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NEW MOLECULAR BASED METHODS
FOR DIAGNOSIS, CLASSIFICATION
AND PROGNOSIS OF LEUKEMIAS
Normal functions of the cell are based on the
precise regulation of various genes. If this strict
regulation and the hierarchy of genes becomes
upset due to some flaws of the system, the result
will be cellular dysfunction which may
eventually lead to carcinogenic transformation.
The two main challenges in the classification of
cancers are the discovery of new molecular
markers characteristic to defined disease groups
and the classification of already diagnosed or
new cases into existing groups. This precise
classification may open the door to tailored
treatment or project the expected outcome of
the disease. Today, there is unlimited access
available to the databases containing sequences
and localisation of the genes within the confines
of Human Genome project. It provides sig-
nificant help for the discovery of chromosome
abnormalities and systematic analysis of gene
expression patterns. This is important not only to
understand normal functions of the cells, but it
also contributes to the identification of new
genes that are characteristic to given disease
groups as markers and that are potential drug
targets. Until the second half of the twentieth
century the study of the function and regulation
of genes was based on step by step investigation
of individual genes. The fact that the genomes of
an increasing number of organisms have be-
come identified in whole or in part, numerous
new techniques have been developed facili-
tating the systematic analysis of gene functions.
The aim of this study is to summarise the new,
molecular based possibilities for classification,
diagnosis and prognosis of cancers, as well as to
summarise the results of these areas, primarily
from the point of view of leukemias.

leukemia, classification,
molecular biology methods

A sejtek normális mûködése különbözô gének
szigorú szabályozottságának a következménye.
Ha egy hiba folytán felborul ez a szigorú szabá-
lyozottság és a gének közti hierarchikus rend-
szer, az a sejtek hibás mûködését, rossz esetben
rákos elfajulását okozhatja. A daganatos beteg-
ségek – ezen belül a leukaemiák – modern mo-
lekuláris módszereken alapuló osztályozásának
két alapvetô kihívása az új betegségcsoportok
felderítése, valamint a már diagnosztizált vagy új
esetek egy már meglévô csoportba való besoro-
lása, amely lehetôvé teszi az optimális kezelést
és a betegség várható kimenetelének elôre-
vetítését. A Humán genom projekt ma már kor-
látlan hozzáférési lehetôséget biztosít a gének
szekvenciáit és lokalizációját tartalmazó adatbá-
zisokhoz, nagyban segítve ezzel a kromoszóma-
rendellenességek felderítését, a génexpressziós
mintázat szisztematikus meghatározását. Ez
nemcsak a sejtek normális mûködésének megér-
tése szempontjából nagyon fontos, hanem hoz-
zájárul olyan új gének azonosításához, amelyek
az adott betegségcsoportra markerként jellem-
zôek, és terápiás szempontból potenciális
gyógyszercélpontok lehetnek. A XX. század má-
sodik feléig a gének funkciójának és szabályozá-
sának tanulmányozása egyedi gének lépésrôl lé-
pésre végzett vizsgálatán alapult. Tekintve, hogy
egyre több organizmus genomjának szekvenciá-
ja vált és válik teljesen vagy részlegesen ismert-
té, számos olyan új technika fejlôdött ki, amely
lehetôvé teszi a génfunkciók szisztematikus ana-
lízisét. A szerzôk összefoglalják a molekuláris
biológia legújabb módszereit felhasználó diag-
nosztikai, osztályozási és prognosztizálási lehe-
tôségeket, valamint – elsôsorban a leukaemiák
szemszögébôl – a már elért eredményeket. 

leukaemia, osztályozás,
molekuláris biológiai módszerek

Új molekuláris módszerek a leukaemiák
diagnosztizálására, osztályozására
és a betegség prognosztizálására 
Zvara Ágnes, ifj. Hackler László, Puskás László G.

dr. Zvara Ágnes (levelezô szerzô/correspondence), dr. ifj. Hackler László, dr. Puskás László G.:
Magyar Tudományos Akadémia, Szegedi Biológiai Központ, Funkcionális Genomika Laboratórium,

H-6726 Szeged, Temesvári krt. 62.
E-mail: Zvara@nucleus.szbk.u-szeged.hu

Érkezett: 2002. május 27. Elfogadva: 2002. november 6.

LAM-TUDOMÁNY • TOVÁBBKÉPZÉS • ÖSSZEFOGLALÓ KÖZLEMÉNY



A daganatos sejtek genetikai hibái alapvetõen
meghatározzák a normálistól eltérõ viselkedé-
süket; ezek a hibák ma már az eddiginél hatáso-

sabban analizálhatók. Ezt a humán genom majdnem teljes
szekvenciájának ismerete és a nagy áteresztõképességû
molekuláris biológiai módszerek – a teljes genomra kiter-
jedõ mutációanalízis, az összehasonlító genomhibridi-
záció, a génexpresszió-monitorozás cDNS-csipekkel –
használata teszi lehetõvé. Az így kapott eredmények kivá-
lóan kamatoztathatók a megelõzés, a diagnózis, az osztá-
lyozás, a terápia és a betegség kimenetelével kapcsolatos
kérdések megválaszolásában (1–3). A daganatos elválto-
zások közül a funkcionális genomika szempontjából leg-
jobban tanulmányozott betegség a leukaemia.

Az akut leukaemia igen összetett betegség; a morfo-
lógiai, immunológiai, biokémiai, citogenetikai jellegze-
tességek és a kemoterápiára adott válasz alapján egyedi
leukaemia-alcsoportokra osztható. A betegség osztá-
lyozása és a betegek megfelelõ terápiás csoportokba so-
rolása jelenleg nagyon nehéz és költséges feladat; ko-
moly laborvizsgálatokat (például immunfenotipizá-
lást), citogenetikai és molekuláris diagnosztikai vizsgá-
latokat, valamint sokrétû szakorvosi hátteret, hemato-
lógus, onkológus, patológus, citogenetikus bevonását
igényli. Az egyedi és gyorsteszt nem tesz lehetõvé kel-
lõen megalapozott diagnózist. A körültekintõ és mun-
kaigényes diagnosztikai eljárás ellenére a leukaemiák
osztályozása nem tökéletes és hibalehetõséget rejt ma-
gában (4). A leukaemiák osztályozása klinikai szem-
pontból két ok miatt nagyon fontos: 

– azért, hogy megértsük a betegség kezdeti okait, le-
folyását, és legyen rálátásunk a végsõ folyamatokra; 

– megalapozott, molekulárisan kellõen alátámasztott
diagnózist állíthassunk fel, amely elõrevetíti az optimá-
lis terápia és a gyógyulás lehetõségét. 

Az akut myeloid leukaemiát (AML) morfológiailag
nyolc típusba sorolják (M0–M7), ezek a típusok bizo-
nyos korrelációt mutatnak a klinikai megjelenéssel, a
citogenetikai markerekkel és a betegség súlyosságával
(5). Az akut myeloid leukaemiákat a morfológiai beso-
roláson alapuló FAB rendszer helyett ma már inkább a
citogenetikai eltérések alapján – egyes kromoszóma-
transzlokációk megléte vagy hiánya szerint – osztá-
lyozzák. A leukaemiák a speciális kromoszóma-
abnormalitások alapján – amelyek az esetek több mint
90%-ában azonosíthatók – szintén osztályozhatók (6).
Néhány kromoszóma-rendellenesség terápiás és prog-
nosztikai jelentõségû is egyben (7, 8).

Az akut lymphoid leukaemiák (ALL) – azon kívül,
hogy T- és B-sejtes típusokba sorolhatók – sejtfelszíni
markerek alapján, immunhisztokémia segítségével to-
vábbi alosztályokba sorolhatók. A klasszifikáció mind-
két leukaemiatípus esetén prognosztikai jelentõségû, de
ez csak statisztikailag értendõ; ugyanis – különösen az
akut myeloid leukaemiák esetében – a citogenetikai be-
sorolással azonos típusba tartozó betegek egyéni variáci-
ót mutathatnak. Gyakran elõfordul, hogy a különbözõ
kritériumok alapján az egy típusba sorolt leukaemiák tel-
jesen eltérõ klinikai lefolyásúak, illetve ugyanarra a terá-
piás beavatkozásra eltérõen reagálnak. 
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RÖVIDÍTÉSEK ÉS SZÓMAGYARÁZATOK

ALL: akut lymphoid leukaemia.
AML: akut myeloid leukaemia.
BAC: bakteriális mesterséges kromoszóma.
B-ALL: B-sejtes akut lymphoid leukaemia.
cDNS: copy DNS; messenger RNS-bõl reverz
transzkripcióval átírt DNS, amely nem tartalmazza
az intronszekvenciákat (ellentétben a genomikus
DNS-darabbal).
DNS-csip: cDNS, oligonukleotid vagy genomikus
DNS-darabokat nagy számban (több ezer, tíz-
ezer) tartalmazó, tárgylemeznyi méretû üvegle-
mez, amely génkifejezõdési mintázatok, mutációk,
metilációs mintázatok analízisére alkalmas.
CGH: comparative genomic hybridization; ösz-
szehasonlító genomi hibridizáció.
DD-PCR: differenciális display PCR.
Enhancer: gének kifejezõdését segítõ (aktiváló)
szabályozóelem a DNS-molekulában.
FISH: fluoreszcens in situ hibridizáció.
Funkcionális genomika: a genetikának új tudo-
mányága; ötvözi a funkcionális biológia és a gene-
tika eredményeit, az egész genomra kiterjedõen,
összességében tanulmányozza a gének mûködését. 
Génexpresszió: génkifejezõdés.
Genomikus DNS:  mind az intronokat, mind az
exonokat tartalmazó DNS-darab.
Hibridizáció: a nukleinsavakat felépítõ nukleo-
tidok komplementaritásán alapuló technika, amely-
nek során két egyszálú nukleinsavdarab – amelyek
közül az egyik vagy fluoreszcensen, vagy izotóppal
jelölt (próba) – a szekvenciahomológia fokától
függõen párba áll; a létrejövõ kétszálú nukleinsav
detektálható.
IVT: in vitro transzkripció; olyan enzimreakció,
amelynek során DNS-templátról RNS-polimeráz
enzim segítségével RNS-molekula képzõdik.
Northern blot analízis: hibridizáláson alapuló tech-
nika; RNS-molekulákat agarózgél-elektroforézis-
sel méret szerint elválasztanak, majd nejlonfilterre
immobilizálják õket. Az így kapott filterre ezután
jelölt próba-DNS vagy oligonukleotid hibridizál-
ható.
PCR: polimeráz láncreakció.
Promóter: a génkifejezõdést szabályozó, irányító
DNS-elem.
RDA: reprezentációs differenciális analízis.
RT: reverz transzkripció; olyan enzimreakció,
amelynek során RNS-templátról reverz transz-
kriptáz enzim segítségével DNS-molekula képzõ-
dik.
SNP: single nucleotide polymorphism; egy nuk-
leotidra korlátozódó genetikai különbség.
T-ALL: T-sejtes akut limphoid leukaemia.
Templát: egy adott reakcióban az átírás alapjául
szolgáló minta



Az akut lymphoid leukaemiák elsõ osztályozása a
betegség különbözõ klinikai kimenetelét és a sejtmag-
morfológia finom különbségét tükrözte. Az 1960-as
évek végén a kutatók új módszerrel, enzimalapú
immunhisztokémiával próbálták besorolni a betegsé-
get. Kimutatták, hogy a leukaemiák egy része perjo-
dátsav-festési módszerrel Schiff-sav-, míg másik része
mieloperoxidáz-pozitívnak bizonyult. Ez adta elsõként
az alapot a leukaemiák molekuláris szintû klasszifikáci-
ójára. E szerint megkülönböztetünk thymusból szár-
mazó, prekurzor T-sejt eredetû (T-ALL), illetve csont-
velõbõl származó, prekurzor B-sejt eredetû (B-ALL)
akut lymphoid, illetve akut myeloblastos leukaemiát
(AML). Ez az osztályozás – a myeloid és a lymphoid
sejtek sejtfelszíni antigénjeit felismerõ ellenanyagok
felhasználásával – az 1970-es években további megerõ-
sítést kapott (9).

Kromoszóma-rendellenességek
analízise

Tumoros elváltozások esetében igen gyakori a kromo-
szómákon belüli rendellenesség – deletio vagy
amplifikáció –, valamint az eltérõ kromoszómaszám
(10). Specifikus átrendezõdések sok esetben jellemzõ-
ek az egyes tumortípusokra, -állapotokra. Az ezekre a
kromoszomális átrendezõdési helyekre térképezõdõ
gének szerepet játszhatnak a rákos betegség kialakulá-
sában; felderítésük hozzájárul a tumoros állapotok, így
a leukaemiák molekuláris jellemzéséhez. Az akut
lymphoid leukaemia klinikai alcsoportjainak genetikai
markerei egyes kromoszóma-transzlokációk és a rend-
ellenes kromoszómaszám. A B-ALL esetében gyakran
két gén fúziójával létrejövõ fúziós géntermék, fúziós
onkogén fehérje jelenléte figyelhetõ meg (11). Ezek
közül a t(12;21)/TEL-AML1 és a t(1;19)/E2A-PBX1
transzlokációkat hordozó betegek kezelése viszonylag
jó eredményekkel kecsegtet, különösen a kemoterápiás
dózis emelésével; viszont a t(9;22)/BCR-ABL és a
t(4;11)/MLL-AF4 transzlokációk esetében már sokkal
rosszabbak a gyógyulás esélyei. Szintén jó kilátásokkal
kezelhetõ a hiperdiploid kromoszóma-rendellenessé-
get hordozó beteg (12). A T-ALL-t ismétlõdõen elõ-
forduló, de viszonylag ritka kromoszóma-transzloká-
ció jellemzi; ez általában olyan transzkripciós faktoro-
kat kódoló géneket (LYL1, HOX11, HOX11L2,
TAL1) érint, amelyek rendellenes expressziója szabály-
talan mederbe tereli a korai thymocytadifferenciációt,
és a folyamat leukaemiába torkollik. A hiperdiploid
akut lymphoid leukaemiára az általában magas kromo-
szómaszám jellemzõ (két alcsoportja esetén: 47–50, il-
letve >50) (11).

Fluoreszcens in situ hibridizáció

A kromoszómasávok analízisén alapuló technikák hasz-
nosnak bizonyulnak az átrendezõdések kimutatására,
azonban kevésbé informatívak a potenciális ampli-

fikációs, illetve deletiós helyek felderítésében. A vizs-
gálat során próbaként használt DNS-darabot fluoresz-
cens festékkel jelölik, majd kromoszómapreparátumra
hibridizálják. Azok a kromoszómarészletek, amelyek-
hez a jelölt DNS-darab kötõdött, mikroszkóppal köz-
vetlenül nyomon követhetõk (fluoreszcens in situ hib-
ridizáció, FISH) (13). A technika hátránya, hogy a
sejtkultúrás vizsgálatok félrevezetõ eredményt adhat-
nak, mivel bizonyos sejtcsoportok – gyorsabb növeke-
désük miatt – elõnyt élveznek. 

Összehasonlító genomi hibridizáció

Az összehasonlító genomi hibridizáció (comparative
genomic hybridization, CGH) gyors, sejtkultúrákat
nélkülözõ módszer; a citogenetikai vizsgálatoknál pon-
tosabb információkat szolgáltat az esetleges kromo-
szómaátrendezõdésekrõl és -amplifikációkról (14). Ez
a két fluoreszcens festékkel jelzett DNS-próbán ala-
puló hibridizációs módszer egyszerû kísérleti eljárás
keretében sok információval szolgál a rákos sejtek
genomikus egyensúlyáról, a mono-, esetleg triszó-
miákról, az amplifikációkról és a deletiókról. A kísérlet
során a tumoros szövetbõl származó DNS-t egy zöl-
den fluoreszkáló festékkel (Cy3), míg az ép szövet-
mintából származó DNS-t egy másik, pirosan fluoresz-
káló festékkel (Cy5) jelöljük és együtt olyan üvegle-
mezre hibridizáljuk, amelyre nagyszámú, ismert szek-
venciájú cDNS- vagy genomikus DNS-darabot rögzí-
tettek (DNS-csip, DNA microarray). Lézerszkenner-
rel végzett leolvasás után a színbeli különbségek számí-
tógép segítségével értékelhetõk ki, a Cy3/Cy5 arány
meghatározható, ennek értéke utal az adott gén
deletiójára, amplifikációjára (1. ábra). Az úttörõ mun-
kát Pinkel és munkatársai végezték, akik bakteriális
mesterséges kromoszómákat (BAC), illetve a humán
20. kromoszómából származó genomikus DNS-
fragmenteket kötöttek nagyszámban üvegfelületre
(15). Ma már olyan csipeket is használnak, amelyre
cDNS-fragmenteket kötöttek ki. Ennek az az elõnye,
hogy a transzkripcionálisan aktív régiókra összpontosít
(16). Annak ellenére, hogy a DNS-csipeken alapuló
CGH-módszer a kis, génen belüli mutációk felderíté-
sére nem alkalmas, új megoldást kínál az eddig használt
citogenetikai vizsgálatokra, hiszen rendkívül jól alkal-
mazható nagyszámú minta – egész genomra kiterjedõ –
együttes analízisére. Nagy elõnye, hogy – ellentétben a
sejtkultúrás vizsgálatokkal – viszonylag kevéssé érzé-
keny egyéb, a kísérleti rendszer szempontjából indiffe-
rens sejtkontaminációkra: mindössze egy génkópiányi
változás is kimutatható olyan mintából, amelynek eset-
leg 60%-át is normális, egészséges sejtekkel „szennyez-
ték” (17). Csekély mennyiségû, akár paraffinban archi-
vált vizsgálati anyagból is igen jó minõségû jelölt próba
nyerhetõ. A vizsgálatok eredményei könnyen analizál-
hatók a jelenleg elérhetõ, jelentõs mennyiségû infor-
mációt tartalmazó adatbázisok segítségével; a kísérle-
tekben azonosított gének kromoszomális elhelyezke-
dése egyszerûen meghatározható.
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Felnõtt T-sejtes leukaemia esetében ezzel a módszer-
rel mind deletiót, mind amplifikációt sikerült detektál-
ni. Bizonyos kromoszómaeltérések sokkal gyakorib-
bak voltak azoknál a betegeknél, akiknél a leukaemia
agresszívebb formában jelentkezett. Nagyobb számú
kromoszóma-rendellenesség társult azokhoz az ese-
tekhez, amelyekben a túlélés esélye szignifikánsan ala-
csonyabb volt (18). Akut myeloid leukaemia esetén
összehasonlító genomi hibridizációt alkalmazva erõs
amplifikációt találtak a 8q24 kromoszóma régiójában,
ahova a c-myc protoonkogén térképezõdik. A c-myc
amplifikáció további komplex kromoszóma-rendelle-
nességekkel együtt rövid élettartammal és a betegség
gyors lefolyásával párosult az összes vizsgált esetben.
Azokban az esetekben viszont, ahol ez az amplifikáció
csak egyszeri egyéb rendellenességgel társult (például
az egyik X-kromoszóma elvesztése vagy a 4. kromo-
szóma triszómiája), a kemoterápia sokkal hatéko-
nyabbnak bizonyult, s ez jelentõsen megnövelte az
élettartamot (19).

Ezekben az esetekben az összehasonlító genomi hib-
ridizáción alapuló vizsgálatok segítettek abban, hogy
pontosabb kép alakulhasson ki a betegség kimenetelérõl,
valamint diagnosztikai és terápiás szempontból is kü-
lönbséget tudjanak tenni az akut myeloid leukaemia
egyes esetei között. A cDNS-csipet felhasználó CGH-
technikával sikerült bizonyítani a metasztázis és a gya-
núsított primer tumor klonális azonosságát is (16).
Gyermekkori akut lymphoid leukaemia esetében is

összehasonlító genomi hibridizációval tudták kimutatni
a 12p kromoszómarégió deletióját, amely kedvezõ prog-
nosztikai és diagnosztikai lehetõséget kínálhat (20).

A DNS-csip alapú CGH-módszer nagy segítséget
nyújthat:

– olyan új gének azonosításában, amelyek szerepet
játszanak a rákos betegségek, így a leukaemia kialakulá-
sában; 

– a tumoros folyamat során az áttétek nyomon kö-
vetésében, a tipizálásban és az osztályozásban.

A génexpresszió-változáson alapuló
osztályozás

A génexpressziós vizsgálatok alapvetõ célja, hogy
olyan géneket azonosítsunk, amelyek differenciáltan, a
normálistól eltérõen, szövet- vagy állapotspecifikusan
fejezõdnek ki – sok esetben az elõzõ fejezetben emlí-
tett kromoszóma-rendellenességek miatt.

A nagy áttörést ezen a téren a Northern blot hibridi-
záció hozta; ennek segítségével sikerült elõször azo-
nosítani különbözõ hírvivõ, messenger RNS-eket. A
módszer során a tisztított RNS-populáció agarózgél-
elektroforézissel elválasztható és nejlonmembránra
rögzíthetõ. Az elõzõleg általában izotóppal jelölt
cDNS-fragmenteket (próba) erre a membránra hibridi-
zálva megtudjuk, hogy az adott gén terméke
(mRNS-e) – amelyet a kísérletben az izotóppal jelölt
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cDNS-fragment reprezentált – milyen mértékben volt
jelen a kiindulási RNS-mintában. Denzitometriás vizs-
gálattal, kellõ kontroll mellett, viszonylag pontos
mennyiségi információkat is kaphatunk az adott gén-
termékrõl (21).

A szubsztraktív hibridizáláson alapult az elsõ techni-
ka, amely lehetõvé tette a differenciáltan mûködõ gé-
nek azonosítását és klónozását. A vizsgálat során a két
különbözõ mintából származó mRNS-molekulákat
egymáshoz hibridizálják, kiválasztják azokat a génter-
mékeket, amelyeknek nem volt párjuk, azaz vagy csak
az egyik, vagy csak a másik mintában szerepeltek, majd
ezekbõl könyvtárat készítenek (22). Ennek a techniká-
nak számos, kisebb-nagyobb változtatásokkal leírt vál-
tozata terjedt el (23). Annak ellenére, hogy így sok
gént sikerült azonosítani, a módszernek komoly hátrá-
nyai voltak: 

– a génexpresszióbeli különbségeknek csak csekély
részére sikerült fényt deríteni, 

– nagy mennyiségû RNS-mintát igényelt, 
– igen munka- és idõigényesnek bizonyult. 
Ennek a módszernek a szerepét 1992-ben egy új

technika, a differenciális display PCR (DD-PCR) vette
át (24). Ezzel a módszerrel két különbözõ sejtbõl vagy
szövetbõl származó mRNS-populációt egy reverz
transzkripciós (RT) lépést követõen PCR-rel amp-
lifikáltak; az így keletkezõ cDNS-fragmentek, amelyek
az adott sejt expressziós mintázatát tükrözték, denatu-
ráló poliakrilamid gélen elkülönültek. Azokat a géne-
ket, amelyek különbözõképpen expresszálódtak, a gél-
bõl izolálni tudták, és egyedi nukleotid sorrendjük egy

szekvenálási reakcióban ismertté vált. Számos közle-
mény tanúsága szerint a komoly hibalehetõségek elle-
nére – mennyiségi korrelációk megõrzése a reverz
transzkripciós lépés és a PCR-reakciók
után, a kísérletek ismételhetõsége és az
álpozitív jelek kiszûrése – sikeresen al-
kalmazták ezt a technikát (25).

A cDNS reprezentációs differenciális
analízis (RDA) mint alternatív mód-
szer vált ismertté, amely lehetõvé tette
a nagyszámú analizálandó minta csök-
kentését, a könnyebb azonosítást (26).
A cDNS-RDA technika ötvözi a
szubsztraktív hibridizációs és a PCR-
amplifikációs lépéseket; eredetileg két
komplex genom összehasonlítására
dolgozták ki (27). A DD-PCR techni-
kával ellentétben ez a módszer szubsztraktív hibridizá-
lási lépéssel eliminálja a mindkét populációban szerep-
lõ fragmenteket, ezzel a különbségekre koncentrálva. 

A génexpresszió-változásokat nyomon követõ,
szekvenáláson alapuló technika (serial analysis of gene-
expression, SAGE), nagyszámú transzkriptum egymás
melletti analízisére alkalmas (28). A módszer alapvetõ-
en két alapfeltevésen nyugszik:

– egy rövid, 8-9 bázispár hosszúságú nukleotid-
szekvencia-részlet elég információt tartalmaz ahhoz,
hogy egy géntermék azonosítható legyen, 

– ezeknek a rövid szekvenciarészleteknek az egymás
utáni láncolata lehetõvé teszi sok géntermék egymás
melletti hatékony analízisét.

A DNS-csip-
technológia

az utóbbi évek
nagy fejlesztése.

Egyidejûleg
akár több ezer

nukleotideltérés
felderíthetô.
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A módszer során olyan, 9-10 bázispár hosszúságú,
úgynevezett SAGE-címkéket (SAGE tags) kapunk,
amelyek egy adott mRNS-populációt tükröznek. A
technikának az az elõnye, hogy segítségével a különbö-
zõ kísérleti körülményekbõl származó mRNS-popu-
lációk között szignifikáns mennyiségi reláció állítható
fel. A többi módszerrel ellentétben jóval érzékenyebb
az alacsony kópiaszámú géntermék kimutatásában. A
DNS-csipek elõfutárának tekinthetõ, azonban idõigé-
nyessége miatt ez a módszer mára jelentõsen háttérbe
szorult.

Napjaink forradalmian új eszköze, a DNS-csip-
technológia (DNS-mikroeréj-, DNS-síkmátrix-techni-
ka) a leginformatívabb az eddig említett módszerek
közül; a ráfordított idõ és munka szempontjából ez a
legoptimálisabb funkcionális molekuláris biológiai
módszer (29, 30). Ez a technológia az utóbbi évek nagy
módszertani fejlesztése; ma már lehetõvé teszi, hogy
az egyes sejtekben egy adott idõpontban jelen lévõ
mRNS-populáció egyetlen hibridizációs lépésben,
tárgylemeznyi felületen analizálható, s meghatározható
az adott sejt expressziós mintázata (31–33). A DNS-
csipek egyik csoportjába azok az általában szintetikus
oligonukleotid-mintákat tartalmazó mikroeréjek tar-
toznak, amelyeket nukleotideltérések kimutatására fej-
lesztettek ki. Egyidejûleg akár több ezer nukleo-
tideltérés [mutáció, SNP (single nucleotide polymor-
phism)] felderítése, újraszekvenálása is végrehajtható
felsokszorozott genomi DNS-mintákból. Ez nagyon
nagy jelentõségû az új polimorfizmushelyek felkutatá-
sakor vagy ismert mutációk orvosi mintákból történõ
detektálásakor. Másik csoportjuk cDNS-fragmenteket
tartalmaz, ezáltal génexpressziós változások észlelésé-
re, monitorozására alkalmas. A DNS-csipek legfonto-
sabb és leginformatívabb alkalmazása a génexpresszió
párhuzamos tanulmányozása, ami a genom funkcioná-
lisan aktív részeire összpontosít. Az eljárás egy reverz
blottolási technika. Lényege, hogy több ezer különbö-
zõ DNS-molekula-részletet (általában PCR-amplifi-
kátumokat vagy oligonukleotid-részleteket) kötnek
szilárd hordozóhoz, általában valamilyen kémiai eljá-
rással aktivált üvegfelülethez. A kérdéses biológiai
mintákból (szövet- vagy sejtkultúrából) nyert mRNS-
bõl kiindulva fluoreszcensen jelölt cDNS-t kapunk. Az
mRNS kezdeti mennyisége nagymértékben változhat
attól függõen, hogy milyen szövetbõl indulunk ki (pél-
dául májszövet, illetve gerincvelõminta). Erõsen limi-
tált az mRNS mennyisége azokban az esetekben is,
amikor a szövetminta mennyisége kicsi, mint például
lézer-mikrodisszekcióval vagy egyéb mûtéti eljárások-
kal nyert biológiai mintáknál, továbbá olyan kísérleti
rendszerekben, ahol például 1000–5000 sejt a vizsgálat
tárgya. Ezekben az esetekben mindenképpen szüksé-
ges a jelerõsítés, azonban nagyon fontos, hogy olyan
módszert alkalmazzunk, amely nem torzítja az eredeti
mRNS-populációban meglévõ arányokat. Az exponen-
ciális (PCR-) és lineáris (in vitro transzkripció, IVT-)
amplifikáció megfelelõ használata sikeresen áthidalja
ezt a problémát (34, 35). A direkt jelöléssel, illetve
amplifikációs lépések során kapott, fluoreszcensen je-

lölt DNS-t csipre hibridizálva, a bázisok komplementa-
ritási szabályai alapján konfokális lézerszkennerrel de-
tektálható a megfelelõ, kikötött komplementer DNS,
amelyhez a jelölt próba kapcsolódott. A két mintát
(patológiás-normál, kezelt-kezeletlen) különbözõ fluo-
reszcens festékkel jelölve, majd egy csipre hibridizál-
va, minden egyes génspecifikus minta esetében össze-
hasonlítható a génkifejezõdés mértéke (36) (2. ábra).
Ezzel a technikával nyomon követhetõk a sejtek kü-
lönbözõ hatásokra bekövetkezõ (például: gyógyszeres
kezelés, patológiás folyamatok) változásai, lehetõvé vá-
lik új biokémiai utak felderítése, gyógyszerek hatásme-
chanizmusainak nyomon követése, fiziológiailag eltérõ
állapotokért (például betegség esetén) felelõs gének
felfedezése. A technika segítségével sokkal hatéko-
nyabbá válik az adott kóros hatásra, gyógyszeres keze-
lésre, esetleg más, fiziológiás körülmények között fel-
lépõ állapotra jellemzõ vagy azt kiváltó gének azonosí-
tása, ez mind az alap-, mind az alkalmazott kutatásban
kamatoztatható. 

Egyes, az elõzõ fejezetben taglalt kromoszóma-
rendellenességekhez társuló génexpresszió-változások
kiderítése kulcsfontosságú diagnosztikus és terápiás
értéket nyerhet mind a leukaemiák, mind más tumorok
esetében (37–39). A T-sejtes akut lymphoid leukae-
miák molekuláris tulajdonságaira többnyire a kromo-
szóma-transzlokációk és kromoszómán belüli átrende-
zõdések analízise derített fényt. Ezek az abnorma-
litások tipikusan ilyen elrendezõdést tükröznek, ahol a
sejtérés szempontjából fontos és szigorúan szabályo-
zott gének (például HOX11, LMO1, LMO2) olyan
promóterek vagy enhancerek szabályozása alá kerülnek
(például T-sejt-receptor-promóter), amelyek az emlí-
tett gének expresszióját nagymértékben megemelik és
a sejteket a normálisnál nagyobb mértékû osztódásra
kényszerítik. Ferrando és munkatársai oligonukleotid
DNS-csipeket használva kimutatták, hogy T-ALL ese-
tében bizonyos T-sejt-onkogének – HOX11, TAL1,
LYL1, LMO1, LMO2 – gyakran a normálistól eltérõ
mértékben expresszálódnak, annak ellenére, hogy kro-
moszóma-rendellenesség nem tapasztalható. Az érett
thymocyták kialakulása során ezeknek az onkogének-
nek az overexpressziója (túltermelõdése) a sejtek fejlõ-
dési stádiumaira specifikusan jellemzõek (LYL1+ –
pro-T-sejt, HOX11+ – korai kérgi thymocyta, TAL1+ –
késõi kérgi thymocyta). A hierarchikus klaszteranalízis
a sejteket ezen génexpressziós mintázatok alapján egy
közös onkogénaktivációs kaszkádhoz kapcsolta. Mind-
ez segíthet a terápia szempontjából is fontos alcsopor-
tok kialakításában (40).

Olyan betegeknél, akiknél igen körültekintõen kell
mérlegelni az alkalmazott terápiát, annak erõsségét és
az esetleges mellékhatásokat – például a gyermek-
gyógyászatban –, nagyon fontos szerepet játszik a
leukaemiák génexpressziós változásokon alapuló osz-
tályozása. Ennek segítségével sorolhatók a betegek
pontos, optimális terápiát lehetõvé tevõ csoportokba.
Gyakori a betegség kiújulása a nem megfelelõ terápia
következtében, illetve a terápia által indukált akut
myeloid leukaemia. Yeoh és munkatársai oligonukleo-
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tid DNS-csipeket használva expresszióbeli különbsé-
gek alapján csoportosították a gyermekkori leukae-
miás eseteket (41). Minden, a B-ALL-re jellemzõ kro-
moszómahibának meghatározták a saját, általában
több génbõl álló, csak rá jellemzõ génexpressziós min-
tázatát. A különbözõ génexpresszióbeli különbségek
kellõen körültekintõ csoportosítása olyan jellegzetes,
az alcsoportra jellemzõ molekuláris „ujjlenyomatot”
alakít ki, amelynek felhasználásával az egyes alcsopor-
tok nagy pontossággal (96%) elkülöníthetõk. Az „ujj-
lenyomat” meghatározásának és a csoportosításnak az
alapját az összes expressziós különbséget mutató gén
közül az a 40 gén adta, amely a kísérletben használt, a
kapcsoltságot jellemzõ statisztikai módszer szerint a
legjobban definiálta az adott csoportot. B-ALL eseté-
ben a génexpressziós mintázat nem csupán a különbö-
zõ alcsoportokba sorolást teszi lehetõvé, hanem ma-
gyarázatot ad a terápia esetleges sikertelenségére is.
Segítségével fény derült arra is, hogy a különbözõ
leukaemia-alcsoportok alapvetõen más onkogén-ak-
tivációs mechanizmusokat követnek, különbözõek a
jelátviteli utak, ezért különbözõ módon reagálnak a
kemoterápiára. A terápia következtében kialakuló má-
sodlagos akut myeloid leukaemia kifejlõdése szintén
elõre megmondható a „molekuláris ujjlenyomatok”
segítségével (41).

Klinikai szempontból a DNS-csip-vizsgálatok egy-
értelmûen életképes alternatívát jelentenek a leukae-
mia-alcsoportok diagnosztikájában a hagyományos
kariotipizálás vagy a fluoreszcens in situ hibridizálással
szemben, különösen olyan esetekben, amikor a kromo-
szóma-rendellenesség citogenetikailag nem mutatható

ki (37–39). A különbözõ génexpressziós változásokat
nyomon követõ technikákról kitûnõ összefoglaló szü-
letett Kozian és munkatársai tollából (42). 

DNS-metilációs mintázat analízisén
alapuló osztályozás cDNS-csipekkel

A malignus szövetekben tapasztalható egyik legkora-
ibb és legáltalánosabb genetikai eltérés a normálistól el-
térõ metilációs mintázat a CpG-szigetekben (ezek
citozinban és guaninban gazdag szigetek), amely a gé-
nek széles spektrumának túlmûködését, illetve hibás
mûködését vonja maga után (43). Aberráns metilációs
mintázatot mutathatnak bizonyos tumorok esetében a
promóterrégión kívül olyan CpG-gazdag szabályozó-
elemek is, amelyek a genom nem kódoló részeiben, az-
az az intronokban helyezkednek el (44). A tumor-
sejteket általában a tumorszuppresszor molekulák
hipermetilációja, míg ezzel ellentétben az egész DNS-
molekula hipometilációja jellemez. Ez az általános
hipometiláltság már viszonylag korán, jóval a tényleges
tumor kifejlõdése elõtt detektálható. A hipometiláció
és a megemelkedett génexpresszió közötti összefüggés
számos onkogén esetében kimutatható (45, 46). Az
egész genomra kiterjedõ, nem génspecifikus megköze-
lítéssel többször is kimutatták, hogy a metilációs min-
tázat tumorról tumorra változhat, azaz tumorspe-
cifikus (47, 48). Az egész genomra kiterjedõ metilációs
mintázat, mint azt a génexpressziós mintázatnál is ta-
pasztaltuk, egy molekuláris ujjlenyomatként jellemzi
az adott sejtet, szövetet, betegséget, így ennek ismere-
te alkalmassá teszi ezt a módszert arra, hogy új tumor-
osztályokat határozhassunk meg, illetve újonnan diag-
nosztizált betegségeket már meglévõ osztályokba so-
roljunk (33). Az utóbbi években az egész genomra ki-
terjedõ metilációs mintázat analízisére olyan módszer
született, amely alkalmas nagyszámú minta egy idõben
való tesztelésére (49, 50). 

Az utolsó másfél évtized technikai újításai forradal-
masították a leukaemiák és más patológiás elváltozá-
sok molekuláris szintû megértését, funkcionális
genomikai hátterének felderítését, diagnosztikai
markerek azonosítását. A technikák egy része a
genomszintû elváltozások detektálására törekszik
(mutációk, génamplifikációk, deletiók, metilációs
mintázat), míg más részük az aktív gének termékei-
nek, az mRNS-populációknak (transzkriptom) analí-
zisét tûzte ki célul (génexpressziós vizsgálatok,
SAGE, DD-RT-PCR, DNS-csip-technika) (3. ábra).
Exponenciálisan nõ azoknak a tanulmányoknak a szá-
ma, amelyek a különbözõ típusú rákos megbetegedé-
sekkel – mint például a melanoma (1, 51, 52), a vas-
tagbélrák (53–56), a pajzsmirigyrák (57–59), az emlõ-
rák (60–62), a prosztatarák (63–65) – a funkcionális
genomika szemszögébõl foglalkoznak. Az elkövetke-
zõ években e technikák remélhetõleg a klinikai gya-
korlatban is felhasználhatók lesznek, segítve a diag-
nosztikát, a betegség kimenetelének prognosztizálá-
sát, a helyes terápia kiválasztását.
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A genom és a transzkriptom (génmûködések) analízise
különbözõ technikákkal
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A kongresszus témái: 
A mikrokeringés élettana.
A mikrocirkuláció kórélettani kutatásainak újabb eredményei.
Új diagnosztikus módszerek.
Véráramlástani eredmények.
Diabeteses microangiopathia – diagnosztikus és terápiás lehetõségek.
A szemfenék mikrokeringésének vizsgálata.
A belsõ fül keringési zavarai.
A mikrokeringés változásai vesebetegségekben.
Az endotheldiszfunkció és a mikrokeringés kapcsolata.
A lipidpatológia mikrocirkulációs vonatkozásai és kóros érfalelváltozások.
A coronariakeringés, valamint a szív mikrocirkulációja. Coronaria-X-szindróma.
A végtagok mikrokeringése, nyirokkeringési zavarok, krónikus vénás insuffitientia, diabeteses láb.
Stroke és penumbraállapotok.
Funkcionális képalkotás (SPECT, PET, MRI) és a mikrokeringés.
Mikrokeringést javító gyógyszerek.
Kísérletes sebészet és mikrokeringés. 

A kongresszust a Magyar Haemorrheologiai Társaság szervezi.
Regisztrációs díj: 6000 Ft, amely a kongresszuson való részvétel mellett a programfüzetet, a kiállítá-
sokon való részvételt, valamint a 2003. május 9-én rendezendõ esti fogadás költségét tartalmazza.

További információ:
dr. Pongrácz Endre, 06-309-544-704, e-mail: epong@dpg.hu.
dr. Bernát S. Iván, 06-302-516-506, telefax: 1-356-3087.
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