel,
durvarostkotegeklel,
kollagen szaporulattal.
Osteosclerosis kisérheti.

4. abra. A myelofibrosis (MF) mértékének megitélésez hasznalt, reticulin festésen
alapuld, négy-fokozatu gradus rendszer csontuébiopszias anyagokon.

5.3.1 GOmori-féle eziist impregnacio

Az ezlst impregnacio, vagy mas néven Gomori-festéadard protokoll alapjan

készilt. Az eljaras soran a metszetek 0,5%-0s rkafisrmanganat (60458 Sigma-Aldrich)
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oldatba kertilnek 5 percre, melyet 3 desztillaltegiziblités kdvet. Ezutan a metszeteket 1
percre 1%-0s kalium-metabiszulfit (31268 Sigma-Addy oldatba tesszik, melyet 3
csapvizes mosas és 4 desztillalt vizes oblités tkoket koveten a metszetek 2%-0s
vas-ammonium-szulfat (221260 Sigma-Aldrich) oldatexiinek 3 percre, amit ismét 3
desztillalt vizes 6blités kovet. Az impregnaciohiossen készitett 2% kalium-hidroxidot
(P5958 Sigma-Aldrich) tartalmazd 10%-o0s ezist-hi2d572.188 VWR AnalaR Normapur)
hasznalatos 1 percig, melyet 1 desztillalt vizeltéb és 5 perces csapvizben higitott 10%-0s
formalinfixalas (03300, Formaldehid Molar Chemigal®vet. Mosas utan a metszeteket
0,2%-0s arany-klorid (520918, Sigma-Aldrich) oldathelyezzik 30 masodpercre, melyet
desztillalt vizes mosés kovet. Végiul a metszetekos¥matrium-tioszufat (S7026 Sigma-
Aldrich) oldatba kerllnek, melyet 2 kor desztilléizes oOblités, dehidralas és a metszetek

fedése kovet.

5.4 Immunhisztokémiai vizsgalatok

A PDGFR3 immunhisztokémiai festés alapjan sor kerilt a PRfGFscore
meghatarozaséra. Az altalunk bevezetett szemi-katimtscore rendszer — az MF gradushoz
hasonléan — négy fokozatot kiilénit el, mely résaedtritériumai az 5. abran olvashatvk
Altalanossagban megallapithatd, hogy a PD@BBzitiv stroma sejtek altal alkotott hal6zat
komplexitasanak és denzitdsdnak emelkedésével azamyi® az adott esetre vonatkozo
PDGFR3 score érteék.

A PDGFR csontvéi expressziés mintazat meghatdrozdsa soran a PPGFR
immunhisztokémiai vizsgalat mellett PDG&Rnmunhisztokémiai vizsgélat, valamint nestin,
CD34 illetve SMA (smooth muscle actin) jel6léselsetartalmazo kebs immunhisztokémiai

vizsgélatok is késziltek.
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PDGFRB-0: PDGFRS -1: PDGFRp -2: PDGFRS -3:

Pozitiv sejtek nem/ Tzolalt pozitiv sejtek és/ Pozitiv sejtek, illetve ezek | Pozitiv sejtek, illetve ezek

elvétve lathatok, vagy ezek vekony nyulvanyaidiffuz, laza nyulvanyaik, diftuz, denz,

keresztezodeések nyulvanyai, helyenkent halozatot alkotnak, a halozatot alkotnak, a

nincsenek jelen. keresztezodesek nyulvanyol kozott szamos | sejtek helyenkent
elofordulhatnak. keresztezbdes lathato. kotegekberendezodnels.

5. abra. A stroma aktivacio mértékéenek megitéléséhe hasznalt, PDGFR
immunhisztokémiai vizsgalaton alapuld, négy-fokozat score rendszer csontvél
biopszias anyagokon.

5.4.1 PDGFR és k& immunhisztokémiai festések menete

Az immunhisztokémiai vizsgalatok soran a mintdkak® EnVisionFLEX Peroxidaz-
gatlé reagensben (Dako, Glostrup, Denmark) 5 penmtkyibaltuk nedves kamraban. Az
antigén feltarasra pH 9.0-en a Leica RE-7119 (Laldeatzlar, Germany) antigén feltaré oldat
hasznalataval kerult sor, melyet desztillalt vieepufferes (EnVision™ FLEX Wash Buffer,
pH 7.6) mosés kovetett. A metszeteket ezutdn arP&GFR3 (ab-32570, nyulban
termeltetett, monoklonalis [Abcam, Cambridge, UKdgy a 3169 [Cell Signaling, nyulban
termeltetett, monoklonalis, Danvers, MA, USA])etle az anti-PDGRR(ab-61219, nyulban
termeltetett, poliklonalis, Abcam) primer antitddtel inkubaltuk 1:100 higitas (EnVision™
FLEX Antibody Diluent [Dako, Glostrup, Denmark]) fhedt 1 6rdn at, nedves kamraban,
szobalbmeérsékleten. Az inkubaciot puffer oldatos mosasésekdvette. Az antitest-antigén

kotédés detektdlasa EnVision™ FLEX/HRP (Dako) haszée#dttortént nedves kamréban,

38



ahol az inkubaciés &30 perc volt. Ismételt mosast koeh a metszetekre DAB oldat kerult
1-10 percig (EnVision™ FLEX DAB+ Chromogen), melyematoxylin magfestés kdvetett.

Az immunhisztokémiai festések intenzitdsanak észéhsanak értékelése, valamint a
dokumentacidhoz felvételek készitése fénymikrospkbpEs a hozza csatlakozé digitalis
kameraval torténtek (Leica DM2500 mikroszkop, DFED £amera and Leica Application
Suite V3 software; Leica).

Két kilonbos anti-PDGFR klon tesztelésére kerult sor (Y92 anti-PDGERb-
32570 [Abcam] és 28E1 anti-PDGBR3169 [Cell Signaling]). A két primer antitesttet
esetek tobbségében megedyearntizat volt lathatd, azonban a &éki vizsgalatokhoz — igy
a digitélis képanalizis soran - a 28E1 klont hakaké finomabb, tisztdbb morfolégiai kép
alapjan.

Kettés immunhisztokémiai festéseket az En Vision FLEXPHRNdszerrel végeztik
szekvencialisan. Miutan az élgrimer antitest kdidését az EnVision™ FLEX/HRP oldattal
megéllitottuk, a masodik éldleges antitestet is hozzaadtuk a mintdhoz. A 6&ett
immunhisztokémiai vizsgélatok az aladbbi primer tastek kombinacioival készultek: Anti-
PDGFRy, anti-PDGFR, anti-SMA (M0851, egérben termeltetett, monokl@yabako), anti-
CD34 (NCL-L-END, egérben termeltetett, monoklonalidovocastra, Newcastle, UK) és
anti-nestin (ab-22035-100; Abcam). A DAB chromogéellett a masodik szinreakciéhoz
VIP chromogén (Vector VIP Peroxidaz (HRP) szubsytnéolt hasznalatos. A kéts

immunhisztokémiai vizsgalatok sordn metil-zold nesfst alkalmaztunk.

5.5 Képalkotas a PDGFRexpresszio mértékének objektiv megitéléséhez

A PDGFR3 IHC festett metszetek digitalizaldsara a Pannaramétszet szkenner
(3DHistech, Budapest, Magyarorszag) hasznalatdeallltk sor, melyhez egy multicolor

digitdlis kamera tartozik (Stingray F146C IRF Madjc Allied Vision Technologies,
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Stadtroda, Germany). A digitalizalt metszeteket X7®8 képpont nagysadgu csempékre
osztottuk, melyeket a tovabbi elemzéshez haszi@ltdnPDGFRB expresszid mértékének
objektiv megitélését szolgalé algoritmus kifejlésghez 42 digitalizalt crista biopszias
mintabdl 6sszesen 1437 digitalis kép részletetz am@mpét nyertink. Az egy esetre jutd
atlagos csempeszam 40,59 volt (6-147), mely édginkdbb a minta méretétilletve kisebb

részben annak 9sszetétaldtiggott®.

5.6  Statisztikai feldolgozas

A statisztikai feldolgozas és a diagramok elkéseitéa GraphPad Prism 5.03 és a
Microsoft Excel 2007 szoftver hasznalataval toe&ntA szemi-kvantitativ értékelésb
szarmaz6 diszkontinous eredményeket tartalmazogadliatok esetén nem-paraméteres
statisztikai prébakat hasznéltunk. Spearman kan@dés Wilcoxon parositott probékat
végeztink. A myelofibrosis progresszidjanak vizatmla kilonbdk alcsoportokban Log-
rank analizissel tortént. A numerikus paraméteseizZZMF gradus viszonyanak vizsgalataban
a fentieken tul ROC analizist is hasznaltunk. Aederényeket szignifikAnsnak tartottuk,

amennyiben a p érték <0,05 volt.
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6 EREDMENYEK

6.1 A PDGFR expresszidés mintazat normal csondvmintakor

A PDGFRx ésp receptorok expres«ds mintazatanak meghatarozdsa olyan c
biopszias mintdkon torténtek, melyeket lymphomadi@gnosztizalt, de még nem kez
betegekdl szarmaztakstadium meghatarozas céljabdl, és a rutin feld@dgaorarreticulin
szaporulat nem volt azonosithatd (-0). A két tirozin kindz recept elté mintazato
mutatott (7. tablazat).

A stroma sejteken bellPDGFRx expresszié volt megfigyelhi#tiz endothel sejteke
illetve a csont trabeculakat 6vezndostealissejtrétegen. Az endothel sejtek ugyanak
negativnak bizonyultak PDGIf IHC vizsalattal, mig az endostealis rétegben kimutat
volt a fehérje expresszidja, tehét itt mind a le&eptor altipus jelen volt. PDG 3 expresszio
volt megfigyelheb tovabba erisinusoidalisan valamint pericapillarisan, azgzeacytaknak
megfeleben (6. abra)illetve PDGFR poziivnak bizonyultak az erek adventitialis réte
képed sejtek. Megemlitertj hogy a nagyobb erek azon rétege mutatott PDGpRessziot
ahol racsret festéssel reticulin rostozat is azonosit (7. &re). A zsirsejteken

immunhisztokémiai modszerekkel nem lert PDGFR expressziot azonosit:
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6. abra. PDGFRB expresszb a csontveb pericapillaris sejtjeiben (IHC, x400) PDGFR3
expresszio lathatd egyapillaris falaban (A), a PDGF3 pozitivsejtek kdrbe veszik a CD34 pozi
endothelt (lila szinreakcid) (B), és SMA-expressziot mutatnak (lila szinreakcio
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7. abra. PDGFRu és PDGFFp expresszitaz erek falaban (reticulin festés és IHC, x40(
Reticulin festéssel finom rostozat azonosithaté egyy adventitialis rétegében (4
Ugyanebben a rétegben PDCB expressa figyelhet meg barna szinreakcioval (B, C, |
Az endothel CD34 pozitiv (lila szinreakcio), és nemtat PDGFIB express:ot (B). Az ér
muscularis rétege SMA pozitiv (lila szinreakci®,rem mutat PDGFp express:ot (C). Az
intimadn PDGFR expressa (lila szinreakcid) azonosithato (

Kettés immunhisztokémiai vizsgalatokat vegeztink a PDG&Ralizacio, illetve ¢
ketto)s pozitivitasok megésitésére. A kettés immunhisztokémiai vizsgalatokk
megebsithet volt az endostealis réteg PDCo/p ko-expresszidja. A nagyobb erek eseté
a PDGFB pozitiv adventitialis réteg negativ t PDGFRi, SMA, CD34 reakkkal (7.
abra). Ugyanakkor a perisinusoidalis/pericapillaris peticysejtek a PDGHR express:o
mellett SMA pozitivitast is mutattak, mig a PDCo és a CD34 reakciokkal az altal
Ovezett endothel rétagutatott pozitivitast (. abra).

Az endostealis és perivascularis stroma sejtekieaztinterstitialis allomanyban ne
vagy minimalis mennyiségben lehetett PD(B poziiiv reticularis sejteket azonositani
rostszaporulat nélkili mintakba

A mesenchymalis progenitosejtelet jelz5 nestin reakcidval elszortan lehel
pozitivitast azonositani. Az endothel sejtek részlegestin expressziot mutattak, illet
elszértan egyegy reticularis és pericapillaris sejt is pozitieity Az endothelsejtek részéi
PDGFRynestin, nig a reticularis sejtek rés2ePDGFFRp/nestin koexpresszio feltételezhie
azzal a megjegyzéssel, hogy a PDGFR pozitiv segak kis része mutat nestin express
is. A crista biopszias mintakon végzett kettfestésekll a ko-expresszid nem vo
megebsithed.
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Sejttipus PDGFRS | PDGFRa | SMA | CD34

Interstitialis fibroblast + -+ - _

Er adventitidlis fibroblast | + - - -

Perisinusoidalis pericyta | + - + -
Pericapillaris pericyta + - + -
Endothel - + - +
Endostedlis sejt + + - -
Adipocyta - - - -

7. tédbldzat. PDGFRy, PDGFRp, SMA, CD34 expresszio a csontwéil mesenchymalis
sejteken immunhisztokémiai vizsgalat, és fénymikrakopos értékelés alapjan.

+ valamennyi esetben expresszié volt megfigyélheexpresszid egyetlen esetben sem volt
megfigyelhed, -/+ részleges pozitivitas volt megfigyeltet

6.2 A PDGFR expresszié mintdzata myelofibrosisban

Rostszaporulatot mutato crista biopszias mintakb®DGFR expresszio fokozdédasa
volt megfigyelhe®, azonban a PDGFR expresszio valtozasa ezt nem kovette. dsett
immunhisztokémiai vizsgalatok alapjan a PD@FBxpressziét mutatd stromalis sejtek
részéél myofibroblast atalakulas nem volt meggithet, mivel SMA expressziot ezen sejtek
nem mutattak (8. abra, A). Mivel a pericytdk PD@FRozitivak, felmerilt annak a
lehetisége, hogy a PDGHR expressziot mutatd sejtek szamanak emelkedése
myelofibrosisban  érszaporulathoz koéthet azonban CD34 és PDGBR ketids
immunhisztokémiai vizsgalatokkal szignifikans émaalat nem volt igazolhaté az altalunk
vizsgalt fibrotikus mintdkban (8. abra, B). Ezt &gfigyelést az SMA expresszid hianya is
tamogatta. A rostszaporulatot mutaté mintakban a@ifpraciét mutatd6 PDGFR pozitiv

sejtek nestin negativak voltak.
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8. abra. A fibrotikus csontvelében megfigyelhneé PDGFRB expresszd az aktivalt
fibroblastokra korlatozodik (IHC, x400). Egy ér lathatd, melynek muscularis rétege S
pozitiv (lila szinreakcid), azonban az eret korUlveRDGFF3 pozitv fibroblastok (bena
szinreakcié) SMA negativald). Egy masik ér endothel sejtjei CD34 expressmditatnak
(lila szinreakcid), azonban az eret 6¥eRDCFRB pozitv fibroblast proliferadt mutato
(bama szinreakci6) allomanyban nem figyetheteg kisér szaporul (B).

Fokozott PDGFR expressz, a myelofibrosishoz hasonléan, szamos kérképbegjeatent.
Tanulmanyaink soran leginkdbb myeloproliferativ plesiakra, illetve myelodysplasi

szindromara flkuszaltunk, azonban stroma aktivacio volt megfiggél egyéb lymphoid é

myeloid neoplasiakban, slid tumor metasztazisban is (‘bra).
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9. dbra. Fokozott PDGFRB expressz6 kiilonbdzé neoplasticus korképekbe, (IHC, x200).
A: primer myelofibrosis. Bakut lymphoblastos leukemia. C: neuroblastt
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6.3 A PDGFRI scoreés az MF gradus k6z6tti kapcso

A PDGFRB expresszit mutatd sejtek mennyiségének pontosabb megitéiésa sej
aktivacié valamint a myelofibrosis gradus kozotsispefliggés meghatarozasa céljabol
szemikvantitativ score rendszert dolgoztunk ki, mely ME gradushoz hasonléan né
fokozattal rendelkezik (PDGHR0-3). A PDGFB scoreés az MF gradus kozott des

korrelacio volt megfigyelhét(Spearman r =0,830 eset vizsgélata alapj(10. abra).

2+ e s ee o

PDGFRJ score

10. abra. A myelofibrosis(MF) gradus és a PDGFB score kz6tti korrelacio (n=60).

A nem fibrotikus kontroll csoportban nem volt szfd@ns kilonbség a két érte
kozoétt (MF gradus éatlaga 0,0 (SD=0,0) vs. PD@ scoreatlaga 0,15 (SD=0,38); p=0,3
n=13). Az MF gradus a kontroll csoportban definisierint MI-0 volt, a PDGFR score
ebben a csoportban PDGFR vagy PDGFR-1 volt. A kontroll csoportban ennél nagyc
stroma sejt proliferaci6 nem volt megfigyelbe{ll.dora, A). A pathologias esetek

tartalmaz6 csoportban (n=47) 26 esetben megegyazeMF gradus és a PDGp score,

45



azmban 21 esetben a PDGFRcore magasabbnak bizonyult. A pathcas mintdkban
(n=47) a PDGFR score szignifihnsan magasabb volt, mint az MF gradus (atlag

(SD=0,98) vs. atlag 1,66 SD=0,84); p<0,0001). Jeétaruimanyban nem fordult éelolyan
eset, ahb a rostszaporulat mellett nem volt legalabb azokdsriedés sejtaktivacic

kimutathaté

(11.abra, B).
A, MF gradus vs. PDGFRp B, MF gradus vs. PDGFR}
score 3 kontroll csoporthan. score a pathologiis csoportban.
3+ 34 sesese sssss0ee
2+ 2- oecsemmssse sssumese

1+ oo 1= % sssamesse

11. abra. A myelofibrosis MF) gradus és a PDGFIB score kzotti kapcsolat a kontroll
eés a pathologias csoportbe (n=60). Mindkét szemi-kvantitativgradus rendszer né-
fokozata, és B kozotti értékeket mutathat. A kontroll csoportbaem volt szignifikan:
kulonbség a két gradus rendszer k¢ (p=0,35) a kontroll csoportban a PDGBRXxpress:0
legmagasabb meértéke PDCB-1 volt (A). A pathologidas agportban a PDGHR score
szignifikhnsan magasabb volt, mint az MF gradu(@801), mivel 21 esetben a fibrobl
szaporulat kiterjedése meghaladta a rostozat meéggi (B

A nem fibrotikus, kontroll csoportba tartozé esetedzil 2/13 (15,4%) esetb
lehetett elszért, PDGHRsejteket azonitani (PDGFR-1), mely esetekben a betegek
lymphoma volt kimutathaté, és a staging csordtveizsgala negativnak bizonyult. /

patholaias, potencidlisan rostszaporulathoz vézbetegseggel diagnosztizalt cscelsi

46



mintak kozll 12 esetben fibrosis még nem volt kiathetod (12/47). Itt azonban a 12 e$éib
mintaban lehetett PDGHRL (7/12, 58,33%), mig 2 mintdban PDGFR (2/12, 16,67%)
stroma aktivaciot kimutatni, €és mindossze 3 esetodtna vizsgélat negativ (PDGFR-0, 3/12,
12,52%). A pre-fibrotikus, azonban sejtes aktivaciutatd eseteknél felmeril a fokozott
PDGFR3 expresszio prediktiv szerepe, azonban ezen esttelbetéses mintak nem alltak

rendelkezésre.

6.4 A PDGFR expresszié myelofibrosis progresszidra gyakoraokdiktiv
ertéke

6.4.1 A PDGFR expresszio és az MF gradus kozotti kapcsolat
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12. abra. A myelofibrosis (MF) gradus és a PDGFR score kozotti 6sszefliggés 193
myeloproliferativ neoplasiat mutato, kdvetéses cria biopszids minta vizsgalata alapjan.
A két értek kozott éis korrelacié mutathato ki, Spearman r=0,83.

Az aktivadlt stromasejteket reprezentaldé PD@FRexpresszié valamint a
rostszaporulatot jellenz MF gradus kozoétt szoros korrelacié volt azonositha 193,

kovetéses eseib szarmaz6 crista biopszias minta kiértékelése nso&pearman r=0,83;

p<0,0001 (12. abra). A PMF alcsoporthoz tartozo fri6tat kilon megvizsgalva hasonlé
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Osszefliggés volt megfigyelltetSpearman r=0,86; p<0,0001. A korrelacié akkdiermallt,
amikor a diagnozis igpontjaban (Spearman r=0,84; p<0,0001), és a kogetés (Spearman

r=0,82; p<0,0001) vett mintakat kilon-kilén vizggél

6.4.2 A fokozott PDGFRexpresszié és az MF progresszio kapcsolata ar$ssetben

A diagnozis idpontjaban a 84 esdtbl4 volt pre-fibroticus MF-0 gradust mutatva,
mig 30 eset MF-1, 21 eset MF-2 és 19 eset MF-3ugtachutatott. A PDGFR expresszio
tekintetében 4 eset volt PDGER, mig 31 PDGFR-1, 24 PDGFR-2 és 25 PDGFR3
alcsoportba kerult besorolasra. A PD@F&tore a 84 eseib29 esetben volt magasabb, mint
az MF gradus, egyeaflvolt azzal 51 esetben, és végul alacsonyabbnabnyidt az MF
gradusnal 4 esetben. A kovetésh idordn a myelofibrosis tekintetében 34 eset mutatot
progressziot, azaz az MF gradus emelkedett a Kasdwertékhez képest. 10 esetben
regresszio, redukcié volt megfigyeltietazaz az MF gradus a kiindulasi képest csokkent.
Végul 40 esetben az MF gradus tekintetében nemnvedffigyelhed valtozas. A regressziot
mutaté mintdknal 4 esetben a beteg gyogyszeredéisbem részeslilt, 3 esetben csofitvel
transzplantécio tortént, mig 3 esetben nem allekezésre informéacié a kezeldsr

A kovetked lépésben az MF gradus tekintetében az esetekeskpbrtra osztottuk.

A progressziv csoportba keriiltek azok az eseteld, ah MF gradus emelkedett a kiindulasi
értékhez képest (n=34), a nem-progressziv csoppebtiay azok az esetek keriltek, amelyek
nem mutattak valtozast, vagy regressziét mutattadbs@). A 13. dbra ennek megféleh a
progresszid valosziiségét szemlélteti azokban az esetekben ahol a PP@kBresszio
magasabb volt az MF gradushoz viszonyitva (n=28)| agyenb volt azzal (n=52) valamint
ahol alacsonyabb volt annal (n=4). Log-rank ansl&ivégzésével a kulonhdalcsoportok

k6zo6tt nem volt szignifikans eltérés az MF progréssekintetében (p=0,3028). Azoknal az
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eseteknél, ahol az MF gradus a diagnézipaatjaban a legsulyosabb mértéket muteMF-
3, n=19), tovabbi progresszié nem volt varhatd. i statisztikai elemzést ezek kizara

kovetben megismételtiik, amely hasonlé eredményt mutgie@,4547)

& | —— PDGFRJ egyenld (n=52)
g 80+ —— PDGFRpB magasabb (n=28)
P —— PDGFRP alacsonyabb (n=4)
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13. abra. A myelofibrosis(MF) progresszié valoszifisege kulonbo#é PDGFRp statusz
mellett (n=84). Az MF gradussal egyefil valamint az annal maga® illetve alacsonyab
PDGFR3 scoreral jar6 esetek nem mutatnak kilénbséget az MF rpssgo
valbsziriségének tekintetében L-rank analizis soran (p=0,3028).

A vizsgalat soran az atlagos kovetésiv 34,43 honap (A51 honap) volt.
Feltételezhdét azonban az, hogy a rostterihesejtek aktivaciéja é€s a rostszapori
megjelenésayyorsan kovetik egymé, ezeért a fenti vizsgalatokat azokban az esetekd
elvégeztik, melyek rovid<(12 hénap) kovetési ovel rendelkeztek (n=37A 14. abra a
progresszio valosziiségét szemlélteti azokban az esetekben ahol a PP expresszio
magasabb volt az MF gradushoz viszonyitva (n=1&)| agyend volt azzal (n=20) valamir
ahol alacsonyabb volt annal (n=1). l-rank analizis elvégzésével a kiuléné alcsoportok
k6zott nem volt szignifikans eltérés az MF progréssekintetében (p=0,2084). Az -3

gradussal rendelkézesetek kizarasa utan készilt elemzés hasonlé émsdmmutatot

(p=0,7398).
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Feltételezhét, hogy a PDGFp expresszid6 megjelenése a filwoticus esetekbe
elére jelzi a fibrosis megjelenését, viszont ez a ltadszerep érehaladott folyamatokbe
eltiinik. A vizsgalt csoportban 14 olyan eset szerepdlb] a diagndzis iipontjaban nem vo
jelen rostszaporulat (MB). Azonban a og+ank analizis ezen alcsoportban sem mut
kilénbséget az MF progresszié valosigggeben a kilonb6ZPDGFFB express:ot mutatd

esetekben, p=0,1982.
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14. abra. A myelofibrosis (MF) progresszio valészitisége kilonb6éd PDGFRp statusz
mellett < 12 hénapos kvetési idt feltételezve (n=37). Az MF gradussal egyefl valamint
az anndl magasabb illetve alacsonyabb PLCB scoreral jar6 esetek nem mutatn
kulonbséget az MF progresszié valéssiggének tekintetébe

Az dsszes esetre vonatkoztatva-0 és MF-2 gradukdzott (n=65) az MF gradusn
magasabb PDGHRexpress:6 mindossze 43%s szenzitivitdssal és 4t-o0s specificitdssal
jelezte ebre a myelofibrosis progsszié megjelenéséRovid kdvetési idt vizsgalva < 12
honap) ugyanezen MF gradusokban (n=: szenzitivitds 82% volt, mig a specifici 53%-
nak bizonyult A fentebbi vizsgalat sordn az I-3 esetek kizarasara a kordbban részlet

okokbal kerlt sor. A prdibrotikus eseteket vizsgalva (n=14) a szenzite/iédérte a 90%ot,

mig a specificitds 75% volt (&blazat).
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Osszes eset (MF0-2) iﬁé\:/\;gz;[tii & Pre-fibrotikus esetek
esetszam 65 26 14
valédi pozitiv 15 9 9
valédi negativ 17 8 3
alpozitiv 13 7 1
alnegativ 20 2 1
szenzitivitas 43% (15/35) 82% (9/11) 90% (9/10)
specificitas 57% (17/30) 53% (8/15) 75% (3/4)

8. tablazat. A myelofibrosis (MF) gradust meghalad@®DGFRp expresszié szenzitivitasa,
specificitaisa a myelofibrosis progresszié tekinteb&n. Myelofibrosis progressziét mutat
egy eset, amennyiben az MF gradus a kiindulasikiée® viszonyitva emelkedett. A
legsulyosabb rostszaporulattal rendetkezetek (MF-3) tovabbi progresszidra nem képesek,
igy azok nem szerepelnek a vizsgalatban.

6.4.3 A fokozott PDGFRexpresszio és az MF progresszio kapcsolata a Pddbportban

Mivel az 55 eseifl all6 PMF alcsoport bizonyult a legnagyobb betegostnak a
vizsgalatokat ezen beteganyagra fokuszalva megedtinét A diagnézis idpontjaban az MF
gradus 6 esetben volt MF-0, 20 esetben volt MFiledetben volt MF-2 és 18 esetben volt
MF-3. A kesbbi statisztikai feldolgozas soran a fentebb részkdt okokbol az MF-3 gradust
mutato esetek kizarasra kerultek. A PD@FRore 1 esetben volt PDGBER, 18 esetben volt
PDGFRB-1, 15 esetben volt PDGBR2, és 21 esetben volt PDGER. A betegek kovetése
soran az 55 esetb24 esetben az MF gradus nem mutatott valtozdsesetben progresszio
volt megfigyelhed, mig 7 esetben regressziét lattunk (15. abra).strAma sejtek szamat
tukr6zo immunhisztokémiai vizsgalat szintjen 33 esetbem nelt valtozas, 16 esetben

progresszio €s 6 esetben regresszio volt megfigige(h6. abra).
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MF gradus
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15. &bra. Az MF gradusalakulasa az id fliggvényében primer myelofibrosisban (n=55
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16. abra. A PDGFRp score alakuasa az id fiiggvényében primer myelofibrosisbar
(n=55).
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A PDGFR3 score 14 esetben volt magasabb, mint az Madus, 39 esetben v
egyenb azzal, és minddssze két esetben volt alacsonyA 17. abr¢ a progresszié
valosziriségét szemlélteti azokban az esetekben ahol a PIp express:0 magasabb volt az
MF gr&dushoz viszonyitva (n=14), ahol egy@nblt azzal (n=3) valamint ahol alacsonyatl
volt anndl (n=2). Logank analizis elvégzésével a kiulonbdacsoportok kdzott nem It
szignifikans eltérés az MF ogresszid tekintetében (p=0,3905A rdvid kovetési idvel
rendelked eseteket vizsgalva a magasabb (n=valamint egyent (n=13) PDGFIB
expressziot mutatd alcsoportok kézott nem volt rfilgans kilonbsé az MF progresszio

tekintetében (p=0,7002).
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17. abra. A myelofibrosis(MF) progresszi6 valoszifisége kilonbéd PDGFRp statusz
mellett primer myelofibrosis alcsoportban (n=55) Az MF gradussal egyefil valamint az
annal magasabb illetve alacsonyabb PD score-ral jar@setek nem mutatnak kilénbsé
az MF progresspivaloszitiségének tekintetében L-rank analizis soran (p=0,39).

A PMF alcsoportban az MF gradusnal magasabb PIp score az MF progres:ot
40%-0s szenzitivitassal és 5:-0s specificitassal jelezte az MFgradust mutatdo eset
kizarast koveten. A rovid kovetési idvel rendelkeé eseteket vizsgalva (<12 honap
szenzitivitas 83% volt, azonban a specificitas biwa is alacsony maradt, 44% volt

tablazat).
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PMF esetek riai koonter 5. |

esetszam 37 15

valédi pozitiv 8 5

valédi negativ 9 4

alpozitiv 8 5

alnegativ 12 1

szenzitivitas 40% (8/20) 83% (5/6)

specificitas 53% (9/17) 44% (4/9)

9. tablazat. A myelofibrosis (MF) gradust meghaladd®DGFRp expresszio szenzitivitsa,
specificitasa a myelofibrosis progresszio tekinteb&n primer myelofibrosisban (PMF).
Progressziot mutat egy eset, amennyiben az MF gradkiindulasi értékhez viszonyitva
emelkedik.

6.5 PDGFR expresszio mértéekének objektiv meghatarozasa aligit

képanalizis segitségével

A PDGFR3 immunhisztokémiai eljarassal festett metszetekaligalasat koveten —
a képfeldolgozés soran — két réteg elkulonitéséraltksor (18. 4bra). Az an. barna réteg az
immunpozitiv areakat foglalja magaban, mig valangenmmunnegativ, de hematoxylin
festbdést mutato terllet a lila rétegbe kerul. Az egggegek elkilénitése az ugynevezett hue
érték és a szaturacio alapjan toértént. A barnghétetartozé pixelek hue értéke hue 60 és hue
340 kozé esik. A Ramesh mddszer segitségével nmaghhatd volt az a szaturacié, amely
elkllonitette az antigén-antitest &dést jeld specifikus sotét barna szinreakciot a déés
héattereként jelentkézaspecifikus halvany barna jeddlestl. Ezt a Iépést hattér-korrekcidnak
neveztik. A hattér korrekciot kovetn nyert letisztitott barna réteg kulonboméreti és
alaka barna objektumokbdl all, amely tulajdonképperegfelel a PDGFR pozitiv
rosttermed sejtek altal alkotott sejtcsoportoknak. A letisdti barna réteghd nyert barna

objektumok 8sszességét barna komponensnek nev@a)ik
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barna réteg ] — tisztitottbarna réteg (Bc)
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18. abra A crista biopszias mintak digitalis feldolgozdsaak egyszeifisitett algoritmusa.

Ve

feldolgozasara keril sor. Az analizis sordn az dppontok hue értéke és a szaturac
alapjan két réteg kulonitheel, melyek azonban még aspecifikiattérfesbdést és irrelevar
elemeket is tartalmaznak. A korrekciot kéet a tisztitott immunpozitiv, barna réteg (Bro
component, Bc) és a tisztitott immunnegativ, likteg (Violet component, Vc) &
rendelkezésre a tovabbi szamitasok

Az immunne@ativ, vagyis a lila réteghez tartozé pixelek hueke 160 és 320 ko:
esett, ahol a szaturacié nagyobb volt, mint 20.il& féteg, akarcsak a barna réteg r
tartalmazza a zsirsejteket, hiszen ezek a digilalmetszetben Ures, fehér foltokként jinek
meg. A lila rétegben ugyanakkor az immunnegativké&gzs allomany mellett meé
megfigyelhebek egyéb csontvél komponensek Ugy, mint csont trabeculak, véralka
izomszovet, kdtszovetes allomany. Ezeket a vérk&pallomanyhoz nem tarto:z
immunnegativkomponenseket automatizalt eljarassal el lehetrikidéi a metszet haszn
részeibl. Ezt az teszi lehévé, hogy ezen szdvetekben a sttétebbiissejtmagok szama
eloszlasa, a vilagosabb si citoplazma vagy sejtkdzétti allomany (csont) mérelkiioniti
6ket a relative sok sejtmagot és kisebb citoplaziardhlmazo vérkégiz allomanytol. A lila
réteg, korrekciéjat kévéen, igy csak az intertrabecularis, vérk&@lomanyhoz tartoz
immunnegativ terlleteket tartalmazza. Ezt a ldt@izt lila rétegt lila komponensne
neveztuk (Vc).

Az intertrabecularis vérképz allomany tehat a korrekciok elvégzése utan
immunnegativ (Vc) és az immunpozitiv (B¢c) komporekes tartalmazta, melyek 6ssze

hasznos tertletnek neveztik el (ROl:ion of interest). A 19abra egy csempe feldolgoza

mutatja be egy olyan crista biopszias mintabdl, lgbem kifejezett stroma aktivacid vc
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megfigyelhet. A PDGFR pozitivitast tikrozi a korrigélt barna réteg (¥bra, B), valamint
az immunnegativ vérképzllomanyt repezentaljaa tisztitott lila komponens (. &bra, C). A
tisztitott lila réteg mar nem tartalmazza a bra A részén csillaggal jel6lt véralvadékot.
barna réteg és a lila réteg egylttesen teszikhasznos teriletet (ROI), amely megfelel

intertrabeularis vérképé allomanynak (1. abra, D).

A teljes csontvelo LR "

W ETRNEAT I LT B .'ll. '.5 i

D, ROI (Bc+Vc) ;

= PR : N i-.mmm - 4 :
19. abra Dlgltalls metszet részlet (csempe) egy kifejezett stroma aktlvaC|ot u11ato
PDGFRB immunhisztokémiai reakciéval jelolt crista biopszids mintdbdl PDGFR3
immunhisztokémiai reakcioval jel crista biogzias minta (A). Az immunpozitiv are
magéban foglalé barna komponens, Bc (B). Az immgatie areat magaban foglal6 |
komponens, Vc (C). A barna komponens és a lila lameps 6sszegéballé hasznos terile
(region of interest: ROI).
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A ROI definialdsa tehat automatizalt Gton tortém&nudlis beavatkozas nélkil. Ezen
automatizalt folyamat validalasa soran 419 csemgeztink tesztet, melyek kézul 300
csempét randomizalt médon valasztottunk ki, migabiy 119 csempét a rajta v
objektumok alapjan problémasnak itéltliink, igy kekibevalasztasra. A 419 csempén a ROI
definialdsa mind automatizalt, mind manudlis Gtorgtirtént, amely teszt sordn az
automatizalt eljaras specificitasa 97% volt.

A PDGFR3 festtdéshez kodthétimmunpozitivitas jellemzése céljabdl a leirt médon
definialt hasznos terlleitb(ROI) és barna komponendl{Bc) az aldbbi paraméterek keriiltek
leirdsra (10. tdblazat). A barna objektumok szamanper of objects): az intertrabecularis
barna (immunpozitiv) objektumok szamanak 6sszegelya megfelel a PDGHR pozitiv
sejtek és sejtcsoportok szamanak. Az 0OsszesitéieteSumArea): a barna objektumok
terlileteinek 6sszege (pixelek szama), mely megdggelaarna componenssel. Az §sszesitett
kerllet (SumPerimeter): a barna objektumok keriilete 6sszege. Az 6sszesitett vazhossz
(SumSkeleton): a barna objektumok vazhosszainake@ss A vazhossz egy alakzatba
illeszthet valamennyi az alakzat korvonalaihoz beilllrilleszked legnagyobb kor
koézéppontjainak 6sszege. Az alakzatba illes#tkét akkor a legnagyobb, ha nem fedhlet
teliesen egy masik az alakzatba illeszkédrref’. Tovabbi paraméter a sulyozott keriilet
(wPerimeter): ahol a sulyozas az objektum vazalhooz6 keresztézések és végpontok
szaméaval torténik. Ez alapjan minél komplexebb kgldzat, annak nagyobb a sulyozott
kerllet, habar az 6sszesitett kertilet nem valteady csokken az egymassal egyre nagyobb
feluleten érintked objektumok miaff,

Az Osszesitett ertékek mellett kiemeltik a legnagyértékeket, meghatarozva ezzel
azokat a csempéket vagy metszeteket, ahol az impaithpsejtek a legnagyobb 6sszeftigg
hal6zatokat, azaz a legnagyobb objektumokat alkoftéinden csempén, illetve az egyes

metszeteken is meghataroztuk a Top50 paramétaigiketint Top50Area, TopS50Perimeter,
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Top50Skeleton. Ahhoz, hogy a barna objektumok méaek és komplexitasanak
értékelésekor a minta cellularitasat is figyelervegyiik, a paramétereket normalizaltuk a
hasznos terulettel (/ROI).

Osszességében 13 paramétert definialtunk, melykévatkedk voltak: SumArea,
SumPerimeter, SumSkeleton, Number of objects, SeaROI, SumPerimeter/ROI,
SumSkeleton/ROI, Number of objects/ROI, Top50Aréap50Perimeter, Top50Skeleton,

Number of objects/Bc, wPerimeter/ROI.

Név Definicio

ROI A csontvebi parenchyma dsszterllete, zsir- és acsontszdatelével.
SumArea A PDGFRp pozitiv, barna objektumok 6sszterlete,

NUM A PDGFRp pozitiv, barna objektumok szadma.

MaxPerimeter A legnagyobb PDGFR pozitiv, barna objektum kertilete.

SumPerimeter A PDGFRp pozitiv, barna objektumok kerilleteinek 6sszege.

wPerimeter A kerulet sulyozéas a kereszéetesek és a végpontok szamaval.
SumsSkeleton A PDGFRp pozitiv, barna objektumok vazainak dsszege.
Top50Area A metszeten belll az 50 legnagyobb barna objekéuidtének dsszege.

Top50Perimeter | A metszeten belil az 50 legnagyobb barna objekierillétének dsszege.

Top50Skeleton A metszeten belll az 50 legnagyobb barna objektmanak dsszege.

/ROI Minden paramétert a hasznos terulettel normalizélwvazsgéaltunk.

10. tabldzat. A PDGFR} immunpozitivitas mértékének leirdsara szolgdlo, djitélis
képanalizis soran nyert paraméterek definicioi.

A statisztikai feldolgozast kouétn a kie§ ertekek eltavolitasara is sor kerult, mely
utan megismételtik a statisztikai feldolgozast.1437 csempe 2,5%-a tartalmazott egy vagy
tobb kie$ eértéket. A kie§ értékek leginkabb olyan csempéken fordulta, ehol kis
szamban voltak jelen elszortan PD@Hpozitiv sejtek a mintdban, azonban a metszésasikb
kerllt egy nagyobb ér atmetszete, amely advenditisitege kiugréan nagymeéiiebarna

objektum forméjaban jelent meg. A statisztikai tdggbzas nem mutatott kilonbséget a &ies
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értékek eltavolitasa utan. Bar a Kiestékek eltavolitas nem befolydsolta az eredméstyek
a lépés

mégis javasolt enyhe stroma aktivaciot mutato &setezehasonlitasa kapcsan.

6.6 A PDGFR expresszio mértékét tukrénumerikus paraméterek és az

MF gradus kapcsolata

6.6.1 A PDGFR expresszio azonositasanak validalasa

A digitalizalt metszetekdd készllt, egységes mérettel rendetkezsempéken a
PDGFR3 expresszié a barna komponensnek (Bc), az immutinegaképs alloméany a lila
komponensnek (Vc), mig a teljes vérképallomany a hasznos teriltnek (ROI=Bc+Vc)
felelnek meg. Ezen komponensen definialadsaval éeszd3 paraméter meghatarozasara
keriilt sor, melyeket az MF gradussal és a PDERRore-ral valé 0Osszefliggésikben
vizsgaltuk 42 crista biopszias mintan. A 13 paraari®t nyolc e6s korrelaciét mutatott mind
az MF gradussal (>0,75), mind pedig a PD@BFore-ral (>0,75). A tovabbiakban ezen
nyolc paraméter részletes vizsgalatara kertltkbrt@blazat).

A mddszer kidolgozasdhoz hasznalt 42 crista bidgsziintan tul az elfogadott beéllitasokkal
méréseinket és szamitasainkat 37 tovabbi cristpshids mintan ismételtik meg validalas
céljabdl. A kivalasztott nyolc paraméter tovablgazignifikdns korrelaciét mutatott mind az
MF gradussal (Spearman r: 0,72-0,81), mind pedRP&FR3 score-ral (Spearman r: 0,70-

0,85).
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Korrelacié, MF gradus Korrelacié, PDGFRp score
Paraméter 11.
Spearman-R | P-erték Spearman-R | P-erték tab
PDGFR score 0,8578 < 0,0001 - - laz
MF gradus - - 0,8578 < 0,0001 a;.
SumAreaROl 0,7956 < 0,0001 0,8669 < 0,0001 PD
Num /Bc -0,7893 < 0,0001 -0,7594 <0,0001 ?{E
Sum Perimeter/ROI | 0,7886 < 0,0001 0,8702 < 0,0001 exp
wPerimeter/ROI 0,8233 < 0,0001 0,8473 < 0,0001 rSeZSI
Sum Skeleton/ROI 0,7878 < 0,0001 0,865 < 0,0001 (?
Top 50 Area 0,8093 <0,0001 0,7626 <0,0001 rr?g
Top 50 Perimeter 0,8237 <0,0001 0,7898 <0,0001 t‘lfjékt
Top 50 Skeleton 0,8279 <0,0001 0,7860 <0,0001 6z
0

telles metszetre vonatkozd numerikus paraméterek keoelacioja a mikroszkopiaval
meghatarozott, szemi-kvantitativ gradus értékekke(n=42).

6.6.2 A digitalis képfeldolgozason alapuld, PD@FXpressziohoz kapcsolddd paraméterek

és az MF gradus kapcsolata

Az MF gradussal valo kapcsolat megitéléshez széinpioaméterek a teljes metszetre
vonatkoznak. A kilénbd@z MF gradussal jar0 esetekben a paraméterek §slekitionbséget
mutattak. Az MF-0 gradussal rendelkezsetekben nem volt szignifikans kilonbség egyetlen
paraméter tekintetében sem az MF-0 kontroll és az-OMpathologias esetek kozott.
Ugyanakkor MF-0 és MF-3 k6zott fokozatos emelkedss lathatd az értékekben a Num/Bc
kivételével, amely csokkenést mutatott. Az MF-0 MB-1 esetek kozott mind a nyolc
kivalasztott paraméter szignifikans kilonbséget atuit (a p-érték 0,012 és 0,047 kozott

valtozott).
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20. 4bra. A PDGFRp expressz0 meértéket tukroz 6, digitalis képfeldolgozason alapulc
teljes metszetre vonatkoz6 paraméterekilonb6zé MF gradussal jaré esetekbe (n=42).
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Az MF-0 és MF-2 valamint az MF-0 és MF-3 alcsopkrkézott szintén szignifikans
kulénbség volt azonosithatd, valamennyi paramétetében a p-érték <0,0001 volt. Szintén
mind a nyolc paraméter szignifikans kilonbségetejtlaz enyhe (MF-1) és kdzepes foku
(MF-2) fibrosis kozott (Top50Skeleton P=0,0012; %0perimeter P=0,0011; Top50Area
P=0,0015; SumSkeleton/ROI P=0,0006; SumPerimetdr/RE0,0001; wPerimeter/ROI
P=0.0149; SumArea/ROI P<0.0001; Num/Bc P<0,0001k62epes (MF-2) és a sulyos (MF-

3) foku rostszaporulat kozott ugyanakkor egyik pafter esetében sem volt lathatd

szignifikans kilonbség, a p-érték 0,2914 és 0,99 H6tt mozgott (20. abra).
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21. &bra. A PDGFRB pozitiv sejtek mennyiségét és eloszlasat tuk@zSumArea/ROI és
SumPerimeter/ROI paraméterek megbizhatdésaga a kilddzé MF gradussal jaro esetek
elkulonitésében MF: myelofibrosis, ROI: region of interest, AUC:earunder curve.
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6.6.3 A digitalis képanalizis hasznalata kdvetésesek vizsgalatdban

A numerikus paraméterek alkalmazasaval magas spEsbal és szenzitivitassal
kuldnithetk el a fibrosis nélkili (MF-0) és a fibrosissal detkes esetek (MF 1-3) ROC-
analizis sordn. A pozitiv sejtek mennyiségét tikr& i mArea/ROI esetén az AUC (area
under curve) 0,9261 volt, mig az immunpozitiv dejédtal alkotott haldézat komplexitasat
tikrozo SumPerimeter/ROI esetében ez az értek 0,9063-dékodt. Az eltérés nélkili,
illetve enyhe rostszaporulatot mutaté eseteket memikus paraméterek szintén nagy
biztonsaggal kilonitik el a kbzepes- és sulyosofilmsal jaré esetedt A SumArea/ROI
esetén az AUC érték 0,9662, mig a SumPerimeter/&s@tén 0,8923 volt. A modszer
megbizhatésaga jeldisten csokken az MF-3 gradussal jar6 esetek elkékmitsetén. A
SumArea/ROI-hoz tartoz6 AUC 0,8281, mig a SumPdemirOl esetén ez az érték 0,8021
volt (21. &bra).

A mikroszképpal meghatérozott MF gradus egy szerankitativ érték, amely az
egész crista biopszias minta attekintését kimreegyetlen diszkontinous szadmértékben fejezi
ki az elvaltozas mértékét. A mikroszkopos értékal@san a mintdban latott legjelleéirb
terllet alapjan torténik ezen érték meghatarozaganban a mintan belll igen nagy
heterogenitas figyelhét meg. A rostszaporulat altalaban kifejezettebb egakaryocyta
clusterek és erek kdrnyezetében. A rostszaporak az MF gradus mellett a stroma sejt
szaporulat, azaz a PDGBRscore is hasonld heterogenitdst mutat. Ez a tgsai@ds jol
érzékelhet a PDGFR immunhisztokémiai vizsgélat digitalis képanalizéeean. Ezt mutatja
a 22. abra, melyen a 42 crista biopszids mintabéinsazd 1437 csempe értékeit abrazoljuk
egyetlen diagramon, kiemelve az egyes MF gradusotdrtozo eseteket (MFO-3).

Az itt bemutatott paraméterek a SumArea/ROI és @508rea, melyek kozul

mindkettt a csempében detektalhatdé barna objektumok teréleténatkozik. Hasonld
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eloszlas volna lathaté a kerlletre, illetve a v&saca vonatkoz6 paraméterek abrazo
eseténlLathatd, hogy az egs csempékhez tartozd szamitott értét@yamatos emelkedé
mutatnak. Medfigyelhét hogy az egyes MF gradussal ellatott crista bidgssmintakho:
tartoz6 csempék atfédertékeket mutatnak. igy példaul a mikroszképoékétes soran V-0

alcsoportba sorolt esetekhez tartozé csempék kévannak olyanok, melyekben jelésebb

100000 100000 |
g 10000 8 10000 |
< 1000 Q€ 1000
§. 100 MFO, 1, 2,3 i 100 MFO, 1, 2,3
P 10 S 10
+MFO +MF1
1 ! 1!
0 0,5 1 0 0,5 1
SumArea/ROI SumArea/ROI

100000

100000 |

g 10000 | ﬁ* g 10000 *m:*
< 1000 < 1000 %:
% 100 MFO, 1, 2, 3 %_ 100 MFO, 1, 2,3

i o
= 10 +MF2 = 10 +MF3

11! 11!
0 0,5 1 0 0,5 1
SumArea/ROI SumArea/ROI

PDGFRB pozitivitas azonosithatd, és a sulyos fibrosissal jar6 ldsete(MF-3) is lathatok
olyancsempeék, melyekben kevésbé kifejezett a stromadatkdit jelz értek.

22. abra. A PDGFRp expresszot mutatd sejtcsoportok teruletét tikrozé, digitalis
képfeldolgozason alapulégegyes csempéki vonatkozé paraméterekeloszlasa kiemelve
kulonb6zé MF gradussal jaré eseteke (n=42).A 42 esethez 6sszesen 1437 képrészlet,
csempe tartozikMF: myelofibiosis, ROI: region of interest.

A mikroszkopos értékelés soran nem lehetségesheterogenitas eérzékeltetése, ic
szemikvantitativ gradus rendszer a kovetéses vizsgalalghnzése soran korlatokk
rendelkezik. A kovetéses esetek objektiv tanulmaésara négy paraméter ker
kivalasztasrgSumArea/ROI; Number (objects/B¢ Top50 Area; SumPerimeter/R(. A 23.
abra szemlélteti kovetéses crista biopszias mintak digit képanalizisen alapu

0sszehasonlito elemzéseét. Azéetsetber(baloldal) PMF vt megallapithatd, és a diagné
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idépontjdban a rostszaporulatot jelklF gradus 0 volt, mig a stroma sejtes komponerks

aktivaciojat jeld PDGFR3 score 1 volt. A 12 6nappal késbb elvégzett kdvetéses cris
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biopszias mintdban az MF gradus mar 2 \mig a PDGFR score is emelkedelés szintén

elérte a kettes scote-A két minta kdzott a fentebb felsorolt paramékemindegyikébel

szignifikans kulonbségqutatkozott, a -érték valamennyi esetben <0,0001 \(23. abra, bal

oldal).
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23. dbra. A PDGFRp expressz0 mértekét tikrozé, egyes metszet részletek vonatkozo
paraméterek valtozasa két kbvetéses mintabar A bal oldali esetben a PDGBRscore -
rél 2-re emelkedett, valamennyi paraméter szignifikarérikiséget jelzett a két minta kdz
A két minta minimalis atfedést mutat. A jobb oldasetben a PDGFp score 2-6l 3-ra
emelkedett, bar a két minta kozoétt atfedés lathaslamennyi paraméter szignifika
kulonbséget mutatott.

A masodik szemléltetett esetben szinPMF diagnézis sziletethhol az MF gradus
és a PDGFR score is 2 voltA négy évvel késbb vettcrista biopszias mintdban mind a
érték emelkedett, éelérte a harmas gradust.orabban lathaté volt, hogy tébb e
0sszehasonlitdsa esetén a digitalis képfeldolgsaé szantott paraméterekben nem v
kuldnbség a kdzepes (MB-és sulyos (M-3) fibrosist mutatdé esetek kozoétt, valamint a
lathatd, hogy jelen esetben is nagy atfedést makatnheterogén megjelefiémintak. Az
0sszes csempén kiszamitott értéket feldolgdatisztikai elemzés ugyanakkor szignifiké
kilonbséget jelez a két mintazott, a p-érték <0,0001 volt (23. Abra).

A PDGFR3 expressat tikroz paraméterek bélyegképeken abrazolhatok, ahc-
egy képkocka egggy metszet részletnek, azaz csempénell meg. A bélyegképeken
egyes paraméterekhez tartozo értékeket einskéla alapjan abrazoljuk. /4. 4bra a fentebb

részletezett esetet mutatja be . abra bal oldal), ahol a PDGHRexpress:0 PDGFRB-1

score-rol PDGFR score 2re emelkedett
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24. abra. A PDGFRB expresszié mertekét tiukros, digitalis képfeldolgozason alapulo,
egyes metszet részletekre vonatkozo paraméterek d@molasa bélyegkép formajaban egy
kovetéses mintabanA 24. abra els felében bemutatott eset 1. (f&lsor) és 2. (alsé sor)
biopszias mintai lathaték bélyegkép formajadban. élyégképek a crista biopszias mintak
heterogenitasara hivjak fel a figyelmet.

7 MEGBESZELES

Myelofibrosis soran stroma aktivacié figyelbenheg a csontvében, amely reticulin
és kollagén rostszaporulathoz vezet, melyhez nélgsmiben csontijdonké&jes, azaz
osteosclerosis is tarsulhat. A reticulin szapoatlaéverzibilis, mig a kollagén szaporulatot
irreverzibilis elvaltozasnak tartjak. A kifejezetbstszaporulat soran a normal vérképzés
hattérbe szorul, a periféridn cytopenia alakulMyelofibrosis, azaz rostszaporulat szamos
betegségben létrejohet, melyek legnagyobb részehemhkatolégiai korkép®’. Bar szamos
esetben kimutathatdé a rostozat mennyiségének edés&e a klinikai vizsgalatok alapjan a
kérlefolyas szempontjab6l a myeloproliferativ nexgihikban, illetve myelodysplasias
szindrbmaban van jelefgége.

Primer myelofibrosisban klinikai vizsgalatok bizdtottdk a rostszaporulat negativ
prognosztikai hatasat® a jelenlegi is folyé klinikai tanulméanyokban marerepel a
rostszaporulat mértékének szemi-kvantitativ megbaésa a diagndzis dgontjdban, illetve
a kezelés eredményességének tesztelésekor. Prigeofilbrosis esetében anti-fibrotikus
terapiaként jelenleg aissejt atliltetés hasznalatos, illetve Gjabb terdeldstiséget jelent a
JAK-2 gatlé kezelés hasznalata, melynek indikacidj&tzepes illetve magas kockazatu
primer myelofibrosis, illetve poszt-polycythemiaraeés poszt-essentialis thrombocythemia
myelofibrosig®®®"°

Myelodysplasias szindrémaban szintén bizonyitottékllyos rostszaporulat negativ
prognosztikai szerepét, azonban a rostszaporuldékédek szemi-kvantitativ meghatarozasa
jelenleg nem része a prognozisbéqsiotokolloknak. Az MDS-F, a fibrosissal tarsuld 8D

jelenleg nem része a 2008-as WHO klasszifikaciceait’.
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A rostszaporulat kérlefolyasra gyakorolt szerepémzsgalatahoz, illetve az anti-
fibrotikus kezelések eredményességének tesztelésélzélkség volt a rostszaporulat
kimutatasdnak egységesitésére. A myelofibrosis tetasara hasznélt ,gold standard” eljaras
jelenleg a reticulin festés, vagy mas néven Gorddei-ezist impregnacié, amely mind a
reticulin, mind pedig a kollagén szaporulat feldgigsére alkalmas. A rostozat mennyiségi
meghatarozasa pedig egy szemi-kvantitativ gradodseer segitségével torténik, melyet
2005-ben egy eurbpai konszenzus konferencian fagaét. A gradus rendszer négy
fokozattal rendelkezik, amely 0 és 3 kozott terjedészséges egyénekben leginkabb MF-0
jellemzs, azonban olykor MF-1 is &ordulhat.

A reticulin festés, és a MF-gradus ol jelzik aomwebben taladlhatdé rostozat
mennyiségét, azonban nem adnak informéciét a straktisacié sejtes komponenékra
rosttermed sejtek mennyiségél Szamos fibrotikus kérképben agy, mint primermahalis
fibrosisban, sclerodermaban, nephrosclerosisban, améhosisban bizonyitottak mar a
rosttermelésért felés mesenchymalis sejtek prolfieraciojat a koros ettien, valamint
lefrtak bizonyos ndvekedési faktorok szerdépgren ndvekedési faktorok koziil kiemelérad
TGF, valamint a PDGF AA és PDGF BB novekedési faktdrdk

A PDGF ligandok receptorja a PDGFR, melynek képata ismert, a PDGFRés
PDGFR3. Ezen receptor altipusok kulonbanesenchymalis sejteken expresszalédnak,
illetve az embryogenesis, organogenesis, valamikifegl6dott szervezetben gyulladasos
citokinek hataséra egyes sejtek PDGFR profiljaavéht a PDGFR expresszio mértéke
valtozhat. A PDGF ligandok dimer formaban vannaérjeés receptorukhoz val6é Kdeésik a
receptor dimerizaciéjat, valamint auto-foszforit§ét eredményez™* A PDGF receptorok a
tirozin-kinaz receptor csalddba tartoznak, igywatétsuk tirozin kinaz géatlokkal blokkolhato.

A PDGFR-ok fibrotikus korképekben betdltott szenepk ismerete a tirozin kinaz

gatlék fibrotikus koérképekben valé teszteléséhezetatt. Szamosin vitro Kkisérlet
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alatamasztotta, a tirozin kindz inhibitorok praiifei6t gatlé hatasat fibroblastokian
Allatmodelleken a tirozin kinaz gatlok korlefolyasgyakorolt pozitiv hatasat irtak le tid
fibrosisban, m4j cirrhosisban, nephrosclerosidbanazonban klinikai tanulméanyok egyes
ellentmondasosak, vagy még nem készliltek el.

Myelofibrosisban is ismeretes a ndvekedési fakioeomelésének fokozdd&88* "3
azonban a stroma sejtek szaporulatanak kimutatégzataig nem kerilt sor. A tirozin-kinaz
receptorok gatlasa myelofibrosis kezelésében ispeggncialis terapias célpont, azonban ezt
csupén kozvetett eredmények tamogatjak. Imatinitdeeielt kronikus myeloid leukemias
esetekben csokkent a fibrosis mértéke.

A doktori munka egyik célkiizése az volt, hogy megvizsgaljuk a normal és fibust
csontvebi stroma sejtek PDGFRRés PDGFR expresszidjat, illetve meghatarozzuk a PDGFR
segitségével kimutathatd stroma sejtek szamad@stszaporulat mértéke kozotti korrelaciot.

A normdl csontvéli mintdkban a stroma sejteken a PD@R®S PDGFIR expresszio
az alabbiak szerint alakult. PDGé&Rxpresszié az endothel sejteken, az endostetdigen,
illetve az interstitialis fibroblastokon elszértalt megfigyelhet. PDGFRB expresszio a
pericapillaris és perisinusoidalis pericytdkon, agyobb erek adventitialis rétegében, az
endostealis rétegben illetve az interstitialisdlidastokon volt kimutathatd. A zsirsejtek nem
mutattak PDGFR expressziét, az endostealis réterexpresszié volt jelen. Korabban mar
tdbb tanulmanyban lefrtdk a hemopoieticus mikrofkéret felépités&t'® Az Aaltalunk
meghatarozott PDGFR expresszio részleges atfedéat az osteoblastos és vascularis nich-
sel, hiszen az endostealis rétegben mindkét algggs@resszidja, mig a perivascularis
areaban PDGHRexpresszi6 volt azonosithato.

A fibrosissal jaré mintak vizsgalata soran a PDGeEkpresszidé fokozdédasa volt
megfigyelhed, egyes esetekben a PDGFRxpresszid is emelkedett, azonban ez csupan

részleges volt, és nem volt minden esetben azdrabd§itA PDGFIR expresszio azonban
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valamennyi fibrosissal jar60 esetben fokozott va@@MA és CD34 ellenes antitestekkel
kiegészitett ketis-immunhisztokémiai vizsgalatok alapjan nem lehetazonositani
myofibroblast képé&dést a fibrotikus mintakban. Bar egyes esetekbegfigyelhet volt
érszaporulat, a PDGPBRexpresszio jeletisen meghaladta a CD34 expresszio mértékeét, azaz
a fokozott PDGFR expresszid nem volt magyarazhaté érszaporulatala fibroblastok
szaporulatahoz volt kéthiet Korabbi tanulmanyok igazoltdk az emelkedett se®DGF
szintet myelofibrosisb&f azonban a PDGFR expressziét mutatd stromasejeinyiségi
meghatarozasara ezidaig nem kerilt sor crista bi@psnintakban. Ismert, hogy szamos, a
csontvedt érint elvaltozas tarsulhat rostszaporulditabnulmanyunkban igazoltuk, hogy
ezen elvaltozasokban a stroma sejtes komponensé&tieécioja is kimutathato.

Ahhoz, hogy a rosttermefibroblastok mennyiségét tikri@ PDGFR3 expresszio, €s a
felszaporodott rostozat mennyiségét tukrddF gradus kozotti 6sszefliggést pontosabban
megvizsgaljuk, létrehoztunk egy, az MF gradus nut&ovet, négy-fokozatl, szemi-
kvantitativ gradus rendszert, a PDGF#ore-t, mely értékei 0 és 3 k6zo6tt mozogtak.

60 eset alapjan & korrelacié volt megfigyelhétaz MF gradus és a PDGBRcore
kozott (Spearman r = 0,83). A stroma rosttartaltii&it6zs MF grddus és a stroma sejtes
komponensét tikrézPDGFRB score kdzotti szoros dsszefliggést, melyet munkacsok
irt le el$ként alatamasztja a PDGF myelofibrosisban betddidtepét.

A PDGFRB score, az MF gradushoz hasonléan, normél csdtwehtaban mutathat
enyhe emelkedést (PDGBR), azonban ezt az értéket egyetlen esetben séadthaneg.
Vizsgalatunkban nem volt olyan eset, amelyben #&szaporulat a stroma sejtek szamanak
emelkedése nélkil jelent volna meg. A pathologseteket tartalmazo6 csoportban (n=47) 21
esetben a PDGHRscore magasabbnak bizonyult az MF gradusnal.

Mivel a stroma sejtes proliferacié hypothesistuné&pgn megédizi a rosttermelés

beindulaséat, a doktori munka soran megvizsgaltulPGFR expresszié myelofibrosis
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progresszidra vonatkozo prediktiv értékét myeldfedtiv neoplasidkban, ahol a
rostszaporulat megjelenése bizonyitottan progrikeztszereppel bir, igy annak korai
kimutatasa terapias szempontbdl is fontos leheeénHretegcsoportban étorban az IPSS
hasznalatos a progndzis meghatarozasara, bar ismeartutaciok és a rostszaporulat
prognosztikai szerepe?{s®® A stroma sejtes komponensét tikitRDGFRB score egy Ui
prognosztikai marker lehet, amely a MF progresszgyakorolt hatdsat vizsgaltuk.

Vizsgélataink soran 84 myeloproliferativ neoplasia szenveilbetegél 6sszesen 193
kovetéses csontuelbiopszidas minta retrospektiv kiértékelésére kesalt Minden esetben
megtortént a rostszaporulat mértékét geldF gradus, illetve a sejtes aktivaciot jelz
PDGFR3 score meghatarozasa. A két érték egymashoz vstdnya a kdvetkézlehetett: A
PDGFR3 score az MF grddushoz viszonyitva magasabb, algabb, vagy azzal megegyez
értéket mutathatott. A myelofibrosis lefolydsa spentjabdl pedig két kimenet volt
elképzelhei: MF progresszid, mely esetén az MF gradus a kiasillértékhez viszonyitva
emelkedett, valamint nem progredialé esetek, medyén az MF gradus a kiindulasi értékhez
viszonyitva csokkent, vagy véltozatlan maradt.

A megadott paraméterek alapjan elmondhatd, hogyM&z gradusnal magasabb
PDGFR3 score-t mutaté esetekben a myelofibrosis progr@ssalosziisége nem tért el
szignifikansan az egyéb alcsoportoktol. A rovid &idsi idvel rendelked, illetve a pre-
fibroticus esetek vizsgalata hasonlo eredményt tottita

Az MF graddusnal magasabb PDQFRBcore a myelofibrosis progresszigjat alacsony
szenzitivitdssal és specificitassal hatarozta nzefisazes esetet vizsgélva. A szenzitivitas mar
magasabbnak bizonyult (82%) akkor, amikor a rovivekési idvel rendelke# esetekre
fokuszaltunk. A legmagasabb szenzitivitas (90%)spscificitas (75%) a pre-fibrotikus

esetekkel jaro alcsoportban volt megfigyethet
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Osszességében elmondhato, a pre-fibrotikus, enytsgilgos fibrosist mutaté esetek
egylttes vizsgalatakor az emelkedett PD@GFBXpresszido prediktiv értéke nem volt
megebsithet. A betegség kezdeti szakaszat képpee-fibrotikus esetekben ugyanakkor az
emlitett prediktiv szerep lelistege tovabbra is fennall, igy a tovabbiakban eetegesoport
részletes vizsgalata valik szikségessé.

Mind a rostszaporulatot tikr6zMF gradus, mind pedig a stroma aktivacio sejtes
komponensét jetz PDGFR3 score, szubjektiv vizsgalaton alapuld, szemi-kitaiin
rendszerek, melyek négy, hatarozott értéket vekefeke Ismeretes ugyanakkor, hogy a
stroma aktivacié a csontédden nem egyenletes, hanem heterogén megjelenést. rdut
mikroszkopos kiértékelés sordn a legjellegzetesediilet alapjan toérténik a minta
kiértékelése. Ezen mbdszerek alkalmasak a myetsiibrmértékének durva megitéléshez,
azonban az Gjabb anti-fibrotikus terdpiak eredmgsggének megitéléséhez szikség lehet
objektiv, és pontosabb vizsgadlomddszerekre. A doktanka soran kidolgozasra kertilt egy
digitalis képfeldolgozason alapulé algoritmus, areelstroma aktivacio objektiv megitélését,
és igy kulonbo& mintak finom Osszevetését teszi ldélvét A digitdlis képanalizis
kidolgozasat a stroma aktivaciot jeIPDGFRB expresszido immunhisztokémiai vizsgalata
tette lehetvé. A reticulin festéshez képest, az immunhisztakénizsgalaton alapuld festés
hasonl6 szinreakciot eredményez, igy annak elemezésindard beallitasok hasznalhatdk. A
stroma aktivacié sejtes komponensének ilyen jélieigsgalatara korabban nem kertlt sor.
Bar a digitalis képanalizis egyre nagyobb teretr rydnisztopatoldgia tertiletén, a komplex
felépités crista biopszias mintak elemzése egyedi feldolgoigényel, melyet szintén
elssként dolgoztunk ki.

A digitalis képfeldolgozason alapulé algoritmus DA®Bomogeén reakciot hasznalo
immunhisztokémiai maddszerrel jelolt crista biopsziaintak feldolgozaséara alkalmas. Az

eljards soran leh&tég van az immunpozitiv, az immunnegativ, valaraintezek dsszegét
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képed hasznos tertlet (ROI) azonositasara. Az eljarénsautomatikus kizarasra kertilnek a
zsirsejtek, a véralvadék, a csontgerenddk, illeverista biopszias mintdkban gyakran
eléforduld izom-és kdtszovetes elemek.

Az immunpozitiv (Bc) és immunnegativ (Vc), valamiat hasznos tertlet (ROI)
azonositadsat koueen osszesen 13 paramétert definidltunk, melyek \etkézk voltak:
SumArea, SumPerimeter, SumSkeleton, Number of thjec SumArea/ROI,
SumPerimeter/ROI, SumSkeleton/ROI, Number of obj&DI, Top50Area, Top50Perimeter,
Top50Skeleton, Number of objects/Bc, wPerimeter/ROI

A fentebb felsorolt 13 paramétéilB ers korrelaciot (r>0,75) mutatott mind az MF
gradussal, mind pedig a PDGFRcore-ral. Az dis korrelacio alapjan tovabb vizsgalt nyolc
paraméter a kovetkéz volt: SumArea/ROIl, SumPerimeter/ROI, SumSkelet@i/R
Top50Area, Top50Perimeter, Top50Skeleton, Numbebgcts/Bc, wPerimeter/ROI.

A jelzett paraméterek kozll valamennyi szignifikdkdglonbséget jelzett a nem-
fibrotikus (MF-0) valamint az enyhe (MF-1), kdzep@dF-2) és sulyos (MF-3) fibrosist
mutaté esetek kozott. Szintén szignifikdns kulogbseélt lathatd az enyhe és kbdzepes
fibrosist mutatdé esetek kozott. Azonban a kdézemesudyos fibrosist mutatd esetek kozott
nem volt szignifikans kilénbség, melyre magyaréazaghat az, hogy az MF-2 gradust
mutatd esetek egy részében a stroma aktivaciéssefi@ponensét tikr6zPDGFRB score
elérte a legmagasabb szintet. ROC-analizis haserddményt mutatott a kilonb®aMF
gradussal jar6 esetek elkulonitésében.

A felsorolt paraméterek kozil a skeleton és a kefihsonléan valtoznak a kilonboz
mértéki stroma aktivacio soran, koztik statisztikailagesikilonbség, igy nincs sziikség a
két paraméter egylttes haszndlatara. Figyelembe ext az eredményt, a PDGFR
expresszio, illetve a hasonlé mintazatot mutaté umfestések (pl. tenascin) digitélis

képfeldolgozason alapulo kiértékelésére 5 parankétmbinacidjanak hasznalata javasolhato,
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melyek a kovetkek: SumArea/ROI, SumPerimeter/ROIl, Top50Area, TopsbReter,
Number of objects/Bc.

A PDGFR3 expressziot tukrdy objektiv paraméterek jol jelzik a crista biopszias
mintakban megfigyelhét heterogenitast, melyre a szemi-kvantitativ modszerem adnak
lehetiséget. A modszer &igényes, azonban hasznéalataval |éhéetvalik a kdvetéses crista
biopszias mintadk objektiv 6sszehasonlitasa olyatatésokban, melyek példaul az anti-

fibrotikus terapiak hatékonysagat vizsgalja.
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8 UJ MEGALLAPITASOK

Osszefoglalasképpen a doktori munka eredmények&nalabbi (j megallapitasok
voltak megfogalmazhatok:

1. A csontvebi stroma sejtek normal korilmények kozott dténintazattal mutatnak
PDGFRr és PDGFR expressziot, melyek dlsorban az erekhez és a
csontgerendakhoz asszocialtan jelennek meg.

2. Csontvebi rostszaporulattal jaré korképekben fokozott PDBERpresszio figyelhét
meg.

3. Az aktivalt stromasejtek szamat tuké6PDGFR3 score rendszer szoros korreléciot
mutat a rostszaporulat mértékeét tikroz MF gradussal

4. A fokozott PDGFR expresszid MF progresszidra gyakorolt potenciglisdiktiv
szerepe volt megallapithatd pre-fibrotikus, myeddifgrativ neoplasiak esetén, ennek
bizonyitasahoz tovabbi mintak vizsgalata sztikséges.

5. Az altalunk kifejlesztett, digitalis képfeldolgozas alapulé algoritmus nagy
specificitassal képes a vérképallomany és az immunpozitiv areak automatizalt
azonositasara.

6. A digitélis képfeldolgozason alapulo, a PDGFepressziot mutaté stromasejtek altal
alkotott halézat meéretét és komplexitasat turgzaraméterek és korreléciot
mutatnak a mikroszkopos maodszerrel meghatarozothdugr értékekkel és

megbizhatdéan alkalmazhatok kovetéses mintak ossaeli@ elemzésére.
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9 OSSZEFOGLALAS

A csontvebi stroma aktivaciojat jelz reticulin- illetve kollagén szaporulat, azaz
myelofibrosis szamos onkohematoldgiai korképbeéfoeaiulhat, valamint megjelenhet szolid
tumor csontvdli infiltracioja soran is. A myelofibrosis jelenléték myeloproliferativ
neoplasiak — ezen belll is primer myelofibrosidletue myelodysplasias szindroma esetén
prognosztikai szerepe van. Korabbi tanulmanyokisaieretes, hogy a rostszaporulatért
felelos stroma sejtek proliferaciojaban jeléniszerepe van a vérlemezke erédgivekedési
faktornak (PDGF). A PDGF receptor fokozott expregar tobb fibrotikus korképben leirtak,
es ezen korképekben a tirozin-kindz gatlo terapi&apcsolatos kisérletek is elkéiztiek.
Myelofibrosis esetében a PDGFR expresszié megjs¢éeném tisztazott.

A doktori munka célja volt a PDGFR expressziosfijgmak meghatarozasa normal
csontvebi allomanyban, valamint a PDGFR expresszio és alofigeosis (MF) gradus
kozotti kapcsolat vizsgalata. Tovabbi cél volt &dpott PDGFR expresszio prediktiv
ertékének meghatarozasa MF progresszié szempohtf@banulmany utolso lépésében egy,
a stroma aktivacio mertékét és megoszlasat obgakialz) modszer kidolgozasara kerdlt sor.

A doktori munka sordn a PDGERés [ alegység eltér expresszios profiljat
hataroztuk meg, és szoros 6sszefliggest talaltuRKL@FR3 expresszié és az MF gradus
kozott. Vizsgalataink alapjan a pre-fibrotikus e&éen prediktiv értéke lehet az emelkedett
PDGFR3 expresszionak myeloproliferativ kérképekben, azonkennek alatamasztasara
tovabbi vizsgalatok szikségesek. A PD@FRimunhisztokémiai vizsgalattal feldolgozott
crista biopszias mintadk digitalizalasat kdext egy olyan képanalizisen alapuld modszer
kifejlesztéseére kertlt sor, amely képes automatikdslon, nagy specificitassal a vérképz

allomany, illetve az immunpozitiv tertletek felisrégére, illetve azok objektiv elemzésére.
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Osszefoglalasként elmondhatjuk, hogy a PD@FRpresszié immunhisztokémiai

vizsgalata a csontuélstroma aktivacio sejtes komponensének megbizhat&ere.

10 SUMMARY

Reticulin and collagen accumulation, directing tmmal activation, can occur in different
oncohematological conditions and even in solid tumetastasis in the bone marrow. The
occurrence of myelofibrosis (MF) has prognostic atipin myeloproliferative neoplasias —
first of all in primary myelofibrosis — and in myelysplastic syndrome. Platelet derived
growth factor (PDGF) produced by megakaryocytesahasajor role in the proliferation of
fiber producing cells. On the other hand, the oxgression of PDGF receptor (PDGFR) can
be seen in several fibrotic disorders. Currentiyne studies focus on the potential therapeutic
role of tyrosine-kinase inhibitors in these altenas.

The aim of the PhD work was to examine the PDGFgRession pattern in the normal bone
marrow and to assess the correlation between tl@HRDexpression and MF grade. Further,
the predictive potential of PDGFR overexpression grogressive myelofibrosis was
evaluated. Finally, an objective image analysishoetwas introduced to detect the amount
and distribution of the cellular component duritigal activation of the bone marrow.

We concluded, that different expression patternth@fPDGFR andf isoforms characterize
the bone marrow stromal cells. A strong correlatetween MF grade and PDGFRcore
could be established. On the basis of our obsengtiPDGFR overexpression may be
predictive for MF progression in pre-fibrotic casakhough further examinations are needed
to prove it. Using digitalized a newly developedftware algorythm we proposed an
automated method, which recognizes hemopoetic bomerow parenchyma and
immunpositive areas with high specificity. This mad reflected significant differences in
stromal activity and demonstrated intraparenchymiaéterogeneity in different
hematopathological conditions of the bone marrawsummary, PDGFRexpression proved
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to be a reliable and useful marker of the cellglamponent during stromal activation in the

bone marrow.
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tarsfinanszirozasaval valosul meg. A kutatas itfuasiraja a TAMOP-4.2.2.A-11/1/KONV-
2012-0045 sz. ,Vaszkularis és kardidlis kutatoha@ltvzAz ér- és a kardiovaszkularis
betegségek patomechanizmusai, diagnosztikai, faolbgiai befolyasolhatésaguk az

alapkutatas szintjén” ciiirpalyazat altal biztositott forrasbdl valosul meg.
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