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BC blastos crisis
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CEP centromerikus proba

CML chronicus myeloid leukaemia

CML-LBC CML lymphoblastos crisis

CML-MBC CML myeloblastos crisis

CNA kopia szam valtozas

EBER Epstein Barr kodolt RNS

EBNA Epstein Barr nuklearis antigén

EBV Epstein Barr virus

ET essentialis thrombocythaemia

FISH fluoreszcens in situ hibridizacio

HCL hajas sejtes leukaemia

HE hematoxilin-eosin

HeH magas hiperdiploid

HeL alacsony hiperdiploid

HRS Hodgkin Reed Sternberg
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TKI

ucsc

in situ hibridizacio

kappa deletal6 elem

Kombinalt Immunfenotipus Interfazis FISH
EBYV latens membran protein-1
lokusz specifikus préba (identifier)
May-Griinwald-Giemsa

malignus lymphoma

major molekularis valasz
myeloproliferativ neoplasia / betegség
MPN, kozelebbrdl nem meghatarozott
minimalis rezidualis betegség
gyermekkori ALL

polimeraz lancreakcio

Philadelphia kromoszéma negativ / pozitiv
periférias T-sejtes lymphoma

val6s idejii PCR

val6s idejii RT-PCR

reverz transzkripciés PCR

T-sejt receptor gamma / delta

tirozin kinéz inhibitor

el nem kotelezett dssejt
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1. Témakor - Célkitiizések

1.1. Bevezetés

Nukleinsavak hisztoldgiai €s citologiai prepardtumokban torténd, mikroszkdppal
vizsgalhatdo manipulalasat in situ molekularis modszereknek nevezziik. Ezen modszerek nem
mindegyike, de dontd tobbsége in situ hibridizacion (ISH) alapszik. A kiilonb6z6 ISH-s
technikdk alkalmazasa képezi a molekularis citogenetika alapjat. Interfazis sejtek magjain
végzett — nem feltétleniil, de gyakran — fluoreszcens ISH (FISH) a molekularis
citogenetikdnak azon valfaja, melyet interfazis citogenetikanak (iFISH) neveziink, 1986-6ta.
A konvencionalis citogenetikai analizis (CCA) az iFISH-t6] dontéen abban kiilonbozik, hogy
mig az eldbbi — feloldasanak hatarain beliil — teljes genom vizsgalati modszer, az utobbi
célkérdésekre ad igen vagy nem valaszt. Figyelemre mélto kiilonbség tovabba, hogy az iFISH
sejttenyésztés nélkiil ad genetikai és morfoldgiai informéciot — elkeriilvén ezaltal a tenyésztés
soran potencialisan fellépd nehézségeket illetve az 1.n. klondlis szelekcidt. A patologus
szemsz0Ogeébol kiilonods jelentdséggel bir, hogy alkalmazasanak nem szab hatart a formalin
fixalas és a paraffinba torténd beagyazas. Az interfazis citogenetikat felhasznalhatjuk
numerikus és strukturalis kromoszoéma anomalidk, patogndémikus transzlokaciok illetve ezek
kombinacioi valamint — digitalis képi technikékkal torténd egyiittes alkalmazéas esetén —
sejtvonal specifikus, tehat szelektiv genetikai eltérések vizsgalatara.

Diagnosztikus  pathologusként kiilonds feloldd6 er6t lattam az interfazis
citogenetikaban, mivel ez az egyetlen modszer jelenleg is, mely in situ, a morfologia valodi
vagy virtualis megtartasaval a fenotipus mellett genotipus informaciot ad. A pasztazé digitalis
mikroszkopia alkalmazasdval pedig az automatizalt, statikus citometrids korrelalt, egysejt-
szintli adatgylijtés lehetdsége adodik. Ez a technoldgia — az individualizalt cél terapia
koraban, és amikor a tumorgenezis monoklonalis dogmajanak bastyaja repedezik — uj tavlatot
1990-ben egyiitt illetve kornyezetében dolgozhattam a FISH—FISH technologia
kidolgozasaban elsé mérfoldkoveket jegyz6 Jan G.J. Bauman-nal (University of Leiden)
illetve Robert H. Singer-rel (University of Massachusetts), majd 1993-t6] egy pan-europai
(European Community Concerted Action) projekt (Automation Molecular Cytogenetic
Analysis) vezetdségi tagjaként egy vadonatyj, interdiszciplinaris — biomedicinalis fejlesztési
irany aramaba keriilhettem Mindezek egyiittesen meghataroztak a célkitiizéseimet, €s lehetdve

tették, hogy ezek mentén vizsgalodjak.
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1.2. Vizsgalati célkitiizések
1.2.1. A hyperdiploid gyermekkori acut lymphoblastos leukaemia szubklonélis

architektirajanak / klonalis heterogenitasanak vizsgalata.

1.2.2. A t(12:21)(p13;922) pozitiv_gyermekkori acut lymphoblastos leukaemia komplex

analizise: Epidemioldgia, prognosztika, rezidudlis betegség és pre-leukaemias sejtek.

1.2.3. Ph+/becr-abl atrendezddés pozitiv betegségek vizsgilata interfazis citogenetikaval

(iFISH).

1.2.3.1. Ph+/bcr-abl atrendez6dést mutatd acut és chronicus myeloproliferativ
betegségek heterogenitasanak vizsgalata.

1.2.3.2. Az interfazis citogenetika (iFISH) szerepének vizsgalata Ph+/bcr-abl
atrendezddést mutatd ritka korképek diagnosztikajaban.

1.2.3.3. Az interfazis citogenetika (iFISH) lehetdségeinek vizsgalata chronicus

myeloid leukaemia kezelésének molekuldris monitorizalasaban.

1.2.4. Epstein-Barr virus (EBV) pozitiv B-sejtek klondlis evoltcidjanak vizsgélata T-sejtes

lymphomakban

1.2.5. Citogenetikai aberraciok detektdlasdnak automatizalt vizsgalati lehetdségei interfazis

magokban.
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2. Vizsgalati eljarasok — Modszerek — Forrasok

2.1. Sejt és szovetmintak — Beteganyag

Az automatizalt rezidualis leukaemia sejt detektalasi tanulmanyunkban REH, CD10+
¢s ETV6/RUNXI1+  pre-B-pALL sejtvonalat , az automatizalt iFISH jelminta analizalasi
tanulmanyunkban Ph kromoszoma pozitiv SD-1 CML-BC sejtvonalat, a citometrids FISH
kvantitativ detektalds vizsgéalatokban pedig K562 CML-BC és MG63 human fibrosarcoma
sejtvonalakat hasznaltunk pozitiv kontrolként. A tobbirdnyu kutatds alapvetden nagyszamu
beteg vizsgalati anyag feldolgozasan alapszik. A POTE / PTE Lsz. Belklinikajanak valamint a
Gyermeklinikajanak Onkolégiai Osztalya betegei mellett a vizsgalatok kiterjedtek a Magyar
Gyermekonkologiai Munkacsoport centrumainak mindegyikére, tovabba a felndtt
hematoonkologiai ellatohalozat egyes centrumaiban és szubcentrumaiban (az egész Dunantul
- kivéve Zalaegerszeg-; tovabba BAZ megye ¢és SZTE) észlelt betegekre. Ennek soran
vizsgaltuk 214 pre-B-sejtes pALL /melyek negativak voltak t(9;22)(g34;911.2) (BCR-ABL1
gén f0zid), t(v;11q23) (MLL gén torés), t(12;21)(p13;922) (ETV6-RUNXI1 gén fuzio) és
t(1;19)(q23;p13.3) (TCF3-PBX1 gén fuziod) genetikai aberraciokra/, 34 t(12;21)(p13;q22)
pozitiv pre-B-sejtes ALL, 17 Ph+ gyermek és feln6tt ALL, 64 ET, tovabbi 106 MPB, 40 B-
sejtes illetve 365 T-sejtes ML, 50 nem lymphoma tipust malignoma, 68 (interferon-a éra)
illetve 197 (tirozin kindz inhibitor éra) CML tipusu betegségben szenvedd beteg csontveld,

vérsejt illetve nyirokcsomo anyagait.

2.2. Citolégia — Hisztologia — Immunhisztolégia

Nagyszamu anyagon végeztiink standard citologiai és hisztologiai processzalast és
alapfestéseket kovetden morfologiai vizsgalatot. A hisztokémiai és citokémiai festéseket a
NOR eziistozése (AgNOR), myeloperoxidase, savi és alkalikus foszfatdz, naftil-acetat-
eszteraz (pH 5.8 ¢és 7.2), kloroacetat-eszteraz ¢és Berlinin-kék reakciok mig az
immuncitologiai-, hisztologiai palettat a CD3, CD4, CD5, CD8, CD10, CD15, CD20, CD21,
CD23, CD30, CD45-RA, CD45-RO (UCHL-1), CD79a, CD138, ALK-1, granzyme-B, BCL-
6, cyclin D1, DBA44, von Willebrand factor (vWF), EBV latens membran protein-1 (LMP-
1), Epstein-Barr nuclearis antigén-2 (EBNA-2), kappa és lambda konnyiilancok, T-sejt
intracellular antigen-1 (TIA-1), OCT2, OBF.1/BOB.1 markerek vizsgalata jelentette.

2.3. In situ hibridizacio

Az rDNS expresszids FISH vizsgalatokban pGEM2 plazmidba szubklonozott, szortirozott 21-
es kromoszoma konyvtarbol izolalt human 28S rRNS gén 7.3 kb EcoRI fragmentjébdl nyert
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2.1 kb Bglll-Eco-R1 DNS-r61 atirt ssRNS probakat hasznaltunk. Az rRNS FISH vizsgalatokat
citologiai koriilmények kozott €s sejtszuszpenzidban valamint AgNOR jeloléssel kombinalva
is elvégeztiik.

A4, 6,10, 17, 18, X kromoszoémak numerikus aberracioit - a rendelkezésiinkre allo6 plasmid
klonok alapjan — CEP probakkal, a 14-es és 21-es kromoszomak szambeli eltéréseit sajat
tervezéstt BAC LSI probakkal vizsgaltuk 214 pre-B-sejtes pALL beteg csontveldi blastjain,
iFISH eljarassal. A tervezéshez a http://www.ensembl.org, http://genome.ucsc.edu/,

http://projects.tcag.ca/efish/ és http://bacpac.chori.org/ adatbazisokat hasznaltuk. A probakat 4

kiilonboz6 szinti fluorokrommal jeloltiik, igy 2 x 4 fluoreszcens proba szetet nyertiink. Az
ezekkel torténd, egymast kovetd iFISH reakcidkat komputer kontroldlt, motorizalt,
relokalizéaciora képes, pasztazo fluoreszcens mikroszkopban értekeltiik ki. Ez a 8 kromoszoma
numerikus aberracidi vonatkozasaban, egy-sejt szinten, korrelalt adatbazist eredményezett.

A 1(9;22)(gq34;911.2) Ph transzlokaciot locus specifikus BCR / ABL egyszeres flzids vagy
extraszignalos egyszeres fuzios, mig a t(12;21)(p13;q22) transzlokaciét ETV6 / RUNXI1
extraszignalos egyszeres fzids, kétszinii kereskedelmi iFISH probakkal vizsgaltuk. Az MCL
specifikus t(11;14)(q13;q32) transzlokaciét  cos6.7 és cosHI.5 kozmidokbol felépitett
disszocidcidés probaval detektaltuk nyirokcsomoban. Uritett vizelet citolégiai mintakon
kromoszoéma 3, 7, 17 CEP és 9p21 LSI probakbol allo gyari reagens hasznaltunk.

In situ hibridizaciot alkalmaztunk tovabba az Epstein-Barr (virus) encoded RNS (EBER)
valamint a humédn immunglobulin konnylildanc mRNS detektalasara gyari kittek
felhasznalasaval, citologiai és hisztologiai koriilmények kozott valamint sejtszuszpenzidban,

fluoreszcens és/vagy kromogénes el6hivast alkalmazva.

2.4. Citometria

a. Aramlasi citometria. DNS tartalom, fenotipus meghatirozas valamint FISH szignalok

izolalt vagy kombindlt 4ramldsi citometrids vizsgalata haromparaméteres PAS 1II, 5
paraméteres FACSort ¢s EP-ICS Profile valamint 8 paraméteres RELACS-III, mig a
sejtszortirozds FACSort tipusu berendezésekben tortént. Az immunfenotipizaldsi paletta
magaban foglalta a transzferrin receptor, az OKM-1, CD3, CD5, CD7, CD10, CD13, CD14,
CD19, CD22, CD33, CD34, CD45, CD61, CDw65, HLA-DR, felszini immunglobulin (sIg)
konnytildncok, felszini €s intracitoplasmatikus p-lanc, myeloperoxidase, lactoferrin, TdT
markereket.

b. Statikus citometria. A fénymikroszkopos morfometriai vizsgalatokat valamint FISH

szignalok kvantitativ detektalasat — izolaltan vagy kombinaltan — 2 CCD kameraval felszerelt


http://www.ensembl.org/
http://genome.ucsc.edu/
http://projects.tcag.ca/efish/
http://bacpac.chori.org/

2. Vizsgalati eljarasok — Méd@e\fek 1 E})zrrf@ok 1 5

Zeiss Axioskop kombinalt fény/epiilluminaciés fluoreszcens illetve Zeiss Axiovert invert
kombindlt fény/fluoreszcens mikroszkoppal tovabba ATTOFLUOR, VIDAS ¢és IMAN
képanalizald szoftware-k alkalmazdsdval végeztiikk. Az automatizalt iFISH szignal analizist
Zeiss Axioplan2ie MOT automatizalt fluoreszcens metszet szkennelé mikroszk6ép valamint
Metaferd miiveleti szoftver segitségével — i.) sejtmag szelekcio, ii.) iIFISH szignal detektalas

¢s iii.) iIFISH szigndl tavolsagok 3D mérése - miiveletek révén hajtottuk végre.

2.5. Kombinalt feno- és genotipus vizsgalatok

A sejtvonal specifikus in situ genetikai analizis, azaz kombinalt feno- ¢és genotipus
vizsgalatok, relokalizaciéra képes munkadllomassal felszerelt Axioskop fény / epi-
illuminacios fluoreszcens mikroszkép illetve automatizalt, X-Y-Z mozgasban komputer
vezérelt, relokalizalni képes, pasztazd fluoreszcens Axioplan MOT-2 mikroszkoppal ¢és
Metafer 4.0 szoftver segitségével torténtek. HE illetve MGG festett vagy
immunfluoreszcencias eljarassal jelolt citologiai preparatumok latotereit digitalizaltuk, majd a
preparatumon kiilonb6z6 iFISH reakcidkat végeztiink. A komputer vezérelt targyasztallal
felszerelt mikroszkopban relokalizaltuk az eredeti rogzitett latotereket, igy fenotipus
(morfologia vagy immunmarker) alapjan szelektiv interfazis citogenetikai vizsgalat volt

elvégezhetd.

2.6. PCR alapu vizsgalatok

a. Klonalitds vizsgéalat. Nativ, etanolban fixalt vagy formol-paraffinos anyagbol extrahalt

DNS-bdl kiindulva T illetve B-sejt eredetli folyamatok klonalitasanak vizsgéalatdra az
immunglobulin nehézlanc (IgH) és a T-sejt receptor gamma (TCR-y) génatrendez6dés PCR
vizsgalatat hasznaltuk, a szubklonozott PCR terméket szekvenaltuk és a ,germ-line’ géneket
alapjan szomatikus hipermutéci6 illetve ,ongoing’ szomatikus hipermutaci6 analizis is tortént.
Flow szortirozott lymphoid és myeloid sejtekbdl izolalt DNS-en — részben teljes genom
amplifikdciot kovetden — a huméan androgén receptor Qgénben el6forduld polimorf
(HUMARA) is végeztiink.

b. DNS alapt, leukaemia klén specifikus PCR molekularis vizsgalatok — MRB analizis.

Monoklonalis immunglobulin nehézlanc (IgH), T-sejt receptor (TCR) delta illetve kappa-
deletdlo elem (KDe) meghatarozashoz csoport (‘family’) specifikus primereket és PCR-t
hasznaltunk. A klonalis génétrendezddések termékeit szekvenaltuk. A csiravonal V, D, J

gének junkciondlis régidiban a klon specifikus szakaszok azonositdsira BLAST
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(www.ncbi.nih.gov) és IMGT (www.imgt.cines.fr) szoftvereket hasznaltunk. Az RQ-PCR

vizsgalatot csiravonal reverz primerekkel és probakkal valamint a *forward’, klon specifikus

junkciondlis régidra tervezett (Oligo 6 Primer Analysis Software) primerekkel végeztiik el.

c. Kiméra mRNS expresszio vizsgalat. A t(12;21)(p13;922) valamint a t(9;22)(q34;911)
kiegyensulyozott transzlokaciok kovetkeztében 1étrejové ETV6/RUNXI1 (TEL/AML1) illetve
BCR/ABL kiméra gén expresszidjat RT-PCR eljarassal vizsgaltuk. Az utobbi esetében az m-
ber illetve az M-ber tipusu expressziot 5 kiilonboz6 primer kombinacidval is analizaltuk és
esetenként szekvencia meghatarozas is tortént. Az M-ber mennyiségi meghatarozasat 4 2
nagysagrendnyi tartomanyban kompetitiv — kvantitativ RT-PCR-rel hajtottuk végre
(interferon-o. terapias éra), melynek soran a referencia gén (abl e2-e3) valamint a target gén
(bcr €13 — abl e2) MRNS-t egy RT reakcioban forditottuk at cDNS-sé. Az RNS mindségi
A kvantitativ BCR/ABL expresszié vizsgalatot (RQ-RT-PCR) a tirozin kinaz inhibitorral
kezelt CML-es betegek mintain IPSOGEN Ber-Abl Mbcr Fusion Quant Kit-tel végeztikk. Az
ETV6/RUNXL fuzids transzkript detektalasara és kvantalasara ‘nested” RT-PCR és RQ-RT-
PCR eljarasokat hasznaltunk.

2.7. Ph kromoszéma kimutatas kariotipizalassal.

A heparinnal alvadasgatolt vérmintakat 37°C-on tenyésztettiik 24 és 48 oOraig. 60 perces
kolchicin kezelést (0.375 pg/ml) kovetden a mintékat hipotonizaltuk, (0.075M KCL, 37°C-on
30 percig), majd metanol/ecetsav (3:1) elegyében fixaltuk, targylemezre cseppentettiik,
levegdn szaritottuk. A G-savozast Leishman-festékkel végeztiik, a metafazisokat Ikaros

kariotipizalo szoftverrel értékeltik.

2.8. Forrasok

A vizsgalatok elvégzéséhez a témavezetdként nyert PECO-AMCA’93 PL 931079 CT 92-
1307 és COPERNICUS ‘94 ERB 352 PL 94-1103, PHARE ACCORD  H-9112-0125
nemzetkoézi (EC) valamint az ETT-07 632/93, ETT-051/POT/97, ETT-087/2003, ETT
2658/2006, OTKA T-025812, FKFP-0388/2000 és REG DD KFI 09-FISHPALL kutatasi
palyazatok nyujtottak tamogatast. Nelkiilozhetetlen segitséget kaptam a vizsgalatok
elvégzéséhez a Magyar Hematologiai ¢és Transzfuziologiai Tarsasag-tol, a Magyar
Gyermekonkoldgiai Munkacsoporttél, az osztalyok vezet6itél valamint a POTE/PTE

Pathologiai Intézet munkatarsaitol.


http://www.ncbi.nih.gov/
http://www.imgt.cines.fr/
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1. dbra: A target sejt egymast
1sthybridization kovetd, 2 x 4 iFISH jelolése.
A az els6 probaszet (CEP
szet) — CEP4 (voros), CEP6
. . . k (zold), CEP10 (aqua),
CEP18 (arany); B ugyanazon
target rehibridizacioja a 2.
2nd hybridization probaszettel (LSI & CEP
-, - szet) — LSI14 (voros), LSI21
N (z61d), CEP17 (aqua), CEPX
' (arany). Negativ  kontrol
mag, DAPI hattér magfestés,
63x (27).
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2. dbra: 4-es és 6-0s kromoszomak numerikus 3. 4bra: Az egysejtes reprezentansok
aberracidinak detektalasa valamint a klonalis kizarasa utani egyedi kariotipust mutato
progresszio demonstralasa (peri)centromerikus szubklonok evoltcios modellje (Steiner-
probakkal és kétszinti FISH-sel pALL-ben (5). fa) pALL-ben (ID_17) (27).

4. abra: a. CD10+ / t(12;21)+ acut
Relokalizacio lymphoblastos leukaemia (pre-B-ALL) sejt;
b. CD10+ / t(12;21)- normal haematogonium;
c. CD10- / t(12;21)- differencialt normal sejt.
Konzekutiv immunfluoreszcencia és iFISH,
az objektumok 3D vezérelt mikroszkopos
relokalizacidjanak alkalmazasaval (19).

t(12:21)
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5. é4bra: iFISH mintdzat t(12;21)
ETV6/RUNX1 (korabban TEL/AMLI)
transzlokaci6 specifikus ETV6 (TEL) —
z0ld (SpGreen) ¢és RUNXI (AMLI) —
piros-ES  (SpOrange)  extraszignalos
probakkal A normal sejtben — 2P és 2Z
jel, B primordialis / prekurzor leukaemia
sejtben (monoallelikus atrendez6dés) —
IF, 1(+1)P és 1Z jel, C és D leukaemias
sejtekben (monoallelikus atrendezédés +
a normal ETV6 (TEL) delécidja /1F és
1(+1)P jel vagy a fuzios (F) gén
duplikacidja /2F, 1(+2)P és 1Z jel) (sajat
vizsgalat, nem publikéalt dbra).

6. abra: Sejtvonal-specifikus
citogenetika morfologiaval
(A) és iFISH-sel (B) Ph*
ALL-ben (8).

7. abra. Immunfenotipus (A)
szelektiv iFISH (B, Ph
kromoszdma) egyltt
elofordulo, klonalis
kapcsolatot mutaté CML-
ben és HCL-ben (9).

CDl1lc+CDI19

8. dbra: Ph-kromoszoma és klonalis progresszié 9. dbra: Nyugvé és HRS tipusi EBV" sejtek
detektalasa ber és abl specifikus fuzios EBER-ISH-val PTCL-ben (18).
probakkal és iFISH-sel chloromaban (4).
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3. Fébb kiovetkeztetések — Uj eredmények - Hasznositas lehetoségei

3.1.

a. 150 pre-B pALL (kb 2 72 évnyi m.o.-1 beteganyag) numerikus kromoszdéma aberracioit az
Osszes kromoszoma vonatkozasadban centromerikus probakkal és iFISH eljarassal vizsgalva
megallapitottuk, hogy a leggyakoribb genetikai alcsoport, a hiperdiploid pre-B pALL
kialakulasdban leggyakrabban a 4-es, 6-0s, 10-es, 14-es, 17-es, 18-as, 2l-es és X
kromoszomak nyerése szerepel.

b. Uj eljarasként kidolgoztuk a mikroszkopos relokalizaciot valamint a konzekutiv, 2 x 4
szini iFISH eljarast alkalmaz6 technologiat, mellyel a 8 kromoszoma kopia szam
valtozasainak (CNA) jellemzésére, eldszor, egysejt-szintli, korrelalt 8-paraméteres (8P)
adatbazist hoztunk létre 214 pre-B pALL kezeletlen csontveldi blastjainak vizsgalataval.

C. Az adatbdzis alapjan megallapitottuk, hogy massziv szubklondlis heterogenitas all fenn a
leggyakoribb gyermekkori malignomaban. Az alacsony illetve a magas hiperdiploid (HeL ill.
HeH) pre-B pALL-ben kromoszoéma szam szerint atlagosan 6.9 ill. 10.2, mig egyedi
kromoszdma konstellacio alapjan 15.3 ill. 26.7 szubklon volt azonosithatd. Ennek hatterében
szignifikdns kromoszoma instabilitast igazoltunk. A szubklonalis heterogenitas az eddigi
vizsgalati eljarasokkal — kariotipizalassal - nem volt detektalhato.

d. A szubklonok gauss-i mellett bimodalis gyakorisag eloszlast is mutatnak, mely
szubklonalis szinten is szelekcidés nyomas fennalltara utal.

€. A dominans szubklon kromoszéma szdma alapjan meghatarozott iMNg index (modalis
kromoszdéma szdm 8-paraméteres iFISH alapjan) jol jellemzi a hiperdiploid statuszt (HeL vs
HeH).

f. A korrelalt 8P adatbazis ’halozat’ / network és Steiner-fa analizise alapjan megallapitottuk,
hogy a kromoszoma nyerések 80 — 90 %-a- a HeL és a HeH csoportban is - szekvencialisan
torténik.

d. A korrelalt 8P adatbazis ’csoport’ / cluster analizise alapjan a kromoszoma nyerések
szigoru hierarchidjat bizonyitottuk: a ’csoport’-fa alapjat mindig a 21-X-14-es kromoszomak
képezik, a 10-18-as valamint a 4-6-os kromoszomak egy-egy rakovetkezd csoportot alkotnak,
mig a 17-es kromoszoma az utdbbiak koziil egyikhez sem tartozott konzekvensen.

h. A tetraszomias kromoszoéma képzOdéstdl eltekintve nagyrészt ismeretlen patogenezisii

hiperdiploid pre-B pALL 1j és atfogd patomechanizmus modelljét irtuk le. Ezen genetikai
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tipizalas alapjan a kromoszoma szegregaciés mechanizmusok vizsgalata olyan specifikus
hibékat tarhat fel, amely 11j target terapia alapjat képezhetik.

I. A 8P korrelalt adatbazis alapjan olyan egyszert triplex iFISH eljarast dolgoztunk ki, mellyel
a pre-B pALL hiperdiploid statusza nagy pontossaggal meghatidrozhatd. Ezzel kapcsolatban
m.o.-i (SZTNH -45953/13 ) illetve nemzetkézi (PCT/IB_2014/067116) szabadalmi eljaras
van folyamatban.

3.2.

a. Megallapitottuk 130 pre-B pALL vizsgalata alapjan, hogy ebben a foldrajzi térségben
(korabbi adat nem allt rendelkezésre) az ETV6/RUNXI fuziot eredményezé t(12;21)(p13722)
genetikai aberracié gyakorisaga 20.5 %. Az aramlési citometrias DNS index (DI) alapjan ezen
transzlokaciot mutaté leukaemidk 95 %-a diploid. Bar a transzlokacié pozitiv betegek az
alacsony riziké csoportba sorolodtak, az 5 éves eseménymentes tulélésiik nem kiillonbozott
szignifikansan a transzlokacio negativ pre-B pALL betegekt6l.

b. Az ETV6/RUNXL1 pozitiv pre-B pALL-ben a minimalis rezidualis betegség (MRD)
meghatarozasara Kombinalt Immunfenotipus Interfazis FISH (KIIF) pasztazo fluoreszcens
mikroszkdopos (SFM) eljarast dolgoztunk ki, mely a CD10 (immunfluoreszcencia) és t(12;21
transzlokacid (iIFISH) konzekutiv jelolését és detektalasat jelentette. Az eljarassal a CD10+ /
t(12;21)- haematogéniumok illetve a CD10+ / t(12;21)+ leukaemias sejtek 9 x 10™ szinten
elkiilonithetdek, tehat a leukaemias sejtek a dontéshozoi szempontbol altalanosan elfogadott
107 szintnél alacsonyabb gyakorisag esetén is 100 %-os biztonsaggal azonosithatok voltak

c. Az ETV6/RUNX1+ pre-B pALL betegek klinikai MRB vizsgalata soran a kezelés 33.
napjatol, a betegek csontveld mintaiban, 107 szintnél gyakoribb leukaemias sejtek kvantitativ
RNS, illetve klon-specifikus DNS PCR modszerekkel nem voltak kimutathatoak. Ugyanakkor
a kezelés 33. napjatdl a betegek 36 %-aban mutattunk ki KIIF modszerrel 10 — 1072 szintnél
gyakoribb CD10+ / t(12;21)+ sejteket. Ezek azonban csak monoallelikus aberraciot mutattak,
10°, 10°® érzékenységli RNS alapi RQ-RT-PCR valamint DNS alapu, klon specifikus RQ-
PCR eljarasokkal nem voltak detektdlhatoak, ezért nem leukaemias rezidualis sejteknek,
hanem csontveldi leukaemia prekurzor sejteknek feleltek meg.

d. Els6 alkalommal mutattunk ki és vizualizaltunk kezelt t(12;21)+ pre-B pALL betegekben
in utero keletkezo leukaemia prekurzor sejteket a csontvel6ben, melyek csak az 0j eljarasként
kidolgozott KIIF eljarassal voltak ’lathatdéak’. A prekurzor sejtek jelenléte kezelt betegekben
Osszefliggést mutathat a recidiva hajlammal ezért ezek vizsgalata prediktiv a betegség

lefolyasat illetden.
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3.3.1.

a. Jelen tanulmany vizsgilta az irodalomban legnagyobb, 17 klinikailag Ph® acut
lymphoblastos leukaemia (ALL) beteganyagot kombinalt morfoldgia és FISH technikaval,
annak érdekében, hogy a biztosan el nem kotelezett dssejt (UCSC) eredetii, klinikailag nem
ismert chronicus myeloid leukaemia lymphoblastos krizist (CML-LBC) elkiilonitsiik a de novo
Ph™ ALL-tSl. Az utobbi sejtvonal érintettségével kapcsolatban (UCSC vs LSC /lymphoid
Ossejt/) — valtozatos modszerek alkalmazédsa alapjan — ellentmondéasos adatok léteztek az
irodalomban. Az elkiilonités a BCR-ABL tortéspont régio alapjan, RT-PCR eljarassal, nem
volt lehetséges. A 17 Ph" ALL kozott 6 gyermek (pALL) és 11 felndtt (aALL) szerepelt, 9
betegség (4 pALL és 5 aALL) az m-ber, mig 8 betegség (2 pALL, 6 aALL) az M-bcr tipusu
kiméra expressziot illetve atrendezddést mutatta.

b. A sejtvonal érintettség sejtvonal specifikus, iFISH eljarassal végzett vizsgalatanak azért
van kiilonos jelentGsége, mert - a klinikai lefolyas alapjan bizonyitottan — a de novo Ph+ ALL
vs CML-LBC kozott a legajabb, 65 illetve 33 kbp feloldasti oligonukleotid komparativ
genomikus hibridizacié (aCGH) sem tudott differencidlni: mindkettében a genomikus profil
legjellemzdbbje a CDKN2A (p16) és az IKZNF1gén lokuszok valamint a 14q32 régioban az
IgH, tovabba a TCR lokuszok vesztései.

. Csak azon betegeknél talaltunk tobbsejtvonal érintettséget, akik a remisszid utan chronicus
fazisba konvertaloédtak és ezért ezek valojaban CML-LBC-nek feleltek meg. Forditva, az
UCSC eredetii de novo Ph* ALL 1étezésére nem talaltunk bizonyitékot, de a vizsgilatunk
BCR-ABL toréspont heterogenitast kimutatott a LSC eredetii Ph* pALL-ben illetve aALL-ben,
egyarant.

d. A prognézis és a kezelési stratégia a CML-LBC-ben valamint a de novo Ph” ALL-ben még
a tirozin kinaz gatlok (TKI) korszakaban is eltérd, ezért a sejtvonal érintettség korrekt
vizsgalata fontos és a klinikai / terdpias dontéshozatal alapjat kell képezze. Hasonlo
problémakor a Ph+ de novo acut myeloid leukaemia (AML) valamint a CML-MBC (CML-
myeloblastos crisis) differencialasa. Ez azonban az AML-ek minddsze 1 %-at kitevo elébbi
kérforma esetében az IgH és TCR lokuszokban aCGH modszerrel leirt egyedi vesztések
alapjan lehetségesnek latszik. Ennek alapjan a Ph+ de novo AML a jovobeni WHO
klasszifikaciokban kiilon entitdsként szerepelhet.

e. Tanulmanyunk keretében a 64, klinikai - laboratoriumi paraméterek vonatkozasaban

essentialis thrombocythaemianak (ET) mindenben megfeleld beteg ber-abl atrendezodés (Ph)
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¢és expresszid molekularis valamint csontvel6i morfometriai vizsgalata alapjan a bcr-abl
mRNS+ (bert) ET 1étezik, aranya alacsony, 6.3 %-nak bizonyult.

f. Vizsgalataink szerint a ber” ET el nem kotelezett 8ssejt eredetii, CML tipust progressziot
nem mutat, a csontveldi morfometriai indexek ET tipustiak. gy az adatok nem utalnak arra,
hogy a bcr+ ET a CML form fruste allapota lenne, hanem az ET egy variansanak felel meg. A
Ph+ ET éllapot a csontvel6i morfoldgiaban erdteljes eltolodast idéz el6 CML iranyéba.

g. A végsé és teljes genetikai kiilonbség a ber” ET, a Ph™ ET valamint a CML kdzott még
feltarasra var, de egy kozos genetikai jellegiik biztosan van: mindharomban, még az elsdben
is, van egy Ph kromoszoma pozitiv klon. Ez arra utal, hogy myeloproliferativ neoplasiara
hajlamosité milliében tobb, mint egy genetikai mutacid, kdvetkezményes szubklondlis
heterogenitds is kialakulhatnak ¢és azonosithatoak. A dominans (’driving’) vs nyugvo
("passanger’) mutacidkra esd — akar terapia asszocialt - szelekcids nyomds hatdrozhatja meg a

dominans klont és a klinikopathologiai képet.

3.3.2.

a. Az irodalmi adatok nagy tbbsége szerint a CML-es betegekben egy labilis, Ph*, de nem
expresszalod progenitor kompartment is 1étezik, ezt a tirozin kinaz inhibitorral indukalt major
molekularis valasz (MMR) allapotot vizsgéald tanulmanyok is megerdsitik, mind az Ossejt,
mind a progenitor sejtpopulacidé vonatkozasidban. Tanulmanyunk szerint a Ph+
(kariotipizalés), ber-abl+ (iFISH) CML tipustit myeloproliferativ neoplasidban az egész
neoplastikus haemopoetikus allomanyra kiterjedd, alterndlo jellegii, a p230, p210 mRNS-t
egyarant érintd expresszio hiany (’silencing’) allhat fenn.

b. A nem-expresszalo Ph* allapot tovabb stratifikalhatja a CML tipust betegség tobblépcsds
patogenezisét. Emellett arra utal, hogy a legijabb TKI kezelési modulok molekularis
monitorizalasandl a DNS alapt modszereket kell eldnyben részesiteni a relapszus
predikcidjaban.

c. Kombinalt feno- és genotipus vizsgalatok alapjan klondlis kapcsolatot (Ph pozitivitast)
mutatd CML és hajas sejtes leukaemia (HCL) egyiittes eléfordulasat irtuk le.

d. Az ennek kapcsan folytatott B-sejtes ML €és MPN kapcsolatanak vizsgalata soran
megallapitottuk, hogy MPN-ékban sokkal gyakrabban (32%) detektalhatd morfoldgiailag
fokozott mennyiségli érett lymphoid populacié a csontveldben, mint amilyen ardnyban —
szigorti kritériumok alapjan — monoklonalis IgH génatrendezédés (IgH-R) PCR-rel
kimutathat6. Az IgH-R+ klonalis B-sejt populacio (5 %) illetve a klinikopatologiailag

10
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manifest B-ML (2.5 %) kozel 2 nagysagrenddel gyakoribb MPN-ban, mint az az eurépai nem
Hodgkin ML incidencidb6l kovetkezne. Ez azt jelenti, hogy MPN-akban, kiilonosképpen a
tobb fejlédésben levé format inkorporald MPN-NOS-ban IgH-R+ monoklonalis B-sejt
populécio kialakulésara predispozici6 létezik. Ennek az lehet az alapja, hogy a B lymphocytak
egy valtoz6, de szignifikdns frakcioja a MPN klonhoz tartozik, tehat a tobblépcsds
cancerogenesis sordn legalabb 1 genetikai aberraciot mar akviralt. Addicionalis, lymphoma
specifikus mutacio, tehat klonalis szelekci6 és fejlédés igy nagyobb valosziniiséggel alakul ki,
mely a MPN-val klonalis kapcsolatot mutatd B-sejtes ML-hoz vezethet.

e. Szomatikus hipermutacio analizis szerint az IgH-R+ monoklonalis B-populacio illetve B-
sejtes ML MPN-ban egyarant lehet pre- valamint postfollicularis eredetii és a CML tipust
MPN-aban ismert LBC jellegli progressziotdl eltéré patomechanismusu folyamatot képvisel.
f. Monoklonalis B-sejtes populacio felismerése és értelmezése MPN tipusti betegségek

csontveld mintaiban komplex molekularis modszertant igényel.

3.3.3.

a. CML-ben, a legujabb TKI terapids korszakban, a legutobbi, nemzetkézi CML
sejttomeg) Vs betegség reprezentacid Osszefliggéseinek kérdéskore nyugvopontra. A ber-abl
expresszio prediktiv ereje a betegség progresszid vonatkozasdban kérdéses.

b. 68 kezeletlen és IFN-a kezelt beteg 155 periférias vérmintajanak (PV) kvantitativ ber-abl
expresszio ¢és iFISH vizsgalata alapjan megallapitottuk, hogy a kezeletlen CML tumorsejtek a
bcr-abl expresszid vonatkozasaban nagyfoku, 10° nagysagrendii heterogenitast mutatnak, a
tumortdmeg €s az expresszid mértéke gyengén korrelal.

C. El6szor csak a major citogenetikai valasz (iFISH-PV, 1 % < bcr-abl-R+ sejt < 33 %)
kategoriaban csokkent szignifikdnsan a ber-abl expresszio a kezeletlen allapothoz képest. Az
atcsapasi pont, szignifikans ber-abl expresszio csokkenés formajaban, a kezelt betegek kozott
ugyancsak a major citogenetikai valasz (iIFISH-PV) elérésénél, a major és minor citogenetikai
valasz kozott volt detektalhato, de ilyen expresszid csokkenés major és komplett citogenetikai
valasz kdzott nem volt azonosithato.

d. A tanulmany lezarasaig a legnagyobb publikalt, q-RT-PCR-rel mért és iFISH-PV-vel

crer

kezelt CML-es beteganyag analizisébdl levont kdvetkeztetés, miszerint a periférias iFISH

11
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tumortdmeg prediktiv a bcr-abl expresszid szempontjabol, egybecseng a TKI kezelt
betegekben nyert adatainkkal.

e. 197 kezeletlen illetve TKI-ral kezelt CML-es beteg csontveld és vérmintainak vizsgalata
soran megallapitottuk, hogy 15 %-0s csontvel6i iFISH hatarértéket meghatarozva az iFISH
96,8 % pozitiv és 93,8 % negativ prediktiv értékkel képes major citogenetikai valasz (Ph+
metafazis arany 0-35 %) meghatarozasara (konkordancia: 96.8 %). Ugyancsak szoros
korrelaci6 mutatkozott a kariotipizaldsi citogenetikai valasz és a periférids vérsejtek iFISH
pozitivitasa kozott (r = 0.90, n = 177). A periférian 15 %-0s hatarértéket megallapitva az
iFISH 96.3 % pozitiv, és 97,9 % negativ prediktiv értékkel képes major citogenetikai valaszt
meghatarozni (konkordancia: 97,2 %). Az utdbbi kiilondsen azért fontos, mert a legijabb
monitorizalasi iranyelvek szerint CML-ben a komplett citogenetikai valasz és a betegség
progresszio szempontjabol a periférias iFISH érték sokkal inkabb prediktiv, mint a ber-abl
expresszio / major molekularis valasz.

f. Ehhez a manualis iFISH értékelésnél akar 1 nagysagrenddel nagyobb sejtmennyiség
vizsgalatara képes, a jelentOs interobserver variabilitast elkeriilé, alacsony Ph+ sejtarany
mellett is megbizhatéan értékeld, automatizalt, 3D IFISH mintazat alapjan értékeld

mikroszkdpos eljarast dolgoztunk ki, elsdként.

3.4.

a. 365 periférias T-sejtes lymphoma (PTCL) vizsgalata alapjan megallapitottuk, hogy —
vélhetden a masodlagos immundeficiencia hatasara — a szunnyadé EBV-t tartalmazo B-sejt
kompartment kdzel 2 nagysagrendnyi expanzidja alakul ki, mely akar HRS-szerli sejteket is
magaban foglald aktivaciohoz vezethet. Ezen HRS-szerli sejtelemek aktivalt B-sejt (CD15',
CD20", CD30", CD45") vagy cHL-HRS sejt (CD15™, CD20™"*, CD30*, CD45") fenotipust
mutathatnak. EBER nuclearis FISH pozitivitds alapjan PTCL-kb6l szortirozott HRS-szer(i
sejtek IgVy FR | — CDR III régidjanak, /A mRNS expresszidjanak valamint az IgH
konzervalt oktamer promoter illetve enhancer régio specifikus transzkripcios faktor és ko-
faktor vizsgalata alapjan azt talaltuk, hogy legalabbis egyes esetekben ezen sejtek az Osszes

ismert feno- és genotipus jegy alapjan megkiilonboztethetetlenek cHL HRS tumorsejtjeitol.

b. Ez a jelenség az immunszupresszié indukalta, cHL iranyt B-sejtes klonalis evolucio in vivo
pathologiai modeljét reprezentalja. A leirt folyamat cHL kialakulasanak korai, a citokin fliggd
jellegzetes aspecifikus hattér kifejlodése eldtti stadiumat képviselheti, melyre — extrapolalva

az in situ tumor fogalmat — az in situ cHL elnevezést ajanljuk.

12
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3.5.

a. Analitikai citometriai eljarasokat alkalmazva kidolgoztuk kromoszéma transzlokéacio
/t(9;22)(q34;q11.2)/ interfazis citogenetikai (iFISH) jelolésének automatizalt, a harom
dimenzids (3D) iFISH jelmintazat értékelésén alapulo detektalasat (1. 3.3.3.f. pont).

b. Kidolgoztuk és analitikai citometrias jellemzését adtuk a kombinalt immunfenotipus és
IFISH-sel jelolt genetikai (numerikus és strukturalis) aberracid, tehat sejtvonal specifikus
citogenetikai analizis, automatizalt mikroszkdpos vizsgalatat (1. 3.2.b. pont).

c. Ezen eredmények kapcsan attekintettiik az iFISH manudlis kiértékelésre adott ECA
(European Cytogeneticists Association) valamint ACMG (American College of Medical
Genetics) ajanlasokat €s szabalyokat, tovabba a manualis kiértékelés nehézségeit.

d. A fentiek miatt foglalkoztunk az automatizalt iFISH analizis koriilményeivel, hardver és
szoftver igényeivel, a szoftver detektalasi képességének ’kifejlesztésével’ (training), az
automatizalt vizsgélati paraméter meghatdrozasok sorrendjével, az automatizacio torténetével,
applikacidival és perspektivaival. Ennek kapcsdn konszenzus standardizacids iranyelveket

korvonalaztunk.

13
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Scientometriai adatok

137,700
131,873

57,049
50,573

680
774

I. Impakt faktor
1. Osszes tudomanyos kdzlemény :
2. Kandidatiraban nem szereplé tudomanyos kézlemény:
3. Kandidaturaban nem szerepld elsd €s utolso szerzds
tudoményos kozlemény:
4. MTA doktori disszertacio targyat képezé tudomanyos kézlemény:
I1. Hivatkozasok
1. Fiiggetlen:
2. Osszes:
3. Kandidaturaban nem szerepld els6 — utolso szerzés kozlemény, fliggetlen 238
4. Kandidaturaban nem szerepld elsé — utols6 szerzos kozlemény, dsszes

16

294



5. Koszonetnyilvanitas dc 1046 15

5. Koszonetnyilvanitas

Halaval tartozom Prof.Dr. Romhanyi Gyorgynek, Korbonctan tanaromnak, akitdl a mély
tudomanyos igényl orvosi gyakorlat szellemiségét kaptam, Prof.Dr.Kelényi Gabornak, akit6l
a vizsgalataim targyanak tobbségét képez6 haemapathologiat tanulhattam. Kutatasi iranyom
kialakitasahoz meghataroz6 technologiai ismereteket nyertem Jan GJ Bauman-tol (Rijswijk,
TNO, Hollandia), az in situ molekularis technoldgiak hajnalan. Ton Raap (Leiden, LUMC,
Hollandia) révén keriilhettem egy vadonattj, pan-eurdpai, interdiszciplinaris — biomedicinalis
fejlesztési irany (AMCA - Automation Molecular Cytogenetic Analysis) fésodraba. A
nagyszamu kollaborativ vizsgalati lehetGségért koszonettel tartozom a Magyar Pathologusok
Tarsasaga valamint a Magyar Hematologiai és Transzfuziologiai Tarsasag mindenkori
Vezetdségének, a MPT Dunantuli Szekcidojaban tovabbda a MHTT Myeloproliferativ
Munkacsoportjdban részvevoknek, a Magyar Gyermekonkoldgiai Munkacsoport centrumai €s
a felndtt onkohematologiai ellaté haldzat centrumai valamint szubcentrumai vezetdinek,
kiilonésképpen szerzétarsaimnak és a munkalatok mindenkori tamogatasaért a POTE / PTE
Pathologiai Intézet munkatarsainak. Halas szivvel gondolok csaladomra és kiilon koszonettel

tartozom a nyugodt hatteret biztosito feleségemnek.
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