Egyetemi doktori (Ph.D) értekezés tézisei

TRANSZFORMALT DERMATOFIBROSARCOMA PROTUBERANS:
KLINIKOPATHOLOGIAI ES MOLEKULARIS PATHOLOGIAI ELEMZES

dr. Szollosi Zoltan

Témavezeto:
Prof. Dr. Nemes Zoltan

Debreceni Egyetem
Orvos- és Egészségtudomanyi Centrum
Pathologiai Intézet
2006.



BEVEZETES, IRODALMI ATTEKINTES

A dermatofibrosarcoma protuberans (DFSP) a fibrohistiocytas
lagyrésztumorok kozé sorolt intermedier malignitasid, dermalis kiindulasu
elvaltozas. Altaldban felndttekben jelentkezik, leginkabb a 20-50 évesek
kozott figyelhetd meg. Megjelenését tekintve leginkabb a térzson, illetve a
proximalis végtagokon alakul ki. A klasszikus szovettani jellemzok
magukban foglaljak a tipikusan monoton, storiform ndévekedési format,
melyet a jellegzetes elnyujtott orsé alaku sejtek épitenek fel. Ugyancsak
jellemz6 vonds a subcutis zsirszovetének |épesmézszer(i infiltratioja.
Immunhisztokémiailag leginkabb a CD34 reaktivitast tartjak jellemzo
markernek.

A DFSP klinikailag lokalisan aggresziv tumor, melyet gyakori
recidivak jellemeznek, azonban metastasisok (1-4%), valamint a tumor
altal okozott haladlozas alacsony. A daganat kiujuldsa az elsddleges sebészi
kezelést kovetben 20-50% kozé tehetd6. A daganat meérete, valamint a
recidiva készség kozott osszefliggést nem talaltak, ugyanakkor a sebészi
eltdvolitds radikalitisa meghatdrozé. Altaldnossdgban szélva a 2 cm
tumormentes szegéllyel rendelkezd, uUgynevezett széles kimetszés a
relapsusok szamat szignifikansan csékkenti.

A DFSP morfoldgiailag nem egységes, szamos ritka varians kerilt
leirdsra. Ezeket fontos ismerni, mert egyéb, magasabb malignitasu
tumorokat képesek utanozni. A legtdbb ilyen szovettani varidns a
klasszikus DFSP-hez hasonldan viselkedik, kezelésében hasonld elvek

érvényesek.



Létezik azonban néhany olyan eset, ahol a DFSP mellett
fibrosarcoma (FS), még ritkdbban malignus fibrosus histiocytoma (MFH)
ismerhetd fel. Az elmult két évtizedben tobben vizsgaltdak az ugynevezett
transzformalt DFSP prognosztikai, illetve klinikopathologiai jellemzodit, a
sarcomatosus transzformacid prognosztikai jelentésége azonban mindmaig
vitatott téma.

Penner 1951-ben ko6zolte az elsd attéteket képz6 DFSP leirasat,
melyben a klasszikus fibrosarcomahoz hasonlatos teriletek s
felismerhet6k voltak. Jéval késébb Ding és munkatarsai magasabb
kitjulasi aranyt észleltek fibrosarcomatosus DFSP-k esetén, azonban a
kezelés részleteit munkdjuk nem taglalja. Hasonld megallapitasokat
kozoltek Mentzel és munkatdrsai, valamint Pizzaro és munkatarsai, de
tanulmanyaikban csupan az esetek kis hanyada részesilt megfelel6 lokalis
kimetszésben, vagy a kezelés mddozatait nem ismertették.

Ellenkez6 megallapitadsra jutott Connely és Trotter, akik a recidiva
hajlamot a kimetszés radikalitdsaval hoztak 6sszefliggésbe. Az egyik nagy
tanulmany Goldblum és munkatarsai vizsgalataban nem taldlt lIényeges
kilonbséget a szokvanyos DFSP és a sarcomatosusan transzformalt DFSP
progndzisaban, amennyiben a sebészi kezelés széles lokalis kimetszés
volt.

Masrészrol, Ujabb cytogenetikai vizsgalatok leirtdk, hogy a DFSP-re
jellemzd a t(17;22)(q22;q13) transzlokaciod kialakulasa, melyet szamfeletti
r(17;22) ring kromoszéma kialakuldsa is kisér. A kromoszomalis

atrendez6dés a kollagén Ial (COLIA1l), valamint a thrombocyta



novekedési faktor B-lanc (PDGFB) génjének fuzidjadhoz vezet. A
génatrendez6dés kapcsdan a PDGFB gén a regulator, exon 2 el6tti
szekvencidit elvesztve a COLIA1 gén szabalyozasa ald keril, mely a
PDGFB novekedési faktor kontrolldlatlan termel6déséhez vezet, ami a
jelen kutatasok szerint a DFSP kialakulasanak dont6 Iépése.

Bonyolult diagnosztikai esetekben a COLIA1-PDGFB fuzids génnek
megfelel6 mMRNS kimutatdsa dont6é lehet. Err6l az irodalomban talalunk
adatokat, so6t a fenti transzlokaciét oridssejtes fibroblastomaban,
fibrosarcomatosusan atalakult DFSP-ben, valamint superficialis felnottkori
fibrosarcomaban is kimutattdk. Semmit sem tudunk azonban a fenti
transzlokacié allapotarédl a malignus fibrosus histiocytoma iranyaban
atalakult DFSP-k esetében.

A real time PCR egyre novekvd szerepet jatszik a klinikai
diagnosztikai munkaban, mert objektiv, gyors, koltséghatékony, és
minimalis mennyiségd anyagon is Kkivitelezhetd. Tovabbi eldnyeként
emlithetd, hogy specifitdsa miatt szikségtelenek a kiilénb6zd PCR reakcid
utani kiegészit6é vizsgalatok. Mivel a real time PCR kis mennyiségli cDNS-t
hasznal az amplifikadcidhoz, jol hasznalhatd a paraffinba agyazott anyagok

vizsgalatanal is.

CELKITUZESEK
1. Vizsgadlni a transzformalt DFSP bioldgiai viselkedését hosszU
utankovetéssel.

2. Leirni a lokalis kezelés hatasat a transzformalt DFSP-k esetén.



3. Kidolgozni a DFSP, illetve a transzformalt DFSP vizsgalatdban
hasznalhato real time PCR vizsgalatot.

4. Malignus fibrosus histiocytoma iranyu atalakuldst mutatd DFSP-k
vizsgalata a pathogenesisben szerepet jatszo t(17;22)(gq22;q13)

transzlokacio iranyaban.

ANYAGOK ES MODSZEREK
Esetek

87 DFSP eset kerilt attekintésre a Debreceni Egyetem Orvos- és
Egészségtudomanyi Centrum Pathologiai Intézet archivumabdl. Minden
esetben paraffinba agyazott, formalin fixalt anyag allt rendelkezésre. Els6
|épésben a hagyomanyos szovettani feldolgozassal elkészitett
hematoxylin-eosin festett metszeteket vizsgdltuk a sarcomatosus
transzformacio jelenléte céljabdl. A kovetkez6 diagnosztikai kritériumokat
hasznaltuk: (1) a klasszikus DFSP jelenléte, (2) a sarcomatosus atalakulads
jelenléte az elvaltozas teriletének minimum 5%-ban. Fibrosarcomatosus
atalakulas jelenlétét akkor fogadtuk el, amikor egy mitotikusan aktiv,
cellularis terilletet taldltunk, ahol a tumorsejtek karakterisztikus
fascicularis elrendezodést mutattak. Malignus fibrosus histiocytoma iranyu
atalakulas jelenlétét akkor tekintettik diagnosztikusnak, amikor
mitotikusan aktiv, sejtdus terlletet taldltunk, ami differencialatlan,
pleiomorph sejtekbdl épult fel. A 87 vizsgalt esetbdl nyolc felelt meg a
fenti kritériumoknak.

Utdbbi esetekben a kovetkez6 jellemzoket dokumentaltuk: a tumor



mérete; a sarcomatosus transzformacio terilete; a sarcomatosus terilet,
valamint a klasszikus DFSP szazalékos aranya; a mélységi infiltracio;
mitoticus alakok szama (MF) 10 nagy nagyitasu latotérben. Mindemellett
valamennyi sarcomatosus teriilet gradus megallapitasat is elvégeztik a
Trojani rendszer alapjan.

Az esetek immunhisztokémiai feldolgozasat is elvégeztik. A
deparaffinalt metszeteket az alabbi antitestekkel inkubaltuk szobahdn 30
percig: anti-vimentin (clone V6, Dako, 1/40 higitds), anti-a-simaizom-
aktin (clone asm1, Novocastra, 1/50 higitas), anti-desmin (clone D33,
Dako, 1/40 higitds), anti-CD34 (clone QBEnd/10, Novocastra, 1/25
higitas), anti-factor XIIIa (FXIIIA, polyclonal, Calbiochem, 1/200 higitas).
Citrat pufferben (pH 6.0) magas nyomasu antigén feltarast alkalmaztunk,
melyet standard peroxidase jel6lt streptavidin-biotin moddszerrel VIP
chromogen (SK4600, Vector Laboratories) segitségével vizualizdltunk. A
CD34 és a FXIIla immunreaktivitas az érintett, pozitivitast mutatd sejtek a
tumorsejtekhez viszonyitott aranya szerint, szemikvantitativ mdédon kertlt
értékelésre (-, +, ++, +++).

A klinikai adatok a klinikai informaciés rendszerbdl, valamint az

intézeti regiszterbdl keriltek feldolgozasra.

Kontroll csoport a klinikopathologiai elemzés szamara
A sarcomatosus transzformaciot nem mutatdé 79 tumorbdl 20 esetet
valasztottunk ki a sebészi eltavolitas radikalitdasa alapjan: minden esetben

un. széles lokalis kimetszést végeztek. Rogzitettilk a vonatkozd klinikai



informacidkat, valamint a tumorok maximalis atmérgjét.

Microdissectio

A microdissectio Wang és munkatarsai eredeti eljardsa alapjan
tortént. Roviden, a sarcomatosusan atalakult DFSP esetek paraffinos
blokkjai RNS/RNase mentes kornyezetben keriltek feldolgozasra, ahol
cserélhet6é pengéji microtommal 10um vastag metszeteket készitettliink.
A microdissectio céljabdél a metszeteket targylemezre helyeztik, majd
xylolban 10 percig deparaffinaltuk, ezt kdovetéen leszalld alkoholsorban
rehidraltuk, majd haematoxylin-eosin hattérfestést alkalmaztunk. Steril
pengével a hatarzonanak megfeleld keskeny sav kihagyasaval a két
komponenst egymastodl elvalasztottuk, azokat kilon kezeltlk.

Ot konvenciondlis DFSP esetet hasonldan kezelve pozitiv kontrollként

hasznaltunk a real time PCR vizsgalatokhoz.

RNS extractio

A deparaffindlt metszetek steril Eppendorf-csébe keriltek, majd
ezutan proteinase K-t tartalmazdé pufferben 56°C-on, 16 6éran at
emésztettik az anyagot. Abszolit alkoholos kicsapast kovetdéen a
mintakban fellelhetd6 teljes RNS mennyiség kivonasra kerilt az EZ1
Biorobot EZ1 RNA Tissue Mini Kit protokollnak megfelel6en (Qiagen,

Hilden, Germany).



Probe és primer tervezés

A primer és probe szekvencidk a Primer Express szoftver segitségével
kerlltek megtervezésre (Applied Biosystems, Foster City, USA), a COL1A1
gén exon 5, valamint exon 49 kozo6tti szekvencidknak megfelel6en. Hogy
elkertlhessik tobbféle probe szekvencia haszndlatat, egy probe-ot
terveztiink a PDGFB gén exon2 5’ végének megfeleléen. A reverz primer a

probe-ot kéveté PDGF exon 2-n bellli szekvencianak megfeleld volt.

Egylépéses real time PCR

A PCR reakcié ABI 7300 real time PCR készilékben (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA), 96-well plate-en kerllt kivitelezésre.
Minden reakciot duplan végzetiink el. A végso reakcid elegy 10ul extrahalt
RNS-t, 25ul Quantitect Probe RT-PCR mixet, 0.5ul Quantitect RT mixet,
0.7ul-0.7ul (1pM-1pM) forward, valamint reverse primert és 0.3ul (0.2uM)
probe-ot tartalmazott 17.8ul RNS mentes viz kiséretében. (Quantitect
Probe PCR kit, Qiagen, Hilden, Germany)

Az RNS integritds ellenOrzése az altaldnosan expresszalt 36B4 gén
amplifikalasaval tortént, hasonld reakcio korilmények kozott.

ElsG |épésben reverz transzkripcido tortént 50°C-on 30 percig, majd
ezt kovetben denaturaltuk a DNS-t 95°C-on 15 percig. A kezdd |épés utan
40 ciklust futtattunk, 76°C-95°C-56°C valtakozasaval, ahol a fluoreszcens
detektaldas az utolsé |épésben tortént. A kapott adatok elemzését a
Sequence Detection Software-rel végzetik (Applied Biosystems, Foster

City, CA, USA).



EREDMENYEK
A transzformalt DFSP (DFSP-FS, DFSP-MFH) klinikai jellemzbi

Ot beteg esetében fibrosarcomatosus transzformacié, harom betegnél
pedig malignus fibrosus histiocytoma iranyu atalakulast észleltink. A
betegek kodzott hat no és két férfi volt, élekoruk 26 és 62 év kozott volt
(atlagosan 41 év). Valamennyi tumor lassan névo, fajdalmatlan, felszines
elvaltozasként jelentkezett; egyéb szokatlan klinikai jellemzd nem kertlt
leirdsra. Hat esetben a torzsén helyezkedett el az elvaltozas, két esetben
pedig az alsé végtagon. A daganatok mérete 3.5 cm és 8 cm kozott volt
(atlagosan 4 cm). Hat esetben tortént széles lokalis kimetszés, két
esetben inkomplett eltavolitas tortént radioterapiaval. A sebészi resectios
vonalak természetesen pozitivak voltak az utébbi két esetben.

A koOvetés idOtartama négy és 36 év kozdtt mozgott, egy eset
kivételével mindig meghaladta az 6t évet.

Harom esetben figyeltiink meg recidivat: két olyan betegben, ahol a
kiirtds radikalitasa nem volt kell6, valamint egy olyan betegben, ahol a
széles lokalis eltavolitast alkalmaztak. Ennek megfelelden a sarcomatosus
DFSP teljes kiljulasi aranya 37.5%, viszont csak 17% azokban az
esetekben, ahol a kezelés széles lokalis kimetszés.

A recidivat megel6z6 id6intervallum kilenc honaptol négy évig terjedt.
Egy betegben harom recidiva, egy masik betegben két recidiva, valamint
egy esetben egy recidiva alakult ki.

A DFSP-MFH esetek kozil két esetben észleltiink recidivat, ennek

megfeleléen a kiljuldsi ardany 66% volt. Mindkét esetben a resectios



vonalak tumorszovetet tartalmaztak.
Egy esetben észleltik a DFSP-FS kiljuldsat (kitjulasi arany 17%),

mely esetben a kezelés széles lokalis kimetszés volt.

A kontroll csoport jellemzése

20 konvencionalis DFSP-t irtunk le. A betegek kdzott 13 nd, valamint
hét férfi szerepelt. Eletkor tekintetében 23 és 48 év kozottiek voltak
(atlagosan 35 év).

10 esetben az elvaltozas a torzsdon, harom esetben az alsé végtagon,
két esetben a valltdjékon, egy-egy esetben inguinalisan, illetve a fels6
végtagon helyezkedett el. A daganatok mérete 2 és 5 cm kozo6tt volt
(atlagosan 3.585 cm). Minden esetben széles lokalis kimetszést
alkalmaztak, a sebészi szélek negativak voltak.

Harom betegnél jelentkezett recidiva (a kiujulasi arany 15%), mely az
elsd m(tétet kovetdé 14 és 18 honap kozott jelentkezett (atagosan 19
honap).

Az utankovetés ideje harom és 14 év kodzott valtakozott, atlagosan

8.6 év volt.

Korszévettani jellemzok

A daganatok szovettani elemzését Weiss és Goldblum leirdsai alapjan
végeztik.

Minden tumorban megfigyelhet6 volt a DFSP-re jellegzetes orsésejtes,

fibroblast karaktert mutatd sejtek storiform proliferaciéja, intercellularisan
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némi kollagén depoziciéval, valamint igen finom kapillaris haldzattal. A
subcutan zsirszovet jellemz6, an. |épesmézszer(i infiltratioja ugyancsak
karakterisztikus vonas volt. Minimalis nuclearis polimorfizmus mellett a
mitdzisok szama alacsony volt. Myxoid atalakulds egy esetben volt
|lathatd. A DFSP komponens a aranya 45% és 75% koOzott mozgott
(atlagosan 54%).

A sarcomatosus atalakulds minden esetben de novo jelentkezett.

A fibrosarcomatosus jelleget kifejezett sejtdissag, valamint
fascicularis ndvekedés jellemezte az igen jellemz6 heringraj mintazattal. A
tumorsejtek magja nagyobb, duzzadtabb volt, mint a DFSP-ben
megfigyeltek, a kromatin durvabbnak mutatkozott. Bizarr sejtformak a
fibrosarcomatosus teriletet nem jellemezték. A fibrosarcomatosus
atalakulds a tumorok subcutan teriletein jelentkezett, a dermis nem volt
érintett egyetlen esetben sem. A klasszikus DFSP és a FS hatara harom
esetben éles volt, mig két esetben elmosott. Focalis myxoid atalakulds két
esetben jelent meg.

A malignus fibrosus histiocytoma iranyban atalakult terlleteken a
tumorsejtek viszonylag nagyok és pleiomorphak voltak. A mitotikus aktivitas
fokozéddasa mellett multinuclearis ériassejtek is megfigyelheték voltak. Az
MFH szintén a daganat subcutan terlletében jelent meg, ugyanakkor
dermalis érintettség is megfigyelhetd volt két esetben. Az MFH és a DFSP
kozotti hatar két esetben elmosott, egy esetben éles volt. Focalis myxoid
atalakulads két esetet jellemzett.

Altaldnossagban szdlva a mitotikus aktivitds a sarcomatosus teriletek

11



magasabbnak bizonyult. A klasszikus DFSP teriletein a mitotikus aktivitas
1 és 3 kozott ingadozott 10 nagy nagyitasu latotérben (atlagosan 1.875),
ugyanakkor a sarcomatosus terileteken ugyanez 9 és 16 kozotti értéket
mutatott (atlagosan 12). Kiterjedt tumor necrosis vagy vérzés egyik
esetben sem volt lathaté.

Az egyik esetben megfigyelt metastaticus tumorban kizardlag
malignus fibrosus histiocytomara jellegzetes szerkezet mutatkozott.

A sarcomatosus tertilet gradusa egy esetben grade 1, hét esetben grade

2 volt.

Immunhisztokémiai jellemzdbk

Vimentin immunreaktivitds mind a DFSP, mind a sarcomatosus
komponensben jelen volt. A konvencionalis DFSP terlileteken erés CD34
reaktivitds mutatkozott, ugyanakkor a fibrosarcomatosus tertletek csak
harom esetben mutattak gyenge pozitivitast.

Az MFH terliletek CD34 negativnhak bizonyultak. FXIIla reaktivitas
csak néhany sejtben volt jelen a DFSP komponensben, ugyanakkor az
MFH-n beldl diffuz er6s pozitivitds mutatkozott. Ez utdbbi sejtekrél mas
tanulmanyunkban kimutattuk, hogy nem neoplasticus jellegliek, hanem a
daganat stromajahoz tartoznak.

A FS teriletek FXIIIa negativak voltak. A dezmin és simaizom-aktin

reakciok minden esetben negativak voltak.
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Molekularis bioldgiai jellemzok

Egy esetet kivéve, minden tumorbdl sikerllt amplifikalhatd RNS-t
nyerni, melyet a 36B4 génnel végzett referencia vizsgalat igazolt.

A vizsgalat tanulsdga szerint a DFSP-FS esetek az alabbi
transzlokaciokkal voltak jellemezhetok: a COL1A1 gén 27, 32, 40, 47
exonjai fuzionaltak a PDGFB 2 exonnal. A DFSP-MFH csoportban
kimutatott transzlokacidkat a kovetkez6 COLIA1 exonok jellemezték: exon
32, 34, 40. A kontroll csoport tagjaiban a COL1A1 29, 32, 34, 38, 42

exonjai és a PDGFB 2 exon kozo6tti transzlokacié volt megfigyelhetd.

MEGBESZELES

Vizsgalatunkban a transzformalt DFSP klinikopathologiai jellemzését
végeztik el hosszi utankovetési iddvel. 87 dermatofibrosarcoma
protuberans kozil 8 esetben észleltiink sarcomatosus atalakulast.

A sarcomatosus atalakulast mutatd eseteket tovabb vizsgaltuk. A
nyolc tumor kozlil o6t esetben fibrosarcomatosus atalakuldst, harom
esetben pedig malignus fibrosus histiocytoma jellegli atalakuldst
észleltiink. Kontroll csoportként 20 konvencionadlis, széles lokalis
kimetszéssel eltavolitott DFSP-t tekintettlink.

Az életkori, valamint anatdmiai sajatossagok kozott nem taladltunk
eltérést a kontroll csoport valamint a sarcomatosus DFSP-k kozott. A
sarcomatosus atalakulds valamennyi esetlinkben de novo keletkezett, nem
pedig a recidivdk soran. Valamennyi konvencionalis DFSP széles lokalis

kimetszéssel volt kezelve, a recidiva arany 15%-nak mutakozott, amely

13



kissé alacsonyabb az irodalmi értéknél.

A klinikopathologiai korrelaciok érdekében hat sarcomatosusan
atalakult, széles lokalis kimetszéssel kezelt DFSP mellett, két olyan esetet
tanulmanyoztunk, melyek inkomplett lokdlis kimetszés mellett
radioterapiaban részesliltek. A sarcomatosus terilet valamennyi esetben a
tumorok szignifikdns teriletét alkotta 25% és 75% kozott. A
klinikopathologiai elemezés szempontjabdl fontos utankovetési idé a
tanulmanyunkban meghaladta a kritikus eltavolitdas utani harom évet,
amikor a recidivak tobbsége jelentkezik.

A transzformalt DFSP-k kozott harom esetben észleltiink recidivat,
ennek megfeleléen a DFSP-FS-t, illetve a DFSP-MFH-t jellemzd recidiva
arany 37.5%. Ezt oOsszehasonlitva a konvenciondlis DFSP-t jellemz6
értékkel szignifikans kilonbség észlelheté a transzformalt esetek javara.
Sajnalatos modon csak egyetlen recidivalé transzformalt DFSP volt széles
helyi kimetszéssel kezelve. Abban az esetben, ha a kezdeti kimetszés nem
volt teljes, a recidiva arany 100% volt.

Ot esetben nem észleltiink lokalis recidivat vagy metastasisokat. Egy
esetben észletlik attéti tumor kialakuldsat, mely a tumor aggresszivitasat
egyértelmien aldtdmasztja. A széles lokalis kimetszéssel kezelt DFSP-k
recidiva aranya 17% volt. Ez a medfigyelés leirja, hogy a széles lokalis
kimetszéssel kezelt sarcomatosusan atalakult DFSP-k esetén hasonlo
klinikai viselkedésre szamithatunk, mint a konvencionalis DFSP kapcsan,
de a transzformalt DFSP aggresszivabb tumor, melyre az altalunk észlelt

12.5%-0s attétképzési arany utal.
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Az immunhisztokémiailag észlelhetd CD34 reaktivitas fontos eszkoze
a DFSP diagnosztikdjanak. Valamennyi konvencionalis DFSP-ben a
tumorsejtek tulnyomo tobbsége pozitivitast mutatott, mig a sarcomatosus
terileteken csupan bizonytalan reaktivitast lattunk harom esetben.

A recidivakészség, valamint az attétképzési hajlam nem mutatott
relativ aranyaval, valamint a sarcomatosus terilet szévettani gradusaval.

A lokalis kezelés alapvetéen meghatarozé a tumorok kezelésében
altalaban, melyet az alacsony, illetve magas gradusu végtagi sarcomak
esetén is demonstraltak. A DFSP esetében a recidiva készség egyértelmi
Osszefiggést mutat a kiirtds radikalitasaval. Az Ujabban leirt
micrographicus sebészi eltavolitds a recidiva hajlamot elméletileg nullara
csOkkenti, azonban a mddszer a DFSP esetén a fibroblastszer(i morfoldgia
miatt viszonylag nehéz diagnosztikus feladat.

Ha nem jelentkezik recidiva, akkor gyakorlatilag metastasis
kialakulasaval sem kell szamolni, mivel az el6zetes kiujulas nélkil szinte
soha nem jelentkezik. Ezért, véleménylink szerint a széles lokalis
kimetszés gyakorlatilag nulldra csokkenti, néha teljesen megszinteti a
recidiva illetve metastasisok esélyét.

Masrészrol Ujabb cytogenetikai és molekularis vizsgalatok leirtak,
hogy a COL1A1 valamint PDGFB gén fuzidéja jellegzetes DFSP-ben. A
COL1A1 gén az I. tipusu collagen felépitésében részt vevo fehérjét kodol,
mig a PDGFB egy potencidlis mitogén szamos sejt tekintetében. A COL1A1

génen bellli toréspont variabilis, de mindig az a-helicalis domaint kddold
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teriletre lokalizalt. A COL1A1 gén szegmens torése esetén mindig az adott
exon utols6 kodonjanal helyezkedik el a toréspont. A flziés gén PDGFB
szegmense mindig a 2. exonnal kezd6dik. Ennek megfeleléen in-frame
fuzids gén keletkezik, mivel a PDGFB exon 2 a 22. kodon elsd bazisaval
kezd6dik. A COL1A1 génszakasz mintegy aktiv promoter szerept tolt be a
PDGFB tekintetében. A transzlokacio elmozditja a kiilonb6z6 regulatorikus
szekvencidkat a PDGFB gén 5' végérdl, ami a protein szintézis
fokozdédasahoz vezet.

Wang és munkatarsai demonstraltdk, hogy a COL1A1-PDGFB fuzids
transzkriptum kimutathatd a transzformdlt DFSP fibrosarcomatosus
terlletein hagyomanyos PCR technikdkkal, és arra a kovetkeztetésre
jutottak, hogy a COL1A1-PDGFB chimericus gén a fibrosarcomatosus
transzformacid kialakuldsaban szerepet jatszik, mialtal a deregulalt
PDGFB, mint ndvekedési faktor valtozatlan stimulacios hatast képvisel.

Amellett, hogy a COL1A1-PDGFB flziés gént mar vizsgaltak a
konvenciondlis DFSP-ben, éridssejtes fibroblastomaban (a DFSP juvenilis
formaja), a fibrosarcomatosus DFSP-ben, valamint a superficialis
fibrosarcomdaban, nem ismert a gén allapota DFSP-MFH-ban.

Jelen vizsgdlatunk soran kimutattuk, hogy a COL1A1-PDGFB fuzids
gén nemcsak a transzformalt DFSP esetek konvenciondlis DFSP
komponensében, hanem a sarcomatosusan atalakult teriileken is jelen
van, sOt az MFH terilleteken is megfigyelhet6. Az MFH terilleteken a

COL1A1 gén exon 32, exon 34, valamint exon 40 teriletén volt
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kimutathatdé a téréspont. Ennek megfeleléen a COL1A1-PDGFB fuzids gén
Megvizsgaltunk ot fibrosarcomatosusan transzformalt DFSP esetet
is. Nem volt amplifikalhatd cDNS egy esetben, valdszinlileg a preparatum
kora miatt. Négy esetben azonban kimutattuk a fuziét a valtozo
lokalizacioju (exon 27, 32, 40, 47) COL1A1 toéréspont és a PDGFB kozott.
Vizsgalatainkkal nem tudtunk a sarcomatosus transzformaciot
eldsegitd, akar eldrejelz0 transzformaciét kimutatni, azonban a fenti
modszer bonyolult esetekben segitheti a sarcomatosus DFSP diagndzisat.
Masrészr6l, a korabbi tanulmanyok hagyomanyos reverz
transzkripcién alapulé PCR reakciot alkalmaztak, mely szekvencia
analizissel kiegészitve bizonyitotta annak specifikus voltat. EIméletileg a
real time PCR kombindlja a fluorescens detekcid objektivitasat valamint a
PCR reakcié egyszer(iségét, és az igy kapott eredmények a genetikai
eltérések kimutatasanak standardjai. A real time PCR reakcid
szlkségtelenné teszi a PCR reakciét kovetd vizsgalatokat, ami mind a
vizsgalathoz szikséges idot lerdviditi, mind lecsdokkenti a reakcid
Masrészrdl a hagyomanyos PCR és real time PCR szenzitivitasa eltér
egymastol. Utdbbi esetben kisebb mennyiségli cDNS-be atirhaté RNS-re
van szikség. Ez kialondsen fontos, ha paraffinba agyazott mintat
szeretnénk vizsgadlni, ugyanis az ebbdl izoldlt RNS gyakran rossz
mindségl, a formalin fixalast megel6z6 RNS degradacié eredményeként.

Emellett a formalin fixalds 6nmagaban is keresztkotéseket hoz létre a
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nukleinsavak és kiilénb6z6 fehérjék kozott, mely miatt az RNS extractio és
reverz transzkripciéo problematikus lehet. Ennek megfelel6en az esetleges
RNS alapu kvantifikalasi eljarasok paraffinos anyag esetén akadalyokba
utkézhetnek.

Osszefoglalva, vizsgalatainkkal egyrészt tisztdztuk, hogy a
sarcomatosus atalakulds a DFSP esetén a tumor progresszié egy
részjelensége, és rosszabb prognodzissal jar, O©sszehasonlitva a
konvencionalis DFSP-t jellemz6 paraméterekkel. A sarcomatosus DFSP-t
jellemz6 aggresszivitas 0sszefliggésben lehet a sarcoma tipusaval. Annak
ellenére, hogy a transzformalt DFSP aggresszivabb tumor, a prognodzis
kedvez6en befolydsolhatd a lokalis eltavolitds radikalitdsaval, melynek
kovetkeztében a recidiva arany, illetve az attétképz6 készség kicsivel
haladja meg a konvencionalis DFSP hasonlé jellemzdit.

Kimutattuk, hogy a real time PCR alapu genetikai analizis jol
hasznalhato a DFSP és transzformalt DFSP vizsgalataban. Demonstraltuk a
COL1A1-PDGFB fuzidos gén jelenlétét a sarcomatosus komponensben, mely

a clonalis eredetet alatdmasztja.

18



A MUNKA ALAPJAUL SZOLGALO KOZLEMENYEK JEGYZEKE

1.

Szollosi Z, Nemes Z. Transformed dermatofibrosarcoma protuberans:
a clinicopathological study of eight cases. J Clin Pathol 2005;58:751-

756. IF:2.619

. Szollosi Z, Scholtz B, Egervari K, Nemes Z. Transformed

dermatofibrosarcoma protuberans: real time PCR detection of COLIA1-
PDGFB fusion transcripts in sarcomatous areas. Kozlésre elfogadva. ]

Clin Pathol. IF:2.619

EGYEB, JELEN MUNKABAN NEM HASZNALT KOZLEMENYEK
JEGYZEKE

1.

Szucs-Farkas Z, Toth J, Szollosi Z, Peter M, Bartha I. Pseudoaneurysm
and ilio-caval fistula caused by malignant fibrous histiocytoma of the
aorta-CT diagnosis and angiographic confirmation. Eur Radiol

2002;2:450-3. IF: 2.364

. Antus B, Hamar P, Kokeny G, Szollosi Z, Mucsi I, Nemes Z, Rosivall L.

Estradiol is nephroprotective in the rat remnant kidney. Nephrol Dial

Transplant 2003;18:54-61. IF: 2.840

. Szollosi Z, Tarr T, Kiss E. Crohn disease versus systemic lupus

erythematosus: an autopsy diagnosis of predominantly extraintestinal

Crohn disease. Inflamm Bowel Dis 2004;10:702-3. IF: 3.545

. Szollosi Z, Egervari K, Nemes Z, Kaczur V. Re: Lottner et al.

simultaneous detection of HER2/neu gene amplification and protein
overexpression in paraffin-embedded breast cancer. J Pathol.

2005,;207:119-20. IF: 5.333

19



5. Szollosi Z, Nemeth T, Egervari K, Nemes Z.Histiocyte-like cells
expressing factor XIIIa do not belong to the neoplastic cell population
in malignant fibrous histiocytoma. Pathol Res Pract. 2005;201:369-77.
IF: 0.681

6. Egervari K, Szollosi Z, Nemes Z, Kaczur V. Comparison of
immunohistochemical and fluorescence in situ hybridization assessment
of HER-2 status in routine practice. Am ] Clin Pathol. 2006;125:155-6.
IF: 2.716

7. Cserni T, Kiss A, Jozsa T, Szollosi Z, Nagy B. Extralobar Pulmonary
Sequestration in the Right Upper Thoracic Region. Respiration.
Accepted for publication. IF: 1.019

8. Keresztes K, Miltenyi Z, Bessenyei B, Beck Z, Szollosi Z, Nemes Z,
Olah E, Illes A. Epstein-Barr virus in Hodgkin's lymphoma in North-
eastern part of Hungary and its impact on therapeutic and survival
results. Acta Hematologica. Accepted for publication IF: 1.373

9. Egervari K, Szollosi Z, Nemes Z. IHC for Her2 with CBE356 antibody is
a more accurate predictor of Her2 gene amplification by FISH than
HercepTest in breast carcinoma. J Clin Pathol. Accepted for publication.

IF: 2.619

A kbdzlemények Osszesitett impact faktora: 27.728

20



MAGYAR NYELVU KOZLEMENYEK:

1. Keresztes K, Miltényi Zs, Bessenyei B, Beck Z, Sz6ll6si Z, Nemes Z,
Olah E, Illés A. Epstein-Barr-virus-asszociacié Hodgkin-lymphomaban,
hatdsa a kezelési és tulélési eredményekre. Hematoldgia. 2005;38:65-
75.

2. Keresztes K, Bessenyei B, Sz6ll6si Z, Beck Z, Miltényi Zs, Nemes Z,

Olah E, Illés A. Hodgkin-lymphomas betegek Epstein-Barr virus

......

21



