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Uj molekularis médszerek a leukaemiak
diagnosztizalasara, osztalyozasara

és a betegség prognosztizalasara

Zvara Agnes, ifj. Hackler Laszl6, Puskas Laszl6 G.

A sejtek normalis mikodése kilonbozG gének
szigorl szabdlyozottsaganak a kovetkezménye.
Ha egy hiba folytan felborul ez a szigori szaba-
lyozottsag és a gének kozti hierarchikus rend-
szer, az a sejtek hibds mdkodését, rossz esetben
rakos elfajuldsat okozhatja. A daganatos beteg-
ségek — ezen belul a leukaemidk — modern mo-
lekuldris médszereken alapulé osztélyozédsanak
két alapvets kihivdsa az Gj betegségcsoportok
felderitése, valamint a mar diagnosztizalt vagy Uj
esetek egy mar meglévé csoportba valé besoro-
lasa, amely lehet6vé teszi az optimalis kezelést
és a betegség vérhaté kimenetelének elGre-
vetitését. A Humdan genom projekt ma mar kor-
latlan hozzaférési lehetGséget biztosit a gének
szekvencidit és lokalizaci6jat tartalmazo6 adatba-
zisokhoz, nagyban segitve ezzel a kromoszéma-
rendellenességek felderitését, a génexpresszios
mintazat szisztematikus meghatdrozasat. Ez
nemcsak a sejtek normalis mdkodésének megér-
tése szempontjabdl nagyon fontos, hanem hoz-
z4jarul olyan Gj gének azonositasdhoz, amelyek
az adott betegségcsoportra markerként jellem-
z8ek, és terdpids szempontbdl potenciilis
gyogyszercélpontok lehetnek. A XX. szdzad maé-
sodik feléig a gének funkciéjanak és szabdlyoza-
sdnak tanulmanyozasa egyedi gének Iépésrél 1é-
pésre végzett vizsgalatan alapult. Tekintve, hogy
egyre tobb organizmus genomjdnak szekvencia-
ja vdlt és valik teljesen vagy részlegesen ismert-
té, szamos olyan Gj technika fejlédott ki, amely
lehet6vé teszi a génfunkcidk szisztematikus ana-
lizisét. A szerzék oOsszefoglaljdk a molekularis
biolégia legtjabb mdédszereit felhaszndlé diag-
nosztikai, osztilyozasi és prognosztizalasi lehe-
tGségeket, valamint — elsdsorban a leukaemiak
szemszOgébdl — a mar elért eredményeket.
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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.
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daganatos sejtek genetikai hibdi alapvet&en
A meghatdrozzdk a normélistdl eltérd viselkedé-

siiket; ezek a hibik ma mér az eddiginél hataso-
sabban analizalhat6k. Ezt a human genom majdnem teljes
szekvencidjinak ismerete és a nagy 4teresztSképességli
molekularis biolégiai médszerek — a teljes genomra kiter-
jed6 mutdciéanalizis, az 6sszehasonlité genomhibridi-
74ci6, a génexpresszié-monitorozds cDNS-csipekkel —
hasznalata teszi lehet&vé. Az igy kapott eredmények kiva-
l6an kamatoztathatok a megeldzés, a diagnézis, az oszta-
lyozis, a terdpia és a betegség kimenetelével kapcsolatos
kérdések megvélaszoldsaban (1-3). A daganatos elvélto-
zasok koziil a funkcionalis genomika szempontjabdl leg-
jobban tanulmanyozott betegség a leukaemia.

Az akut leukaemia igen dsszetett betegség; a morfo-
l6giai, immunolégiai, biokémiai, citogenetikai jellegze-
tességek és a kemoterapidra adott valasz alapjin egyedi
leukaemia-alcsoportokra oszthat. A betegség oszta-
lyozasa és a betegek megfelel@ terdpids csoportokba so-
roldsa jelenleg nagyon nehéz és koltséges feladat; ko-
moly laborvizsgilatokat (példdul immunfenotipiza-
last), citogenetikai és molekuliris diagnosztikai vizsga-
latokat, valamint sokrétdi szakorvosi hatteret, hemato-
l6gus, onkolégus, patolégus, citogenetikus bevondsit
igényli. Az egyedi és gyorsteszt nem tesz lehet&dvé kel-
16en megalapozott diagnézist. A kériiltekintd és mun-
kaigényes diagnosztikai eljiras ellenére a leukaemidk
osztalyozasa nem tokéletes és hibalehet8séget rejt ma-
gaban (4). A leukaemidk osztilyozdsa klinikai szem-
pontbdl két ok miatt nagyon fontos:

—azért, hogy megértsiik a betegség kezdeti okait, le-
folyasat, és legyen raldtdsunk a végsd folyamatokra;

- megalapozott, molekuldrisan kell8en alitdmasztott
diagnézist allithassunk fel, amely el8revetiti az optima-
lis terdpia és a gyogyulds lehet8ségét.

Az akut myeloid leukaemidt (AML) morfolégiailag
nyolc tipusba soroljak (M0-M?7), ezek a tipusok bizo-
nyos korreldciét mutatnak a klinikai megjelenéssel, a
citogenetikai markerekkel és a betegség stlyossigaval
(5). Az akut myeloid leukaemiakat a morfolégiai beso-
roldson alapul6 FAB rendszer helyett ma mar inkabb a
citogenetikai eltérések alapjin — egyes kromoszéma-
transzlokdciok megléte vagy hidnya szerint — oszta-
lyozzik. A leukaemiik a specidlis kromoszéma-
abnormalitdsok alapjin — amelyek az esetek tobb mint
90%-4aban azonosithaték — szintén osztilyozhatdk (6).
Néhiany kromoszéma-rendellenesség terdpids és prog-
nosztikai jelent8ségi is egyben (7, 8).

Az akut lymphoid leukaemidk (ALL) — azon kiviil,
hogy T- és B-sejtes tipusokba sorolhaték — sejtfelszini
markerek alapjan, immunhisztokémia segitségével to-
vabbi alosztilyokba sorolhaték. A klasszifikicié mind-
két leukaemiatipus esetén prognosztikai jelent8ségt, de
ez csak statisztikailag értendd; ugyanis — kiillénosen az
akut myeloid leukaemiak esetében — a citogenetikai be-
soroldssal azonos tipusba tartozo betegek egyéni variici-
6t mutathatnak. Gyakran el6fordul, hogy a kiilonb6z8
kritériumok alapjan az egy tipusba sorolt leukaemidk tel-
jesen eltérd klinikai lefolydstak, illetve ugyanarra a tera-
pids beavatkozasra eltér8en reagilnak.

ROVIDITESEK ES SZOMAGYARAZATOK

ALL: akut lymphoid leukaemia.

AML: akut myeloid leukaemia.

BAC: bakteriilis mesterséges kromoszéma.
B-ALL: B-sejtes akut lymphoid leukaemia.

cDNS: copy DNS; messenger RINS-b3l reverz
transzkripci6val dtirt DNS, amely nem tartalmazza
az intronszekvencidkat (ellentétben a genomikus
DNS-darabbal).

DNS-csip: cDNS, oligonukleotid vagy genomikus
DNS-darabokat nagy szdmban (tobb ezer, tiz-
ezer) tartalmazo, tirgylemeznyi méretd iivegle-
mez, amely génkifejez8dési mintdzatok, mutacidk,
metildciés mintdzatok analizisére alkalmas.

CGH: comparative genomic hybridization; 6sz-
szehasonlité genomi hibridizicié.

DD-PCR: differenciilis display PCR.

Enhancer: gének kifejez8dését segits (aktivald)
szabilyoz6elem a DNS-molekuldban.

FISH: fluoreszcens in situ hibridizacié.
Funkciondlis genomika: a genetikdnak @ tudo-
ménydga; 6tvozi a funkciondlis biolégia és a gene-
tika eredményeit, az egész genomra kiterjedden,
Osszességében tanulmanyozza a gének miikodését.
Génexpresszi6: génkifejez8dés.

Genomikus DNS: mind az intronokat, mind az
exonokat tartalmazé DNS-darab.

Hibridizicié: a nukleinsavakat felépitd nukleo-
tidok komplementaritisin alapul6 technika, amely-
nek sordn két egyszali nukleinsavdarab — amelyek
koziil az egyik vagy fluoreszcensen, vagy izot6ppal
jelolt (proba) — a szekvenciahomoldgia fokatsl
tiigg8en parba ill; a létrejovs kétszala nukleinsav
detektalhato.

IVT: in wvitro transzkripcid; olyan enzimreakcid,
amelynek sordin DNS-templdtrél RNS-polimeriz
enzim segitségével RNS-molekula képz&dik.
Northern blot analizis: hibridizélason alapulé tech-
nika; RNS-molekuldkat agarézgél-elektroforézis-
sel méret szerint elvalasztanak, majd nejlonfilterre
immobilizaljak ket. Az igy kapott filterre ezutin
jelolt préba-DNS vagy oligonukleotid hibridizal-
haté.

PCR: polimeriz lincreakcid.

Prométer: a génkifejez8dést szabilyozo, irdnyité
DNS-elem.

RDA: reprezentaciés differencidlis analizis.

RT: reverz transzkripcié; olyan enzimreakcid,
amelynek sorin RNS-templdtrdl reverz transz-
kriptdz enzim segitségével DNS-molekula képz§-
dik.

SNP: single nucleotide polymorphism; egy nuk-
leotidra korldtoz6dé genetikai kiilonbség.

T-ALL: T-sejtes akut limphoid leukaemia.

Templit: egy adott reakciéban az 4tirds alapjaul
szolgilé minta
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Az akut lymphoid leukaemidk els osztilyozidsa a
betegség kiilonb6zs klinikai kimenetelét és a sejtmag-
morfolégia finom kiilonbségét titkkrozte. Az 1960-as
évek végén a kutaték 0j moédszerrel, enzimalapa
immunhisztokémiaval prébéltak besorolni a betegsé-
get. Kimutattdk, hogy a leukaemidk egy része perjo-
détsav-festési modszerrel Schiff-sav-, mig masik része
mieloperoxiddz-pozitivnak bizonyult. Ez adta elsként
az alapot a leukaemidk molekularis szint klasszifikici-
6jéra. E szerint megkiilonbéztetiink thymusbdl szar-
maz6, prekurzor T-sejt eredeti (T-ALL), illetve csont-
velsbsl szirmazé, prekurzor B-sejt eredetd (B-ALL)
akut lymphoid, illetve akut myeloblastos leukaemidt
(AML). Ez az osztilyozids — a myeloid és a lymphoid
sejtek sejtfelszini antigénjeit felismerd ellenanyagok
felhasznéldsdval — az 1970-es években tovabbi megerd-
sitést kapott (9).

Kromoszéma-rendellenességek
analizise

Tumoros elviltozdsok esetében igen gyakori a kromo-
szomakon belili rendellenesség - deletio vagy
amplifikici6 —, valamint az eltér§ kromoszémaszim
(10). Specifikus 4trendez8dések sok esetben jellemz-
ek az egyes tumortipusokra, -dllapotokra. Az ezekre a
kromoszomélis 4trendez8dési helyekre térképez8dd
gének szerepet jatszhatnak a rdkos betegség kialakul4-
saban; felderitésiik hozzajirul a tumoros éllapotok, igy
a leukaemidk molekuldris jellemzéséhez. Az akut
lymphoid leukaemia klinikai alcsoportjainak genetikai
markerei egyes kromoszéma-transzlokacidk és a rend-
ellenes kromoszémaszdm. A B-ALL esetében gyakran
két gén fuzidjaval létrejovs fazids géntermék, fGzids
onkogén fehérje jelenléte figyelhetd meg (11). Ezek
koziil a t(12;21)/TEL-AMLI és a t(1;19)/E2A-PBX1
transzlokaciokat hordozé betegek kezelése viszonylag
j6 eredményekkel kecsegtet, kiilondsen a kemoterapids
doézis emelésével; viszont a t(9;22)/BCR-ABL és a
t(4;11)/MLL-AF4 transzlokdcidk esetében mar sokkal
rosszabbak a gy6gyulas esélyei. Szintén j6 kilatdsokkal
kezelhetd a hiperdiploid kromoszéma-rendellenessé-
get hordoz6 beteg (12). A T-ALL-t ismétlédGen el§-
forduls, de viszonylag ritka kromoszéma-transzloki-
ci6 jellemzi; ez dltaldban olyan transzkripciés faktoro-
kat kédolé géneket (LYL1, HOX11, HOXI11L2,
TALT1) érint, amelyek rendellenes expresszidja szabily-
talan mederbe tereli a korai thymocytadifferenciiciét,
és a folyamat leukaemidba torkollik. A hiperdiploid
akut lymphoid leukaemidra az ltaliban magas kromo-
szémaszam jellemz8 (két alcsoportja esetén: 47-50, il-
letve >50) (11).

Fluoreszcens in situ hibridiz4cié
A kromoszémasdvok analizisén alapul6 technikak hasz-

nosnak bizonyulnak az itrendez8dések kimutatdsira,
azonban kevésbé informativak a potenciilis ampli-
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fikaci6s, illetve deletios helyek felderitésében. A vizs-
gilat sordn prébaként hasznalt DNS-darabot fluoresz-
cens festékkel jelolik, majd kromoszémaprepardtumra
hibridizaljak. Azok a kromoszémarészletek, amelyek-
hez a jeldlt DNS-darab k6t8détt, mikroszképpal koz-
vetleniil nyomon kévethet8k (fluoreszcens in situ hib-
ridiz4ci6é, FISH) (13). A technika hitrinya, hogy a
sejtkultards vizsgalatok félrevezetd eredményt adhat-
nak, mivel bizonyos sejtcsoportok — gyorsabb noveke-
désiik miatt — elényt élveznek.

Osszehasonlité genomi hibridizcié

Az sszehasonlité genomi hibridizicié (comparative
genomic hybridization, CGH) gyors, sejtkultarikat
nélkiil6z& médszer; a citogenetikai vizsgilatoknal pon-
tosabb informicidkat szolgiltat az esetleges kromo-
szémaitrendez&désekrdl és -amplifikicidkrol (14). Ez
a két fluoreszcens festékkel jelzett DNS-préobin ala-
pulé hibridizdciés moédszer egyszer kisérleti eljaras
keretében sok informéciéval szolgil a rikos sejtek
genomikus egyensilyrdl, a mono-, esetleg triszé-
miadkrél, az amplifikdciokrol és a deletiokrol. A kisérlet
sordn a tumoros szdévetbdl szirmazé DNS-t egy zol-
den fluoreszkal6 festékkel (Cy3), mig az ép szovet-
mintabol szirmazé DNS-t egy mésik, pirosan fluoresz-
kal6 festékkel (Cy5) jeldljiik és egyiitt olyan iivegle-
mezre hibridizaljuk, amelyre nagyszdmd, ismert szek-
vencidjid cDNS- vagy genomikus DNS-darabot rogzi-
tettek (DNS-csip, DNA microarray). Lézerszkenner-
rel végzett leolvasds utdn a szinbeli kiilonbségek szami-
togép segitségével értékelhetsk ki, a Cy3/Cy5 ariny
meghatirozhaté, ennek értéke utal az adott gén
deleti6jara, amplifikicidjara (1. dbra). Az Gttér6 mun-
kat Pinkel és munkatirsai végezték, akik bakteridlis
mesterséges kromoszémakat (BAC), illetve a human
20. kromoszémidbdl szirmazé genomikus DNS-
fragmenteket kotdttek nagyszdmban iivegfeliiletre
(15). Ma mir olyan csipeket is hasznilnak, amelyre
cDNS-fragmenteket kotottek ki. Ennek az az elénye,
hogy a transzkripcionalisan aktiv régidkra sszpontosit
(16). Annak ellenére, hogy a DNS-csipeken alapul6
CGH-médszer a kis, génen beliili muticiok felderité-
sére nem alkalmas, Gj megoldést kindl az eddig hasznalt
citogenetikai vizsgilatokra, hiszen rendkiviil j6l alkal-
mazhat6 nagyszdma minta — egész genomra kiterjeds —
egytittes analizisére. Nagy el6nye, hogy — ellentétben a
sejtkultards vizsgalatokkal — viszonylag kevéssé érzé-
keny egyéb, a kisérleti rendszer szempontjabdl indiffe-
rens sejtkontaminiciékra: minddssze egy génkdpidnyi
véltozas is kimutathat6 olyan mintdbdl, amelynek eset-
leg 60%-4t is normilis, egészséges sejtekkel ,szennyez-
ték” (17). Csekély mennyiség, akar paraffinban archi-
vélt vizsgalati anyagbdl is igen j6 mindségii jelolt préba
nyerhet8. A vizsgilatok eredményei kénnyen analizal-
hat6k a jelenleg elérhetd, jelent8s mennyiségli infor-
maéci6t tartalmazé adatbazisok segitségével; a kisérle-
tekben azonositott gének kromoszomilis elhelyezke-
dése egyszerlien meghatirozhat6.
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1. ABRA

Komparativ genomi hibridizdcié (CGH) a géndtrendezddések detektildsira
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Feln&tt T-sejtes leukaemia esetében ezzel a médszer-
rel mind deleti6t, mind amplifikiciét sikeriile detektdl-
ni. Bizonyos kromoszémaeltérések sokkal gyakorib-
bak voltak azoknél a betegeknél, akiknél a leukaemia
agresszivebb formaban jelentkezett. Nagyobb szamu
kromoszéma-rendellenesség tirsult azokhoz az ese-
tekhez, amelyekben a talélés esélye szignifikinsan ala-
csonyabb volt (18). Akut myeloid leukaemia esetén
Osszehasonlité genomi hibridizaciét alkalmazva erds
amplifikiciét taldltak a 8q24 kromoszéma régidjaban,
ahova a c-myc protoonkogén térképezsdik. A c-myc
amplifikdcié tovabbi komplex kromoszéma-rendelle-
nességekkel egyiitt rovid élettartammal és a betegség
gyors lefolydsival parosult az dsszes vizsgalt esetben.
Azokban az esetekben viszont, ahol ez az amplifikicié
csak egyszeri egyéb rendellenességgel tarsult (példiul
az egyik X-kromoszéma elvesztése vagy a 4. kromo-
széma trisz6midja), a kemoterdpia sokkal hatéko-
nyabbnak bizonyult, s ez jelent8sen megnévelte az
élettartamot (19).

Ezekben az esetekben az dsszehasonlité genomi hib-
ridizdcién alapulé vizsgilatok segitettek abban, hogy
pontosabb kép alakulhasson ki a betegség kimenetelérdl,
valamint diagnosztikai és terdpids szempontbdl is kii-
l6nbséget tudjanak tenni az akut myeloid leukaemia
egyes esetei kozott. A cDNS-csipet felhasznilé CGH-
technikaval sikeriilt bizonyitani a metasztzis és a gya-
nusitott primer tumor klonalis azonossigit is (16).
Gyermekkori akut lymphoid leukaemia esetében is

dsszehasonlité genomi hibridizaciéval tudtak kimutatni
a 12p kromosz6marégié deletidjit, amely kedvezs prog-
nosztikai és diagnosztikai lehet8séget kindlhat (20).

A DNS-csip alapt CGH-médszer nagy segitséget
nytjthat:

—olyan 4j gének azonositisiban, amelyek szerepet
jatszanak a rikos betegségek, igy a leukaemia kialakula-
saban;

—a tumoros folyamat sordn az 4ttétek nyomon ko-
vetésében, a tipizaldsban és az osztilyozasban.

A génexpresszi6-valtozison alapul6
osztilyozas

A génexpresszi6s vizsgilatok alapvetd célja, hogy
olyan géneket azonositsunk, amelyek differencidltan, a
normalist6] eltér8en, szovet- vagy éllapotspecifikusan
fejez&dnek ki — sok esetben az el6z8 fejezetben emli-
tett kromoszéma-rendellenességek miatt.

A nagy attorést ezen a téren a Northern blot hibridi-
zdcié hozta; ennek segitségével sikeriilt el8sz6r azo-
nositani killénb6z8 hirvivs, messenger RNS-eket. A
modszer sordn a tisztitott RINS-populdcié agarézgél-
elektroforézissel elvilaszthaté és nejlonmembrinra
rogzithets. Az eléz8leg altaldban izotéppal jeldlt
cDNS-fragmenteket (préba) erre a membrénra hibridi-
zdlva megtudjuk, hogy az adott gén terméke
(mRINS-¢) — amelyet a kisérletben az izotéppal jelolt
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cDNS-fragment reprezentélt — milyen mértékben volt
jelen a kiinduldsi RNS-mintdban. Denzitometrids vizs-
gilattal, kell§ kontroll mellett, viszonylag pontos
mennyiségi informacidkat is kaphatunk az adott gén-
termékrdl (21).

A szubsztraktiv hibridizdldson alapult az els8 techni-
ka, amely lehet&vé tette a differencidltan miksds gé-
nek azonositisat és klonozasat. A vizsgélat sordn a két
kiilonb6z& mintdb6l szirmazé mRNS-molekulikat
egymashoz hibridizaljik, kivalasztjak azokat a génter-
mékeket, amelyeknek nem volt parjuk, azaz vagy csak
az egyik, vagy csak a masik mintdban szerepeltek, majd
ezekbdl kényvtarat készitenek (22). Ennek a technika-
nak szdmos, kisebb-nagyobb véltoztatdsokkal leirt val-
tozata terjedt el (23). Annak ellenére, hogy igy sok
gént sikeriilt azonositani, a médszernek komoly hitra-
nyai voltak:

—a génexpresszidbeli kiilonbségeknek csak csekély
részére sikeriilt fényt deriteni,

- nagy mennyiségli RNS-mintat igényelt,

- igen munka- és id8igényesnek bizonyult.

Ennek a médszernek a szerepét 1992-ben egy 4j
technika, a differencidlis display PCR (DD-PCR) vette
it (24). Ezzel a médszerrel két kiilonboz8 sejtbdl vagy
sz6vetbdl szirmazé mRNS-populdciét egy reverz
transzkripciés (RT) lépést kovetSen PCR-rel amp-
lifikaltak; az igy keletkez8 cDNS-fragmentek, amelyek
az adott sejt expresszids mintizatat titkrozték, denatu-
ral6 poliakrilamid gélen elkiiloniiltek. Azokat a géne-
ket, amelyek kiillonb6z8képpen expresszalodtak, a gél-
bél izoldlni tudtdk, és egyedi nukleotid sorrendjiik egy

2. ABRA
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szekvenildsi reakcidban ismertté valt. Szamos kozle-
mény tantsiga szerint a komoly hibalehet8ségek elle-
nére — mennyiségi korreliciok meg8rzése a reverz
transzkripciés 1épés és a PCR-reakcidk

utdn, a kisérletek ismételhet&sége és az
alpozitiv jelek kisztirése — sikeresen al-
kalmaztak ezt a technikit (25).

A cDNS reprezentdcids differencidlis
analizis (RDA) mint alternativ méd-
szer valt ismertté, amely lehet&vé tette
a nagyszamu analizdlandé minta csok-
kentését, a kénnyebb azonositist (26).
A cDNS-RDA technika 6tvozi a
szubsztraktiv hibridiziciés és a PCR-
amplifikici6s 1épéseket; eredetileg két

A DNS-csip-
technolégia
az utébbi évek
nagy fejlesztése.
Egyidejdleg
akar tobb ezer
nukleotideltérés
felderithetd.

komplex genom sszehasonlitdsira
dolgoztak ki (27). A DD-PCR techni-
kaval ellentétben ez a médszer szubsztraktiv hibridiza-
lasi lépéssel elimindlja a mindkét populéciéban szerep-
16 fragmenteket, ezzel a kiillonbségekre koncentralva.

A génexpresszié-valtozdsokat nyomon kovetd,
szekvenaldson alapulé technika (serial analysis of gene-
expression, SAGE), nagyszdmu transzkriptum egymds
melletti analizisére alkalmas (28). A médszer alapvets-
en két alapfeltevésen nyugszik:

—egy rovid, 8-9 bazispir hosszisigi nukleotid-
szekvencia-részlet elég informici6t tartalmaz ahhoz,
hogy egy géntermék azonosithat6 legyen,

— ezeknek a rovid szekvenciarészleteknek az egymis
utdni lancolata lehetdvé teszi sok géntermék egymads
melletti hatékony analizisét.

A cDNS-csipek alkalmazdsa a génexpresszié-vdltozdsok nyomon kdvetésére

1. Minta-el6készités

1. minta

kontroll, egészséges szovet Cy-3-dCTP

2. minta RT

- — "

beteg, kezelt szovet

Cy-5-dCTP

-—bRNSL-

— DN

2. Hibridizacio

cDNS-csip

l mosas

3. Leolvasas

Lézer

(543 nm)

Lézer

(633 nm)

nyers adatok _> 4. Adatfeldolgozas

RT: reverz transzkripcié; cDNS: dtirt DNS
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A médszer sordn olyan, 9-10 bazispar hosszisiga,
ugynevezett SAGE-cimkéket (SAGE tags) kapunk,
amelyek egy adott mRINS-populdciét titkréznek. A
technikdnak az az elénye, hogy segitségével a kiilonbo-
z8 kisérleti korilményekbsl szarmazé mRNS-popu-
laciok kozott szignifikins mennyiségi relacié allithato
fel. A tobbi médszerrel ellentétben jéval érzékenyebb
az alacsony koépiaszdmi géntermék kimutatdsiban. A
DNS-csipek el6futrinak tekinthetd, azonban id8igé-
nyessége miatt ez a médszer mira jelent8sen hattérbe
szorult.

Napjaink forradalmian 4j eszkoze, a DNS-csip-
technolégia (DNS-mikroeréj-, DNS-sikmdtrix-techni-
ka) a leginformativabb az eddig emlitett médszerek
koéziil; a riforditott id6 és munka szempontjabdl ez a
legoptimalisabb funkciondlis molekularis biolégiai
modszer (29, 30). Ez a technolégia az utébbi évek nagy
modszertani fejlesztése; ma mar lehet&vé teszi, hogy
az egyes sejtekben egy adott id8pontban jelen 1évs
mRNS-populdcié  egyetlen hibridiziciés 1épésben,
targylemeznyi feliileten analizdlhat6, s meghatdrozhaté
az adott sejt expressziés mintdzata (31-33). A DNS-
csipek egyik csoportjiba azok az éltaldban szintetikus
oligonukleotid-mintikat tartalmazé mikroeréjek tar-
toznak, amelyeket nukleotideltérések kimutatisara fej-
lesztettek ki. Egyidejtileg akir tobb ezer nukleo-
tideltérés [mutdcié, SNP (single nucleotide polymor-
phism)] felderitése, Gjraszekvendldsa is végrehajthaté
felsokszorozott genomi DNS-mintdkbdl. Ez nagyon
nagy jelent8ségii az Gj polimorfizmushelyek felkutati-
sakor vagy ismert muticiék orvosi mintikbol t6rténd
detektaldsakor. Mésik csoportjuk cDNS-fragmenteket
tartalmaz, ezaltal génexpresszids viltozdsok észlelésé-
re, monitorozésara alkalmas. A DNS-csipek legfonto-
sabb és leginformativabb alkalmazisa a génexpresszié
pirhuzamos tanulmanyozasa, ami a genom funkcioni-
lisan aktiv részeire dsszpontosit. Az eljirds egy reverz
blottol4si technika. Lényege, hogy tobb ezer kiilonbs-
286 DNS-molekula-részletet (ltaliban PCR-amplifi-
kitumokat vagy oligonukleotid-részleteket) kotnek
szilird hordozéhoz, altaldban valamilyen kémiai elja-
rissal aktivélt ivegfelilethez. A kérdéses biolégiai
mintakbdl (szovet- vagy sejtkulttrdbél) nyert mRNS-
bél kiindulva fluoreszcensen jelslt cDNS-t kapunk. Az
mRNS kezdeti mennyisége nagymértékben véltozhat
attél figg8en, hogy milyen szdvetbs! indulunk ki (pél-
d4ul mijszovet, illetve gerincveléminta). Erésen limi-
talt az mRINS mennyisége azokban az esetekben is,
amikor a szdvetminta mennyisége kicsi, mint péld4ul
lézer-mikrodisszekciéval vagy egyéb mitéti eljardsok-
kal nyert biol6giai mintdkndl, tovibba olyan kisérleti
rendszerekben, ahol példaul 1000-5000 sejt a vizsgalat
tirgya. Ezekben az esetekben mindenképpen sziiksé-
ges a jeler8sités, azonban nagyon fontos, hogy olyan
modszert alkalmazzunk, amely nem torzitja az eredeti
mRNS-populdciéban meglévs ardnyokat. Az exponen-
cidlis (PCR-) és linedris (in vitro transzkripcié, IVI-)
amplifikici6 megfelel§ hasznalata sikeresen 4thidalja
ezt a problémat (34, 35). A direkt jeloléssel, illetve
amplifikiciés 1épések soran kapott, fluoreszcensen je-

161t DNS-t csipre hibridizalva, a bizisok komplementa-
ritdsi szabalyai alapjin konfokalis lézerszkennerrel de-
tektalhat6 a megfeleld, kikotstt komplementer DNS,
amelyhez a jelslt proba kapesolédott. A két mintat
(patolégids-normadl, kezelt-kezeletlen) kiilénb6z8 fluo-
reszcens festékkel jelolve, majd egy csipre hibridizal-
va, minden egyes génspecifikus minta esetében ssze-
hasonlithat6 a génkifejez8dés mértéke (36) (2. dbra).
Ezzel a technikdval nyomon kovethet8k a sejtek kii-
16nb628 hatdsokra bekovetkezs (példaul: gydgyszeres
kezelés, patologids folyamatok) valtozasai, lehetvé vé-
lik ¢ biokémiai utak felderitése, gyégyszerek hatdsme-
chanizmusainak nyomon kévetése, fizioldgiailag eltérd
allapotokért (példaul betegség esetén) felelds gének
felfedezése. A technika segitségével sokkal hatéko-
nyabb4 valik az adott kéros hatdsra, gydgyszeres keze-
lésre, esetleg mis, fiziolégias koriilmények kozott fel-
1ép6 allapotra jellemz8 vagy azt kivalt6 gének azonosi-
tdsa, ez mind az alap-, mind az alkalmazott kutatdsban
kamatoztathaté.

Egyes, az el6z8 fejezetben taglalt kromoszéma-
rendellenességekhez tarsulé génexpresszié-véltozasok
kideritése kulcsfontossigt diagnosztikus és terdpids
értéket nyerhet mind a leukaemidk, mind mis tumorok
esetében (37-39). A T-sejtes akut lymphoid leukae-
midk molekularis tulajdonsdgaira tébbnyire a kromo-
sz6ma-transzlokicidk és kromoszéman beliili dtrende-
z8dések analizise deritett fényt. Ezek az abnorma-
litasok tipikusan ilyen elrendez8dést titkkroznek, ahol a
sejtérés szempontjabol fontos és szigoriian szabélyo-
zott gének (példiul HOX11, LMO1, LMO2) olyan
prométerek vagy enhancerek szabalyozasa ald keriilnek
(példaul T-sejt-receptor-prométer), amelyek az emli-
tett gének expresszi6jit nagymértékben megemelik és
a sejteket a normaélisndl nagyobb mértékli osztédasra
kényszeritik. Ferrando és munkatdrsai oligonukleotid
DNS-csipeket hasznélva kimutattak, hogy T-ALL ese-
tében bizonyos T-sejt-onkogének — HOX11, TALI,
LYL1, LMO1, LMO?2 - gyakran a normalistél eltérs
mértékben expresszdl6dnak, annak ellenére, hogy kro-
moszéma-rendellenesség nem tapasztalhaté. Az érett
thymocyték kialakuldsa sordn ezeknek az onkogének-
nek az overexpresszidja (tultermel8dése) a sejtek fejls-
dési stadiumaira specifikusan jellemz&ek (LYL1* -
pro-T-sejt, HOX11* —korai kérgi thymocyta, TAL1* -
késéi kérgi thymocyta). A hierarchikus klaszteranalizis
a sejteket ezen génexpresszids mintizatok alapjin egy
k6z6s onkogénaktivicids kaszkddhoz kapesolta. Mind-
ez segithet a terdpia szempontjabél is fontos alcsopor-
tok kialakitdsiban (40).

Olyan betegeknél, akiknél igen koriiltekint&en kell
mérlegelni az alkalmazott terdpidt, annak er8sségét és
az esetleges mellékhatisokat — példdul a gyermek-
gyogyaszatban —, nagyon fontos szerepet jitszik a
leukaemidk génexpresszids viltozdsokon alapulé osz-
tilyozdsa. Ennek segitségével sorolhaték a betegek
pontos, optimélis terdpiat lehet&vé tevs csoportokba.
Gyakori a betegség kijulisa a nem megfelels teripia
kovetkeztében, illetve a terdpia altal indukalt akut
myeloid leukaemia. Yeoh és munkatidrsai oligonukleo-
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tid DNS-csipeket hasznilva expressziébeli kiilonbsé-
gek alapjan csoportositottdk a gyermekkori leukae-
mias eseteket (41). Minden, a B-ALL-re jellemz8 kro-
mosz6émahibinak meghatdroztdk a sajit, altaldban
t6bb génbdl 4ll6, csak rd jellemz& génexpressziés min-
tazatit. A kiilonb6z8 génexpressziobeli kiilonbségek
kell@en koriiltekint8 csoportositisa olyan jellegzetes,
az alcsoportra jellemz8 molekuldris ,ujjlenyomatot”
alakit ki, amelynek felhasznaldsival az egyes alcsopor-
tok nagy pontossiggal (96%) elkiilonithet8k. Az ,ujj-
lenyomat” meghatdrozdsinak és a csoportositisnak az
alapjit az 6sszes expresszids kiilonbséget mutaté gén
ko6ziil az a 40 gén adta, amely a kisérletben hasznilt, a
kapcsoltsagot jellemz8 statisztikai médszer szerint a
legjobban definidlta az adott csoportot. B-ALL eseté-
ben a génexpressziés mintdzat nem csupin a kiilonbo-
28 alcsoportokba sorolist teszi lehet&vé, hanem ma-
gyarizatot ad a terdpia esetleges sikertelenségére is.
Segitségével fény deriilt arra is, hogy a kiilénb6z8
leukaemia-alcsoportok alapvet8en mis onkogén-ak-
tivaciés mechanizmusokat kévetnek, kiillonboz&ek a
jeldtviteli utak, ezért kiilonbdz6 médon reagilnak a
kemoterapidra. A terdpia kovetkeztében kialakulé ma-
sodlagos akut myeloid leukaemia kifejlédése szintén
elére megmondhat6 a ,molekuldris ujjlenyomatok”
segitségével (41).

Klinikai szempontbél a DNS-csip-vizsgilatok egy-
értelmiien életképes alternativit jelentenek a leukae-
mia-alcsoportok diagnosztikijdban a hagyomdinyos
kariotipizélas vagy a fluoreszcens i situ hibridizaldssal
szemben, kiiléndsen olyan esetekben, amikor a kromo-
széma-rendellenesség citogenetikailag nem mutathaté

3. ABRA

A genom és a transzkriptom (génmiikodések) analizise

kiilonboz6 technikdkkal

Genomszint( analizis

Mutaciok, Génamplifikaciok, Metilacios
polimorfizmusok deletiok mintazat
analizise analizise analizise
DNS-csip, .
Szekvenalds . b DNS-csipek
osszehasonlitd .
Heteroduplex i vizsodl (genomikus
lizis genomi vizsgalat fragmentek)
ana (CGH)

t A

Uj gének azonositasa

Génexpresszio hidnya

v

DD-RT-PCR, SAGE, cDNS-csipek,
oligonukleotid csipek

Génmikodés-analizis

LAM-TUDOMANY « TOVABBKEPZES « OSSZEFOGLALO KOZLEMENY

ki (37-39). A kiilonb6z8 génexpresszids véltozdsokat
nyomon kovetd technikdkrol kitling dsszefoglalé szii-
letett Kozian és munkatdrsai tollabol (42).

DNS-metiliciés mintizat analizisén
alapul6 osztalyozds cDNS-csipekkel

A malignus szdvetekben tapasztalhat6 egyik legkora-
ibb és legiltalinosabb genetikai eltérés a normalistél el-
tér6 metiliciés mintizat a CpG-szigetekben (ezek
citozinban és guaninban gazdag szigetek), amely a gé-
nek széles spektrumanak talmtikodését, illetve hibds
miikodését vonja maga utdn (43). Aberrins metilacids
mintdzatot mutathatnak bizonyos tumorok esetében a
prométerrégion kivill olyan CpG-gazdag szabilyozo-
elemek is, amelyek a genom nem kédol6 részeiben, az-
az az intronokban helyezkednek el (44). A tumor-
sejteket 4ltaldban a tumorszuppresszor molekulik
hipermetildciéja, mig ezzel ellentétben az egész DNS-
molekula hipometilici6ja jellemez. Ez az 4iltalinos
hipometildltsdg mar viszonylag korin, j6val a tényleges
tumor kifejlédése elstt detektdlhat. A hipometilicié
és a megemelkedett génexpresszi6 kozotti dsszefiiggés
szdmos onkogén esetében kimutathaté (45, 46). Az
egész genomra kiterjedd, nem génspecifikus megkoze-
litéssel tobbszor is kimutattik, hogy a metiliciés min-
tizat tumorrdl tumorra véltozhat, azaz tumorspe-
cifikus (47, 48). Az egész genomra kiterjed8 metilaciés
mintdzat, mint azt a génexpressziés mintizatnal is ta-
pasztaltuk, egy molekuldris ujjlenyomatként jellemzi
az adott sejtet, szovetet, betegséget, igy ennek ismere-
te alkalmassa teszi ezt a médszert arra, hogy 4j tumor-
osztalyokat hatirozhassunk meg, illetve Gjonnan diag-
nosztizalt betegségeket mar meglévd osztilyokba so-
roljunk (33). Az utébbi években az egész genomra ki-
terjed8 metiliciés mintdzat analizisére olyan médszer
sziiletett, amely alkalmas nagyszdma minta egy id6ben
valé tesztelésére (49, 50).

Az utols6 mésfél évtized technikai Gjitdsai forradal-
masitottdk a leukaemidk és mas patolégiis elviltoza-
sok molekuldris szintl megértését, funkcionilis
genomikai hitterének felderitését, diagnosztikai
markerek azonositisit. A technikik egy része a
genomszintl elvaltozdsok detektaldsira torekszik
(muticidk, génamplifikiciok, deletiok, metiliciés
mintdzat), mig mds résziik az aktiv gének termékei-
nek, az mRNS-populiciéknak (transzkriptom) anali-
zisét tlizte ki célul (génexpressziés vizsgilatok,
SAGE, DD-RT-PCR, DNS-csip-technika) (3. dbra).
Exponenciélisan n8 azoknak a tanulminyoknak a sz4-
ma, amelyek a kiilénb6z8 tipust rikos megbetegedé-
sekkel — mint példdul a melanoma (1, 51, 52), a vas-
tagbélrik (53-56), a pajzsmirigyrik (57-59), az eml8-
rik (60-62), a prosztatardk (63-65) — a funkcionalis
genomika szemszdgébdl foglalkoznak. Az elkdvetke-
z8 években e technikik remélhetSleg a klinikai gya-
korlatban is felhasznalhaték lesznek, segitve a diag-
nosztikat, a betegség kimenetelének prognosztizala-
sit, a helyes terdpia kivéilasztisit.

Zvara Agnes: Uj molekuldris médszerek a leukaemidk diagnosztizaldséra, osztalyozésara és a betegség prognosztizaldsara
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Iddpont: 2003. majus 9-10.
Helyszin: Balatonkenese, Tompa Mihaly u. 1.

A kongresszus témdi:
A mikrokeringés élettana.

A mikrocirkul4ci6 kérélettani kutatdsainak Gjabb eredményei.

Uj diagnosztikus médszerek.
Véraramlastani eredmények.

Diabeteses microangiopathia — diagnosztikus és terdpids lehet8ségek.

A szemfenék mikrokeringésének vizsgilata.
A bels6 fil keringési zavarai.
A mikrokeringés viltozasai vesebetegségekben.

Az endotheldiszfunkci6 és a mikrokeringés kapcsolata.

A lipidpatolégia mikrocirkuldciés vonatkozasai és koros érfalelvaltozasok.

A coronariakeringés, valamint a sziv mikrocirkul4ciéja. Coronaria-X-szindréma.

A végtagok mikrokeringése, nyirokkeringési zavarok, krénikus vénds insuffitientia, diabeteses 1ab.

Stroke és penumbraéllapotok.

Funkcionalis képalkotas (SPECT, PET, MRI) és a mikrokeringés.

Mikrokeringést javité gyégyszerek.
Kisérletes sebészet és mikrokeringés.

A kongresszust a Magyar Haemorrheologiai Tarsasig szervezi.
Regisztrdciés dij: 6000 Ft, amely a kongresszuson valé részvétel mellett a programfiizetet, a kidllita-
sokon valé részvételt, valamint a 2003. majus 9-én rendezends esti fogadas koltségét tartalmazza.

Tovibbi informdcié:

dr. Pongricz Endre, 06-309-544-704, e-mail: epong@dpg.hu.
dr. Bernat S. Ivan, 06-302-516-506, telefax: 1-356-3087.

Zvara Agnes: Uj molekuldris médszerek a leukaemidk diagnosztizaldséra, osztalyozésara és a betegség prognosztizaldsara
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