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Eljaras rakbetegségek korai diagnosztizalasara

A taldlmany a rakok és az azokat megeldz8d &allapotok korai
diagnézisadra alkalmas eljarasra vonatkozik. Az eljadrdsnak megfe-
lelSéen egy a testb&dl vett mintdban egy sejtciklust szabalyozd
fehérje tulzott mértékd kifejezddését hatarozzadk meg. A talal-
many targya egy erre a célra hasznalhaté kit is, amely

(a) egy sejtciklust szabalyozé fehérje kimutatdsdra alkalmas
reagenst,

(b) szokédsos segédanyagokat, példaul puffereket, hordozé-
anyagokat, markereket, és
kivadnt esetben

(c) kontroll reakcidkhoz alkalmazhatd eszkozt

tartalmaz.
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Eljaras rakbetegségek korai diagnosztizalasara

A jelen taldlmany targya eljdrds rak és rakot megeldzé 4lla-
potok korai diagnosztizdlédsara, kilondsen a felséd légutak és az
anogenitalis traktus megbetegedései esetén.

Az Otvenes évek kbzepe éta ajénlanak olyan programokat, ame-
lyek céija kiilonboz& rakos megbetegedésék megelézéée. A méhnyak-
rék‘megelézése tekintetében ezek.a'prbgramok lényegében a méh-
’nyakbél szarmazd citolégiai kenet éitolégiai és morfoldgiai

'fviZSgélatén alapulnak, amit Paé tesztnek nevezek, ez mara a‘QO
éven felili ndék rendszeres idd&kozokben végzett rutinszerli né-
gybégyaszati vizsgadlatdnak alapjat képezi. A sejtek morfoldgidja
segitségével a keneteket kiilonbdzd intenzitasi foku diszplazias
sejtvaltozasokra osztottdk. A Pap I - V intenzitasi fokok sor-
rendben a kovetkezdk: normdlis, enyhe elvaltozas, komolyabb el-
valtozas, komoly elvAaltozads és invaziv rak. Ha a Pap teszt ered-
ménye kedvezd6tlen, akkor egy kis biopsziat vesznek és ezt kér-
bonctani vizsgédlatnak vetik ala, amivel a diszplazia fajtédja és
intenzitdsa meghatarozhatdé, és az elvaltozads méhnyaki intra-
epitelialis neoplaziaként osztdlyokba (cervical intraepithelial
neoplasia, CIN I-III) sorolhaté.

Minden megeldéz8 program ellenére a méhnyakrak évi 400 000 4j

megbetegedéssel a masodik leggyakoribb rdk a ndéknél. Ennek oka
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tobbek kozott az, hogy a Pap teszt eredményeinek 30 %-a hamisan
negativ.

Ezért a jelen talalmadny téargya olyan eljards, amellyel a
méhnyakrdk korai fazisban és megbizhatéan diagnosztizalhaté.
Emellett ezzel a mbédszerrel 1lehetdévé kell tenni a jdéindulatu
gyulladédsoknak és a szovetatalakulassal jard valtozasoknak a da-
ganatképzédést megeldzd elvaltozasoktdl torténd megkildnbozteté-
sét.

A jelen talalmany értelmében ez a cél az igénypontokban meg-
hatdrozott tArggyal elérhetd.

A jelen talalmany azon a felismerésén alapul, hogy a sejt-
ciklust szabélyozé fehérjék kifejezd8dése sokféle rékbetegségben,
példaul a felsd légutak és az anogenitalis traktus réakos megbe-
tegedéseinél, kiildndsen a méhnyakrédkndl, valamint az ilyen rako-
kat megeléz6 &allapotokban fokozott mértékd. Sejtciklust szaba-
lyozé fehérjék példaul a ciklinek. Kulonosen a ciklineket szaba-
lyozé ciklin-figgd kinazokat emlithetjlik meg. Még fontosabb meg-
emliteni a «ciklin-fliiggé kindz géatldkat, amelyek viszont a
ciklin-fiiggé kinazokat szabalyozzak. Ciklin-figgdé kindz gatldk
tdbbek kozott a kodvetkezd fehérjék: pld, pl5, ple, pl9, p2l és
p27. Felismertik, hogy a sejtciklust szabdlyozdé fehérje fokozott
mértékli kifejezddése oOsszefuggésben van a sejt elvaltozasénak
mértékével.

A jelen taladlmany értelmében ez a felismerés lehetdvé tette
a radk és a rakot megeldzd &llapotok kimutatdsdra olyan eljaras

kidolgozasat, amely magaban foglalja a sejt ciklus fehérjék fo-



kozott mértéklli kifejezddésének meghatdrozasadt egy a testbél
szarmazd mintéban.

A "rdk és a rakot megeldzé 4llapotok" meghatdrozas minden
fajtaju és eredetli rdkra, illetve ezek megelézd allapotara vo-
natkozik. A rak lehet példaul felsd 1léguti rak vagy az
anogenitdlis traktusban keletkezett rdak, kilondésen méhnyakréak.
Az utdbbival kapcsolatban kildndsen. megemlitenddk tobbek kozsott
a méhnyakrdkot megelézéd allapotok, példaul a méhnyaki intra-
epitelidlis neoplazidk (CIN I-III) és az in situ rakok (carcinoma
in situ, CIS).

A "sejtciklust szabalyozé fehérjék" meghatarozas minden faj-
tdju és eredetli sejtciklust szabdlyozé fehérjére vonatkozik.

Ilyen fehérjék példaul a ciklinek, kildndsen a ciklin-figgé

kinazok, amelyek a ciklineket szabalyozzdk. Ciklin-fliggé kinazok

példaul a cdk4 és a cdk6 fehérjék. Még hangsulyosabban emliten-
dék a ciklin-figgdé kinaz gatldk, amelyek viszont a ciklin-figgd
kindzokat szabdlyozzak. Ciklin-fliggdé kinaz gatldk példaul a pl4,
a pl5, a pl6, a pl9, a p2l és a p27 fehérjék, amelyek kozil eld-
nyds a pl6 fehérje.

A "test minta" meghatarozas minden olyan test mintdra vonat-
kozik, amelybdl meghatdrozhatdék a sejtciklust szabidlyozé fehér-
jék. Ilyen test minta példaul a vér, a kenet, a nyal, a vizelet,
a széklet, a liquor, az epe, a gasztrointesztindlis valadékok, a
nyirok, a csontveld, a szerv punkcidék vagy aspirdtumok és a
biopszidk. Az anogenitalis traktusban keletkezett rak, példaul a
méhnyakrdk kimutatdsdnal kiildndsen eldényds minta a kenet és a

biopszia.
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A "sejtciklust szabalyozd fehérje fokozott kifejezddésének
kimutatdsa" kifejezés minden olyan eljarasra vonatkozik, amely
alkalmas a sejtciklust szabalyozé fehérje és az ezt kdédold mRNS-ek
fokozott kifejez&8désének, valamint a megfeleld gének nagyobb
mérték(i jelenlétének a kimutatésara. Nyilvanvald, hogy a fehér-
jék fokozott kifejezédésének kimutatasa ugy torténhet, hogy a
testb8l vett vizsgdlandd mintat o&sszehasonlitjuk egy egészséges
személy testébdl szarmazé mintaval. Az ilyen mintdbdél standard
formajui mint4t készithetiink. A sejtciklust szabalyozé fehérje
(fokozott mértékid) kifejezd8désének kimutatdsat végezhetjuk nuk-
leinsav szinten és fehérje szinten is. A fehérje 'szinten toérténd
kimutatashoz példadul a sejtciklust szabalyozé fehérjék elleni
antitesteket haszndlhatunk. Az ilyen antitestek segitségével
térténd kimutatast a legkiilonbézdébb eljarasokkal végezhetjiik,
ilyen eljarads példaul a Western blot, az ELISA és az immun-
precipitdcié. El8nyds lehet, ha az antitesteket szilard hordozé-
ra, példaul teszt csikra vagy latex részecskékre rogzitjuk.

A jelen taldlmany segitségével lehetévé valik a rak korai,
azaz még a betegséget megeldzé allapotban torténd diagnosztiza-
lasa.

A jelen taldlmény targyat képezi tovabba a taldlmany szerin-
ti eljards megvaldsitasara alkalmas kit. Egy ilyen kit tartalmaz
(a) egy reagenst a sejtciklust szabalyozd fehérje kifejezddésé-
nek kimutatdsdra, példaul ilyen fehérje elleni antitesteket vagy
ilyen fehérjét kdédold nukleinsavat vagy ennek részeit,

(b) szokasos adalékanyagokat, példaul puffereket, hordozdanyago-

kat, markereket, és



kivant esetben

(c) kontroll reakcidkhoz haszndlhatd szereket, példaul sejtcik-
lust szabalyozé fehérjét, ilyen fehérjét kédold nukleinsavat
vagy ennek részeit vagy sejt készitményt, példaul szovet-
metszetet vagy lemezre rogzitett sejteket.

A fenti meghatarozasok értelemszerlen alkalmazanddk a kit
egyes alkotérészeire. A kit az egyes alkotdrészek egy vagy tobb
képviseldjét tartalmazhatja.

A jelen taldlmany segitségével lehetévé valik a rak korai
diagnézisa. Lényeges, hogy a rakot megeldézd allapot koran kimu-
tathaté. Hangsulyozni kell, hogy lehetséges a jdéindulatd gyulla-
dasos elvaltozasoknak és a szdvet A4talakulasokkal jard valtoza-
soknak a daganatképzddést megeldéz8 rendellenes elvaltozasoktdl
torténd megkiilénboztetése. Tovabbi Jjellemz&, hogy a talalmany .
szerinti eljarassal kapott eredmény nem szubjektiv kiértékelés
tadrgya, 1igy elkerilhetdék a Pap tesztnél és a kérszovettani vizs-
galatoknal eléforduld hamis negativ és hamis pozitiv eredmények.
A jelen talalmany jellemzéje tovabba a gyors és egyszerl kivite-
lezhet&ség, ezért széleskdrl szkrinelésekhez 1is alkalmazhatd,
kiilondsen a harmadik vilAg orszagaiban. A jelen talalmany ezal-
tal fontos hozzadjdruldst jelent a réakos megbetegedések jelenlegi

diagnosztikai eljaréasaihoz.

A rajzok rovid leirasa
1. abra
A cdkd4 fokozott kifejezé8désének kimutatasat &brazolja HPVl1e-

transzformalt CaSki sejteken. A 4h, 8h, 12h, 24h jelek a sejt



eltavolitasa utan eltelt idét jelentik orakban kifejezve. A co a
kontrollra, mig az arr a szérum hozzadadasara utal.
2. abra

A cdk6 és a pl9 fokozott kifejezé8désének kimutatasat &abra-
zolja HPV16-transzformalt NIH3T3 sejteken. A co a kontrollt jeloli.

A taldlmany magyarazatara a kovetkezd példadkat mutatjuk be.

1. példa

A plé fokozott mértékld kifejezddésének kimutatdsa méhnyaki
biopsziakban
(A) Méhnyakbdél szarmazdé 20 biopsziabél 3 - 5 mikrométer vastag-
sdgu paraffin metszeteket &llitottunk eld, amelyek magukban fog-
laltak a koéros elvaltozasok valamennyi fokozatdt az egészséges
szdvettdl < (n=1) kezdve a CIN ‘I (n=2), II (n=3), III (n=4)
lézidkon &t az invaziv rékig (n=5). A metszeteket kétszer tiz
percen &t xilolban tartottuk a paraffin eltavolitasara, majd
etanol segitségével ujra hidrogéneztiik. Az antigéneket 10 mM
citrat pufferrel (pH 6,0) autoklavban 110°C-on 10 percen &t vég-
zett kezeléssel demaszkiroztuk. Ezutadn 0,25 %-os hidrogén-per-
oxid-oldattal PBS-ben az endogén peroxidazokat inaktivaltuk. A
nem-specifikus kotéhelyek 1ldszérummal (Vectastatin ABC detektaléd
kit, Vector Laboratories, Burlingame, Kalifornia, USA) szobahd-
mérsékleten, 20 percen at végzett blokkolasat kovetden a metsze-
teket pl6 specifikus monoklondlis antitestekkel (Neomarkers,
Fremont, Kalifornia, USA) 3 % magzati borjuszérum jelenlétében,

szobahdmérsékleten 45 percen &t inkubdltuk. A plé antitest koté-

désének kimutatédsdra egy biotinilezett szekunder antitestet (16
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anti-egér IgG, Vectastain kit, 1ld. fentebb) adtunk a mintdhoz.
30 perc eltelte utdn a megkotott szekunder antitestet a reagen-
sek segitségével, a Vectastain kit eldirdsainak megfelelden ki-
mutattuk, és egy mag ellenfestést végeztink Mayer-féle hemalum-
-oldattal.

A kisérlet megmutatta, hogy a pl6é fokozott mértékben kifeje-
z8dott a kérosan elvaltozott sejtekben. Megmutatta azt is, hogy
a ple-kifejezédés fokozddasanak mértéke a sejt kdoéros elvaltoza-
sdnak mértékével egyltt nd.

(B) Paraffin metszeteket készitettiink méhnyakbdél szarmazd 78
biopszidbdl. A kovetkezd biopszidkat vizsgaltuk: egészséges szo-
vet - (n=12), koérosan elvaltozott &llapotok CIN I (n=15), II
(n=14) és III (n=18), wvalamint- - invaziv rdk (n=19). A paraffin
metszeteket az (A) alatt leirt mdbédon kezeltik. Az 1. tédblazatban

bemutatott adatokat kaptuk.

1. tablazat

A plé kifejezdédés intenzitésa

Hisztologia n - + ++ +++
egészséges 12 9 3

CIN I 15 10 3 2

CIN II 14 1 4 9

CIN III 18 9 9
CxCa 19 1 18

Osszesen 78 20 10 21 27
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Az 1. téblazat adataibdél kitdnik, hogy a pl6é a kdérosan el-
valtozott sejtekben és az invaziv rékos sejtekben is fokozott
mértékben fejezdédik ki, a kifejezddés fokozddadsanak mértéke az
elvadltozds mértékével egyitt nodvekszik az invaziv rak felé.

(C) 180 méhnyaki biopsziabdl késziilt paraffin metszetet az (B)
alatt 1leirt médon kezeltiink. Emellett meghataroztuk az olyan
sejtek szazalékos aranyat, amelyek a - fent emlitett plé6-
specifikus monoklonédlis antitesttel reagdlnak. Megkilonboztettiik
a HPV-pozitiv és a HPV—négativ elvaltozasokat és az. invaziv ra-

kot is. A 2. tablazatban lathaté adatokat kaptuk.

2. tablazat

A plé6-ot fokozott mértékben kifejezd sejtek aranya

n $-os atlag + a standard eltérés
CIN I 32 54,9 + 24,0
HPV-negativ 17 54,0 + 27,2
HPV-pozitiv 15 55,9 + 21,0
CIN II 32 70,8 + 18,9
HPV-negativ 14 76,0 + 15,8
HPV-pozitiv 18 66,8 * 20,5
CIN IIT 60 92,4 * 10,2
HPV-negativ 9 94,4 + 7,5
HPV-pozitiv 51 92,1 + 10,7
Invaziv réak 58 97,8 + 5,2
HPV-negativ 5 96,4 t 8,1
HPV-pozitiv 53 97,9 £+ 4,9
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A 2. tablidzat adatai azt mutatjak, hogy a plé fokozott mér-
tékben fejezdédik ki a diszplazidk és az invaziv rakok mind HPV-
pozitiv, mind HPV-negativ sejtjeiben. Ezt az eredményt megerdsi-
tik a kontrollként alkalmazott egészséges szovet vizsgalataval
kapott adatok is. A kapott adatokbél az is megdllapithatd, hogy
a plo-tal reagdld sejtek szazalékos aradnya a koéros elvaltozas

mértékével egyitt novekszik az invaziv rakig.

2. példa

A sejtciklust szabdlyozd fehérjék fokozott kifejezddésének
kimutatdsa HPV-transzformdlt sejtekben
(A) CaSki méhnyakradk sejteket HPV16-tal transzformaltunk és szé-
rum nélkil tenyésztettiink 72 érédn at. A szérum hozzadadasat kove-
tden a kilonbozé idépontokbdl szarmazd sejt extraktumokat &ssze-
gyljtottik, SDS-PAGE eljarasnak vetettik ald, majd PVDF (Du
Pont) membranra vittidk at. A cdk4 termelddést Santa Cruz gyart-
manyl poliklon&dlis antiszérummal (1:1000) hatdroztuk meg. Ezutéan
a HPV1e-E7 fehérje termelddését Triton gyartmanyd HPV16-E7
(1:50) elleni monoklondlis antitesttel hatdroztuk meg. Az egyes
immunvalaszokat peroxidazhoz kotdétt szekunder antitestekkel és
kemilumineszcencia jelzd rendszerrel (NEN, Du Pont) mutattuk ki.

Az eredmények azt mutattdk, hogy a cdk4 kifejezddése foko-
zott mértékd volt (1ld. az 1. abrat).
(B) NIH3T3 sejteket HPV1é-tal transzformdltunk, azért, hogy
HPV16-E7 fehérje termeldédjon. A transzformdlt sejtekbdl sejt

extraktumokat nyertink ki, és ezeket az (A) alatt leirt mdédon
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kezeltik. A cdk6 és pl9 kifejezddésének kimutatdsadra Santa Cruz
gydrtmanyd poliklonalis antiszérumot (1:1000) haszndltunk. A
HPV16-E7 fehérje kifejez&désének kimutatisdt és az egyes immun-
valaszok meghat&rozasat illetden az (A) alatt leirtakra utalunk
(1d. a 2. abrat).

Az eredmények azt mutattak, hogy a cdk6 és a pl9 kifejezddé-

se fokozott mértékd volt (1ld. a 2. abrat).
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SZABADALMI IGENYPONTOK

1. Eljaras rak és az azt megeldzd allapotok korai diagnédzi-
sdra, amely magaban foglalja egy sejtciklust szabalyozdé fehérje
kifejez&désének egy testbdl vett mintdban torténd kimutatasat,
ahol a sejtciklust szabalyozé fehérje egy ciklin-fiiggd kinéaz
gatlé.

2. Az 1. igénypont szerinti eljaras, ahol a rak a felsd lég-
Gti traktus rakja.

3. Az 1. igénypont szerinti eljaras, ahol a rak anogenitdlis
rak.

4. A 3. igénypont szerinti eljaréds, ahol az anogenitdlis rak
méhnyakrék.

5. Az 1-4. igénypontok barmelyike szerinti eljaréas, ahol a
ciklin-fiiggé kinaz gatldé pl4, pls5, plé, pl8, pl9, p2l vagy p27
fehérje.

6. Az 1-5. igénypontok barmelyike szerinti eljaras, ahol a
testbdl szarmazdé minta vér, kenet, nyal, vizelet, széklet, liquor,
epe, csontveld, gasztrointesztindlis valadék, szerv punkcid,
biopszia és/vagy nyirok.

7. Az 1-6. igénypontok barmelyike szerinti eljards, ahol a
fokozott mértékl kifejezdbddést nukleinsav szinten hatarozzuk meg.

8. Az 1-6. igénypontok barmelyike szerinti eljéras, ahol a
fokozott mértékd kifejezd&dést fehérje szinten hatarozzuk megq.

9. A 8. igénypont szerinti eljdrds, ahol a meghatdrozashoz
egy sejtciklust szabalyozé fehérje elleni antitestet alkalma-

zunk.
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10. Kit az 1-9. igénypontok barmelyike szerinti eljaras meg-
valésitasara, amely

(a) egy sejtciklust szabalyozdé fehérje kimutatdsdra alkalmas
reagenst,

(b) szokésos segédanyagokat, példaul puffereket, hordozb6-
anyagokat, markereket, és
kivant esetben

(c) kontroll reakcidkhoz alkalmazhatd eszkozt
tartalmaz.

11. A 10. igénypont szerinti kit, ahol a reagens egy a sejt-
ciklust szabdlyozé fehérje elleni antitest.

12. A 10. igénypont szerinti kit, ahol a reagens egy a sejt-
ciklust szabalyozd fehérjét kédold nukleinsav vagy annak része.

13. A 10-12. igénypontok barmelyike szerinti kit, ahol az
eszkdz egy a sejtciklust szabalyozd fehérje vagy az ezt kbddold
nukleinsav vagy annak része.

14. A 10-12. igénypontok barmelyike szerinti kit, ahol az

eszktz sejtprepardatum vagy lemezen rogzitett sejtek.
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